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1. ÖZET 

 
ASTENOZOOSPERMİDE MİTOKONDRİYAL OTOFAJİNİN OKSİDATİF 

STRESLE İLİŞKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Hasarlı mitokondrilerin ortadan kaldırılması mitofaji olarak adlandırılmaktadır. 

Bu süreçte meydana gelen herhangi bir aksaklık sperm hareketi için gerekli enerjiyi 

üreten mitokondrilerin fonksiyonundaki bozulmaları artırarak oksidatif stres ve 

apoptozla ilişkili daha büyük problemlere yol açabilmektedir. Astenozoospermide 

mitofajinin insan sperminde ilk defa değerlendirildiği bu çalışmada otofaji ilişkili 

protein ATG-5 ve erken apoptoz belirteci sitokrom c (cyt-c) proteini immünfloresan 

görüntülendi, protein miktarları western blot ile incelendi.  Mitokondrilerin 

işlevselliğini gösteren mitokondriyal membran potansiyeli JC-1 boyası ile ölçüldü. 

Ayrıca mitofajinin oksidatif stresle ilişkisini değerlendirmek için oksidatif stres 

belirteçleri MDA ve AOPP ile antioksidanlardan GSH-Px , SOD, GSH ve FRAP 

seviyeleri astenozoopermi ve normosperm örneklerinde incelenmiştir. Son olarak 

mitokondrilere dair görsel değerlendirme için elektron mikroskobik takip yapılmıştır. 

Sonuçlarımıza göre yüksek MMP’li sperm yüzdesi astenozoospermi grubunda 

oldukça düşük bulunmuştur. Astenozoospermi grubunda MDA ve AOPP seviyelerinin 

arttığı ve dolayısıyla oksidatif stresin arttığı görülmüştür. Bununla beraber antioksidan 

seviyeleri normospermi grubunda daha yüksek bulunmuştur. ATG-5 ve cyt-c ifadeleri 

spermlerin baş, boyun ve kuyruk bölgelerinde lokalizeydi. Dolayısıyla ATG-5’in 

boyunda ifadesi ve o bölgede mitokondrilerin yoğun bulunması mitofajide rol 

oynadığını düşündürmektedir. Protein ekspresyonları incelendiğinde ATG-5 ve cyt-c 

astenozoospermi grubunda normosperm grubuna göre daha yüksek bulunarak anlamlı 

fark göstermiştir. Bu nedenle ATG-5 astenozoospermide artmış mitofaji aktivasyonu 

ile ilişkili bulunmuştur. ATG-5 ve cyt-c ekspresyonları arasında korelasyonun 

bulunması otofaji ve apoptoz arasındaki çapraz etkileşimi göstermektedir. İnce yapısal 

düzeyde sperm boyun kısmı ve mitokondriler incelendiğinde krista organizasyonunda 

bozulmalar, mitokondrilerde şişme ve otofagozom benzeri membran oluşumlarına 

astenozoospermi grubunda rastlanmıştır. Bulgular doğrultusunda astenozoospermide 

oksidatif stresin artmasına paralel olarak hem mitofajinin hem de apoptozun arttığı ve 
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bunun spermlerde hareket problemine neden olduğu sonucuna varılmıştır. Mitofajideki 

artış hasarlı mitokondrilerin hücreden hızlıca uzaklaştırılmasını sağlama maksatlı olsa 

da ATG-5’in aşırı üretimi spermlerin apoptoza gitme oranını artırmıştır. 

 

Anahtar kelImeler: Apoptoz; Astenozoospermi; ATG-5; Cyt-c ; Mitofaji; Mitokondri; 

Oksidatif stres 

 

Bu tez 122S776 numaralı TÜBİTAK 1002 Hızlı Destek Projesi olarak desteklenmiştir. 
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2. ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF MITOCHONDRIAL 

AUTOPHAGY AND OXIDATIVE STRESS IN ASTENOZOOSPERMIA 

 

The elimination of damaged mitochondria is called mitophagy. Any disruption 

that occurs during this process can lead to disturbances in the function of mitochondria 

that produce the necessary energy for sperm motility, increasing oxidative stress and 

potentially leading to more significant problems associated with apoptosis. In this 

study, mitophagy was evaluated for the first time in human sperm in 

asthenozoospermia. Autophagy-related protein ATG-5 and the early apoptosis marker 

cytochrome c (cyt-c) protein were visualized by immunofluorescence, and protein 

levels were examined with western blot. Mitochondrial membrane potential (MMP), 

which indicates the functionality of mitochondria, was measured with JC-1 dye. 

Additionally, oxidative stress markers MDA and AOPP, as well as antioxidant levels 

of GSH-Px, SOD, GSH, and FRAP, were examined in asthenozoospermia and 

normosperm samples to evaluate the relationship between mitophagy and oxidative 

stress. Finally, electron microscopy was conducted for a visual assessment of 

mitochondria. According to our results, a high percentage of sperm with high MMP 

was found to be significantly lower in the asthenozoospermia group. In the 

asthenozoospermia group, MDA and AOPP levels were increased, indicating an 

increase in oxidative stress. Furthermore, antioxidant levels were higher in the 

normosperm group. ATG-5 and cyt-c expressions were localized in the head, neck, and 

tail regions of the sperm. Therefore, the expression of ATG-5 in the neck region, where 

mitochondria are densely found, suggests its role in mitophagy. When protein 

expressions were examined, ATG-5 and cyt-c were found to be significantly higher in 

the asthenozoospermia group compared to the normosperm group, indicating 

increased mitophagy activation associated with ATG-5 in asthenozoospermia. The 

correlation between ATG-5 and cyt-c expressions suggests cross-talk between 

autophagy and apoptosis. At the ultrastructural level, disruptions in cristae 

organization, mitochondrial swelling and autophagosome-like membrane formations, 

were observed in asthenozoospermia. In line with these findings, it was concluded that 
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an increase in both mitophagy and apoptosis occurred in asthenozoospermia parallel 

to the increase in oxidative stress, leading to motility problems in sperm. While an 

increase in mitophagy aims to quickly remove damaged mitochondria, the 

overproduction of ATG-5 increased the rate of sperm undergoing apoptosis. 

 

Key words: Apoptosis; Asthenozoospermia; ATG-5; Cyt-c; Mitochondria; 

Mitophagy; Oxidative stress  

 

This thesis is supported by TUBITAK with project number 122S776. 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

Spermiyogenez sürecinde spermatositlerin olgun sperm hücrelerine 

dönüşümünde otofaji önemli bir basamaktır. Otofaji sayesinde fazla ya da hasarlı 

organeller, sitoplazmik kalıntılar uzaklaştırılır, akrozom biyosentezi ve kamçı oluşumu 

gerçekleşir (1). Bu süreçteki herhangi bir aksaklık fonsiyonel aktif sperm hücresi 

oluşumunu engelleyecek ve infertiliteye yol açacaktır. Yapılan çalışmalar sonucunda 

çeşitli faktörlerin sperm hareketi üzerine etkisi gösterilmiş olsa da otofajinin etkisine 

dair insan spermiyle yapılmış çalışma sayısı azdır.  

Erkekte semen örneği incelenirken Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO) referans 

değerleri baz alınmaktadır. WHO’ya göre normal bir semen örneğinde mililitrede 16 

milyon veya üzeri sayıda sperm hücresi bulunmalıdır. Bu spermlerin toplam 

hareketliliği %42’den progresif hareketliliği ise %30’dan yüksek olmalıdır (2). 

Hareket oranının belirtilen değerlerden az olması durumu astenozoospermi olarak 

adlandırılmaktadır. Astenozoospermide, hareket problemi nedeniyle sperm hücreleri 

dişi genital kanalında ileri hızlı hareket edemedikleri için normal yolla oositi 

dölleyememektedirler. Spermlerde hareket mitokondri tarafından üretilen enerji ile 

sağlanmaktadır. Mitokondrilerde herhangi bir hasar olduğu zaman işlevsiz 

mitokondrinin uzaklaştırılması, mitokondrinin otofajik membranla çevrelenerek 

ortadan kaldırılması ile gerçekleşmektedir ve bu süreç mitofaji olarak 

adlandırılmaktadır (3).  

Mitokondrinin aktifliğini gösteren belirteçlerden birisi mitokondriyal membran 

potansiyelidir (MMP). Oligozoospermik, astenozoospermik ve 

oligoastenozoospermik genç yetişkinlerden alınan spermatozoanın, normal 

spermatozoadan önemli ölçüde daha düşük MMP'ye sahip olduğu görülmüştür (4). 

Sperm MMP'nin azalması sonucunda azalmış adenozin trifosfat (ATP) seviyeleriyle 

birlikte aşırı reaktif oksijen türleri (ROT)  üretimi olduğu bulunmuştur. Mitokondri, 

sperm için ROT üreten tek organeldir. ROT’ların saldırgan üretiminin, mitofajiyi 

başlatabildiği ve erkek gametin apoptoz benzeri bir fenotipe sahip olmasına neden 

olabildiği bildirilmiştir (5). Bu nedenle oksidatif strese bağlı ROT artışı ile mitofaji 

arasındaki ilişki de çalışmamız dahilinde incelenmiştir.  
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Spermatogenez sırasında germ hücre ölümünü indüklemek için otofaji ve 

apoptozun iş birliği yaptığı gösterilmiştir (6). Otofajinin ilerleyen aşamalarda 

apoptozu indüklediği ya da inhibe ettiği bilindiğinden çalışmamızda, mitofajinin ne 

derece apoptozu indüklediğini göstermek için erken apoptoz belirteci olan cyt-c 

ekspresyonu değerlendirilmiştir.  

Bu tez çalışmasında, infertilite nedeni astenozoopermi olan hastaların sperm 

örneklerinin mitofaji yönünden incelenerek normal sprem örnekleri ile 

karşılaştırılmasıyla, hareket probleminin olası sebeplerine dair yeni bilgilerin elde 

edilmesi amaçlanmıştır. Astenozoospermi hastalarında mitofaji-apoptoz-oksidatif 

stres ilişkisinin incelenmesi ile bu süreçler arasındaki bağlantıların ortaya çıkarılması 

hedeflenmiştir.  
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4. GENEL BİLGİLER 
 

4.1. İnfertIlIte  

 

Kısırlık, küresel bir sosyal ve tıbbi sorun haline gelerek çiftlerin yaklaşık %15'ini 

etkilemektedir (7). Dünyadaki çiftlerin yaklaşık %8-12'si infertildir ve bunların %40-

50'sine "erkek faktörleri" neden olmaktadır (8). Erkek faktör infertilite nedenlerinin 

görülme sıklığı çalışma popülasyonuna ve coğrafi bölgeye bağlı olarak farklılık 

göstermektedir (9). Avrupa Üroloji Birliği Kılavuzlarına göre en sık bildirilen erkek 

faktör infertilite nedenleri varikosel, kriptorşidizm, hipogonadizm, diğer 

endokrinopatiler (örn. hipo- veya hiper-tiroidizm, hiperprolaktinemi), immünolojik 

faktörler (örn. antisperm antikoru), erkek genital sistem bozuklukları (seminal vezikül, 

epididim veya ejakülatuvar kanalda konjenital veya edinilmiş anormallikler), genetik 

anormallikler (örn. azospermiye neden olan k!st!k f!broz transmembran !letkenl!k 

düzenley!c! (CFTR) genindeki mutasyonlar, Y kromozomu mikrodelesyonu ve 

karyotip değişiklikleri), ilaçlar (örn. kemoterapiler; anabolik ilaçlar) veya cerrahi (örn. 

prostat ameliyatı) ve idiyopatik kısırlıktır (10).  

İtalya'da 2.100 kısır erkek üzerinde yapılan bir araştırma, Charlson Komorbidite 

İndeksi (CCI), semen parametreleri ve hormonal düzeyler arasındaki ilişkiyi 

incelemiştir. Çalışma, artan CCI (kötü sağlık göstergesi) ile birlikte semen 

parametrelerinin kötüleştiğini ve folikül stimüle edici hormon (FSH) seviyelerinin 

yükseldiğini göstermiştir. Sonuçlar hipofiz bezinin spermatogenik fonksiyon 

bozukluğunu telafi etmeye çalıştığını düşündürmektedir (11). Bir erkeğin sağlığının 

tıbbi olarak optimizasyonu ile hastalık durumunda meydan gelen iyileştirmelerin 

semen parametrelerini, cinsel işlevi ve doğurganlık potansiyelini iyileştirebileceği 

bildirilmiştir (12). 

Erkek birey fertilite yönünden incelenirken ilk bakılan şey semen 

parametreleridir. Eğer semen parametrelerinde bir problem yoksa yukarıda sayılan 

nedenler araştırılır. Semenin ilk olarak hacmi, rengi, viskozitesi, likefaksiyon süresi ve 

pH’ı makroskopik olarak değerlendirilmektedir. Daha sonra mikroskobik olarak total 

sperm sayısı, hareketlilik, morfoloji, canlılık, yuvarlak hücre sayısı incelenmektedir. 



 8 

Anormal meni parametreleri olan erkeklerde testis kanseri riskinin 20 kat arttığı 

bildirilmiştir (13).  

Normal bir semenin hacmi ortalama 2-6 ml arasındadır. İncelenen örnekte 

hacmin 1,4 ml’nin altında olması h!posperm! olarak adlandırılmaktadır. Semen 

içerisinde sperm bulunmaması, seminal vezikül sıvısının semene katılamaması ya da 

retrograd ejakülasyon nedeniyle bu durum ortaya çıkabilmektedir. Toplam sperm 

sayısı için 16 milyon/ml sınır değer olarak kabul edilmektedir. Bunun altındaki sayılar 

ol!gozoosperm! olarak tanımlanmaktadır. Ejakülatta hiç sperm görülmüyorsa eğer 

azosperm! teşhisi konulmaktadır. Azospermik hastalarda tıkanıklığa bağlı bir problem 

varsa cerrahi yöntemlerle tıkanıklığın ortadan kaldırılması sonrası semende sperm 

görülebilmektedir. Ancak tıkanıklığa bağlı olmayan durumlarda sperm üretiminin olup 

olmadığı cerrahi olarak testiküler sperm ekstraksiyonu (TESE) yapıldığında 

belirlenebilmektedir. Spermlerin morfolojisi ise baş, boyun ve kuyruk kısımlarında 

sitoplazmik kalıntılar, vakuol, şekil bozuklukları vb.açısından değerlendirilir. Normal 

morfolojiye sahip sperm yüzdesi 4’ün altındaysa eğer teratozoosperm! olarak 

tanımlanır. 

 Erkek faktör hastalarda hareket problemi dikkat çeken önemli kusurlardan 

birisidir. Başarılı bir fertilizasyonun gerçekleşmesi spermlerin yumurtaya doğru ileri 

ve hızlı hareket etmesine bağlıdır. WHO 2021 semen analizi kriterlerine göre bir 

semen örneğinde toplam hareketliliğin %42’den, progresif hareketliliğin %30’dan az 

olması astenozoospermi olarak tanımlanmıştır (2).  

 

4.2. AstenozoospermI 
 

Astenozoosperminin etiyolojisi enfeksiyon, anormal bağışıklık, uzun süreli 

cinsel perhiz, sağlıksız yaşam tarzı ve ayrıca genetik faktörleri içermektedir (14). 

Semende lökosit sayısının enfeksiyona bağlı artmasının büyük miktarda ROT’u 

serbest bıraktığı, bunun da sperm hareketliliğinde düşmeye ve DNA (deoksiribo 

nükleik asit) bütünlüğünde bozulmaya yol açtığı bulunmuştur (15). İnsan papilloma 

virüsü (HPV) ile enfekte olan hastalarda astenozoospermi insidansı, sperm 

hücrelerinde HPV bulunmayan hastalara göre önemli ölçüde daha yüksektir (16). Bir 

hastada COVID-19 enfeksiyonu sonrası total immotil spermin görüldüğü ancak bu 

tablonun üç ay sonra normal semen parametrelerine döndüğü bildirilmiştir (17). Bu 
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bilgiden yola çıkıldığında enfeksiyona bağlı hareket probleminin enfeksiyon ortadan 

kalktığında zamanla düzelebileceği yani geri dönüşümlü bir hasar olduğu 

düşünülebilmektedir. Normospermi örneklerinde cinsel perhiz süresinin semen 

parametreleriyle ilişkisinin araştırıldığı bir çalışmada 4-7 gün perhizi olan hastalarda 

sperm hareketliliği, 2 saat cinsel perhizi olan hastalarınkinden daha düşük oranda 

bulunmuştur (18). Ejakülatuvar kanalda geçirilen süre arttıkça oksidatif stresin 

artacağı ve bunun da sperm hareketi ve DNA hasarları ile ilişkili olabileceği 

bildirilmiştir (19,20). Alkol, sigara, toksik maddeler ve fiziksel aktivite 

astenozoospermiye yol açabilecek eksojen kaynaklardan birkaçıdır (21,22).  

Astenozoosperminin genetik nedenleri arasında kromozomal anormallikler ve 

nükleer ve/veya mitokondriyal genlerin spesifik mutasyonları yer alabilmektedir (23) 

ancak astenozoosperminin genetik nedenleri hala nispeten bilinmemektedir. Nükleer 

veya mitokondriyal DNA’daki (mtDNA) hasar, enerji homeostazisinde yer alan temel 

proteinleri kodlayan genlerin replikasyonunu ve transkripsiyonunu engeller, böylece 

sperm hareketliliğini azaltır (24). Astenozoospermi, oligoastenozoospermi (OA) ve 

astenoteratozoospermili (AT) erkeklerden alınan sperm örneklerinde FISH ile X, Y, 18 

ve 21 kromozomları üzerinde yapılan bir anöploidi çalışması, ortalama anöploidi 

seviyesinin %2,9 (astenozoospermi), %2,8 (OA) ve %2,5 (AT) olduğunu göstermiştir. 

Normozoospermili erkeklerde ortalama anöploidi düzeyi ise %0,11’dir (25). Normal 

semen parametrelerine sahip erkeklerde mitokondriyal DNA kopya sayısının 

(mtDNAcn) daha düşük olduğu bildirilmiştir (26). Spermlerde mtDNAcn artması, 

kusurlu mitokondrilerin aşırı çoğalması, anormal spermatogenez ve olgun spermde 

bozulmuş mitokondri otofajisi ile ilişkili bulunmuştur (26,27). İnfertil erkeklerde 

yapılan bir çalışmada düşük sperm konsantrasyonu, sayısı, hareketliliği ve morfolojisi 

ile mtDNAcn arasında negatif korelasyon bulunmuştur (28).  

Astenozoospermi, hareketli silyalar ve sperm flagellasının benzer aksonemal 

yapısı nedeniyle, Primer Siliyer Diskinezi olarak bilinen, esas olarak bronşitli kronik 

hava yolu enfeksiyonları ve hareketli silya disfonksiyonuna bağlı rinosinüzit ile 

karakterize sendromik patolojik durumların bir parçası olarak da karşımıza 

çıkabilmektedir (29). Sperm flagellası merkezinde aksonem adı verilen ve klasik '9 + 2' 

dizilimini oluşturmak için merkezi bir mikrotübül çifti çevresel olarak çevreleyen 

dokuz periferik çift mikrotübülden oluşmaktadır (30).  Radyal çubuklar, dinein kolları 



 10 

ve neksin-dinein düzenleyici kompleks tarafından oluşturulan mekanik bağlantılar, bu 

mikrotübüllerin bütünlüğünü korur ve dinamiklerini koordine eder. Ek olarak, dokuz 

dış yoğun fiber, mitokondriyal kılıf ve fibröz kılıftan oluşan çeşitli aksesuar alt 

birimler, katman katman merkezi aksonemin etrafını çevreler (31). 

Astenozoospermi, anormal mitokondriyal kılıf, anormal baş-kuyruk veya orta 

parça-ana parça birleşimi, anormal kuyruk bükülmesi veya kıvrılması, düzensiz 

kuyruk çapı veya anormal rezidüel sitoplazma gibi çok çeşitli sperm kuyruğu 

morfolojik kusurlarıyla ilişkilidir (32). Sperm kamçısının çoklu morfolojik 

anormallikleri (MMAF), çeşitli genlerdeki mutasyonlarla bağlantılı otozomal resesif 

bir hastalıktır. Kısa, yok, kıvrık, bükülmüş ve/veya düzensiz kamçı dahil olmak üzere 

sperm kamçısının beş morfolojik kusuruyla karakterize edilen nadir bir 

astenozoospermi türüdür (33). Önceki çalışmalar, MMAF'ın temel olarak 

flagellumdaki merkezi mikrotübüllerin, mitokondriyal kılıfın, fibröz kılıfın, dış dynein 

kollarının veya iç dynein kollarının eksikliği gibi gelişimsel kusurlardan 

kaynaklandığını göstermiştir. 

Tüm bu sebepler dışında astenozoospermi, başka bir belirtisi olmayan (yani izole 

astenozoospermi) birçok infertil erkekte de kanıtlanmıştır. Prevalans astenozoospermi 

için %18,71 ve oligozoospermi ve/veya teratozoospermi ile ilişkili astenozoospermi 

için %63,13 bulunmuştur; dolayısıyla infertil erkeklerde en sık gözlenen sperm 

defektlerinden birini oluşturmaktadır (34). 

 

4.3. TestIs HIstolojIsI 

 

Astenozoospermi durumu büyük oranda spermlerin üretim sürecinde meydana 

gelen hasarlardan veya aksaklıklardan kaynaklanmaktadır. Erkek üreme hücresi olan 

spermlerin üretim süreci spermatogenez olarak adlandırılır ve testisler içerisindeki 

seminifer tübüllerde gerçekleşmektedir. Yetişkin bir erkekte ortalama 30 ml hacminde 

iki adet testis bulunmaktadır. En dıştan tunica albuginea adı verilen sıkı bağ dokusu ile 

çevrilidirler. Bağ dokusunun uzantıları testisi lobül adı verilen kompartımanlara 

ayırmaktadır ve her bir testiste yaklaşık 200-300 arası lobül bulunmaktadır. Her 

lobülde ise 1-4 adet seminifer tübül yer alır ve bir testiste toplam 250-1000 adet tübül 

bulunmaktadır. Testisin fonksiyonel birimi olan seminifer tübüller organ hacminin üçte 
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ikisini oluşturmaktadır. Tübüller 30-80 cm uzunluğunda, 150-250 µm kalınlığında, 

kıvrımlı seyreden kanallardır (Şekil 4.3.1.) (35).  

 

 

 

 

ŞekIl 4.3.1. Testis yapısı ve ilişkili kanallar (36) 

 

 

Tübüllerin arası interstisyel doku ile çevrilidir. Bu dokuda kan damarları, sinir 

lifleri, lenfatik kanallar veya sinüzoidler makrofajlar ve Leydig hücreleri yer 

almaktadır. Leydig hücreleri testosteron üretiminde görev alan poligonal şekilli 

hücrelerdir. Steroid üreten hücrelere benzer şekilde, lipid damlacıkları, tübüler kristalı 

mitokondriler ve iyi gelişmiş düz endoplazmik retikulum içermektedir. Embriyoda 

testosteron ve diğer androjenler erkek fetüsün gonad gelişimi için esastır. Pubertede 

ise sperm üretiminin ve aksesuar bezlerin sekresyonunun başlaması ve sekonder seks 

karakterlerinin gelişmesi için gereklidir. Erişkinlerde spermatogenezin, sekretuar 

aktivitelerin ve sekonder seks karakterlerinin sürdürülmesi için gereklidir (37). 
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Bir bazal membran üzerinde yer alan seminifer epitel tübülü döşemektedir. Bazal 

membranın etrafında kollajen lifler, fibroblastlar ve miyoid hücreler yer almaktadır. 

Miyoid hücreler seminifer tübül bazal membranına bitişik olarak yer alan düz kas tipi 

hücrelerdir (38). Androjenler, düz kas aktinini üretmek üzere bu hücrelerin 

farklılaşmasını teşvik etme görevi görürken, FSH'nin, Sertoli hücreleri tarafından 

salgılanan parakrin faktörler yoluyla ilave bir rolü olduğu düşünülmektedir. Miyoid 

hücreler ritmik kasılma hareketleriyle tübül lümenindeki olgun sperm hücrelerinin 

kanallara iletilmesini sağlarlar. Seminifer epitel ise Sertoli hücreleri ve spermatogenik 

seri hücrelerinden oluşmaktadır. Sertoli hücreleri bazal laminadan seminifer tübül 

lümenine doğru uzanan prizmatik hücrelerdir. Apikal ve lateral hücre membranlarının 

düzensiz sınırları vardır, böylece gelişmekte olan spermatogenik hücrelere kriptalar 

sağlarlar. Sertoli hücrelerinin fonksiyonları: (1) gelişmekte olan spermatogenik seri 

hücrelerini desteklemek, korumak ve beslemek; (2) spermiyogenez sonunda oluşan 

rezidüel cisimcikleri fagositozla uzaklaştırmak; (3) matür spermlerin aktin aracılı 

kasılmalarla tübül lümenine salınımını kolaylaştırmak; (4) lümene protein ve 

iyonlardan zengin bir sıvı salgılamak; (5) androjen bağlayıcı protein sentezi ve 

sekresyonunu düzenlemek; (6) kan testis bariyerini oluşturmak olarak sıralanabilir 

(39). Sertoli hücrelerinin çoğalması ergenlikten önce meydana gelir ve FSH, aktivin 

ve tiroksinden etkilenmektedirler. Sertoli işlevlerden herhangi birinin bozulması 

spermatogenezi etkilemektedir (40) . 

 

4.4. Spermatogenez 

 

Seminifer epitelin spermatogenik seri hücreleri, bulundukları aşamalara göre 

tübülün farklı bölgelerinde yer almaktadırlar. Öncü hücreler olan spermatogonyumlar 

tübülün bazal kompartımanında bazal lamina ile direk ilişkide bulunurlar. Spermatosit 

ve spermatidler adluminal kompartımanda yer alırken, olgun spermler tübülün 

lümeninde yer almaktadırlar. Spermatogenez süreci genel hatlarıyla 

spermatogonyumların proliferasyonu; spermatogonyumların spermatositlere 

farklılaşması; spermatositlerin mayoz bölünme ile spermatidleri oluşturması; yuvarlak 

spermatidlerin olgunlaşması ve şekilsel değişiklik geçiren olgun spermatozoanın 

seminifere tübül lümenine salınması aşamalarını içermektedir (Şekil 4.4.1.). Tüm bu 
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aşamaların yaklaşık 74 günde tamamlandığı bilinse de normal sperme sahip erkeklerde 

bu sürecin 42-76 gün arasında değişkenlik gösterdiği yapılan bir çalışmada 

gösterilmiştir (41). Bir erkekte günlük sperm üretimi 150 ila 275 milyon spermatozoa 

arasında değişmektedir (35). 

 

 

 

 

ŞekIl 4.4.1. Seminifer tübüller içerisindeki spermatogenez süreci (42) 

 

 

Erkek germ hücreleri, amacı spermatozoaya dönüşmek ve böylece genetik ve 

epigenetik bilgiyi nesiller boyunca aktarmak olan bir hücre ailesidir. Mayoz bölünme 

geçirebilen tek insan hücre türüdür. Primordiyal germ hücreleri yolk kesesini 

çevreleyen ekstraembriyonik mezodermden köken alırlar. Gelişimin 3 ila 5. haftaları 

arasında gonadal çıkıntıya göç ederler ve burada Sertoli hücresi faktörlerinin 

yönlendirmesiyle gonositlere farklılaşırlar. Gonositler G0 fazında duraklamaya girer 

ve doğum sonrasına kadar mitotik olarak aktif değildirler. Doğumdan sonra ilk 6 ay 
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içinde, gonositler spermatogonyuma farklılaşacak ve spermatogonyum 5-7 yaşına 

kadar inaktif kalacaktır. Daha sonra mitoz yoluyla sayıları artmaya başlar ve ergenlik 

çağıyla birlikte çoğalma sürecine paralel olarak spermatozoaya doğru farklılaşma 

sürecine girerler (43).  

Spermatogonyumlar, diğer tüm germ hücrelerinin diploid atalarıdır. Erkek gamet 

üretmek için mayoz bölünmek ve mitoz bölünmeyle kendini yenileyerek insanın 

yaşamı boyunca sürekli spermatozoa üretimini sürdürmek önemli iki görevidir. 

Spermatogonyumlar seminifer tübülün bazal kompartımanında Sertoli hücreleri ile 

yakın ilişkide bulunurlar. Çekirdekleri ovaldir ve küçük bir Golgi aparatı, birkaç 

mitokondri ve birçok serbest ribozom içeren yoğun bir sitoplazmaya sahiptirler. Tip A 

koyu ve tip A açık olmak üzere iki farklı şekilde bulunurlar. Tip A koyular mitoz 

bölünmeyle kendini yenileyerek kök hücre rezervi olarak görev yaparlar. Buna karşılık 

tip A açık olanlar mitoz sonrası farklılaşarak tip B spermatogonyumlara dönüşürler. 

Primer spermatositler, tip B spermatogonyumların mitotik bölünmesiyle üretilir ve 

spermatogenezin proliferatif aşamasının sonunu gösterirler. Kan testis bariyerini aşıp 

adluminal bölmeye geçen ilk germ hücreleridir. Burada immünolojik olarak izole 

edilirler ve mayoz bölünmeye başlarlar (44,45). 

Birinci ve ikinci mayoz bölünmelerden sonra toplam 4 adet haploid, yuvarlak 

spermatid hücresi oluşur. Son olarak bu yuvarlak spermatidler olgun spermiyuma 

dönüşürler ve bu aşama spremiyogenez olarak adlandırılır (Şekil 4.4.2.). Artık hücre 

bölünmesi görülmez, sitoplazmik ve nükleer birtakım değişiklikler meydana gelir. 

Perinükleer teka adı verilen hücre iskeleti yapısının katılımıyla Golgi aygıtından 

akrozom oluşumu gerçekleşir (46). Akrozom, fertilizasyon sırasında içerisindeki 

enzimlerin yardımıyla oosite penetrasyonda önemli bir rol oynamaktadır. Akrozom 

gelişiminde meydana gelen bir bozukluk sonucu globozoospermi ortaya 

çıkabilmektedir. Globozoospermi, akrozomu bulunmayan yuvarlak başa sahip ve 

oositi aktive edemeyen, fertilizasyon başarısızlığına neden olan sperm hücreleri olarak 

karşımıza çıkmaktadır (47). Çekirdek daha kondense bir hal alır ve post-akrozomal 

bölgeye yerleşir. Bu esnada histonların %85’i protaminlerle yer değiştirir ve böylece 

çekirdeğin daha sıkı paketlenmesiyle DNA korunma altına alınır. DNA 

paketlenmesindeki hatalar DNA fragmantasyonuna neden olur ve doğurganlık 

potansiyelini azaltarak !n v!tro fertilizasyon (IVF) başarısını etkilemektedir. 
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Sentriolden köken alan sperm kuyruğu gelişmeye ve uzamaya başlar. 9+2 mikrotübül 

şeklinde organize olur (48). Dış yoğun fiberler ve fibröz kılıf mikrotübüllere destek 

olarak kamçısal hareketin düzenlenmesine katkı sağlarlar. Başarılı bir fertilizasyon 

için spermin ileri hızlı hareket etmesi gerekmektedir. Bu nedenle kuyruk gelişimi 

oldukça önem taşımaktadır. Eğer mikrotübül gelişiminde bir sıkıntı olursa kamçı 

şeklinde aktif hareket gerçekleşemeyecektir ve hareketsiz sperm tablosu ortaya 

çıkacaktır. 

 

 

ŞekIl 4.4.2. Spermiyogenez süreci (36) 

 

 

4.5. MItokondrI ve Hareket  
 

Sperm flagellasının hareketini sağlamak için enerji metabolizması büyük önem 

taşımaktadır (49). ATP’den gelen enerji spermatozoa tarafından doğrudan 

kullanılmaktadır. Spermlerde, kamçının ana parçasında glikoliz yoluyla ve 

mitokondride oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji üretilmektedir (50). 

Mitokondri, enerji üretiminde, hücre sinyalizasyonunda ve homeostazda temel 

role sahip benzersiz hücresel organeldir ve halkasal mtDNA’nın birden fazla kopyasına 

sahiptir (51). Mitokondri, iç (İMM) ve dış mitokondriyal membrana (DMM) ve zarlar 
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arası boşluğa sahip, çift zarlı bir organeldir. Sperm mitokondrisinin dış zarlarını 

çevreleyen mitokondriyal kapsül, mitokondriye mekanik stabilite ve hipo-ozmotik 

strese karşı direnç sağlar (52). İMM ile çevrili içte kalan kısmı matriks olarak 

adlandırılmaktadır. İMM'deki krista adı verilen katlanmalar ve kıvrımlar yüzey alanını 

arttırır ve oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji üreten Elektron Taşıma Sistemi (ETS) 

komplekslerini ve ATP sentaz dimerlerini içermektedir. DMM, tüm düşük molekül 

ağırlıklı çözünen maddelere karşı spesifik olmayan bir şekilde geçirgendir, oysa İMM 

yalnızca oksijen, karbon dioksit ve suya karşı geçirgendir. Ancak diğer 

biyomoleküllerin İMM'den mitokondriyal matrikse geçmesi için spesifik taşıyıcılara 

ihtiyaç vardır (53). Mitokondriyal permeabilite geçiş poru (mPTP), İMM'de genellikle 

kapalı kalan bir zar ötesi proteindir; ancak oksidatif stres, adenin nükleotidi tükenmesi, 

mitokondriyal matrikste Ca2+ aşırı yükü vb. gibi koşullar açılmasını uyarır (54). 

mPTP'nin açılmasına mitokondriyal ozmotik şişme, MMP'de azalma ve 

mitokondriden Ca2+ ve proapoptotik faktörlerin salınması eşlik eder, bu da hücre 

apoptozuna ve ölümüne yol açmaktadır (55). Bir hücrenin toplam mitokondriyal 

içeriği, mitokondriyal biyogenez ile mitofaji ve diğer mitokondriyal geri dönüşüm 

formları dahil olmak üzere mitokondriyal degradasyon arasındaki dinamik bir 

dengedir. Mitokondriyal degradasyon, hasarlı moleküllerin proteazlar, lipazlar ve 

DNA bozunma sistemi tarafından uzaklaştırılması dahil olmak üzere birçok ölçekte 

meydana gelebilir (56). Küçük mitokondriden türetilen kesecikler ve mitofaji ile daha 

lokalize veya küçük hasarın ortadan kaldırılması gerçekleşir (57). 

Literatür, aktif mitokondrinin sperm fonksiyonlarının ve başarılı döllenmenin 

önemli bir göstergesi olduğu görüşünü desteklemektedir (58,59). Daha aktif 

mitokondriye sahip sperm alt popülasyonu, yüksek doğurganlık performansıyla ilişkili 

bulunmuştur (60). 

Spermiyogenezdeki önemli değişikliklerden birisi de mitokondrilerin sperm 

boyun bölgesine organize bir şekilde yerleşmesidir. Bu süreçte mitokondrilerin 

boyutu, morfolojisi ve konumu değişir. Germ hücrelerinde üç farklı morfolojide 

mitokondri türü tanımlanmıştır: ortodoks, orta düzey ve yoğunlaşmış (Şekil 4.5.1.). 

Spermatogonyumlar ve erken spermatositler genellikle daha büyük matriks ve ince 

kristalara sahip küçük ve küresel yapıda olan ortodoks mitokondri tipini taşırlar. 

Mayozun erken evrelerindeki zigoten ve pakiten spermatositlerde, orta düzey 
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konfigürasyona sahip mitokondriler çekirdeğin çevresinde bulunmaktadır. Geç 

spermatositler ve erken spermatidler, sitoplazma boyunca rastgele dağılmış, 

genişlemiş matriks ve veziküler kristalara sahip yoğunlaşmış mitokondri formları 

içermektedirler. Uzamış spermatidlerde, orta düzey konfigürasyona sahip mitokondri, 

kuyruğu oluşturan dıştaki yoğun lifler boyunca hizalanmaktadır. Spermiyogenezin son 

aşamasında ise mitokondri, spermatozoadaki kuyruğun orta kısmında uçtan uca sarmal 

olarak düzenlenmektedir (61,62). Spermatozoanın boyun kısmında yaklaşık 80 

mitokondri bulunur (63). Eğer spermdeki mitokondrilerde hasar olursa hareket için 

gerekli enerji sağlanamaz ve düşük hareketli sperm yani astenozoospermi durumu 

ortaya çıkar. Mitokondri, enerji üretimine doğrudan katılımı nedeniyle 

astenozoospermiyi araştırma için kritik organeldir (64). 

 

 

 

 

 

ŞekIl 4.5.1. Spermatogenez sırasındaki mitokondriyal morfoloji çeşitleri (65) 

 

 

Mitokondrilerdeki bu çarpıcı değişiklikler spermatogenez için kritik öneme 

sahiptir. Bu nedenle germ hücresi gelişimindeki önemli olayların basamaklarını 

desteklemek için hassas bir şekilde düzenlenmeleri gerekir. Mitokondrinin rolü sperm 

hücrelerine enerji sağlamakla sınırlı değildir; testislerde steroid hormonlarının üretimi 
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ve hücre proliferasyonunun düzenlenmesi ve ayrıca fertiliteyi korumak için hücre 

ölümü gibi çeşitli işlevlere sahiptir (66). 

 

4.6. ROT - MItofajI - Apoptoz İlIşkIsI 

 

4.6.1 ROT 

 

Normal koşullar altında hücrede oksidan ve antioksidan dengesi mevcuttur. 

Ancak çeşitli durumlarda bu denge bozulabilir ve oksidanlarda artış görülür. 

Mitokondriler spermde ROT üreten tek organeldir. ROT, proteinlerin, reseptörlerin, 

kinazların, fosfatazların, kaspazların, iyon kanallarının ve transkripsiyon faktörlerinin 

oksidatif aktivasyonu yoluyla hücre içi yolları düzenleyen önemli ikincil haberciler 

olarak çalışır ve ROT ile antioksidan savunma sistemi arasındaki dengesizlik oksidatif 

strese neden olur (67). Hafif oksidatif stres normal bir fizyolojik tepki olarak kabul 

edilir ve döllenme, hareketlilik, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve hiperaktivasyon 

gibi çeşitli sperm fonksiyonları için gereklidir (68). 

ROT üretimi normal sperm fonksiyonu için gerekli olsa da fazlası hücreye zarar 

vermektedir. ROT varlığı, sperm hareketliliği ve döllenme potansiyeli kaybıyla ve aynı 

zamanda DNA hasarıyla da ilişkilidir (69). Spesifik ROT kaynaklı hasarlar arasında, 

sıklıkla boyun çevresinde sitoplazma kalıntısı olmasından kaynaklanan sperm 

hareketliliği kaybı ve döllenmeyle ilişkili membran füzyon olaylarını tehlikeye atan 

plazma membranındaki değişiklikler yer almaktadır. İnsan spermatozoasının, yaklaşık 

yüzde 10 ila 20'ye ulaşan histon içeriği nedeniyle ROT'a potansiyel olarak daha duyarlı 

olduğu belirtilmiştir (70). Mitokondriyal ROT’lar oldukça reaktif ve toksik 

moleküllerdir, dolayısıyla memeli hücrelerinin bunları temizlemek için bir takım 

antioksidan enzim sistemlerine ihtiyacı vardır. Stres koşulları altında, mitokondriyal 

elektron taşıma zinciri boyunca elektron transferi kusursuz olmayabilir; bunun 

sonucunda elektron sızıntısı ve oksijenin kısmi indirgenmesiyle süperoksit anyonu 

(O2−) oluşur. Daha sonra, süperoksit dismutaz (SOD enzimi), mitokondriyal zarlar 

arası boşlukta süperoksit anyonunu hızlı bir şekilde hidrojen peroksite (H2O2) 

dönüştürür. Genellikle SOD etkisinden sonra H2O2 diğer iki enzim olan katalaz (CAT) 

ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafından hızla suya indirgenir. Tüm bu 
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mitokondriyal antioksidan enzimler nükleer genom tarafından kodlanır ve 

sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondriye aktarılmaları gerekir (71). Bununla 

birlikte, spermatozoa çoklu doymamış yağ asitleri bakımından zengin olduğundan 

aşırı ROT üretimi, spermatogenezin bozulmasına ve apoptoza yol açan lipit 

peroksidasyonunu uyarabilir. Lipit peroksidasyonundaki artış, embriyonik gelişimin 

bozulmasına, erken gebelik kaybı oranında artışa ve idiyopatik erkek kısırlığına neden 

olmaktadır (72). Ayrıca, mitokondriyal elektron taşıma proteinleri ile oluşan lipit 

metabolitlerinin eklentilerinin sperm hareketliliğini azaltabildiği de bildirilmiştir (73). 

Mitokondri enerji üretimindeki rolü nedeniyle, protein katlanmasını ve yapısını 

bozabilen ve mtDNA mutasyonlarına neden olabilen ROT’ların yüksek seviyelerine 

maruz kalmakta ve hasara karşı duyarlı hale gelmektedir. Mitokondrilerde kalite 

kontrol mekanizmaları mevcuttur. Bu süreç iki karşıt güç tarafından düzenlenir: hasar 

görmüş organellerin veya bileşenlerinin uzaklaştırılması ve önceden var olan 

mitokondriye ait retikuluma yeni proteinlerin ve/veya lipitlerin eklenmesinden oluşan 

mitokondriyal biyogenez. Bu süreçler hep birlikte mitokondri devrini oluşturmaktadır. 

Mitokondri içinde farklı makromoleküller değişir ve belirli bir yarılanma ömrüne 

sahiptirler. Bu devir oranları stres ve gelişimsel süreçler tarafından düzenlenmektedir 

(74). 

 

4.6.2 MItofajI 

 

Hasarlı olan mitokondrilerin uzaklaştırılması, mitokondriye spesifik otofaji türü 

olan mitofaji ile gerçekleşmektedir. Otofaji, organellerin ve sitoplazma parçalarının 

ayrıştırıldığı ve daha sonra hidrolitik sindirim için lizozomlara iletildiği bir süreçtir. 

Hücresel sağkalım için otofajinin doğru şekilde düzenlenmesi oldukça önemlidir. 

Normal koşullar altında otofaji erkek üreme sisteminde prostat bezinin normal 

gelişimini desteklemekte ve spermatogenez sürecinde fazla sitoplazmanın ve 

organellerin uzaklaştırılması gibi görevler üstlenmektedir. Hasarlı mitokondri, 

gereksiz ATP hidrolizi, hızlandırılmış ROS üretimi ve proapoptotik proteinlerin 

salınması potansiyeline sahiptir. Yaşlı ve işlevsiz mitokondrinin zamanında ortadan 

kaldırılması, hücreleri düzensiz mitokondriyal metabolizmanın ve proapoptotik 

proteinlerin salınmasının zararlarından korumak için gereklidir. Mitokondriyal devrin 
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mekanizması ağırlıklı olarak otofajik parçalanma ve hidrolitik bozunma için 

lizozomlara dağıtımdır (75). Mitofaji, kaspazları ve apoptozu aktive edecek hasarlı 

mitokondriyi ortadan kaldırarak hücreyi koruyucu bir etki gösterir. Bir diğer deyişle, 

otofajik işlemenin ve/veya lizozomal fonksiyonun bozulması kaspaz bağımlı hücre 

ölümünü teşvik edecektir (76). Otofajik aktivasyonun sperm hareketliliğini artırdığı 

yönünde bulgular mevcuttur (77). 

Mitokondriyal ağ sürekli olarak mitokondrinin taşınmasını, boyutunu, 

morfolojisini ve dönüşümünü kontrol eden füzyon/fisyon döngülerinden geçmektedir 

(Şekil 4.6.2.1.). Mitokondriyal füzyon ve fisyon, metabolik durum ve enerji durumu, 

mitokondriyal membran potansiyeli, redoks durumu ve hücresel stres gibi çok sayıda 

faktör tarafından transkripsiyonel ve transkripsiyonel olmayan bir şekilde (proteolitik 

bozunma ve proteinlerin translasyon sonrası modifikasyonu) düzenlenir (78). 

Mitokondriyal fisyon, bir mitokondrinin iki küçük mitokondriye bölünmesiyle 

karakterize edilir. Stres koşulları altında mitokondriyal kalite kontrolü ve 

biyoenerjetiği korumak için kritik öneme sahiptir (79). Parçalanmış ve işlevsiz 

mitokondri, mitokondriyal ağa yeniden dahil edilmez, bu da bu organellerin otofaji 

aracılı olarak uzaklaştırılmasına neden olur. Mitokondrinin şekli mitofaji ve 

makrootofajide farklıdır. Makrootofaji sırasında mitokondri uzar ve bozulmadan 

korunur. Tersine, mitokondrinin mitofaji yoluyla seçici bozulmasından önce 

mitokondride parçalanma meydana gelmektedir (80). Fisyon, mitokondriyi fiziksel 

olarak otofagozomal kapsüllemeye uygun bir boyuta indirerek mitofajiyi 

kolaylaştırmaktadır (81). PINK1-Parkin yolağı mitokondriyal fisyon ve füzyonu farklı 

düzeylerde etkilemektedir. Mitokondriyal füzyon/fisyon dengesi ve temizlenme, NIX 

(NIP3 benzeri protein X), BNIP3 (BCL2 etkileşimli protein 3) ve FUNDC1 (FUN14 

alanı içeren protein 1) dahil olmak üzere dış mitokondriyal membranda bulunan 

mitofaji reseptörleri tarafından da düzenlenmektedir (82-84). 
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ŞekIl 4.6.2.1. Mitokondriyal dinamiğin düzenlenmesi (85) 

 

 

Otofaji sırasında izolasyon membranı, fagofor veya pre-otofagozom olarak 

adlandırılan ve otofajik hedefi saran membranöz bir yapı oluşturur. İzolasyon 

membranları hedeflerini sarar ve çevreler. Aynı zamanda otofagozom adı verilen çift 

membranlı kesecikler oluşur. Bu otofagozomlar daha sonra lizozomlarla birleşerek 

otolizozomları oluşturur ve bunların birikmiş içerikleri lizozomal hidrolazlar 

tarafından parçalanarak geri dönüştürülmektedir. İlk olarak mayada tanımlanan, 

genetik olarak korunmuş otofajiyle ilişkili proteinlerden (ATG) oluşan bir sistem, 

otofajiyi düzenler ve otofajiye katılır. Bu ATG proteinleri fonksiyonlarına göre farklı 

gruplara ayrılmaktadır. Örneğin bir çift ubikitin benzeri protein konjuge sistemi olan 

ATG-12 ve ATG-8 sistemleri, kesecik uzaması ve tamamlanmasını sağlamaktadır. 

Sınıf III fosfatidil kolin 3 kinaz (PI3K) kompleksi vezikül nükleasyonunda görev 

almaktadır (86).  
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Otofagozomların sekestrasyon ve oluşumu sırasında, ATG-12-ATG-5 

kompleksi, izolasyon membranına yer değiştiren ve fagoforun oluşumunda ve 

uzamasında rol oynayan bir bağlayıcı olarak işlev gören ATG-16'ya bağlanmaktadır. 

ATG-7, ATG-12’yi aktive eder ve otofagozomal öncüleri oluşturmak üzere ATG-5 ile 

konjuge olmaktadır (Şekil 4.6.2.2.) (87). Otofajinin uzama mekanizmasının gerekli 

bileşenlerinden (örneğin, ATG-5 ve ATG-7) yoksun olan dokular veya hücrelerde, 

sıklıkla büyük ölçüde artan sayıda hasar görmüş mitokondri ve peroksizom varlığına 

rastlandığı bildirilmiştir (88). Erkek germ hücrelerinde ATG-5 eksikliği, anormal 

akrozom biyogenezi, genişlemiş rezidüel cisimler ve otofaji aktivitesinin bozulmasının 

bir sonucu olan mitokondriyal yeniden düzenleme dahil olmak üzere anormal sperm 

farklılaşması ile erkek subfertilitesine yol açmıştır (89). 

 

 

 

 

ŞekIl 4.6.2.2. Mitofaji sürecinde otogagozom oluşumu (75) 
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4.6.3 MItokondrIyal membran potansIyelI (MMP) 

 

Literatür, aktif mitokondrinin sperm fonksiyonlarının ve başarılı döllenmenin 

önemli bir göstergesi olduğu görüşünü desteklemektedir (59). Mitokondri hacmi ve 

mitokondriyal kılıf kesitleri, ATP içeriği ve sperm yüzme hızları ile pozitif korelasyon 

göstermektedir (90). Ökaryotik hücrelerdeki ATP’nin çoğunluğu, elektronların oksijen 

gibi elektron alıcılarına aktarıldığı oksidatif fosforilasyon yoluyla mitokondride 

üretilmektedir. Mitokondriyal elektron taşıma sistemi, bir dizi redoks reaksiyonu 

yoluyla elektrokimyasal bir gradyan yaratır. Bu elektrokimyasal gradyan, ATP’nin 

sentezini yönlendirir ve mitokondriyal fonksiyonun değerlendirilmesinde önemli bir 

parametre olan MMP’yi üretir (91). MMP, ATP sentaz tarafından ATP üretmek için 

kullanılan ara enerji depolama biçimi olarak hizmet etmektedir.  

MMP çeşitli problarla canlı hücrelerde ölçülebilmektedir. Bunlardan birisi de 

mitokondride potansiyele bağlı birikim sergileyen flüoresan JC-1 boyasıdır, yeşilden - 

kırmızıya flüoresan emisyon kayması gösterir. Yüksek MMP’ye sahip hücreler 

kırmızı/turuncu ışıma yaparken, düşük MMP sarı/yeşil ışıma ile karakterizedir. 

Kromatin bütünlüğünü, normal morfolojiyi, yüksek hareketliliği ve akrozom 

reaksiyonunun indüksiyonunu korumak için yüksek bir MMP'nin gerekli olduğu 

düşünülmektedir (92). Ancak MMP, DNA fragmantasyonu ve ROT üretimi ile negatif 

ilişkilidir (93) . Dahası, daha aktif mitokondriye sahip sperm alt popülasyonu, yüksek 

doğurganlık performansıyla ilişkilidir. Oksidatif stres, progresif sperm motilitesini, 

ATP üretimini, mitokondriyal aktiviteyi azaltır ve mitokondriyal transkripsiyon 

sistemine zarar verek MMP’yi düşürür. Nükleer veya mitokondriyal DNA'daki hasar, 

enerji homeostazisinde yer alan temel proteinleri kodlayan genlerin replikasyonunu ve 

transkripsiyonunu engeller, böylece sperm hareketliliği azalır. Ayrıca mitokondriyal 

elektron taşıma proteinlerine oluşan lipit metabolitlerinin eklenmesi de sperm 

hareketliliğini azaltabilmektedir (94). 

 

4.6.4 Apoptoz 

 

Apoptoz, hücrenin çeşitli katabolik enzimler üreterek kendi ölümünü 

düzenlediği, programlanmış hücre ölümü olarak adlandırılan bir süreçtir. Bu enzimler 
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büyük boyutlu molekülleri parçalayarak biyokimyasal değişikliklere, hücrenin 

büzülmesine, fagositoza, kromatin yoğunlaşmasına ve DNA parçalanmasına yol 

açmaktadır (95) 

Otofajinin temel rolü hücrenin korunmasını sağlamak olsa da apoptozu 

kolaylaştırdığı, antagonize ettiği veya onunla iş birliği yaptığı, ya hayatta kalma ya da 

ölüm yanlısı bir işleve hizmet ettiği gösterilmiştir. Yani otofaji ve apoptoz arasında 

cross-talk mevcuttur (Şekil 4.6.4.1.). Otofaji ve apoptozun hangi durumlarda birbirini 

nasıl etkilediği henüz tam olarak bilinmemektedir. Bazen otofajinin artması apoptozu 

önlemek için olsa da bazen de bu artış hücrede direk apoptozu indüklemektedir. Aşırı 

ROT üretimi sonucu MMP düşmesiyle, oksidatif fosforilasyonun azalmasından 

kaynaklanan ATP tükenmesi nekrotik hücre ölümünü teşvik ederken, mitokondriyal 

şişme sonrasında cyt-c'nin salınması apoptotik hücre ölümünü indüklemektedir (96). 

İnfertil erkeklerin semen örneklerinde apoptotik sperm oranının sağlıklı erkeklere göre 

daha yüksek olduğu rapor edilmiştir (97).  

ŞekIl 4.6.4.1. Otofaji – apoptoz arasındaki cross-talk (1) 
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Hücre hasarlı mitokondri varlığında ya mitofaji aktivasyonuyla sadece o hasarlı 

mitokondriyi ortadan kaldırır ya da cyt-c’yi salarak aşırı ROT üretimi ile daha fazla 

mitokondriyal hasara neden olur ve sonuçta apoptoz indüklenir. Cyt-c, mitokondri iç 

zarının dış tarafında yer alan, hücre içi elektron taşıma zinciri reaksiyonunda önemli 

bir yer tutan, mitokondriye özgü zarlar arası boşluk proteinidir. Cyt-c'nin 

mitokondriden salınmasının gerçek mekanizması hala net değildir. Ancak modellerden 

birinde, mPTP’nin mitokondride şişmeye neden olup cyt-c salınımını indüklediği öne 

sürülmüştür. mPTP'nin iki ana bileşeni vardır; biri iç zarda bulunan adenin nükleotid 

translokatörü (ANT), diğeri ise dış zarda bulunan voltaja bağlı anyon kanalıdır 

(VDAC) (98). Bax, PTP açıklığında bulunan bir proteindir ve ANT'a bağlanarak iç 

membranda geçirgenliğe ve depolarizasyona neden olur. Bu geçirgenleştirme 

nedeniyle, çözünen maddeler ve su mitokondriyal matrikse girerek mitokondride 

şişmeyi tetikler. VDAC kapanır ve bunun sonucunda ATP/ADP değişiminde 

dengesizlik meydana gelir, bu da iç zarın hiperpolarizasyonuna ve matrikste şişmeye 

neden olur (99). Bu hiperpolarizasyon dış membran yırtılmasına ve cyt-c'nin sitozole 

salınmasına neden olur.  

İnfertil erkeklerde yapılan çalışmalar, plazmadaki yüksek cyt-c seviyelerinin 

ROT artışı tarafından indüklenen mitokondriyal hasara neden olduğunu göstermiştir 

(100). Cyt-c’nin, iç zardan mitokondri dışına salınması erken apoptoz belirtecidir ve 

kaspaz aktivasyonunu başlatır. Kaspaz aktivitesi, sperm immatürasyonu, düşük sayı, 

azalmış hareketlilik, düşük fertilizasyon oranları ve plazma membran bütünlüğünün 

bozulmasıyla ilişkili bulunmuştur (101,102). 

Özetle, astenozoospermi semen örneklerinde ROT artışı olduğu bilinmektedir. 

Saldırgan ROT üretimi sonucu apoptozun ortaya çıkması muhtemeldir. İnsan semen 

örneklerinde bu konuda yapılmış birçok çalışma mevcuttur. Ancak spermiyogenez 

sürecinde önemli bir yer tutan otofaji konusu henüz insan semeninde detaylı şekilde 

incelenmemiştir. Astenozoospermi tablosu düşünüldüğünde ilk akla gelen organel 

mitokondri olduğu için biz de mitokondrinin selektif otofajisi yani mitofaji üzerine bu 

çalışmayı planladık. Çalışmamızda, normosperm örnekleriyle astenozoopsermi 

örnekleri arasında mitofaji farkı var mıdır; mitofaji artmakta mı azalmakta mıdır; 

apoptoz ile arasında korelasyon var mıdır; oksidatif stres bu durumun oluşmasında 

nasıl bir öneme sahiptir soruları cevaplanmaya çalışılmıştır. 
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5. MATERYAL VE METOT 

 

5.1. Semen ÖrneklerInIn Toplanması ve İncelenmesI 

 

Çalışma için etik kurul onayı Medipol Üniversitesi Girişimsel Olmayan Etik 

Kurulu Başkanlığı’ndan alınmıştır (E-10840098-772.02-1904). Örnekler bir tıp 

fakültesi  bünyesindeki Tüp Bebek Bölümü’ne tedavi için başvuran kişilerden 

alınmıştır. Deney grubu olarak astenozoospermi ve kontrol grubu olarak normospermi 

semen örnekleri incelenmiştir. Başka herhangi bir kronik hastalığı bulunmayan, alkol 

ve sigara kullanımı olmayan, kronik hastalık nedeniyle ilaç kullanmamış 

(hipertansiyon, diyabet, kan hastalığı, antibiyotik, bakteriyal ya da viral hastalığa 

bağlı, sperme etki edecek hareket artırıcı vs.), varikosel vb. operasyonlar geçirmemiş, 

kemoterapi ve/veya radyoterapi almamış, herhangi bir kromozomal anomalisi 

olmayan, 20-45 yaş arası erkekler çalışmaya dahil edilmiştir. Normospermi grubu, 

erkek faktör infertilitesi olmayan, normal sperm parametrelerine sahip 30 erkekten 

oluşmaktadır. Astenozoospermi grubu ise infertilite sebebi erkek faktör olan ve semen 

analizi sonrası WHO kriterlerine göre toplam hareketliliğin %42’den, progresif 

hareketliliğin %30’dan az olduğu, total hareketsiz örneklerin dahil edilmediği 30 erkek 

hastadan oluşmaktadır. 

Semen örneği 3-5 günlük cinsel perhizle merkeze gelen hastalardan, hastanın 

adının, soyadının yazılı olduğu steril kaplara, mastürbasyon yöntemi ile alınmıştır. Oda 

ısısında en az yarım saat likefiye olması için bekletilmiştir. Spermatozoa 

konsantrasyonu, motilite ve morfolojisi için standart manuel teknikler uygulanmıştır. 

Motilite ve konsantrasyon ışık mikroskobunda X20 büyütmede en az 100 sperm 

sayılarak yapılmıştır. Bunun için önceden ısıtılmış sayma kamarasına (Makler) 10 μl 

semen koyulmuş ve 20X büyütme altında 10 kare sayılarak sayım işlemi yapılmıştır. 

Toplam sperm sayısı, progresif hareketli ve hareketsiz sperm yüzdesi hesaplanmıştır. 

Hareket değerlendirilirken spermler 4 farklı gruba ayrılmıştır:  

A: ileri hızlı hareketli spermler,  

B: ileri yavaş hareketli spermler, 

C: yerinde hareketli spermler ve 

D: hareketsiz spermler. 
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A, B ve C oranları (%) toplanarak toplam motilite değeri elde edilirken, progresif 

motil sperm oranı A+B oranları (%) toplanarak belirtildi. Sperm motilitesi, WHO 2021 

değerlerinin altında olanlar astenozoospermi grubu olarak çalışmaya dahil edilmiştir.  

Morfoloji değerlendirmesi Kruger kriterlerine göre Diff-Quick boyası ile 

yapılmıştır. Bunun için semen örneklerinden 10 µl alınıp lam üzerine yayılmış ve 

kurutulmuştur. Sonrasında fiksasyon için 15 saniye metanol içerisinde bekletilmiştir. 

Kurutulan yayma preparat ilk olarak 1 numaralı boya solüsyonu (ksantin boyası) 

içerisinde 10 saniye bekletilmiştir. Lam üzerindeki fazla boya uzaklaştırıldıktan sonra 

2 numaralı solüsyon (azine A ve metilen mavisi) içerisinde 5 saniye tutulmuştur. Son 

olarak lam çeşme suyunda bir dakika yıkanıp kurutulmuştur. Mikroskop altında 100X 

büyütmede en az 200 sperm hücresi sayılarak morfoloji yüzdesi belirlenmiştir. 

    

5.2. MItofajI ve Apoptoz İlIşkIlI ProteInlerIn LokalIzasyonlarının İmmünfloresans 

Ile GösterIlmesI 

 

ATG-5 ve cyt-c antijenlerinin immünfloresan işaretlenmesi için semen örnekleri 

sayım işlemi sonrası çift gradiyent yöntemiyle hazırlanmıştır. Bunun için en alta %90 

onun üstünde %45 yoğunluğa sahip gradiyent medyumu 15 ml’lik konik tüp içerisine 

eşit hacimde (0.5 ml) koyuldu. En üste semen eşit hacimde eklendi ve 1200 rpm’de 15 

dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası pellet kısmını hareket ettirmeden süpernatant 

alındı. Pellet yıkama medyumuyla karıştırılıp 5 dakika santrifüj edildi. Yıkama 

medyumu uzaklaştırıldı ve pellet sperm sayısına göre belirli oranlarda yıkama 

medyumu ile minimal hacimde sulandırıldı. 15 µl sperm süspansiyonu, pozitif şarjlı 

lamlara yayıldı ve 10 dakika boyunca havada kuruması beklendi.  

 

İmmünfloresan boyama protokolü; 

Yayma preparatlar üzerindeki spermler PBS (Sigma, P4417) içindeki %4 

paraformaldehit (PFA) ile 30 dk fikse edildi. Fiksasyon sonrası spermler 3 x 5 dk PBS 

ile yıkandı. Daha sonra permeabilizasyon için PBS içinde %0.3 Triton X-100 (Sigma, 

9036-19-5) ile 20 dk oda sıcaklığında muamele edildi. PBS ile yıkama yapıldı. 

Bloklama için %0.3 Triton X-PBS içindeki %5’lik BSA ile oda sıcaklığında 1 saat 

bekletildi. Primer antikor, blok solüsyonu içerisinde seyreltilerek kullanıldı. Antikorlar 



 28 

ayrı ayrı incelenmiştir. ATG-5 1:200 (Thermo, PA1-46178), cyt-c 1:200 (Sigma, 

SAB5700730) dilüsyonda kullanılmıştır. Hazırlanan primer antikor ile oda 

sıcaklığında 1 saat inkübasyon yapıldı. Sonrasında 3 x 5 dk PBS ile yıkama yapıldı. 

Sekonder antikor (Abcam, Alexa Fluor 647, ab150079) blok solüsyonu içinde 

seyreltildi ve örnekler 1 saat oda sıcaklığında bekletildi. Sekonder antikor oranı 

1:500’dür. PBS ile yıkama yapıldı. Slaytlar DAPI içeren fluoromount (Ibidi, 50011) 

ile kapatıldı. Konfokal mikroskopta (Leica TCS SPE) uygun dalga boyunda (ex/em: 

650/671) görüntülendi. 

 

Her preparat için 100 spermin olduğu rastgele alanlardan mikrograflar çekildi. 

Sonrasında mikrograflardaki ışımalar ImageJ programı ile boyanma yoğunluğuna göre 

değerlendirildi, gruplar arasındaki fark incelendi. 

 

5.3. ProteIn MIktarlarının Western Blot (WB) Ile ÖlçülmesI 

 

Semen örnekleri alındığında herhangi bir işleme tabi tutulmadan WB analizleri 

için ayrılmıştır. Her birinde 200 µl olacak şekilde her hasta için 3 adet kriyoviyale 

konulmuştur ve -80 oC ‘de saklanmıştır. Tüm örnekler toplandığında inceleme için 

protein ekstraksiyonu ile çalışmaya başlanmıştır. Aynı gruba ait örneklerden eşit 

hacimde alınıp birleştirilerek havuzlama (pooling) metodu ile analiz yapılmıştır. 

Gruplara ait semen örnekleri 4 °C’ de 15 dakika 10,000 × g’ de santifurüj edilerek 

süpernatant atılıp hücresel kısım elde edilmiş ve RIPA lizis tamponu ile homojenize 

edilmiştir. Homojenat 4 °C’ de 15 dakika 10,000 × g’ de santifurüj edilerek süpernatant 

toplanmıştır. Protein konsantrasyonları QubitÒ Protein çalışma kiti (Q33211; 

Invitrogen) kullanılarak Qubit Fluorometer 3.0 (Q32866; Invitrogen) cihazı ile 

ölçüldü. Protein konsantrasyonu ölçülecek örnekler ve Qubit cihazının 

kalibrasyonunun yapılması için kullanılan 3 standart solüsyon için tampon solüsyonu 

hazırlandı. Qubit protein analiz kitinden bulunan Qubit protein tamponu ve aynı kit 

içerisinde bulunan Qubit bileşimi karıştırıldı. Kalibrasyon standartları olan standart 1, 

standart 2, standart 3 tüplerine 190 µl tampon solüsyonu ve 10 µl standart 

çözeltilerinden eklendi. Ölçümü yapılacak olan örnek tüplerine 198 µl tampon 

çözeltisi ve 2 µl protein örneği konuldu. Örnekler vorteks edildi ve oda sıcaklığında 
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15 dakika inkübe edildi. Kalibrasyon tüpleri sırasıyla okutularak Qubit 3.0 cihazı 

kalibre edildi ve örnekler okutularak protein konsantrasyonları hesaplandı. 

Örnekler, konsantrasyon ölçümlerine göre eşitlenip 20 µg/10 µl olacak şekilde 

hesaplandı, 2X Laemmli buffer (161-0737; Biorad) ve otoklavlanmış ddH2O ile 

karıştırılarak 95 °C’de 5 dakika bekletildi, daha sonra +4°C’deki kırık buz üzerine 

alındı. Yükleme yapılmadan önce örnekler mini santrifüj cihazında (MINO-10K, 

INOVIA Technology) çevrildi.  

Mini-Protean TGX Precast protein jel (4569033) 4’lü dikey jel elektroforez 

tankına (1658004, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) yerleştirildi. 

Gerekli tampon çözelti /25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 sodyum dodesil sülfat 

(SDS), pH 8.3) (1610732, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) eklendi. 

Örnekler her bir kuyucuğa 20 µg/10 µl olacak şekilde yüklendi. Elektroforezin süresini 

belirlemek için protein işaretçisi olan mavi renkli standart (Precision Plus Protein-All 

Blue Standart,163-0393, Biorad Life Sciences, Kaliforniya; ABD) yüklendi. Güç 

kaynağı (1645070, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) kullanılarak 50 

V’da 5 dakika, daha sonra 150 V’da bir saat daha yürütüldü. Ardından Bio-Rad 

Transblot Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti (170-4272; Bio-Rad, ABD) 

kullanılarak jeller poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transfer edildi. 

Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-T) ile hazırlanan %5’lik yağsız 

süt tozu çözeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) oda sıcaklığında 1 saat bloklandı. 

Bloklamadan sonra TBS-T ile yıkanan membranlar +4 °C’de gece boyunca bloklama 

solüsyonunda seyreltilen primer antikorlar ATG-5 (1:500) (Thermo, PA1-46178), cyt-

c (1:500) (Sigma, SAB5700730) ile çalkalama cihazı üzerinde inkübasyona bırakıldı. 

Ertesi gün TBS-T ile 3 x 5 dk yıkandı ve anti rabbit sekonder antikor ile oda 

sıcaklığında 2 saat inkübe edildi. Bantların görüntülenmesi için deteksiyon solüsyonu 

(ClarityÔ Western ECL Substrate, 1705060, Bio-Rad) ile 5 dakika muamele edildi ve 

membranlar, ChemiDoc MP (1708280, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, 

ABD) görüntüleme sistemi kullanılarak görüntülendi. 

Tüm sonuçlar ImageJ programında analiz edildi. Her bir proteinin optik 

yoğunluk değerinden arka plan (background) çıkarıldıktan sonra, değerler endojen 

kontrol olarak kullanılan GAPDH (B362298; Bio Legend)  proteinine göre optimize 

edildi ve gerekli hesaplamalar yapıldı. 
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5.4. Elektron MIkroskobu AnalIzI 

 

Hastalardan alınan semen örneklerinin bir kısmı hazırlık öncesi ayrıldı ve 

konsantre edildi. Dipte kalan peletin üzerine gluteraldehit eklenerek fikse olması 

sağlandı. Normosperm ve astenospermi grubundan 5’er örnek belli bir süre fiksatifte 

bekletildikten sonra bir tıp fakültesi bünyesindeki Histoloji ve Embriyoloji ABD’da 

elektron mikroskobik takipleri yapıldı. 

 

Elektron mIkroskobu takIp protokolü:  

Fiksasyon sonrası örnekler 1500 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir, Santrifüj 

sonrası fiksatif üstünden alınarak yaklaşık 1ml PBS eklenip 5 dakika yıkanmıştır. 

Yıkama sonrası PBS uzaklaştırılıp üstüne 1ml’ye kadar %1’lik osmiyum tetroksit 

eklenip 1 saat beklenmiştir. Daha sonra osmiyum tetroksit uzaklaştırılıp distile su ile 

5 dakika yıkama yapılmıştır. Yıkamadan sonra %1’lik uranil asetat ile 20 dakika + 

4°C’de bekletilmiştir. Örnekler uranil asetat uzaklaştırıldıktan sonra distile su ile 5 

dakika yıkanmıştır. Sonrasında örnekler sırasıyla %30, %50, %70 alkol serilerinde 5’er 

dakika bekletilmiştir. %70 alkolde ertesi güne kadar yaklaşık 16 saat bekletilmiştir. 

Ertesi gün %90, %100 ve tekrar %100 alkolde 5’er dakika bekletilmiştir. Alkol serileri 

sonrası 2 kere %100 propilen oksitte 5’er dakika bekletilmiştir. Son olarak gömme 

işleminden önce propilen oksit : epon (1/1) ve propilen oksit : epon (1/3) 

karışımlarında 1’er saat bekletilmiştir. Örnekleri gömmek için saf epon (Sigma, 

45345) kapsüllere koyulmuştur ve sperm pelletleri parçalara ayrılarak kapsüllere 

koyulmuştur. Kapsüller içerisindeki örnekler etüvde 60°C’de 18 saat bekletilerek 

polimerizasyonu sağlanmıştır. Böylece örnekler kesit alınmaya hazır hale getirilmiştir. 

Görüntüleme için epona gömülü sperm örnekleri hücrelerin olduğu bölgeyi 

açığa çıkarmak için traşlandı. Kesitlerin yönünü anlamak için yamuk oluşturacak 

şekilde jiletle şekillendirildi. Daha sonra trimlenip kesit almaya hazır hale getirildi. 

Ultramikrotomda (Leica EM UC7) önce 600 nm yarı ince kesitler alındı ve yer tayini 

yapıldı. Toluidin mavi boyası ile boyandı. Mikroskopta incelendi ve görüntülenmek 

istenen alan görüldüyse ultra ince kesit almaya geçildi. Etrafı jiletle biraz daha 

küçültülen örneklerden 60-70 nm ultra ince kesitler alınıp bakır gridler üzerine alındı. 

Uranil asetat ile 30 dk kontrastlama yapıldı. Sorasında Reynould’s boya çözeltisi ile 5-
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10 dk boyandı. Ardından elektron mikroskobunda (Jeol, JEM 1011) görüntüleme 

yapıldı. 

 

 

5.5. MMP’nIn BelIrlenmesI 

 

Spermler hazırlık işlemi sonrasında 1x106/ml olacak şekilde sperm yıkama 

medyumu ile istenilen yoğunluğa getirildi. Sonrasında her örnekten 150 µl alınıp 

ependorfa konuldu. Üzerine 3µl JC-1 (Abcam, ab141387) boyası eklenip karıştırıldı. 

Ependorfların etrafı alüminyum folyo ile sarılıp ışıkla teması önlendi. Sperm - JC-1 

karışımı 37ºC’de etüvde yarım saat bekletildi. İnkübasyon sonrası her örnekten 15µl 

alınıp lam üzerine konuldu. Nucleusların da gösterilmesi için DAPI içeren 

fluoromount eklendi ve lamelle kapatıldı. Vakit kaybetmeden konfokal mikroskopta 

görüntülemenin yapılacağı mikroskoba sıcaklığı koruyacak koşullarda götürüldü. 

JC-1, mitokondride potansiyele bağlı birikim sergileyen katyonik boyadır, 

yeşilden (~525 nm) kırmızıya (~590 nm) bir flüoresan emisyon kayması ile gösterilir. 

Sonuç olarak, mitokondriyal depolarizasyon, kırmızı/yeşil flüoresan yoğunluk 

oranındaki bir azalma ile belirtilir. Boya, düşük konsantrasyonlarda bir monomer 

olarak bulunur ve yeşil flüoresan verir. Daha yüksek konsantrasyonlarda boya, geniş 

bir uyarma spektrumu ve ~590 nm'de maksimum emisyon sergileyen J-agregatları 

oluşturur ve kırmızı görüntülenir. 

Boyama sonrası preparatlar konfokal mikroskopta (Leica TCS SPE) uygun dalga 

boylarında uyarılarak görüntülendi. Her hasta için 100 sperm hücresi içerecek şekilde 

rastgele alanlardan fotoğraflar çekildi. 100 sperm hücresinin ışımaları kırmızı-turuncu 

renk yüksek MMP, yeşil renk düşük MMP olacak şekilde değerlendirildi. Sayım 

sonrası örneklere ait MMP yüzdeleri hesaplandı. 

 

5. 6. Semen ÖrneklerInde OksIdan ve AntIoksIdan MIktarlarının BelIrlenmesI 

 

Bu inceleme için alınan semen örneklerinin seminal plazması (semenin 

spermatozoa hariç geri kalan kısmı) kullanılmıştır. Semen örnekleri santrifüj ile 

çöktürüldükten sonra süpernatant kısmında ölçüm gerçekleştirilmiştir. Her hasta için 
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3’er adet 250 µl örnek kriyoviyale alınarak -20ºC’de analiz yapılana kadar 

saklanmıştır. 

 

5.6.1. MalondIaldehIt (MDA) düzeylerI tayInI  

Tiyobarbitürik (TBA) asit kullanılarak asit ortamda TBA ile MDA’nın 

oluşturduğu kompleks spektrofotometrik (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) olarak 

ölçüldü. 

Ayıraçlar: 

• Buege-Aust ayıracı: 375 mg TBA bir miktar distile suda eritildi. Üzerine 15 ml 

%100’lük triklorasetik asit ve 2.1 ml derişik hidroklorik asit (HCl) eklendi, karıştırıldı 

ve hafifçe ısıtılarak çözündükten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

• 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) standardı: 22 mg TEP 10 ml distile suda çözünerek 

10 mM’lık ana standart hazırlandı. Daha sonra bu ana standart 1000 kez sulandırılarak 

10 µM’lık çalışma standardı hazırlandı.   

Yöntem: 0.25 ml seminal plazma üzerine 0.5 ml Buege-Aust ayıracı eklendi. Kaynar 

su banyosunda 15 dakika tutuldu. Soğuduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilerek elde edilen süpernatantın absorbansı köre karşı okundu. Ayrıca kör ve standart 

tüpler hazırlandı. Sonuçlar ekstinksiyon katsayısı (ε=1,56x10-5 M-1 cm-1) ve standardın 

absorbansı değerlendirilerek hesaplandı. Sonuçlar nmol MDA/ml olarak verildi. 

 

5.6.2. AntIoksIdan kapasIte (FerrIc ReducIng AntIoxIdant Power; FRAP) 

Bu yöntemin prensibi Fe+3’ü Fe+2’ye indirgeyen antioksidan gücün ölçülmesine 

dayanır. Sonuçlar askorbik asidin indirgeme potansiyeli ile karşılaştırarak hesaplandı. 

Ayıraçlar:  

• Askorbik asit (Sigma, A0278) standartları: 500 ve 1000 µM (sudaki çözelti)  

• 300 mM Asetat tamponu (pH 3.6) 

• 40 mM HCl 

• 10 mM 2,4,6-tripridil-s-triazin (TPTZ) 
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• 20 mM FeCl3  

• FRAP ayıracı: Asetat tamponu, TPTZ ve FeCl3 ayıraçları sırası ile 10:1:1 olacak 

şekilde karıştırılarak hazırlandı.  

Yöntem: Mikroplaka kuyucuklarına 0.01 ml seminal plazma ve 0.2 ml FRAP çalışma 

ayıracı konuldu, 37°C’de 4 dakika inkübe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 593 

nm’de absorbanslar okundu. Ayrıca 0.01 ml askorbik asit (500 ve 1000 µM) ve 0.2 ml 

FRAP çalışma ayıracı içeren standartlar hazırlandı. 1 mM askorbik asidin FRAP değeri 

2000 olarak kabul edilerek sonuçlar nmol/ml olarak verildi. 

 

 5.6.3. Glutatyon (GSH) düzeylerI tayInI   

GSH düzeyleri, Elman ayıracı (5,5’- ditiobis-2 nitro benzoik asit) kullanılarak 

tayin edildi. Bu ayıracın dokulardaki serbest sülfidril (-SH) grupları tarafından 

indirgenmesi sonucunda, 1 mol SH grubu başına 1 mol 2-nitro-5 tiyobenzoik asit 

(DTNB) oluşmaktadır. Sarı renkli bu ürün spektrofotometrik olarak 412 nm’de 

absorbans vermektedir.  

Ayıraçlar: 

• GSH standardları: 5 mg ve 10 mg GSH tartılarak 100 ml’de eritildi.  

• Ellman Renk Ayıracı: 4 mg 5.5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) 10 ml %1’lik sodyum 

sitrat çözeltisinde çözüldü. 

• Proteinsizleştirme çözeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA ve 

30 g NaCl 100 ml distile suda çözüldü. 

• 0.3 M Na2HPO4 

Yöntem: Ependorf tüplere 0.2 ml seminal plazma, 0.4 ml 0.15 M KCl ve 0.75 ml 

proteinsizleştirme çözeltisi kondu, karıştırıldı, 10000xg’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Ayıraç körü ve standart tüplere de aynı işlemler uygulandı. Daha sonra elde edilen bu 

supernatanlardan mikroplaka kuyucuklarına 0.05 ml pipetlendi ve üzerine 0.2 ml 0.3 

M Na2HPO4 ve 0.05 ml Ellman ayıracı kondu ve oluşan renkler 412 nm’de ayıraç 

körüne karşı okundu.  GSH düzeyleri ekstinksiyon katsayısı 13.6x 103 M-1x cm-1 ve 

standart kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar nmol GSH/ml olarak tanımlandı. 
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5.6.4. Cu-Zn-SOD (süperoksIt dIsmutaz) aktIvItesInIn ölçümü  

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandırılmış o-dianisidinin fotooksidasyon 

hızını artırma yeteneği olarak ölçüldü. Riboflavinin floresans ışığı etkisiyle 

oluşturduğu O2•ˉ, ortamdaki SOD’un etkisiyle H2O2’e dönüşür. H2O2 ise o-dianisidin 

ile reaksiyona girerek renkli ürün oluşturur. Oluşan renkli ürün spektrofotometrik 

olarak saptandı. 

Ayıraçlar: 

• SOD (100 IU/ml) standardı 

• 0.1 mM EDTA içeren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) 

• 0.2 mM riboflavin: 10 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5)’ de çözündü. 

• 6 mM o-dianisidin 

Yöntem: Plate içerisine 0.25 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH:7.8), 0.01 ml 

o-dianisidin, 0,02 ml seminal plazma eklendi. Daha sonra her bir örneğe 0.02 ml 

riboflavin kondu, karıştırıldı ve 460 nm’deki absorbans değerleri hızla okundu. Tüpler 

20W floresans lamba içeren 37°C’ye ayarlanmış özel bir kutuya yerleştirildi ve tam 8 

dakika süre ile floresans ışığa maruz bırakıldı. Sürenin bitiminde tüplerin absorbansı 

tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans arasındaki fark alındı. Ayrıca deney körü ve 

standart için de aynı işlemler yapıldı. Sonuçlar IU/ml olarak verildi. 

 

5.6.5. Glutatyon peroksIdaz (GSH-Px) aktIvItesInIn ölçülmesI  

GSH-Px aktivite tayini birbirini izleyen iki reaksiyona dayanır. Birinci 

reaksiyonda H2O2 veya organik hidroperoksitler (ROOH), GSH-Px etkisi ile 

indirgenirken, ortamdaki GSH oksitlenmiş GSH’a (GSSG) dönüşür. İkinci 

reaksiyonda GSSG, GSH- redüktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar GSH’a, NADPH ise 

NADP+’ye oksitlenmektedir. Bu dönüşüm 340 nm’de absorbansda azalma olarak 

izlenir, NADPH 340 nm’de bir absorbans verdiği halde, NADP+ bu dalga boyunda 

absorbans vermemektedir.  

Yöntem: GSH-Px aktivitesi, 1 ml’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM potasyum 

fosfat tamponu (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM NADPH, 1 mM 
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GSH, 0.5 IU/ml glutatyon redüktaz (GSH-R), 1.2 mM kumen hidroperoksit ve enzim 

kaynağı içerecek şekilde hazırlanmış ortamda 37°C’de tayin edilmektedir.  

20 ml potasyum fosfat tamponu (125 mM, pH 7.0), 2.5 ml sodyum azid (130 

mg/dl), 2.5 ml Na2-EDTA (744 mg/dl), 5 ml NADPH (8.3 mg/5 ml), GSH (15.3 mg/5 

ml) içeren bir havuz hazırlandı ve bu havuzdan 0.140 ml alınarak spektrofotometre 

küvetlerine kondu. Üzerine 0.01 ml GSH-R (0.5 IU) ve 0.04 ml seminal plazma 

eklendi. Daha sonra 0.01 ml 12 mM kümen hidroperoksit ilavesi ile reaksiyon 

başlatıldı ve spektrofotometrede absorbans azalması 340 nm’de izlendi. Sonuçlar 

NADPH’in ekstinksiyon katsayısı olan 6.22x103M-1x cm-1’den yararlanılarak 

hesaplandı nmol/dakika/ml olarak verildi.  

 

5.6.6. ProteIn IlerI oksIdayon ürünlerI (AOPP) düzeylerI tayInI  

Başlıca ditirozin içeren çapraz bağlı protein ürünleri olan AOPP tayini için serum 

örneklerinin sitrik asit içeren asit ortamda verdiği absorbanslar 340 nm’de okundu. 

Sonuçlar kloramin-T ile potasyum iyodürün (KI) oksidasyonuyla oluşan triiyodid ile 

standardize edilerek karşılaştırıldı.  

Ayıraçlar: 

• 0.2 M sitrik asit 

• 1.16 M KI 

• Kloramin-T stok standardı (100 mM): 227.6 mg kloramin-T 10 mL’de çözüldü ve 

sulandırılarak 25, 50 ve 100 µM’lık çalışma standartları hazırlandı. 

Yöntem: Mikroplaka kuyucuklarına 0.04 mL seminal plazma ve 0.16 mL 0.2 M sitrik 

asit konuldu (deney). Ayrıca 0.190 mL 0.2 M sitrik asit ve 0.01 mL 1.16 M potasyum 

iyodür içeren (kör) ve 0.190 µl kloramin-T (25, 50 ve 100 µM; 0.2 M sitrik asitte 

hazırlandı) ve 0.01 mL 1.16 M KI içeren (standart) kuyucuklar hazırlandı ve 2 dakika 

sonra kör tüpe karşı deney ve standardın absorbansları 340 nm’de µQuant mikroplaka 

okuyucuda belirlendi. Sonuçlar pmol/mL kloramin-T eşdeğeri olarak verildi.  
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5.7. İstatIksel AnalIz 

 

Verilerin analizinde, GraphPad Prism (ver. 9.0.0) programı kullanılmıştır. Hasta 

ve kontrol gruplarına ait verilerin normaliteleri Shapiro-Wilk normalite testi ile 

ölçülmüştür. Normal dağılım göstermeyen bağımsız değişkenlere ait verilerin ikili 

karşılaştırmasında Mann-Whitney U testi ve normal dağılım gösteren gruplarda ise 

Student t testi uygulanmıştır. Sonuçlara ait veriler, ortalama±standart sapma (s.s) 

olarak sunulmuştur. Gruplara ait değişkenler arasındaki bağımsızlık durumları Pearson 

veya Spearman korelasyon testi ile ölçülmüştür. p<0.05 değeri istatistiki anlamlılık 

sınırı olarak kabul edilmiştir. p değerlerine tekabül eden ve anlamlılık seviyesini 

belirten yıldız sayısı sırasıyla şu sınırlara göre ifade edilmiştir: n.s.= p> 0.05; * = p ≤ 

0.05; ** = p ≤ 0.01; *** = p ≤ 0.001; **** = p ≤ 0.0001. Bu derecelendirme, yıldız 

sayısı arttıkça aradaki anlamlılık seviyesinin de o kadar artmakta olduğunu ifade 

etmektedir. 
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6. BULGULAR 
 

6.1. Hasta Semen DeğerlerInIn Karşılaştırılması  

 

   Gruplara ait semen parametrelerinin karşılaştırması Tablo 6.1’de 

gösterilmiştir. Normosperm ve astenozoospermi grupları incelendiğinde hastaların yaş 

ortalamaları (p=0.7096) ve total sperm sayıları (p=0.2201) birbirine yakın bulunmuş 

ve anlamlı fark göstermemiştir. Semen hacmi normosperm grubunda daha yüksek 

bulunmuştur ve gruplar arası anlamlı fark görülmüştür (p=0.0218). Hareket oranları 

ise astenozoospermi grubunda normospermi grubuna göre oldukça düşük bulunmuştur 

ve istatiksel olarak aşırı derecede anlamlı bir fark görülmüştür (p<0.0001). Aşırı 

derecede anlamlı fark iki grubun morfoloji (p<0.0001) ve hareketsiz sperm  

(p<0.0001) oranları arasında da bulunmuştur. 

 

Tablo 6.1. Semen parametrelerinin karşılaştırılması 

 

Parametre Ortalama±s.s p değeri (p seviyesi) 

 Normal 

(n=30) 

Asteno 

(n=29) 

 

Yaş a 34.0±7.49 33.4±6.26 0.7096 (n.s) 

Hacim b 5.70±9.44 3.32±1.94   0.0218 (*)  

Total Sayı b 88.0±55.5 83.6±81.7   0.2201 (n.s) 

Morfoloji b 4.73±3.36 1.59±2.11 <0.0001 (****)  

Progresif motilite a 63.4±16.0 21.0±10.8 <0.0001 (****) 

Yerinde Hareket b 3.73±3.59 5.48±4.26   0.0655 (n.s) 

Hareketsiz a 32.9±14.7 73.6±9.13 <0.0001 (****) 
                    aStudent t test 
                           bMann Wh-tney U test 
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6.2. Yüksek MMP’nIn DeğerlendIrIlmesI 

 

MMP değerlendirmesi JC-1 boyası ile yapılmıştır. Sarı/yeşil ışıma yapan 

spermler düşük MMP’li sayılırken, kırmızı/turuncu ışıma yapanlar yüksek MMP’li 

sayılmıştır. Normosperm ve astenozoospermi gruplarının boyanmaları Resim 6.2.1. ve 

Resim 6.2.2.’de gösterilmiştir. Şekil 6.2.1.’de grupların MMP oranları görülmektedir. 

Yüksek MMP’li sperm oranı norosperm grubunda %63,9 olarak bulunurken 

astenozoospermi grubunda %30,8 bulunmuştur. Bu oran normosperm grubuyla 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak yüksek anlamlı bir fark bulunmuştur ve 

astenozoospermide MMP’nin düştüğü gösterilmiştir (p<0.0001) (Tablo 6.2). 
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ResIm 6.2.1. Normosperm grubu JC-1 boyaması. A: sperm çekirdeklerinin DAPI ile 

boyanmış görüntüsü; B: düşük MMP’nin yeşil ışıma ile görülmesi; C: yüksek 

MMP’nin kırmızı ışıması; D: üç rengin birleştirilmiş görüntüsü. Beyaz oklar yüksek 

MMP’li kırmızı turuncu ışıma yapan spermleri göstermektedir.  Konfokal mikroskop, 

63X 
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ResIm 6.2.2. Astenozoospermi grubu JC-1 boyaması. A: düşük MMP’nin yeşil ışıma 

ile görülmesi; B: yüksek MMP’nin kırmızı ışıması; C: sperm çekirdeklerinin DAPI ile 

boyanmış görüntüsü; D: üç rengin birleştirilmiş görüntüsü. Beyaz oklar düşük MMP’li 

sarı yeşil ışıma yapan spermleri göstermektedir. Konfokal mikroskop, 63X 
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ŞekIl 6.2.1. Grupların yüksek ve düşük MMP yüzdeleri 

 

 

 

Tablo 6.2. MMP yüzdelerinin istatiksel farkı 

 

Parametre Ortalama±s.s p değeri 

 Normal 

(n:30) 

Asteno 

(n:30) 

 

 

<0.0001 

(****) 

Yüksek 

MMPa 63.9±16.8 30.8±14.3 
                                     aStudent t test 
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6.3. ATG-5 Ekspresyonları Ile OtofajInIn DeğerlendIrIlmesI 

 

İmmünfloresan işaretleme ile otofaji ilişkili protein ATG-5’in ekspresyonu ve 

lokalizasyonu incelenmiştir. Her iki grupta da ATG-5’in spermin baş, boyun ve kuyruk 

kısmında ekspresyonu gözlemlenmiştir (Resim 6.3.1., Resim 6.3.2.). Mitokondriler 

spermin boyun kısmında dizili bulunduğu için boyun kısmında ışımanın gözlenmesi 

bize ATG-5’in mitofaji sürecinde rol oynadığını kanıtlar niteliktedir. Floresan 

ışımaların yoğunluğu ölçüldüğünde gruplar arası anlamlı fark bulunmuştur. ATG-5 

normosperm grubunda (42.3±13.4) astenozoospermi grubuna (65.0±19.0) göre daha 

az floresan yoğunluğu göstermiştir ve fark istatiksel olarak yüksek anlamlı 

bulunmuştur (p<0.0001) (Tablo 6.3.1.)  
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ResIm 6.3.1. Normosperm grubunda ATG-5 proteininin IF işaretlenmesi. A: ATG-5 

proteininin varlığının gösterilmesi. Spermlerin baş ve boyun bölgelerinde daha 

belirgin şekilde lokalize olduğu görülmekte. B: DAPI ile sperm nukleuslarının 

boyanmış görüntüsü. C: iki boyamanın birleştirilmiş görüntüsü. 63X, konfokal 

mikroskop 
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ResIm 6.3.2. Astenozoospermi grubunda ATG-5 proteininin IF işaretlenmesi. A: ATG-

5 proteininin floresan ışıması. B: DAPI ile sperm nukleuslarının boyanmış görüntüsü. 

C: iki boyamanın birleştirilmiş görüntüsü. Astenozoospermi grubunda daha fazla ışıma 

olduğu ve spermlerin baş, boyun ve kuyruklarında lokalize olduğu görülmektedir. 

Işımanın en yoğun olduğu bölge olarak boyun kısımları dikkat çekmektedir (beyaz 

ok). Mitokondrilerin bulunduğu boyun kısmında görülen bu yoğunluk mitofajinin 

arttığının göstergesidir. 63X, konfokal mikroskop 
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Tablo 6.3.1. ATG-5 ve cyt-c proteinleri floresan yoğunlukları  

 

Parametre Ortalama±s.s p değeri 

 Normal 

(n=30) 

Asteno 

(n=30) 

 

ATG-5 a 42.3±13.4 65.0±19.0 <0.0001 

(****) 

Cyt-c b 47.1± 16.1 67.2±20.9 <0.0001 

(****) 
                                 aStudent t test 
                                       bMann Wh-tney U test 

 

 

 

6.4. Cyt-c Ekspresyonları Ile Apoptozun DeğerlendIrIlmesI 

 

Cyt-c floresan işaretlemesi yapıldığında iki grupta da belirli seviyede apoptoz 

başlangıcı olduğu tespit edilmiştir (Resim 6.4.1., Resim 6.4.2.). Normospermi 

örneklerinde cyt-c beklenenin aksine azımsanmayacak oranda ışıma yapmıştır. Bu 

örneklerin erkek faktör olmayan hastalara ait olduğu düşünüldüğünde sonuç 

şaşırtıcıdır. Astenozoospermi (67.2±20.9) grubu normospermle (47.1± 16.1) 

karşılaştırıldığında daha yüksek oranda cyt-c ekspresyonu göstermiştir. Fark istatiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.0001) (Tablo 6.3.1.). 
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ResIm 6.4.1. Normosperm grubu cyt-c proteininin IF işaretlenmesi. A: Cyt-c 

proteininin floresan ışıması. B: DAPI ile sperm nukleuslarının boyanmış görüntüsü. 

C: : iki boyamanın birleştirilmiş görüntüsü. Spermlerin baş, boyun ve kuyruk 

bölgelerinde ışımalar görülmüştür. 63X, konfokal mikroskop 
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ResIm 6.4.2. Astenozoospermi grubu cyt-c proteininin IF işaretlenmesi. A: Cyt-c 

proteininin floresan ışıması. B: DAPI ile sperm nukleuslarının boyanmış görüntüsü. 

C: iki boyamanın birleştirilmiş görüntüsü. Normosperme göre daha yüksek bir ışıma 

tespit edilmiştir. Ayrıca bazı spermlerde boyun bölgesinin daha şiddetli ışıma yaptığı 

göze çarpmaktadır (beyaz ok başı). 63X, konfokal mikroskop 
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6.5. Western Blot Sonuçları 
 

Proteinlerin ekspresyon miktarları WB yöntemiyle değerlendirilmiştir. Bant 

yoğunluğunun (Şekil 6.5.1.) ölçülmesi sonrası ATG-5 ve cyt-c proteinlerinin miktarı 

astenozoopermi grubunda normospermi grubuna göre daha yüksek bulunmuştur ve 

istatiksel olarak anlamlı fark görülmüştür (Tablo 6.5.1.). ATG-5 ekspresyonu p değeri 

0.003 bulunurken, cyt-c ekspresyonu p değeri 0.0003 bulunmuştur. Sonuçlara göre 

apoptoz ilişkili protein cyt-c astenozoospermi grubunda daha yüksek anlamlı bir fark 

göstermiştir. Dolayısıyla mitofajideki artışın apoptoza gitme oranını oldukça fazla 

etkilediği bulunmuştur. 

 

 

 

Tablo 6.5.1. Protein ekspresyon seviyeleri istatiksel değerlendirmesi 

 

 

Göreceli ekspresyon 

seviyesi 

Ortalama±s.s p değeri 

  

 Normal Asteno  

ATG-5 90.3±7.59 163±6.89 0.003 (**) 

Cyt-c 

34.0±5.14 134±26.2 0.0003 

(***) 
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ŞekIl 6.5.1. Western blot protein ekspresyon miktarları. A: ATG-5, cyt-c ve kontrol 

proteini GAPDH bantları. B: protein ekspresyon seviyeleri arası fark grafiği.  

 

 

 

 

6.6. Ultrasütrüktürel Inceleme sonuçları 

 

Ultra ince kesitlerin elektron mikroskobuyla görüntülenmesi sonucunda 

normosperm örneklerinde mitokondriler aksonem çevresinde hizalı ve düzgün bir 

şekilde dizili ve yoğun bir krista yapısına sahip bulunmuştur (Şekil 6.6.1.). 

Astenozoospermi grubunda ise birtakım değişiklikler gözlenmiştir. Mitokondrilerde 

krista organizasyonunda bozulmalar, intermembran aralığının genişlemesi, şişme ve 

boyun bölgesinde mitokondrilerin doğru şekilde konumlanamaması en belirgin 

değişikliklerdir (Resim 6.6.2.). Bununla birlikte bazı mitokondrilerin etrafında 

otofagozom benzeri yapısal oluşumlar görülmüştür (Resim 6.6.3., Resim 6.6.4). Bu 

veriler mitofajinin varlığına işaret etmektedir.  
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ResIm 6.6.1. Normosperm grubu EM görüntüsü. Astenozoospermi grubuyla 

kıyaslandığında mitokondrilerin daha hizalı bir şekilde organize olduğu görülmektedir. 

25.000 X. 
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ResIm 6.6.2. Astenozoopsermi grubu sperminin boyun bölgesinin EM görüntüsü. 

Mitokondrilerin flagella çevresinde dizildiği görülmektedir. Ancak bazılarında krista 

organizasyonunun bozulduğu belirgin şekilde göze çarpmaktadır (kırmızı ok). 

Mitokondrinin işlev kaybı sonucu ölüme gittiğini düşündürmektedir. 60.000X  
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ResIm 6.6.3. Astenozoopsermi grubu sperminin otofajik membran EM görüntüsü. 

Mitokondrilerin yakınında çeşitli membran benzeri yapıların olduğu görülmekte ve 

bunların otofajik veziküller olduğu düşünülmektedir (kırmızı ok). 40.000X  
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ResIm 6.6.4. Astenozoospermi grubunda otofagozom EM görüntüsü. Kırmızı ok ile 

gösterilen yapı çift membranlı otofagozomdur. Hasarlı mitokondriyi çevrelediği 

düşünülmektedir. 40.000X 
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6.7. AntIoksIdan enzIm aktIvItelerI 

 

Semen örneklerindeki antioksidan miktarları ve gruplar arası farkı Tablo 

6.7.1.’de görülmektedir. Genel olarak astenozoospermi grubunda antioksidan 

miktarının azaldığı görülmektedir. 

 

 

 

Tablo 6.7.1. Antioksidan enzim değerleri 

 
                                                

 

 

 

 

 

 

                  aMann Wh'tney U test 

 

6.7.1. GSH 

Astenozoopermi grubundaki seminal plazma GSH değeri normosperm 

grubundan düşük bulunmuştur. Fark istatiksel olarak anlamlıdır (p<0.0001) (Şekil 

6.7.1.1.) 

ŞekIl 6.7.1.1.. Normosperm ve astenozoopermi grupları GSH miktarları 

Parametre Ortalama±s.s p değeri  

 Normal 

(n=30) 

Asteno 

(n=30) 

 

GSH   (nmol/ml)a 701±448 408±114.6 <0.0001 (****) 

FRAP (nmol/ml)a 1353.74±435 940±217.1 <0.0001 (****) 

GSH-PX (nmol /dk/ml)a 56.7±11.2 45.7±11.4   0.0011 (**) 

SOD (IU/ml)a 116±40.4 70.4±12.7 <0.0001 (****) 
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6.7.2. FRAP 

 

Antioksidan kapasiteyi gösteren FRAP incelendiğinde normospermi grubunda 

oldukça fazla miktarda olduğu görülmüştür. Astenozoospermi grubunda ise daha 

düşük oranda bulunmuştur (Şekil 6.7.2.1.).Gruplar arası anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.0001). Bu düşüşe oksidatif stresin neden olduğu düşünülmektedir. 

 

 

ŞekIl 6.7.2.1. Normosperm ve astenozoopermi grupları FRAP miktarları 

 

 

6.7.3. GSH-Px 

 

Glutatyon peroksidaz aktivitesi incelendiğinde diğer antioksidanlara kıyasla iki 

grup arasında daha az anlamlı bir fark olduğu görülmüştür (p=0.0011) (Şekil 6.7.3.1.). 

Ancak yine de normosperm grubunda miktarının daha yüksek olduğu bulunmuştur. 
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ŞekIl 6.7.3.1. Normosperm ve astenozoopermi grupları GSH-Px miktarları 

 

 

6.7.4. SOD  

 

Serbest radikallere karşı savunmada görev alan SOD miktarı beklendiği gibi 

normosperm grubunda yüksek bulunurken astenozoospermi grubunda düşük 

bulunarak anlamlı fark göstermiştir (p<0.0001)  (Şekil 6.7.4.1).  

 

 

ŞekIl 6.7.4.1. Normosperm ve astenozoopermi grupları SOD miktarları 
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6.8. OksIdatIf Stres BelIrteçlerInIn DeğerlendIrmesI 

 

Gruplarda oksidatif stresin varlığını incelemek için MDA ve AOPP miktarları 

incelenmiştir (Tablo 6.8.1). Sonuçlara göre astenozoospermi grubunda oksidatif 

stresin arttığı ve anlamlı fark gösterdiği bulunmuştur.  

 

 

Tablo 6.8.1. Oksidatif stresin değerlendirilmesi 

 

Parametre Ortalama±s.s p değeri 

 Normal 

(n=30) 

Asteno 

(n=30) 

 

MDA (nmol/ml)a 

9.66±2.40 16.1±2.58 <0.0001 

(****) 

AOPP (pmol/ml)b 

4.12± 1.99 8.45± 2.43 <0.0001 

(****) 
                    aStudent t test 
                            bMann Wh-tney U test 

 

 

6.8.1. MDA 

 

Lipit peroksidasyonunun son ürünü olan MDA miktarı seminal plazmada 

bakıldığında astenozoospermi grubunda (16.1±2.58) normosperm grubundan 

(9.66±2.40) oldukça yüksek olduğu bulunmuştur. Bu fark istatiksel olarak yüksek 

anlamlı çıkmıştır (p<0.0001) (Şekil 6.8.1.1) 
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ŞekIl 6.8.1.1. Normosperm ve astenozoopermi grupları MDA miktarları 

 

6.8.2. AOPP 

 

Protein hasarının göstergesi olan AOPP astenozoospermi grubunda normosperm 

grubunun iki katından daha fazla saptanmıştır. Gruplar arası fark istatiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p<0.0001) (Şekil 6.8.2.1.) 

 

 

 

ŞekIl 6.8.2.1. Normosperm ve astenozoopermi grupları AOPP miktarları 
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6.9. MItofajI ve Apoptoz Korelasyonu 

 

Astenozoospermi ve normosperm grubunda farklı miktarda ifade edildiği 

bulunan ATG-5 ve cyt-c proteinlerinin birbirleriyle korelasyonu istatiksel olarak 

değerlendirilmiştir. Sonuca göre her iki grupta bu iki antikor arasında pozitif bir 

korelasyonun olduğu bulunmuştur (Tablo 6.9.1.). ATG-5 ve cyt-c korelasyonunda, 

normosperm grubu p değeri <0.0001 bulunurken astenospermi grubunda p değeri 

0.0002 bulunmuştur. Bu bilgiler doğrultusunda mitofaji ve apoptozun birbirini 

indüklediği sonucuna varılmıştır.  

 

 

 

Tablo 6.9.1. ATG-5 ve cyt-c korelasyonu 

  

 Normo ATG-5  

(n=30) 

Asteno ATG-5  

(n=30) 

Normo cyt-c 

(n=30) 

 r=0.750a 

p<0.0001  

— 

 

Asteno cyt-c 

(n=30)  

— r=0.632b 

p=0.0002 
                                    aPearson korelasyonu 
                                                bSpearman korelasyonu 

 

 

6.10. OksIdatIf Stres ve ATG-5, cyt-c Korelasyonu 

 

Oksidatif stresin astenozoospermi grubunda arttığı ve buna paralel olarak ATG-

5 ve cyt-c protein miktarlarının arttığını gözlemlemiştik. Bu veriler doğrultusunda 

oksidatif stresle belirtilen proteinler arasındaki ilişki istatiksel olarak analiz edildi. 

Sonuçlara bakıldığında ATG-5 ve cyt-c miktarları ile oksidatif stres belirteçleri MDA 

ve AOPP arasında korelasyon olmadığı görüldü (p>0.05) (Tablo 6.10.1.). 
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Tablo 6.10.1. ATG-5 ve Cyt-c seviyelerinin MDA ve AOPP ile korelasyonu 

 

aPearson Korelasyonu 
bSpearman Korelasyonu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 N NORMO ASTENO  

MDA AOPP MDA AOPP 

r p r p r p r p 

ATG-5a 30 -0.026 0.890 0.280 0.135 -0.329 0.075 -0.081 0.67 

            

Cyt-cb 

30 -0.070 0.714 0.074 0.696 -0.255 0.18 -0.28 0.14 
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7. TARTIŞMA 
 

Testiste üretimleri sırasında spermatozoa, akrozom (Golgi keseciğinden 

türetilen), nukleus ve sperm kuyruğunun orta kısmında yer alan mitokondriler hariç 

hücre organellerinin çoğunu kaybetmektedir. Her biri önemli olsa da mitokondri, 

hücresel metabolizma ve kuyruk hareketi için gerekli enerjiyi sağlamak, ROT üretmek 

gibi görevleri nedeniyle hareket problemi olan sperm örneklerinde akla gelen ilk 

organeldir. Mitkondrilerin yapısındaki veya işleyişindeki herhangi bir bozukluk, 

homeostazı bozarak farklı yolaklarla hücre üzerine olumsuz etki göstermektedir (103). 

Mitokondriden üretilen ROT, iki ucu keskin bir kılıçtır: spermatozoadaki tirozin 

fosforilasyonu, kolesterol akışı ve sperm-yumurta etkileşimi için çok önemlidir. Ancak 

aynı zamanda oksidatif stres yoluyla patolojik süreçlerde de rol oynamaktadır (72). 

Erkek kısırlığı vakalarının yaklaşık %30-80'inin spermatozoadaki ROT aracılı hasarla 

ilişkili olduğu belirtilmiştir (104). Spermatozoadaki orta miktarda ROT, sperm 

kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve döllenme için gereklidir. Ancak spermatozoada 

aşırı ROT üretimi, lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarını artırarak erkek fertilitesini 

etkilemektedir (105). Ayrıca aşırı ROT, hücre içi ATP konsantrasyonunu azaltır, bu da 

flagella atım frekansının ve spermatozoadaki fosforilasyonun azalmasına neden olur 

ve sperm motilitesinin kaybına neden olur (106). 

Lipit peroksidasyonu, sperm hücrelerindeki oksidatif stresin spesifik bir 

göstergesi olarak kabul edilir ve öncelikle malondialdehit gibi lipit peroksidasyonunun 

son ürünlerini tespit ederek değerlendirilmektedir. Yapılan bir çalışmada 

astenoteratospermi olan hastalarda MDA oranının yüksek olduğu ve bunun vitamin e 

uygulamasıyla düşürülebileceği ve dolayısıyla hareketin artacağı bildirilmiştir. 

Antioksidan takviyesinin oksidatif stresin azaltılması için etkili bir yöntem 

olabileceğini vurgulamışlardır (107). MDA, SOD ve GSH-Px oranları infertil 

erkeklerde daha yüksek bulunmuştur. MDA sperm hareketliliği ile negatif korelasyon 

göstermiştir (108). Sigara kullanımına bağlı olarak MDA artışının, erkeklerde sperm 

motilitesi ile negatif korelasyon gösterdiği bulunmuştur (109). Bizim çalışmamızda 

astenozoospermi grubunda MDA miktarının arttığı bulunmuştur. Bu da MDA’nın 

sperm herketini negatif etkilediğine dair literatürdeki verilerle benzerlik 

göstermektedir. 
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Oksidatif stres belirteçlerinden birisi de proteinlerin oksidasyonunu gösteren 

AOPP’dir. Fertil erkeklere kıyasla azospermik ve teratospermik hastaların seminal 

plazmasında AOPP’nin arttığı bulunmuştur (110). Tersine boğa spermleriyle yapılan 

bir çalışmada taze ve yüksek hareketliliğe sahip semen örneklerindeki AOPP oranı 

düşük hareketlilerden daha yüksek bulunmuştur. Bunun da yüksek mitokondriyal 

aktivite sonucu artan oksidatif stres kaynaklı olabileceğini belirtmişlerdir (111). 

Çalışmamız sonuçlarına göre AOPP düşük hareketli spermlerde daha yüksek oranda 

bulunmuştur. Oksidatif stresin artmasına bağlı olarak mitokondrilerde oluşan hasar 

sonucu bu artışın gerçekleştiğini düşünmekteyiz. 

Spermin ROT’ların neden olduğu hasara karşı iyi bilinen duyarlılığı ve sınırlı 

savunma kapasitesi nedeniyle, oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasına yol açan 

tüm çevresel faktörler potansiyel olarak spermin fertilizasyon kapasitesine etki 

etmektedir (69, 112). Ayrıca, antioksidanların kullanımı insan sperm DNA 

fragmantasyonunun göreceli olarak korunmasına yol açmıştır ve ICSI sonucunu 

iyileştirmiştir (113,114). Bizim çalışmamızda astenozoopermi grubunda FRAP miktarı 

normosperm grubundan daha düşük bulunmuştur. Ancak semen parametreleriyle 

arasında korelasyon bulunmamıştır. Gholinezhad vd. (115) infertil erkeklerde seminal 

plazma FRAP'ının anlamlı derecede düşük olduğunu ve sperm sayısı ve hareketliliği 

ile pozitif korelasyon gösterdiğini göstermişlerdir. Nasiri vd. (116) 

astenoteratozoospermik grupta seminal plazma FRAP konsantrasyonlarının, sağlıklı 

erkeklerden oluşan normozoospermik grupla karşılaştırıldığında anlamlı derecede 

düşük olduğunu bulmuşlardır. Bir başka çalışmada fertil normozoospermik gruba 

kıyasla astenoteratozoospermi grubu ve oligoastenoteratozoospermi grubunda seminal 

plazma FRAP miktarı ile sperm sayısı, motilitesi ve morfolojisi arasında pozitif 

korelasyon bulunmuştur (117). Bir diğer çalışma ise semen parametreleri ile seminal 

plazmadaki FRAP konsantrasyonu arasında anlamlı bir korelasyon bulamamıştır. 

Ancak kan serumundaki FRAP konsantrasyonu normosperme göre daha düşük çıkmış 

ve fark anlamlı bulunmuştur (118). 

Yapılan bir çalışmada sperm dondurma işlemi öncesi seminal plazma 

antioksidanlarının ölçümü yapılmış ve çözme sonrası SOD, GSH-Px, FRAP aktivite 

seviyelerinin, sperm hareketliliği ve plazma membran bütünlüğü ile pozitif ve hücre 

içi ROS seviyeleri ile negatif olarak ilişkili olduğu bulunmuştur (119). Çalışmamız 
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sonucuna göre GSH-Px astenozoospermi grubunda daha az miktarda bulunmuştur ve 

total sperm sayısı ve progresif motilite ile pozitif korelasyon göstermiştir. GSH'nin 

spermatozoanın hareketliliğini sağlayan orta parça ve kuyruk bölgesinde lokalize 

olduğu bulunmuştur (120). Sperm hareketliliği seminal GSH düzeyleriyle pozitif 

ilişkilidir (121). GSH'nin sülfidril gruplarının aşırı oksidasyonu hareketliliğin kaybına 

neden olmaktadır. İnfertil erkeklerin daha düşük GSH'ye sahip olduğu bilinmektedir 

(122). GSH'nin aşırı azalmasının mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna ve hücre 

ölümüne yol açtığı bildirilmiştir (123). Astenozoospermi grubunda MDA ve AOPP 

artışı ile paralel olarak ATG-5 ve cyt-c proteinlerinin de artmış olduğu görüldü. Ancak 

bu iki protein ve MDA / AOPP seviyeleri arasında korelasyon bulunmamıştır. Bu da 

oksidatif stres ilişkili otofaji ve apoptoz aktivasyonu olmadığını düşündürmektedir.  

Normal mitokondride, transmembran potansiyel farkı, mitokondriyal ATP 

üretimini yönlendiren elektron taşınması ve OXPHOS sürecini yansıtır. Bu nedenle 

MMP, mitokondriyal aktivitenin önemli bir göstergesi olarak hizmet eder ve 

dolayısıyla sperm kalitesini yansıtmaktadır (4). Sperm akrosin aktivitesini, akrozomal 

reaksiyonu ve kromatin bütünlüğünü korumak için mitokondriyal işlevsellik gerekli 

olabilir (92). MMP, sperm hareketliliğinin potansiyel bir düzenleyicisi ve göstergesi 

olarak düşünülebilir ve dolayısıyla doğrudan erkek fertilitesiyle ilişkilidir (124). 

Oligozoospermi, astenozoospermi ve oligoastenozoospermisi olan genç yetişkinlerden 

alınan spermatozoanın, normal spermatozoaya göre önemli ölçüde daha düşük 

MMP'ye sahip olduğu bulunmuştur; bu da MMP'nin sperm motilitesi ve fertilitesinde 

çok önemli bir rol oynadığını göstermektedir (4). Spermde MMP'nin bozulmasının, 

ATP seviyelerinin azalmasıyla birlikte ROT'un aşırı üretimine neden olduğu 

bulunmuştur (93).  Çalışmamızda hareket problemi olan astenozoospermi grubunda 

MMP’nin oldukça düştüğü görülmüştür. Oksidatif stresle paralel olarak bu düşüşün 

ortaya çıkmış olabileceğini düşünmekteyiz. Literatürde toplam hareketlilik ile MMP 

arasında pozitif bir korelasyon olduğu ortaya koyulmuştur; bu da sperm 

hareketliliğinin mitokondrinin fonksiyonel bütünlüğüne bağlı olabileceğini 

düşündürmektedir (125) Düşük sperm MMP'si, IVF uygulanan çiftlerde düşük 

döllenme oranlarıyla ilişkilendirilen düşük kaliteli sperm hücrelerini yansıtır. Ortaya 

çıkan oksidatif stres, spermatozoayı, MMP kaybından, DNA fragmantasyonuna ve 

sonuçta hücre ölümüne yol açan içsel apoptotik kaskad boyunca yönlendirmektedir 
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(126). Prohibitin, ETS komplekslerinin yapısal bütünlüğünün korunmasına yardımcı 

olan önemli bir iç mitokondriyal membran proteinidir. Prohibitinin, astenozoospermi 

ve/veya oligoastenozoospermisi olan infertil erkeklerde MMP'yi değiştirerek ve ROS 

seviyelerini artırarak sperm hareketliliğini düzenlediği görülmektedir (127). Bu hasta 

gruplarında mitokondriyal ROS ile lipid peroksidasyonu arasında pozitif bir 

korelasyonun yanı sıra mitokondriyal ROS'un prohibitin ekspresyonu, yüksek MMP 

ve sperm hareketliliği ile negatif korelasyonu da rapor edilmiştir (128). 

İncelemelerimiz sonucunda lipid peroksidasyonu son ürünü MDA miktarında artış ve 

MMP’de düşme ile astenozoospermi grubundaki spermlerin hareketinin azalmış 

olabileceği kanısına vardık. Bu durum araştırılan mitofaji ve apoptoz süreçlerini de 

indüklemiş olabilir. 

Mitokondriyi hedef alan katyonlar tarafından oksidatif fosforilasyonun hafif 

artmasının hem otofajiyi hem de mitokondri seçici mitofajiyi indükleyerek terapötik 

etkilere katkıda bulunabileceği bildirilmiştir (129). Otofajinin spermatozoayı stresin 

neden olduğu hasardan koruduğu düşünülmektedir. Yapılan bir çalışmada kolistin 

uygulaması sonrası ratlarda serbest radikallerin artışıyla ilişkili olarak otofajinin arttığı 

bulunmuştur (130). Bizim çalışmamızda otofaji ilişkili protein ATG-5’in ekspresyonu 

değerlendirilmiştir. Sonuçlarımıza göre astenozoospermi grubunda ATG-5 miktarının 

arttığı bulunmuştur. Oksidatif stresin de arttığı bilindiğinden bu artışın stres kaynaklı 

olabileceği düşünülmüştür. Böylece spermlerde hareket probleminin ortaya çıktığı 

kanısına varılmıştır. Daha önce insan sperminde ATG-5’in incelendiği çalışma 

bulunmamaktadır. Bu nedenle çalışmamız insan normosperm ve astenozoospermi 

örneklerinde ATG-5’in incelendiği ilk çalışma olmuştur.  

Otofaji inhibisyonunun spermlerde motilitenin, canlılığın, ATP'nin ve hücre içi 

kalsiyum konsantrasyonunun azalmasına neden olduğu bildirilmiştir (77). Kalsiyum 

iyonu (Ca2+) çok yönlü sinyal moleküllerinden biridir ve mitokondri, hücresel Ca2+'un 

önemli düzenleyicisi olarak görev yapmaktadır. Ca2+'un otofaji regülatörlerinden birisi 

olduğu bilinmektedir. Ancak birçok çalışma Ca2+'un otofajik akışı antagonize 

edebileceğini bildirmiştir (131). Spesifik olarak, CaPN1 (kalpain 1) aracılı ATG-5 

klivajı için Ca2+ vazgeçilmezdir ve bu ATG-5 bölünmesi ATG-12-ATG-5 

konjugasyonunu inhibe ederek otofaji indüksiyonunu önlemektedir (132). Esansiyel 

otofaji geni ATG-5'in baskılanmasının, anormal mitokondri birikimine ve olgun kas 
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dokusunda verimsiz farklılaşmaya yol açtığı bildirilmiştir (133). ATG-5'in sperm 

oluşumu sırasında nükleer matürasyon, akrozom oluşumu, rezidüel cisimlerin 

uzaklaştırılması, mitokondri yeniden düzenlenmesi gibi birden fazla role sahip olduğu 

ileri sürülmüştür (89). ATG-5 ekspresyonu artan spermlerde hareketin azalmış 

olduğunu gözlemledik. Bu durum muhtemelen aşırı otofajik aktivasyon sonucunda 

hasarlı mitokondrilerin doğru şekilde ortadan kaldırılamamasından 

kaynaklanmaktadır. 

Son zamanlarda, çeşitli çalışmalar, fizyolojik ve patofizyolojik koşulların neden 

olduğu erkek infertilitesinde spermatogonyanın spermatozoaya farklılaşması 

sürecinde otofajinin sitoprotektif rolünü göstermiştir. Otofajinin aktivasyonunun, 

spermatogonyal kök hücrelerin korunmasında ve farklılaşan spermatogonyanın 

hayatta kalmasında koruyucu bir rol oynadığı gösterilmiştir. Aktin benzeri 7 A’nın 

(ACTL7A) kaybının, otofaji inhibisyonu yoluyla kusurlu akrozom-akroplaksozom-

manşet kompleksine neden olduğu ve bunun sonucunda küçük başlı spermlerin 

geliştiği bildirilmiştir (134). Liu ve diğerleri (135) LC3-II, LC3-II/LC3-I oranı, ATG-

5 ve Becl!n-1 dahil olmak üzere otofaji aktivasyonu belirteçlerinin üreme toksik 

maddesi tri-orto-kresil fosfat (TOCP) ile tedaviden sonra sıçan spermatogonyal kök 

hücrelerinde arttığını bildirmiştir. Bir başka çalışmada ise testiküler hasar oluşturulan 

ratlarda 1-karnitinin etkileri araştırılmıştır. Sonuçlara göre 1-karnitin, testislerde 

otofajiyle ilişkili genler Becl!n-1, ATG-5 ve ATG-12'nin ekspresyonunu artırmıştır. 

Böylece strese karşı koruma sağladığı düşünülmüştür (136). Ke vd. (137) germ 

hücresine özgü Becl!n-1 nakavt farelerin testislerinde, otofajinin inhibisyonu 

sonucunda spermiyogenezde bozulma görüldüğünü ve bunun fertilitenin azalmasına 

katkıda bulunabileceğini bildirmişlerdir. Benzer bir çalışmada toksisite oluşturulan 

spermatositlerde aşırı apoptoz ve otofaji olduğu bununla beraber sperm sayısında 

azalma, sperm hareketliliğinde azalma ve morfolojik bozukluk oranında artış gibi 

hasarlara neden olduğu bulunmuştur (138). Germ hücrelerinde otofajinin etkisi 

incelendiğinde, hücrenin hücre hasarını en aza indirme ve hayatta kalmayı arttırma 

çabasının bir parçası olarak ROT ile hasar görmüş proteinlerin ve mitokondrilerin 

otofaji ile temizlendiği gözlemlenmiştir. Ubikitin ligaz nöropilin (Nrdp1), mitofajiyle 

ilişkili Parkin’in ubikitinasyonunu düzenlemektedir ve pro-otofajik protein kalisin 

bağlayıcı protein (CacyBP) ile etkileşime girmektedir. Nrdp 1’in knock-out edildiği 
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farelerde, Nrdp1'in otofajiyi düzenleyerek akrozom biyogenezini ve mitokondrilerin 

dizilimini kontrol ettiği bulunmuştur (139). Yukarıda bahsedilen sonuçlar germ 

hücrelerininin üretimi aşamasında otofajinin etkisini gösteren çalışmalara aittir. Ancak 

matür insan spermlerinde görülen çeşitli problemler ve otofaji ilişkisinin araştırıldığı 

çalışma sayısı nadirdir. Çalışmamız sonucunda bu konuda literatürde yer alacak yeni 

bulgular elde edilmiştir. 

Otofajinin embriyonik gelişim sırasında hücre ölümünde önemli işlevleri vardır. 

Atg genlerinin farelerde embriyonik gelişim sırasında apoptotik hücrelerin 

temizlenmesi için gerekli olduğu gösterilmiştir (140). Ancak otofajinin hücre ölümünü 

teşvik ettiği veya önlediği konusunda tartışmalar mevcuttur. İnhibe edilen otofaji, 

apoptotik hücrelerin yüzdesini artırabilmektedir. Böylece otofajinin hücreleri 

apoptozdan koruduğu yönünde çalışma sonuçları ortaya çıkmıştır (141). Yin vd. (142) 

yaptıkları bir çalışmada otofajinin artmasının fare spermatositlerinin apoptozunu 

inhibe ederek spermatogenezi kurtaracağı sonucuna varmışlardır. Başka bir çalışmada 

dibütil fitalat (DBP) uygulanmasının erkek germ hücrelerinde, apoptoz, ER stresi ve 

otofajinin eşlik ettiği testis atrofisini önemli ölçüde indüklediği bulunmuştur. ER 

stresinin ve otofajinin inhibisyonunun ise germ hücrelerinde ve testislerde DBP'nin 

neden olduğu hasarı önemli ölçüde ağırlaştırdığı görülmüştür (143). Radyofrekansa 

maruz kalan spermatosit kök hücrelerinde ise apoptotik hücrelerin yüzdesinin 

artırmadığı ancak otofajinin inhibisyonun, apoptotik hücrelerin yüzdesini artırdığı 

bulunmuştur (144). ER stresi sonucunda meydana gelen otofajinin incelendiği bir 

çalışmada ATG-5, ATG-7 ve ATG-5 + ATG-7'nin aşırı ekspresyonunun apoptozu 

inhibe edebildiği ve kondrositlerde hücre proliferasyonunu artırdığı gösterilmiştir 

(145). Ancak otofaji ve apoptozun hücre ölümünü teşvik etmek ve sonunda 

spermatogenezin yok olmasına yol açmak için antagonist değil ortak olarak hareket 

edebileceği de belirtilmiştir (146). Oksidatif streste apoptozun indüklenmesi üzerine 

yapılan çalışmalarda mitokondri ilişkili yolaklarla birlikte mitokondri ilişkili olmayan 

yolakların da varlığına değinilmektedir. Çalışmamızda mitokondriden salınan cyt-c 

incelendiği ve astenozoospermi grubunda ekspresyonunun oksidatif stresle birlikte 

artmış olduğu gözlemlendiği için mitokondri ilişkili bir yolak üzerinden ROT etkisinde 

apoptozun indüklendiği düşünülmektedir. Ayrıca otofaji ve apoptoz arasındaki 

korelasyon incelendiğinde gruplarda ATG-5 ve cyt-c arasında pozitif bir korelasyon 
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olduğu bulunmuştur. Bu da iki sürecin birbirini upregüle edecek şekilde etkilediğini 

göstermektedir. 

Yousefi vd. (147) yaptığı bir çalışmada ATG-5 klivajının, cyt-c salınımını ve 

kaspaz aktivasyonunu tetikleyerek apoptozu desteklediği bildirilmiştir. Apoptotik 

olmayan hücrelerde ATG-5 sitozolde ve mitokondri üzerinde dağınık bir boyanma 

göstermiştir. ATG-5’in sitozolden mitokondriye geçerek apoptozu indüklediği 

düşünülmektedir. Normalde ATG-5 33 kDa’dur ama apoptoz arttığında 24 kDa olan 

formu daha yüksek oranda tespit edilmiş ve bu da apoptozun göstergesi olarak 

düşünülmüştür. Yapılan bir çalışmada flutamid ve DEHP uygulamasıyla kriptorşid 

ratlar üretilmiştir. Uygulama sonrası cyt-c ekspresyonunun arttığı ve bununla paralel 

olarak otofaji belirteçlerinin da arttığı bildirilmiştir (148). Cyt-c normalde elektronları 

hızlı bir şekilde alıp verme yeteneğinden dolayı iyi bilinen bir ROS temizleyicisidir 

(149). Ancak DNA hasarına yanıt olarak çekirdeğe geçiş yaptığı ve burada kaspaz 

aktivitesinden bağımsız olarak kromatin kondensasyonunu indükleyerek apoptoz 

sürecinde rol oynadığı gösterilmiştir (150).  

Mitofajiyi izlemek için kullanılan tekniklerden biri transmisyon elektron 

mikroskobudur (TEM). TEM görüntüleri, organelin üst yapısı, İMM ve DMM 

bütünlüğü, mitokondriyal boyuttaki değişiklikler ve mitofajiden önceki mitokondri-

ER etkileşimi hakkında değerli bilgiler sağlayabilir. Organelin otofajik membranlarla 

lokalizasyonu veya yakınlığı ve otofagozomun oluşumu, mitokondriyal otofaji için 

gerekli adımlardır (151). ATG-5 knock-out farelerde olgun spermler elektron 

mikroskobik incelendiğinde bozulmuş mitokondri yeniden düzenlemesinin germ 

hücrelerinde ATG-5 kaybına bağlı olarak ortaya çıktığı ve bunun sperm 

hareketliliğinde gözlenen azalmayı açıklayabileceği belirtilmiştir (89). Elektron 

mikroskobuyla görüntüleme sonuçlarına göre astenozoospermi grubunda 

mitokondrilerin krista yapısında oraganizasyon bozuklukları olduğunu bulduk. Bazı 

mitokondrilerde şişme şeklinde hacim artışı gözlenmiştir. En önemlisi ise otofagozom 

benzeri oluşumların ve içinde mitokondri olan otofagozomların bulunması mitofajinin 

normosperm grubuna göre daha fazla olduğunu kanıtlar niteliktedir. , 
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8. SONUÇ  
 

Çalışmamız sonuçlarına göre astenozoospermi grubunda mitofaji, apoptoz ve 

oksidatif stresin arttığı bulunmuştur. Mitofaji ve apoptoz arasında pozitif korelasyon 

bulunmuştur. Dolayısıyla bu iki süreçten herhangi birindeki artış diğerinin de 

artmasına sebep olacaktır. İlginç bir şekilde oksidatif stres artışı ATG-5 ve cyt-c ile 

korelasyon göstermemiştir. Mitofaji ve apoptozun ROT bağımsız şekilde etkileşim 

gösterebileceği kanısına varılmaktadır.  

Mitofaji ve apoptoz sadece ilişkili birer proteinle incelendiği için daha kapsamlı 

çalışmalara ihtiyaç vardır. Spesifik sinyal yolakları seçilip bu konuda detaylı 

incelemeler yapılması infertilitenin etiyolojisine dair yeni bilgilerin elde edilmesini 

sağlayacaktır.  
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