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1. OZET

ASTENOZOOSPERMIDE MITOKONDRIYAL OTOFAJININ OKSIDATIF
STRESLE ILISKIiSININ ARASTIRILMASI

Hasarli mitokondrilerin ortadan kaldirilmas: mitofaji olarak adlandirilmaktadir.
Bu siiregte meydana gelen herhangi bir aksaklik sperm hareketi i¢in gerekli enerjiyi
iireten mitokondrilerin fonksiyonundaki bozulmalar1 artirarak oksidatif stres ve
apoptozla iligkili daha biiyiik problemlere yol agabilmektedir. Astenozoospermide
mitofajinin insan sperminde ilk defa degerlendirildigi bu ¢alismada otofaji iliskili
protein ATG-5 ve erken apoptoz belirteci sitokrom ¢ (cyt-c) proteini immiinfloresan
goriintlilendi, protein miktarlar1 western blot ile incelendi.  Mitokondrilerin
islevselligini gosteren mitokondriyal membran potansiyeli JC-1 boyasi ile 6l¢iildii.
Ayrica mitofajinin oksidatif stresle iliskisini degerlendirmek icin oksidatif stres
belirtegleri MDA ve AOPP ile antioksidanlardan GSH-Px , SOD, GSH ve FRAP
seviyeleri astenozoopermi ve normosperm Orneklerinde incelenmistir. Son olarak
mitokondrilere dair gorsel degerlendirme icin elektron mikroskobik takip yapilmistir.
Sonuglarimiza gore yliksek MMP’li sperm yiizdesi astenozoospermi grubunda
oldukea diisiik bulunmustur. Astenozoospermi grubunda MDA ve AOPP seviyelerinin
artt1g1 ve dolayisiyla oksidatif stresin arttig1 goriilmiistiir. Bununla beraber antioksidan
seviyeleri normospermi grubunda daha yiiksek bulunmustur. ATG-5 ve cyt-c ifadeleri
spermlerin bas, boyun ve kuyruk boélgelerinde lokalizeydi. Dolayisiyla ATG-5’in
boyunda ifadesi ve o bodlgede mitokondrilerin yogun bulunmasi mitofajide rol
oynadigim diisiindiirmektedir. Protein ekspresyonlari incelendiginde ATG-5 ve cyt-c
astenozoospermi grubunda normosperm grubuna gore daha yiiksek bulunarak anlamli
fark gostermistir. Bu nedenle ATG-5 astenozoospermide artmis mitofaji aktivasyonu
ile iliskili bulunmustur. ATG-5 ve cyt-c ekspresyonlari arasinda korelasyonun
bulunmasi otofaji ve apoptoz arasindaki ¢apraz etkilesimi gostermektedir. ince yapisal
diizeyde sperm boyun kismi1 ve mitokondriler incelendiginde krista organizasyonunda
bozulmalar, mitokondrilerde sisme ve otofagozom benzeri membran olusumlarina
astenozoospermi grubunda rastlanmigtir. Bulgular dogrultusunda astenozoospermide

oksidatif stresin artmasina paralel olarak hem mitofajinin hem de apoptozun arttig1 ve



bunun spermlerde hareket problemine neden oldugu sonucuna varilmistir. Mitofajideki
artis hasarlt mitokondrilerin hiicreden hizlica uzaklastirilmasini saglama maksatli olsa

da ATG-5’in agir1 liretimi spermlerin apoptoza gitme oranini artirmigtir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz; Astenozoospermi; ATG-5; Cyt-c ; Mitofaji; Mitokondri;
Oksidatif stres

Bu tez 1225776 numarali TUBITAK 1002 Hizli Destek Projesi olarak desteklenmistir.



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 ¢ (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



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.



3. GIRIS ve AMAC

Spermiyogenez  siirecinde  spermatositlerin  olgun sperm  hiicrelerine
doniistimiinde otofaji 6nemli bir basamaktir. Otofaji sayesinde fazla ya da hasarl
organeller, sitoplazmik kalintilar uzaklastirilir, akrozom biyosentezi ve kamg¢1 olusumu
gerceklesir (1). Bu siiregteki herhangi bir aksaklik fonsiyonel aktif sperm hiicresi
olusumunu engelleyecek ve infertiliteye yol acacaktir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
cesitli faktorlerin sperm hareketi iizerine etkisi gosterilmis olsa da otofajinin etkisine

dair insan spermiyle yapilmig ¢alisma sayist azdir.

Erkekte semen &rnegi incelenirken Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) referans
degerleri baz alinmaktadir. WHO’ya goére normal bir semen 6rneginde mililitrede 16
milyon veya tizeri sayida sperm hiicresi bulunmalidir. Bu spermlerin toplam
hareketliligi %42’den progresif hareketliligi ise %30’dan yiliksek olmalidir (2).
Hareket oraninin belirtilen degerlerden az olmasi durumu astenozoospermi olarak
adlandirilmaktadir. Astenozoospermide, hareket problemi nedeniyle sperm hiicreleri
disi genital kanalinda ileri hizli hareket edemedikleri i¢in normal yolla oositi
dolleyememektedirler. Spermlerde hareket mitokondri tarafindan {iretilen enerji ile
saglanmaktadir. Mitokondrilerde herhangi bir hasar oldugu zaman islevsiz
mitokondrinin uzaklastirilmasi, mitokondrinin otofajik membranla c¢evrelenerek
ortadan kaldirilmas1 ile gerceklesmektedir ve bu slire¢ mitofaji olarak

adlandirilmaktadir (3).

Mitokondrinin aktifligini gdsteren belirteclerden birisi mitokondriyal membran
potansiyelidir (MMP). Oligozoospermik, astenozoospermik ve
oligoastenozoospermik gen¢ yetiskinlerden almman spermatozoanin, normal
spermatozoadan 6nemli Ol¢lide daha diisik MMP'ye sahip oldugu goriilmiistiir (4).
Sperm MMP'nin azalmasi sonucunda azalmis adenozin trifosfat (ATP) seviyeleriyle
birlikte asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROT) {iretimi oldugu bulunmustur. Mitokondri,
sperm i¢in ROT iireten tek organeldir. ROT’larin saldirgan iiretiminin, mitofajiyi
baslatabildigi ve erkek gametin apoptoz benzeri bir fenotipe sahip olmasina neden
olabildigi bildirilmistir (5). Bu nedenle oksidatif strese bagli ROT artis1 ile mitofaji

arasindaki iliski de ¢alismamiz dahilinde incelenmistir.



Spermatogenez sirasinda germ hiicre Oliimiinii indiiklemek i¢in otofaji ve
apoptozun is birligi yaptig1 gosterilmistir (6). Otofajinin ilerleyen asamalarda
apoptozu indiikledigi ya da inhibe ettigi bilindiginden ¢alismamizda, mitofajinin ne
derece apoptozu indiikledigini gdstermek icin erken apoptoz belirteci olan cyt-c

ekspresyonu degerlendirilmistir.

Bu tez caligmasinda, infertilite nedeni astenozoopermi olan hastalarin sperm
orneklerinin mitofaji yoniinden incelenerek normal sprem Ornekleri ile
karsilastirilmasiyla, hareket probleminin olasi sebeplerine dair yeni bilgilerin elde
edilmesi amaglanmistir. Astenozoospermi hastalarinda mitofaji-apoptoz-oksidatif
stres iligkisinin incelenmesi ile bu siirecler arasindaki baglantilarin ortaya ¢ikarilmasi

hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. infertilite

Kisirlik, kiiresel bir sosyal ve tibbi sorun haline gelerek ciftlerin yaklagik %15'ini
etkilemektedir (7). Diinyadaki ¢iftlerin yaklasik %8-12'si infertildir ve bunlarin %40-
50'sine "erkek faktorleri" neden olmaktadir (8). Erkek faktor infertilite nedenlerinin
goriilme sikligr calisma popiilasyonuna ve cografi bolgeye bagl olarak farklilik
gostermektedir (9). Avrupa Uroloji Birligi Kilavuzlarina gore en sik bildirilen erkek
faktor infertilite nedenleri varikosel, kriptorsidizm, hipogonadizm, diger
endokrinopatiler (6rn. hipo- veya hiper-tiroidizm, hiperprolaktinemi), immiinolojik
faktorler (6rn. antisperm antikoru), erkek genital sistem bozukluklar1 (seminal vezikiil,
epididim veya ejakiilatuvar kanalda konjenital veya edinilmis anormallikler), genetik
anormallikler (6rn. azospermiye neden olan kistik fibroz transmembran iletkenlik
diizenleyici (CFTR) genindeki mutasyonlar, Y kromozomu mikrodelesyonu ve
karyotip degisiklikleri), ilaglar (6rn. kemoterapiler; anabolik ilaglar) veya cerrahi (6rn.
prostat ameliyati) ve idiyopatik kisirliktir (10).

Italya'da 2.100 kisir erkek iizerinde yapilan bir arastirma, Charlson Komorbidite
Indeksi (CCI), semen parametreleri ve hormonal diizeyler arasindaki iliskiyi
incelemistir. Calisma, artan CCI (kotli saglik gdostergesi) ile birlikte semen
parametrelerinin kotiilestigini ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) seviyelerinin
yiikseldigini gostermistir. Sonuglar hipofiz bezinin spermatogenik fonksiyon
bozuklugunu telafi etmeye calistigini diistindiirmektedir (11). Bir erkegin sagliginin
tibbi olarak optimizasyonu ile hastalik durumunda meydan gelen iyilestirmelerin
semen parametrelerini, cinsel islevi ve dogurganlik potansiyelini iyilestirebilecegi
bildirilmigtir (12).

Erkek birey fertilite yoniinden incelenirken ilk bakilan sey semen
parametreleridir. Eger semen parametrelerinde bir problem yoksa yukarida sayilan
nedenler aragtirilir. Semenin ilk olarak hacmi, rengi, viskozitesi, likefaksiyon siiresi ve
pH’1 makroskopik olarak degerlendirilmektedir. Daha sonra mikroskobik olarak total

sperm sayisi, hareketlilik, morfoloji, canlilik, yuvarlak hiicre sayis1 incelenmektedir.



Anormal meni parametreleri olan erkeklerde testis kanseri riskinin 20 kat arttig1
bildirilmigtir (13).

Normal bir semenin hacmi ortalama 2-6 ml arasindadir. incelenen ornekte
hacmin 1,4 ml’nin altinda olmasi hipospermi olarak adlandirilmaktadir. Semen
icerisinde sperm bulunmamasi, seminal vezikiil sivisinin semene katilamamasi ya da
retrograd ejakiilasyon nedeniyle bu durum ortaya cikabilmektedir. Toplam sperm
sayis1 i¢in 16 milyon/ml sinir deger olarak kabul edilmektedir. Bunun altindaki sayilar
oligozoospermi olarak tanimlanmaktadir. Ejakiilatta hi¢ sperm goriilmiiyorsa eger
azospermi teshisi konulmaktadir. Azospermik hastalarda tikanikliga bagl bir problem
varsa cerrahi yontemlerle tikanikligin ortadan kaldirilmasi sonrasi semende sperm
goriilebilmektedir. Ancak tikanikliga bagli olmayan durumlarda sperm iiretiminin olup
olmadig1 cerrahi olarak testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) yapildiginda
belirlenebilmektedir. Spermlerin morfolojisi ise bas, boyun ve kuyruk kisimlarinda
sitoplazmik kalintilar, vakuol, sekil bozukluklar1 vb.agisindan degerlendirilir. Normal
morfolojiye sahip sperm ylizdesi 4’lin altindaysa eger teratozoospermi olarak
tanimlanir.

Erkek faktor hastalarda hareket problemi dikkat ¢eken onemli kusurlardan
birisidir. Basarili bir fertilizasyonun ger¢eklesmesi spermlerin yumurtaya dogru ileri
ve hizli hareket etmesine baglidi. WHO 2021 semen analizi kriterlerine gore bir
semen Orneginde toplam hareketliligin %42’den, progresif hareketliligin %30’dan az

olmasi astenozoospermi olarak tanimlanmistir (2).

4.2. Astenozoospermi

Astenozoosperminin etiyolojisi enfeksiyon, anormal bagisiklik, uzun siireli
cinsel perhiz, sagliksiz yasam tarzi ve ayrica genetik faktorleri icermektedir (14).
Semende 16kosit sayisinin enfeksiyona bagli artmasinin biiylik miktarda ROT’u
serbest biraktii, bunun da sperm hareketliliginde diismeye ve DNA (deoksiribo
niikleik asit) biitiinliigiinde bozulmaya yol a¢tig1 bulunmustur (15). insan papilloma
viriisi (HPV) ile enfekte olan hastalarda astenozoospermi insidansi, sperm
hiicrelerinde HPV bulunmayan hastalara gore 6énemli 6l¢iide daha yiiksektir (16). Bir
hastada COVID-19 enfeksiyonu sonrasi total immotil spermin goriildiigii ancak bu

tablonun {i¢ ay sonra normal semen parametrelerine dondiigii bildirilmistir (17). Bu



bilgiden yola ¢ikildiginda enfeksiyona bagli hareket probleminin enfeksiyon ortadan
kalktiginda zamanla diizelebilecegi yani geri doniisimli bir hasar oldugu
diistintilebilmektedir. Normospermi orneklerinde cinsel perhiz siiresinin semen
parametreleriyle iliskisinin arastirildig: bir ¢alismada 4-7 giin perhizi olan hastalarda
sperm hareketliligi, 2 saat cinsel perhizi olan hastalarinkinden daha diisiik oranda
bulunmustur (18). Ejakiilatuvar kanalda gegirilen siire arttikca oksidatif stresin
artacagl ve bunun da sperm hareketi ve DNA hasarlar1 ile iligkili olabilecegi
bildirilmigtir  (19,20). Alkol, sigara, toksik maddeler ve fiziksel aktivite
astenozoospermiye yol acabilecek eksojen kaynaklardan birkagidir (21,22).

Astenozoosperminin genetik nedenleri arasinda kromozomal anormallikler ve
niikleer ve/veya mitokondriyal genlerin spesifik mutasyonlar1 yer alabilmektedir (23)
ancak astenozoosperminin genetik nedenleri hala nispeten bilinmemektedir. Niikleer
veya mitokondriyal DNA’daki (mtDNA) hasar, enerji homeostazisinde yer alan temel
proteinleri kodlayan genlerin replikasyonunu ve transkripsiyonunu engeller, boylece
sperm hareketliligini azaltir (24). Astenozoospermi, oligoastenozoospermi (OA) ve
astenoteratozoospermili (AT) erkeklerden alinan sperm 6rneklerinde FISH ile X, Y, 18
ve 21 kromozomlart {izerinde yapilan bir andploidi ¢alismasi, ortalama andploidi
seviyesinin %2,9 (astenozoospermi), %2,8 (OA) ve %2,5 (AT) oldugunu gostermistir.
Normozoospermili erkeklerde ortalama anoploidi diizeyi ise %0,11°dir (25). Normal
semen parametrelerine sahip erkeklerde mitokondriyal DNA kopya sayisinin
(mtDNAcn) daha diisiik oldugu bildirilmistir (26). Spermlerde mtDNAcn artmast,
kusurlu mitokondrilerin asir1 ¢gogalmasi, anormal spermatogenez ve olgun spermde
bozulmus mitokondri otofajisi ile iliskili bulunmustur (26,27). infertil erkeklerde
yapilan bir ¢aligmada diisiik sperm konsantrasyonu, sayisi, hareketliligi ve morfolojisi
ile mtDNAcn arasinda negatif korelasyon bulunmustur (28).

Astenozoospermi, hareketli silyalar ve sperm flagellasinin benzer aksonemal
yapist nedeniyle, Primer Siliyer Diskinezi olarak bilinen, esas olarak bronsitli kronik
hava yolu enfeksiyonlar1 ve hareketli silya disfonksiyonuna bagli rinosiniizit ile
karakterize sendromik patolojik durumlarin bir pargast olarak da karsimiza
cikabilmektedir (29). Sperm flagellast merkezinde aksonem ad1 verilen ve klasik '9 + 2!
dizilimini olusturmak i¢in merkezi bir mikrotiibiil ¢ifti ¢evresel olarak g¢evreleyen

dokuz periferik ¢ift mikrotiibiilden olugmaktadir (30). Radyal ¢ubuklar, dinein kollar



ve neksin-dinein diizenleyici kompleks tarafindan olusturulan mekanik baglantilar, bu
mikrotiibiillerin biitlinligiinii korur ve dinamiklerini koordine eder. Ek olarak, dokuz
dis yogun fiber, mitokondriyal kilif ve fibroz kiliftan olusan gesitli aksesuar alt
birimler, katman katman merkezi aksonemin etrafini ¢gevreler (31).

Astenozoospermi, anormal mitokondriyal kilif, anormal bas-kuyruk veya orta
parca-ana parca birlesimi, anormal kuyruk biikiilmesi veya kivrilmasi, diizensiz
kuyruk ¢ap1 veya anormal rezidiiel sitoplazma gibi ¢ok c¢esitli sperm kuyrugu
morfolojik kusurlariyla iligkilidir (32). Sperm kamgisinin ¢oklu morfolojik
anormallikleri (MMAF), cesitli genlerdeki mutasyonlarla baglantili otozomal resesif
bir hastaliktir. Kisa, yok, kivrik, biikiilmiis ve/veya diizensiz kamg1 dahil olmak {izere
sperm kamgcisinin  bes morfolojik kusuruyla karakterize edilen nadir bir
astenozoospermi tiiriidiir (33). Onceki c¢alismalar, MMAF'1n temel olarak
flagellumdaki merkezi mikrotiibiillerin, mitokondriyal kilifin, fibroz kilifin, dis dynein
kollarinin veya i¢ dynein kollarinin eksikligi gibi gelisimsel kusurlardan
kaynaklandigini gostermistir.

Tiim bu sebepler disinda astenozoospermi, bagka bir belirtisi olmayan (yani izole
astenozoospermi) bir¢ok infertil erkekte de kanitlanmistir. Prevalans astenozoospermi
icin %18,71 ve oligozoospermi ve/veya teratozoospermi ile iliskili astenozoospermi
icin %63,13 bulunmustur; dolayistyla infertil erkeklerde en sik gozlenen sperm

defektlerinden birini olusturmaktadir (34).

4.3. Testis Histolojisi

Astenozoospermi durumu biiylik oranda spermlerin iiretim siirecinde meydana
gelen hasarlardan veya aksakliklardan kaynaklanmaktadir. Erkek iireme hiicresi olan
spermlerin liretim silireci spermatogenez olarak adlandirilir ve testisler icerisindeki
seminifer tiibiillerde gergeklesmektedir. Yetigkin bir erkekte ortalama 30 ml hacminde
iki adet testis bulunmaktadir. En distan tunica albuginea ad1 verilen sik1 bag dokusu ile
cevrilidirler. Bag dokusunun uzantilar1 testisi lobiil adi verilen kompartimanlara
ayrrmaktadir ve her bir testiste yaklasik 200-300 arasi lobiil bulunmaktadir. Her
lobiilde ise 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir ve bir testiste toplam 250-1000 adet tiibiil

bulunmaktadir. Testisin fonksiyonel birimi olan seminifer tiibiiller organ hacminin tigte

10



ikisini olusturmaktadir. Tiibiiller 30-80 ¢cm uzunlugunda, 150-250 pm kalinliginda,
kivrimli seyreden kanallardir (Sekil 4.3.1.) (35).

Spermatik kord
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Sekil 4.3.1. Testis yapisi ve iliskili kanallar (36)

Tiibiillerin aras1 interstisyel doku ile ¢evrilidir. Bu dokuda kan damarlari, sinir
lifleri, lenfatik kanallar veya siniizoidler makrofajlar ve Leydig hiicreleri yer
almaktadir. Leydig hiicreleri testosteron iiretiminde gorev alan poligonal sekilli
hiicrelerdir. Steroid iireten hiicrelere benzer sekilde, lipid damlaciklari, tiibiiler kristal
mitokondriler ve iyi gelismis diiz endoplazmik retikulum i¢ermektedir. Embriyoda
testosteron ve diger androjenler erkek fetiisiin gonad gelisimi i¢in esastir. Pubertede
ise sperm iiretiminin ve aksesuar bezlerin sekresyonunun baslamasi ve sekonder seks
karakterlerinin gelismesi i¢in gereklidir. Eriskinlerde spermatogenezin, sekretuar

aktivitelerin ve sekonder seks karakterlerinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (37).
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Bir bazal membran iizerinde yer alan seminifer epitel tiibiilii dosemektedir. Bazal
membranin etrafinda kollajen lifler, fibroblastlar ve miyoid hiicreler yer almaktadir.
Miyoid hiicreler seminifer tiibiil bazal membranina bitisik olarak yer alan diiz kas tipi
hiicrelerdir (38). Androjenler, diiz kas aktinini iiretmek {izere bu hiicrelerin
farklilagsmasini tesvik etme gorevi gorlirken, FSH'nin, Sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan parakrin faktorler yoluyla ilave bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Miyoid
hiicreler ritmik kasilma hareketleriyle tiibiil liimenindeki olgun sperm hiicrelerinin
kanallara iletilmesini saglarlar. Seminifer epitel ise Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
seri hiicrelerinden olusmaktadir. Sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tiibiil
limenine dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir. Apikal ve lateral hiicre membranlarinin
diizensiz smirlar1 vardir, boylece gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar
saglarlar. Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari: (1) gelismekte olan spermatogenik seri
hiicrelerini desteklemek, korumak ve beslemek; (2) spermiyogenez sonunda olusan
rezidiiel cisimcikleri fagositozla uzaklastirmak; (3) matiir spermlerin aktin aracil
kasilmalarla tiibiil limenine salimimini kolaylastirmak; (4) liimene protein ve
iyonlardan zengin bir sivi salgilamak; (5) androjen baglayici protein sentezi ve
sekresyonunu diizenlemek; (6) kan testis bariyerini olusturmak olarak siralanabilir
(39). Sertoli hiicrelerinin ¢ogalmasi ergenlikten 6nce meydana gelir ve FSH, aktivin
ve tiroksinden etkilenmektedirler. Sertoli islevlerden herhangi birinin bozulmasi

spermatogenezi etkilemektedir (40) .

4.4. Spermatogenez

Seminifer epitelin spermatogenik seri hiicreleri, bulunduklar1 asamalara gore
tiibiiliin farkli bolgelerinde yer almaktadirlar. Oncii hiicreler olan spermatogonyumlar
tiibiiliin bazal kompartimaninda bazal lamina ile direk iliskide bulunurlar. Spermatosit
ve spermatidler adluminal kompartimanda yer alirken, olgun spermler tiibiiliin
limeninde yer almaktadirlar. ~ Spermatogenez  siireci  genel hatlariyla
spermatogonyumlarin  proliferasyonu;  spermatogonyumlarin  spermatositlere
farklilagmasi; spermatositlerin mayoz boliinme ile spermatidleri olusturmasi; yuvarlak
spermatidlerin olgunlagmasi ve sekilsel degisiklik geciren olgun spermatozoanin

seminifere tiibiil limenine salinmas1 asamalarini igermektedir (Sekil 4.4.1.). Tiim bu
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asamalarin yaklagik 74 giinde tamamlandigi bilinse de normal sperme sahip erkeklerde
bu silirecin 42-76 giin arasinda degiskenlik gosterdigi yapilan bir g¢alismada
gosterilmigtir (41). Bir erkekte giinliik sperm tiretimi 150 ila 275 milyon spermatozoa

arasinda degismektedir (35).
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Sekil 4.4.1. Seminifer tiibiiller icerisindeki spermatogenez stireci (42)

Erkek germ hiicreleri, amaci spermatozoaya doniismek ve boylece genetik ve
epigenetik bilgiyi nesiller boyunca aktarmak olan bir hiicre ailesidir. Mayoz boliinme
gecirebilen tek insan hiicre tiiriidiir. Primordiyal germ hiicreleri yolk kesesini
cevreleyen ekstraembriyonik mezodermden koken alirlar. Gelisimin 3 ila 5. haftalar
arasinda gonadal ¢ikintiya go¢ ederler ve burada Sertoli hiicresi faktorlerinin
yonlendirmesiyle gonositlere farklilagirlar. Gonositler GO fazinda duraklamaya girer

ve dogum sonrasina kadar mitotik olarak aktif degildirler. Dogumdan sonra ilk 6 ay
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icinde, gonositler spermatogonyuma farklilasacak ve spermatogonyum 5-7 yasina
kadar inaktif kalacaktir. Daha sonra mitoz yoluyla sayilar1 artmaya baglar ve ergenlik
cagiyla birlikte cogalma siirecine paralel olarak spermatozoaya dogru farklilagsma
siirecine girerler (43).

Spermatogonyumlar, diger tiim germ hiicrelerinin diploid atalaridir. Erkek gamet
iretmek i¢in mayoz bdliinmek ve mitoz boliinmeyle kendini yenileyerek insanin
yasam1 boyunca siirekli spermatozoa {iiretimini siirdiirmek Onemli iki gorevidir.
Spermatogonyumlar seminifer tiibiiliin bazal kompartimaninda Sertoli hiicreleri ile
yakin iligkide bulunurlar. Cekirdekleri ovaldir ve kiigiik bir Golgi aparati, birkag
mitokondri ve bir¢ok serbest ribozom igeren yogun bir sitoplazmaya sahiptirler. Tip A
koyu ve tip A acik olmak tizere iki farkli sekilde bulunurlar. Tip A koyular mitoz
boliinmeyle kendini yenileyerek kok hiicre rezervi olarak gorev yaparlar. Buna karsilik
tip A agik olanlar mitoz sonras1 farklilasarak tip B spermatogonyumlara doniistirler.
Primer spermatositler, tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesiyle iiretilir ve
spermatogenezin proliferatif asamasinin sonunu gosterirler. Kan testis bariyerini asip
adluminal bdlmeye gecen ilk germ hiicreleridir. Burada immiinolojik olarak izole
edilirler ve mayoz boliinmeye baslarlar (44,45).

Birinci ve ikinci mayoz boliinmelerden sonra toplam 4 adet haploid, yuvarlak
spermatid hiicresi olusur. Son olarak bu yuvarlak spermatidler olgun spermiyuma
doniisiirler ve bu asama spremiyogenez olarak adlandirilir (Sekil 4.4.2.). Artik hiicre
boliinmesi goriilmez, sitoplazmik ve niikleer birtakim degisiklikler meydana gelir.
Periniikleer teka adi verilen hiicre iskeleti yapisinin katilimiyla Golgi aygitindan
akrozom olusumu gergeklesir (46). Akrozom, fertilizasyon sirasinda igerisindeki
enzimlerin yardimiyla oosite penetrasyonda onemli bir rol oynamaktadir. Akrozom
gelisiminde meydana gelen bir bozukluk sonucu globozoospermi ortaya
cikabilmektedir. Globozoospermi, akrozomu bulunmayan yuvarlak basa sahip ve
oositi aktive edemeyen, fertilizasyon basarisizligina neden olan sperm hiicreleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (47). Cekirdek daha kondense bir hal alir ve post-akrozomal
bolgeye yerlesir. Bu esnada histonlarin %85°1 protaminlerle yer degistirir ve boylece
cekirdegin daha siki paketlenmesiyle DNA korunma altina alinir. DNA
paketlenmesindeki hatalar DNA fragmantasyonuna neden olur ve dogurganlik

potansiyelini azaltarak in vitro fertilizasyon (IVF) basarisin1 etkilemektedir.
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Sentriolden koken alan sperm kuyrugu gelismeye ve uzamaya baslar. 9+2 mikrotiibiil
seklinde organize olur (48). Dis yogun fiberler ve fibroz kilif mikrotiibiillere destek
olarak kamgisal hareketin diizenlenmesine katki saglarlar. Basarili bir fertilizasyon
icin spermin ileri hizli hareket etmesi gerekmektedir. Bu nedenle kuyruk gelisimi
olduk¢a Onem tasimaktadir. Eger mikrotiibiil gelisiminde bir sikint1 olursa kamg¢1

seklinde aktif hareket gerceklesemeyecektir ve hareketsiz sperm tablosu ortaya

cikacaktir.
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Sekil 4.4.2. Spermiyogenez siireci (36)

4.5. Mitokondri ve Hareket

Sperm flagellasinin hareketini saglamak i¢in enerji metabolizmasi biiyiikk 6nem
tasimaktadir (49). ATP’den gelen enerji spermatozoa tarafindan dogrudan
kullanilmaktadir. Spermlerde, kamc¢inin ana pargasinda glikoliz yoluyla ve
mitokondride oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji tiretilmektedir (50).

Mitokondri, enerji iiretiminde, hiicre sinyalizasyonunda ve homeostazda temel
role sahip benzersiz hiicresel organeldir ve halkasal mtDNA’nin birden fazla kopyasina

sahiptir (51). Mitokondri, i¢c (IMM) ve dis mitokondriyal membrana (DMM) ve zarlar
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aras1 bosluga sahip, c¢ift zarli bir organeldir. Sperm mitokondrisinin dig zarlarim
cevreleyen mitokondriyal kapsiil, mitokondriye mekanik stabilite ve hipo-ozmotik
strese kars1 direng saglar (52). IMM ile gevrili igte kalan kismi matriks olarak
adlandirilmaktadir. IMM'deki krista ad1 verilen katlanmalar ve kivrimlar yiizey alanini
arttirir ve oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji iireten Elektron Tagima Sistemi (ETS)
komplekslerini ve ATP sentaz dimerlerini icermektedir. DMM, tiim diisiik molekiil
agirlikli ¢oziinen maddelere kars: spesifik olmayan bir sekilde gegirgendir, oysa IMM
yalnizca oksijen, karbon dioksit ve suya karst gegirgendir. Ancak diger
biyomolekiillerin IMM'den mitokondriyal matrikse gegmesi icin spesifik tastyicilara
ihtiyac vardir (53). Mitokondriyal permeabilite gecis poru (mPTP), IMM'de genellikle
kapali kalan bir zar 6tesi proteindir; ancak oksidatif stres, adenin niikleotidi titkkenmesi,
mitokondriyal matrikste Ca?" asir1 yiikii vb. gibi kosullar agilmasini uyarir (54).
mPTP'nin a¢ilmasina mitokondriyal ozmotik sisme, MMP'de azalma ve
mitokondriden Ca?" ve proapoptotik faktorlerin salimmasi eslik eder, bu da hiicre
apoptozuna ve Oliimiine yol agmaktadir (55). Bir hiicrenin toplam mitokondriyal
icerigi, mitokondriyal biyogenez ile mitofaji ve diger mitokondriyal geri doniisiim
formlar1 dahil olmak iizere mitokondriyal degradasyon arasindaki dinamik bir
dengedir. Mitokondriyal degradasyon, hasarli molekiillerin proteazlar, lipazlar ve
DNA bozunma sistemi tarafindan uzaklastirilmasi dahil olmak {izere bir¢ok Olgekte
meydana gelebilir (56). Kii¢iik mitokondriden tiiretilen kesecikler ve mitofaji ile daha
lokalize veya kiiciik hasarin ortadan kaldirilmas: gergeklesir (57).

Literatiir, aktif mitokondrinin sperm fonksiyonlarinin ve basarili déllenmenin
Oonemli bir gostergesi oldugu goriisiinii desteklemektedir (58,59). Daha aktif
mitokondriye sahip sperm alt popiilasyonu, yliksek dogurganlik performansiyla iliskili
bulunmustur (60).

Spermiyogenezdeki dnemli degisikliklerden birisi de mitokondrilerin sperm
boyun boélgesine organize bir sekilde yerlesmesidir. Bu siirecte mitokondrilerin
boyutu, morfolojisi ve konumu degisir. Germ hiicrelerinde ii¢ farkli morfolojide
mitokondri tiirii tanimlanmistir: ortodoks, orta diizey ve yogunlagsmis (Sekil 4.5.1.).
Spermatogonyumlar ve erken spermatositler genellikle daha biiyiik matriks ve ince
kristalara sahip kiiglik ve kiiresel yapida olan ortodoks mitokondri tipini tasirlar.

Mayozun erken evrelerindeki zigoten ve pakiten spermatositlerde, orta diizey
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konfiglirasyona sahip mitokondriler ¢ekirdegin ¢evresinde bulunmaktadir. Geg
spermatositler ve erken spermatidler, sitoplazma boyunca rastgele dagilmis,
genislemis matriks ve vezikiiler kristalara sahip yogunlagsmig mitokondri formlari
icermektedirler. Uzamis spermatidlerde, orta diizey konfigiirasyona sahip mitokondri,
kuyrugu olusturan distaki yogun lifler boyunca hizalanmaktadir. Spermiyogenezin son
asamasinda ise mitokondri, spermatozoadaki kuyrugun orta kisminda ugtan uca sarmal
olarak diizenlenmektedir (61,62). Spermatozoanin boyun kisminda yaklasik 80
mitokondri bulunur (63). Eger spermdeki mitokondrilerde hasar olursa hareket i¢in
gerekli enerji saglanamaz ve diisiik hareketli sperm yani astenozoospermi durumu
ortaya ¢ikar. Mitokondri, enerji iretimine dogrudan katilimi nedeniyle

astenozoospermiyi arastirma i¢in kritik organeldir (64).

Germ hilcre tipi:  Farkllagmamig Farkllagmakta olan Zigoten spermatosit; Geg spermatosit, Spermatozoa
spermatogonyum spermatogonyum pakiten spermatosit erken spermatid
Mitokondri: Ortodoks Ortodoks _ Orta diizey, _ Yogunlagmis, Orta diizey
niikleus gevresinde sitoplazmaya dagiimig

Sekil 4.5.1. Spermatogenez sirasindaki mitokondriyal morfoloji ¢esitleri (65)

Mitokondrilerdeki bu carpici degisiklikler spermatogenez icin kritik dneme
sahiptir. Bu nedenle germ hiicresi gelisimindeki dnemli olaylarin basamaklarini
desteklemek icin hassas bir sekilde diizenlenmeleri gerekir. Mitokondrinin rolii sperm

hiicrelerine enerji saglamakla sinirli degildir; testislerde steroid hormonlarinin tiretimi
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ve hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi ve ayrica fertiliteyi korumak i¢in hiicre

olimii gibi cesitli islevlere sahiptir (66).

4.6. ROT - Mitofaji - Apoptoz iliskisi

4.6.1 ROT

Normal kosullar altinda hiicrede oksidan ve antioksidan dengesi mevcuttur.
Ancak cesitli durumlarda bu denge bozulabilir ve oksidanlarda artig goriiliir.
Mitokondriler spermde ROT iireten tek organeldir. ROT, proteinlerin, reseptorlerin,
kinazlarin, fosfatazlarin, kaspazlarin, iyon kanallarinin ve transkripsiyon faktorlerinin
oksidatif aktivasyonu yoluyla hiicre i¢i yollar1 diizenleyen onemli ikincil haberciler
olarak calisir ve ROT ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik oksidatif
strese neden olur (67). Hafif oksidatif stres normal bir fizyolojik tepki olarak kabul
edilir ve dollenme, hareketlilik, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve hiperaktivasyon
gibi ¢esitli sperm fonksiyonlari i¢in gereklidir (68).

ROT iiretimi normal sperm fonksiyonu i¢in gerekli olsa da fazlasi hiicreye zarar
vermektedir. ROT varlig1, sperm hareketliligi ve dollenme potansiyeli kaybiyla ve ayni
zamanda DNA hasariyla da iliskilidir (69). Spesifik ROT kaynakli hasarlar arasinda,
siklikla boyun ¢evresinde sitoplazma kalintis1 olmasindan kaynaklanan sperm
hareketliligi kayb1 ve dollenmeyle iliskili membran fiizyon olaylarini tehlikeye atan
plazma membranindaki degisiklikler yer almaktadir. Insan spermatozoasinin, yaklagik
yiizde 10 ila 20'ye ulasan histon igerigi nedeniyle ROT'a potansiyel olarak daha duyarl
oldugu belirtilmistir (70). Mitokondriyal ROT’lar oldukc¢a reaktif ve toksik
molekiillerdir, dolayisiyla memeli hiicrelerinin bunlar1 temizlemek igin bir takim
antioksidan enzim sistemlerine ihtiyact vardir. Stres kosullar1 altinda, mitokondriyal
elektron tagima zinciri boyunca elektron transferi kusursuz olmayabilir; bunun
sonucunda elektron sizintist ve oksijenin kismi indirgenmesiyle siiperoksit anyonu
(O*) olusur. Daha sonra, siiperoksit dismutaz (SOD enzimi), mitokondriyal zarlar
aras1t boslukta siiperoksit anyonunu hizli bir sekilde hidrojen peroksite (H20.)
doniistiirtir. Genellikle SOD etkisinden sonra H2O» diger iki enzim olan katalaz (CAT)

ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan hizla suya indirgenir. Tiim bu
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mitokondriyal antioksidan enzimler niikleer genom tarafindan kodlanir ve
sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondriye aktarilmalar1 gerekir (71). Bununla
birlikte, spermatozoa ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin oldugundan
asirt ROT iiretimi, spermatogenezin bozulmasina ve apoptoza yol agan lipit
peroksidasyonunu uyarabilir. Lipit peroksidasyonundaki artig, embriyonik gelisimin
bozulmasina, erken gebelik kayb1 oraninda artisa ve idiyopatik erkek kisirligina neden
olmaktadir (72). Ayrica, mitokondriyal elektron tagima proteinleri ile olusan lipit
metabolitlerinin eklentilerinin sperm hareketliligini azaltabildigi de bildirilmistir (73).

Mitokondri enerji iiretimindeki rolii nedeniyle, protein katlanmasini ve yapisini
bozabilen ve mtDNA mutasyonlarina neden olabilen ROT’larin yiiksek seviyelerine
maruz kalmakta ve hasara karst duyarli hale gelmektedir. Mitokondrilerde kalite
kontrol mekanizmalart mevcuttur. Bu siire¢ iki karsit gii¢ tarafindan diizenlenir: hasar
gormiis organellerin veya bilesenlerinin uzaklastirilmast ve onceden var olan
mitokondriye ait retikuluma yeni proteinlerin ve/veya lipitlerin eklenmesinden olusan
mitokondriyal biyogenez. Bu siire¢ler hep birlikte mitokondri devrini olusturmaktadir.
Mitokondri i¢inde farkli makromolekiiller degisir ve belirli bir yarilanma 6mriine
sahiptirler. Bu devir oranlari stres ve gelisimsel siirecler tarafindan diizenlenmektedir

(74).

4.6.2 Mitofaji

Hasarl1 olan mitokondrilerin uzaklastirilmasi, mitokondriye spesifik otofaji tiirii
olan mitofaji ile gerceklesmektedir. Otofaji, organellerin ve sitoplazma pargalarinin
ayristirlldigl ve daha sonra hidrolitik sindirim i¢in lizozomlara iletildigi bir siirectir.
Hiicresel sagkalim igin otofajinin dogru sekilde diizenlenmesi olduk¢a Onemlidir.
Normal kosullar altinda otofaji erkek iireme sisteminde prostat bezinin normal
gelisimini desteklemekte ve spermatogenez siirecinde fazla sitoplazmanin ve
organellerin uzaklastirilmas1 gibi gorevler iistlenmektedir. Hasarli mitokondri,
gereksiz ATP hidrolizi, hizlandirilmig ROS iiretimi ve proapoptotik proteinlerin
salinmasi1 potansiyeline sahiptir. Yagh ve islevsiz mitokondrinin zamaninda ortadan
kaldirilmasi, hiicreleri diizensiz mitokondriyal metabolizmanin ve proapoptotik

proteinlerin salinmasinin zararlarindan korumak icin gereklidir. Mitokondriyal devrin
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mekanizmas1 agirlikli olarak otofajik parcalanma ve hidrolitik bozunma igin
lizozomlara dagitimdir (75). Mitofaji, kaspazlar1 ve apoptozu aktive edecek hasarli
mitokondriyi ortadan kaldirarak hiicreyi koruyucu bir etki gosterir. Bir diger deyisle,
otofajik islemenin ve/veya lizozomal fonksiyonun bozulmasi kaspaz bagimli hiicre
oliimiinii tesvik edecektir (76). Otofajik aktivasyonun sperm hareketliligini artirdig
yoniinde bulgular mevcuttur (77).

Mitokondriyal ag siirekli olarak mitokondrinin tasimmasini, boyutunu,
morfolojisini ve doniisiimiinii kontrol eden flizyon/fisyon dongiilerinden ge¢mektedir
(Sekil 4.6.2.1.). Mitokondriyal fiizyon ve fisyon, metabolik durum ve enerji durumu,
mitokondriyal membran potansiyeli, redoks durumu ve hiicresel stres gibi ¢ok sayida
faktor tarafindan transkripsiyonel ve transkripsiyonel olmayan bir sekilde (proteolitik
bozunma ve proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonu) diizenlenir (78).
Mitokondriyal fisyon, bir mitokondrinin iki kii¢iik mitokondriye boliinmesiyle
karakterize edilir. Stres kosullar1 altinda mitokondriyal kalite kontrolii ve
biyoenerjetigi korumak i¢in kritik oneme sahiptir (79). Parcalanmis ve islevsiz
mitokondri, mitokondriyal aga yeniden dahil edilmez, bu da bu organellerin otofaji
aracili olarak uzaklastirlmasina neden olur. Mitokondrinin sekli mitofaji ve
makrootofajide farklidir. Makrootofaji sirasinda mitokondri uzar ve bozulmadan
korunur. Tersine, mitokondrinin mitofaji yoluyla secici bozulmasindan Once
mitokondride parcalanma meydana gelmektedir (80). Fisyon, mitokondriyi fiziksel
olarak otofagozomal kapsiillemeye uygun bir boyuta indirerek mitofajiyi
kolaylagtirmaktadir (81). PINK 1-Parkin yolagi mitokondriyal fisyon ve flizyonu farkli
diizeylerde etkilemektedir. Mitokondriyal fiizyon/fisyon dengesi ve temizlenme, NIX
(NIP3 benzeri protein X), BNIP3 (BCL2 etkilesimli protein 3) ve FUNDCI1 (FUN14
alan1 iceren protein 1) dahil olmak {izere dis mitokondriyal membranda bulunan

mitofaji reseptorleri tarafindan da diizenlenmektedir (82-84).
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Sekil 4.6.2.1. Mitokondriyal dinamigin diizenlenmesi (85)

Otofaji sirasinda izolasyon membrani, fagofor veya pre-otofagozom olarak
adlandirilan ve otofajik hedefi saran membrandz bir yapi olusturur. izolasyon
membranlar1 hedeflerini sarar ve ¢evreler. Ayn1 zamanda otofagozom adi verilen ¢ift
membranli kesecikler olusur. Bu otofagozomlar daha sonra lizozomlarla birleserek
otolizozomlar1 olusturur ve bunlarin birikmis igerikleri lizozomal hidrolazlar
tarafindan parcalanarak geri doniistiiriilmektedir. Ilk olarak mayada tanimlanan,
genetik olarak korunmus otofajiyle iligkili proteinlerden (ATG) olusan bir sistem,
otofajiyi diizenler ve otofajiye katilir. Bu ATG proteinleri fonksiyonlarina goére farkl
gruplara ayrilmaktadir. Ornegin bir ¢ift ubikitin benzeri protein konjuge sistemi olan
ATG-12 ve ATG-8 sistemleri, kesecik uzamasi ve tamamlanmasini saglamaktadir.
Smuf III fosfatidil kolin 3 kinaz (PI3K) kompleksi vezikiil niikleasyonunda gorev
almaktadir (86).

21



Otofagozomlarin  sekestrasyon ve olusumu sirasinda, ATG-12-ATG-5
kompleksi, izolasyon membranina yer degistiren ve fagoforun olusumunda ve
uzamasinda rol oynayan bir baglayici olarak islev goren ATG-16'ya baglanmaktadir.
ATG-7, ATG-12’yi aktive eder ve otofagozomal Onciileri olusturmak tizere ATG-5 ile
konjuge olmaktadir (Sekil 4.6.2.2.) (87). Otofajinin uzama mekanizmasinin gerekli
bilesenlerinden (6rnegin, ATG-5 ve ATG-7) yoksun olan dokular veya hiicrelerde,
siklikla biiyiik 6l¢iide artan sayida hasar gormiis mitokondri ve peroksizom varligina
rastlandig1 bildirilmistir (88). Erkek germ hiicrelerinde ATG-5 eksikligi, anormal
akrozom biyogenezi, genislemis rezidiiel cisimler ve otofaji aktivitesinin bozulmasinin
bir sonucu olan mitokondriyal yeniden diizenleme dahil olmak iizere anormal sperm

farklilagmasi ile erkek subfertilitesine yol agmistir (89).
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Sekil 4.6.2.2. Mitofaji siirecinde otogagozom olusumu (75)
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4.6.3 Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)

Literatiir, aktif mitokondrinin sperm fonksiyonlarinin ve basarili doéllenmenin
onemli bir gostergesi oldugu goriisiinii desteklemektedir (59). Mitokondri hacmi ve
mitokondriyal kilif kesitleri, ATP icerigi ve sperm yiizme hizlari ile pozitif korelasyon
gostermektedir (90). Okaryotik hiicrelerdeki ATP nin gogunlugu, elektronlarin oksijen
gibi elektron alicilarina aktarildigr oksidatif fosforilasyon yoluyla mitokondride
iiretilmektedir. Mitokondriyal elektron tasima sistemi, bir dizi redoks reaksiyonu
yoluyla elektrokimyasal bir gradyan yaratir. Bu elektrokimyasal gradyan, ATP’nin
sentezini yonlendirir ve mitokondriyal fonksiyonun degerlendirilmesinde 6dnemli bir
parametre olan MMP’yi tiretir (91). MMP, ATP sentaz tarafindan ATP {iretmek i¢in
kullanilan ara enerji depolama bic¢imi olarak hizmet etmektedir.

MMP cesitli problarla canli hiicrelerde 6lgiilebilmektedir. Bunlardan birisi de
mitokondride potansiyele bagl birikim sergileyen fliioresan JC-1 boyasidir, yesilden -
kirmiziya fliloresan emisyon kaymasi gosterir. Yiiksek MMP’ye sahip hiicreler
kirmizi/turuncu 1s1ma yaparken, diisik MMP sari/yesil 1sima ile karakterizedir.
Kromatin biitiinliigiini, normal morfolojiyi, yliksek hareketliligi ve akrozom
reaksiyonunun indiiksiyonunu korumak i¢in yiliksek bir MMP'nin gerekli oldugu
diistinilmektedir (92). Ancak MMP, DNA fragmantasyonu ve ROT iiretimi ile negatif
iligkilidir (93) . Dahasi, daha aktif mitokondriye sahip sperm alt popiilasyonu, yiiksek
dogurganlik performansiyla iligkilidir. Oksidatif stres, progresif sperm motilitesini,
ATP firetimini, mitokondriyal aktiviteyi azaltir ve mitokondriyal transkripsiyon
sistemine zarar verek MMP’yi diisiiriir. Niikleer veya mitokondriyal DNA'daki hasar,
enerji homeostazisinde yer alan temel proteinleri kodlayan genlerin replikasyonunu ve
transkripsiyonunu engeller, boylece sperm hareketliligi azalir. Ayrica mitokondriyal
elektron tasima proteinlerine olusan lipit metabolitlerinin eklenmesi de sperm

hareketliligini azaltabilmektedir (94).

4.6.4 Apoptoz

Apoptoz, hiicrenin ¢esitli katabolik enzimler ireterek kendi Oliimiini

diizenledigi, programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan bir siirectir. Bu enzimler
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biliylik boyutlu molekiilleri parcalayarak biyokimyasal degisikliklere, hiicrenin
biiziilmesine, fagositoza, kromatin yogunlasmasina ve DNA parcalanmasina yol
agmaktadir (95)

Otofajinin temel rolii hiicrenin korunmasini saglamak olsa da apoptozu
kolaylastirdigi, antagonize ettigi veya onunla is birligi yaptig1, ya hayatta kalma ya da
oliim yanlis1 bir igleve hizmet ettigi gosterilmistir. Yani otofaji ve apoptoz arasinda
cross-talk mevcuttur (Sekil 4.6.4.1.). Otofaji ve apoptozun hangi durumlarda birbirini
nasil etkiledigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bazen otofajinin artmasi apoptozu
onlemek i¢in olsa da bazen de bu artis hiicrede direk apoptozu indiiklemektedir. Asir
ROT f{iretimi sonucu MMP diismesiyle, oksidatif fosforilasyonun azalmasindan
kaynaklanan ATP tiikenmesi nekrotik hiicre 6liimiinii tesvik ederken, mitokondriyal
sisme sonrasinda cyt-c'nin salinmasi apoptotik hiicre 6liimiinii indiiklemektedir (96).
Infertil erkeklerin semen 6rneklerinde apoptotik sperm oraninin saglikli erkeklere gére

daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (97).
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Sekil 4.6.4.1. Otofaji — apoptoz arasindaki cross-talk (1)
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Hiicre hasarli mitokondri varliginda ya mitofaji aktivasyonuyla sadece o hasarl
mitokondriyi ortadan kaldirir ya da cyt-c’yi salarak asir1 ROT {iretimi ile daha fazla
mitokondriyal hasara neden olur ve sonugta apoptoz indiiklenir. Cyt-c, mitokondri i¢
zarinin dis tarafinda yer alan, hiicre i¢i elektron tasima zinciri reaksiyonunda énemli
bir yer tutan, mitokondriye 0zgli zarlar arasi bosluk proteinidir. Cyt-c'nin
mitokondriden salinmasinin ger¢cek mekanizmasi hala net degildir. Ancak modellerden
birinde, mPTP’nin mitokondride sismeye neden olup cyt-c salinimini indiikledigi 6ne
stiriilmiigtiir. mPTP'nin iki ana bileseni vardir; biri i¢ zarda bulunan adenin niikleotid
translokatorii (ANT), digeri ise dis zarda bulunan voltaja bagli anyon kanalidir
(VDAC) (98). Bax, PTP agikliginda bulunan bir proteindir ve ANT'a baglanarak i¢
membranda gecirgenlife ve depolarizasyona neden olur. Bu gecirgenlestirme
nedeniyle, ¢oziinen maddeler ve su mitokondriyal matrikse girerek mitokondride
sismeyi tetikler. VDAC kapanir ve bunun sonucunda ATP/ADP degisiminde
dengesizlik meydana gelir, bu da i¢ zarin hiperpolarizasyonuna ve matrikste sismeye
neden olur (99). Bu hiperpolarizasyon dis membran yirtilmasina ve cyt-c'nin sitozole
salinmasina neden olur.

Infertil erkeklerde yapilan ¢aligmalar, plazmadaki yiiksek cyt-c seviyelerinin
ROT artis1 tarafindan indiiklenen mitokondriyal hasara neden oldugunu goéstermistir
(100). Cyt-c’nin, i¢ zardan mitokondri disina salinmasi erken apoptoz belirtecidir ve
kaspaz aktivasyonunu baglatir. Kaspaz aktivitesi, sperm immatiirasyonu, diisiik say1,
azalmis hareketlilik, diisiik fertilizasyon oranlar1 ve plazma membran biitlinliigliniin
bozulmasiyla iliskili bulunmustur (101,102).

Ozetle, astenozoospermi semen &rneklerinde ROT artis1 oldugu bilinmektedir.
Saldirgan ROT fiiretimi sonucu apoptozun ortaya ¢ikmasi muhtemeldir. insan semen
orneklerinde bu konuda yapilmis bir¢ok calisma mevcuttur. Ancak spermiyogenez
stirecinde 6nemli bir yer tutan otofaji konusu heniiz insan semeninde detayli sekilde
incelenmemistir. Astenozoospermi tablosu diisliniildiigiinde ilk akla gelen organel
mitokondri oldugu i¢in biz de mitokondrinin selektif otofajisi yani mitofaji {izerine bu
calismay1 planladik. Calismamizda, normosperm Ornekleriyle astenozoopsermi
ornekleri arasinda mitofaji farki var midir; mitofaji artmakta mi azalmakta mudir;
apoptoz ile arasinda korelasyon var midir; oksidatif stres bu durumun olusmasinda

nasil bir 6neme sahiptir sorular1 cevaplanmaya calisiimigtir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Semen Orneklerinin Toplanmasi ve incelenmesi

Calisma igin etik kurul onayr Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Etik
Kurulu Baskanhigi’ndan alinmistir (E-10840098-772.02-1904). Ornekler bir tip
fakiiltesi bilinyesindeki Tiip Bebek Boliimii’ne tedavi i¢in bagvuran kisilerden
alinmistir. Deney grubu olarak astenozoospermi ve kontrol grubu olarak normospermi
semen Ornekleri incelenmistir. Bagka herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan, alkol
ve sigara kullanimi olmayan, kronik hastalik nedeniyle ila¢ kullanmamis
(hipertansiyon, diyabet, kan hastaligi, antibiyotik, bakteriyal ya da viral hastaliga
bagli, sperme etki edecek hareket artirict vs.), varikosel vb. operasyonlar ge¢irmemis,
kemoterapi ve/veya radyoterapi almamis, herhangi bir kromozomal anomalisi
olmayan, 20-45 yas aras1 erkekler calismaya dahil edilmistir. Normospermi grubu,
erkek faktor infertilitesi olmayan, normal sperm parametrelerine sahip 30 erkekten
olusmaktadir. Astenozoospermi grubu ise infertilite sebebi erkek faktor olan ve semen
analizi sonrast WHO kriterlerine gore toplam hareketliligin %42’den, progresif
hareketliligin %30’dan az oldugu, total hareketsiz 6rneklerin dahil edilmedigi 30 erkek
hastadan olugmaktadir.

Semen Ornegi 3-5 giinliik cinsel perhizle merkeze gelen hastalardan, hastanin
adinin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alinmigtir. Oda
isisinda en az yarim saat likefiye olmasi icin bekletilmistir. Spermatozoa
konsantrasyonu, motilite ve morfolojisi i¢in standart manuel teknikler uygulanmaistir.
Motilite ve konsantrasyon i1sik mikroskobunda X20 biiylitmede en az 100 sperm
sayilarak yapilmistir. Bunun i¢in dnceden 1sitilmig sayma kamarasia (Makler) 10 pl
semen koyulmus ve 20X biiylitme altinda 10 kare sayilarak sayim islemi yapilmistir.
Toplam sperm sayisi, progresif hareketli ve hareketsiz sperm yiizdesi hesaplanmistir.
Hareket degerlendirilirken spermler 4 farkli gruba ayrilmistir:

A: ileri hizli hareketli spermler,

B: ileri yavas hareketli spermler,

C: yerinde hareketli spermler ve

D: hareketsiz spermler.
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A, B ve C oranlari (%) toplanarak toplam motilite degeri elde edilirken, progresif
motil sperm oran1 A+B oranlari (%) toplanarak belirtildi. Sperm motilitesi, WHO 2021
degerlerinin altinda olanlar astenozoospermi grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Morfoloji degerlendirmesi Kruger kriterlerine gore Diff-Quick boyasi ile
yapilmistir. Bunun i¢in semen &rneklerinden 10 pl alinip lam {izerine yayilmis ve
kurutulmustur. Sonrasinda fiksasyon i¢in 15 saniye metanol igerisinde bekletilmistir.
Kurutulan yayma preparat ilk olarak 1 numarali boya soliisyonu (ksantin boyast)
icerisinde 10 saniye bekletilmistir. Lam {izerindeki fazla boya uzaklastirildiktan sonra
2 numarali soliisyon (azine A ve metilen mavisi) igerisinde 5 saniye tutulmustur. Son
olarak lam ¢esme suyunda bir dakika yikanip kurutulmustur. Mikroskop altinda 100X

biiylitmede en az 200 sperm hiicresi sayilarak morfoloji yiizdesi belirlenmistir.

5.2. Mitofaji ve Apoptoz iliskili Proteinlerin Lokalizasyonlarinin immiinfloresans

ile Gosterilmesi

ATG-5 ve cyt-c antijenlerinin immiinfloresan igsaretlenmesi i¢in semen drnekleri
sayim islemi sonrasi ¢ift gradiyent yontemiyle hazirlanmistir. Bunun i¢in en alta %90
onun lstlinde %45 yogunluga sahip gradiyent medyumu 15 mI’lik konik tiip igerisine
esit hacimde (0.5 ml) koyuldu. En iiste semen esit hacimde eklendi ve 1200 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 pellet kismin1 hareket ettirmeden siipernatant
alindi. Pellet yikama medyumuyla kanistirllip 5 dakika santrifiij edildi. Yikama
medyumu uzaklagtirildi ve pellet sperm sayisina gore belirli oranlarda yikama
medyumu ile minimal hacimde sulandirildi. 15 pl sperm siispansiyonu, pozitif sarjl

lamlara yayildi ve 10 dakika boyunca havada kurumasi beklendi.

Immiinfloresan boyama protokolii;

Yayma preparatlar iizerindeki spermler PBS (Sigma, P4417) icindeki %4
paraformaldehit (PFA) ile 30 dk fikse edildi. Fiksasyon sonrasi spermler 3 x 5 dk PBS
ile yikandi1. Daha sonra permeabilizasyon i¢in PBS i¢inde %0.3 Triton X-100 (Sigma,
9036-19-5) ile 20 dk oda sicakliginda muamele edildi. PBS ile yikama yapildi.
Bloklama i¢in %0.3 Triton X-PBS icindeki %5’lik BSA ile oda sicakliginda 1 saat

bekletildi. Primer antikor, blok soliisyonu igerisinde seyreltilerek kullanildi. Antikorlar
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ayrt ayri incelenmigtir. ATG-5 1:200 (Thermo, PA1-46178), cyt-c 1:200 (Sigma,
SAB5700730) diliisyonda kullanilmigtir. Hazirlanan primer antikor ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyon yapildi. Sonrasinda 3 x 5 dk PBS ile yikama yapildi.
Sekonder antikor (Abcam, Alexa Fluor 647, ab150079) blok soliisyonu ig¢inde
seyreltildi ve Ornekler 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Sekonder antikor orami
1:500°diir. PBS ile yikama yapildi. Slaytlar DAPI igeren fluoromount (Ibidi, 50011)
ile kapatildi. Konfokal mikroskopta (Leica TCS SPE) uygun dalga boyunda (ex/em:
650/671) goriintiilendi.

Her preparat i¢in 100 spermin oldugu rastgele alanlardan mikrograflar ¢ekildi.
Sonrasinda mikrograflardaki igimalar ImageJ programi ile boyanma yogunluguna goére

degerlendirildi, gruplar arasindaki fark incelendi.

5.3. Protein Miktarlarimin Western Blot (WB) ile Olciilmesi

Semen Ornekleri alindiginda herhangi bir isleme tabi tutulmadan WB analizleri
icin ayrilmistir. Her birinde 200 ul olacak sekilde her hasta i¢in 3 adet kriyoviyale
konulmustur ve -80 °C ‘de saklanmistir. Tiim Ornekler toplandiginda inceleme igin
protein ekstraksiyonu ile ¢alismaya baslanmistir. Ayn1 gruba ait orneklerden esit
hacimde alinip birlestirilerek havuzlama (pooling) metodu ile analiz yapilmistir.
Gruplara ait semen Ornekleri 4 °C’ de 15 dakika 10,000 x g’ de santifuriij edilerek
siipernatant atilip hiicresel kisim elde edilmis ve RIPA lizis tamponu ile homojenize
edilmistir. Homojenat 4 °C’ de 15 dakika 10,000 x g’ de santifuriij edilerek siipernatant
toplanmistir. Protein konsantrasyonlart Qubit® Protein c¢alisma kiti (Q33211;
Invitrogen) kullanilarak Qubit Fluorometer 3.0 (Q32866; Invitrogen) cihazi ile
Olciildii. Protein konsantrasyonu Olgiilecek ornekler ve Qubit cihazinin
kalibrasyonunun yapilmasi i¢in kullanilan 3 standart soliisyon i¢in tampon soliisyonu
hazirlandi. Qubit protein analiz kitinden bulunan Qubit protein tamponu ve ayn kit
icerisinde bulunan Qubit bilesimi karistirildi. Kalibrasyon standartlari olan standart 1,
standart 2, standart 3 tiiplerine 190 pl tampon soliisyonu ve 10 pl standart
¢ozeltilerinden eklendi. Olgiimii yapilacak olan ornek tiiplerine 198 pl tampon

¢ozeltisi ve 2 ul protein drnedi konuldu. Ornekler vorteks edildi ve oda sicakhiginda
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15 dakika inkiibe edildi. Kalibrasyon tiipleri sirasiyla okutularak Qubit 3.0 cihazi
kalibre edildi ve ornekler okutularak protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Ornekler, konsantrasyon dlgiimlerine gore esitlenip 20 pg/10 pl olacak sekilde
hesaplandi, 2X Laemmli buffer (161-0737; Biorad) ve otoklavlanmis ddH»O ile
karistirilarak 95 °C’de 5 dakika bekletildi, daha sonra +4°C’deki kirik buz {izerine
alindi. Yiikleme yapilmadan once Ornekler mini santrifiij cihazinda (MINO-10K,
INOVIA Technology) ¢evrildi.

Mini-Protean TGX Precast protein jel (4569033) 4°’li dikey jel elektroforez
tankina (1658004, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) yerlestirildi.
Gerekli tampon ¢ozelti /25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 sodyum dodesil siilfat
(SDS), pH 8.3) (1610732, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) eklendi.
Ornekler her bir kuyucuga 20 pug/10 ul olacak sekilde yiiklendi. Elektroforezin siiresini
belirlemek i¢in protein isaretcisi olan mavi renkli standart (Precision Plus Protein-All
Blue Standart,163-0393, Biorad Life Sciences, Kaliforniya; ABD) yiiklendi. Giig
kaynag1 (1645070, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) kullanilarak 50
V’da 5 dakika, daha sonra 150 V’da bir saat daha yiiriitiildii. Ardindan Bio-Rad
Transblot Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti (170-4272; Bio-Rad, ABD)
kullanilarak jeller poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transfer edildi.
Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-T) ile hazirlanan %5’lik yagsiz
siit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) oda sicakliginda 1 saat bloklandi.
Bloklamadan sonra TBS-T ile yikanan membranlar +4 °C’de gece boyunca bloklama
sollisyonunda seyreltilen primer antikorlar ATG-5 (1:500) (Thermo, PA1-46178), cyt-
c (1:500) (Sigma, SAB5700730) ile ¢alkalama cihazi lizerinde inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin TBS-T ile 3 x 5 dk yikandi ve anti rabbit sekonder antikor ile oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Bantlarin goriintiilenmesi i¢in deteksiyon soliisyonu
(Clarity™ Western ECL Substrate, 1705060, Bio-Rad) ile 5 dakika muamele edildi ve
membranlar, ChemiDoc MP (1708280, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya,
ABD) goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilendi.

Tim sonuglar ImageJ programinda analiz edildi. Her bir proteinin optik
yogunluk degerinden arka plan (background) ¢ikarildiktan sonra, degerler endojen
kontrol olarak kullanilan GAPDH (B362298; Bio Legend) proteinine gére optimize
edildi ve gerekli hesaplamalar yapildi.
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5.4. Elektron Mikroskobu Analizi

Hastalardan alinan semen Orneklerinin bir kismi hazirlik 6ncesi ayrildi ve
konsantre edildi. Dipte kalan peletin iizerine gluteraldehit eklenerek fikse olmasi
saglandi. Normosperm ve astenospermi grubundan 5’er 6rnek belli bir siire fiksatifte
bekletildikten sonra bir tip fakiiltesi biinyesindeki Histoloji ve Embriyoloji ABD’da
elektron mikroskobik takipleri yapildi.

Elektron mikroskobu takip protokolii:

Fiksasyon sonrasi ornekler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir, Santrifiij
sonrasi1 fiksatif listiinden alinarak yaklagik 1ml PBS eklenip 5 dakika yikanmistir.
Yikama sonrast PBS uzaklastirilip iistiine 1ml’ye kadar %1°lik osmiyum tetroksit
eklenip 1 saat beklenmistir. Daha sonra osmiyum tetroksit uzaklastirilip distile su ile
5 dakika yikama yapilmistir. Yikamadan sonra %1°lik uranil asetat ile 20 dakika +
4°C’de bekletilmistir. Ornekler uranil asetat uzaklastirildiktan sonra distile su ile 5
dakika yikanmistir. Sonrasinda 6rnekler sirasiyla %30, %50, %70 alkol serilerinde 5’er
dakika bekletilmistir. %70 alkolde ertesi giine kadar yaklasik 16 saat bekletilmistir.
Ertesi glin %90, %100 ve tekrar %100 alkolde 5’er dakika bekletilmistir. Alkol serileri
sonrast 2 kere %100 propilen oksitte 5’er dakika bekletilmistir. Son olarak gémme
isleminden Once propilen oksit : epon (1/1) ve propilen oksit : epon (1/3)
karisimlarinda 1’er saat bekletilmistir. Ornekleri gédmmek icin saf epon (Sigma,
45345) kapsiillere koyulmustur ve sperm pelletleri pargalara ayrilarak kapstillere
koyulmugtur. Kapsiiller igerisindeki ornekler etiivde 60°C’de 18 saat bekletilerek
polimerizasyonu saglanmistir. Boylece drnekler kesit alinmaya hazir hale getirilmistir.

Gorilintlileme i¢in epona gomiilii sperm Ornekleri hiicrelerin oldugu bdlgeyi
aciga c¢ikarmak icin traglandi. Kesitlerin yoniinii anlamak i¢in yamuk olusturacak
sekilde jiletle sekillendirildi. Daha sonra trimlenip kesit almaya hazir hale getirildi.
Ultramikrotomda (Leica EM UC7) 6nce 600 nm yar1 ince kesitler alind1 ve yer tayini
yapildi. Toluidin mavi boyasi ile boyandi. Mikroskopta incelendi ve goriintiilenmek
istenen alan goriildiiyse ultra ince kesit almaya gecildi. Etrafi jiletle biraz daha
kiigtiltiilen 6rneklerden 60-70 nm ultra ince kesitler alinip bakir gridler iizerine alindu.

Uranil asetat ile 30 dk kontrastlama yapildi. Sorasinda Reynould’s boya ¢ozeltisi ile 5-
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10 dk boyandi. Ardindan elektron mikroskobunda (Jeol, JEM 1011) goriintiileme
yapild.

5.5. MMP’nin Belirlenmesi

Spermler hazirlik islemi sonrasinda 1x10%ml olacak sekilde sperm yikama
medyumu ile istenilen yogunluga getirildi. Sonrasinda her ornekten 150 pl alinip
ependorfa konuldu. Uzerine 3pl JC-1 (Abcam, ab141387) boyasi eklenip karistirildi.
Ependorflarin etrafi aliiminyum folyo ile sarilip 1s1kla temasi onlendi. Sperm - JC-1
karisimi 37°C’de etiivde yarim saat bekletildi. inkiibasyon sonrasi her drnekten 15pl
almip lam iizerine konuldu. Nucleuslarin da gosterilmesi icin DAPI igeren
fluoromount eklendi ve lamelle kapatildi. Vakit kaybetmeden konfokal mikroskopta
goriintlilemenin yapilacagi mikroskoba sicakligi koruyacak kosullarda gotiiriildii.

JC-1, mitokondride potansiyele bagli birikim sergileyen katyonik boyadir,
yesilden (~525 nm) kirmiziya (~590 nm) bir fliioresan emisyon kaymasi ile gosterilir.
Sonug¢ olarak, mitokondriyal depolarizasyon, kirmizi/yesil fliloresan yogunluk
oranindaki bir azalma ile belirtilir. Boya, diisiik konsantrasyonlarda bir monomer
olarak bulunur ve yesil fliioresan verir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda boya, genis
bir uyarma spektrumu ve ~590 nm'de maksimum emisyon sergileyen J-agregatlari
olusturur ve kirmiz1 goriintiilenir.

Boyama sonrasi preparatlar konfokal mikroskopta (Leica TCS SPE) uygun dalga
boylarinda uyarilarak goriintiilendi. Her hasta i¢cin 100 sperm hiicresi icerecek sekilde
rastgele alanlardan fotograflar ¢ekildi. 100 sperm hiicresinin 1g1malar1 kirmizi-turuncu
renk yiiksek MMP, yesil renk diisiik MMP olacak sekilde degerlendirildi. Sayim

sonras1 Orneklere ait MMP yiizdeleri hesaplandi.

5. 6. Semen Orneklerinde Oksidan ve Antioksidan Miktarlarinin Belirlenmesi
Bu inceleme ic¢in alinan semen oOrneklerinin seminal plazmasi (semenin

spermatozoa hari¢ geri kalan kismi) kullanilmistir. Semen ornekleri santrifiij ile

coktiiriildiikten sonra siipernatant kisminda 6l¢iim gerceklestirilmistir. Her hasta icin
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3’er adet 250 pl ornek kriyoviyale alinarak -20°C’de analiz yapilana kadar

saklanmaistir.

5.6.1. Malondialdehit (MDA) diizeyleri tayini

Tiyobarbitiirik (TBA) asit kullanilarak asit ortamda TBA ile MDA’nin
olusturdugu kompleks spektrofotometrik (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) olarak
olgtildii.

Ayrraclar:

« Buege-Aust ayiract: 375 mg TBA bir miktar distile suda eritildi. Uzerine 15 ml
%100’liik triklorasetik asit ve 2.1 ml derisik hidroklorik asit (HCI) eklendi, karistirildi

ve hafif¢e 1sitilarak ¢oziindiikten sonra distile su ile 100 m1’ye tamamlandi.

* 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP 10 ml distile suda ¢dziinerek
10 mM’lik ana standart hazirlandi. Daha sonra bu ana standart 1000 kez sulandirilarak

10 uM’lik ¢alisma standardi hazirlandi.

Yontem: 0.25 ml seminal plazma {izerine 0.5 ml Buege-Aust ayiract eklendi. Kaynar
su banyosunda 15 dakika tutuldu. Soguduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek elde edilen siipernatantin absorbansi kore karsi okundu. Ayrica kor ve standart
tiipler hazirlandi. Sonuglar ekstinksiyon katsayisi (¢=1,56x10° M™! cm™') ve standardin

absorbansi degerlendirilerek hesaplandi. Sonuglar nmol MDA/ml olarak verildi.

5.6.2. Antioksidan kapasite (Ferric Reducing Antioxidant Power; FRAP)

Bu yontemin prensibi Fe™’ii Fe*?’ye indirgeyen antioksidan giiciin dlgiilmesine
dayanir. Sonuclar askorbik asidin indirgeme potansiyeli ile karsilagtirarak hesaplandi.
Ayrraclar:

* Askorbik asit (Sigma, A0278) standartlari: 500 ve 1000 uM (sudaki ¢ozelti)
* 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 FeCl?

« FRAP ayiraci: Asetat tamponu, TPTZ ve FeCl® ayiraglari sirasi ile 10:1:1 olacak
sekilde karistirilarak hazirlandu.

Yontem: Mikroplaka kuyucuklarina 0.01 ml seminal plazma ve 0.2 ml FRAP ¢alisma
ayiract konuldu, 37°C’de 4 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 593
nm’de absorbanslar okundu. Ayrica 0.01 ml askorbik asit (500 ve 1000 uM) ve 0.2 ml
FRAP ¢alisma ayiraci igeren standartlar hazirlandi. 1 mM askorbik asidin FRAP degeri

2000 olarak kabul edilerek sonu¢lar nmol/ml olarak verildi.

5.6.3. Glutatyon (GSH) diizeyleri tayini

GSH diizeyleri, Elman ayiraci (5,5’- ditiobis-2 nitro benzoik asit) kullanilarak
tayin edildi. Bu ayiracin dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplar1 tarafindan
indirgenmesi sonucunda, 1 mol SH grubu basina 1 mol 2-nitro-5 tiyobenzoik asit
(DTNB) olusmaktadir. Sar1 renkli bu iiriin spektrofotometrik olarak 412 nm’de

absorbans vermektedir.
Ayrraclar:
* GSH standardlari: 5 mg ve 10 mg GSH tartilarak 100 ml’de eritildi.

* Ellman Renk Ayiract: 4 mg 5.5°-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) 10 ml %1°lik sodyum

sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

* Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA ve
30 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

* 0.3 M Na2HPO4

Yontem: Ependorf tiiplere 0.2 ml seminal plazma, 0.4 ml 0.15 M KCl ve 0.75 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi kondu, karigtirildi, 10000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ayirag korii ve standart tiiplere de ayni islemler uygulandi. Daha sonra elde edilen bu
supernatanlardan mikroplaka kuyucuklarina 0.05 ml pipetlendi ve {izerine 0.2 ml 0.3
M Na;HPO4 ve 0.05 ml Ellman ayiract kondu ve olusan renkler 412 nm’de ayirag
koriine karst okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayis1 13.6x 10° M'x ecm™! ve

standart kullanilarak hesaplandi ve sonuclar nmol GSH/ml olarak tanimlandi.
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5.6.4. Cu-Zn-SOD (siiperoksit dismutaz) aktivitesinin 6l¢ciimii

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon
hizim1 artirma yetenegi olarak Olciildii. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle
olusturdugu O", ortamdaki SOD’un etkisiyle H>O>’e doniisiir. H2O> ise o-dianisidin
ile reaksiyona girerek renkli iiriin olusturur. Olusan renkli iiriin spektrofotometrik

olarak saptandi.

Ayrraclar:

* SOD (100 IU/ml) standard1

* 0.1 mM EDTA iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

* 0.2 mM riboflavin: 10 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5)’ de ¢oziindii.

* 6 mM o-dianisidin

Yontem: Plate icerisine 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 6rnege 0.02 ml
riboflavin kondu, karistirildi ve 460 nm’deki absorbans degerleri hizla okundu. Tiipler
20W floresans lamba igeren 37°C’ye ayarlanmis 6zel bir kutuya yerlestirildi ve tam 8
dakika siire ile floresans 1s18a maruz birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi

tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans arasindaki fark alindi. Ayrica deney korii ve

standart i¢in de ayni1 islemler yapildi. Sonuglar IU/ml olarak verildi.

5.6.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin olciilmesi

GSH-Px aktivite tayini birbirini izleyen iki reaksiyona dayanir. Birinci
reaksiyonda H»O: veya organik hidroperoksitler (ROOH), GSH-Px etkisi ile
indirgenirken, ortamdaki GSH oksitlenmis GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci
reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar GSH’a, NADPH ise
NADP"’ye oksitlenmektedir. Bu doniisiim 340 nm’de absorbansda azalma olarak
izlenir, NADPH 340 nm’de bir absorbans verdigi halde, NADP" bu dalga boyunda

absorbans vermemektedir.

Yontem: 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 TU/ml glutatyon rediiktaz (GSH-R), 1.2 mM kumen hidroperoksit ve enzim
kaynag1 igerecek sekilde hazirlanmig 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 Na,-EDTA (744 mg/dl), 5 ml NADPH (8.3 mg/5 ml), GSH (15.3 mg/5
ml) igeren bir havuz hazirland1 ve bu havuzdan 0.140 ml alinarak spektrofotometre
kiivetlerine kondu. Uzerine 0.01 ml GSH-R (0.5 IU) ve 0.04 ml seminal plazma
eklendi. Daha sonra 0.01 ml 12 mM kiimen hidroperoksit ilavesi ile reaksiyon
baglatild1 ve spektrofotometrede absorbans azalmasi 340 nm’de izlendi. Sonuglar
NADPH’in ekstinksiyon katsayisi olan 6.22x10°M-'x cm!’den yararlanilarak

hesaplandi nmol/dakika/ml olarak verildi.

5.6.6. Protein ileri oksidayon iiriinleri (AOPP) diizeyleri tayini

Baslica ditirozin i¢eren ¢apraz bagli protein {iriinleri olan AOPP tayini i¢in serum
orneklerinin sitrik asit igeren asit ortamda verdigi absorbanslar 340 nm’de okundu.
Sonuglar kloramin-T ile potasyum iyodiiriin (KI) oksidasyonuyla olusan triiyodid ile

standardize edilerek karsilagtirildi.
Ayrraclar:

* 0.2 M sitrik asit

*1.16 M KI

¢ Kloramin-T stok standardi (100 mM): 227.6 mg kloramin-T 10 mL’de ¢oziildii ve
sulandirilarak 25, 50 ve 100 pM’lik ¢alisma standartlar1 hazirlandu.

Yontem: Mikroplaka kuyucuklarina 0.04 mL seminal plazma ve 0.16 mL 0.2 M sitrik
asit konuldu (deney). Ayrica 0.190 mL 0.2 M sitrik asit ve 0.01 mL 1.16 M potasyum
iyodiir iceren (kor) ve 0.190 pl kloramin-T (25, 50 ve 100 uM; 0.2 M sitrik asitte
hazirlandi) ve 0.01 mL 1.16 M Kl igeren (standart) kuyucuklar hazirland1 ve 2 dakika
sonra kor tiipe karsi deney ve standardin absorbanslar1 340 nm’de pQuant mikroplaka

okuyucuda belirlendi. Sonuglar pmol/mL kloramin-T esdegeri olarak verildi.
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5.7. istatiksel Analiz

Verilerin analizinde, GraphPad Prism (ver. 9.0.0) programi kullanilmigtir. Hasta
ve kontrol gruplarma ait verilerin normaliteleri Shapiro-Wilk normalite testi ile
Ol¢lilmiistiir. Normal dagilim gostermeyen bagimsiz degiskenlere ait verilerin ikili
karsilagtirmasinda Mann-Whitney U testi ve normal dagilim gosteren gruplarda ise
Student t testi uygulanmigtir. Sonuclara ait veriler, ortalama+standart sapma (s.s)
olarak sunulmustur. Gruplara ait degigkenler arasindaki bagimsizlik durumlar1 Pearson
veya Spearman korelasyon testi ile dl¢lilmiistiir. p<0.05 degeri istatistiki anlamlilik
smirt olarak kabul edilmistir. p degerlerine tekabiil eden ve anlamlilik seviyesini
belirten yildiz sayis1 sirasiyla su sinirlara gore ifade edilmistir: n.s.= p> 0.05; * =p <
0.05; ** =p <0.01; *** =p <0.001; **** = p < 0.0001. Bu derecelendirme, yildiz
sayis1 arttikca aradaki anlamlilik seviyesinin de o kadar artmakta oldugunu ifade

etmektedir.
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6. BULGULAR

6.1. Hasta Semen Degerlerinin Karsilastirilmasi

Gruplara ait semen parametrelerinin  karsilagtirmasi  Tablo  6.1°de
gosterilmistir. Normosperm ve astenozoospermi gruplari incelendiginde hastalarin yas
ortalamalar1 (p=0.7096) ve total sperm sayilar1 (p=0.2201) birbirine yakin bulunmus
ve anlamli fark gostermemistir. Semen hacmi normosperm grubunda daha yiiksek
bulunmustur ve gruplar aras1 anlamli fark goriilmiistiir (p=0.0218). Hareket oranlar1
ise astenozoospermi grubunda normospermi grubuna gore oldukea diisiik bulunmustur
ve istatiksel olarak asir1 derecede anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0.0001). Asir

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

(p<0.0001) oranlar1 arasinda da bulunmustur.

Tablo 6.1. Semen parametrelerinin karsilastirilmasi

Parametre Ortalamadzs.s p degeri (p seviyesi)
Normal Asteno
(n=30) (n=29)
Yas? 34.0+7.49 | 33.4+£6.26 | 0.7096 (n.s)
Hacim ? 5.70+£9.44 | 3.32+1.94 0.0218 (*)
Total Say1 ® 88.0+£55.5 | 83.6+81.7 | 0.2201 (n.s)
Morfoloji P 4.73£3.36 | 1.5942.11 | <0.0001 (****)
Progresif motilite * | 63.4+16.0 | 21.0+10.8 | <0.0001 (****)
Yerinde Hareket? | 3.73+£3.59 | 5.48+4.26 | 0.0655 (n.s)
Hareketsiz ? 32.9+£14.7 | 73.6£9.13 | <0.0001 (***%*)
aStudent t test
®Mann Whitney U test
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6.2. Yiiksek MMP’nin Degerlendirilmesi

MMP degerlendirmesi JC-1 boyast ile yapilmistir. Sari/yesil 1s1ma yapan
spermler diisik MMP’li sayilirken, kirmizi/turuncu 1s1ma yapanlar yiiksek MMP’li
say1lmistir. Normosperm ve astenozoospermi gruplarinin boyanmalari1 Resim 6.2.1. ve
Resim 6.2.2.’de gosterilmistir. Sekil 6.2.1.’de gruplarin MMP oranlar1 gériilmektedir.
Yiksek MMP’li sperm orani norosperm grubunda %63,9 olarak bulunurken
astenozoospermi grubunda %30,8 bulunmustur. Bu oran normosperm grubuyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak yiiksek anlamli bir fark bulunmustur ve

astenozoospermide MMP’nin diistiigii gosterilmistir (p<0.0001) (Tablo 6.2).
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Resim 6.2.1. Normosperm grubu JC-1 boyamasi. A: sperm ¢ekirdeklerinin DAPT ile
boyanmis goriintiisii; B: diisik MMP’nin yesil 1s1ma ile goriilmesi; C: yiiksek
MMP’nin kirmizi 1g1masi; D: ii¢ rengin birlestirilmis goriintiisii. Beyaz oklar yiiksek

MMP’li kirmiz1 turuncu 1g1ma yapan spermleri gostermektedir. Konfokal mikroskop,
63X
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Resim 6.2.2. Astenozoospermi grubu JC-1 boyamasi. A: diisiik MMP nin yesil 1s1ma
ile goriilmesi; B: yiiksek MMP nin kirmiz1 1s1mast; C: sperm ¢ekirdeklerinin DAPI ile
boyanmig goriintiisii; D: {i¢ rengin birlestirilmis goriintiisii. Beyaz oklar diisik MMP’li

sar1 yesil 151ma yapan spermleri gostermektedir. Konfokal mikroskop, 63X
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MMP (%)

<0.0001

<0.0001 \

<0.0001 <0.0001

Sekil 6.2.1. Gruplarin yiiksek ve diisiik MMP yiizdeleri

Tablo 6.2. MMP yiizdelerinin istatiksel farki

Parametre Ortalamazs.s p degeri
Normal Asteno
(n:30) (n:30)
Yiiksek <0.0001
MMP? 63.9+16.8 | 30.8+14.3 ()
aStudent t test
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6.3. ATG-5 Ekspresyonlari ile Otofajinin Degerlendirilmesi

Immiinfloresan isaretleme ile otofaji iliskili protein ATG-5’in ekspresyonu ve
lokalizasyonu incelenmistir. Her iki grupta da ATG-5"in spermin bas, boyun ve kuyruk
kisminda ekspresyonu goézlemlenmistir (Resim 6.3.1., Resim 6.3.2.). Mitokondriler
spermin boyun kisminda dizili bulundugu i¢in boyun kisminda 1simanin gézlenmesi
bize ATG-5’in mitofaji siirecinde rol oynadigini kanitlar niteliktedir. Floresan
isimalari yogunlugu o6lgiildiigiinde gruplar arast anlamli fark bulunmustur. ATG-5
normosperm grubunda (42.3+£13.4) astenozoospermi grubuna (65.0+19.0) gore daha
az floresan yogunlugu gostermistir ve fark istatiksel olarak yiiksek anlamh

bulunmustur (p<0.0001) (Tablo 6.3.1.)
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Resim 6.3.1. Normosperm grubunda ATG-5 proteininin IF igaretlenmesi. A: ATG-5
proteininin varhiginin gosterilmesi. Spermlerin bas ve boyun bdlgelerinde daha
belirgin sekilde lokalize oldugu goriilmekte. B: DAPI ile sperm nukleuslarinin
boyanmig goriintiisii. C: iki boyamanin birlestirilmis goriintlisii. 63X, konfokal

mikroskop
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Resim 6.3.2. Astenozoospermi grubunda ATG-5 proteininin IF igaretlenmesi. A: ATG-
5 proteininin floresan 1g1masi. B: DAPI ile sperm nukleuslarinin boyanmis goriintiisii.
C: iki boyamanin birlestirilmis goriintiisii. Astenozoospermi grubunda daha fazla ig1ma
oldugu ve spermlerin bas, boyun ve kuyruklarinda lokalize oldugu goriilmektedir.
Istmanin en yogun oldugu bolge olarak boyun kisimlart dikkat ¢ekmektedir (beyaz
ok). Mitokondrilerin bulundugu boyun kisminda goriilen bu yogunluk mitofajinin

arttiginin gostergesidir. 63X, konfokal mikroskop
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Tablo 6.3.1. ATG-5 ve cyt-c proteinleri floresan yogunluklari

Parametre Ortalamads.s p degeri
Normal Asteno
(n=30) (n=30)
ATG-5* 42.3+13.4 65.0£19.0 | <0.0001
(****)
Cyt-c® 47.1£16.1 | 67.2£20.9 | <0.0001
(****)
aStudent t test
®Mann Whitney U test

6.4. Cyt-c Ekspresyonlari ile Apoptozun Degerlendirilmesi

Cyt-c floresan isaretlemesi yapildiginda iki grupta da belirli seviyede apoptoz

baslangici oldugu tespit edilmistir (Resim 6.4.1., Resim 6.4.2.). Normospermi

orneklerinde cyt-c beklenenin aksine azimsanmayacak oranda isima yapmistir. Bu

orneklerin erkek faktdr olmayan hastalara ait oldugu diisiiniildiiglinde sonug

sasirticidir.  Astenozoospermi

(67.2420.9) grubu normospermle (47.1+ 16.1)

karsilagtirildiginda daha yiiksek oranda cyt-c ekspresyonu gostermistir. Fark istatiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001) (Tablo 6.3.1.).
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Resim 6.4.1. Normosperm grubu cyt-c proteininin IF igaretlenmesi. A: Cyt-c
proteininin floresan 1g1masi. B: DAPI ile sperm nukleuslarinin boyanmis goriintiisii.
C: : iki boyamanin birlestirilmis goriintlisii. Spermlerin bas, boyun ve kuyruk

bolgelerinde 1s1malar goriilmistiir. 63X, konfokal mikroskop
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Resim 6.4.2. Astenozoospermi grubu cyt-c proteininin IF isaretlenmesi. A: Cyt-c
proteininin floresan 1g1masi. B: DAPI ile sperm nukleuslarinin boyanmis goriintiisii.
C: iki boyamanin birlestirilmis goriintiisii. Normosperme gore daha ytiksek bir 151ma
tespit edilmistir. Ayrica baz1 spermlerde boyun bolgesinin daha siddetli 151ma yaptig1
gbze carpmaktadir (beyaz ok basi). 63X, konfokal mikroskop
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6.5. Western Blot Sonuc¢lar:

Proteinlerin ekspresyon miktarlar1t WB yoOntemiyle degerlendirilmistir. Bant
yogunlugunun (Sekil 6.5.1.) 6l¢iilmesi sonrast ATG-5 ve cyt-c proteinlerinin miktar
astenozoopermi grubunda normospermi grubuna gore daha yiiksek bulunmustur ve
istatiksel olarak anlamli fark goriilmistiir (Tablo 6.5.1.). ATG-5 ekspresyonu p degeri
0.003 bulunurken, cyt-c ekspresyonu p degeri 0.0003 bulunmustur. Sonuglara gore
apoptoz iligkili protein cyt-c astenozoospermi grubunda daha yiiksek anlamli bir fark
gostermistir. Dolayisiyla mitofajideki artisin apoptoza gitme oranimi oldukca fazla

etkiledigi bulunmustur.

Tablo 6.5.1. Protein ekspresyon seviyeleri istatiksel degerlendirmesi

Goreceli ekspresyon Ortalamaxzs.s p degeri
seviyesi
Normal Asteno
ATG-5 90.3+£7.59 163+6.89 0.003 (**)
34.0+£5.14 134426.2 0.0003
Cyt-c (**%*)
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Sekil 6.5.1. Western blot protein ekspresyon miktarlari. A: ATG-5, cyt-c ve kontrol
proteini GAPDH bantlari. B: protein ekspresyon seviyeleri arasi fark grafigi.

6.6. Ultrasiitriiktiirel inceleme sonuclari

Ultra ince kesitlerin elektron mikroskobuyla goriintillenmesi sonucunda
normosperm Orneklerinde mitokondriler aksonem c¢evresinde hizali ve diizgiin bir
sekilde dizili ve yogun bir krista yapisina sahip bulunmustur (Sekil 6.6.1.).
Astenozoospermi grubunda ise birtakim degisiklikler gozlenmistir. Mitokondrilerde
krista organizasyonunda bozulmalar, intermembran araliinin geniglemesi, sisme ve
boyun bdlgesinde mitokondrilerin dogru sekilde konumlanamamasi en belirgin
degisikliklerdir (Resim 6.6.2.). Bununla birlikte bazi mitokondrilerin etrafinda
otofagozom benzeri yapisal olugumlar goriilmiistiir (Resim 6.6.3., Resim 6.6.4). Bu

veriler mitofajinin varligina isaret etmektedir.

49



Resim 6.6.1. Normosperm grubu EM goriintiisii. Astenozoospermi grubuyla
kiyaslandiginda mitokondrilerin daha hizali bir sekilde organize oldugu goriilmektedir.

25.000 X.
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Resim 6.6.2. Astenozoopsermi grubu sperminin boyun bolgesinin EM goriintiisii.
Mitokondrilerin flagella ¢evresinde dizildigi goriilmektedir. Ancak bazilarinda krista
organizasyonunun bozuldugu belirgin sekilde goéze carpmaktadir (kirmizi ok).

Mitokondrinin islev kayb1 sonucu 6liime gittigini diisiindiirmektedir. 60.000X
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Resim 6.6.3. Astenozoopsermi grubu sperminin otofajik membran EM goriintiisii.

Mitokondrilerin yakininda ¢esitli membran benzeri yapilarin oldugu goriilmekte ve

bunlarin otofajik vezikiiller oldugu diisiiniilmektedir (kirmizi ok). 40.000X
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Magnification: 40000 x
_High Voltage: 80 kV

Resim 6.6.4. Astenozoospermi grubunda otofagozom EM goriintiisii. Kirmizi ok ile
gosterilen yapi ¢ift membranli otofagozomdur. Hasarli mitokondriyi ¢evreledigi

diistiniilmektedir. 40.000X
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6.7. Antioksidan enzim aktiviteleri
Semen Orneklerindeki antioksidan miktarlar1 ve gruplar arasi farki Tablo

6.7.1.’de goriilmektedir. Genel olarak astenozoospermi grubunda antioksidan

miktarinin azaldig1 gortilmektedir.

Tablo 6.7.1. Antioksidan enzim degerleri

Parametre Ortalamazts.s p degeri
Normal Asteno
(n=30) (n=30)
GSH (nmol/ml)* 701+448 408+114.6 | <0.0001 (****)
FRAP (nmol/ml)* 1353.744435 | 940+£217.1 | <0.0001 (*¥***)
GSH-PX (nmol /dk/ml)* | 56.7+11.2 45.7+11.4 0.0011 (**)
SOD (IU/ml)* 116+40.4 70.4£12.7 | <0.0001 (****)
*Mann Whitney U test
6.7.1. GSH

Astenozoopermi grubundaki seminal plazma GSH degeri normosperm
grubundan diisiik bulunmustur. Fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0.0001) (Sekil
6.7.1.1.)

GSH (nmol/ml)
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Sekil 6.7.1.1.. Normosperm ve astenozoopermi gruplart GSH miktarlar
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6.7.2. FRAP

Antioksidan kapasiteyi gosteren FRAP incelendiginde normospermi grubunda
oldukca fazla miktarda oldugu goriilmiistiir. Astenozoospermi grubunda ise daha
diisiikk oranda bulunmustur (Sekil 6.7.2.1.).Gruplar arasi anlamli fark bulunmustur

(p<0.0001). Bu diisiise oksidatif stresin neden oldugu diistintilmektedir.

FRAP (nmol/ml)

2000
% %k %k

1500+
1000- -

500+

0-
>
s

Sekil 6.7.2.1. Normosperm ve astenozoopermi gruplart FRAP miktarlari

6.7.3. GSH-Px

Glutatyon peroksidaz aktivitesi incelendiginde diger antioksidanlara kiyasla iki
grup arasinda daha az anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p=0.0011) (Sekil 6.7.3.1.).

Ancak yine de normosperm grubunda miktarinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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GPX (nmol /dk/ml)
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Sekil 6.7.3.1. Normosperm ve astenozoopermi gruplart GSH-Px miktarlar

6.7.4. SOD

Serbest radikallere kars1 savunmada gorev alan SOD miktar1 beklendigi gibi
normosperm grubunda yiliksek bulunurken astenozoospermi grubunda diisiik

bulunarak anlaml fark gostermistir (p<0.0001) (Sekil 6.7.4.1).

SOD (IU/ml)
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Sekil 6.7.4.1. Normosperm ve astenozoopermi gruplar1t SOD miktarlari
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6.8. Oksidatif Stres Belirteclerinin Degerlendirmesi

Gruplarda oksidatif stresin varligini incelemek i¢in MDA ve AOPP miktarlari
incelenmistir (Tablo 6.8.1). Sonuglara gore astenozoospermi grubunda oksidatif

stresin arttig1 ve anlaml fark gosterdigi bulunmustur.

Tablo 6.8.1. Oksidatif stresin degerlendirilmesi

Parametre Ortalamaxzs.s p degeri
Normal Asteno
(n=30) (n=30)
9.66+2.40 16.1+£2.58 | <0.0001
MDA (nmol/ml)* (HAHE)
4.12+ 1.99 8.45+2.43 | <0.0001
AOPP (pmol/ml)® (HHkHY
aStudent t test
®Mann Whitney U test
6.8.1. MDA

Lipit peroksidasyonunun son firiinii olan MDA miktar1 seminal plazmada
bakildiginda astenozoospermi grubunda (16.1£2.58) normosperm grubundan
(9.66£2.40) oldukea yiiksek oldugu bulunmustur. Bu fark istatiksel olarak yiiksek
anlamli ¢ikmigtir (p<0.0001) (Sekil 6.8.1.1)
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MDA (nmol/ml)
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Sekil 6.8.1.1. Normosperm ve astenozoopermi gruplart MDA miktarlari

6.8.2. AOPP

Protein hasariin gostergesi olan AOPP astenozoospermi grubunda normosperm

grubunun iki katindan daha fazla saptanmistir. Gruplar aras1 fark istatiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 6.8.2.1.)

AOPP (pmol/ml)
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Sekil 6.8.2.1. Normosperm ve astenozoopermi gruplart AOPP miktarlari
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6.9. Mitofaji ve Apoptoz Korelasyonu

Astenozoospermi ve normosperm grubunda farkli miktarda ifade edildigi
bulunan ATG-5 ve cyt-c proteinlerinin birbirleriyle korelasyonu istatiksel olarak
degerlendirilmistir. Sonuca gore her iki grupta bu iki antikor arasinda pozitif bir
korelasyonun oldugu bulunmustur (Tablo 6.9.1.). ATG-5 ve cyt-c korelasyonunda,
normosperm grubu p degeri <0.0001 bulunurken astenospermi grubunda p degeri
0.0002 bulunmustur. Bu bilgiler dogrultusunda mitofaji ve apoptozun birbirini

indiikledigi sonucuna vartlmigtir.

Tablo 6.9.1. ATG-5 ve cyt-c korelasyonu

Normo ATG-5 | Asteno ATG-5
(n=30) (n=30)
Normo cyt-c r=0.750? —
(n=30) p<0.0001
Asteno cyt-c — =0.632P
(n=30) p=0.0002

#Pearson korelasyonu

bSpearman korelasyonu

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

Oksidatif stresin astenozoospermi grubunda arttig1 ve buna paralel olarak ATG-
5 ve cyt-c protein miktarlarmin arttigini goézlemlemistik. Bu veriler dogrultusunda
oksidatif stresle belirtilen proteinler arasindaki iliski istatiksel olarak analiz edildi.
Sonuglara bakildiginda ATG-5 ve cyt-c miktarlari ile oksidatif stres belirtegleri MDA
ve AOPP arasinda korelasyon olmadig1 goriildii (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

N NORMO ASTENO
MDA AOPP MDA AOPP
r p r p r p r p
ATG-5* | 30 | -0.026 | 0.890 | 0.280 0.135 -0.329 | 0.075 | -0.081 | 0.67
30 |-0.070 | 0.714 | 0.074 0.696 -0.255 | 0.18 | -0.28 0.14
Cyt-c’

*Pearson Korelasyonu

bSpearman Korelasyonu
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7. TARTISMA

Testiste iiretimleri sirasinda spermatozoa, akrozom (Golgi keseciginden
tiiretilen), nukleus ve sperm kuyrugunun orta kisminda yer alan mitokondriler hari¢
hiicre organellerinin ¢ogunu kaybetmektedir. Her biri 6nemli olsa da mitokondri,
hiicresel metabolizma ve kuyruk hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglamak, ROT tiretmek
gibi gorevleri nedeniyle hareket problemi olan sperm Orneklerinde akla gelen ilk
organeldir. Mitkondrilerin yapisindaki veya isleyisindeki herhangi bir bozukluk,
homeostazi bozarak farkli yolaklarla hiicre tizerine olumsuz etki gostermektedir (103).

Mitokondriden iiretilen ROT, iki ucu keskin bir kiligtir: spermatozoadaki tirozin
fosforilasyonu, kolesterol akis1 ve sperm-yumurta etkilesimi i¢in ¢ok dnemlidir. Ancak
ayni zamanda oksidatif stres yoluyla patolojik siireglerde de rol oynamaktadir (72).
Erkek kisirlig1 vakalarinin yaklasik %30-80'inin spermatozoadaki ROT aracilt hasarla
iligkili oldugu belirtilmistir (104). Spermatozoadaki orta miktarda ROT, sperm
kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve dollenme i¢in gereklidir. Ancak spermatozoada
asir1 ROT iiretimi, lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarini artirarak erkek fertilitesini
etkilemektedir (105). Ayrica asir1 ROT, hiicre i¢i ATP konsantrasyonunu azaltir, bu da
flagella atim frekansinin ve spermatozoadaki fosforilasyonun azalmasina neden olur
ve sperm motilitesinin kaybina neden olur (106).

Lipit peroksidasyonu, sperm hiicrelerindeki oksidatif stresin spesifik bir
gostergesi olarak kabul edilir ve dncelikle malondialdehit gibi lipit peroksidasyonunun
son lrlinlerini tespit ederek degerlendirilmektedir. Yapilan bir calismada
astenoteratospermi olan hastalarda MDA oraninin yiiksek oldugu ve bunun vitamin e
uygulamasiyla disiirtilebilecegi ve dolayisiyla hareketin artacagi bildirilmistir.
Antioksidan takviyesinin oksidatif stresin azaltilmasi i¢in etkili bir yontem
olabilecegini vurgulamislardir (107). MDA, SOD ve GSH-Px oranlar infertil
erkeklerde daha yiiksek bulunmustur. MDA sperm hareketliligi ile negatif korelasyon
gostermistir (108). Sigara kullanimina bagli olarak MDA artiginin, erkeklerde sperm
motilitesi ile negatif korelasyon gosterdigi bulunmustur (109). Bizim ¢alismamizda
astenozoospermi grubunda MDA miktarinin arttigt bulunmustur. Bu da MDA’ nin
sperm herketini negatif etkiledigine dair literatiirdeki verilerle benzerlik

gostermektedir.
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Oksidatif stres belirte¢lerinden birisi de proteinlerin oksidasyonunu gosteren
AOPP’dir. Fertil erkeklere kiyasla azospermik ve teratospermik hastalarin seminal
plazmasinda AOPP’nin arttig1 bulunmustur (110). Tersine boga spermleriyle yapilan
bir ¢aligmada taze ve yiiksek hareketlilige sahip semen 6rneklerindeki AOPP orani
diisiik hareketlilerden daha yiliksek bulunmustur. Bunun da yiiksek mitokondriyal
aktivite sonucu artan oksidatif stres kaynakli olabilecegini belirtmislerdir (111).
Calismamiz sonuglara gore AOPP diisiik hareketli spermlerde daha yiiksek oranda
bulunmustur. Oksidatif stresin artmasina bagli olarak mitokondrilerde olusan hasar
sonucu bu artisin gerceklestigini diisiinmekteyiz.

Spermin ROT’larin neden oldugu hasara kars1 iyi bilinen duyarliligi ve sinirh
savunma kapasitesi nedeniyle, oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasina yol acan
tim ¢evresel faktorler potansiyel olarak spermin fertilizasyon kapasitesine etki
etmektedir (69, 112). Ayrica, antioksidanlarin kullanimi insan sperm DNA
fragmantasyonunun goreceli olarak korunmasina yol a¢mistir ve ICSI sonucunu
tyilestirmistir (113,114). Bizim ¢calismamizda astenozoopermi grubunda FRAP miktari
normosperm grubundan daha diisiik bulunmustur. Ancak semen parametreleriyle
arasinda korelasyon bulunmamaistir. Gholinezhad vd. (115) infertil erkeklerde seminal
plazma FRAP'mnin anlamli derecede diisiik oldugunu ve sperm sayis1 ve hareketliligi
ile pozitif korelasyon gosterdigini  gostermislerdir.  Nasiri  vd. (116)
astenoteratozoospermik grupta seminal plazma FRAP konsantrasyonlarinin, saglikli
erkeklerden olusan normozoospermik grupla karsilagtirildiginda anlamli derecede
diisiikk oldugunu bulmuslardir. Bir baska calismada fertil normozoospermik gruba
kiyasla astenoteratozoospermi grubu ve oligoastenoteratozoospermi grubunda seminal
plazma FRAP miktar1 ile sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (117). Bir diger calisma ise semen parametreleri ile seminal
plazmadaki FRAP konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon bulamamuistir.
Ancak kan serumundaki FRAP konsantrasyonu normosperme gore daha diisiik ¢ikmis
ve fark anlamli bulunmustur (118).

Yapilan bir c¢aligmada sperm dondurma islemi Oncesi seminal plazma
antioksidanlarinin dl¢iimii yapilmis ve ¢6zme sonrast SOD, GSH-Px, FRAP aktivite
seviyelerinin, sperm hareketliligi ve plazma membran biitiinliigii ile pozitif ve hiicre

ici ROS seviyeleri ile negatif olarak iliskili oldugu bulunmustur (119). Calismamiz
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sonucuna gére GSH-Px astenozoospermi grubunda daha az miktarda bulunmustur ve
total sperm sayis1 ve progresif motilite ile pozitif korelasyon gdstermistir. GSH'nin
spermatozoanin hareketliligini saglayan orta parca ve kuyruk bolgesinde lokalize
oldugu bulunmustur (120). Sperm hareketliligi seminal GSH diizeyleriyle pozitif
iligkilidir (121). GSH'nin stilfidril gruplarinin asir1 oksidasyonu hareketliligin kaybina
neden olmaktadir. Infertil erkeklerin daha diisiik GSH'ye sahip oldugu bilinmektedir
(122). GSH'nin asir1 azalmasinin mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve hiicre
Oliimiine yol agtig1 bildirilmistir (123). Astenozoospermi grubunda MDA ve AOPP
artisi ile paralel olarak ATG-5 ve cyt-c proteinlerinin de artmis oldugu goriildii. Ancak
bu iki protein ve MDA / AOPP seviyeleri arasinda korelasyon bulunmamistir. Bu da
oksidatif stres iligkili otofaji ve apoptoz aktivasyonu olmadigini diisiindiirmektedir.
Normal mitokondride, transmembran potansiyel farki, mitokondriyal ATP
tiretimini yonlendiren elektron taginmasi ve OXPHOS siirecini yansitir. Bu nedenle
MMP, mitokondriyal aktivitenin Onemli bir gostergesi olarak hizmet eder ve
dolayistyla sperm kalitesini yansitmaktadir (4). Sperm akrosin aktivitesini, akrozomal
reaksiyonu ve kromatin biitlinligiinii korumak i¢in mitokondriyal islevsellik gerekli
olabilir (92). MMP, sperm hareketliliginin potansiyel bir diizenleyicisi ve gostergesi
olarak diisiiniilebilir ve dolayisiyla dogrudan erkek fertilitesiyle iliskilidir (124).
Oligozoospermi, astenozoospermi ve oligoastenozoospermisi olan geng yetigkinlerden
alinan spermatozoanin, normal spermatozoaya gore Onemli Olciide daha disiik
MMP'ye sahip oldugu bulunmustur; bu da MMP'nin sperm motilitesi ve fertilitesinde
cok 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (4). Spermde MMP'nin bozulmasinin,
ATP seviyelerinin azalmasiyla birlikte ROT'un asir1 {iretimine neden oldugu
bulunmustur (93). Calismamizda hareket problemi olan astenozoospermi grubunda
MMP’nin oldukga diistiigii goriilmiistiir. Oksidatif stresle paralel olarak bu diisiisiin
ortaya ¢ikmis olabilecegini diistinmekteyiz. Literatiirde toplam hareketlilik ile MMP
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ortaya koyulmustur; bu da sperm
hareketliliginin  mitokondrinin  fonksiyonel biitiinliigline baghh olabilecegini
diisiindiirmektedir (125) Diisiik sperm MMP'si, IVF uygulanan c¢iftlerde diisiik
dollenme oranlariyla iliskilendirilen diisiik kaliteli sperm hiicrelerini yansitir. Ortaya
cikan oksidatif stres, spermatozoayl, MMP kaybindan, DNA fragmantasyonuna ve

sonugta hiicre 6liimiine yol acan igsel apoptotik kaskad boyunca yonlendirmektedir
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(126). Prohibitin, ETS komplekslerinin yapisal biitliinliigliniin korunmasina yardimci
olan 6énemli bir i¢ mitokondriyal membran proteinidir. Prohibitinin, astenozoospermi
ve/veya oligoastenozoospermisi olan infertil erkeklerde MMP'yi degistirerek ve ROS
seviyelerini artirarak sperm hareketliligini diizenledigi goriilmektedir (127). Bu hasta
gruplarinda mitokondriyal ROS ile lipid peroksidasyonu arasinda pozitif bir
korelasyonun yani sira mitokondriyal ROS'un prohibitin ekspresyonu, yliksek MMP
ve sperm hareketliligi ile negatif korelasyonu da rapor edilmistir (128).
Incelemelerimiz sonucunda lipid peroksidasyonu son {iriiniit MDA miktarinda artis ve
MMP’de diisme ile astenozoospermi grubundaki spermlerin hareketinin azalmis
olabilecegi kanisina vardik. Bu durum arastirilan mitofaji ve apoptoz siireglerini de
indiiklemis olabilir.

Mitokondriyi hedef alan katyonlar tarafindan oksidatif fosforilasyonun hafif
artmasinin hem otofajiyi hem de mitokondri segici mitofajiyi indiikleyerek terapdtik
etkilere katkida bulunabilecegi bildirilmistir (129). Otofajinin spermatozoay1 stresin
neden oldugu hasardan korudugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada kolistin
uygulamasi sonrasi ratlarda serbest radikallerin artisiyla iliskili olarak otofajinin arttig1
bulunmustur (130). Bizim ¢calismamizda otofaji iliskili protein ATG-5"in ekspresyonu
degerlendirilmistir. Sonuglarimiza gore astenozoospermi grubunda ATG-5 miktarinin
arttig1 bulunmustur. Oksidatif stresin de arttig1 bilindiginden bu artisin stres kaynakli
olabilecegi diisliniilmiistiir. Boylece spermlerde hareket probleminin ortaya ¢iktig
kanisina varilmigtir. Daha Once insan sperminde ATG-5’in incelendigi calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢aligmamiz insan normosperm ve astenozoospermi
orneklerinde ATG-5’1n incelendigi ilk ¢alisma olmustur.

Otofaji inhibisyonunun spermlerde motilitenin, canliligin, ATPnin ve hiicre i¢i
kalsiyum konsantrasyonunun azalmasina neden oldugu bildirilmistir (77). Kalsiyum
iyonu (Ca?") ¢ok yonlii sinyal molekiillerinden biridir ve mitokondri, hiicresel Ca?*'un

2+1

onemli diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. Ca="'un otofaji regiilatorlerinden birisi

un otofajik akig1 antagonize

oldugu bilinmektedir. Ancak bircok ¢alisma Ca
edebilecegini bildirmistir (131). Spesifik olarak, CaPN1 (kalpain 1) aracili ATG-5
klivaji igin Ca?" vazgecilmezdir ve bu ATG-5 bolinmesi ATG-12-ATG-5
konjugasyonunu inhibe ederek otofaji indiiksiyonunu onlemektedir (132). Esansiyel

otofaji geni ATG-5'in baskilanmasinin, anormal mitokondri birikimine ve olgun kas

64



dokusunda verimsiz farklilagmaya yol actigi bildirilmistir (133). ATG-5'in sperm
olusumu sirasinda niikleer matiirasyon, akrozom olusumu, rezidiiel cisimlerin
uzaklastirilmasi, mitokondri yeniden diizenlenmesi gibi birden fazla role sahip oldugu
ileri siiriilmistiir (89). ATG-5 ekspresyonu artan spermlerde hareketin azalmisg
oldugunu gozlemledik. Bu durum muhtemelen asir1 otofajik aktivasyon sonucunda
hasarli  mitokondrilerin ~ dogru  sekilde  ortadan  kaldirilamamasindan
kaynaklanmaktadir.

Son zamanlarda, cesitli calismalar, fizyolojik ve patofizyolojik kosullarin neden
oldugu erkek infertilitesinde spermatogonyanin spermatozoaya farklilagmasi
stirecinde otofajinin sitoprotektif rolliinii gostermistir. Otofajinin aktivasyonunun,
spermatogonyal kok hiicrelerin korunmasinda ve farklilasan spermatogonyanin
hayatta kalmasinda koruyucu bir rol oynadigi gosterilmistir. Aktin benzeri 7 A’nin
(ACTL7A) kaybinin, otofaji inhibisyonu yoluyla kusurlu akrozom-akroplaksozom-
manget kompleksine neden oldugu ve bunun sonucunda kiigiik basli spermlerin
gelistigi bildirilmistir (134). Liu ve digerleri (135) LC3-1I, LC3-1I/LC3-I orani, ATG-
5 ve Beclin-1 dahil olmak iizere otofaji aktivasyonu belirteclerinin iireme toksik
maddesi tri-orto-kresil fosfat (TOCP) ile tedaviden sonra sican spermatogonyal kok
hiicrelerinde arttigini bildirmistir. Bir baska ¢aligmada ise testikiiler hasar olusturulan
ratlarda 1-karnitinin etkileri arastirilmistir. Sonuglara gore 1-karnitin, testislerde
otofajiyle iligkili genler Beclin-1, ATG-5 ve ATG-12'nin ekspresyonunu artirmistir.
Boylece strese karsi koruma sagladigi diistiniilmistiir (136). Ke vd. (137) germ
hiicresine 0zgli Beclin-1 nakavt farelerin testislerinde, otofajinin inhibisyonu
sonucunda spermiyogenezde bozulma goriildiigiinii ve bunun fertilitenin azalmasina
katkida bulunabilecegini bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada toksisite olusturulan
spermatositlerde asir1 apoptoz ve otofaji oldugu bununla beraber sperm sayisinda
azalma, sperm hareketliliginde azalma ve morfolojik bozukluk oraninda artis gibi
hasarlara neden oldugu bulunmustur (138). Germ hiicrelerinde otofajinin etkisi
incelendiginde, hiicrenin hiicre hasarini en aza indirme ve hayatta kalmay1 arttirma
cabasmin bir parcasi olarak ROT ile hasar gérmiis proteinlerin ve mitokondrilerin
otofaji ile temizlendigi gozlemlenmistir. Ubikitin ligaz ndropilin (Nrdpl), mitofajiyle
iliskili Parkin’in ubikitinasyonunu diizenlemektedir ve pro-otofajik protein kalisin

baglayici protein (CacyBP) ile etkilesime girmektedir. Nrdp 1’in knock-out edildigi
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farelerde, Nrdp1'in otofajiyi diizenleyerek akrozom biyogenezini ve mitokondrilerin
dizilimini kontrol ettigi bulunmustur (139). Yukarida bahsedilen sonuglar germ
hiicrelerininin {iretimi agamasinda otofajinin etkisini gosteren ¢aligmalara aittir. Ancak
matiir insan spermlerinde goriilen ¢esitli problemler ve otofaji iligkisinin arastirildig:
caligma sayisi nadirdir. Calismamiz sonucunda bu konuda literatiirde yer alacak yeni
bulgular elde edilmistir.

Otofajinin embriyonik gelisim sirasinda hiicre 6liimiinde 6nemli islevleri vardir.
Atg genlerinin farelerde embriyonik gelisim sirasinda apoptotik hiicrelerin
temizlenmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (140). Ancak otofajinin hiicre §limiinii
tesvik ettigi veya onledigi konusunda tartismalar mevcuttur. Inhibe edilen otofaji,
apoptotik hiicrelerin yilizdesini artirabilmektedir. Bdylece otofajinin hiicreleri
apoptozdan korudugu yoniinde ¢alisma sonuglari ortaya ¢ikmistir (141). Yin vd. (142)
yaptiklart bir calismada otofajinin artmasinin fare spermatositlerinin apoptozunu
inhibe ederek spermatogenezi kurtaracagi sonucuna varmislardir. Bagka bir ¢alismada
dibiitil fitalat (DBP) uygulanmasinin erkek germ hiicrelerinde, apoptoz, ER stresi ve
otofajinin eslik ettigi testis atrofisini onemli 6l¢iide indiikledigi bulunmustur. ER
stresinin ve otofajinin inhibisyonunun ise germ hiicrelerinde ve testislerde DBP'nin
neden oldugu hasar1 6nemli 6l¢iide agirlastirdigi goriilmiistiir (143). Radyofrekansa
maruz kalan spermatosit kok hiicrelerinde ise apoptotik hiicrelerin ylizdesinin
artirmadig1 ancak otofajinin inhibisyonun, apoptotik hiicrelerin yiizdesini artirdig:
bulunmustur (144). ER stresi sonucunda meydana gelen otofajinin incelendigi bir
calismada ATG-5, ATG-7 ve ATG-5+ ATG-7'nin asir1 ekspresyonunun apoptozu
inhibe edebildigi ve kondrositlerde hiicre proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir
(145). Ancak otofaji ve apoptozun hiicre Olimiinii tesvik etmek ve sonunda
spermatogenezin yok olmasina yol agmak icin antagonist degil ortak olarak hareket
edebilecegi de belirtilmistir (146). Oksidatif streste apoptozun indiiklenmesi {izerine
yapilan ¢alismalarda mitokondri iliskili yolaklarla birlikte mitokondri iliskili olmayan
yolaklarin da varligina deginilmektedir. Calismamizda mitokondriden salinan cyt-c
incelendigi ve astenozoospermi grubunda ekspresyonunun oksidatif stresle birlikte
artmis oldugu gozlemlendigi icin mitokondri iligkili bir yolak iizerinden ROT etkisinde
apoptozun indiiklendigi dusiiniilmektedir. Ayrica otofaji ve apoptoz arasindaki

korelasyon incelendiginde gruplarda ATG-5 ve cyt-c arasinda pozitif bir korelasyon
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oldugu bulunmustur. Bu da iki siirecin birbirini upregiile edecek sekilde etkiledigini
gostermektedir.

Yousefi vd. (147) yaptig1 bir calismada ATG-5 klivajinin, cyt-c salinimini ve
kaspaz aktivasyonunu tetikleyerek apoptozu destekledigi bildirilmistir. Apoptotik
olmayan hiicrelerde ATG-5 sitozolde ve mitokondri {izerinde daginik bir boyanma
gostermistir. ATG-5’in sitozolden mitokondriye gegerek apoptozu indiikledigi
diistintilmektedir. Normalde ATG-5 33 kDa’dur ama apoptoz arttiginda 24 kDa olan
formu daha yiiksek oranda tespit edilmis ve bu da apoptozun gostergesi olarak
diistintilmistiir. Yapilan bir ¢aligmada flutamid ve DEHP uygulamasiyla kriptorsid
ratlar iiretilmistir. Uygulama sonrasi cyt-c ekspresyonunun arttig1 ve bununla paralel
olarak otofaji belirteglerinin da arttig1 bildirilmistir (148). Cyt-c normalde elektronlar
hizli bir sekilde alip verme yeteneginden dolayi iyi bilinen bir ROS temizleyicisidir
(149). Ancak DNA hasarina yanit olarak ¢ekirdege gecis yaptigir ve burada kaspaz
aktivitesinden bagimsiz olarak kromatin kondensasyonunu indiikleyerek apoptoz
stirecinde rol oynadig1 gdsterilmistir (150).

Mitofajiyi izlemek i¢in kullanilan tekniklerden biri transmisyon elektron
mikroskobudur (TEM). TEM gériintiileri, organelin iist yapisi, IMM ve DMM
biitiinltigli, mitokondriyal boyuttaki degisiklikler ve mitofajiden 6nceki mitokondri-
ER etkilesimi hakkinda degerli bilgiler saglayabilir. Organelin otofajik membranlarla
lokalizasyonu veya yakinlig1 ve otofagozomun olusumu, mitokondriyal otofaji icin
gerekli adimlardir (151). ATG-5 knock-out farelerde olgun spermler elektron
mikroskobik incelendiginde bozulmus mitokondri yeniden diizenlemesinin germ
hiicrelerinde ATG-5 kaybina bagli olarak ortaya ¢iktig1i ve bunun sperm
hareketliliginde gozlenen azalmayi aciklayabilecegi belirtilmistir (89). Elektron
mikroskobuyla goriintileme sonuglarina goére astenozoospermi  grubunda
mitokondrilerin krista yapisinda oraganizasyon bozukluklart oldugunu bulduk. Bazi
mitokondrilerde sisme seklinde hacim artig1 gézlenmistir. En 6nemlisi ise otofagozom
benzeri olusumlarin ve i¢inde mitokondri olan otofagozomlarin bulunmasi mitofajinin

normosperm grubuna gore daha fazla oldugunu kanitlar niteliktedir. ,
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8. SONUC

Calismamiz sonuglarina gore astenozoospermi grubunda mitofaji, apoptoz ve
oksidatif stresin arttig1 bulunmustur. Mitofaji ve apoptoz arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur. Dolayisiyla bu iki siiregten herhangi birindeki artis digerinin de
artmasina sebep olacaktir. flging bir sekilde oksidatif stres artis1 ATG-5 ve cyt-c ile
korelasyon gostermemistir. Mitofaji ve apoptozun ROT bagimsiz sekilde etkilesim

gosterebilecegi kanisina varilmaktadir.

Mitofaji ve apoptoz sadece iligkili birer proteinle incelendigi i¢in daha kapsaml
caligmalara ihtiya¢ vardir. Spesifik sinyal yolaklar1 secilip bu konuda detayl
incelemeler yapilmasi infertilitenin etiyolojisine dair yeni bilgilerin elde edilmesini

saglayacaktir.
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Yukanda bilgileri verilen Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu bagvuru dosyast ile ilgili
belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve aragtirmanin
etik ve bilimsel yonden uygun olduguna “oybirligi” ile karar verilmistir.
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