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1. OZET

ERKEK INFERTILITESINDE SEMENDE ADAM2(FERTILIN) CATSPER
VE SOX5 EKSPRESYONLARI VE SPERM FONKSIYONLARI iLE
ILISKiSi

Infertilite(kisirlik) toplumun %15’ini etkileyen bir durumdur. Ciftlerin yaklasik
%15°1 infertilite tanis1 ile tedavi olmaktadir.Bu giftlerde erkek infertilitesi orani
%50’leri bulmaktadir.Erkek infertilitesinde idiopatik sebepler haricinde {izerinde
durulan konu sperm yiizey proteinleridir.Spermatozoon membrani oositi ¢evreleyen
membrana yapisma Ozelliginin yanisira, spermin genetik materyali ile membran
yapis1 arasinda belirli bir iligkinin bulunmasi agisindan da 6nemlidir. Eger genetik
materyaldeki hatalar spermatozoon morfolojisindeki bozulma ile agiklanabilirse,
bilinmeyen erkek infertilite sorunlarinin da agiklanabilir duruma gelebilecegi
diistiniilmektedir. Spermatozoon membran ve flagellum (kuyruk) tizerinde bulunan
proteinler spermin 0osit membranina tutunmasina ve ekstraselliiler matriks alanina
girmesine yardimci olmaktadirlar.Fertilin,disintegrin protein ailesi iginde yer
alan,spermatozoon yiizeyinde bulunan, heterodimerik bir proteindir. Tetraspain
protein ailesi liyesi olan CD?9 ile birlikte, spermatozoon-00sit plazma membranlarinin
flizyonuna katilmaktadir. Catsper, heterotetramerik 4 ayr1 por formlu a altiinitesinden
olusmus Ca*? kanalidir. Sperm flagellum (kamg¢1) plazma zarinda bulunur ve Ca
iyonlarinin sperm flagellar sitoplazmaya girigini saglamada gorevlidir ve hiicre ici
pH artis1 ile tetiklenmektedir. Sox5 ise post-mayotik germ hiicreleri ile round
spermatidlerde yiiksek seviyede bulunan, gen ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Catsper promoter bdolgesi lizerinde Sox genlerinin
baglanma bolgesi bulunmaktadir ve Catsper gen ekspresyonunu kontrol eden bir
konumdadir.Bu ¢alismada 30 Normozoospermi ve 30 Oligoastenoteratozoospermi
tanis1 konmus 60 kisi ile ¢alisilmistir. Sperm motilitesi ve fonksiyonu iizerinde etkili
olan fertilin, catsper ve Sox5 protein ekspresyonlarint degerlendirilmistir. Bu bilgiler
1s5181inda daha sonra yapacagimiz caligmalarla, tespit edilen bu proteinlere karsi

antikorlar olusturularak bu proteine baglanmalar1 ve dolayisi ile proteinin aktivitesini
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inhibe etmeleri sonucunda erkekte dogum konroliinde (kontrasepsiyon) kullanilan bir

yontem olarak katki saglamay1 amaglamaktayiz.

Anahtar Kelimeler:Catsper, Fertilin (ADAM2), Motilite, Sperm, Sox5.

Bu calisma Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan desteklenmistir. (Proje No:2016-16)
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2. ABSTRACT

FERTILIN (ADAM2), SOX5, CATSPER EXPRESSION IN SEMEN FOR
MALE INFERTILITY AND RELATION WITH SPERM FUNCTION

Infertility is a condition that affects 15% of the population. Approximately 15% of
the couples are treated with the infertility diagnosis. The rate of male infertility is
50% in couples who cannot have children. Apart from idiopathic causes, sperm
surface proteins are another reason for male infertility. The proteins on spermatozoon
membrane and flagellum (tail) help to attach to sperm to oocyte membrane and to
enter extracellular matrix area. Specifically, spermatozoon membrane is important in
terms of having a specific relationship between genetic material of spermatozoon and
membrane structure, as well as adhesion properties to the membrane which
surrounds oocyte. If defects in genetic material can be understood by deterioration of
spermatozoon morphology, it is thought that unknown male infertility problems can
be explained by studying spermatozoon membrane.Therefore, this study was
conducted on 30 patients with normozoospermia and 30 patients with OAT. We
evaluated expressions of Fertilin, Catsper and Sox5 proteins, which are effective on
sperm motility and function.Fertilin from the disintegrin protein family is a
heterodimeric protein located on surface of spermatozoon. Tetraspain is involved in
fusion of spermatozoon-oocyte plasma membranes with CD9 a protein family
member. Catsper is a heterotetrameric Ca*’channel composed of 4 subtypes of pore-
shaped o subunits. The sperm flagellum is located in plasma membrane and is
responsible for the entry of Ca ions into sperm flagellar cytoplasm and is triggered
by intracellular pH increase. Sox5 is a transcription factor that regulates gene
expression at high levels in post-meiotic germ cells and round spermatids. There is a
binding region of the Sox genes on the Catsper promoter region and Catsper is in a
position to control gene expression. Together with current and future researches, we
intend to establish a method for controlling fertility in a man by binding present

proteins to antibodies, and inhibiting present protein activities.

Keyword: Catsper, Fertilin (ADAMZ2), Motility, Sperm, Sox5.
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3. GIRIS ve AMAC

Infertilite (kisirlik) giftlerin bir y1l boyunca korunmasiz olarak cinsel birlesme

sonrast gebelik elde edememe durumudur. Diinya niifusunun %15’ini etkileyen,
giintimiizde hala sebebi bilinmeyen infertilite sorunlar1 bulunmaktadir ve hem maddi
hem manevi olarak ciflerin yasadig1 sikintili bir siirectir. Erkeklerde infertilite esas
olarak, yetersiz sperm konsantrasyonu, azalan toplam semen hacmi, diisiik sperm
canliligi, sperm morfolojisinde anormallik ve diisiik sperm hareketliligi nedeniyle
yetersiz sayida spermden kaynaklanmaktadir[1].
Bununla birlikte tiim bu kriterlere bakmak konvansiyonel sperm analizleri sperm
verimliligi ve nedenlerini tahmin etmek igin smirli bir degerdedir. Gebeligi
belirleyen sadece hareket yetenegi olan sperm olmamakla birlikte spermlerin islevsel
yetkinligidir. Bu ylizden spermin yapist daha ayrintili olarak incelenmeli ve diger
parametreler géz Oniine alinmalidir. Servikal mukus penetrasyonu ve hareketliligi,
hiperaktivasyon, kapasitasyon, sperm-oosit fiizyonu, akrozom reaksiyonu ve zona
pellucida penetrasyonu dahil olmak tizere sperm fonksiyonu ¢esitli yontemlerle
incelenmelidir.

Fertilin, disintegrin protein ailesi i¢inde yer alan,spermatozoon yiizeyinde
bulunan, heterodimerik bir proteindir. Fertilinin metalloproteaz bodlgesinde oositin
plazma membranin1 eriten bir proteaz ucuna sahip oldugu bilinmektedir ve
disintegrin bolgesindeki peptidler ile oositteki integrin reseptoriine baglanmaktadir.
Sadece oositin oolemmaya ulasmasi i¢in degil, ayn1 zamanda fizibilitesini elde etmek
i¢in spermin bu tabakaya niifuz etme siireci 6nemlidir. Fiizyon spermin ekvatoryal
segmentinden baglar ve sperm c¢ekirdegi daha sonra oosit sitoplazmasi igerisine
salinir. Fertilin proteini eksprese olmayan sperm 00sit plazma membranina baglanma
yeteneginde ciddi azalma gosterilmistir [2, 3].

Catsper, heterotetramerik 4 ayri por formlu o altiinitesinden olusmus Ca*?
kanalidir. Spermatogenezin mayoz agsamasinda eksprese edilmektedir ve
Ca*?unkamei igine girisi ve sperm hareketliligi ile aktiflesir [4].Catsper ekspresyonu,
sperm hareketliligini, fertilizasyon oranini,embriyo kalitesini ve gebelik oranini
etkilemektedir. Catsper ekspresyonu, olgun sperm kuyruk ana parga kilif {izerinde ve
sperm plazma zarinda smurhidir. Hiperaktif motilite oosit-sperm penetrasyonunu

kolaylastirmak i¢in dollenme bolgesinde meydana gelir. Catsper yoklugu motilitenin
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bu agsamasini1 bozmaktadir. Farelerde sperme 6zgii dort Catsper kanalindan herhangi
birinin genetik olarak bozulmasi, sperm motilitesini bozarak erkek infertilitesine yol

acar[5].

Sox proteinleri cinsiyet tayini ve erkek embriyonik testis farklilagmasi dahil
birgok siireci diizenler. Sox aileleri pre-natal ve post-natal sertoli hiicrelerinde tespit
edilmistir.Insan Sox5 geni iki uzun ve bir kisa izoform kodlar.Kisa izoform
testis,beyin ve akciger gelisiminde rol alir. Uzun izoformu ise kikirdak, kalp, beyin,
bobrek, akciger ve iskelet kasi gibi birgok dokuda ifade edilir [6].

Sox5, embriyonik gelisim ve hiicre go¢ tayini dahil, kondrogenezisi
diizenleyen 6nemli roldedir. Hiicre ¢cogalmasi, farklilagsma, terminal olgunlasma ve
gelisim rollerinde bulunur. Yapilan ¢aligmalarda Sox5’in yuvarlak spermatidlerden
geldigi ve pre-pubertal (21 giin)’den yetiskin (4 ay) doneme kadar protein
seviyelerinde artis goriilmiistiir. Sox5, post-mayotik germ hiicreleri ile round
spermatidlerde yiiksek seviyede bulunan, gen ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Catsper promoter bdlgesi iizerinde Sox genlerinin
baglanma bolgesi bulunmaktadir ve Catsper gen ekspresyonunu kontrol eden bir
konumdadir [7].

Bizim de bu tezdeki amacimiz; fertil dedigimiz biitiin sperm parametreleri ve sperm
fonksiyonlar1 normal olan Normozoospermi grup ile zayif sperm kalitesi ve diisiik
sperm fonksiyonuna sahip olan Oligoastenoteratozoospermi grubu arasindaki SoxS5,

Catsper ve Fertilin (ADAM?2) protein ekspresyonlarini karsilastirmaktir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1.infertilite Nedir?

Infertilite (Kisirlik) cinsel yonden aktif ve 12 ay boyunca kontrasepsiyon
olmaksizin cinsel birlesme sonrasi gebelik elde edememe durumudur (1,2). Bu
tanima gore, infertilite toplumun %15’ini etkileyen bir durumdur. Erkek infertilitesi
ise; bir erkegin saglikli bir kadin partner varliginda korunma olmaksizin cinsel iliski

sonrasinda 12 ay sonunda ¢ocuk sahibi olamamasi olarak tanimlanmaktadir (3).

4.1.1.Epidemiyoloji veEtiyolojisi

Ciftlerin yaklasik %25’i 1 yil igerisinde gebelik elde edememektedirler ve
bunlarin da %15°1 infertilite i¢in tedavi olup, %5°1 istemelerine ragmen ¢ocuk sahibi
olamamaktadir. Infertilite hem erkegi hem de kadini etkileyen bir durumdur.
Istemelerine ragmen c¢ocuk sahibi olamayan infertil ciftlerin %50’si ise erkek

infertilitesinden kaynaklanmaktadir (Tablo 4.1.1.1) [8].

Tablo 4.1.1.1 Erkek infertilitesinin bashca etiyolojik nedenleri

Cinsel Faktorler 1,7
Urogenital Enfeksiyonlar 6,6
Konjenital Anomaliler 2,1
Kazanilmis Faktorler 2,6
Varikosel 12,3
Endokrin Bozukluklar 0,6
Immijnoloj ik Faktorler 3,1
Idiyopatik Semen Bozukluklari(OAT) 75,1
Diger Hastaliklar 3,0

Idiyopatik erkek infertilitesine kronik stres, cevresel kirlenmeye bagl
endokrin bozukluklar, sagliksiz beslenme, radyasyona ve kimyasala maruz kalma,
tirogenital anormallikler, metabolik hastaliklar, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
genetik bozukluklar, testise ait nedenler sperm yapim bozukluguna bagh

nedenler(non-obstriiktif) ve  sperm atim  bozukluguna bagli  nedenler
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(obstriiktif),sperm tasiyict kanallarda olusan tikanikliklar gibi ¢esitli faktorler neden

olabilir.

Infertilite erkeklerin yaklasik %7’sini etkilemektedir ve ¢ocuk sahibi olamayan
ciftlerin %50’sinde, erkek infertilitesi anormal semen parametreleriyle baglantilidir.
Diisiik sperm sayisi1 (oligozoospermia) ve zayif sperm kalitesinin %90°dan fazla
oranda erkek kisirligindan sorumlu oldugu belirtilmekte ve insanlardaki genetik
rahatsizliklar spermatogenezde bozulma, sperm fonksiyonunda bozulma ya da sperm

taginmasindaki bir bozulmaya sebep olarak infertiliteye yol agmaktadir,

Yapilan bir¢ok calismada, erkek infertilitesine sebep olabilecek genetik
faktorlere 6rnek olarak sperm ylizey proteinleri verilmektedir (integrinler, adezyon
molekiilleri, fibronektin, selektinler vb,). Buna ek olarak, hiicre dongiisiiniin kontrol
noktalarinda goérev yapan proteinler (ATM vb.[9]) ve DNA tamir mekanizmasinda

gorevli proteinler de gosterilmektedir [10].

4.2.Erkek Ureme Sistemi

Erkek tiireme sistemi; testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olugsmustur.(Tablo 4.2.1) Testis hormon ve spermatozoon iiretirken, genital kanallar
ve yardimecr bezler diiz kas kasilma yardimiyla spermatozoonun digart dogru
stiriikleyen ve besleyen salgi tiretirler. Spermatozoon ile birlikte genital kanallar ve
yardimc1 bezlerin salgist penis yoluyla disi lireme sistemine birakilan semeni

olusturur.[11].
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Tablo4.2.1  Erkek iireme sistemi sematik gosterimi

Epididimis
Vas Deferans
Ejekiilatuar Kanal

Erkek Ureme | Erkek Uretrast
Sistemi

Seminal Vezikiil
Prostat Bezi
Bulbo Uretral Bez

Semenin %10’undan daha azin1 spermler olusturur; %60 seminal vezikiil, %30
prostat ve %10 bulboiiretral bez salgilar1 semen ejakiilatinin diger %90’lik kismini

olusturur.

4.2.1.Spermatogenez

Spermatogenez  testiste  seminifer  tiibiillerinde  pubertede  baslar.
Spermatogonyumlarin  (6ncli  hiicreler) bolinip farklilasarak — spermatidleri
olusturmasina spermatogenez denir. Spermatogonyumlar tiibiiliin  bazal
kompartmaninda bazal lamina ile iliskili diploid olan spermatogenik hiicrelerdir.
Sertoli hiicrelerinin arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer aldiklar igin kan-
testis bariyerine katilmazlar. Niikleus Ozelliklerine goére tanimhi 3 tip

spermatogonyum vardir[12].(Sekil 4.2.1.1)

Tip A koyu spermatogonyumlar (I), kromatinleri ince graniillere sahiptir,
bazofilik niikleusludur ve bolinerek Tip A acik spermatogonyumlari(ll)
olusturur.Bunlar ise ince graniillii agik boyanir. Tip A koyu spermatogonyumlar kok
hiicre olarak kalirken Tip A ac¢ik spermatogonyumlar farklilagir ve spermiyumlari
olusturur. Tip A agik spermatogonyumlar ise ¢ok sayida mitoz béliinme sonucu
sayica artarlar ve Tip B spermatogonyumlari (IIT) olustururlar(4). Tip B

spermatogonyumlar yuvarlak niikleuslu kromatini niikleolus boyunca kiimeler

18



yaparlar. Mitotik boliinmelerini tamamlayan Tip B spermatogonyumlar DNA
sentezini tamamladiktan sonra primer spermatositleri olusturmak iizere boliinmeye
giderler.Tip B spermatogonyumlar son mitoz boliinmesinin ardindan birinci mayoz
boliinmeye girerler ve bu yaklasik 10 giin siirmektedir. Birinci mayoz béliinmenin
profaz asamasinda leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez evreleri goriiliir.
Burada gergeklesen 4 6nemli olay vardir: Homolog kromozom eslesmesi i¢in gerekli
sinaptonemal kompleks olusumu, homolog kromozomlarin eslesmesi(sinaps), kross
over(homolog kromozomlarda kardes olmayan kromatidleri arasinda bilgi degisim
evresi), disjunction (homolog kromozomlarin ayrilma olay1). Profaz evresinden sonra
kardes kromatidler ¢ift olarak metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gegerek
sekonder spermatositlere ayrilirlar. ikinci mayoz béliinme ardindan ise spermatidlere

ayrilirlar[13].

DNA sentezinin son turunda, mayoz bdliinmenin profaz I asamasinda primer
spermatosit DNA miktarini ikiye katlar. Her bir primer spermatosit 2 kati kromozom
sayisina (4n) ve 2 katt DNA ’ya sahiptir.Sekonder spermatositler primer
spermatositlere gore daha kiigiik boyutludurlar ve diploid sayilda DNA (2n)’ya
sahiptirler. Sekonder spermatositler herhangi bir bolinme gecirmeden 2 adet
spermatid meydana getirir.Olusan spermatidler haploiddir ve normalin yaris1t DNA
miktarina  sahiptir.Haploid  spermatidler ~ seminifer  tiiblilin  adluminal
kompartmaninda yer alirlar ve sertoli hiicre sitoplazma kriptasinda yerlesmiglerdir.
Spermatidler spermatogenezin son asamasi olan ‘spermiyogenez’ denilen degisim
donemi gecirirler. Spermiyogenez; spermatidden spermiyum olusum evresidir.
Spermiyogenez geciren spermatidlerde sitoplazma azalir, akrozom ve kuyruk olusur,
sitoplazma i¢inde bulunan organeller yer degistirir, kuyruklu ve kismen hareketli
spermiyuma dontsiirler. Spermiyogenez asamasi ii¢ ana olayla gerceklesir: (Sekil
4.2.1.2)

l. Flagellum (kamg1) gelisimi: Kamgi, distal sentriyolden gelismeye baglar ve
gelisiminden sentrioller sorumludur. 9+2 mikrotiibiil yapisindan olusan
aksonem dis yogun lifler ve fibréz kilifla ¢evrilidir. Mitokondriyonlar boyun

kisminda yer alir ve dis yogun liflerin etrafin1 kilif gibi sarmaktadirlar.
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(9

Mitokondriyonlarin  bulundugu bu proksimal bolim kuyrugun ‘orta
pargasi’dir. Orta parganin distalinde ise fibroz kilif ana parcanin dis yogun
liflerini ¢evreler ve bu kisim ‘esas parg¢a’ olarak isimlendirilir. Sadece
aksonemin mikrotiibiillerini igeren son kisim ise ‘son parg¢a’ olarak

isimlendirilir.

Akrozom gelisimi: Bu evrede fertilizasyon (d6llenme) igin gereken hidrolitik
enzimler depolanir ve sentezin gergeklestigi akrozomal keseyi icermektedir,
Akrozomun gelismesi dort evreden olusmaktadir; Golgi evresi, kep (sapka)

evresi, akrozomal evre, maturasyon (olgunlagma) evresi.

Golgi evresi; hidrolitik enzimler golgi aygitindan akrozomal vezikiile
aktarilir ve glikoproteinden zengin proakrozomal graniiller akrozomal
vezikiille birlesir. Akrozomal vezikiilin bulundugu yer spermiyumun O6n
kutbunu belirler. Sentriyol ¢ifti akrozomal vezikiiliin arka kutbuna dogru gog
eder. Burada kuyrugun aksonemi olusturacak olan mikrotiibiilleri

sentriyolden baslayarak yapilanmaya girerler.

Kep-Sapka Evresi; akrozomal vezikiil yassilasir, niikleusun 6n kismini
kaplayacak sekilde genisleyerek bir kep olusturur. Niikleus membraninin bu
kisma bakan bdliimiindeki porlar kaybolur ve membran kalinlagarak niikleus
yogunlasir. Sentriyol cifti akrozomal vezikiiliin arka kutbuna ulagmustir.

Spermatid ise bazal kompartman akrozomal bolgeye bakacak sekilde doner.

Akrozomal Evre; akrozom apikal plazma membranina iyice yaklasir ve
cekirdegin ticte birlik kismini orter. Sitoplazmik mikrotiibiiller spermatidin
arka kutbuna dogru uzar ve ‘manset’i olusturur. Distal sentriyolden 9+2
mikrotiibiil yapisindaki aksonem olusurken mitokondriyonlar ise aksonem

boyunca go¢ ederler.

Olgunlasma Evresi; periniiklear halka (¢ekirdek c¢evresinde) ve

mikrotiibiillerden olusan manset kuyruk kismina dogru ilerler. Keratine sahip
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dis yogun lifler gelisir ve aksonem boyunca dizilirler, mitokondriyonlar ise
bir tek orta pargada yer alan dis yogun lif g¢evresine dizilirler. Fazla
sitoplazmay1 igeren artik cisimcikler bogumlanarak kopar ve sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilirler.

Spermiyogenezin son asamasi olan ¢ekirdek yogunlagmasi ve somatik
histonlarin arjinin ve lizinden zengin protaminlerle yer degistirmesidir. Sperm
genomik DNA’sin1 stabilize etmek ve korumak i¢in bu yer degisimi Onem
tagimaktadir. Spermler seminifer liimeninden depolanip hareket kazanacag,
dollenme yetenegi kazanacagi epididimise tasinirlar. Burada 20 giin kadar tutulurlar
ve Vas deferans yoluylada iretraya ulasirlar. Spermler iretradan digar1 atilirlar.
Spermatogonyumdan olgun sperme doniisebilmesi ig¢in gerekli olan siire 64 giindiir.
Spermatogenez sirasinda olusan biitlin spermler esit biiyiikliiktedir ve esit miktarda

genetik materyal ile sitoplazma igerirler.
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Primer Sekonder Yuvarlak  Uzun

Spermatogonyum Spermatosit Spermatosit ~ Spermatid Spermatid

Sperm Sperm

Mitoz Mayoz | Mayoz Il Farklilasma

Sekil 4.2.1.1 Memeli Spermatogenez Asamalari(Sharma R.,2014)

N

2

Spermatid Sentriyol
cekirdegi

Golgi cismi
Akrozomal ) .
Vezikiil = . Mitokondri

5 3 7 > -—

4, / } y y Akrozom
L - ) - ' "
'.. ) : ) 9 d
b [.-/ < ; A V-

\ Orta parca
(mitokondriler) Bas

e

Kuyruk {

Sekil 4.2.1.2.  Memeli Spermiyogenez
Asamalari(http://www.austincc.edu/rfofi/NursingRvw/PhysText/Reproductive.html)
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4.2.2.Spermin Yapisi

Olgun bir spermin yapist incelendiginde bas ve kuyruk olarak iki kisimdan
olustugu ve bas kismimin bir baglanti pargasiyla kuyruk kismina baglandig:
gorilmektedir. Bas ve kuyruk kismi bir plazma membrani ile sarilmistir. En biiyiik
boliimiinii bas kismi olusturmaktadir ve akrozomla sarilmis bir c¢ekirdekten
olusmaktadir. Cekirdegin on tarafinin yarisini akrozom oOrtmektedir ve hidrolitik
enzimler (hiyaluronidaz, akrozin, proteazlar, asit fosfatazlar, néraminidazlar)

icermektedir.

Sperm basi {i¢ kisimdan olusmaktadir; (1) kondanse gekirdek, (11) akrozomal
kese, (III) plazma membrani.
Kondanse c¢ekirdekte genomik DNA yer alir ve nukleozomlar: yoktur. Plazma
membraninda ise sperm reseptorleri ve fertilin yer alir.
Kuyruk ii¢ parcadan olusmaktadir: Orta parga, esas(ana) parga, son parca (Sekil
4.2.2.1)

Baglant1 parcasinda bir ¢ift sentriyol bulunur ve sperm kuyrugunun merkez

pargasi olan aksonemi distal sentriyol olugturmaktadir.

Kuyrugun orta parcasinda mitokondriyonlar sarmal seklinde dizilmislerdir.
9+2 yapisindaki mikrotiibiiler aksonem ve dis yogun lifler yer almaktadir. Spermin
hareketi i¢in gerekli olan ATP ler bu kisimdan saglanmaktadir. Mitokondriyal sarmal

annulusta son bulur ve burasi orta par¢anin alt sinirini belirler.

Kuyrugun esas (ana) pargasi, yedi dis yogun lifle sarili (orta par¢ada dokuz lif
vardir) merkezi bir aksonem ve fibroz kiliftan olusmaktadir. Hem fibroz kilif hem de
dis yogun lifler sperm hareketi sirasinda kivrilma ve mikrotiibiiler kayma icin iskelet

olusturan keratin proteini igermektedir.

Kuyrugun son pargasinda ise sadece aksonem bulunmaktadir ve ¢ok kisa bir

pargadan olusur.
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Coes e s 10 pm

Sekil 4.2.2.1 Insan Sperm Yapisi Sematik Gosterimi(Fawcett D.,1970)

A.Bas, B. Boyun, C.Ara par¢a, C/E. Kuyruk, D. Esas par¢a, E. Kuyruk son parga.
1.Plazma Membran1 2.D1s akrozomal membran 3. Akrozom 4. I¢c akrozomal
membran5. Niikleus(¢ekirdek) 6.Proksimal sentriol 7.Distal sentriol 8. D1s yogun
lif 9.Mitokondri 10.Aksonem 11.Annulus

4.2.3.Fertilizasyon (Déllenme) Nedir?

Iki germ hiicresinin(spermatozoon ve oosit) kaynasmasi diger bir deyisle
¢ekirdeklerinin birlesmesi olayna fertilizasyon denir. Disi genital kanalina 10’
spermatozoon birakildig1 halde ovidukta ulasabilenlerin sayist 100-150 arasindadir
ve spermadaki spermatozoonlarin sadece %0,002’si oosite ulasabilmektedir.
Dollenme siireci gerceklesmeden once iki olay meydana gelmektedir; epididimiste

spermin maturasyonu ve disi iireme kanallarindaki sperm kapasitasyonu.

Testisteki seminifer tiibiile birakilan sperm epididimis kanalina girer ve
burada heniiz sirkiiler bir harekete sahiptir. Burada yaklagik 2 haftalik bir olgunlagma
stirecine girerler ve fertilizasyon i¢in ileri hareket yetenegi kazanirlar.
Ejakiilasyondan sonra sperm disi tireme kanalinda (uterus) kapasitasyon gegirir ve

ovidukt kanalinda (tuba uterina) oosit déllenmesini gegirerek siirece devam eder.

24



Kapasitasyon, spermatozoa ile disi genital sistem mukozasi arasinda olan bir
etkilesim sonucunda spermiyumun ugradigi fonksiyonel ve morfolojik degisikliktir.
Kapasitasyon yaklasik 7 saat siirer ve bu sayede spermiyum zona pellucida
tabakasina tutunabilir. Spermiyum hiperaktivite yetenegini burada kazanir ve tuba
uterina epitelinden ayrilarak oositi bulma yolunda devam eder. Bu esnada spermin
plazma membraninda da bazi1 degisimler yasanmaktadir. cAMP miktar1 artar,adenil
siklaz aktivitesinde artis olur, membrandaki Ca® kanal aktivasyonu ve tirozin
fosforilasyon aktivasyonuna bagli olarak intaselliller Ca® miktar1 yiikselir ki, bu

spermin daha hareketli olmasini saglar.

Sadece maturasyon ve kapasitasyon siire¢lerini tamamlayan sperm bir 00siti
dolleyebilir  ve sperm bu siiregleri sperm-00Sit  birlesmesinden  Once
tamamlamalidir.(Sekil 4.2.3.1)

» Spermatozoon korona radiyataya yakinlarinda akrozom igerigini

(hiyaluronidaz) salar ve akrozom reaksiyonu gegirir.

» Sperm zona pellucidaya ulasir ve ZP3’e baglanir (Sadece akrozom
reaksiyonu gecirmis sperm ZP3 proteine baglanabilir).Bu baglanma i¢
akrozomal membrandan akrozin salimmini saglar, spermin-zona pellucida

girisi kolaylagir.

» Sperm oositin plazma membrani ile birlesir ve plazma membranlari arasinda

fiizyon gergeklesir.(Sekil 4.2.3.2)
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ZP3 reseptorii-sperm
Sperm ve yumurta 9 baglanmasi
¢ekirdekleri kaynasmasi,

sentrozom girisi

Akrozomal

ikinci polar 8 reaksiyon

cisim
\A

atilmasi
4 Yumurta ve sperm

plazma membranlar1
~ kaynasmasi

Depolarizasyon

Yumurta hiicresi A
Mayoz I1 *yi bitirir. B  Kortikal reaksiyon-
ZP3 degisimi

Sekil 4.2.3.1 Fertilizasyon Asamalari(http://docplayer.biz.tr/8227360-Fertilizasyon-yariklanma-ve-
implantasyon-bilaminar-disk-olusumu-prof-dr-murat-akkus.html)

e y

(1] Akrozom reaksiyonu

Spermin zona /_,\

pellusida’ya (If.\ INOXO -
= \ ©

Sperm

Niikleus baglanmasi

Zona pellusida’ya giris

Akrozomal - (s
vezikiil P

Z3 reseptor Zona

. A

< Plazma membranlarinin
‘/ kaynasmasi

Ovum plazma membran

Sperm ¢ekirdeginin yumurta
sitoplazmasina girisi

e 2.3.2. perm plazma membrani-Oosit plazma membran fiizyon semati
Sekil 4.2.3.2 S 1 b Oosit pl b fiizy tik
gosterimi(http://csls-text3.c.u-tokyo.ac.jp/active/18_07.html)
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4.3 Catsper Proteini Yapisi ve Ozellikleri

Sperm katyon kanali (Catsper), (+) yiiklii Ca* iyonlarinin sperm hiicresi icine
girisini  kontrol eden sperme Ozgii, disiik-voltaja bagli, pH duyarli bir iyon
kanalidir[4, 14].

Catsper kanal1, sperm hareketliligi i¢in gerekli olan Ca girisini saglayarak
spermatozoonun dollenme icin disi lireme kanalinda yumurta hiicresini bulmasim

saglar[15].

Dért ayr1 por sekilli o alt biriminden olusan heterotetramerik Ca* kanalidir.
Bunlar Catsper 1-4 ve ii¢ yardimci alt birimi Catsper B (Beta), Catsper Y (Gama),
Catsper 6 (Delta) olusturmaktadir. (Sekil 4.3.2.1)Birka¢ alt birimin kompleks
olusturmas1  gereklidir  ki;  fonksiyonel koordinasyonu, flagella(kuyruk)
lokalizasyonu, hiicre i¢i pH duyarliligi, progesteron ve hiicre i¢i sinyal molekiillerine
ihtiya¢ duyulmaktadir[16, 17].(Sekil 4.3.1)

SLO3 NCB sNHE CatSper Ca?* ATPase Hv1
HCOy o
) k) . . ®
%00 a0 ce @ 'O 0% %% %,
.. ° He °

Flageltar cytoplasm
—

4 .~ ATP ADP+Pi /! X ADP+PiT
> pHif QO™ T i N Srads™ g
(14
Sekil 4.3.1 Catsper kanalinin fonksiyon ve regiilasyonu (Singh AP.,2015)

Iyon kanali proteinlerinden bazilar1 belli dokularda esit sekilde eksprese edilir.

Testis, spermatosit, spermatozoada voltaj kapili Ca+ iyon kanallar1 vardir.
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Normal fizyolojik kosullar altinda sperm membran potansiyeli ve hiicre ici
pH, Catsper kanal agonistleri veya fizyolojik uyaranlar varliginda aktive olacak

minimum aktif olacagi degerdedir[18].

4.3.1.Catsper Ekspresyon ve Lokalizasyon

Catsper dogum sonrasi 18.glinden itibaren baglar ve erigkin testiste
maksimum seviyeye ulasarak eksprese edilir. Insan ejakiilat sperm haricinde fare ve
domuz sperminde de bulunmustur. Sadece testiste eksprese edilir ve sperm kuyrugun
ana parcasinda lokalizedir. (Sekil 4.3.1.1)(19).

Akrozom
Bas Niikleus
Boyun(Ca'*? depo)
o0
o0
20 . -
Orta oo Mitokondri
parca ::
o0
o0
.O__
Flagella Esas
arca(Catsper
Kuyruk parea( per)
Son parc¢a

Sekil 4.3.1.1 Spermde Catsper protein lokalizasyonu (Singh AP.,2015)

Catsper 1,3,4 transkriptleri ge¢ evre germ hattinda (spermatid) sinirhidir. Catsper 2
spermatogenezin erken safthalarinda (pakitene spermatosit) ifade edilir [19]. Catsperl
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sadece spermatozoada bulunur ve farkli olarak hiicre i¢ci pH degisikligi ile kanal
aktivasyonu saglamaya yardimci olan histidinden zengin bolge igerir Ve diizenlemesi
dogrudan spermatogenez ve seksiiel maturasyon ile iliskilidir. Catsper Y,B,0
testislerde spermatosit ve spermatidlerde ifade edilir, lokalizasyonu spermatozoon
kuyruk ana pargasidir [15] (Sekil 4.3.2.3). Catsper kanallar1 ayn1 zamanda Ca+ bagl

akrozomal reaksiyona katkida bulunur [20].

4.3.2 Catsper Diizenlenmesi
Sperm kuyrugunda Catkonsantrasyonunu dengeleyen 2 flagellar Ca+

transport proteini vardir:

1. Spermatozoon disina Ca pompalayan 4 Ca ATPaz,

2. Spermatozoon icine ekstraselliiler Ca girisi saglayan Catsper kanali,

Catsper kanali hiicre i¢i pH’taki degisikliklerle diizenlenir, hiicre i¢i pH artis1 ile
artar[21] bu da spermdeki hiicre i¢i Ca konsantrasyonu artigina neden olur ve hizlh
sperm hareketini kolaylastirir. Memeli déllenmesi igin gerekli fizyolojik olay olan
sperm hiperaktivasyonu sirasinda Ca konsantrasyonu artar. Hiperaktivasyonlu
motilite ise yumurta epitelindeki rezervuardan ¢ikmak ve oosit “zona pellusida” sina

niifuz etmesi i¢in gereklidir[22, 23].

Insanda progesteron ve prostaglandinler Catsper’t dogrudan harekete
gecirilmesi yoluyla Ca akimini uyarir[24]). Sperm prostat sivisi ile paketlenerek
penisten paket halinde atilir. PSA enzimi (Prostat spesifik antijen) paketin iginde yer
alarak sperm vajinaya ulastiZinda bu paketi eritir ve o esnada ovaryum
tarafindan(cumulus oophorus) progesteron serbest birakilir. Yumurta ¢evresindeki
cumulus hiicreleri insan spermine karsi yiiksek Ca+ akisi baslatir. Bu da sperm
hiperaktivasyonunu baslatir, akrozom reaksiyonu olusur[22]. Spermler hiperaktif
hale gelmeden 6nce Ca+’un dis membrandan igeri girip kamciyr hareket ettirecek
mitokondriden zengin boélgeye ulagmasi gerekir[25]. Catsper burada olaya katilarak

Ca’un kamg1 bolgesine ulasmasini saglayan kanal proteini iglevindedir.
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ABHD?2; insan sperminde bulunan progesteron reseptorii islevi gérmektedir,
progestinleri baglayan bolgeye sahiptir [26]. Progesteron, ABHD2 (progesteron-
dependent lipit hydrolase) baglandiginda enzim aktif hale geger. Lipid par¢alama
Ozelligi oldugu i¢in hiicre zar tizerindeki 2AG’yi (2-arasidanoik gliserol) pargalar.
2AG parcalanmalidir; ¢iinkii hiicre zar1 iizerinde oldugunda Catsper kanali ¢alisamaz
[27].

Progesteron etkisi ile ABHD2 aktive olur ve 2AG’yi pargalar. Catsper kanali
serbest kalir ve hiicre igine Ca pompalayabilir[28]. Buradaki Ca spermin
hareketliligini arttirir. Yumurta hiicresi dis zarin1 delebilecek sekilde spermin

hiperaktif hale gegmesini saglar[14].

Progesteron duyarliligi sperm gelisimi ve olgunlasma siirecinde artar. Bu
duyarhiliktaki degisim disi iireme kanalinda bir filtreleme gorevi gorerek olgun ve

kaliteli spermin yumurtay1 déllemesini saglar.

Sonug olarak baktigimizda progesteron dogrudan ABHD?2’yi aktive eder ve
Ca kanalinin ¢alismasini durdurabilir, spermin asir1 hareketli olmasini engelleyen
2AG’yi ortadan kaldirir. 2AG aktivasyonu ortadan kalktiginda Catsper kanal1 serbest
kalir ve sperm igine daha fazla Ca+tgirebilir. Ca’un sperm iginde artmasi ise kamg¢inin

uyarilmasini saglar, bu spermin hiperaktif hale gelmesini saglar.(Sekil 4.3.2.1) [30]

Progesteron

< ®
(N

cab

Sekil 4.3.2.1 Catsper kanal diizenlenmesi.(Miller R.,2016)
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Spermin hiicre i¢i pH diizenlenmesine yardimci birkag kanal vardir, Hv1;
voltaj kapili H+ kanali, spermde ana parg¢ada lokalizedir (principal piece). Plazma
membraninda H iletkenligini korumada gorevlidir [29].Bulundugu lokalizasyon
nedeniyle pH duyarli olan Catsper kanali diizenlenmesinde 6nemli islevi oldugu

diistiniilmektedir[30].

Ksper/ SLO3; kapasitasyon sirasinda spermatozoayt hiperpolarize eden, pH
duyarli bir kanaldir. Bu hiperpolarizasyon siireci ise Catsper yoluyla Ca girigini

kolaylastirmayi saglamaktadir[31-34].

Ca?*-ATPase CatSper
Q
H* o Ca?* Q Ca2+
@ 2 Q - Qo
()
Exterior
Flagellar
@ o cytoplasm
@ o0 o
®) @ pH sensor
A\ Q
ATP =—> ADP + P, S Q
\\~
----- ticar,

Sekil 4.3.2.2. Catsper kanal heterodimerik yapisi(Singh AP.,2015)

Catsper gen promotoru, testikiiler gelisim ve erkek infertilitesi i¢in 6nemli olan
Sox gen aileleri igin ¢oklu baglanma bolgesi igermektedir[35].
Catsper sadece progesteron ile uyarildiginda belli degerlere ulasmaktadir ve

bazal kosullarda diisiik kanal aktivasyonu gostermektedir[36].
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Sekil 4.3.2.3. Catsper kanal lokalizasyon ve fonksiyonel 6nemi(Avenarius MR.,2009)

4.3.3. Catsper ve Fertilizasyon Icin Onemi

Catsper genleri sadece sperm fonksiyonu ve erkek iremesi igin
geligmistir.Spermde kapasitasyon ve saglikli bir fertilizasyon i¢in gereklidir. Sperm
kuyrugunda asimetrik ve titresimli dalgalanma hareketi ancak hiperaktive olmus
spermde goriilebilmektedir. Catsper motilite parametrelerini etkilemektedir; ileri

hareket parametreleriyle iliskilendirilmistir[37-39].

Asimetrik yiiksek genlik ve diisiik frekansli, dalgali hareket ile karakterize
edilmis hiperaktif motilite, spermin yumurta ¢evresindeki membrani ge¢mesi igin,
yumurta penetrasyonu i¢in ve spermin zona pellucidaya ulasmasi igin gereklidir [20,

40].

Mutant bir sperm disi iireme kanalindaki rezervuardan oteye gecemez, ¢linkii
yapiskan yumurta epitelini gegmek i¢in gerekli mekanik kuvveti yoktur.
Hiperaktivasyon disi lireme kanalindaki rezervuardan kacabilmek i¢in gereklidir
[41].

Catsper a altbirimlerinden (1-4) birinin bozulmast heterodimerik yapinin

bozulmasina bu da infertiliteye yol agmaktadir.(Sekil 4.3.3.1)[40]
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Sekil 4.3.3.1 Catsper kanal proteinin fonksiyonel 6nemi (Singh AP.,2015)

4.4 Sox5 proteini

Sox5; erkek cinsiyet tayini baslatan (Testis-belirleyici gen) SRY ’nin yiiksek
hareketlilik grubu (HMG) kutusunun boélgesine homoloji gdsteren gen ailesi grubu
iiyesidir. Ilk olarak fare testisinden klonlanmistir. Ozellikle erkek gonadlarda
eksprese edilen transkripsiyon faktorlerinin ¢ogu Sox ailesine aittir.[42] Son yillarda
Sox5 transkripsiyon faktorleri testislerde spermatogenez diizenlenmesinde, sperm
olgunlasma ve kamg¢1 olusumunda, Spagé (Memeli sperm iliskili antijen 6 genleri)
gen regiilasyonunda &nemli role sahiptir[43]. Iki biiyiik transkript kodlar; uzun
izoform L-Sox5 ve kisa izoform S-Sox5.[35, 44]

S-Sox5, beyin, akciger ve Ozellikle testiste hareketli silyali dokularda
eksprese edilir. Testiste mayoz sonrasi yuvarlak spermatidlerin ¢ekirdeklerinde
lokalize edilir. Spermde flagella olusumunda ve islevinde gerekli olan gen paketinin
ekspresyonunu diizenler. Ayrica hareketli silya olusumu ve fonksiyonunu kontrol

etmek icin gerekli olan bir transkripsiyon faktoriidiir. [45, 46]
L-Sox5, kikirdak, kalp, beyin, bobrek, akciger ve iskelet kast gibi dokularda

eksprese edilir. Testiste bulunmaz. Embriyonik gelisim ve hiicre kaderi belirleme

stireclerini diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir.
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Motil silya; trakea, beyin, omurilik kanali ve spermde bulunur. Sperm
flagellas1 6zel hareketli bir silyadir ve 9+2 aksonem yapisi igerir[47].Sperm/flagella
yap1 ve fonksiyonu icin gerekli genlerin promotor bolgelerindeki transkripsiyon
faktorii baglanma boélgeleri analiz edildiginde silya/flagella genlerinin kontrolii

olarak Sox5 tayin edilmistir.

4.4.1. Sox5 ve Sperm Fonksiyonu Ile iliskisi

Hareketli silya, beyin ventrikiilii, trakea, tuba uterina ve sperm flagella epitel
hiicrelerinde bulunur. Farkli dokulardaki silya ortak yapist (9+2 mikrotiibiil yapisi)
silya/flagella ekspresyonlarini yoneten ortak diizenleyici mekanizmalar yoluyla
diizenlenmektedir. Hareketli silya islevi i¢in benzer mekanizmalar gerekli gen ifadesi
diizenler ve proteinlerin koordineli ve zamaninda hareketli silya diizenlenmesi

saglanir[48].

Sperm iligkili antijen 6 geninin (Spagb) ekspresyonunu aktive edebildigi
gosterilmistir. Spag6 flagellar hareket i¢in gerekli olan aksonemal proteini kodlayan
bir gendir. Sperm flagellar motilite ve spermin yapisal biitiinligiiniin korunmasi igin

onemlidir[49].

Sox5 transkripsiyon faktorili, mayozdan sonra Catsperl geni ile koordineli bir
ekspresyona sahiptir. Sox5 spermatid hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde ekspresyon
gostermesi  Catsperl geninin transkripsiyonel dilizenlemede rolii oldugunu
desteklemektedir[50]. Testisteki Catsperl ve Spag6 genlerinin ekspresyonlarini
diizenledigi gosterilmistir. Sox5, Catsper]l promotdrunun transaktivasyonunda artisa
neden olur ve promotoriiyle etkilesime girerek kanal ekspresyonunu diizenler.
S-Sox5 lokusunun testisteki ekspresyon seviyesi artmaktadir bu da sperm fonksiyonu
ve erkek tiremesi igin gerekli genlerin diizenlenmesinde dnemli rol oynadigini ortaya

koymaktadir[44].

S-Sox5, silya/flagella olusumunda diizenleyici rol oynamaktadir. Spagl6L

(sperm-iliskili antijen16) spermde aksonemin merkez pargasinda bulunmaktadir ve

34



spermde hareketlilik i¢in 6nemli bir rol almaktadir. Spagl6L promotorunda Sox5
baglanma yeri ile etkilesime girerek Spagl6L’nin transkripsiyonunu aktive eder
(Sekil 4.4.1.1)[45].

/ \ Aoneme
y IDA \ "~ absent

Dnahc7 Bbs2 \
Tektin-t Bbs4
c1,C2 Mkks/Bbs6
pyas: || | [ coueties
16
Spag Agtpbp1
Doublet(s) Jund1
\ neur1 PGs1 /
Vdac3 | . -short
\ Sepp1 / \. Pol »/Dpcd
: 3 \ Lis 1
RSp
B-tubule pfl
mbo 1-3 pfl14
pf17
pf 24-26

Sekil 4.4.1.1 Sox5 proteini fonksiyonel lokalizasyonu.
(https://www.researchgate.net/publication/265739093_Molecular_genetics_of_the_iMMotile_short_tail_sperM_d
efect)

4.5 Fertilin (ADAM2) Proteini

Fertilin, disintegrin ve metalloproteaz bolge yapist bulunmasindan dolay1
ADAM ailesi iiyesidir. ADAM(Disintegrin ve Metalloprotease Domain) protein
ailesinin birka¢ tiiyesi sperm-yumurta fiizyonu ile iliskilendirilmistir;Fertilin a,
Fertilin B ve Cyritestin.Ilk olarak bir kobay spermatozoonlarda bas bolgesinin
posterior boliimiinde kesfedilmis ve “pH30” olarak isimlendirilmistir. Monoklonal
bir antikorun pH30 antijeninin d6llenmedeki roliinii yansitacak sekilde “Fertilin™ adi
verilmistir [51].

Fertilin a (ADAM1) ve Fertilin B (ADAM2) olmak iizere iki alt birimi olan
ve proteaz ucuna sahip heterodimerik bir proteindir. Bu proteinler testiste eksprese
edilir ve spermatozoon basinda plazma membraninda lokalizedir. Cyritestin ise tek

bir polipeptid den olusmaktadir[52].
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Fertilin ii¢ farklt baglanma bolgesi icerir; metalloproteaz, fiizyon peptid
bolgesi ve disintegrin. Filizyon peptid bolgesi, sperm ve oosit membranlarinin
birlesmesini uyarir ve miyoblastlarin birbiri ile kaynagmasimi saglamaktadir.
Metalloproteaz bolgesi hiicre gogli  sirasinda hiicredist1  ortam bilesenlerini
parcalamaktadir. Disintegrin alanindaki RGD tglii peptidler sayesinde oosit
membraninda yer alan integrinlere baglandig1 ve diger hiicredisi matriks proteinlerin

integrinlere baglanmasini engelledigi belirtilmistir.

Fertilin B ve cyritestin, disintegrin alan1 yumurta plazma membraninda
bulunan integrin ile etkilesime girerek sperm yumurta birlesmesine aracilik ederler.
Fertilinaise oositte integrinlere baglanabilen bir disintegrin boélgesine ek olarak

“flizyon peptit” ad1 verilen bir aminoasit dizisine sahiptir[53].

Spermin plazma membraninda; oositteki zona pellucida’ya baglanacak olan
sperm reseptorleri ve fertilin proteini yer almaktadir. Fertilin ekvatoryal bolgede
bulunan sperm plazma membraninin igine yerlesmistir[54]. Fertilin Bve Fertilin a,
tetraspain liyesinden CD9 proteini varliginda yumurtadaki plazma membranindaki
a3P1 integrin reseptoriine baglanir ve fertilin B‘nin flizyon baglanma bolgesi sperm

ve yumurta plazma membran kaynasmasini saglamaktadir (Sekil 4.5.1)[57].

Hiicre zar1 penetrasyonunda rol oynayan fiizyon peptit kriterleri soyledir;
- Bir tarafinda yiikli aminoasit, diger tarafinda hidrofobik tortu ile a-heliks
modelleme yetenegi,
- Membrana bagl altbirimde lokalizasyon,

- Kismen giiclii bir hidrofobisite (su ge¢irmezlik),

Bu kriterleri karsilamasindan dolayr sperm ADAM’larinin sperm-00sit

baglanma ve flizyonunda rol oynamasi desteklenmektedir. [54]
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Sekil 4.5.1 Sperm-oosit fiizyonunda Fertilin-integrin etkilesimi(Kierszenbaum L.,2006)

4.5.1. Fertilin Proteinin Fertilizasyon icin Onemi

Fertilin, fertilizasyonda sperm-oosit flizyonu ig¢in Onemlidir ve Fertilin
proteini nakavt edilmis c¢aligmalarda asagidaki kriterlerin saglanamadig tespit
edilmistir[55].

-Sperm-Zona pellusida baglanmasi,
-Sperm-oosit plazma membranina baglanmasi,

-Tuba uterina’dan gegen sperm seviyesindeki arts.

Fertilin B’nin proteolitik islenmesinden tripsin benzeri serin-proteazlar
sorumludur. Proteazlarin epididimal siviya ya da akrozoma salindigi ve belli
seviyede durmasi gerektigi bilinmektedir. Proteolitik olarak islenmesi korpus

epididimis ve kauda epididimiste baslar, proksimal kauda kisminda son bulur ve
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proteolitik islenmesi tamamlanmis bir spermde fertilin bas kisminin posterior

boliimiinde gd¢linii tamamlamaktadir.

Fertilin B eksikligi olan farelerde yapilan calismalarda %87 oolemma-
baglanma yeteneginde azalma ve %50 yumurta-sperm fiizyonunda azalma
gosterilmigstir. Cyritestin eksikliginde ise sperm-oosit fiizyonu normal olarak
gosterilirken, oosite baglanma yeteneginde bir diisiis tespit edilmistir. Spermatozoon
morfolojisi, sayisi, ejakiilat motilitesi, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunun

fertilinin yoklugundan etkilenmedigi bildirilmistir [56].
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5. MATERYAL veMETOT
5.1. Hasta Gruplan

Istanbul Medipol Universitesi MEGA Hastanesi Tiip Bebek Poliklinigi’ne basvuran,
fizik muayelerinde varikosel ve iirogenital sistem enfeksiyonu bulgulart olan
hastalarla, testis tlimorii, kemoterapi, radyoterapi, dogumsal ve endokrin hastalik
hikayesi olan hastalar, sigara, alkol kullanan hastalar ¢alisma gruplarma dahil
edilmemistir. Ayrica hastalarda dogumsal penis anomalisi, seksiiel bozukluk,
retrograd ejekiilasyon bulunmamasina dikkat edilmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)

laboratuvar kilavuzuna gore uygun olan hastalardan alinan 6rnekler kullanilmistir.

20-50 yas arasi 60 kisiden sperm sayist >20x10° /ml sperm
konsantrasyonunda, normal morfoloji >%4 ve hareketliligi >%50 sahip bireyler
normozoospermik, sperm konsantrasyonu <20x10° /ml,normal morfolojisi <%4 ve
hareketliligi<%50 sahip olanlar oligoasthenoteratozoospermik(OAT) olarak
gruplandirilmistir.Calismay1 kabul eden ve 3-5 giinliik cinsel perhiz siiresi uygun
olan erkeklerden semen analizi yapilmis ve DSO kriterlerine uygun olarak
degerlendirilmistir. Iki grup standart semen parametre degerleri tablo 5.1.1°de

gosterilmistir.

Calisma icin Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’'ndan etik kurul onayr (10840098-604,01,01-E,9279)
alinmis ve ¢alisma kriterlerini karsilayan her hastadan ‘Bilgilendirilmis Goniilli Olur
Formu’ doldurmalar1 istenmistir. Normozoospermi grubun yas ortalamasi +38 ve

Oligoastenoteratozoospermi grubun yas ortalamasi1 +£35 olarak saptandi.
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Tablo 5.1.1 Normozoospermi ve OAT grupta semen parametreleri

Parametreler Normozoospermi(n=30) OAT(n=30)
3,50 3,9
Sperm Sayisi(10°/ml) 47,5 17,4
Hizli Progresyon(%) 10,8 5,8
Yavas Progresyon(%) 30,8 22,1
immotil (%) 14,1 14,2
Normal Morfoloji(%) 1,3 0,5
Bas Anomalisi(%) 55,7 58,7
Ara Parga Anomalisi(%) 22,7 20,5
Kuyruk Anomalisi(%) 20 20,3
Sitoplazmik Droplet (%) 6,6 8,1
Teratozoosperm-
indeksi(TZI) 1,06 1,08

5.2. Semen Analizi

Semen analizi asagidaki asamalart igerir;

Ilk 5 dakika icinde:

* Hasta 6rnegini likefaksiyon siiresi boyunca (37°C) bekletmek,
30 ild 60 dakika arasinda:

* Likefaksiyon olmus 6rnegin (semen) degerlendirilmesi,

* Semen hacim 6l¢iimii,

» Ejakiilattaki spermin motilite ve say1 olarak belirlenmesi,

+ Semen yayma preparatt hazirlanmast,

Dort saat sonra:

»  Sperm morfolojisinin degerlendirmesi i¢in yayma preparatinin fiksasyonu ve

ardindan boyanmas.

En az 3 en fazla 5 giinliik cinsel perhiz siiresine uygun olan Normozoospermi ve
Oligoastenoteratozoospermik gruplardan alinan taze semen ornekleri 37°°1lik etiivde
15 dakika inkiibe edilmistir. Likefikasyon igleminden sonra herbir semen Ornegi
tizerine 4 ml yikama medyumu (HTF/HEPES,ART-1023) eklenerek santrifiij

edilmistir. Siipernatant kismi atilmis ve pellet iizerine 0.4 ml yikama medyumu
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eklenerek karistirllmistir. Bu karigim pastor pipeti ile alimarak pozitif sarjli lama

damlatilmig ve yayma (smear) preparati olarak hazirlanmistir.(Sekil 5.2.2)

(@) (b)

Sekil 5.2.1 Makler kamera goriintii alam

(a) 4 (b)

K2

Sekil 5.2.2 Yayma preparat hazirlanmasi

5.3. Motilite Degerlendirilmesi

Semendeki sperm motilitesi, 6rnegin likefaksiyonundan sonra yaklasik 30
dakikada degerlendirilmistir. Is1 degisikligi, pH ve dehidratasyonun motilite lizerinde
olumsuz etkileri ortadan bu sekilde kaldirilmistir. Sperm motilitesi Makler sayim
kameras1 (Sefi Medical Instr) ile 10X10 ‘luk alandaki sperm baz alinarak g¢ift kor
seklinde uzman embriyologlar tarafindan yapilmis, degerlerin ortalamasi alinmistir.
(Sekil 5.2.1)Isik mikroskobu diizeyinde degerlendirilmistir. Sperm analizi sonucunda
ejakiilat icerisindeki spermler sayi, motilite ve morfolojilerine gore

siniflandirilmastir.
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Tablo5.3.1  DSO Sperm Parametreleri (Who,2010)

PARAMETRELER 2010 DUNYA SAGLIK
ORGUTU

Bas

Genislik 2.8 um

Uzunluk 4.1 pm

Boy/En 1.5

Akrozomal bolge Basin %40-70’ini

kaplamalidir.
Boyun ve orta parg¢a

Genislik 0.6 um

Uzunluk 4.0 um

Sitoplazmik atiklar < Normal bas alani 1/3'.
Kuyruk

Uzunluk 45 pm

Genislik < orta parga

Tablo5.3.2  DSO Semen Parametreleri (Who,2010)

PARAMETRELER 2010 DUNYA
SAGLIK
ORGUTU
Semen hacmi (ml) 1.5
Total sperm (10%/ejekiilat) 39 (33-46)
Sperm sayisi/ml (10%/ml) 15 (12-16)
Total motilite (%) 40 (38-42)
Progresif hareketli (%) 32 (31-34)
Canlilik (vitalite) testi (%) 58 (55-63)

Normal morfolojide sperm (%) 4 (3.0-4.0)

pH >7.2
Peroxidaz pozitif Iokosit <1
(10%/mil)
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Spermatozoanin hareketlilik bakimindan derecelendirilmesi asagidaki gibidir:
fleri hareketli (Progresif Motilite; PR; a): Dogrusal bir daire i¢inde hizdan

bagimsiz olarak aktif hareket eden spermatozoa.

Yerinde hareketli (Nonprogresif Motilite; NP; b): Ileriye dogru hareketin
olmadig1 ya da ileriye herhangi bagka bir yone dogru hareketin olmadig1 kaliplar.
Ornegin; kiiciik daireler halinde yiizme, bas1 yerinden giicliikle oynatan kamgisal

hareket veya yalnizca kuyrugun kamgisal hareketi gézlenebilir.

Hareketsizlik (Immotilite; IM; ¢): Hareketin olmadig1 spermatozoa. Motilite, ileri
hareket (Progresif Motilite;PR), yerinde hareket (Nonprogresif Motilite;NP),
hareketsizlik (Immotilite;IM) seklinde DSO kriterlerine uygun olarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda 30 Normozoospermi (a+b>32)

ve 30 Oligoastenoteratozoospermi (a+b<32) hasta o6rnekleri ¢aligilmistir.

Oligoastenoteratozoospermi: Toplam sperm sayisi alt referans limitlerinden diisiik,

hem morfolojik hem de ileri hareket yiizdesi normal sperm ylizdesinden azdir.

Normozoospermi: Toplam sperm sayisi alt referans limitlerine esit veya yiiksek,ileri

hareketli (PR) ve morfolojik olarak normal spermatozoa yiizdesi.

Tablo 5.3.3  Morfolojik degerlendirme tablosu (\Who,2010)

Morfolojik Degerlendirme*

normal morfoloji : % 0
bas anomalisi : % 0
ara parca anomalisi % 0
kuyruk anomalisi : % 0
sitoplazmik droplet % 0
Teratozoospermi indeksi-TZI: 0,00

*Kruger kriterlerine gore morfolojik inceleme yapilmistir
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Tablo 5.3.4  Basit sperm analiz tablosu (Who,2010)

Basit Sperm Analizi referans deger
Goriiniim : opak, kirli beyaz-
normal sart

Koku : normal kendine has
Likefaksiyon siiresi : 15 <30 dk,
Viskozite(akiskanlik) : normal normal
Reaksiyon (pH) 7,2 7,2-78
Hacim (ml) : 0,0 >1,5ml,
Sperm sayis1 (konsantr,) : 0 2 15 milyon /ml
Total sperm say1st : 0 239 milyon
Motilite orani1 (a+b) D% 0 z %32

a) hizli progresyon % 0

b) yavas progresyon % 0

c) progresif degil : % 0

d) hareketsiz % 100
Total fonks, sperm (TPMSS) : 0
Normal morfoloji (Kruger) % 0 > %4 normal
Vitalite (vital boyama) : bakilmadi > 9 58 canli
Aglutinasyon : yok yok
Round cell <1 < 1 milyon/ml,

Lokosit (peroksidaz pozitif) <1 < 1 milyon/ml,



Santrifiij
: Faz-Kontrast Mikroskop

Makler Sayim Kamerasi

5.4. Spermac Stain Kit ile Morfolojik Degerlendirme
Mikroskobik inceleme igin faz-kontrast mikroskop (Olympus BX51)
kullanilmistir. Spermac stain kit boyasit (FertiPro N. V Belgium) kullanilarak

spermlerde bas-boyun-kuyruk morfolojisi degerlendirilmistir.
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Likefiye olmus ve konsantrasyon degerlendirilmesi yapilmis sperm ornegi pozitif
sarjli lam {izerine yaklasik 10ul olacak sekilde damlatilmis ve yayma preparat

haline getirilmistir.

Kurumasi beklendikten sonra sirayla fiksatif, katyonik boya, anyonik boya

icerisinde 1’er dakika kalacak sekilde bekletilmis ve kurumasi saglanmistir.

Boyama tamamlandiktan sonra faz-kontrast mikroskopta 100X biiyilitme
kullanilarak Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gdre sperm morfolojisi

degerlendirilmistir.

Her preparattan 100 sperm seg¢ilmis, kuyruk, boyun, sitoplazma, bas
morfolojisine bakilarak 1s1k mikroskobunda (Nikon Eclipse Ni) fotograflar
cekilmisgtir.

5.5. Apoptoz Tayin Protokolii

Calisma hipotezi dogrultusunda hasta gruplari arasinda apoptoza

(programlanmis hiicre 6limil) ugrayan sperm sayisini belirlemek amaciyla TUNEL

yontemi(In Situ Cell Death Detection Kit, Roche) kullanilarak bakilmstir.

Likefiye olmus semen Ornegi ilizerine sperm yikama mediumu (yaklasik 4 ml)

eklenerek 5 dakika boyunca 200 rpm’ de santrifiij edilmistir.

5 dakika sonunda pellet ve siipernatant kisimlart 2 faz olarak ayrilmistir.
Stipernatant kismi atilmis ve pellet kismi alinarak tekrar yikama mediumu(0,4
ml) ile konsantre edilerek pozitif sarjli lam {izerine yayma preparat

hazirlanmistir.

Hazirlanmis lamlara fikse olmalari i¢in PFA (Paraformaldehit) damlatilarak 60

dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Fiksatif uzaklastirilmasi i¢in 3 defa 5’er dakika olmak iizere PBS (Phosphate

Buffered Saline-Sigma Aldrich’s) soliisyonu ile yikamasi yapilmistir.
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Permeabilizasyon isleminden gecirdikten sonra TUNEL kitindeki enzim-
etiketleme soliisyonlarindan 1/9 oraninda karisim hazirlanmigtir. (5 pl + 45 pl)
37°C’lik etiivde 1 saat, iizeri 151k almayacak sekilde kapatilmis ve o sekilde

inkiibasyonu yapilmistir.

Tekrar PBS soliisyonu ile 3 defa 5’er dakika yikamasi saglanarak DAPI ¢ekirdek
boyasinda yaklasik 5 dakika bekletilmis ve preparat lamel ile kapatilmistir, 40X
biiyiitmede konfokal mikroskopta incelemesi yapilmis 100 sperm sayilmis

apoptoz (TUNEL +) hiicrelerin fotografi ¢cekilmistir.

5.6. Sox5 Proteini i¢cin immiinfloresan Boyama Prosediirii

Hastalardan alinan semen 6rnegi yikanip, konsantre edildikten sonra temiz bir

polylizinli lama yayma preparat olarak hazirlanmistir.

Preperatlar -20°C’ de sogutulmus methanol igerisine alinarak 20 dakika

bekletilerek fikse edilmistir.

Ornekler 3 kez 5’er dakika DPBS-T(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline-
Gibco) soliisyonuyla yikandiktan sonra %0,1 TritonX-100/DPBS igerisinde 10

dakika inkiibe edilmek tizere shaker’a (80 rpm) alinmustir.
Siire sonunda yine 3 kez 5’er dakika DPBS-T soliisyonu ile yikandiktan sonra
bloking i¢cin BSA(Bovine Serum Albumin-Thermo Scientific) ile 60 dakika oda

sicakliginda bekletilmistir.

Yikama yapilmadan primer (Diliisyon oran1 1:50) hazirlanarak 6rnek tizerine 75

ul damlatilarak 37°C’lik etiivde 2 saat inkiibasyonu yapilmistir.

Daha sonra 3 defa 5’er dakika DPBST ile yikanarak sekonder antibody(1:100)

damlatilmistir.
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37°C’de yaklasik 2 saat {izerine aliiminyum folyo ile saril1 sekilde bekletildikten
sonra tekrar yikanmis ve DAPI’li kapatma mediumu damlatilarak preparat lamel

ile kapatilmigtir.

Konfokal mikroskopta (Zeiss LSM 780 NLO) 40X biiyiitmede goriintiilemesi

yapilmis ve 100 sperm sayilarak iki grup arasinda degerlendirilmesi yapilmistir.

5.7. Catsper 1 Proteini i¢in immiinfloresan Boyama Prosediirii

Hastalardan alinan semen 6rnegi yikanip, konsantre edildikten sonra temiz bir

polylizinli lama yayma preparat olarak hazirlanmistir.

Onceden -20°C’de sogutulmus aseton saleye alinarak preparatlarla birlikte
yaklagik 12 dakika bekletilerek hiicreler fikse edilmistir.

Distile suda bir kez 5 dakika fiksatif hiicrelerden uzaklastirildiktan sonra %0,05
TritonX-PBS ile 3 defa 5’er dakika yikanmustir.

Daha sonra %3’likk BSA bloking ic¢in hazirlanarak 1 saat oda sicakliginda
bekletilmistir.

Siire sonunda primer hazirlanarak (1:50) orneklerin {izerini kaplayacak kadar

damlatilip +4°C’de bir gece bekletilmistir.

Ertesi glin primerden alinan preparatlar tekrar %0,05 TritonX-PBS karigimi ile 3

defa 5’er dakika olmak iizere yikamasi yapilmistir.
Sekonder antikor hazirlanarak (1:100) preparat ilizerinde damlacik olusturacak

sekilde damlatilmis ve oda sicakliginda iizeri aliiminyum folyo ile sarilarak 1 saat

inkiibe edilmistir.
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e Sekonderden alinan preparatlar tekrar yikanmis ve DAPI’li kapatma mediumu
(Prolong Gold antifade reagent with DAPI-invitrogen) damlatilarak lamel ile

kapatilmistir.

5.8. Fertilin (ADAM2) Proteini icin Immiinfloresan Prosediirii
e Hastalardan alinan semen 6rnegi yikanip, konsantre edildikten sonra temiz bir

polylizinli lama yayma preparat olarak hazirlanmistir.

e Hazirlanmis lam {izerine fiksatif olarak taze hazirlanmis %4’lik PFA

damlatilmig ve 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e Yikama mediumu olarak PBS kullanilmis ve 2 defa 5’er dakika yikamasi

yapilmustir.

e Bloking i¢in %3’liik BSA hazirlanmis ve 30 dakika oda sicakliginda shaker’da
(80 rpm) bekletilmistir.

e Siire sonunda yikama yapilmadan iizerindeki bloking pegeteye akitilarak primer

antikor(1:100) damlatilmistir ve +4°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

e FErtesi giin primeri uzaklastirmak amaciyla 3 defa 5’er dakika PBS ile

yikanmugtir.

e Sekonder antibody hazirlanarak (1:400) Ornekler iizerine damlatilmis ve

aliminyum folyo ile kapatilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

e PBS ile son yikamasi yapildiktan sonra DAPI’l1 kapatma mediumu damlatilarak

preparatlar lamel ile kapatilmistir.
5.9. Immunohistokimya Boyama Prosediirii

e Hastalardan alinan ornekler likefiye olduktan sonra yikanmistir ve pellet kismi

ayrilip pozitif sarjli lama yayma preparat olarak hazirlanmistir.
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Preparatlar fikse olmalari amaciyla %4 ‘lik Notral Buffered Formalin (NBF)
sollisyonunda oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir.

Daha sonra distile suda 5 dakika ve PBS soliisyonunda 5 dakika olmak {izere

salede yikanmstir.

Hiicrelerdeki endojen peroksidaz aktivasyonunu doyurmak amaciyla preparatlar

%3’lik H,O; igerisinde 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Soliisyondan alinan preparatlar 3 defa 5’er dakika olmak iizere PBS te

yikanmistir.

Hazirlanan 25 ml, Sitrat Buffer + 225 ml distile su karisimi1 800 Watt’da 3 dakika
mikrodalgada kaynatilmistir. Kaynayan sitrat buffer icerisine preparatlar koyulup
200 Watt’lik giigte 10 dakika kaynatilmistir ve daha sonra 20 dakika oda

sicakligina gelene kadar sogutulmustur.

Preparatlar sogutulduktan sonra PBS ile yikanmistir ve bloking soliisyonu lama

yayilacak kadar damlatilarak 5 dakika bekletilmistir.

Primer antikor 1:100 oraninda diliie edilerek preparat iizerine damlatilmis ve 1

gece +4°C’de nemli ortamda inkiibasyonu saglanmistir.

Ertesi giin inkiilbasyondan alinan preparatlar 3defa 5’er dakika PBS ile

yikanmustir.

Kesitlerin {izerini kapatacak kadar damlatilarak 20 dakika oda sicakliginda shaker

tizerinde, nemli bir ortamda bekletilmistir.
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Yikandiktan sonra {izerine HRP (Acu-Stain Mouse+Rabbit-Genemed
Biotechnologies) soliisyonu damlatilarak 20 dakika boyunca aymi sartlarda

bekletilmistir.

1/20 oraninda DAP kromojen/substrat (ScyTek) karisimi hazirlanmistir ve

hiicreler gozlemlenerek 7 dakika bekletilmistir.

Stire sonunda Mayer’s hematoksilen boyasi damlatilarak 4 dakika bekletilmis ve
¢esme suyunda mordanlamasi yapildiktan sonra preparatlar lamel ile

kapatilmistir.

5.10.PCR Protokolii

PRIMER FOWARD REVERS

ADAM-2 TGG AGT CTT CAG TTG GCT TTG GCT GTG GCT CTACGC TTT GT

GAPDH AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG TGT AGA CCATGT AGT TGA GGT
CA

1. Semen drneklerinin hazirlanmasi
e | ml semen Orneklerinin {izerine 4 ml DPBS eklenmistir ve al ver yapilmustir.

Homojen hale gelen semen karigimi 30 saniye vortekslendikten sonra 1500
rpm de +4 dereceye sogutulmus santrifiijde 15 dakika gevrilmistir.
e (Cevirme islemi bittikten sonra supernatant aspire edilmistir ve pellet RNA

izolasyonu i¢in ayrilmstir.

2. RNA orneklerinin hazirlanmasi
e 1 ml %100 ethanol ile 1 ml RNA lysis buffer karistirilip 6rnek {izerine

eklenmistir.(QuUick-RNA™ MicroPrepCatalogNos.R1050&R1051)

e Bu karisim homojen hale gelene kadar al ver yapilmistir ve RNA-spin
kolonuna alimmustir. 30 saniye 11000g de ¢evrilmis Ve filtrenin altinda kalan
kismi atilmustir.

e Kolonun iizerine 400 ul RNA yikama buffer eklenmistir ve 30 saniye 11000g

de cevrilip alt kisminda kalanlar atilmigtir.
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Ayr bir tipte 5 ul DNAse 1 ve 35ul DNA digestion buffer1 karigtirilip
hazirlanmigtir. (1 6rnek i¢in miktari)

Bu karisim kolonun iistiine eklenmis ve oda 1sisinda 15 dakika inkiibe
edildikten sonra 30 saniye 11000g de ¢evrilmistir ve altta kalanlar atilmistir.
Kolonun iizerine 400ul RNA prep buffer eklenmistir ve 30 saniye 110009 de
santrifiij edilmistir. Altta kalanlar atilmigtir.

Kolonun tizerine 700 ul RNA yikama buffer eklenmis 30 saniye 11000g de
cevrilip altta kalanlar atilmistir.

Kolonun tizerine 400 ul RNA yikama buffer eklenmistir. 2 dakika 110009 de
cevrildikten sonra altta kalan atilmistir ve RNAse-olmayan tiip igine
alinmistir.

15 ul DNAse/RNAse olmayan su eklendikten sonra 30 saniye santrifiij edilip
ornekler Nanodrop (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) ile RNA

konsantrasyon miktari 6lgiiliip -80°C” e koyulmustur.

. cDNA sentezi

RNA miktar1 Sl¢iilmiis semen 6rneklerinde kiyaslama yapmak i¢in benzer
konsantrasyonlara ayarlama yapmak gerekir !

Dntp—2.5 ul

Random hexamer—1pl

RNA 6rnegi—12 pl

Su—

PCR tiipinde hazirlanan bu karistm 16.5 pl olacak sekilde su eklenmesi
yapilmistir.

Bu tiip PCR makinesinde RNA MELT opsiyonunda bekletilmistir. Sicaklik
65° ‘de 5 dakika, 4 °C’de sonsuz olucak sekilde ayarlanmistir.

5 dakika sonrasinda tiip hizlica buz lizerine alinmistir.

Farkli bir PCR tiiptinde RT mix hazirlanmastir.

5x ilk strand buffer —5ul

DTT - 2ul

Rnasin — 0.5 pl
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e Toplamda 7.5 pul olan bu karisim 6rnek {izerine eklenmis ve oda sicakliginda

10 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda 1 ul MMLV RT enzimi eklenip karistirilmistir ve

vortekslenmistir.

e PCR makinesi RNA RT programina ayarlanmistir. Ornekler énce 37°C’de 1

saat sonra 70°C’de 15 dakika bekletilip aktive edilmistir ve 4°C’de sonsuz

beklemeye alinmustir.

4.Real Time PCR

e Beyaz 96 kuyucuklu PCR plateleri kullanilmistir. Plate tasarimi onceden

olusturulmustur.
e 1 6rneklik master mix igin;
Master mix
10 ul SYBR green
7ulsu
1 pl primer mix
e Primer mix
Foward primer 100 UM—S5 pul
Revers primer 100 UM—5ul

Nuclease olmayan su — 90ul

e Her kuyucuk maksimum 20 pl hacimli oldugundan 18 pl master mix ve 2 pl

cDNA 6rnegi yiiklenmistir.

e Plate yiiklendikten ve pipetlendikten sonra tizeri stiker ile kaplanip

Lightcycler480 cihazina yliklenmistir.

e 95°C’de 5 dakika
95 °C’de 10saniye
60 °C’de 10 saniye
72 °C’de 30 saniye

4 °C’de sonsuz

e Siire sonunda excel datasindan analizi yapilmistir.

45 siklus
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5.10. Kullanilan Kimyasallar

Yikama Mediumu (HTF/HEPES, ART-1023)
Spermac Stain Kit (FertiPro N. V Belgium)

TUNEL Kiti (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche)
PBS (Sigma Aldrich’s)

BSA (Thermo Scientific)

Acu-Stain Mouse+ Rabbit (Genemed Biotechnologies)
Large Volume Ultrab Diliient (Thermo Scientific)
Prolong Gold antifade reagent with DAPI (invitrogen)
DAP Chromogen/substrat Kit (ScyTek)
Paraformaldehyde (Sigma Aldrich’s)

TritonX-100 (Sigma Aldrich’s)

Tween20 (Sigma Aldrich’s)

Hydrogen Peroxide Solution (Sigma Aldrich’s)
Methanol (Sigma Aldrich’s)

Aseton (Sigma Aldrich’s)

VectaMount Kapatma Mediumu (Vector)

DPBS (Gibco)

Catsperl Antibody (Antibodies Online)

Sox5 Antibody (Santa Cruz)

Fertilin (ADAMZ2) Antibody (Bioss Inc,)

Goat Anti Rabbit LgG 488 Antibody (Thermo Scientific)

Quick-RNA™ MicroPrepCatalogNos. R1050 & R1051

LightCycler® 480 SYBR Green | Master

5.11. Kullanilan Cihazlar

Konfokal Mikroskop (Zeiss LSM 780 NLO)
Makler Sayim Kamerasi (Sefi Medical Instr)
Faz-Kontrast Mikroskop (Olympus BX51)
Isik Mikroskobu (Axiozoom V16)

Isik Mikroskobu (Nikon Eclipse Ni)
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5.12. Kullanilan Soliisyonlar

%00,01 DPBST Hazirlanisi
500 ml DPBS igine 50 ul Tween20 eklendi.

%3’BSA Hazirlanmasi
10X BSA soliisyonu i¢inden 180 ul alinarak 420 pl PBS i¢inde ¢6ziildii.

PFA Hazirlanmasi
100 ml PBS igine 4 gr, Paraformaldehit tartilarak eklenmistir ve igine bir tane
NaOH atilarak ¢oziildii ve pH’1 7,4 olarak ayarlandi.

TritonX-PBS Hazirlanmasi

%0,05 icin, %]1’lik TritonX-PBS icinden 1 ml alimarak 19 ml PBS ile diliie
edildi.

%00,1 icin, 50 ml PBS i¢ine 50 pl TritonX eklenerek hazirlandi.

H>,0O, Hazirlanmasi

10 ml hidrojen peroksit alinarak 90 ml methanol i¢ine tamamlandi.
Primer Antibody Hazirlanmasi
1:50 igin; herbir preparat icin 73,5 pl Diliient buffer i¢ine 1,5 pl eklenerek

hazirlandi.

DAP Hazirlanmasi

1 ml DAP substrat buffer i¢ine 50 pl DAP kromojeni eklenerek hazirlandi.
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5.13.Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Statistical Package for the Social Sciences (15.0 Veri Analizi
SPSS) programi kullanilarak yapilmigtir. Semen analizi, motilite, morfoloji,apoptoz,
fertilin,catsper ve sox5 protein ekspresyonlari Student T-Test (Matlab mathworks

2015b) kullanilarak yapilmistir ve p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR
6.1.Morfolojik Degerlendirme

Calisilan 6rneklerin morfolojik degerlendirilmesi Spermac stain kit boyasi ile
yapilmisgtir, Normozoospermi grupta, spermlerde normal morfolojide olan sperm ¢ok
sayida gozlenirken (Sekil 6.1.1); OAT grupta, sperm boyanmasinda normal
morfolojide sperm sayisinda énemli derecede azalma goriilmiistiir. Daha ¢ok boyun
kirigi, kivrik kuyruk, sitoplazmik droplet veakrozomal bozukluklar gibi defektler

gozlemlenmistir.(Sekil 6.1.2)

»

->

>

» . "

Sekil 6.1.1 Normozoospermi grupta morfolojik degerlendirme. Barlar=10 um.(Spermac
stain boyasi X100)
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Sekil 6.1.2. OAT grupta morfolojik degerlendirme. Bariar=10 um.(Spermac stain boyas:

X100) OAT érneklerde sperm sayisinda belirgin bir azalma ve bas, boyun ve Kuyruk deformiteleri
izlendi, Igne bas spermler de mevcuttu (kirmizi okbas),
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6.2.Apoptoz Bulgulari

Calisma hipotezi {iizerine yapilan apoptoz oranlarina TUNEL yontemi
kullanilarak bakilmistir. Normozoospermi grubunda yapilan (Sekil 6.2.1) TUNEL
degerlendirilmesinde (+) olarak kabul edilen hiicreler OAT grubu TUNEL(+) hiicre
sayisindan daha az bulunmustur(Sekil 6.2.2).

Sekil 6.2.1 Normozoospermi grupta apoptoz degerlendirilmesi

Normozoospermi orneklerde bazi spermatozoada boyanma (okbaslari)izlenirken ¢cogu sperm TUNEL
boyanmadi. Barlar=50 um.(X40)
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Sekil 6.2.2. OAT grupta apoptoz degerlendirilmesi

OAT grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinda artis saptanmuistir. Barlar=>50 um.(X40)

6.3.Immunfloresan Bulgular:
Normozoospermi ve OAT gruplarda, spermler Sox5 proteini lokalizasyonu ve

ekspresyonu agisindan degerlendirilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda OAT grubunda spermde bakilan (Sekil 6.3.2)

Sox5 ekspresyonu Normozoospermi grupla karsilagtirildiginda anlamli (p<0.001)
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olarak bir azalma gostermektedir. Boylelikle, yapilan incelemelerde Sox5’in spermin

nukleusunda lokalize oldugu tespit edilmistir(Sekil 6.3.1).

Sekil 6.3.1 Normozoospermi grupta Sox5 protein ekspresyonu Barlar= 50 um.(X40)
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Sekil 6.3.2.  OAT grupta Sox5 protein ekspresyonu.Barlar= 50 um.(X40)

Normozoospermi ve OAT gruplarin Catsper-1 ekspresyon karsilastirilmasi
immunfloresan boyama ilekarsilastirildiginda, Catsper-1 Normozoospermi grubunda
nokta seklinde belirgin olarak kuyruk ana parcada goriilirken (Sekil 6.3.3) OAT
grubunda goriilmedi.(Sekil 6.3.4.)
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Sekil 6.3.3. Normozoospermi grupta Catsper-1’in protein ekspresyonu.

Normozoospermi grubundan elde edilen orneklerde iyon kanali protein olan Catsper-1 noktasal
boyanma seklinde spermlerin kuyrugunda genel olarak esas par¢ada izlendi (okbaslari) Barlar=25
um.(X40)
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Sekil 6.3.4. OAT grupta Catsper-1’in protein ekspresyonu.

OAT orneklerde bu kanal belirgin izlenmedi, Barlar=25 um.(X40)

Gruplarda Fertilin  (ADAM?2) protein ekspresyonu karsilastirildiginda,
Normozoospermi Orneklerde sperm basinin akrozomun anterior kisminda bir
boyanma goriilirken (Sekil 6.3.5) genel boyanmaya bakildiginda bu boyanma
goriilmedi. (Sekil 6.3.6).
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Sekil 6.3.5. Normozoospermi grupta Fertilinin protein ekspresyonu

Normozoospermi érneklerde bazi spermatozoada boyanma izlendi (okbaglary). Farkli yontemlerle ve
immiinofliioresanla ayni sonuglarin elde edilmesi nedeniyle fertilin ifadesinin RT-PCR ile

degerlendirilmesi gerekli oldu. Barlar=25 um.(X40)
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Sekil 6.3.6. OAT grupta Fertilinin protein ekspresyonu. Barlar=25 um.(X40)

6.4.immunohistokimya Bulgular
Yapilan deneyler sonucunda Normozoospermi ve OAT gruplar1 arasindaki

Catsperl ve Fertilin (ADAM?2) proteinleri ekspresyon ve tayini degerlendirilmistir.

Catsperl Normozoospermi grubunda, spermde kuyrugun ana pargasinda
noktasal bir lokalizasyon gosterirken (Sekil 6.4.1) morfolojik olarak herhangi
degisiklige rastlanmamistir. OAT grubunda bu boyanma belirgin olarak

goriilmemistir (Sekil 6.4.2).
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Sekil 6.4.1 Normozoospermi grupta Catsper-1 protein ekspresyonu

Normozoospermi grubundan elde edilen drneklerde immiinohistokimya yontemi ile yapilan
boyamalarda iyon kanali protein olan Catsper-1 noktasal boyanma seklinde spermlerin kuyrugunda
ozellikle esas par¢ada izlendi (okbast).Barlar=10 um.(X100)
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Sekil 6.4.2.0AT grupta Catsper-1 protein ekspresyonu

OAT grubunda bu kanal gézlenmedi. Barlar=10 pm.(X100)

Fertilin proteinin sperm baginda akrozomun anterior kisminda, nukleusun 6n
tarafinda lokalizasyon gostermesi beklenirken 06zgiin bir immiinohistokimya
boyamasi gostermemistir (Sekil 6.4.3.). Immiinfloresanla yapilan boyamada da ayni
sonuglara rastlandigindan  dolayr Fertilin i¢in sonuglarin RT-PCR ile

degerlendirilmesi uygun bulundu.
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Sekil 6.4.3.Fertilinin immiinhistokimya boyamalari.

Spermatozoonun basinda, akrozomal bdlgenin on tarafinda boyanmast beklenen fertilinin
immiinohistokimya boyamalart bu belirtece 6zgiin olarak bulunmadi. Farkli yéntemlerle ve
immiinofliioresanla ayni sonuglarin elde edilmesi nedeniyle fertilin ifadesinin RT-PCR ile

degerlendirilmesi gerekli oldu. Barlar=10 um.(X100)
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6.5.S0x5 Ekspresyonu Istatiksel Degerlendirilmesi

Normozoospermi ve OAT gruplarin Sox5 ekspresyonu karsilastirildiginda
Normozoospermi gruptaki pozitif hiicre sayisi OAT grubuna kiyasla belirgin
(p<0.001) bir artis gostermektedir (Sekil6.5.1).

Sox5 Expresyonu orani (%)

Normozoospermi OAT

Sekil 6.5.1 Normozoospermi ve OAT hasta gruplari arasinda SoxS Ekspresyon oranlari
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6.6.DNA Fragmantasyon Indeksi

Normozoospermi ve OAT gruplarin apoptoz bulgulari karsilastirildiginda OAT
grubundaki TUNEL (+) sperm hiicre sayisinda anlamli (p<0.001) bir artis

gozlenmistir.(Sekil 6.6.1)

30
* ok %

sayisi(%)

TUNEL (+) hiicre

Normozoospermi OAT

Sekil 6.6.1 Normozoospermi ve OAT hasta gruplari arasinda Tunel Ekspresyon oranlar:
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6.7. Catsper Protein Ekspresyon Istatiksel Degerlendirmesi

Normozoospermi ve OAT gruplarn1 arasinda Catsper protein oranlari
karsilagtirildiginda normozoospermi grubuna oranla OAT grubunda anlamlh
(p<0.001) bir azalma goriilmiistiir.(Sekil 6.7.1)

10

Xk %k

Catsper Protein
ekspresyonu (%o)

Normozoospermi OAT

Sekil 6.7.1 Normozoospermi ve OAT hasta gruplar1 arasinda Catsper Ekspresyon oranlari
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6.8. PCR Bulgulari

Normozoospermi ve OAT gruplar1 karsilastirildiginda Normozoospermi grupta
hastadan hastaya bir degisme goriilse de (Sekil 6.8.1) OAT grubundaki Adam2
protein ekspresyonunda anlamli (p<0.001) bir diisiis belirlenmistir.(Sekil 6.8.2)

ADAM2 (Fertilin)
Protein Ekspresyonu

O R, NN W b~
1

Normozoospermi grup

Sekil 6.8.1Normozoospermi grupta Adam2(Fertilin) Protein Ekspresyon Oranlari

_ 15 -
i
-

S 0,5 1

<2 0 A
o

OAT grup
-0,5 -

Sekil 6.8.2 OAT grupta Adam2 (Fertilin) Protein Ekspresyon Oranlari
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7. TARTISMA ve SONUC

Biz yaptigimiz bu c¢alisma ile erkek fertilitesinde Onemli oldugunu
diisiindiigiimiiz ADAM 2, CatSper ve Sox 5 ekspresyonlarinin hormozoospermi ve

oligoastenoteratozoospermik grubu drneklerinde ekspresyonlarini arastirdik.

Memeli fertilizasyonunda, sperm ilk olarak oositin zona pellusidasina yapisir,
daha sonra oositin plazma membranina tutunarak, sperm yumurta flizyonunu
gerceklestirir. Birgok sperm proteini sperm-yumurta adezyonu ve flizyonunda énemli
rol oynar[57, 58]. Bunlarin bir bolimi ADAM ailesine (Disintegrin ve
Metalloproteaz) aittir. ADAM’in tipik baskin yapisi, metalloproteaz, disintegrin,
cysteine, epidermal biiyiime faktorii benzeri(EGF) transmembran ve sitoplazmik
kuyruk boliimlerini igerir. ADAM disintegrin  domaini integrin aracili hiicre
adezyonunu destekleyebilir. ADAM’ da metalloproteaz domaini hakkinda daha ¢ok
sey bilinmesine ragmen, disintegrin domaini hakkinda daha az sey bilinmektedir[59-
61]). Biz de laboratuarimizda insan ADAM 2’nin disintegrin domaini tizerinde
yogunlastik. Fertilin (fertilin a, ADAM1 ve fertilin b, ADAM2) ve cyritestin
(ADAM3) fertilizasyon siirecinde arastirma altinda olan molekiillerdir[62-65].
ADAM, spermatozoa yiizey proteinidir, dzellikle bas bolgesinde yerlesim gosterir[2,
66]. Yapilan galigmalarda yapist bozulmus fertilin B geni i¢in yumurta aktivasyonu
normal olarak ger¢eklesmesine ragmen yumurta plazma membranina baglanma
yetenegi onemli Olgiide azalmistir.[67] Fertilizasyon Oncesi fertilin B ‘nin inkiibe
edilmesi IVF sirasinda sperm-yumurta baglanmasini inhibe eder.[68] Yine
fertilizasyon oOncesi fertilin f domainin disintegrine karsi inkiibasyonu sperm-
yumurta baglanma ve flizyonunu inhibe eder.[3] Fertilin B eksikligi olan farelerde
%87 oolemma-baglanma yeteneginde azalma olurken %50 sperm-yumurta
fiizyonunda azalma goriilmistiir. [69]Cyritestin-null spermde, oolemma-baglanma
yeteneginde biiyliik azalma goriiliirken, normal bir sperm-yumurta fiizyon oram
vardir. Fertilin B eksikligi olan spermde Fertilin a yoktu, fertilin a eksikligi saptanan
deneylerde sperm-oosit fiizyonu gergeklesmistir.[66]Cyritestin  eksikligi olan
spermde Fertilin a yoktu ve wild-type fare spermiyle karsilastirildiginda %50
oraninda Fertilin B ekspresyonunda azalma oldugu gosterildi.[62] Oosit plazma

membraninda integrine fiizyonda yardimci olan CD9-null (CD9-/-) disi farede,
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sperm-oosit fiizyon asamasindaki fiizyon yiizdesinin azalmasindan dolay1 fertilinin
biiyiik 6l¢iide azaldig1 belirlenmistir.[70, 71]
Fertilin gen proteini ¢ikarilmasi ile sperm morfolojisi, sayist ve hem epididimal hem
de ejekiilattaki motilitenin etkilenmedigi, kapasitasyonun normal gerceklesmesi
gereken zamanda ve ardindan akrozom reaksiyonu meydana geldigi bildirilmistir.
[72, 73]Fertilin geni ¢ikartilmis bir farede (Fertilin-/-) erkek farelerin fertilitesinin
onemli Olgiide azaldigir fakat yasamsal fonksiyonlari bakimindan saglikli oldugu
goOsterilmistir.[74, 75]

Bizde ¢alismamizda ADAM 2 ekspresyonlarini bir¢ok yontemle kiyasladik ve
ozellikle OAT grubunda bir diisiis oldugunu gozlemledik.
Hiperaktif sperm hareketini saglayan bir voltaj kapili kalsiyum kanali olarak islev
goren Catsper 1, sperme 6zgii CatSper gen ailesinin 4 iiyesinden biridir ve normal
sperm hareketi i¢in gerekli olan cAMP aracili kalsiyum iyon akimini kontrol eder.
Bu molekiil spermin hareketi, oosite adezyonu gibi 6nemli fonksiyonlardan sorumlu
oldugu i¢in, erkek fertilitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir[76-78]. Yine deneysel
olarak CatSper gen ailesinin baskilanmasi ile olusturulan transgenik farelerin infertil
olduklarmin anlagilmasi ile hiz kazanan aragtirmalar, bu genlerin ve kodladiklari
proteinlerin sperm aktivitesinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir [77]. Protein
islevselligini bozan CatSper 1 gen mutasyonlari sonucu ortaya ¢ikan anormal protein,
spermin hareket yetenegini yok ederek yumurtanin déllenmesine engel olmaktadir
[79].
Insanlarda Catsper kanal mutasyonlar1 infertilite ile iliskilendirilmistir. [38]Catsper
olmayan farelerin infertil oldugu spermdeki Catsperl miktarinin Catsperd icin
gerekli oldugu gosterilmistir.[80] Catsper 1-4 alt birimlerindeki gen bozulmasi
Catsper kaybina bu da Catsper akim kaybina ve infertiliteye sebep olmaktadir. [81]
Catsper hiicre i¢i Ca*’konsantrasyon artisi hiperaktif motiliteye yol agmaktadur.
Altbirimlerinden birinin nakavt edildigi calismalarda Ca® eksikliginden dolay1
hiperaktivasyon motilite kayb1 oldugu gosterilmistir.[82]
Catsperl yoksun farelerde spermde diisiik egrilik, kii¢lik genlik vardir. Asimetrik ve
titresimli dalgalanma sperm kapasitasyonu ve fertilizasyon i¢in gerekli oldugundan
hiperaktive eksikligi kaynakli infertilizasyona yol agmustir.[15, 83]Siiperovulasyona
tabi tutulan disi farede IVF yapilmis ve Catsper-/- tipte % 0 fertilizasyon
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goriilmiistiir.[4] Bu spermde yumurtaya yapisir fakat hiperaktive motilite eksikligi
nedeniyle oosite penetre olmazlar. Fertilizasyon sirasinda sperm-00sit plazma
membrani ile kaynasmak i¢in kumulus ooforus ve zona pellusida ya niifuz eder.
Yapilan deneyde zona pellusidasi enzimatik olarak ¢ikarilan yumurta hiicresinde 24
saat sonrasi penetrasyon ve dollenme meydana gelmistir.[18] Sperm-yumurta
kaynagmast ve aktivasyonu i¢in degil Catsper penetrasyonu icin gerekli
bulunmustur.[84]

Infertil hastalarda Catsperl-Catsper2 mutasyonlar1 astenoteratoozoospermi ile
korelasyonlu bulunmustur. Catsper-/- farede spermatogenez kusuru bulunmamis
sperm anormalligi de gostermemistir.[30] Segilen Catsper blokerleri (HC-056456
gibi), asir1 aktivasyonlu motiliteyi Catsper-null sperme benzer sonuglar verir, kanal
aktivitesini se¢ici olarak hedefler ve kontraseptif simif gelistirir. Anti Catsperl
immunoglobulinG hareketli hiicre yilizdesini ve dollenme oranini diistirmektedir.
Catsper-/- sperm yumurtay1 dolleyemez.[21]

Caligmalar Catsperl’in histidine zengin alanin pH probu islevi gosterdigini ve hiicre
ici alkalizasyonun Catsper’1 aktive ettigini gostermistir. Nakavt caligmalar1 iki sperm
spesifik iyon kanali Catsper ve Ksper’nin infertiliteye neden oldugunu ancak normal
sperm iretiminin etkilenmedigini ortaya koymustur.[85]Catsper] gen bozulmasi
homozigot cinsiyette erkek yavrulara neden olur bu da anormal sperm hareketliligi
sonucu gebelik olusturmaz.[17, 86]

Biz de ¢alismamizda normozoospermi grup ile OAT grubun boyanma oranlarini
karsilastirdik ve OAT grubun sperm boyamalarinda CatSper ekspresyon oraninin
daha diistik oldugunu gézlemledik.

Son yillarda, erkek infertilitesinde sperm DNA biitiinliigiiniin roliinii arastiran
calismalar artig gostermistir. Bu ¢aligmalarda erkek infertilitesinin teshisinde sperm
DNA biitiinliigliniin rutin semen analizine gore daha iyi bir belirte¢ olabilecegi
gorligii One siiriilmistiir. Sperm DNA hasarinin infertil erkeklerde fertil erkeklere
oranla daha fazla goriildigi ve sperm DNA hasarinin bu hastalarda fertilite
potansiyelini  negatif olarak etkiledigi savunulmustur[87-89].Sperm DNA
biitiinligiinti degerlendiren testler arasinda TUNEL (The Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-Mediated Deoxyuridine (TdT) Triphosphatre (dUTP) Nick End
Labelling Assay) direkt olarak DNA kiriklarini 6lgmektedir[90]. Sperm DNA
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biitiinligli sadece genetik materyalin gelecek nesillere basarili olarak aktarilmasinda
degil, fertilizasyonun diizgiin bir sekilde gerceklesmesi, kaliteli embriyo gelisimi ve
gebeligin saglanmasi agisindan da 6nem tasimaktadir. Yapilan ¢aligmalarda anormal
rekombinasyon, kusurlu kromatin, apoptoz, oksidatif stres DNA kirilma etyolojisi
arasinda ge¢cmektedir.[91] DNA fragmantasyon oranlari basarili déllenme ve IVF
sansini azaltan bir etmendir bu da infertilite tanis1 konmus kisilerde bakilmasi
ihtimalini giiglendirmektedir.[92-94]

Biz de c¢alismamizda normozoospermi grubunun TUNEL(+) boyama
sonuclarini, infertil dedigimiz OAT grup sperm boyama sonuglar ile karsilastirdik ve

OAT grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisinda bir artig gézlemledik.

Ozellikle erkek gonadlardan Sox ailesine ait birgok transkripsiyonel faktdriin
eksprese oldugu bilinmektedir[95]. Seks belirleyici Y kromozomu ile iliskili cDNA
izole edilmis murine testisinde Sox ailesinden transkripsiyonel faktorler izole
edilmistir[96]). Post-mayotik yuvarlak (Round) sSperm hiicrelerinde  Sox
ekspresyonlart  goriilmektedir[42]. Eriskin fare testislerinde, Sox5’m yiiksek
ekspresyonu ile iligkili memeli sperm iliskili antijen 6 gen (mammalian sperm-
associated antigen 6 gene(Spag6) artisi gorilmiistiir[97].Catsper 1’ bu
transkripsiyonel faktorler ile diizenlenmesi de ilging bir sonugtur.

Yapilan ¢alismalarda S-Sox5 lokusunun erkek infertilitesi ile iliskili oldugu ve
testisteki yliksek ekspresyon seviyesinin S-Sox5 ‘in sperm fonksiyonu ve erkek
turemesi i¢in gerekli genlerin  diizenlenmesinde rol oynadigin1 ortaya
koymaktadir.[45] S-Sox5 Spagl6L promotorunda Sox5 baglanma yeri ile etkileserek
Spagl6L’nin transkripsiyonunu aktive eder. Veriler silia/flagella olusumunda
diizenleyici rol oynadigini gostermistir. Sperm/flagella yap1 ve fonksiyonu igin
gerekli genlerin promotor bolgelerindeki transkripsiyon faktorii baglanma bdolgeleri
analiz edildiginde silia/flagella genlerin kontrolii olarak Sox5 tespit edilmistir.[98]
Sox5 ve Sox9, Catsperl promotdrunun transaktivasyonunda artisa neden oldugu ve
Catsperl promotoruyla etkilesime girdigi bildirilmistir.[44, 47]

Biz de calismamizda normozoospermik hastalarin Sox boyanma oranlarini, OAT
grubuna oranla daha yiiksek olarak gozlemledik. Bu da bizim fertil hastalarda Sox

oranlarinin daha yiiksek oldugunu diigiindiirdi.
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Erkek infertilitesinde rol oynadig diisiiniilen bu molekiiller ile yapilacak daha
detayli caligmalar, tan1 koymada ve Catsper, fertilin (Adam 2), Sox 5 proteinlerine
kars1 antikorlar olusturularak bu proteinlere baglanmalar1 ve dolayisi ile proteinlerin
aktivitesini inhibe etmeleri sonucunda erkek dogum kontroliinde rol oynayabilecek

molekiiler bir mekanizma alt yapisi olabilir.
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