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Azoospermi etyolojisinde sertoli hücresi enerji metabolizması bozuklukları

Energy metabolism disorders of sertoli cells in azoospermia etiology

 
Özet
Amaç: Nonobstrüktif (NOA) ve obstrüktif 

(OA) azoospermili bireylerin Sertoli hücrele-
rinde spermatozoanın başlıca kullandığı enerji 
kaynağı olan laktatın sentezlenmesinde farklılık 
olabileceği hipotezinden yola çıkarak, PKM1, 
PKM2 ve LDHB enzimlerinin ifadelerinin, mi-
tokondri sayısının hasta ve kontrol grubunun 
Sertoli hücrelerinde karşılaştırmalı olarak be-
lirlenmesi ve metabolizmanın fertilite üzerine 
olası etkilerinin araştırılması amaçlandı.

Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada NOA 
ve OA’lı bireylerin testis dokularından Serto-
li hücreleri izole edildi. Sertoli hücrelerinde 
enerji metabolizmasında görevli PKM1,PKM2 
ve LDHB genlerinin ifadesi RT-PCR analizi ile 
ölçüldü. OA ve NOA’lı Sertoli hücrelerinde mi-
tokondri boyaması Mitotraker Red ile gerçek-
leştirildi. Boyanan Mitokondri yüzdeleri flow 
sitometi analizi ile tespit edildi.

Bulgular: Real Time PCR analiz sonuç-
larına göre PKM1, PKM2, LDHB gen ifadele-
ri OA’lı gruba göre sırasıyla 198,01-, 162,01-, 
50.79- kat düşük olduğu hesaplandı. Mitotraker 
boyama sonuçlarına göre OA’lı bireylerin Ser-
toli hücreleri NOA’lı bireylerin Sertoli hücreleri 
ile karşılaştırıldığında, NOA’lı grupta %34,6 bo-
yanma mevcutken OA’lı grupta %52,4 boyanma 
tespit edildi.

Sonuç: Hastalarımızın mitokondri sayısın-
da azalma olmasına rağmen glikolitik yolak en-
zimlerinde de kontrole göre önemli bir azalma 
saptanması, Sertoli hücrelerindeki metabolik 
disfonksiyonun sperm hücre gelişiminde, dola-
yısıyla infertilitede önemli rolü olduğunu des-
teklemektedir.
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metabolizması, erkek infertilitesi, azoospermi
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Abstract
Objective: Based on the hypothesis, there 

may be difference in synthesis of lactose which is 
the main energy source used by spermatozoa in 
Sertoli cells between nonobstructive azoosper-
mia   (NOA) and obstructive  azoospermia (OA) 
males, we aimed to analyze PKM1, PKM2 and 
LDHB gene expression levels and mitochondria 
numbers in the patient and control groups’ Ser-
toli cells comparatively.

Material and Methods: In this study, Sertoli 
cells were isolated from NOA and OA patients’ 
testis tissues.  PKM1, PKM2 and LDHB genes 
expression levels were measured by RT-PCR.  
Mitochondria were stained by Mitotracker red. 
Stained mitochondria percentage were determi-
ned by flow cytometry analysis.

Results: PKM1, PKM2, LDHB genes exp-
ression levels were observed 198,01-, 162,01-, 
50.79- fold lower in NOA group than OA group, 
respectively. According to the results of mitot-
racker stained test, 34,6% mitochondria were 
stained in NOA group, 52,4% mitochondria 
were stained in OA group.

Conclusion: Despite the reduction in the 
mitochondria numbers of our patients, signi-
ficant decrease in gene expression levels of the 
enzyme in the glycolytic pathway compared to 
the control was observed. This result showed 
that there was metabolic dysfunction in the de-
velopment of sperm cells, thus playing an impor-
tant role in infertility.

Keywords: Sertoli cells, energy metabolism, 
male infertility, azoospermia
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Giriş
Seminifer epitelin bazal membranından lümene doğ-

ru uzayan somatik bileşenler olarak tanımlanan Sertoli 
hücreleri, spermatogenez sürecinde önemli rol oynayan 
hücrelerdendir. Bu hücreler FSH ve testosteron gibi hor-
monal faktörler tarafından gelen endokrin ve parakrin 
sinyallere yanıt olarak, germ hücrelerin diferansiyasyonu 
için yapısal destek sağlarlar (1).

Germ hücreleri ve Sertoli hücreleri arasında sıkı bağ-
lantılar mevcuttur.  Sertoli hücreleri arasındaki sıkı bağ-
lantılar germ hücre diferansiyasyonu sırasında germ hüc-
relerinin lokalizasyonunu ve lümene doğru hareketlerini 
kontrol ederler. Sertoli hücreleri salgı hücreleri olarak 
bilinmektedir. Büyüme faktörleri, anti-apoptotik faktör-
ler,  Androjen bağlayıcı protein, transferrin, plazminojen 
aktivatörü, glikoproteinler, sülfo-proteinler, proteazlar, 
proteaz inhibitörleri, hormonlar, enerji substratları ve 
ekstrasellüler matriks komponentleri Sertoli hücreleri ta-
rafından salgılanmaktadır (2-5). Sertoli hücreleri, erkek 
germ hücrelerinin olgunlaştığı bazal membranda,  çeşitli 
çevresel nişleri kontrol etmek için gereklidir (6). Sertoli 
hücreleri germ hücrelerine yapısal destek sağlamalarının 
yanında, germ hücrelerinin gelişiminde enerji metaboliz-
malarının düzenlenmesinde çok önemli rolleri vardır. 

Glukoz hücreye alındığında değişik enzimler aracı-
lığıyla çok adımlı metabolik olaylar gerçekleşir. Glukoz 
metabolizmasında ilk ve önemli bir adım olan basamak 
fosfofruktokinaz enzimi aracılığıyla fruktoz-6-fosfat, 
fruktoz-1,6-bisfosfata kataliz edilir. Bu enzimin fonksiyo-
nu hücrede enerjinin açığa çıkmasında ve özellikle Sertoli 
hücre metabolizmasında enerji metabolizmasının düzen-
lenmesinde çok önemli role sahiptir. 

Glikolizin son basamağında fosfoenol pirüvattaki fos-
fat grubu ADP’ye transfer edilir; ATP ile pirüvat oluşur; 
reaksiyonu pirüvat kinaz katalizlemektedir. Bu reaksiyon 
da substrat basamağında bir fosforilasyon reaksiyonudur. 
Fosfoenolpirüvattan oluşan pirüvat, önce enol formunda 
ortaya çıkar. Sonra hızlı ve nonenzimatik olarak keto for-
ma dönüşür (7,8).

 Fruktoz-1,6-bisfosfat ise pirüvat kinazı aktive eder. 
Piruvat kinaz (PK), immünolojik ve yerleşik olduğu gene 
göre iki temel gruba ayrılabilir.  M tipi M1 ve M2 izo-
enzimleri, L tipi ise L ve R izoenzimleri şeklindedir (9).  
PKM1 ve PKM2 fetus ve tümör dokularının majör izoen-

zimi olup en fazla erişkin dokularda bulunmaktadır (10).
Glikolitik yolun son enzimi olan laktat dehidroge-

naz (LDH), sitozolik bir enzimdir. LDH, memelilerde 
iki farklı alt birimin birleşiminden oluşan beş tetramerik 
yapıda bulunur. LDH enziminin bu formları katalitik, 
fiziksel ve immünolojik özellikleri yönünden farklılık 
gösterebilmektedir. Yapılan çalışmalarda LDH enziminin 
testisin gelişimiyle paralel olarak testiste ifadesinin arttığı 
bildirilmiştir (11). Bu da LDH’ın erkek infertilitesindeki 
önemini göstermektedir.

Spermatozoada LDH, testiküler germ hücrelerinde 
bulunur ve germ hücreleri laktatı ana enerji kaynağı ola-
rak kullanır. LDH oviduktal sıvıda ve seminal plazmada 
yüksek konsantrasyonlarda bulunur. Sertoli hücreleri 
spermatide laktat sağlayan önemli bir hücredir (12). Sper-
matozoa enerjisini glukoz, fruktoz, laktattan sağlamasına 
karşın ana enerji kaynağı olarak Sertoli hücrelerinin ken-
disine sağladığı laktatı kullanır (13,14). Monokarboksilat 
taşıyıcıları (MCT) memelilerde aminoasit içeriğine göre 
belirlenmiş 14 üyeden oluşan büyük bir taşıyıcı protein 
ailesidir. Laktat ve diğer monokarboksilatların plazma 
membranından taşınmalarını gerçekleştirir (15). Laktat 
yapısal olarak monokarboksilik asit yapısında olup, meta-
bolizmasında gerçekleşen bozukluklar, spermatogenezde 
bozulmaya neden olabilmektedir. Yapılan bir çalışmada,  
seminal plazma ve testiküler biyopsilerde LDH enzimi-
nin ifadesinin çok düşük olması veya yokluğu azoosper-
mi veya aspermi ile birliktelik göstermiştir (16). 

LDH, memelilerde iki farklı altbirimin birleşiminden 
oluşan beş tetramerik izozim olarak bulunur. Cahn ve 
ark. (1962) polipeptit altbirimlerini “H” ve “M” olarak 
göstermişlerdir.  Bu alt birimler birçok kaynakta A ve B 
olarak tanımlanmıştır (17). LDH klinik olarak önemlidir. 
İnsanda, olgun testis ve spermde altıncı izozimin göste-
rilmesinden sonra pek çok canlıda A ve B’den başka LDH 
kodlayan gen bulunduğu bildirilmiştir (18). 

Spermatositler,  yuvarlak spermatidler ve olgunlaşmış 
spermatidler LDH-C izozimi içermektedir. Somatik hüc-
relerdeki LDH’lar B altbirim içermekte olup bu altbirim 
germ hücrelerinde spermatogenez boyunca bulunmak-
tadır. Özellikle Sertoli hücreleri, A ve B altbirimlerinin 
birleşimi sonucu oluşan bütün izozimler için pozitif du-
rumdadır (19).

Spermatogenezde bir diğer önemli enzim grubu piru-
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vatın oluşumunda görevli PK’lardır. Mitokondri, hücre-
sel devamlılık ve üremede enerji üretimini koordine eden 
sistem içerisinde yer alır.  Bazı vital hücresel parametreler 
mitokondri tarafından kontrol edilir. ROS üretimi mito-
fajiyi tetikler. Mitokondriyal fonksiyonun azalması laktat 
üretimini artırır. Sertoli hücrelerinden yüksek miktarda 
laktat salgılanması ile sperm hücrelerinin bunu yakıt ola-
rak kullanması büyüme ve gelişmelerine katkıda bulun-
ması söz konusudur.

Mitokondriler enerji metabolizması ile ilgili hücre 
içi molekülleridir. Esas fonksiyonu elektron transport 
zinciri ile iç ve dış membran arasında proton gradienti 
oluşturarak ATP üretimini sağlamaktır. Mitokondrial 
aktivite ile sperm motilitesi ve sperm hücresinin fertili-
zasyon potansiyelinin birliktelik gösterdiği bildirilmiştir 
(20). Mitokondrial aktivasyonlar çeşitli floresan boyalar 
ile örneğin mitotraker ailesine ait problar ile görüntü-
lenebilmektedir. Bir diğer taraftan mitokondriyal fonk-
siyonlar mitokondri membranında bulunan bazı en-
zimlerin ifadelerinin protein düzeyindeki ifadeleri ile 
İmmuohistokimyasal olarak belirlenebilmektedir (21). 
Biz de çalışmamızda Sertoli hücrelerindeki mitokondri 
volümlerini Mitotraker Red ile boyayarak flow sitometrik 
olarak araştırdık.

Bu çalışmanın amacı, NOA ve OA’lı bireylerin Sertoli 
hücrelerinde spermatozoonların başlıca kullandığı enerji 
kaynağı olan laktatın sentezlenmesinde farklılık olabile-
ceği hipotezinden yola çıkarak, PKM1, PKM2 ve LDHB 
enzimlerinin ifadelerinin, mitokondri sayısının hasta ve 
kontrol grubunun Sertoli hücrelerinde karşılaştırmalı 
olarak belirlenmesi ve metabolizmanın fertilite üzerine 
olası etkilerinin araştırılmasıdır. 

Gereç ve Yöntemler
Bu çalışmaya Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Üro-

loji Anabilim Dalı polikliniğine başvuran toplam 7 azoos-
permik olgu ( NOA n=5, OA n=2) dahil edildi. Hastalar 
Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik kuruldan alınan 
06-264-14 nolu etik onayı ile onam formları doldurularak 
çalışmaya dahil edildi. Her hastanın FSH, LH ve testoste-
rone horman düzeyleri klinik olarak değerlendirildi. Tüm 
NOA hastalarına genetik tarama olarak Y- mikrodelesyon 
ve karyotip analizi yapıldı ve sonuçları normal olanlar ça-
lışmaya dahil edildi. Ultrason ile hastaların testiküler vo-
lümleri ölçüldü. Transrektal ultrasonografik incelemede 

distal ejakülatör kanal patolojileri olanlar çalışmadan hariç 
tutuldu.  Semen örnekleri Dünya Sağlık Örgütü 2010 yılı 
rehberi esas alınarak değerlendirildi (22). 3 gün cinsel per-
hizi takiben yapılan semen analizinde, santrifüj sonrasında 
azoospermi saptanan hastalarda, işlem en az iki hafta son-
ra tekrarlanarak azoospermi olduğu konfirme edildi. NOA 
tanısı bilateral vas deferens, yassı epididim, düşük testikü-
ler hacim, ejekülator kanal patolojisi olmayan, yüksek FSH 
serum düzeyleri ve cerrahi skrotal inceleme sonucunda 
elde edilen bulgularla beraber değerlendirildi. Çalışmaya 
hipogonadotropik hipogonadizm, kriptorşidizm, klinik 
varikosel, genital enfeksiyonu olan hastalar dahil edilmedi. 
Klinik muayene ve skrotal eksplorasyon sonrası elde edilen 
bulgular değerlendirilerek, hastalar temel olarak 2 gruba 
ayrıldı:: OA (n=2)  and NOA (n=5).

Primer Sertoli Hücre Kültürü
NOA ve OA hastalarından TESE yöntemiyle alınan 

doku örneklerinden primer Sertoli hücre kültürü daha 
önce tanımlanan protokole göre yapıldı (23). Alınan doku 
örneği %1’lik Penisilin/Streptomisin içeren PBS ile yı-
kandı. Sonrasında hazırlanan enzim karışımı (5 ml Trip-
sin/EDTA, 50 µl kollajenaz-4 ve 5 µl hiyalüronidaz)  doku 
örneğinin üzerine eklendi ve 37 0C’de 45 dakika boyunca 
inkübe edildi. 800 G’de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. 
Santrifüj sonrası pellet %10 FBS ve %1 Penisilin/Strep-
tomisin içeren DMEM/F12 besiyeri ile yeniden süspanse 
edildi.  Süspanse haldeki hücreler flasklara aktarıldı. 48 
saat boyunca 37 0C’de ve %5 CO2 içeren etüvde inkübas-
yona bırakıldı. Sonrasında hücrelerin pasajı takip edildi.

RNA izolasyonu, Komplementer DNA (cDNA) sen-
tezi , Real Time PCR analizi

Sertoli hücrelerinden Trizol ile RNA izolasyonu ya-
pıldı.  Elde edilen RNA’ların miktar tayini yapıldı.  RNA 
elde edilen hücrelerden Real Time PCR’da (RT-PCR) eks-
presyon analizi için kullanmak amacıyla cDNA sentezi 
gerçekleştirildi. cDNA sentezi için Bio-Rad cDNA sentez 
kiti kullanıldı(Iscript cDNA sentez kiti, Bio-Rad,CA). Ti-
cari olarak satın alınan master mix (Syber Green Master 
mix, Bio-Rad,CA) ve cDNA örneği ile bir karışım hazır-
landıktan sonra karışımdan her kuyucuğa eşit miktarda 
dağıtıldı ve gerçek zamanlı PCR programında okutuldu. 
Alınan CP değerlerinden kat artışları şeklinde hesaplandı 
ve sonuçlar analiz edildi. Çalışmada PKM1,PKM2,LDH 
gen ifadelerine bakıldı.

Yeni Üroloji Dergisi - The New Journal of Urology 2016; 11 (2): 34-39
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Mitotraker Red Boyama
Sertoli hücreleri tripsinize edildi. PBS ile 3 kez yıkan-

dıktan sonra boya kullanılmayan hücre grubu ve boya 
kullanılan hücre grubu olacak şekilde ikiye ayrıldı. Her 
tüpte 300 bin/ml olacak şekilde hesaplandı. Hücreler be-
siyeri ortamında %2.5 Mito Tracker Red 580 (Molecular 
Probes, Thermo Science, OR) kiti ile boyandı. 30dk in-
kubasyon sonrasında yine 3 kez PBS ile yıkama gerçek-
leştirildi. Sertoli hücre mitokondrilerinin sayılarındaki 
değişim flow sitometrik analiz ile hesaplandı. 

Sonuçlar
Çalışmada, kontrol olarak değerlendirdiğimiz OA 

bireylerin Sertoli hücreleri ile NOA bireylerin Sertoli 
hücreleri kültüre edilip, Sertoli hücrelerinden RNA izo-
lasyonu yapıldıktan sonra, RT-PCR analiz sonuçlarına 
göre PKM1, PKM2, LDHB gen ifadelerinin OA’lı gruba 
göre sırasıyla 198,01-, 162,01-, 50.79- kat düşük olduğu 
hesaplandı ( Şekil 1).

Mitotraker boyama sonuçlarına göre OA’lı bireylerin 
Sertoli hücreleri NOA’lı bireylerin Sertoli hücreleri ile kar-
şılaştırıldığında, NOA’lı grupta %34,6 boyanma mevcut-
ken OA’lı grupta %52,4 boyanma tespit edildi (Şekil 2).

Tartışma
Testiste sperm hücreleri hareketsiz formda olup, epi-

didimal maturasyondan sonra hareket kabiliyetini elde 
etmek ve korumak için enerjiye ihtiyaç duyarlar. Sperma-
tozoa ileri differansiasyon sırasında spermiyogenez süre-
since sitoplazmasının büyük kısmını kaybeder ve spesifik 
bölgelerinin eksikliği nedeni ile enerji ihtiyacını Sertoli 
hücre kaynaklı laktatdan karşılar. Bundan yola çıkarak 

biz de NOA’lı bireylerin Sertoli hücreleri ile spermatoge-
nezin normal olarak kabul edildiği OA’lı bireylerin Ser-
toli hücreleri arasındaki enerji metabolizmasındaki deği-
şim karşılaştırılarak, enerji metabolizma farklılıklarının 
sperm hücresi oluşumu üzerine etkilerini inceledik.

Enerji metabolizmasındaki önemli rolü olan PKM1, 
PKM2 ve LDHB genlerinin, mRNA seviyesinde NOA’lı 
hastaların Sertoli hücrelerinde, kontrol olarak kabul et-
tiğimiz OA’lı gruptan elde edilen Sertoli hücrelerine göre 
çok düşük ifade edildiği gözlemlendi. Oysa Sertoli hüc-
releri germ hücrelerin gelişiminde kritik role sahip olup, 
enerji ihtiyaçları için de önemli bir laktat kaynağıdır. Ça-
lışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlara göre, infertil olgu-
larda Sertoli hücrelerinin yetersiz enerji desteği, sperm 
üretimini bozarak NOA’nin bir nedeni olabilir. 

Daha önce yapılan çalışmalarda, olgunlaşmış fare 
testisinde yaşa göre LDH enziminin tüm subünitlerinin 
ifadesinin birlikte arttığı, testisin gelişimi ve spermatoge-
nezin devamlılığı açısından önemli olduğu gösterilmiştir 
(24-26). Sertoli hücreleri değişik substratları metabolize 
edebilmektedir. Krebs döngüsüne girmeden glukozu lak-
tata dönüştürmeyi tercih etmektedir. Bunu neden tercih 
ettiği çok açık olarak anlaşılamamıştır. Ancak, laktat germ 
hücrelerinin gelişiminde ana enerji kaynağı olarak değer-
lendirilmektedir. Laktatın varlığının  bu hücreler üzerin-
de anti-apoptotik bir etki oluşturduğu bildirilmiştir (27). 
Sertoli hücreleri tarafından laktat salınımı bir takım bi-
yokimyasal mekanizmalar aracılığı ile gerçekleşmektedir. 
Bu mekanizmalardan en önemlisi glukoz taşıyıcı sistem-
ler (GLUT) dir. Bunlar plasma membranından glukozun 

Şekil 1: NOA’lı bireylerin Sertoli hücrelerinde enerji metabolizmasında 
görevli genlerin OA’lı bireylere göre kıyaslanması. PKM1: Piruvat Kinaz 
İzoenzim 1 PKM2: Piruvat Kinaz İzoenzim 1 LDHB: Laktat Dehidro-
genaz B

Şekil 2:  Mitotraker Red Boyama ile OA ve NOA Sertoli hücreleri ara-
sında mitokondri boyanma yüzdeleri.
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içeri alınmasını sağlamaktadır. Sonrasında glukozun pi-
ruvata dönüşmesiyle LDH enzimleri aracılığıyla laktata 
dönüşmektedir. Laktatın germ hücrelerine taşınmasında 
monokarboksilat taşıyıcıları görev alır.

Piruvattan laktat üretimi Sertoli hücrelerinde temel 
olarak FSH, insulin, insulin benzeri büyüme faktörü gibi 
endokrin sistemler tarafından kontrol edilmektedir. Ya-
pılan birkaç çalışmada testiste hücre-hücre iletişiminde 
parakrin ve otokrin faktörlerin etkisiyle laktat metaboliz-
masını düzenlendiği bildirilmiş olup, bu faktörlerin trans-
forme edici büyüme faktörü (TGF), epidermal büyüme 
faktörü (EGF), fibroblast büyüme faktörü (FGF), tümör 
nekrozis faktör (TNF)  ve interlökin 1α (IL1α) gibi faktör-
ler olduğu gösterilmiştir (28-33) Otosevic ve arkadaşları 
sperm kalitesi ve sperm mitokondri sayısını inceledikle-
rinde sperm kalitesinin mitokondrileri mitotraker ile bo-
yanan grupta daha yüksek bulmuşlardır (34). Veitinger 
ve arkadaşları ise memeli testisinde Sertoli hücrelerinin 
germ hücrelerinin gelişiminde fizyolojik olarak önemli 
rol oynadığını göstererek, Sertoli hücre  stimülasyonunun 
potansiyel mekanizmasının lokal ATP salınımıyla ilgisini 
kanıtlamışlardır. Neticede de, kalsiyum salınımına bağlı 
olarak enerji metabolizmasındaki değişiklikler incelendi-
ğinde testiste kalsiyum regülasyonunun esas elementinin 
mitokondri olduğunu ortaya koymuşlardır (35).

OA ve NOA’lı bireylerin Sertoli hücrelerinde mitotra-
ker ile yapılan boyamada, NOA’lı bireylerin Sertoli hücre-
leri OA’lılara göre daha az olduğu saptandı. Çeşitli hücre 
grubu ve dokulardaki mitokondrial disfonksiyonlar birta-
kım hastalıklarla ilişkilendirilmiştir. Literatürü taradığı-
mızda Sertoli hücrelerinde mitokondri sayısını araştıran 
bir çalışmaya rastlamadık. Bizim çalışmamızda NOA’lı 
hastalarımızın Sertoli hücrelerinde mitokondri sayısının 
az olduğunun tespit edilmesi önemli bir bulgudur. Mito-
kondri sayısı azalan tümör hücrelerinde glikolitik yolağın 
aktive olması Warburg etkisi olarak bilinmektedir (35). 
Hastalarımızn mitokondri sayısında azalma olmasının 
yanı sıra, glikolitik yolak enzimlerinde de kontrole göre 
önemli bir azalma saptanması, Sertoli hücrelerindeki 
metabolik disfonksiyonun sperm hücre gelişiminde, do-
layısıyla infertilitede önemli rolü olduğunu desteklemek-
tedir. Bu konuda yapılacak daha fazla sayıda ve protein 
düzeyinde çalışmalar ile desteklenerek Sertoli hücresinde 
glikolitik yolak, mitokondri sayı ve fonksiyonlarının de-

taylı şekilde çalışılması, idiyopatik infertilite, azoospermi 
etyolojisinin aydınlatılması ve tedavisinde yeni ufuklar 
açabilecek olması bakımından önemlidir.
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