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OZET

Fertil ve nfertil Semen Orneklerinde Enerji Uretiminde Gérev Alan Ban
Sitozolik ve Mitokondriyal Enzim Aktivitelerinin Kargilagtirilmasi

Infertilitenin yaklagik % 50 oraminda erkek faktdriine bagh oldugu
bildirilmigtir. = Spermiyogram, erkek  fertilizasyon  potansiyelini
deperlendirmede ¢ok Snemlidir. Bu amacla sperm; konsantrasyon, motilite
ve morfoloji dzellikleri ydniinden degerlendirilir.

Cahsmada fertil ve infertil semen gruplarmda, spermde enerji
metabolizmasim incelemek icin Malat ve Laktat Dehidrogenaz (MDH-
NAD/NADP ve LDH) aktiviteleri; glukoz, fruktoz ve rediikte glutatyon
(GSH) diizeyleri incelendi. Lokal hormen etkinlifini arastirmak icin de
serbest testosteron ve leptin diizeylerini karsdastirdik. Infertil grup say,
motilite ve morfolojiye gire dort alt gruba a 1. Enzim aktiviteleri kinetik
yintemlerle, GSH, fruktoz ve glukoz spektirofotometrik olarak hormon
diizeyleri RIA ydntemiyle dlciildii.

Seminal sivi calismalarmmda enerji metabolizmasimn kilit bir enzimi
olan NAD-MDH ve LDH aktivitesi ile GSH diizeyi fertil grupta infertil
gruplardan anlamh diizeyde (p<0.05) yiiksek bulundu. Bu degiskeanlerin
sperm fonksiyonlarm: degerlendirmede Onemli katlalan olabilecegine
inanmaktayiz.

Seminal svida leptin  ve serbest testosteron  diizeyleri
oligoteratospermik grupta kontrol grubundan anlamh oranda (p<0.05)
diisiik bulundu. Azospermik grupta ise serbest testosteron diizeyi kontrol
grabundan anlamh olarak yiksekii. Oligoteratospermik grupta testosteron
diizeyi ile seminal sivi NAD-MDH aktivitesi arasmda pozitif kerelasyon
saptanmasi, testosteronun bu enzimin aktivitesini diizenleyen bir faktér
olabilece@ini disiind@rmistir.

Sperm tarafindan fruktozan yam: sira glukezun da aktif bir yekilde
kullamldif, tiiketimleri arasmda yiiksek oranda benzerlik bulundugu, fertil
grupta bu metabolitlerin tiiketiminin infertil gruptan daha fazla cldugu
dikkatimizi ¢ekti. Bu bulgular, spermde enerji ihtivacmm kargilanmasinda
fruktozun yan: sira glukozun da etken oldufunu gisterdi.

Genel olarak MDH’in NAD formunun NADP formuna orania hem
seminal sivi hem de spermde daha aktif olarak cahgtifnm teshit ettik. Sperm
homojenatlarmnda, biitiin gruplarda LDH aktivitesi kontrol grubuna oranla
anlamh diizeyde (p<0,05) diiglik bulundu.

Anahtar  sbzciikler: Laktat Dehidrogenaz, lepiin, Malat
Dehidrogenaz, semen, testosteron,
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ABSTRACT

Comparison of Some of the Cytosolic and Mitochondrial Enzyme Activities
which Play Role in Fertile and Infertile Semen Samples

It is reported that infertility is dee to male factor approximately at 50%.
Spermiogram too important in the evaluation of male fertilization potential. So
sperm can be evaluated according to concentration, motility and morphology.

In this study, in fertile and infertile semen groups, Malate dehydrogenase
(MDH) and Lactate Dehydrogenase (LDH) activities (to study energy metabolism of
sperm) and levels of glucose, fructose and reduced glutathione (GSH) were
investigated. Free testosterone and leptin levels were compared to explore the
efficiency of local hormones. Infertile group was classified in to four subgroups
according te concentration, motility and morpholegy. Enzyme activities were
measured with kinetic method, GSH, fructose and glucese levels were evaluated
spectrophotometrically and hormone levels were measured with RIA method.

NAD-MDH (the key enzyme of energy metabolism) and LDH activities and
GSH levels were found significantly (p<0.05) higher in seminal plasma of fertil
group. We believe that these variables may have an important contribution in the
evaluation of sperm functions.

In seminal plasma of oligoteratospermic group, levels of free testosterone
and leptin were found significantly lower (p<0.05) than control group. A positive
correlation was found between testosterone level and seminal plasma NAD-MDH,
so it is thought that testosterone may be a factor that regulates activity of this
enzyme.

It is reported that in addition to fructose sperm also use glucose, and
consumption of these sugars similar to each aother. Fertile group use more fructose
and glucose than infertile group. It is showed that glucose is important for energy
requirement of sperm,

We reported that NAD-MDH works better than NADP form, both in seminal
plasma and spermi. It is found that LDH activities of all groups were significantly
(p<0.05) lower than control group.

Keywords: Lactate Dehydrogenase, leptin, Malate Dehydrogenase, semﬁ:,
testosterone.
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1. GIRIS

Ureme kapasitesinin istek disinda azalmas infertilite adim alir. Bir bagka ifade
ile, kontraseptif bir yontem uygulamadan, diizenli hir cinsel yagama ragmen (ortalama
hafiada iki kez heraherlik diizenli cinse! vasam olatak kabul edilir) bir yil sireyle
gebelik olugmamasi infertilite olarak tammlamr. Yamilan araghrmalarda, toplumlarda
infertilite oraninin % 10-15 dolayinda oldugu bildirilmigtir .

Kliniklere infertilite problemi ile bagvuran ciftlerin % 48’inde erkege bagh
faktoriin olmast erkek fertilizasyon potansivelinin aragtirimasiu bir 6n kosul olarak
beraberinde getirmektedir. Reprodaktif yagtaki erkeklerin % 6’sinda infertilite problemi
ortava ¢ikmaktadir. Bu olgularin yaklagik % 90°mda da bozulmus spermatogenez
vardir .

FErkeklerde anatomik, endokrin, immbnolojik bir bozukluk veya infeksiyon
infertilite nedeni olabilir. Infertilitede erkek faktdriiniin kesinlik kazanabilmesi igin;
oyki, genel fizik muayene, semen analizi ve hormonal incelemeler sirasiyla yapiimal
ve gerefinde testis biyopsisi; biyokimyasal ve fonksiyonel testlerle desteklenmelidir.
Bu nedenle erkek faktorini ortaya koyan en basit test spermiyogramdir, Dikkatli bir
sekilde yapilan semen analizi testislerin spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesi
tle  aksesuvar bezlerin galigmasi hakkinda saflikhi bilgi sahibi olunmasim
saglayacaktir .

Semen analizi makroskopik, biyokimyasal ve mikroskopik arastumalan kapsar,
ozellikle su noktalar izerinde durulur.

- ejakiilat hacmi ve semenin likefikasyonu

- semenin biyokimyasal ozellikleri

- semendeki spermatozoa konsantrasyonu

- hareketli spermatozoa yizdesi

- spermatozoanin morfolojisi

- diger hucrelerin tansmlanmas: *.

Morfolojik olarak normal kabul edilebilecek bir sperm, oncelikle bag ve kuyruk
bolimlerinden olugmaktadir. Spermin bag kisminda akrozom, postakrozom ve nikleus
bulunmaktadir. Daha sonra gok ince bir fabakadan olusan boyun kismi vardir ki ancak



elekiron mikroskobunda goriilebilir. Boyundan sonra orta kisim gelir. Bu bolam en
snemli bolimlerden biridir, clinka burada spermlere hareket igin gerekli enerjiyi
verecek olan mitokondriler bulunmaktadic *.

Caligmay1 planlarken, dzeflikle fertilizasyon yetenedi igin onemli olan sperm
etkinligini irdeleyebilmek amactyla spermin enerji metabolizmas: Gizerinde durulmug
ve bu konuda kilit noktalarda oOneme sahip enzim akfivitelerinin incelenmesi
karadlagtirilougtir.  Bu digancelere paralel olarak (Oneelikle sitoplazmada glikolitik
yolun son enzimi oldugu i¢in) Laktat Dehidrogenaz’in (LDH); sperm ve seminal sivida
ayn ayn gahgilmas: diginilmugtir. Hedeflenen ikinci enzim Malat Dehidrogenaz
(MDH)Y dir. MDH trikarboksilik asit dongisinin son enzimidir. Mitokondriyal enzim
aktivitesinin gosterilebilmesi igin ve sentetik aktiviteler gz oniine alinarak bu enzimin
NAD ve NADP bash iki formunun sperm ve seminal siida ayn ayn gahgilmas:
planlanmigtir. Enerji metabolizmasina destek olmasi amaciyla glukoz ve fruktoz
dizeylerinin belirlenmesi de dagtnGlmigtir.

Yapilan aragtirmalarda infertil erkeklerin, fertil gruptan daha fazla dizeyde total
antioksidan kapasiteyi baskiladiklan ve daha diigik dizeylerde antioksidan igerdikleri
bildirilmigtir. Reaktif oksijen tirlerinin, sperm fonksiyonlarm G¢ yoldan etkiledifi
agikianmugtir:

e Motilitenin azalmass
» Anormal morfoloji
e Sperm-yumurta penetrasyonunun azalmasi 3,

Bu galiymada antioksidan etkinligi degerlendirmek amaciyla seminal sivida
Reditkte Glutatyon (GSH]} dizeyinin saptanmasi amaglanmigir. Aynica GSH dizeyi ile
dier degiskenler arasinda olasi bir iligkinin aragtinimasi digtinilmugtir.

Ote yandan seminal srvida, hormonal profili gézden gecirmek amaciyla serbest
testosteron ve  leptin dizeylerinin saptanmast amaglanmigtic. Buna bagh olarak seminal
sivida bu hormornlar ile dehidrogenaz enzimleri (MDH, LDH) drasinda bir ilgi olup
olmadifs da Gzerinde durulan konular arasinda yer almakuadir.

Sazii edilen depigkenlerin her birinin tek bagina va da biton olarak bir
kombinasyon halinde farkl galigma gruplarinda (fertil ve infertil semen omeklerinde)
degerlendirilmesinin, sperm aktivitesinin hangi yvonde etkilenebilecepi konusunda bir
fikir olugturabilecefi digtintilmektedir.



2. GENEL BILGI

2.1, Tarihge

Sira cigt bir bilim adamu olan Antony Van Leeuwenhoek (Sekil 1) 17. yizyihn
baglarinda Hollanda’da yasamugtir. Yuksek efitim ya da tmiversite derecesine sahip
olmayan Leeuwenhoek un hobisi mikroskop lensleri yapmakti. 1668’den 6nce basit bir
mikroskop yapmay: bagardi ve bu gozlemleriyle biyoloji tarihinde dnemli buluglarin

énciisi oldu .

§$ekil 1. Antony Van Leeuwenhoek (1632-1723)

Yaptifh gozlemler ile bakteri, parazitik mikroskopik protistler, sperm hiicreleri,
kan hicreleri ve mikroskopik nematodian kegfetti. Antony Van Leeuwenhoek semende
yaptigs ilk incelemede globiillere benzettifi bu yapilar iizerinde pek durmamsti. Ug-
dort yil sonra 1677°de Hamm ile semende yaptiklan incelemede kuyruklar olan kﬁg:qj(
hayvanlar gordiiller. Lecuwenhoek bu gozlemlerini (Sekil 2) London Royal Society’ye
yazdift mekiupta bildirdi.. Spermin insan viicudunda geligtifine inanmaktaydi ve
semenin igindeki spermin fosfat kristallerini ilk kez tammladi ®’. Leeuwenhoek ve
Hamm, spermatozoanin insamn minyatlr yapisint igerdigini digtnmislerdir (Sekil 3).



Bu fikir * ilkolusum teorisi “ (preformation theory) olarak bilinmektedir Bu teoriye

gore, spermatozoa oosite girmesinden sonra minyatiir insanin gelisimi gergeklesecektir A
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Sckil 2. Antony Van Leeuwenhock un spermaiozoa gozlemlenyle ilgili gizimlen *

17757de Spallanzani oosit ve spermatozoamn yeni bir insan gelisimi igin gerekli
oldugunu ispatlamigtir. 1830°da Prevost ve Dumas spermatozoamn fertilizasyon igin
onemli oldugunu ve 1841'de Von Kolliker, testis seminifer tibillerinde hicre
boliinmesinin son iirininiin  spermatozoa oldugunu agiklamiglardir **. 1920°da

Macomber ve Sanders sperm sayim teknigini gelistirdiler *.



Sekil 3. Antony Van Lecuwenhoek'un sperm sekliyle ilgili olarak ilk dogtinceleri (ilkolusum
teorisi-preformation theory) *

MacLeod (1942), Macleod ve Gold (1953), Eliasson (1971) ve Hellinga
(1949,1976) konvansiyonel sperm analizinin bilimsel temellerini agiklamislardir. Bu
metodlar hala referans olarak kullaniimaktadir **'".

Spermin tammlanip semen analiz tekniklerinin kullamma girmesi ozellikle
infertilite aragtirmalan konusunda 6nemli bir ¢igir agnistir. 1970°1i yallann sonlanndan
itibaren ortaya ¢ikan yeni teknolojiler ve bunlarn klinik kullanimlan hem infertiliteye
yol agan nedenlerin daha iyi anlasilmasimi saglamis hem de milyonlarca giftin gocuk
sahibi olabilme sansim artirmigtir. 1978 yilinda in vitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile
ilk tap bebegin dogumu gergeklestirilmis ve daha sonm bu yontem erkek infertilitesi,
agiklanamayan infertilite gibi bir ok endikasyon igin basariyla kullanilmistir. 1992'de
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemiyle elde edilen ilk gebelikler ile
ICSI, giniimizde siddetli erkek infertilite tedavisinde ¢ok onemli bir yer edinmistir.



2.2. infertilitenin Degerlendirilmesi

Bir yil igerisinde korunma yontemi olmadan sirdarilen diizenli bir cinsel
yasama ragmen (ortalama haflada iki kez beraberlik dazenli cinsel yagam olarak kabul
edilir) gebelik olusmamasina infertilite adi verilir. Hig gebelik olugmamasi durumu
primer infertilite; daha 6nce meveut bir gebeligin ardindan gebelik clde edilmemesi ise
sekonder infertilite olarak tammlamr. Gebelik icin higbir sansa sahip olmama sterilite
olarak ifade edilir. Yapilan arastirmalarda, toplumiarda infertilite oraninin % 10-15
dolayinda oldugu bildirilmigtir '

Erkek infertilitesi, infertil giftlerin %10-30"unda tek neden, %I15-30"unda ise
kadindaki probleme ek olarak kargimiza gikmakia, dolayisi ile vakalann yaklagik
%50’sinde gorilmektedir >,

infertilite nedenleri

Sperm % 30-40
Over kaynakli % 15-20
Fallop tapleri % 25-40
Serviks %5

Nedeni bilinmeyen % 5-15

2.2.1. Kadinda infertilite Nedenleri
» Pelvik inflamatuar hastalik
¢ Uterus disinda gebelik
* Abdominal cerrahi
e intrauterin alet komplikasyonlan
* Fibroidler
e Kadinda eginin spermine karsi alerjik reaksiyon olugmasi
= Ovilasyon yetersizligi
¢ Endometriozis
» Hipofiz bezi yetersizligi
o Over yetersizhigi
*  Uzun donem dogum kontrol ilact kullanmanin etkileri

* Hipotiroidizm ya da hormonal dengesiziikler



Tiibal ligasyon

Yas (kadinlarda 35 yagindan sonra fertilite kapasitesi azalmaktadir)
Anormal uterus sekli

Servikal mukus yetersizligi

Tekrarlayan digtkler

Yetersiz beslenme

Tiroid fonksiyonunda yetersizlik

Diabet

Fallop taplerinde blok

Konjenital anomaliler

15,16

2.2.2. Erkekte infertilite Nedenleri

Sperm ile ilgili problemler

Dugtik sperm sayist

Sperm dretiminde bozukluk (defektf sperm sayisinda artig)
Oligospermi (sperm sayisinin dosik olmast)

Azospermi (sperm bulunmamasi)

Seminal kanallarda tikaniklik

Seminal sivi bozukluklan

Is1 sperm potansiyelini azaltabilir

Kronik yiiksek ateg

Seks oncesi egzersiz

Seks oneesi sicak banyo

Sperm kalitesi ya da sayisinda diigmeyi genellikle etkileyven nedenler
Alkol

ilaglar

Esrar

Nikotin

Bazi tibbi uygulamalar

Pestisitler

Kursun

Kronik alkolizm



Belirli hormonal bozukluklar sperm kalitesini etkiler
Hipofiz bozukluklan

Feminizasyon

Testikitler bozukluklar sperm {iretimini etkiler

Testikiller ven varikozu

Testikiler hasar

Testikiler timor

Varikosel

Testikaler anomali

[nmemis testis (gocuklukda basanih sekilde mudahale edilmemigse)
Testikiler burulma

Kabakulak

Radyasyona maruz kalma

Testikaler kanalin bloke olmasi (sperm salimmin etkiler)
Testikiiler kanalda kizil (scarring)

Cinsel yolla bulasan hastaliklar

Gonera

Klamidya

Genital kanal anomalisi

Retrograd  ejakilasyonu (mesaneye ters  ejakilasyon-gesitli
nedenlerden dolayi olusabilir)

Prostat cerrahisi

Bazi tibbi mildahaleler

Ejakilasyonun olugmamasi (gesitli nedenlere bagli olabilir)
Iktidarsizlik (impotens)

Erektil disfonksiyon

Diabet

Prostat cerrahisi

Uretra cerrahisi

Kan basinci ile ilgili uygulamalar

Bazi kromozom bozukluklan

XXY erkekler



 Baz tibbi uygulamalar """,

Erkek faktdriinii ortaya koyan Snemli testler:
1. Spermiyogram
2. Postkoidal test

. Antisperm antikor 6lgiimii(serum veya seminal plazmada)

3
4. Spermatozoamn fertilizasyon kapasite testleri
5

. Serumda:

e Serbest ve total testosteron

e Luteinlestirici hormon

e Follikul uyanci hormon

o Prolaktin diizeyleri de nemlidir *.

Endokrinolojik inceleme

Sperm (retimi i¢in ihtiyag duyulan erkek seks hormonlan Cizelge 1'de  gosterilmigtir.

Cizelge |. Sperm diretimi igin ihtiyag duyulan hormonlar ve etkileri

Hormon Etkisi

GuRH FSH ve LH hormonlanmn salgilanmasim saglar. Beyinde
hipotalamustan salgilamr.

FSH Testisteki sertoli hiicrelerini uyararak sperm dretimini saglar.

g Hipofiz bezinden salgilanir,

LH Leydig hiicrelerinde testosteron sentezlenmesini ve sperm
iretiminin devamhligin saglar. Hipofiz bezinden salgilanir.

Prolaktin LH"in Leydig hiicreleri iizerindeki etkisini arttinir. Hipofiz bezinden
salgilamr.

Testosteron Sperm ﬂfcriminin devamhih@im saglar. Testisteki Leydig
hiicrelerinden salgilamr.
LH sentezini kontrol eder. Karaciger, kas ve yag dokusunda

Estradiol testosteronun metabolize edilmesi ile olusur. %20-25'i Leydig
hiicrelerinden salgilanir.

[nhibin FSH salimmm engeller. Sertoli hiicrelerinden salgilamir,

Aktivin FSH salimimim arttinr. Leydig hiicrelerinden salgilamr.




2.3. Semen Analizi (Spermiyogram)

Infertil giftlerde yanya yakin bir oranda erkekte problem oldugu belirlenmistir.
Erkeklerde anatomik, endoknn, immanolojik bir bozukluk veva infeksivon, infertilite
nedeni olabilecekti. Bu nedenle erkek faktorind ortava koyan en basit test

spermiyogramdir °

2.3.1. Sperm Orneginin Alhinmasi

Hastalar ile vapilan ilk gorigmede ek vermek igin gelecekleri gn 3-5 ganlak bir
cinsel perhiz siresine uymalan tavsiye edilir. 2-7 gin arasindaki cinsel perhiz siresi
yeterli gorilirse de kisa sareli cinsel perhizde semendeki sperm sayisi az, uzun sireli
cinsel perhizde de (erkek faktéri meveut ise) sperm sayist veterli olsa bile motilitenin
dogok oldufu gozlenmistir. Yapilan aragtirmalarda, uzun sireli cinsel perhizin
spermlerin akrozin igerifinde de azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Onerilen cinsel
perhiz siresine uyuldugunda, dikkatli bir sekilde yapilan semen analizi testislerin
spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesivle aksesuvar bezlerin galigmasi hakkinda
saglikh bilgi sahibi olunmasin saglar '

Hastalara steril sartlarda, steril kutular verilerek bu amagla diizenlenmis sperm
verme odasint kullanmalan saglanir. Hastalar, mastirbasyonla rnek vermeleri gerektisi
konusunda bilgilendirilir, kullandiklan kutulann zerine isimleri etiketle yapistniir.
Omek verme esnasinda nelere dikkat etmeleri gerektigi onceden hazirlanmus bir bildiri
ile kendilerine agiklanmahdir. Omek toplanmas: esnasinda krem ya da kayganlastirici
bir madde kullanmamas:, 6rnek toplanan kutuya su va da baska bir madde kagirmamasi
soylenir. Semen toplanan kutuyla ilgili olarak daha Gnceden yapilan kimyasal ve
biyolojik testlerle toksik olmadig ispatlanmi kutular satin alinmalidir, Hastanin
ornegini aldiktan sonra kendi eli ile laboratuvardaki ilgili bivologlara teslim etmeleri
gerektigi izah edilmelidir *"",

2.3.2. Semen Orneginin Degerlendirilmesi

Erkek fertilizasyon potansiyelinin aragtinlmasinda ilk basamak semen analizidir, Bu
inceleme esnasinda Dinya Saghk Orgua tarafindan belirtilen kriterler (WHO, 1992)
esas alinmaktadir, Semen analizi makroskopik ve mikroskopik incelemeden olugur .



2.3.3. Semenin Makroskopik Incelemesi
Makroskopik incelemede semen igerigi likefikasyon, goriiniim, volim ve pH

ozellikleri yoniinden degerlendirilmektedir *'*'".

1. Likefikasyon (Semenin Coziiniiliirlagi)

Ejakiilasyon sirasinda akicr olan semen koagiile olur. Prostattan salgilanan
amilaz ve proteolitik enzimler 10-30 dakika igerisinde semenin likefiye olmasini
(¢oziindrlik kazanmasini) saflar. Laboratuvara ulagan semen 6megi 37°C’de
(etiivde) likefiye olana kadar bekletilir, sonra incelemeye alimir. Bu siireyi asan
ornekler viskoz olarak kabul edilir *'%'".

2. Giriiniim

Normalde semen san-gri renkte, parlak ve homojendir. Prostat bezinden
salgilanan spermin’in oksidasyonundan kaynaklanan kendine 6zgii bir kokusu vardur.
Semende eritrositlerin bulunmas halinde renk kirmizi-kahverengidir. Uzun siireli

cinsel perhizlerde ve pyospermide renk sartya doniisiir *'*'".

3. Voliim

WHO kriterlerine gére semen hacmi 2 ml veya daha fazla olmahdir. 1
ml'den az olmasi durumu, hipospermik olarak isimlendirilip toplama sirasinda
dmegin dokillmis olabilece@i, kisa cinsel perhiz siiresi, retrograd ejakiilasyonu veya
ejakiilator kanalda darhik gibi nedenler diisiiniilebilir. Miktan 6 ml’den fazla olan
semen igerifi hiperspermik olarak adlandinhr, bu durumda cinsel perhiz siiresi

uzun veya seminal srvi1 fazladir il

4. pH
Normal pH deferi 7.2 — 8.0 arasindadir. Akut enfeksiyonlarda pH degeri
8'in iizerine gikabilir. pH'nin diigiik olmasi sperm salimmimn yetersizligi ve bu

nedenle ejakiilatin daha gok asidik prostat srvisindan olustugunu gosterebilir '*''.



2.3.4. Semenin Mikroskopik incelemesi

Mikroskopik incelemede semen igerigi, sperm konsantrasyonu, hareketliligi
(motilite), morfoloji ve yuvarlak hiicre sayisi ve bu hiicrelerin siiflandinimas)
yoniinden incelenmektedir Mk

1. Konsantrasyon

Sperm sayimi igin ginumizde en fazla kullamlan aletlerden biri “Makler
Sperm Sayim Kamerasi"dir (Sekil 4,5). 1978 yilinda Prof Dr. Amnon Makler
tarafindan sperm sayimi igin ozel olarak tasarlanmugtir. Semen orneginin incelendigi
kameramin 10 pm  derinliginde olmas: spermatozoamn tek bir dizlemde serbest
hareketine olanak saglamaktadir, Makler kameras: ile spermlerin hareketlilik

yiizdeleri daha kesin olarak saptanabilmektedir ***"*.
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Sekil 4. Makler sperm sayim kamerasi *'
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Sekil 5. Makler sperm savim kamerasumn vakin goriintioi *'-




Giivenilir bir degerlendirme igin ideal olan Makler sperm sayim aletindeki
100 karedeki spermleri saymaktir. Sayim su sekilde gergeklestirilir Bir damla
semen (5 pl) kameranin merkezine damlatihp iizerine kapak camu kapatilir. Dorl
adet kuvartz bacak sayesinde spermler, 10 pm  derinlikte yuzeceklerdir (Sekil 6).
Bu derinlikte ancak bir adet sperm bagi sigabilir. Bu sebeple bir hat uzerinde
vapilacak sayim 20x bilyiitme altinda 10 karede motil ve non-motil sperm sayihr ve
10° ile garpilarak mililitredeki (x 10°/ml) sperm sayis1 belirlenir. Normal sperm

konsantrasyonu >20x10%ml ve totalde 40x1 0% dur *.
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Sekil 6. Makler ) da semen orneginin da ak hazarlanmasy

2. Motilite
Motilite degerlendirilirken konsantrasyon sayiminda oldugu gibi x20 bayiitme
altinda ve 10 karede yapilir (Sekil 7). Motil spermlerin, toplam sperm sayisina oram

yiizde olarak motiliteyi verir '"*"#

Sckil 7. Makler kamerasinda spermlerin gorintiisi =



Diinya Saglik Orgiitii hareketliligi 4 siufta deperlendirmektedir:

a- hizl dogrusal progresif hareket

b- yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan hizh hareket

c- progresif olmayan hareket

d- hareketsiz

Normal sperm konsantrasyonunun >%50’si motil ve bu degerin %2571 progresif
olmalidir ",

3. Morfoloji
Morfolojik  degerlendirmede  WHO veya Kruger'in strict  kriterleri

kullanilmaktadir. WHO kriterlerine gére normal defier >%30 iken Kruger strict
kriterlerine gore > %14 olmaldir. Morfolojik degerlendirmede sperm bas, boyun ve
kuyruk anomalileri yéniinden dikkatle incelenmelidir 2%,

Sperm morfolojisi degerlendirilirken once lam fizerine yayma yapilarak segilen

boya ile boyama yapilir (WHO igin Papanicolaou ve Kruger strict kriterleri igin Diff-
Quick veya Spermac). Degerlendirme immersiyon yaj altinda yapilir. Tercihen 100

veya 200 sperm incelenerek % normal cinsinden sonug verilir

20,24

Kruger Strict Kriterleri’'ne Gore Morfoloji Degerlendirmesinde Diff-Quick

Boyama Teknigi

5 ul likefiye olmusg, taze semen 6megi lam fizerine damlatilarak yayma yapilir.
Preparat 3-5 dakika di§ ortamda kurutulur.

5 dakika sale igerisinde bulunan fiksatif (tesbit) igerisinde bekletilir.

Boyama iglemi igin Diff-Quick boya seti su basamaklarla uygulanir ,

I nolu boya iginde 1 dakika bekletilir ve su ile yikanir (I nolu boya: Eozin G-pH
6.6 fosfat tamponu ile)

Il nolu boya i¢inde 1 dakika bekletilir ve su ile yikamr (11 nolu boya: Eozin G-
pH 6.6 fosfat tamponu ile)

Preparat kurutulur,

Uzerine immersion yag: damlatilarak (x100) faz kontrast mikroskopta incelenir.
Boyama sonrasinda akrozom yesil, nilkkleus kirmizi, boyun ve kuyruk yesil

boyanir ol



Normal Sperm Morfolojisi
Morfolojik degerlendirme Kruger kriterlerine gére yapilmistir. Normal sperm

morfolojisi > %14 olmalidir (Sekil 8,9). Kruger kriterlerine gore:

Bas Diiz oval
Akrozom, bagin % 40-70"ini olugturur.
Normal élgiiler; uzunluk 5-6 pm, genislik 2.5-3.5 pm
Borderline bag formlan anormal olarak simflamr.

Boyun Abaksiyel implantasyon olmamali ve intakt olmah
Orta kisim Silindir seklinde 1 um genislikte ve bag uzunlugunun 1.5 kati
uzunlukta olmali.

Bag biytklugiinin ¥4’ den biiyitk sitoplazmik droplet olmamali

Kuyruk Orta kistmdan hafifge ince, kiviim igermeyen 45 um uzunlukta
olmal ***
- A
o
Lrkirdnk
B anbeandnlen

Iuzies hiogun
s

Ky

Sekil 8, Normal morfolojiye sahip, olgun sperm Grnegi '
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Sekil 9. Normal ve anormal morfolojiye sahip sperm gorintiler =

2.3.5. Spermatogenez

Spermatogenez (i¢ agamada incelenir:

1. Germ hiicrelerinin (gametlerin) iretimi,

2. Germ hiicrelerinin fertilizasyon (aym zamanda mayoz bolinme) igin
fonksiyonel olarak hazirlanmas:,

3. Onlan aktif olarak motil kilan yapisal farkhlagmalan *'°.

1. Gametlerin Uretilmesi

Embriyogenezin erken donemlerinde, primordial germ hiicreleri gelismekte olan
gonadlara gog¢ ederler. Spermatogenez esnasinda bu hucreler testis hicrelerinin
seminiferdz tibillerinde bulunurlar,  Immatiir (olgunlagmamig) germ hiicreleri
spermatogonia olarak adlandinlirlar ve seminiferoz tibiillerde bulunan hiicrelerden

mitoz bélinme sonucunda geligirler *'*

2. Fonksiyonel Farklilasma

Bazi hiicreler bélinmeyi durdurarak primer spermatositlere farklilasmaktadir,
Her primer spermatosit reditksiyon bélinmesine (ilk mayoz boliinme) giderek sekonder
spermatosit olugturur, Ikinci mayoz bolinme tamamlandiginda dort haploid spermatid

aretilir *'7.



3. Yapsal Farkhlasma

Spermatidler, morfolojik farkhlasmaya giderek olgun  spermatozoayi
olustururlar. Bu farklilagsma olay: spermiogenezis olarak adlancirilir; spermatidler uzar
ve flagella gelisir fakat birbirlerine ve sitoplazmik koprilerle Sertoli hicrelerine
baghdirlar. Bu olaymn avantaji, spermatidlerin ana hiicreden kaynaklanan biitiin
tiriinlerden faydalanabilmesidir *'”.

Spermler erkek cins bezleri (gonadlar) olan testislerde uretilirler (Sekil 9).
Testisler overler gibi ¢ift fonksiyonludur; sperm iretiminin yamsira endokrin iglevleri
de vardir Testisler yapilani ve gorevleri farkh iki major komponentten olugmustur.
Leyding ya da interstisival hucreler major endokrin igerigine sahiptirler. Bu hicrelerin
primer iiriinii olan testosteron erkekte embriyonik gelisim, pubertede sekonder seksiiel
gelisim ve cinsel giictin korunmasi igin onemlidir. Testislerin bilyitk boliimiini kaplayan
seminiferoz tibiiller spermatozoa iiretiminden sorumludur *'”.

Sekil 10. Erkek iireme sistemi

7



Seminiferdz titbiilleri, Sertoli ve germinal hiicrelerden olusmugtur:

e Sertoli hiicreler kendi iglerinde baglantilar olusturmustur. Bu baglanular
proteinlerin interstisiyal alandan seminiferdz tibiil alanina gegisini engeller
ve kan-testis bariyeri olusturmug olur.

e Sertoli hilcreleri, gelismekte olan germ hiicrelerini sararak germ hiicre
farklilagmas: igin uygun ortam hazirlamaktadir.

e Bu hilcreler hasara ugramis germ hiicrelerini fagositoza ugratmakta ve germ
hiicrelerinin spermatozoa olusumunda kullamlmayan sitoplazma pargalarint
da fagositozla almaktadir.

« FSH ya da testosterona cevap olarak Sertoli hiicreleri yiiksek affiniteye sahip
bir molekiil olan androjen-ba@layan protein sekrete etmektedir *°.

Spermlerin ejakiilasyonla dis ortama verilmesine kadar izledikleri kanallar testis
igi (intratestikiiler) ve testis disi (ekstratestikiiler) olmak fzere iki grupta
incelenir. Intratestikiiler kanallar; tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentes
olup ekstratestikiller kanallar da epididimis ve duktus deferens (vas deferens) dir.
Bu kanallann yapisal ozellikleri ve dolayisiyla spermlerin matiirasyonuna
katkilan da birbirinden farklidir *°.

Intratestikiiler Kanallar

Tubulu Rekti ve Rete Testis: Seminifer tiibilller kisa ve diiz tibiiller (tubuli
rekti) aracilifiiyla rete testise agilirlar 26,

Duktuli Efferentes: Rete testis ve epididimis arasinda yer alir, gok siral
prizmatik epitelle dogselidir. Epitel hiicrelerinin bir grubu sillidir ve sillerin
hareketi ile limendeki siv1 ve spermlerin epididimise dogru ilerlemesi saglanir %
(Sekil 11).

Ekstratestikiiler Kanallar

Duktus Epididimis: Anatomik olarak {i¢ bélimden meydana gelmistir. Bas
(kaput), gdvde (korpus) ve kuyruk (kauda). Epididimis spermlerin olgunlagarak



Sekil 11. Testislerin yapisi '

fonksiyonel &zelliklerini kazandiklan kanal olarak difer erkek genital bogaltma
kanallarindan farkhidir *.

Duktus (vas) Deferens: Duktus epididimisden baglayarak prostatik firetranin
sonlandify yere kadar uzanir. Erkek genital bosaltma kanallari iginde duvan en

geligmis, en iyi organize olamdir *°.

2.3.6. Semen

Ejakiilasyon

Sempatik sinir sisteminin uyarilmasi, epididimis ve duktus deferens
kaslarinin peristaltik kontraksiyonuna neden olmaktadir. Spermatozoa igeren sivi
epididimis, duktus deferens ve ampiillada depolandiktan sonra ejakiilatér kanal
boyunca prostatik iiretraya gegirilmektedir. Seminal keseler de, 2-3 ml kadar
alkali bir siviy1 ejakiilator kanal boyunca tiretraya sekrete etmektedir *.

Prostat kaslanmn kasilmasiyla 1-2 ml sulu prostat sekresyonu
gergeklestirilir. Prostatik {iretradan, tretraya gegis saglanir. Uretra etrafindaki
kaslarin  kontraksiyonu ejakiilati dretranin  digmna  gondermeye galigir’,
Ejakiilasyon sirasinda mesane kapatilarak retrograt ejakiilasyonu (mesaneye

ejakiilasyon) Snlenmis olur *,



Semen

Ejakiilat ya da semen (meni) hipotalamo-pitiliter aks dahilinde testislerin
islevi ve posttestikiiler bogaltma kanallariyla aksesuar bezlerin salgilarindan
olusan bir son {irlindiir. Normal insan ejakillatimin ortalama hacmi yaklasik
olarak 3 ml olup 2-6 ml arahiginda degisir ve iki komponenti vardir:

1. testisler tarafindan iiretilen spermatozoa,

2. seminal plazma; 1/3'0 prostat sekresyonundan, 2/3' seminal kese
sckresyonundan olusur *.

Normal semen hacminin % 10’unu spermatozoa, % 90"1m seminal
plazma olusturur. Seminal plazmamin en Gnemli gorevi (pH = 7.2-7.8)
spermatozoa transportu ve tampon gorevi gdrerek vajinamin pH'simin
yikseltilmesidir. pH 6,2"nin altina distiiflinde spermatozoa yavasca immobilize
olacaktir. Hacmin az olmas: yeterince tampon kapasitesi olugturamayacaf igin
spermatozoa immobilizasyonu gergeklesecek, hacmin fazla oldugu durumda da
spermatozoa konsantrasyonu diigecektir. Bu durum dezavantaj gibi
gorillmemelidir, ¢iinkil spermatozoa ejakiilatin ilk kisminda yer almaktadir *.

Seminal plazma, ejakillatn sivi bélimiidiir; erkekte gesitli salg
bezlerinin (epididimis, vas deferens, ampiilla, seminal vezikiil, prostat bezi)
sekresyonundan olugan bir kangimdir. Aym kisinin farkh ejakiilatlarinda,
seminal plazma kompozisyonu mevsimsel farklilik gésterebilmektedir. Ayrica
ejakillasyondan sonra seminal plazmadaki enzim ve spermlerin metabolik
aktivitesine bagli olarak da seminal plazmanin kompozisyonu degismektedir 2.

Insan ejakiilatimin ilk fraksiyonu sperm ve prostatik bir sekresyon olan
sitrik asit ydniinden zengindir. Fruktoz konsantrasyonu, seminal vezikiillerin
majir sekretuar iirlintidiir ve ejakillain  sonraki sekresyonlarinda
yiikselmektedir .

Diger viicut sivilanndan farkh olarak seminal plazma yiiksek
konsantrasyonlarda potasyum, ¢inko, sitrik asit, fruktoz, fosforilkolin, spermin,
serbest amino asitler, prostaglandinler ile 6nemli diizeyde asit fosfataz, beta-
glukronidaz, laktik dehidrogenaz, alfa amilaz ve prostat spesifik antijenler

icermektedir %6,



Cizelge 2. Insanda Seminal Pl da Bul Cesitli Maddelerin Konsantrasyonlan *®

Madde Konsantrasyon (mM)
Sodyum 43-112
Potasyum 14-28
Kalsiyum 5-7
Magnezyum 1.2-5
Kloriir 28-56
Bikarbonat 8

Fruktoz 2-33
Glukoz 0.4
Sorbitol 0.6
Inozitol 3-35
Laktik asit 22-5.6
Piriivik asit 34

Sitrik asit 5273
Glutamik asit 6.5
Askorbik asit 0.6
Karnitin 0.2-1.3
Asetilkarnitin 0.06-0.28
Gliserofosfokolin 2.0-3.3
Fosfokolin 14-21
Spermin 3
Spermidin 0.1
Putresin 0.2
Kreatin 1.5
Arjinin 5,2
Odkes orod

Protein (mg/ml) 35-50



2.4. Malat Dehidrogenaz (MDH) ve Malik Enzimler (ME)

MDH ve ME’ler pek ¢ok metabolik yolun &nemli enzimleridir. Bu yollar
arasinda:
- anaerobik solunum
- trikarboksilik asit dongiisi
- glukoneogenez
- glioksilat déngiisii
- NADPH eldesi ve yag asit biyosentezi sayilabilir’” .

MDH (E.C. 1.1.1.37) NAD" bagimli olup sitozol ve mitokondriye yerlegmistir.
Mitokondride sitrik asit siklusunda Gnemli bir rol oynar; malat, dehidrogenasyon ile
yiikseltgenip okzaloasetat olugturulurken, NAD' NADH'a indirgenir ***72%*!,

L-malat + NAD* «——— okzaloasetat + NADH + H'

NADH elektron transport sistemine girerek ATP dretimine yardim eder.
Okzaloasetat pek ¢ok metabolik yolda Snemli rol oynar; trikarboksilik asit siklusu,
amino asit sentezi, glukoneogenez, oksidasyon/reditksiyon dengesinin korunmasi,
sitoplazma ve hiicre organelleri arasinda metabolit degisiminin hizlanmasi bu islevler
arasinda sayilabilir 32,

Malat dehidrogenaz ailesi igerisinde yer alan ME’ler NAD(P) bagimli olup
sitozol ve mitokondride bulunurlar. Bu enzimler, malatin oksidatif dekarboksilasyonunu

gergeklestirerek piriivat, NAD(P)H ve CO; olustururlar >,

Mg
NAD(P)" +L-malat «————— NAD(®)H + pirlivat + CO:

NADPH yag asit sentezi igin rediikte edici ajan olarak gorev alir. Yag asitleri
sadece mitkemmel bir enerji kaynag olmayip fosfolipit tabakasimin yapisal birimlerini
olustururlar. Boylece NADP" bagimh dehidrogenazlar bir hiicrenin metabolik ve yapisal

biitiinligiiniin korunmast igin dnemlidir >,



MDH farkli kaynaklardan izole edilmistir, dbakteri, algler, mantar, bitkiler,
memeliler ve  organeller 6rnegin  mitokondria, kloroplast, glioksizomlar ve
peroksizomlar'. Dogada ok yaygin olarak bulunan (ubiguitous) bu enzimler pek gok
canlida iyi korunmus durumda bulunan proteinlerdir **.

MDH ile ilgili aragtirmalar 1960’h yillarda baslamg, yapisi 1968 yilinda
calistlmigtir 7,

2.4.1. MDH (EC 1.1.1.37)
Alternatif isimlendirmeler
Malat dehidrogenaz

Malik dehidrogenaz

L-malat dehidrogenaz
NAD-L-malat dehidrogenaz
Malik asit dehidrogenaz
NAD-bagimli malik dehidrogenaz
NAD-malat dehidrogenaz
NAD-malik dehidrogenaz

malat (NAD) dehidrogenaz
NAD-bagimh malat dehidrogenaz
NAD-6zgin malat dehidrogenaz
NAD-bagh malat dehidrogenaz
MDH

Keto asit reditktaz alfa-1 (KETAR) **.

2.4.2. MDH1 Geni i¢in Gen Karti

Tammlama Malat dehidrogenaz, sitoplazmik (EC 1.1.1.37)
Kromozomal yerlesim Kromozom 2
Lokus 2pl33
Proteinler Bayiklugih 333 amino asit 36295 Da
Altbirim Homodimer

Katalitik aktivite:
(S)-malat + NAD" «—— pkzaloasetat +NADH+ H’

23



Hilcresel yerlesim: Sitoplazmik
Metabolik yollar Sitrat siklusu (TCA siklusu)

Piriivat metabolizmasi

Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmas:

Karbon fiksasyonu

Rediktif karboksilat siklusu (CO; fiksasyonu) **=*
Optimum pH: 743
inhibitarler: Cesitli iyodine ajanlar; tiroksin, iyot, siyanit,molekiller

iyot — SH gruplanm okside ederek (Varrone 1970)
enzimi inaktive ederler. 2-Tenoil-trifloroaseton
(Gutman ve Hartstein -1974) wve klorotirikin
(Schindler-1975) MDH’1 inhibe eder *°.

Aktivatdrler Fosfat, arsenat ve ¢inko iyonlan uyancidir.
Merkiiribenzoatin diigiik konsantrasyonlanmn
aktivator oldugu gosterilmistir >,

MDHI1 geni; bobrek, akciger, kalp, iskelet kasi, karacier, pankreas, prostat,
dalak, timus, beyin ve omurilikde eksprese edilmistir **.

MDH’lar es altbirimlerden olusan multimerik enzimlerdir, dimer ya da tetramer
olarak organize olmusglardir. Her subiinit kataliz fonksiyonu y&niinden bafimsiz olarak
hareket eder, katalitik bélgeler arasinda iligki bildirilmemistir. Genellikle NAD"-
bagimli MDH’'lar metabolik diizenlemeye katilmazlar; mitokondrial enzim istisnadir,
bir bislgesinde subiinit igin allosterik kontrole bagimlidir

Mitokondriyal ve sitoplazmik MDH olarak iki formdaki enzimler farkli genlerle
kodlanmaktadir. Birktoft ve ark. (1982) iki enzim arasinda (aym sekilde LDH ile de)
yakin yapisal homoloji bulmuslar ve ortak bir ata genden geldikleri sonucuna
varmiglardir. Tanaka ve ark. (1996) insan ¢cDNA ile kodlanan 334 amino asitlik bir
protein izole etmisler ve fare/sigan sitozolik MDH ile %96 benzerlik gosterdigini
agiklamuglardir. Yetiskin insan dokularinda Northern blot analizi ile yapilan galiymada
bu genin kalp ve iskelet kasinda yiiksek diizeyde cksprese edildigi bildirilmistir **,



Floresan in situ hibridizasyon ile enzimin kromozomal yerlesiminin 2p16 oldugunu

saptamislardir (Sekil 12) s
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Sekil 12. 2. kromozom Gizerinde MDH1 geninin yerlegimi =

Farede MDH"in sitozolik formu Mor2 geni ile mitokondrial formu Mor geni ile
sembolize edilmistir (insanda kullamlan mitokondrial ve sitozolik izozimlerin zit
numaralandirma sistemi). “MOR” ifadesi enzimin oksidorediiktaz fonksiyonu ile
ilgilidir %,

MDH'in yamsi Haloarcula marismortui’de ¢alisilmig ve su sekilde aydinlatilmigtir
(Sekil 13) "

e MDH. alfa ve beta protein oksidorediiktazlara aittir.

e 606 amino asit ve 4690 atom ile homodimerik proteindir.

e Her alt birim, bir koenzim baglar.

e Her zineir 303 amino asit igerir, molekiiler agirligs 32662 dir.

e A zinciri 11 alfa heliks ve 14 beta tabakasi; B zinciri 10 alfa heliks ve 14

beta tabakasi igerir 2.

Sekil 13, Halofilik bir archaebacteria olan Haloarcula marismortui’de MDH yapisi 27



2.4.4. Amino Asit Dizi Benzerligi

MDH amino asit dizileri, birbiriyle ilgili iki ana filogenetik enzim grubuna
aynhir. Farkli MDH izozimleri, aym hiicre gesitlerinin degigik hiicre organellerinde
yerlesim gésterir. Farkli kaynaklardaki MDH izozimlerinin dizi benzerligi kompleksdir.
Omeg-}.n; bazi &bakteri tirlerinde (Escherichia coli, Salmonella typhimurium)
okaryotlanin mitokondriyal izozimleri ile yilksek dizi benzerlifi gdsterirken diZer
obakterial MDH'lar (Thermus spp) okaryotik MDH'lann sitoplazmik ve kloroplast
izozimleri ile benzerdir **.

MDH"in aktif bélgesi hidrofobik vakuolde yerlesmis olup substrat ve koenzimin
nikotinamit halkas: i¢in baglayict bédlge igerir. Enzim:koenzim:substrat ii¢ boyutlu
kompleks olusumuna bagh olarak proteinde bigimsel defiisim gbzlenir. Fonksiyonel
olarak Snemli amino asitler substrat ile yakin temasa gegmisti. MDH'lann 98-110
amino asit arasindaki bolgesi yiiksek korumaya sahiptir ve kataliz i¢in dnemli rol oynar.
MDH’in farkh modiiler konformasyonlannin katalitik siklusun farkli basamaklarinda
rol oynadifina dair bulgular mevcuttur. Floresan substrat analog ¢alismalarinda NAD™
ve NADH baglanmas: mitokondriyal MDH’in substrat baglama bélgesinde iki farkli
konformasyonal durum igermektedir .

LDH ve MDH birbirlerine ¢ok benzeyen 2-keto asit dehidrogenazlar olup esit
mekanizmalarla benzer reaksiyonlan katalizlerler, Biitin yapisal benzerlife ragmen bu
fonksiyonel olarak benzer enzimler arasinda sekans homolojisi diigiiktiir. Fakat bu
enzim ailelerinde fonksiyonel aktif bolge amino asitleri yilkksek derecede korunmus
durumdadir’. LDH igin dogal NADP' spesifik enzim izole edilmemistir. Bu olay
B. stearothermophilus LDH'da tek amino asit (D53S) cklenmesiyle gergeklegtirilmigtir.
Bu durum gunu gosterir ki LDH ve MDH'da nilkleotid baglama karakterleri tek bir
amino asit degisimiyle farkhlagtinlmaktadir. Ayrica aym faktorler her iki enzimde de
ctkili olmaktadir®®,

2.4.5. Substrat Ozgiinligiiniin Diizenlenmesi

Biitiin MDH’larda kesinlikle korunmug 3 arjinin amino asidi (R102, R109 ve
RI71) substrat baglanmas: ve kataliz i¢in dnemlidir. R102 ve R109 haraketli bolgenin
alunda olup @i¢ boyutlu kompleksde substrat ile etkilesime girer. R109 LDH'da



substratin transisyon asamasinda stabilizasyonunda rol oynamakta, substratin karbonil
bap1 polarize edilerek R109 ile stabilize edilmektedir. Bu amino asidin MDH'da
korunmas: kataliz mekanizmasimin LDH'a benzer oldugunu desteklemektedir **,

MDH ve LDH molekillerinin rasyonel yeni tasarimlan, tek bir amino asit
degisimiyle enzim substrat 6zgiinligiiniin nasil yeniden tanimlandifim gostermektedir.
MDH’da 102. pozisyondaki amino asit arjinin; LDH'da glutamindir. Tercih edilen
substratlar MDH i¢in okzaloasetat ve LDH igin piriivattir. E. coli MDH R102Q mutant
enzimi okzaloasetat substrati igin yilksek derecede secicilik gstermektedir. Organizma
fizerinde giiglii evrimsel baski nedeniyle okzaloasetat igin yiksek derecede segicilige
sahip baglayict bir mekanizma gelismekte ve R102 MDH'da korunuyor gibi
goriinmektedir®®,

2.5. Malik Enzim
Malik enzim (ME) NAD’nin redilksiyonuyla beraber L-malatin piriivata
oksidatif dekarboksilasyonunu katalizlemektedir. NAD(P)""ye ek olarak enzim, divalent
katyonlara (Mg"? ya da Mn") ihtiyag duyar (kofaktsr olarak) 27534041
Mg
NAD(P)" + L-malat «——— NAD(P)H + piriivat + CO,

Bu enzimlerle malatin, piriivata déniisiimii iki basamakta gerceklesmektedir;
malatin oksidasyonu (dehidrogenasyon) ile okzaloasetat firetilir. Okzaloasetatin
dekarboksilasyonuyla pirivat ve CO; olusturulur.  ME’ler ihtiya¢ duyduklan
diniikleotid kofaktore gore Gi¢ gruba ayrilirlar: NAD" ya da NADP" bagh enzimler
kofaktor olarak sadece NAD' ya da NADP* kullanir ve NAD(P)* bagh gift 6zgiinliige
sahip enzimler NAD" ya da NADP" nin her ikisini de kofaktdr olarak kullanilar **4,

ME aktivitesi ilk olarak giivercin karacigerinde ¢ahisilmistir. O zamandan bu
yana pek ¢ok yasayan organizmada saptanmustir; bakteri, maya, mantar, bitki, insan ve
diger hayvanlar. 40'dan fazla ME’in ¢DNA dizileri tesbit edilmistir. Memelilerde
ME’in {i¢ izoformu bildirilmistir: sitozolik NADP" bagimh ME (sNADP-ME),
mitokondrial NADP"bagimli ME (mNADP-ME) ve mitokondrial NAD(P)" bagimli
ME (mNAD-ME). mNAD-ME, NAD' ve NADP'yi kofaktor (sift 5zgiinlik) olarak
kullanr fakat fizyolojik sartlarda NAD" vi tercih eder %42,



2.5.1. Malik Enzim 1 (ME1)
ME1l (EC 1.1.1.40)

Alternatif isimler:

ME, NADP-bagimli, sitozolik

ME, soluble

MDH, NADP-bagimh, soluble

572 amino asitten olusmustur

Molekiiler kiitlesi 64,1kD"dur

ME] geninin yerlesimi 6q12 olarak belirlenmistir ****,

2.5.2. Malik Enzim 2 (ME2)

ME 2 (EC 1.1.1.38)

Alternatif isim:

ME NAD-bagimh, mitokondrial

584 amino asitten olugmustur

Molekiiler kiitlesi 65,4 kD dur

ME2 geninin yerlesimi 18q21 olarak belirlenmistir **°.

2.5.3. Malik Enzim 3 (ME3)

ME3 (E.C.1.1.1.39)

Alternatif isim

ME NAD(P)-bagiml mitokondrial

Kofaktor olarak NAD ya da NADP kullamir

2,2-kb ME3 transkripti; kalp, iskelet kasi, beyin, kolon, bibrek, pankreas ve
overde yiiksek dilzeyde eksprese edilmiy

Ince bagirsak, akciger ve testislerde diigiik diizeyde eksprese edilmistir.
Karaciger, periferal kan, 15kosit ve plasentada eksprese edilmemigtir.

B ME3 ekspresyonunun diigiik bdlinme oramina sahip organlarda daha fazla

oldugu bildirilmigtir *43%
ME3 geninin yerlesimi 11g22.3 olarak belirlenmistir.



Dogadaki genis dagilimlanna baZh olarak ME’ler 6nemli biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. ME ile katalizlenen biyokimyasal reaksiyonlar pirtivat, CO; ve
NAD(P)H iiretir ve bu diriinlerle farkli biyolojik olaylar desteklenir. Omegin ME, CO;
tiretimi nedeniyle tropik C4 bitkilerinde fotosentetik reaksiyonlarda ¢ok nemli rol
oynar. Mantar ve diger organizmalarda NADPH firetimine bagh olarak ME’in lipojenik
fonksiyonlar1 vardir. Benzer sekilde memelilerde sNADP-ME izoformu NADPH
olusturulmasinda, karaciger ve adipoz dokuda, yag asidi ve steroid biyosentezinde rol
almaktadir. SNADP-ME diyet kontroliindedir. Yiksek karbohidrath diet ya da tiroit
hormonlanyla indiiklenebilir. SNADP-ME geninin promoter bdlgesinde tiroit cevap
elementi bulunur. sNADP-ME’in mikrozomal ilag detoksifikasyonunda da rolil
vardir %%,

mNAD-ME izoformu NADH ve piriivat iiriinlerine bagli olarak izl prolifere
olan dokularda (dalak, timus, ince bagwsagin mukozal hiicreleri) ve Gzellikle de
timérlerde enerji firetiminde $nemli rol oynar. mNAD-ME glutamin metabolizmasi
i¢in dnemlidir. Glutamin; plazma, doku ve hiicre killtiir ortamlaninda en yaygin amino
asittir. Glutamin pek gok tiimér hiicresi igin ana enerji kaynagidir, bu hiicrelerin ¢ogu
enerji {iretimi igin glukoza kesin baghlik gdstermez. Glutaminin piriivata metabolizmas:
icin olast bir yol dilsiiniilmigtiir ***!.

Glutamin — glutamat —a -ketoglutarat — siiksinat — fumarat — malat —
pi.rl'.ivat“

Bu yol “glutaminoliziz”olarak adlandinhr ve glukozu piriivata doniigtiiren
glikoliz yoluna analogdur. Sitrik asit déngiistinde (Krebs siklusu)a -ketoglutarat, malata
doniigmektedir. Sitrik asit siklusunda bir sonraki reaksiyon, malatn okzaloasetat
tiretmek fizere oksidasyonu olup MDH ile katalizlenir. Glutaminoliziz yolunda ise malat,
oksidatif dekarboksilasyon ile piriivata donistirilir, bu tepkime ise ME ile
katalizlenir®®.

ME’ler genellikle homotetramerdir. Monomerleri 550 amino asit igerir ve
molekiler agirhifn 60 kDa’dur. Bu nedenle enzimler, dehidrogenazlardan (MDH) daha
bilyiiktiir. Baz: bitkilerden ve termofilik bakteri B. Stearothermofilus’dan heterodimerik
ME’ler tammlanmistr. Onemli biyolojik fonkiyonlarina bagh olarak degisik
organizmalann ME amino asit dizileri dnemli koruma gdstermektedir. Ornegin insan,
sigan ve fare SNADP-ME’leri %90 dizi benzerligi gosterir. insan mNAD-ME, insan



mNADP-ME ya da sNADP-ME ile %55 dizi benzerligi gosterir.Yitksek derecede
korumayla ilgili olarak diger dikkat gekici bir émek insan mNADP-ME ve musir
Kloroplast NADP-ME %47 amino asit dizi benzerligi paylasmasidir **.

mNAD-ME. diger iki memeli ME izoformundan farkhidir, Substrat malata bagh
olarak ME kooperatif bir enzimdir ve katalitik aktivitesi allosterik olarak fumarat
(diigiik diizeyde siiksinat) ile kontrol edilir. Fumarat, aktivator; ATP inhibitiir olarak
caligir, Fumarat ve ATP, sNADP-ME ve mNADP-ME ‘in katalitik akfivitesi fizerinde
etki postermez (Sekil 16) ¥

Sekil 16. Insanda mNADME kompleksi. (A) Insanda mNADME monomerinin sematik yapist.
NADH molekiili  aktif bolgededir, NADH  molekillinin ADP bblimi disa dogru
yerlegmistir. (B) Enzim tetramerinin sematik yapisi. Fumarat molekilld (F) dimer interface
arasinda yer alir ¥
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Sekil 17. Malik enzimin aktif bolgesi **

{A) Stereo diagram enzimin katalitik amino asitlerini ve katyon ligandlann gostermekiedir. (B)
Diagram, apk ve kapali formda aktif bolgede amino asitlerin  konformasyonunu
Karsilagtirmaktadir .

mNAD-ME'de 4 monomer tetrahedral konumda degil planar pozisyondadir.
Tetramer; dimer dimeri goriiniimiindedir. Bu bilgi biyokimyasal ¢aligmalarla uyumludur.
Ciinkii ME’in soliisyonda monomer ++ dimer ++ tetramer seklinde dengede bulundugiu
gosterilmistir. Giivercin karacifer ME tetramerinde yapilan Kinetik ve substrat baglama
galigmalari ile tetramerin 4 aktif bolgesinden (Sekil 18) ikisinin katalitik olarak yarigma
halinde oldugu bildirilmigtir ***.

Enzimin her monomerinin NAD' baglayan 2 bolge igerdigi; ikinci NAD"
baglayici bolgenin katalitik balge oldugu (Sekil 19) diisiiniilmektedir. NADnin bu
bélgeye baglanmasinin biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir. Dogal ligandlarin bu
baglanma bdlgesine olan benzerligi bilinmemektedir. Fakat yapisindan su

31



anlasiimaktadir ki bu ikinci bilge mNAD-ME’in allosterik inhibitdrii olan ATP'nin
baglanma yeri olabilir. ATP'nin insanda iki ME izoformunun katalitik aktivitesi
iizerinde etkisi yoktur. Béylece bu baglanma bélgesinde dnemli olan Arjinin amino
asitleri (R197, R542, R556) diger iki ME izoformunda bulunmazlar **.

Sekil 18, Malatin  enzim Uzerinde aktif bdlgeye baglanmasi . (A) Stereo diagram
malatin aktif bdlgeye baglanmasim gdstermektedir. (B) Malat ve aktif bolgede enzim arasinda
hidrojen bagi etkilesimleri (C) NADH/malat ve NAD'/okzalatin enzime baglanma modlan (D)
Aktif bolgede malat molekilli igin 2.3 °A’da rezoltisyonda elektron yogunlugu haritas: ** .

ME’in katalitik aktivitesi yeni bir siif oksidatif dekarboksilaz olup divalent
katyonlara (Mg'? ya da Mn"?) ihtiyag duyar. Katyonun Katalizde Snemli rol oynadia,
malat @izerinde hidroksil grubunu polarize ederck dehidrogenasyonu hizlandirdign ve
ardindan dekarboksilasyon basamagiinda okzaloasetatin karbonil grubunu polarize ettigi
bildirilmisgtir ¥,
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Sekil 19. Malik enzimin katalitik mekanizmasi **

{A) Substrat baglanmadan dnce enzim agik formda

(B) Malatin baglanmasiyla enzim kapah formda Lizin183 ndtr formda ve C2 hidroksilden
proton gikarmak igin hazir durumda

{C) Dekarboksilasyon reaksiyonu sonras); Tirozinl 12 C3 atomunu protone etme durumunda

(D) Pirilvata tautemerizasyon sonrasi =",
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2.5.4. MDH ve ME'in Klinik Olarak Onemi

MDH"in 6zellikle mitokondriyal izoenzimlerinin; hepatoseliler karsinoma, akut
dolagim yetersizligi ve akut hepatitin diizeyini degerlendirmede faydali oldugu
bildirilmigtir *'.

ME, énemli metabolik roli nedeniyle parazitik bir nematod olan Ascaris suum
ile ilgili arasnrmalarda Gnemli bir yer edinmigtir **,

Ozcan ve ark.’nin vaptiklan bir ¢alismada patojen bir parazit olan Entamoeba
Histolytica suslanmin patojen olmayanlardan ayit edilmesi igin kiltirde dretilen
orneklerde elektroforetik ayinm yapilmis Entamoeba Histolytica suglaninin farkl
yiiriidiigi izlenip ME'in tamida yararh oldugu gosterilmistir .

E.coli’de yapilan bir galismada NAD-baglt MDH aktivitesi sonucunda olusan bir
iriin olan okzaloasetatin hidrojen peroksiti temizleyerek antioksidan rol oynadif
bildirilmistir *°,

[diopatik epilepsi (Idiopathic generalized epilepsy) genetik olarak saptanmig
epilepsi sendromudur. Greenberg ve ark. ME2-merkezli 9-SNP haplotip homozigot
olarak bulundugunda idiopatik epilepsi riskinin arttigim bildirmislerdir **.



2.6. Laktat Dehidrogenaz ve C4 fzoenzimi

Glikolitik yolun son enzimi olan Laktat Dehidrogenaz (LDH) ( L-laktatNAD™-
oksidorediiktaz E.C.1.1.1.27) sitozolik bir enzim olup agafidaki reaksiyonu
katalizlemektedir *"**%":

Pirivat + NADH «—— Laktat + NAD "%

LDH, memelilerde iki farkli altbirimin birlesiminden olusan bes tetramenk
izozim olarak bulunur. Izozimler katalitik, fiziksel ve imminolojik 6zellikleri yoniinden
farklilik gostermektedir. Cahn ve ark, (1962) polipeptit altbirimlerini “H” ve “M” olarak
gostermisler. Tki saf izozim gesidi H4 ve M4; hibritler ise H3M, H2M2, HM3"dir. *H”
altbirimi, kalp kasi; “M™ altbirimi iskelet kast ve karacigerde baskindir. Bu alt birimler
bir gok kaynakta A ve B olarak tammlanmigtir. LDH klinik olarak onemlidir. Cinki
bazi izozimlerinin serum dizeyleri belirli dokulardaki patolojik durumlan
gostermektedir >

Testis ve spermatozoada sperm izozimi (izozim X) tammlanmigtir (Zinkham ve
ark. 1964; Stambaugh ve Buckley 1967). McKee ve ark. (1972), Spielman ve ark.
(1973); Goldberg (1972) immilnolojik ve enzimatik olarak LDH-X"in degisik formlarim
agiklamiglardir =%

Olgun insan testisi (Blanco ve Zinkham,1963; Blanco ve ark. 1964) ve
sperminde (Goldberg,1963;1964) altinct izozimin bulunmasi, LDHin tgiincii bir
polipeptit altbiriminin bulundugunu géstermekte olup bu LDH-X olarak gésterilir.
Zinkham ve ark. (1964) LDH-Xin olgun spermatozoada en baskin fraksiyon (LDH-Cy)
ve memeli sperm hilcrelerinde iso-, allo- ve otoantijen olan tek izozim oldugunu
gostermiglerdir ¥, Sperme 6zgii LDH ¢ geninin insanda 11. kromozomun kisa kolu
azerinde bulundugu bildirilmigtir *.

Insanda, olgun testis ve spermde altinct izozimin gosterilmesinden sonra pek gok
canlida A ve B'den bagka LDH kodlayan gen bulundugu bildirilmistir (Markert ve ark.
1975). Bu gen iigiinci LDH lokusu olarak karakterize edilmis, memeli testisi ve baz
kuslarda gozlenmistir. Altbirim, (C) allelik genlerinin @riinii olup A ve B altbirimlerinin
triinlerinden farkhdir. Bu izozimin altbirimi LDH"in A ve B altbirimleriyle in vivo
kosullarda etkilegime (giivercin ve domuz hari¢) girmez (Blanco ve ark., Miskert 1963).
Fakat bu etkilesim in vitro sartlarda (Goldberg 1965) uygun olarak gergeklesir. Daha



sonraki galigmalarda Gavella ve Liporac insan sperm ve testisinde ek bir LDH
formunun  bulundugunu, B ve C altbirim heteropolimerlerinden olugtugunu
gostermiglerdir **.

Testiste LDH-C sentezi cinsivet olgunlasmas: sirasinda gergeklegmekte ve LDH-
C olgun spermatozoada en baskin LDH fraksiyonu olmaktadir (Zinkham ve ark. 1964).
Bu izozimin katalitik ozellikleri olgun sperm hiicrelerine ek olarak spermatogenezin
metabolik ihtiyaglan iginda da aragtnimustir.  Saflagtinlan  proteinin - yapisal
calismalarinda gosterilmistir ki LDH-C, farkli bir gen trtini olup LDH izozimlerine
genig homoloji gosterir. Insan ve tavsanlarda yapilan biyokimyasal calismalar LDH-

Cy-un  diger izozimlerden farkli 6zellikleri oldugunu agiklamigtir =

2.6.1. Ontogen ve Testiste Yerlesim

Caligilan her memelide LDH-Cy'iin sadece testis ve spermatozoada bulundugu
diger erkek yada kadin dokularinda olmadig: bildirilmigtir. Dizi analiz galigmalari LDH-
Csiin Ay ve By izozimlerinden farkh oldugunu agiga gikarmustir (Li ve ark 1983a;
Whitt, 1984). Bu ii¢ gen aym oranda evrimlesmis olsaydi, LDH ¢ geninin A ve B
genlerinin elde edildigi ortak atadan geldigi disiiniilecekti. Fakat fare ve siganda —Cs
izozim dizileri beklenilenden degisik bulunmustur. Bu durum —C4 izoziminin —A4 ve -
By izozimlerinden daha hizli evrimlegtigi goriisini 6ne gikarmaktadir (Whitt, 1984).
Boylece Ldh ¢ geni, Ldh-a yada Ldh-b geninden sonra gelismis olup yapi igerisinde
degismis olabilir **.

LDH-C, ve spermatogenez arasinda bir bag vardir; prepubertal erkekler bu
enzime sahip degildir ve LDH-C, diizeyi testis olgunlagmasiyla artar. Fare ve siganlarda
hipofizektomi yapilmasindan sonra LDH-Cy kaybi ve seminifertz epitelinde gerileme
kaydedilmistir (Goldberg ve Hawtrey 1968, Goldberg review,1977). Hintz ve Goldberg
(1977) hiicre diizeyinde, spermatogenezin ilk basamagi olan midpagiten
spermatositlerinde  fléresan yogunlugu ile LDH-C4'ii  tesbit etmigler ve
spermatogenezin ilerlemesiyle diizeyin arttigimi gostermislerdir. Boylece Ldh ¢ geni,
spermatogenezde ozel bir zamanda aktive olmaktadir. Bu olay bir gelisim programimin
kontroli altinda olmahidir ¢iinkit bu kompleks farkh bir diziye yonlendirilmektedir.
Immiinofloresan teknigi kullanarak —Cs‘iin fare ve tavsanda sperm yiizeyinde
bulundugu gésterilmigtic (Erickson ve ark. 1975) * Tilki testisinde de LDH-C ilk
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olarak pagiten spermatositlerinde ve sperm plasma membranina yerlesmig durumdadir
(Bradley ve ark.1996). Li ve ark. (1989) LDH-Cy'in germ hucrelerinde daZilimin:
yeniden galigmuslardir. Bu izozim, pagiten spermatositleri, yuvarlak spermatidler ve
kondanse spermatidlerde baskin durumda olup olgun spermatozoa sadece LDH-C
izozimi igermektedir. Somatik hiicrelerdeki LDH’lar B altbirim igermekte olup bu
altbirim germ hiicrelerinde spermatogenez boyunca bulunmaktadir. Sertoli hitcreleri, A
ve B altbirimlerinin birlesimi sonucu olusan bitin izozimler igin pozitif durumdadir.
Burgos ve ark. (1995) ise LDH-C,’in spermatosit sitozolil, spermatid, spermatozoa ve
sperm mitokondria matriksinde yerlesimi  konusunda g¢aligmalar yapmuglardir.
Spermatozoada bulunan total LDH-C,'dn %10 oraminda LDH sperm ylizeyinde, %85
ve %10 kadan da sirasiyla sitozol ve mitokondrde dagilmiy durumda oldugunu
gostermislerdir (Alvarej ve Storey, 1984) .

2.6.2. LDH-C4'iin Kinetigi

LDH-C4, kinetik oOzellikleri ve substrat ozginldgi ile -A4 ve -B4
izozimlerinden farkhidir. Cesitli yazarlar tarafindan testikiiler izozimin degigik katalitik
ozellikleri agiklanmigtir (Battelino ve ark.1968; Hawtrey ve Goldberg, 1970). Fare
LDH-C4 yitksek derecede termostabiliteye sahip olup LDH-A4 ve LDH-B4 ile
karsilastinldiginda farkl: substrat ihtiyaglan vardir (Hawtrey ve Goldberg, 1970, Wheat
ve Goldberg, 1975; Coronal ve ark. 1983; Gupta ve Goldberg, 198 152

2.6.3. Substratlar (Metabolik Onemi)

Butin LDH izozimleri piritvat ve laktat déniisiming katalizler fakat bu olay
degisik kinetik Gzelliklerle gergeklesir (Battelino ve ark. 1968; Coronal ve ark. 1983;
Gupta ve ark. 1988). Etkilesimde zorunlu bir dizilim vardir; 6nce koenzim baglamr
sonra substrat, Balikta allelik izozimler (B altbirimler) kinetik ozellikleri yoninden
degismekte ve bahfin farkli ortamlara adapte olmasi yonanden onemli olmaktadir. Sigir
ve domuz kalbi LDHinda piritvatin ketoformu substrat olarak kullanilir. LDH
tarafindan kullamlan diger substratlar ¢esitli a-hidroksi ve  a-ketoasitler olup  «-
hidroksi-biitirat ve  a-ketobutirat igerir (Schatz ve Segal 1969). o-hidroksi-biltirat ve
a-ketobiitirat, piriivat ve laktat ile karsilashnldifinda disik Vmaks degerine sahiptir,
Goldberg (1977) LDH-C,’iin substrat 6zginligi ve kinetik parametrelerini diger LDH



izozimleri ile karsilagtirmistir. LDH-C, 6zellikle a-ketoasitler igin genig bir substrat ve
koenzim ozgunliigine sahiptir. LDH-C'nin Km olgiimleri laktat igin yuksek duyarliga
sahip oldugunu gostermistir (Gupta ve ark..1988). Substrat transformasyonu igin
turnover sayis: somatik LDH larda gok daha digiktir. Mita ve Hall sigan testisinde
yuvarlak spermatidlerin, laktau enerji kaynagi olarak kullandigini gostermiglerdir,
Glioksilat LDH igin substrat olarak kullamlabilir. Glioksilat, glikolik asite
rediiklenebilecegi gibi okzalata okside olabilir (Warren,1970). Reaksiyon kangiminda
katalitik duzeylerde koenzim bulundugunda LDH, kanizaro (canizarro) reaksiyonunu
katalizler; glioksilatin %50’si redikte, %507si okside olur. LDH-C4 testiste LDH-A ve
LDH-B'nin yerine ge¢mesi spermin ozel adaptif metabolizmast oldugunu gosterir.
Spermatozoa  LDH-C, ‘i testikiiler germ hiicrelerinde bulunur ve laktati ana enerji
kayna@i olarak kullanir. Laktat rete testis sivisinda, oviduktal sivida ve seminal
plazmada yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Sertoli hiicreleri spermatide laktat saglar
(Mita ve Hall, 1982). Plazmadan diger substratlanin difizyonu germ hiicre
metabolizmasimin desteklenmesi igin uygun degildir. Yukarida ifade edildig gibi LDH-
C, sperme Ozgii bir enzim olup spermin plazma membramna yerlegmigtir ve diger
somatik LDH izozimleriyle karsilastinldiginda farkh bir dagilim sergiler. Sperm LDH-
C, “iin sperm motilitesi igin gerekli enerjiyi iretmek iizere seminal plazmadan laktati
kullandigt 6ne stirilmektedir. Fakat Yoshida ve ark. (1989) farkh olarak saflastinlmg
LDH-Cy'lin pirivat ve  a-ketoglutarata olan duyarlih@imin laktattan daha yiiksek
oldugunu gostermiglerdir. Substrat konsantrasyonunun artmasiyla (6zellikle laktat)
insanda  LDH-Cy'iin giigli bir sekilde inhibe oldugu bildirilmistir. LDH-C4 sigan
spermatogenik  epitelinde 16sin  metabolizmasinda 6nemli rol oynuyor gibi
gorunmektedir (Grootegoed ve ark. 1985). Sertoli hucreleri l6sini, metil-2 oksovalerata
ve spermatosit ile spermatidler de 2-hidroksi-4-metil valerata doniistiirmektedir, Bu
doniigim spermatojenik hiicrelerin sitozoliinde LDH-C 4 ile katalizlenmektedir **.

E coli’de insan c-DNA ile uretilen Ldh-C, 35 kDa'luk altbirimden olugmug ve
enzimatik olarak aktif 140-kDa'luk tetramer agi@a ¢ikmustir. Hiicre kiilttirlerinden
saflagtinlan LDH-C, 1siya dayamklidir, 0.3 mM’in Gzerindeki pirtivat ile inhibe olur
ve bu izozim Km’i piriivat igin 0.003 mM ve turnover sayisi 14000’dir (nmol NADH
okside/mol LDH/dakika) (Levan ve Goldberg 1991) ¥,
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2.6.4. Inhibitorler

LDH"in en etkili inhibitéra piriivat ve NAD "nin reditkte durumda eklenmesidir.
Redilkte piriivat (Acpy) ve NAD™ eklenmesi, NAD’ -piriivat ilavesinden daha ivi bir
inhibitérdir. Oksamat, piriivat substrat olarak kullamldiginda LDH izozimlerinin
vangmali inhibitoridir. N-izopropil oksamat LDH-Cy *tn yansmali inhibitéridir.
Oksamat yapisindaki izopropil zincir LDH-Cy igin yuksek affinite gosterir | diger
izozimler i¢in affinitesi dasiiktir .

Batin LDH izozimlen sulfidril ajanlarla inhibe olmakta ve bu etki sistein 165
(Sis165) uzerinden gergeklesmektedir (Holbrook ve ark. 1973). Bu amino asit
“esansiyel tiyol” olarak adlandinlmakla beraber katalize kanlmaz. Aktif bolgeye
modifiye ajan eklenmesi, koenzim baglanmasi ve katalizi engeller, inhibisyon
gergeklesir. Bu amino asit ¢evresindeki dizi aragtinlmis ve gesitli LDH izozimlerinden
dodekapeptit olarak izole edilmis olup gok iyl korunmustur (Taylor ve Oxley, 1976).
Bu peptit dzellikle ilgi gekmektedir; ginkil farede LDH-C, civa igeren ajanlarla kismen
inhibe olmaktadir. Bunun Sis165 delesyonu ya da bu amino asit gevresinde
modifikasyon ile gergeklestii dne sirilmektedir (Goldberg 1972). LDH-C ; diger
somatik LDH'larla karsilastinldifinda  siilfidril ajanlanin kataliziyle gergeklesen
inhibisyona daha az duyarlidir **.

Gossipol, pamuk bitkisinden elde edilen bir polifenolik pigment olup LDH-C;
‘iin gigli bir inhibitérudiir. NAD-laktat reaksiyonuyla ilgili olarak gossipol yangmali
bir inhibitordar. Fakat NADH-piravat sisteminde gossipol yarismali olmayan bir
inhibitér olarak gorev alir (Gupta ve ark.), LDH izozimleri arasinda LDH-C, gossipole
en hassas olamdir ve erkeklerde fertilite regilasyonunda duyarli bir hedef olarak yer
alir ™.

2.6.5. Molekiiler Ozellikleri

LDH-C tipi LDH altbirimleri biitin vertebrahlarda 35 kDa agirliga sahiptir;
fakat her canhda her altbirimde amino asit kompozisyonu degismektedir. Istisna
durumlar, bazi canhlarda 70 kDa'luk dimerlerden olusan LDH’lar goriliirken bazi
canhlarda da tetramerler saptanmigtir (Goldberg 1977). Pan ve ark, fare ve sigan
dokulaninda LDH-C’de 330 amino asitlik dizilimini gahsmiglar, LDH-A ve LDH-B ile
kargilagirmiglardir. Sonug olarak A, B,C altbirim dizilerinde biyiik bir varyasyon
gosterilmigtir. Li ve ark. (1983b) degisik canl ve dokulardan elde edilen fare ve sigan



testisini de igeren yedi LDH izozimini, amino asit dizilim varyasyonu ve tiim
dehidrogenaz polipeptit zincir ve domain’leri ydniinden karsilastirmuglardir. Koenzim
baglama domain'inin substrat baglama domain’inden daha fazla korunmug oldugunu
bulmusglardir; testikiiler LDH-C 4 izoziminin ise loop ve D heliks bolgesinin
diziliminin somatik LDH-A 4 ve LDH-B 4 izozimlerinden ¢ok farkh oldugu, NH ; -
terminal kolunun tamamiyle degisken oldugunu saptanmuglardir . LDH-C izoziminin
amino terminalinde yirmi amino asit bilyiik degiskenlik gosterir. Bu amino asitlerin
birincil gérevi diger altbirimlerin karboksi terminal bolgesiyle etkilesime girerek
tetramerik LDH"1in kuarterner yapisimn stabilizasyonunu saglamaktir (Adams ve ark..
1973). Vertebrahlarda filogenetik agaca gbre incelenen yedi LDH yapisindan LDH-A 4
ve LDH-B ; izozimlerinin birbirlerine benzerligi C,'lerden daha fazladir *°,

Sekil 20. LDH molekiliiniin yapis: *

2.6.6. LDH-C4 ile immiinizasyona Bagh Olarak infertilite

Kemirgenler, tavsan ve habesmaymununda yapilan ¢aligmada, saflagtiriloug
heterelog LDH-Cy ile hayvanlarin immiinizasyonu sonucunda fertilitede azalma oldugu
fakat tamamen infertilite gergeklesmedigi bildirilmigtir (Godberg, 1973; Lerum ve
Goldberg 1974; Goldberg 1975; Goldberg ve ark. 1981; Gupta ve ark. 1994). LDH-
C4’¢ kars: geligtirilen antikorlar fertiliteyi iki ya da daha fazla yolla baskilamaktadir.
IgG ile enzim aktivitesinin baskilanmasi, spermin enerji metabolizmasina zarar vererck
sperm fonksiyonlanm yok edebilmektedir, LDH-C4 yiizeyinde, antikor baglama
bilgeleri sperm agliitinasyonuna yardim edebilmektedir (komplement yardimh



sitotoksisite gibi) (Goldberg ve ark. 1981). Kadin dreme kanalina anti LDH-C; serum
transfer edildifinde sperm transportunun ¢nemli dizeyde inhibe edildigi (Kille ve
Goldberg, 1979) bildirilmistir. Her iki cinsivetin de imminizasyonundan somra
giftlesme gergeklestirilmesi belirgin sinerjistik (synergistic) etki olugturmamistir. Gupta
ve Kinsky, disi farenin LDH-C, ile sistemik imminizasyonundan sonra izogenik
gebelik orammin etkilenmedigini gostermiglerdir. fmmunize edilmiy kemirgenlerde
Gnemli sayida canli embriyo elde edilmistir. LDH-Cy’tin disi fertilite orami fizerinde bir
etkisi varsa bu etki heterelog bir antijenle hayvanda imminizasyon gergeklestinldikten
sonra gozlenmelidir.  Immanize erkeklerin digi fareyi fertilite yeteneginin kayboldugu
saptanmis bunun da testikiler enfeksivon ya da oto immin —benzeri aktiviteye bagh
olabilecegi agiklanmigtr **,

Immiinize erkeklerde spermosit interaksiyonun nasil interferans verdigi tam
agikhk kazanmamistir, spermin ovidukta taginmasinda etki gozlenmemistir.
Immiinizasyondan sonra epididimisde sperm agliitinasyonu gozlenmis olmasi spermin
antikorlarla etkilegimi sonucunda agliitine oldufu ve boylece fertilizasyonun
engellenmis olabilecegi bildirilmistir (Gupta ve MAlhotra, 1994). Burada LDH-Cy'iin
digilerde asilanma igin antijen olarak kullammindan once, erkeklerde givenilirlifinin
ortaya konulmug olmasinin gerektigi tavsiye edilmektedir .

2.6.7. Testis Hasar1 ve infertilitede Bir “Marker” Olarak LDH-C,

Spermatogenezdeki patolojik bozukluklar, LDH-C," de de bozukluklara neden
olmaktadir. Bu izozim, azospermi ya da aspermi durumundaki infertil erkeklerin
seminal plazma ya da testikiler biyopsilerinde saptanmamgtir. Vigi ve Eliasson
(1985) “LDH-Cs / sperm” orammn, seminiferdz epitel etkinligiyle ilgili oldugunu
agiklamistir 3%

Gavelle ve Cvitkovi (1985) ile Velasco ve ark. (1993) seminal sivida LDH-Cy’ i
erkek igin infertilite indeksi oldugunu agiklamiglardir. LDH-C, ayirimi; oligospermik ve
normospermik gruplar ile fertil ve fertilitesi ispatlanmis gruplarda iyi tammlanmis
durumdadir. LDH-Cyin germinal  aktivite ve spermatozoid  kalitesinin

degerlendirilmesinde klinikte 6nemli bir marker oldugu sonucu vurgulanmigtir *°.
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2.7. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidan Koruma

Infertilite her alt giftten birinde gérulmekte ve en yaygin sebep olarak sperm
fonksiyonundaki bozukluklar gosterilmektedir (Hull ve ark. 1985). Insanda semen
kalitesinin yilda % 3 azaldif ve erkek reprodiktif problemlerinin artti@i (Auger ve ark.
1995) bildiriimigtir. Bu nedenle erkek infertilitesinin sebepleri, sperm hiicre yapis: ve
biyokimyasindaki defektler ile fertilizasvon potansivelinin nasil etkilendigi arastinlan

konular arasindadir ¥,

2.7.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Oksijen ve oksijen kaynakh oksidanlar genel olarak reaktif oksijen turleri (ROT)
olarak bilinip bunlarn olusturdugu hiicresel hasardaki artis “oksidatif stres” olarak ifade
edilmektedir %',

ROT son derece reaktif, okside edici ajanlar olup serbest radikal simfina aittir.
Serbest radikal (oksijen kaynakli olmayabilir) bir ya da daha fazla paylagilmams
elektron igeren bilesiktir. En vayain ROT;, stiperoksit anyonu (O; ), hidrojen peroksit
(H;0,), peroksil radikali (ROO") ve g¢ok reaktif hidroksil (OH) radikalidir. Azot
kaynakh bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit anyonu (ONOQ")
iireme ve fertilizasyonda 6nemli rol oynamaktadir ',

Serbest radikaller erkek fertilitesi (izerinde 6nemli role sahiptir. Oksidatif strese
bagh olarak spermde fonksiyon kaybinin ROT’nin fazla dretimiyle ilgili oldugu
gosterilmigtir. Bagka bir agiklamaya gore, disik dizeydeki ROT bazi sperm
fonksiyonlarinin fizyolojik kontroliinden sorumludur. H,O, sperm iizerinde hem faydali
hem de zararli etki olusturarak fertilizasyon olayim etkilemektedir °%'.

2.7.2. Oksidatif Stres ve Likositler

Semende lokositlerin {en fazla grandlositler) bulunmasi ciddi erkek fakiori
kaynakli infertilite olgulan ile ilgili bulunmustur. Semendeki lokositlerin esas kaynag,
etki ~mekanizmasi, bakteri, virils ve genitolriner-inflamasyonlanin sperm
fonksiyonundaki rold tam agiklik kazanmamustir. Semende lokosit bulunmasi
spermatozoamn in vitro fertilizasyon kapasitesini azaltmadify fakat yikanmig sperm
omeklerinde Ikositlerin ROT iretimine neden olarak sperm fonksivonunu azalttif:
agiklanmistir. Uremeye yardimei tedavi tekniklerinde kullanilan sperm hazirlama



vontemlerinin (percoll gradient/sperm  yikama/sentrifiigasyon) seminal plazmanin
koruyucu etkisini ortadan kaldirdif ya da spermatozoa tarafindan ROT dretiminde
artiga neden oldugu bildirilmigtir ®.

Lokositospermi ve ROT arasindaki ilgi, semende artan kemokin (IL-8) ve azalan
SOD aktivitesivle ilgili bulunmugtur. Defektif ROT sisteminin, lokositospermi ile
beraber oksidatif streste artisa neden olmasini belirli proinflamatuar sitokinlerin

yonlendirmis olabilecedi one striilmistir o

2.7.3. Oksidatif Stres ve Sperm Fonksiyonu

Aitken ile Clarkson (1987) ve Alvarez (1987) insanda spermatozoamin ROT
olugturabilecegini ve sperm fonksiyonlan zarara ugradiginda bu etkinin daha da
artacagint bildirmislerdir. Spermatozoa plazma membraminda, yiksek konsantrasyonda
poliunsatiire vaZ asitleri bulunmasi nedeniyle daha fazla oksidatif strese maruz
kalmakta ve hiicre membranminda olusan peroksidatif hasar membranin daha gegirgen
olmasina neden olmaktadir > .

Spermatozoada olusturulan ROT inditksiyonlu hasann mekanizmalan, sperm
plazma membran lipitleri fzerinde oksidatif etki olugturarak lipit peroksidasyon
kaskatimin baglamasina neden olur. Bunun sonucunda spermatozoa hareket, akrozom
reaksiyonu ve sperm-oosit fiizyon yetenegini kaybeder (Jones 1979, Aitken 1993).
Oolemma ile membran fiizyon olaylan ve akrozom reaksiyonu ROT-indiksiyonlu
hasara motiliteden daha elverisli durumdadir (Aitken 1989). Aynca ROT sperm
aksonimi, DNA, RNA ve protein sentezini (de Lamirande ve Gagnon, 1992).

mitokondrial fonksiyonu etkiler **.

2.7.4. Lipit Peroksidasyonu

Insan spermatozoast, ekzojen H;0; varliginda olusan lipit peroksidasyon iriing
nedeniyle hareket kaybina maruz kalmaktadir, Sperm plazma membraninda bulunan
unsatiire yag asitleri yapiya akiskanlik kazandinp fertilizasyonla ilgili olarak, membran
fiizyon olaylarinda etkili olmaktadir. Bu molekillerde ¢ift bag bulunmasi onlan serbest
radikal etkilerine maruz birakip lipit peroksidasyon kaskatinin baslamasina neden
olmaktadir. Insan spermatozoasinda lipit peroksidasyonu (Aitken, 1992) basladiginda
sperm plazma membramnda lipit peroksitlerinin birikmesine neden olmaktadir. Lipit



peroksitleri membran akigkanligim degistirerek membran bagimh anahtar enzimlerin
(6rnegin Ca'lfMg'-ATPaz; bu hiicrelerde  kalsiyum homoestazimin korunmasinda

onemli) aktivitesini negatif yonde etkilemektedir >

2.7.5. Antioksidan Korumalar

Semende olusan hiicresel hasar, ROT olusumu ve antioksidan koruma arasindaki
dengenin saglanamamasindan kaynaklanniaktadir. Gonadlar ve seminal sivida
antioksidan koruma saperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz ve
redilktaz sistemi ile sadlanmaktadir. Bu denge oksidatif stres dizeyi (OSD) olarak

tanimlamp sperm hasari ve infertilitede dnemli rol oynayabilmektedir *.

SOD, siiperoksit anyonunu (O ) O; ve H;O;'e ve katalaz da H,0;" i H,O ve
O’ e déniigtirir £
SOD
20 )+ 2H" —+ H:0x + O
Katalaz
H;0, H,0 + 4% 0,

SOD ve katalaz, nétrofillerde NADPH-oksidaz sonucu olusan —siiperoksit
anyonunu (Op ) temizler, lipit peroksidasyonunun azaltilmasinda ve spermatozoanin
genitoiiriner infeksiyona karsi korunmasinda 6nemli rol oynar %,

Glutatyon peroksidaz (GPX) Selenyum igeren bir antioksidan enzim olup gesitli
peroksitlerdeki (H0,) peroksil radikalinin elimine edilmesini saglar. Glutatyon (GSH)
elektron vericisi olarak davranir, okside glutatyon (GSSG) olusur. GSSG, glutatyon
rediiktaz (GR) ile NADPH varhiginda rediikte edilir. GSH disalfit yapida olan GSSG ile
bir denge olugturur %,

GPX

2GSH + H;0, GSSG + 2 H.0

GR
GSSG + NADPH + H' 2GSH + NADP"




Irvine D.S, antioksidan enzimlerin ejakile edilmis insan spermatozoasinin
korunmasina katilip katlmadigimin geligki halinde oldugunu bildirmigtir. Cinkd bu
enzimler sperm orta pargasinda sitoplazmaya yerlesmis durumdadir. Bu durumda sperm
igin onemli olan bag ve kuyruk kistmlarnin plazma membramim koruyamamaktadir.
Insan spermatozoasinin goze garpan bir 6zelligi sitoplazmik alamin eksikligi olup spermi
oksidatif strese daha elverisli konuma getirip antioksidan savunma kapasitesini
azaltmaktadir. Mitokondriyanin yitksek yogunlugu nedeniyle oksijen radikallen
sitoplazmada (orta parcada) birikebilir, oysa spermatozoanin oksidanlan temizleme
yetenegi kisithdirBu nedenle seminal sivida antioksidan kapasite bulunmasi
zorunlulugu dogmustur. Seminal plazma potansiyel bir antioksidan kaynagidir ve SOD
(Kobayashi ve ark.1991), arik asit, alfa tokoferol, E vitamini (Jones ve ark. 1979, Zini
ve ark. 1993) igerir **.

Ejakiile olmus spermatozoanin oksidatif strese maruz kaldizn bilinmekte olup
intraseliller ve ekstraseliller mekanizmalar bu hilcreleri spermiogenezden sonra,
epididimal tagima esnasinda ve ejakillasyondan sonra hasara karsi korumaktadir.
Oksidatif stres spermatogenez swrasinda da olugabilir ve erkek infertilitesinin
patofizyolojisinde rol alabilir. Antioksidan enzimler katalaz, SOD,GPX ve glutatyon
transferaz (GTR) ve heksoz monofosfat yolu sigan testisinde bulunmakta olup testiktler
geligim sirasinda bu enzimlerde 6nemli degisiklikler gozlenmistir >,

2.7.6. Glutatyon

Insanda bulunan énemli bir antioksidan, glutatyon tripeptidi olup oksidatif hasar
ve toksinlere karsi korumada merkezi rol oynar; glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-
transferaz igin ko-faktor olarak gorev alr. Glutatyon ve glutatyon S-transferazin
iremede dnemli rol oynadi@ bildirilmistir fakat seminal sivida glutatyon ve glutatyon
S-transferaz hakkindaki literatiir bilgiler kisitl durumdadir .

Redikte glutatyon (GSH) viicudun pek ¢ok organ ve dokusunda bulunur ve
yilksek antioksidan ozellige sahiptir (Meister,1992). Glutatyon memeli hiicrelerinde en
yaygin olarak bulunan non-protein tiol bilesigidir (Irvine 1996). GSH biyolojik
olaylarda anahtar rol oynar; protein ve DNA sentezi, amino asitlerin tasinmas: gibi.
Fakat glutatyonun en dnemli rolii hiicreleri oksidasyona karst korumalandir; silfidril



grubu (SH) giigli bir nitkleofil olup oksidanlar, elektrofiller ve serbest radikallere kargi
korumada etkilidir (Levy wve ark. 1993). Sican ve fare testisinde yiksek
konsantrasyonlarda glutatyon tesbit edilmistir (Grosshans wve Calvin, 1985)
Spermatogenez siiresinde sigan testisinde glutatyon konsantrasyonunda 3 kat artig
saptanmustir. Hamster'dan izole edilen spermatosit ve spermatidleri, yiiksek
konsantrasyonda GSH igermekte, glutatyon sentezi yapabilmekte ve glutatyon-bagimh
savunma mekanizmalarini kullanabilmektedir (Den Boer ve ark.1989,1990). Testis,
ireme kanal sivilan ve epididimal spermatozoada belirli diizeylerde glutatyon
bulunmasina ragmen ejakiille edilen spermatozoada daha az dizeyde bulunmaktadir
(Agrawi ve Vahna-Perttula, 1988). Glutatyon kullamminin erkek infertilitesini
iyilestirmesi nedeniyle glutatyon diizeyini yiikselten bilesikler erkek infertilite
tedavisinde kullamlmaktadir %7,

Sistein glutatyon sentezinin oncu maddesidir. Glutatyon, insan dokularinda
bulunan ii¢ amino asit (sistein, glisin ve glutamik asit) zincirinden olusan bir
tripeptittir **.

Sistein (serbest bir amino asit) potansiyel olarak toksiktir, gastrointestinal kanal

ve kan plazmasinda spontan olarak katabolize olur ya da yikima ugrar **,

CoO

|
H—C—CH—SH
L

Sekil 21. Sistein ¥
Glutatyon sentezinde ilk reaksiyon, iz belirleyici bir basamaktir ve glutatyon
geri donusimiiyle inhibe olur. Bunun anlami, yeterince glutatyon sentezlendiginde

reaksiyon kendi son iiriinii ile inhibe olur. Tkinci reaksiyonda glutatyon ile bayle bir
inhibisyon yoktur.
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Glutamat

ATP — ADP+Pi | + Sistein
|

v- Glutamilsistein

|
ATP— ADP+Pi | « Glisin

|
SH

|
0 CH; 0
1 | 1
C—NH— CH— C—NH-—CH:
| |
CH: COO~

I
CHz

|
CH—NH;"
|
CO0~

Sekil 22. Glutatyon sentezi

Glutatyon, ndtralizasyon ya da zararh oksiradikallerin yok edilmesi igin
kullamldiginda bu geri doniistiml kontrol kaybedilir .

L- sisteinin bir &ncil olarak kullamlabilir olmasi, hiicrede ne kadar glutatyon
sentezlendifini belirler. Kullamilabilecek durumda olan sistein, glutatyon iiretimi igin
hiz belirleyici faktor olmaktadir 5.

Sistein diizeyi diigtiigiinde, viicut metiyonini sisteine doniigtiiriir. Makrofajlar
(immiin “scavenger” hiicreler) ve Astrositler (ndron aktivitesini diizenleyen bir grup
beyin hiicresi) glutatyon {iretimi igin sistini tercih eder. Fakat lenfosit ve nbronlar
sisteini tercih eder ,

Spermatojenik hiicrelerde Sistein, glutatyondan ziyade protamin sentezinde
kullanihr. Bu da ozellikle spermiogenez igin &nemlidir ve GR'in katilimi azdir.
Spermatozanin glutatyon igeriginin ¢ok az olmasi nedeniyle Sertoli hiicrelerinden GSH
temini spermatojenik hiicreler i¢in hem ROT’'den koruma hem de spermatogeneze
amino asit kaynag olarak gereklidir (Sekil 23) .



spermiogenez

spermatozoa

‘
.‘.
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sertoli hiicresi spermatgjenik hiicre

Sekil 23. Sertoli hiicreleri de novo sentez ve glutatyon dongii sistemine sahip olup spermatojenik
hilcrelere GSH temin eder. Sertoli hitcreleri GSH sentez igin de novo yoluna ve GSSG déngi sistemine
sahiptir. Spermatojenik hiicreler daha az potansivele sahiptir. Sertoli hiicrelerinin vardimer bir diger
fonksiyonu spermatojenik hiicrelere GSH temin etmektir,

Sertoli hiicreleri direk bir etkilesim ile glutatyon saghyor goninmektedir.
Glutatyonun Sertoli hicrelerinden sistein saglamadaki énemli roli GGT'den yoksun
fare ile yapilan bir ¢alismayla desteklenmistir. GGT-knockout farede testis ve seminal
kese hacmi azalmigtir, ciddi oligozoospermik ve infertildir. Glutatyon ya da N-
asetilsistein (sisteinin membran gegirgen Oncii maddesi) takviyesi, testis ve seminal
kese hacmini normale donigtirir ve mutant fare fertil olur. Bu bulguya gére GGT,
hiicre yiizeyinde glutatyonu, amino asitlere metabolize etmektedir. Agiga gikan sistein

spermatojenik hiicreler tarafindan alimp protamin biyosentezinde kullaniimaktadir.

2.7.7. Fosfolipit Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz

Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PHGPx,GPx-4, E.C.1.11.1.12),
selenosistein igeren, 7 memeli glutatyon peroksidazdan biridir *. GPx4 geni 19p13.3
bilgesinde yerlesmigtir. Bu enzim 197 amino asitten olusmustur, aktif merkez 73.

amino asit olan selenosisteindir .
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PHGPx biomembranlan oksidatif strese karsi korumada énemli bir enzimdir.
Diger glutatyon peroksidazlarin aksine PHGPx hiicresel membranlardaki kolesterol ve
fosfolipid hidroperoksitlerini dogrudan alkol tiirevlerine gevirir. Béylece hiicreleri, lipit
peroksidasyonunun zararl etkilerine kars1 koruma gérevini gergeklegtirir &

PHGPX’in testisde gonadotropin bagimh yiiksek diizeyde ekspresyonu farkh bir
rolii olduguna dikkat gekmektedir. gpx-4 (PHGPx'i kodlayan gen) testikiiler dokuda ii¢
farkh formda eksprese edilmektedir. Alternatif baglama kodonlannin kullanilmasiyla
enzim sitozol, mitokondri ya da nukleusa yonlendirilebilmektedir. In situ hibridizasyon
ybntemi ile gpx-4’iin en yaygin olarak ge¢ spermatojenik hiicrelerde eksprese edildigi
aciga ¢ikanlmistir. Testisde PHGPx aktivitesi genellikle spermatidlerle ilgili
bulunmugtur. Fakat olgun spermatozoada PHGPx aktivitesini tesbit etmek zor
olmugtur %,

gpx-4 geninin iiriinii olan PHGPx spermde bulunan majér selenoprotein olup
fertilizasyon igin dnemlidir. Ciinkii spermatogenezde hidroperoksit detoksifikasyonu,
mitokondrial kapsiil olusumu ve kromatin kondenzasyonu gibi pek ¢ok olaya katlir.
Buna ba@li olarak PHGPx'i kodlayan GPx4 geninde meydana gelen mutasyonlann
infertiliteye neden olacag diisiiniilmektedir %,

PHGPx, spermatojenik hiicre ve spermatozoanin majir selenoproteini olup ciddi
selenyum eksikliinde yeterince olusamamaktadir. Bu durumda fertilizasyon kapasitesi
kaybedilmekte, motilite zayiflamakta ve orta parca ile bag ve kuyrukta morfolojik
degisimler tesbit edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda insan sperminin PHGPx’i PHGPx
aktivitesi olarak 6lgiilmils ve sperm sayisi, motilite ve yapisal biitiinliik arasinda pozitif
korelasyon bulunmusgtur ®.



2.8. Seminal Srvida Fruktoz ve Glukoz

Semende fruktoz varhig ilk defa 1946’da Mann tarafindan gdsterilmistir.
Seminal plazmadaki fruktoz, seminal keselerden elde edilmigtir, bu aksesuar cinsiyet
bezinin sekresyon fonksiyonunun degerlendirilmesinde uygun bir marker oldugu
ditsiiniilmektedir. Fruktoz aym zamanda semende spermatozoa igin enerji kayna@ olup
astenozoospermi gibi patolojik durumlarda Snem kazanmaktadir 7',

Spermatozoa mitokondrileri ile fruktozu tamamen CO; ve H;0'ya metabolize
etmektedir.  Bunu fruktoliz ~ ve Trikarboksilikasit dongiisii aktiviteleri ile
saflamaktadir "*.  Seminal fruktoz nadir olarak deferent kanallann konjenital
eksikliginin teshisinde ve ejakiilatér kanal obstritksiyonunda kullamlabilmektedir
(Ozgok ve ark. 2001) ™.

Spermatozoanin ana enerji kaynafi olan fruktoz, seminal kese hiicrelerinde
glukozdan elde edilmektedir. Aldoz Redilktaz seminal keselerde bulunur ve fruktoz
sentezine katillir. Glukoz, Aldoz Redilktaz enzimi katalizérligiinde NADPH
kullamlarak rediikte edilir ve sorbitol olusturulur. Sorbitol ise Sorbitol Dehidrogenaz
enzimi ile NAD+ kullanarak oksidasyona ugrar ve fruktoz sentezlenir (Polyol yolu
Sekil 24) 2.

hekzokinaz
QIuKOZ e gli026P / \ * (0,
NADP* NADPH
m NADP* WAD*  NADH

P J—

' dehidrogenaz

fruktoz

Sekil 24. Polyol yolu 7



Polvol volu 1956°da Hers tarafindan ilk defa seminal keselerde tanimlanmig. kan
glukozunun fruktoza donigtaraidagi ve sperm hicreleri tarafindan enerji kaynag
olarak kullamldiz agiklanmignr 7.

Fruktozun insan semeninde ortalama konsantrasyonu 2-3 mg'ml (11-16
umolydur. Fruktoza ek olarak insan semeninde glukoz gibi difer gekerler de
bulunmaktadir; fakat glukoz konsantrasyonu, fruktoz konsantrasyonunun 1/50'si
kadardir. Total fruktoz referans degeri WHO (1999) tarafindan ejakilat bagina 13 umol
olarak bildirilmistir, Seminal fruktozdan farkh olarak seminal glukozun, semen
kalitesinin degerlendirilmesinde bir parametre olarak kullamilmasimn énemi detayh
olarak bilinmemektedir .

Seminal plazmadaki digik glukoz konsantrasyonuna ragmen glukoz,
spermatozoanin seker tiketiminin yansint kargilamaktadir; seminal fruktoz tiketiminin
ortalama dizeyi 124 pmol/ml ve glukoz igin de 0.3 pmol/ml olarak bildirilmigtir
(Martikainen ve ark. 1980). Glukoz kullammindaki tercih hekzokinaza duvulan
affiniteye bagli olabilmektedir. Hekzokinaz, memeli spermatozoasinda fruktolizi
baslatir sadece fruktoz degil glukoz gibi diger sekerleri de fosforlar (Mann ve
Lutwak-Mann, 1981). Anaerobik fruktolizin metabolik son drinleri piriivat ve
laktattr ™',

Yapay kualtir medyumunda sperm motilitesinin glukoz konsantrasyonuna bagh
oldufu gosterilmis, spermatozoanin maksimum motilitesi  11-17  pmol/ml
konsantrasyonunda elde edilmistir ve bu deger siklus ortasinda servikal mukusdaki
degere yakin bulunmustur. Fruktoz konsantrasyonu, glukozdan 50 kat daha fazla
bulunmasina ragmen seminal glukoz spermatozoa tarafindan kullailmaktadir
(Martikainen ve ark. 1980). Normal semen orneklerinde (sperm konsantrasyonu >
50x10%m! ) glukoz konsantrasyonu, oligozoospermik semen oreginden daha hizh
dugmekte, vazektomize ve azospermik erkeklerin semen 6rnekleri, normal kontrol
semen Orekleriyle kargilagtinldiinda daha yiiksek ve stabil glukoz konsantrasvonu
gostermektedir 7,

Glukozun insan sperminde optimal kapasitasyon ve fertilizasyon igin gerekli
oldugu bildirilmis fakat glikoliz i¢in ekstra metabolik enerji saglayip saglamadifi
agiklik kazanmamigtir ™',
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Spermatozoa, servikal kanalda fertilizasyondan gilnler dncesinde beklemekte ve
maksimal glukoz oksidasyon oranina, siklus ortasinda servikal mukusta normal diizevde
bulunan glukoz konsantrasyonunda ulasmaktadir. Glukoz, disi genital kanalinda
spermatozoa igin enerji kaynag olup servikal mukusun glukoz igerifinde siklik
degisiklikler gorulap infertiliteye neden olmaktadir (van der Linden ve ark. 1992) 7",

Semende glukoz konsantrasyonu digik olmasina ragmen spermatozoa
tarafindan enerji kaynag olarak kullanilmaktadir. Degisik seker bilesiklerinin semen va
da servikal kanalda insan spermatozoasinin eneri ihtiyacini  karsilamasindaki
fonksiyonu tam olarak agiklanmamugtir. Fertilitenin distk oldugu hastalarda glukoz
konsantrasyonunun da dagitk oldugu dasontlmektedir. Ayrica normal semene glukoz
eklenmesinin de bir avantaji tesbit edilmemistir 7',



2.9. Leptin

Leptin, 16 kDa'luk, ob geninin {iriinii (Zhang ve ark1994) bir protein
olup hormon/sitokin dzelligine sahiptir (Campfield ve ark. 1996) (Sekil 25) " Bu
proteinin tersiyer yapist sitokinlerden o¢zellikle graniilosit koloni-uyarici faktore
benzemektedir (Hiroike ve ark. 2000); dort alfa heliks, iki vzun ve bir kisa loop ile
baglanmistir (Zhang ve ark. 1997)"°. Leptin, yiyecek almim azaltip enerji tilketimini
artirarak enerji dengesinin diizenlenmesine aktif olarak katulir (Bray ve York.1997)™.
Doygunluk faktérii olarak hipotalamik ve merkezi sinir sistemi tizerinde etkinlik
gosterir.  Leptin  serum  diizeyleri  kigisel vileut kiitle indeksi ile korelasyon
pistermektedir (Saad ve ark. 1997)"". Bunun yami sira leptinin pek ok giirevi vardir;
noroendokrin sistemin diizenlenmesi, hematopoiez, anjiogenez, puberte ve iireme
{Dallongevilleve ark. 1998, Cunningham ve ark. 1999, Quinton ve ark. 1999, Wauters

74,7576

ve ark. 2000) 3

Sekil 25. Leptin proteinin 3 boyutlu molekiller yapis: 77

Leptin biyolojik etkinligini, leptin reseptirleriyle etkilesime girerek
gergeklestirmektedir. Leptin reseptorinde mRNA’nin alternatif splicing’i, fare ve
insanda gesitli izoformlarla sonuglanmaktadir (Tartaglia, 1997) (Sekil 26). Sinyal iletim
yolu; leptin/leptin reseptor etkilesimi, janus kinaz/sinyal iletimi ve transkripsivon
(JAK/STAT) aktivatirii ve mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) ile gergeklesmektedir.
Birgok tlirde yapilan galismalarda leptinin, hipotalamus-hipofiz-gonadal aksisi
etkiledigi belirtilmigtir. Leptin reseptér mRNA" s1 da 6n hipofiz ve hipotalamusta fazla

miktarda bulunmaktadir. Leptinin, Gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH),

o
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Liteinlestirici hormon (LH) ve Follikill uyarici hormon (FSH) sekresyonu iizerine
iizerine etkisi ¢ift yonliidiir. Hem stimillatér hem de inhibitdr etki gdsterir. Leptin
reseptorleri  endometrium,  overler, leyding hiicreleri ve meme bezi epitelinde
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Sekil 26. Leptin reseptor izoformlan ™

Leptin, GnRH"1 uyararak iireme fonksiyonlarimi etkilemektedir (Sekil 27).
Serum leptin konsantrasyonlan, gonadotropinlerden bagimsiz olarak non-obstriiktif
azospermik hastalarda normozoospermik erkeklerden daha yilksek bulunmustur
(Steinman ve ark. 2001). Buna bagh olarak, serum leptin diizeyinin erkeklerde gonadal
fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi diiiiniilmektedir 7.
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Sekil 27. Leptinin gonadal organlar Oizerine etkisi™
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Leptinin kan-testis bariyerini gegiginin bulunmasindan sonra (Banks ve ark.
1999) periferal rolii daha gok ¢n plana ¢ikmus, tibili seminiferi ve seminal plazmada
bulundugu gosterilmistir (Camina ve ark. 2002, Glander ve ark. 2002). Bank ve ark.
cahismalarinda kan kaynakli leptinin beyin ve testise gegig gosterdigini fakat bu gegisin
iki farkli islemle gergeklestifini agiklamuslardir. Beyine gegis doyurulabilir (saturable)
tasima sistemi ile saglanirken testise gegis sizma ile olusmaktadir ™.

Leptin, periferal reseptoriiyle etkilesime girerek kemirgenlerde Leydig
hiicrelerde ve sigan testisinde testosteron salimmmm baskilamaktadir (Caprio ve
ark1999, Tena-Sempere ve ark. 1999). Fare testisinde, germ hiicrelerinin geligimi
sirasinda  degisik leptin reseptérlerinin her basamaga Gzgil ekspresyonu gdzlenmigtir
(El-Hefnawy ve ark. 2000). Seminiferdz tiibillerde leptin indiksiyonlu STAT3
fosforilasyonu, fare testisi interstitial hiicrelerde STAT3 ve mitojen-aktivasyonlu
protein (MAP) fosforilasyonu bu hiicrelerdeki biyolojik etkinligi desteklemektedir (El-
Hefnawy ve ark. 2000). Son zamanlarda yapilan galigmalarda, leptinin insanda
testikiller dokuda varh@ ve seminal plazmadaki leptin konsantrasyonu ile insan
spermatozoasiuin motilitesi arasinda negatif korelasyon bulundugu gosterilmigtir
(Glander ve Kratzsch, 2000; Glander ve ark. 2002). Bu ¢aligmalar leptinin gonadal
fonksiyonunu iki sekilde desteklemektedir; merkezi ndroendokrin sistem iizerinden
indirek olarak ya da periferal doku membran reseptérleri iizerinden direk olarak ™.

Leptin hipotalamik-hipofiz-testikiiler aks iizerinde defisik diizeylerde etkinlik
gdstermektedir (Sekil 28). Hipotalamusdaki ilk etkinligi GnRH salimmumn uyarilmasi
olup leptinin fizyolojik diizeylerinde etkilidir. Hipofiz diizeyinde LH ve FSH salimmim
diizenler; metabolik duruma bagh olarak uyarie: ya da inhibe edici etki gésterir. Testis
iizerine direk etki ederek Testosteron salimimumi inhibe eder, odzellikle obesite
durumunda leptin diizeyi yiiksektir. Testikiller testosteron, beyaz adipoz dokuda leptin
salimmun direk olarak inhibe eder *,



Sekil 28. Leptin hipotalamik-hipofiz-testikuler aks *

Seminal plazmadaki leptinin kaynaf tam olarak agiklanmamigtir (Glander ve
ark. 2002). Testikiiler etkinlige bagli olarak kan-testis bariyerinin gecildigi (Banks ve
ark.), tiibiili seminiferide bulundugu (Glander ve ark. 2002) gosterilmis fakat kan ve
seminal plazma leptin konsantrasyonlan arasinda bir korelasyon (Camina ve ark. 2002,
Glander ve ark. 2002) gdsterilmemistir . Diisiik spermatozoa kalitesine sahip olan
semen drnekleri diigiik miktarda leptin reseptdrii ve leptin baglama kapasitesine sahiptir.
Yaglanan saghkl erkeklerde artan serum leptin dilzeyleri ve azalan testosteron
diizeyleriyle negatif korelasyon gosterilmis (Van Den Saffele ve ark. 1999) ve
testosteron verilmesiyle bu artigin diigiirildigi bildirilmistir (Luukkaa ve ark. 1998)™,
Von Sobe ve ark. (2003) galigmalarinda, semende leptin diizeyleri ile serum leptin
degerleri arasinda pozitif; semen leptin diizeyi ve serum testosteron deferleri arasinda
ise negatif korelasyon gosterdigini agiklarmglardir™,

Hefneway TE ve ark. fare testisinde, leptin reseptériiniin (Ob-R) dagilimin,
geligim ve farklilagsmanin degisik basamaklarinda germ hiicreleri ile olan korelasyonu
agiklamiglardir, Ob-R izoform gegitlerinin degisik yas gruplarinda varyasyon
saptamiglar, buna bagli olarak da leptinin farkhh hicre tiplerini uyarabilecegini
vurgulamiglardir. Bu sonuglara bagh olarak; leptin tarafindan STAT3 sinyal yolunun



uvariimasi, bu hormonun (hematopoiez'deki roliine benzer sekilde) spermatojenik
hiicrelerin farklilasmas: ve yenilenmesi iizerinde etkili oldufunu gostermektedir (Sekil
29). Ob-R’0 yetigkin testisinde, seminiferdz epitel siklusunda spermatositlerin IX ve X.
basamaklannda eksprese edilmektedir. Ob-/Ob- fare infertil olup spermatosit
asamasinda testisde spermatogenetik sonlanma gérillmektedir. Hefneway TE ve ark.
leptinin direk roliiniin STAT3 iin fosforilasyonu ile germ hiicrelerinde proliferasyon ve
farklilasmay1 saglayarak gerceklestigini ve bunun da leptin eksikligi bulunan farelerde
goriilen infertiliteyi kismen agikladigim bildirmiglerdir *'.

Sekil 29. Leptinin sp vjenik hilcrelerin farklilag ve yenil i fizerinde etkileri *




2.10. Testosteron

Testosteron testislerde sentezlenip plazmava salinan en &nemli androjendir.
Diger bir androjenik steroid olan dihidrotestosteron (DHT), testosterondan
sentezlenmekte olup erkekte total kan androjenlerinin sadece kigik bir kismim
olusturmaktadir. Plazma testosteron diizeyi erkeklerde yaklagik olarak 700 ng/dl, DHT
45 ng/dl'dir ¥¥,

Erkeklerde kan testosteronunun % 9571 testislerde Levdig hicrelerinden
saglanmaktadir. Daha disitk dizeylerde adrenal korteks ve overde de testosteron
sentezi gergeklesmektedir. Testosteron, yapisinda aktivitesi igin énemli olarak 17-B-OH
ve 3-keto grup igermektedir (Sekil 30) %%

& R N

Sekil 30. Testosteron yapis1 2

Testosteron reseptorii 76.000 molekiiler agirhikta Tip I protein olup sitoplazma
ve nitkleusda bulunmaktadir *2.

2.10.1. Testosteron Sentezi

Kolesterol Leydig hiicrelerinde asetattan sentezlemekte ya da kan ile testise
taginmaktadir. Kolesterol Leydig hiicrelerinde, kolesterol yan zincir kinci enzim ile
pregnenolona doniigtirilmektedir. 3-B-hidroksisteroid dehidrogenaz/izomeraz enzimi le
pregnenolon; ~ progesteron olusturulmaktadir. 17-a- hidroksilaz enzimi ile 17-
hidroksipregesteron agiga gikanlip 17,20 Liyaz enzimi ile androstendion olusturulur,
Son olarak 17-B-hidroksisteroiddehidrogenaz enzimi ile testosteron sentezlenmis olur *' .

Testosteron sentez ve salinimi 6n hipofizden, LH ile uyarilmaktadir. Testosteron
feed-back mekanizmasi ile hipotalamusta, Luteinlestirici Hormon Salici Hormon
tizerine etki gostererek kendi sentezini inhibe eder **.

Testosteron, kanda % 100 oraninda proteinlere bagli olarak taginir;

- % 55’i seks hormon-baglayici globuline (SHBG)

- %401 albiimine

SR



% 5°1 kortizol-baglayicy globulin proteinlere baglanarak taginir.

SHBG dizeyinde artiy erkeklerde ostrojen benzeri etkilerin fazlalasmasina

neden olmakadir *.

Testosteronun inaktivasyonu Gg sekilde gergeklesir:
17-OH grubun oksidasyonu
A halkasinin rediksivonu

3-keto grubun rediksivonu ile *.

2.10.2. Testosteronun Etki Mekanizmalan

Testostereon direk olarak ya da metabolitler Gzerinden etki gosterir.

Testosteron hedef dokularda biyolojik olarak daha aktif olan DHT ya da
ostradiole donisar. DHT donigiima salg: bezlerinde, sag folikillerinde, dermal
fibroblastlarda ve prostatta gerceklesir *.

Testosteronun Direk Etkileri
Wolffian kanalimin farklilagmas: ve ig genital yapinin gelisimi
Kas fizerinde anabolik etkiler
Spermatogenezin uyarilmast
Girtlagin genislemesi
Seks giiciinin artmast **

Testosteronun DHT Uzerinden Etkileri

DHT’a kesin ihtiyag duyuldugu durumlar;
Erkek dig genital yapinin gelisimi

Prostat gelisimi

DHT’a kismen ihtiyag duyulan durumlar:
Dis genital yapida geligme

Erkek tipinde vacut tiiylerinin gelisimi

Testislerin inmesi **

Testosteron prenatal gelisim, puberte donemi ve puberte sonrasinda cinsiyet

organlan ve cinsiyet ozelliklerinin gelisiminde dnemli roller tstlenmektedir, Ayrica

kas ve kemik gelisimi tzerinde anabolik etki gostererek kaslarda protein sentezini ve
kas kitlesini artinr. Hematolojik ve imminolojik etkileri vardir. Bobreklerde
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eritropoetini artinr. Su-elektrolit dengesine (Na' tutulumu, K, kalsiyum, fosfat

diizenlemesi) katilir e

2.10.3. Testosteron ve Infertilite

Testosteron testisler tarafindan tiretilen ana hormon olup normal gelisim, erkek
cinsiyet organlan ve cinsiyet karakterlerinin geligimi igin 6nemli bir role sahiptir.
Testosteron, yetiskin erkeklerin yasamu boyunca sperm iretimi, seks giicliniin
korunmasi, erektil potansiyel, prostat bezinin fonksiyonu ve diger reprodiiktif yapilar
i¢in ihtivag duyulan bir hormondur. Testosteron ifiretimi gonadotropin hormonlan ile
kontrol edilirler. Hipofiz bezi beyinin hipotalamus bolgesi ile kontrol edilir.
Hipotalamus GnRH iireti. GnRH . hipofizden iki hormon iiretimini kontrol eder:
FSH ve LH *.

LH ve FSH kan dolasimina katilarak farklh etkinlikler gosterirler. LH
dzellesmis Leydig hiicrelerinde testosteron iiretimini uyanr, sperm {iretimini uyanr
(Sekil 31). Diigiik testosteron diizeyleri seks giiciiniin azalmasina, mental ve fiziksel
aktivitenin diismesine, infertiliteye bagh olarak sperm firetiminde azalma ve kemik
kaybina neden olmaktadir. Testosteron yetersizligi hipogonadizm olarak adlandinlip
erkek fakt6rli infertilite sebeplerinin % 2-5"i bu sebebe dayandirilmaktadir ¥,

Sekil 31. FSH ve LH'm hedef dokudaki etkinlikleri ¥
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2.10.4. Seminal Plazmada Hormonal Steroidler

Seminal plazma zengin metabolit igeriginin yani sira gesitli hormonal
steroidler ve onlarin 6nc@ molekitllerini igermektedir 86.

Leydig hiicreleri, androjenlerin (testosteron , DHT) ve onlarin onci
molekillerinin (androstendion, 17 e-hidroksiprogesteron, pregnenolon ve
dehidroepiandrosteron-DHEAS) ana kaynagidir *.

Seminal plazmada bulunan en onemli steroid DHEAS stlfattir. Seminal
plazmadaki DHEAS siilfat konsantrasyonu vazektomide, dihidrotestosteron
(% 40 azalma) ve testosteronda (% 23 azalma) oldugu gibi digme
gostermez “*¥. Ostrojenler de seminal plazmanin elemamdir ve kaynag
prostann sekretuar aktivitesidir L

Bazi steroidlerin seminal plazma dizeyi kan dizeyinden dnemli dlgide
dosoktor. Testosteronun, kan plazmasyseminal plazma orami40 iken
dihidrotestosteronun 1.7'dir *.

Cizelge 3. Insan semeninde bulunan steroidler ¥

Testosteron

Testosteron konjugatlan

Dihidrotestosteron

Dihidrotestosteron sulfat
Andrstendion

Dehidoepiandrosteron
Dehidoepiandrosteron siilfat
Sa-Androsten-3a,17b-diol ve 3b-izomeri
Ostradiol ve silfat

Ostron ve sillfati

Progesteron

1 7a-Hidroksiprogesteron

Pregnenolon ve slfat

Kortizol

Sa-Androsten-16-en-3a-ol ve 3b-izomeri

3,16-Androstadien-3b-ol ve 4-en-izomeni




3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Cihazlar

Mikrosantrifi)
Elektrikli terazi
Elektrikli terazi

pH metre
Spektrofotometre

3ml, 1 ml Kuvars kiivet
Otomatik pipet

Derin dondurucu
Manyetik kanstirict

Su banyosu (Ben-mari)
Gama sayaci

Isik mikroskop

Etiiv

Santrifilj

Makler sperm sayma kamerasi
Mekanik homojenizatsr
Ultrasonik homojenizatér
Ozmometre

Buz makinest
Buzdolabi

Inkiibator

Beckman

Mettler P1210 ve Mettler AJ100
Libror Aeu-210

WTW Sentix 50

UV-260 Shimadzu

Hellma

Gilson (p-20, p-200), Socorex (200-1000)
Ugur, Arcelik

Nm 110 Niive

Electro-mag

Berthold LB2111

Pleuger XS8Z 107

Memmert

Heraus sepatech

Heidolph
VIRTIS-Virsonic 300
Knauer

Forma scientific
Arcelik

Shel Lab TC2323



3.2. Orneklerin Temini ve Gruplandinlmas:

C.U.TF. Etk Kurulu karan dogrultusunda planlanan bu galismada,
C.U.TF. Kadin Hastaliklan ve Dogum Anabilim Dali-Uremeye Yardimer Tedavi
Merkezi'ne infertilite problemi ile miiracaat ederek  spermiyogram tetkiki
yaptirmasi tavsiye edilen hastalann semen Srnekleri, olgulann olurlan alindiktan
sonra bu calismada kullamlmisur. Semen &mekleri spermivogram dzellikleri
yoniinden degerlendirilip sonuglan rapor edildikten sonra ¢aliyma igin aynlmigtir.

Hastalar ile yapilan ilk goriismede émek vermege gelecekleri giin 3-5 giinlak
bir cinsel perhiz siiresine uyarak gelmeleri tavsiye edilmistir. 2-7 giin arasindaki
cinsel perhiz siiresi yeterli goriliirse de kisa siireli cinsel perhizde semendeki sperm
sayisi az, uzun siireli cinsel perhizde de (erkek faktdril meveut ise) sperm sayisi
yeterli olsa bile motilitenin diisiik oldugu gézlenmistir. Yapilan aragtirmalarda, uzun
siireli cinsel perhizin spermlerin akrozin igeriinde de azalmaya neden oldugu
gosterilmistir. Onerilen cinsel perhiz siiresine uyuldugunda, dikkatli bir sekilde
yapilan semen analizi testislerin spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesiyle
aksesuvar bezlerin galismas: hakkinda saghkh bilgi sahibi olunmasim saglayacakur.

Hastalann steril sartlarda, steril kutular kullanarak bu amagla diizenlenmis
sperm verme odasim kullanmalan saglanmigtir. Hastalar, mastiirbasyonla &mek
vermeleri gerektigi konusunda bilgilendirilmis, kullandiklan kutulann iizerine
isimleri etiketle yapistimlmigtir. Omek verme esnasinda nelere dikkat etmeleri
gerektigi Onceden hazirlanmus bir bildiri ile kendilerine agiklanmistir. Ornek
toplanmas: esnasinda krem ya da kayganlasurici bir madde kullanmamasi, rnek
toplanan kutuya su ya da baska bir madde kagirmamasi s@ylenmistir, Semen
toplanan kutuyla ilgili olarak daha dnceden vapilan kimyasal ve biyolojik testlerle
toksik olmadig ispatlanmig kutular satin alinmugtir. Hastamin megini aldiktan sonra
kendi eli ile laboratuvardaki ilgili biyologlara teslim etmeleri gerektigi izah
edilmistir.

Semen Omekleri spermiyogram Gzellikleri yéniinden degerlendirilip
sonuglan rapor edildikten sonra ¢alisma icin aynlmistir. Orneklerin ayinm
yapilirken hastamin herhangi patolojik bir Gvkiisii esas alinmamig ancak lGkosit
igeren, viskoz olan ve anormal bir goriintiye sahip ($mmegin kanli) &rekler



galismaya kullamlmarmus, perhiz siresine uygun olarak (ortalama 3-3 giin)
toplanmig 6rekler se¢ilmeye dikkat edilmistir.

Omekler spermiyogram ézelliklerine gore; hacim, konsantrasyon, motilite ve
morfoloji y6niinden degerlendirilmis, sperm ve seminal sivi igerifi birbirinden
aynldiktan sonra ve asajida belirtildigi sekilde bir gruplandirmayla saklamaya

alinmuslardir:

A Grubu (n = 40) - Konsantrasyon, motilite ve morfoloji normal
(Kontrol grubu, normospermi)

B Grubu (n = 25) - Konsantrasyon ve morfoloji diigiik, motilite normal
(oligoteratospermi)

C Grubu (n = 26)- Konsantrasyon ve motilite normal , morfoloji diisiik
(teratospermi)

D Grubu (n = 12)- Motilite diigiik (astenospermi)

E Grubu (n = 16)- Azospermik (semende sperm bulunmamas:)

Diinya Saglik Orgiitii*niin 1992 verilerine gére konsantrasyon, motilite ve
morfoloji igin normal olarak kabul edilen degerler '

Hacim >2ml
Konsantrasyon > 20x10%ml
Motilite > %30

Morfoloji > %14 (Kruger)



Deneysel Calisma Plani

3-5 Ganlik perhiz siiresine uygun olarak steril sartlarda alinan

semen omed
4

37°Cde likefikasyon
{

Mikroskopik inceleme (spermivogram)
(konsantrasyon, motilite ve morfolojik kriterlere gore
kontrol grubu ve diger gruplar aynlir)

{
Seminal sivi ve sperm igerig birbirinden aynlir
{4
-70°C’de derin dondurucuda bekletilir
4
Deneysel ¢aligma yapilacag zaman ornekler gozalur
1 {
Seminal sivi Sperm
* Malat Dehidrogenaz aktivitesi Sperm homojenizasyonu
(NAD ve NADP bagimli) * Malat Dehidrogenaz aktivitesi
(NAD ve NADP bagimli)
* Laktat Dehidrogenaz aktivitesi * Laktat Dehidrogenaz aktivitesi

* Redikte Glutatyon diizeyi
* Glukoz diizeyi

* Fruktoz diizeyi

* Serbest testosteron dizeyi
* Leptin diizeyi



3.3. Sperm Homojenizasyonu
Homojenizasyonla ilgili olarak. ¢aligmalanmizda standart olarak tim &rneklere

uyeulamayt kararlagtirdigimiz ideal sartlar su basamaklarla siralanabilir:

Ejakiilat 37°C'de likefiye olduktan sonra mikroskopik (sperm konsantrasyonu,
motilitesi ve morfolojisi) olarak degerlendirilir.
Ejakiilat 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
Sperm ve seminal sivi igerigi birbirinden aynilir.
Sperm igerigi yikama (swim up) yapildiktan sonra homojenize edilir (ytkama islemi
ileri sayfalarda agiklanmsgtir).
Bu basamagin ardindan, sperm ve seminal sivi igeri@i. birbirinden ayrt olarak
homojenizasyonun yapilacagr gilne kadar derin dondurucuda (-70 °C’de) bekletilip,
homojenize edilecegi giin tekrar ¢oziliir
Dijitonin (% 0.02) ve fosfat tamponu (pH 8.0 ve 0.1M) gézeltilerinden 1/1 oraminda
bir karigim hazirlanir.
Sperm igerigi yukaridaki kansim ile istenilen sperm konsantrasyonuna gore makler
kamerasinda sayilarak dilite edilir (¢aligmamizda 20x10%ml).
Seyreltilmis sperm Grnegi ultrasonik homojenizatérde 6 mikro probe siddette ve 1-
1.5 dakika cam sise buz igerisinde tutularak homojenize edilir.
Homojenizasyon sonucunda sperm pargalanmasi 15tk mikroskop ile degerlendirildi.
Spermlerin  orta bélim wve kuyruk kisminda parcalanma tesbit edildi.
Homojenizasyon sonucundaki pargalanma goriintiileri elektron mikroskop ile
goriintiilendi.
Seminal sivi ve sperm igeriklerinde deneysel galismalar ayn ayn gergeklestirildi.
Hem sperm hem seminal sivida ortak olarak NAD ve NADP bagimhi MDH
aktivitesi ile LDH aktivitesi tesbit edildi.
Seminal sivida aynica asagidaki galigmalar yapild: :

* Rediikte Glutatyon diizeyi

* Glukoz diizeyi

* Fruktoz diizeyi

* Serbest testosteron diizeyi

* Leptin diizeyi



3.4. Sperm Yikama (Swim up)

- Ejakiilat 37°C de likefiye olduktan sonra mikroskopik olarak incelenir.

- Ejakiilat 2000 rpm’de 10 dakika santriftj edilir.

- Seminal s1vi igerigi {istten ayn bir tiipe alimir ve derin dondurucuya kaldinhr,
Altta kalan sperm iizerine (tiipte kalan sperm pelletinin konsantrasyonuna gore) 2 ml
yikama medyumu (Yikama medyumu olarak hiicre kiiltir islemlerinde kullamlan
bikarbonat, Hepes'li tampon ve Insan Serum Albiimin igeren medyumlar tercih
edilmektedir. Yikama medyumu 37°C’de %6’ ik CO2’e ayarlanmiy inkiibatérde bir
gece bekletilir) eklenir .

- 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

- Ustten, stipernatan pastdr pipeti ile atilir.

- Sperm pelleti iizerine tekrar 1-2 ml yikama medyumu eklenir.

- 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

- Ustten, silpernatan pastor pipeti ile atilir.

- Tiipte kalan sperm pelleti galigma igin kullanilir ya da derin dondurucuda bekletilir.



3.5, Analiz Yontemleri
3.5.1. Malat Dehidrogenaz (MDH) Aktivite Tayini

MDH, NAD/NADP'yi koenzim olarak kullanan ve L-malat ve okzaloasetatin
birbirlerine dontisimiini katalizleyen bir oksidorediktazdir %

L-malat + NAD™ « Okzaloasetat + NADH + H"
(NADP) (NADPH)

Prensip

Reaksivon hizim tesbit etmek igin malatin okzaloasetata donugumil strasinda,
340 nm'de NAD/NADP'nin indirgenmesiyle olusan NADH/NADPH’a bagh olarak
abzorbanstaki artis olgiilmektedir *,

Ayiraclar

- Fosfat tamponu (0.1 M pH 8.0)
12.25 g Na;HPO,
1.84 g KH,PO,

saf su ile litreye tamamlamip pH = 8.0’¢ ayarlamr.

- Fosfat tamponu (0.067 M pH = 7.4)
9.464 g/L. Na;HPOy'den 19.2 ml
1.072 g/ KH,POy’den 80.2 ml ahimp kanstinlir ve pH = 7.4’e ayarlamr.

- Tris-HCI tamponu (0.1 M pH = 9.0)
0.1 M Tris etanolamin hazirlamr
0.1 M Tris-HCl ile pH 9.0’ ayarlamr.



- Malik enzim (0.006 M)
0.008 g malik enzim tartthp 0.067 M pH = 7.4 fosfat tamponu ile hacim

10 ml’ye tamamlamr (gunlik hazirlanir).

- NAD (0.00375 M)
0.0248 ¢ NAD tartilip 0.067 M pH = 7.4 fosfat tamponu ile hacim 10 ml'ye

tamamlanur (giinlik hazirlanir).

- NADP (0.00375 M)
0.028 g NADP tartilip 0.067 M pH = 7.4 fosfat tamponu ile hacim 10 ml’ye
tamamlanir (giinlitk hazirlanur).

Yintem
Spektrofotometre 37°C’de 340 nm'ye ayarlamir. Asafidaki sekilde pipetleme

yapilir:
Kdr (ml) Ormek (ml)
= 0.1 M pH 9.0 Tris-HCI tamponu 29 2.6
- NAD/NADP - 0.2
- Enzim (seminal sivi/sperm) * 0.1 0.1

Kiivetler 5 dakika inkiibe edilir. Kavete 0.1 ml malat eklenir. Abzorbanstaki
depisim (AA) 5 dakika izlenir *°.

* Seminal sivt ve sperm omeklerinde MDH aktivitesi ayn ayni ¢alistimugtir. Coziilen
seminal stvi drnekleri mikrosantrifiiide 13000 rpm’de S dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatan enzimatik aktivite tayininde kullamlmigtir. Sperm drnekleri de gozildikten
sonra homojenize edilmig ve bu homojenatta MDH aktivitesi dl¢ilmistir,



Hesaplama
mU/ml = AA/ (6.22 x 6rek hacmi / ml reaksivon kangimi)
= AA/ (6.22x0.1/3)

= AA/ 021

AA =340 nm’de dakika bagina abzorbansta degigim
6.22 = NADH"1n 340 nm’de milimolar abzorbtivitesi
(Ekstinksiyon katsayisi) (mmol l)



3.5.2. Laktat Dehidrogenaz Aktivite Tayini

Laktat dehidrogenaz (LDH,EC 1.1.1.27), sitozolik bir enzim olup glikolitik yolun
son basamag olan pirivatin laktata donisamina katalizlemektedir **;

LDH

Pirtivat + NADH Laktat + NAD

Deneyde enzimin ¢ift yonli galigmasindan ve laktatin pirivata oksidasyonu
sirasinda NAD'nin redikte olmasindan faydalanilarak reditkte durumdaki NADH in
olugmasi 340 nm’de abzorbans artigina neden olmaktadir. Bu artis hizi, dmekteki LDH
aktivitesiyle dogru orantihdir *

Ayirag

Substrat tampon soliisyonu

- Laktat 50 mmol/L

-NAD 7 mmol/L

- Tampon 0,1M Tris-HCI tamponu pH 8.9
- Sodyum azide % 0.05 (koruyucu olarak)

Orneklerin Hazirlanmas

Caligmada sperm ve seminal sivi  igerikleri birbirinden ayn avn
degerlendirilmistir. Sperm Grnekleri homojenizasyon béliminde anlatildigi sekilde
haziflanmigtir, Tam 6mekler gift gahgilmistir. Omekler 50 pl kangim igerisinde (25 pl
orek + 25 pl su olarak) hazirlanmig ve aktivite deferi 2 ile garpilarak hesaplanmstir.

Deneysel Islem
- Spektrofotometrede (Shimadzu UV-260) 340 nm’de galisithr ve kor olarak su
kullanilir.

- Kivete 1 ml ayirag eklenir ve 37°C’de 30 saniye bekletilir,



- 340 nm’de abzorbans okunur. {lk okunan deger baglangig A olarak kabul edilir.
- 60. Saniyede tekrar abzorbans okunur, bu deger de final A'dir.
- Final A’dan baglanai¢ A degeri gikarilarak dakika bagina abzorbans degisimi (AA)

hesaplanir.

* Seminal sivi ve sperm omeklerinde LDH aktivitesi ayrt ayn galijilmigtir. Cdziilen
seminal sivi Smekleri mikrosantrifiijde 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikien sonra
siipernatan enzimatik aktivite tayininde kullamlmistir. Sperm Ormekleri de gozildilkien

sonra homojenize edilmis ve bu homojenatta LDH aktivitesi Slgiilmistir.

Aktivite Hesabr
LDH aktivitesi (U/L) = AA x TV x 1000
6.22x SV xLP
AA = 340 nm’de dakika bagina abzorbansta degigim
TV = Total reaksiyon hacmi
SV = Omek hacmi
6.22= NADH1n 340 nm’de milimolar abzorbtivitesi (Ekstinksiyon katsayist)
LP = Isik yolu (1 cm)

1000 = ml'yi litreye gevirme birimi

LDH Aktivitesi (U/L) = AA x 1.05 x 1000
6.22 x 0,05

= AA(dakika) x 3376



3.5.3. Rediikte Glutatvon (GSH) Tayini

Prensip

5-5'-ditivobis [2-nitrobenzoik asit] [DTNB:3-karboksi-4-nitrofenil disulfit:
Elman Ayiraci] siilfidril bilesikleri ile tepkimeve girdiginde bir disiilfit bilesigi olan
san renkli kompleks vapi olusturur. Bu san bilesigin optik dansitesi 412 nm’de

okunarak GSH miktan saptamr %,

Aywraglar

Coktiiriicii ¢giizelti
Glasiyel metafosforik asit 1.67 g
Disodyum EDTA 02g
Sodyum kloriir iDg
100 ml saf su iginde ¢Oziniir.

2. Na;HPO,(0.3M)
3. DTNB ¢ozeltisi
DTNB 20 mg
100 ml %1’lik sodyum sitrat ¢Gzeltisi i¢inde eritilir,

Yontem
Y&ntem Beutler’den modifiye edilmistir.
Seminal sivi direk caligilmugtir.

Ormnek (ul) Kor (uh)
Numune 100 -
Su - 100
Coktiiriicl 300 300

Ependorf tiipiindeki 6rmek 5 dakika santrifiij edilir (¢oktiirme amagh). Ust
kisim alinur,

Siiziintil 200 200

Na;HPO, 800 800



412 nm’de kore kargi okunur (OD1). Sonra tuplere 100’er ul DTNB
eklenir. 412 nm’de kore karg tekrar okuma yapilir (OD2).

Hesaplama
C = 0D2-0D1 x 11x4 x
100 13600 2 2

100 : pmol’e dontgim katsayis:
13600: Ekstinksiyon katsayisi
11 x 4 — seyrelme faktori

2 2

C = AOD x 11618 (umol/L)
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3.5.4. Glukoz Tayini [Glukoz oksidaz (GOD-PAP) metodu, Enzimatik-Trinder

yontemi] Glucon

Prensip

Glukozun, ortamda bulunan glukoz oksidaz ile enzimatik oksidasyonu sonucunda
olusan H:0; peroksidaz katalizérliigiinde 4-aminofenazon ile reaksiyona girerek kirmizi
mor renkte kinonimin olusturmaktadir. Spektrofotometrik olarak 500 nm’de &lgiilen
renk siddeti glukoz konsantrasyonunu yansitmaktadir. Calismada, seminal sivi

trneklerinde glukoz diizeyi Slgiilmiigtir’™.

GOD
Glukoz + O3 + Hy0 —— Glukonik asit + H;O,
POD

2 H;0; + 4-aminofenazon + Fenol ——— Kinonimin + H.0

Ayiraglar

1. Tampon
Fosfat tamponu 0.1 mol/l, pH 7.0
Fenol 11 mmol/l

2. GOD-PAP ayirac:
4-aminofenazon 0.77 mmol/1
Glukoz oksidaz > 1.5 kUi
Peroksidaz >1.5kUn

3. Standart

Glukoz 5.55 mmol/1 (100 mg/dl)



Yintem

Ependorf tiiplerine asagidaki gibi pipetleme yapilir

Kor Standart Ornek
Standart — 10 ul ---
Seminal sivi - - 10 ul
Avirag 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Tiipler kangtinilir. 15-25 2Cde inkiibe edilir. 500 nm’de kére karst okuma yapulir.

Hesaplama
Glukoz konsantrasyonu (mmol/l) = Abzorbans (6rnek) x 5.55
Abrorbans (standart)
(mg/dl) = Abzorbans (6rmek) x 100
Abzorbans (standart)

76



3.5.5. Fruktoz Tayini (Solomon Metodu) L

Prensip

Testin esas1 Seliwanoff testidir, heksozlar asit ortamda 1siildiklannda hidroksi metil
furfural tiirevleri olugur, Keto heksozlar bu reaksiyona daha hassastir. Aldoheksozlar ise
daha ge¢ doniigmektedirler. SeliwanofT ayrracindaki rezorsinol ile ketoheksozlarin
furfural tiirevleri pembe renk verdikleri igin aldoheksozlardan kolaylikla aynistinlirlar.

Ayirag

Asagidaki sekilde Resorsinol ayirac: hazairlanur:
- Resorsinol 50 mg

- Konsantre HCI 30 ml

- Saf su 100 ml

Teknik

1. Seminal sivi santrifilj edilmis ve siipernatandan 100! bir tilp igerisine konulup
1 ml yukandaki ayiragtan eklenmigtir

2. Karisim, kaynar su banyosuna konur
Deney sartlarnimizda ilk 10 saniyede renk degisimi gbzlenir giizlenmez deney
tiipleri su banyosundan ¢ikanlarak sofutmaya alinmigtir. Soguyan 6rnekten 1 ml
alinarak 340 nm’de kir olarak suya kars1 spektrofotometrik okuma yapilmigtir.

Calismada fruktoz standart egrisi igin dalga boyu taramasi yapilarak en uygun
dalga boyu olarak 340 nm tesbit edilmistir. 2,7 mM/L, 5,5 mM/L, 83 mM/L, 11,0
mM/L, 13,0 mM/L, 160 mM/L konsantrasyonlarda fruktoz standartlari hazirlanarak
standart egri ¢izilmis (Sekil 32) ve Smeklerin fruktoz konsantrasyonu bu egriden
degerlendirilmigtir.
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Sekil 32. Fruktoz standart egrisi
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3.5.6. Serbest Testosteron (Biosource KIPB19000) Tayini =

Prensip
Radvoaktif '°I kullanilarak drnekteki Serbest Testosteron (ST) igerigi tesbit
edilmektedir. Tiiplerdeki anti-testosterona baglanan IPL.ST diizeyi 6megin ST

igeridi ile ters orantili olmaktadur.

Ayraglar
¥ .Testosteron tracer
- Serbest testosteron standartlan (pg/ml): 0 0.25 1 5 20 65

- “eoated tiipler”

Yontem

- Tiiplere 100 pl standart, 6rnek ve kontrol eklenir.
- 1ml, '#I-Testosteron tracer eklenerek kangunlr.
- 3 saat oda sicakliginda inkiibe edilir.

- Tiiplerin igerigi aspire edilir.

- Gama sayacinda bir dakika okuma yapilir.

- Standart egriden degerlendirilir.
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3.5.7. Leptin Tayini (IRMA DSL-23100) ¥

Prensip

Bu test, iki yonli imminoradiometrik ydntem (TRMA) prensibine
dayanmaktadir. [IRMA vansci olmayan bir yontem olup iki antikor arasinda Glgiim
yapmaktadir. 1lk antikor tiplerin duvarlanna yerlegmis, diger antikor tesbit i¢in radio
etiketleme yapilmustr.

Aywraglar
- Anti-Leptin (I-125) ayirac
- Standartlar (A,B,C,D,E,F,G)
(ng/ml) 0 0,25 0,5 2,5 10,0 30,0 1200
- Yikama soliisyonu

Yontem
Calismaya baslamadan tnce biitiin kimyasallar oda 1sisinda bekletilmeli ve
hafifce kangurilmalidir.
1. Iki tiip total saymm igin aynlir.
Standart, kontrol ve dmeklerden 100 pl tiplere pipetlenir.
Her tiipe 200 pl, Anti-Leptin (I-125) ayiraci eklenir.
1-2 saniye hafifce kangtirthir.
Biitiin tiipler, oda sicaklifinda (= 25°C) 18-24 saat bekletilir.
Total sayim tipleri disinda biitiin tiiplerin igerigi aspire edilir.
Total sayim tapleri diginda biitiin tiiplere 3 ml yikama soliisyonu eklenir.
Total sayim tiipleri diginda biitiln tiiplerin i¢erigi aspire edilir.
7 ve 8. basamaklar iki kez tekrarlanr.
10. Gama sayacinda bir dakika okuma yapilir.
11. Standart efriden degerlendirilir.

S - T U
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4. BULGULAR

Calismada, semen Omegi likefiye olduktan sonra mikroskopik incelemesi
yapilmig daha sonra santrifij edilerek seminal sivi ve sperm boliimleri birbirlerinden
aynlmistir. Cesitli analizler; seminal sivi ve sperm béliimlerinde ayn ayn
gergeklestirilmistir.

Spermde yapilacak incelemelerden dnce sperm homojenizasyonu igin ideal
sartlar arastinlmustir. Bu amagla mekanik ve ultrasonik homojenizatdrde denemeler
yapilmug, farkh tamponlarla, degisik siirelerde deney dilzenegi tekrarlanmigtir, En
verimli sonuglar ultrasonik homojenizatérde elde edilmigti. Homojenizasyon
sonrasinda spermin kuyruk ve orta bélmesinde kinlmalar saptanmig, bagin pargalanmas:
gergeklesmemigtir. Homojenizasyon sonucunda spermde olugturulan pargalamalar 151k
mikroskopu ile gériintiilenmistir. Sekil 33°de homojenizasyon Gncesi normal sperm
goriintiileri, sekil 34’de ise homojenizasyondan sonra elde edilen kirilmalar

Sekil 33. Homojenizasyon dncesinde spermlerin morfolojik gdriintima (x100)
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Sekil 34. Homojenizasyondan sonra spermlerin morfolojik gorintmi (x100)
Semen &megi mikroskopik olarak incelendikten sonra spermiyogram
zelliklerine gore asafidaki sekilde gruplandinlmigtir:
A Grubu (n = 40) - Konsantrasyon. motilite ve morfoloji normal
(Kontrol grubu, normospermi)
B Grubu (n = 25) - Konsantrasyon ve morfoloji dilsiik. motilite normal
(oligoteratospermi)
C Grubu (n = 26)- Konsantrasyon ve motilite normal , morfoloji diisiik
(teratospermi)
D Grubu (n = 12)- Motilite diigiik (astenospermi)
E Grubu (n = 16)- Azospermik (semende sperm bulunmamasi)

Deneyler seminal sivi ve sperm homojenatlarinda ayn ayn gergeklegtirilmistir,
Bu béliimde dncelikle seminal sivida yapilan ¢aligmalar tammlanacaktir:
- Qizelge 4,5,6,7.8'de sirasiyla biitiin gruplarda olgu yasi, semen hacmi ve
spermiyogram degerleri verilmistir.
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- Cizelge 9,10.11.12,13°de sirasiyla biitiin gruplarda MDH (NAD/NADP) ve
LDH aktiviteleri verilmigtir.

- Cizelge 14,15.16.17.18 de sirasivla biitiin gruplarda GSH, glukoz ve fruktoz
diizeyleri verilmistir.

- Cizelge 19.20.21,22.23°de sirasiyla biitiin gruplarda serbest testosteron ve

leptin diizevleri verilmistir.

Bu bélimin ardindan seminal sivida  yapilan caligmalann  istatiksel

degerlendirmeleri yer almaktadir.

- Cizelge 24°de yas, semen hacmi ve spermiyogram ozelliklerinin gruplardaki
ortalama degerleri verilmistir.

- Cizelge 25'de tim gruplann seminal sivida NAD/NADP-MDH ve LDH
aktivitelerinin ortalamalan verilmistir.

- Cizelge 26’de tiim gruplarda seminal sivida GSH, glukoz ve fruktoz
degerlerinin ortalamalan verilmistir.

- Cizelge 27 de tiim gruplarda seminal sivida serbest testosteron ve leptin
diizeylerinin ortalamalan verilmistir.

Calismanin ikinei béliimiinde sperm homojenatlaninda yapilan enzimatik deneyler
ve bunlara ait istatistiksel degerlendirmeleri igermektedir:

- Cizelge 28,29,30,31 de tiim gruplarda sperm dmeklerinde MDH ve LDH
aktiviteleri verilmistir.

- Cizelge 32°de tiim gruplarda sperm érneklerinde MDH ve LDH aktivitelerinin

ortalamalan verilmistir,

- Cizelge 33"de gruplardaki degiskenlerin A (kontrol) grubu ile karsilastiriimalan
sonucunda bulunan “p” degerleri

- Qizelge 34’de gruplarin birbirleriyle karsilagtinimalan sonucunda bulunan *p”
degerleri verilmistir.

- Cizelge 35,36,37,38,39 *da gruplann kendi iginde korelasyonlan sonucunda elde

edilen “r ve p” degerleri verilmistir.
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Cizelge 4. Grup A- Olgu yasi, semen hacmi ve spermiyogram degerleri

Olgu | Yas Semen Konsan. Motilite Morfoloji
no hacmi (ml) | (x10%/ml) (% motil) | (% normal)

1 36 1.5 50 %70 %16
2 34 4.0 40 %80 %14
3 27 3.0 30 %70 %28
4 35 4.0 120 %80 %20
5 28 2.0 30 %75 %16
6 28 3.0 40 %70 %17
7 28 2.0 35 %70 %15
8 35 2.0 35 %70 %20
9 30 2.0 150 %70 Yol4
10 36 2.0 60 %45 %18
11 30 2.0 23 %70 Yol4
12 27 2.0 40 %70 %ol6
13 28 4.0 45 %80 %16
14 20 4.0 45 %80 %16
15 41 2.0 120 %80 %30
16 33 3.0 30 %75 %14
17 30 4.0 45 %75 %14
18 27 5.0 50 %70 %16
19 20 5.0 45 %70 %20
20 26 3.0 70 %70 %20
21 45 5.0 80 %70 %20
22 39 5.0 80 Y60 %20
23 35 3.0 150 %80 %21
24 37 2.5 75 Y60 %16
25 36 20 40 %70 %20
26 33 4.0 45 %70 %14
27 30 3.0 35 %65 %14
28 32 6.0 30 %70 %28
29 40 3.0 30 %70 %14
30 26 4.0 26 %80 %30
31 30 3.0 45 %75 %15
32 36 4.0 40 %70 %15
33 28 4.0 70 %80 %15
34 31 4.0 60 %70 %17
35 29 3.0 35 %70 %15
36 34 4.0 24 %70 %ol6
37 28 6.0 40 %75 %23
38 47 3.0 28 %70 %15
39 27 3.0 45 %10 %16
40 41 1S 24 %70 %16




Cizelge 5. Grup B- Olgu yas:, semen hacmi ve spermiyogram dederleri

Olgu | Yas | Semen Konsan. Motilite Morfoloji
no hacmi (ml) | (x10%ml) (% motil) | (% normal)
1 32 5.0 14 %50 %2
2 34 3.0 10 Yo40 Yod
3 37 2.0 7 %65 Yob
4 32 4.0 16 %50 Y2
= 33 2.0 12 %75 %3
6 30 3.0 6 %S0 Yl
7 23 2.0 14 %50 Y3
8 34 3.0 7 %60 %2
9 42 2.0 10 %70 %1
10 36 2.0 13 %55 Yod
11 34 4.0 18 Y080 %9
12 27 2.0 10 %60 %2
13 34 3.0 15 %70 %S
14 36 3.0 16 YaT0 %4
15 35 2.0 17 Y70 %S
16 32 3.0 15 YaT0 %S
17 32 3.0 15 %75 %2
18 S8 2.0 16 %75 %8
19 40 5.0 15 %70 Yod
20 32 4.0 7 Y065 %6
21 25 4.0 4 Y30 %2
22 33 2.0 10 Y70 Yob
23 33 3.0 15 Y70 %3
24 34 2.0 16 %70 Y7
25 33 2.0 14 %65 %3




Cizelge 6. Grup C-Olgu yag. semen hacmi ve spermiyogram degerleri

Olgu | Yas Semen hacmi | Konsan. | Motilite Morfoloji
no (ml) (x10%/ml) | (% motil) | (% normal)
1 28 3.0 30 %70 %7
2 28 3.0 50 %70 %4
3 30 2.0 50 %70 %3
4 38 3.0 23 %65 %3
5 35 4.0 60 %80 %10
6 20 2.0 20 %70 %10
7 34 2.0 50 %75 %9
8 34 2.0 40 %15 %10
9 31 8.0 100 %80 %10
10 [33 5.0 50 %75 %8
11 58 3.0 130 %80 %6
12 26 6.0 25 %30 %l
13 26 3.0 45 %65 %7
14 [30 2.0 60 %70 %7
15 [43 3.0 45 %70 %10
16 42 5.0 26 %50 %2
17 [30 4.0 40 %70 %6
18 25 3.0 30 %60 %2
19 [25 2.0 45 %60 %8
20 |35 3.0 30 %75 %7
21 27 4.0 80 %60 %7
2 31 8.0 40 %70 %8
AR ] 3.0 40 %70 %7
24 19 3.0 35 %60 %o
25 [29 4.0 33 %70 %S5
26 [39 3.0 30 %70 %6
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Cizelge 7. Grup D- Olgu vag, semen hacmi ve spermiyogram dederferi

Olgu | Yas Semen Konsan. | Motilite Morfoloji
no hacmi(ml) | (x10%ml) | (% motil) | (% normal)

1 29 3.0 15 %0 Y02

2 33 | 40 8 Y33 %3

3 34 | 4.0 15 %1 %2

4 30 3.0 35 %30 %l

5 34 3.0 40 %30 %6

6 21 5.0 20 %20 %S

7 31 4.0 25 %l %l

8 32 4.0 20 %0 %1

9 28 5.0 10 %30 %1

10 27 2.0 40 %30 %1

11 23 2.5 8 %30 %2

12 21 5.0 20 %20 %35

Cizelge 8. Grup E- Olgu yag: ve semen hacmi

Olgu | Yag Semen
no hacmi (ml)
1 28 2.0
2 30 4.0
3 40 3.0
4 40 2.0
5 25 25
6 40 1.0
7 29 4.0
8 32 3.0
9 31 8.0
10 25 2.0
11 35 2.0
12 30 3.0
13 37 2.0
14 31 2.0
15 33 2.0
16 37 3.0
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Cizelge 9. Grup A- Seminal sivi Groeklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu NAD-MDH NADP-MDH LDH
no (mU/ml) (mU/ml) (U/L)
1 105 400 2903
2 114 123 556
3 152 62 573
4 152 238 934
5 47 176 1417
6 90 143 641
7 143 214 1215
8 176 123 1215
9 133 100 1080
10 105 219 607
11 24 266 1924
12 95 290 1890
13 71 133 1316
14 33 142 877
15 14 53 ‘ 3000
16 95 114 1053
17 86 190 2734
18 95 98 875
19 180 238 2430
20 28 56 880
21 105 100 1809
22 180 100 1742
23 47 95 1721
24 76 81 1809
25 24 143 2052
26 109 124 640
27 76 333 680
28 143 162 610
29 105 80 540
30 76 124 540
31 24 219 540
32 100 95 837
33 33 133 810
34 38 114 705
35 152 58 708
36 38 190 1148
37 24 143 1250
38 95 152 1317
39 185 238 1350
40 188 143 550
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Cizelge 10. Grup B- Seminal sivi drneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu | NAD-MDH NADP-MDH | LDH
no (mU/ml) (mU/ml) (U/L)
I 62 166 810
2 223 200 304
3 171 133 351
4 238 109 472
3 133 176 938
6 114 105 472
¥ 123 138 445
8 110 95 330
9 209 19 300
10 180 85 675
11 71 128 877
12 109 252 1147
13 10 66 1512
14 285 95 743
15 133 295 877
16 33 38 580
17 52 62 810
18 104 28 513
19 85 119 844
20 24 95 965
21 14 266 1363
22 52 276 1226
23 85 85 763
24 85 109 1120
25 %0 95 932

89



Cizelge 11. Grup C- Seminal sivi 6rneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu NAD-MDH NADP-MDH LDH
no (mU/ml) (mU/ml) (U/L)
1 76 476 200
2 114 119 574
3 100 285 700
4 123 190 472
5 166 90 404
6 52 71 310
7 160 238 520
8 143 238 541
9 190 38 550
10 180 52 466
11 100 105 1782
12 57 147 1620
13 57 95 1944
14 38 110 1552
15 110 71 614
16 124 47 506
8 86 62 1350
18 47 66 1256
19 110 314 1148
20 28 305 1013
21 128 114 1094
22 66 181 1418
23 47 100 1755
24 162 157 743
25 95 100 605
26 147 110 750




Cizelge 12, Grup D- Seminal sivi drneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu NAD-MDH NADP-MDH LDH
no mU/ml) {mU/ml) (U/L)
1 14 105 1350
2 38 33 675
3 24 271 1458
4 24 176 1937
5 52 95 1282
6 18 28 730
7 10 171 2430
8 14 133 2565
9 81 62 1485
10 86 400 2633
11 52 71 1114
12 57 47 554

Cizelge 13. Grup E- Seminal sivi 6rneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu NAD-MDH NADP-MDH LDH
| no (mU/ml) mU/ml (U/L)
1 10 62 621
24 176 1107
& 62 209 830
4 47 157 1647
5 19 105 743
6 10 109 1350
10 95 9245
8 19 105 554
9 24 190 729
10 62 143 830
11 112 238 554
12 24 19 473
13 0 343 1485
14 162 0 297
15 19 152 878
16 5 105 1998
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Cizelge 14. Grup A-Seminal sivi Grneklerinde GSH, glukoz ve fruktoz dizeyleri

Olgu | GSH Glukoz Fruktoz
no (pmol/L) (mg/dl) (mg/100 ml)
1 48.48 0.0 260
2 40.40 0.0 168
3 36.36 0.4 320
4 56.56 1.4 400
5 40,40 2.8 253
6 38,38 5.2 246
7 44.44 4.5 320
8 30,30 2.1 233
9 j6.36 3.0 170
10 36.36 0.7 265
11 42.42 6.0 108
12 50.50 5.0 24
13 46.46 33 26
14 32.32 6.3 56
15 40,40 3.3 159
16 46,46 4.6 66
17 30.30 6.6 60
18 42.42 0.0 54
19 38.38 0.0 72
20 36.36 0.0 60
21 40.40 2.0 213
22 30,30 0.4 54
23 54.54 2.0 20
24 66.66 0.4 68
25 80.80 4.4 66
26 72.72 1.0 74
27 54.54 1.4 82
28 30.30 2i3 275
29 40.40 0.0 40
30 36.36 0.4 62
31 34.34 0.3 380
32 28.28 0.2 311
33 50.50. 0.8 244
34 30.30 0.0 243
33 40.40 0.0 473
36 42.42 0.3 207
37 40.40 0.9 217
38 38.38 2.2 213
39 80.80 1.6 502
40 34.34 0.0 127




Cizelge 15. Grup B-Seminal sivi Groeklerinde GSH, glukoz ve fruktoz dizeyleri

Olgu GSH Glukoz Fruktoz
no (pmol/L) | (mg/dl) (mg/100 ml)

1 20.20 3.0 307
2 20.20 1.8 253
3 4242 1.7 300
4 3434 23 234
5 28.28 6.0 260
6 26.26 34 192
7 38.38 22 150
8 36.36 33 280
9 24.24 83 410
10 36.36 TF 348

11 38.38 1.3 314

12 46.46 L5 317

13 30.30 1.5 301

14 2222 24 196
15 30.30 1.6 166
16 24.24 1.8 195
17 22.22 1.6 156
18 16.16 1.0 181

19 30.30 6.3 396
20 28.28 1.1 387
21 40.40 4.0 534
22 2424 3.8 435
23 40.40 1.0 154

24 28.28 15 204

25 3232 1.2 133
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Cizelge 16, Grup C-Seminal sivi Srneklerinde GSH, glukoz ve fruktoz diizeyleri

Olgu | GSH Glukoz | Fruktoz

no (pmol/L) (mg/dl) | (mg/100 ml)
1 30.30 23 240
2 2222 1.5 180
3 14.14 1.4 280
4 20.20 28 250
5 8.08 4.0 210
6 20.20 5.7 250
7 14.14 1.8 280
8 38.38 24 190
9 38.38 3.1 190
10 |32.32 1.6 200
11 | 36.56 0.0 206
12 | 4848 34 270
13 | 46.46 3.0 316
14 | 60.60 0.0 300
15 | 3434 0.6 206
16 | 2626 0.0 124
17 2222 0.2 370
18 | 44.44 0.3 380
19 | 46.46 2.0 217
20 |42.42 0.6 126
21 2424 0.0 90
22 | 48.48 2.0 21
23 | 4040 4.0 319
24 | 57.57 0.2 206
25 |[3232 43 316
26 | 60.60 0.0 52
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Cizelze 17. Grup D-Seminal sivi Grneklerinde GSH. glukoz ve fruktoz diizeyleri

Olgu GSH Glukoz Fruktoz
no (pmol/L) | (mg/dl (mg/dl)
1 46.46 5.5 500
2 36.36 3.0 705
3 48.48 6.6 798
4 38.38 36 800
5 52.52 26 584
6 12.12 3.0 506
7 60.60 42 900
8 60.60 6.7 705
9 46.46 A7 760
10 80.80 34 782
11 60.60 34 900
12 44.44 28 540
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Cizelge 18. Grup E-Seminal sivi drneklerinde GSH, glukoz ve fruktoz diizeyleri

Olgu GSH Glukoz Fruktoz
no (umol/L) | (mg/d! (mg/dl)

1 12.12 6.4 135
2 1414 96 149 |

3 10,10 10.0 143

4 212 14.0 242

5 1212 8.2 198

6 15.15 12.0 236

7 12.12 9.3 215

8 16.16 11.0 163

| 22.22 202 391

10 7.07 19.3 540

11 48.48 20.0 259

12 16.16 19.0 496

13 50.50 29.5 550

13 2020 173 180

15 30.30 17.6 550

16 18.18 24.0 964




Cizelge 19, Grup A- Seminal sivi drneklerinde serbest testosteron ve leptin dizeyleri

Olgu | Ser.Testosteron | Leptin
no (pg/ml) (ng/ml)
1 0.3 0.10
| 2 0.6 0.15
3 1.0 0.35
4 3.0 0.11
5 1.8 0.11
6 1.4 0.11
7 By 0.17
8 3.7 0.12
i 4.0 0.12
10 1.7 0.36
11 1.4 0.41
12 1.0 0.11
13 2.8 0.08
| 14 8.5 0.2
15 4.6 0.18
16 3.5 0.16
17 23 0.01
18 1.1 0.0
19 2.7 0.0
20 1.2 0.27
21 1.3 0.31
22 0.8 0.0
23 1.3 0.0
24 1.2 0.08
25 3.1 0.4
26 2.6 0.26
27 28 0.12
28 54 0.12
29 1.5 0.04
30 1.8 0.90
31 2.2 0.10
32 1.5 0.27
33 1.6 0.07
34 2.7 0.06
35 33 0.04
36 1.7 0.24
37 1.6 0.11
38 1.9 0.51
3 28 0.24
40 2.2 0.16
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Cizelge 20. Grup B-Seminal sivi Srneklerinde Serbest testosteron ve leptin ddzeyleri

Olgu | Ser.Testosteron | Leptin
no (pg/ml) (ng/ml)
1 0.05
2 13 0.02
3 1.1 0.00
4 4.5 0.00
5 52 0.00
6 1.7 0.04
7 35 0.00
8 3.0 0.22
9 1.6 0.00
10 13 0.00
11 23 0.00
12 1.1 0.10
13 i 0.12
14 5.0 0.10
15 1.7 0.36
16 1.0 0.32
17 6.5 0.34
18 1.2 0.27
19 35 0.04
20 0.6 0.08
21 0.9 0.09
22 0.5 0.15
23 0.9 0.12
24 13 0.00
25 1.1 0.18 1

98



Cizelge 21. Grup C-Seminal sivi Grneklerinde Serbest testosteron ve leptin dilzeyleri

[Olgu |Ser.Testosteron | Leptin |
no (pg/ml) (ng/ml)
1 4.5 0.09
2 6.1 0.19
3 .7 0.01 |
[ 4 5.1 0.08
s 2.2 0.04
6 8.7 0.17
7 32 0.24
8 0.8 0.21
9 2.5 0.29
10 4.9 0.47
11 6.4 0.14
12 3.1 0.03
13 5.0 0.07
14 5.0 0.02
15 8.0 0.12
16 1.8 0.16
17 5.2 0.15
18 1.0 0.02
19 0.9 0.16
20 2.8 0.00
21 6.5 0.16
22 5.4 0.14
23 3.0 0.31
24 0.8 0.36
25 0.9 0.29
26 1.3 0.18




Cizelge 22. Grup D-Seminal sivi drneklerinde Serbest testosteron ve leptin dilzeyleri

Olgu | Ser.Testosteron | Leptin
no (pg/ml) (ng/ml)
1 2.5 0.52

2 5.0 0.05

3 4.2 0.10

4 4.1 0.07
5 3.5 0.13
6 32 0.13
7 5.8 0.07
8 2.6 0.07
9 3.6 0.25
10 1.0 0.12
11 4.8 0.05
12 34 0.15

Cizelge 23. Grup E-Seminal siv1 Groeklerinde Serbest testosteron ve leptin diizeyleri

Olgu | Ser.Testosteron | Leptin
no | (pg/ml) (ng/mI)
1 1.4 0.00
2 0.6 0.01

3 0.3 0.20
4 0.4 0.01

5 0.9 0.50
6 1.8 0.01
7 0.7 0.01

8 0.3 0.10
9 0.9 0.01
10 0.5 0.10
11 0.20
12 0.3 0.20
13 2.1 0.30
14 0.1 0.14
15 0.4 0.40
16 1.8 0.30




Cizelge 24. Yag, Semen hacmi ve spermiyogram zelliklerinin gruplardaki ortalama degerleri

Grup Yas Semen Konsantrasyon | Motilite Morfoloji
hacmi (ml) | (x10%ml) (% motil) (% normal)

A

OrtalamazSD | 32,159 3.3£1.1 5314316 71.3%6.6 17 84 4

Ortanca 305 3.0 45.0 70.0 16.0

(min-maks) (20-47) (1.5-6.0) (24.0-150.0} (45.0-80.0) (14.0-30.0)
B

Ortalama+SD | 34.0£6.4 28409 124439 64.0+£10.0 3.9+£2.1

Ortanca 33.0 30 140 70.0 40

(min-maks) (23-58) (2.0-5.0) (4.0-18.0) (45.0-80) (1.0-9.0)
C

Ortalama+SD | 31.8£79 3.5%16 46,424 5 68 4£79 6.5226

Ortanca 305 3.0 40.0 70.0 7.0

(min-maks) (19-58) (2.0-8.0) (20.0-130.0) (50.0-80.0) (1.0-10.0)

D

Ortalama+SD | 2953 3.7+1.0 27.1£22.9 18.8+143 25418

Ortanca 295 40 20.0 250 20

(min-maks) (21-38) (2.0-5.0) (8.0-90.0) (0.0-35.0) (1.0-6.0)

E

OrtalamaSD | 32.6+5.0 2.8£1.5

Ortanca 315 22

(min-maks) (25-40) (1.0-8.0)
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Cizelge 25, Seminal sivida NAD-MDH, NADP-MDH ve LDH aktivitelerinin ortalamalan

Grup Seminal sivi Seminal sivi Semen LDH
NAD-MDH NADP-MDH (U/L)
(mU/ml) (mU/ml)
A
Ortalama£SD | 93 9£52 ] 155.1£77.7 1236.9+687.0
Ortanca 95.0 137.5 1066.5
(min-maks) (14.0-188.0) (53.0-400.0) (540-3000)
B
Ortalama=SD | 111 8£721 129 4+76.5 77473354
Ortanca 104.0 109.0 810.0
(min-maks) (10.0-285.0) (19.0-295.0) (300-1512)
€
Ortalama+SD | 1040468 149.2+104.4 945 6+493.0
Ortanca 105.0 110.0 746.5
(min-maks) (28.0-190.0) (38.0-476.0) (310-1944)
D
Ortalama=SD | 40.0£25.7 141.0+117.1 1517.7£729.8
Ortanca 33.0 100.0 1404.0
(min-maks) | (10.0-86.0) | (28.0-400.0) (554-2633)
E
Ortalama=SD | 38 0443 6 138.0:84.3 940.0+465.8
Ortanca 21.5 126.0 830.0
(min-maks) (0.0-162.0) (0.0-343.0) (297-1998)




Cizelge 26. Seminal simnda GSH, glukoz ve fruktoz deferferinin ortalamalan

Grup GSH Glukoz Fruktoz
(pmol/L) (mg/dl) (mg/100 ml)

A

Ortalama=SD | 43 5+129 2.0+2.1 1847124 8

Ortanca 404 1.2 169.0

(min-maks) (28.2-80.8) (0.0-6.6) (20.0-502)
B

Ortalama+SD | 30.4£7 9 28421 272.1£104.3

Ortanca 303 18 260.0

(min-maks) (16.1-46.4) (1.0-83) (133.0-534.0)
C

Ortalama+SD | 35.7£15.0 1.8+1.6 2299+79.9

Ortanca 363 i 214.0

(min-maks) (8.0-60.6) (0.0-5.7) (52.0-380.0)

D

Ortalama+SD | 48 9+16.7 40+14 T06.6£143.3

Ortanca 474 35 732.5

(min-maks) | (12.1-80.8) (2.6-67) | (500-900)

E

Ortalama+SD | 18.7£13.6 15.4+6.4 338.14228.2

Ortanca 14.6 15.6 239.0

(min-maks) (0.0-50.5) (6.4-29.5) (135-964)
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Cizelge 27. Seminal simda serbest testosteron ve leptin diizeylerinin ortalamalan

Grup Serbest Leptin
Testosteron (ng/ml)
(pg/ml)
A
Ortalama+SD | 24413 0.20+£1.9
Ortanca 1.8 0.12
(min-maks) (1.2-8.5) (0.0-0.9)
B
OrtalamazSD | 2. 1£16 0.11%0.1
Ortanca 1:3 0.08
(min-maks) (0.5-6.5) (0.0-0.3)
OrtalamazSD | 3 7423 0.16£0.11
Ortanca 341 0.15
(min-maks) | (0.8-8.7) (0,0-0.4)
D
Ortalama+SD | 3.6=1.2 0.14+0.13
Ortanca 3.3 011
(min-maks) (1.0-5.8) (0.0-0.5)
E

OrtalamaxSD | 0.9+0 6 0.15£0.15
Ortanca 0.65 0.12

| (min-maks) (0.1-2.1) (0,0-0.5)
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Cizelge 28. A Grubu sperm drneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu Sperm NAD-MDH | Sperm NADP-MDH | Sperm LDH
no (mU/ml ejakiilat) (mU/ml ejakiilat) (U/L)

1 48 19 202

2 80 14 1721

3 52 9 1755

4 33 14 1654

5 57 14 500

6 95 14 1458

i 33 9 1633

8 95 19 1147

9 43 0 2870
10 95 14 670

11 104 0 404
12 57 0 1958
13 81 0 972
14 48 0 2093
15 109 0 1242
16 147 0 702
17 48 24 1238
18 95 28 608
19 109 9 547
20 105 0 486
21 119 9 378
22 95 0 1215
23 109 0 1147
24 86 0 810
25 95 38 1215
26 76 0 2498
27 76 0 1020
28 90 0 810
29 86 9 770
30 71 0 980
31 114 0 1800
32 95 0 1458
33 124 0 1210
34 114 0 1100
35 95 0 972
3 114 0 1210
37 100 0 810
38 95 0 780
39 105 0 1020
40 100 0 980
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Cizelge 29. B Grubu sperm drneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

[Olgu | Sperm NAD-MDH | Sperm NADP-MDH | Sperm LDH
no (mU/ml ejakiilat) (mU/ml ejakiilat) (U/L)

1 9 0 2160
2 57 76 405
3 9 66 405
4 19 76 1580
5 0 19 540
6 0 66 607
7 28 0 310
8 132 28 607
9 147 I8 540
10 147 38 864
1 100 13 635
12 105 0 1370
13 147 0 1755
14 124 0 864
15 124 0 540
16 128 33 162
17 105 0 304
18 114 0 743
19 81 0 750
20 124 28 158
21 128 0 260
22 86 0 1478
23 100 0 472
24 100 0 1472
25 95 0 985




Cizelge 30. C Grubu sperm drneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu Sperm NAD-MDH | Sperm NADP-MDH | Sperm LDH
no (mU/ml ejakiilat) (mU/ml ejakiilat) (U/L)

1 162 71 1418
2 171 66 783
3 166 80 1350
4 214 71 1654
5 235 71 378
6 142 19 432
7 285 19 1120
8 166 57 460
9 223 28 1053
10 214 42 702
11 114 0 460
12 124 0 680
13 110 0 500
14 105 0 547
15 119 0 1020
16 119 0 1350
17 38 0 460
18 105 0 870
19 93 0 702
20 100 0 1120
21 62 0 680
22 47 0 608
23 86 0 810
24 180 24 910
25 114 0 610
26 62 0 1120
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Cizelge 31. D Grubu sperm drneklerinde MDH ve LDH aktiviteleri

Olgu Sperm NAD-MDH | Sperm NADP-MDH | Sperm LDH
no (mU/ml ejakiilat) (mU/ml ejakiilat) (U/L)
1 81 0 2295
2 95 0 581
3 143 0 607
+ 105 0 607
5 86 0 337
6 114 0 493
ES 66 0 472
8 81 0 95
9 95 0 607
10 119 95 2633
11 147 0 175
12 105 0 472

Cizelge 32. Sperm drncklerinde NAD-MDH, NADP-MDH ve LDH aktivitelerinin ortalamalan

Grup Sperm NAD- | Sperm Sperm LDH
MDH (mU/ml) | NADP- (U/L)
MDH
(mU/ml)
A
Ortalama+SD | 8732265 6.0+93 1152.24576.0
Ortanca 95.0 0.0 1060.0
_(min-maks) (33.0-147.0) (0.0-38.0) (202-2870)
B
Ortalama+SD | 88.3+49 3 20.04£26.7 799 8+537
Ortanca 100.0 0.0 607.0
(min-maks) | (0.0-147.0) (0.0-76.0) | (158-2160)
¢
Ortalama+SD | 136.8261 8 21.0£292 838343493
Ortanca 119.0 0.0 7425
(min-maks) (38-285) (0.0-80.0) (378-1654)
D
OrtalamaxSD | 103,024 6 7.9+274 781.1+806.8
Ortanca 100.0 0.0 537.0

(min-maks) | (66.0-147.0) | (0.0-95.0) | (95-2633)
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Cizelge 33. Gruplardaki degiskenlerin A (Kontrol) grubu ile kargilastinimatan sonucunda “p™
degterleri

Konsantrasyon B N D E
A 0.000 0.001
Motilite
A 0.000 0.000
Morfoloji
A 0,000 0.000 0.000
Seminal sivi
NAD-MDH
A 0.001 0,000
Sem. Sv1 LDH
A 0.006 0.01
GSH
A 0.000 0,000
Glukoz
A 0.025 0,002 0,000
Fruktoz
A 0,006 0.000 0,015
Testosteron
A 0.014 0.055 0.004 0,000
Leptin
A 0,013
Sperm
NAD-MDH
A 0.01
Sperm LDH
A 0.008 0.020 0.005

Gruplar kontrol grubu ile karsilagtinldiginda p<0,05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
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Cizelge 34. Gruplardaki degiskenlerin birbirleri ile karsilastinlmalar sonucunda “p™ degerleri

Konsantrasyon £ D E

B 0.01

C 0.01

Motilite

B 0.01

C 0.01

Morfoloji

B 0.01

C 0.01

Seminal sivi

NAD-MDH

B 0.01 0.000

C 0.01 0.000

Semi. Stvi LDH
C

GSH

B 0.01 0.001

C 0.01 0.001

D 0.000

Glukoz

B 0.01 0.000

C 0.01 0.000

D 0.000

B 0.01

C 0.01

D 0.000
Testosteron
B 0.01 0.01 0.003

it 0.000
D 0.000

Sperm

NAD-MDH
B 0.01

Gruplar birbirleri ile karpilastirnldifinda p<0,01 diizeyinde anlamh kabul edilmistir.
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Cizelge 35. A Grubundaki degiskenlerin kendi igerisinde korelasyonu
(r= korelasyon katsayisi)

Karsilagtinlan degiskenler r P

Sperm motilitesi ile semende NAD- | - 0,367 | 0,02
MDH

Seminal sivi LDH ile sperm 0,339 0,03
konsantrasyonu

Leptin ile sperm konsantrasyonu -0,328 [0,03
Semi. sivi LDH ile glukoz 0,421 0,007
Glukoz ile testosteron 0,424 0,006
Sperm NADP-MDH ile sperm -0,356 | 0,02
NAD-MDH

Sperm NAD-MDH ile sperm LDH | -0,343 | 0,03

Cizelge 36. B Grubundaki degiskenlerin kendi igerisinde korelasyonu

Kargilagtirlan degigkenler |r P
Hasta yasi ile sperm motilitesi 0,440 0,02
Hasta yas: ile sperm morfolojisi 0,437 0,02

Sperm konsantrasyonu ile sperm | 0,544 | 0,003
motilitesi

Sperm konsantrasyonu ile sperm 0,416 0,03
morfolojisi
Sperm motilitesi ile sperm 0,468 0,01
morfolojisi
Glukoz ile sperm morfolojisi - 0,460 0,02

Fruktoz ile sperm konsantrasyonu -0,424 10,03

Semi.stvi NAD-MDH ile semi. sitv1 | - 0,648 0,000
LDH

Semi.sivi NAD-MDH ile 0,497 0,01
testosteron

Semi.sivi NAD-MDH ile leptin -0,416 | 0,03
Glukoz ile fruktoz 0,481 0,01
Semi.sivi NAD-MDH ile sperm 0,461 0,02

NADP-MDH
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Cizelge 37. C Grubundaki degiskenlerin kendi igerisinde korelasyonu

Kargilagtinlan defiskenler r P

Hasta yas! ile sperm motilitesi 0516 0,007

Semi.sivi NADPH-MDH ile semen | - 0,475 | 0,01
hacmi

Hasta yas1 ile fruktoz -0,393 | 0,04
Sperm konsantrasyonu ile sperm 0,487 0.01
motilitesi

Sperm motilitesi ile sperm 0,579 0.002
morfolojisi

Semi.sivi NAD-MDH ile semi.sivi | - 0,607 | 0,001
LDH

Semi.sivi LDH ile GSH 0,662 0,000
Semi.sivi NAD-MDH ile fruktoz - 0,547 0.004
Semi.sivi NAD-MDH ile leptin 0,536 0,005
Sperm NAD-MDH ile semi.sivi 0,572 0,002
NAD-MDH

Sperm NAD-MDH ile semi.sivi -0,702 | 0,000
LDH

Semi.sivi NAD-MDH ile GSH - 0,470 | 0,01

Cizelge 38. D Grubundaki degiskenlerin kendi igerisinde korelasyonu

Kargilagtinlan degigkenler r ) s

Semen hacmi ile semi.stvi NADP- | -0,603 | 0,03
MDH

Sperm motilitesi ile semi.sivi NAD- | 0,703 0,01
MDH

Sperm morfolojisi ile semi.sivi -0,603 0,03
NADP-MDH

Semi.sivi NAD-MDH ile sperm 0,703 0,01
motilitesi

Semi.sivi NADP-MDH ile semen -0,603 | 0,03
hacmi

Semi.sivi NADP-MDH ile sperm - 0,652 0,02

morfolojisi

Semi.sivi LDH ile sperm konsan. 0,577 0,04
Semi.sivi LDH ile sperm - 0,864 | 0,000
maorfolojisi

Semi.sivi NADP-MDH ile GSH 0,603 0,03
Glukoz ile sperm motilitesi -0,630 | 0,02
Glukoz ile sperm morfolojisi -0,703 | 0,01
Glukoz ile semi.sivi NAD-MDH - 0,616 | 0,03
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Cizelge 39. E Grubundaki defiskenlerin kendi igerisinde korelasyonu

Kargilagtirnlan degiskenler r P

Semi.sivi NAD-MDH ile semen -0,513 | 0,042

LDH

Glukoz ile fruktoz 0,842 0,000

Hasta yasi ile leptin didzeyi 0,591 0,016
istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen tim wverilerin istatistiksel analizinde wve
grafiklendirilmesinde SPSS (12.0) ve Excell paket programlarindan yararlamlmustir.

Gruplann kargilagtinlmasinda * Mann Whitney U Testi * kullanilmistr.
Gruplar kontrol grubu ile karsilastinldiginda p<0,05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

Gruplar birbirleri ile kargilastinldifinda p<0,01 diizeyinde anlamh kabul edilmistir.
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Sekil 35, Spermivogram degeclendirilmesine giire gruplarn karsilaghimlimas

konsantrasyon- x10%ml
motilite- % motil
morfoloji- % normal olarak degerlendirilmistir

Bu bilimde yer alan grafikler, degigkenlerin ortalama degerleri kullanilarak
gisterilmis, biitiin gruplar kontrol grubuyla karsilagtirilarak p<0.05 diizeyinde anlamh

kabul edilen siitunlar * ile isaretlenmistir.
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Sekil 36. Seminal sivida NAD-MDH ve NADP-MDH aktiviteleri (mU/ml)
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Sekil 37. Seminal sivida LDH aktivitesi (LI/L)
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Sekil 38. Seminal sivida GSH dizeyi (pmol/L)
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Sekil 39, Seminal sivida glukoz ditzeyi (mg/dl)
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Sckil 40. Seminal sivida fruktoz dizeyi (mg/100 ml)
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Sekil 41. Seminal sivida serbest testosteron dilzeyi (pg/ml)
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Sekil 42, Seminal sivida leptin diizeyi (ng/ml)
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5. TARTISMA

Yapilan arastirmalarda, toplumlarda infertilite oranunin % 10-15 dolayinda
oldugu bildirilmistir. Infertilite problemi ile bagvuran ¢iftlerin yaklagik % 50’sinde
erkege bagli faktoriin olmasi, “erkek fertilizasyon kapasitesinin aragtinlmasimt”™ atilacak
ilk adim olarak beraberinde getirmektedir.

Infertilitede erkek faktSriiniin kesinlik kazanabilmesi i¢in; Oykii, genel fizik
muayene, semen analizi ve hormonal tetkikler sirasiyla yapilmali ve gereginde testis
biyopsisi; biyokimyasal ve fonksiyonel testlerle desteklenmelidir. Bu nedenle erkek
faktoriinli ortaya koyan en basit test spermiyogramdir. Dikkatli bir sekilde yapilan
semen analizi testislerin spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesiyle aksesuvar

bezlerin galigmas: hakkinda saglikl: bilgi sahibi olunmasim saglayacaktir.

5.1, ﬁmek Secimi ve Spermiyogram Ozelliklerine Gére Degerlendirme

Calismada, drneklerin se¢imi yapilirken olgulanin herhangi patolojik bir &ykiisii
esas alinmamig ancak 18kosit iceren, viskoz olan ve anormal bir goriintliye sahip
(6rnegin kanh) Omekler ¢aligmada kullanilmamis, perhiz siiresine uygun olarak
(ortalama 3-5 giin) toplanmus &rneklerin ayrilmasima dikkat edilmistir. Bunun diginda
Ornekler; yag ve semen hacmi yOniinden bir segime tabi tutulmamig, mevsimsel ve
kisisel varyasyonlar g6z 6niine alinmayip hi¢ bir olgu ¢aligilan hig bir degeri yoniinden
zaman igerisinde takibe alinmadan tamamen rastgele sec¢imler yapilmigtir. Olgular
sadece spermiyogram (konsantrasyon, motilite ve morfoloji) 6zelliklerine bagl olarak
asagida belirtildigi sekilde gruplandiniimiglardir:

A Grubu (n = 40) - Konsantrasyon, motilite ve morfoloji normal
(Kontrol grubu, normospermi)

B Grubu (n = 25) - Konsantrasyon ve morfoloji diigiik, motilite normal
(oligoteratospermi)

C Grubu (n = 26)- Konsantrasyon ve motilite normal , morfoloji diigitk
(teratospermi)

D Grubu (n = 12)- Motilite diisiik (astenospermi)

E Grubu (n = 16)- Azospermik (semende sperm bulunmamasi)
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Gruplar arasinda yas ve semen hacmi karsilagtinldifinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark tesbit edilmemigtir.

Yapilan caligmalarda yasa bagll olarak yilda; semen hacminin 0.03 ml,
motilitenin % 0.7, progresif motilitenin % 3.1 azaldig: bildirilmistir. Saglikh erkeklerde
semen hacmi, sperm sayisi, motilite ve morfoloji 6zellikleri yoniinden varyasyonlar
olabilecegi vurgulanmistir **. Ornegin perhiz (abstinans) stresine bagh olarak gin
basina semen hacminde 0.62 ml, sperm sayisinda 17.6 x 10%ml ve motilitede % 1.2°lik

% Calgsilan omeklerde sperm sayisindaki digmenin %

artiy oldugu agiklanmigtir
motilitede azalmaya ve morfolojik olarak % anormal olarak ifade edilen sperm
sayisinda da artisa neden oldugu bildirilmistir. Calismamizda B grubundaki 6rneklerde,
sperm konsantrasyonu (12.4+3.9 x10%ml) ile morfoloji (3.9+2.1) arasinda pozitif
korelasyon  (r = 0.416 p = 0.03) saptandi. C grubundaki 6rneklerde ise sperm
konsantrasyonu (46.4£24.5) ile motilite (68.4+7.9) arasinda pozitif korelasyon
(r = 0487 p = 0.01) tesbit edildi. Normal (ya da fertil) kabul edilecck semen
érneginde; sperm konsantrasyonu, motilite ve morfoloji degerlerinin de normal kabul
edilen sinirlarda bulunmas: beklenmektedir. Dogal olarak konsantrasyon, motilite ve
morfoloji arasinda saptanan korelasyonlar o semen 6rneginin fertil ya da infertil olarak

hangi grupta yer alacagim belirtecektir.

5.2. MDH Aktivitesi Ile Tigili Degerlendirme

MDH pek gok metabolik yolun &nemli bir enzimidir. Okaryotik hilcrelerde
mitokondrial ve sitoplazmik olmak iizere iki izozim olarak bulunmaktadir.
Mitokondriva ve sitozolde bulunan MDH, NAD’yi koenzim olarak kullanir; malat,
okzaloasetata reditklenirken NADH agi8a ¢ikar. Diger NADP bagimlit MDH ise, daha
¢ok sitozolde bulunan temizleyici bir enzimdir. Bu simf MDH’in birincil gorevi,
malatin dekarboksilasyonunu gergeklestirerek pirivat, NADPH ve CO;
olusturmasidir %,

MDHI1 geni; bdbrek, akciger, kalp, iskelet kasi, karaciger, pankreas, prostat,
dalak, timus, beyin ve omurilikte eksprese edilmistir 3> Brooks, (1978)
spermatozoamn epididimal dokudan 5-400 kat daha aktif NADP+-malat dehidrogenaz
igerigine sahip oldugunu agiklamigtir *. Prasad ve ark. (1976) normal, vazektomize,
oligospermik ve infertil erkeklerden elde edilen 99 semen émeginde MDH diizeyini
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elektroforetik olarak galigmiglar, bu gruplarda MDH’in farkl: bir sonug gostermedigini
agiklamglardir . Gronczewska J ve ark. (2003) ringa balig1 spermatozoasinda malik
enzim aktivitesini gostermiglerdir °®. Yaptigimiz arastirmalarda, bu bilgiler diginda,
insan semeninde, sperminde MDH aktivitesi ile ilgili agiklama ya da tireme iizerinde
olast direk ya da dolayli bir etkisini vurgulayan bir literatiir bilgisine rastlamadik.
Kargilagtirilan kaynaklar daha fazla MDH’1n molekiiler yapisini agiklayan ozellikteydi.
Bu nedenle MDH aktivitesi ile ilgili sonuglarimizi tartigirken herhangi bir literatiir
bilgisiyle kargilagtirma imkan1 olmadan verilerimizi kendi i¢inde kiyaslama durumunda
kalind1.

MDH aktivitesi ¢aligma gruplarinin seminal sivi ve sperm bolimlerinde NAD ve
NADP bagimh olmak iizere iki formda incelenmigtir.

Seminal sivida NAD-MDH aktivitesi (ortalama+SD) A grubunda, 93.9+52.1
mU/ml); D (40.0£25.7 mU/ml ) ve E (38.0+43.6 mU/ml) gruplanna oranla anlamh
dizeyde (D ve E grubu i¢in p<0,05) yiiksek bulunmustur. D grubundaki olgularin ortak
Ozelligi motilitesi digik Orneklerin segilmis olmasidir,. Bu durumda MDH
aktivitesindeki artigin, sperm motilitesinin artmasmna destek oldugu  sonucunu
dusiindiirmektedir. E grubu azospermik orneklerden olugmaktadir. Bu grup seminal
stvinin digerlerinden oldukga diigitk MDH aktivitesine sahip olmasi ilging gériinmiigtiir.

Diger gruplarin seminal sivisinda NAD-MDH aktivitesi kargilastinldiginda; B
grubu D ile E’den, C grubu da D ile E’den anlamh dizeyde (p<0,01) yiiksek
bulunmugtur.

Kontrol grubuna (A grubu) benzer gekilde B (111.8+72.1 mU/ml) ve C
(104.0+46.8 mU/ml) gruplarinda da MDH aktivitesi D ve E gruplanndan yiiksek
bulunmugtur. B ve C gruplan belirli sperm o6zellikleri yontinden (morfoloji ya da
motilite) A grubundan farklidir. Bunlarin seminal sivilaninda MDH aktivitesi A
grubundan anlamli olarak farklidir. Oysaki D grubu biitiin ozellikleri yoniinden
(konsantrasyon, motilite ve morfoloji ortalamasi diigiik) A grubundan farkls
bulunmugtur. Bu durumda sperm aktivitesini etkileyen faktorlerin (konsantrasyon,
motilite, morfoloji) hepsinin yetersiz diizeylerde bulunmas: ile MDH aktivitesinin
digikligi arasinda bir iliski bulundugu ve bunda da motilitenin en yiksek payi
olugturdugu diginilmigtir. Ciinkii D grubu seminal sivi drneklerinde MDH aktivitesi
ile sperm motilitesi arasinda da pozitif korelasyon (r=0.703 p=0.01) saptanmugtir.
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Seminal sivi orneklerinde NADP-MDH aktivitesi de saptanmis olup
oligoteratospermik grupta bu aktivite (129.4+76.5 mU/ml) kontrol grubundan
(155.1£77.7 mU/ml) biraz diisitk gibi gériinmekle beraber istatistiksel olarak anlamh bir
fark vermemistir. Oysa Dikmen ve ark. seminal sivida NADP-bagimh dehidrogenaz
aktivitesini caligmislar; oligospermik o6rneklerde dehidrogenaz aktivitesini kontrol
grubundan anlaml diizeyde diitk bulduklann agiklamuglardir * Bu aktivitenin MDH
ya da G6PD disinda olast bir bagka dehidrogenazdan kaynaklanabilecegi ve bu konunun
daha ileri aragtirmalarla aydinlatiimas: gerektigi digiinilmektedir.

Calismanin bir diger béliimiinde sperm 6rnekleri homojenize edilerek hazirlanan
homojenatta sperm konsantrasyonu 20x10°%ml olarak dizenlenmis ve NAD/NADP —
MDH ve LDH enzim aktiviteleri mU/ml (mU/20x10%ml) homojenat olarak
degerlendirilmisgtir,

C grubu sperm orneklerinde NAD-MDH aktivitesi (ortalama+SD) 136.8+61.8
mU/ml ejakiilat) A (87.3+26.5 mU/ml) ve B ( 88.3+49.3 mU/ml) gruplarindan anlaml:
diizeyde (A grubu i¢in p<0.05 B grubu i¢in p<0.01) yiksek bulunmustur. C grubunun A
grubundan tek farki morfolojinin bozuk olmasidir. Bu durumda, morfolojideki
defektlerin  simflandinlarak degerlendirilmesinin  enzim aktivitesindeki farklan
aciklamaya 11k tutabilecegi digiinilmektedir.

MDH, “malat-aspartat shuttle” yolunun &nemli bir enzimi olup sitozolik
NADH’in mitokondriye tasinmasinda etkili bir rol oynar ve oksidatif ATP iretimi
gergeklesir. MDH aktivitesindeki diisme dokularda ATP iiretiminin de azalmasina yol
agmaktadir. LDH ise gesitli metabolik durumlarda stabil yapida olan bir enzimdir ve
sitozolik MDH/LDH orammin hayvan dokularinda enerji metabolizmasinin
degerlendirilmesinde faydali bir indikatér oldugu bildirilmigtir. Hosoya ve ark.
¢aligmalarinda yarig atlarinin yariglarda yiiksek performans gosterebilmek igin etkili bir
énexji retim sistemine ihtiya¢ duyduklarini ve bu hayvanlarin 16kositlerinde sitozolik
MDH/LDH oranimin yarig atlarinin enerji metabolizmasin degerlendirmede 6nemli bir
gosterge oldugunu agiklamiglardir .

Caliyma planlanirken spermin enerji metabolizmas: tizerinde etkili olabilecek
unsurlar  Gizerinde durulmus ve MDH aktivitesinin sperm fonksiyonlarim
etkileyebilecegi dugiintilmigtir. Yukanda yapilan ¢aligmada oldugu gibi sperm
hiicreleri de etkinliklerini gergeklegtirebilmek ve dolayisiyla hareket yetenekleri icin
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etkili bir enerji metabolizmasina ihtiyag duyarlar. Caligmada MDH aktivitesi ve sperm
motilitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Bu durum, MDH aktivitesinin
degerlendirilmesinin sperm enerji metabolizmasinin hangi yonde isledigi konusunda
destekleyici bilgi olusturacag: goriiginii destekliyor gériinmektedir.

MDH/LDH orammn degerlendirilmesinin hiicrelerde enerji metabolizmasin
irdeleme yoniinde iyi bir gosterge oldugu goriigiinden yola gikarak gruplarda MDH ve
LDH arasindaki ilgi aragtirildi. Bu durumda :

- A grubunda sperm NAD-MDH ile sperm LDH arasinda negatif korelasyon
(r=-0.343 p=0.03)

- A grubunda spermde NAD-MDH ile NADP-MDH arasinda negatif korelasyon
(r=-0.356 p=0.02) tesbit edilmistir.

- B grubunda seminal stvi NAD-MDH ile seminal stvi LDH arasinda negatif
korelasyon (r= -0.648 p=0.000)

- C grubunda seminal stvi NAD-MDH ile seminal sivi LDH arasinda negatif
korelasyon (r= -0.607 p=0.001)

- C grubunda sperm NAD-MDH ile seminal sivi LDH arasinda negatif
korelasyon (r= -0.702 p=0.000)

- C grubunda sperm NAD-MDH ile seminal sivi NAD-MDH arasinda pozitif
korelasyon (r=0.572 p=0.002)

- E grubunda seminal sivi NAD-MDH ile seminal sivi LDH arasinda negatif
korelasyon {r= -0.513 p=0.042)

Yukaridaki yedi maddeyle ilgili korelasyonlar toplu olarak degerlendirildiginde;
genel olarak gruplarda seminal sivi ya da spermde NAD-MDH ve LDH aktivitesi
arasinda negatif korelasyon gorilmiistiir. Spermde mitokondriler aktif duruma gegip
malat (aym zamanda koenzim olarak da NAD) kulltamlmaya bagladiginda MDH
aktivitesi artmakta fakat bu arada laktat kullamm azaldig: i¢in LDH aktivitesinin
diismekte oldugunu diisiiniilmistiir. Buna bagh olarak pirivatin kullamminin yetersiz
kaldi§1 ve mitokondrilerin yeterince aktivite gosteremedigi (6rnegin yeterince oksijen
alamadif) olgularda; mitokondriyal bir enzim olan MDH aktivitesi diigitk kalmakta bu
durumda laktatin, glikolitik yolu kullanmaya yonelerek LDH aktivitesinin yiikselmesine

neden olmast muhtemel gibi gorinmektedir.

124



Gerez ve ark. ¢aligmalarninda medyumda belirli konsantrasyonda (0.5-4 mM)
bulunan malatin, sperm mitokondrisi tarafindan pirivat tiketimi ve Piriivat
Dehidrogenaz aktivitesini artirdigim bildirmiglerdir 101,

Lahnsteiner ve ark. bir alabalik ¢esidi olan Oncorhynus mykiss’de semen
fertilizasyon kapasitesi ve sperm motilitesi, seminal plazma kompozisyonu ile sperm
metabolizmas: arasindaki ilgiyi arastirarak semen kalitesinin biomarker’larin
belirlemeye galigmiglardir 102,

Seminal plazmada sperm metabolizmast igin fikir verebilecek derecede 6neme
sahip su analizler bildirilmigtir:

1. Spermatozoa igin izotonik ortam saglayan, motiliteyi inhibe eden inorganik
bilesikler (pH, sodyum, potasyum, kalsiyum, ozmolilite) (Morisawa ve ark. 1983).

2. Enerji metabolizmasinin belirteci olan organik bilesikler (trigliseritler, gliserol,
yag asitleri, glukoz, laktat) (Lahnsteiner ve ark. 1993).

3. Litik enzimler (asit fosfataz, alkalen fosfataz, B-D-glukuronidaz, proteaz);
dejenere spermatozoamn elimine edilmesinden sorumlu ve muhtemelen spermatozoa
disina sizan enzimler (malat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz, adenozin trifosfataz,
aspartat aminotransferaz) 2,

Sperm metabolizmasiyla ilgili olarak yapilan caligmalarda MDH, solunum
aktivitesi, aspartataminoransferaz aktivitesi ve total lipit dizeylerinin fertilizasyon
oraminda (multiple regresyon modelinde % 75’den fazla total varyans ile) semen
kalitesini agiklayan belirtegler oldugu bildirilmistir. Uzun siire bekletilen semen
orneginde MDH sizmasinin gergeklestidi ve solunum aktivitesinin arttifr agiklanmugtir.
Enzim diizeylerindeki artig anoksik sartlarda yetersiz enerji ihtiyacina cevap vermek
amaciyla gergeklesmektedir. Bu enzimler ve sperm motilitesi arasinda korelasyon
saptanmistir. Metabolik blokerlerle yapilan deneyler sperm enerji metabolizmasi ve
motilitesinin oksidatif fosforilasyon ve sitrat siklusuna bagh oldugunu gostermistir
(Lahnsteiner ve ark. 1997) 1%, |

Memeli  spermatozoasi, oosit fertilizasyonu  Oncesi  biyokimyasal
modifikasyonlara ihtiyag duymaktadir. Bu modifikasyonlar bir haziriik donemi olan
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu igerir. Sperm katabolik olaylar sonucunda
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu igin gereken enerjiyi iiretir. MDH, rediikte

ekivalenlerin i¢ mitokondrial membran boyunca taginmasinda 6nemli rol oynar;
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MDH’1in somatik hiicrelerde mitokondrial izoenzimlerinin bulunmasi bu durumda
etkilidir. MDH-NADP enzimi, pentoz fosfat yolu ile sitozolde yerlesmistir ve hticrede
reditkkte NADP’nin ana kaynagidir. MDH-NAD kog, domuz ve sigir spermatozoasinin
orta pargasinda bulunmustur. Rediikte ekivalenlerin sitozolden mitokondriaya taginmasi
“malat-aspartat shuttle” ile gergeklesmektedir. Cordoba ve ark. siir spermatozoasinda
yaptiklari ¢aligmada, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu indiksiyonu sonrasinda
NAD(P)-bagimh MDH ve izositrat dehidrogenaz aktivitesini Slgmigler; MDH1n
NADP formunun aktivitesinin daha sabit seyrettigini, MDH-NAD aktivitesinin ise
azaldigmi bildirmiglerdir. Cordoba ve ark. ¢alimalan sonunda bu enzimlerin
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarinda rediikte ekivalen ve/veya temininde onemli
rol oynadiklarim aciklamuglardir. Biz de bu galigmaya benzer sekilde, MDH’in NAD
formunda gruplar arasinda (hem seminal sivi hem de sperm igin) istatistiksel olarak
anlaml: farklar bulup NADP formunun ise daha stabil seyrettigini tesbit ettik. Bu durum
NAD bagh MDH’in  sperm  enerjisi ile ilgili olaylarda daba aktif oldugunu
dugtndiirda ',

Sperm o6rneklerinde MDH aktivitesi incelendifinde bazi &rneklerde NADP
formunda aktiviteyi yogun bir sekilde “0” olarak tesbit edildi. Sperm homojenizasyonu
esnasinda 1st faktdriinit korumaya ¢aligmamiza ragmen enzimin 1st stabilitesinin digitk
oldufu ve bu nedenle “0” aktivite bulundufunu diganildd. Scheibe ve ark. da
kloroplastlarda yaptiklan galiyjmada NADP-MDH’1n 1stya rezistansinin disiik oldugunu,
NADPH eklenmesiyle 1s1 instabilitesinin kazamildigim agiklamiglardir 1,

Morfolojik  degerlendirme, sperm arastirmalannda kullamlan temel
parametrelerden biridir. Sperm defektlerinin gesitliligi morfolojik degerlendirme igin
6nemli olmakla beraber infertilite problemlerinin aragtirmasinda ve spermin kisisel
degerlendirilmelerinde ek metodlara ihtiyag duyulmaktadir (Piasecka 2001)'%.

Rutin sperm boyamalanyla yapilan incelemelerde (Wang 1991, Kruger 1995,
Marin 1995) sperm bast detayli olarak; orta parga ise genel olarak
degerlendirilmektedir.Bu inceleme orta parga hakkinda agiklayici bilgi vermemektedir.
Oysa ki orta parga mitokondrial tabakayr igerip bu tabaka; enerji {iretimi, iyonlanin
taginmas1, akrozom reaksiyonu ve motiliteden sorumludur %,

Olgun memeli sperminde yaklagik olarak 50-75 mitokondria bulunmakta ve

spermatogenez boyunca sperm mitokondrisi énemli morfolojik degisiklikler ve hiicresel
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organizasyonlar gecirmektedir. Spermatozoada bulunan mitokondri (sperm-tip
mitokondria), morfoloji ve biyokimyasal &zellikleri yoniinden somatik hiicre
mitokondriasinden degisiktir. Sperm ve somatik hiicre mitokondrisi arasindaki
morfolojik farkhliklar '%:

1. Dis mitokondrial membranin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Keyhani ve
Storey 1973; Hrudka 1978.1987; Baccetti 1984; Cataldo 1996).

2. Bazi enzimlerin sperm mitokondriasina yerlesmis 6zel izoformlan vardir;
Ornegin laktat dehidrogenaz igin LDHX (Hutson ve ark. 1977; Valesco ve ark. 1993;
Gallino ve ark. 1994; Orlando ve ark. 1994) diaforaz (Gavella ve Lipovac, 1992),
kreatin fosfokinaz (Tombes ve ark 1985; Orlando ve ark. 1994; Gavella ve ark. 1995),
El-piriivat dekarboksilaz (Burgos ve ark. 1994); hekzokinaz (Travis ve ark. 1998) ve
sitokrom ct —testise 6zgii formu (Hess ve ark. 1993)

3. Mitokondrial substrat ve inhibitorlere farkli duyarlilik bulunmas: (Dop ve ark.
1977; Storey ve Kayne 1977; Gallina ve ark.1994; Burgos ve ark. 1994). Piasecka ve
ark. da sperm enerji metabolizmasinin karakteristik dzelliklerini ve sperm mitokondrial
metabolizmay: agiklipa kavusturacak yeni metodlara ihtiyag duyuldugunu
vurgulamislardir '%.

Kohsaka ve ark. da inceledikleri hayvanlar igerisinde LDH’in sperm bas orta
par¢a ve kuyrukta yerlestigini MDHmn ise orta pargada mitokondrial matriksde
bulundugunu (1992) agiklamslardir '%. Matsuzawa ve ark. da MDH’m spermde iki
izozim halinde (MDH-A ve MDH-B) bulundugunu (1987) ifade etmiglerdir '*’.

Yukarida verilen bilgilere bagli olarak; sperm mitokondrial aktivitesinde
MDH’1in enerji metabolizmasi {izerindeki 6nemini vurgularken, motiliteye ek olarak
enzimin sperm morfolojisi {izerinde de etken, Onemli bir kriter olabilecegini
diigiinmekte ve  MDH fizerinde daha detayli ileri ¢aligmalarin faydali olabilecegine

inanmaktay1z.

5.3. LDH Aktivitesi ile Iigili Degerlendirme

LDH glikolitik yolda, laktat ve pirlivatin doniistimlii reaksiyonunu
katalizlemektedir. Memelilerde LDH’tm 5 tetramerik izozimi bulunmakta bunlar
olusturan alt birimler “A ve B” ya da “H ve M” seklinde gosterilmektedir. Bu
tetramerlerin farkii somatik dokulardaki oranlari degismekte fakat LDH-C4 sadece
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olgun testis ve spermatozoada gorilmektedir. LDH-C4, spermatozoada sitozolde ve
akrozomun kiigiik bir béliimiinde bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalarda somatik LDH
(6zellikle LDH-4) aktivitesinin klinik bir parametre olarak kullamlmasinin, germinal
aktivite ve seminiferdz tibiil spermatozoid kalitesinin degerlendirilmesinde iyi bir
marker oldugu agiklanmstir >°.

Cahgmamizda seminal sivi ve sperm 6rneklerinde LDH aktivitesini ayn ayrt
degerlendirildi.

108 caligmalarinda, kontrol grubu seminal sivi omneklerinde LDH

Li ve ark.
aktivite degerini ortalama 1.49+0.02x10™ U/ml; Verdejo ve ark.'® da kontrol grubu
seminal sivi orneklerinde LDH aktivitesini 24654339 IU/L olarak agiklamiglardir. Biz
de ¢aligmamizda kontrol grubu seminal sivi Orneklerinde LDH aktivite diizeyini
(ortalama+SD) (A grubu) 1236.9+687.0 U/L olarak tesbit ettik. Aktivite degerlerindeki
bu varyasyonun 6rnek se¢imi ve deney sartlarina bagli olabilecegini diisiinmekteyiz.

B grubu seminal siv1 6rneklerinde LDH diizeyi (ortalama+SD 774.7+335.4 U/L)
kontrol grubundan anlamh dizeyde digik (p<0.05) bulunmustur. B grubu
oligoteratospermik (konsantrasyon ve morfoloji digiik) 6rneklerden olugmaktadir.
Orlando CC ve ark. caligmalarinda oligozoospermik hastalarda LDH-X (LDH-C)
dizeyini kontrol grubununi/3’i kadar bulduklanim agiklamiglardir 10 Benzer sekilde
Sawane ve ark. da oligozoospermik grupta LDH-C4 aktivitesini énemli diizeyde diigiik
(p<0.01) bulmuglardir .

Caliymada D grubu (motilite diigitk ) seminal sivi 6rneklerinde LDH aktivitesini
(ortalama+SD 1517.7+729.8 U/L) kontrol grubundan anlaml diizeyde yiiksek (p<0.05)
bulundu. Beklentimiz bunun tam tersi yoniindeydi. Ciinkii yapilan agiklamalar LDH
aktivitesinin sperm motilitesi ile ilgili oldugu seklindeydi. Yine bu grupta LDH
aktivitesi ve morfoloji arasinda negatif korelasyon (= -0.864 p=0.000) saptandi. D
grubu seminal sivi orneklerindeki LDH aktivitesinin yiksek olmasinin seminal
vezikiillerden bir sizmaya bagli ya da sperm morfolojisindeki bozukluk neticesinde
sizmaya bagl olabilecegini digiiniiyoruz. D grubundaki olgulann sperm LDH
diizeyinin (781.1+806.8 U/L) kontrol grubundan (1152.2+576.0 U/L) anlamli diizeyde
(p<0.05) diigik olmast da bu durumu dogrulamaktadir. Bu durum sperm
metabolizmasinda olumsuz etki olusturarak hareket kaybimu provoke ettigi diigiincesini
telkin etmistir.
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A ve D grubu seminal siv1 drneklerinde LDH aktivitesi ve sperm sayist arasinda
pozitif korelasyon (A grubu i¢in r=0.339 p=0.03 ve D grubu igin r=0.577 p=0.04)
bulundu. Calismamiz1 destekler sekilde Velasco JA ve ark.!'?, Keltimlidis ve ark ',
Orlando CC ve ark ', ile Sawane ve ark. '!* da (oligozoospermik grupta) sperm sayisi
ile LDH aktivitesi arasinda giiglii korelasyon bulduklarim agiklamiglardir.

Sperm orneklerinde, biitiin gruplar kontrol grubuyla kargilagtinldiginda LDH
aktivitesi anlamli diizeyde (p<0.05) diigiik bulunmustur. Gruplarda LDH aktivitesi
(ortalama £SD):

A grubu (1152 £576.0)

B grubu (799.8 £537)

€ grubu (838.3 +349.3)

D grubu (781.1 + 806.8)

Gruplar kendi iginde kargilagtinldipinda C grubunda LDH aktivitesi B
grubundan anlamh diizeyde (p<0.01) yiiksek tesbit edilmistir.

Gavella ve ark ' ile Casano R. ve ark '"°. caligmalarinda sperm 6rneklerinde
LDH-C4 aktivitesini oligozoospermik hastalarda, kontrol grubundan daha yiiksek
bulduklarini agiklamiglardir. Caligmamzda sperm 6rneklerinde total LDH aktivitesini

i

Olgerek bunun tam tersi bir sonu¢ elde edildi. Diger arastirmacilarin LDH-C4
aktivitesini 6lgmis olmalarimn belki daha hassas bir degerlendirme imkam saglamig

olabilecegi diiglincesindeyiz.

5.4. GSH Aktivitesi ile lgili Degerlendirme

insanda bulunan 6nemli bir antioksidan, glutatyon tripeptidi olup oksidatif hasar
ve toksinlere kargi korumada merkezi rol oynar. Glutatyon ve glutatyon S-transferazin
iiremede onemli rol oynadig bildirilmig olmakla beraber seminal sivida glutatyon ve
glutatyon S-transferaz hakkindaki literatiir bilgileri kisith durumdadir .

GSH viicudun pek ¢ok organ ve dokusunda bulunur ve yiiksek antioksidan
ozellife sahiptir . Caligmamizda seminal sivi émeklerinde GSH diizeyini saptayarak
antioksidan etkinlik ve difer enzim aktiviteleri arasinda olasi bir ilgiyi aragtirmay:
dastindiik. B ile E gruplarinda GSH diizeyi (ortalamalar B i¢in 30.4+7.9umol/L ve E
i¢in 18.7 £13.6 umoV/L) kontrol grubundan (A grubu ) (43.5£12.9 pmol/L) anlamli
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diizeyde diisiik (p<0.05) bulunmustur. Diger gruplarda ortalamalar karsilastinldiginda
asagidaki sonuglar elde edilmigtir: |
- D grubu (48.9%16.7umol/L), B grubundan (30.4+7.9umol/L) anlamh
diizeyde (p<0.01) yiksek
- B grubunda (30.4+7.9umol/L), E grubundan (18.7£13.6umol/L) anlaml
diizeyde (p<0.01) yiiksek
- C grubu (35.7%15.0 pymol/L) E grubundan (18.7+13.6pmol/L) anlamh
diizeyde yiiksek (p<0.01)
- D grubu (48.9+16.7 pmol/L) E grubundan (18.7£13.6umol/L) anlamhi
diizeyde yiiksek (p<0.01) olarak tesbit edilmistir.

Genel olarak sonuglarimiz Bhardwaj ve ark 13 sonuglar ile uyum gostermektedir.
Onlar da bizim sonuglarimiza paralel olarak ¢alismalaninda, oligozoospermik ve
azospermik grupta GSH diizeyinin kontrol grubundan anlamh diizeyde digiik
bulduklarim agiklamuglardir. Ayrica azospermik grubun oligozoospermik gruptan daha
diigtik diizeyde GSH igerigine sahip oldugunu vurgulamuslardir. Bhardwaj ve ark.
¢aligmalanimin sonunda; glutatyonun membran bitiinliigli ve sitoskeletal biitiinliigtin
korunmasinda rol oynadig1, glutatyondaki kaybin oksidatif yanmada artiga bagh olarak
germ hiicre harabiyetine neden olabilecegi, bunun sonucunda da oligospermi ve
azospermi durumlarimn goriilebilecegini agiklamuglardir ',

C grubu seminal siv1 6rneklerinde LDH aktivitesi ile GSH diizeyi arasinda pozitif
korelasyon (r=0.062 p=0.000) saptanmugtir. Bu durumda, GSH diizeyinin LDH
aktivitesini degerlendirmede destekleyici bir katkisi olabilecegini diisiinmekteyiz.

C grubu seminal siv1 Srneklerinde NAD-MDH aktivitesi ile rediikte GSH diizeyi
arasinda negatif korelasyon (r=- 0.470 p=0.01) ve D grubu seminal sivi drneklerinde
NADP-MDH ile rediikte GSH diizeyi arasinda pozitif korelasyon (= 0.603 p=0.03)
saptanmustir. Bu sonuca bagh olarak; MDH’in NAD formunun motiliteden etkilenmesi
nedeniyle D grubu digindaki diger ¢aligma gruplarinda aktif, NADP formunun ise
yetersiz motiliteye sahip olan D grubunda aktif oldugunu ve bu nedenle s6zii edilen

korelasyonlari vermis olabilecegini telkin etmektedir.
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Lenzi ve ark. GSH"1n sperm motilitesini artirict rol oynadigimi ve infertil erkeklere
glutatyon verilmesinin motilitede artiga neden oldugunu bildirmislerdir urls
Galismamizda GSH diizeyi ve motilite arasinda bir ilgi saptanmad.

Ochsendorf FR ve ark. spermde GSH diizeyini agtklamislardir ', Fakat biz sperm

orneklerinde kullandifimiz yontem ile reditkkte GSH diizeyini tesbit edemedik.

5.5. Fruktoz ve Glukoz Diizeyi Ile ilgili Degerlendirme

Fruktoz, seminal keselerden salgilanir ve yine vezikiiler kaynakli 6zel proteinlerle
kompleks olugturur. Normal likefikasyon sartlarinda fruktoz tamamen dialize olabilir.
Fakat semenin asidik sartlara maruz kalmasi likefikasyonu bloke eder ve fruktoz dialize
olamaz. Boylece fruktoz semenin likefikasyonunda rol oynar. Likefikasyon esnasinda
glukoz olugmaya baglar. Fruktozun glukoza dﬁnﬁ.smeye baglamasi prostatik sekresyon
kaynaklidir. Ejakulasyondan sonra spermatozoa “fruktoliz” olarak tamimlanan olayla
fruktoz kullanmaya bagslar. Spermatozoa semen igerisinde bulundugu sire boyunca
onun enerji kaynag fruktozdur %!, Yiksek sperm konsantrasyonunda seminal sivi
fruktoz konsantrasyonunun diigitk olmasi beklenir. Bu nedenle azospermik ve
oligozoospermik olgulann seminal fruktoz diizeyi normozoospermik gruptan yitksek
bulunmugtur. Seminal fruktoz konsantrasyonunun, motil sperm sayist ile negatif
korelasyon gostermesi ejakiilasyondan sonra sadece motil spermin fruktoz tiiketecesi
gergegine dayanmaktadir (Gustavo 2001) 1%,

Glukozun insan sperminde optimal kapasitasyon ve fertilizasyon igin gerekli
oldufu bildirilmis fakat glikoliz igin ekstra metabolik enerji saglayip saglamadin
agiklik kazanmamistir. Glukoz disindaki diger sekerlerin kapasitasyon igin esansiyel
olmadifi ancak kigik, hizlandirici bir katkisi olabilecegi agiklanmugtr. Servikal
mukusun glukoz igeriginin yiksek oldugu fakat fruktoz igermedigi, burada sperm
tarafindan glukoz kullamidigi bildirilmistir. Seminal sividaki glukoz konsantrasyonu
fruktozun 1/50°si kadar olmasina ragmen glukoz spermin enerji tiiketiminin yarisini
kargilamaktadir. Glukoz kullammindaki tercih hekzokinaza duyulan affiniteye bagli
olabilmektedir. Hekzokinaz, memeli spermatozoasinda fruktolizi baslatir sadece fruktoz
degil glukoz gibi diger sekerleri de fosforlar. Normal semen 6meklerinde (sperm
konsantrasyonu > S0x10%ml ) glukoz konsantrasyonu, oligozoospermik semen

omeginden daha hizl diigmekte, vazektomize ve azospermik erkeklerin semen drnekleri,
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normal kontrol semen ornekleriyle karsilastinldiginda daha yiksek ve stabil glukoz
konsantrasyonu gostermektedir .

Memeli spermatozoas: fertilizasyon olayr oncesi kapasitasyon islemine ihtiyag
duymaktadir. Kapasitasyon esnasinda spermatozoa, “hiperaktivasyon” olarak
tamimlanan motilite degisimine maruz kalir; fertilizasyon ve digi Greme kanalinda
mukozal bariyeri agabilmek i¢in daha etkin bir performans kazanms olur. Bu iglemin
vitro gartlarda kiltir medyumuna eklenen bilesiklerle desteklenmektedir. Kapasitasyon
olayr sirasinda gergeklestirilen anahtar olaylardan biri tirozin fosforilasyonu olup
protein kinaz A ve C’nin kapasitasyondaki etkisi gosterilmigtir. In vitro sartlarda
medyumda bulunan HCO;', Ca? ve albiimin diizeyleri kapasitasyon olayim
etkilemektedir. Sperm aktivitesini etkileyen medyumdaki diger onemli bilesikler enerji
komponentleri olan glukoz, piriivat ve laktattir. Insan ve fare spermatozoasinda
glukozun birincil derecede karbon kaynag: ve glikolizin de kapasitasyon i¢in en énemli
metabolik yol oldugu bildirilmistir. Farede glukoz yoklugunda zona pellusida
penetrasyonu ve sperm-oosit flizyonunun engellendigi bildirilmistir. Oositten ziyade
spermin, pentoz fosfat yolu (PFY) ile glukozu metabolize etmesi gerekmektedir.
NADPH’1n insan sperminde protein tirozin fosforilasyonunu modiile etmesi; PFY ile
metabolize edilen glukozun protein tirozin fosforilasyonuna katildifini géstermektedir.
Tirozin fosforilasyonuna bagl olarak gergeklesen kapasitasyonun ardindan olay ,
akrozom reaksiyonu ile sonlanmaktadir. Akrozom reaksiyonu sirasinda dis akrozomal
membran, spermatozoanin plazma membrant ile birlesir ve vezikiiler igerik disan salinir.
Akrozomal igerigin bosaltilmast oosit zona pellusida penetrasyonu igin dnemlidir 212,

Spermatogenez; son derece senkronize, diizenli, devamli ve kompleks hiicresel
farklilagma olaylanim igermekte olup spermatogonial “kok hiicre” yiiksek diizeyde
Ozellegmis haploid spermatozoaya doniigmektedir. Spermatogonia enerji kaynagi olarak
glukozu kullanmakta fakat spermatosit ve spermatidler, ATP konsantrasyonunu belirli
bir diizeyde tutabilmek i¢in laktat/piriivata ihtiyag duymaktadirlar. Spermatozoa ise
enerji kaynagi olarak glukoz ya da fruktozu kullanabilmektedir. Bdylece
spermatogenezin her agamasinda enerji igin ihtiyag duyulan substrat degigsmektedir 2.

Caliymamizda, glukoz diizeyleri B (2.842.1 mg/dl) , D (4.0+1.4 mg/dl) ve E
(15.4+6.4 mg/dl) gruplarinda kontrol grubundan A (2.0+2.1 mg/dl) anlamh dizeyde
(p<0.05) yiiksek bulundu. Diger gruplan birbirleriyle kargilagtirdigimizda B grubunun
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degeri (2.8+2.1 mg/dl) D (4.0=1.4 mg/dl) ve E (15.4+6.4 mg/dl) gruplarindan anlamh
dizeyde (p<0.01) diisitk; yine aym sekilde C grubu da (1.8+1.6) D ve E gruplanndan, D
grubu da E grubundan anlamh diizeyde (p<0.01) digtk olarak tesbit edilmigtir.

Yukandaki sonuglan yorumladigimizda sperm tarafindan glukoz kullaniminin
oldugunu bizim verilerimiz de desteklemis oldu. Cinki kontrol grubunda glukoz degeri
diger gruplardan anlamhi olarak digik ve azospermik grupta ise en yiksektir.
Spermiyogram o6zelliklerine gore glukoz degeri diger gruplar arasinda da degisiklik
gostermekte; ornefin motilitenin diigik oldugu D grubunda glukoz kullamminin da
dusik oldugunu goérmekteyiz. Ayrica B grubu seminal sivi 6rneklerinde glukoz diizeyi
ile sperm morfolojisi arasinda negatif bir korelasyon (= -0.460 p=0.02) saptand1. Bu
durumu normal morfolojiye sahip spermlerin glukoz titketiminde artija neden
olabilecegi seklinde yorumlamay: ditgtindiik. Literatir bilgilerinde bu yonde bir bulguya
rastlamadik.

D grubu 6meklerde glukoz diizeyi ile sperm motilitesi arasinda negatif korelasyon
(= -0.630 p=0.02) ve glukoz diizeyi ile morfoloji arasinda yine negatif bir korelasyon
(r= -0.703 p=0.01) saptanmustir. Povoa ve ark. da ¢aligmalannda sperm motilitesi ile
glukoz konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon bulduklarini agiklamiglardir 124

Povoa ve ark '** normal insan semeninde glukoz igerigini 0.41+0.09 mmol/l,
Diamandis ve ark 'Z. normal grupta glukoz igerigini 7.37 mmol/l ve Setchell BP% ise
04 mM olarak agiklamistir. Glukoz diizeyi ile ilgili agiklanan degerler varyasyon
gostermektedir.

Testislerde glukoz taginmasimin GLUT-3 ile yiksek affinitede gergeklestigi,
fruktoz tagmmadigi, spermde ise GLUT-5 ile fruktoz tagmmp glukoz tasinmadig
126127 \Wang ve ark. ise spermde, glukozun taginmasinm  glukoz
tagiyicilanindan GLUT 3 ve 14 ile gergeklestigini bildirmislerdir ',

Fruktoz sonuglanmi inceledigimizde B (272.1£104.3 mg/100 ml), D
(706.6+:143.3 mg/100 ml) ve E (338.1+228.2 mg/100 ml) gruplarinin ortalama
degerlerinin kontrol grubundan A (184.7+124.8 mg/100 ml ) anlamh diizeyde (p<0.05)
yitksek bulunmugtur. Fruktoz i¢in bulunan bu sonuglar aym gruplarda glukoz igin de
paralellik gostermektedir. Diger gruplar birbirleriyle kargilagtinldiginda D (706.6:143.3
mg/100 ml) grubu B (272.1+104.3) grubundan, D grubu C (229.9+79.9) grubundan ve
D grubu E grubundan anlaml: diizeyde (p<0.01) yitkksek bulunmustur. Burada kargimiza

bildirilmistir
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¢ikan tablo kontrol grubunda fruktoz kullanimin en fazla (glukoz igin de benzer durum
gegerli) oldugu, motilitenin yetersiz oldugu D grubunda ise fruktoz degerinin yiksek,
dolayisiyla enerji tiikketiminin az oldugudur. Bu durumda sperm motilitesi ile fruktoz
diizeyi arasinda bir ilgi beklerken istatistiksel olarak bir korelasyon saptanmad:. Patel ve
ark '*°. motil sperm sayis1 ve fruktoz diizeyi arasinda pozitif korelasyon bulduklarini
agiklamuglar. Ote yandan B grubunda fruktoz duzeyi ile sperm konsantrasyonu
arasinda negatif bir korelasyon (r= -0.424 p=0.03) saptandi. B ve E gruplannda
glukoz ve fruktoz diizeyleri arasinda pozitif korelasyon (B igin r=0.481 p=0.01 E igin
r=0.842 p=0.000) tesbit edildi. Bu durum bize Patel ve ark'?
oldugu gibi glukoz ve fruktozun ayni kaynaktan regiile edildigini disindirmigtiir.

C grubu seminal sivi 6rneklerinde NAD-MDH aktivitesi ile fruktoz dizeyi
arasinda negatif korelasyon (r= -0.547 p=0.004) saptandi. Bu durum glukoz diizeyi

. yaptifs agiklamada

i¢in de gegerlidir.
Bu sonuglan 6zetledigimizde; fruktoz ve glukozun sperm tarafindan kullamldigim,
aymi kaynaktan, benzer mekanizmalarla regile edildiklerini dostndiftmizi

vurgulamak isteriz.

5.6. Hormonlar ve Erkek Ureme Sistemi

Erkek treme fonksiyonlari hipofiz bezinden salgilanan FSH (folikil uyarci
hormon) ve LH (luteinize edici hormon) hormonlariyla kontrol edilir. FSH erkeklerde
testisde sperm Gretimini, LH ise testisde bulunan leydig hiicrelerini uyararak testosteron
hormonunun salgilanmasimi saglar. Testosteron erkeksi fiziksel karakterlerinin
gelismesini etkiler ve sperm tiretimine katkida bulunur 8

Son zamanlarda yapilan caliymalarda leptinin kadin ve erkek iireme sistemi
fizerinde 6nemli roller ustlendizi agiklanmgtir ™.

Calismada sperm enerji metabolizmasimin yam sira seminal sivida hormon
profilini de gozden gecirmek ve hangi diizeyler arasinda iligki olabilecegini aragtirmak
amactyla testosteron ve leptin dizeyleri de incelendi. Ozellikle testosteron diizeyi ile
dehidrogenaz aktivitesi gosteren enzimler arasindaki olasi bir ilgi merak ettigimiz
konular arasindaydi.
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5.6.1. Leptin Diizeyi ile figili Degerlendirme

167 amino asitlik bir protein olan leptin adipoz dokunun yan: sira plasenta, mide
ve iskelet kasinda da uretilmektedir. Leptin, kan akimmna salimur ve parakrin
mekanizmalarla etki gosterir, yetiskinlerde GnRH salgilanmasim uyanp gonadiar
iizerinde indirek etkiler olusturur. Leptin iremedeki periferal rolani MAP kinazlan
inditkleyerek gergeklestirmektedir. Aynica leptinin ob/ob farede 17 a-hidroksilaz igin
mRNA diizeyini artirdif1 in vivo olarak gésterilmistir. Béylece leptinin tiremede direk
veya indirek bir rol distlendigi bildirilmektedir "*".

Kontrol grubunda seminal sivida leptin diizeyini ortalama 0.20 £1.9 ng/ml olarak
saptadik. Literatiirde leptin diizeyi ile degisik sonuglara rastlamildi. Bu farklilifin,
¢alisilan gruplann o6zelliklerinden ya da yontemin degisiklifinden kaynaklanabilecegi
disiinildii. Ornegin Glander ve ark’® normal semen 6&rneginde leptin diizeyini
1.45+0.18 ng/ml, Sohbe ve ark.” 0.2120.21 ug/l, Lackey ve ark."’’ da genel olarak
insan semeni igin 0.55-1.15 ng/ml  olarak agiklamiglardir.

B grubu {oligoteratospermi) seminal sivi rneklerinde leptin diizeyini (0.11+0.1
ng/ml) kontrol grubundan (0.20 +1.9 ng/ml) anlaml1 olarak (p<0.05) diisiik saptadik. B
grubundaki Ornekler konsantrasyon ve morfoloji ydniinden kontrol grubundan daha
diisitk degerlere sahipti. Bu durumda, leptin konsantrasyonunun sperm konsantrasyonu
ve morfolojisini etkiledigi dugtinilmustir. Camina ve ark."' ¢aligmalaninda sperm
konsantrasyonu, motilite, vitalite, morfoloji ve leptin konsantrasyonu arasinda
korelasyon bulmadiklanm agiklamiglardir. Ote yandan Jope ve ark.” disik kalitede
sperm igerifiine sahip semen 6meklerinin daha distik diizeyde leptin reseptérii ve leptin
baglama kapasitesine sahip olduklarini agiklamuglardir.

Sohbe ve ark’® yine bizim galismamiza ters dogecek sekilde ¢alisma
gruplanndaki sonuglanm su sekilde agiklamuglardir; obstritktif azospermi ve diigik
dizey azospermi gruplarinda leptin dizeyini kontrol grubundan hemen hemen iki kati
fazla bulmuslardir. Oysa ki bizim normal olgularda leptin dizeyi, infertil
spermiyogram igerigine sahip semen drneginden daha yitksek degerde tesbit edilmisti.

Yine bir bagka grup, Glander ve ark.” calismalaninda seminal sivida kontrol
grubunda leptin diizeyini, patolojik (vazektomi yapilan) gruptan daba dusik (1/2
oraninda) bulmuglardir.
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Diger galigmacilarin olgularinda sonuglarin daha farkli olmasi, bu galigmacilarin
olgularinda reseptor diizeyinde bir bozukluk olabilecegini, bizim infertil gruplarda ise
hormonun seminal siviya gegisiyle ilgili bir problem olabilecegi sonucunu
digiindiirmiistiir. Verilerimize gore leptin normal, olgun sperm olusumu igin énemli bir
faktordiir.

B grubu seminal sivi ¢rneklerinde NAD-MDH aktivitesi ile leptin dizeyi
arasinda negatif korelasyon (= -0,416 p=0,03), C grubunda ise pozitif korelasyon
(r=0,536 p=0,005) saptanmsgtir.

E grubu seminal sivi émeklerinde leptin diizeyi ile hasta yasi arasinda pozitif
korelasyon (r=0,591 p=0,016) saptandi. Van Den Saffele ve ark ™ (1999) yaslanan
saglikli erkeklerde serum leptin diizeyinde artig oldugunu bildirmislerdir. Fakat seminal
stvida leptin diizeyi ve yay arasinda korelasyon gosterecek bir literatiir bilgisine

rastlamadik.

5.6.2. Testosteron Diizeyi fle Ilgili Degerlendirme

Testosteron testisler tarafindan tretilen ana hormon olup normal geligim, erkek
cinsiyet organlari ve cinsiyet karakterlerinin geligimi i¢in 6nemli bir role sahiptir.
Testosteron, yetigkin erkeklerin yasamu boyunca sperm (retimi, seks glclniin
korunmasi, erektil potansiyel, prostat bezinin fonksiyonu ve diger reprodiiktif yapilar
i¢in ihtiyag duyulan bir hormondur. Testosteron tiretimi gonadotropin hormonlar ile
kontrol edilir.

Caliymamizda seminal sivi 6meklerinde, kontrol grubunda testosteron diizeyi
ortalama 2.4+1.3 pg/ml olarak saptandi. B ve E gruplarinda testosteron diizeyi (B grubu
ortalamast 2.1+1.6 pg/ml ve E grubu ortalamas: 0.9+0.6 pg/mi) kontrol grubundan
anlaml diizeyde (p<0.05) disiik; C (3.7+2.3 pg/ml) ve D (3.6+1.2 pg/ml) gruplarinda
ise kontrol grubundan anlamli diizeyde (p<0.05) yiksek bulundu. Tohoku ve ark.'*
normal erkeklerde seminal plazmada testosteron diizeyini 72 ng/100 ml ve hasta grupta
52+41 ng/100ml olarak agiklamuglardir. Zalata ve ark'®. anormal sperm karakterlerine
sahip semen Orneklerinin testosteron diizeyinin normozoospermik omeklerden diigiik
oldugunu bildirmiglerdir. Luboshitzky ve ark."* da infertil erkeklerin kontrollerden
daha diigik seminal plazma testosteron diizeyine sahip oldugunu, sperm sayist, motilite

ve morfoloji &zelliklerinin seminal plazmada testosteron diizeyi ile dnemli diizeyde
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onemli diizeyde korelasyon gosterdigini agiklamiglardir. Bu literatiire paralel olarak,
bizim ¢alisma gruplanimiz igerisinde oligoteratospermik ve azospermik grup kontrol
grubundan diigiik diizevde testosteron diizeyine sahip iken C ve D grupiarmdaki
yiiksek diizeyi ileri incelemelere deger bir bulgu olarak degerlendirdik.

A grubu Srneklerde glukoz ve testosteron diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmasi (r=0.424 p=0.006) bu hormon ve bu metabolit arasinda sentez ve kullanim
mekanizmas: acisindan bir ilgi olabilecegi sonucunu diigiindiirmiistiir. Ote yandan B
grubu Orneklerde seminal sivi NAD-MDH aktivitesi ile testosteron diizeyi arasinda
pozitif korelasyon (p=0.497 p=0.01) saptanmustir. Bu durumda testosteron diizeyinin
NAD-MDH enziminin aktivitesine katkida bulunan bir faktGr olabilecegini
distinmekteyiz.
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5.6.3. Seminal Sivida NAD-MDH Aktivitesi < 20 mU/ml Olan Orneklerin

Degerlendirilmesi
Seminal sivida NAD-MDH aktivitesi < 20 mU/ml olan 6rnekler, ¢alisilan belirli

ozellikleri yoniinden incelenerek bu bulgular agagida sunulmugtur:

No |NAD- | NADP |LDH | Testos | Leptin | Sperm | Motilite | Morfo. | Gebelik
MDH |-MDH | UL |pg/ml |ng/ml |konsan. | % motil | % nor.
mU/m! | mU/ml x10%/ml
1 10 66 1512 | 1.1 0.12 15 % 70 % 5 yok
2 14 266 1363 | 0.9 0.09 4 % 50 %2 bekar
3 14 105 1350 | 2.5 0.52 15 % Q % 2 yok
4 10 171 2430 | 5.8 0.07 25 % 0 % 1 yok
5 14 133 2565 | 2.6 0.07 90 % 0 % 1 yok
6 14 53 3000 | 4.6 0.18 120 % 80 % 30 ?
7 10 62 621 |14 0.0 Azosp. yok
8 19 105 743 | 0.9 0.5 Azosp. yok
9 10 109 1350 | 1.8 0.01 Azosp. yok
10 |10 95 945 0.7 0.01 Azosp. yok
11 |19 105 554 |03 0.01 Azosp. yok
12 0 343 1485 | 2.1 0.3 Azosp. yok
13 |19 152 878 |04 0.4 Azosp. yok

Bu sonuglardan yola ¢ikarak; MDH aktivitesinin, spermde fertilizasyon
potansiyelini ve erkek infertilitesini degerlendirmede 6nemli bir katkisi olabilecegini

digtinmekteyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Erkek infertilitesi ile ilgili olarak vapilan aragtirmalarda atlacak ilk ve en
onemli adim spermiyogramdir. Spermiyogram incelemesi sonucunda
ulagilan degerler, yapilan pek gok ileri aragtirmalan destekleyici ya da
yonlendirici noktalara tagtyabilmektedir.

2. Sperm metabolizmasinu degerlendirebilmek amaciyla degisik seminal sivi ve
sperm dreklerinde MDH aktivitesi NAD ve NADP bagimh olmak iizere iki
formda incelendi. Fertil grup seminal sivi oOrneklerinde NAD-MDH
aktivitesi infertil gruptan anlamh olarak yiksck bulundu. Genel olarak
MDH’1n NAD formunun NADP formuna oranla hem seminal stv1 hem de
sperm bolimlerinde daha aktif olarak gahistify tesbit edildi. Aynca bir grup
seminal sivi drnefinde MDH aktivitesi ve sperm motilitesi arasinda pozitif
korelasyon saptandi. Buna baglh olarak MDH aktivitesinin sperm
fonksiyonlari, motilitesi tzerinde etkili olduu duginilmekiedir. Bu konuda
MDH enzimi Uzerinde yapilacak daha ileri c¢aligmalanin  sperm
fonksiyonlanini degerlendirmede yol gosterici rol oynayacafina inaniyoruz.
Insan semeni ya da sperminde MDH ile ilgili, bu konuya katkisi
bulunabilecek literatiir bilgisine rastlanmamistir. insan semeni ya da
spermatozoasinda MDH ile ilgili mevcut bilgileri tartigabilecek daha ileri
¢aligmalann, erkek ireme potansiyelini degerlendirmede yeni bir bakis agisi
kazandirabilecegi diginalmigtir.

3. Sunulan g¢aligmada seminal sivi ve sperm Orneklerinde LDH aktivitesi
degerlendirildi, enzim aktivitesi fertil grupta, infertil gruptan daha yiksek
olarak tesbit edildi. Son zamanlarda yapilan galigmalarda LDH aktivitesini
MDH ile beraber degerlendirmenin (MDH/LDH oram olarak) daha faydah
oldugu belirtilmektedir.

4. Caligmada tzerinde durulan bir diger nokta GSH duzeyi ve dehidrogenaz

enzimleri arasinda olasi bir ilginin varlifiydi. GSH dazeyi; fertil gruptfa,
infertil gruptan anlamh olarak yiiksek saptandi.
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Baz1 gruplarda MDH aktivitesi ile GSH diizeylert arasinda farkli yonlerde
(pozitif ve negatif) korelasyonlar gézlendi. Bu durumun enzimin farkh
formlarinin (NAD/NADP) etkinligine bagli olabilecegini diisiinmekte fakat
genel olarak GSH diizeyinin MDH aktivitesini degerlendirmede destekleyici

roli olabilecegine inanmaktay1z.

5. Caligmay1 planlarken seminal sivida fruktoz diizeyini saptamamizin, diger
degerlere (6rnegin enzim aktivitelerine) destekleyici bir bilgi verebilecegi
diistiniildii. Genel olarak, fruktozun spermin enerji ihtiyaciru karsiladig:
bilgisinden yola ¢gikarak seminal sivida glukoz diizeyi de gézden gegirilmek
istendi. Bulgularimizi degerlendirdigimizde sperm tarafindan fruktozun
yam sira glukozun da aktif bir sekilde kullanildigs ve fruktoz ile glukoz
tiikketimi arasinda yiiksek diizeyde benzerlik bulundugu dikkatimizi gekti.
Bu bulgularla, spermde enerji ihtiyacinin nasil kargilandi§1 konusuna biz de

destekleyici bir bilgi ekledigimize inantyoruz.

6 Seminal sivida leptin diizeyini inceleyerek gruplar arasinda olasi bir fark
arastirildi ve oligoteratospermik grupta, kontrol grubundan anlamli diizeyde
diistik saptandi. Buna bagh olarak leptin diizeyinin; sperm konsantrasyonu
ve morfolojisi iizerinde etkili oldugunu digiinmekteyiz. Bu konuda
yapilabilecek yeni ¢aligmalarin bizim bulgularimizi destekleyici olabilecegi

goriisiindeyiz.

7. Caligmada seminal sivida incelemeye aldiimiz bir diger hormon serbest
testosterondur. Oligoteratospermik ve azospermik grupta testosteron diizeyi
kontrol grubundan anlaml diizeyde diisiik saptandi. Yine oligoteratospermik
grupta testosteron diizeyi ile NAD-MDH aktivitesi arasinda pozitif
korelasyon saptanmig olmasi testosteronun bu enzimin aktivitesini etkileyen

bir faktdr olabilecegini diiglindtrmiistiir.

8. Caligmanin son bSliimiinde seminal sivida NAD-MDH aktivitesi < 20

mU/ml olan &rnekler incelendi. Bu gruptaki drneklerde genel olarak, sperm
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fonksiyonlarinin olumsuz yonde etkilenmesi ve bu kigilerde gebelik elde
edilmemis olmasi dikkatimizi ¢ekti. Bu noktadan yola g¢ikarak MDH
aktivitesi ile infertilite arasindaki iligkinin daha iyi planlanmig, ileri
gahigmalarla irdelenmesi gerektigini dogiinmekteyiz. MDH aktivitesinin
sperm fonksiyonlan tizerindeki etkilerini daha detayh gosterebilecek ve hatta
spermatogencz agamalarinda, olgun bir sperm oluguncaya kadar MDH
dizeylerinin nasil seyrettiini agiklayabilecek ¢aligmalann yapilabilmesinin
dastncelerimizin aydinfatilabilmesi konusunda ¢ok Onemli olabilecefine
inanmaktaytz.
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8. OZGECMIS

1968 Ceyhan-Adana dogumlu olan Hilya Leventerler, Adana Ozel Ayas
Lisesi’ni bitirdikten sonra Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi
Biyoloji boliimiinden mezun olmugstur. Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklan ve Dogum Anabilim Dali, Uremeye Yardimct Tedavi Merkezi’nde
caligmaya basladi. Bu arada Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’ne baglt
olarak Biyokimya Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans Egitimini tamamladi. Daha sonra
aym anabilim dalinda doktora galigmasma bagladi. Halen Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklai ve Dogum Anabilim Dal, Uremeye Yardimei Tedavi
Merkezi’'nde ¢aligmaya devam etmektedir.

Evli ve bir kiz, bir erkek 2 ¢ocuk annesidir.
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