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1.0ZET

ILERI BABA YASININ SPERM PARAMETRELERI, OKSIDATIF
STRES, DNA FRAGMANTASYONU, KROMATIN YAPI VE
mTOR EKSPRESYONUNA ETKILERININ INCELENMESI

Cocuk sahibi olmanin getirecegi maddi yiikiimliiliikler nedeniyle giiniimiizde ¢ogu
birey aile kurma ve ¢ocuk sahibi olma planlarini daha ileri yasa ertelemektedir. Bu
caligmada ileri baba yasimin sperm kalitesine ve fertiliteye olasi etkilerinin ortaya
konmasi amaglanmistir. Calismada 40 yas ve tizeri (n=20), 40 yas alt1 (n=20) olmak
tizere saglikli bireylerden alinan toplam 40 adet semen 6rnegi incelenmistir. Alinan
orneklerde gruplar arasinda semen parametreleri, kromatin yap1 biitiinligi, DNA
fragmantasyonu, oksidatif stres indeksi ve mTOR protein ekspresyonu seviyeleri
karsilastirilmistir.  ileri baba yasindaki bireylerde toplam motilite ve ileri hareketli
sperm oranlari istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik, kromatin hasar1 ve
DNA fragmantasyonunun ise istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur. Sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi ve hareketsiz sperm
oranlari, oksidatif stres indexi ve mTOR proteini ekspresyonu degerleri ise ileri baba
yasindaki bireylerde daha yiiksek olmasina ragmen, bu farkliliklar istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyinde bulunmamistir. Arastirmanin sonucunda ileri baba yasinin
DNA hasarina neden oldugu ve kromatin biitiinliigiine zarar verdigi ancak oksidatif

stres ve mTOR sinyal yolaginda anlamli bir etki gostermedigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Baba yasi, DNA fragmantasyonu , mTOR sinyal yolagi,

oksidatif stres, sperm parametreleri.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ADVANCED PATERNAL AGE
ON SPERM PARAMETERS, OXIDATIVE STRESS, DNA
FRAGMENTATION, CHROMATIN STRUCTURE AND MTOR
EXPRESSION

Due to the responsibilities of having children, many people postpone their plans to
start a family and have children later in their lives. In this study, it is aimed to reveal
the possible effects of advanced paternal age on sperm quality and fertility. A total of
40 semen samples from healthy individuals aged 40 years and older (n=20) and
younger than 40 years (n=20) were analyzed in the study. Semen parameters,
chromatin structure integrity and DNA fragmentation, oxidative stress index, mTOR
protein expression levels were compared between two groups. Total motility and
progressive motile sperm rates were statistically significantly lower in individuals of
advanced paternal age, while the rate of chromatin damage was statistically
significantly higher. Also DNA fragmation rates were higher in in individuals of
advanced paternal age. Sperm concentration, total sperm count and immobile sperm
ratio, oxidative stress index and mTOR protein expression values were higher in
individuals with advanced paternal age, but these differences were not statistically
significant. As a result of the research, advanced paternal age damages DNA and
chromatin integrity, but does not affect oxidative stress and mTOR signaling

pathway.

Keywords: DNA fragmentation, mTOR signal pathway, paternal age, oxidative

stress, sperm parameters.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, 1 yillik korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebe kalamama durumu
olarak tanimlamakta olup, ¢iftlerin yaklasik %15’ini etkilemektedir (1). Infertilite
sorunu kadin, erkek veya her iki partner kaynakli nedenlerden ortaya
cikabilmektedir. Bu ¢iftlerde infertilite yaklasik %50 oraninda erkek partnerden
kaynakli problemlerden ortaya ¢iktigindan ciftlerin degerlendirilmesinde erkek
partnere Oncelik verilmistir. Erkeklerde infertilite prevelansi yaklasik %7 olarak
bildirilmistir. Erkek infertilitesi, testislerde spermatozoanin tamamen yoklugundan
sperm kalitesinde belirgin degisikliklere kadar oldukga farkli spektrumda, heterojen
fenotipik durumlar seklinde goriilmektedir (2).

Erkek infertilitesinin sebepleri arasinda spermatogenik kantitatif kusurlar,
varikosel, duktal tikanma veya islev bozukluklari, hormonal veya hipotalamik-
hipofiz aks problemleri sayilmaktadir. Bunlarin yaninda mesleki faaliyetler, artan
obezite oranlari, hareketsiz yasam tarzi ve iireme cagindaki erkeklerin alkol ve
nikotin tiiketimi, stres, fazla kafein, cesitli gida katki maddeleri ve ileri yas gibi

birgok faktor de etken olabilmektedir (3).

Cocuk sahibi olmak pek cok kisi i¢in seving ve ayricalik olmakla birlikte pek
cok zorluk ve maddi yiikiimliiliik getirmektedir. Ozellikle ¢ocuk sahibi olmanin
getirecegi maddi yiikiimliilikler nedeniyle giliniimiizde ¢ogu birey aile kurma ve

cocuk sahibi olma planlarini daha ileri yasa ertelemektedir (4).

Literatiirde bazi arastirmacilar erkeklerde yasin ilerlemesi ile birlikte
spermlerin  konsantrasyon, canlilik ve hareketliliklerinde azalma, yap1 ve
morfolojisinde bozulmalarin yani sira genetik materyalde hasar olusabilecegini
bildirmistir. Yapilan calismalar 06zellikle 34 vyasindan sonra temel seminal

parametrelerin azalmaya basladigini gostermistir (5).

Ileri yas, seminal sivi, spermin miktar ve morfolojik yapisinin yani sira
spermin molekiiler yapisi tizerinde de cesitli degisikliklere neden olabilmektedir.
Spermde molekiiler mekanizmalari diizenleyen, sperme hareketlilik, hiperaktivasyon,

kapasitasyon, morfoloji, dolleme kabiliyeti gibi birgok islevin yerine getirilmesini



saglayan ¢esitli sinyal yolaklari tanimlanmistir. Spermin oositi bagarili bir seklide
dollemesinde rolii olan baslica sinyal yolaklar1 arasinda sperm basi sekillenmesinin
ve kontrasepsiyonunun temel bir diizenleyicisi olan HIPK4 (homeo
domaininteracting protein kinaz 4), gen transkripsiyonunu ve protein sentezini
diizenlemekten sorumlu mTOR (rapamisin memeli hedefi), motilite, kapasite,
hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonunu diizenleyen AC (adenil siklaz)-cAMP
(siklik adenozin monofosfat), pozitif yiiklii kalsiyum iyonlarmin sperm hiicrelerine
girisini kontrol ederek sperm hiperaktivasyonu ve fertilizasyonunda gorev alan
spermin katyon kanali (CatSper) ve Zn2 + ‘in G proteinine bagli reseptdr (GPCR'ler)
ile etkilesimi sonucu flagella hareketinin olusumuna etki eden yolaklar 6rnek olarak

gosterilmistir (6-8).

Ileri yash erkeklerde gozlenen seminal parametrelerdeki bozulmalarin arka
planinda bu sinyal yolaklarinin mekanizmalarinda degisimlerin etken olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle ileri baba yasmin fertilite {izerine etkisini bu sinyal

yolaklar1 tizerinden inceleyen yeni arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (9).

mTOR (rapamisin memeli hedefi), protein sentezi, hiicre i¢i biyokiitle
birikimi, hiicre aktin iskelet yapisinin diizenlenmesi, enerji iiretimi gibi bir¢cok
biyolojik siireci diizenlemektedir. Merkezi sinyal diizenleyici rolii sebebi ile bir¢ok
farkli sinyal yolag ile etkilesime girmektedir. TOR molekiilii ¢esitli proteinlerden,
iki farkli yapisal ve fonksiyonel kompleksten olusmaktadir ve yaklasik 290 kDa
agirligindadir. Bu iki kompleks mTORC1 (mTOR kompleks 1) ve mTORC2 (mTOR
kompleks 2) olarak bilinmektedir. Her iki kompleksin farkli TOR inhibitorlerine
kars1 duyarliliklart oldugu kanitlanmis ve farkli ¢evresel etkilerle, farkli hiicresel
olaylar1 diizenlemektedir. Ancak sinyal yolagiin diizgiin ¢alismasi igin aralarinda

baglanti bulunmaktadir (10-13).

Normal gelisim ve biiyiime i¢in mTOR proteini gerekmektedir. Farelerde
yapilan deneylerde, homozigot mTOR-/- embriyolarinda, implantasyondan kisa bir
siire sonra, aminoasit sentezinde meydana gelen problemler nedeniyle oliimlerin
gerceklestigi  gozlenmistir (14-16). Mevcut arastirmalar, mTOR'un, amino asit
sentezi, glikoz metabolizmasi, hiicre iskeleti organizasyonu ve diger bircok islev gibi

cesitli stirecleri kontrol ederek hiicresel homeostaz ve metabolizmanin ¢ok 6nemli bir



diizenleyicisi oldugunu ortaya koymustur. Bu sebeplerden otlirii spermatogenez i¢in
¢ok onemlidir ve erkeklerde kisirliga etki eden onemli faktorlerden olmaktadir (17,

18).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) biyolojik sistemler tarafindan metabolik yan
rtinleri olarak tretilen siliperoksit radikalleri (O2), hidrojen peroksit (H202),
hidroksil radikalleri (OH) ve singlet oksijen (O2) gibi molekiiller olmustur (19).
Protein fosforilasyonu, c¢esitli transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonu, apoptoz,
bagisiklik ve farklilasma gibi siireglerin tiimiiniin dengesi hiicrede uygun seviyede
ROS bulunmasina bagli olmaktadir. Ancak ROS {iretiminin agir1 artis1 proteinler,
lipitler ve niikleik asitler gibi 6nemli hiicresel yapilar ilizerinde zararhh etkiler
gosterebilmektedir. Bu durum oksidatif stres (OS) olarak tanimlanmaktadir. Cok
sayida kanit, oksidatif stresin ¢esitli hastaliklarin (yani kanser, diyabet, metabolik
bozukluklar, ateroskleroz ve kardiyo vaskiiler hastaliklar) baslangicindan ve/veya

ilerlemesinden farkli derecelerde sorumlu olabilecegini gostermektedir (20).

Yaslanma oksidatif streste artis ile iliskilidir. Erkek yaslanmasi, sperm
parametreleri, iireme hormonu seviyeleri, testis islevi, kromozomal yap1 ve sperm
DNA biitiinliigili ile negatif olarak iligkilidir ve bunlarin tiimii infertiliteye ve yavru
tizerinde zararli etkilere neden olabilmektedir. Oksidatif stresten kaynaklanan hasar,
yaslanan erkeklerde spermin fonksiyonel ve yapisal biitliinliiglinii bozan ana
faktorlerden biri olarak kabul edildiginden, bu faktorlerin yasli erkeklerde spermlere

etkisinin incelenmesi 6nem kazanmaktadir (21).

Sperm hiicresinin gelisimi sirasinda ugradig1 yapisal degisikliler sonucunda
genetik Ozellikleri muhafaza eden DNA son derece kompakt bir yapi1 haline
gelmistir. Ancak bu olgunlagma siirecinde meydana gelebilecek olumsuzluklar DNA
yapisinda kiriklara neden olabilmektedir. DNA yapisinda olusan bu hasarlara DNA
fragmantasyonu adi verilmektedir. Literatirde DNA fragmantasyonu ile anormal
semen parametreleri arasinda pozitif bir iligki oldugu bildirilmistir (22, 23). Ayrica
DNA yapisindaki bozulmalar gelecek nesillere aktarilacak genin kalitesini olumsuz

etkileyebileceginden genetik hastaliklarin olusumunu arttirabilmektedir (24).



Bu calismada ileri baba yasinin infertilite ile iliskili oldugunu ortaya koymak
icin semen parametrelerindeki degisimler, sperm molekiiler mekanizmalarindan
mTOR sinyal yolagi, DNA fragmantasyonu, oksidatif stres ve kromatin biitiinligii

seviyelerinin  baba yas1 ile etkilesiminin incelenmesi amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. infertilite

Infertilite bir y1l korunmasiz cinsel iliski sonucunda halen gocuk sahibi
olamamak olarak tanimlanmaktadir (25). Infertilite insidans1 %15 olup, infertilitenin
altta yatan nedeni %50 oraninda erkek partnerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle bu
ciftlerin degerlendirilmesinde Oncelikli olarak erkek partnerin degerlendirilmesi

onerilmektedir (26).

Erkek infertilitesi nedenleri arasinda varikosel, kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanserler, kronik veya otoimmiin rahatsizliklar sayilmaktadir. Medikal sebepler
disinda beden kitle indeksi (BKI) artis1, psikolojik stres, alkol ve sigara kullanimi
gibi yasam sekli ile iliskili faktorlerin de erkeklerde fertiliteyi etkileyebilecegi
bildirilmistir (27).

Ayrica fertilitenin saglik durumu ile iligkili oldugu da belirtilmektedir. Infertil
kisilerde komorbidite oranlarinin yiiksek oldugu, testis hacminin daha az, folikiil
uyarict hormon (FSH) seviyelerinin ise yiiksek oldugu saptanmistir (28). Buna kargin
saglikli yasam bicimine sahip kisilerde ise androjen hormon seviyesinin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir (29). Son olarak kronik hastaliklar ile infertilite arasindaki
iliskiden dolayt bazi arastirmacilar infertilite ile mortalite arasinda iliski
bulundugunu, semen kalitesinin ve erkek lireme sistemi genel sagliginin komorbidite

ve mortalite i¢in biyobelirtegler olabilecegini 6ne siirmektedir (27).

Yasla birlikte cinsel aktivitede azalma meydana gelmesi de fertiliteyi
etkileyebilmektedir (30). Kadin dogurganligi menopozun etkisiyle dogal bir sinira
ulagsmaktadir. Erkeklerde ise durum biraz daha farklidir, iireme sisteminde yasa bagl
bazi degisiklikler meydana gelmekle birlikte, fertilitenin yasam boyu
stirdiiriiliirebilecegi varsayilmaktadir. Buna karsin, erkeklerde ilerleyen yas ile
baglantili olarak, hormonlariin seviyesi, cinsel islev, semen parametreleri, fertilite
oranlarinda azalmalar ve yavrularda bazi dogum kusurlar1 ve hastaliklarin goriilme

sikliginda artis bildirilmektedir (31).



4.2. Yaslanma

Yaslanma, zamana bagli olarak hiicresel ve fizyolojik fonksiyonlarda azalma
olarak tanimlanmaktadir. Yaglanmanin ayirt edici 6zellikleri arasinda kan basinci,
hareketlilikte ve solunum kapasitesinde azalama gibi degisiklikler sayilmaktadir.
Yaslanma siirecini ve nedenlerini anlamak i¢in telomer teorisi, immiinolojik teori ve
serbest radikal teorisi gibi farkli teoriler One siiriilmiistiir (32). Sonu¢ olarak
yaslanma, cesitli i¢sel ve dissal faktorlerle karakterize edilen ¢ok faktorlii bir siireg

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

4.2.1. Yaslanmanin erkek iireme sistemi tizerine etkileri

Ilerleyen yasla birlikte erkeklerde fertiliteyi etkileyebilecek faktdrlerden birisi
testis dokusunda ortaya cakabilecek degisikliklerdir. Erigskin bir insan testisinin
ortalama hacmi 30 mL'dir ve parankimi tunika albugineadan kaynaklanan bolmelerle
200-300 lobiile boliinmiistiir. Bu lobiillerin her biri, 70-80 cm uzunlugunda olup,
testis basina toplamda 250 metre uzunluguna ulasir. Her bir lobiil igerisinde bir ila ti¢

adet seminifer tiibiil (ST) bulunmaktadir (33).

Spermatogenez ST’lerde meydana gelen olgun erkek gamet olusumu ile
sonuclanan  karmasik  bir slire¢ olarak tanmimlanmistir.  Spermatogenez,
spermatogonialarin farklilagsmasi, spermatogonialarin spermatositlere farklilagmasi,
spermatositlerden mayoz boliinme sonucu spermatidlerin  olusmasi, yuvarlak
goriinimlii spermatidlerin olgunlasarak sperm halini almasi ve testis tiibiiliinden

limene salinmasi olmak iizere ¢esitli asamalardan meydana gelmektedir (33).

ST’lerin bazal membraninda sertoli hiicreleri (SH) ve farkli olgunlasma
asamalarindaki germ hiicreleri (GH) bulunmaktadir. Peritiibiiler miyoid hiicrelerin
(PTH'ler) olusturdugu peritiibiiler bir doku ST'yi cevrelemektedir. Bu doku myoid
hiicre katmanlari, fibrosit benzeri adventisyal hiicreleri ve kollajen matrisinden
olusmaktadir. SH'ler ile birlikte bu peritiibiiler doku kan testis bariyerini (KTB)
olusturmaktadir. PTH'ler ayrica SH’lerinin islevlerinin parakrin diizenlemesinde de
yer almaktadir. PTH’den salgilan PModS (peritiibiiler, sertoli'yi degistiren) sayesinde
SH’lerinde hiicre i¢i sinyal yollar1 uyarilir ve SH'ler tarafindan transferrin, inhibin ve

androjen baglayici proteinin salgilanmasi kontrol edilmektedir (34).



SH’leri spermatogenez i¢in ¢ok Onemli bir yonetici olmustur. Sekilleri
diizensiz ve gekirdekleri belirgin ve koyu renkli olmaktadir. ST’lerin membraninda
daginik vaziyette bulunurlar ve yetiskin bir erkekte ST epitelinin %17-20'sini
kaplamaktadirlar (35). Morfolojileri hiicreden hiicreye degisiklik gostermektedir.
SH’lerinde GH'lerinin spermatogenez sirasinda tiibiil liimenine dogru goglerine
yardimci olan agag¢ dallarina benzeyen genis sitoplazmik dallanmalar bulunmaktadir.
Tek bir SH, farkli gelisme asamalarinda 30-50 GH'sini destekleyebilmektedir (36).
SH’leri bir¢ok salgi iirliniiniin salgilanmasindan da sorumlu olmaktadir. Bunlar
igerisinde testis gelisimini destekleyen anti-miiller hormon, spermatogenezi ve sperm
olgunlagmasini kontrol eden androjen baglayici protein (ABP), FSH iiretimini ve
salgilanmasini diizenleyen inhibinin salgilanmasindan sorumlu olmaktadirlar (37).
Ayrica makrofajlar gibi davranarak fagositoz yoluyla herhangi bir dejenere GH'yi
veya spermatidlerden kalan cisimleri temizlemektedirler. Bu kritik bir islevdir, ¢linki
GH'lerinin 6nemli bir kism1 spermatogenez sirasinda atilir ve bu 6lii hiicrelerin ST
limeninde bulunmasi, sperm iiretimini olumsuz etkileyen zararli iceriklerin

salinmasina neden olabilmektedir (38).

Testislerde yer alan sperm gelisimine destek olan bir diger hiicre tipi leydig
hiicreleridir (LH). LH’leri, genellikle kan damarlar1 ve ST lerin arasinda kiimeler
halinde bulunmaktadirlar. Sekil olarak poligonaldirler ve erkeklerde birincil
testosteron(T) kaynagi olarak gorev almaktadirlar. Leydig hiicreleri cinsiyet
belirleyici gen sinyal olan SRY’yi aktive ederek gebeligin 8—18. haftalar1 arasinda

erkek cinsiyet faktoriiniin olusmasini saglamaktadir (39).

Tiim bu destek hiicrelerinin etkisi ile GH’leri olgunlasarak gelismeye
baslamaktadir. GH’ler olgunlagsma sirasina gére bazal membrandan liimene dogru;
koyu tip A spermatogonia, koyu tip B spermatogonia, tip B spermatogonia, primer ve
sekonder spermatosit ve spermatidler olarak isimlendirilmektedir. GH’leri sperme
farklilasarak genetik ve epigenetik bilgileri nesiller boyu aktarmaktadir. GH’leri
insanlarda mayoz boliinme yapabilen tek hiicre tipi olarak tanimlanmigtir. GH'leri,
bazal membranda ST'ler i¢inde yer almaktadirlar. Bazal membrandan olgunlastikca
liimene dogru ilerleyip farklilasarak sperm hiicresini olusturmaktadirlar. Sperm

hiicresinin sinyal yolaklarinda ve gelisiminde destekleyici hiicreler ¢cok Onemli
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olmaktadir. Bu hiicreler spermin gelisip farklasmasinda ve erkek genital kanali
boyunca ilerlemesinde gorev almaktadir. Dolayisiyla ilerleyen yasla birlikte testis
yapist, fonksiyonelligi ve destek hiicrelerinin yapisinda meydana gelen
degisikliklerin sperm  kalitesini etkilemesi muhtemel olmaktadir. Insan
spermatogenik dongiisii yaklasik 72 giin siirdiigiinden, yaslanma germ hiicrelerinin
farklilasma siirecini muhtemelen etkilememektedir. Ancak uzun Oomiirlii SH’lerinin
ve spermatogonyal kok hiicre poplilasyonunun yaglanma siirecinden olumsuz
etkilenmesi muhtemel olmaktadir (40). Ilerleyen yasla birlikte testis morfolojisinde
tiibiiler membranin fibrozu ve divertikiil olusumu; A tipi spermatogonia sayisinda
azalma ve spermatid sayisinda artis gibi degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir. Yash
bireylerde SH’lerinin lipit i¢eriginde artis oldugu ve vakuolik dejenerasyonlar ortaya

ciktig1 gézlenmistir (41).

David ve ark. 1056 kisinin otopsi raporlar1 ve testis morfolojisi arasindaki
iligkiyi degerlendirmis, ilerleyen yasla birlikte viicut agirliginin azalmasi ve bazi
hastaliklarin testis atrofisi ile iliskili oldugunu saptamistir. Ayrica bu g¢alismada
herhangi bir hastaligi olmayan bireylerde de (kilo kayb1 ve hastaliklar diglandiginda)
70 yasindan sonra testis hacminde anlamli azalma oldugunu bildirilmistir (29).
Mahmoud ve ark. 75 yas iizerindeki erkeklerde testis hacminin 18-40 yas arasindaki
erkeklere gore %31 oraninda azaldigini bildirmis, bu durumun serum gonadotropin
seviyelerinde yiikselme ve testosteron seviyesinde artisla iligkili oldugu saptanmistir
(42).

Semen igerigine katkida bulunan seminal vesikiil, epididimis ve prostat
bezindeki degisiklikler de semen yapis1 ve 6zelliklerini etkileyebilmektedir. Seminal
vesikiil ve/veya prostat atrofisi, bu bezlerin salgilarindaki su ve protein gibi

molekiillerin azalmasi, semen hacmi ve kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir (43).

Prostat bezi fertilite i¢in hayati derecede Onemli olan semendeki spermleri
besleyen ve koruyan c¢esitli salgilar tretmektedir. Salgi bezi olmasi nedeniyle
hipotalamik-hipofiz-testis aksinin hedef organlarindan biridir ve fonksiyonu akstaki
degisimlerden etkilenebilmektedir (44). lIyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) ve
prostat kanseri erkeklerde yasin ilerlemesi ile ortaya c¢ikan en yaygmn

rahatsizliklardan  oldugu  tanimlanmistir.  Ancak insanlarda bu  prostat
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anormalliklerinin neden oldugu enflamasyonun, sperm ve seminal plazma
bilesenlerinde immiinolojik infertiliteye neden olabilecek bir etki olusturmadigi

gozlenmistir (45).

Epididimis spermin olgunlagsmasi ve hareketlilik kazanmasinda rol
oynamaktadir. Spermin epididimis kanallar1 boyunca seyri sirasinda epididimis epitel
hiicreleri tarafindan salgilanan sivinin etkisiyle degisime ugramaktadir. Epididimisin
islevi androjenlerin varligmna biiyiik Ol¢tide bagimli olmaktadir (46). Siganlar
lizerinde yapilan bir arastirmada yaslanma ile birlikte epididimis epiteli ve bazal
membraninda histopatolojik degisikliker oldugu gosterilmistir. Ayrica yash
sicanlarda spermatogenezin aktif olmasina ragmen epididimisin kauda kisminda
sperm motiltesi ile ilgili parametrelerin azaldigi gozlenmistir (47). Bu durumun,
ilerleyen yasla birlikte epididimisde olusan dejenarasyondan mi kaynaklandig1 yoksa
testis icindeki gelisimi sirasinda meydana gelen degisikliklerden mi kaynaklandigi

heniiz ¢6ziilememistir (46).

Kadinlardaki menopoz siirecine benzer sekilde, erkeklerdeki gonadotropin ve
androjen hormonlarinin seviyesindeki dalgalanmalar testikiiler disfonksiyon veya
yetersiz spermiyogenezle iligkili olabilmektedir (44). Gray ve ark. 39-70 yas
arasindaki erkeklerin hormon seviyelerini incelemis, serbest testosteron seviyesinin
yilda %1.2, alblimine bagli testosteron seviyesinin yilda %1.0 oraninda azaldigini
bildirmistir (48). Bir baska ¢alismada hem serbest hem de albiimine bagli testosteron
seviyesinde yilda %2 oraninda azalma, hipofizal gonadotropin hormonlarinin
seviyesinde (FSH ve liiteinlestirici hormon) yasla birlikte artig gosterilmistir. Toplam
testosteron seviyesinin de 40 yasindan sonra azaldig1 bildirilmektedir (49). Neaves ve
ark. 40 yas alt1 ve 50 yas lstii erkeklerin testis otopsi ornekleri karsilastirildiginda
yash erkeklerde %44 oraninda leydig hiicre sayisinda azalma gézlemlemistir. Bu
calismada erkeklerde testis yapisi ve islevindeki degisimlerin altinda yatan en 6nemli
faktoriin yaglanma oldugu ileri siiriilmiistiir (50). ilerleyen yas ile birlikte testosteron
seviyesinde goriilen azalma spermatogenezi olumsuz etkilerken, prostat kanseri

riskini azaltmaktadir (51).

Testosteron  seviyesindeki azalmanin testis hiicrelerinin  sayr ve

fonksiyonunda azalmanin yani sira hipotalamus-hipofiz iliskisi duyarsizligi, reseptor

11



sayisinda azalma gibi faktorlerden kaynaklandigi disiiniilmektedir (49). Serum
testosteron seviyesinin azalmasi hipotalamik-hipofiz aksim1 FSH ve LH salinimini
arttirma yoniinde uyarmaktadir. Artan FSH seviyesinin sertoli hiicrelerinde azalmaya
yol agarak testis atrofisine neden oldugu diistiniilmektedir (52). Johnson ve ark. geng
ve yash bireylerin testis dokusunu inceledigi c¢alismasinda iki grup arasinda
spermiyogenez sirasinda dnemli bir dejenerasyon goézlemlemezken, mayozun profaz
sonrasi asamalarinda, yash erkeklerde daha fazla germ hiicre dejenerasyonu
saptanmistir. Bu durumun giinliik sperm iiretimi ile negatif korelasyon gdsterdigini,
artan serum FSH konsantrasyonlar: ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir

(52).

Erkeklerde ileri yaslarda goriilen ve libidoda azalmaya yol acan andropoz
sonucunda da hipotalamik-hipofiz-testis iliskisindeki bozulmaya bagli olarak
spermatogenez ve sperm motilitesinde azalma gozlenmektedir (53). Yash erkeklerde
cinsel islev bozuklugu genellikle “normal yaslanmanin” kaginilmaz bir sonucu olarak
kabul edilecek derecede yayginlasmistir. Erkeklerde ileri yas, erektil disfonksiyon
i¢in major belirleyeci faktor olarak bildirilmistir. Italyan toplumunda yapilan bir
caligmada erektil disfonksiyon goriilme sikliginin 25 yasin altindaki erkeklerde
%4,6'iken 74 yasin lizerindekilerde %37,6'ya kadar arttigi bildirilmistir (54). Tiirk
toplumunda 40 yas istii erkeklerde erektil disfoksiyon bozuklugu insidansi %33
olarak bildirilmistir (55). Yash erkeklerde goriilen erektil disfonksiyon ve cinsel islev
bozukluklarinin yaslanmaktan ziyade kardiyovaskiiler hastaliklar, diabet gibi diger
hastaliklarla iligkili olabilcegi bildirilmistir (54,56). Erkeklerde ileri yaslarda goriilen
cinsel islev bozuklugu infertiliteye neden olabilmekte ya da tam tersi infertilitenin

getirdigi psikolojik etkilerden kaynaklanabilmektedir.

Cevresel kimyasallarin spermatogenez veya germ hiicrelerinin deoksiribo
niikleik asit (DNA)’leri iizerinde dogrudan bir etkisi olabililecegi belirtilmistir.
Toksik veya yiiksek sicakliklara maruziyetin oldugu meslekleri yapan kisilerde
infertilte oranlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmekedir (57). Endiistriyel tiriinlerde
kullanilan bazi kimyasallarin da semen kalitesini olumsuz etkildedigi saptanmistir

(58).
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Belirli yikici kimyasallara erken kisa siireli maruziyetler yalnizca belirli yas
gruplarinda meydana gelirken, kronik maruziyet veya toksinlerin yillar iginde
birikiminin yalnizca yash erkeklerde infertilite icin dnemli bir etken olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ilerleyen yasta toksit maddelerin insan semen parametrelerinin
bozulmasma katkist halk tarafindan kolaylikla kabul edilse de literatiirde somut

kanitlarin mevcut olmadigi bildirilmistir (31).

Uretilen sperm sayisi ve morfolojisine ek olarak spermin icerdigi genetik
mataryelin kalitesi de fertilite agisindan 6nemli olmaktadir. Artan baba yas1 ile X
kromozomu gecisli genetik hastaliklarin goriilme sikligininn artmasi, yaslanmanin
genetik materyelde de dejenerasyona neden oldugunu isaret etmektedir. Ancak
genetik hastaliklarda ¢evresel etkenler ve yasam sekli gibi faktorler de onemli rol

oynadig1 i¢in baba yasimnin direkt etkisini saptamak zorlasmistir (31,43).

Glinlimiizde yardimer iireme teknikleri sayesinde ileri yasta olan ciftlerin de
cocuk sahibi olabilme sansi artmistir (43). Cok sayida gift ileri yaslarda ¢ocuk sahibi
olmak icin infertilite kliniklerine bagvurdugu icin ileri baba yasinin azalmis semen
kalitesi ve daha yiiksek infertilite riski ile iliskili olup olmadigmi bilmek onem
kazanmistir (59). Yash erkeklerde geng erkeklere gore daha az sayida spermatid
bulunmaktadir (60). Ayrica agik renkli A tipi spermatogonia hiicrelerinde 6. dekatta,
koyu renkli A tipi spermatogonia hiicrelerinde 8. dekatta azalma oldugu bildirilmistir
(61).

Literatiirde yaslanmanin semen parametreleri {izerindeki etkileri hakkinda
farkli sonuglar bildirilmistir. Brahem ve ark. infertil kisilerde yasla birlikte semen
hacmi ve sperm canlilifinda azalma, sperm konsantrasyonunda ise artis gozlemlemis

ancak fertil kigilerde semen parametreleri ile yas arasinda iligski saptamamuistir (30).

Hossain ve ark. 22-55 yaslar1 arasinda 1121 infertil ¢ifti incelemis semen
hacminin, sperm motilitesinin ve ilerlemis durumdaki motilitenin artan yasla birlikte
onemli Ol¢lide azaldigimi bildirmektedir (59). Ghaidl ve ark. da ilerleyen yasla
birlikte sperm motilite ve konsantrasyonunda azalma gozlerken, sperm

morfolojisinde degisim olmadigimi bildirmistir (62).
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Literatiirdeki ¢aligmalarin sonuglarinda, artan erkek yasi ile gebelik oraninda
azalma ve gebe kalma siiresinde artislara neden oldugu sonucuna varilmaktadir.
Ancak bu konuda kadin yasi da yapilan arastirmalarin sonuglarini etkilemektedir
(63). Erkek partnerin 40 yasindan biiyiik, kadin partnerin en az 35 yasinda oldugu
ciftlerde hamilelik oranlarinin daha diisiik oldugu, ilerleyen baba yasi ile diisiik ve
6lii dogum riski arasinda kesin bir iligki bulundugu bildirilmistir (31). Gebe kalma
stiresinde 30 yas alt1 erkekler ile 50 yas tistii erkekler arasinda %20’ye varan fark

saptanmustir (63).

Diinya saglik orgiitii 2010 yilinda yayinladig: infertilite kilavuzunda 50 yasin
tizerindeki bireyler i¢in normal semen parametresi referans degerlerini yenileyerek
onceki kilavuzlarda bildirilenlerden Onemli Ol¢lide daha diisiik olan referans
araliklar1 ve sinirlar1 dahil etmistir. Yaslanma ile semen parametrelerindeki degisim
ile ilgili bir diger soru da bahsi gecen degisimler i¢in esik deger olarak hangi yasin
kabul edilmesi gerektigi olmustur. Literatiirde farkli semen parametreleri igin farkli
yas araliklar1 bildirilmistir. Bu sonuglarin farklilik gdstermesi, secilen yas gruplari,
orneklem biyiikligi, etnik ve biyolojik farklilik gibi bir¢cok faktdrden
kaynaklanabilmektedir. Ayrica son ¢alismalar semen parametrelerinin erkek fertilite

potansiyeli i¢in zayif bir belirte¢ oldugunu 6ne stirmektedir (64).

Eskenazi ve ark. semen hacmi ve motilitenin 22 yagindan itibaren stirekli
azalma gosterdigini, 80 yasindaki kisilerin %80’ninde semen hacminde anomali
oldugunu bildirmistir (65). Cin toplumunda yapilan bir arastirmada normal sperm
oraninin 30 yas ve sperm hareketliliginin 40 yasindan itibaren azalmaya basladig:
bildirilmistir (66). Baska bir ¢alismada en iyi sperm parametrelerinin 30-35 yas
arasinda goriildiigli, en fazla azalmanin 55 yasindan sonra meydana geldigi

bulunmustur (67).

4.3. Oksidatif Stres

Oksijen hiicrelerin yagamin siirdiiriilebilmesi i¢in hayati bir element olarak
bilinmektedir. Oksijen metabolizmasi sonucu kararsiz yapida, son yoriingesinde
eslenmemis elektrona sahip reaktif oksijen tiirleri (ROT) ortaya ¢ikmaktadir. ROT,

oksijen tlirevlerini igeren, radikal (hidroksil iyonu, siiperoksit radikali (O27), azot
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oksit (NO), peroksil vb.) ve radikal olmayan (ozon, hidrojen peroksit (H-0-), oksijen,
lipid peroksit) molekiiller ve reaktif nitrojen tiirlerini (nitr6z oksit, peroksinitrit,
nitroksil iyon vb) kapsamaktadir (68). Bu molekiiller elektron sayilarini tamamlamak
icin, diger molekiillerle kolayca reaksiyona (oksidasyon) girerek bir dizi kimyasal
reaksiyonlara neden olmustur. Aslinda baz1 yapilarin sentezi, ¢esitli transkripsiyonel
faktorlerin aktivasyonu, apoptoz ve farklilagma gibi siirecler i¢in hiicre igerisinde
fizyolojik seviyede ROT bulunmaktadir. Ayrica bir dizi kinaz1 ve fosfatazt modiile
ederek pek ¢ok hiicre i¢i sinyal yolaginda da yer almistir (69). Ancak ROT’un
fizyolojik sinirlarda tutulmasi gerekir, aksi takdirde hiicre fonksiyonu ve yasamina
kars1 zararli etkiler ortaya cikabilmektedir. Saglikli bir metabolizmada ROT’un
hiicreye olumsuz etkileri ¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidana dayali
stratejilerle dengelenmektedir (70). Enzimatik koruma sistemlerini siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz ile
olusturulmustur. Non-enzimatik antioksidanlarin baslicalar1 ise iirik asit, E ve C

vitaminleri ile albiimin olarak bilinmektedir (71).

Oksidatif stres (OS), hiicreler ve dokularda ROT birikimi ile biyolojik bir
sistemin bu reaktif tiriinleri detoksifiye etme yetenegi arasindaki dengesizligin neden
oldugu bir durum olmustur. OS’in pek ¢ok kronik, enflamatuar veya otoimmiin
hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol aldigi bildirilmektedir. Infertilitenin pek ¢ok sebebi

arasindan, OS’in dogurganlig: etkiledigi fikri son zamanlarda 6n plana ¢ikmustir (68).

Reaktif oksijen tiirlerinin sperm fonksiyonlar: tizerinde hem yararli hem de
yikict etkileri olabilir ve bu etkiler ROT diizeyine bagli olmaktadir. Fizyolojik
fonksiyonlar1 saglamak i¢in reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri uygun seviyelerde
diizenlenmelidir. Az miktarda ROT, kok hiicreler, sperm ve yumurtadaki normal
metabolizmanin bir Uriinlidiir ve bu reaktif tiirler kapasitasyon, akrozomal reaksiyon

ve hiperaktivasyon gibi 6nemli iireme siireglerini diizenlemektedir (72).

Ejakulatta bulunan sperm ve l0kositler ejakulat igerisinde ROT un baglica
kaynagi olarak kabul edilmistir (73). Sperm tarafindan ROT iiretiminin plazma
membran1 diizeyinde nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve
mitokondriyal diizeyde NADPH'ye bagli oksidorediiktaz (diaforaz) sistemi ile
olusturuldugu disiiniilmektedir (74).
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Oksijen metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan en yaygin ROT tiirleri olan H20>
ve nitrik oksidin (NO) kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve oosit birlesmesini
sagladigr gosterilmistir (68). ROT akrozomal reaksiyonu, 70-105 kDa sperm
proteinlerinin tirozin ile fosforilasyonu yoluyla saglanmaktadir. NO, ST, LH,
epididimisin epitel hiicreleri ve vas deferens’te bulunmaktadir. Bunlara ek olarak
NO, spermdeki proteinlerin tirozin fosforilasyonunu modiile ederek sperm
kapasitasyonu iizerine de etki etmistir. Kapasitasyona hidrojen peroksit ve NO’nun
yant sira siiperoksit ve siiperoksit anyon radikali katkida bulunmaktadir. NADH ve
NADPH, p81 ve pl05in fosforilasyonunu ve sperm kapasitasyonunu aktive
etmektedir. Kapasitasyon sirasinda, 105 ve 81 kDa proteinlerinin treonin-glutamin-
tirozin motifinde (P-Thr-GluTyr-P) cift fosforilasyon meydana gelmektedir. Bu
fosforilasyon, 6zellikle NO tarafindan diizenlenmektedir. H2O> ve oksijenin (O.)
hem p81 ve pl05'in tirozin fosforilasyonunun hem de sperm kapasitasyonunun
ortadan kaldirilmasinda rolii olmustur. ADPH oksidaz inhibitorleri hem p81 ve
pl05'in tirozin fosforilasyonunu hem de sperm kapasitasyonunu azaltabilirken

hidrojen peroksit bu iki prosediirii indiiklemektedir (72).

Kodama ve ark. fare spermlerinde diisiik seviyede hidrojen peroksit ve lipid
peroksit liretimine neden olan demir siilfat ve askorbik asit ile indiiklendiginde
spermin zona pelusida’ya baglanma yetenegini arttirarak fertilizasyon kapasitesinde
%350 artis ortaya ¢iktigini gozlemlemistir (75). Ancak Griveau ve ark. agir1 hidrojen
peroksit iiretiminin insan spermlerinde zamanla ilerleyici sekilde sperm motiliteSini

ve akrozom reaksiyonunu azalttigin1 gézlemlemistir (76).

Lokosit sayisinin semen ml'sinde 1 milyondan fazla olmasi 16kositospermi
olarak tanimlanmistir. Yadav ve ark. l16kositospermik kisilerde 6zellikte NO artisi
bildirmistir. Asir1 NO sperm membrani biitiinliigiinii bozarak sperm motilitesinde
azalmaya yol agabilmektedir. Bu ¢alismada ayrica ROT artis1 ile birlikte antioksidan
seviyesinde azalma da gozlenmistir. Enflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda
aktiflesen l0kositler normalden 100 kat daha fazla ROT iiretimine neden olarak, OS’1

arttirict bir etki ortaya ¢ikarabilmektedir (77).
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Sperm plazma zarinda ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA) seklinde bulunan
lipitler, ROT’a en duyarli makromolekiiller olarak kabul edilmistir. ROT un, hiicre
zarindaki PUFA'y1 etkilemesi lipid peroksidasyonu adi verilen bir dizi kimyasal
reaksiyona yol agmaktadir. Bu reaksiyonun yan iirlinii olan malondialdehit (MDA),

peroksidatif hasarin derecesini saptamakta kullanilmaktadir (68).

Spermatogenez sirasinda fazla sitoplazmanin atilmasi, ROT seviyesinin
fizyolojik sinirlarda tutulmasini saglamaktadir. Ancak anormal morfolojideki
spermlerde fazla olan sitoplazmanin atilamamasi sonucu bir sitoplazmik droplet
meydana gelebilmektedir. Bu spermler immature ve islevsizdirler. Sitoplazmik
droplet hiicre i¢i - NADPH iiretimini kontrol eden glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PD) enzimini igermektedir. NADPH, sperm membraninda bulunan NADPH
oksidaz yoluyla ROT diretimini saglamaktadir (72). Asirt H202in, hiicre
membranindan diffiize olup 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimini inhibe ederek
NADPH'!m hiicre i¢i kullanimini etkilemesi sonucu sperm motilitesini azalttig1
diistiniilmektedir (78). Diger bir hipotez de ROT’un aksonemal proteinleri
etkileyecek bir dizi zincir reaksiyonu tetikleyerek motiliteyi etkiledigi olmustur (79)
(Sekil-4.3.1).
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Sekil 4.3.1: ROT’un sperme fizyolojik ve patolojik etkisi. A) ROT'un akrozom
reaksiyonunda zona pelusida penetrasyonunda roliinii gostermektedir. B) sperm
kapasitasyonu siirecinin baslangicinda ROT iiretilmistir. Hiicre zarinda oksidaz
tirinii O2" hiicre zarinda sperm kapasitasyonuna yardim etmektedir. H2O> ve NO
kapasitasyona direkt etkili olmustur. C) Obezite, alkol, sigara gibi etkenlerin
ROT’lerine etkisi gosterilmektedir. D) NADPH oksidaz sperm lipit membraninda
stiperoksit radikali olusturmaktadir. 027, H20 ile tepkimeye girerek hidroksil
radikali olusturmaktadir (OH). Bu durum lipid peroksidasyonunu ve ROT {iretimini

arttirmaktadir (72).

Sperme hareketliligi sirasinda enerji saglamakla gorevli mitokondriler de
oksidatif stres kaynagi olabilmektedir. Mitokondriyal solunum mekanizmasinda rol
alan diaforaz enzimi indirgenmis ve oksitlenmis NADH formlarinin oranini kontrol
etmektedir. Mitokondriyal disfonksiyon olan spermlerde ROT seviyesi fizyolojik
smirlarin tizerine ¢ikabilmektedir. Artan ROT mitokondriyal membrana zarar vererek

oksidatif stresin daha fazla artmasina neden olmaktadir (72).

Sperm DNA biitiinliigiiniin  infertilite i¢in semen parametrelerindeki
degisimlerden daha fazla belirleyici oldugu diisiiniilmektedir. infertil erkeklerde daha
fazla DNA hasarli sperm oldugu gosterilmistir (20). ROT, DNA zincirinde
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kirilmalar, kromozamal degisimler ve gen mutasyonlarina neden olabilmektedir (68).
Literatiirde infertil erkeklerde anormal DNA metilasyonunun daha sik goriildigi
bildirilmistir (80). Tunc ve ark. infertilite sikdyeti olan erkeklerden alinan semen
orneklerinde ROT seviyesi ile DNA metilasyonu arasinda negatif iliski bulundugunu,
antioksidan tedavinin DNA hasarini azalttigini bildirmistir (81). Bir baska ¢alismada
oksidatif stresin spermlerde DNA’nin tamir yetenegini azalttigi gézlenmistir (82).
Wang ve ark. endiistiiriyel iirlinlerde kullanilan giimiis nanopartikiillerinin oksidatif
strese neden olarak sperm canliligi ve motilitesinin yan1 sira DNA yapisim1 da
olumsuz etkiledigini bildirmistir (83). Normal spermli kisilerde melenoaldehit
(MDA) seviyelerinin yiiksek oldugu, sperm sayisinda hem azalma hem de DNA
yapisinda hasar olan astenozoospermik (sperm hareketliliginin az olmasi) bireylerde
ise antioksidan seviyelerinin de azaldigir gozlenmistir. Bu bulgular oksidatif stersin
DNA hasarina yol agtii ve semen parametrelerini etkileyerek infertiliteye neden
olabilecegini diistindiirmektedir (84). Bu bulgular1 destekler nitelikte Jannatifar ve
ark. infertilite sikayeti olan astenozoospermi hastalarinda lipid peroksidasyonu ve
ROT artisinin sperm parametrelerinde bozulma, DNA fragmantasyonu ve protamin
eksikligi meyadana getirdigini saptamis, antioksidan etkiye sahip N-asetil-sistein

tedavisinin bu zararlar1 geri almada faydali oldugunu bildirmistir (85).

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, erkek iireme sisteminde hiicre
proliferasyonu ile hiicre 6liimii arasinda dengeyi saglar ve anormal yapida bulunan
spermatozolar1 eleyerek hasarli genetik materyalin bir sonraki nesle aktarilmasina
engel olmustur. Yiksek seviyelerde ROT, i¢ ve dis mitokondriyal zarlar1 bozar,
sitokrom-c proteininin salimimini arttirir ve apoptoz kaspazlarni aktive eder.
Idiopatik infertil hastalardan alinan semen orneklerinde yiiksek seviyede ROT ile

apoptozda rol alan sitokrom ¢ ve kaspaz 9 ve 3 seviyeleri arasinda iliski bulunmustur
(86).

Yaslanmanin ve hiicresel islevdeki yasa bagl diisiisiin, serbest radikallerin
neden oldugu DNA, protein ve lipid hasarmmin birikmesinden kaynaklandigini
diistintilmektedir (87). Ayni zamanda ileri yaslarda ortaya ¢ikan Alzheimer hastaligi,
diyabet ve kardiyovaskiiler problemler gibi hastaliklarin oksidatif stres ile iliskili

oldugu belirlenmistir (88). Yasli dokularda ROT seviyesinin arttig1 gosterilmistir. Bu
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artisin, yasla birlikte antioksidan savunmada sisteminde azalma, ROT {iretiminde bir

artig veya her ikisinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (89).

Kadinlara nazaran erkeklerde fertilite omiir boyu devam etmesine ragmen,
son yillarda yapilan calismalar erkeklerde fertilitenin bazi unsurlarinin ilerleyen yasla
birlikte etkilendigi bildirilmistir (87). Yillar igerisinde ¢evresel ve endokrin etkenlere
maruziyetin oksidatif stres ve metilasyon miktarini artirarak infertiliteye neden
oldugu distiniilmektedir (90). Zubkova ve ark. yash siganlar ile gen¢ siganlarin
sperm Orneklerini karsilastirdigl ¢alismasinda, yaslanmanin kromatin paketlemesini
ve biitlinliigini degistirdigini ve kauda epididimiste depolanan spermlerin oksidatif
tehdide karsi daha duyarli oldugunu bildirmistir (87). Oksidatif stresin sperm
kromatin kalitesini nasil etkiledigine dair daha kapsamli bir degerlendirme elde

etmek icin yeni ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

4.4. DNA ve Kromatin Hasari

DNA, iki poliniikleotid zincirinden olusan bir molekiildiir. Her niikleotid bir
deoksiriboz (5 karbonlu seker) fosfat grubu ve dort farkli tipteki azotlu bazlardan
olusmaktadir. Niikleotidler fosfatli seker gruplari arasindaki fosfodiester baglariyla
birbirine baghdir. Purin (adenin ve guanin) veya pirimidin (sitozin ve timin,
riboniikleik asit (RNA)’de urasil) yapisindaki bazlarsa birbirine dogru karsilikli
uzanmakta ve aralarindaki hidrojen baglariyla sabitlenerek cift sarmal yapiy1
olusturmaktadir. Gen, genetik bilginin aktarimindan sorumlu DNA segmenti olarak

tanimlanmaktadir.

Infertil erkeklerin sperm DNA’larinda hasar olduguna dair kanitlar mevcuttur
ve bu durumun fertiliteyi olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. Son yillarda DNA
biitlinliigiinliin incelenmesinin infertiltilite i¢cin semen parametrelerinden daha
giivenilir bir belirteg olabilecegi diisliniilmektedir. Litretiirde DNA hasar1 ile semen
kalitesine azalma (sperm sayisi, motilitesi ve normal morfoloji) arasinda iliski oldugu
bildirilmektedir, ancak normal semen parametrelerine sahip kisilerin %8’inde de
sperm DNA hasarma rastlanabilinmektedir. Literatiirde spermde DNA hasarinin
ortaya ¢ikmasinda kromatin yapisinin bozulmasi, oksidatif stres ve abortif apoptoz

olmak {izere ii¢ ana mekanizma tartisilmaktadir (20).
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Genetik bilgiyi tastyan DNA, hiicre ¢ekirdegine sigabilmek ig¢in biikiiliip
yogunlagmis kromatin yapisini meydana getirmektedir. Kromatinin yapisinda
bulunan histon proteinleri gen bdlgelerinin aktivasyonu ya da inhibisyonundan
sorumlu olmustur. Kromatin igerisinde dort ¢ift histon proteininin bir araya gelip
olusturdugu yapi niikleozom olarak adlandirilmistir. DNA ise niikleozomlarin
etrafin1 dolanarak sarmaktadir. Gen ekspresyonu, DNA onarimi ve replikasyonu gibi
olaylarda DNA ve niikleozom arasindaki baglar ¢oziilerek proteinlerin DNA’ya

ulagmasi saglanmaktadir (91).

Spermin kromatininin organize ve sikistirtlmis yogun yapisi, spermin erkek
ve disi lireme yollar1 boyunca gecisi sirasinda baba genomunun korunmasini ve
yumurtaya iyi durumda aktarilmasimi saglamaktadir. Kromatin hasarlari DNA
zincirlerinin biitiinliigiiniin  bozulmasi, kusurlu histon-protamin sikistirilmas1 ve

anormal yapida kromatin olusumu seklinde ortaya ¢ikabilmektedir (20).

Sperm DNA’s1 ¢ekirdekte daha ufak bir hacime sigdirilmak amaciyla somatik
hiicrelerden ¢ok daha farkli ve degisik bir sikistirilma (paketlenme) siirecine
gitmektedir (20). Spermiyogenez sirasinda, histonlar hiperasetillenirek DNA zinciri
arasindaki baglantilar1 gevsetilmektedir. Sonra histonlar 6nce gegis proteinleri, daha
sonra protaminlerle yer degistirmektedir (protaminasyon). Spermiyogenez sirasinda
spermin protaminasyonu, nihai DNA kalitesinin diizenlenmesinde biiyiik bir rol
oynamaktadir (20,87). Protaminler sperm DNA’sinin yogunlastirilmasinin yani sira
genetik mesajin korunmasi, DNA'nin biitiinliigiinii ve onarimini saglayan siireglere
katilim ve genetik materyalin aktarilmasinda gorev alan molekiiller olmustur (92).
DNA iplikg¢iklerinin bu protaminler tarafindan yiiksek oranda yogunlastirilmasiyla
sperm kromatinin temel paketleme birimi olan toroid olusmaktadir (20) (Sekil-4.4.1).
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Sekil 4.4.1. Kromatin paketlenmesi (93)

Protaminler, diger protaminlerle disiilfit baglar1 olusturabilen serbest tiyoller
icerir, boylece zaten kompakt olan sperm kromatinini stabilize edebilmektedirler.
Tiyollerin oksitlenerek disiilfit baglarinin olugmasi spermin epididimisten gegisi
sirasinda  gerceklesmektedir. Arizali protaminasyonun spermlerin  kalitesini
azalttigim ve infertilite ile iliskili oldugu gosterilmistir. Infertil erkeklerin sperm
kromatinlerinde histon/protamin seviyesi azalirken histon seviyesinin daha fazla
oldugu bildirilmistir. Ayrica disiilfit bagi igeren P2 tipindeki protamin seviyesindeki
degisimlerin de infertilite ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (92).

DNA’nin agilmasi sirasinda sarmal yapidan kaynaklanan burulma stresini
hafifletmek icin DNA topoizomeraz 2 enzimi sperm DNA iplik¢iklerinde gegici
kirtlmalar olusturmaktadir (94). Bu gegici kirilmalar daha sonra, spermiyogenez ve
ejakiilasyonun tamamlanmasindan dnce ayni enzim olan topoizomeraz II tarafindan
onarilmaktadir. Ancak bu centiklerin tamir edilememesi ejakiilatta DNA hasarh

sperm olusumuyla sonuglanmaktadir (95).
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Literatiirdeki bazi ¢alismalar DNA hasar ile oksidatif stress arasinda iliski
bulundugunu ve sperm DNA hasarinin esas kaynaginin oksidatif stess olabilcegini
belirtmistir (32). DNA bazlar1 ve fosfodiester omurgalari oksidatif strese karsi
hassastir ve bu yapilarin peroksidasyonu DNA'min zincir kopmalarina ve g¢apraz
baglanmasina neden olabilmektedir. Bu durum transkripsiyon, translasyon ve DNA

replikasyonunun bozulmasiyla sonuglanabilmektedir.

DNA’nin yapisinda bulunan guanin, ROT potansiyeli yiiksek olmasi
nedeniyle oksidatif stres kaynakli hasara oldukc¢a agik olmaktadir. Infertil hastalarda,
oksidatif DNA hasarmin bir biyolojik belirteci olan 8-hidroksideoksi guanozin
miktarinda artig gosterilmistir. Ayrica DNA kiriklart ile ROT seviyesi arasinda
pozitif korelasyon bildirilmistir (96).

DNA hasarimin, ROT seviyesini arttiran l6kospermi veya sitoplazmik
retansiyonlu olgunlasmamis anormal spermlerden kaynaklanan oksidatif stres

nedeniyle gelisebilecegi de diistiniilmektedir (20).

Spermlerde mitokondri biitlinliigii i¢ membrandaki sitokrom c'nin varligi ile
kurulmaktadir. Infertil erkeklerde oksidatif stres nedeniyle seminal plazmada
sitokrom c seviyelerinin artis1 mitokondrial hasara neden olabilmektedir. Hasarlanan
mitokondriden salinan proteinler apoptoz siirecini hizlandiripp DNA hasarina yol

acabilmektedir (86).

Sperm DNA hasart ile ilgili bir baska teori, abortif apoptoz olusumu
olmustur. Apoptoz viicudun birgok organinda goriilen fizyolojik olarak
programlanmig hiicre Oliimii olarak adlandirilmistir. Testislerde germ hiicrelerinin
normalden fazla sayida tretimi ve hasarli hiicrelerin secilerek yok edilmesini

saglamaktadir.

Spermdeki apoptoz somatik hiicrelerde goriilen apoptozdan farkli olmaktadir.
Plazma diizeyinde FAS reseptorii (apoptotik reseptor) varligi, ¢ekirdekte Bax genin
yukart dogru regiilasyonu ve Bcl-2 ekspresyonun asagi dogru regiilasyonunu
kapsayan p53’iin varligi, sitoplazmada Bax aktivasyonu ve sitozolde sitokrom c ve

kaspaz kaskad1 salinimi1 yollariyla diizenlenmektedir (97).
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Spermlerde mitokondri, g¢ekirdek zari, kromatin ve plazma membraninda
bozulma ve apoptotik cisimler, DNA fragmantasyonu, fosfatidilserin kalintilarinin

externalizasyonu gibi apoptozun karakteristik 6zellikleri gozlenebilmektedir (43).

Baz1 hiicrelerde apoptoz siirecinin basladigt ancak daha sonra apoptoz
yolaklarinda gelisen bir aksakliktan dolay1 hiicrenin bu siireci tamamlayamadigi
diistiniilmektedir. Bu fenomene “abortif apoptoz” denir. Bu siirecteki aksakliklarin
bir sekilde DNA da hasar olusturdugu, ayrica sitoplazmik artiklar ve zayif kromatin

paketlemesi olan anormal sperm olusumuna yol ac¢tig1 diistintilmektedir (20,43).

Apoptozun kritik bir asamasi, 6lmekte olan hiicre tarafindan bu hiicrelerin
fagositler tarafindan tanmmas: ve fagosite edilmesi ile sonuglanan ylizey
degisikliklerinin kazanilmasini igermektedir. Normalde neredeyse tamamen plazma
zarinin (PZ) i¢ katmaninda (leaflet) yer alan fosfatidilserinin (FS) dis kisma
translokasyonu (eksternalizasyon) apoptik hiicrelerin makrofajlar i¢in isaretlenmesini
saglamaktadir. Bu olay, FS'nin asimetrik dagilimimi koruyan aminofosfolipid
translokazin inaktivasyonu yoluyla saglanmaktadir. Oksidatif stres mitokondriden
sitokin-c salinimi1 yoluyla apoptoz yolagindaki kapsazlari aktive edebilmektedir (98)
(Sekil-4.4.2).

{ [ Recognition by macrophage scavenger receptor |
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Sekil 4.4.2: Fosfatidilserinin eksternalizasyonu ve apoptoz (98).
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Annexin 'V proteini FS’e baglanabilme 6zelliginden dolayr apoptotik
hiicreleri saptamada bir biyobelirteg¢ olarak kullanilmaktadir (99). Barrosa ve ark.
infertil erkelerde sperm membraninda FS’in translokasyonun oksidatif stress ile
iliskili olarak arttigini, bu durumun DNA fragmantasyonunda artis ve sperm

motilitesinde azalmaya neden oldugunu saptanmistir (100).

Sakkaz ve ark. ise apoptoz belirtecgleri olan p53, bel-x ve FAS ekspresyonlari
ile DNA fragmantasyonu arasindaki zayif bir iliski oldugunu gézlemlemis, DNA
hasarinin varliginin, spermlerde meydana gelen apoptotik siirecten ziyade niikleer ve
sitoplazmik yeniden sekillenmedeki kusurlarla baglantili olabilecegini belirtmistir
(99). Buna karsin bir baska ¢alismada apoptoza aracilik eden kaspaz-3 ile sperm
motilitesi ve DNA fragmantasyonu arasinda iligki saptanmis, kapsaz yolkalarina
bagli apoptotik mekanizmalarin FS’nin translokasyonu ve DNA fragmantasyonunda

rol alabilecegi belirtilmistir (86).

Yaslanmanin dis kaynaklardan (radyasyon, toksik maddeler) veya endojen
faktorler (ROT, enflamasyon vb) tarafindan olusturulan DNA hasarinin birikmesi

nedeniyle gerceklestigi diistiniilmektedir (101).

Ileri yasin olumsuzluklarindan biri ¢oklu mitotik béliinmedir. Yas ilerledikce
maruz kalman kok hiicre boliinme sayisindaki artis, giderek artan DNA replikasyon
hatalarmmn birikmesine neden olur ve mutasyonlar ile sonuglanabilir. Ornegin, 20
yasindaki bir erkekte sperm iiretimi tahmini olarak 190 hiicre bdliinmesi sonrasi
olusmaktadir. Bu say1, 40 yasina gelindiginde yaklasik olarak 650 hiicre boliimesine
cikmaktadir (102).

Ileri baba yasinda DNA replikasyon hatalar1 sonucu ¢ikan mutasyonlarm bir
sonraki nesilde orataya c¢ikan kaliimsal hastaliklar ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Otizm, sizofreni, akondroplazi, Apert sendromu gibi hastaliklarin
patofizyolojisinde babadan gelen genetik koddaki mutasyonlarin rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Ileri yasta baba kaynakli bir sonraki nesilde goriilen bu hastaliklar

“paternal age effect (PAE) disorders” olarak tanimlanmaktadir (43). DNA
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fragmantasyonu ve metilasyonun da bu hastaliklarin olusumuna katkida bulundugu

distintilmektedir (101).

Yetiskin  kok hiicreler, yasamlar1 boyunca doku homeostazina ve
rejenerasyonuna aracilik etmektedirler. Germ hiicrelerine benzer sekilde bu
hiicrelerde de yasa baglit DNA hasar1 birikimi s6z konusu olmustur. Birikmis DNA
hasari, hiicresel fonksiyonellikte diisiise neden olur ve gen ekspresyonunun
diizensizligi, bozulmus transkripsiyon, hiicre dongiisii durmasi ve apoptoz yoluyla
hiicre kayiplarina yol ag¢maktadir. Ek olarak, kok hiicrelerin tiikenmesi, doku
homeostazinin bozulmasina ve rejeneratif kapasitenin  kaybolmasina neden

olmaktadir (103).

Insan testislerinde yaslanmanin inaktif olan A koyu tip spermatogonia’larin
yeniden aktivasyonu ve DNA tamir mekanizmalarmin etkisizlesmesi ile iliskili
oldugu oOne siiriilmiistiir. Bu durum germinal hiicre siralamasinda, dolayisiyla da

spermde, DNA hasarini arttirabilmektedir (101).

DNA hasari, hiicresel yaslanmanin ayirt edici 6zelliklerinden biri olan
genomik kararsizlik ile yakindan iligkilidir. Zamanla, genom biitiinliiglinii koruyan
mekanizmalar hatali hale gelir ve genomik anormalliklerde ve DNA kirilmalarinda
bir artiga yol agmustir. Sperm DNA hasar1 veya pargalanmasi, semen Orneginin
kalitesini degerlendirmek i¢in kullanilan yaygin bir parametre oldugundan, spermde

genomik instabilite infertilite agisindan 6nem arz etmektedir (101).

Giliniimiizde DNA biitiinliigli, kromatin veya DNA zincir yapisini inceleyen
¢esitli bircok metodlarin incelenmesi ile analiz edilebilmektedir. Toluidin mavi
boyasi kromatin yogunlagmasinin azalmasi sonucu ortaya ¢ikan DNA fosfatlarinin
boyanmasi yoluyla kromatin biitiinligii hakkinda bilgi vermektedir. Sperm kromatin
yapt deneyleri (SKYD) ile direkt olarak DNA zincir kiriklarin saptanmasi
saglanmaktadir (20).

Yaglh bireylerde yapilan ¢alismalarda DNA fragmantasyonu hakkinda farkl
sonuglar bildirilmistir. Bazi arastirmacilar ileri yasta DNA fragmantasyonunu

arttigin1  bildirirken, bazilar1 yasla DNA fragmantasyonu arasinda bir iligki
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saptayamamistir. Bu durum DNA fragmantasyonunu belirlemede kullanilan farkli
teknikler ya da ¢alisma popiilasyonlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir.
Yasin tek basina DNA fragmantasyonunu etkileyip etkilemedigini anlayabilmek igin
normal sperm parametreli erkeklerin iizerinde yapilan arastirmalarin sonuglar1 6nem
kazanmaktadir. Genel olarak bu ¢alismalarda DNA fragmanasyonunun arttigi

bildirilmistir (101).

Sperm DNA fragmantasyonundaki artis yasam boyu dogrusal bir artig
seklinde goriinmemektedir, ancak anormal sekilde parcalanmis sperm DNA'sinin
prevalansinda ileri yasla birlikte bir hizlanma gézlenmektedir. Saglikli erkeklerde 40
yasindan sonra DNA fragmantasyonunun daha hizli sekilde arttigi bildirilmistir.
Ancak normal sperm parametrelerine sahip gen¢ erkeklerin gametlerinde de asiri
DNA fragmantasyonuna rastlanabilmektedir (101). Yaslanmada GH’lerinin yani sira

testis dokusu ve SH’lerinin dejenerasyonununda da artis bildirilmistir (104).

4.5. Hiicre ici Sinyal Yolaklar

Sperm hiicrelerinin i¢ denge denilen homeostazisi, hiicrelerin biiylimesi,
¢ogalmasi ve oliimii arasindaki dengeye baghdir ve bu siiregler, biiylime faktorleri,
hormonlar, besinler, molekiiler mekanizmalar dahil cesitli faktorler tarafindan hiicre
i¢i ve hiicre dis1 sinyal yolaklarininin etkisi ile koordine edilerek diizenlenmektedir.
Bu siiregler arasinda en 6nemlilerinden olan hiicre sinyal yolaklar1 hakkinda bir¢cok
calisma gerceklestirilmis ancak sperm kalitesinin yasa bagl diisiisiine neden olan

molekiiler mekanizmalar tam anlami ile aydinlatilamamistir (105,106).

Sperm hiicresinin sinyal yolaklarinda ve gelisiminde destekleyici hiicreler
¢cok onemli olmustur. Bu hiicreler spermin gelisip farklasmasinda ve erkek genital
kanali boyunca ilerlemesinde goérev almaktadir. Sinyal molekiilleri ve yollar
spermatogonial kok hiicrelerin (SKH) kendini yenilemeleri, farklilasmalar1 ve
spermatogenezin  diizenlenmesi ve spermatogenez siirecinin kontrolii i¢in
gerekmektedir. Sinyal molekiillerinde ve hiicre i¢i sinyal yollarininda meydana gelen
degisiklikler, erkek kisirligina ve testis kanserine yol acabilmektedir. Bu nedenle

erkeklerde meydana gelen kisirligin nedenleri arasinda sinyal yolaklari Onemli
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arastirma konulari arasinda olmaktadir (107). Bu yolaklar arasinda Janus kinaz/sinyal
doniistiiriicii ve transkrip siyon aktivatorii (JAK/STAT) sinyal yolu, Src sinyal yolu,
3 Fosfoinositid 3-kinaz (PI13K) /Akt yolu, Ras/Erk1/2 sinyal yolu, Smad sinyal yolu,
MTOR sinyal yolu en 6nemlileri olmaktadir. JAK/STAT sinyal yolunda SKH’lerin
kendilerini yenilemeleri ve hiicresel onarimi saglayan uyaricilarin aktivasyonu igin
eslestirilmemis ligand (UPD) tarafindan JAK/STAT sinyal yolu aktive edildigi tespit
edilmistir. UPD eksik mutantlarda SKH’lerin hizla tiikendigi gozlenmistir. UPD’nin
asirt ekspresyonunun SKH'lerin asir1 birikmesine neden olarak kok hiicrelerin
farklilagmasini  engelledigi  tespit edilmistir. JAK/STAT sinyal yolunun
etkinlestirildigi bu durum SKH’lerin kendini yenilemesini saglamaktadir (108). JAK-
STAT sinyalinin kaldirilmasi, germ hatti kok hiicrelerinin spermatogonial kist
kiimelerine farklilasmasina neden olmustur (109). Src sinyal yolunda sertoli hiicreleri
tarafindan dretilen glial hiicre tiirevli nétrofik faktér (GDNF) fare SKH'lerinin
kendini yenilemesini ve farklilagsmasini parakrin yolu ile miktara bagh bir sekilde
diizenleyen ilk tanimlanmig molekiilldir. GDNF'nin asir1  ekspresyonu,
farklilasmamis  spermatogonialarin  birikimine neden olmaktadir.  Genetik
mihendisligi ile GDNF geninin susturulmas: spermatogonialarin tiikkenmesi ile
sonuclanmis bu durum GDNF'nin spermatogonialarin kendini yenilemesi i¢in gerekli

oldugunu diisiindiirmiistiir (110).

GDNF'nin Src kinaz ailesini RET reseptoriinden bagimsiz bir sekilde aktive
ettigi tespit edilmistir (111). Src kinaz ailesinin, SKH’lerin GDNF araciligiyla
farklilasmasinda 6nemli bir rol oynadig1 tespit edilmistir. GDNF, Src kinaz ailesini
aktive eder bu da PI3K/Akt yolunun daha fazla uyarilmasini saglayarak ve N-Myc
ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu siirecin sonunda SKH'lerin farklilagmasi
saglanmaktadir (112). PI3K/Akt yolaginda PI3K ligandlari, reseptorleri ve
GDNF’leri uyararak SKH’lerin kendini yenilemesini ve ¢ogalmasini saglamaktadir
(113). PI3K'nin spesifik inhibitorii olan LY294002 tarafindan inhibisyonu, SKH'lerin
cogalmasini bloke etmektedir. Ayrica SKH'lerde AKT'yi aktive ederek 4-hidroksi
tamoksifen araciligi ile SKH'lerin kendilerini yenilemelerini uyararak apoptozu
engellemektedir. PI3K'nin spermiyasyon asamasinda etkisi gozlenmemis ancak

spermatogenez siirecine gegiste onemli oldugu tespit edilmistir (114).
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Ras, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK) ve mitojenle aktive olan
protein kinazlar (MAPK) cesitli hiicresel fonksiyonlarin ayarlanmasi, hiicrelerin
cogalmasi, farklilagmasi ve hiicre dongiisiiniin gerceklesmesinde gorev almaktadirlar
(115,116). MAPK/ERK yolunun MEK'e 6zgii inhibitér PD098059 tarafindan bloke
edilmesi, yenidogan farelerde erkek germ hatt1 kok hiicrelerinin ¢ogalmasinda kii¢iik
miktarda azalma ile sonuglandigi gosterilmistir. GDNF sinyallerinin SKH'lerde
Ras/ERK1/2 yolunun aktivasyonu ile sonu¢landigi gosterilmistir. GDNF, ret tirozin
kinaz ve kenetlenme proteini shc'yi fosforile ederek, Grb2 adaptdér proteininin
aktivetesini, Ras/ERK1/2 yolunun hizli aktivasyonunu, CREB/ATF transkripsiyon
faktorlerinin  fosforilasyonunu  uyarmaktadir. Bu durum c-Fos geninin
transkripsiyonunu saglayarak siklin A ve CDK2'nin ifadesini saglamaktadir. Bu,
SKH'lerde S-faz girisini hizlandirarak DNA sentezini ve SKH proliferasyonunu
desteklemektedir (117). Siklin A ve CDK2'nin ifadesinin, smad sinyal yolu
aracilifiyla insan embriyonik kok hiicrelerinin onarimlart ve pluripotensileri ile
iligkilendirilmistir (118,119). BMP4’iin uyarilmasi, Smad4/5 kompleksi olusturmak
icin Smad4 ve Smad5'in hizlica hareketine neden olmaktadir. Smad4/5 birlesmesi ile
CBP ve p300 gibi transkripsiyon faktorleri aktive olur bu aktivasyon SKH’lerin
farklilasmasinda etkin rol oynamaktadir (120) (Sekil-4.5.1).
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Sekil 4.5.1 Cesitli ligandlar tarafindan aktive edilen ve SKH'lerin farklilagmasini

diizenleyen 6nemli sinyal yollar1 (107).
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Spermlerin epididimis igindeki motilite kazanimi fosfoprotein fosfataz 1
(PPP1, aym1 zamanda PPlolarak da bilinen) molekiil aktivitesinin kontroliinde
olmaktadir. PPP1 izoformu kamgi, orta parga ve basin arka bolgesi boyunca
dagilmistir, hareketlilik ve akrozom reaksiyonunda bir rolii oldugu diisiiniilmektedir
(121). Smith ve ark. 1996 yilinda, PPP1 aktivitesi ile sperm motilitesi arasindaki
iligkiyi ilk kez tanimlamistir. Epididimisin kaput kisminda spermlerin PPP1 aktivitesi
yiiksektir ve spermler bu sebeple hareketsiz olmaktadirlar (122,123). Bunun aksine,
epididimisin kaudal kisminda spermlerde PPP1 aktif degildir ve sperm hareketlidir.
PPP1 diizenleyici alt birim 2, PPP1R2 (Inhibitér-2 olarak da bilinir), bir PPP1

inhibitoridiir, spermlerin motilitesinin kontroliinii saglamaktadir (124,125).

Treonin 73'te fosforile edildiginde, insan PPP1R2, PPP1'e baglanamaz ve onu
aktif hale getirmektedir (126). Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), PPP1R2
fosforilasyonundan sorumlu kinazdir. GSK3alpha nakavt oldugunda, sperm

motilitesinde ve metabolizmasinda bir azalma olmaktadir (Seki- 4.5.2).
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Sekil 4.5.2: Epididimisde sperm motilitesi edinimi i¢in gerekli sinyal olaylarinin

sematik gosterimi (127).
4.5.1. mTOR Yolag

Hiicre i¢i sinyalleri yollar1 arasinda, rapamisin memeli hedefi (nTOR) kinaz

ag1, merkezi bir diizenleyici olarak 6ne ¢ikan ¢cok dnemli bir yol olmaktadir. mMTOR
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hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyalleri birlestirilmesini saglar ve hiicrenin hayatta kalmasi,
gelismesi, farklilasmasi ve hiicre metabolizmasinin diizenlenmesi gibi bir¢ok
faktorde kilit bir rol oynamaktadir (128). Bunlarin yaninda mTOR, enerji kaynagi ve
protein sentezine aracilik eden sinyal yolunu, biyokiitle birikimi ve aktin hiicre
iskeleti organizasyonu ile ilgili diger birgok olay1 diizenlemektedir. Anabolik ve
katabolik reaksiyonlarin arasindaki geciste gorev almaktadir (10). Son 10 yilda
yapilan g¢alismalarda, mTOR yolagmin insanlarda anjiyogenez, tiimor olusumu,
insiilin direnci, adipogenez ve T-lenfosit aktivasyonu gibi hastaliklarda etkisini

kaybettigi tespit edilmistir (11).

mTOR proteini, PI3K ile iligkili kinaz ailesine ait olan ve evrim boyunca
korunan 289-kDa'lik bir serin-treonin kinaz olarak bilinmektedir. mTOR, mTOR
kompleksi 1 (mTORCI1) ve mTOR kompleksi 2 (mTORC2) olmak iizere en az iki
farkli ¢oklu protein kompleksini igermektedir (129). mTORC1'in alt1 bileseni vardir.
Bunlar kopleksin katalitik 6neme sahip alt birimi mTOR, mTOR’u diizenleme ile
ilgili protein (raptor), memeli Sldiiriicii Secl3 protein 8 (mLSTS, GBL olarak da
bilinir), prolince zengin 40 kDa AKT substrat (PRAS40), DEP alan1 iceren mTOR
etkilesimli protein (DEPTOR) ve Ttil/Tel2 kompleksi olarak kesfedilmistir (130).
Raptor, rheb ve RagA gibi yukar1 yonde akis (Up-stream) diizenleyicileri, S6K ve
4EBP1 gibi asag1 yonde akis (Down-stream) diizenleyicilerinin alt katmanlar ile
etkilesime girerek mTORCI1 islevini kontrol etmektedir. Son ¢alismalar, raptor
fonksiyonunun yukar1 yonde akis sinyallerine bir yamit olarak meydana gelen
fosforilasyon tarafindan da diizenlendigini gostermistir (131). Bu fosforilasyonun
gerceklesmesi AMPK’nin (AMP-aktif protein kinaz) etkinlestirilmesi ile iligkili
olmaktadir. Aktif AMPK, raptorda bulunan genetik olarak korunmus iki bdlgede
(Ser722, Ser792) raptoru dogrudan fosforile edebilmektedir. Bu fosforilasyon 14-3-3
baglanma bolgeleri meydana getirmektedir. Bu sayede mTORCT1 ’in fosforilasyon ile
aktivitesinin diizenlenmesi saglanmaktadir (132). mLST8, hem mTORC1 hem de
mTORC2'nin ortak bir alt birimidir ve mTOR kinazin aktivasyonu ig¢in gerekli
olmaktadir. mLST8'in mTOR'un aktif bolgesine baglanarak onun etkinligini artirdigi
ortaya c¢ikarilmig, mLST8'in mTOR kinaz aktivitesinde kritik bir rol oynadig
gosterilmistir (133). PRAS40 ve DEPTOR, mTORC1'in farkli negatif diizenleyicileri
olarak karakterize edilmistir (134,135).
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mTORCI1’in aktivitesi azaldiginda PRAS40 ve DEPTOR, mTORCI
kompleksinin inhibisyonuna etki eden komplekse dahil olmaktadir. PRAS40’mn,
substrat baglanma agamasinin direkt bir inhibitorii olarak islev gorerek mTORCI1
kinazin aktivitesini diizenledigi 6ne siiriilmiistir. mTORC1 kinazin aktiflesmesi ile
mTORC1, PRAS40 ve DEPTOR'u dogrudan fosforile eder, bu da mTORCL1 ile
PRAS40 ve DEPTOR’un fiziksel etkilesimini azaltarak mTORCI sinyalini daha
aktif hale getirmektedir (136). mTORC2 bir ¢gogu mTORC1 ve mTORC?2 i¢in ortak
olan yedi farkli protein icermektedir. Bunlar: mTOR, mTOR'un rapamisine
etkilesimi olmayan pargasi (Rictor); memelilerde molekiiler stres ile aktive olan
protein kinaz etkilesimli protein (mSIN1); Rictor-1 ile oldugu belirlenen protein
(Protor-1 ve Protor-2); mLSTS; ve DEPTOR’dur (137,138). Rictor ve mSINZ1'in
birbirini stabilize edebildigini ve mTORC2'nin yapisal temelini olusturduguna dair
bazi kanitlar bulunmustur (125). DEPTOR, mTORCI1'deki roliine benzer sekilde,
mTORC2 aktivitesini negatif olarak diizenlemektedir. DEPTOR, mTORC2'nin su
ana kadar tespit edilmis tek endojen inhibitorii olarak bilinmektedir. DEPTOR
burada DEPt olarak bilinen bir DEP (Dishevelled, Egl-10, ve Pleckstrin) N-terminal
bolgesi ve PDZ (postsinaptik yogunluk 95, diskslarge, zonula okludens-1) ad1 verilen
bir ¢ terminal bolgesi iceren 46kDa ‘luk bir protein olarak bilinmektedir. PDZ
alaninin mTOR ile etkilesime girdigi gosterilmistir (135). DEP bolgesinin ise DEPt
fosfatidik asit (PA) baglanmasina aracilik ettigi yapilan ¢aligsmalarla tespit edilmistir
(139). DEPt ve PDZ alanmi baglayan ortak bir fosforilasyon bdlgesi ortaya
cikartlmistir. mTOR bu bolgeyi fosforile eder, bu durum SCFBTrCP E3 Ubiquitin
ligaz tarafindan DEPTOR’un fosforilasyonu ve Ubikitinasyonu (Ubikutin ekleyerek
proteinin yapisini degistirme) yoluyla degredasyonuna neden olmaktadir (140,141).
DEPTOR bozulmas1 sirayla, mTORC1'in aktivasyonuna ve mTOR’un negatif geri
besleme mekanizmasi ile mTORC2'in inaktivasyonuna neden olmustur. OTU alani
igceren Ubikuitin aldehit baglayic1 protein 1(OTUBI), DEPTOR'u deubikitinasyon
(Ubikitinasyon yonteminin zitt1) yontemiyle bu siirece karst koymustur (142) (Sekil-
45.1.1).
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Sekil 4.5.1.1: mTORC1 ve mTORC2 kompleksleri, nTORC1, amino asitlere, strese,
oksijene, enerjiye, biiyiime faktorlerine ve rapamisine duyarli olmustur. Anabolik ve
katabolik siire¢leri indiikleyerek ve inhibe ederek hiicre biiylimesini destekler ayrica
hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglamistir. mTORC2, biiylime faktorlerine yanit

vermektedir. Hiicre hayatta kalmasini, metabolizmasint ve hiicre iskeletini

diizenlemektedir (128).

mTOR aktivitesinin diizenlenmesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalardan bir
digeri Gbetal olarak da bilinen SEC13 protein 8 (mLSTS8) ile mTOR arasindaki
iliski olmustur. mLST8, hem mTORC1 hem de mTORC2'nin ortak bir alt birimidir
ve mTOR kinazin aktivasyonu i¢in gerekli olmustur (143). Bu aktivasyon mTOR-
mLST8 kompleksinin yapist ile ilgili olup, mLST8 mTOR'un aktif bdlgesini
dogrudan stabilize ederek aktivasyonu saglamaktadir. mLST8 nakavt fare
embriyolari lizerinde yapilan caligmalarda mLST8 eksikliginde mTORC2’nin yapisal
ve fonksiyonel etkinliginin azaldigi tespit edilmistir (144). Ayrica, mLSTS8, S6K
tarafindan fosforile edilen pirimidin sentezinde yer alan ¢ok islevli bir protein olan

CAD gibi diger hiicresel proteinlerle birlesebilmektedir (145).
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mLSTS etkisi daha detayl1 incelendiginde TNF reseptorii ile iliskili faktor 2
(TRAF2) E3 ubiquitin ligaz, lizin63’de (k63) MLST8 ubikuitinasyonuna sebep
olarak mTORC?2 icin gerekli olan SIN1 komponentinin etkilesimini bozmaktadir.
Ubikuitinasyona ugramis MLST8’1 eski hali olan deUbikuitinasyon formuna
dondiirme islemi OTU deubiquitinaz 7B (OTUD7B) tarafindan gercgeklestirilmistir.
MLST®8’in deUbikuitinas yonu sonucu SINI ile baglanma saglanir bu durum
mTORC2 yapisinin olusmasini kolaylastirirtken mTORC1 yapisinin  olusumunu
azaltmaktadir (146).

MLST8’in ¢ikarilmasinin mTORC1’in aktivitesini etkilemedigi ana siibstrat
S6K1’in fosforilasyon seviyesi Olgiilerek tespit edilmistir (144). Diger taraftan
MLSTS8’in raptor-mTOR etkilesimini gii¢clendirerek mTORC1/2’nin aktivitesini
arttirdi@i tespit edilmistir (143) (Sekil-4.5.1.2).

Insulin

---------------------------------------------

mTORC2
MLST8

SINT

S6K1D «—

Sekil 4.5.1.2: MLSTS ubikitinasyonun molekiiler mekanizmasi (147).

mTORCI, hiicre metabolizmast ve biliylimesinde merkezi bir diizenleyici
olmustur. mTORC1’in aktivitesi AKT’yi aktive etmektedir. Bu durum lipogenezin
aktivitesini sagladigi gosterilmistir. SREBP1’in olgun formu hiicrede birikince
SREBP genlerinin ekspresyonu mTORCI’in inhibitorii rapamisin tarafindan bloke
edildigi gosterilmistir. SREBP'nin susturulmast mTORCI1’1 susturmakta, bu durum
Akt'ye bagl lipogenezi bloke etmektedir. Bunun sonucunda hiicre boyutundaki

artigin azaldigi da gozlenmistir (115).
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mTORCI, hiicre biliylimesinin desteklenmesinde yer alan birgcok siireci
diizenlemek i¢in dort ana sinyali (biiyiime faktorleri, enerji durumu, oksijen ve amino
asitler) birlestirmektedir. mTORCI1 aktivitesinin diizenlenmesinde yer alan en 6nemli
sensorlerden biri, TSC1 (hamartin olarak da bilinir) ve TSC2'yi (tuberin olarak da
bilinir) iceren bir heterodimer olan tuberoskleroz kompleksi (TSC) olarak

bilinmektedir.

TSC1/2, kiigiik ras iliskili GTPaz rheb (beyinde zenginlestirilmis Ras
homologu) i¢in bir GTPaz aktive edici protein (GAP) olarak islev gormektedir. Rheb
in GTP-bagh aktif formu, mTORCI ile direkt bir etkilesime girerek mTORC1’in
aktivitesini harekete gecirmektedir (134). Rheb'e 6zgii bir GAP olan TSC1/2, rheb'i
etkin olmayan GDP'ye bagli durumuna donistiirerek mTORCI1 sinyalini negatif
olarak diizenlemektedir (132). Biiylime faktorleri, kanonik insiilin ve Ras sinyal
yollarimin aktivasyonu yoluyla mTORC1'i uyarir. Bu yollarin aktivasyonu, TSC2'nin
protein kinaz B, (PKB, AKT olarak da bilinir) hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
1/2 (ERK1) ve p90 ribozomal S6 kinaz 1 (RSK1) tarafindan fosforilasyonuna neden
olmaktadir (148). Bu durum TSC1/2'nin inaktivasyonuna bu sayede mTORC1'in
aktivasyonuna yol a¢cmaktadir. Bunlara ek olarak AKT’yi aktive eden bliylime
faktorleri, PRAS40''m mTORCI1’den ayrilmasini ve mTORC1’in TSC1/2‘den
bagimsiz fosforilasyonunu tesvik ederek mTORCI1’i aktive edebilmektedir (134).
Insiilinin yiizey reseptorlerine baglanmas: tirozin kinaz aktivitesini, insiilin reseptérii
substratt 1'in (IRS1) aktivasyonunu ve fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat iiretimine
neden olmaktadir. Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat'in tiretimi PI3K'y1 aktive eder ve
AKT'nin aktivasyonunu saglamaktadir. Aktif olan AKT, PI3K ile birleserek PI3K-
AKT kompleksini olusturmaktadir. mTORC1’in aktivasyonu PI3K-AKT birlesimini
engelleyerek kompleksin aktivasyonunu inhibe etmektedir. mTORCI’in S6K1’i
aktive etmesi IRS1’in fosforilasyonunu saglamaktadir. Fosforile olan IRS1’in
kararliligr azalmistir (149). S6Kl'e bagl negatif geri besleme dongiisii olarak
nitelendirilen bu oto-diizenleyici yolun, hem metabolik hastaliklar hem de
timorogenez ig¢in derin etkileri oldugu gosterilmistir (150). Mitokondriyal
metabolizma ve biyogenez, mTORC1 tarafindan diizenlenmektedir. MTORC1'in
rapamisin tarafindan inhibisyonu, mitokondriyal membran potansiyelini, oksijen
tilkketimini ve hiicresel ATP seviyelerini diigiirlir ve mitokondriyal fosfoproteomunu

degistirmektedir (151). Yapilan calismalarda mitokondriyal DNA kopya sayisinin ve

35



protein kodlayan bir¢ok genin ifadesinin rapamisin tarafindan baskilandigi
gbzlenmigtir. Rapamisinin  baskilanmast mTORC1’in aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu aktivasyon mitokondri metabolizmasinda rapamisinin yaptig1 etkiyi
tersine ¢evirmektedir (152). Ek olarak, fare iskelet kasindaki raptor'un kosullu olarak
baskilanmasi, mitokondriyal biyogenezde yer alan genlerin ekspresyonunu
azaltmaktadir (153). Cunningham ve ark., mTORC1'in, mitokondriyal biyogenez ve
oksidatif metabolizmada 6nemli bir rol oynayan bir niikleer kofaktér olan PPARy
koaktivator 1'in (PGC1-a) transkripsiyonel aktivitesinin, fiziksel etkilesimini baska
bir transkripsiyon faktorii, yani yin-yang 1 (YY) ile dogrudan degistirerek kontrol
ettigini gostermistir (154). Hiicre i¢i enerji durumunun ana sensorii olan AMP, aktive
olan protein kinaz (AMPK) araciligiyla mTORCl'e iletilmistir (155). Enerji
tilkenmesine yanit olarak (diisiik ATP:ADP orani), AMPK aktive olur ve TSC2'in
GAP aktivitesini rheb yoluyla arttirarak fosforile eder bu sayede mTORCI1’in
aktivasyonunu azaltmis olmaktadir (156). Ayrica enerji tiikkenmesine yanit olarak,
AMPK, raptor'u dogrudan fosforile edereck mTORCI1 aktivitesini azaltabilmektedir
(157). Oksijen seviyeleri, mTORCL1 aktivitesini birden fazla yoldan etkilemektedir
(158). Az seviyede oksijen eksikligi oldugunda, ATP seviyelerindeki azalma, dnceki
boliimde agiklandigr gibi TSC1/2 aktivasyonunu saglar ve mTORCI1’1 inaktive eden
AMPK'yi aktive etmistir (159,160). Oksijen eksikligi ayrica DNA hasar yaniti 1'in
(REDD1) transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla TSC1/2'yi aktive edebilmektedir
(161,162). REDDI1 ile biiyiime faktorleri arasinda bir iliski kesfedilmistir.
REDD1’in, biiylime faktorleri ile 14-3-3 proteinleri arasindaki iliskisi sonucu TSC2
‘nin serbest kalmasi sonucu mTORC]1 sinyali bloke olmaktadir (163).

REDD1'in TSC2 ve 14-3-3 etkilesimini bozarak mTORCI sinyalini azaltma
yeteneginin, oksijenin yetersizliginde enerji tiiketen siirecleri simirlamak i¢in
evrimlestigi disiiniilmektedir. Ek olarak, promyelositik losemi (PML) ve
BCL2/adenoviriis E1B 19 kDa protein etkilesimli protein 3 (BNIP3), mTOR ile
pozitif diizenleyicisi rheb arasindaki etkilesimi bozarak hipoksi sirasinda mTORC1
sinyalini azaltmaktadir (164,165). Amino asitler, mTORC1'i pozitif olarak
diizenleyen giiglii bir sinyal meydana getirmektedir. mTORCL1'in amino asitler
tarafindan aktivasyonunun, TSCI1/2'den bagimsiz oldugu bilinmektedir, ¢iinkii
mTORC1 yolu, TSC1 veya TSC2'den yoksun hiicrelerde amino asit yoksunluguna

duyarli oldugu gosterilmistir. Dort kiiciik GTPaz ailesi olan Rag proteinlerinin,
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mTORCI1 ile amino aside duyarli bir sekilde etkilesime girdigi ve mTORCI yolunun
amino asitler tarafindan aktivasyonu icin gerekli oldugu gosterilmistir. Amino
asitlerin mevcudiyetinde, Rag proteinleri Raptor'a baglanir ve mTORCl1'in
sitoplazmada  aktivatorii rheb't iceren bir periniikleer bolgeye yeniden
lokalizasyonunu tesvik etmistir (166). Ortamda amino asit eksikligi ile mTORCI1 ve
rheb'in fiziksel ayrismasi gerceklesir. Bu ayrilma hiicre biiyiime faktorleri olan rheb
aktivatdrlerinin, amino asitlerin yoklugunda mTORCI sinyalini neden uyaramadigini
aciklamaktadir. Yukarida agiklanan anahtar sinyallere ek olarak, genotoksik stres,
inflamasyon, Wnt ligand1 ve PA gibi diger hiicresel durum ve sinyallerin hepsinin
mTORCI sinyalini diizenledigi gosterilmistir. Genotoksik stres, birgok mekanizma
yoluyla mTORC1 aktivitesini azaltmaktadir. DNA hasarma yanit olarak p53'iin
aktivasyonu, AMPK'yi bilinmeyen bir siire¢ yoluyla hizla aktive eder, AMPK
fosforile olur ve boylece TSC2'yi aktive etmektedir. EK olarak P53 geni mTORCL1'i,
PTEN ve TSC2'nin transkripsiyonunu artirarak negatif kontrol etmektedir (167).

Inflamatuar aracilar ayrica TSC1/2 kompleksi araciligiyla mTORC1'e sinyal
vermektedir. TNFa gibi proinflamatuar sitokinler, TSC1 ile fiziksel olarak etkilesime
giren ve onu inaktive eden IK kinaz-B'yi (IKKP) aktive ederek mTORCI
aktivasyonuna yol agmaktadir (168). Wnt sinyali TSC1/2'nin inaktivasyonu yoluyla
mTORC1 aktivitesini arttirmistir. Wnt yolunun uyarilmasi, TSC2'yi dogrudan
fosforile ederek TSC1/2 aktivitesini destekleyen bir kinaz olan GSK3’i inhibe
etmistir (169). Son olarak, PA, mTORCl'in baska bir aktivatorii olarak
tanimlanmustir. Bircok grup, eksojen PA veya fosfolipaz D1 (PLD1) ve PLD2 gibi
PA f{ireten enzimlerin asir1 ekspresyonunun mTORCI sinyalini 6nemli Olgiide
arttirdigim1 ~ gostermistir  (170). Yakin tarihli bir ¢alisma, PA'min mTOR
komplekslerinin birlesmesini kolaylastirarak veya kompleksleri stabilize ederek
mTOR sinyalini etkiledigini gostermektedir (171). Hiicrenin hayatta kalmasi,
metabolizmast ve proliferasyonu, cesitli efektorlerin fosforilasyonu yoluyla bu
stirecleri pozitif olarak diizenleyen AKT'nin aktivasyon durumuna biiyiik 6l¢iide
bagl olmustur. AKT'nin tam aktivasyonu, iki bolgede fosforilasyonunu gerektirir:
fosfoinositide bagimli kinaz 1 (PDK1) tarafindan Ser308 ve yillarca tanimlanamayan
bir kinaz tarafindan Ser473, ancak 2005 yilinda arafindan mTORC2’de oldugu
gosterilmistir (172). Daha sonra yapilan c¢alismalarda mTORC2 komponentlerinin
yapidan c¢ikarilmasi Ser473’te  AKT'nin fosforilasyonunu AKT substratlarinin
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tiimiliniin olmasa da bazilarinin asag1 akis fosforilasyonunu spesifik olarak bloke
ettigini gozlemlemistir (138,144). AKT mMTORC2’nin tiikkenmesinin ardindan
inhibisyona ugramistir. Bu durum stres direnci, metabolizma, hiicre dongiisiiniin
durmasi ve apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyonunu kontrol eden c¢atal bagh kutu
proteini Ol (FoxOl) ve FoxO3a transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu
azaltarak bu proteinleri aktive etmistir (173). Bu durumun aksine, TSC2 ve GSK3'lin
fosforilasyon durumu, mTORC2 inaktivasyonundan etkilenmez. Son zamanlarda,
AKT ile homolojiyi paylasan serum ve glukokortikoid kaynakli protein kinaz 1'in de
(SGK1) mTORC?2 tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (174).

mTORC?2 inhibe edildiginde bir bazal aktiviteyi koruyan AKT'nin aksine,
SGK1 aktivitesi bu kosullar altinda tamamen iptal edilmistir. SGK1 ve AKT, FoxO1
ve FoxO3a'y1 birlikte fosforile ettiginden, mMTORC?2 eksikligi olan hiicrelerde SGK1
aktivitesinin olmamasinin, FoxO1 ve FoxO3a'nin fosforilasyonunun inhibisyonundan
sorumlu oldugu gozlenmektedir., mTORC2 hiicre iskeleti organizasyonunu
diizenlemektedir. Bir¢ok arastirmaci, mTORC2 bilesenlerinin yikilmasinin aktin
polimerizasyonunu etkiledigini ve hiicre morfolojisini bozdugunu gézlemlemistir. Bu
caligmalar, mTORC2'nin protein kinaz Ca (PKCa) fosforilasyonunu, paxillinin
fosforilasyonunu ve fokal adezyonlara yeniden yerlesmesini saglamaktadir. Bu
yerlesme ile RhoA ve Racl'in GTP yiiklemesini tesvik ederek mTORC2min aktin
hiicre iskeletini kontrol ettigi diisiiniilmektedir (175).

mTORC2'nin bu siirecleri diizenledigi molekiiler mekanizma heniiz
belirlenmemistir. mTORC2  aktivasyonuna yol acan sinyal yollart iyl
tanimlanmamugstir. Biiylime faktorleri, Ser473'te mTORC?2 kinaz aktivitesini ve AKT
fosforilasyonunu arttirdigindan, bu yolu diizenlemek i¢in makul bir sinyal olarak
kabul edilmektedir (129). Biiylime faktorlerinin etkisi ile AKT, PtdIns (3,4,5) P3'iin
pleckstrin homoloji (PH) bolgesine baglanmasi yoluyla hiicre zarinda fosforile
edilmektedir. Bu kosullar altinda, PDK1 ayrica PH alani araciligiyla membrana alinir
ve AKT'yi Ser308'de fosforile etmektedir (176). ilging bir sekilde, mTORC2 bileseni
mSIN1, C-terminalinde bir PH alanina sahiptir, bu da mSIN1'in mTORC2'nin
membrana  translokasyonunu ve  AKT'nin  Ser473'te  fosforilasyonunu

destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu modeli desteklemek ve mTORC2'nin
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diizenlenmesinde rol oynayan diger hiicresel sinyalleri belirlemek i¢in ek calismalara

ihtiya¢ olmaktadir.

Yaglanma, yasa bagli olarak ortaya ¢ikan fonksiyonel azalma olarak
tamimlanabilmektedir. Artan yas ile birlikte noérodejeneratif hastaliklar (6rn.
Parkinson hastaligi [PD] ve Alzheimer hastaligi [AD]), kanser ve T2DM gibi bir¢ok
hastalik ortaya cikmaktadir. Bu hastaliklarin bazilarinda mTOR hiperfonksiyonu
gozlenmistir (177). mTOR ¢esitli mekanizmalar1 aktif ya da inaktif ederek bu
hastaliklarin ilerlemesine neden olmaktadir. Bu mekanizmalar proteaz kayb,
instilin/PI3K/Akt sinyal yolu, biiylime faktorlerine ve besinlere yanitlarda
diizensizlesme, mitokondriyal disfonksiyon, hiicresel yaslanma ve kok hiicrelerin
tilkenmesi gibi mekanizmalardir. Proteostaz terimi, hiicre icinde uygun proteomu
koruyan cesitli hiicresel siirecleri tanimlamaktadir. Proteostaz, olgunlasmamis
proteinlerin ilk sentezini, olgun proteinlerin dogru katlanmasini, tasinmasini,
salgilanmasimi ve hasarli proteinlerin pargalanmasini igcermektedir. mTORC1
baskilanmasi proteostaz etkisini arttirarak yaslanmay1 yavaslatmaktadir. mTOR,
mitokondriyal fonksiyonlar1 ve mitokondriyal biyogenezi diizenleyerek hiicresel
enerji metabolizmasinin kontroliin de yer almaktadir. Yaslanma ile mTOR’un
hiperaktivasyonu baslar bu durum mitokondri sayisini arttirdigi gibi mitokondrilerin
fonksiyonlarinda bozulmalar meydana getirmektedir. Yaslanma ile viicudun kalori
yakiminda azalma olur bu durum kalori kisitlamasina gidilmesine neden olmaktadir.
Kalori kisitlamasinin mTORCI1 aktivitesini diisiirmesi ve bugiine kadar arastirilan
tim Okaryotlarda yasam siiresini ve saghigi gelistirmesi sasirtict olmamaktadir.
Yaslanma ile mTORCI1 sinyalinde meydana gelen degisimler ile otofajinin
azalmasina bu sebeple hiicre ici atik maddelerin birikimine ve gesitli hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (178) (Sekil-4.5.1.3). Bu ¢alismada leri baba
yasmin infertilite iizerine etkisinin molekiiler mekanizmalardan 6nemli bir sinyal

yolagi olan mTOR ile iligkisi incelenmistir.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. Calisma Dizayni

Bu calisma Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 20/05/2021 tarihli 510 no’lu karar1 ile onaylanmustir.
Calismada 40 yas {istii 20 adet, 40 yas alt1 20 adet olmak tizere toplam 40 adet insan

sperm Ornegi incelenmistir (179-184).

Azospermi varligi, sigara ve alkol kullanan hastalar, 16kospermi bulgulari (>
1 mil / mL I6kosit), obezite (BMI>30 kg/m2), endokrin rahatsizlik, hormonal tedavi,
tiriner enfeksiyon, gegcirilmis ameliyatlar, scrotal ya da batin i¢i kan akimini
etkileyebilcek kitleye sahip kisiler ¢calismaya dahil edilmemistir. Hasta anamnezinde
ya da dosya kayitlarina gore epididimit ya da epididimo-orsit, inmemis testis oykiisii
olan olgular c¢alisma digi birakilmistir. Tim hastalar ¢alisma hakkinda
bilgilendirilmis ve yazili onay formu alinmistir. Hastalarin semen 6rneklerinden elde

edilen veriler gruplar arasinda karsilastirilmistir.

5.2. Spermiogram

Geng ve ileri yas hastalarin her birinden 1ml semen 6rnekleri alinmistir. Bu
ornekler en az 2 giinliik cinsel perhizden sonra mastiirbasyon yoluyla steril bir kaba
konulmustur. Hastadan alinan semen 6rneginin ilk olarak hacmi (ml) ve pH degeri
Olgiilmiistiir. Yaklasik 20 dk’lik likefaksiyon siirecinden sonra 30 dk igerisinde,
deneyimli teknisyenler tarafindan semen orneklerinde Diinya Saghk Orgiitii
kriterlerine gore asagidaki parametrelerin analizi gergeklestirilmistir:

a) Semen hacmi: Hastadan alinan semen 6rneginin hacmi (ml) 6l¢iilmiistiir.

b) Sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi: Semen Orneginin sivilasip
homojenize olmasi olarak tanimlanan likefiye olmus semen orneginden Makler
sayma kamarasina 10 pl koyulduktan sonra, faz kontrast mikroskobunda, 20x
objektif altinda 100 kare sayilarak sperm konsantrasyonu (milyon/ml) ve toplam

sperm sayisi (milyon) belirlenmistir.
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c) Sperm Motilitesi: Likefiye olmus semen Orneginden lam {izerine 10 pl
koyulduktan sonra, lamel ile kapatilarak faz kontrast mikroskobunda, 40x objektifte
ileri ve yerinde hareketli orani (%) belirlenmistir. Asagidaki formiillerle toplam

motilite ve hareketsiz sperm oranlar1 hesaplanmustir.
"Toplam motilite (%) = ileri hareketli sperm (%) + yerinde hareketli sperm (%)"
“Hareketsiz sperm (%) = 100 — toplam motilite”

d) Sperm Morfolojisi: Likefiye olmus semen Orneginden lam iizerine 10 ul
koyulduktan sonra, lamel ile 45° ag1 ile yayma “smear” hazirlanmistir. Havada
kurutulan lam, Diff-3 boyama kitinin fiksatifinde 15 saniye bekletilerek fikse
edildikten sonra Diff-3 boyama ¢ozeltilerinde sirasiyla 10’ar saniye bekletilip
preparat distile su ile yikandi ve havada kurutulmustur. 100x objektif altinda
immersiyon yag1 kullanilarak en az 100 sperm sayildi ve ‘Kruger’s strict criteria’

kurallarina gére normal morfoloji orani (%) belirlenmistir.

e) Semen Orneklerinin Hazirhg:: Hastadan alinan semen &rneginin 1 ml’si sperm
yikama yapildiktan sonra konsantrasyon, vitalite, morfoloji ve sperm dis1 hiicre
analizi i¢in her birinden 10’ar pL olacak sekilde ayrilmistir. Geriye kalan semen
ornegi once vortekslenip 30 pL’si sperm DNA fragmantasyonu analizi igin
eppendorf tiipe konulup -20°C’de muhafaza edilmistir. Kalan1 +4°C’de, 3500 rpm de
10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Supernatant TAS-TOS analizi i¢in ayrilmigtir
ve -20°C’de muhafaza edilmistir. Pelet, kalan siipernatantta ¢oziildii ve sperm
kromatin yap1 analizi (Toluidine Blue boyama), mTOR proteinin immiinohisto
kimyasal analizi i¢in her lam iizerine 10 plL olacak sekilde sperm yayma islemi

yapilmistir.

5.3. Sperm Kromatin Yapisinin Gosterilmesi

Sperm kromatin yapsinin gosterilmesinde toluidin blue boyasi kullanilmistir
(Sekil 5.3.1.A). Toluidin blue boyasi kromatin hasari1 sonucu agiga ¢ikan DNA fosfat
gruplar1 ve kalintilarina yiiksek afinite gostererek kromatin kondensasyon durumunu
ve DNA fragmantasyonunu hakkinda bilgi vermistir. Hava ile kurutulmus sperm

yayma Ornekleri 4 °C’de %96°lik ethanol-aseton icerisinde 1 saat fikse edilmistir
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(Sekil 5.3.1.B). Praparatlar 0.1 N HCI igerisinde hidroliz edildikten sonra distile su
ile yikanmistir. Ardindan preparatlar 5 dk %0,05 Toluidin Blue boyas: ile
boyanmustir. Isik mikroskobunda 40x objektif altinda, soluk mavi sperm hiicreleri
boyanmamis, koyu mavi ya da mor spermler boyanmis olarak degerlendirilmistir.
Her preparatta en az 100 hiicre sayilmig ve boyanan spermlerin yiizdesi kromatin

hasar1 oran1 olarak sunulmustur (Sekil 5.3.1.C).

Resim 5.3.1: Toluidin blue basamaklari.

5.3.1. Soliisyon Hazirhgi

500 mL'lik yapilan hazirlikta Ceker ocagin iginde 125 mL distile suyun

tizerine %37'lik HCI'den 4,106 mL eklenmistir. Karisim distile su ile 500 mL'ye
tamamlanmistir.
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5.4. Oksidatif Stres Analizi

Olgularin total oksidan ve total antioksidan seviyleri Rel Assay TOS-TAS Kit
(Sigma-Aldrich) ile analiz edilmis (Sekil 5.5.1). Oksidatif Stress Indexi (0SI) =
TAS + (TOS x 10) formiilii kullanilarak hesaplanmustir.

a) Total Oksidan Seviyesi (TOS): Analizlerde ticari olarak satilan “Rel Assay TOS
Kit (Sigma-Aldrich)” kitinin protokolii takip edilmis (Sekil 5.5.1). Semen 6rnekleri
2500 rpm’de 10 dk santrifuje edilmis. Sonrasinda 7,5 pl semen ornekleri iizerine 50
ul Assay Buffer (Reagent 1) soliisyonu eklenmis. Standart 1 olarak 7,5 ul double
distile su kullanilmistir. Baglangi¢ absorbansi spektrofotometre (iMAX) ile 530
nm’de Ol¢iilmiis. Daha sonra tiim Ornekler ve standartlar {izerine 2,5 ul
Prochromogen Solution (Reagent 2) soliisyonu eklenmis. Ornekler inkiibasyon igin
37° C etiivde 10 dk bekletidikten sonra, spektrofotometrede 530 nm’de ikinci

absrorbans degeri Ol¢lilmiistiir.

b) Total Antioksidan Seviyesi (TAS): Analizlerde ticari olarak satilan “Rel Assay
TAS Kit (Sigma-Aldrich)” kitinin protokolii takip edilmistir (Sekil 5.5.1). 2500
rpm’de 10 dk santrifuje edilen semen 6rneklerinden 3 pl kullanilmis, lizerine 50 pl
Assay Buffer (Reagent 1) soliisyonu eklenmis. Standart 1 olarak 3 pl double distile
su, Standart 2 olarak 3 pl 1.0 mmolTrolox Equiv/L kullanildi. Spektrofotometre
(iMAX) ile 660 nm’de baslangi¢ absorbans1 dl¢iilmiistiir. Ik dl¢iim sonrasinda tiim
ornekler ve standartlar tizerine 7,5 pul Colored ABST Radical soliisyonu eklenerek,
37° C etiivde 10 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda spektrofotometrede 660 nm’de

ikinci absrorbans degeri 6l¢iilmiistiir.
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Resim 5.4.1: Oksidatif stres 6lglim kitleri.

5.5. immunohistokimya analizi

Hava ile kurutulmus sperm yayma ornekleri %4’liikk paraformaldehit (PFA)
ile oda sicakliginda 30 dk fikse edilmistir (sekil 5.6.1.A). Ardindan ii¢ kez 5 dk
boyunca PBS (fosfat tampon soliisyonu) ile yikanmistir. Endojen peroksidazi inhibe
etmek amaciyla preparatlar %3’liikk Hidrojen peroksit soliisyonu igerisinde 20 dk, oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve ardindan 3 kez 5 dk PBS ile yikanmistir (sekil
5.6.1.B). Antijen geri kazanimini gerceklestirmek amaciyla, 800 watta 20 sn
preparatlar Sitrat buffer soliisyonunda inkiibe edilmis (sekil 5.6.1.C) ve sonrasinda
200 watt’lik mikrodalga icerisinde 20 dk boyunca kaynatilmistir (sekil 5.6.1.D).
Sonrasinda preparatlar 20 dk sogumaya birakilmistir. Preperatlar 5’er dk PBS ile ii¢
kez yikandiktan sonra preparatlara 10 dk protein blocking soliisyonu uygulanmistir
(sekil 5.6.1.E). PBS ile diliisyonu saglanan primer antikor mTOR; 1:100 oraninda
uygulanmistir ve 1 gece boyunca +4°C’de bekletilmistir (sekil 5.6.1.F). Ertesi giin
PBS ile 3 kez 5 dk yikanan preparatlara, biotinlenmis goat anti-polyvalent kiti 10 dk
boyunca uygulanmistir (sekil 5.6.1.G). Bu islemin ardindan da 3 kez 5’er dk PBS ile
yikanmistir. Yikama isleminin ardindan 10 dk streptavidin peroksidaz uygulanmis
(sekil 5.6.1.H) ve sonrasinda 3 kez 5’er dk PBS ile yikanmistir.

Immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saglamak amaciyla 8 dk boyunca
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DAB uygulamasi yapilmis ve sonrasinda 3 kez 5’er dk PBS ile yikanmistir (sekil
5.6.1.1). Zit boyama icin Mayer’s hematoksilen ile 2 dk boyunca hiicreler
boyandiktan sonra preperatlar 10 dk akarsu altinda yikanmustir (sekil 5.6.1.J).
Preparatlar 3 dk boyunca Ksilen igerisinde tutulduktan sonra mounting medium
kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Boyanan antikorlarin ekspresyon analizlerinin
degerlendirilmesi 151k mikroskop altinda gergeklestirilmistir. Antikor ekspiresyonlari
akrozom, bag, stoplazmik droplet, boyun ve kuyruk bolgesinde olmak {izere
yogunluguna gore 0: boyanma yok, 1: hafif boyanma, 2: orta boyanma, 3: tam
boyanma seklinde skorlanmis ve bu skorlar toplanarak toplam sperm sayisina

boéliinerek IRS (immiin reactivity score) hesaplanmistir.
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Resim 5.5.1: Immiinohistokimyasal analiz basamaklari.
5.5.1. Kimyasal hazirhg:
PBS Hazirhg:

80 gr NaCl, 2 gr KCI, 2 gr KH2PO4, 21,6 gr Na2HPO4 (Sigma Aldrich,
Amerika) 1 litre distile su igerisinde ¢oziildii ve pH’1 7,4’ ayarlanmistir. Elde edilen
10X PBS distile su ile 1X PBS’e seyreltilerek kullanilmustir.

%4’ liikk PFA Hazirhg:

40gr pfa 800ml 1x pbs i¢ine konularak yeterince karigmasi ve ¢oziinmesi i¢in
600C'de manyetik karistirictya konulmustur. Manyetik karistiricida  karigirken
¢ozeltinin berraklasmasi ve ph dengesi icin NAOH eklemesi yapilmistir. Berraklik
saglandiktan sonra soliisyon sogumaya birakilmistir. Soguduktan sonra filtreden
gecirilmistir.  Ardindan 1X PBS ile 1 litreye tamamlanip pH’1 6,9 olarak

ayarlanmigtir.
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%3’ liik H202 Hazirhg:

Satin alinan Hidrojen Peroksit (Fisher Scientific JT Baker, Amerika) %30’luk
oldugu i¢in %3 metanol (Merck 10600925, Almanya) ile seyreltilmistir.

Citrate Buffer Hazirhg:

Piyasada bulunan Citrate Buffer’in (Bio Optica 15M-103, italya) kullanimi

icin 1:10 oraninda distile su ile diliie edilmistir.

Primer Antikor Hazirhgi

Yapilan diliisyon denemesi sonucunda mMTOR antikorunun (MTOR
monoclonal antibody, Invitrogen, Lot: VH307678, USA) 1:100 oraninda,

kullanilmasina karar verilmistir. Antikorlar PBS ile diliie edilmistir.

DAB Kromojen / Substrat Hazirhg:

Ticari olarak satin alinan DAB Kromojen/Substrat kitinin (Scytek, ACK125,

A.B.D.) prosediiriine uygun olarak karigim 1:50 oraninda hazirlanmistir.

5.6. DNA fragmantasyon analizi

5.6.1. SCSA (sperm chromatine structure assay) yontemi

Semen o6rneklerindeki DNA fragmantasyonu Halomax® kit (Halotech DNA,
Spain) kullanilarak analiz edilmistir. Semen Ornekleri Vortekslendikten sonra
orneklerden 1 ml ayirilmistir. Ayrilan semen 6rnegi 1:1 (1 ml) medium (global/
HEPES LGGH-100, LGGH-20020C) ile muamele edilip, 2500 rpm’de 10 dk
santrifuje edildikten sonra siipernatant atilmistir. Elde edilen 6rnekten 25 pl alinip
eppendorf tiipiine aktarilmistir. Halomax kit igerisindeki agaroz jel 95°C-100°C’de
kaynatilmis olup, sonrasinda 37°C etiivde 5 dk bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra
25 pl semen 6rnegine 50 pl agaroz jel eklenmistir. Semen-agaroz karisimindan 2 pl

ornek alinarak kit icerisinde yer alan slide halkalar1 tizerine yerlestirilip 24 x 24 mm
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lamel ile kapatilmis ve 4°C de 5 dk jelin sperm hiicrelerine invasyonu igin
bekletilmistir. Sonrasinda lamlar kaldirilip lizis soliisyonu ile 5 dk oda sicakliginda
mumamele edilmistir. Sonrasinda slaytlar 5 dk distile su ile yikanmis ve dehidrasyon
islemi i¢in 2’ser dk %70’lik ve %100’lik alkol serilerinden geg¢irilip kurumaya
birakilmistir. Hazirilanan slidelar difquick boyasi ile boyanip, her bir 6rnek i¢in 100
spermatozoa 151k mikroskobunda 100x biiyiitme ile sayilmistir. Normal DNA yapsina
sahip spermlerde halo yapis1 gézlenmistir. Halo yapis1 gézlenmeyen veya bas yapisi
bozulmus spermler DNA fragmantasyonuna sahip olarak kabul edilmistir ve sonuglar

yiizde olarak verilmistir.
5.6.2. Annexin-v PI boyama yontemi

Normal canli hiicrelerde PS, hiicre zarmm sitoplazmik alt yiizeyinde
bulunmaktadir. Apoptozun baslamasi ile birlikte PS yiizeye ¢ikar bu sayede FITCH
ile konjiige edilmis annexin-V ortamda kalsiyum varliginda PS ile bag kurmaktadir.
Bu baglanma erken apoptozu bize belli etmektedir. Flow stometri, floresan ya da
konfokal mikroskop ile baglanma belirlenmektedir. Bu ¢alismada Annexin V-FITC
Apoptoz Tespit kiti kullanilmistir. Hiicreler 1 X PBS ile 1000 rpm de 2 defa santrifiij
edilmistir. Hiicre pelleti 1 X binding buffer iginde 2-5 X 1075 hiicre/ml'lik
konsantrasyona kadar yeniden siispanse edilmektedir. 195 pl hiicre siispansiyonunu
temiz bir tiipe aktarilir ve 5 pul Annexin V-FITC eklenip Karistirilmaktadir. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Hiicreler 1X Binding Buffer ile yikandi ve
1000 rpm'de santrifiijjlenmistir. Stipernatant atildi. Hiicre peleti 190 ul 1X Binding
Buffer i¢inde yeniden siispanse edildi ve 10 pl Propidium Iodide (nihai
konsantrasyon = 1 pg/ml) eklenmistir. Konfokal mikroskopta goézlenmistir.
Propidium lodide ileri apoptoz evresinde pargalanan hiicre zarindan gegerek direkt

genoma tutunmustur. Bu durum ileri evre apoptozun tespitini saglamaktadir.

5.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (IBM) programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Veriler minimum ve maksimum deger, ortalama, standart sapma olarak sunulmustur.
Nicel verilerin dagilimina Shapiro-Wilk testi ile bakilmistir. Normal dagilim

gosteren nicel verilerde gruplarin karsilastirilmasinda independent student’s-t testi
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kullanilmistir. Normal dagilima uymayan verilerde gruplarin karsilastirilmasinda
Mann-Whitney testi kullamlmstir. Istatistiksel anlamlilik igin alfa degeri p<0,05

olarak kabul edilmistir Sonuglar istatistiksel olarak anlamlandirilmistir,
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6. BULGULAR

6.1. Demografik Bilgiler

Calismaya dahil edilen olgularda, gen¢ yas grubundaki bireylerin yas
ortalamalar1 29,50+6,14 (minimum 17, maksimum 38), ileri baba yasindaki olgularda

45,80+4,66 (minimum 40-maksimum 57) olarak belirlenmistir.

6.2. Sperm Parametreleri

Olgularin semen parametreleri (semen hacmi, toplam sperm sayisi, ileri
hareketli, yerinde hareketli, hareketsiz sperm, toplam motilite ve normal morfoloji
oranlar1) degerleri (minimum, maksimum ve ortalama + standart sapma) Tablo

6.2.1°de de gosterilmistir.

Olgularin semen parametreleri karsilastirildiginda toplam motilite ve ileri
hareketli sperm oranlarinin ileri baba yasindaki bireylerde istatistiksel olarak anlaml
derecede daha diisiikk oldugu bulunmustur (p=0,015 ve p=0,006) (Sekil 6.2.7, Sekil
6.2.4).

Olgularin semen hacmi, yerinde hareketli ve normal morfolojiye sahip sperm
oranlari ileri baba yasindaki bireylerde daha diigiik bulunmustur, ancak bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde g¢ikmamustir (p>0,05) (Sekil 6.2.1, Sekil
6.2.5, Sekil 6.2.8.).

Olgularin sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi ve hareketsiz sperm
oranlar1 ise ileri baba yasindaki bireylerde daha yiiksek olmasina ragmen, bu
farkliliklar istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde ¢ikmamistir (p>0,05) (Sekil
6.2.2).
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Tablo 6.2.1: Olgularin semen parametreleri ortalama ve standart sapma degerleri

Geng (n=20) Yasli (n=20) Toplam (n=40)
CRS> ; . p degeri ]
Min-Max Ortalama SD Min-Max Ortalama SD Min-Max Ortalama SD
Semen hacmi (ml) 1,0-7,0 3,49 1,66 0,7-6,0 3,18 1,42 0,540 ,7-7,0 3,33 1,53
Sperm konsantrasyonu 2-79 30,62 | 23,90 3-79 30,80 | 22,01 | 0,981 2-79 30,71 | 22,68
(x1076/ml)
Toplam sperm sayisi 8,40-276,00 94,07 72,73 | 2,80-474,00 112,35 119,11 | 0,989 | 2,80-474,00 103,21 97,85
Toplam motilite (%) 33-87 53,65 18,74 8-73 38,15 18,47 | 0,015* 8-87 45,90 19,97
ileri hareketli sperm (%) 0-60 10,00 15,701 0-20 1,35 4,55 0,006* 0-60 5,68 12,22
Yerinde hareketli sperm (%) 20-80 36,90 14,77 0-53 28,50 15,41 0,159 0-80 32,70 15,50
Hareketsiz sperm (%) 0-19 7,25 5,87 0-20 8,10 6,46 0,665 0-20 7,68 6,10
Normal morfoloji (%) 0-4 1,05 1,23 0-2 0,50 0,688 0,173 0-4 78 1,03

*gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05), SD: Standart sapma
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Sekil 6.2.1. Olgularin semen hacmi degerleri grafigi
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Sekil 6.2.2. Olgularin sperm konsantrasyonu degerleri grafigi
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Toplam sperm sayisi
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105,00
100,00
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90,00
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X106

Geng Yash Toplam
‘Toplam sperm sayisi 94,07 112,35 103,21

Sekil 6.2.3. Olgularin toplam sperm sayis1 degerleri grafigi
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-
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Sekil 6.2.4. Olgularin toplam ileri hareketli sperm orani degerleri grafigi
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Yerinde hareketli sperm orani
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Sekil 6.2.5. Olgularin toplam yerinde hareketli sperm orani degerleri grafigi
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Sekil 6.2.6. Olgularin toplam hareketsiz sperm oran1 degerleri grafigi
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Toplam motilite orani
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Sekil 6.2.7. Olgularin toplam motilite oran1 degerleri grafigi
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Sekil 6.2.8. Olgularin normal morfolojiye sahip sperm oran1 degerleri grafigi
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6.3. Kromatin Yapis1 Analizi

Olgularin kromatin yapisi inceleme sonuglar1 Tablo 6.3.1°de gosterilmistir.
Ileri baba yas1 grubunda bozulmus kromatine sahip koyu renkli boyanan sperm orani,
gencg yastaki bireylerle ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulundu (p=0,001) (Sekil 6.3.1). Olgularin kromatin yapi analizi 6rnekleri

Resim 6.3.1, 6.3.2, 6.3.3’te gosterilmistir.

Resim 6.3.1: Spermlerde kromatin biitiinliigii Toluidin mavisi boyama testi ile
gosterilmistir X100. Kromatin biitiinliigli bozulmus olan spermler koyu mavi renk ile
boyanmistir ve TB (+) olarak belirtilmistir. Normal kromatin yapisina sahip olan
spermler TB (-) olarak belirtilmistir ve agik mavi renk ile boyanmustir.
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Resim 6.3.2: TB boyama yontemi ile kromatin analizi X100. Ok basi ile gosterilen
acik mavi renge boyanan TB (-) sperm hiicresi, ok ile gosterilen spermler koyu mavi
boyanan TB(+) sperm hiicreleridir (X100).
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Resim 6.3.3: TB boyama yontemi ile kromatin analizi X100. Ok ile gosterilenler
TB(+) olup kromatin biitinliigiinde hasar tespit edilmistir. Ok basi ile gosterilen
spermler TB(-) boyanma gostererek kromatin biitiinligii saglam olarak gésterilmistir.
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Tablo 6.3.1. Olgularin kromatin hasar1 ortalama ve standart sapma degerleri

Geng (n=20) Yasli (n=20) Toplam (n=40)
) ) p degeri )
Min-Max Ortalama SD Min-Max Ortalama SD Min-Max | Ortalama SD
Kromat;‘) Hasar | 51 5.80,0 52,50 14553 | 37,0-88,7 | 68,60 14,05 | 0,001 | 31,0-887 | 60,55 16,29

*gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05), SD: Standart sapma




Kromatin Hasari

80,00
60,00
s 40,00
20,00
0,00

Geng Yash Toplam

‘I{romatin Hasarl 52,50 68,60 60,55

Sekil 6.3.1. Olgularin kromatin hasar1 oran1 grafigi

6.4. DNA Fragmantasyonu Oram

Olgularin DNA fragmantasyonu sonuglar1 Tablo 6.4.1°de gosterilmistir (Sekil

6.4.1). Olgularin DNA fragmantasyon analiz sonuglar1 karsilagtirildiginda ileri baba

yasindaki bireylerde DNA fragmantasyonunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde

daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,029).

DNA fragmantasyon analizi Ornegi

Resim 6.4.1 ve Resim 6.4.2°de gosterilmistir. Annexin-V PI yontemi ile hiicrelerde

apoptoz tespit edilmistir. Bulgular Resim 6.4.3’de ve 6.4.4’de gOsterilmistir.
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Tablo 6.4.1. Olgularin DNA fragmantasyonu ortalama ve standart sapma degerleri

Geng Yash Toplam
] ) p degeri ]
Min-Max Ortalama SD Min-Max | Ortalama SD Min-Max Ortalama SD
DNA
fragmantasyonu 16-25 19,3 4,03 31-41 35.5 4,43 0,029 16-41 27,4 9,53
%
SD: Standart sapma
DNA fragmantasyonu
%

40

35

30

25

20

T

10

0

Geng Yasli Toplam
H DNA fragrr;/z:mtasyonu 19,3 355 27,4
(v]

Sekil 6.4.1. Olgularin DNA fragmantasyonu grafigi




Resim 6.4.1: Olgularda sperm chromatine structure assay yontemi ile DNA
fragmantasyonunun gosterilmesi X100. Ok bast DNA fragmantasyonu olmayan
spermi gostermektedir. Oklar DNA fragmantasoyonu olan spermleri gostermektedir.
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s 10 pm

Resim 6.4.2: Olgularin DNA fragmantasyonunu analizi 6rnegi: Ok normal halo
yapisina sahip sperm basini, ok basi halo yapisi gdzlenmeyen DNA fragmantasyonu
hasarli spermi gostermektedir (X100).

& ]

Resim 6.4.3: FITCH ile boyanan sperm erken apoptozu gostermektedir. LSM800
konfokal mikroskopta 20X’te c¢ekilmistir. A:Pl boyanma durumunun azhigi
gosterilmistir. B:FITCH boyanma yogunlugu gosterilmistir. C: FITCH ile PI
boyanmanin eslesmesi gosterilmistir.
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Resim 6.4.4: FITCH ile PI birlikte gozlenmis ileri evre apoptoz O6rnegi LSMS800

konfokal mikroskop 20X’te cekilmistir. A: Pl boyanma gosterilmistir. B: FITCH

boyanma gosterilmistir. C: FITCH ve PI boyanma birlikte gdosterilmistir.
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6.5. Oksidatif Stres Parametreleri:

Oksidatif stres indexi (OSI) degerleri (minimum, maksimum ve ortalama +
standart sapma) Tablo 6.5.1°de gdsterilmistir. ileri baba yasindaki bireylerde
ortalama oksidatif stres indeksi degerleri, geng bireylere gore daha yiiksek olmasina

ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p<0,05).
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Tablo 6.5.1. Oksidatif stress parametreleri ortalama ve standat sapma degerleri

Geng (n=19) Yasli (n=20) Toplam (n=39)
CRlk q . p degeri )
Min-Max Ortalama SD Min-Max Ortalama SD Min-Max Ortalama SD
osli -1,77-6,86 1,12 1,57 -0,96-2,52 0,83 0,64 0,633 -1,77-6,86 0,97 1,18
SD: Standart sapma
1,20
1,00 -
0,80 -
® 0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -
Geng Yash Toplam
0si 1,12 0,83 0,97

Sekil 6.5.1. Olgularin oksidatif stres indexi grafigi




6.6. MTOR Yolagi Parametreleri

Olgularmn MTOR protein ekspresyonlarinin seviyelerine ait IRS degerleri
(minimum, maksimum ve ortalama + standart sapma) hesaplanarak Tablo 6.6.1°de
gosterilmistir. Ortalama IRS degerleri ileri baba yasindaki bireylerde daha yiiksek
olmasina ragmen iKi grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaistir
(Sekil 6.6.1) (p<0,05). mTOR proteininin ifade seviyeleri Resim 6.6.1, 6.6.2,
6.6.3°de gosterilmistir.
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Tablo 6.6.1. Olgularin mTOR proteini ekspresyonlarinin ortalama ve standart sapma degerleri

Geng (n=20) Yasli (n=20) Toplam (n=40)
Min-Max Ortalama SD Min-Max Ortalama SD P deger Min-Max Ortalama SD
iRS 0,68-6,53 2,78 1,37 1,14-4,02 2,87 0,67 0,409 0,68-6,53 2,82 1,07
SD: Standart sapma
IRS
2,88
2,86
2,84
2,82
2,80
2,78 -
2,76 -
2,74 -
2,72
Geng Yasl Toplam
RS 2,78 2,87 2,82

Sekil 6.6.1. Olgularin protein ekspresyon degerleri (IRS - Immiinreaktivite skoru)degerleri grafigi




Resim 6.6.1: mTOR proteinin immiinohistokimyasal analizi X100. Ok basi boyun
bolgesindeki ekspresyonu gostermektedir. Biylitiilmiis 6rnekte spermin boyun
bolgesinde mTOR protein ifadesi gosterilmistir. Sol alt biiylitme 151k mikroskopik

goriintii X100 iizerinden yakinlastirilmistir.
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Resim 6.6.2: mTOR proteinin immiinohistokimyasal analizi X100. Oklar boyun ve
kuyruk bolgesindeki mTOR protein ekspresyonunu gostermektedir. Biiyiitiilmiis
ornekte boyun ve kuyruk bolgesinde mTOR protein ekspersyonu gosterilmistir.
Biiytitiilmiis 6rnekte spermin boyun bolgesinde mTOR protein ifadesi gosterilmistir.
Sol alt biiytitme 151k mikroskopik goriintii X100 iizerinden yakinlastirtlmistir.
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NIRRT Kuyruk

‘___y Boyun

Resim 6.6.3: mTOR proteinin immiinohistokimyasal analizi, kuyruk ve boyun
bolgesinin gosterimi X100. Oklar boyun bolgesindeki mTOR protein ekspresyonu
gostermektedir. Biiylitiilmiis resimde boyun ve kuyruk bdlgesinde mTOR protein
ekspresyonu gosterilmistir. Oklar ile kuyruk ve boyun bdlgesi net bir sekilde
gosterilmigtir.
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7. TARTISMA

Gelisen teknoloji, sosyal yasam ve ekonomik sebepler toplumlarda ¢iftlerin
daha ileri yaslarda ¢ocuk sahibi olmasina neden olmaktadir (3,4). Kadinlarin
dogurganlik seviyesinin yasa bagl etkisi lizerine ¢ok ¢alisma olmasina ragmen baba
yasinin infertiliteye etkisi tizerine ¢alismalar son yillarda artis gostermektedir (5).
Baba yasinin infertiliteye etkisi goz 6niinde bulunduruldugunda bu mekanizmalarin
aydinlatilmasi giderek 6nem kazanmaktadir (1-5). Yapilan arastirmalarda semen
hacmi, sperm konsantrasyonu, morfolojisi, motilitesi ve DNA fragmantasyonu gibi
semen parametreleri tizerindeki yasa dayali etkiyi arastiran galigmalar bulunmaktadir
(184,185). Ancak baba yasinin insan sperm sinyal yolaklari tizerindeki etkisi ile ilgili
¢ok az calisma vardir ve bu molekiiler mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir
(66,106).

Calismamizda ileri baba yasinin spermlerde kromatin biitiinliigiine, DNA
fragmantasyonuna, seminal plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerine ve
hiicre i¢i sinyal mekanizmlarini diizenleyen onemli bir sinyal yolagi olan mTOR
yolaginin merkezi proteini mTOR’un ekspresyonuna etkileri arastirilmigtir. Bu
amacla, semende oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS), mTOR proteini
ekspresyon seviyeleri ve genetik yapt parametreleri (DNA fragmantasyonu,
Kromatin biitlinliigii), semen parametreleri arastirilmis ve bu parametrelerin 40 yas

tistii ve alt1 bireyler arasinda karsilastirilmistir.
Semen Parametreleri

Literatiirde baz1 arastirmacilar, semen parametrelerinin yaslanmadan olumsuz
etkilendigini bildirirken (186-188), bazi arastiramalarin sonucunda ise yasin sperm
parametrelerine belirgin etkisinin olmadigi saptanmistir (186-191). Stone ve ark.
5000°den fazla erkekten alinan semen Orneklerini analiz etmis, toplam sperm
sayisinin ve hareketliliginin 34 yasindan hemen sonra azaldigini, sperm morfolojisi
gibi diger parametrelerin ise 40 yasindan sonra Onemli Olgiide etkilendigini
gozlemlemistir. Bu calismanin sonucunda semen parametrelerdeki bozulmanin

baslangici i¢in 34 yasin esik deger olarak kabul edilebilecegi one siiriilmiistiir (189).
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Demirkol ve ark. farkli yas gruplarindaki bireylerin semen parametrelerini
karsilastirdiklar1 aragtirmanin sonucunda, farkli yas gruplarinda bireylerin semen
hacimleri arasinda farklilik olmadigini, ancak sperm konsantrasyonu, toplam sayi,
hareketlilik, canlilik ve morfoloji parametrelerinde anlamli farkliliklar bulundugunu
bildirmistir (192). Kumar ve ark. ise yasla birlikte semen hacmi, toplam sperm sayisi,
sperm motilitesi ve morfolojisi parametrelerinde sabit bir diisiis oldugunu bildirmistir
(191). Johsen ve ark. tarafindan yapilan bir meta-analiz ¢alismasinin sonucunda da
Kumar ve ark.’lariin bulgularina paralel sonuglar ortaya konmustur (106). Brahem
ve ark. 140 semen orneginde sperm kalitesini degerlendirmis ve ilerleyen yasin
semen hacmi ve canlilifinda azalma ve sperm konsantrasyonunda artis ile iligkili
oldugunu, ancak hareketlilik ve morfolojideki azalmanin istatistiksel olarak anlaml
olmadigini bildirmistir (30). Yapilan birka¢ ¢alismada yash erkeklerde yas ile birlikte
semen hacmindeki azalma gosterilmistir (63,193). Sloter ve ark. ilerleyen yasin
sperm konsantrasyonu veya toplam sperm sayist ilizerinde etkisi olmadigini
bildirmistir (194). Yapilan ¢alismalarda, 31 ve {stii yasindaki erkeklerin sperm
motilitesinde azalma olmasi daha olasi1 oldugu ve erkeklerde 50 yas ile 21-30 yas ile
karsilagtirildiginda bozulmus sperm motilitesine sahip oldugu gosterilmistir (195-
197). Lai ve ark. Calismalarinda 40 yas ve tlizerini ileri baba yasi olarak belirlemis
semen hacmi, toplam motilite, ileri hareketlilikte baba yasi ile birlikte diisiis
oldugunu bildirmigtir (184). Brahem ve ark. 24-76 yas araliginda yaptiklari
caligmada yas ile birlikte semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam motilite, ileri

hareketlilik ve sperm morfolojisi oranlarinda azalma oldugunu iddia etmistir (198).

Calismamizda 40 yasin iizerindeki bireyler ile 40 yasin altindaki bireylerin
semen parametreleri Karsilastirildiginda semen hacmi, sperm konsantrasyonu ve
sperm morfolojisi degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir.
Ancak toplam motilite ve ileri hareketli sperm oranlari, ileri baba yasindaki
bireylerde istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik bulunmustur. Yaptigimiz
calisma sonucu bulgularimizda ileri baba yasi ile birlikte toplam motilite ve ileri
hareketli sperm oranlarinda meydana gelen azalma, Sloter ve ark., Lai ve ark.’nin
yaptig1 ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur (184,198). Diger bulgularimizda (semen
hacmi, sperm konsantrasyonu ve sperm morfolojisi) ise anlamli fark bulunmamastir.

Calismamizin bulgulari semen parametrelerinden en ¢ok motilite parametrelerinin
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etkilendigini ortaya koymustur. Bunun nedeni olarak yaslanmayla birlikte
mitokondriyel aktivasyona bagli olarak hiicrelerde metabolizma hizinin yavaglamasi
diisiintilebilir. Calismalarda ortaya ¢ikan farkli bulgular hasta gruplarinin
farkliligindan ve semen analizinde ortaya ¢ikan farkliliklardan kaynaklanabilir. Hasta
sayilarinin artirilarak standardize edilmis semen analizi yontemleriyle yapilacak yeni

caligmalara ihtiya¢ vardir.
DNA Fragmantasyonu ve Kromatin Hasari

Insan sperminde kromatin ipligin karmasik katlanma sistemi vardir. Kromatin
ipligin spermde kiigiik bir bolgeye yerlestirilmesi i¢in normalde histon proteinlerine
sartli sekilde bulunan DNA’nin spermde histonlarin protaminler tarafindan
degistirilmesi yoluyla yiiksek oranda sikistirilmis kromatin elde edilmektedir.
Protaminler ile DNA’nin paketlenmesi gelecek nesli olusturacak olan mayoz
boliinme gegirmis tek iplik DNA’nin daha fazla korunmasini da saglamaktadir (199).
Yiksek oranda sikistirllmis kromatin siki bir sekilde paketlenmesine ve iyi
korunmasina ragmen yine de dogurganligi ciddi sekilde bozabilecek etkenlere

(radyasyon, stres, beslenme vd.) kars1 hassastir (200).

Sperm DNA fragmantasyonu spermin olusmasi ve taginmasi asamalarinda
gerceklesmektedir. Spermin olugsma asamalarindan spermatogenez siirecinde
apoptozun meydana gelmesi ve spermiyogenezde ise spermin yeniden sekillenmesi
sirasinda DNA ipligi kopmalar1 meydana gelmesi DNA fragmantasyonu ve kromatin
hasar1 meydana getirmektedir. Spermin taginma asamalarinda, seminifer tiibiiller ve
epididim yoluyla sperm nakli sirasinda hidroksil radikali ve nitrik oksit dahil oksijen
radikalleri olugmaktadir. Olusan bu radikaller DNA fragmantasyonu ve kromatin
hasart meydana getirmektedir. Endojen kaspazlar ve endoniikleazlar radyoterapi,
kemoterapi ve benzeri c¢evresel toksik maddeler tarafindan indiiklenen DNA
hasarlarina benzer DNA fragmantasyonlari meydana getirdigi bildirilmistir
(201,202).

Rybar ve ark. yaptig1 ¢alismada yaslar1 41 yasindan fazla olan erkeklerde 41
yasindan diisiik olanlara gore daha fazla sperm kromatin hasarinin meydana geldigi

bildirmistir [196]. Buna karsin bazi arastirmacilar yaslanma ile spermlerin kromatin
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biitiinliigliniin azalmas1 arasinda bir baglant1 olmadigini bildirmistir (203,204). Nijs
ve ark., IVF veya ICSI uygulanan 278 hasta iizerinde yaptiklari arastiramanin
sonucunda, erkeklerin yasinin sperm konsantrasyonu, motilitesi veya morfolojisi
tizerinde higbir etkisi olmadigimi ancak DNA fragmantasyonunda Oonemli bir artis
bulundugunu iddia etmislerdir (203). Baba yasinin artmasiyla kromatin hasar1 ve
DNA fragmantasyonunda artis oldugu iddia edilmis bu durumun yaptigimiz

calismayla uyumlu oldugu tespit edilmistir (183,184).

Bu ¢alismamizda 40 yas ve iizerindeki bireylerde kromatin hasart ve DNA
fragmantasyonunda artis saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular sonucunda
yaslanmanin genetik materyal ilizerinde hasar meydana getirdigi ve ileri baba yasi
olan bireylerde infertilitede artis olabalicegini distindirmistiir. Ayrica yash
bireylerde DNA yapisinin bozulmasimma bagli gelecek nesne hasarli genetik

materyalin aktarilarak gesitli genetik hastaliklara zemin hazirlayabilecegi g6z 6niinde

bulundurulmalidir (205-207).
Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ROT ve antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin
bozulmasidir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) yiiksek oranda oksitleyici serbest radikal
ajanlardir ve siliperoksit anyonlar1 (O"), hidrojen peroksit(H202), peroksil (ROO) ve
hidroksil (OH") radikallerini icermektedir (208).

Spermdeki baslica ROT kaynaklari, seminal plazmadaki aktive olmus
lokositler ve spermdeki mitokondridir (79). Yapilan calismalar, spermlerde ROS
aracilt hasarlarin infertil erkeklerin %30-80'inde 6nemli bir etken oldugunu ortaya
cikarmigtir (79, 209). Oksidatif stres, lipid membran bilesenlerinin oksidasyonu ile
membran akigkanligini  ve gecirgenligini engelleyerek spermin yapisal ve
fonksiyonel biitlinliiglin bozulmasina neden olmaktadir. Yapisal ve fonksiyonel
bozulma ise spermlerde islev bozukluklarina neden olarak infertiliteye sebep
olmaktadir (210).

Sperm hiicrelerinde en ¢ok bilinen oksidatif stres kaynagi ATP iiretimi
sirasinda  mitokondride meydana gelen yikksek ROT seviyeleri olarak

gosterilmektedir. ROT oksijenin enerjiye donistiiriilmesi sirasinda agiga c¢ikarak,
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mitokondri DNA’simin ve zarinin parcalanmasina neden olmaktadir. Bu durum
mitokondrilerin  aktivitesini  etkileyerek sperm hiicrelerinin  kapasitasyon,
hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonu gibi g¢esitli fonksiyonlarmi olumsuz
etkiledigi bildirilmistir (79). Seminal plazma, saglikl1 bireylerde asir1 ROS iiretiminin
etkisini, icerdigi antioksidanlar sayesinde nétralize etmektedir. ileri baba yas1 ile
birlikte seminal plazmada mevcut antioksidanlarda azalma meydana gelerek
antioksidan ile ROT seviyeleri arasindaki denge bozularak oksidatif stres

seviyelerinde artis gergeklestigi bildirilmistir (211).

Yasin semen parametrelerine etkisi lizerine yapilan meta-analiz ¢aligmalari,
ileri yasla birlikte semen parametrelerinde goriilen bu degisimlerin yasa bagli asir1
ROS iiretimi, spermde antioksidanlarin savunma etkisinin azalmasi ve oksidatif stres
tarafindan sperm hasarinin uyarilmasi sonucu ortaya ¢iktigini bildirmektedir (106).
Desai ve ark. ROT {iretimini etkileyerek erkek fertilitesinin yasa bagli azalmasinda
merkezi bir role sahip oldugunu belirtmektedir (212,213). Si¢anlar iizerinde yapilan
arastirmalarda, yashi hayvanlardan elde edilen spermlerin, gen¢ hayvanlara kiyasla
daha fazla serbest radikal iirettigini ve daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip
oldugu gézlemlenmistir (178,213). Benzer sekilde Paoli ve ark. tarafindan yiiriitiilen
bir caligmada 51 ila 81 yas arasindaki erkeklerin semenlerinde, 20 ila 32 yas
arasindaki erkeklere kiyasla daha fazla ROT bulundugu, bu durumun diisiik sperm ve

semen parametrelerine yol agtigini gostermistir (214).

Vaughan ve ark. 16945 ornek tizerinde calisma gergeklestirmis, yapilan
calisma sonucunda artan baba yasinin OS’de artisa sebep oldugunu bildirmistir
(215). Aitken ve Curry yaptiklar calismada yas ile birlikte OS’de artis oldugunu
iddia etmiglerdir. Bu artisin  spermiyogenezde kusurlara neden oldugunu
raporlamiglardir (216). Calismamizda oksidatif stres indeksinde gruplar arasinda
farklilik bulunmamistir. Bunun sebebi olarak calisilan bireylerin farkliligi, 6rnek

sayisinin az olmasi, deney yontemlerinin farklilig olabilecegi diigiiniilmektedir.
MTOR Proteini Ekspresyonu

Literatiirde semen hacmi, sperm konsantrasyonu, morfolojisi, motilitesi ve

DNA fragmantasyonu gibi parametrelerin yasa dayali etkisini arastiran ¢aligmalar
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bulunmasina ragmen baba yasinin insan spermlerde sinyal yolaklar1 tizerindeki etkisi
lizerine ¢ok az calisma yapilmistir. Bu c¢alismada ileri yas erkekler ile geng
erkeklerde mTOR sinyal yolagmin 6nemli bir diizenleyici proteini olan mTOR

proteininin etkisi incelenmistir.

mTOR'un SC’lerde glukoz tiiketimini ve redoks dengesini kontrol ettigi ve
spermatogenezin beslenme desteginde dogrudan bir rol oynadigi yapilan
calismalarda ortaya c¢ikarilmistir (217). Jun ve ark. farelerde iizerinde yiirGitigi
calismanin sonucunda yaslanma ile birlikte spermatogoniumlarin mTOR sinyal
yolaginda azalma olmadig: bildirmistir (218). Silva ve ark. mTOR yolaginda gorevli
12 proteini incelemis, ileri baba yasinin (27 yas tizeri) mTOR sinyal yolag lizerinde
olumsuz etkileri oldugu sonucuna varmistir (219). Boyer ve ark. Ileri baba yasmin
LH’lerdeki mTOR sinyal yolunun degisimi ve bu degisimin spermatogenezdeki
etkisini inceleyen bir baska ¢alismanin sonucunda bu sinyal yolag1 {izerinde herhangi
bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (220). Xu ve ark ise mTOR ekspresyonunun
p70S6K, rpS6 ve 4E-BP1'in saptanmasi yoluyla mTOR'un spermatogenez ile pozitif
iligkili oldugunu gostermis ve P70S6K, rpS6 ve 4E-BP1 proteinlerinin seviyelerinin
yasla birlikte kademeli olarak azaldigini ortaya koymustur (221). Literatiirde raptor,
mTORCI ve SIRT1 proteinlerinin mTOR da yaslanma ile azalma gosterdikleri tespit
edilmig, bu azalmanin erkek iireme sagligi bozukluklarini meydana getirdigi
belirtilmistir (178,222).

Yaptigimiz deneylerin sonucunda mTOR protein seviyelerinde yas ile birlikte
anlamli bir degisiklik bulunmadigi gézlenmistir. Buldugumuz sonuglar Boyer ve ark.
yaptiklar1 c¢alismalarin  bulgularint  desteklemektedir. Baba yas1 ile mTOR
ekspresyonunda degisiklik olmadigini tam olarak kanitlamak i¢in yapilacak daha ileri
calismalarla, western blot gibi yontemlerle, sonuclarin konfirme edilmesi
gerekmektedir. Ayrica bu yolakta yer alan diger proteinlerin de arastirilmas: ve

etkilesimlerinin incelenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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8. SONUC

Calismamizda ileri baba yasmin DNA kromatin biitiinligi, DNA
fragmantasyonu, mTOR sinyal yolagi ve OS parametrelerinde meydana getirdigi
degisimlerin sperm parametrelerinde herhangi bir degisiklige yol agip agmadig

arastirilmistir.

Calismamizin sonucunda Semen parametrelerinde 40 yas ve iizerindeki
bireylerde semen hacmi ve sperm konsantrasyonu degerlerinde yas ile anlamli bir
degisim olmadig1 ancak toplam motilite ve ileri hareketli sperm oranlarinin anlamli
derecede daha diisik oldugu saptanmistir. Ayrica ileri baba yasinin DNA
fragmantasyonu ve kromatin biitiinliigii parametrelerini olumsuz etkiledigi, mTOR
sinyal yolu ve OS parametrelerini ise etkilemedigi gosterilmistir. Konu ile ilgili daha
kapsamli ve ileri calismalara ihtiyag duyulmaktadir. Boylece infertiltede kadin
yasinin olumsuz etkilerinin yani sira erkegin yasmin fertiliteye olan etkisinin
aydinlatilmast da miimkiin olacak ve bu durumla ilgili farkindalik olugmasi
saglanacagi gibi, tedaviye yonelik girisimler i¢in veri saglanmasina katki

saglanacaktir.
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