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1 GİRİŞ 

İnfertilite, Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından çifte ait bir sorun olarak 

tanımlanır. Gelişmiş ülkelerde her on çiftten birini etkilediği düşünülmektedir. 

Tedavi yöntemlerinin yaygınlaşmasıyla bazı ülkelerde, in vitro fertilizasyonla 

doğan bebekler, yenidoğanların %4’ünü oluşturmaktadır. İnfertiliteyi çözmek için 

yapılan işlemler yeni nesillerin oluşmasını sağladığı için insanın evrimsel sürecine 

en doğrudan müdahaleleri oluşturmaktadır. Fertilizasyon ve implantasyon, pek 

çok mekanizmayla doğal seçilimi gerçekleştirir. İn vitro fertilizasyonla, bu 

süreçler ve doğal seçilim etkilenmektedir (1). 

İzumo1 proteini spermde bulunan, akrozom reaksiyonu gerçekleştikten 

sonra sperm yüzeyinde görülen ve spermin oosite tutunmasını sağlayan bir 

proteindir. Eksikliğinde ya da işlevi bozulduğunda fertilizasyonun engellenmesi, 

İzumo1 proteinini hayvan deneylerinde cinsiyete özgü infertiliteyle 

ilişkilendirmiştir (2).  

Fertilizasyon ve implantasyon hakkında bilinenler, infertilite şikayetiyle 

başvuran çiftlere, şikayetlerinin nedenini ve çözümünü açıklamak için yeterli 

olmamaktadır. Semen analizinde değerlendirilen parametrelerin normal olduğu 

erkeklerde, sperm genetik materyalini, reaktif oksijen türlerini ya da sperm 

işlevini değerlendirmeye yönelik testlerle tanı koymaya çalışılmaktadır. 

Fizyolojik süreçlerin aydınlatılmasıyla, tanı ve tedavi yöntemleri geliştirilebilir (3, 

4). 
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İzumo1 proteininin fertilizasyondaki önemi düşünülerek planlanan bu 

çalışmanın amacı; açıklanamayan infertilite şikayetiyle başvuran erkek hastalarla, 

fertilizasyon sorunu olmayanların spermleri arasında, akrozom reaksiyonu 

sonrasında İzumo1 proteininin ifadelenmesindeki farkı araştırmaktır. İkincil 

amaçlar ise semen analiziyle değerlendirilen parametreler ile sperm kromatin 

yoğunlaşmasının, CD46 ve İzumo1 protein ifadelenmeleri ile ilişkisini 

göstermektir.  
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2 GENEL BİLGİLER 

2.1 Spermatogenez 

Erkek üreme hücresi (gamet) olan sperm üretimine spermatogenez denir. 

Spermatogenez, erkek üreme sistemi organları içerisinde gerçekleşir. Erkek üreme 

sistemi organları; testis, kanal sistemini oluşturan yapılar, salgı bezleri ve penisten 

oluşur (5). 

2.1.1 Testis 

Testisler; skrotum içine yerleşmiş oval şekilli bir çift tübüloalveolar, 

birleşik tipte salgı bezidir. Abdominal kavite dışında yerleşmiş olması 

spermatogenez için gerekli 34-35
o
C’lik sıcaklığın sağlanması için gereklidir (5). 

Testisler dışardan tunika albuginea adı verilen bağ dokudan bir kılıfla 

çevrilidir. Bu kılıfın iç kısmında kan damarları içeren gevşek bağ dokusu, tunika 

vasküloza bulunur. Rete testisin bulunduğu mediastinum bölgesinde kalınlaşan 

bağ dokusu kapsül organın içine doğru girerek oluşturduğu fibröz septalarla 

organı 250-300 lobüle böler. Her lobül 1-4 arasında değişen seminifer tübül 

içermektedir (5, 6).  

Seminifer tübüller yaklaşık 150 m çapında ve 80 cm uzunluğunda, iki 

ucu rete testise açılan “U” şeklinde kanal yapısındadır. Seminifer tübül epiteli, 

Sertoli hücreleri ve spermatogenik hücrelerden oluşan özel bir çok katlı epitel 

yapısındadır. Tunika propriya özel bir bağ dokusu yapısındadır. Seminifer 

tübülleri çevreleyen bazal lamina, miyoid hücreler ve kollajen fibrillerden zengin 

bir bağ dokusu ile çevrilidir (5, 6). 
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Sertoli hücreleri, spermatogenez için fonksiyonel ve metabolik desteği 

sağlayan prizmatik şekilli hücrelerdir. Puberteye kadar seminifer epitelin baskın 

hücre tipidir ve yaşlanmayla birlikte spermatogenezin azalması ile tekrar bu 

özelliklerini geri kazanırlar. Puberteden sonra mitoz bölünme gerçekleştirmezler. 

Çekirdek hücrenin bazaline yerleşmiştir ve büyük çekirdekçik izlenir. Çekirdekçik 

yanlardan karyozom adı verilen kendine has üç parçalı yapıda, RNA ve DNA 

içeren cisimcik çifti tarafından kuşatılmıştır. Sertoli hücreleri arasındaki yan yüz 

bağlantılarıyla kan testis bariyeri oluşur ve epitel bazal ve luminal kompatmana 

ayrılır. Kan testis bariyeri, zonula okludens, makula adherens ve oluklu 

bağlantılar gibi yan yüz bağlantıları içerir. Sertoli hücrelerinin yan yüzlerinde 

bulunan girintilerde spermatogenik hücreler yerleşiktir (5-7). Sertoli hücrelerinin 

seminifer tübül sıvısını salgılamak, fagositoz yapmak gibi görevleri de 

bulunmaktadır. Germ hücrelerinin sayısının sınırlandırılması Sertoli hücrelerinin 

görevidir ve türe özgüdür. Spermatogenezin hormonal kontrolü Sertoli 

hücreleriyle sağlanır (5, 6, 8). 

2.1.2 Spermatogenez Aşamaları 

Spermatogenez; mitoz bölünmelerin gerçekleştiği spermatogonyal 

aşama, mayoz bölünmenin gerçekleştiği spermatosit aşaması ve spermatidlerin 

olgun sperm hücrelerine farklılaştıkları spermatid aşaması olmak üzere üç 

aşamada incelenebilir (6). 

2.1.2.1.1 Spermatogonyal Aşama 

Seminifer tübül epitelinde kalıcı hücre popülasyonunu oluşturan Sertoli 

hücrelerinin yanı sıra spermatogenik hücreler bulunur. Puberteyle birlikte 
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primodial germ hücrelerinden köken alan spermatogenik kök hücreler (SKH) 

mitoz bölünmeyle çoğalırlar.
 

Spermatogenik hücre dizisinin ilk hücresi 

spermatogonyumlardır. Spermatogonyumlar bazal membranın hemen üstünde, 

kan testis bariyerinin dışına yerleşirler. Tip A ve tip B olmak üzere iki ana sınıfta 

incelenirler (5, 6). 

Tip A spermatogonyum: Oval ökromatik çekirdek, çekirdek zarına 

tutunmuş çekirdekçik içerir. Çekirdeğin koyu ya da açık olmasına göre tip A 

koyu ya da tip A açık olarak alt sınıflara ayrılır. Tip A koyu 

spermatogonyumların spermatogenik kök hücreler olduğu düşünülmektedir 

Farklanmamış tek spermatogonyum As(single) olarak adlandırılır ve ID4
+
, BMI1

+
, 

PAX7
+ 

olarak belirlenir. Mitoz bölünmeyle çoğaldıkça önce çift Ap(paired) sonra 

sıralı Aa(alinged) olarak adlandırılır (5, 6, 9). 

Tip B spermatogonyum: Yuvarlak çekirdek, çekirdek zarıyla ilişkili 

heterokromatin alanlar, merkezi çekirdekçik görülür (5). 

Spermatogenezin uzun yıllar devam etmesi kök hücre havuzunun 

sürekliliğinin sağlanması ile oluşur. Üretilen sperme karşılık kök hücrelerin de 

sayıca artması gerekir. Bu denge moleküler düzenlemelerle gerçekleşir. 

Spermatogenik kök hücrelerin c-kit tirozin kinaz reseptörüne, Sertoli hücresinden 

salgılanan kök hücre ligandı (stem cell ligand) bağlanarak kök hücrelerin 

farklanmasını uyarır. Kök hücrede c-kit tirozin kinaz reseptörü gen ekspresyonu, 

promiyelositik lösemi çinko parmak (Plzf: Promyelocytic leukemia zinc finger) 

transkripsiyon faktörü ile baskılanır ve kök hücre yenilenmesi engellenir. Retinoik 

asit, Plzf transkripsiyon faktörünü baskılayarak yenilenme sürecini başlatır. 
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Spermatik kök hücrelerde retinoik asit- Plzf üzerinden sağlanan c-kit gen 

ifadelenmesinin düzenlenmesi otoregülatuvar yolak olarak adlandırılır. Folikül 

uyarıcı hormon (FSH: follicule stimulating hormon), Sertoli hücrelerinden, Glial 

hücre hattı kaynaklı nörotrofik faktör (GDNF: Glial cell line-derived neurotrophic 

factor) salgılatır. GDNF, spermatogenik kök hücrelerdeki GDNF aile reseptörü 1 

(GFR1: GDNF family receptor 1) reseptörüne bağlanır. GFR1 ilişkili RET’in 

intrasellüler parçasında gerçekleşen fosforilasyonla spermatogenik kök hücre 

farklanması uyarılır. Sertoli hücresiyle düzenlenen GDNF- GFR1- RET ve kök 

hücre ligandı- c-kit reseptörü ilişkileri parakrin yolak olarak adlandırılır (5). 

2.1.2.1.2 Spermatosit Aşaması 

Tip B spermatogonyum, son mitoz bölünmeyi gerçekleştirdikten sonra 

oluşan yavru hücreler, DNA sentez (S) fazını tamamladıktan sonra mayoz 

bölünmenin profaz fazına girer. Primer spermatositler birinci mayoz bölünmeyi 

gerçekleştirecek olan hücrelerdir. Spermatositler; seminifer tübülün adluminal 

kompartmanında, yerleşirler. Mayoz bölünme kan testis bariyerinin içinde 

gerçekleşir. Birinci mayoz bölünme tamamlandıktan sonra oluşan yavru hücreler 

sekonder spematosit adını alırlar. Sekonder spermatositler DNA sentezi olmadan 

ikinci mayoz bölünmeyi gerçekleştirirler. Her sekonder spermatositten iki 

spermatid oluşur (5, 10). 

2.1.2.1.3 Mayoz Bölünme 

Eşeyli üreme pek çok ökaryotik canlının genetik çeşitliliğini sağlayan 

mekanizmadır. Mayoz bölünme çeşitliliğin sağlanması için ilk adımdır. Sentez (S) 

aşamasında DNA miktarını ikiye katlayan hücre, G2 (Gap 2) aşamasını 
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tamamlayıp mayoz bölünme evresine ulaşır. Birinci mayoz bölünmenin yaklaşık 

10 gün süren uzun bir profaz evresi vardır. Profazın alt evreleri leptoten, zigoten, 

pakiten, diploten, diakinez olarak sıralanır. Leptoten evresinde, iki kardeş 

kromatid içeren kromozom çiftleri, çekirdek zarına tutunmuş ipliksi 

görünümdedirler. Zigoten evresinde, homolog kromozomlar arasında çekirdek 

zarına bağlı kısımlardan başlayarak sinaptonemal kompleksler oluşur. Pakiten 

evresinde, sinaptonemal kompleks tüm homolog kromozom boyunca tamamlanır. 

Kardeş olmayan kromatidler arasında parça değişimi (crossing-over) gerçekleşir. 

Diploten evresinde sinaptonemal kompleksler ayrılır. Diakinez evresinde ise 

kromozomlar birbirinden uzaklaşır. Uzun profaz evresini izleyen metafaz, anafaz 

ve telofaz evreleriyle birinci mayoz bölünme tamamlanır ve yavru hücreler oluşur. 

İkinci mayoz bölünme için DNA üretimi sadece hasar onarımı için gereklidir. 

Kardeş kromatidler birbirinden ayrılarak haploid yapıda yavru hücreler oluşur. 

Kardeş olmayan kromatinler arasındaki genetik materyalin değişimi, maternal ve 

paternal kromozomların yavru hücrelere rastgele dağıtılması genetik çeşitliliği 

sağlayan yollardır (2, 5). 

2.1.2.1.4 Spermatid aşaması 

Spermatidler hücre bölünmesi gerçekleştirmezler, morfolojik değişimler 

geçirirler. Haploid spermatidler Sertoli hücresinin sitoplazmasındaki nişlerde 

erken (yuvarlak) spermatid ve apikal yüzündeki derin invajinasyonların 

oluşturduğu kriptalarda bulunan geç (elonge) spermatid olarak ikiye ayrılır. 

Spermiasyon, Sertoli hücrelerinin apikal yüzeyinde olgun spermatidin başını 

çevreleyen bölgede bulunan F- aktin içeren halkalar ile spermatidlerin lümene 
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itilmesidir. Spermatidler çekirdeğin karşıt kutuplarında konumlanmış Golgi- 

akrozom- akroplakzom kompleksi ve bağlantı parçası nedeniyle oldukça polarize 

hücrelerdir. Spermatogenezin son aşaması olan spermiyogenez, meydana gelen 

dört temel değişimle olgun spermatidlerin oluşmasını sağlar (5). 

Akrozom gelişimi: Hidrolitik enzimler içeren akrozom dört evrede oluşur. 

Golgi evresinde, hiyalüronidaz, proakrozin ve diğer hidrolitik enzimleri içeren 

proakrozom vezikülleri, Golgi organından akroplakzoma, mikrotübüller ve aktin 

mikrofilamentleri üzerinde, motor proteinler aracılığı ile taşınırlar. Akroplakzom 

çekirdek zarı ilişkili aktin- sitokeratin içeren iskelet tabakasıdır. Proakrozomal 

veziküller burada birbirlerine bağlanarak önce akrozomal vezikülü sonrasında 

akrozomal keseyi oluştururlar. Başlık evresinde, büyüyen akrozomal kese uzayan 

çekirdekle paralel olarak kaudal inişini başlatır. Akroplakzom, keratin ara 

filamentlerini içeren desmozom benzeri marjinal halka ile çekirdek zarına 

bağlıdır. Bu bağlantıyla akrozomun dar iniş girintisi desteklenir ve akrozom başlık 

şeklini alır. Spermiyogeneze özgü nükleoiskelet ve sitoiskelet bağlayıcı protein 

(LINC: for linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) ile yoğun çekirdek 

laminası ile akroplakzomun F-aktin proteinleri bağlanır. Akrozomal ve 

olgunlaşma evresinde akrozom- akroplakzom uzayan sperm başına uygun şekil 

alır (5, 11). 

Manşet gelişimi: Akrozom gelişiminin başlamasından sonra akrozom-

akroplakzom kompleksinin kaudal kısımda mikrotübül içeren bir manşet 

gelişmeye başlar. Marjinal halkanın kaudalinde perinükleer halka bulunur. 

Perinükleer halkadan kaudale doğru uzanan mikrotübüller, organellerin 
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düzenlenmesinde ve motor proteinlerle birlikte intraflajellar iletimde rol oynarlar. 

Sperm başını çevreleyen Sertoli hücrelerinde bulunan F-aktin ve mikrotübüllerle 

sperm başının uzaması gerçekleşir. Bu sistemde oluşan hatalar sperm baş 

anomalileriyle sonuçlanır (5, 12). 

Kuyruk gelişimi: Sentriol çiftinin, çekirdeğin Golgi kutbundan karşıya 

doğru göçüyle kuyruk gelişimi başlar. Distal sentriolden kuyruğun aksonemi 

gelişirken, proksimal sentriol ve perisentriol matriks bağlantı parçasını oluşturur. 

Bağlantı parçası spermin dalga benzeri hareketiyle oluşan mekanik stresten 

etkilenen kısmıdır.  (5) 

Çekirdek kromatininin yoğunlaşması ve çekirdeğin şekillenmesi: 

Somatik histon proteinlerinin, arjinin ve lizinden zengin protaminlerle değişmesi 

sonucu DNA’nın sabitlenmesi ve korunması sağlanır. Spermlerde protaminin az 

olması DNA bütünlüğünün ve canlılığın azalmasıyla korelasyon gösterir. 

Çekirdek kromatininin yoğunlaşmasından sonra RNA transkripsiyonu olmaz (5, 

13). 

Spermatidin olgunlaşma sürecinde mitokondriler, dış yoğun fibrillerle 

çevrili aksonemin proksimal kısmına yerleşirler. Çekirdek yoğunlaşmasını ve 

uzamasını tamamlar. Manşet distale doğru uzanarak ayrılır. Sitoplazmanın fazla 

kısmı (rezidüel cisim) Sertoli hücreleri tarafından fagosite edilmek üzere salınır. 

Olgunlaşma sürecini tamamlayan spermlerin seminifer tübül lümenine salınması 

spermiasyon olarak adlandırılır. Spermiasyon için spermatidleri bağlayan 

sitoplazmik köprüler ayrılır. Spermler, adezyon moleküllerinin yıkılması ve hücre 

iskeleti bağımlı mekanizmalarla Sertoli hücrelerinin apikal kriptlerinden ayrılırlar. 
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Bu spermler pasif hareketle duktus epididimise geçerler ve burada ileri hareket 

yeteneği kazanırlar (5, 12). 

2.2 Spermin Yapısı 

Olgun sperm baş, kuyruk ve bağlantı parçasından oluşur. Bu yapılar hücre 

zarıyla çevrilidir. Baş; uzun ve yoğun bir çekirdek ve çekirdeğin ön yarısını 

kaplayan akrozomdan oluşur. Akrozom, proteaz, hyaluronidaz, asit fosfataz gibi 

hidrolitik enzimleri içerir ve akroplakzomla çekirdek zarına tutunur. Akrozom, 

anterior akrozom ve posterior akrozom (ekvatoryal bölge) olarak iki bölgeye 

ayrılır. Akrozomun altında kalan kısım postakrozomal bölge olarak isimlendirilir. 

Sperm yüzeyinden çekirdeğe doğru hücre zarı, dış akrozom zarı, iç akrozom zarı 

ve çekirdek zarı olmak üzere dört zar yapısı görülür. Bağlantı parçası, sentriol 

çiftinden oluşur. Proksimal sentriol bağlantı parçasını çekirdek zarına bağlarken 

distal sentriol aksonemi oluşturur. Bağlantı parçası, fiziksel bağlantı sağlamasının 

yanında miyozinle ilişkili protein bağlantıları sayesinde sperm hareketinde 

etkilidir. Kuyruk; orta parça, ana parça ve son parça olmak üzere bölümlere 

ayrılır. Orta parça, sarmal düzenlenmiş mitokondriler, dış yoğun fibriller ve 

aksonemi içerir. Ana parça, kuyruğun en uzun kısmıdır. Merkezdeki aksonemi 

çevreleyen dış yoğun fibriller ve fibröz kılıftan oluşur. Dış yoğun fibriller orta 

parçada dokuz, ana parçada yedi adettir. Fibröz kılıf, uzunlamasına iki kolon ve 

kolonlarla ilişkili ortak merkezli yarı halkalardan oluşur. Dış yoğun fibriller ve 

fibröz kılıf spermin ileri hareketi sırasında sağlam bir yapı iskelesi olarak görev 

yapar. Kuyruğun son kısımda sadece aksonem görülür (5, 11, 12). 



 

11 

 

Testislerde üretilen spermin fertilizasyonu gerçekleştirebilmesi için 

epididimiste olgunlaşma ve dişi genital kanalda kapasitasyon süreçlerini 

tamamlaması gerekir (14). 

2.3 Spermin Olgunlaşması 

Spermin olgunlaşması; epididimiste morfolojik, biyokimyasal ve 

fizyolojik değişimler geçirerek ileri hareket yeteneği kazanmasıdır. Epididimis 

uzun kıvrımlı bir tüp yapısında olup dört ana bölümde incelenir: Başlangıç, baş, 

gövde ve kuyruk. Başlangıç kısmı kemirgenlerde belirginken insanda ayırt etmesi 

güçtür. Epididimisin farklı bölümlerinde, protein düzenlenmesinin ve lümendeki 

iyon konsantrasyonlarının değişmesi olgunlaşma için önemlidir. Epididimisin baş 

bölümünde görülen spermler olgunlaşmalarını tamamlamamışlardır. Kuyruk 

bölümünde ise olgunlaşmış olarak izlenirler. İnsan ve diğer memelilerde yapılan 

çeşitli araştırmalarda epididimisin baş ve kuyruk bölümünden alınan spermlerde 

morfolojik, proteomik, glikokaliks yapısı, sinyal yolaklarının uyarılması gibi 

farklılıklar görülmüştür. Morfolojik değişime neden olan sitoplazmik 

damlacıkların kuyruğun orta parçasından kaudale göçü enerji metabolizması ve 

iyon homeostazı açısından önemlidir. Epidimozom adı verilen veziküllerle, 

epididimis epitelinden sperme protein, lipit, RNA aktarımı yapılır ve bu 

veziküllerin içerikleri epididimisin bölgelerine göre değişim gösterir. Olgunlaşma 

sırasında sperm hücre zarında şeker ve lipit profilinde görülen değişimlere bağlı 

olarak zar akışkanlığı artmaktadır. Doymamış yağ oranındaki artış nedeniyle 

oksidatif strese karşı daha hassas olurlar. Sperm testisten ayrıldıktan sonra protein 

sentezi yapmaz. Bu nedenle protein yapısındaki değişimler post-translasyonel 
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yöntemlerle düzenlenir. Protein fosforilasyonu ile fertilizasyon için gerekli 

basamakların düzenlenmesi mümkündür. Fosfataz inhibitörleri ve cAMP gibi 

fosforilasyon yolaklarını etkileyen farmokolojik ajanlarla, spermde kuyruk 

hareketinin in vitro ortamda sağlanması olgunlaşmada sinyal yolaklarının önemini 

göstermektedir. Olgunlaşmanın tamamlanmaması kapasitasyon, akrozom 

reaksiyonu ve fertilizasyon gibi basamakları da etkilemektedir (14, 15). 

2.4 Sperm Kapasitasyonu 

Kapasitasyon dişi genital kanallarında gerçekleşen spermin yapısında 

oluşan biyokimyasal değişikliklerdir. İnseminasyon sonrası dişi üreme kanalında 

ilerleyen spermler isthmusa kadar diğer hücrelerle temas etmeden ilerlerler. Bu 

şekilde dişi bağışıklık sisteminden kaçarlar. İsthmusta ise epitelle ilişki kurarak 

geçici bir rezervuar oluştururlar. Dişi genital kanal sıvılarıyla, sperm hücre 

zarında bulunan glikoproteinler ayrılır. Zarın akışkanlığını azaltan kolesterol 

oksidasyon yoluyla hidrofilik hale getirilir ve albümin gibi taşıyıcılarla zardan 

uzaklaştırılır. Hücre zarındaki değişikliklere bağlı olarak bikarbonat iyonlarının 

sperm içine girişiyle adenil siklaz aktivitesi artışı gerçekleşir ve cAMP seviyesi 

artar. Tirozin fosforilasyonu gerçekleşir. Sperm zarının kalsiyum geçirgenliği 

artar. Ana parçada bulunan pH bağımlı katyon kanallarıyla (CatSper) hücre içine 

doğru kalsiyum akışı başlar ve bu akım spermin baş kısmına doğru devam eder. 

Spermin asidik hücre içi pHsı (6,5) voltaj bağımlı proton kanallarından hücre 

dışına proton atılmasıyla alkali (7,4) hale gelir ve kapasitasyon tamamlanır. 

Zonaya tutunma reseptörleri kapasitasyonun tamamlanmasıyla sperm yüzeyine 

çıkar. Hücre içi kalsiyum artışı ekzositozu uyararak akrozom reaksiyonunu 
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başlatır. Alkalizasyon, sıkıca paketlenmiş kromatinin çözülmesini ve 

hiperaktivasyonu sağlar. Hiperaktivasyon, kuyruğun simetrik düşük genlikli 

hareketten, yüksek genlikli asimetrik hareketlere geçmesi olarak tanımlanır. 

Ovulasyona ilişkin sinyallerin ulaşmasıyla spermler hiperaktive olurlar ve 

rezervuardan ayrılırlar. Folikül hücrelerinden salgılanan bir hormon olan 

progesteron spermler için ovulasyon sinyallerinden biridir. Progesteron, Catsper 

reseptörlerinin duyarlı hale gelmeleri ve hücre içi kalsiyum artışının sağlanması 

ile kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon gibi süreçlerde rol oynar. 

Progesteron bir kemoatraktan olarak spermin fertilizasyon için oosite yönelmesini 

sağlar (5, 14, 16, 17). 

2.5 Fertilizasyon ve İzumo1 

Fertilizasyon spermin oositle birleşerek zigot oluşturmasıdır. Spermlerin 

oosite ulaşmak için kumulus hücrelerini ve zona pellusidayı geçmeleri gerekir. 

Kumulus hücreleri arasında kuyruk hareketiyle ilerleyen spermler akrozom 

reaksiyonu ile enzimatik olarak hücreler arası bağları yıkarlar. Kapasitasyon 

sırasında gerçekleşen hücre içi kalsiyum artışı sonrası akrozomun dış zarı hücre 

zarıyla birleşerek akrozomal enzimlerin ekzositozu gerçekleştirilir. Hiyalüronidaz 

korona radiatada bulunan kumulus hücrelerinin arasında bulunan matriksi yıkar. 

Oosit çevresinde mikrofilamentlerin kovalent olmayan bağlarla oluşturduğu ağsı 

yapı spermin tutunmasını sağlayan glikoproteinler içerir. Farelerde bulunan ZP1, 

ZP2, ZP3 glikoproteinlerine ek olarak insanda ZP4 glikoproteini bulunmaktadır. 

Spermin ZP3’ün O-oligasakkaritine bağlanmasıyla akrozin salgılanır. ZP3 türe 

özgü bağlanmayı kontrol eder. Fertilizasyon sonrası oositte hücre içi kalsiyum 
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artışı gerçekleşir. Oosit periferinde yer alan kortikal granüller ekzositozla 

ovastasin proteazını salgılarlar. Kortikal reaksiyon olarak adlandırılan bu olay 

ZP3’ten oligosakkaritlerin ayrılmasını ve ZP2’nin parçalanmasıyla yeni 

spermlerin zona pelusidaya tutunmasını engeller (2, 5, 11). 

Akrozom reaksiyonu, anterior akrozomda dış zar ve hücre zarının 

birleşmesiyle gerçekleşir. Ekvatoryal segment reaksiyona katılmaz. Bu nedenle 

akrozomal reaksiyon için kullanılan bazı belirteçler, süreç içinde farklı alanlarda 

gözlenir. Kompleman düzenleyici protein 46 (CD46), tip 1 zar glikoproteinidir. 

Spermde iç akrozom zarında yerleşmiştir ve akrozom reaksiyonu belirteci olarak 

kullanılır. CD46 akrozom stabilizasyonu sağlayarak kendiliğinden gerçekleşen 

akrozom reaksiyonunu azaltır. Anti-CD46 antikorları insan sperminin zona 

penetrasyonunu azaltır (11, 18). 

2.5.1 İzumo1 ve Juno 

Akrozom reaksiyonu sonrası zonayı geçen sperm zarı oosit zarına tutunur. 

Bu tutunma sperm İzumo1 ve oosit Juno proteinleri ile gerçekleşir (11). 

İzumo1, ismini Japon evlilik tapınağından alan bir transmembran 

proteinidir. İzumo1 yapısal olarak; IZUMO parçası, immunglobulin benzer 

ekstrasellüler kısım ve kısa sitoplazmik kuyruktan oluşur. N-terminalde bulunan 

IZUMO parçası -heliks yapısıyla sperm oosit adezyonundan sorumludur (19). 

Epididimiste post-translasyonel modifikasyon olarak İzumo1 fosforilasyonu 

gerçekleşir (20). İzumo1 akrozom reaksiyonunu gerçekleştiren spermin açığa 

çıkan iç akrozom zarında görülür (11). İzumo1’in akrozom reaksiyonu 

sonrasındaki yerleşimi apikal bölgeden ekvatoryal segmente doğru yayılan 
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dinamik bir olaydır (21). Oosit yüzeyinde bulunan Juno, İzumo1 reseptörüdür ve 

folat reseptör ailesinin üyesidir. İzumo1 ve Juno birleşerek zar füzyonunu başlatır. 

Sperm oosit füzyonu ekvatoryal segmentten başlar, oosit sitoplazmasına alınarak 

internalizasyonla tamamlanır (22). Sperm spesifik fosfolipaz C zeta (PLC) ile 

oositte kalsiyum dalgalanması oluşur. Kalsiyum dalgalanması sonrasında oosit 

ikinci mayoz bölünmesini tamamlar. Sperm protaminleri oositten gelen histonlarla 

yer değiştirir. Kortikal granüller ekzositozla kortikal reaksiyonu gerçekleştirir. 

Juno ve İzumo1 veziküllerle perivitellin aralığa dağılarak polispermiyi önlemeye 

yardımcı olur (5, 23).  

2.6 İnfertilite 

Dünya Sağlık Örgütü infertiliteyi, bir yıl korunmasız cinsel ilişki sonrası 

gebeliğin oluşmaması olarak tanımlar. Çiftlerin yaklaşık %15’i ilk bir yılda 

gebelik oluşturamaz. Tanı için yapılan rutin incelemelerde çiftlerin %10-15’inde 

infertiliteyi açıklayacak neden bulunamazken (açıklanamayan infertilite), geri 

kalan kısımda erkeğe ilişkin faktörler %45-50’yi oluşturur (24). 

2.6.1 Erkek İnfertilitesinin Değerlendirilmesi 

Erkek infertilitesi değerlendirilirken öykü ve fizik muayene sonrası 

uygulanan ilk test semen analizidir. Semen en az iki en çok yedi günlük cinsel 

perhiz sonrası tercihen mastürbasyonla toplanarak değerlendirilir. Cinsel perhiz 

süresinin kısa olması sperm sayısının, uzun olması ise sperm hareketliliğin 

azalmasına neden olur. Semen değerlendirilmesinin yapılması için beş ile otuz 

dakika arası oda sıcaklığında ya da inkübatörde likefiye olmalıdır (sıvılaşmalıdır). 

Semenin likefiye olması prostat salgılarına, koagüle olması ise seminal vezikül 
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salgılarına bağlıdır. Semenin viskozitesi, kokusu, rengi, hacmi değerlendirilir. Faz 

kontast mikroskobuyla Makler kamara, hemositometre gibi sayım kamaralarına 

alınan semende hücre sayımı yapılır, sperm hareketleri incelenir. Sperm 

hareketleri hareketsiz, yerinde hareketli, ileri doğru hareketli olarak 

değerlendirilir. Dünya Sağlık Örgütü’nün tanımladığı normal semen parametreleri 

Tablo1’de belirtilmiştir (10, 25, 26). 

Tablo 1: Dünya Sağlık Örgütü’nün tanımladığı normal semen parametreleri (25) 

Hacim 1,5 ml İleri hareketlilik %32 

Sperm konsantrasyonu 15x10
6
/ml Canlılık %58 

Toplam sperm sayısı 39x10
6
 pH 7,2 

Toplam hareketlilik  %40 Normal morfoloji %4 

 

Rutin semen analizi dışında semende ileri değerlendirmeler yapılabilir. 

Spermin antikorlarının değerlendirilmesi, akrozom reaksiyonunun 

değerlendirilmesi, zona bağlanma testleri ve sperm kromatin yapısının 

incelenmesi, DNA kırıklarının belirlenmesi gibi testlerle tanının konması ve 

uygun tedavinin planlaması amaçlanır (26). 

Sperm DNA hasarı, rutin değerlendirmede incelenmeyen ancak 

fertilizasyona engel olabilen parametrelerden biridir. DNA hasarı spermde reaktif 

oksijen türleri, anormal paketlenme, tamir mekanizmalarının yetersizliği gibi 

nedenlere bağlı olarak görülebilir. DNA hasarı sonucunda apopitozis, 

inflamatuvar yanıt, fertilizasyon oranında düşüş ya da embriyo kaybı gibi 

istenmeyen olaylar görülebilir. Kromatin yoğunlaşmasını tamamlamayan 

spermlerde DNA hasarı gelişme riski artar. Kromatin yoğunlaşması sırasında 
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bazik histon proteinleri asidik protaminlerle değiştirilir. Asidik anilin mavisiyle 

pozitif reaksiyona giren histon proteinleri koyu renkte izlenirken, protaminler açık 

renkli izlenirler (25-27).  

2.6.2 İnfertilite Tedavisinde Sperm Kullanımı  

Yardımcı üreme tekniklerinde spermin kullanılabilmesi için farklı hazırlık 

yöntemleri kullanılır. Bu yöntemlerde fertilizasyon ve embriyo gelişimi için en 

uygun spermin seçilmesi amaçlanır. Tedavide kullanılacak spermler çoğunlukla 

mastürbasyonla elde edilir. Ejakulatta sperm olmaması (azospermi) gibi 

durumlarda duktus epididimisten ya da testisten girişimsel olarak alınabilir. Elde 

edilen spermlerin in vitro olarak fizyolojik basamakları taklit edecek şekilde 

korunması ve işlem görmesi esastır. Semendeki dekapasitasyon faktörlerinin, ölü 

spermler ve epitel hücrelerinin uzaklaştırılması, hareketli spermlerin elde edilmesi 

için basit yıkama, direkt yüzdürme (swim up) ve kesintili dansite gradyanları 

(density gradient) yöntemleri kullanılır. Hastanın durumu ve tedavi planına göre 

bu yöntemler birlikte kullanılabilir. Sıcaklık pH değişimi, oksidasyon, santrifüj ve 

toksik maddelerin spermler üzerine etkilerini en aza indirmek için protein ve 

tampon içerikli kültür solüsyonları ve inkübatörler kullanılır. Kültür solüsyonları 

kapasitasyonun sağlanması için yaklaşık 4 mg/ml insan serum albümini ve 25 

mmol/L bikarbonat içerir. Kültür solüsyonlarında glikozun gerekli olup olmadığı 

tartışmalıdır. Fertilizasyon aşamasında glikoz içeren solüsyonların kullanılması 

önerilmektedir. Kültür solüsyonlarının uygun koşullarda saklamak, 

kontaminasyonu önlemek, sıcaklık ve pH değişimlerinden kaçınmak, santrifüj 

kuvvet ve süresini en az zararlı ve en etkin olacak seviyede tutmak sperm 
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kalitesini korumak ve fertilizasyon başarısı arttırmak için dikkat edilecek 

noktalardır (10, 25, 26). 

2.6.2.1.1 Basit Yıkama 

Yeterli sperm örneklerinde basit yıkama sonrası elde edilen spermler 

tedavide kullanılabilir. Direkt yüzdürme ve kesintili dansite gradyanları 

yöntemleriyle birlikte de kullanılmaktadır. Semen, eşit hacimli kültür 

solüsyonuyla seyreltilir ve santrifüj edilir. Elde edilen pellet kültür solüsyonuyla 

seyreltilir ve karıştırılır. Tekrar santrifüj edilerek elde edilen pellet kullanılır (10, 

25, 26).  

2.6.2.1.2 Direkt Yüzdürme (swim up) 

Likefiye olmuş semenin üzerine bir mililitre kültür solüsyonunun ayrı bir 

katman oluşturacak şekilde eklenmesi ve bir saat inkübe edilerek hareketli 

spermlerin bu katmana yüzdürülmesiyle yapılır. Öncesinde yıkama işlemi 

yapılabilir ya da semen kültür solüsyonuyla seyreltilebilir. Semenin kültür 

solüsyonunun üstüne eklenerek spermlerin aşağıya doğru yüzdürüldüğü “swim 

down” isimli bir yöntem de vardır (10, 25, 26). 

2.6.2.1.3 Kesintili Dansite Gradyanları 

Semendeki kaliteli spermlerin diğer hücrelerden ve seminal plazmadan 

kısa sürede ayrılabilmesi nedeniyle yaygın olarak kullanılan tekniktir. Farklı 

derişimlerde silan kaplı kolloidal silika partikülleri içeren solüsyonlar hazırlanır. 

Yüksek dansiteli solüsyonun üzerine birbirleriyle karıştırmadan düşük dansiteli 

solüsyon eklenir. Kolloidal silika partikülleriyle sıvı formda bir filtre oluşturulur. 

Semen gradyanların üzerine eklenerek yeni bir katman oluşturulur. Santrifüj 
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edilerek, hareketli spermler diğer hücrelerden ve seminal plazmadan hızlı bir 

şekilde ayrılır. Elde edilen pellet kültür solüsyonuyla karıştırılır ve santrifüj 

edilerek yıkanır. Bu aşamayla spermler silika partikülleri gibi dansite 

gradyanlarının içerdiği maddelerden temizlenir. Elde edilen pellet kültür 

solüsyonuyla karıştırılarak kullanılır (10, 25, 26, 28). 

Semen hazırlama yöntemleriyle elde edilen spermler intrauterin 

inseminasyon (IUI), in vitro fertilizasyon (IVF) ya da intrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonu (ICSI) yöntemlerinde kullanılabilir. İntrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonunda oosit sitoplazmasına bir sperm enjekte edilir. Fertilizasyon için 

sperm seçimi, işlemi uygulayan kişi tarafından sperm hareketi ve morfolojisi 

değerlendirilerek yapılır. Fertilizasyon başarısını arttırmak için sperm seçiminde 

yeni yöntemler geliştirmek amaçlanmaktadır. Daha büyük büyütmelerin 

kullanıldığı, yüksek çözünürlüklü programlarla sperm organel morfolojisi dikkate 

alınarak sperm seçme yöntemi (IMSI: intracytoplasmic morphologically selected 

sperm injection) geliştirilmiştir. Morfolojik olarak en kaliteli spermlerin seçilmesi 

fertilizasyon, implantasyon ve gebelik başarısını arttırırken, kromozom 

anomalileri ve düşük oranlarında da önemli ölçüde düşüş sağlamıştır. 

Uygulamada embriyologların kritik önemi görülmüştür. Yönteme alışma 

süresince uygulama sürelerinin artması işlemin başarısını azaltmıştır. İn vivo 

fertilizasyon için spermlerin dişi genital kanalda kapasitasyonu tamamlaması, 

bağışıklık hücrelerinden kaçması, tuba uterina epiteline tutunup hiperaktivasyonla 

ayrılması, kumulus hücrelerini ve zona pellusidayı geçip oosite ulaşması gerekir. 

Bu basamaklar doğal seçilim sürecini oluşturur ve çeşitli reseptörlerle düzenlenir. 
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Spermde bulunan hiyalüronik asit reseptörleri spermiyogenez sırasında hücre 

zarının şekillenmesinde zona pellusida bağlanma reseptörleriyle birlikte 

oluşturulur ve hiyalüronik asite bağlandığı zaman kuyruk atım frekansını arttırır. 

Hiyalüronan kullanılarak spermlerden hyalüronik asit reseptörleri taşıyanlar, 

kuyruk atımı artmış olarak ayırt edilebilir. Bu yöntemle fizyolojik olarak zona 

pellusidaya bağlanabilecek spermler intrasitoplazmik enjeksiyon için kullanılır 

(PICSI: physiologic intracytoplasmic sperm injection). Hiyalüronana bağlanma 

aynı zamanda DNA bütünlüğünü koruyan spermleri yansıtmaktadır. Fakat 

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonuyla karşılaştırıldığında embriyo kalitesini 

arttırmasına karşın implantasyon oranlarında anlamlı etkisi görülmemiştir. Bu 

örnekler ışığında gelecekte üreme biyoteknolojisinde, in vivo fertilizasyon 

sürecinin moleküler düzeyde tanımlanması, infertilite nedenlerinin aydınlatılması 

ve yardımlı üreme tekniklerinde fizyolojik süreçlere daha uygun yeni yöntemlerin 

geliştirilmesiyle infertilite tedavilerinin başarısı arttırılabilir (26, 29-31). 
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3 GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışma, Gazi Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun 

10.04.2017 tarihli 156 numaralı kararıyla, Sağlık Bilimleri Üniversitesi Etlik 

Zübeyde Hanım Kadın Hastalıkları ve Doğum Hastanesi’nin “90057706-900/ 

EĞİTİM” sayılı izniyle yürütüldü. Haziran 2017- Kasım 2017 tarihleri arasında 

örnekler toplandı. Mart 2018’de değerlendirmeler tamamlandı. Çalışma için proje 

desteği alınmadı. 

Kontrol ve deney grubu olmak üzere iki grup oluşturuldu (32). Gönüllülere 

çalışma hakkında sözlü bilgi verildikten sonra, bilgilendirilmiş gönüllü olur formu 

imzalatılarak sözlü ve yazılı onamları alındı. 

Grup bir (Kontrol, fertil) katılma kriterleri: 

 On sekiz yaşından büyük ve Türkiye Cumhuriyeti vatandaşı olmak, 

 Bir yıl içinde eşinde spontan gebelik sağlamış olmak. 

Grup iki (Deney, açıklanamayan infertilite) katılma kriterleri: 

 On sekiz yaşından büyük ve Türkiye Cumhuriyeti vatandaşı olmak, 

 En az iki yıl korunmasız cinsel ilişkiye karşın eşinde gebelik oluşmaması, 

 Daha önce klinik gebelik oluşturmamış olmak (primer infertilite), 

 Kendisinde ve eşinde infertiliteyi açıklayacak neden belirlenememesi. 

Çalışmadan çıkarılma kriteri: 

 Semen analizinde DSÖ’nün belirlediği normal değerlerin karşılanmaması.  

Gönüllülerden mastürbasyon yoluyla alınan örneklerden semen analizi 

yapıldı (Deney 1). Çekirdek kromatin yoğunlaşması değerlendirildi (Deney 2). 

Kesintili dansite gradyan yöntemi uygulanarak elde edilen spermlerde progesteron 
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yardımıyla akrozom reaksiyonu gerçekleştirilmeye çalışıldı (Deney 3). Akrozom 

reaksiyonunun tamamlanması ve İzumo1 proteinin varlığı immünositokimyasal 

yöntemle değerlendirildi (Deney 4).  

Deney 1: Semen Analizi 

Gönüllülerden üç gün cinsel perhiz sonrası semen örnekleri alındı. Oda 

sıcaklığında otuz dakika likefaksiyon sonrası Makler kamara kullanılarak sayım 

yapıldı. DSÖ’nün belirlediği değerler esas alınarak semen hacmi, sperm 

konsantrasyonu, toplam sperm sayısı, hareketli sperm yüzdesi, ileri hareket eden 

sperm yüzdesi ve sperm morfolojisi değerlendirildi (25).  

Sperm morfolojisinin değerlendirilmesi için on mikrolitre semen lama 

damlatıldı. Temiz bir lam yardımıyla çekilerek ince yayma oluşturuldu. Havada 

kurutulan yayma %4’lük paraformaldehit solüsyonuyla tespit edildi. Tespit 

sonrası on dakika distile suyla yıkanan yaymalar Spermac boyasıyla (LOT: 

FP12S05, FertilPro) üretici talimatı takip edilerek boyandı (33): 

1. Yaymalar A solüsyonuyla (kırmızı) bir dakika boyandı.  

2. Çeşme suyuyla yıkanarak fazla boya uzaklaştırıldı. 

3. B solüsyonuyla (açık yeşil) bir dakika boyandı. 

4. İkinci adımdaki yıkama tekrarlandı. 

5. C solüsyonuyla (koyu yeşil) bir dakika boyandı. 

6. İkinci adımdaki yıkama tekrarlandı. 

7. Havada kurutulan yaymalar ışık mikroskobunda immersiyon yağıyla 1000x 

büyütmede incelendi. 
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Deney 2: Kromatin Yoğunlaşmasının Değerlendirilmesi 

Asidik anilin mavisi boyaması için likefiye olmuş semenden 10l alınarak 

yayma yapıldı. Havada kurutulan yaymalar %4’lük paraformaldehitle oda 

sıcaklığında otuz dakika tespit edildi. Tespit sonrası on dakika distile suyla 

yıkanan yaymalar, beş dakika %2 asetik asit içinde %2,5 anilin mavisi (pH= 3.5) 

(B8563 LOT: SLBQ9814V, Sigma) solüsyonuyla boyandı. Çeşme suyuyla 

yıkanarak fazla boyadan arındırılan yaymalar havada kurutuldu. Işık 

mikroskobunda, immersiyon yağıyla 1000x büyütmede iki yüz sperm 

değerlendirildi (34).  

Deney 3: Semenin Hazırlanması ve Akrozom Reaksiyonu 

Semen kesintili dansite gradyanı yöntemiyle hazırlanıp, bir saat 10 M 

progesteron ile akrozom reaksiyonu gerçekleştirildi. 

Kesintili dansite gradyan yöntemi:  

1ml %90(v/v) medyum üzerine, 1 ml %45(v/v) medyum karıştırılmadan 

eklenerek kesintili dansite grandyanı hazırlandı (SpermRinse LOT: 506342, 

Vitrolife; SpermGrad LOT:506385, Vitrolife). Üzerine semen örneği eklenip on 

dakika 400 g santrifüj edildi. Süpernatan atılıp, pellete 2,5 ml sperm yıkama 

solüsyonu eklendi. 400 g on dakika santrifüj edildikten sonra süpernatan atıldı. 

Pellet akrozom reaksiyonu gerçekleştirmek için ayrıldı (35). 

Akrozom reaksiyonu: 

Kesintili dansite gradyan yöntemi sonrası elde edilen pellete 10M 

progesteron içeren stok kültür solüsyonundan 0,5 ml eklendi (Sperm Rinse LOT: 
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506342, Vitrolife; Progesteron P8783 LOT: SLBQ9723V, Sigma Aldrich). Bir 

saat 37
o
C inkübe edilerek akrozom reaksiyonu gerçekleştirildi (36)  

Deney 4: İzumo1 Proteininin Belirlenmesi 

Akrozom reaksiyonunu gerçekleştirmiş spermlerde İzumo1 proteinin 

belirlenmesi için üçlü immunfloresans çalışma yapıldı. Akrozom reaksiyonunu 

gerçekleştirmiş spermleri göstermek için CD46’ya karşı geliştirilmiş monoklonal 

fare antikoru (sc-166159 LOT: E2416, Santa Cruz Biotechnology), İzumo1 

proteinine karşı geliştirilmiş poliklonal tavşan antikoru (ab211623 LOT: 

GR273252-4, Abcam) kullanıldı (37). CD46 için Alexa Fluor® 488 eşlenik, 

fareye karşı geliştirilmiş sekonder antikor (ab150113 LOT:GR315193-2, Abcam); 

İzumo1 için ise Alexa Fluor® 594 eşlenik, tavşana karşı geliştirilmiş sekonder 

antikor (ab150080 LOT: GR3192711-1, Abcam) kullanıldı. Üçlü immunfloresans 

boyama yöntemi şu şekilde uygulandı: 

Akrozom reaksiyonu için inkübe edilen örnekten polilizinli lama yayma 

yapıldı. Havada kurutulan lamlar %4’lük paraformaldehitle oda sıcaklığında otuz 

dakika tespit edildi. Yaymalarda sperm yoğunluğunun incelemeye uygun olduğu 

alanlar hidrofobik kalemle çevrelendi. Belirlenen alanlar fosfat tampon 

çözeltisiyle (PBS AP-9009-10 LOT: BBI120127, Thermo) üç kez onar dakika 

yıkandı. Antijenlerin ortaya çıkartılması için pH değeri altı olan sitrat tampon 

çözeltisiyle (AP-90003-500 LOT: MK160614, Thermo) ısı yardımıyla antijen 

retrieval aşaması gerçekleştirildi. Örneklerin dehidrate olmamasına dikkat 

edilerek, beşer dakika azalan güçte mikrodalga kullanılarak on beş dakika antigen 

retrieval yapıldı. Oda sıcaklığına gelen örneklerde, üçer kez onar dakika fosfat 
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tampon çözeltisiyle yıkandıktan sonra antikorların özgül olmayan bağlanmasının 

engellenmesi için antijen bloklaması yapıldı. Bunun için yaymalar nemli ortamda 

iki saat süresince 0,3 M glisin (EC 200-272-2 LOT: 110407, Fisher) içeren %1 

BSA- PBS’le (Bovine Serum Albumin, sığır serum albümini; LOT:311008, 

GERBU) inkübe edildi. Yaymalar anti-CD46 (1:50) ve anti-İzumo1 (1:150) 

antikorlarıyla eş zamanlı olarak +4
o
C’de gece boyu inkübe edildi. Fosfat tampon 

çözeltisiyle üç kez beşer dakika yıkandı. Yaymalar karanlıkta Alexa Fluor® 594 

eşlenik antikorla (1:800) aynı anda Alexa Fluor® 488 eşlenik antikorla (1:800) bir 

saat boyunca inkübe edildi. Bu aşamadan itibaren bütün işlemler karanlıkta 

gerçekleştirildi. Üç kez onar dakika fosfat tampon çözeltisiyle yıkama yapıldı. 

Çekirdek boyaması için DAPİ (4',6-Diamidino-2-Phenylindole) içeren kapama 

medyumuyla (ab104139, LOT: GR3182624-4, Abcam) beş dakika inkübe edilen 

yaymalar lamel ile kapatıldı ve ojeyle sabitlendi. Örnekler +4
o
C’de ışık 

almayacak şekilde saklandı. DM 4000 Leica Germany görüntülü analiz sistemleri 

ile 200 spermde floresans ışımalar değerlendirildi (37, 38).  

Çalışmanın istatistiksel değerlendirmeleri SPSS 25.0 programıyla yapıldı. 

Kolmogorov- Smirnov testiyle verilerin dağılımı değerlendirildi. Verilerin normal 

dağılım gösterdiği durumlarda iki grup arasında ortalama değerlerin farkı 

bağımsız t testi ile (ortalama ± standart sapma), değerlerin birbiriyle ilişkileri ise 

Pearson korelasyon analiziyle belirlendi. Verilerin normal dağılım göstermediği 

durumlarda ise iki grup arasındaki farklar Mann Whitney u testiyle, veriler 

arasındaki ilişkiler ise Spearman korelasyon testiyle belirlendi (39, 40).  
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4 BULGULAR 

Çalışma süresince elli yedi (57) gönüllünün bilgilendirilmiş onamları 

alınarak semen değerlendirmesi yapıldı. İki (2) katılımcı sperm sayısının az 

olması (oligozoospermi), beş (5) katılımcı sperm hareketinin az olması 

(astenozoospermi), iki (2) katılımcı ise sperm hareketinin ve sayısının az olması 

(oligoastenozoospermi) nedeniyle çalışmadan çıkarıldı. Kalan on sekiz (18) 

katılımcı kontrol (grup 1: fertil), otuz (30) katılımcı ise deney grubunda (grup 2: 

açıklanamayan infertilite) olmak üzere toplam kırk sekiz (48) katılımcının 

örnekleri değerlendirildi. 

Katılımcıların yaşları değerlendirildiğinde; ikinci grubun yaş ortalamasının 

(31,33  5,222) birinci grubun yaş ortalamasından (29,83  6,308) yüksek olduğu 

görüldü. Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p= 0,378). 

Semen analiziyle aşağıdaki parametreler değerlendirildi: 

a) Semen hacmi,  

b) Sperm konsantrasyonu,  

c) Toplam sperm sayısı,  

d) Hareketli sperm yüzdesi,  

e) İleri doğru hareket edebilen sperm yüzdesi,  

f) Normal morfoloji gösteren sperm yüzdesi,  

g) Baş, orta parça veya ana parça anomalisi görülen sperm yüzdeleri 

Spermac boyası ile spermlerde; akrozom koyu yeşil, çekirdek kırmızı, orta 

parça ve ana parça açık yeşil olarak izlendi. Sperm morfoloji değerlendirmesi 

normal morfoloji gösterenler ve göstermeyenler olarak yapıldı. Her yaymada 
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toplam iki yüz sperm değerlendirildi. Normal morfoloji göstermeyenler 

değerlendirilirken; yalnız baş, orta parça veya ana parçada anomali gösterenler 

anomali gösterdikleri yerlere göre gruplandırıldı. Baş anomalisinin yanında orta 

parça ya da ana parçada anomali izlenen spermler ise baş anomalisi grubuna dahil 

edildi. Akrozom anomalileri, şekil bozuklukları, büyük ya da küçük baş, 

sitoplazmik damlacıklar, baş anomalilerinin içinde incelendi. Orta parça 

anomalilerinde asimetrik çıkış, kalınlık, aşırı rezidüel sitoplazma varlığı; ana 

parça anomalilerinde ise bükük veya kıvrılmış ana parçalar değerlendirildi. 

Değerler yüzde olarak hesaplandı. Semen analizi parametrelerinde gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark görülmedi. Yaş ve semen analizine ilişkin 

tanımlayıcı veriler “Tablo 2” ve “Tablo 3”te, istatistiksel sonuçlar ise “Grafik 1” 

ve “Grafik 2”de verilmiştir. Normal sperm morfolojisi; baş, orta parça ve ana 

parça anomalilerine ilişkin örnekler “Resim 1”de gösterilmiştir. 

 

Tablo 2: Yaş, semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayısı, 

hareketli sperm ve ileri hareketli sperm yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler. 
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Yaş  

(yıl) 

1 29,83 1,487 28,5 6,308 20 45 

2 31,33 0,953 31 5,222 23 46 

Hacim  

(ml) 

1 2,556 0,166 2,5 0,704 1,5 4 

2 2,95 0,229 3 1,255 1,5 6 

Konsantrasyon 

(milyon/ml) 

1 70,17 10,728 63,5 45,514 15 180 

2 51,97 5,612 43,5 30,737 15 140 

Toplam Sayı  

(milyon) 

1 178,83 26,920 168 114,215 24 387,5 

2 147,26 17,534 121,5 96,039 27 385 

Hareketli  

(%) 

1 73,04 3,228 76,41 13,698 50 97,22 

2 68,98 2,458 69,92 13,466 44,87 94,29 

İleri Hareketli  

(%) 

1 63,44 3,654 60,55 15,506 35 87,5 

2 58,83 2,599 54,14 14,236 38,89 91,43 
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Grafik 1: Yaş (A), semen hacmi (B), sperm konsantrasyonu (C), toplam sperm 

sayısı (D), hareketli sperm yüzdeleri (E) ve ileri hareketli sperm yüzdelerinin (F) gruplar 

arasındaki farkları.  

Gruplar arasındaki farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

Yapılan testler ve p değerleri grafiklerde belirtilmiştir. 

 
Tablo 3: Normal morfoloji gösteren sperm yüzdesi ve baş, orta parça ve ana 

parça anomalisi izlenen sperm yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler.  
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Normal Morfoloji  

(%) 

1 23,91 2,569 25,25 10,902 9 40 

2 19,68 1,514 17,75 8,293 5 37 

Baş Anomalisi  

(%) 

1 66,02 3,372 67,5 14,310 37,5 82 

2 67,36 2,466 68,75 13,511 37,5 89,50 

Orta Parça Anomalisi 

(%) 

1 5,72 0,971 4 4,120 0,5 16 

2 7,4 0,711 6,25 3,898 2,5 15,5 

Ana Parça Anomalisi 

(%) 

1 4,33 0,718 3,5 3,048 0,5 10,5 

2 5,55 1,426 3 7,815 0 35,5 
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Grafik 2: Normal morfoloji gösteren (A), baş anomalisi görülen (B), orta parça 

anomalisi görülen (C) ve ana parça anomalisi görülen sperm yüzdelerinin (D) gruplar 

arasındaki farkları. 

Gruplar arası farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Yapılan 

testler ve p değerleri grafiklerde verilmiştir. 
 

 

 

 

Resim 1: Spermac boyasıyla morfoloji değerlendirmesine ilişkin örnekler (A-B, 

1000x).  

Normal morfoloji gösteren spermler yıldız () işaretiyle, baş anomalileri okla 

(), orta parça anomalileri üçgen () işaretiyle ve ana parça anomalisi çarpı (x) 

işaretiyle gösterilmiştir. A1: Normal morfoloji. A2: Yuvarlak baş (globozoospermi), 

akrozom yok. B1: Normal morfoloji. B2: Sitoplazmik damlacık. B3: Baş koni şeklinde, 

akrozom küçük, orta parça kalın. B4: Şekilsiz (amorf) baş, orta parça kalın, ana parça 

bükük. B5: Sitoplazmik damlacık, orta parça kalın. B6: Piriform baş, aşırı rezidüel 

sitoplazma, asimetrik orta parça.  
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Sperm çekirdeğinde kromatinlerin yoğunlaşması asidik anilin mavisi 

boyamasıyla incelendi. Spermler, asidik anilin mavisiyle boyanmayanlar (anilin 

negatif), kısmen boyananlar (anilin tek pozitif) ve tamamen boyananlar (anilin çift 

pozitif) olarak değerlendirildi. Grup bir ve grup iki, anilin mavisiyle boyanmayan 

spermlerin yüzdeleri açısından karşılaştırıldı. Gruplar arasındaki farklar 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Anilin mavisi incelemelerine ilişkin 

tanımlayıcı veriler “Tablo 4”te, istatistiksel değerlendirmelere ait grafikler 

“Grafik 3”te verilmiştir. Asidik anilin mavisi boyamasına ilişkin örnekler “Resim 

2”de gösterilmiştir. 

Tablo 4: Anilin mavisiyle boyanma özelliklerine göre değerlendirilen sperm 

yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler. 
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Anilin Negatif  

(%) 

1 76,22 3,258 80,75 13,824 48,5  94 

2 77,38 1,909 78,5 109,357 48,5 93,5 

Anilin Tek Pozitif 

(%) 

1 16,16 1,934 14,25 8,208 6 36 

2 16,38 1,32 15 7,261 5,5 35,5 

Anilin Çift Pozitif 

(%) 

1 7,61 1,636 5,25 6,942 0 24,5 

2 6,23 0,833 6,5 4,567 0 16 
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Grafik 3: Anilin negatif (A), anilinle kısmen boyanan (B) ve anilinle tamamen 

boyanan (C) sperm yüzdelerinin gruplar arasındaki farkları.  

Kullanılan test ve p değerleri grafiklerde belirtilmiştir. 
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Resim 2: Asidik anilin mavisi boyama örnekleri (A-F, 1000x).  

Asidik anilin mavisiyle boyanmayan çekirdekler yıldız (), kısmen boyanan 

çekirdekler üçgen (), tamamen boyanan çekirdekler ise okla () gösterilmiştir. 
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Yapılan immünfloresans incelemelerde İzumo1 antikoru, CD46 antikoru 

ve DAPİ çekirdek boyası kullanıldı. İmmünfloresans incelemeye ilişkin örnekler 

“Resim 3”ten “Resim 8”e kadar gösterilmiştir. CD46 immünpozitifliği, 

spermlerin apikal bölgesinde değişen yoğunlukta izlendi. Bazı spermlerde CD46 

immünreaksiyonu apikal bölgeden ekvatoryal bölgeye doğru hücre sınırlarında 

kalırken, bazı spermlerde immünreaksiyon anterior akrozom bölgesinde yaygın 

olarak izlendi. İzumo1 immünpozitifliği ise spermlerde periakrozomal alanda ve 

orta parçada izlendi. Spermler; CD46, İzumo1 ve DAPİ immünreaksiyonları 

dikkate alınarak dört grupta değerlendirildi: 

1. Üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
): CD46, İzumo1 ve DAPİ ile pozitif 

reaksiyon görülen spermler 

2. Tek pozitif (İzumo1
–
, CD46

-
, DAPİ

+
): Yalnız DAPİ ile pozitif reaksiyon 

görülen spermler,  

3. İzumo1 negatif (İzumo1
–
, CD46

+
, DAPİ

+
): CD 46 ve DAPİ ile reaksiyon 

görülen ama İzumo1 immünreaksiyonu görülmeyen spermler 

4. DAPİ negatif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

-
): İzumo1 ve CD46 ile pozitif 

immünreaksiyon gösterip DAPİ ile reaksiyon göstermeyen spermler 
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Resim 3: İmmünfloresans inceleme örneği (A-D, 1000x).  

A: DAPİ. B: CD46 immünpozitifliği akrozomal alanda izlenmektedir. C: İzumo1 

immünpozitifliği periakrozomal alanda ve orta parçada görülmektedir. D: Birleştirilmiş 

görüntü. Üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
) spermler yıldız () işaretiyle gösterilmiştir 
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Resim 4: İmmünfloresans inceleme örneği (A-D, 1000x)  

A: DAPİ. B: CD46. C: İzumo1. D: Birleştirilmiş görüntü. Çift çekirdekli sperm 

ok () işaretiyle gösterilmiştir. 
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Resim 5: İmmünfloresans inceleme örneği (A-D, 1000x)  

A: DAPİ. B: CD46. C: İzumo1. D: Birleştirilmiş görüntü. DAPİ negatif sperm ok 

() işaretiyle gösterilmiştir. 
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Resim 6: İmmünfloresans inceleme örneği (A-D, 1000x).  

A: DAPİ. B: CD46 immünpozitifliği akrozomal alanda izlenmektedir. C: İzumo1 

immünpozitifliği periakrozomal alanda ve orta parçada görülmektedir. D: Birleştirilmiş 

görüntü. Üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
) spermler yıldız () işaretiyle 

gösterilmiştir. 
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Resim 7: İmmünfloresans inceleme örneği (A-D, 1000x)  

A: DAPİ. B: CD46 immünpozitifliği akrozomal alanlarda izlenmektedir. C: 

İzumo1immünpozitifliği orta parçada görülmektedir. D: Birleştirilmiş görüntü. Üç pozitif 

(İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
) sperm yıldız () işaretiyle, İzumo1 negatif spermler üçgen 

() işaretiyle, floresans ışıma yapan artefaktlar okla () gösterilmiştir.  
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Resim 8: İmmünfloresans inceleme örneği (A-D, 1000x)  

A: DAPİ. B: CD46 immünpozitifliği görülmemektedir. C: İzumo1 

immünpozitifliği görülmemektedir. D: Birleştirilmiş görüntü. Tek pozitif (İzumo1
–
, CD46

-
, 

DAPİ
+
) spermler yıldız () işaretiyle, floresans ışıma yapan artefaktlar okla () 

gösterilmiştir.  

Dört grupta incelenen spermlerin yüzdeleri hesaplanarak istatistiksel 

değerlendirme yapıldı. DAPİ negatif spermler yalnız ikinci gruptaki bir örnekte 

(%2,5) görüldü. İzumo1 negatif spermler; birinci grupta iki örnekte (%4,5, %4,5), 

ikinci grupta ise üç örnekte (%2,5, %1 ve %47) görüldü ve bu gruptaki 

spermlerde CD46 pozitifliği çoğunlukla hücre sınırlarında izlendi. Ayrıca çift 

çekirdek gibi anomalilere sahip spermlerde de CD46 ve İzumo1 pozitifliği 

görüldü. Diğer örneklerde spermlerin büyük çoğunluğu ya üç pozitif ya da tek 

pozitif olarak görüldü. Grup birdeki üç pozitif sperm yüzdesi (77,25), grup ikideki 
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üç pozitif sperm yüzdesinden (10,75) fazla olmasına karşın bu fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (p=0,075). Grup birdeki tek pozitif sperm yüzdesi 

(20,50), grup ikideki tek pozitif sperm yüzdesinden (64,9667) düşük bulundu. Bu 

fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p=0,088). Verilere ilişkin tanımlayıcı 

bilgiler “Tablo 5”te, istatistiksel değerlendirmeler “Grafik 4”te gösterilmiştir. 

Tablo 5: Üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
) spermler ile tek pozitif (İzumo1

–
, 

CD46
-,
 DAPİ

+
) sperm yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler 
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Üç Pozitif  

(%) 

1 57,75 10,505 77,25 44,570 0 100 

2 33,25 7,245 10,75 39,682 0 100 

Tek Pozitif 

(%) 

1 41,75 10,508 20,5 44,582 0 100 

2 64,96 7,326 88,25 40,131 0 100 

 

 

Grafik 4: Üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
) (A) ve  tek pozitif (İzumo1

–
, 

CD46
-,
 DAPİ

+
) (B) sperm yüzdelerinin gruplar arasında karşılaştırılması.  

Kullanılan testler ve p değerleri grafiklerde verilmiştir. 

Tüm araştırma evreninde, birinci ve ikinci gruplarda ayrı ayrı olmak üzere; 

morfoloji, kromatin yoğunlaşması ve immünositokimya incelemesinin 

birbirleriyle ilişkileri istatistiksel olarak incelendi. Tüm araştırma evrenine ilişkin 

tanımlayıcı veriler “Tablo 6”da gösterilmiştir.  



 

41 

 

Tablo 6: Tüm evrende normal morfoloji gösteren, baş anomalisi görülen, anilin 

mavisiyle boyanmayan, üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, DAPİ

+
) ve tek pozitif (İzumo1

–
, 

CD46
-
, DAPİ

+
) sperm yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler 
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Normal Morfoloji (%) 1+2 21,27 1,367 19,5 9,47 5 40 

Baş Anomalisi (%) 1+2 66,86 1,974 67,5 13,679 37,50 89,5 

Anilin Negatif (%) 1+2 76,94 1,688 78,75 11,701 48,5 94 

Üç Pozitif (%) 1+2 42,43 6,181 26,25 42,823 0 100 

Tek Pozitif (%) 1+2 56,26 6,194 62,75 42,914 0 100 

 

Tüm evrende ve gruplar içinde; normal morfoloji gösteren sperm 

yüzdesiyle, anilin negatif sperm yüzdesi arasında ve baş anomalisi görülen sperm 

yüzdesiyle, anilin negatif sperm yüzdesi arasında anlamlı bir ilişki bulunmadı 

(Grafik 5). 
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Grafik 5: Anilin negatif sperm yüzdesinin, normal morfoloji ve baş anomalisi 

yüzdeleriyle ilişkisini gösteren grafikler.  

Kullanılan testler, korelasyon katsayıları (r) ve p değerleri grafiklerde 

verilmiştir. 1-A: Tüm evrende anilin negatif (%) ve normal morfoloji (%) ilişkisi. 1-B: 

Tüm evrende anilin negatif (%) ve baş anomalisi (%) ilişkisi. 2-A: Grup birde anilin 

negatif (%) ve normal morfoloji (%) ilişkisi. 2-B: Grup birde anilin negatif (%) ve baş 

anomalisi (%) ilişkisi. 3-A: Grup ikide anilin negatif (%) ve normal morfoloji (%) ilişkisi. 

3-B: Grup ikide anilin negatif (%) ve baş anomalisi (%) ilişkisi. 

Tüm evrende ve gruplar içinde, normal morfoloji yüzdesiyle üç pozitif ve 

tek pozitif sperm yüzdeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 

görülmedi (Grafik 6).  
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Grafik 6: Normal morfoloji gösteren sperm yüzdeleriyle üç pozitif (İzumo1
+
, 

CD46
+
, DAPİ

+
) ve tek pozitif (İzumo1

–
, CD46

-
, DAPİ

+
) sperm yüzdeleri arasındaki 

ilişkileri gösteren grafikler.  

Kullanılan testler, korelasyon katsayıları (r) ve p değerleri grafiklerde 

verilmiştir. 1-A: Tüm evrende normal morfoloji (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 1-B: Tüm 

evrende normal morfoloji (%) ve tek pozitif (%) ilişkisi. 2-A: Grup birde normal 

morfoloji (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 2-B: Grup birde normal morfoloji (%) ve tek 

pozitif (%) ilişkisi. 3-A: Grup ikide normal morfoloji (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 3-B: 

Grup ikide normal morfoloji (%) ve tek pozitif (%) ilişkisi.  

Tüm evrende; baş anomalisi gösteren sperm yüzdesiyle, üç pozitif sperm 

yüzdesi arasında istatistiksel olarak anlamlı, negatif yönde bir ilişki görüldü (r=-

0,293, p<0,05). Baş anomalisi gösteren sperm yüzdesiyle, tek pozitif sperm 

yüzdesi arasında, istatistiksel olarak anlamlı, pozitif yönde bir ilişki görüldü 

(r=0,286, p<0,05). Grup birde; baş anomalisi gösteren sperm yüzdesiyle üç pozitif 

ya da tek pozitif sperm yüzdeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 
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görülmedi. Grup ikide; baş anomalisi gösteren sperm yüzdesiyle, üç pozitif sperm 

yüzdesi arasında istatistiksel olarak anlamlı, negatif yönde bir ilişki görüldü (r=-

0,362, p<0,05). Baş anomalisi gösteren sperm yüzdesiyle, tek pozitif sperm 

yüzdesi arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki görülmedi. İstatistiksel 

değerlendirmeler “Grafik 7”de gösterilmiştir. 

 

Grafik 7: Baş anomalisi görülen sperm yüzdeleriyle, üç pozitif (İzumo1
+
, CD46

+
, 

DAPİ
+
) ve tek pozitif (İzumo1

–
, CD46

-,
 DAPİ

+
) yüzdeleri arasındaki ilişkileri gösteren 

grafikler.  

Kullanılan testler, korelasyon katsayıları (r) ve p değerleri grafiklerde 

verilmiştir. 1-A: Tüm evrende baş anomalisi (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 1-B: Tüm 

evrende baş anomalisi (%) ve tek pozitif (%) ilişkisi. 2-A: Grup birde baş anomalisi (%) 

ve üç pozitif (%) ilişkisi. 2-B: Grup birde baş anomalisi (%) ve tek pozitif (%) ilişkisi. 3-

A: Grup ikide baş anomalisi (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 3-B: Grup ikide baş anomalisi 

(%) ve tek pozitif (%) ilişkisi. 
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Tüm evrende; anilin mavisiyle boyanmayan sperm yüzdesiyle, üç pozitif 

sperm yüzdesi arasında istatistiksel olarak anlamlı, negatif yönde bir ilişki görüldü 

(r=-0,551, p<0,01). Anilin mavisiyle boyanmayan sperm yüzdesiyle, tek pozitif 

sperm yüzdesi arasında, istatistiksel olarak anlamlı, pozitif yönde bir ilişki 

görüldü (r=0,522, p<0,01). Grup birde; anilin mavisiyle boyanmayan sperm 

yüzdesiyle, üç pozitif sperm yüzdesi arasında istatistiksel olarak anlamlı, negatif 

yönde bir ilişki görüldü (r=-0,553, p<0,05). Anilin mavisiyle boyanmayan sperm 

yüzdesiyle, tek pozitif sperm yüzdesi arasında ise istatistiksel olarak anlamlı, 

pozitif yönde bir ilişki görüldü (r=0,553, p<0,05). Grup ikide; anilin mavisiyle 

boyanmayan sperm yüzdesiyle, üç pozitif sperm yüzdesi arasında istatistiksel 

olarak anlamlı, negatif yönde bir ilişki görüldü (r=-0,483, p<0,01). Anilin 

mavisiyle boyanmayan sperm yüzdesiyle, tek pozitif sperm yüzdesi arasında ise 

istatistiksel olarak anlamlı, pozitif yönde bir ilişki görüldü (r=0,502, p<0,01). 

İstatistiksel değerlendirmeler “Grafik 8”de gösterilmiştir. 
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Grafik 8: Anilin mavisiyle boyanmayan sperm yüzdeleriyle, üç pozitif (İzumo1
+
, 

CD46
+
, DAPİ

+
) ve tek pozitif (İzumo1

–
, CD46

-,
 DAPİ

+
) yüzdeleri arasındaki ilişkileri 

gösteren grafikler. 

Kullanılan testler, korelasyon katsayıları (r) ve p değerleri grafiklerde 

verilmiştir. 1-A: Tüm evrende anilin negatif (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 1-B: Tüm 

evrende anilin negatif (%) ve tek pozitif (%) ilişkisi. 2-A: Grup birde anilin negatif (%) ve 

üç pozitif (%) ilişkisi. 2-B: Grup birde anilin negatif (%) ve tek pozitif (%) ilişkisi. 3-A: 

Grup ikide anilin negatif (%) ve üç pozitif (%) ilişkisi. 3-B: Grup ikide anilin negatif (%) 

ve tek pozitif (%) ilişkisi. 
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5 TARTIŞMA 

İnfertilite çiftlerin yaklaşık yüzde on beşini etkilemektedir. Çiftlerin yarıya 

yakınında erkeğe bağlı nedenler görülmektedir. İnfertilite tanısında erkeğe bağlı 

etkenlerin uygun şekilde değerlendirilmesi önemlidir. İnfertilite şikayetiyle 

başvuran erkeklerde öykü ve fizik muayeneden sonra gelen ilk değerlendirme 

yöntemi semen analizidir (41). Semen analiziyle değerlendirilen parametrelerin 

düşük olması, erkek infertilitesini düşündürür. Semen analizi spermin işlevine 

ilişkin verileri sağlamadığı için değerlerin normal sınırlarda olması infertiliteyi 

dışlamaz. Bu nedenle semen analizi, fertilite potansiyelini öngörmek için 

yeterince güvenilir değildir (42, 43). Açıklanamayan erkek infertilitesinde semen 

analizi sonuçları normaldir. Reaktif oksijen türleri ve DFİ (DNA fragmantation 

index) gibi ileri değerlendirmelerle açıklanamayan erkek infertilitesinde, fertil 

erkeklerden farklı sonuçlar alınabilmektedir (44, 45). Bizim çalışmamızda gruplar 

arasında semen analiziyle değerlendirilen parametreler karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı farklar ortaya koyulmamıştır. Literatürde benzer olarak 

semen analizinde istatistiksel olarak anlamlı farkların görülmediği çalışmanın 

yanı sıra hareketli sperm yüzdesi ve normal morfoloji görülen sperm yüzdelerinin 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha düşük bulunduğu bir araştırma da 

görülmüştür (45, 46). DSÖ semen analizi için alt sınırlar belirlemiştir. Bu sınırlar 

belirlenirken her değer için beşinci persentil değerleri dikkate alınmıştır. Semen 

profilini belirlerken ellinci persentil değerlerini de göz önünde bulundurmanın 

daha uygun olduğunu belirten çalışmalar vardır (44). 
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Yaş ve infertilite arasındaki ilişki özellikle çocuk sahibi olma yaşının 

ilerlediği toplumlarda önem kazanmıştır. İnfertilite tedavisi söz konusu olduğunda 

maternal yaş ile tedavi başarısı arasındaki negatif ilişki bilinmektedir. Paternal yaş 

ve tedavi başarısı arasında da benzer bir ilişkiyi ortaya koyan çalışmalar da 

bulunmaktadır (47). Paternal yaşın artmasının sperm kalitesi ve testis işlevi 

üzerinde olumsuz etkilerinin olduğu düşünülmektedir. Kromozom anomalileri, 

DNA bütünlüğü ve epigenetik değişiklikler de paternal yaşın artmasından 

etkilenmektedir. Günümüzde kadınlar için üreme sağlığı ve tedavi başarısı 

değerlendirilirken 35 yaş sınır olarak kabul edilmektedir. Erkekler için 40 

yaşından sonra DNA hasarının arttığı, semen parametrelerinde değişiklik 

görülmese bile çocuk sahibi olma potansiyelinin azaldığı ve üremeye yardımcı 

tedavilerin başarısının düştüğü görülmüştür. Yaşlanmaya bağlı olarak reaktif 

oksijen türlerinin artmasının ve DNA tamir mekanizmalarının bozulmasının, 

infertiliteye neden olduğu ve tedaviyi etkilediği düşünülmektedir (48-50). Bizim 

çalışmamızda grupların yaş ortalamaları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamaktadır. Açıklanamayan infertilite grubunun yaş ortalamasının (31,33  

5,222) 40’ın altında olması, infertilitenin paternal yaşla ilişkilendirilmesini 

engellemektedir. İki gruptaki yaş dağılımlarının benzer olması, gruplar arasında 

diğer parametrelerin karşılaştırılması sırasında daha nesnel sonuçların ortaya 

koyulmasını sağlamaktadır. 

Sperm üretimi sırasında DNA paketlenmesi için histon proteinleri 

protaminlerle yer değiştirerek kromatin yoğunlaşmasını sağlar. Kromatin 

yoğunlaşması, sperm oosite ulaşana kadar DNA’nın korunmasına yardımcı olur 
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(51). Varikosel, tekrarlayan düşükler, İVF ve İUİ başarısızlığı görülen hastaların 

spermlerinde kromatin yoğunlaşmasının fertil erkeklere göre daha az olduğu 

gösterilmiştir (52) Obstrüktif azospermi hastalarında epididimisten alınan ve 

normozoospermik hastaların ejakülatlarından alınan spermlerin, kromatin 

yoğunlaşmasının karşılaştırıldığı çalışmada; normozoospermik hastalarda 

kromatin yoğunlaşmasının ve fertilizasyon hızının daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir (53). Farklı çalışmalarda tekrarlayan düşük şikayetiyle başvuran 

kadınların eşleriyle, fertil erkeklerin spermlerinin kromatin yoğunlaşması da 

karşılaştırılmıştır. Fertil erkeklerden alınan spermlerde asidik anilin mavisiyle 

boyanmayanların istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha fazla olduğu 

gösterilmiştir (54-56). Gebeliğin oluşması ve devam etmesiyle ilgili problemlerin 

görüldüğü hasta gruplarında yapılan bu çalışmalar sperm kromatin 

yoğunlaşmasının fertilite için önemini düşündürmektedir. Bizim çalışmamızda 

anilin mavisiyle boyanmayan sperm yüzdeleri, gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark göstermemektedir. Bu nedenle araştırmamızda kromatin 

yoğunlaşmasındaki fark infertiliteyi açıklamamaktadır. Gruplar arasında anilin 

mavisiyle boyanmayan sperm yüzdelerinin birbirine yakın olması nedeniyle 

literatürdeki anilin mavisi sonuçlarıyla karşılaştırma yapılmıştır. Anilin negatif 

sperm yüzdeleri gruplar arasında ve literatürdeki açıklanamayan infertilite 

değerleriyle benzerlik göstermektedir. Fakat literatürde erkek infertilitesi 

nedeniyle epididimisten alınan spermlerde daha fazla olgunlaşmamış sperm 

görülmüştür. Akrozom yanıtıyla olgunlaşma arasındaki ilişkilerin farklı infertilite 
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gruplarında incelenmesiyle spermiyogenezin sperm işlevleri üzerine etkileri 

ortaya konabilir (53). 

Yüksek büyütmede morfolojiye göre seçilen spermlerle yapılan 

intrasitoplazmik enjeksiyonda fertilizasyon başarısı artmaktadır (57). Morfoloji ve 

kromatin yoğunlaşmasının ilişkisini inceleyen bir çalışmada, 

oligoastenoteratozoospermi ve İVF başarısızlığı olan hastalardan alınan semenden 

kesintili dansite gradyanıyla seçilen spermler yüksek büyütmede baş ve 

sitoplazmik damlacık durumuna göre değerlendirilmiştir. Baş anomalisi ve 

sitoplazmik damlacık görülen spermlerde kromatin yoğunlaşmasının tam olmadığı 

bu nedenle enjeksiyon için kullanılmasının başarıyı azaltacağı sonucuna 

ulaşılmıştır (58). Bizim çalışmamızda ise kromatin yoğunlaşmasıyla sperm 

morfolojisi arasında anlamlı bir ilişki görülmemiştir. Buna incelemeyi semenden 

yapmamız neden olabilir. Santrifüj sonrası elde edilen spermlerin daha benzer 

özellikler göstermesi karşılaştırılan parametrelerdeki ilişkinin kuvvetlenmesini 

sağlayabilir. 

İnfertiliteyi açıklayacak hücre yüzey reseptörü araştırmalarının sonucunda 

üç proteini kodlayan genlerin susturulmasıyla, hayvanlarda cinsiyete özgü 

infertilite oluşturulmuştur. Bu proteinlerin ikisi oosit yüzeyinde bulunan CD9 ve 

Juno, diğeri ise sperm yüzeyinde bulunan İzumo1’dir (2). Sperm yüzey 

proteinlerinin kapasitasyon sırasında değişim gösterdiği hipoteziyle yola çıkılan 

bir çalışmada OBF 13 proteinine karşı geliştirilmiş antikor kullanılarak, bu 

proteininin kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu sonrasında sperm yüzeyinde 

görüldüğü bulunmuştur (59). Spermler OBF 13 antikorlarıyla inkübe edildiğinde 
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in vitro fertilizasyon oranlarının düştüğü görülmüştür (60). Sperm OBF 13 

proteininin fertilizasyondaki rolü nedeniyle Japon evlilik tapınağından 

esinlenilerek İzumo adı verilmiştir. İzumo geninin susturulduğu dişi farelerin 

fertil olmasına karşılık, erkek farelerde infertilite görülmüştür. İnfertilite görülen 

bu farelerde spermler, normal morfoloji göstermesine, dişi genital kanallarda 

ilerleyerek akrozom reaksiyonu gibi fonksiyonel basamakları tamamlamasına 

karşılık oositle birleşmeyi gerçekleştirememişlerdir. İntrasitoplazmik enjeksiyon 

sonrası fertilizasyonun oluşması ile İzumo proteininin sperm ve oosit hücre 

zarlarının birleşmesi için gerekli olduğu ortaya koyulmuştur (61). Daha sonra 

farklı İzumo proteinlerinin tanımlanmasıyla sperm oosit birleşmesinden sorumlu, 

büyük bir hücre dışı parça içeren tip 1 transmembran proteini İzumo1 olarak 

adlandırılmıştır (62). İzumo1 proteinin hücrelerin birleşmesi için önemi 

anlaşıldıktan sonra çeşitli yapısal değişimleri ile fertilizasyon arasındaki ilişkiler 

araştırılmıştır. Proteinin immünglobulin benzeri parçasındaki N-

glikozilasyonunun olmadığı farelerde, fertilizasyon hızının azaldığı fakat 

fertilizasyonun tamamen engellenmediği görülmüştür (63). İzumo1 proteininin 

testiste ve epididimiste farklı bölgelerden fosforilasyonu ile işlevsel değişikliği 

gösterilmiştir (20). Testise özgü serin kinaz 6 (Tssk6) geninin susturulduğu 

farelerde morfolojik olarak normal olan spermlerde akrozom reaksiyonu sonrası 

İzumo1 dağılımının değiştiği görülmüştür. Bu farelerde oluşan infertilite, İzumo1 

proteininin fosforilasyonundaki bozuklukla açıklanmıştır (64). İzumo1 

proteininden elde edilen antijenlerin, doğum kontrol aşısı olarak kullanılarak dişi 

farelerde İzumo1 antikorları oluşturulmuş ve yaklaşık dokuz ay süresince fertilite 
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engellenmiştir (65). Sperme karşı oluşturulmuş antikorlar (ASA: anti-sperm 

antikor) nedeniyle infertilite görülen hastalarda İzumo1’e karşı geliştirilmiş 

antikor varlığının araştırıldığı bir çalışmada; kadınlarda fertil kontrollere göre 

daha yüksek anti-İzumo1 antikor titresi saptanmıştır. Erkeklerde ise İzumo1’e 

karşı antikor görülmemiştir (66). İn vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik 

enjeksiyon başarıları ile ilişkili İzumo1 gen polimorfizmi gösterilememiştir (67). 

Sperm sayısı az olan (oligozoospermi) ve sperm hareketinin az olduğu 

(astenozoospermi) hastalarla yapılan bir çalışmada, bir saatlik akrozom 

reaksiyonu sonrası CD46 pozitif bütün spermlerde açığa çıkan iç akrozom zarında 

İzumo1 pozitifliği gösterilmiştir (37). In vitro fertilizasyon kliniğine başvuran 

bazı hastaların İzumo1 proteininin fosforilasyonunun daha az olduğu görülmüştür. 

Bu nedenle fertilizasyon kapasitesinin azalmış olabileceği düşünülmüştür (68). 

Bizim çalışmamızda açıklanamayan infertilite grubuyla kontrol grubu arasında, 

İzumo1 proteininin sperm yüzeyinde sitokimyasal yöntemlerle gösterilmesi 

sonucunda anlamlı bir fark görülmemiştir. İzumo1 immünpozitifliğinin CD46 

pozitifliğine eşlik etmediği spermlerin görülmesiyle Hayasaka ve arkadaşlarının 

çalışmasından ayrılmaktadır (37). İzumo1 pozitifliğinin görülmediği spermlerin 

çoğunda CD46 tutulumunun hücre sınırlarında izlenmesi, akrozom reaksiyonunun 

tamamlanmadığını ve İzumo1 proteininin yüzeye dağılmadığını düşündürmüştür. 

CD46 tutulumunun akrozomal alanda yaygın olmasına karşılık İzumo1 

pozitifliğinin izlenmediği spermler de bulunmaktadır. Bu spermler, akrozom 

reaksiyonunu gerçekleştiren her spermin fertilizasyonu gerçekleştiremeyeceğini 

düşündürtmüştür. İzumo1 fosforilasyonunun fertilizasyon potansiyeliyle ilişkili 
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olması gibi, proteinin akrozom reaksiyonu gerçekleştikten sonraki dağılımında 

gözlenen farklar, posttranslasyonel mekanizmalara bağlı olabilir (68).  

Spermin dişi genital kanalında gerçekleştirdiği işlevsel değişimler 

biyokimyasal olarak düzenlenmiş bir süreçtir (69). Progesteron, kumulus ve 

granüloza hücrelerinden salgılanan bir steroid hormondur. Steroid hormonların 

ortak özelliği olan genomik etkilerinin yanında progesteronun hızlı etkileri olarak 

izlenen işlevleri de bulunmaktadır. Sperm gibi protein sentezinin yapılmadığı bir 

hücrede progesteronun hızlı etkileri önem kazanmaktadır. Sperm hücre zarında 

progesteron reseptörlerinin gösterildiği çalışmalar hızlı etkilerin açıklanması için 

öncü olmuştur (70). Progesteronun hücre içine girmeden, hamster spermlerinde 

hiperaktivasyon oluşturduğu ve bu etkinin fosfolipaz C üzerinden tirozin 

fosforilasyonuyla gerçekleştiği gösterilmiştir (71). Sperm baş bölgesinde hücre 

zarında bulunan progesteron reseptörleri uyarıldıklarında hücre içi kalsiyum iyon 

konsantrasyonu artışı gerçekleşir ve akrozom reaksiyonu başlar (72). Progesteron 

konsantrasyonunda ve inkübasyon süresindeki değişimler, spermde farklı etkilere 

neden olmaktadır. Kumulus mikroçevresinde progesteron konsantrasyonları 

mikromolar düzeyinde olmasına karşın spermler nanomolar düzeyindeki 

progesteron konsantrasyonuna yanıt oluşturabilmektedir. 0,3 nM’dan 3 M’a 

artan konsantrasyonda progesteron, spermlerde hücre içi kalsiyum konsantrasyon 

dalgalanmaları gerçekleştirmektedir. Bu dalgalanmaların gerçekleştiği hücrelerde 

akrozom reaksiyonunun daha az gerçekleştiği görülmüştür (73). Hücre içi pH 

azalmasının da kalsiyum dalgalanmalarına neden olabildiği ve progesteronun 

uyardığı akrozom reaksiyonunu engellediği görülmüştür (74). Kobay 
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spermlerinde progesteronun, fosfolipaz A2 yoluyla akrozom ekzositozunu 

gerçekleştirdiği görülmüştür (75). 2,5 M ve 15 M progesteronla 15 dakika 

inkübe edilen fare spermlerinde gerçekleşen akrozom reaksiyonu incelendiğinde 

artan konsantrasyonun akrozom ekzositozunu arttırdığı izlenmiştir. Progesteronla 

birlikte gama amino bütirik asit (GABA) ve GABA antagonisti kullanıldığında; 

akrozom ekzositozunda progesterona ek olan GABA’nın olumlu, antagonistinin 

ise olumsuz etkisi izlenmiştir. Bu nedenle progesteronun GABAA reseptörü 

üzerinden işlev gösterdiği düşünülmüştür (76). Progesteronun hücre zarı 

potansiyelini değiştirdiği de gösterilmiştir (77). Diğer bir önemli reseptör ana 

parçada bulunan pH bağımlı kalsiyum reseptörü “Catsper”dir. Bu reseptör hem 

hücre içi pH değişimiyle hem de progesteronla uyarılabilir. Catsper reseptörü 

uyarıldığında hücre içi kalsiyum artışı gerçekleşir. Kalsiyum artışıyla 

hiperaktivasyon gerçekleşir. Reseptörün bulunduğu yer nedeniyle kemotaksis 

sağlanır. Kalsiyum artışının başa doğru yayılmasıyla akrozom ekzositozu 

gerçekleşir. İnsan sperminde progesteron nanomolar düzeyindeki 

konsantrasyonlarla Catsper reseptörünü uyarabilir. Fakat fare sperminde 10 M 

progesteronla bile insan spermindeki etki oluşturulamamıştır (78). Üç saatlik 

direkt yüzdürme ve kapasitasyon sonrası progesteronla inkübe edilen spermlerde 

Casper1 reseptörlerinin incelendiği bir çalışmada, astenozoospermik hastalarda 

Catsper1 reseptörünün daha az olduğu görülmüştür. Ayrıca hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonlarının direkt yüzdürme yöntemiyle seçilmiş spermlerde daha 

yüksek olduğu görülmüştür (36). Bir saatlik direkt yüzdürme sonrasında 1 M 

progesteronla 30 dakika inkübe edilen bir çalışmanın sonuçları ilgi 
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uyandırmaktadır. Akrozom reaksiyonu gerçekleştiren sperm yüzdesi progesteron 

kullanılmayan grupta %10’a ulaşamazken, progesteronla %20’yi geçmiştir. 

Progesteronun bu etkisi Catsper reseptör antagonistleriyle engellenebilmiştir (79). 

Progesteronun akrozom reaksiyonunu gerçekleştirirken Catsper’den farklı 

reseptörler üzerinden işlev gösterdiğini düşündüren çalışmalar da vardır. Düşük 

konsantrasyonda progesteronun (10 ve 100 nM) tirozin kinaz artışıyla sperm 

hareketini arttırırken, yüksek konsantrasyonda (1, 5 ve 10 M) hiperaktivasyon ve 

akrozom reaksiyonunu gerçekleştirdiği görülmüştür. Çalışma sırasında 

progesteronun doz etkisinin yanı sıra inkübasyon süresiyle işlevi arasındaki ilişki 

de incelenmiştir. On dakika, otuz dakika ve bir saat süresince inkübe edilen 

spermlerde akrozom reaksiyonunun süreyle birlikte arttığı görülmüştür. Farklı 

proteinlerin fosforilasyonunun da artması, progesteronun yüksek dozda, çoklu 

kinaz yolaklarını etkilediği şeklinde yorumlanmıştır (80). Akrozom reaksiyonunu 

gerçekleştiren spermlerin üremeye yardımcı tedavilerle ilişkisini inceleyen 

çalışmalar da bulunmaktadır. Fertil ve infertil erkeklerin ejakülatlarında akrozom 

reaksiyonu geçirmiş spermlerin değerlendirildiği bir çalışmada, erkek faktör 

infertilitesi görülen hastaların ejakulatlarında akrozom bütünlüğü korunmuş 

spermlerin fertil kontrollere göre az olduğu görülmüş, bunun fertilizasyon 

başarısızlığıyla sonuçlanabileceğini düşünülmüştür. Ayrıca normozoospermik 

infertil hastalarda da akrozom bütünlüğünün koruyan spermlerin az olduğu 

vakalarda fertilizasyon başarısızlığı olabileceği, bu nedenle tedavi yönteminin 

seçilmesinde akrozom durumunun değerlendirilmesinin yararlı olabileceği 

belirtilmiştir (81). Progesteronla akrozom reaksiyonu gerçekleştiren sperm 
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yüzdeleriyle in vitro fertilizasyon sonuçları da karşılaştırılmıştır. Progesteronla 

akrozom reaksiyonu gerçekleştiren sperm yüzdelerinin arttığı fakat bu sonucun 

fertilizasyon hızı ve embriyo kalitesiyle anlamlı bir ilişkisinin olmadığı 

gösterilmiştir (82). İzumo1 proteininin akrozom ekzositozunu tamamlamış 

spermlerde izlenmesi nedeniyle çalışmamızda akrozom reaksiyonu 

gerçekleştirmeye çalışıldı. Akrozom reaksiyonunu gerçekleştirmek için kesintili 

dansite gradyanıyla seçilen spermler, bir saat yüksek doz (10 M) progesteronla 

inkübe edildi. Bunun sonucunda grup birde akrozom reaksiyonu 

gerçekleştirmeyen (tek pozitif) sperm yüzdesinin, grup ikiden az olmasına karşın 

bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bu nedenle progesteronla 

uyarılmış akrozom reaksiyonunun gerçekleşmemesi, infertiliteyi açıklayabilecek 

bir neden olarak gösterilememektedir. Ayrıca progesteron dozunun ve süresinin 

akrozom reaksiyonu üzerinde etkileri göz önünde bulundurularak, doz ve süre 

değişimleriyle akrozom reaksiyonunu gerçekleştirilerek İzumo1 pozitifliğinin 

değerlendirmesi yapılabilir. Progesteronun etkilerini farklı reseptörler ve yolaklar 

üzerinden gerçekleştirdiği düşünüldüğünde, akrozom ekzositozunu 

tamamlamayan spermlerde bu yolakların incelendiği çalışmalarla infertilite 

nedenlerine ilişkin sonuçlar araştırılabilir.  

Yaptığımız deneyler sonucunda iki grupta da tek pozitif sperm yüzdesinin 

sıfır ya da yüz olarak bulunduğu örnekler görüldü. Aynı koşullar altındaki 

spermlerde böylesine uç yanıtlar alındığı için, tek pozitiflikle ilişkili olabilecek 

parametreler araştırıldı. Bu nedenle grup bir, iki ve tüm araştırma evreninde 

normal morfoloji, baş anomalisi ve anilin negatifliğiyle tek pozitif spermlerin 
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ilişkisi incelendi. Gruplar içinde ve toplu olarak yapılan değerlendirmelerde, tek 

pozitif (%) ve normal morfoloji (%) parametreleri arasında anlamlı ilişki 

bulunmadı. Tüm araştırma evreninde baş anomalisi (%) ve tek pozitiflik arasında 

zayıf pozitif ilişki görülürken gruplar içinde böyle bir ilişki bulunmadı. Bu 

sonuçlar infertilite statüsünden bağımsız şekilde, semen analizi sonuçları normal 

sınırlarda olan kişilerin ejakülatlarında baş anomalisi görülen spermlerin fazla 

olduğu örneklerde progesteronla uyarılmış akrozom reaksiyonunu 

gerçekleştiremeyen spermlerin daha fazla olduğunu göstermektedir. Ayrıca üç 

pozitif sperm yüzdelerinin baş anomalileriyle ilişkisi karşılaştırıldığında tüm 

evrende ve grup ikide anlamlı negatif ilişki görülmüştür. Grup birde ise anlamlı 

ilişki izlenmemiştir. İzumo1 negatifliği ve DAPİ negatifliği gibi kısıtlı sayıda 

örnekte görülen farklar bu değişimlere neden olabilir. Özellikle grup ikide üç 

pozitif spermlerle baş anomalisinin anlamlı negatif ilişki göstermesine karşın, tek 

pozitiflik ve baş anomalisinin ilişki göstermemesi istatistiksel hesaplamalara bağlı 

bir değişim olduğunu düşündürmektedir. Grup ikide tek pozitif ve baş anomalisi 

ilişkisinin Pearson korelasyon testiyle değerlendirilmesi sonrası anlamlı bir fark 

olduğu görülmüştür. Ancak veriler normal dağılım göstermediği için Spearman 

katsayısıyla değerlendirilmesi ve anlamlı bir ilişkinin olmadığı sonucu daha 

uygun bulunmuştur. Morfoloji değerlendirmesinde, DSÖ alt sınırı normal 

morfoloji gösteren spermler için belirlemiştir. Sperm anomalilerindeki çeşitlilik 

ve çalışmalarda bu anomalilere ilişkin ayrıntılı bilgiler verilmemesi gibi 

nedenlerle morfoloji ve infertilite ilişkisi kurulan durumlar spermlerin tamamına 

yakınının etkilendiği globozoospermi gibi hastalıklardır. Morfoloji 
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değerlendirmesinin daha güvenilir hale getirilmesi için anomalilerin ayrıntılı 

olarak değerlendirildiği indekslerin geliştirilmesi önerilmektedir (83). 

Çalışmamızda, çekirdek ve akrozom anomalileri gibi farklı anomalilerin içinde 

bulunduğu baş anomalilerinin ayrıntılı şekilde incelenmemesi kurulan ilişkinin 

gücünü azaltmış olabilir. Ekzositozu düzenleyen pek çok olayın gerçekleştiği baş 

bölgesinde morfolojik olarak saptanan anomalilerin akrozom reaksiyonunu 

etkileyebileceği düşünülmektedir. Ana parçada yer alan Catsper reseptörlerinin 

akrozom reaksiyonu üzerindeki etkisi vardır. Bizim çalışmamızda baş anomalisine 

eşlik eden orta ve ana parça anomalileri birlikte değerlendirilmiştir. Anomalilerin 

değerlendirmesinin ayrıntılı olarak yapılmaması çalışmamızı kısıtlamaktadır. 

Sperm fenotipinin ayrıntılı şekilde belirlenmesi altta yatan patolojiye yönelik 

kesin bilgi sunmasa da klinik, genetik ve epidemiyolojik çalışmalarda yarar 

sağlayabilir (84).  

Sperm seçiminde en yaygın kullanılan yöntemler kesintili dansite gradyan 

ve direkt yüzdürme yöntemleridir. Kesintili dansite gradyan santrifüjüyle, kısa 

sürede daha yüksek kapasitasyon potansiyeline sahip spermler seçildiği için 

çalışmamızda bu yöntem kullanılmıştır (85). Yüksek yoğunluktaki solüsyonlarla 

santrifüj edilen semenden, hareket ve morfoloji yönünden daha iyi spermler ayrılır 

(86, 87). Protamin eksikliği ve DNA kırıklarının görüldüğü sperm yüzdelerinin 

santrifüj sonrası, semendekine göre azaldığı görülmüştür (88). Ayrıca direkt 

yüzdürme yöntemiyle seçilen spermlerde in vitro fertilizasyon için inkübasyon 

sonrası gelişen DNA hasarı, kesintili dansite gradyanıyla seçilenlere göre daha 

fazla görülmüştür (89). Bizim çalışmamızda anilin mavisiyle protamin eksikliği 
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olan spermler gösterilmiştir. Çalışmamızı planlarken santrifüj ve akrozom 

reaksiyonu sonrasında protamin değerlendirilmesinin hipotezimizin test edilmesi 

için gerekli olduğu düşünülmemiştir. Bu parametrelerin de değerlendirildiği başka 

çalışmalar planlanabilir.  

Akrozom reaksiyonunu gerçekleştirmeyen spermlerle (tek pozitif), 

protamin eksikliği olmayan spermler (anilin negatif) arasında tüm araştırma 

evreninde ve gruplar içinde istatistiksel olarak anlamlı pozitif bir ilişki 

görülmektedir. Olgun spermlerin daha yüksek oranda izlendiği örneklerde 

progesterona yanıtın az olması spermin fizyolojik süreçte izlediği yolların gözden 

geçirilmesini gerektirmektedir. Kapasitasyon spermin dişi genital kanalda 

geçirdiği değişimdir ve saatler sürebilir. İn vitro kapasitasyon gerçekleştirildikten 

sonra anilin mavisiyle pozitif reaksiyon gösteren sperm yüzdesinin artmasına 

karşın bu artışa DNA hasarı eşlik etmemektedir. Kapasitasyon ve akrozom 

reaksiyonunun gerçekleşmesiyle kromatinde çözülmeler artarken DNA hasarının 

görülmemesi fertilizasyonun gerçekleşmesi için yapılan hazırlık olarak 

yorumlanmaktadır. Kromatin yoğunlaşması sırasında protaminlerle yer 

değiştirmeyen histonlar embriyonik gelişim için gerekli genlerle ilişki içindedir. 

Bu ilişki sperm genetik materyalinin paketlenmesinin fertilizasyon sonrası 

kullanılacak genlerin önceliğinin dikkate alınarak yapıldığını düşündürmektedir 

(90). Fosfatidilserin hücre zarının iç katmanında bulunur. Anneksin V (An) hücre 

zarının dış katmanına çıkmış fosfatidilserinleri işaretlerken, propidium iodide (PI) 

hücre zarının bütünlüğünün bozulduğu durumlarda hücreye girebilir. Bu nedenle 

An
+
PI

-
 hücrelerin apopitozisin erken evresinde, An

+
PI

+
 hücrelerin ise geç 



 

60 

 

evresinde olduğu düşünülür. Fosfatidil serinin hücre zarının dış yaprağında 

görülmesi kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda da gerçekleşir. Erken 

apopitozis belirteci olan An
+
PI

-
 kapasitasyonu da temsil etmektedir. Bu nedenle 

kapasitasyon, fertilizasyonu gerçekleştiremeyen spermi bekleyen sonun başlangıcı 

olarak yorumlanır. Kapasitasyonu gerçekleştiren sperm yüzdesinin artması 

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrası fertilizasyon hızını arttırmaktadır. 

Kromatin yoğunlaşmasını tamamlamamış sperm yüzdesiyle geç apopitozis 

arasında negatif ilişki belirlenmişken, kapasitasyon arasında anlamlı ilişki 

bulunamamıştır (91). Bizim çalışmamızda ise olgun spermlerin daha çok olduğu 

örneklerde, anlamlı olarak daha az spermin akrozom reaksiyonunu tamamladığı 

görülmüştür. Kapasitasyon belirteçleri incelenmediği için spermlerin kapasite 

olup olmadıklarına ilişkin yorum yapılamamaktadır. Fakat kromatin 

yoğunlaşmasını tamamlamamış spermlerin çok olduğu örneklerin progesteronla 

akrozom ekzositozunu gerçekleştirmeleri, kromatin yoğunlaşması sürecinde 

spermde gerçekleşen olayların sperm işlevi üzerine etkili olabileceğini 

düşündürmektedir. Olgun spermlerde bulunan mRNAlar spermatogenez ve 

spermiyogenezin mirasları olarak değerlendirilir. Bu mRNAların fertilizasyon 

potansiyeli ve embriyo gelişimi için önemli olduğu bilinmektedir. İlerleyen 

çalışmalarda, akrozom reaksiyonu için önemli olan mRNA’lar değerlendirilerek 

çalışmamızda bulunan akrozom reaksiyonu ve kromatin yoğunlaşması ilişkilerin 

nedenleri açıklanabilir (92).  

Fertilizasyonu gerçekleştiren spermi, ejakulatta bulunan diğer spermlerden 

ayıran en önemli özelliği dişi tarafından seçilmesidir. Bu seçimde tuba uterina 
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epiteli, kumulus hücreleri ve oositin rolü vardır. Üremeye yardımcı tedavilerde bu 

seçimler atlanmaktadır. Bunun insanın evrimsel sürecine etkileri göz önünde 

bulundurularak planlanması gerekmektedir (93). 1978’de ilk İVF bebeği Louise 

Brown’ın doğmasının ardından hızla gelişen yöntemlerle günümüzde dünya 

genelinde yılda yüzbinlerce İVF bebeği dünyaya gelmektedir. Yapılan 

hesaplamalarla İVF bebeklerinin logaritmik bir şekilde artacağı öngörülmektedir 

(94). 1945’te “Penisilinin Keşfi” nedeniyle verilen Nobel Tıp Ödülü’nün üstünden 

yüz yıl geçmemişken antibiyotik direnci tüm dünyada sağlık sisteminde en önemli 

sorunlardan biri haline gelmiştir (95). Bu tıbbi gelişmelerin kontrolsüz 

kullanımına en etkileyici örneklerden biridir. 2010 yılında Nobel Tıp Ödülü “İn 

Vitro Fertilizasyonun Geliştirilmesi” nedeniyle verilmiştir. İlk İVF bebeğinden 

bugüne kadar dünyaya gelmiş milyonlarca bebeğin yanı sıra başarısızlıkla 

sonuçlanmış çok daha fazla tedavi girişimi bulunmaktadır. İnsan üretmenin 

getirdiği sorumlulukla, yapılan bütün işlemlerin bilimsel gelişmelere uygun 

olması gerekmektedir. Üreme biyolojisine ilişkin ortaya konulan her bilgi yeni 

soruları ortaya çıkarmaktadır. Tedavi başarılarının arttırılması gibi ölçülebilir 

sonuçlar bilinmeyenlerin çözülmesine bağlıdır. Çalışmamızda açıklanamayan 

infertilitenin, fertilizasyon için gerekli İzumo1 proteininin sperm yüzeyinde 

görülmesindeki azalmayla açıklanıp açıklanamayacağı araştırılmış ve yalın olarak 

İzumo1 negatifliği ile infertilite açıklanamamıştır. Akrozom reaksiyonunu 

gerçekleştirdiği halde İzumo1 proteini görülmeyen spermlerin olması, spermin 

fizyolojik işlevlerini yerine getirebilmesinin fertilizasyonu gerçekleştirebileceği 

anlamına gelmediğini düşündürmüştür. Çift başlı ya da çekirdeksiz spermlerde 
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akrozom reaksiyonu sonrası İzumo1 proteini görülmüştür. Anomalilere sahip olan 

hatta çekirdeği olmayan hücrelerin bile fertilizasyonu gerçekleştirme ihtimali 

bulunmaktadır. Tüm gebeliklerin %10 -15’inin ilk üç ay içinde düşükle 

sonuçlandığı ve bu düşüklerin çoğunun nedeninin kromozom anomaliler olduğu 

düşünülürse fertilizasyonun “mükemmel” olduğunu iddia etmek yanlış olur (96). 

İzumo1 proteiniyle ilgili verilerin yanında akrozom reaksiyonunun 

gerçekleşmesine ilişkin bulgularımız yeni araştırma konularının belirlenmesine 

yardımcı olmuştur. Akrozom reaksiyonunu gerçekleştirme, kromatin 

yoğunlaşması ve morfoloji gibi yapısal ve işlevsel özelliklerin birlikte 

değerlendirilmesiyle sperme ilişkin bilinmeyenler aydınlatılabilir. 

Gametogenezden başlayarak fertilizasyona kadar devam eden maratonun her 

parkuru infertilite araştırmalarında değerlendirilmelidir. Bu çalışmayla tedavide 

kullanılacak “mükemmel” spermin bulunmasına ilişkin sonuç ortaya 

konulmamıştır. Mükemmeli bulmak yerine, elimizdekileri tanıma ve en uygunu 

seçme yöntemlerinin geliştirilmesi daha gerçekçi ve ulaşılabilir bir hedef olabilir. 
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6 SONUÇ 

Açıklanamayan infertilite hastalarıyla (grup iki, n=30), fertilizasyon 

sorunu bulunmayan gönüllülerin (grup bir, n=18) iki gruba ayrıldığı bu çalışmada 

ulaşılan sonuçlar şu şekildedir: 

 Gruplar arasında yaş ortalaması ve semen analiziyle değerlendirilen 

parametreler (semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayısı, 

hareketli sperm yüzdesi ve ileri hareketli sperm yüzdesi) karşılaştırılması 

sonrasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır. 

 Kromatin yoğunlaşmasının değerlendirildiği asidik anilin mavisiyle 

boyanmayan sperm yüzdeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

gösterilememiştir.  

 Akrozom reaksiyonunu gerçekleştiren sperm yüzdesi açıklanamayan infertilite 

grubunda düşük olmasına karşın, istatistiksel olarak anlamlı değildir.  

 Akrozom reaksiyonunu gerçekleştirmesine karşın, İzumo1 pozitifliği 

izlenmeyen spermlerin yanı sıra, çekirdeksiz ya da çift çekirdekli spermlerde 

İzumo1 pozitifliği görülmüştür.  

 Akrozom reaksiyonunun gerçekleştiği sperm yüzdesinin, %0 dan %100 e, iki 

uç noktada izlenmesi nedeniyle farklı parametrelerle akrozom ekzositozunu 

tamamlama ilişkisi incelenmiştir. Bu inceleme tüm araştırma evreninde, grup 

bir ve grup ikide ayrı ayrı yapılmıştır: 

 Tüm araştırma evreninde, grup bir ve grup ikide kromatin yoğunlaşmasını 

tamamlamış sperm yüzdesiyle sperm morfolojisi arasında anlamlı ilişki 

görülmemiştir. Tüm araştırma evreninde, grup bir ve grup ikide normal 
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morfoloji gösteren sperm yüzdesiyle akrozom reaksiyonu gerçekleştiren 

sperm yüzdesi arasında anlamlı bir ilişki gösterilememiştir. 

 Tüm araştırma evreninde baş anomalisi görülen sperm yüzdesiyle 

akrozom reaksiyonu gerçekleştiren sperm yüzdesi arasında istatistiksel 

olarak anlamlı negatif yönde bir ilişki gösterilmiştir. Grup ikide benzer 

bir ilişki görülürken, grup birdeki ilişki istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Örneklemin büyütülmesiyle ve baş anomalilerinin ayrıntılı 

değerlendirilmesiyle daha kuvvetli ilişkilerin ortaya koyulabileceği 

düşünülmüştür. 

 Tüm araştırma evreninde, grup bir ve grup ikide kromatin 

yoğunlaşmasını tamamlayan ve akrozom reaksiyonu gerçekleştiren 

sperm yüzdeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı negatif yönde bir 

ilişki gösterilmiştir. Kromatin yoğunlaşmasıyla akrozom reaksiyonu 

gerçekleşmesi arasındaki bu ilişkinin spermiyogenez sırasında meydana 

gelmiş olabilecek bir değişim nedeniyle oluşabileceğini düşündürmüştür. 

 Örneklem sayısı çalışmanın en büyük kısıtlılığıdır. Gruplar arasında akrozom 

reaksiyonunun gerçekleşmesi arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 

olmasa da akrozom ekzositozunu tamamlamak gibi işlevsel bir özelliğin, baş 

anomalisi ve kromatin yoğunlaşması gibi yapısal özelliklerle ilişkili olması 

çalışmanın sonuçları arasında dikkat çekmektedir. Bu bağlamda, spermin 

yapısal ve işlevsel özellikleri arasındaki ilişkilerin nedenlerini ortaya koyacak 

çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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8 ÖZET 

İzumo1 proteininin sperm değerlendirme parametreleriyle ilişkisinin 

fertilite statüsüne göre incelenmesi 

Açıklanamayan infertilite, infertilite şikayetiyle başvuran çiftlerin yaklaşık 

%15’ini oluşturur. İzumo1 proteini, akrozom reaksiyonu sonrasında spermde 

görülen, spermin oositle birleşmesi için gerekli bir proteindir. Bu çalışmada 

açıklanamayan infertilitede İzumo1 proteininin görülmesinde azalma olup 

olmadığı; İzumo1 proteininin, semen analizi sonuçları ve kromatin 

yoğunlaşmasıyla ilişkisinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

Çalışma Gazi Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun izniyle 

yürütüldü. İki yıl korunmasız cinsel ilişkiye karşı gebelik oluşturamamış, 

açıklanamayan infertilite hastası 30 gönüllü (grup 2) ve bir yıl içinde 

kendiliğinden gebelik oluşturabilmiş 18 gönüllüden (grup 1) bilgilendirilmiş 

onam sonrası semen örnekleri alındı. Semen analizi sonrası anilin mavisi ile 

kromatin yoğunlaşması değerlendirildi. Kesintili dansite gradyanıyla elde edilen 

spermlerde, 10 M progesteronla bir saat inkübasyon sonrası akrozom 

reaksiyonunun gerçekleştirilmesi hedeflendi. İzumo1 ve CD46 proteinlerine karşı 

geliştirilmiş antikorlarla ve DAPİ ile immünfloresans inceleme yapıldı. Veri 

dağılımının özelliğine göre uygun istatistik testleri kullanıldı. 

Gruplar arasında yaş, semen analizi, kromatin yoğunlaşmasını tamamlamış 

sperm yüzdeleri değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmedi. Üçlü immunfloresans inceleme sonrası spermler dört gruba ayrıldı: Üç 

pozitif, İzumo1 negatif, DAPİ pozitif ve DAPİ negatif. DAPİ negatif ve İzumo1 
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negatif spermler az sayıda örnekte görüldüğü için istatistiksel değerlendirme 

yapılmadı. Üç pozitif sperm yüzdesi grup birde fazla olmasına karşın istatistiksel 

olarak anlamlı değildi. Anilin negatif ve üç pozitif sperm yüzdeleri arasındaki ters 

ilişki istatistiksel olarak anlamlı bulundu. Baş anomalisi ve üç pozitif sperm 

yüzdeleri arasındaki ters ilişki, grup birde anlamlı değilken grup ikide anlamlıydı. 

Bu çalışmayla, açıklanamayan infertilite hastalarında infertilite İzumo1 

eksikliğiyle ilişkilendirilemese de İzumo1 proteininin akrozom reaksiyonunu 

tamamlayan her spermde olmadığı, spermin yapısal (kromatin yoğunlaşması, baş 

anomalisi) özellikleriyle işlevsel özelliklerinin (akrozom reaksiyonu) ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Yapısal ve işlevsel ilişkilerin inceleneceği çalışmalarla 

infertilite tanı ve tedavi yöntemlerinin gelişmesi sağlanabilir. 

Anahtar kelimeler: Akrozom, İzumo1, sperm 
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9 SUMMARY 

Examination of relationship between Izumo1 protein and sperm 

parameters, according to fertility status. 

Unexplained infertility accounts to 15% of infertile couples. Izumo1 

protein is necessary for sperm oocyte fusion and seen after acrosome reaction. 

Aim of this study is examine whether decrease in the appearance of Izumo1 

protein in unexplained infertility and evaluate the relationship between İzumo1, 

semen analysis results and chromatin condensation. 

The study was conducted with the permission of Gazi University Clinical 

Research Ethics Committee. Semen samples obtained after informed consent from 

male partner of couples belong group 1 and 2. 30 unexplained infertile patients 

which had no spontaneous pregnancy in two years (group 1) and 18 subjects had 

spontaneous pregnancy within last one year (group 2). After semen analysis 

chromatin condensation examined with aniline blue. Sperms selected with density 

gradient centrifugation. Acrosome reaction is induced with 10 M progesterone in 

1 hour. Appropriate statistical analysis were carried out based on data distribution. 

Age, semen analysis and chromatin condensation results didn’t show 

significant differences between groups. “Triple positive”, “DAPİ positive”, 

“İzumo1 negative” and “DAPİ negative” classification was made based on triple 

immunofluorescence results. Since limited number of İzumo1 negative and DAPİ 

negative sperms statistical analyzes haven’t conducted. Despite triple positive 

sperm percent was higher in group 1 than 2, the difference was statistically 

insignificant. There is significant negative correlation between aniline negative 
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and triple positive sperm percent. The negative correlation between head 

anomalies and triple positive sperm percent was significant in group 2 but not in 

group 1. 

There wasn’t sufficient data that explains infertility by İzumo1 deficiency. 

However it is reported that İzumo1 protein couldn’t be seen in every sperm 

undergoes acrosome reaction and structural properties of sperm (head anomalies, 

chromatin condensation) are related with sperm function (acrosome reaction). 

With studies about sperm’s structural and functional relations, infertility diagnosis 

and treatment modalities can be improved.  

Keywords: Acrosome, Izumo1, sperm 
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10 EKLER 

 Ek 1: Gazi Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu Girişimsel Olmayan 

Araştırmalar Kabul Formu (2 sayfa) 

 Ek 2: Sağlık Bilimleri Üniversitesi Etlik Zübeyde Hanım Kadın Hastalıkları 

ve Doğum Hastanesi İzin yazısı (1 sayfa) 

 Ek 3: Orjinallik Değerlendirme Programı (Turnitin) Değerlendirme Sonucu (2 

sayfa) 
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Ek 2: Sağlık Bilimleri Üniversitesi Etlik Zübeyde Hanım Kadın Hastalıkları ve 

Doğum Hastanesi İzin yazısı (1 sayfa) 
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 Ek 3: Orjinallik Değerlendirme Programı (Turnitin) Değerlendirme Sonucu (2 

sayfa) 
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