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1 GIRIS

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan ¢ifte ait bir sorun olarak
tanimlanir. Gelismis iilkelerde her on ¢iftten birini etkiledigi diisiiniilmektedir.
Tedavi yontemlerinin yayginlasmasiyla bazi iilkelerde, in vitro fertilizasyonla
dogan bebekler, yenidoganlarin %4 iinii olusturmaktadir. infertiliteyi ¢ézmek icin
yapilan islemler yeni nesillerin olusmasini sagladigi i¢in insanin evrimsel siirecine
en dogrudan miidahaleleri olusturmaktadir. Fertilizasyon ve implantasyon, pek
¢ok mekanizmayla dogal segilimi gerceklestirir. In vitro fertilizasyonla, bu

stirecler ve dogal secilim etkilenmektedir (1).

Izumol proteini spermde bulunan, akrozom reaksiyonu gerceklestikten
sonra sperm yiizeyinde goriilen ve spermin oosite tutunmasini saglayan bir
proteindir. Eksikliginde ya da islevi bozuldugunda fertilizasyonun engellenmesi,
[zumol proteinini hayvan deneylerinde cinsiyete ©6zgii infertiliteyle

iligkilendirmistir (2).

Fertilizasyon ve implantasyon hakkinda bilinenler, infertilite sikayetiyle
basvuran ciftlere, sikayetlerinin nedenini ve ¢oziimiini aciklamak i¢in yeterli
olmamaktadir. Semen analizinde degerlendirilen parametrelerin normal oldugu
erkeklerde, sperm genetik materyalini, reaktif oksijen tiirlerini ya da sperm
islevini degerlendirmeye yonelik testlerle tan1 koymaya c¢alisilmaktadir.
Fizyolojik siireclerin aydinlatilmasiyla, tan1 ve tedavi yontemleri gelistirilebilir (3,

4).



[zumol proteininin fertilizasyondaki 6nemi diisiiniilerek planlanan bu
calismanin amaci; agiklanamayan infertilite sikayetiyle bagvuran erkek hastalarla,
fertilizasyon sorunu olmayanlarin spermleri arasinda, akrozom reaksiyonu
sonrasinda Izumol proteininin ifadelenmesindeki farki arastirmaktir. lkincil
amagclar ise semen analiziyle degerlendirilen parametreler ile sperm kromatin
yogunlasmasinin, CD46 ve Izumol protein ifadelenmeleri ile iligkisini

gostermektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Spermatogenez

Erkek iireme hiicresi (gamet) olan sperm liretimine spermatogenez denir.
Spermatogenez, erkek lireme sistemi organlar1 igerisinde gergeklesir. Erkek iireme
sistemi organlari; testis, kanal sistemini olusturan yapilar, salgi bezleri ve penisten
olusur (5).

2.1.1 Testis

Testisler; skrotum igine yerlesmis oval sekilli bir ¢ift tiibiiloalveolar,
birlesik tipte salgi bezidir. Abdominal kavite disinda yerlesmis olmasi
spermatogenez igin gerekli 34-35°C’lik sicakligin saglanmasi i¢in gereklidir (5).

Testisler digardan tunika albuginea adi verilen bag dokudan bir kilifla
cevrilidir. Bu kilifin i¢ kisminda kan damarlar1 iceren gevsek bag dokusu, tunika
vaskiiloza bulunur. Rete testisin bulundugu mediastinum bélgesinde kalinlagan
bag dokusu kapsiil organin i¢ine dogru girerek olusturdugu fibréz septalarla
organi 250-300 lobiile boler. Her lobiil 1-4 arasinda degisen seminifer tiibiil
icermektedir (5, 6).

Seminifer tiibiiller yaklagik 150 wm capinda ve 80 cm uzunlugunda, iki
ucu rete testise acilan “U” seklinde kanal yapisindadir. Seminifer tiibiil epiteli,
Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicrelerden olusan 6zel bir ¢ok katli epitel
yapisindadir. Tunika propriya Ozel bir bag dokusu yapisindadir. Seminifer
tiibtilleri ¢evreleyen bazal lamina, miyoid hiicreler ve kollajen fibrillerden zengin

bir bag dokusu ile ¢evrilidir (5, 6).



Sertoli hiicreleri, spermatogenez i¢in fonksiyonel ve metabolik destegi
saglayan prizmatik sekilli hiicrelerdir. Puberteye kadar seminifer epitelin baskin
hiicre tipidir ve yaslanmayla birlikte spermatogenezin azalmasi ile tekrar bu
Ozelliklerini geri kazanirlar. Puberteden sonra mitoz boliinme gerceklestirmezler.
Cekirdek hiicrenin bazaline yerlesmistir ve biiyiik ¢ekirdekg¢ik izlenir. Cekirdekeik
yanlardan karyozom adi verilen kendine has {i¢ pargali yapida, RNA ve DNA
iceren cisimcik ¢ifti tarafindan kusatilmistir. Sertoli hiicreleri arasindaki yan yiiz
baglantilariyla kan testis bariyeri olusur ve epitel bazal ve luminal kompatmana
ayrilir. Kan testis bariyeri, zonula okludens, makula adherens ve oluklu
baglantilar gibi yan yiiz baglantilar1 icerir. Sertoli hiicrelerinin yan ylizlerinde
bulunan girintilerde spermatogenik hiicreler yerlesiktir (5-7). Sertoli hiicrelerinin
seminifer tiibil sivisim1 salgilamak, fagositoz yapmak gibi gorevleri de
bulunmaktadir. Germ hiicrelerinin sayisinin sinirlandirilmasi Sertoli hiicrelerinin
gorevidir ve tlire Ozgiidiir. Spermatogenezin hormonal kontrolii Sertoli
hiicreleriyle saglanir (5, 6, 8).

2.1.2 Spermatogenez Asamalari

Spermatogenez; mitoz bollinmelerin  gerceklestigi  spermatogonyal
asama, mayoz boliinmenin gerceklestigi spermatosit asamasi ve spermatidlerin
olgun sperm hiicrelerine farklilastiklar1 spermatid asamasi olmak {izere ii¢
asamada incelenebilir (6).
2.1.2.1.1 Spermatogonyal Asama

Seminifer tiibiil epitelinde kalic1 hiicre popiilasyonunu olusturan Sertoli

hiicrelerinin yan1 sira spermatogenik hiicreler bulunur. Puberteyle birlikte



primodial germ hiicrelerinden kdken alan spermatogenik kok hiicreler (SKH)
mitoz bollinmeyle cogalirlar. Spermatogenik hiicre dizisinin ilk hiicresi
spermatogonyumlardir. Spermatogonyumlar bazal membranin hemen iistiinde,
kan testis bariyerinin disina yerlesirler. Tip A ve tip B olmak {izere iki ana sinifta
incelenirler (5, 6).

Tip A spermatogonyum: Oval Okromatik ¢ekirdek, ¢ekirdek zarina
tutunmus c¢ekirdekcik icerir. Cekirdegin koyu ya da agik olmasina gore tip A
koyu ya da tip A ack olarak alt simflara aynlir. Tip A koyu
spermatogonyumlarin spermatogenik kok hiicreler oldugu diisiiniilmektedir
Farklanmamis tek spermatogonyum Aggingle) Olarak adlandirilir ve ID4", BMI1",
PAX7" olarak belirlenir. Mitoz bdliinmeyle ¢ogaldikga énce ¢ift Appairea) SONTa
sirall Agalinged) Olarak adlandirilir (5, 6, 9).

Tip B spermatogonyum: Yuvarlak c¢ekirdek, g¢ekirdek zariyla iligkili
heterokromatin alanlar, merkezi ¢ekirdekg¢ik goriiliir (5).

Spermatogenezin uzun yillar devam etmesi kok hiicre havuzunun
siirekliliginin saglanmasi ile olusur. Uretilen sperme karsilik kok hiicrelerin de
sayica artmasi gerekir. Bu denge molekiiler diizenlemelerle gergeklesir.
Spermatogenik kok hiicrelerin c-kit tirozin kinaz reseptdriine, Sertoli hiicresinden
salgilanan kok hiicre ligandi (stem cell ligand) baglanarak kok hiicrelerin
farklanmasini uyarir. Kok hiicrede c-kit tirozin kinaz reseptorii gen ekspresyonu,
promiyelositik 16semi ¢inko parmak (Plzf: Promyelocytic leukemia zinc finger)
transkripsiyon faktorii ile baskilanir ve kok hiicre yenilenmesi engellenir. Retinoik

asit, Plzf transkripsiyon faktoriinii baskilayarak yenilenme siirecini baslatir.



Spermatik kok hiicrelerde retinoik asit- Plzf iizerinden saglanan c-kit gen
ifadelenmesinin diizenlenmesi otoregiilatuvar yolak olarak adlandirilir. Folikiil
uyarict hormon (FSH: follicule stimulating hormon), Sertoli hiicrelerinden, Glial
hiicre hatt1 kaynakli norotrofik faktér (GDNF: Glial cell line-derived neurotrophic
factor) salgilatir. GDNF, spermatogenik kok hiicrelerdeki GDNF aile reseptorii ol
(GFRal: GDNF family receptor al) reseptoriine baglanir. GFRal iliskili RET’in
intraselliiler parcasinda gerceklesen fosforilasyonla spermatogenik kok hiicre
farklanmasi uyarilir. Sertoli hiicresiyle diizenlenen GDNF- GFRal- RET ve kok
hiicre ligandi- c-kit reseptdrii iliskileri parakrin yolak olarak adlandirilir (5).

2.1.2.1.2 Spermatosit Asamasi

Tip B spermatogonyum, son mitoz boliinmeyi gerceklestirdikten sonra
olusan yavru hiicreler, DNA sentez (S) fazim1 tamamladiktan sonra mayoz
boliinmenin profaz fazina girer. Primer spermatositler birinci mayoz boliinmeyi
gerceklestirecek olan hiicrelerdir. Spermatositler; seminifer tiibiiliin adluminal
kompartmaninda, yerlesirler. Mayoz bodliinme kan testis bariyerinin iginde
gerceklesir. Birinci mayoz boliinme tamamlandiktan sonra olusan yavru hiicreler
sekonder spematosit adin1 alirlar. Sekonder spermatositler DNA sentezi olmadan
ikinci mayoz boliinmeyi gerceklestirirler. Her sekonder spermatositten iki
spermatid olusur (5, 10).
2.1.2.1.3 Mayoz Boliinme

Eseyli lireme pek ¢ok oOkaryotik canlinin genetik cesitliligini saglayan
mekanizmadir. Mayoz boliinme c¢esitliligin saglanmasi icin ilk adimdir. Sentez (S)

asamasinda DNA miktarin1 ikiye katlayan hiicre, G2 (Gap 2) asamasinm



tamamlayip mayoz boliinme evresine ulagir. Birinci mayoz boliinmenin yaklasik
10 giin siiren uzun bir profaz evresi vardir. Profazin alt evreleri leptoten, zigoten,
pakiten, diploten, diakinez olarak siralanir. Leptoten evresinde, iki kardes
kromatid iceren kromozom ¢iftleri, ¢ekirdek zarina tutunmus ipliksi
goriiniimdedirler. Zigoten evresinde, homolog kromozomlar arasinda cekirdek
zarina baglh kisimlardan baslayarak sinaptonemal kompleksler olusur. Pakiten
evresinde, sinaptonemal kompleks tiim homolog kromozom boyunca tamamlanir.
Kardes olmayan kromatidler arasinda parca degisimi (crossing-over) gerceklesir.
Diploten evresinde sinaptonemal kompleksler ayrilir. Diakinez evresinde ise
kromozomlar birbirinden uzaklasir. Uzun profaz evresini izleyen metafaz, anafaz
ve telofaz evreleriyle birinci mayoz boliinme tamamlanir ve yavru hiicreler olusur.
Ikinci mayoz béliinme i¢in DNA {iretimi sadece hasar onarmm igin gereklidir.
Kardes kromatidler birbirinden ayrilarak haploid yapida yavru hiicreler olusur.
Kardes olmayan kromatinler arasindaki genetik materyalin degisimi, maternal ve
paternal kromozomlarin yavru hiicrelere rastgele dagitilmasi genetik cesitliligi
saglayan yollardir (2, 5).
2.1.2.1.4 Spermatid asamasi

Spermatidler hiicre boliinmesi gergeklestirmezler, morfolojik degisimler
gecirirler. Haploid spermatidler Sertoli hiicresinin sitoplazmasindaki nislerde
erken (yuvarlak) spermatid ve apikal yiiziindeki derin invajinasyonlarin
olusturdugu kriptalarda bulunan ge¢ (elonge) spermatid olarak ikiye ayrilir.
Spermiasyon, Sertoli hiicrelerinin apikal yiizeyinde olgun spermatidin basini

cevreleyen bolgede bulunan F- aktin iceren halkalar ile spermatidlerin liimene



itilmesidir. Spermatidler c¢ekirdegin karsit kutuplarinda konumlanmis Golgi-
akrozom- akroplakzom kompleksi ve baglant1 pargasi nedeniyle oldukga polarize
hiicrelerdir. Spermatogenezin son asamasi olan spermiyogenez, meydana gelen
dort temel degisimle olgun spermatidlerin olugsmasini saglar (5).

Akrozom gelisimi: Hidrolitik enzimler igeren akrozom dort evrede olusur.
Golgi evresinde, hiyaliironidaz, proakrozin ve diger hidrolitik enzimleri igeren
proakrozom vezikiilleri, Golgi organindan akroplakzoma, mikrotiibiiller ve aktin
mikrofilamentleri iizerinde, motor proteinler araciligi ile tasinirlar. Akroplakzom
cekirdek zari iligkili aktin- sitokeratin iceren iskelet tabakasidir. Proakrozomal
vezikiiller burada birbirlerine baglanarak dnce akrozomal vezikiilii sonrasinda
akrozomal keseyi olustururlar. Bashk evresinde, biiyliyen akrozomal kese uzayan
cekirdekle paralel olarak kaudal inigini baslatir. Akroplakzom, keratin ara
filamentlerini igeren desmozom benzeri marjinal halka ile c¢ekirdek zarina
baghidir. Bu baglantiyla akrozomun dar inig girintisi desteklenir ve akrozom baglik
seklini alir. Spermiyogeneze 6zgii niikleoiskelet ve sitoiskelet baglayici protein
(LINC: for linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) ile yogun ¢ekirdek
laminas1 ile akroplakzomun F-aktin proteinleri baglanir. Akrozomal ve
olgunlasma evresinde akrozom- akroplakzom uzayan sperm basina uygun sekil
alir (5, 11).

Manset gelisimi: Akrozom gelisiminin baslamasindan sonra akrozom-
akroplakzom kompleksinin kaudal kisimda mikrotiibiil iceren bir manget
gelismeye baglar. Marjinal halkanin kaudalinde periniikleer halka bulunur.

Periniikleer halkadan kaudale dogru wuzanan mikrotiibiiller, organellerin



diizenlenmesinde ve motor proteinlerle birlikte intraflajellar iletimde rol oynarlar.
Sperm basini ¢evreleyen Sertoli hiicrelerinde bulunan F-aktin ve mikrotiibiillerle
sperm basmin uzamasi gergeklesir. Bu sistemde olusan hatalar sperm bas
anomalileriyle sonuglanir (5, 12).

Kuyruk gelisimi: Sentriol ¢iftinin, ¢ekirdegin Golgi kutbundan karsiya
dogru gocliyle kuyruk gelisimi baglar. Distal sentriolden kuyrugun aksonemi
gelisirken, proksimal sentriol ve perisentriol matriks baglanti par¢asini olusturur.
Baglant1 parcasi spermin dalga benzeri hareketiyle olusan mekanik stresten
etkilenen kismidir. (5)

Cekirdek kromatininin yogunlasmasi ve c¢ekirdegin sekillenmesi:
Somatik histon proteinlerinin, arjinin ve lizinden zengin protaminlerle degismesi
sonucu DNA’nin sabitlenmesi ve korunmasi saglanir. Spermlerde protaminin az
olmast DNA biitliinliigliniin ve canlilifin azalmasiyla korelasyon gosterir.
Cekirdek kromatininin yogunlagsmasindan sonra RNA transkripsiyonu olmaz (5,
13).

Spermatidin olgunlasma siirecinde mitokondriler, dis yogun fibrillerle
cevrili aksonemin proksimal kismina yerlesirler. Cekirdek yogunlasmasini ve
uzamasini tamamlar. Manget distale dogru uzanarak ayrilir. Sitoplazmanin fazla
kismi (rezidiiel cisim) Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilmek iizere salinir.
Olgunlasma siirecini tamamlayan spermlerin seminifer tiibiil liimenine salinmasi
spermiasyon olarak adlandirilir. Spermiasyon i¢in spermatidleri baglayan
sitoplazmik kopriiler ayrilir. Spermler, adezyon molekiillerinin yikilmasi ve hiicre

iskeleti bagimli mekanizmalarla Sertoli hiicrelerinin apikal kriptlerinden ayrilirlar.



Bu spermler pasif hareketle duktus epididimise gegerler ve burada ileri hareket

yetenegi kazanirlar (5, 12).

2.2 Spermin Yapisi

Olgun sperm bas, kuyruk ve baglant1 parcasindan olusur. Bu yapilar hiicre
zartyla g¢evrilidir. Bas; uzun ve yogun bir ¢ekirdek ve cekirdegin 6n yarisini
kaplayan akrozomdan olusur. Akrozom, proteaz, hyaluronidaz, asit fosfataz gibi
hidrolitik enzimleri igerir ve akroplakzomla ¢ekirdek zarina tutunur. Akrozom,
anterior akrozom ve posterior akrozom (ekvatoryal bdlge) olarak iki bolgeye
ayrilir. Akrozomun altinda kalan kisim postakrozomal bolge olarak isimlendirilir.
Sperm yiizeyinden ¢ekirdege dogru hiicre zar1, dis akrozom zari, i¢ akrozom zar1
ve ¢ekirdek zar1 olmak lizere dort zar yapisi goriiliir. Baglanti parcasi, sentriol
ciftinden olusur. Proksimal sentriol baglanti pargasini ¢ekirdek zarina baglarken
distal sentriol aksonemi olusturur. Baglant1 parcasi, fiziksel baglanti saglamasinin
yaninda miyozinle iligkili protein baglantilar1 sayesinde sperm hareketinde
etkilidir. Kuyruk; orta parca, ana par¢a ve son par¢a olmak iizere boliimlere
ayrilir. Orta parca, sarmal diizenlenmis mitokondriler, dis yogun fibriller ve
aksonemi igerir. Ana parca, kuyrugun en uzun kismidir. Merkezdeki aksonemi
cevreleyen dis yogun fibriller ve fibroz kiliftan olusur. Di1s yogun fibriller orta
parcada dokuz, ana par¢ada yedi adettir. Fibroz kilif, uzunlamasina iki kolon ve
kolonlarla iliskili ortak merkezli yar1 halkalardan olusur. Dis yogun fibriller ve
fibroz kilif spermin ileri hareketi sirasinda saglam bir yapi iskelesi olarak gorev

yapar. Kuyrugun son kisimda sadece aksonem goriiliir (5, 11, 12).
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Testislerde iiretilen spermin fertilizasyonu gerceklestirebilmesi igin
epididimiste olgunlasma ve disi genital kanalda kapasitasyon siireclerini

tamamlamasi gerekir (14).

2.3 Spermin Olgunlasmasi

Spermin olgunlasmasi; epididimiste morfolojik, biyokimyasal ve
fizyolojik degisimler gecirerek ileri hareket yetenegi kazanmasidir. Epididimis
uzun kivrimh bir tiip yapisinda olup dort ana boliimde incelenir: Baslangig, bas,
govde ve kuyruk. Baslangi¢c kismi1 kemirgenlerde belirginken insanda ayirt etmesi
giictlir. Epididimisin farkli boliimlerinde, protein diizenlenmesinin ve liimendeki
iyon konsantrasyonlarinin degismesi olgunlasma i¢in 6nemlidir. Epididimisin bas
boliimiinde goriilen spermler olgunlasmalarini tamamlamamislardir. Kuyruk
boliimiinde ise olgunlasmus olarak izlenirler. Insan ve diger memelilerde yapilan
cesitli aragtirmalarda epididimisin bas ve kuyruk boliimiinden alinan spermlerde
morfolojik, proteomik, glikokaliks yapisi, sinyal yolaklarinin uyarilmasi gibi
farkliliklar ~ goriilmiistiir. Morfolojik degisime neden olan sitoplazmik
damlaciklarin kuyrugun orta parcasindan kaudale gdcii enerji metabolizmasi ve
iyon homeostaz1 agisindan Onemlidir. Epidimozom adi verilen vezikiillerle,
epididimis epitelinden sperme protein, lipit, RNA aktarimi yapilir ve bu
vezikiillerin igerikleri epididimisin bdlgelerine gore degisim gosterir. Olgunlagma
sirasinda sperm hiicre zarinda seker ve lipit profilinde goriilen degisimlere bagl
olarak zar akigkanligi artmaktadir. Doymamis yag oranindaki artis nedeniyle
oksidatif strese kars1 daha hassas olurlar. Sperm testisten ayrildiktan sonra protein

sentezi yapmaz. Bu nedenle protein yapisindaki degisimler post-translasyonel
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yontemlerle diizenlenir. Protein fosforilasyonu ile fertilizasyon igin gerekli
basamaklarin diizenlenmesi miimkiindiir. Fosfataz inhibitorleri ve cAMP gibi
fosforilasyon yolaklarin1 etkileyen farmokolojik ajanlarla, spermde kuyruk
hareketinin in vitro ortamda saglanmasi olgunlagsmada sinyal yolaklarinin 6nemini
gostermektedir.  Olgunlasmanin  tamamlanmamasi1  kapasitasyon, akrozom

reaksiyonu ve fertilizasyon gibi basamaklar1 da etkilemektedir (14, 15).

2.4 Sperm Kapasitasyonu

Kapasitasyon disi genital kanallarinda gerceklesen spermin yapisinda
olusan biyokimyasal degisikliklerdir. Inseminasyon sonras: disi iireme kanalinda
ilerleyen spermler isthmusa kadar diger hiicrelerle temas etmeden ilerlerler. Bu
sekilde disi bagisiklik sisteminden kagcarlar. Isthmusta ise epitelle iliski kurarak
gecici bir rezervuar olustururlar. Disi genital kanal sivilariyla, sperm hiicre
zarinda bulunan glikoproteinler ayrilir. Zarin akigkanligimi azaltan kolesterol
oksidasyon yoluyla hidrofilik hale getirilir ve albiimin gibi tasiyicilarla zardan
uzaklagtirilir. Hiicre zarndaki degisikliklere bagl olarak bikarbonat iyonlarinin
sperm i¢ine girisiyle adenil siklaz aktivitesi artis1 gergeklesir ve cAMP seviyesi
artar. Tirozin fosforilasyonu gergeklesir. Sperm zarinin kalsiyum ge¢irgenligi
artar. Ana parcada bulunan pH bagimli katyon kanallariyla (CatSper) hiicre igine
dogru kalsiyum akis1 baslar ve bu akim spermin bas kismina dogru devam eder.
Spermin asidik hiicre i¢i pHs1 (6,5) voltaj bagimli proton kanallarindan hiicre
disina proton atilmasiyla alkali (7,4) hale gelir ve kapasitasyon tamamlanir.
Zonaya tutunma reseptorleri kapasitasyonun tamamlanmasiyla sperm yiizeyine

cikar. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 ekzositozu uyararak akrozom reaksiyonunu
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baglatir.  Alkalizasyon, sikica paketlenmis kromatinin ¢oziilmesini ve
hiperaktivasyonu saglar. Hiperaktivasyon, kuyrugun simetrik diisiik genlikli
hareketten, yliksek genlikli asimetrik hareketlere gecmesi olarak tanimlanir.
Ovulasyona 1iliskin sinyallerin ulagsmasiyla spermler hiperaktive olurlar ve
rezervuardan ayrilirlar. Folikiil hiicrelerinden salgilanan bir hormon olan
progesteron spermler i¢in ovulasyon sinyallerinden biridir. Progesteron, Catsper
reseptorlerinin duyarli hale gelmeleri ve hiicre i¢i kalsiyum artisinin saglanmast
ile kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon gibi siireclerde rol oynar.
Progesteron bir kemoatraktan olarak spermin fertilizasyon i¢in oosite yonelmesini
saglar (5, 14, 16, 17).
2.5 Fertilizasyon ve izumol

Fertilizasyon spermin oositle birleserek zigot olusturmasidir. Spermlerin
oosite ulasmak i¢in kumulus hiicrelerini ve zona pellusidayr ge¢meleri gerekir.
Kumulus hiicreleri arasinda kuyruk hareketiyle ilerleyen spermler akrozom
reaksiyonu ile enzimatik olarak hiicreler arasi baglari yikarlar. Kapasitasyon
sirasinda gergeklesen hiicre i¢i kalsiyum artigi sonrast akrozomun dis zar1 hiicre
zariyla birleserek akrozomal enzimlerin ekzositozu gercgeklestirilir. Hiyaliironidaz
korona radiatada bulunan kumulus hiicrelerinin arasinda bulunan matriksi yikar.
Oosit gevresinde mikrofilamentlerin kovalent olmayan baglarla olusturdugu agsi
yap1 spermin tutunmasini saglayan glikoproteinler igerir. Farelerde bulunan ZP1,
ZP2, 7ZP3 glikoproteinlerine ek olarak insanda ZP4 glikoproteini bulunmaktadir.
Spermin ZP3’iin O-oligasakkaritine baglanmasiyla akrozin salgilanir. ZP3 tiire

0zgl baglanmay1 kontrol eder. Fertilizasyon sonrasi oositte hiicre i¢i kalsiyum
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artis1 gergeklesir. Oosit periferinde yer alan kortikal graniiller ekzositozla
ovastasin proteazini salgilarlar. Kortikal reaksiyon olarak adlandirilan bu olay
ZP3’ten oligosakkaritlerin ayrilmasini ve ZP2’nin parcalanmasiyla yeni
spermlerin zona pelusidaya tutunmasini engeller (2, 5, 11).

Akrozom reaksiyonu, anterior akrozomda dis zar ve hiicre zarmin
birlesmesiyle gergeklesir. Ekvatoryal segment reaksiyona katilmaz. Bu nedenle
akrozomal reaksiyon icin kullanilan bazi belirtecler, siire¢ i¢inde farkli alanlarda
gbzlenir. Kompleman diizenleyici protein 46 (CD46), tip 1 zar glikoproteinidir.
Spermde i¢ akrozom zarinda yerlesmistir ve akrozom reaksiyonu belirteci olarak
kullanilir. CD46 akrozom stabilizasyonu saglayarak kendiliginden ger¢eklesen
akrozom reaksiyonunu azaltir. Anti-CD46 antikorlar1 insan sperminin zona

penetrasyonunu azaltir (11, 18).

2.5.1 Izumol ve Juno

Akrozom reaksiyonu sonrasi zonayi gecen sperm zari 00sit zaria tutunur.
Bu tutunma sperm Izumol ve oosit Juno proteinleri ile gergeklesir (11).

[zumol, ismini Japon evlilik tapmagindan alan bir transmembran
proteinidir. Izumol yapisal olarak; IZUMO pargasi, immunglobulin benzer
ekstraselliiler kisim ve kisa sitoplazmik kuyruktan olusur. N-terminalde bulunan
[ZUMO pargas1 a-heliks yapisiyla sperm oosit adezyonundan sorumludur (19).
Epididimiste post-translasyonel modifikasyon olarak Izumol fosforilasyonu
gerceklesir (20). Izumol akrozom reaksiyonunu gerceklestiren spermin aciga
ctkan i¢ akrozom zarinda goriilir (11). Izumol’in akrozom reaksiyonu

sonrasindaki yerlesimi apikal bdlgeden ekvatoryal segmente dogru yayilan
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dinamik bir olaydir (21). Oosit yiizeyinde bulunan Juno, Izumo1 reseptoriidiir ve
folat reseptdr ailesinin iiyesidir. izumo1 ve Juno birleserek zar fiizyonunu baslatir.
Sperm oosit fiizyonu ekvatoryal segmentten baslar, oosit sitoplazmasina alinarak
internalizasyonla tamamlanir (22). Sperm spesifik fosfolipaz C zeta (PLCC) ile
oositte kalsiyum dalgalanmasi olusur. Kalsiyum dalgalanmasi sonrasinda oosit
ikinci mayoz boliinmesini tamamlar. Sperm protaminleri oositten gelen histonlarla
yer degistirir. Kortikal graniiller ekzositozla kortikal reaksiyonu gerceklestirir.
Juno ve izumol vezikiillerle perivitellin araliga dagilarak polispermiyi 6nlemeye

yardimci olur (5, 23).

2.6 Infertilite

Diinya Saglik Orgiitii infertiliteyi, bir y1l korunmasiz cinsel iliski sonrasi
gebeligin olusmamasi olarak tanimlar. Ciftlerin yaklasik %15°1 ilk bir yilda
gebelik olusturamaz. Tani i¢in yapilan rutin incelemelerde ciftlerin %10-15’inde
infertiliteyi agiklayacak neden bulunamazken (agiklanamayan infertilite), geri

kalan kisimda erkege iliskin faktorler %45-50’yi olusturur (24).

2.6.1 Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Erkek infertilitesi degerlendirilirken Oykii ve fizik muayene sonrasi
uygulanan ilk test semen analizidir. Semen en az iki en ¢ok yedi giinliik cinsel
perhiz sonrasi tercihen mastiirbasyonla toplanarak degerlendirilir. Cinsel perhiz
stiresinin kisa olmasi sperm sayisinin, uzun olmasi ise sperm hareketliligin
azalmasina neden olur. Semen degerlendirilmesinin yapilmasi icin bes ile otuz
dakika aras1 oda sicakliginda ya da inkiibatorde likefiye olmalidir (sivilagsmalidir).

Semenin likefiye olmas1 prostat salgilarina, koagiile olmasi ise seminal vezikiil
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salgilaria baglhidir. Semenin viskozitesi, kokusu, rengi, hacmi degerlendirilir. Faz
kontast mikroskobuyla Makler kamara, hemositometre gibi sayim kamaralarina
alman semende hiicre sayimmi yapilir, sperm hareketleri incelenir. Sperm
hareketleri hareketsiz, yerinde hareketli, ileri dogru hareketli olarak
degerlendirilir. Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimladig1 normal semen parametreleri
Tablo1’de belirtilmistir (10, 25, 26).

Tablo 1: Diinya Saglik Orgiitii niin tamimladigi normal semen parametreleri (25)

Hacim 1,5 ml | Ileri hareketlilik %32
Sperm konsantrasyonu 15x10%ml | Canlilik %58
Toplam sperm sayisi 39x10° | pH 7,2
Toplam hareketlilik %40 | Normal morfoloji %4

Rutin semen analizi disinda semende ileri degerlendirmeler yapilabilir.
Spermin antikorlarinin degerlendirilmesi, akrozom reaksiyonunun
degerlendirilmesi, zona baglanma testleri ve sperm kromatin yapisinin
incelenmesi, DNA kiriklarinin belirlenmesi gibi testlerle taninin konmasi ve
uygun tedavinin planlamas1 amaglanir (26).

Sperm DNA hasari, rutin degerlendirmede incelenmeyen ancak
fertilizasyona engel olabilen parametrelerden biridir. DNA hasar1 spermde reaktif
oksijen tiirleri, anormal paketlenme, tamir mekanizmalarinin yetersizligi gibi
nedenlere bagli olarak goriilebili. DNA hasar1 sonucunda apopitozis,
inflamatuvar yanit, fertilizasyon oraninda diisiis ya da embriyo kaybi gibi
istenmeyen olaylar gorilebilir. Kromatin yogunlagmasini  tamamlamayan

spermlerde DNA hasar1 gelisme riski artar. Kromatin yogunlasmasi sirasinda
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bazik histon proteinleri asidik protaminlerle degistirilir. Asidik anilin mavisiyle
pozitif reaksiyona giren histon proteinleri koyu renkte izlenirken, protaminler agik

renkli izlenirler (25-27).

2.6.2 Infertilite Tedavisinde Sperm Kullanimi

Yardimer iireme tekniklerinde spermin kullanilabilmesi igin farkli hazirlik
yontemleri kullanilir. Bu yontemlerde fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in en
uygun spermin secilmesi amaglanir. Tedavide kullanilacak spermler ¢cogunlukla
mastiirbasyonla elde edilir. Ejakulatta sperm olmamasi (azospermi) gibi
durumlarda duktus epididimisten ya da testisten girigsimsel olarak alinabilir. Elde
edilen spermlerin in vitro olarak fizyolojik basamaklar1 taklit edecek sekilde
korunmasi1 ve islem gormesi esastir. Semendeki dekapasitasyon faktorlerinin, 6li
spermler ve epitel hiicrelerinin uzaklastirilmasi, hareketli spermlerin elde edilmesi
icin basit yikama, direkt ylizdiirme (swim up) ve kesintili dansite gradyanlari
(density gradient) yontemleri kullanilir. Hastanin durumu ve tedavi planina gore
bu yontemler birlikte kullanilabilir. Sicaklik pH degisimi, oksidasyon, santrifiij ve
toksik maddelerin spermler {izerine etkilerini en aza indirmek i¢in protein ve
tampon igerikli kiiltiir soliisyonlar1 ve inkiibatorler kullanilir. Kiiltlir soliisyonlar1
kapasitasyonun saglanmasi i¢in yaklasik 4 mg/ml insan serum albiimini ve 25
mmol/L bikarbonat icerir. Kiiltiir soliisyonlarinda glikozun gerekli olup olmadigi
tartigmalidir. Fertilizasyon asamasinda glikoz igeren soliisyonlarin kullanilmasi
onerilmektedir.  Kiiltiir ~ soliisyonlarinin  uygun  kosullarda  saklamak,
kontaminasyonu Onlemek, sicaklik ve pH degisimlerinden kaginmak, santrifiij

kuvvet ve siiresini en az zararli ve en etkin olacak seviyede tutmak sperm
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kalitesini korumak ve fertilizasyon basaris1i arttirmak icin dikkat edilecek

noktalardir (10, 25, 26).

2.6.2.1.1 Basit Yikama

Yeterli sperm Orneklerinde basit yikama sonrasi elde edilen spermler
tedavide kullanilabilir. Direkt yiizdiirme ve kesintili dansite gradyanlar
yontemleriyle Dbirlikte de kullanilmaktadir. Semen, esit hacimli kiiltiir
sollisyonuyla seyreltilir ve santrifiij edilir. Elde edilen pellet kiiltiir soliisyonuyla
seyreltilir ve karistirilir. Tekrar santriftij edilerek elde edilen pellet kullanilir (10,
25, 26).
2.6.2.1.2 Direkt Yiizdlirme (swim up)

Likefiye olmus semenin {izerine bir mililitre kiiltiir soliisyonunun ayr1 bir
katman olusturacak sekilde eklenmesi ve bir saat inkiibe edilerek hareketli
spermlerin bu katmana yiizdiiriilmesiyle yapilir. Oncesinde yikama islemi
yapilabilir ya da semen kiiltiir soliisyonuyla seyreltilebilir. Semenin kiiltiir
soliisyonunun {istiine eklenerek spermlerin asagiya dogru yiizdirildigi “swim

down” isimli bir yontem de vardir (10, 25, 26).

2.6.2.1.3 Kesintili Dansite Gradyanlar1

Semendeki kaliteli spermlerin diger hiicrelerden ve seminal plazmadan
kisa siirede ayrilabilmesi nedeniyle yaygin olarak kullanilan tekniktir. Farkli
derisimlerde silan kapli kolloidal silika partikiilleri iceren soliisyonlar hazirlanir.
Yiiksek dansiteli soliisyonun {lizerine birbirleriyle karistirmadan diisiik dansiteli
soliisyon eklenir. Kolloidal silika partikiilleriyle sivi formda bir filtre olusturulur.

Semen gradyanlarin iizerine eklenerek yeni bir katman olusturulur. Santrifiij
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edilerek, hareketli spermler diger hiicrelerden ve seminal plazmadan hizli bir
sekilde ayrilir. Elde edilen pellet kiiltiir soliisyonuyla karistirilir ve santrifiij
edilerek yikanir. Bu asamayla spermler silika partikiilleri gibi dansite
gradyanlarinin i¢erdigi maddelerden temizlenir. Elde edilen pellet kiiltiir
soliisyonuyla karistirilarak kullanilir (10, 25, 26, 28).

Semen hazirlama yontemleriyle elde edilen spermler intrauterin
inseminasyon (IUI), in vitro fertilizasyon (IVF) ya da intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) yontemlerinde kullanilabilir. Intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonunda oosit sitoplazmasina bir sperm enjekte edilir. Fertilizasyon i¢in
sperm secimi, islemi uygulayan kisi tarafindan sperm hareketi ve morfolojisi
degerlendirilerek yapilir. Fertilizasyon basarisini arttirmak i¢in sperm se¢iminde
yeni yontemler gelistirmek amaglanmaktadir. Daha biiylik biiyiitmelerin
kullanildigy, yiiksek ¢oziiniirliiklii programlarla sperm organel morfolojisi dikkate
alinarak sperm se¢me yontemi (IMSI: intracytoplasmic morphologically selected
sperm injection) gelistirilmistir. Morfolojik olarak en kaliteli spermlerin se¢ilmesi
fertilizasyon, implantasyon ve gebelik basarisin1 arttirirken, kromozom
anomalileri ve diisik oranlarinda da Onemli Ol¢lide diisiis saglamistir.
Uygulamada embriyologlarin kritik O6nemi goriilmiistiir. Yonteme alisma
siiresince uygulama siirelerinin artmasi islemin basarisin1 azaltmistir. In vivo
fertilizasyon i¢in spermlerin disi genital kanalda kapasitasyonu tamamlamasi,
bagisiklik hiicrelerinden kagmasi, tuba uterina epiteline tutunup hiperaktivasyonla
ayrilmasi, kumulus hiicrelerini ve zona pellusiday1 gecip oosite ulasmasi gerekir.

Bu basamaklar dogal se¢ilim siirecini olusturur ve ¢esitli reseptorlerle diizenlenir.
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Spermde bulunan hiyaliironik asit reseptorleri spermiyogenez sirasinda hiicre
zarmin sekillenmesinde zona pellusida baglanma reseptorleriyle birlikte
olusturulur ve hiyaliironik asite baglandig1 zaman kuyruk atim frekansini arttirir.
Hiyaliironan kullanilarak spermlerden hyaliironik asit reseptorleri tasiyanlar,
kuyruk atimi artmis olarak ayirt edilebilir. Bu yontemle fizyolojik olarak zona
pellusidaya baglanabilecek spermler intrasitoplazmik enjeksiyon i¢in kullanilir
(PICSI: physiologic intracytoplasmic sperm injection). Hiyallironana baglanma
aynmt zamanda DNA biitlinliigiinii koruyan spermleri yansitmaktadir. Fakat
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonuyla karsilastirildiginda embriyo kalitesini
arttirmasina karsin implantasyon oranlarinda anlamli etkisi goriilmemistir. Bu
ornekler 1s181nda gelecekte iireme biyoteknolojisinde, in vivo fertilizasyon
stirecinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi, infertilite nedenlerinin aydinlatilmasi
ve yardimli iireme tekniklerinde fizyolojik siireclere daha uygun yeni yontemlerin

gelistirilmesiyle infertilite tedavilerinin basarisi arttirilabilir (26, 29-31).
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3 GEREC VE YONTEM

Calisma, Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
10.04.2017 tarihli 156 numarali karariyla, Saghk Bilimleri Universitesi Etlik
Ziibeyde Hanim Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Hastanesi’nin “90057706-900/
EGITIM” sayil izniyle yiiriitiildii. Haziran 2017- Kasim 2017 tarihleri arasinda
ornekler toplandi. Mart 2018°de degerlendirmeler tamamlandi. Calisma i¢in proje
destegi alinmad.

Kontrol ve deney grubu olmak iizere iki grup olusturuldu (32). Goniilliilere
caligsma hakkinda sozlii bilgi verildikten sonra, bilgilendirilmis goniilli olur formu
imzalatilarak s6zlii ve yazili onamlar1 alind.

Grup bir (Kontrol, fertil) katilma Kriterleri:

e On sekiz yasindan biiylik ve Tiirkiye Cumhuriyeti vatandasi olmak,
e Bir yil i¢inde esinde spontan gebelik saglamis olmak.
Grup iki (Deney, aciklanamayan infertilite) katilma kriterleri:
e On sekiz yasindan biiyiik ve Tiirkiye Cumhuriyeti vatandasi olmak,
e En az iki y1l korunmasiz cinsel iliskiye karsin esinde gebelik olugsmamasi,
e Daha 6nce klinik gebelik olusturmamis olmak (primer infertilite),
e Kendisinde ve esinde infertiliteyi aciklayacak neden belirlenememesi.

Calismadan cikarilma Kriteri:

e Semen analizinde DSO’niin belirledigi normal degerlerin karsilanmamast.

Goniilliilerden mastlirbasyon yoluyla aliman orneklerden semen analizi
yapildi (Deney 1). Cekirdek kromatin yogunlasmasi degerlendirildi (Deney 2).

Kesintili dansite gradyan yontemi uygulanarak elde edilen spermlerde progesteron
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yardimiyla akrozom reaksiyonu gerceklestirilmeye calisildi (Deney 3). Akrozom
reaksiyonunun tamamlanmasi ve izumol proteinin varlig1 immiinositokimyasal
yontemle degerlendirildi (Deney 4).

Deney 1: Semen Analizi

Goniillillerden ii¢ giin cinsel perhiz sonrasi semen o6rnekleri alindi. Oda
sicakliginda otuz dakika likefaksiyon sonrasi1 Makler kamara kullanilarak sayim
yapildi. DSO’niin belirledigi degerler esas alinarak semen hacmi, sperm
konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, hareketli sperm yiizdesi, ileri hareket eden
sperm ylizdesi ve sperm morfolojisi degerlendirildi (25).

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in on mikrolitre semen lama
damlatildi. Temiz bir lam yardimiyla ¢ekilerek ince yayma olusturuldu. Havada
kurutulan yayma %@4’liik paraformaldehit soliisyonuyla tespit edildi. Tespit
sonrasit on dakika distile suyla yikanan yaymalar Spermac boyasiyla (LOT:
FP12S05, FertilPro) iiretici talimat1 takip edilerek boyandi (33):

1. Yaymalar A soliisyonuyla (kirmiz1) bir dakika boyandi.

2. Cesme suyuyla yikanarak fazla boya uzaklastirildi.

3. B soliisyonuyla (acik yesil) bir dakika boyandi.

4. Ikinci adimdaki yikama tekrarlandi.

5. C soliisyonuyla (koyu yesil) bir dakika boyandi.

6. Ikinci adimdaki yikama tekrarland.

7. Havada kurutulan yaymalar 151k mikroskobunda immersiyon yagiyla 1000x

biiylitmede incelendi.

22



Deney 2: Kromatin Yogunlasmasinin Degerlendirilmesi

Asidik anilin mavisi boyamasi i¢in likefiye olmus semenden 10ul alinarak
yayma vyapildi. Havada kurutulan yaymalar %4’lik paraformaldehitle oda
sicakliginda otuz dakika tespit edildi. Tespit sonrasi on dakika distile suyla
yikanan yaymalar, bes dakika %2 asetik asit i¢inde %2,5 anilin mavisi (pH= 3.5)
(B8563 LOT: SLBQ9814V, Sigma) soliisyonuyla boyandi. Cesme suyuyla
yikanarak fazla boyadan armndirilan yaymalar havada kurutuldu. Isik
mikroskobunda, immersiyon yagiyla 1000x biyiitmede iki yiliz sperm
degerlendirildi (34).

Deney 3: Semenin Hazirlanmasi ve Akrozom Reaksiyonu

Semen kesintili dansite gradyan1 yontemiyle hazirlanip, bir saat 10 uM
progesteron ile akrozom reaksiyonu gergeklestirildi.

Kesintili dansite gradyan yontemi:

Iml %90(v/v) medyum iizerine, 1 ml %45(v/v) medyum karistirilmadan
eklenerek kesintili dansite grandyam1 hazirlandi (SpermRinse LOT: 506342,
Vitrolife; SpermGrad LOT:506385, Vitrolife). Uzerine semen drnegi eklenip on
dakika 400 g santrifiij edildi. Siipernatan atilip, pellete 2,5 ml sperm yikama
soliisyonu eklendi. 400 g on dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi.
Pellet akrozom reaksiyonu gergeklestirmek i¢in ayrildi (35).

Akrozom reaksiyonu:

Kesintili dansite gradyan yontemi sonrasi elde edilen pellete 10uM

progesteron igeren stok kiiltiir soliisyonundan 0,5 ml eklendi (Sperm Rinse LOT:
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506342, Vitrolife; Progesteron P8783 LOT: SLBQ9723V, Sigma Aldrich). Bir
saat 37°C inkiibe edilerek akrozom reaksiyonu gerceklestirildi (36)

Deney 4: izumo1 Proteininin Belirlenmesi

Akrozom reaksiyonunu gerceklestirmis spermlerde Izumol proteinin
belirlenmesi i¢in iiglii immunfloresans ¢alisma yapildi. Akrozom reaksiyonunu
gerceklestirmis spermleri gostermek i¢cin CD46’ya kars1 gelistirilmis monoklonal
fare antikoru (sc-166159 LOT: E2416, Santa Cruz Biotechnology), izumol
proteinine kars1 gelistirilmis poliklonal tavsan antikoru (ab211623 LOT:
GR273252-4, Abcam) kullanild1 (37). CD46 icin Alexa Fluor® 488 eslenik,
fareye kars1 gelistirilmis sekonder antikor (ab150113 LOT:GR315193-2, Abcam);
Izumol igin ise Alexa Fluor® 594 eslenik, tavsana karsi gelistirilmis sekonder
antikor (ab150080 LOT: GR3192711-1, Abcam) kullanildi. Uglii immunfloresans
boyama yontemi su sekilde uygulandi:

Akrozom reaksiyonu i¢in inkiibe edilen ornekten polilizinli lama yayma
yapildi. Havada kurutulan lamlar %4 liik paraformaldehitle oda sicakliginda otuz
dakika tespit edildi. Yaymalarda sperm yogunlugunun incelemeye uygun oldugu
alanlar hidrofobik kalemle c¢evrelendi. Belirlenen alanlar fosfat tampon
cozeltisiyle (PBS AP-9009-10 LOT: BBI120127, Thermo) ii¢ kez onar dakika
yikandi. Antijenlerin ortaya ¢ikartilmasi icin pH degeri alt1 olan sitrat tampon
cozeltisiyle (AP-90003-500 LOT: MK160614, Thermo) 1s1 yardimiyla antijen
retrieval asamasi gergeklestirildi. Orneklerin dehidrate olmamasmna dikkat
edilerek, beser dakika azalan giicte mikrodalga kullanilarak on bes dakika antigen

retrieval yapildi. Oda sicakligima gelen orneklerde, ticer kez onar dakika fosfat
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tampon ¢oOzeltisiyle yikandiktan sonra antikorlarin 6zgiil olmayan baglanmasinin
engellenmesi i¢in antijen bloklamasi yapildi. Bunun i¢in yaymalar nemli ortamda
iki saat siiresince 0,3 M glisin (EC 200-272-2 LOT: 110407, Fisher) iceren %1
BSA- PBS’le (Bovine Serum Albumin, sigir serum alblimini; LOT:311008,
GERBU) inkiibe edildi. Yaymalar anti-CD46 (1:50) ve anti-Izumol (1:150)
antikorlariyla es zamanl olarak +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Fosfat tampon
cozeltisiyle li¢ kez beser dakika yikandi. Yaymalar karanlikta Alexa Fluor® 594
eslenik antikorla (1:800) ayn1 anda Alexa Fluor® 488 eslenik antikorla (1:800) bir
saat boyunca inkiibe edildi. Bu asamadan itibaren biitiin islemler karanlikta
gerceklestirildi. Ug kez onar dakika fosfat tampon ¢dzeltisiyle yikama yapildi.
Cekirdek boyamasi icin DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole) iceren kapama
medyumuyla (ab104139, LOT: GR3182624-4, Abcam) bes dakika inkiibe edilen
yaymalar lamel ile kapatildi ve ojeyle sabitlendi. Ornekler +4°C’de 151k
almayacak sekilde saklandi. DM 4000 Leica Germany goriintiilii analiz sistemleri
ile 200 spermde floresans 1simalar degerlendirildi (37, 38).

Calismanin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS 25.0 programiyla yapildi.
Kolmogorov- Smirnov testiyle verilerin dagilimi degerlendirildi. Verilerin normal
dagilim gosterdigi durumlarda iki grup arasinda ortalama degerlerin farki
bagimsiz t testi ile (ortalama =+ standart sapma), degerlerin birbiriyle iliskileri ise
Pearson korelasyon analiziyle belirlendi. Verilerin normal dagilim goéstermedigi
durumlarda ise iki grup arasindaki farklar Mann Whitney u testiyle, veriler

arasindaki iliskiler ise Spearman korelasyon testiyle belirlendi (39, 40).
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4 BULGULAR

Calisma siiresince elli yedi (57) goniilliiniin bilgilendirilmis onamlari
alinarak semen degerlendirmesi yapildi. iki (2) katilimci sperm sayismin az
olmasi (oligozoospermi), bes (5) katilimec1 sperm hareketinin az olmasit
(astenozoospermi), iki (2) katilimer ise sperm hareketinin ve sayisinin az olmasi
(oligoastenozoospermi) nedeniyle calismadan ¢ikarildi. Kalan on sekiz (18)
katilime1 kontrol (grup 1: fertil), otuz (30) katilimer ise deney grubunda (grup 2:
aciklanamayan infertilite) olmak {iizere toplam kirk sekiz (48) katilimcinin
ornekleri degerlendirildi.

Katilimcilarin yaslar1 degerlendirildiginde; ikinci grubun yas ortalamasinin
(31,33 £ 5,222) birinci grubun yas ortalamasindan (29,83 + 6,308) yiiksek oldugu
goriildi. Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p= 0,378).

Semen analiziyle asagidaki parametreler degerlendirildi:

a) Semen hacmi,

b) Sperm konsantrasyonu,

c) Toplam sperm sayisi,

d) Hareketli sperm yiizdesi,

e) Ileri dogru hareket edebilen sperm yiizdesi,

f) Normal morfoloji gésteren sperm yiizdesi,

g) Bas, orta parga veya ana parca anomalisi goriilen sperm yiizdeleri

Spermac boyasi ile spermlerde; akrozom koyu yesil, ¢cekirdek kirmizi, orta
parca ve ana parca acgik yesil olarak izlendi. Sperm morfoloji degerlendirmesi

normal morfoloji gosterenler ve gostermeyenler olarak yapildi. Her yaymada
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toplam iki yiiz sperm degerlendirildi. Normal morfoloji gostermeyenler
degerlendirilirken; yalniz bas, orta parca veya ana parcada anomali gosterenler
anomali gosterdikleri yerlere gore gruplandirildi. Bas anomalisinin yaninda orta
parca ya da ana par¢ada anomali izlenen spermler ise bas anomalisi grubuna dahil
edildi. Akrozom anomalileri, sekil bozukluklari, biiyiik ya da kiiciik bas,
sitoplazmik damlaciklar, bas anomalilerinin i¢inde incelendi. Orta parca
anomalilerinde asimetrik c¢ikis, kalinlik, asir1 rezidiiel sitoplazma varligi; ana
par¢a anomalilerinde ise biikiik veya kivrilmis ana pargalar degerlendirildi.
Degerler yiizde olarak hesaplandi. Semen analizi parametrelerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Yas ve semen analizine iliskin
tanimlayici veriler “Tablo 2” ve “Tablo 3te, istatistiksel sonuglar ise “Grafik 17
ve “Grafik 2”de verilmistir. Normal sperm morfolojisi; bas, orta parga ve ana

par¢a anomalilerine iligskin 6rnekler “Resim 1”de gosterilmistir.

Tablo 2: Yas, semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi,
hareketli sperm ve ileri hareketli sperm yiizdelerine iligkin tamimlayici veriler.

g £ o £ = -
5 o < Q S < :(g — QO =
@) oA wn o oA n n QoA Do~ A
Yas 1 29,83 1,487 28,5 6,308 20 45
(y1D) 2 31,33 0,953 31 5,222 23 46
Hacim 1 2,556 0,166 2,5 0,704 1,5 4
(ml) 2 2,95 0,229 3 1,255 1,5 6
Konsantrasyon 1 70,17 10,728 63,5 45,514 15 180
(milyon/ml) 2 51,97 5,612 435 30,737 15 140
Toplam Say1 1 178,83 26,920 168 114,215 24 387,5
(milyon) 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
Ileri 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: Yas (A), semen hacmi (B), sperm konsantrasyonu (C), toplam sperm
sayist (D), hareketli sperm yiizdeleri (E) ve ileri hareketli sperm yiizdelerinin (F) gruplar

arasindaki farklart.

Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli  bulunmamustir.
Yapilan testler ve p degerleri grafiklerde belirtilmistir.

Tablo 3: Normal morfoloji gosteren sperm yiizdesi ve bas, orta par¢a ve ana
parc¢a anomalisi izlenen sperm yiizdelerine iligkin tanimlayici veriler.

g . E S — % S éh 'f) —

0| oA wnn I oNa n n mA | m»>=A

Normal Morfoloji 1 23,91 2,569 25,25 | 10,902 9 40
(%) 2 19,68 1,514 17,75 | 8,293 5 37
Bas Anomalisi 1 66,02 3,372 67,5 | 14310 | 37,5 82
(%) 2 67,36 2,466 68,75 | 13,511 | 37,5 89,50
Orta Parca Anomalisi 1 5,72 0,971 41 4,120 0,5 16
(%) 2 7,4 0,711 6,25 | 3,898 2,5 15,5
Ana Par¢ga 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 gosteren (A), bas anomalisi gériilen (B), orta parca
anomalisi goriilen (C) ve ana par¢a anomalisi goriilen sperm yiizdelerinin (D) gruplar
arasidaki farklart.

Gruplar arasi farklhiliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Yapilan
testler ve p degerleri grafiklerde verilmistir.

Resim 1: Spermac boyasiyla morfoloji degerlendirmesine iliskin drnekler (A-B,
1000x).

Normal morfoloji gosteren spermler yildiz (*) isaretiyle, bas anomalileri okla
(), orta par¢a anomalileri iicgen (M) isaretiyle ve ana parca anomalisi ¢arpr (x)
isaretiyle gosterilmistir. Al: Normal morfoloji. A2: Yuvarlak bas (globozoospermi),
akrozom yok. Bl: Normal morfoloji. B2: Sitoplazmik damlacik. B3: Bas koni seklinde,
akrozom kiigiik, orta parca kalin. B4: Sekilsiz (amorf) bag, orta par¢a kalin, ana par¢a
biikiik. B5: Sitoplazmik damlacik, orta par¢a kalin. B6: Piriform bas, asirt rezidiiel
sitoplazma, asimetrik orta par¢a.
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Sperm c¢ekirdeginde kromatinlerin yogunlasmasi asidik anilin mavisi
boyamasiyla incelendi. Spermler, asidik anilin mavisiyle boyanmayanlar (anilin
negatif), kismen boyananlar (anilin tek pozitif) ve tamamen boyananlar (anilin ¢ift
pozitif) olarak degerlendirildi. Grup bir ve grup iki, anilin mavisiyle boyanmayan
spermlerin yiizdeleri agisindan karsilastirildi.  Gruplar arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Anilin mavisi incelemelerine iligskin
tanimlayict veriler “Tablo 47te, istatistiksel degerlendirmelere ait grafikler
“Grafik 3”te verilmistir. Asidik anilin mavisi boyamasina iligkin 6rnekler “Resim
2”de gosterilmistir.

Tablo 4: Anilin mavisiyle boyanma ézelliklerine gore degerlendirilen sperm
yiizdelerine iligkin tamimlayici veriler.

5 =
% - _g § = _g - = S
@) oA wnn = oA n N mA | @A
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 | 1425 8,208 6 36
(%) 2 16,38 1,32 15 7,261 5,5 35,5
Anilin Cift 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 kismen boyanan (B) ve anilinle tamamen
boyanan (C) sperm yiizdelerinin gruplar arasindaki farklar.
Kullanilan test ve p degerleri grafiklerde belirtilmistir.
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Resim 2: Asidik anilin mavisi boyama érnekleri (A-F, 1000x).
Asidik anilin mavisiyle boyanmayan c¢ekirdekler yildiz (*), kismen boyanan
cekirdekler ticgen (M), tamamen boyanan ¢ekirdekler ise okla (—) gosterilmistir.
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Yapilan immiinfloresans incelemelerde Izumol antikoru, CD46 antikoru
ve DAPI ¢ekirdek boyasi kullanildi. immiinfloresans incelemeye iliskin drnekler
“Resim 3”ten “Resim 8”¢ kadar gosterilmistir. CD46 immiinpozitifligi,
spermlerin apikal bolgesinde degisen yogunlukta izlendi. Baz1 spermlerde CD46
immiinreaksiyonu apikal bolgeden ekvatoryal bolgeye dogru hiicre sinirlarinda
kalirken, baz1 spermlerde immiinreaksiyon anterior akrozom bolgesinde yaygin
olarak izlendi. Izumol immiinpozitifligi ise spermlerde periakrozomal alanda ve
orta parcada izlendi. Spermler; CD46, Izumol ve DAPI immiinreaksiyonlar
dikkate alinarak dort grupta degerlendirildi:

1. Ug pozitif (izumol®, CD46', DAPI"): CD46, izumol ve DAPI ile pozitif
reaksiyon goriilen spermler

2. Tek pozitif (Izumol~, CD46", DAPI"): Yalmz DAPI ile pozitif reaksiyon
goriilen spermler,

3. Izumol negatif (Izumol~, CD46", DAPI"): CD 46 ve DAPI ile reaksiyon
goriilen ama {zumol immiinreaksiyonu gériilmeyen spermler

4. DAPI negatif (izumol®, CD46", DAPI"): izumol ve CD46 ile pozitif

immiinreaksiyon gosterip DAPI ile reaksiyon gdstermeyen spermler
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Resim 3: Immiinfloresans inceleme 6rnegi (A-D, 1000x).

A: DAPIL. B: CD46 immiinpozitifligi akrozomal alanda izlenmektedir. C: Izumol
immiinpozitifligi periakrozomal alanda ve orta par¢ada goriilmektedir. D: Birlestirilmis
goriintii. Ug pozitif (Izumol”, CD46", DAPI") spermler yildiz ( *) isaretiyle gésterilmistir
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Resim 4: I'mmiinﬂoresanq inceleme ornegi (A-D, 1000x)
A: DAPIL. B: CD46. C: Izumol. D: Birlestirilmis gériintii. Cift ¢ekirdekli sperm
ok (=) isaretiyle gosterilmistir.
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Resim 5: I'mmiinﬂoresai?s inceleme ornegi (A-D, 1000x) .
A: DAPI. B: CD46. C: Izumol. D: Birlestirilmis gériintii. DAPI negatif sperm ok
() isaretiyle gosterilmigtir.
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Resim 6: Immiinfloresans inceleme drnegi (A-D, 1000x).

A: DAPIL. B: CD46 immiinpozitifligi akrozomal alanda izlenmektedir. C: Izumol
immiinpozitifligi periakrozomal alanda ve orta par¢ada goriilmektedir. D: Birlestirilmig
goriintii. Uc  pozitif (lzumol”, CD46°, DAPI') spermler yildiz (*) isaretiyle
gosterilmigstir.
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Resim 7: Immiinfloresans inceleme drnegi (A-D, 1000x)

A: DAPL B: CD46 immiinpozitifligi akrozomal alanlarda izlenmektedir. C:
Tzumo limmiinpozitifligi orta par¢ada gériilmektedir. D: Birlestirilmis gériintii. U¢ pozitif
(Izumol”, CD46", DAPI") sperm yildiz (*) isaretiyle, Izumol negatif spermler iicgen
(A) isaretiyle, floresans isima yapan artefaktlar okla (—) gésterilmistir.

38



Resim 8: f(nmzinﬂoresans inceleme ornegi (A-D, 1000x)

A: DAPL.  B: CD46 immiinpozitifligi ~ gériilmemektedir. ~C:  I[zumol
immiinpozitifligi goriilmemektedir. D: Birlestirilmis goriintii. Tek pozitif (Izumol , CD46,
DAPI") spermler yildiz (*) isaretiyle, floresans isima yapan artefaktlar okla (=)
gosterilmigtir.

Dort grupta incelenen spermlerin yiizdeleri hesaplanarak istatistiksel
degerlendirme yapildi. DAPI negatif spermler yalniz ikinci gruptaki bir drnekte
(%2,5) goriildii. izumo1 negatif spermler; birinci grupta iki érnekte (%4,5, %4,5),
ikinci grupta ise li¢ Ornekte (%2,5, %1 ve %47) gorildii ve bu gruptaki
spermlerde CD46 pozitifligi cogunlukla hiicre sinirlarinda izlendi. Ayrica ¢ift
cekirdek gibi anomalilere sahip spermlerde de CD46 ve Izumol pozitifligi

gorildii. Diger orneklerde spermlerin biiylik ¢ogunlugu ya ii¢ pozitif ya da tek

pozitif olarak goriildii. Grup birdeki {i¢ pozitif sperm yiizdesi (77,25), grup ikideki
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li¢ pozitif sperm yiizdesinden (10,75) fazla olmasina karsin bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p=0,075). Grup birdeki tek pozitif sperm yiizdesi

(20,50), grup ikideki tek pozitif sperm ylizdesinden (64,9667) diisiik bulundu. Bu

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,088). Verilere iliskin tanimlayici

bilgiler “Tablo 5te, istatistiksel degerlendirmeler “Grafik 4’te gosterilmistir.

Tablo 5: Ug pozitif (Izumol”, CD46", DAPI') spermler ile tek pozitif (Izumol,
CD46” DAPI") sperm yiizdelerine iliskin tanimlayict veriler

g £ o £ E =
iy [P]
o | S8 |25 | 25| SE |B5| _25
el % |88 |£®| 8% | <% &R
_ 5|68 |ax |[Salad | Ea a
Ug Pozitif 1| 57,75 10,505 | 77,25 | 44,570 0 100
(%) 2| 3325 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

UG POZITIF (%)

p=0,075
MANN WHITNEY U

GRUP

p=0,088
MANN WHITNEY U

DAPI POZITIF (%)

B GRUP

Grafik 4: U¢ pozitif (Izumol®, CD46", DAPI') (A) ve tek pozitif (Izumol,
CD46” DAPI") (B) sperm yiizdelerinin gruplar arasinda karsilastiriimast.
Kullanilan testler ve p degerleri grafiklerde verilmistir.

Tiim aragtirma evreninde, birinci ve ikinci gruplarda ayri ayr1 olmak iizere;

morfoloji,

kromatin

yogunlagmasi

ve immiinositokimya incelemesinin

birbirleriyle iliskileri istatistiksel olarak incelendi. Tiim arastirma evrenine iliskin

tanimlayici veriler “Tablo 6”da gosterilmistir.
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Tablo 6: Tiim evrende normal morfoloji gosteren, bas anomalisi goriilen, anilin
mavisiyle boyanmayan, ii¢ pozitif (Izumol ", CD46", DAPI') ve tek pozitif (Izumol,
CD46", DAPI") sperm yiizdelerine iligkin tammlayict veriler

g = < = E
S < Q < S ‘g — '_;4) —
o, -~ O =t =) S g [ v O
s | £% |§8 |£% |55 | 2% 2%
@) oA wn T oA n n O | m>A
Normal Morfoloji (%) 1+2 21,27 1,367 19,5 9,47 5 40
Bas 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
Ug 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

Tim evrende ve gruplar icinde; normal morfoloji gosteren sperm
yiizdesiyle, anilin negatif sperm yiizdesi arasinda ve bas anomalisi goriilen sperm
yiizdesiyle, anilin negatif sperm yiizdesi arasinda anlamli bir iliski bulunmadi

(Grafik 5).
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Grafik 5: Anilin negatif sperm yiizdesinin, normal morfoloji ve bas anomalisi
yiizdeleriyle iliskisini gosteren grafikler.

Kullanilan testler, korelasyon katsayilart (r) ve p degerleri grafiklerde
verilmistir. 1-A: Tiim evrende anilin negatif (%) ve normal morfoloji (%) iligkisi. 1-B:
Tiim evrende anilin negatif (%) ve bas anomalisi (%) iliskisi. 2-A: Grup birde anilin
negatif (%) ve normal morfoloji (%) iligkisi. 2-B: Grup birde anilin negatif (%) ve bas
anomalisi (%) iliskisi. 3-A: Grup ikide anilin negatif (%) ve normal morfoloji (%) iliskisi.
3-B: Grup ikide anilin negatif (%) ve bas anomalisi (%) iligkisi.

Tiim evrende ve gruplar i¢inde, normal morfoloji yiizdesiyle {i¢ pozitif ve
tek pozitif sperm yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

goriilmedi (Grafik 6).
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Grafik 6: Normal morfoloji gésteren sperm yiizdeleriyle ii¢ pozitif (Izumol”,
CD46", DAPI") ve tek pozitif (Izumol”, CD46, DAPI') sperm yiizdeleri arasindaki
iligkileri gosteren grafikler.

Kullamilan testler, korelasyon katsayilari (r) ve p degerleri grafiklerde
verilmistiv. 1-A: Tiim evrende normal morfoloji (%) ve ii¢ pozitif (%) iliskisi. 1-B: Tiim
evrende normal morfoloji (%) ve tek pozitif (%) iliskisi. 2-A: Grup birde normal
morfoloji (%) ve ii¢ pozitif (%) iliskisi. 2-B: Grup birde normal morfoloji (%) ve tek
pozitif (%) iliskisi. 3-A: Grup ikide normal morfoloji (%) ve ii¢ pozitif (%) iliskisi. 3-B:
Grup ikide normal morfoloji (%) ve tek pozitif (%) iliskisi.

Tiim evrende; bas anomalisi gosteren sperm ylizdesiyle, ii¢ pozitif sperm
yiizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli, negatif yonde bir iliski goriildii (r=-
0,293, p<0,05). Bas anomalisi gOsteren sperm ylizdesiyle, tek pozitif sperm
yiizdesi arasinda, istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde bir iliski goriildii
(r=0,286, p<0,05). Grup birde; bas anomalisi gosteren sperm yiizdesiyle ii¢ pozitif

ya da tek pozitif sperm yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
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goriilmedi. Grup ikide; bas anomalisi gosteren sperm yiizdesiyle, li¢ pozitif sperm
yiizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli, negatif yonde bir iligki goriildi (r=-
0,362, p<0,05). Bas anomalisi gOsteren sperm ylizdesiyle, tek pozitif sperm
yiizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmedi. Istatistiksel

degerlendirmeler “Grafik 7”de gdsterilmistir.
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Grafik 7: Bas anomalisi goriilen sperm yiizdeleriyle, ii¢ pozitif (Izumol”, CD46",
DAPI") ve tek pozitif (Izumol”, CD46" DAPI') yiizdeleri arasindaki iliskileri gdsteren
grafikler.

Kullamlan testler, korelasyon katsayilart (r) ve p degerleri grafiklerde
verilmistir. 1-A: Tiim evrende bas anomalisi (%) ve ii¢ pozitif (%) iliskisi. 1-B: Tiim
evrende bas anomalisi (%) ve tek pozitif (%) iliskisi. 2-A: Grup birde bas anomalisi (%)
ve ti¢ pozitif (%) iliskisi. 2-B: Grup birde bas anomalisi (%) ve tek pozitif (%) iliskisi. 3-
A: Grup ikide bag anomalisi (%) ve ii¢ pozitif (%) iligkisi. 3-B: Grup ikide bas anomalisi
(%) ve tek pozitif (%) iliskisi.
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Tim evrende; anilin mavisiyle boyanmayan sperm yiizdesiyle, {i¢ pozitif
sperm ylizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli, negatif yonde bir iliski goriildi
(r=-0,551, p<0,01). Anilin mavisiyle boyanmayan sperm yiizdesiyle, tek pozitif
sperm ylizdesi arasinda, istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde bir iliski
gorildi (r=0,522, p<0,01). Grup birde; anilin mavisiyle boyanmayan sperm
yiizdesiyle, ii¢ pozitif sperm ylizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli, negatif
yonde bir iliski goriildi (r=-0,553, p<0,05). Anilin mavisiyle boyanmayan sperm
yiizdesiyle, tek pozitif sperm ylizdesi arasinda ise istatistiksel olarak anlamli,
pozitif yonde bir iliski gorildii (r=0,553, p<0,05). Grup ikide; anilin mavisiyle
boyanmayan sperm yiizdesiyle, iic pozitif sperm yiizdesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli, negatif yonde bir iliski goriildii (r=-0,483, p<0,01). Anilin
mavisiyle boyanmayan sperm yiizdesiyle, tek pozitif sperm yiizdesi arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde bir iliski goriildii (r=0,502, p<0,01).

[statistiksel degerlendirmeler “Grafik 8 de gosterilmistir.
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Grafik 8: Anilin mavisiyle boyanmayan sperm yiizdeleriyle, ii¢ pozitif (Lzumol”,
CD46", DAPI') ve tek pozitif (Izumol”, CD46" DAPI") yiizdeleri arasindaki iliskileri

gosteren grafikler.
Kullanilan testler,

korelasyon katsayilart

(r) ve p degerleri grafiklerde

verilmistir. 1-A: Tiim evrende anilin negatif (%) ve ii¢ pozitif (%) iliskisi. 1-B: Tiim
evrende anilin negatif (%) ve tek pozitif (%) iliskisi. 2-A: Grup birde anilin negatif (%) ve
ti¢ pozitif (%) iliskisi. 2-B: Grup birde anilin negatif (%) ve tek pozitif (%) iliskisi. 3-A:
Grup ikide anilin negatif (%) ve ii¢ pozitif (%) iliskisi. 3-B: Grup ikide anilin negatif (%)

ve tek pozitif (%) iliskisi.
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5 TARTISMA

Infertilite ciftlerin yaklasik yiizde on besini etkilemektedir. Ciftlerin yariya
yakininda erkege bagli nedenler goriilmektedir. Infertilite tamisinda erkege bagh
etkenlerin uygun sekilde degerlendirilmesi 6nemlidir. Infertilite sikayetiyle
bagvuran erkeklerde oykii ve fizik muayeneden sonra gelen ilk degerlendirme
yontemi semen analizidir (41). Semen analiziyle degerlendirilen parametrelerin
diisiik olmasi, erkek infertilitesini diislindiiriir. Semen analizi spermin islevine
iligkin verileri saglamadig1 i¢cin degerlerin normal sinirlarda olmasi infertiliteyi
dislamaz. Bu nedenle semen analizi, fertilite potansiyelini ongérmek icin
yeterince glivenilir degildir (42, 43). Aciklanamayan erkek infertilitesinde semen
analizi sonuglar1 normaldir. Reaktif oksijen tiirleri ve DFI (DNA fragmantation
index) gibi ileri degerlendirmelerle aciklanamayan erkek infertilitesinde, fertil
erkeklerden farkli sonuglar alinabilmektedir (44, 45). Bizim ¢alismamizda gruplar
arasinda semen analiziyle degerlendirilen parametreler karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklar ortaya koyulmamuistir. Literatiirde benzer olarak
semen analizinde istatistiksel olarak anlamli farklarin goriilmedigi calismanin
yani sira hareketli sperm yiizdesi ve normal morfoloji goriilen sperm yiizdelerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiikk bulundugu bir arastirma da
goriilmiistiir (45, 46). DSO semen analizi i¢in alt sinirlar belirlemistir. Bu sinirlar
belirlenirken her deger i¢in besinci persentil degerleri dikkate alinmistir. Semen
profilini belirlerken ellinci persentil degerlerini de gz Oniinde bulundurmanin

daha uygun oldugunu belirten ¢aligsmalar vardir (44).
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Yas ve infertilite arasindaki iliski Ozellikle ¢ocuk sahibi olma yasinin
ilerledigi toplumlarda dnem kazanmustir. infertilite tedavisi séz konusu oldugunda
maternal yas ile tedavi basaris1 arasindaki negatif iligki bilinmektedir. Paternal yas
ve tedavi basarisi arasinda da benzer bir iliskiyi ortaya koyan calismalar da
bulunmaktadir (47). Paternal yasin artmasmin sperm kalitesi ve testis islevi
tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir. Kromozom anomalileri,
DNA biitlinliigii ve epigenetik degisiklikler de paternal yasin artmasindan
etkilenmektedir. Giiniimiizde kadinlar icin tireme sagligi ve tedavi basarisi
degerlendirilirken 35 yas smir olarak kabul edilmektedir. Erkekler icin 40
yasindan sonra DNA hasarinin arttigi, semen parametrelerinde degisiklik
goriilmese bile ¢ocuk sahibi olma potansiyelinin azaldig1 ve liremeye yardimci
tedavilerin basarisinin diistiigi goriilmiistiir. Yaslanmaya bagli olarak reaktif
oksijen tiirlerinin artmasimnin ve DNA tamir mekanizmalarinin bozulmasinin,
infertiliteye neden oldugu ve tedaviyi etkiledigi diisiiniilmektedir (48-50). Bizim
calismamizda gruplarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir. Aciklanamayan infertilite grubunun yas ortalamasinin (31,33 +
5,222) 40’ altinda olmasi, infertilitenin paternal yasla iliskilendirilmesini
engellemektedir. 1ki gruptaki yas dagilimlarmin benzer olmasi, gruplar arasinda
diger parametrelerin karsilastirilmasi sirasinda daha nesnel sonuglarin ortaya
koyulmasini saglamaktadir.

Sperm {iretimi sirasinda DNA paketlenmesi i¢in histon proteinleri
protaminlerle yer degistirerek kromatin yogunlagsmasini saglar. Kromatin

yogunlasmasi, sperm oosite ulagana kadar DNA’nin korunmasina yardimer olur
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(51). Varikosel, tekrarlayan diisiikler, IVF ve 1UI basarisizlig1 goriilen hastalarm
spermlerinde kromatin yogunlasmasinin fertil erkeklere goére daha az oldugu
gosterilmistir (52) Obstriiktif azospermi hastalarinda epididimisten alinan ve
normozoospermik hastalarin ejakiilatlarindan alinan spermlerin, kromatin
yogunlasmasinin  karsilagtirildigi  ¢alismada; normozoospermik hastalarda
kromatin yogunlagmasinin ve fertilizasyon hizinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (53). Farkli caligsmalarda tekrarlayan diisiik sikayetiyle basvuran
kadinlarin egleriyle, fertil erkeklerin spermlerinin kromatin yogunlasmasi da
karsilastirilmistir. Fertil erkeklerden alinan spermlerde asidik anilin mavisiyle
boyanmayanlarin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla oldugu
gosterilmistir (54-56). Gebeligin olugsmasi ve devam etmesiyle ilgili problemlerin
goriildiigli  hasta gruplarinda yapilan bu calismalar sperm kromatin
yogunlagmasinin fertilite i¢in Oonemini diisiindiirmektedir. Bizim c¢alismamizda
anilin mavisiyle boyanmayan sperm yiizdeleri, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gostermemektedir. Bu nedenle arastirmamizda kromatin
yogunlagmasindaki fark infertiliteyi agiklamamaktadir. Gruplar arasinda anilin
mavisiyle boyanmayan sperm yiizdelerinin birbirine yakin olmasi nedeniyle
literatiirdeki anilin mavisi sonuglariyla karsilagtirma yapilmistir. Anilin negatif
sperm yiizdeleri gruplar arasinda ve literatiirdeki aciklanamayan infertilite
degerleriyle benzerlik gostermektedir. Fakat literatiirde erkek infertilitesi
nedeniyle epididimisten alinan spermlerde daha fazla olgunlagmamis sperm

goriilmiistiir. Akrozom yanitiyla olgunlagma arasindaki iliskilerin farkli infertilite
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gruplarinda incelenmesiyle spermiyogenezin sperm islevleri iizerine etkileri
ortaya konabilir (53).

Yiiksek biiyiitmede morfolojiye gore segilen spermlerle yapilan
intrasitoplazmik enjeksiyonda fertilizasyon basarisi artmaktadir (57). Morfoloji ve
kromatin yogunlagmasinin iliskisini inceleyen bir calismada,
oligoastenoteratozoospermi ve IVF basarisizligi olan hastalardan alinan semenden
kesintili dansite gradyaniyla secilen spermler yiiksek biiyiitmede bas ve
sitoplazmik damlacik durumuna gore degerlendirilmistir. Bas anomalisi ve
sitoplazmik damlacik goriilen spermlerde kromatin yogunlagsmasinin tam olmadigi
bu nedenle enjeksiyon i¢in kullanilmasinin basariy1 azaltacagi sonucuna
ulagilmistir (58). Bizim c¢alismamizda ise kromatin yogunlasmasiyla sperm
morfolojisi arasinda anlamli bir iliski goriilmemistir. Buna incelemeyi semenden
yapmamiz neden olabilir. Santrifiij sonrasi elde edilen spermlerin daha benzer
Ozellikler gostermesi karsilastirilan parametrelerdeki iliskinin kuvvetlenmesini
saglayabilir.

Infertiliteyi agiklayacak hiicre yiizey reseptdrii arastirmalarinin sonucunda
tic proteini kodlayan genlerin susturulmasiyla, hayvanlarda cinsiyete 06zgii
infertilite olusturulmustur. Bu proteinlerin ikisi oosit yiizeyinde bulunan CD9 ve
Juno, digeri ise sperm yiizeyinde bulunan Izumol’dir (2). Sperm yiizey
proteinlerinin kapasitasyon sirasinda degisim gosterdigi hipoteziyle yola ¢ikilan
bir calismada OBF 13 proteinine karst gelistirilmis antikor kullanilarak, bu
proteininin kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu sonrasinda sperm ylizeyinde

goriildiigi bulunmustur (59). Spermler OBF 13 antikorlariyla inkiibe edildiginde
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in vitro fertilizasyon oranlarinin diistiigli goriilmiistiir (60). Sperm OBF 13
proteininin  fertilizasyondaki rolii nedeniyle Japon evlilik tapinagindan
esinlenilerek izumo adi verilmistir. Izumo geninin susturuldugu disi farelerin
fertil olmasina karsilik, erkek farelerde infertilite goriilmiistiir. Infertilite goriilen
bu farelerde spermler, normal morfoloji gostermesine, disi genital kanallarda
ilerleyerek akrozom reaksiyonu gibi fonksiyonel basamaklari tamamlamasina
karsilik oositle birlesmeyi gerceklestirememislerdir. Intrasitoplazmik enjeksiyon
sonrasi fertilizasyonun olusmasi ile Izumo proteininin sperm ve oosit hiicre
zarlarinin birlesmesi i¢in gerekli oldugu ortaya koyulmustur (61). Daha sonra
farkli izumo proteinlerinin tanimlanmasiyla sperm oosit birlesmesinden sorumlu,
biiyiik bir hiicre dis1 parca iceren tip 1 transmembran proteini Izumol olarak
adlandirlmistir  (62). Izumol proteinin hiicrelerin  birlesmesi igin  nemi
anlasildiktan sonra cesitli yapisal degisimleri ile fertilizasyon arasindaki iliskiler
arastirilmastir. Proteinin ~ immiinglobulin =~ benzeri  parcasindaki  N-
glikozilasyonunun olmadig1 farelerde, fertilizasyon hizinin azaldigir fakat
fertilizasyonun tamamen engellenmedigi goriilmiistiir (63). Izumol proteininin
testiste ve epididimiste farkli bolgelerden fosforilasyonu ile islevsel degisikligi
gosterilmistir (20). Testise 6zgii serin kinaz 6 (Tssk6) geninin susturuldugu
farelerde morfolojik olarak normal olan spermlerde akrozom reaksiyonu sonrasi
[zumo1 dagiliminin degistigi goriilmiistiir. Bu farelerde olusan infertilite, Izumol
proteininin  fosforilasyonundaki  bozuklukla aciklanmistir  (64). Izumol
proteininden elde edilen antijenlerin, dogum kontrol asis1 olarak kullanilarak disi

farelerde Izumo1 antikorlar1 olusturulmus ve yaklasik dokuz ay siiresince fertilite
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engellenmistir (65). Sperme karsi olusturulmus antikorlar (ASA: anti-sperm
antikor) nedeniyle infertilite goriilen hastalarda Izumol’e karsi gelistirilmis
antikor varligmin arastirildigi bir ¢alismada; kadinlarda fertil kontrollere gore
daha yiiksek anti-izumol antikor titresi saptanmustir. Erkeklerde ise Izumol’e
kars1 antikor goriilmemistir (66). In vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik
enjeksiyon basarilari ile iligkili Izumo1l gen polimorfizmi gdsterilememistir (67).
Sperm sayis1 az olan (oligozoospermi) ve sperm hareketinin az oldugu
(astenozoospermi) hastalarla yapilan bir ¢alismada, bir saatlik akrozom
reaksiyonu sonrast CD46 pozitif biitiin spermlerde agiga ¢ikan i¢ akrozom zarinda
Izumol pozitifligi gdsterilmistir (37). In vitro fertilizasyon klinigine bagvuran
bazi hastalarin Izumo1 proteininin fosforilasyonunun daha az oldugu gériilmiistiir.
Bu nedenle fertilizasyon kapasitesinin azalmis olabilecegi diistinlilmiistiir (68).
Bizim ¢alismamizda agiklanamayan infertilite grubuyla kontrol grubu arasinda,
[zumol proteininin sperm yiizeyinde sitokimyasal yontemlerle gosterilmesi
sonucunda anlamli bir fark goriilmemistir. Izumol immiinpozitifliginin CD46
pozitifligine eslik etmedigi spermlerin goriilmesiyle Hayasaka ve arkadaslarinin
calismasindan ayrilmaktadir (37). Izumol pozitifliginin gériilmedigi spermlerin
cogunda CD46 tutulumunun hiicre sinirlarinda izlenmesi, akrozom reaksiyonunun
tamamlanmadigimi ve izumol proteininin yiizeye dagilmadigini diisiindiirmiistiir.
CD46 tutulumunun akrozomal alanda yaygm olmasma karsiik Izumol
pozitifliginin izlenmedigi spermler de bulunmaktadir. Bu spermler, akrozom
reaksiyonunu gerceklestiren her spermin fertilizasyonu gerceklestiremeyecegini

diisiindiirtmiistiir. Izumo1 fosforilasyonunun fertilizasyon potansiyeliyle iliskili
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olmas1 gibi, proteinin akrozom reaksiyonu gerceklestikten sonraki dagiliminda
gozlenen farklar, posttranslasyonel mekanizmalara bagl olabilir (68).

Spermin disi genital kanalinda gerceklestirdigi islevsel degisimler
biyokimyasal olarak diizenlenmis bir silirectir (69). Progesteron, kumulus ve
graniiloza hiicrelerinden salgilanan bir steroid hormondur. Steroid hormonlarin
ortak 0zelligi olan genomik etkilerinin yaninda progesteronun hizli etkileri olarak
izlenen islevleri de bulunmaktadir. Sperm gibi protein sentezinin yapilmadig: bir
hiicrede progesteronun hizli etkileri 6nem kazanmaktadir. Sperm hiicre zarinda
progesteron reseptorlerinin gosterildigi ¢alismalar hizli etkilerin agiklanmasi i¢in
oncli olmustur (70). Progesteronun hiicre i¢ine girmeden, hamster spermlerinde
hiperaktivasyon olusturdugu ve bu etkinin fosfolipaz C {izerinden tirozin
fosforilasyonuyla gerceklestigi gosterilmistir (71). Sperm bas bolgesinde hiicre
zarinda bulunan progesteron reseptorleri uyarildiklarinda hiicre i¢i kalsiyum iyon
konsantrasyonu artis1 gerceklesir ve akrozom reaksiyonu baglar (72). Progesteron
konsantrasyonunda ve inkiibasyon siiresindeki degisimler, spermde farkl etkilere
neden olmaktadir. Kumulus mikrogevresinde progesteron konsantrasyonlari
mikromolar diizeyinde olmasina karsin spermler nanomolar diizeyindeki
progesteron konsantrasyonuna yanit olusturabilmektedir. 0,3 nM’dan 3 pM’a
artan konsantrasyonda progesteron, spermlerde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyon
dalgalanmalar1 gerceklestirmektedir. Bu dalgalanmalarin gergeklestigi hiicrelerde
akrozom reaksiyonunun daha az gerceklestigi goriilmiistiir (73). Hiicre i¢ci pH
azalmasinin da kalsiyum dalgalanmalarina neden olabildigi ve progesteronun

uyardigi akrozom reaksiyonunu engelledigi gorilmiistir (74). Kobay
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spermlerinde progesteronun, fosfolipaz A, yoluyla akrozom ekzositozunu
gergeklestirdigi goriilmiistiir (75). 2,5 uM ve 15 uM progesteronla 15 dakika
inkiibe edilen fare spermlerinde gerceklesen akrozom reaksiyonu incelendiginde
artan konsantrasyonun akrozom ekzositozunu arttirdig1 izlenmistir. Progesteronla
birlikte gama amino biitirik asit (GABA) ve GABA antagonisti kullanildiginda;
akrozom ekzositozunda progesterona ek olan GABA’nin olumlu, antagonistinin
ise olumsuz etkisi izlenmistir. Bu nedenle progesteronun GABA, reseptorii
tizerinden islev gosterdigi diistinilmiistiir (76). Progesteronun hiicre zari
potansiyelini degistirdigi de gosterilmistir (77). Diger bir onemli reseptdr ana
par¢ada bulunan pH bagimli kalsiyum reseptorii “Catsper”dir. Bu reseptdr hem
hiicre i¢i pH degisimiyle hem de progesteronla uyarilabilir. Catsper reseptorii
uyarildiginda hiicre i¢i kalsiyum artisi  gerceklesir. Kalsiyum artisiyla
hiperaktivasyon gerceklesir. Reseptoriin bulundugu yer nedeniyle kemotaksis
saglanir. Kalsiyum artisinin basa dogru yayilmasiyla akrozom ekzositozu
gerceklesir.  Insan  sperminde  progesteron  nanomolar  diizeyindeki
konsantrasyonlarla Catsper reseptoriinii uyarabilir. Fakat fare sperminde 10 uM
progesteronla bile insan spermindeki etki olusturulamamstir (78). Ug saatlik
direkt yiizdiirme ve kapasitasyon sonrasi progesteronla inkiibe edilen spermlerde
Casperl reseptorlerinin incelendigi bir ¢aligmada, astenozoospermik hastalarda
Catsperl reseptoriiniin daha az oldugu goriilmiistiir. Ayrica hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarinin direkt ylizdiirme yoOntemiyle seg¢ilmis spermlerde daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (36). Bir saatlik direkt ylizdiirme sonrasinda 1 pM

progesteronla 30 dakika inkiibe edilen bir c¢alismanin sonuglar1 ilgi
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uyandirmaktadir. Akrozom reaksiyonu gerceklestiren sperm yiizdesi progesteron
kullanilmayan grupta %10’a ulasamazken, progesteronla %20’yi gecmistir.
Progesteronun bu etkisi Catsper reseptor antagonistleriyle engellenebilmistir (79).
Progesteronun akrozom reaksiyonunu gergeklestirirken Catsper’den farkl
reseptorler lizerinden islev gosterdigini diisiindiiren ¢aligmalar da vardir. Diislik
konsantrasyonda progesteronun (10 ve 100 nM) tirozin kinaz artisiyla sperm
hareketini arttirirken, yliksek konsantrasyonda (1, 5 ve 10 uM) hiperaktivasyon ve
akrozom reaksiyonunu = gergeklestirdigi  goriilmistiir. Caligma  sirasinda
progesteronun doz etkisinin yani sira inkiibasyon siiresiyle islevi arasindaki iligki
de incelenmistir. On dakika, otuz dakika ve bir saat siiresince inkiibe edilen
spermlerde akrozom reaksiyonunun siireyle birlikte arttigi goriilmistiir. Farkl
proteinlerin fosforilasyonunun da artmasi, progesteronun yiiksek dozda, ¢oklu
kinaz yolaklarini etkiledigi seklinde yorumlanmistir (80). Akrozom reaksiyonunu
gerceklestiren spermlerin liremeye yardimer tedavilerle iliskisini inceleyen
caligmalar da bulunmaktadir. Fertil ve infertil erkeklerin ejakiilatlarinda akrozom
reaksiyonu gecirmis spermlerin degerlendirildigi bir calismada, erkek faktor
infertilitesi goriilen hastalarin ejakulatlarinda akrozom biitiinliigli korunmus
spermlerin fertil kontrollere gore az oldugu goriilmiis, bunun fertilizasyon
basarisizligiyla sonuglanabilecegini diisiiniilmiistiir. Ayrica normozoospermik
infertil hastalarda da akrozom biitiinliigliniin koruyan spermlerin az oldugu
vakalarda fertilizasyon basarisizlig1 olabilecegi, bu nedenle tedavi yonteminin
secilmesinde akrozom durumunun degerlendirilmesinin yararli olabilecegi

belirtilmistir (81). Progesteronla akrozom reaksiyonu gerceklestiren sperm
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yiizdeleriyle in vitro fertilizasyon sonuglar1 da karsilastirilmistir. Progesteronla
akrozom reaksiyonu gergeklestiren sperm ylizdelerinin arttig1 fakat bu sonucun
fertilizasyon hizi ve embriyo kalitesiyle anlamli bir iligkisinin olmadigi
gosterilmistir (82). Izumol proteininin akrozom ekzositozunu tamamlamis
spermlerde  izlenmesi nedeniyle ¢alismamizda  akrozom  reaksiyonu
gerceklestirmeye ¢alisildi. Akrozom reaksiyonunu gerceklestirmek icin kesintili
dansite gradyaniyla secilen spermler, bir saat yiiksek doz (10 uM) progesteronla
inkiibe edildi. Bunun sonucunda grup birde akrozom reaksiyonu
gerceklestirmeyen (tek pozitif) sperm yiizdesinin, grup ikiden az olmasina karsin
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu nedenle progesteronla
uyarilmig akrozom reaksiyonunun gerceklesmemesi, infertiliteyi agiklayabilecek
bir neden olarak gosterilememektedir. Ayrica progesteron dozunun ve siiresinin
akrozom reaksiyonu iizerinde etkileri goz oniinde bulundurularak, doz ve siire
degisimleriyle akrozom reaksiyonunu gerceklestirilerek Izumol pozitifliginin
degerlendirmesi yapilabilir. Progesteronun etkilerini farkli reseptorler ve yolaklar
lizerinden gerceklestirdigi diisiintildiiglinde, akrozom ekzositozunu
tamamlamayan spermlerde bu yolaklarin incelendigi caligmalarla infertilite
nedenlerine iligkin sonuglar arastirilabilir.

Yaptigimiz deneyler sonucunda iki grupta da tek pozitif sperm yiizdesinin
sifir ya da yliz olarak bulundugu oOrnekler goriildii. Ayni kosullar altindaki
spermlerde boylesine ug¢ yanitlar alindig1 i¢in, tek pozitiflikle iligkili olabilecek
parametreler arastirildi. Bu nedenle grup bir, iki ve tiim arastirma evreninde

normal morfoloji, bas anomalisi ve anilin negatifliiyle tek pozitif spermlerin
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iliskisi incelendi. Gruplar i¢inde ve toplu olarak yapilan degerlendirmelerde, tek
pozitif (%) ve normal morfoloji (%) parametreleri arasinda anlamli iligki
bulunmadi. Tiim arastirma evreninde bas anomalisi (%) ve tek pozitiflik arasinda
zayif pozitif iliski goriiliirken gruplar i¢inde boyle bir iliski bulunmadi. Bu
sonuglar infertilite statlisiinden bagimsiz sekilde, semen analizi sonuglari normal
sinirlarda olan kisilerin ejakiilatlarinda bas anomalisi goriilen spermlerin fazla
oldugu  Orneklerde  progesteronla  uyarilmis  akrozom  reaksiyonunu
gerceklestiremeyen spermlerin daha fazla oldugunu gdstermektedir. Ayrica ii¢
pozitif sperm ylizdelerinin bas anomalileriyle iliskisi karsilastirildiginda tim
evrende ve grup ikide anlamli negatif iliski goriilmiistiir. Grup birde ise anlamli
iliski izlenmemistir. Izumol negatifligi ve DAPI negatifligi gibi kisith sayida
ornekte goriilen farklar bu degisimlere neden olabilir. Ozellikle grup ikide iig
pozitif spermlerle bag anomalisinin anlaml1 negatif iliski gdstermesine karsin, tek
pozitiflik ve bas anomalisinin iligki gdstermemesi istatistiksel hesaplamalara bagh
bir degisim oldugunu diisiindiirmektedir. Grup ikide tek pozitif ve bag anomalisi
iligskisinin Pearson korelasyon testiyle degerlendirilmesi sonrasi anlamli bir fark
oldugu goriilmiistiir. Ancak veriler normal dagilim gostermedigi icin Spearman
katsayistyla degerlendirilmesi ve anlamli bir iligkinin olmadigi sonucu daha
uygun bulunmustur. Morfoloji degerlendirmesinde, DSO alt smir1 normal
morfoloji gosteren spermler i¢in belirlemistir. Sperm anomalilerindeki ¢esitlilik
ve calismalarda bu anomalilere iligkin ayrintili bilgiler verilmemesi gibi
nedenlerle morfoloji ve infertilite iligskisi kurulan durumlar spermlerin tamamina

yakininin  etkilendigi  globozoospermi  gibi  hastaliklardir. ~ Morfoloji
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degerlendirmesinin daha giivenilir hale getirilmesi i¢in anomalilerin ayrintili
olarak  degerlendirildigi  indekslerin  gelistirilmesi  Onerilmektedir  (83).
Calismamizda, ¢ekirdek ve akrozom anomalileri gibi farkli anomalilerin i¢inde
bulundugu bas anomalilerinin ayrintili sekilde incelenmemesi kurulan iliskinin
giiclinii azaltmis olabilir. Ekzositozu diizenleyen pek cok olaymn gerceklestigi bas
bolgesinde morfolojik olarak saptanan anomalilerin akrozom reaksiyonunu
etkileyebilecegi diisliniilmektedir. Ana parcada yer alan Catsper reseptorlerinin
akrozom reaksiyonu ilizerindeki etkisi vardir. Bizim ¢alismamizda bas anomalisine
eslik eden orta ve ana parga anomalileri birlikte degerlendirilmistir. Anomalilerin
degerlendirmesinin ayrintili olarak yapilmamasi c¢alismamizi kisitlamaktadir.
Sperm fenotipinin ayrintili sekilde belirlenmesi altta yatan patolojiye yonelik
kesin bilgi sunmasa da klinik, genetik ve epidemiyolojik caligmalarda yarar
saglayabilir (84).

Sperm se¢iminde en yaygin kullanilan yontemler kesintili dansite gradyan
ve direkt yiizdiirme yontemleridir. Kesintili dansite gradyan santrifiijiiyle, kisa
stirede daha yliksek kapasitasyon potansiyeline sahip spermler segildigi i¢in
calismamizda bu yontem kullanilmistir (85). Yiiksek yogunluktaki soliisyonlarla
santrifiij edilen semenden, hareket ve morfoloji yoniinden daha iyi spermler ayrilir
(86, 87). Protamin eksikligi ve DNA kiriklarimin goriildiigli sperm yiizdelerinin
santrifiij sonrasi, semendekine gore azaldigi goriilmiistiir (88). Ayrica direkt
yiizdiirme yoOntemiyle secilen spermlerde in vitro fertilizasyon i¢in inkiibasyon
sonras1 gelisen DNA hasari, kesintili dansite gradyaniyla secilenlere gore daha

fazla gorlilmistiir (89). Bizim ¢alismamizda anilin mavisiyle protamin eksikligi
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olan spermler gosterilmistir. Calismamizi planlarken santrifiij ve akrozom
reaksiyonu sonrasinda protamin degerlendirilmesinin hipotezimizin test edilmesi
i¢cin gerekli oldugu diisiinlilmemistir. Bu parametrelerin de degerlendirildigi baska
caligmalar planlanabilir.

Akrozom reaksiyonunu ger¢eklestirmeyen spermlerle (tek pozitif),
protamin eksikligi olmayan spermler (anilin negatif) arasinda tiim arastirma
evreninde ve gruplar icinde istatistiksel olarak anlamli pozitif bir iligki
goriilmektedir. Olgun spermlerin daha yiiksek oranda izlendigi Orneklerde
progesterona yanitin az olmasi spermin fizyolojik siirecte izledigi yollarin gézden
gecirilmesini  gerektirmektedir. Kapasitasyon spermin disi genital kanalda
gecirdigi degisimdir ve saatler siirebilir. In vitro kapasitasyon gerceklestirildikten
sonra anilin mavisiyle pozitif reaksiyon gosteren sperm yiizdesinin artmasina
karsin bu artisa DNA hasar1 eslik etmemektedir. Kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunun gerceklesmesiyle kromatinde ¢oziilmeler artarken DNA hasarinin
goriilmemesi fertilizasyonun gerceklesmesi icin yapilan hazirlhik olarak
yorumlanmaktadir. Kromatin yogunlagsmasi sirasinda protaminlerle yer
degistirmeyen histonlar embriyonik gelisim icin gerekli genlerle iliski i¢indedir.
Bu iligki sperm genetik materyalinin paketlenmesinin fertilizasyon sonrasi
kullanilacak genlerin dnceliginin dikkate alinarak yapildigini diisiindiirmektedir
(90). Fosfatidilserin hiicre zarinin i¢ katmaninda bulunur. Anneksin V (An) hiicre
zarinin dis katmanina ¢ikmis fosfatidilserinleri isaretlerken, propidium iodide (PI)
hiicre zarinin biitliinliiglinliin bozuldugu durumlarda hiicreye girebilir. Bu nedenle

An'PI hiicrelerin apopitozisin erken evresinde, An'PI" hiicrelerin ise geg
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evresinde oldugu disiiniiliir. Fosfatidil serinin hiicre zarmmin dis yapraginda
goriilmesi kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda da gergeklesir. Erken
apopitozis belirteci olan An'PI” kapasitasyonu da temsil etmektedir. Bu nedenle
kapasitasyon, fertilizasyonu gergeklestiremeyen spermi bekleyen sonun baslangici
olarak yorumlanir. Kapasitasyonu gerceklestiren sperm yiizdesinin artmasi
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasi fertilizasyon hizini arttirmaktadir.
Kromatin yogunlagsmasini tamamlamamis sperm ylizdesiyle gec¢ apopitozis
arasinda negatif iliski belirlenmisken, kapasitasyon arasinda anlamli iligki
bulunamamaistir (91). Bizim ¢alismamizda ise olgun spermlerin daha ¢ok oldugu
orneklerde, anlamli olarak daha az spermin akrozom reaksiyonunu tamamladigi
goriilmiistiir. Kapasitasyon belirtegleri incelenmedigi icin spermlerin kapasite
olup olmadiklarina iliskin yorum yapilamamaktadir. Fakat kromatin
yogunlagmasini tamamlamamis spermlerin ¢ok oldugu 6rneklerin progesteronla
akrozom ekzositozunu gerceklestirmeleri, kromatin yogunlagmasi siirecinde
spermde gerceklesen olaylarin sperm islevi {izerine etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Olgun spermlerde bulunan mRNAlar spermatogenez ve
spermiyogenezin miraslart olarak degerlendirilir. Bu mRNAlarin fertilizasyon
potansiyeli ve embriyo gelisimi i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir. Ilerleyen
calismalarda, akrozom reaksiyonu i¢in dnemli olan mRNA’lar degerlendirilerek
calismamizda bulunan akrozom reaksiyonu ve kromatin yogunlasmasi iliskilerin
nedenleri agiklanabilir (92).

Fertilizasyonu gergeklestiren spermi, ejakulatta bulunan diger spermlerden

ayiran en onemli 6zelligi disi tarafindan seg¢ilmesidir. Bu se¢imde tuba uterina
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epiteli, kumulus hiicreleri ve oositin rolii vardir. Uremeye yardimc1 tedavilerde bu
secimler atlanmaktadir. Bunun insanin evrimsel siirecine etkileri géz Oniinde
bulundurularak planlanmas1 gerekmektedir (93). 1978’de ilk IVF bebegi Louise
Brown’in dogmasinin ardindan hizla gelisen yontemlerle giliniimiizde diinya
genelinde yilda yiizbinlerce IVF bebegi diinyaya gelmektedir. Yapilan
hesaplamalarla IVF bebeklerinin logaritmik bir sekilde artacagi éngériilmektedir
(94). 1945°te “Penisilinin Kesfi” nedeniyle verilen Nobel Tip Odiilii’niin iistiinden
yiiz y1l gegmemisken antibiyotik direnci tiim diinyada saglik sisteminde en 6nemli
sorunlardan biri haline gelmistir (95). Bu tibbi gelismelerin kontrolsiiz
kullanimina en etkileyici &rneklerden biridir. 2010 yilinda Nobel Tip Odiilii “In
Vitro Fertilizasyonun Gelistirilmesi” nedeniyle verilmistir. Ilk IVF bebeginden
bugiline kadar diinyaya gelmis milyonlarca bebegin yani sira basarisizlikla
sonuclanmis ¢ok daha fazla tedavi girisimi bulunmaktadir. insan iiretmenin
getirdigi sorumlulukla, yapilan biitiin islemlerin bilimsel gelismelere uygun
olmasi gerekmektedir. Ureme biyolojisine iliskin ortaya konulan her bilgi yeni
sorular1 ortaya c¢ikarmaktadir. Tedavi basarilarinin arttirllmasi gibi Olciilebilir
sonucglar bilinmeyenlerin ¢o6ziilmesine baghdir. Calismamizda agiklanamayan
infertilitenin, fertilizasyon icin gerekli Izumol proteininin sperm yiizeyinde
goriilmesindeki azalmayla agiklanip agiklanamayacagi arastirilmis ve yalin olarak
[zumol negatifligi ile infertilite agiklanamamistir. Akrozom reaksiyonunu
gerceklestirdigi halde Izumol proteini gériilmeyen spermlerin olmasi, spermin
fizyolojik islevlerini yerine getirebilmesinin fertilizasyonu gerceklestirebilecegi

anlamma gelmedigini diislindiirmiistiir. Cift bash ya da cekirdeksiz spermlerde
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akrozom reaksiyonu sonrasi izumo1 proteini griilmiistiir. Anomalilere sahip olan
hatta ¢ekirdegi olmayan hiicrelerin bile fertilizasyonu gergeklestirme ihtimali
bulunmaktadir. Tiim gebeliklerin %10 -15’inin ilk ¢ ay icinde diisiikle
sonuglandig1 ve bu diistiklerin ¢ogunun nedeninin kromozom anomaliler oldugu
diisiiniiltirse fertilizasyonun “miikemmel” oldugunu iddia etmek yanlis olur (96).
Izumol proteiniyle ilgili verilerin yaninda akrozom reaksiyonunun
gerceklesmesine iliskin bulgularimiz yeni arastirma konularinin belirlenmesine
yardimc1  olmustur. Akrozom reaksiyonunu gergeklestirme, kromatin
yogunlasmast ve morfoloji gibi yapisal ve islevsel Ozelliklerin birlikte
degerlendirilmesiyle sperme iligkin bilinmeyenler aydinlatilabilir.
Gametogenezden baslayarak fertilizasyona kadar devam eden maratonun her
parkuru infertilite arastirmalarinda degerlendirilmelidir. Bu ¢alismayla tedavide
kullanilacak ~ “miikemmel” spermin bulunmasina iligkin sonu¢ ortaya
konulmamistir. Mitkkemmeli bulmak yerine, elimizdekileri tanima ve en uygunu

se¢cme yontemlerinin gelistirilmesi daha gercek¢i ve ulasilabilir bir hedef olabilir.
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6 SONUC

Aciklanamayan infertilite hastalartyla (grup iki, n=30), fertilizasyon

sorunu bulunmayan goniilliilerin (grup bir, n=18) iki gruba ayrildig1 bu ¢alismada

ulasilan sonuglar su sekildedir:

L 4

Gruplar arasinda yas ortalamast ve semen analiziyle degerlendirilen

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

hareketli sperm yiizdesi ve ileri hareketli sperm yiizdesi) karsilagtirilmasi

sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

Kromatin  yogunlagsmasinin  degerlendirildigi asidik anilin mavisiyle

boyanmayan sperm yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gosterilememistir.

Akrozom reaksiyonunu gergeklestiren sperm yiizdesi agiklanamayan infertilite

grubunda diisiik olmasina karsin, istatistiksel olarak anlamli degildir.

Akrozom reaksiyonunu gerceklestirmesine karsm, Izumol pozitifligi

izlenmeyen spermlerin yani sira, ¢ekirdeksiz ya da cift ¢ekirdekli spermlerde

[zumo1 pozitifligi goriilmiistiir.

Akrozom reaksiyonunun gerceklestigi sperm yiizdesinin, %0 dan %100 e, iki

u¢ noktada izlenmesi nedeniyle farkli parametrelerle akrozom ekzositozunu

tamamlama iliskisi incelenmistir. Bu inceleme tiim arastirma evreninde, grup

bir ve grup ikide ayr1 ayr1 yapilmistir:

» Tum arastirma evreninde, grup bir ve grup ikide kromatin yogunlagmasini
tamamlamig sperm yiizdesiyle sperm morfolojisi arasinda anlamli iliski

goriilmemistir. Tiim arastirma evreninde, grup bir ve grup ikide normal
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morfoloji gdsteren sperm yiizdesiyle akrozom reaksiyonu gergeklestiren
sperm yiizdesi arasinda anlamli bir iligki gésterilememistir.

» Tim arastirma evreninde bas anomalisi goriilen sperm ylizdesiyle
akrozom reaksiyonu gerceklestiren sperm ylizdesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli negatif yonde bir iliski gosterilmistir. Grup ikide benzer
bir iliski goriiliirken, grup birdeki iliski istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir. Orneklemin biiyiitiilmesiyle ve bag anomalilerinin ayrmtili
degerlendirilmesiyle daha kuvvetli iliskilerin ortaya koyulabilecegi
diistinilmustiir.

» Tim aragtirma evreninde, grup bir ve grup ikide kromatin
yogunlasmasini tamamlayan ve akrozom reaksiyonu gerceklestiren
sperm ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamh negatif yonde bir
iliski gosterilmistir. Kromatin yogunlagsmasiyla akrozom reaksiyonu
gerceklesmesi arasindaki bu iligkinin spermiyogenez sirasinda meydana
gelmis olabilecek bir degisim nedeniyle olusabilecegini diisiindiirmiistiir.

+ Orneklem sayisi ¢aligmanin en biiyiik kisithiligidir. Gruplar arasinda akrozom
reaksiyonunun gerceklesmesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olmasa da akrozom ekzositozunu tamamlamak gibi islevsel bir 6zelligin, bas
anomalisi ve kromatin yogunlagmasi gibi yapisal 6zelliklerle iliskili olmas1
calismanin sonuglar1 arasinda dikkat c¢ekmektedir. Bu baglamda, spermin
yapisal ve islevsel 6zellikleri arasindaki iliskilerin nedenlerini ortaya koyacak

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

64



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

KAYNAKLAR

Hanevik HI, Hessen DO, Sunde A, Breivik J. Can IVF influence human
evolution? Human Reproduction. 2016;31(7):1397-402.

Bianchi E, Wright GJ. Sperm Meets Egg: The Genetics of Mammalian
Fertilization. Annu Rev Genet. 2016;50:93-111.

Sabetian S, Shamsir MS. Deficiency in Sperm—Egg Protein Interaction as a
Major Cause of Fertilization Failure. The Journal of Membrane Biology.
2017;250(2):133-44.

Esteves SC, Sharma RK, Gosalvez J, Agarwal A. A translational medicine
appraisal of specialized andrology testing in unexplained male infertility.
International Urology and Nephrology. 2014;46(6):1037-52.

Kierszenbaum AL, Tres LL. Histology and cell biology : an introduction to
pathology. Philadelphia, PA: Elsevier/Saunders; 2016.

Ross MH, Pawlina W, Baykal B. Histology : konu anlatimi ve atlas. Ankara:
Palme Yayincilik; 2014.

Piprek RP. Molecular mechanisms of cell differentiation in gonad
development: Springer; 2016.

Mruk DD, Cheng CY. Sertoli-Sertoli and Sertoli-germ cell interactions and
their significance in germ cell movement in the seminiferous epithelium
during spermatogenesis. Endocrine reviews. 2004;25(5):747-806.

de Rooij DG. The nature and dynamics of spermatogonial stem cells.
Development. 2017;144(17):3022-30.

Delilbagt L. In Vitro Fertilizasyon Laboratuvar Yontemleri: Giines Tip
Kitabevi; 2008.

Ito C, Toshimori K. Acrosome markers of human sperm. Anatomical science
international. 2016;91(2):128-42.

Chen S-R, Batool A, Wang Y-Q, Hao X-X, Chang C-S, Cheng CY, et al. The
control of male fertility by spermatid-specific factors: searching for
contraceptive targets from spermatozoon’s head to tail. Cell death & disease.
2016;7(11):e2472.

Aoki VW, Emery BR, Liu L, Carrell DT. Protamine levels vary between
individual sperm cells of infertile human males and correlate with viability
and DNA integrity. Journal of Andrology. 2006;27(6):890-8.

Gervasi M, Visconti P. Molecular changes and signaling events occurring in
spermatozoa during epididymal maturation. Andrology. 2017;5(2):204-18.
Sullivan R, Mieusset R. The human epididymis: its function in sperm
maturation. Human reproduction update. 2016;22(5):574-87.

Aitken RJ, Nixon B. Sperm capacitation: a distant landscape glimpsed but
unexplored. Molecular human reproduction. 2013;19(12):785-93.

Georgadaki K, Khoury N, Spandidos DA, Zoumpourlis V. The molecular
basis of fertilization. International journal of molecular medicine.
2016;38(4):979-86.

Inoue N, Ikawa M, Nakanishi T, Matsumoto M, Nomura M, Seya T, et al.
Disruption of mouse CD46 causes an accelerated spontaneous acrosome
reaction in sperm. Molecular and cellular biology. 2003;23(7):2614-22.

65



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Ohto U, Ishida H, Krayukhina E, Uchiyama S, Inoue N, Shimizu T. Structure
of IZUMO1-JUNO reveals sperm—oocyte recognition during mammalian
fertilization. Nature. 2016;534(7608):566.

Baker MA, Hetherington L, Weinberg A, Naumovski N, Velkov T, Pelzing
M, et al. Analysis of phosphopeptide changes as spermatozoa acquire
functional competence in the epididymis demonstrates changes in the post-
translational modification of Izumol. Journal of proteome research.
2012;11(11):5252-64.

Sebkova N, Ded L, Vesela K, Dvorakova-Hortova K. Progress of sperm
IZUMOI1 relocation during spontaneous acrosome reaction. Reproduction.
2014;147(2):231-40.

Satouh Y, Inoue N, Ikawa M, Okabe M. Visualization of the moment of
mouse sperm—egg fusion and dynamic localization of IZUMOI. J Cell Sci.
2012;125(21):4985-90.

Aydin H, Sultana A, Li S, Thavalingam A, Lee JE. Molecular architecture of
the human sperm [ZUMOI1 and egg JUNO fertilization complex. Nature.
2016;534(7608):562.

Jungwirth A, Giwercman A, Tournaye H, Diemer T, Kopa Z, Dohle G, et al.
European Association of Urology guidelines on Male Infertility: the 2012
update. European urology. 2012;62(2):324-32.

WHO. WHO Laboratuvar El Kitabi Insan semeninin incelenmesi ve
islemlerden gegirilmesi: Tiirk Uroloji Dernegi; 2011.

Gardner DK, Weissman A, Howles CM, Shoham Z. Textbook of assisted
reproductive techniques fourth edition: volume 1: Laboratory perspectives:
CRC press; 2012.

Chi H-J, Kwak S-J, Kim S-G, Kim Y-Y, Park J-Y, Yoo C-S, et al. Efficient
isolation of sperm with high DNA integrity and stable chromatin packaging
by a combination of density-gradient centrifugation and magnetic-activated
cell sorting. Clinical and experimental reproductive medicine.
2016;43(4):199-206.

Rappa KL, Rodriguez HF, Hakkarainen GC, Anchan RM, Mutter GL, Asghar
W. Sperm processing for advanced reproductive technologies: Where are we
today? Biotechnology advances. 2016;34(5):578-87.

Yagci A, Murk W, Stronk J, Huszar G. Spermatozoa bound to solid state
hyaluronic acid show chromatin structure with high DNA chain integrity: an
acridine orange fluorescence study. Journal of andrology. 2010;31(6):566-72.
Huang M-T, Kuo-Kuang Lee R, Lu C-H, Chen Y-J, Li S-H, Hwu Y-M. The
efficiency of conventional microscopic selection is comparable to the
hyaluronic acid binding method in selecting spermatozoa for male infertility
patients. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology.54(1):48-53.
Beck-Fruchter R, Shalev E, Weiss A. Clinical benefit using sperm hyaluronic
acid binding technique in ICSI cycles: a systematic review and meta-analysis.
Reproductive biomedicine online. 2016;32(3):286-98.

Esteves SC, Chan P. A systematic review of recent clinical practice
guidelines and best practice statements for the evaluation of the infertile male.
International urology and nephrology. 2015;47(9):1441-56.

66



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Chan PJ, Corselli JU, Jacobson JD, Patton WC, King A. Spermac stain
analysis of human sperm acrosomes. Fertility and sterility. 1999;72(1):124-8.
Torabi F, Binduraihem A, Miller D. Sedimentation properties in density
gradients correspond with levels of sperm DNA fragmentation, chromatin
compaction and binding affinity to hyaluronic acid. Reproductive
biomedicine online. 2017;34(3):298-311.

Bungum M, Spano M, Humaidan P, Eleuteri P, Rescia M, Giwercman A.
Sperm chromatin structure assay parameters measured after density gradient
centrifugation are not predictive for the outcome of ART. Human
Reproduction. 2007;23(1):4-10.

Tamburrino L, Marchiani S, Minetti F, Forti G, Muratori M, Baldi E. The
CatSper calcium channel in human sperm: relation with motility and
involvement in progesterone-induced acrosome reaction. Human
Reproduction. 2014;29(3):418-28.

Hayasaka S, Terada Y, Inoue N, Okabe M, Yaegashi N, Okamura K. Positive
expression of the immunoglobulin superfamily protein [ZUMO on human
sperm of severely infertile male patients. Fertility and sterility.
2007;88(1):214-6.

Kashir J, Buntwal L, Nomikos M, Calver BL, Stamatiadis P, Ashley P, et al.
Antigen unmasking enhances visualization efficacy of the oocyte activation
factor, phospholipase C zeta, in mammalian sperm. MHR: Basic science of
reproductive medicine. 2017;23(1):54-67.

Belloc S, Benkhalifa M, Junca AM, Dumont M, Bacrie PC, Ménézo Y.
Paternal age and sperm DNA decay: discrepancy between chromomycin and
aniline blue staining. Reproductive biomedicine online. 2009;19(2):264-9.
Ren H, Ferguson K, Wong E, Chow V, Ma S. The consequences of somatic
sex chromosomal abnormalities on meiosis and sperm production in infertile
men. Fertility and Sterility. 2016;106(3):e235-¢6.

Pan MM, Hockenberry MS, Kirby EW, Lipshultz LI. Male Infertility
Diagnosis and Treatment in the Era of In Vitro Fertilization and
Intracytoplasmic Sperm Injection. Medical Clinics of North America. 2017.
Wang C, Swerdloff RS. Limitations of semen analysis as a test of male
fertility and anticipated needs from newer tests. Fertility and sterility.
2014;102(6):1502-7.

Somigliana E, Paffoni A, Busnelli A, Filippi F, Pagliardini L, Vigano P, et al.
Age-related infertility and unexplained infertility: an intricate clinical
dilemma. Human Reproduction. 2016;31(7):1390-6.

Hamada A, Esteves SC, Nizza M, Agarwal A. Unexplained male infertility:
diagnosis and management. International braz j urol. 2012;38(5):576-94.
Venkatesh S, Shamsi M, Deka D, Saxena V, Kumar R, Dada R. Clinical
implications of oxidative stress & sperm DNA damage in normozoospermic
infertile men. The Indian Journal of Medical Research. 2011;134(3):396.
Zandieh Z, Vatannejad A, Doosti M, Zabihzadeh S, Haddadi M, Bajelan L, et
al. Comparing reactive oxygen species and DNA fragmentation in semen
samples of unexplained infertile and healthy fertile men. Irish Journal of
Medical Science (1971 -). 2017.

67



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Johnson SL, Dunleavy J, Gemmell NJ, Nakagawa S. Consistent age-
dependent declines in human semen quality: a systematic review and meta-
analysis. Ageing research reviews. 2015;19:22-33.

Alshahrani S, Agarwal A, Assidi M, Abuzenadah AM, Durairajanayagam D,
Ayaz A, et al. Infertile men older than 40 years are at higher risk of sperm
DNA damage. Reproductive Biology and Endocrinology. 2014;12(1):103.
Kaarouch I, Bouamoud N, Madkour A, Louanjli N, Saadani B, Assou S, et al.
Paternal age: Negative impact on sperm genome decays and IVF outcomes
after 40 years. Molecular reproduction and development. 2018.

Sharma R, Agarwal A, Rohra VK, Assidi M, Abu-Elmagd M, Turki RF.
Effects of increased paternal age on sperm quality, reproductive outcome and
associated epigenetic risks to offspring. Reproductive Biology and
Endocrinology. 2015;13(1):35.

Ward WS. Function of sperm chromatin structural elements in fertilization
and development. MHR: Basic science of reproductive medicine.
2009;16(1):30-6.

Gopalkrishnan K, Hurkadli K, Padwal V, Balaiah D. Use of acridine orange
to evaluate chromatin integrity of human spermatozoa in different groups of
infertile men. Andrologia. 1999;31(5):277-82.

Sadeghi M, Lakpour N, Heidari-Vala H, Hodjat M, Amirjannati N, Hossaini
Jadda H, et al. Relationship between sperm chromatin status and ICSI
outcome in men with obstructive azoospermia and unexplained infertile
normozoospermia. Rom J Morphol Embryol. 2011;52(2):645-51.

Talebi A, Vahidi S, Aflatoonian A, Ghasemi N, Ghasemzadeh J, Firoozabadi
R, et al. Cytochemical evaluation of sperm chromatin and DNA integrity in
couples with unexplained recurrent spontaneous abortions. Andrologia.
2012;44(s1):462-70.

Kazerooni T, Asadi N, Jadid L, Kazerooni M, Ghanadi A, Ghaffarpasand F,
et al. Evaluation of sperm’s chromatin quality with acridine orange test,
chromomycin A3 and aniline blue staining in couples with unexplained
recurrent abortion. Journal of assisted reproduction and genetics. 2009;26(11-
12):591-6.

Zidi-Jrah I, Hajlaoui A, Mougou-Zerelli S, Kammoun M, Meniaoui I, Sallem
A, et al. Relationship between sperm aneuploidy, sperm DNA integrity,
chromatin packaging, traditional semen parameters, and recurrent pregnancy
loss. Fertility and sterility. 2016;105(1):58-64.

Cassuto NG, Bouret D, Plouchart JM, Jellad S, Vanderzwalmen P, Balet R, et
al. A new real-time morphology classification for human spermatozoa: a link
for fertilization and improved embryo quality. Fertility and sterility.
2009;92(5):1616-25.

Cassuto NG, Hazout A, Hammoud I, Balet R, Bouret D, Barak Y, et al.
Correlation between DNA defect and sperm-head morphology. Reproductive
BioMedicine Online. 2012;24(2):211-8.

Okabe M, Adachi T, Takada K, Oda H, Yagasaki M, Kohama Y, et al.
Capacitation-related changes in antigen distribution on mouse sperm heads

68



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

and its relation to fertilization rate in vitro. Journal of reproductive
immunology. 1987;11(2):91-100.

Okabe M, Yagasaki M, Oda H, Matzno S, Kohama Y, Mimura T. Effect of a
monoclonal anti-mouse sperm antibody (OBF13) on the interaction of mouse
sperm with zona-free mouse and hamster eggs. Journal of reproductive
immunology. 1988;13(3):211-9.

Inoue N, Ikawa M, Isotani A, Okabe M. The immunoglobulin superfamily
protein Izumo 1is required for sperm to fuse with eggs. Nature.
2005;434(7030):234.

Inoue N, Hamada D, Kamikubo H, Hirata K, Kataoka M, Yamamoto M, et al.
Molecular dissection of [ZUMOI, a sperm protein essential for sperm-egg
fusion. Development. 2013;140(15):3221-9.

Inoue N, Ikawa M, Okabe M. Putative sperm fusion protein IZUMO and the
role of N-glycosylation. Biochemical and biophysical research
communications. 2008;377(3):910-4.

Sosnik J, Miranda PV, Spiridonov NA, Yoon S-Y, Fissore RA, Johnson GR,
et al. Tssk6 is required for Izumo relocalization and gamete fusion in the
mouse. Journal of cell science. 2009;122(15):2741-9.

Naz RK. Immunocontraceptive effect of Izumo and enhancement by
combination vaccination. Molecular Reproduction and Development.
2008;75(2):336-44.

Clark S, Naz RK. Presence and Incidence of Izumo Antibodies in Sera of
Immunoinfertile Women and Men. American Journal of Reproductive
Immunology. 2013;69(3):256-63.

Granados-Gonzalez V, Aknin-Seifer I, Touraine R-L, Chouteau J, Wolf J-P,
Levy R. Preliminary study on the role of the human IZUMO gene in oocyte—
spermatozoa fusion failure. Fertility and sterility. 2008;90(4):1246-8.

Young SA, Aitken J, Baker MA. Phosphorylation of Izumol and its role in
male infertility. Asian journal of andrology. 2015;17(5):708.

Sun X-h, Zhu Y-y, Wang L, Liu H-I, Ling Y, Li Z-1, et al. The Catsper
channel and its roles in male fertility: a systematic review. Reproductive
Biology and Endocrinology. 2017;15(1):65.

Jin S-K, Yang W-X. Factors and pathways involved in capacitation: how are
they regulated? Oncotarget. 2017;8(2):3600.

Noguchi T, Fujinoki M, Kitazawa M, Inaba N. Regulation of hyperactivation
of hamster spermatozoa by progesterone. Reproductive Medicine and
Biology. 2008;7(2):63-74.

Losel R, Wehling M. Nongenomic actions of steroid hormones. Nature
reviews Molecular cell biology. 2003;4(1):46.

Harper CV, Barratt CL, Publicover SJ. Stimulation of human spermatozoa
with progesterone gradients to simulate approach to the oocyte induction of
[Ca2+] I oscillations and cyclical transitions in flagellar beating. Journal of
Biological Chemistry. 2004;279(44):46315-25.

Esperanza M-M, Alberto D. pH-dependent Cat+ 2 oscillations prevent
untimely acrosome reaction in human sperm. Biochemical and biophysical
research communications. 2018.

69



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Shi Qx, Chen W, Yuan Y, Mao L, Yu S, Chen A, et al. Progesterone primes
zona pellucida-induced activation of phospholipase A2 during acrosomal
exocytosis in guinea pig spermatozoa. Journal of cellular physiology.
2005;205(3):344-54.

Roldan E, Murase T, Shi Q. Exocytosis in spermatozoa in response to
progesterone and zona pellucida. Science. 1994;266(5190):1578-81.

Patrat C, Serres C, Jouannet P. Progesterone induces hyperpolarization after a
transient depolarization phase in human spermatozoa. Biology of
reproduction. 2002;66(6):1775-80.

Lishko PV, Botchkina IL, Kirichok Y. Progesterone activates the principal Ca
2+ channel of human sperm. Nature. 2011;471(7338):387.

Ghanbari H, Keshtgar S, Kazeroni M. Inhibition of the CatSper Channel and
NOXS5 Enzyme Activity Affects the Functions of the Progesterone-
Stimulated Human Sperm. Iranian Journal of Medical Sciences.
2018;43(1):18.

Sagare-Patil V, Galvankar M, Satiya M, Bhandari B, Gupta S, Modi D.
Differential concentration and time dependent effects of progesterone on
kinase activity, hyperactivation and acrosome reaction in human
spermatozoa. International journal of andrology. 2012;35(5):633-44.

Egeberg Palme DL, Rehfeld A, Bang AK, Nikolova KA, Kjarulff S, Petersen
MR, et al. Viable acrosome-intact human spermatozoa in the ejaculate as a
marker of semen quality and fertility status. Human Reproduction. 2018.
Jiang T, Qin Y, Ye T, Wang Y, Pan J, Zhu Y, et al. Correlation analysis of
the progesterone-induced sperm acrosome reaction rate and the fertilisation
rate in vitro. Andrologia. 2015;47(8):945-50.

Gatimel N, Moreau J, Parinaud J, Léandri R. Sperm morphology: assessment,
pathophysiology, clinical relevance, and state of the art in 2017. Andrology.
2017.

Auger J, Jouannet P, Eustache F. Another look at human sperm morphology.
Human Reproduction. 2015;31(1):10-23.

Luppi S, Martinelli M, Giacomini E, Giolo E, Zito G, Garcia RC, et al.
Comparative proteomic analysis of spermatozoa isolated by swim-up or
density gradient centrifugation. Reproductive Biology and Endocrinology.
2015;13(1):36.

Yao Y, Ng V, Yeung W, Ho P. Profiles of sperm morphology and motility
after discontinuous multiple-step Percoll density gradient centrifugation.
Andrologia. 1996;28(2):127-31.

Sharma R, Kattoor AJ, Ghulmiyyah J, Agarwal A. Effect of sperm storage
and selection techniques on sperm parameters. Systems biology in
reproductive medicine. 2015;61(1):1-12.

Tavalaee M, Parivar K, Shahverdi A-H, Ghaedi K, Nasr-Esfahani MH. Status
of sperm-born oocyte activating factors (PAWP, PLC() and sperm chromatin
in uncapacitated, capacitated and acrosome-reacted conditions. Human
Fertility. 2017;20(2):96-103.

70



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Zhang X-D, Chen M-Y, Gao Y, Han W, Liu D-Y, Huang G-N. The effects of
different sperm preparation methods and incubation time on the sperm DNA
fragmentation. Human Fertility. 2011;14(3):187-91.

Lamirande E, Gabriel M, Zini A. Human sperm chromatin undergoes
physiological remodeling during in vitro capacitation and acrosome reaction.
Journal of andrology. 2012;33(5):1025-35.

Tavalaece M, Deemeh M, Arbabian M, Kiyani A, Nasr-Esfahani M.
Relationship between fertilization rate and early apoptosis in sperm
population of infertile individuals. Andrologia. 2014;46(1):36-41.
Galeraud-Denis I, Lambard S, Carreau S. Relationship between chromatin
organization, mRNAs profile and human male gamete quality. Asian journal
of andrology. 2007;9(5):587-92.

Firman R. Postmating sexual conflict and female control over fertilization
during gamete interaction. Annals of the New York Academy of Sciences.
2018.

Faddy MJ, Gosden MD, Gosden RG. A demographic projection of the
contribution of assisted reproductive technologies to world population
growth. Reproductive BioMedicine Online. 2018.

Tacconelli E, Sifakis F, Harbarth S, Schrijver R, van Mourik M, Voss A, et
al. Surveillance for control of antimicrobial resistance. The Lancet Infectious
Diseases. 2018;18(3):€99-¢106.

Massalska D, Zimowski JG, Bijok J, Pawelec M, Czubak-Barlik M, Jakiel G,
et al. First trimester pregnancy loss: clinical implications of genetic testing.
Journal of Obstetrics and Gynaecology Research. 2017;43(1):23-9.

71



8 OZET

Izumol proteininin sperm degerlendirme parametreleriyle iliskisinin
fertilite statiisiine gore incelenmesi

Acgiklanamayan infertilite, infertilite sikayetiyle bagvuran ciftlerin yaklagik
%15’ini olusturur. Izumol proteini, akrozom reaksiyonu sonrasinda spermde
goriilen, spermin oositle birlesmesi i¢in gerekli bir proteindir. Bu ¢alismada
aciklanamayan infertilitede Izumol proteininin goriilmesinde azalma olup
olmadig1;; Izumol proteininin, semen analizi sonuglar1 ve kromatin
yogunlagmastyla iliskisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Calisma Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun izniyle
yiiriitiildii. Iki yil korunmasiz cinsel iliskiye karsi gebelik olusturamamis,
aciklanamayan infertilite hastas1 30 goniillii (grup 2) ve bir yil iginde
kendiliginden gebelik olusturabilmis 18 goniilliden (grup 1) bilgilendirilmis
onam sonrasi semen Ornekleri alindi. Semen analizi sonrasi anilin mavisi ile
kromatin yogunlagsmasi degerlendirildi. Kesintili dansite gradyaniyla elde edilen
spermlerde, 10 uM progesteronla bir saat inkiibasyon sonrasi akrozom
reaksiyonunun gerceklestirilmesi hedeflendi. Izumol ve CD46 proteinlerine kars1
gelistirilmis antikorlarla ve DAPI ile immiinfloresans inceleme yapildi. Veri
dagilimimin 6zelligine gore uygun istatistik testleri kullanildi.

Gruplar arasinda yas, semen analizi, kromatin yogunlagsmasini tamamlamis
sperm ylizdeleri degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. Uglii immunfloresans inceleme sonras1 spermler dort gruba ayrildi: Ug

pozitif, Izumo1 negatif, DAPI pozitif ve DAPI negatif. DAPI negatif ve Izumol
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negatif spermler az sayida Ornekte goriildiigii icin istatistiksel degerlendirme
yapilmadi. Ug pozitif sperm yiizdesi grup birde fazla olmasina karsin istatistiksel
olarak anlaml1 degildi. Anilin negatif ve {i¢ pozitif sperm yiizdeleri arasindaki ters
iliski istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bas anomalisi ve ii¢ pozitif sperm
yiizdeleri arasindaki ters iligki, grup birde anlamli degilken grup ikide anlamliyda.

Bu calismayla, aciklanamayan infertilite hastalarinda infertilite Izumol
eksikligiyle iliskilendirilemese de Izumol proteininin akrozom reaksiyonunu
tamamlayan her spermde olmadigi, spermin yapisal (kromatin yogunlasmasi, bas
anomalisi) Ozellikleriyle islevsel Ozelliklerinin (akrozom reaksiyonu) iliskili
oldugu gosterilmistir. Yapisal ve islevsel iliskilerin incelenecegi c¢aligmalarla
infertilite tan1 ve tedavi yontemlerinin gelismesi saglanabilir.

Anahtar kelimeler: Akrozom, {zumol, sperm
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9 SUMMARY

Examination of relationship between Izumol protein and sperm
parameters, according to fertility status.

Unexplained infertility accounts to 15% of infertile couples. Izumol
protein is necessary for sperm oocyte fusion and seen after acrosome reaction.
Aim of this study is examine whether decrease in the appearance of Izumol
protein in unexplained infertility and evaluate the relationship between Izumol,
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 uM 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”, “DAPI positive”,
“Izumo1 negative” and “DAPI negative” classification was made based on triple
immunofluorescence results. Since limited number of izumo1 negative and DAPI
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 Izumo1 deficiency.
However it is reported that Izumol 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, [zumol, sperm
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Ek 1: Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Girisimsel Olmayan

Arastirmalar Kabul Formu (2 sayfa)

GAZI UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR KARAR FORMU

ETIK KURULUNUN ADI

Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

["ACIK ADRES

%

Gazi Universifesi Tip Fakiiltesi Dekanlik Binast 06300 Besevler/Ankara

’ El;ri[l{cli{tjg;iL [TELEFON 0312202 69 58 :
: | FAKS 0312202 46 73
| E-POSTA tipetikkurul@gazi.edu.tr

ARASTIRMANIN ACIK ADI

‘izumol proteininin sperm degerlendirme parametreleriyle iliskisinin l'ertilite!
| statiisiine gire incelenmesi |

KOORDINATOR/SORUMLL
ARASTIRMACT
UNVANIADESOYADI

Prof. Dr. Cigdem ELMAS

BASVURU

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI /UZMANLIK
ALANI BULUNDUGU MERKEZ

| Histoloji ve Embriyoloji A.D. /G.U.T F.

BILGILERI

DESTEKLEYICI (Varsa)

ARASTIRMANIN TURU

|
F
F

Kan. idrar, doku, radyoldjik gorintii gibi biyokimya, mikrobivoloji, patoleji ve radyoloji
kolleksiyon materyalleriyle veya rutin muayene tetkik tahlil ve tedavi islemleri sirasinda
(onceden) elde edilmis materyallerle yapilacak araguirmalar- Uzmanlik Tezi

ARASTIRMAYA KATILAN TEK M%m:z COK NERKEZLI ULAJ. ULUSLrjRARASI
| MERKEZLER =
Belge Adi | Tarihi | Ver.No [ Dili
ARASTIRMA PROTOKOLU 05.04.2017 | Tirkge [ Ingilizee []  Diger []
AYDINLATILMIS ONAM FORMU | 05.04.2017 1 | Turkge (] Ingilizee []  Diser []
Belge Adi Aciklama

DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA BUTCES] X
DIGER BELGELER  [BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU O

DIGER

| KARAR
BiLGILERI

Karar No: (26

Toplant: tarihi: 10.04.2017

ve yontemleri dikl

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge amag, yaklagin

merkez/merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigma, G.U. Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu iyelerinin oybirligi ile karar verilmistir.

kate alinarak incelenmis ve uygun bulunmug olup, arastirma dosyasinda belirtilen

GAZI UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI

| Klinik Arasurmalar Hakkinda Yonetmelik (13.04.2013). Iy

i Klinik Uygulamalan Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: | Prof.Dr.Canan ULUOGLU

Unvani/AdvSoyadi Uzmanlk Alam Kurumu Cinsiyet '\r”i:;"za ile Katihm * Imza
Prof. Dr.Canen ULUOGLU Tibbi Farmakoloji GUTF 50 KB |eO HEH ER |HO | & =g
BASKAN AD | t |7 /("?/Lt
[P
Prof. Dr. Birol DEMIREL Adli Tip AD. G.OTF ER |kO |eD [#® |e® |[HO /
BASKAN YARD.
=4 |
Prof. Dr. Gonca AKBULUT Fizyoloji AD. G.U.T.F. EO KX ED] H E HO ( /
RAPORTOR
X
Prof. Dr. Balent BOYACI Kardiyoloji AD G.UTF ] xd QO HE ER® |(HO | N QJ.\W
| )
o
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Prof. Dr. Oznur L BOYUNAGA

i Radylgii AD. | GOTF  |EC) |K® [EO |HR [ER® |® B:W
Prof. Dr. Mustafa KAVUTCU R
UYE Frgs Rl ER (kO |e0 |H@ |e® (4O %
(
-
Prof. Dr. Nesrin COBANOGLU T /
5 Tip Tarihi ve Etik GUTF n K® n) HE e® | O
UYE AD. 7 /
Prof. Dr, Ash KURUOGLU
OYE Psikiyatri AD. G.UTF. e0 |k® |0 |HR |E® |H
Dog. Dr. Hekan KAYIR
_ e T
e Tibbi Farmakoloji | CoMMA ER (kO |e0 |#R [e® |80 |y )05(‘ _
Dog. Dr. Mutlu DOGAN I .| Ank.Numune -
¢ Hast. AD. Tibbi "
ovE Onkolaji BD. oo T e it O |HR (E® |HO \Jj)_,_.
- = £
Dog. Dr. N.Arda DEMIRKAN
OYE Genel Cerrahi AD. | A.U.TF. ER (kO |[ed0 |HE |ER® |HO
Dog. Dr. Anil TAPISIZ
Cocuk Saglig: ve o
UYE Fast AD.CNor. D, | S0TF E0 (kR |0 |HE |E® |HO
7
Dog. Dr. Pinar OZDEMIR Biyoistaistk AD. | H.OTF. E0 |k® |e0 |HE |EX |HO %é/‘j
UYE
Yrd .Dog. Dr. Mustafa GOKSU o i
_ G.U Hukuk
UYE Hukukgu Fakultesi ER kOd 0 HE ER | w0 /J
Aysel OZER g
o Sivil Temsilci g’;‘l}} i |EOD |KB |EO (W@ |ER |HO

+  :Arasurma ile [ligki

** Toplantida Bulunma
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Ek 2: Saglik Bilimleri Universitesi Etlik Ziib
: m eyde Hanim Kadin H
Dogum Hastanesi Izin yazis1 (1 sayfa) g vl Hastalidartve

Evrak Tarih ve Sayist: 31/07/2017-E.40622

SAGLIK BILIMLER! CNIVERSITES! ANKARA ETLIK
ZUBEYDE HANIM KADIN HASTALIKLARI EAH - EZH
TIEB! EGITIM

250742017 16:42 . 90037706 7

g e B

¥4 % SAGLIK BAKANLIGL i

h e | |11 000
s §  ANKARA ILI 2. BOLGE KAMU HASTANELERI BIRCIGIL ~ L. WmDnE

'\ / : SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITES]

Etlik Ziibeyde Hanim Kadin Hastaliklart Egitim ve Aragtirma Hastanesi

Sayi :90057706-900/EGITIM A
Konu : Arastirma [zni/ Sttheyla Esra OZKOCER . ' T |
W {ADEL| TRAHHUTL

GAZI UNIVERSITESI
Personel Daire Baskanhi
i ANKARA
Gazi Universitesi Rektdrliigii Personel Daire Bagkanlif 06500 Teknikokullar- ANKARA

Universiteniz Tip Fakilltesi Temel Tip Bilimleri Bolimii Histoloji ve Embriyoloji-Ana e
Bilim Dali Aragtirma Gorevlisi Dr. Sitheyla Esra OZKOCER'in “Izumol Proteininin Sperm
Degerlendirme Parametreleriyle Iliskisinin Fertilite Statiisine Gore Incelenmesi" konulu
uzmanlik tezi projesinin; gbntilli denek onam formunun yeniden dilzenlenmesi, kontrol grubunu
olusturacak goniilli hastalarin hastane disindan segilmesi koguluyla kabuliine,07.06.2017-11
sayilt TUEK karari ile kabul edilmis olup ¢aligma sonucunun Bakanhgimizin bilgisi disinda ilan
edilmemesi, baska bir amagla kullaniimamast, bagka makam ve Kisilere verilmemesi, ¢aligma
ayrica s6z konusu galiyma sonucunun bir 8rneginin Ankara fli 2. Bolge Kamu Hastaneleri Birligi
Genel Sekreterligine gonderilmesi hususunda;

Bilgilerinize arz ederim.

Dog. Dr. Ozlem MORALOGLU TEKIN
Hastane Yoneticisi

Adres: EXlik Zibeyde Hanim KH EAH Yeni EAlik Cad. No:55 Y.Mahalle/ANKARA Tletisim: R. AGIW- 312 567 47 24-4725
Telefon: 312 567 40 00 Fax: 31232201 84 e-posta: ezhegitim@gmail.com

Evrakin elektronik imzali suretine htp://e-belge.saglik.gov.tr adresinden 202b9dd6-c5c3-4d0c-9028»098533c69bee kodu ile erigebilirsiniz
Bu belge 5070 sayih elektronik imza kanuna gore givenli elektronik imza ile imzalanmistir.
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e Ek 3: Orjinallik Degerlendirme Programi (Turnitin) Degerlendirme Sonucu (2

sayfa)

Izumo1 proteininin sperm
degerlendirme parametreleriyle
ligkisinin fertilite statustne gore

Incelenmesi

Yazar Siiheyla Esra Ozkocer

Génderim Tarihi: 23-Mar-2018 01:08PM (UT C+0200)
Gdnderim Numaras: 934981033

Dosya adi: Dr._Esra_ZKO ER.pdf (7.86M)

Kelime sayisi: 14971

Karakter sayisi: 104786
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izumo1 proteininin sperm dederlendirme parametreleriyle
iliskisinin fertilite statlsline gore incelenmesi
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