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Ozet

Amag: Nonobstriiktif (NOA) ve obstriiktif
(OA) azoospermili bireylerin Sertoli hiicrele-
rinde spermatozoanin baslica kullandig1 enerji
kaynag olan laktatin sentezlenmesinde farklilik
olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak, PKMI,
PKM2 ve LDHB enzimlerinin ifadelerinin, mi-
tokondri sayisinin hasta ve kontrol grubunun
Sertoli hiicrelerinde karsilagtirmali olarak be-
lirlenmesi ve metabolizmanin fertilite {izerine
olast etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Bu caliyjmada NOA
ve OAl1 bireylerin testis dokularindan Serto-
li hiicreleri izole edildi. Sertoli hiicrelerinde
enerji metabolizmasinda gorevli PKM1,PKM2
ve LDHB genlerinin ifadesi RT-PCR analizi ile
6lguldi. OA ve NOAL1 Sertoli hiicrelerinde mi-
tokondri boyamasi Mitotraker Red ile gercek-
lestirildi. Boyanan Mitokondri yiizdeleri flow
sitometi analizi ile tespit edildi.

Bulgular: Real Time PCR analiz sonug-
larina gére PKM1, PKM2, LDHB gen ifadele-
ri OA1 gruba gore sirasiyla 198,01-, 162,01-,
50.79- kat diisiik oldugu hesaplandi. Mitotraker
boyama sonuglarina gére OAl1 bireylerin Ser-
toli hiicreleri NOAl1 bireylerin Sertoli hiicreleri
ile kargilastirildiginda, NOAl1 grupta %34,6 bo-
yanma mevcutken OA’l1 grupta %52,4 boyanma
tespit edildi.

Sonug: Hastalarimizin mitokondri sayisin-
da azalma olmasina ragmen glikolitik yolak en-
zimlerinde de kontrole gore 6nemli bir azalma
saptanmasi, Sertoli hiicrelerindeki metabolik
disfonksiyonun sperm hiicre gelisiminde, dola-
yistyla infertilitede 6nemli rolii oldugunu des-
teklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Sertoli hiicresi, enerji
metabolizmasi, 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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Giris

Seminifer epitelin bazal membranindan liimene dog-
ru uzayan somatik bilesenler olarak tanimlanan Sertoli
hiicreleri, spermatogenez siirecinde 6nemli rol oynayan
hiicrelerdendir. Bu hiicreler FSH ve testosteron gibi hor-
monal faktorler tarafindan gelen endokrin ve parakrin
sinyallere yanit olarak, germ hiicrelerin diferansiyasyonu
i¢in yapisal destek saglarlar (1).

Germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri arasinda siki bag-
lantilar mevcuttur. Sertoli hiicreleri arasindaki siki bag-
lantilar germ hiicre diferansiyasyonu sirasinda germ hiic-
relerinin lokalizasyonunu ve liimene dogru hareketlerini
kontrol ederler. Sertoli hiicreleri salgi hiicreleri olarak
bilinmektedir. Bityime faktorleri, anti-apoptotik faktor-
ler, Androjen baglayici protein, transferrin, plazminojen
aktivatori, glikoproteinler, siilfo-proteinler, proteazlar,
proteaz inhibitérleri, hormonlar, enerji substratlar: ve
ekstraselliller matriks komponentleri Sertoli hiicreleri ta-
rafindan salgilanmaktadir (2-5). Sertoli hiicreleri, erkek
germ hiicrelerinin olgunlastig1 bazal membranda, ¢esitli
cevresel nisleri kontrol etmek icin gereklidir (6). Sertoli
hiicreleri germ hiicrelerine yapisal destek saglamalarinin
yaninda, germ hiicrelerinin gelisiminde enerji metaboliz-
malarinin diizenlenmesinde ¢ok 6énemli rolleri vardir.

Glukoz hiicreye alindiginda degisik enzimler araci-
ligiyla ¢ok adimli metabolik olaylar gerceklesir. Glukoz
metabolizmasinda ilk ve énemli bir adim olan basamak
fosfofruktokinaz enzimi araciligiyla fruktoz-6-fosfat,
fruktoz-1,6-bisfosfata kataliz edilir. Bu enzimin fonksiyo-
nu hiicrede enerjinin agiga ¢tkmasinda ve ozellikle Sertoli
hiicre metabolizmasinda enerji metabolizmasinin diizen-
lenmesinde ¢ok 6nemli role sahiptir.

Glikolizin son basamaginda fosfoenol piriivattaki fos-
fat grubu ADP’ye transfer edilir; ATP ile piriivat olusur;
reaksiyonu piriivat kinaz katalizlemektedir. Bu reaksiyon
da substrat basamaginda bir fosforilasyon reaksiyonudur.
Fosfoenolpiriivattan olugan pirtivat, 6nce enol formunda
ortaya ¢ikar. Sonra hizli ve nonenzimatik olarak keto for-
ma doniigtr (7,8).

Fruktoz-1,6-bisfosfat ise piriivat kinazi aktive eder.
Piruvat kinaz (PK), immiinolojik ve yerlesik oldugu gene
gore iki temel gruba ayrilabilir. M tipi M1 ve M2 izo-
enzimleri, L tipi ise L ve R izoenzimleri seklindedir (9).
PKM1 ve PKM2 fetus ve tiimor dokularinin major izoen-

zimi olup en fazla erigkin dokularda bulunmaktadir (10).

Glikolitik yolun son enzimi olan laktat dehidroge-
naz (LDH), sitozolik bir enzimdir. LDH, memelilerde
iki farkls alt birimin birlesiminden olusan bes tetramerik
yapida bulunur. LDH enziminin bu formlar: katalitik,
fiziksel ve immiinolojik ozellikleri yoniinden farklilik
gosterebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda LDH enziminin
testisin gelisimiyle paralel olarak testiste ifadesinin arttig:
bildirilmistir (11). Bu da LDH’1n erkek infertilitesindeki
onemini gostermektedir.

Spermatozoada LDH, testikiiler germ hiicrelerinde
bulunur ve germ hiicreleri laktat: ana enerji kaynag ola-
rak kullanir. LDH oviduktal sivida ve seminal plazmada
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Sertoli hiicreleri
spermatide laktat saglayan 6nemli bir hiicredir (12). Sper-
matozoa enerjisini glukoz, fruktoz, laktattan saglamasina
karsin ana enerji kaynag: olarak Sertoli hiicrelerinin ken-
disine sagladigi laktat: kullanir (13,14). Monokarboksilat
tagtyicilari (MCT) memelilerde aminoasit igerigine gore
belirlenmis 14 iiyeden olusan bilyiik bir tasiyici protein
ailesidir. Laktat ve diger monokarboksilatlarin plazma
membranindan taginmalarint gerceklestirir (15). Laktat
yapisal olarak monokarboksilik asit yapisinda olup, meta-
bolizmasinda gerceklesen bozukluklar, spermatogenezde
bozulmaya neden olabilmektedir. Yapilan bir ¢aliymada,
seminal plazma ve testikiiler biyopsilerde LDH enzimi-
nin ifadesinin ¢ok diisitk olmasi veya yoklugu azoosper-
mi veya aspermi ile birliktelik gostermistir (16).

LDH, memelilerde iki farkli altbirimin birlesiminden
olugan bes tetramerik izozim olarak bulunur. Cahn ve
ark. (1962) polipeptit altbirimlerini “H” ve “M” olarak
gostermiglerdir. Bu alt birimler bir¢ok kaynakta A ve B
olarak tanimlanmigtir (17). LDH klinik olarak 6nemlidir.
Insanda, olgun testis ve spermde altinci izozimin goste-
rilmesinden sonra pek ¢ok canlida A ve Bden bagka LDH
kodlayan gen bulundugu bildirilmistir (18).

Spermatositler, yuvarlak spermatidler ve olgunlagmis
spermatidler LDH-C izozimi igermektedir. Somatik hiic-
relerdeki LDH’lar B altbirim icermekte olup bu altbirim
germ hiicrelerinde spermatogenez boyunca bulunmak-
tadir. Ozellikle Sertoli hiicreleri, A ve B altbirimlerinin
birlesimi sonucu olusan biitiin izozimler i¢in pozitif du-
rumdadir (19).

Spermatogenezde bir diger 6nemli enzim grubu piru-
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vatin olusumunda gorevli PK’lardir. Mitokondri, hiicre-
sel devamlilik ve iremede enerji tiretimini koordine eden
sistem icerisinde yer alir. Bazi vital hiicresel parametreler
mitokondri tarafindan kontrol edilir. ROS tiretimi mito-
fajiyi tetikler. Mitokondriyal fonksiyonun azalmasi laktat
dretimini artirir. Sertoli hiicrelerinden yiiksek miktarda
laktat salgilanmasi ile sperm hiicrelerinin bunu yakit ola-
rak kullanmasi biiylime ve gelismelerine katkida bulun-
mas1 s6z konusudur.

Mitokondriler enerji metabolizmas: ile ilgili hiicre
i¢ci molekiilleridir. Esas fonksiyonu elektron transport
zinciri ile i¢ ve dig membran arasinda proton gradienti
olusturarak ATP iretimini saglamaktir. Mitokondrial
aktivite ile sperm motilitesi ve sperm hiicresinin fertili-
zasyon potansiyelinin birliktelik gosterdigi bildirilmistir
(20). Mitokondrial aktivasyonlar cesitli floresan boyalar
ile 6rnegin mitotraker ailesine ait problar ile goriintii-
lenebilmektedir. Bir diger taraftan mitokondriyal fonk-
siyonlar mitokondri membraninda bulunan bazi en-
zimlerin ifadelerinin protein diizeyindeki ifadeleri ile
Immuohistokimyasal olarak belirlenebilmektedir (21).
Biz de ¢aliymamizda Sertoli hiicrelerindeki mitokondri
voliimlerini Mitotraker Red ile boyayarak flow sitometrik
olarak arastirdik.

Bu ¢aligmanin amaci, NOA ve OAl1 bireylerin Sertoli
hiicrelerinde spermatozoonlarin baslica kullandig1 enerji
kaynag olan laktatin sentezlenmesinde farklilik olabile-
cegi hipotezinden yola ¢ikarak, PKM1, PKM2 ve LDHB
enzimlerinin ifadelerinin, mitokondri sayisinin hasta ve
kontrol grubunun Sertoli hiicrelerinde karsilastirmali
olarak belirlenmesi ve metabolizmanin fertilite {izerine
olas etkilerinin arastirilmasidir.

Gereg ve Yontemler

Bu ¢aligmaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Uro-
loji Anabilim Dali poliklinigine basvuran toplam 7 azoos-
permik olgu ( NOA n=5, OA n=2) dahil edildi. Hastalar
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kuruldan alinan
06-264-14 nolu etik onayi ile onam formlar1 doldurularak
calismaya dahil edildi. Her hastanin FSH, LH ve testoste-
rone horman diizeyleri klinik olarak degerlendirildi. Tiim
NOA hastalarina genetik tarama olarak Y- mikrodelesyon
ve karyotip analizi yapild: ve sonuglar1 normal olanlar ¢a-
lismaya dahil edildi. Ultrason ile hastalarin testikiiler vo-
limleri ol¢iildil. Transrektal ultrasonografik incelemede
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distal ejakiilator kanal patolojileri olanlar ¢alismadan harig
tutuldu. Semen 6rnekleri Diinya Saglik Orgiitii 2010 yili
rehberi esas alarak degerlendirildi (22). 3 glin cinsel per-
hizi takiben yapilan semen analizinde, santrifiij sonrasinda
azoospermi saptanan hastalarda, islem en az iki hafta son-
ra tekrarlanarak azoospermi oldugu konfirme edildi. NOA
tanisi bilateral vas deferens, yasst epididim, diisiik testikii-
ler hacim, ejekiilator kanal patolojisi olmayan, yitksek FSH
serum diizeyleri ve cerrahi skrotal inceleme sonucunda
elde edilen bulgularla beraber degerlendirildi. Calismaya
hipogonadotropik hipogonadizm, kriptorsidizm, klinik
varikosel, genital enfeksiyonu olan hastalar dahil edilmedi.
Klinik muayene ve skrotal eksplorasyon sonrasi elde edilen
bulgular degerlendirilerek, hastalar temel olarak 2 gruba
ayrildi:: OA (n=2) and NOA (n=5).

Primer Sertoli Hiicre Kiiltiirii

NOA ve OA hastalarindan TESE y6ntemiyle alinan
doku 6rneklerinden primer Sertoli hiicre kiiltirii daha
once tanimlanan protokole gore yapildi (23). Alinan doku
ornegi %1’'lik Penisilin/Streptomisin igeren PBS ile yi-
kand1. Sonrasinda hazirlanan enzim karigimi (5 ml Trip-
sin/EDTA, 50 ul kollajenaz-4 ve 5 pl hiyaliironidaz) doku
orneginin iizerine eklendi ve 37 °Cde 45 dakika boyunca
inkiibe edildi. 800 Gde 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi pellet %10 FBS ve %1 Penisilin/Strep-
tomisin iceren DMEM/F12 besiyeri ile yeniden siispanse
edildi. Stispanse haldeki hiicreler flasklara aktarildi. 48
saat boyunca 37 °Cde ve %5 CO, igeren etiivde inkiibas-
yona birakildi. Sonrasinda hiicrelerin pasaji takip edildi.

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

Sertoli hiicrelerinden Trizol ile RNA izolasyonu ya-
pildi Elde edilen RNAlarin miktar tayini yapildi. RNA
elde edilen hiicrelerden Real Time PCRda (RT-PCR) eks-
presyon analizi i¢cin kullanmak amaciyla cDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢cin Bio-Rad cDNA sentez
kiti kullanildi(Iscript cDNA sentez kiti, Bio-Rad,CA). Ti-
cari olarak satin alinan master mix (Syber Green Master
mix, Bio-Rad,CA) ve cDNA 6rnegi ile bir karisim hazir-
landiktan sonra karigimdan her kuyucuga esit miktarda
dagitildi ve gercek zamanli PCR programinda okutuldu.
Alman CP degerlerinden kat artislar: seklinde hesaplandi
ve sonuglar analiz edildi. Calismada PKM1,PKM2,LDH
gen ifadelerine bakildi.
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Mitotraker Red Boyama

Sertoli hiicreleri tripsinize edildi. PBS ile 3 kez yikan-
diktan sonra boya kullanilmayan hiicre grubu ve boya
kullanilan hiicre grubu olacak sekilde ikiye ayrildi. Her
tiipte 300 bin/ml olacak sekilde hesaplandi. Hiicreler be-
siyeri ortaminda %2.5 Mito Tracker Red 580 (Molecular
Probes, Thermo Science, OR) kiti ile boyandi. 30dk in-
kubasyon sonrasinda yine 3 kez PBS ile yikama gercek-
lestirildi. Sertoli hiicre mitokondrilerinin sayilarindaki
degisim flow sitometrik analiz ile hesaplandi.

Sonuglar

Calismada, kontrol olarak degerlendirdigimiz OA
bireylerin Sertoli hiicreleri ile NOA bireylerin Sertoli
hiicreleri kiiltiire edilip, Sertoli hiicrelerinden RNA izo-
lasyonu yapildiktan sonra, RT-PCR analiz sonuglarina
gore PKM1, PKM2, LDHB gen ifadelerinin OAl1 gruba
gore sirasiyla 198,01-, 162,01-, 50.79- kat diisiik oldugu
hesaplandu ( Sekil 1).

Sertoli Hiicrelerinde OA'ya gore NOA'lilarda enerji
metabolizmasinda gérevli genlerin kat degigimi
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Sekil 1: NOAl1 bireylerin Sertoli hiicrelerinde enerji metabolizmasinda
gorevli genlerin OAl1 bireylere gore kiyaslanmasi. PKM1: Piruvat Kinaz
Izoenzim 1 PKM2: Piruvat Kinaz Izoenzim 1 LDHB: Laktat Dehidro-
genaz B

Mitotraker boyama sonuglarina gére OAl1 bireylerin
Sertoli hiicreleri NOA1 bireylerin Sertoli hiicreleri ile kar-
silagtirldiginda, NOA1 grupta %34,6 boyanma mevcut-
ken OAl1 grupta %52,4 boyanma tespit edildi ($ekil 2).

Tartigsma

Testiste sperm hiicreleri hareketsiz formda olup, epi-
didimal maturasyondan sonra hareket kabiliyetini elde
etmek ve korumak igin enerjiye ihtiyag duyarlar. Sperma-
tozoa ileri differansiasyon sirasinda spermiyogenez siire-
since sitoplazmasinin bityiik kismini kaybeder ve spesifik
bolgelerinin eksikligi nedeni ile enerji ihtiyacin1 Sertoli
hiicre kaynakl laktatdan kargilar. Bundan yola ¢ikarak

Non-Obstriiktif Azospermi-
Sertoli Hiicre
Mitotraker Boyamasi

Obstriiktif Azospermi-
Sertoli Hiicre
Mitotraker Boyamasi
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Sekil 2: Mitotraker Red Boyama ile OA ve NOA Sertoli hiicreleri ara-
sinda mitokondri boyanma ytizdeleri.

biz de NOAl1 bireylerin Sertoli hiicreleri ile spermatoge-
nezin normal olarak kabul edildigi OA’l1 bireylerin Ser-
toli hiicreleri arasindaki enerji metabolizmasindaki degi-
sim karsilastirilarak, enerji metabolizma farkliliklarinin
sperm hiicresi olusumu {izerine etkilerini inceledik.

Enerji metabolizmasindaki 6nemli rolii olan PKM1,
PKM2 ve LDHB genlerinin, mRNA seviyesinde NOA1
hastalarin Sertoli hiicrelerinde, kontrol olarak kabul et-
tigimiz OA’l1 gruptan elde edilen Sertoli hiicrelerine gore
¢ok distik ifade edildigi gozlemlendi. Oysa Sertoli hiic-
releri germ hiicrelerin gelisiminde kritik role sahip olup,
enerji ihtiyaglar1 i¢in de 6nemli bir laktat kaynagidir. Ca-
ligmamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, infertil olgu-
larda Sertoli hiicrelerinin yetersiz enerji destegi, sperm
dretimini bozarak NOAnin bir nedeni olabilir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda, olgunlagmis fare
testisinde yasa gore LDH enziminin tiim subiinitlerinin
ifadesinin birlikte arttigy, testisin gelisimi ve spermatoge-
nezin devamlilig1 agisindan 6nemli oldugu gosterilmistir
(24-26). Sertoli hiicreleri degisik substratlari metabolize
edebilmektedir. Krebs dongiisiine girmeden glukozu lak-
tata doniigtiirmeyi tercih etmektedir. Bunu neden tercih
ettigi cok agik olarak anlagilamamigtir. Ancak, laktat germ
hiicrelerinin gelisiminde ana enerji kaynag: olarak deger-
lendirilmektedir. Laktatin varhiginin bu hiicreler {izerin-
de anti-apoptotik bir etki olusturdugu bildirilmistir (27).
Sertoli hiicreleri tarafindan laktat salinimi bir takim bi-
yokimyasal mekanizmalar aracilig1 ile gerceklesmektedir.
Bu mekanizmalardan en 6nemlisi glukoz tasiyic1 sistem-
ler (GLUT) dir. Bunlar plasma membranindan glukozun
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igeri alinmasini saglamaktadir. Sonrasinda glukozun pi-
ruvata doniismesiyle LDH enzimleri aracilifiyla laktata
doniismektedir. Laktatin germ hiicrelerine taginmasinda
monokarboksilat tagtyicilar: gorev alir.

Piruvattan laktat tiretimi Sertoli hiicrelerinde temel
olarak FSH, insulin, insulin benzeri bitytime faktorii gibi
endokrin sistemler tarafindan kontrol edilmektedir. Ya-
pilan birka¢ ¢alismada testiste hiicre-hiicre iletisiminde
parakrin ve otokrin faktorlerin etkisiyle laktat metaboliz-
masini diizenlendigi bildirilmis olup, bu faktérlerin trans-
forme edici biiylime faktorii (TGF), epidermal biiyiime
faktort (EGF), fibroblast bityiime faktoral (FGF), timor
nekrozis faktor (TNF) ve interlokin la (IL1a) gibi faktor-
ler oldugu gosterilmistir (28-33) Otosevic ve arkadaslari
sperm kalitesi ve sperm mitokondri sayisini inceledikle-
rinde sperm kalitesinin mitokondrileri mitotraker ile bo-
yanan grupta daha yitksek bulmuslardir (34). Veitinger
ve arkadaslar1 ise memeli testisinde Sertoli hiicrelerinin
germ hiicrelerinin gelisiminde fizyolojik olarak ¢nemli
rol oynadigini gostererek, Sertoli hiicre stimiilasyonunun
potansiyel mekanizmasinin lokal ATP salinimiyla ilgisini
kanitlamislardir. Neticede de, kalsiyum salinimina baglh
olarak enerji metabolizmasindaki degisiklikler incelendi-
ginde testiste kalsiyum regiilasyonunun esas elementinin
mitokondri oldugunu ortaya koymuslardir (35).

OA ve NOA' bireylerin Sertoli hiicrelerinde mitotra-
ker ile yapilan boyamada, NOAl1 bireylerin Sertoli hiicre-
leri OAlilara gore daha az oldugu saptandi. Cesitli hiicre
grubu ve dokulardaki mitokondrial disfonksiyonlar birta-
kim hastaliklarla iliskilendirilmistir. Literatiirti taradig1-
mizda Sertoli hiicrelerinde mitokondri sayisini arastiran
bir ¢alismaya rastlamadik. Bizim ¢alismamizda NOA
hastalarimizin Sertoli hiicrelerinde mitokondri sayisinin
az oldugunun tespit edilmesi 6nemli bir bulgudur. Mito-
kondri sayis1 azalan tiimor hiicrelerinde glikolitik yolagin
aktive olmasi Warburg etkisi olarak bilinmektedir (35).
Hastalarimizn mitokondri sayisinda azalma olmasinin
yant sira, glikolitik yolak enzimlerinde de kontrole gore
onemli bir azalma saptanmasi, Sertoli hiicrelerindeki
metabolik disfonksiyonun sperm hiicre gelisiminde, do-
layisiyla infertilitede 6nemli rolii oldugunu desteklemek-
tedir. Bu konuda yapilacak daha fazla sayida ve protein
diizeyinde caligmalar ile desteklenerek Sertoli hiicresinde
glikolitik yolak, mitokondri say1 ve fonksiyonlarinin de-

40

tayl sekilde ¢aligilmasi, idiyopatik infertilite, azoospermi
etyolojisinin aydinlatilmasi ve tedavisinde yeni ufuklar
acabilecek olmasi bakimindan 6nemlidir.

Kaynaklar

1.  Grisworld MD. The central role of Sertoli cells in sperma-
togenesis. Semin Cell Dev Biol 1998; 9:411-416.

2. Alves MG, Rato L, Carvalho RA et al. Hormonal control
of Sertoli cell metabolism regulates spermatogenesis. Cell
Mol Life Sci 2013;70:777-793.

3. Benahmed M. Growth factors and cytokines in the testis.
In:Combhaire FH, ed. Male Infertility. Chapman and Hall
Medical 1996 ; 324-336.

4. Dorrington JH, Kahn SA. Steroid production, metabolism,
and release by Sertoli cells. In: Russell LD, Griswold MD,
eds. The Sertoli Cell. Clearwater, FL: Cache River Press
1993; 537-549.

5. Mruk DD, Cheng CY. Sertoli-Sertoli and Sertoli-Germ
Cell Interactions and Their Significance in Germ Cell Mo-
vement in the Seminiferous Epithelium during Spermato-
genesis. Endocrine Reviews 2004; 25:747-806.

6. Hunter D, Anand-Ivell A, Danner S, Ivell R. Models of in
vitro spermatogenesis. Landes Bioscience 2012; 2: 1 - 12.

7. Chehtane M, Khaled AR. Interleukin-7 mediates glucose
utilization in lymphocytes through transcriptional regula-
tion of the hexokinase IT gene.American Journal of Physio-
logy - Cell Physiology 2010; 298:1560-1571.

8. Martins AD, Alves MG, Simoes VL et al. Control of Ser-
toli cell metabolism by sex steroid hormones is mediated
through modulation in glycolysis-related transporters and
enzymes. Cell Tissue Res 2013;354:861-868.

9. Heinrichs M, Jacobasch G, Scheiner-Bobis K et al. Human
erythrocyte pyruvate kinase (L/R-piruvat kinaz): produc-
tion and characterization of a monoclonal antibody. Bio-
med. Biochim Acta 1987; 46: 223-228.

10. Mazurek S, Grimm H, Oehmke M et al. Tumor M2-Piruvat
Kinaz and glutaminolytic enzymes in the metabolic shift of
tumor cells. Anticancer Res 2000; 20: 5151- 5154.

11. Hawtrey C, Goldberg E. Differential Synthesis of LDH In
Mouse Testes. Annals of the New York Academy of Scien-
ces 1968; 151: 611-615.

12. Mita M, Hall PE. Metabolism of round spermatid from
rats: Lactate as the preferred substrate. Biol. Reprod 1982;
26:445-455.

13. Bajpai M, Gupta G, Setty BS. Changes in carbohydrate me-
tabolism of testicular germ cells during meiosis in the rat.
Eur J Endocrinol 1998; 138:322-7.

14. Grootegoed JA , Den Boer PJ. Energy metabolism in sper-
matids: a review. In Cellular and Molecular Events in Sper-
miogenesis. Cambridge University Press 1989;193-215.

15. Urner F, Sakkas D. A possible role for the pentose phospha-



Aydos ve ark.

Azoospermi ve enerji metabolizmasi genleri

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

te pathway of spermatozoa in gamete fusion in the mouse.
Biol Reprod 1999; 60:733-9.

Gupta GS. LDH-C4: A Unique Target of Mammalia Sper-
matozoa. Clin Rev Biochem Molec Biol 1999; 34:361-385.
Cahn RD, Zwilling E, Kaplan NO, Levine L. Nature
and Development of Lactic Dehydrogenases. Science
1962;136:962-969.

Markert CL, Holmes RS. Lactate dehydrogenase isozymes
of the flatfish, Pleuronectiformes: kinetic, molecular and
immunochemical analysis. J. exp. Zool 1969; 171: 85-104.
Burgos C, Maldonado C, Gerez de Burgos NM, Aoki A,
Blanco A. Intracellular localization of the testicular and
sperm-specific lactate dehydrogenase isozyme C4 in mice.
Biol Reprod 1995;53:84-92.

Ramalho-Santos ], Amaral A, Sousa AP et al. Probing the
Structure and Function of Mammalian Sperm using Opti-
cal and Fluorescence Microscopy. In Modern Research and
Educational Topics in Microscopy 2007:1;394-402.

Aitken ], Auger J, Baker HWG et al. WHO laboratory ma-
nual for the examination and processing of human semen
- 5th ed: World Health Organization 2010.

Koppenol WH, Bounds PL, Dang CV. Otto Warburg’s
contributions to current concepts of cancer metabolism.
Nat Rev Cancer 2011;11:325-337.

Anway MD, Folmer J, Wright WW, Zirkin BR .Isolation of
sertoli cells from adult rat testes: an approach to ex vivo
studies of sertoli cell function. Biology of Reproduction
2003;68 : 996-1002.

Alcivar AA. DNA methylation and expression of the genes
coding for lactate dehydrogenases A and C during rodent
spermatogenesis. Biol. Reprod 1991; 44:527-535.

Jen J, Deschepper CE Shackleford GM, Lee CYG. Stage-
specific expression of the lactate dehydrogenase-X gene in
adult and developing mouse testes. Mol. Reprod. Dev 1990;
25:14-21.

Thomas K, Del Mazo J, Eversole P, Bellve A, Hiraoka Y, De-
velopmental regulation of expression of the lactate dehy-
drogenase (LDH) multigene family during mouse sperma-
togenesis. Development 1990; 109, 483-493.

Rato L, Alves MG, Socorro S et al. Metabolic regulation is
important for spermatogenesis, Nature Reviews Urology

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

2012; 9:6, 330-338.

Boussouar F, Rene EG, Jingwei J, Mohamed B. Tumor nec-
rosis factor-a stimulates lactate dehydrogenase A expressi-
on in porcine cultured Sertoli cells: mechanisms of action.
Endocrinology 1999;140: 3054-3062.

Nehar D, Mauduit C, Boussouar F , Mohamed B. Tumor
necrosis factor-a-stimulated lactate production is linked to
lactate dehydrogenase A expression and activity increase
in porcine cultured Sertoli cells. Endocrinology 1997: 138;
1964-1971.

Nehar D, Mauduit C, Boussouar F , Mohamed B. Interleu-
kin 1a stimulates lactate dehydrogenase A expression and
lactate production in cultured porcine Sertoli cells. Biol.
Reprod 1998; 59, 1425-1432.

Riera ME Meroni SB, Schteingart HE, Pellizzari EH, Ci-
gorraga SB. Regulation of lactate production and glucose
transport as well as of glucose transporter 1 and lactate
dehydrogenase A mRNA levels by basic fibroblast growth
factor in rat Sertoli cells. J. Endocrinol 2002 ;173, 335-343.
Grataroli R, Boussouar F , Mohamed B. Role of sphingo-
sine in the tumor necrosis factor a stimulatory effect on
lactate dehydrogenase A expression and activity in porcine
Sertoli cells. Biol. Reprod 2000 ; 63: 1473-1481.

Rhoden EL, Morgentaler A. Treatment of testosterone-in-
duced gynecomastia with the aromatase inhibitor, anastro-
zole. Int ] Impot Res 2004;16:95-7.

Otasevic V, Korac A, Vucetic M et al. Is manganese (II)
pentaazamacrocyclic superoxide dismutase mimic benefi-
cial for human sperm mitochondria function and motility?
Antioxid Redox Signal 2013;18:170-178.

Veitinger S, Veitinger T, Cainarca S, et al. Purinergic signal-
ling mobilizes mitochondrial Ca2+ in mouse Sertoli cells.
The Journal of Physiology 2011;589:5033-5055.

41



