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OZET

Asir1 kilo ya da obezite tiim diinyada onemli bir halk saglig1 sorunu olmaya baglamistir. Son
zamanlarda bazi cahsmalarda artnus beden kitle indeksi (BKi)’nin semen parametreleri ve
sperm Kkalitesi iizerine olumsuz etki edebilecegi bildirilmistir. Bu ¢alismada normal, fazla
kilolu ve obez bireylerde sperm kalite diizeyleri arasindaki farkliliklari, sperm-yumurta
fiizyonunda gorev alan Izumo-1 sperm yiizey reseptoriiniin ekspresyon diizeylerini ve artmis
BKI’nin sperm DNA’s1 iizerine olas1 etkilerini belirlemek amaglanmustir.

Cahsmada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Poliklinigi’ne basvuran 18-35 yas
araliginda, BKI normal (n=20), fazla kilolu (n=19) ve obez (n=18) erkek bireylerden alinan
semen Ornekleri kullanildi. Sperm Ornekleri Diff Quik boyama yontemi ile boyanarak
morfolojik  kriterleri acisindan degerlendirildi. Izumo-1 sperm ylizey reseptoriiniin
ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in western blot analizi kullamldi. Gruplar arasinda sperm
DNA hasarlarin belirlemek amaciyla alkali comet assay yontemi kullanildi. Veriler R Studio

3.2.2 program ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Gruplara ait olan sperm Orneklerinde, ortalama sperm konsantrasyonu, sperm motilite orani
ve normal morfolojiye sahip sperm oranlarmm 6zellikle de BKi>30 kg/m® olan obez
bireylerde diistiigii gozlendi. Caligmada, fazla kilolu ve normal kilolulara dogru morfolojik
hasarlarm azaldig1 belirlendi. Western blot yontemi kullanarak inceledigimiz Izumo-1 sperm
yiizey reseptorii ekspresyon diizeylerine bakildiginda, BKI degerlerinin Izumo-1
ekspresyonunu da etkiledigi belirlendi. Buna gore, normal ve fazla kilolu gruplar ile
karsilastirildiginda en yiiksek Izumo-1 ekspresyonu obez grubunda bulunmaktaydi (p>0,05).
Alkali comet assay metodu ile gruplarda DNA hasar1 incelendiginde comet parametreleri,
sperm morfolojik degerlendirme sonuclar1 ile uyumlu olarak diger gruplara gore obez
grubunda DNA hasarmim anlamli derece arttigini gosterdi (p<0.001).

Sonug olarak ¢alismamizda, BKI’nin erkek infertilitesi ve bununla iliskili olan sperm sayis1 ve
morfolojisi ya da sperm DNA hasar1 ile Izumo-1 protein ekspresyonu, iligkili oldugu
gosterilmistir. Basta deneysel arastirmalar olmak {izere gebelik oranlarini da iceren daha genis
klinik ¢calismalarla bu bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Sperm yiizey reseptorii, [zumo- 1, western blot, comet assay
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SUMMARY

Overweight or obesity has begun to be a major public health concern worldwide. Recently, in
some works, it has been reported that increased body mass index could influence negatively
on semen parameters and sperm quality. In this work it was aimed to determine; the
differences between the sperm qualities of normal, overweight and obese person, the
expression levels of the Izumo-1 sperm receptor which is assigned in sperm-egg fusion and
the possible effects of the increased body mass index on the sperm DNA.

Semen samples from normal (n = 20), overweight (n = 19) and obese (n = 18) male subjects
between the ages of 18-35 who applied at Erciyes University Faculty of Medicine Urological
Policlinic, were used in the study. Sperm samples were stained with Diff Quick staining
method and evaluated in terms of morphological criteria. Western blot analysis was used to
determine the expression level of Izumo-1 sperm receptor. The alkaline comet assay method
was used with the aim to determine the sperm DNA damages between the groups. The data
were statistically evaluated using the R Studio 3.2.2 program.

Mean sperm concentration, sperm motility ratio and sperm rates with normal morphology fell
in obese subjects with BMI>30 kg / m® in the sperm samples belonging to the groups. In the
study, it was determined that morphological damage decreased from overweight person to
person with normal weight. When we examined the expression levels of Izumo-1 sperm
surface receptor using Western blot method, it was determined that BMI values also affected
Izumo-1 expression. Accordingly, when compared with the normal and overweight groups,
the highest level of Izumo-1 expression was found in the obese group (p > 0.05). When DNA
damage was examined in groups with Alkali comet assay method, comet parameters showed
significant increase in DNA damage in obese group compared to other groups in accordance
with sperm morphological evaluation results (p < 0.001).

In conclusion, our study showed that BMI correlates with male infertility and associated
sperm count and morphology or sperm DNA damage with Izumo-1 protein expression. These
findings should be supported by wider clinical trials, including experimental studies and
pregnancy rates.

Keywords: Sperm surface receptor, [zumo-1, western blot, comet assay
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1. GIRIS VE AMAC

Fiziksel aktivitedeki yetersizlik ve sagliksiz beslenme bircok hastaligi da beraberinde
getirmektedir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak
kabul edilen obezite son yillarda en 6nemli saglik problemleri arasinda yer almaktadir.
Viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasi durumunda, viicut
yag Kkitlesinin artmasi ile karakterize bir hastalik olan obezite genetik ve cevresel
etkilesimleri olan kronik bir hastaliktir. Obezite farkli bircok yontem ile
olciilebilmektedir. En sik kullanilan ve en basit yol beden kitle indeksi (BKI) olarak
bilinir. BKI, bireyin viicut agirligmin (kg), boy uzunlugunun (metre cinsinden) karesine
(BKi=kg/m®) bsliinmesiyle elde edilen bir degerdir (1). Bdylece, kisilerin kilo ve boy
verilerini kullanarak viicut agirligimnin normal mi, fazla kilolu mu ya da obez mi

oldugunu 6grenebiliriz.

Obezite, diinyadaki gelismis ve gelismekte olan iilkelerin hem ¢ocuk hem de yetigkin
doneminde 6nemli bir sorunu oldugu gibi iilkemizin de onemli saglik sorunlarindan
birisidir (2). DSO tarafindan obezite, saghig1 bozacak 6lciide viicutta agir1 yag birikmesi
olarak tammlanmistir. Obezitenin kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, insiilin
direnci, diabetes mellitus, bazi kanserler, solunum bozukluklar1 ve beraberindeki
psikolojik problemlerle artmis mortalite ile iligkisi bilinmektedir (3). Obeziteye bagli
bozukluklar incelenirken beden saglig iizerinde odaklanilsa da, veriler infertiliteye de

neden oldugu yoniindedir.

Infertilite, korunmasiz cinsel iliskiye ragmen bir yilin sonunda gebelik saglanamamas1
olarak tamimlanir ve ¢iftlerin %15 ‘ini etkiler. Infertilite nedeninin yaklasik %20’si
sadece erkek faktorii iken kadin ve erkek faktorii birlikteliginde bu oran %30-40’lara
ulasmaktadir. Boylece erkek faktorii ¢iftlerin yaklasik yarisinda bulunmaktadir. Erkek

infertilitesinin degerlendirilmesinde rutin semen analizi kullanilmaktadir. Semen



analizinde ejakulatin fiziksel Ozellikleri, toplam sperm sayisi, sperm motilitesi ve
morfolojisi, vitalite oran1 gibi spermatozoaya ait faktorler incelenmektedir (4). Erkek
infertilitesine neden olan faktorler arasinda inmemis testis, testis torsiyonu varikosel,
antisperm antikorlar, hipogonadotropik hipogonadizm ve {iireme kanallarinin
obstriiksiyonu olarak bilinsede, son zamanlarda bazi ¢calismalarla artrus BKI’nin erkek

tireme fonksiyonlari iizerinde negatif bir etkiye sahip oldugu da bilinmektedir (1).

Fertilizasyon dogal olarak bir bireyin gelismesini saglayacak olan zigotun olustugu
Onemli bir siirectir. Sperm ve yumurta zar flizyonu da dahil olmak iizere sirali olaylara
eslik eder. Bununla birlikte, insan tireme kontroliinde fertilizasyonun 6nemine ragmen,
fiizyonun altinda yatan molekiiler temel bir sir olarak kalmistir. Sperm hiicrelerinin
yapist iizerinde onemli rolii bulunan hiicre membrani genel olarak diger memelilerin
plazma membranlar: ile benzerdir. Spermatozoa membraninda sperm hiicresine 0zgii
cesitli antijenler bulunur. Bunlardan bazilar1 tirozin kinaz sp 95, proakrozin, PH-20, PH-
30, sp 56, galaktoziltransferaz, spermadezinler, progesteron reseptorii ve Izumo-1
vb.’dir. Bir sperm membrani yiizey reseptorii olarak bilinen Izumo-1, sperm ve yumurta
hiicrelerinin fiizyonunda etkili ve gerekli bir membran yiizey reseptorii olarak

tanimlanmustir.

Erkekte DNA kalitesi lireme yetenegini gosterir. Erkegin sperm sayisi, hareketliligi ve
olgunlugunu belirleyen pek ¢ok etken olmakla birlikte bu konuda genetik faktorlerin de
etkili oldugu bilinmektedir. Genetik 6zelliklerin yaninda erkegin yasam sekli, beslenme
aliskanliklar1 da sperm DNA’sinm saghgmdan onemli bir rol oynamaktadir. Obez
erkeklerde DNA kirilma oranlarmin artti1 bildirilmistir (5). Semen Orneginin sperm
DNA biitiinliigiiniin tanmmasi, yiiksek oranda iireme etkinligi i¢in ¢ok Onemlidir.
Semen analizi parametreleri olan morfoloji, motilite ve Ornekteki spermatozoa
konsantrasyonu; iireme potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan yetersiz kalmaktadir.
Kiiciik sperm DNA hasarlar,, pre ve post replikasyon onarim mekanizmalariyla
onarilabilirken; biiyilk DNA hasarlar1 onarilamayabilir. Boylelikle gercekte infertil bir
erkek rutin spermiyogram verilerine gore goriiniiste normal morfolojide spermlere sahip
olur, bu germ hiicreleri ise hasarli DNA’ y1 barindirir. Bu durum, gebelik kayiplarma
veya Olii dogumlara neden olur; ya da ciddi dismorfogenetik 6zellikte major veya minor

konjenital malformasyonlar veya retinoblastom benzeri kesin kanser predispozisyonunu



arttirr. Boylelikle DNA biitiinliik caligmalari, yardimer iireme tekniklerinin kullanimi

oncesinde infertil erkeklerin degerlendirilmesinde son derece dnemlidir (6).

Bununla birlikte erkek obezitesi ile sperm ylizey reseptorii olan Izumo-1 ile DNA
biitlinliigii arasindaki iliski tam olarak ortaya konulamamistir. Biz bu caligmada artmis
BKI degerlerinin bir fiizyon proteini olan Izumo-1 ekspresyonu iizerine etkisi ve DNA
hasarma ne 6l¢iide sebep olabilecegi diisiincesiyle DNA hasarinin arastirilmasina karar

verdik (7).

Bu caliyjmanin amaci BKI normal, fazla kilolu ve obez kisilerden alinan semen
orneklerinde BKI degerleri ile sperm morfolojisi, Izumo-1 yiizey reseptoriiniin western
blot analizi ile ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmas1 ve comet assay metoduyla

DNA hasarinin incelenmesidir.



2. GENEL BiLGIiLER

Erkek genital sistemi, haploid kromozom igerikli erkek germ hiicrelerinin devaml
iretimi, beslenmesi ve gecici olarak depolanmasindan ve erkek seks hormonlarinin
sekresyonundan sorumludur (8). Erkek genital sistemi, sperm iireten ve androjenleri
salgilayan bir cift testis, spermatozoanlarin digariya taginmasindan gorevli dis genital
kanallar sistemini olusturan epididimis, duktus deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek

iretrasiin bir parcasindan ve ciftlesme organi olan penisten olugsmaktadir.

2.1. TESTiSLER

2.1.1. Testisin Embriyonik Gelisimi

Embriyonun hem kromozomal hem de genetik cinsiyeti sekonder oositi dolleyen bagl
olarak diillenmede belirlenir (9). Testisler vitellus kesesi endoderminden kdken alir.
Insan embriyosunun dorsal segmentleri arasindan primordiyal gonadin mezenkim kismi1
gelisir (10). Primordiyal germ hiicreleri ise gelisimin ii¢lincii haftasinda allantoise yakin
bir yerde vitelliis kesesi duvarinda endoderm hiicreleri arasinda belirir. Besinci haftada
primitif gonadlara ulasirken altinci haftada genital kivrimlara tamamen yerlesirler.
Gebeligin yedinci haftasindan dnce, her iki cinsin gonadlar1 benzerdir ve farklilagsmamis
gonadlar olarak adlandirilirlar. Gonadlar ii¢ kaynaktan kdken alir. Bunlar; Posterior
abdominal duvar1 doseyen mezotel (mezodermal epitelyum), altindaki mezensim
(embriyonik bag dokusu), primordiyal germ hiicreleridir. Gonadlarin erkek ya da disi
yoniinde farklilasmalar1 XX ya da XY kromozom kompleksine baghidir ve cinsiyet
gebeligin yedinci haftasinda belli olur (11). Genetik olarak Y kromozomu bulunduran
embriyolarda, genellikle testisler gelismektedir. Y kromozomunun kisa kolu iizerinde
bulunan SRY geni, farklanmamis gonadin testis olarak gelisimini saglayan bir anahtar

rolii gormektedir (12). Testis belirleyici faktor primer seks kordonlarini uyararak,



farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasmna sebep olur, kordonlar
burada dallanarak anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis meydana gelir (13). Gelisim
devam ettikce testis kordonlar1 yiizey epiteliyle olan iligkisini kaybeder. Bu testisin
tizerini saran fibroz yapidaki tunika albuginea aracilif1 ile olur. Kordonlar puberteye
kadar kapalidir (14). Bu donemde liimenin olusumu ile seminifer tiibiiller meydana
gelir. Seminifer tiibiiller rete testis liimenine baglanip sonra duktuli efferentes ile devam
edecektir. Bunlarda Wolff kanalina acilarak duktus deferensi olusturur (15). Leydig
hiicreleri, interstisyel dokudaki mezenkimal hiicrelerin farklilagmasi sonucu ortaya
cikar. Gebeligin ortasma kadar bu hiicreler testisin %50’sini olustururken doguma dogru
sayilar1 giderek azalacaktir. Gelisimin erken donemlerinde lomber bolgede bulunan
testisler, tigiincii aydan itibaren skrotuma dogru inmeye baglar. Hutson hipotezine gore
testisin iniginin iki evresi vardir: Ilki transabdominal evre olup bu evre androjenden
bagimsizdir ve inis anti miilleryan hormon etkisi ile olur. Testis karmn arka duvari
boyunca inerken gebeligin 17. haftasinda i¢ inguinal halka hizasma gelir ve gebeligin
28. haftasina kadar burada kalr. ikinci evre inguinoskrotal evre olarak bilinir. Bu
donemde testis inguinal kanal yoluyla karm 6n duvarmi gecer ve skrotuma iner. Testis
gesimin yedinci aymdan sonra inguinal kanali ge¢cmistir ve dogum gerceklesmeden
once de gelisimini tamamlamis bir sekilde eriskinde olmasi gerektigi gibi skrotumdaki

yerini almustir.

Embriyonik gelisim doneminde, gelismekte olan testisler glikoprotein bir hormon olan
antimullerian homon (AMH) veya mullerian inhibitor madde (MIS) adi verilen bir
hormonu iiretmekten sorumludurlar. AMH, destek hiicreleri olan sertoli hiicreleri
tarafindan iretilir ve bu hormonun iiretimi puberteye kadar devam etsede iiretim
seviyesi gittikce azalacaktir. AMH’in en Onemli gorevi paramezonefrik kanallarin
gelisimini baklilamasidir. Puberteye kadar solid halde kalan seminifer tiibiillerde
puberteden itibaren liimen gelisir. Seminifer tiibiillerde iki farkli hiicre tipi bulunur;
Sertoli ve spermatogenetik hiicreler. Sertoli hiicreleri testisin ylizey epitelinden
gelisirler. Fotal testise ait seminifer tiibiillerde Sertoli hiicreleri ¢ogunlugu olusturur.
Daha sonra testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin disinda bulunan mezoteli
olusturur. Rete testis, efferent duktuslar1 olusturan 15-20 adet mezonefrik tiibiiller ile
devam eder. Bu duktuslar, duktus epididimisi olusturan mezonefrik duktus ile

baglanirlar (16).



2.1.2. Testisin Yapisi

Testis epididimis ve tunika vajinalis ad1 verilen mezotel doseli boslugu icine alan deri
ile kapli bir skrotal kese icinde bulunur. Bu sekilde bir yerlesim testislerin normal
spermatogenez icin gerekli viicut 1sist olan 34 °C ila 35 °C arasinda olmalarmi saglar.
Testisler, tunika albuginea ad1 verilen kalin bag dokusu kapsiilii ile sarilmistir. Oldukca
kalin sik1 bag dokusu yapisinda olan tunika albuginea her bir testisi sarar. Kapsiiliin i¢
kismi olan tunika vaskiiloza kan damarlar1 iceren gevsek bag dokusudur. Her bir testis,
kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan yaklasik 250 lobiile
boliiniir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalmlasir ve mediastinum testisi
meydana getirir (17). Buradan bezin i¢ine dogru uzana fibroz septumlar bezi testikiiler
lobiiller olarak adlandirilan yaklasik 250 adet piramidal loba ayirir. Bu bdlmeler
genellikle birbirleri ile iliskilidir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Testis ve iireme yollarini gésteren sematik ¢izimi (18).

Her bir lobiil, yiiksek diizeyde kivrimli birka¢ seminifer tiibiilden olusmaktadir. Testisin
her bir lobiilii, gevsek bag dokusu ile smirli lile 4 adet seminifer tiibiil icerir. Bu bag
dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig
hiicreleri) icerir. Seminifer tiibiill yapilati erkek germ hiicreleri olarak bilinen

spermatozoonlar1 iiretirler. Leydig hiicreleri ise testikiiler androjenleri salgilar. Lobiiliin



icindeki her bir tiibiil bir halka yapar ve uzun olmasi nedeniyle oldukca kivrimlidir ve
lobiiliin i¢inde kendi iizerine katlanir. Halkanin uglar testisin mediastinumuna yakindir
ve burada kisa, diiz bir seyir izler (19). Seminifer tiibiiliin bu boliimii diiz tiibiil (tubulus
rektus) olarak adlandirilmaktadir. Bu boliim mediastinumun i¢inde anastomozlasan
kanallar sistemi olan rete testis ile devam eder. Seminifer tiibiiller, tunika propriya
tarafindan ¢evrelenmis bir seminifer epitelden meydana gelmektedir. Seminifer epitel

iki temel hiicre popiilasyonundan olusan kompleks, ¢ok katli, sira dis1 bir epiteldir.

2.1.2.1. Seminifer Tiibiiller (Tiibiili Seminiferi Kontortiler)

Her lobiil yaklagik 250-1000 seminifer tiibiil bulundurur. Her bir seminifer tiibiil cok
katli epitel hiicrelerinden olusan yaklasik 150-200 um c¢apinda, 30-70 cm uzunlukta
olup bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu 250 metredir. Tibiiller kivrimhidir ve
baslangicta kor ugludur. Her bir tiibiil lobiiliin tepesine dogru sonlanirken lumeni daralir
ve diiz tiibiiller ya da tiibiili rekti adiyla bilinen kisa segmentler halinde devam eder. Bu
diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin
olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar (20). Seminifer tiibiiller fibroz bir bag
dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer
epitelden olusmustur. Seminifer epitelde 2 tip hiicre vardir. Sertoli ya da destek
hiicreleriyle spermatogenezdeki seriyi olusturan hiicrelerdir. Spermatogenik seri
hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir, islevleri ise spermatozoonlar1 tiretmektir.
Seminifer tiibiilleri ¢evreleyen adventisyal tabakanin hemen altinda tubiil limenine
dogru myoid hiicre tabakasi yer almaktadir. Bu hiicrelerin ekstraselliiler matriks
proteinlerinin iiretiminde ve sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol
alabilecekleri ileri siiriilmiistiir. Myoid hiicrelerin ayn1 zamanda kontraktil kapasiteye
sahip olduklar1 da bildirilmistir (21). Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi,
belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur.
Seminifer tiibiilii saran fibroz tunika propria birkac fibroblast katmanindan olugsmustur.
Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas 6zellikleri gosteren yassilagsmis
miyoid hiicreler igerir. Myoid hiicre tabakasi ile bazal membran arasinda “i¢ lamel” ad1
verilen kollajen tabakasi bulunmaktadir (22-24). En i¢ tabakayi bazal membran
olusturur. Bazal membrandan liimene dogru var olan ¢ok kath hiicre tabakasi i¢inde iki

tiir hiicre bulunmaktir. Bunlar sertoli ve spermatojenik hiicrelerdir.



2.1.2.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri saran uzamig piramidal hiicreler
olarak tanimlanir (Sekil 2.2). Bu hiicrelerin tabanlar1 bazal laminaya oturmustur, apikal
bolim ise seminifer tiibiilin liimenine kadar uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli
hiicresinin sinirlart belirgin degildir, ciinkii bu hiicrelerin spermatogenik seriye ait
hiicreleri cevreleyen c¢ok sayida lateral uzantilar1 bulunur. Elektron mikroskobu
caligmalarinda hiicrelerin iyi gelismis organelleri (bol miktarda diiz endoplazmik
retikulum, iyi gelismis kaba endoplazmik retikulum, Golgi kompleksi ve ¢ok sayida
mitokondri ile lizozom) igerdigi bilinir. Genellikle iiggen bi¢iminde uzamis bir
cekirdek, belirgin bir nukleolus goriilir (25). Sertoli hiicreleri, spermatogenetik
hiicrelerden farkh olarak cogalma 6zelligi gostermezler. Sertoli hiicreleri, yerlesimleri
ve birbirleriyle olan iliskileri nedeniyle spermatogenetik hiicrelere mekanik desteklik
saglar, beslenmelerine yardimci olur ve onlar1 kan yoluyla gelen zararli maddelerden
korur (26,27). Ayrica sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar: arasinda hipofiz bezinden folikiil
uyarict hormon (FSH) salinmasini 6nleyen inhibin hormonunu salgilamak, seminifer
tiibiil limenine proteinlerce zengin bir s1vi salgilama ve spermatogenez i¢in gerekli olan
testosteron konsantrasyonunu artiran androjen baglayici proteini (ABP) iiretmek ve
salgilamakta yer almaktadir. Sertoli hiicrelerinin salgiladigr androjen tutucu protein,
seminifer tiibiil ve genital bosaltma kanallarindaki testosteronu kontrol eder. Yine
sertoli hiicrelerince salgilanan uyarici ve baskilayici yapilar, spermatogenetik hiicrelerin
gecirdigi mitoz ve mayoz boliinmeleri kontrol eder. Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri,
hiicrenin alt yan yiizeylerinde engelleyici siki iligkiler ile birbirine baglanarak kan-testis
bariyerini olustururlar. Bu bariyer dinamik yapidadir ve seminifer tiibiilii bazal ve
adluminal kompartman olmak iizere ikiye ayrilir. Sertoli hiicrelerinin lateral membran
uzantilar1 arasinda bulunan zonula okludensler sayesinde kan-testis bariyeri olusmustur.
Bazal kisimda spermatogonyumlar ve erken donem primer spermatositler yer alirlar.
Ilerleyen asamalarda adluminal alana gecerken olgunlasan spermlerde kromozomal yap1
degistigi icin kan-testis bariyerinin bu sperm hiicrelerinin immiin sistemin olasi
saldirisindan korunmasinda rol oynadig diisiiniilmektedir. Kan testis bariyerine myoid
hiicre tabakasi ve endotel tabakasinin da katkisinin bulundugu diisiiniilmektedir. Bu

acidan ele alindiginda, sperm iiretiminin siirekli oldugu eriskin bireylerde testiste, kan-



testis bariyerinin bozulmasma neden olacak hadise otoimmiin bir testis hasarma yol

acabilecek antisperm antikorlarin olusumuna neden olabilir.

Sertoli hiicrelerinin baslica 6nemli islevleri;

1. Gelismekte olan spermatoozonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin
diizenlenmesi: Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan-testis bariyeriyle
izole edildigi icin, bu spermatogenik hiicreler besin maddeleri ve metabolitlerin alinip
verilmesinde Sertoli hiicrelerine muhtagtir. Sertoli hiicreleri bariyeri gelisen sperm

hiicrelerini immiinolojik saldiridan da korur.

2. Fagositoz: Fagosite edilen bu sitoplazmik pargalar Sertoli hiicrelerindeki

lizozomlarda sindirilir.

3. Sekresyon: Bu hiicreler seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde akan ve
spermlerin taginmasinda gorev alan bir sivi iiretirler. Androjen baglayici protein iiretimi
Sertoli hiicreleri tarafindan folikiill uyarict hormon ve testosteron kontrolii altinda

gerceklestirilir.

4. Anti-Miillerian Hormon iiretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek
fetusta paramezonefrik kanallarm gerilemesinde gorev alan bir glikoproteindir.
Testosteron hormonu mezonefrik kanallardan koken alan yapilarin gelismesininde gorev

alir.
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Sekil 2.2. Seminifer tiibiilde yer alan spermatojenik seri hiicreleri ve
bunlarin Sertoli hiicreleri (27).

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki interstisyel doku bag dokusu, sinirler, kan ve
lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri
gibi makromolekiillerin serbestce ge¢cmesine miisade ederler. Bag dokusu cesitli tipte
hiicreler icerir. Bunlar arasinda fibroblast, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast
hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir,
bu yuvarlak ya da poligonal sekilli olan ve merkezi bir cekirdegi ve kiigiik lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid
salgilayan hiicre Ozelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin interstisyel ya da Leydig
hiicreleridir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu iiretirler. Testosteron sentezi mitokondri ve diiz endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi igbirligine bir

ornek olusturur.

Leydig hiicrelerinin aktiviteleri ve miktarlar1 hormonal uyarimlara baghdir. Insanda
gebilk sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon anne kanindan bebege gecer ve
androjenik hormonlari iireten fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Bu hormonlar,
embriyonik farklilasmada erkek genital organlarimin gelismesi icin mutlaka gereklidir.

Embriyonik interstisyel hiicreler gebeligin 18. haftasina kadar tamamen farklilagmistir;
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bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha
sonra gebelik boyunca ve hipofizden sonra saliman Liiteinizan Hormon (LH) uyarimi
altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 puberte oncesi doneme kadar

dinlenmede kalirlar (25).

2.1.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan sperm gelisimi siirecidir. Spermlerin iiretildigi
siire¢ olan spermatogenezde kompleks ve essiz bir olaylar serisi gerceklesmektedir.
Stireg ilkel primitif bir germ hiicresi olan spermatogonyum ile baslar (28-29).
Puberteden kisa bir siire 6nce, pitiiiter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisi
altinda baslar ve yasam boyunca devam eder (30). Tanimlayici olmasi i¢in, ii¢ farkli

faza ayrilmaktadir.

Spermatogonyal faz’da spermatogonyumlar mitoz ile boliinerek kendi yerlerine
gececek hiicreleri olustururken, sonucgta primer spermatositlere farklilasacak olan

adanmis spermatogonyum popiilasyonunu da olustururlar.

Spermatosit faz’da (mayoz) primer spermatositler iki mayotik bolinmeye ugrayarak
kromozom sayilarin1 ve DNA miktarlarin1 azaltirlar ve spermatid adi verilern haploid

hiicreleri olustururlar.

Spermatid faz’da (spermiyogenez), spermatidler matiir (olgun) sperm hiicrelerine

farklilagirlar.

Spermatogenezin sonunda spermatidler son olgunlagsmalarini gecirirler ve spermiasyon
olarak adlandirilan bir siire¢ ile Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiiliin liimenine

saliverirler.

2.1.3.1. Spermatogonyal Faz

Spermatogonyal fazda kok hiicreler boliinerek kendi yerlerine gececek olan hiicreleri ve
adanmis spermatogonyum populasyonunu olustururlar (Sekil 2.3). Spermatogonyal kok
hiicreler c¢ok sayida bolinme gecirirler ve rutin hemotoksilen eozin (H&E)
preparatlarinda niiklear goriiniimde farkliliklar gosteren spermatogonyal soylar:

iretirler.
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Insan spermatogonyumlari, rutin histolojik preparatlarda niikleuslarin goriiniimii temel

almarak 3 tip olarak siiflandirilmaktadir (31).

1-Tip A koyu spermatogonyumlar; ince graniillii kromatinli, yogun bazofilik, oval
niikleuslara sahiptir. Bu spermatogonyumlarin seminifer epitelin kok hiicre oldugu

diistiniilmektedir.

2-Tip A acik spermatogonyumlar; Acik renk boyanan ince graniillii kromatinli oval

niikleuslara sahiptirler.

3-Tip B spermatogonyumlar; Genel olarak niiklear zarf boyunca ve merkezi bir
niikleolusun c¢evresinde genis kiimeler olusturacak sekilde yogunlagsmis kromatini

bulunan yuvarlak niikleuslara sahiptirler.
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Sekil 2.3. Spermatogonial hiicreler (32).

2.1.3.2. Spermatosit Faz1 (Mayoz)

Spermatosit fazinda primer spermatositler mayoza ugrayarak hem kromozom sayisini,
hem de DNA miktarlarin1 azaltirlar. Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesi
primer spermatositleri iiretir. Olustuktan kisa siire sonra ve mayoz baslamadan Once
DNA'’larin1 replike ederler. Boylece, her primer spermatosit normal sayida kromozom
(2n) ve iki kat1 miktarda DNA igerir. Her kromozom iki kardes kromatidden olusur.
Mayoz I, kromozom sayisini (2n’den 1n’ye) azaltir ve DNA miktarmni haploid duruma
(4d’den 2d’ye) getirir. Mayoz II’ den once DNA replikasyonu olmadigi i¢in, bu

boliimden sonra her bir spermatid haploid (1n) sayida kromozoma sahiptir. Her bir
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kromozom tek bir kromatid (1d) icerir. Insan primer spermatositlerde 22 giin kadar
birinci mayotik boliinmenin profazinda kromatin goriilebilen kromozomlar1 olusturacak
sekilde yogunlasir. Profazin sonunda 44 otozom ve bir X ve Y kromozomu, her biri iki
kromatin ipligine (kromatidler) sahip halde fark edilebilir. Dort kromatidden olustuklar:
icin tetrad denen homolog kromozom ciftleri, crossing-over olarak adlandirilan siirec ile
genetik materyal degisimi yaparlar (33,34). Bu degisim esnasinda, dort kromatid
yeniden diizenlenerek sinaptonemal kompleks olarak adlandirilan ii¢ parcali bir yapi
olustururlar. Bu siire¢ genetik cesitliligi garantilemektedir. Genetik degisim yoluyla, her
spermatositin iirettigi dort spermatid birbirinden ve diger spermatidlerden farkli olur.
Crosing-over tamamlandiktan sonra homolog kromozomlar ayrilir ve mayoz mekiginin
zit kutuplarma hareket ederler. Boylece, crosing—over ile modifiye edilen tetradlar
ayrilirlar ve tekrar diyadlar1 olustururlar. Homolog bir ciftin bir kromozomunun
mekigin her iki kutbundan birine hareketi rasgeledir. Bu rasgele diizenleme, sonucta

olusan spermin genetik cesitliliginin diger bir kaynagidir.

Birinci mayotik bdliinme ile olusan hiicreler sekonder spermatositler olarak
adlandirilmaktadir. Her sekonder spermatosit kromozom sayisini azaltmistir (1n); 22
otozom ve bir X ya da Y kromozomuna sahiptirler. Bu kromozomlarin her biri iki
kardes kromatidden olusur. Ikinci mayotik boliinmenin metafazinda kromozomlar
metafaz plaginda dizilirler. Kardes kromatidler ayrilir ve mekigin zit kutuplarma
hareket eder. Ikinci mayotik boliinme tamamlandiginda ve niiklear membranlar yeniden
olustugunda her bir sekonder spermatositten her biri 23 tek iplikli kromozom (1n) ve 1d

miktarinda DNA iceren iki haploid spermatid olusur (35).
2.1.3.3. Spermatid Faz1 (Spermiyogenez)

Ikinci mayotik boliinmenin sonucunda olusan her spermatid DNA icerigi olarak
haploiddir (1d) ve (1n) olan kromozom sayis1 22 otozom ve bir X ya da Y kromozomu
tarafindan temsil edilmektedir (36,37). Bu fazda daha fazla boliinme olmaz. Spermatid
popiilasyonunun olgun sperme farklilagmasi esnasinda meydana gelen yogun yeniden

sekillenme 4 fazdan olusmaktadir (Sekil 2.4) Bunlar;

1-Golgi fazi: Bu faz, spermatidin cok sayidaki Golgi kompleksinde kiimelenen
periyodik asit Schiff (PAS) pozitif graniillerin bulunmas: ile karakterizedir. Bu

proakrozomal graniiller, glikoprotein bakimindan zengindirler ve akrozomal vezikiil
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denen ve niiklear zarfa, komsu membranla smirlandirilmis bir vezikiilii olusturmak
lizere bir araya gelirler. Bu fazda akrozomal vezikiil genisler ve icerigi artar. Akrozomal

vezikiiliin pozisyonu, gelismekte olan spermin on kutbunu belirler.

2-Kep faz1: Bu fazda akrozomal vezikiil, niikleusun 6n yarisinin iizerinde yayilir. Bu
yeniden sekillenmis yapiya akrozomal kep denmektedir. Akrozomal kepin altindaki

niiklear zarf pargas1 porlarini kaybeder ve kalinlasir. Niiklear icerik de yogunlasir.

3-Akrozomal faz: Bu fazda spermatid kendini yeniden hizalar ve bas Sertoli hiicresinin
icerisine iyice gomiiliir ve bazal laminaya dogru yonelir. Gelismekte olan flagellum
seminifer tiibiiliin liimenine dogru uzanir. Niikleus ve onu c¢evreleyen akrozom da
plazma membraninin 6n kismina hemen komsu bir pozisyona tasinir. Niikleus ise daha

uzun ve daha yogundur.

4-Olgunlasma (Maturasyon) fazi: Spermatidin yeniden modellenmesinin bu son
fazinda flagellanin etrafindaki fazla sitoplazma azaltilir ve olgun (matiir) spermatozoon
olusur. Daha sonra, rezidiiel cisimcik olarak da adlandirilan fazla sitoplazma Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Gelismekte olan gametleri karakterize eden
interseliiler kopriiler rezidiiel cisimlerde kalirlar. Spermatidler artik birbirlerine bagl

degildirler ve Sertoli hiicrelerinden saliverilirler (38).

manchette

fibrous sheath
annulus

mitochondrial
sheath

Sekil 2.4. Spermatogonial hiicreler (39).
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2.1.4. Testis Ara Dokusu

Testisin yaklasik %25-30’unu gevsek bag doku olusturur, bu ara bag dokusunda Leydig
hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, farklagmamis mezensimal hiicreler, kapillerler,
lenf damarlar1 ve sinirler bulunur. Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller arasmdaki
ticgenlerde yer alirlar. Bu hiicreler, testosteron hormonunun iiretiminden sorumludurlar.
Ayrica, noroendokrin fonksiyonlar: da bulunur. Parakrin olarak oksitosin, substans-P, b-
endorfin vb. salgilarlar (40). iki cekirdekli igerebilen bu hiicreler iyi gelismis Golgi
kompleksi, tiibiiler tip kristali mitokondriyonlar ve stoplazmada yag damlaciklar:
bulundururlar. Bu hiicreler salgi graniilii icermez, iiretilen testosteron ise ihtiyaca gore

sentezlenir ve gerktiginde kana verilir.

2.1.5. Testisin Histofizyolojisi

Spermatogenezin gerceklesmesi i¢in 1s1 olduk¢a 6nemlidir. Normal viicut sicakligi 37
°C olup bu durum spermatozoon gelisiminde olumsuz bir durumdur. Testis karin
boslugu disinda lokalize olmustur ve bulundugu konumda 1sis1 yaklasik olarak 35
°C’dir. Zengin bir pampiniform pleksusu testisi besleyen testikiiler arterin etrafini
sararak testikiiler 1smminm belirli derecede siirdiiriilmesinde bir ters akim 1s1 degisimi
mekanizmasi olusturur. Spermatogenez igin gerekli olan 1smin saglanmasmda etkili
diger fsktorelerin skrotumdaki terin buharlagsmasi, spermatik kordonda bulunan
kramester kaslarmin kasilmasi ve testisin yiiksek 1sida kalabilmesi i¢in inguinal
kanallara hareketi sayilabilir (41).Spermatogenez iizerindeki en 6nemli faktorlerden
biride endokrin faktorlerdir. Spermatogenez olay:r baslica hipofiz bezinden salinan FSH
ve LH hormonlarinin testis {izerindeki etkilerine baghdir. LH leydig hiicreleri iizerine
etki eder ve spermatogenik seriye ait hiicrelerin normal gelisimi i¢in gerekli bir hormon
olan testosteron yapimimi indiikler. FSH ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek ABP’nin
sentez ve salinimimi uyarmaktadir. ABP, testosterona baglanir ve testosteronun
seminifer tiibiil limenine kadar tasmmasini saglar. Spermatogenez olay1 testosteron
hormonu ile wuyarilirken Ostrojen ve progesteron tarafindan inhibe edilir.
Spermatozoonlar epididimis i¢ine testikiiler sivi i¢cinde tasmir.Testikiiler sivi testiste
sertoli hiicreleri ve rete testiste bulunan hiicreler tarafindan salgillanir ve baslica

steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP bulundurur (42).
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2.1.6. Spermin Yapisi

Seminifer tiibiiller icindeki germinal epitelden insanda giinde 200 milyonu asabilen
sayllarda sperm iretilebilmektedir. Bu say1 tiirler arasinda oldukc¢a farklilik
gosterebilmektedir. Ovumla kiyaslandiginda olduk¢a kiigiik bir hiicre olan sperm
takriben 60-65 mikrometre uzunlugunda, dar sitoplazmali ve hareket kabiliyeti yiiksek
0zel bir hiicredir. Olgun sperm iki elemandan olusur: Bas ve kuyruk. Bir baglanti

parcasi ile bas kuyruga baglanmistir.

Bas, spermin bas boliimii bir takim immiinolojik yontemlerle incelendiginde akrozomal
ve post akrozomal olmak iizere iki kisma ayrilmistir ve akrozomal kisimda kendi i¢inde

anterior akrozom ve posterior akrozom olmak iizere iki kompartmana ayrilmigtir.

Erigskin spermde, spermin oositle birlesmesi icin gereken litik olaylar1 diizenleyen
enzimatik etkinlige sahip bir¢ok proteini igceren akrozom adi verilen plazma membrani
ile nukleus zar1 arasina yerlesmis dar bir kesecik bulunmamaktadir. Niikleus zar1, hiicre
zar1 ve akrozomal zarlar arasinda yer alan sitoplazmik tabakalarda fonksiyonel veya

yapisal 6zelligi bulunan bircok molekiil yerlesmistir.

Kuyruk, Sperm kuyrugu spermin hareketini saglayan boliimdiir. En i¢ kisimda yer alan
aksonem tiim kuyruk boyunca uzanim gosterir. Merkezde yerlesmis bir ¢ift tiibiil ve
onun etrafinda bulunan 9 ¢ift mikrotiibiil yapmin esasini olusturur. Periferdeki tiibiil
ciftlerinin hemen lateralinde kuyruga saglamlik ve elastikiyet kazandiran 9 adet yogun
dis fibril ismi verilen yapi bulunmaktadir. Kuyruk iic kisima ayrilmistir: Orta parga,

esas parca ve son parcga (43).

Baglanti parcasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir parcadir. Kuyrugun orta parca
kismi , sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka 9+2 mirotiibiiller
aksonem ve dig yogun lifler ismi verilen sperm boynundaki baglanti par¢asindan

kuyruk devaminca uzanan dokuz uzamina seyreden kolonlardan meydana gelir.

Esas parca, kuyrugun en uzun pargasidir. Yedi dis yogun lifce sarili merkezi aksonem
ve fibroz kiliftan olusur. Fibroz kilif, es uzakliktaki uzamina kolonlardan ¢ikan dairesel

seklinde iskelet tarafindan olusturulur.
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Son parca, dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasindan dolayi, sadece

aksonem bulunan kuyrugun ¢ok kisa bir parcasidir (Sekil 2.5).

plazma
membrani

. #  post- 4
4 kilif WA=

¥ /
BN baglant {aINES
gy parcast (P

| sentriyol
s +— akrozomal sapka
g postakrozomal
bélge
boyun-< - ; s
= dig yogun mitokondri
- orta parca N lifler  /
aksonemal kompleks
) -
|
é
mitokondriyal
kilf
mitokondri
Sl esas par¢a
dig yogun lifler
mikrotabuller
J

I son parga

Sekil 2.5. insan sperminin sematik gosterimi (44).
2.1.7. Semen Analizi (Spermiyogram)

Erkek infertilitesinin saptanmasi ve degerlendirilmesinde 6nemli ve o Ol¢iide de basit
olan test semen analizidir (spermiyogram). Erkek faktoriiniin kesinlik kazanabilmesi

icin Oykii, semen analizi ve hormonal degerlendirme yapilmalidir.

Kisiden kisiye degistigi kadar ayni kiside bile cinsel perhiz siiresi, 1s1 farkliligi, giiniin
farkl saatleri, mevsimler, semen Orneginin verildigi yer ve caligma kosullarina gore
farklilik gosterdiginden  standardize edilmesi olduk¢ca giic bir testir (45,46).
Spermatozoa motilitesinin azalmasinin 6niine ge¢cmek i¢cin semen 20-22 °C sicakliginda
tutulmalidir (47). Semen temiz, toksik olmayan, genis agizli kaplarda toplanmalidir.
Sperm analizinde 2-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi semen 6rnegi incelenir (48). Rutin

semen analizinde voliim, renk, koku, pH, viskozite, likefaksiyon siiresi gibi fiziksel
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Ozelliklerin ve semenin On mikroskobik incelenmesinin ardindan sperm.
konsantrasyonu, motilite ve morfolojik 6zellikler fonksiyonel parametreler acisidan

degerlendirme yapilmalidir (49).
2.1.7.1. Voliim

WHO kriterlerine gére semen 2 ml-6 ml arasinda olmalidir. 6ml’den fazla olan semen
hiperspermik, 1 ml ya da daha az ise hipospermik olarak isimlendirilir. Gebelik

acisindan her iki durumu da olmasi istenmez.
2.1.7.2. Renk

Normalde semen opak ve grimsi renktedir. Semen, eritrositlerin bulunmasi halinde ise

kirmizi-kahverenklidir.
2.1.7.3. Koku

Semenin kendine has bir kokusu vardir. Semen prostat bezinin salgiladigr sperminin

oksidasyonundan dolay1 "at kestanesi ¢igegi" gibi benzer kokar.
2.1.74.pH

Normal semen pH’1t 7, 2-8 arasindadir. pH’1in 8’in iizerinde oldugu durumlar akut
enfeksiyonu veya Ol¢limiin ge¢ yapildigini gosterir. pH’in 7’nin altinda oldugu
azoospermi olgularinda bosaltma kanallarinin obstriiksiyonu (tikanikligi), aksesuar
bezlerin agenezisi, vezikiila seminalisin kronik enfeksiyonlar1 ve idrarin semene

karistig1 diistiniilmelidir (50).
2.1.7.5. Likefaksiyon (Semenin Coziiniirliiliigii)

Ejakiilasyon (meninin bosaltilmasi) sirasinda akici olan, vezikiila seminalisin salgiladigi
"protein kinaz" enziminin etkisiyle "koagiile olan (pihtilasan)" semen 10-20 dakika

icerisinde kendiliginden eriyebilmeli, likefiye olmalidir.
2.1.7.6. Viskozite

Normalde semen hafifce viskdz yani kivamhidir ve prostatit, vezikiilit gibi kronik

enfeksiyonlarda viskozite artmis olabilir.
2.1.8. Sperm Viabilitesi (Canhhg)

Semen analizinde hareketli spermler hareketsiz olanlarda go6zlenebilir, ancak bunlarin

oranm1 %25°den fazla olmamalidir (51,52). Hareketsiz (immotil) spermler canli olabilir
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ve canliliklar1 ancak 6zel boyama yontemiyle gosterilebilir, bu nedenle immotil sperm
Oli spermler olarak kabul edilmemelidir. Boyama yontemleriyle sperm. canliligi
belirlenir ve boyali preparatlarda 100-200 sperm sayilarak yapilan degerlendirmelerde

spermlerin %25 inden fazlas1 0lii ise nekrospermi olarak tanimlanir.
2.2. NORMAL SPERM

Normal kabul edilebilecek bir sperm hiicresi ii¢ kistmdan meydana gelmektedir: bas,
orta kistm ve kuyruk. Bas, genetik materyali icermektedir. Orta kisim, sperm hareketi
icin gerekli enerjiyi, kuyruk kismu ise sperm hareketini (motiliteyi) saglar (53). Orta
kistm silindir 0.5um-1um kalinlikta, 7-8 pm uzunlugunda ve basa aksiyal olarak
baglanmalidir. Kuyruk orta kisimdan biraz daha ince, kivrimsiz, diizgiin bicimli ve

yaklasik 40-50 pum uzunluktadir.
2.3. ANORMAL SPERM MORFOLOJILERI

Boyun ve orta kisim defektleri: Basin asimetrik olarak orta parcaya girmesi, kalin ya

da diizensiz olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonu (55). (Sekil 2.6).

Bas defektleri: Biiyiikk ya da kiiciik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, vakuollii
(>2’den fazla vakuol, vakuoler alan boyanmasi %20’den fazla), cift bash veya bunlarin

kombinasyonu (55). (Sekil 2.7).

Akrozomal Defektleri: Akrozomal igerik azalmasi, akrozomal igerik total kayb,
akrozomal membran anomalisi, akrozomal inkomplent ayrilmast ve akrozomal

komplent ayrilmasi (55). (Sekl 2.8).

Kuyruk defektleri: Kisa, birden cok, kirik, keskin acgili diizensiz ve bunlarin
kombinasyonlar1 (55). (Sekil 2.9).
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1310 1k

Normal Snophzmk Kmked Bend Normal

Mid-piece oe«ekn
Sekil 2.6. Boyun bolgesi anomalileri (55). Sekil 2.7. Cesitli bas anomalileri (55).
- AL‘T"L Wm '..' . ‘ - ;,my Delekts £ v
Sekil 2.8. Akrozom defektleri (55). Sekil 2.9. Kuyruk anomalileri (55).
BAS SEKIiL ANOMALILERI

a. Piriform; armut seklinde olan spermlerdir.

b. Yuvarlak; cogunlukla akrozom yoklugu nedeniyle sperm basi yuvarlak sekil alir.
c. Pin-head; sperm basi toplu igne bas1 seklindedir.

d. Diadem defekti; sperm baskismi iizerinde yer alan ¢Okiintii alanlaridir.

e. Kiiciik Sperm basi; tanimlanmakta olan boyutlardan daha ufaktir.

f. Biiyiik Sperm basi; tanimlanmakta olan boyutlardan daha biiyiiktiir.

g. Amorf; sperm bas kisminin ovoid olmamasi durumudur.

h. Tapered; sperm bas kisminin uzun ve sivri olmas1 durumudur.

1. Yank bas; aymt sperm bas kismmin icinde birden fazla niikleus bulunmasi

durumunda goriilebilir.

J- Vakiiol; sperm bas kisminda boya almayan bosluklar vardir.
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AKROZOM ANOMALILERI

a. Primer Akrozom anomalileri; spermin  gelismesi, diferansiyasyonu

sirasinda meydana gelen anomalilerdir.

b. Sekonder Akrozom anomaliler; sperm membranin dis etkenler, yaslanma ya da

harabiyetine bagli olarak akrozom igerigindeki kayiptir.

BOYUN VE MID-PIECE DEFEKTI ANAMOLILERI

a. Bend; kuyrugun tiim bayunun, basin uzun eksenine 90 ° a¢1 yapmasidir.
b. Kopuk bas; mide-piece kismimin tamamen yoklugunda olabilir.

c.Mide-piece konturlarimin diizgiin olmamasi (sisme, diizensiz, kivrik); enerjide

(hareket i¢in) azalmaya neden olabilir.
d. Sitoplazmik droplet (artik); immatiirite(olgunlagmama) isaretidir.
KUYRUK ANOMALILERI

Total motilite  yoklugu veya non-progresif motilite seklinde hareketlilik

bozukluklarina yol agabilen defektlerdir (56-59).

2.3.1. Spermogram Yapilirken Cesitli Sperm Parametrelerini ifade Eden Terimler
Normospermi: Sperm sayisinin, hareketliliginin, seklinin normal olmasidir.
Oligospermi: Sperm sayisinin normal degerlerden diisiik olmasidir.

Astenospermi: Sperm hareketliliginin normal degerlerden diisiik olmasidir.
Teratospermi: Normal sekilli sperm oraninin normal degerlerden diisiik olmasidir.

Oligo-astenospermi: Sperm say1 ve hareketliliginin normal degerlerden daha diisiik

olmasidir.

Asteno-teratospermi: Sperm hareketliligi ve seklinin normal degerlerden diisiik

olmasidir.

Oligo-asteno-teratospermi: Sperm sayi, hareketlilik ve seklinin normal degerlerden

diisiik olmasidir.

Siddetli oligo-asteno-teratospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ml dan kiigiik olmasi

ayni zamanda sperm hareketliliginin diisiik ve seklinin anormal olmasidir.
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Azospermi: Semende hi¢ sperm bulunmamasidir.

Virtual Azospermi (Kriptozoospermi): Kisiye ait baz1 6rneklerde cok az sayida (<100

bin/ml) sperm saptanirken, baz1 6rneklerde ise hi¢ sperm goriillmemesidir.

Total immotil sperm: Semendeki tiim spermlerin hareketsiz olmasidir.
2.4. OBEZITE
2.4.1. Obezite Tammm

DSO tarafindan sagh@ bozacak 6lciide viicutta asir1 yag dokusu bulunmasi durumu
olarak tanimlanan obezite, endokrin ve metabolik degisikliklerle karakterize, komplex,
multifaktoryel bir hastaliktir. Daha Onceleri obezite giic ve refahin bir gostergesi olarak
kabul edilirken giiniimiizde mutlaka tedavi edilmesi gereken bir hastalik olarak
goriilmektedir (60). Obezite multifaktoriyel bir hastaliktir. Etiyolojisi tam olarak agiga
kavusturulamamis olmakla beraber iki bilyiik etkenin biiyiik rol oynadig1 bilinmektedir.
Bunlar genetik egilim ve cevresel etkilerdir (61). Genetik, yas, cinsiyet ve hormonal
etkiler belli ortamlarda kilo alinmasini kolaylastirmaktadir. Ama cevresel faktorler olan
sosyal, nutrisyonel, psikolojik ve fizyolojik nedenler obezite epidemisini yoneten asil
olay olarak karsimiza ¢ikmaktadir (62). Ana sorumlu pozitif enerji dengesidir, yani
aliman enerji miktarinin harcanan enerji miktarindan daha fazla olmasidir. Fazla enerji
alinmasi ve daha az enerji tiiketilmesi obezitenin temelini olugturmaktadir (63). Obezite
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde epidemik boyutlara ulasan ve prevalansi giderek
artan onemli bir halk saglig1 sorunu olarak ortaya ¢ikmakta, beraberinde getirdigi pek
cok hastaliklarla bireylerin yasam kalitesini azaltmakta ve Oliimlere yol agmaktadir

(64-60).

Eriskin yas grubu obezite degerlendirmesinde en yaygim kullanilan 6lciim BKI’dir (67).
BKi kolay olciilebilen, giivenilir, viicut yag kiitlesi ve viicut yag yiizdesi ile dogru

iligkili bir yontemdir (68).

Beden Kitle indeksi = (Viicut agirhg (kg) / Boy (m?) )
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BKI, bireyin viicut agwrhginm (kg), boy uzunlugunun (m cinsinden) karesine
(BKI=kg/m?) boliinmesiyle elde edilen bir degerdir. DSO obeziteyi viicut Kitle

indeksinin 30 ve iizerinde olmas1 olarak tanimlamaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.2. Diinya Saglik Orgiitiine gore obezite simiflandirilmast (69).

BKI (kg/m?) Viicut agirhgimin durumu
18.5’dan az Zayif

18.5-19.9 Normal kabul edilebilir
20-24.9 Normal

25-29.9 Fazla kilolu (Hafif sigman)
30-34.9 I. Derece Sisman

35-39.9 II. Derece Sisman

40 ve lizeri III. Derece Sigsman

2.4.2. Obezitenin Neden Oldugu Saghk Sorunlar

Obez kisilerde pek cok kronik hastaligin goriilme sikligi artmistir. Obeziteye baglh
hastaliklarin olusturdugu problem total saglik harcamalarinin %3’iinii olusturmaktadir.
Obezite, eslik eden hastaliklardan bagimsiz olarak artmis mortalite nedenidir. Obez
kisilerde eslik eden baska hastalik olmaksizin yasam beklentisi 5-20 yil kisalmigtir
(70). Obezite, her toplumun 6zelliklerine gore farklilik gostermektedir. Diinya genelinde
obezite goriilme sikligini etkileyen etmenler arasinda; kalitim, yas, cinsiyet, beslenme
aliskanliklar1 yasam tarzi aligkanliklari, endokrin ve metabolik etkenler yer almaktadir.
Ayrica obezlerde depresyon, yeme bozukluklari, beden imaji algisina bagli ruhsal
sorunlar, uyku bozukluklar1 ve diyet komplikasyonlar1 gibi psikososyal sorunlar

goriilmektedir (71).

2.4.2.1. Obezite ve infertilite

WHO her yil 2.8 milyon insanin obezite nedeniyle hayatini1 kaybettigini belirtmektedir.

2008 yil1 verilerine gore 20 yas ve iizeri bireylerden hafif sisman olma oram erkeklerde
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934 olurken, bu oran kadinlarda %35; obez olma oram ise erkeklerde %10 olmustur.
Diinya genelindeki obezite oran1 1998-2008 yillar1 arasinda neredeyse iki kat artmustir.
Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi verilerine gore erkeklerin %?20,5°1 obez olarak
saptanmustir. Infertilitenin sebepleri arasidaki dagilim genellikle soyledir; erkege bagl
sebepler % 35-40, kadina bagh sorunlar % 45-55, her ikisine de bagl olarak gelisen
problemler %15, agiklanamayan sebepler ise % 10-15 oranlarindadir (72). Obezitenin
erkek tireme fonksiyonlar: iizerinde negatif bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Obez
erkeklerde kilo artisina paralel olarak serumda seks hormon baglayici globiilin, serbest
ve total testesteron diizeyleri ilerleyici olarak diisebilmektedir. Obezite kadinlarda
birka¢ yolla infertiliteye neden olabilmektedir. Bunlar; spontan ovulasyona, hamilelik
fizyolojisine ve dogum iizerine olumsuz etki ederek olmaktadir. Destekleyici
dogurganlik teknikleri lizerinde de obezitenin olumsuz etkileri bulunmaktadir. Yapilan
bir calismada gosterilmistir ki BKi’nde 1 birimlik artis IVF ile gebelik olasihigini 0,84
oraninda diisiirmekte ve BKI’deki her bir birimlik diisiis gebelik olasiligmi 1,19 kat
arttrmaktadir (73). Obez kadinlarin gebelikleri de normal kilolu kadinlara gore daha

sorunlu olabilmektedir, 6rnegin obez kadinlarda diisiik olasilig1 artmaktadir (74).

Obezitenin yayilmasiyla toplum sagligi i¢in endise olusturan bir durumdur. Amerikan
Tip Birligi son donemde obeziteyi bir hastalik olarak smiflandirmistir. Obeziteye bagli
bozukluklar incelenirken beden sagligi iizerinde odaklansa da, veriler infertiliteye de
neden oldugu yoniindedir. Erkek BKI androjen seviyeleriyle ters orantili oldugu
goriilmiistiir. Progresif motil sperm orani1 Tip A fazla kilolu ve obez erkeklerde anlamli
olarak daha diisiiktiir. Diger taraftan da, fazla kilolu ve obez erkeklerde istatistiksel
olarak anlamli yiiksek Tip C motil sperm oranina sahiptir. Fazla kilolu ve obez
erkeklerde ejakiilat voliimii ve sperm sayisi istatistiksel anlamli olarak daha diisiik ¢ikti.

Diger taraftan da fazla kilolu ve obez grupta motilite ile de ters iliskilidir (75).

2.5. SPERM YUZEY RESEPTORLERI

Sperm-zona baglanmasinda ©Once postakrozomal bolgede baglanma olmaktadir.
Arkasmdan zonadaki oligosakkarid zincirlerinin etkisiyle zonaya bagli sperm yiizey
proteinleri postakrozomal bolgeden sperm basmin konveks kenarmna dogru goc
etmektedir (76). Spermatozoanin yapis1 ve fonksiyonlar: iizerinde énemli rolii bulunan

sperm plazma membrani1 genel olarak diger memeli hiicre membranlar: ile benzerlik
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gosterir. Triibner ve arkadaslar1 sperm membran proteinleri ile ilgili genis bir literatiir
taramas1 yapmustir. Buna gore spermatozoa membraninda spesifik antijenler (tirozin
kinaz sp 95, proakrozin, PH-20, PH-30, sp 56, galaktoziltransferaz, spermadezinler,
progesteron reseptorii) ve baska somatik dokularda da bulunabilen, hiicre-hiicre yada
hiicre-matriks etkilesimini yiiriiten nonspesifik proteinler, veya matriks proteinleri,
(kollagen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri) olmak iizere iki grup madde yer
alir (77). Sperm lizerinde hiicre adezyon molekiillerinin 0zellikle integrinlerin
gametlerin baglanmasimda 6nemli rolleri vardir. Adezyon molekiillerine ait patolojiler

spermin fertilizasyon kapasitesini 6nemli dl¢iide etkileyebilmektedir (78).

2.5.1. Iz7umo-1 Reseptorii

Sperm-yumurta fiizyonu, fertilizasyonda kritik bir adimdir. Izumo, Inoue ve ark.
tarafindan tanimlanan immiinoglobiilin siiper ailesinin (IgSF) yaklasik olarak 56
KDa'lik testise Ozgii bir iiyesi olarak tanmimlanmaktadirr (79-80). Izumo bir Ig
(immunoglobulin) ve birde N-terminal alan bulundurur. Juno, [zumo’nun yumurtadaki
reseptoriidiir ve memelilerde fertilizasyonun gergeklesmesi i¢cin gereklidir (Sekil 2.10).
Bilindigi gibi fertilizasyon spermatozoon ve ovositin birbirini tanimasi ve genotip
olarak yeni bir organizmanin olugmasi icin bu iki hiicrenin fiizyonlarmi gerektirir (81).
Bu iki hiicrenin birbirini tanimasi hiicre yiizey reseptor proteinlerine baghdir. IgSF
ailesinin de bir iiyesi olan ve Japonlarin diigiin tapinaginin adma itafen Izumo-1 adin
verdikleri, spermatozoon yiizeyindeki bir reseptoriin ovosit ile birlesmesinde temel bir
molekiil oldugu gosterilmistir. Kisa siire 6nce yayilanan, ovosit iizerindeki (Folr4’iin)
folik asit reseptor 4 diger aile iiyelerinden farkli olarak folik asit mekanizmasinda etkili
olmadigin1 bunun yerine spermatozoonun yiizey reseptoriiyle etkilesime girerek
fertilizasyonda rol oynadigir gosterilmistir. Daha sonra antik Roma’da evlilik ve
dogurganlik tanricast olan “Juno” adm verdikleri Folr4, spermatozoon yiizeyindeki
Izumo-1 ile etkilesime girmektedir. Yapilan bir calisma, Izumo-1 roliiniin zar
etkilesimleriyle iliskili olduguna isaret eder (82). Izumo-1'in fiizyon islemi icin
gercekten onemli bir faktor olarak islev goriip gormedigi, Izumo-1 nakavt farelerin

tiretilmesi ile cevap bulmustur.

Izumo -/- fareler saglikliydi ve herhangi bir gelisimsel anormallik i¢cermiyordu, ancak

beklendigi gibi erkekler normal ciftlesme davranisina ragmen sterildi. Sperm, herhangi
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bir sorun yasamadan ZP'ye niifuz etmis ancak yumurtayla kaynasamamis ve yumurta
perivitellin alanina sperm birikmis oldugu gosterilse de Izumo-1 proteininin kesin islevi
coziilmeye devam etmektedir (Sekil 2.10). Bunun yami swa Juno ve Izumo-1’in
birbirlerine baglanmasiyla polispermi blogunun da gerceklestigi ve boylece poliploid

embriyolarin olusumuna engel oldugu da belirtilmektedir (83,84).

anti-Juno

Sekil 2.11. Izumo-1 sperm yiizey reseptorii (84).

Fertilize olmamis bir ovosite isaretli (kirmizi sinyal) Izumo-1 proteini verildiginde
ovositteki reseptoriine baglanarak ovositin etrafini sardig1 izlenmektedir. Ovositler anti-
Juno primer antikoru ile isaretlendiginde de (yesil sinyal) ovositin ¢evresini saran bir

sinyal izlenmektedir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.12. Juno (yesil) — izumo (kirmizi) baglanmasi fertilizasyon icin gereklidir ve
polispermi i¢cin membranin bloke edilmesine katkida bulunur. Fertilizasyonu
takiben, Juno hizla yumurta zarindan dokiiliir ve ardindan gelen spermleri
baglayip hizla notralize edebilen poliploid embriyo olusumunu Onleyen
vezikiiller halinde yeniden dagitilir (84).

2.6. SPERM HUCRELERINDE DNA HASARI

Erkek infertilitesi kompleks bir hastalik olup, cesitli patolojileri icermektedir. Memeli
sperm kromatini yap1 ve kompozisyon bakimindan somatik hiicrelerden farklidir. Sperm
kromatin yapisi erkek ve disi lireme kanallarindan gecerken, paternal genomun genetik
biitlinliigiinii koruyacak sekilde yapilanmistir. Sperm DNA’s1 spesifik kiiclik bazik
proteinlerle, mitotik kromozomlardan en az 6 kat daha kondanse olacak sekilde
paketlenmistir. DNA hasarli sperm 6rneginde motilite anomalisine gore fertilizasyon
oraninin 9,5 kat diisiik olmasi, ICSI secimi swrasinda motiliteden ziyade DNA hasarina
sahip olmayan sperm se¢iminin 6nemli olduguna isaret etmektedir (85). Giintimiizde
normal degerlere sahip spermlerin DNA biitiinliigi bilinmemekte ve ICSI yontemi
ile bu tip spermlerin se¢imi risk teskil etmektedir (86,87). Bir¢cok sperm morfoloji ve
motilite anomalilerinin DNA hasari ile iligkili oldugu, hasarli DNA’ya sahip spermin
negatif fertilizasyon orami gosterdigi embriyo Kkalitesini bozdugu ve artmis diisiik
oranina neden oldugunu goésteren calismalar mevcuttur (88,89). Sperm kromatin
anormalliklerinin sperm fonksiyonlar1 iizerine etkisinin incelenmesi infertilite

caligmalarinin alanlarindan birini olusturmaktadir. Sperm niikklear DNA hasarlar ile
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infertilite, gebelik olusumu arasinda birliktelik oldugunu gosteren ¢ok sayida caligma
bulunmaktadir. Sperm DNA hasarlarinin olusumunda baslica iic onemli mekanizma
izerinde durulmaktadir. Bunlardan ilki matur spermde anormal kromatin paketlenmesi
olup yapilan caligmalarda sperm DNA hasarlarinin ¢ogunun spermde anormal kromatin
paketlenmesine bagli oldugu gosterilmistir (90). Sperm DNA hasarinin goriilmesine
neden olan diger mekanizma, spermatogenezis sirasinda hasarli germ hiicresinin genetik
havuzdan fonksiyonel olarak elimine olabildigi programli hiicre 6liimii olan
apoptozisten hasarll DNA’ya sahip spermatozoanlarm kagmasidir. Uciincii mekanizma
ise kotii semen kalitesine eslik eden, 6zellikle azalmig protaminasyon ve disiilfid bag
yapimi varlhiginda reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretilmesinin neden oldugu sperm DNA

hasaridir (91).

Bu calismada BKI normal, fazla kilolu ve obez olan bireylerden almman semen
orneklerinde birbirleriyle karsilastirmali olarak, BKI’nin sperm morfolojisi iizerine
etkisi ile western blot metodu kullanilarak Izumo-1 sperm yiizey reseptoriiniin
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ve yiiksek BKI’nin sperm DNA hasari ile iliskili

olup olmadig1 degerlendirilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 20 Mart 2015 tarih ve
2015/153 no’lu karari ile T1p Fakiiltesi Uroloji Poliklinigi ve Histoloji-Embriyoloji AD.
Arastrma Laboratuvarlarinda gerceklestirilmis ve Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TYL-2015-6180 nolu proje kodu ile

projelendirilmistir.
3.1. ORNEKLERIN ELDESi VE GRUPLARIN OLUSTURULMASI

Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Poliklinigi’ne basvuran hastalara calisma ile
ilgili ayrmtili aciklama yapilip, ‘Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu’ ile onaylar:
alindi. Semen Ornekleri 18 ile 35 yas araliginda herhangi bir kronik veya metabolik
rahatsizlig1 olmayan bireylerden alindi. Calismada, hastalardan 2-3 giinliik cinsel perhiz
sonrast mastiirbasyon yolu ile elde edilen steril ve genis agizh plastik kaplardaki
semen Ornekleri kullanildi. Caligmaya katilan bireylere verilen semen kabina hastanin
adi, soyadi ve tarih yazilip, semen verirken dikkat edilecek hususlar ve ayni zamanda
bu bilgilerin bulundugu yazili bir form verildi. Belirgin hi¢bir saglik sorunu olmayan
hastalardan alinan semen Ornekleri hastanin BKi degerlerine gore topland: ve gruplar

olusturuldu. Bu ¢caliymaya dahil edilen gruplar asagidaki gibi belirlenmistir.
a) Normal (N=20); 18.5 < BKI <25 kg/m2

b) Fazla Kilolu (N=19); 25 < BKI < 30 kg/m2

¢) Obez (N=18); BKi > 30 kg / m’

seklinde toplamda 3 farkli grup olusturulacak sekilde alind1.

Boylece, grup 1 normal kilolu erkekler (n=20), grup 2 fazla kilolu erkekler (n=19) ve
grup 3 obez erkekler (n=18) seklinde belirlendi.
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3.2. SPERM ANALIZiNIiN DEGERLENDIRILMESI

Ornekler 37°C’de etiivde 1 saat inkiibe edilerek likefiye olmasi saglandi. Semen likefiye
olma siiresini tamamladiktan sonra WHO kriterlerine gore; say1, motilite, voliim, pH ve
morfoloji yoniinden degerlendirilmek tizere ayrildi (92). Mikroskobik olarak makler
sayim kameras1 (Sekil 3.1) kullanilarak sperm konsantrasyon ve motilitesi
degerlendirildi (Sekil 3.2). Morfoloji i¢in bir damla semen 6rnegi (10 pl) lam iizerine
damlatilip yayilarak havada kurutuldu. Bunu takiben Diff Quik ile boyanarak
degerlendirildi. Diff Quik androloji boyasi ile sperm boyama islemi yaklasik olarak 15-
20 dakika siirmektedir. Boya 1 fiksatif ve 2 boya soliisyonundan olusmaktadir (93).

3.2.1. Diff Quik Boyama Yontemi

1. Cam pastor pipeti ile ufak bir damla semen lam iizerine alind1 ve daha sonra baska

bir lam yardimuyla, ince ve homojen bir yayma yapildi.

2. Hazirlanan yayma preparati kurumas: i¢in agik havada ve oda isisinda 10-15

dakika bekletildi.

3. Daha sonra ilk olarak 2 saniye tutup 5 defa batirip c¢ikararak fiksatif solusyonuna
bekletilir.

4. Fiksatif soliisyonundan ¢ikarilip, 5 defa 2 saniye araliklarla soliisyon 2’ye batirilip
cikarildr

5. Soliisyon 2’den cikarilan preparat soliisyon 3’e 5 defa 2 saniye araliklarla olacak

sekilde batirilip ¢ikartildi.

6. Son olarakta distile suya 5 defa 2 saniye araliklarla batirip ¢ikarildi ve kurutma kagidi

kenarina lamin ucu dokundurularak suyu siiziildii.
7. Kurutma islemi i¢in oda 1sisinda 20 dakika bekletildi.

8. Degerlendirme, X100 biiyiitmede immersiyon yag1 ve objektifi kullanilarak yapildi.
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Elde edilen preparatlar Olympus BX51 marka 151k mikroskobunda 100’liikk objektifle
incelendi ve goriintiiler Olympus Camedia kamerayla fotograflanarak degerlendirmeye

alind.

Sekil 3.2. Makler kamerasinda alanlar ve spermlerin mikroskopta goriiniimii.

3.3. WESTERN BLOT YONTEMIi

Western blot, bir protein soliisyonunda aranan bir proteinin olup olmadigimi ve varsa
ne kadar oldugunu anlamak icin kullamilan bir yontemdir. Bu metod, bir proteinin
varhigm  biiyiikliglinii,  konsantrasyon  degisimlerini,  farkli  gruplararasi
konsantrasyonlarin karsilastirilmasina olanak saglamaktadir. Calismada, western blot

islemi icin gruplara ait bireylerden alinan ejakulatta protein ekstraksiyonu yapildi. Daha
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sonra ekstraksiyonu yapilan proteinlerin konsantrasyonu Bradford teknigiyle belirlendi.
Proteinler uygun konsantrasyonlarda sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) yontemiyle ayristirildi ve western blot teknigiyle PVDF
membranlara 1 gece boyunca +4°C’de transfer edildi. Transfer isleminin bitmesinin
ardindan oda sicakliginda 1 saat siireyle %5’lik skim milk kullanilarak bloke edildi.
Bloklama islemi spesifik olmayan baglanmalar1 onlemek amaciyla yapildi. Bloklama
islemi bittikten sonra membran Izumo-1 antikoru ile bir gece +4°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan baglanmayan primer antikorlar uzaklastirild: ve 1 saat boyunca
oda sicakliginda HPR bagli sekonder antikor ile inkiibe edildi. Baglanmayan sekonder
antikorlarm da uzaklastirilmasi islemi ardindan aranan proteinler gosterildi. Western
blot isleminden sonra elde edilen bantlarin yogunluguna gore Image J software

programinda degerleri alind1 ve gruplar arasinda karsilastirma yapild.
3.4. COMET YONTEMIiYLE SPERMDE DNA HASARININ BELIRLENMESI

Diliie semen ornekleri 4 °C de 10 dakika 300 g de santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve
geriye kalan sperm Ornekleri PBS ile yikandi. Spermde DNA hasar1 yiiksek alkali
sartlarda tek hiicre jel elektroforez (comet) kullanilarak arastirildi. Kisaca, her bir
mikroskop lam1 PBS de hazirlanmis % 1 lik normal erime noktali agarozla kaplandi ve
oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra, ilk katin iistiine 37 °Cde % 0,7 lik diisiik
erime noktali agarozun 100 pl ile 10 pl hiicre siispansiyonu karistirildi ve birinci katin
iizerine yayildi. Lamlar 4 °C *de buz akiisiiniin iizerinde 5 dakika katilasmaya birakildu.
Lameller lamlardan kaldirildi, taze hazirlanmis soguk lyzis ¢ozeltisinde (2.5 M NaCl,
100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100, %10 DMSO ve 40 mM
dithiothereitol, pH:10) 1 saat 4 °C’ de lize edildi. Daha sonra lyzis ¢ozeltisine 100
g/ml proteinase K (Sigma) eklenerek, lamlar 37 °C’ de bir gece inkiibe edildi. Lamlar
lyzis c¢ozeltisinden alindi, yatay elektroforez tanki taze hazirlanmis elektroforez
tamponu (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH: 13) ile dolduruldu ve lamlar
yerlestirildi, DNA sarmalmin ¢oziilmesi icin 20 dakika bekletildi. 8 °C’da 12 V-250
mA’ de 20 dakika elektoroforez uygulandi. Daha sonra lamlar alkali iyon ve
deterjanlarin uzaklastirilmas: i¢in notralizasyon c¢ozeltisi (0.4 M Tris, pH 7.5) ile
yikandi. Notralizasyondan sonra 50 pl ethidium bromide (1 pg/ml) le boyandi ve

lamelle kapatildi. Biitiin islemler DNA hasarmi Onlemek i¢in karanlikta uygulandi.
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Gortintiiler floresan mikroskop (Olympus BXS51, Japan) kullanilarak 400x biiyiitmeyle
cekildi. Rastgele secilmis 100 hiicre goriintiisii Comet Assay Software Project (CASP-
1.2.2, Windows 2010) programu ile analiz edildi. Hasar sperm basindan go¢ etmis,
comete neden olan kirilmis DNA kuyrugundan belirlendi, kuyruklu hasarli, kuyruksuz

hasar gérmemis olarak diistiniildii (94).
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler R Studio 3.2.2 programi ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Ikiden
fazla gruplar arasi karsilastirmada tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Kruskal
Wallis testler1 kullanildi. Coklu karsilastirmalarda Tukey ve Dunn Bonferroni

kullanildi. Anlamhilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Poliklinigi’'ne bagvuran BKI
normal, fazla kilolu ve obez bireylerden alinan semen Ornekleri iizerinde yapilmistir.
Boylece calismada, kontrol grubu (normal kilolu) dahil olmak iizere toplamda 3 grup

degerlendirmeye alinmaistir.
4.1. SPERM MORFOLOJi DEGERLENDIRILMESIi
4.1.1. Diff Quik Boyama

Mevcut g¢alismada ilk olarak, BKi degerlerinin sperm morfolojileri iizerine olasi
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Diff Quik boyama metodu kullanilarak sperm
morfolojilerine bakilmistir. Buna goére, her li¢ deney grubunda da karsilasilan bazi
anomaliler a¢iklanmistir. Farkli gruplara ait olan preparatlardan elde edilen goriintiiler
fotograflarla gosterilmistir (Sekil 4.1). Sperm morfoloji anomalilerinin siddetli olanlar1
spermin dolleme kapasitesini degisik oranlarda olumsuz etkilemektedir. En 6nemli
anomaliler biiyiikk bas, yuvarlak bas ve kuyruga ait anomalilerdir. Bu anomaliler,
mevcut olduklar1 drneklerde yiiksek oranda bulunmalar1 ve dolayisiyla normal sperm
seciminin ¢ogunlukla miimkiin olamamast nedeniyle yiiksek dolleme basarisizligi

gosterir.

Calismamizda, Diff Quik boyamasi sonrast normozoospermik (BKi<25 kg/m®)
orneklerde (n=20) ortalama sperm konsantrasyonu 15x10° /ml, sperm motilite oran
%75 ve normal morfolojiye sahip sperm orant %36 olarak bulundu. Fazla kilolu
bireylere (BKi<30 kg/m® ait ejakulatlarda (n=19) ortalama sperm konsantrasyonu
12x10%ml, sperm motilitesi %72 ve normal morfolojili sperm oram %4 idi. Diff Quik
boyamasi sonrast obez bireylere (BKi>30 kg/m?) ait ejakulatta (n=18) ortalama sperm

konsantrasyonu 9,4x106/ml, sperm motilitesi %67 ve normal morfolojili sperm orani
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%3 olarak bulundu (Tablo 4.1). Calismada, Diff Quik boyama ile hazirlanan

preparatlarda morfoloji anomalisine sahip spermlerin detayli degerlendirilmesi
sonucunda, 151k mikroskopi degerlendirilmesinde, sperm bas1 yapisindaki anomalilerin
ve buna benzer bir¢ok parametrenin obez hastalarda diger gruplara gore ¢ok olup fazla
kilolu ve normal kilolulara dogru morfolojik hasarlarin azaldigini gozlemledik.
Goriintiiler 151k mikroskobunda x100’liikk biiyiitmede degerlendirilerek ve en az 100

sperm hiicresi iizerinde yapilarak elde edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Tablo 4.1. BKI normal ve yiiksek olan ejakulatlarin spermiyogram ve morfoloji
sonuglarinin ortalama degerleri.

Sperm Total Total Total Bas Boyun Kuyruk
Gruplar | konsantrasyonu | sperm | motilite normal | anomalisi | anomalisi | anomalisi
6 .
<10%/ml x10 % morfoloji
Normal 15 39 75 36 55 25 13
Kilolu
Fazla 12 38 72 4 51 31 14
Kilolu
Obez 9,4 24 67 3 57 21 17
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Sekil 4.1. BKI normal bireylere ait sperm morfoloji resimleri A: Normal kilolu (Siyah
ok: Normal sperm sekli), B: Normal kilolu (Siyah ok: Normal sperm sekli)

C: Normal kilolu ( Siyah ok: Normal sperm sekli) D: Normal kilolu (Siyah
ok: Normal sperm sekli ) X100
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Sekil 4.2. BKI Fazla kilolu bireylere ait sperm morfoloji resimleri A: Fazla kilolu
(Kirmiz1 ok: Pin head, Beyaz ok: Armut bas) B: Fazla kilolu (Mavi ok:
Abeksiyel implantasyon, Yesil ok: Serbet) C: Fazla kilolu (Siyah ok:
Normal sperm sekli, Yesil ok: Serbest, Sar1 ok: Dag defekti) D: Fazla kilolu
(Siyah ok: Normal sperm sekli, Sar1 ok: Dag defekti) E: Fazla kilolu
(Pembe ok: Sarmal kuyruk, Yesil ok: Serbest) F: Fazla kilolu (Siyah ok:
Normal sperm sekli, Beyaz ok: Armut bas) X100
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Sekil 4.3. BKI obez bireylere ait sperm morfoloji resimleri A: Obez (Mavi ok:
Abeksiyel implantasyon, Turuncu ok: Uzun kuyruk), B: Obez (Mavi ok:
Abeksiyel implantasyon, Beyaz ok: Armut bas) C: Obez (Kahverengi ok:
Mitokondriyal kayip, Beyaz ok: Armut bas), D: Obez (Sar1 ok: Dag defekti,
Mavi ok: Abeksiyel implantasyon) E: Obez (Beyaz ok: Armut bas) F: Obez
(Turuncu ok: Uzun kuyruk, Mavi ok: Abeksiyel implantasyon) X100
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4.2. WESTERN BLOT YONTEMIYLE 1IZUMO-1 SPERM YUZEY
RESEPTORUNUN EKSPRESYON DUZEYININ DEGERLENDIRILMESI

Calismada, Izumo-1 sperm ylizey reseptoriiniin normal, fazla kilolu ve obez bireylerdeki
ekspresyon diizeylerini western blot yontemi kullanarak belirledik. Sonuglarmmiza gore,
sperm yumurta flizyonunda gorev alan Izumo-1 ekspresyonunun tiim gruplarda mevcut
oldugu gozlendi. BKi normal bireylerde Izumo-1 ekspresyonu BKI yiiksek olan bireylere
gore daha diisiiktii. En yiiksek Izumo-1 ekspresyonu ise Obez grubunda gozlendi (Sekil 4.4).
Fazla kilolu grubunda ise, sperm yiizey proteini olan Izumo-1 ekspresyonu ise, kontrole gore
yiiksek iken obez grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu goriildii ancak sonuglar
istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.2) (p>0,05). Boylece ¢alismamizda, Izumo-1
ekspresyon artisiin BKI ile dogru orantih oldugunu gosterdik.

Normal Kilolu Fazla Kilolu Obez
1 |
r 1 r 1
Izumo-1 ‘ ‘ —
Normal Kilolu Fazla Kilolu Obez
Il 1 1

r ) r ) r )
0 PR ——
Izumo-1 —_—

GAPDH — — — — — — —

N
=)
J

-
3
1

izumo-1 ekspresyonu
o ury
[ t=}
1 1

=
=)
L

Normal Fazla kilolu Obez

Sekil 4.4. A. BKI normal, fazla kilolu ve obez gruplarina ait Izumo-1 protein bantlar1.
B. Grafik; Izumo-1 protein ekspresyonunun gruplara gore dagilima.
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Tablo 4.2. Gruplara ait istatistiksel sonug¢lar.

Gruplar

Normal Fazla Kilolu Obez p

Izumo-1 0.91+0.12 1.00£0.19 1.53+0.31 0.099

4.3. COMET YONTEMI iLE DNA HASARININ DEGERLENDIRILMESI

Calismada, BKI degerlerinin sperm DNA hasari iizerine olasi etkileri de belirlendi.
Mevcut calismada, sperm hiicre DNA’sinda meydana gelen kiriklar1 belirlemek icin
alkali comet yontemi kullanildi. BKI normal, fazla kilolu ve obez bireylerden alinan
sperm Orneklerine ait tim comet assay parametrelerinin sonuglar1 Tablo 1’de
gosterilmistir. Normal viicut agirligima sahip bireylerden almman sperm orneklerinde
(Sekil 4.5) DNA hasar1 diger tiim gruplara gore daha diisiiktii ve gruplar arasindaki bu
farklilik istatistiksel olarak anlamliyd: (Tablo 4.3) (p<0,001). BKI fazla kilolu grubuna
(Sekil 4.6) ait sperm DNA hasar1 ise, obez grubuna gore daha diisiik iken kontrol
grubuna gore ise daha yiiksekti (p<0,001). Calismada tiim comet assay parametlerinin
obez grubunda (Sekil 4.7) diger gruplara gore anlamli derecede arttig1 gozlendi

(p<0,001). Sonuglarimiz artan BKi degerlerinin sperm DNA Kkalitesini olumsuz yonde

etkiledigini gosterdi.

Sekil 4.5. Kontrol grubu Tail DNA % 2.53, sekil DNA hasarsiz sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, BX51)

Sekil 4.6. Fazla kilolu grubu Tail DNA % 6.5, sekil DNA hasarli sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, BX51)



Sekil 4.7. Obez grubu Tail DNA % 10.47, sekil DNA hasarli sperm hiicrelerini
gostermektedir (Ethidium bromide boyama x400, Olympus, BX51)

Tablo 4.3. Comet assay parametrelerinin gruplararas istatistiksel analizi

Gruplar

Parametreler Normal Fazla Kilolu Obez p

Head comet 140.29+1.29° 130.80+17.13° 110.98+0.87° <0.001
T tail comet 17.88+0.65" 36.24+0.93" 40.65+0.88° <0.001
L comet 158.1741.65" 167.04+1.86" 151.63+1.86° <0.001
Head DNA comet  97.46+0.08" 93.50+0.16" 89.5+0.24¢ <0.001
Tail DNA comet 2.54+0.08" 6.50+0.16" 10.5+0.24° <0.001
™ 0.30(0.10-0.60)"  2.0(1.2-3.0)° 4.0(3.0-6.0)° <0.001
OTM 1.45+0.06" 4.36+0.13" 6.26+0.16° <0.001




5. TARTISMA VE SONUC

Infertilite (kisirlik), herhangi bir korunma yéntemi uygulanmaksizin ciftlerin en az 1 yil
cocuk sahibi olamama durumu olarak tamimlanmaktadir. Bu ciftlerin biiyiikk bir
kisminda gebe kalamamanin nedenini agiklayacak sebepler bulunabilirken, yaklasik %
10-12’sinde herhangi bir patoloji tespit edilemez. Bu ciftler agiklanamayan infertilite
olarak adlandirilirlar. Hem kadin hem de erkekten kaynaklanan bir sorun olabilen
infertilite, ¢cocuk sahibi olma yasmdaki ciftlerin % 15'inde goriilen bir halk saglig:
problemi olup olgularm yaklasik % 50'sinde erkek faktorler bulunmaktadir (95). Bir¢cok
saglik sorununda oldugu gibi infertilite de yasam tarzindan ve bireysel 6zelliklerden
etkilenmektedir. Viicuda besin yolu ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasi
durumunda, viicut yag kitlesinin yagsiz viicut kitlesine oranla artmas ile karakterize bir
hastalk olan obezite bu saglik sorunlarmin basinda gelmektedir (96). Ozellikle
gelismis bat1 iilkelerinde obezite siklig1 yiiksek olup giiniimiizde pandemik bir sorun
haline gelmis modern hayatin olumsuz yonde getirilerinin basinda gelmektedir ve saglik
acisindan onemli bir risk olusturmaktadir. Diinya genelinde obezite prevalans1 1980'den
beri iki katma c¢iktig1 bilinmektedir (97). Erkek ilireme fonksiyonlar1 iizerine etkileri
incelendiginde, obezitenin hipogonadizm, sperm iiretimi ve aym zamanda erektil
disfonksiyona neden olabilen etkileri de dahil olmak iizere birden fazla mekanizma
yoluyla erkek dogurganligini olumsuz etkiledigi goriiliir. IVF ve ICSI analizlerinin
sonuclari, saglikli BKI ile karsilastirildiginda obez erkeklerde embriyo transferi basina
canli dogum oranlarinin daha diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica, IVF sonras1 gebelik
kaybi riskinin fazla olmasinin olas1 bir mekanizmasinin da muhtemelen artan sperm
DNA fragmantasyonu oldugu diisiiniilmektedir (98). Biz calisgmamizda; erkek
kisirligina sebep olabilen obezitede genel sperm analizinin degerlendirilmesinin yani
sira normal kilolu, fazla kilolu ve obez bireylerden elde edilen semen Orneklerinde bir

sperm-yumurta fiizyon proteini olarak bilinen Izumo-1 sperm yiizey reseptoriiniin
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ekspresyon diizeylerini karsilastirmayr ve ayni gruplarda alkali comet metodu

kullanarak sperm DNA hasarina dair bilgiler elde etmeyi amagladik.

Semen analizi, bir erkegin ilireme potansiyelini belirlemek icin kullanilan baslica
testlerden biridir. Eger erkegin iireme potansiyeli ile ilgili herhangi bir sorun varsa,
semen analizi sayesinde nasil bir tedavi yontemi izlenecegi ile ilgili de bilgi sahibi
olunabilmektedir. Semen analizinde semen ve sperm ile ilgili bircok parametre
degerlendirilmektedir. Bir semen analizi 2-3 hafta arayla en az iki Ornekte
degerlendirilmelidir. Cliinkii sperm sayis1 ve semen yogunlugu giinden giine
degisebilmektedir ve bazi kosullar sperm seviyelerini etkileyebilmektedir. Sperm analizi
sonucunda bircok parametreye bakilmaktadir. Bunlar sperm morfolojisi, sperm
konsantrasyonu, motilite, vitalite (spermin canlilig1) gibi parametrelerdir. Sperm
morfolojisinin incelenmesinin, spermatogenez kalitesi ve fertilitenin duyarli bir
gostergesi oldugu ortaya konulmustur. Yakin zamanlarda Amerika Ulusal Cevresel
Saglik Bilimleri Enstitiisiince (AUCSE) yiiriitiilen caligmalar, artmus BKI’si bulunan
erkeklerin kisir olma olasiliklari, normal kilodaki erkeklerden onemli 6l¢iide daha fazla
oldugunu dogrulamaktadir. AUCSE verileri bir erkegin kilosundaki yaklasik 10 kg’lik
artts, kisirlik olasiligii %10 kadar artirabilecegini 6ne siirmektedir (99,100). infertilite
konusunda yapilan calismalarda erkeklerde BKi’nin artis1 infertilite goriilme oranini
arttirabilmektedir. Erkek obezitenin sperm parametreleri (sayi, motilite ve morfoloji)
tizerindeki etkisi, hem insan hemde hayvan modellerinde gosterilmistir. Kemirgenlerde
diyetle indiiklenen obezitenin, sperm hareketliligini, epididimaldeki artiglarla birlikte
sperm sayisii azalttigt ve normal morfolojiye sahip sperm yiizdesini diisiirdiigii
gosterilmistir (101). Ancak bir calismada, 16 hafta boyunca yiiksek yagh diyet ile
beslenmenin sperm motilitesi tizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigini gosteren bir
calisma da mevcuttur (102). Calismada, bu durumun serum kolesterol diizeyindeki
artisgin  az olmasi ile aciklamislardir. Baz1 calismalarda BKI ile sperm konsantrasyonu
arasinda anlaml iligkinin olmadig1 gosterilmistir (103). MacDonald ve arkadaslarmin
2010 yilinda yapmus olduklar1 bir meta analizde de BKI ile sperm konsantrasyonu ve
sperm sayist arasinda iligki bulunmadig belirtilmektedir (71). Sperm morfolojisinin
kesin kriterler ile degerlendirilmesinin fertilizasyon sansini tahmin etmede son derece
onemli oldugu ve fertilizasyon ile anlaml bir pozitif korelasyon gosterdigi ¢ok sayida

calismada vurgulanmistir. BKi>25 kg/m® olanlarin %22’sinde sperm konsantrasyon ve
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say1s1 normal bireylere gore diisiik oldugunu saptamistir (104,105). Akamine ve ark.
caligmalarinda; ratlar1 120 veya 180 giin boyunca yiiksek yag iceren diyetle beslenerek
insiilin direnci olusturmuslardir. Calisma sonunda insiilin direnci artmis obez ratlarda
infertiliteye yatkinlik da artmistir. Fernandez ve ark., wistar ratlar1 iki gruba ayirmis, 1.
gruba yiiksek yag iceren diyet, 2. gruba standart yem 15, 30 ve 45. haftalar boyunca
vermislerdir. 15 hafta ratlarin obez olmasi icin yeterli olmustur. Calismada, obez
ratlarda sperm kalitesi ve motilitesi diiserken, estradiol seviyesi artmistir (106). Martini
ve ark, 34.9 + (.2 yas ortalamasina sahip 794 erkek hasta iizerine yaptiklar1 caligmada
ise; BKI ile sperm motilitesi ve hiz1 arasinda negatif bir iliski bulunmustur (107). Biitiin
bu calismalar obezite ve infertilite iliskisinin oldugunu gostermektedir. Biz
calismamizda, normal, fazla kilolu ve obez bireylerden elde edilen semen Orneklerinde
ilk olarak sperm analizlerine baktik. Calismamizda, literatiirdeki cogu calismaya paralel
olarak normal kilolu bireylere ait 6rneklerde ortalama sperm konsantrasyonu, sperm
motilite oran1 ve normal morfolojiye sahip sperm oranlar1 BKi yiiksek olan bireyler ile
karsilastirldiginda normal kilolu bireylerde (BKi<25 kg/m?) daha yiiksek oldugu
gozlendi. Buna ragmen BKI yiikseldik¢e bu degerlerin diistiigii ve obez grubuna ait
sperm kalitesinin daha da azaldigi belirlendi. Sisman erkeklerde sperm kalitesinde
diisiikliikler oldugu benzer calismalar ile tespit edilmistir. Normalde erkeklerde yag
dokusundan Ostrojen hormonu az miktarda salgilanmaktadir. Obez erkeklerde yag
dokusunda testesteronun Ostrojene doniigmesi artar ve dolayisiyla testesteron azalir ve
buna bagl olarak da sperm kalitesi diigser. Sperm morfolojisi ve motilite anomalilerinin
obezite ile iligkili oldugunu hasarli DNA’ya sahip spermin fertilizasyon oranini negatif
yonde etkiledigi embriyo gelisim kalitesini bozdugunu gosteren caligmalar mevcuttur

(108).

Mevcut literatiir calismalarina ve bizim sonuglarimiza gore, BKi daha yiiksek olanlarda
daha fazla riskin oldugu anlagilmaktadir (109,110). Ornegin, Magnusdottir ve
arkadaglarinin calismalarinda, 72 ciftin incelenmesi sonrast BKi’nin 30 kg/m® ve
izerinde olmasinmn subfertilite riskini yaklasik 3 kat arttirdii saptanmistir. Benzer
sonuclar pek cok caliymada bildirilmistir (111). Bunun yani sira her iki esin obez
olmasinin tek bir esin obez olmasina gore infertilite riskini daha fazla arttirdig1 da
belirtilmigtir (112). Literatiir analizlerine gore obezite infertilite iligkisinin daha az

incelendigi anlasilmaktadir. Shalaby ve arkadaslarinin ¢alismalarinda yiiksek kolesterol
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ile beslenen ratlarda kontrol grubuna gore fertilite oranlarinin azaldigi, spermin

karakteristik 6zelliklerinin ise bozuldugu gosterilmistir (113).

Triibner ve ark. sperm membran proteinleri ile ilgili genis bir literatiir taramasi
yapmistir. Buna gore spermatozoa membraninda hiicre-hiicre ya da hiicre-matriks
etkilesimini yliiriiten spesifik antijenler ve nonspesifik proteinler veya matriks
proteinlerinin (kollagen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri) bulundugu
gosterilmistir. Sperm membraninda, fertilizasyon i¢in bir¢cok sperm ylizey reseptorii
gorev almaktadir. Bunlardan biri olan ve ¢alismamizda da ele aldigimiz Izumo-1 sperm
yiizey reseptorii IgSF ailesine ait bir transmembran proteinidir. Western blot analizleri
Izumo’nun hem testis hem de spermde eksprese oldugunu gostermistir. Fare ve
insanlarda, Izumo-1’in sperm zar1 iizerindeki bir molekiiler kompleksi organize ederek
veya stabilize ederek gamete flizyonu icin gerekli oldugu bilinmektedir. Nakavt fare
modellerinin olusturulmasi, dollenmede rol oynadigi tahmin edilen proteinlerin
fonksiyonel Onemini test etmek igin giiclii bir ara¢ saglamaktadir. Izumo-1 nakavt
farelerle yapilan ¢calismada, sperm-yumurta flizyonunun gerceklesmedigi ve bu farelerin
steril oldugu belirtilmistir. Yapilan son caligmalarda Izumo-1’in gamete fiizyonu i¢in
kesinlikle sart oldugu gosterilse de, Izumo-1'in molekiiler fonksiyonu ve diger sperm
proteinleri ile olan iligkisi, yapist ya da farkli sperm membranlarindaki ifadesi hakkinda
yetersiz bilgi bulunmaktadir. Literatiire baktigimizda, BKI ile sperm hiicrelerinde

Izumo-1 ekspresyon diizeylerini gosteren yeterli calismanin bulunmadig: goriilmektedir.

Biz calismamizda, sperm-yumurta fiizyonunda onemli oldugundan dolay1 heniiz yeni
kesfedilen Izumo-1 sperm ylizey reseptoriiniin normal, fazla kilolu ve obez bireylerdeki
ekspresyon diizeylerine de baktik ve Izumo-1’in farkli BKI degerlerine sahip tiim
gruplarda eksprese oldugunu gosterdik. Western blot yontemini kullanarak elde
ettigimiz verilere gore, normal ve fazla kilolu bireyler ile karsilastirildiginda en yiiksek
Izumo-1 ekspresyonunun obez (BKI>30 kg/m’®) grubuna ait bireylerde oldugunu
gosterdik. Calismamizdan elde edilen veriler her ne kadar Izumo-1 ekspresyon artiginin
BKI ile dogru orantili oldugunu gosterse de sonuglarmmiz istatistiksel olarak anlaml
degildi. Ancak, bu sonuglara gore obezitenin spermde bulunan membran proteinlerinin

kompozisyonunu da degistirdigi soylenebilir.
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Cooper ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 calismada sperm parametreleri ve sperm
kromozom anomalileri arasinda anlamli bir baglant1 oldugu ve diisiik kalitede sperm
parametreleri bulunan olgularda sperm kromozom anomalisi oraninin, normal dondrler
ile karsilastirildiginda 2-10 kat yiiksek olarak saptandigi rapor edilmistir (114). Bu
nedenle sperm sayis1 normal kabul edilen olgularda daha az sperm kromozom anomalisi
gozlenmistir. DNA fragmantasyonu var ise kaliteli bir embriyo elde edilemeyebilir. Bu
nedenle, basarisiz IVF denemelerini en aza indirmek ve gebelik oranlarini artirmak icin
arastirmalar yapilmalidir. Bu arastirmalar esnasinda hasta icin kromozom ve genetik
kusurlarin erken embriyogenetik iletim riskini belirlemek esastir. Hasarin belirsizligi,
dogurganhigin karmasik yapisi, bizi belirsizlige gotiirse de erkek faktoriiniin infertilite

tizerindeki etkisi bakimindan DNA hasari testleri klinik acidan 6nemlidir (115).

Infertil erkeklerin spermleri kullanilarak gerceklestirilen ICSI gibi IVF sonrasi olusan
gebelik sonuglari, bu kromozom anomalilerinin biiyiik kismmin paternal kaynakli
oldugunu gostermistir (116,117). Sperm parametrelerindeki anormallikler sperm
anoploidileri ile iligkilendirilmektedir (118). Sperm morfoloji bozuklugu ne derece
siddetli ise fertilizasyon oranlar1 da o derece azalmaktadir. IVF yontemlerinde basariy1
etkileyen faktorler arastirildiginda sperm motilitesi ve morfolojik 6zelliklerinin
infertilite sebebini belirlemede yetersiz oldugu aciklanmistir. DNA hasarli sperm
orneginde fertilizasyon oraninin, motilite anomalisine gore 9,5 kat diisiik olmasi,
motiliteye dayanan secimden ziyade DNA hasarma sahip olmayan sperm se¢iminin
Oonemine isaret etmektedir. Yapilan ¢alismalarda normal sperm morfolojisi ile DNA
fragmantasyon derecesi arasinda negatif bir iligki oldugu saptanmistir (119). Yiiksek
oranda bas anomalisi gosteren, Ozellikle yiiksek amorf bash sperm yiizdesine sahip
orneklerde artan derecede DNA fragmantasyonu (DNA biitiinliigliniin bozulmasi)
saptanmustir (120). Bu durum, anormal sperm bas morfolojisinin sperm DNA hasarmin

bir gostergesi olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir (121).

Sperm DNA hasarinin infertil erkeklerde fertil erkeklere oranla daha fazla goriildiigii ve
sperm DNA hasarinin bu hastalarda fertilite potansiyelini olumsuz etkiledigi
gosterilmistir (122). Sperm DNA hasar1 infertil erkeklerde daha sik goriilmektedir ve
DNA fragmantasyon orani arttikca fertilite bozulmaktadir (123). Boylece, erkek

infertilitesinin Onemli bir sebebi olan DNA hasarinin fertilite potansiyelini tahmin
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etmede faydali bir gosterge oldugu ve IVF’te basarinin diigmesine sebep oldugu genel

olarak kabul edilen bir goriistiir.

Obezite, metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastalik ve proinflamatuvar bir durum
olmak iizere birtakim kronik hastaliklarla iligkilidir. Ilgin¢ olarak, metabolik sendrom,
hiperlipidemi ve proinflamatuar bir durumun hepsi erkek subfertilitesi ile bagimsiz
olarak baglantiidir (124) . BKI yiiksek veya cok yiiksek olmasi, 6zellikle de seminal
sperm konsantrasyonundaki azalmalara iliskin sperm kalitesindeki bozulmalarina neden
oldugu vurgulanmistir (125). Obez kisilerde muhtemelen oksidatif stres nedeniyle
sperm DNA biitiinliigii hasarinin arttig1 bilinmektedir (126). Literatiirde, obez
erkeklerde DNA kirilma oranlarmin artti1 bildirilmistir. Sallmen ve arkadaslar1 BKI
artisnin  ile  DNA  kirilmalarint - arttirdigini  buna karsin motilitenin  azaldigini
saptamiglardir (127). Bu durumun kotii kaliteli spermatogenez ve dolayis: ile azalmis
sperm sayist ve azalmis motilite ile iliskili olabilecegi belirtilmistir. Sperm niikleer
kromatin anormallikleri veya DNA hasari, spermatogenezde ya da DNA’nin
paketlenmesinden kaynaklanabilir (128,129). Oosit ve zigot paternal genomdaki hasari
bir dereceye kadar onarabilme yetenegine sahip olmakla birlikte DNA cift zincir
kiriklarinin onarimi giiglesmekte ve bu durum embriyo gelisimini etkilemektedir (130).
Bu nedenle fertilize olabilen ancak implantasyon basarisizligi veya erken donem

diisiiklerinin goriildiigii durumlarda sperm DNA’s1 6nem tasimaktadir (131).

Az sayida ¢aliyma, BKI’nin sperm DNA biitiinliigii iizerindeki etkisini degerlendirmis
olup, arastirilan vakalarin sayismin diisiik olmasi ve kullanilan teknikler arasmdaki
farklilik nedeniyle tartigmali sonuclar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle son yillarda
spermdeki DNA hasarini belirlemede bircok yontem kullanilmaktadir. Comet metodu,
uygulanabilirliginin basit ve duyarli olmasinin yami swra, radyoaktif isaretleme
gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar Ol¢iimiinde siklikla tercih edilen bir yontemdir.
Bizde calismamizda, BKI normal, fazla kilolu ve obez olan bireylerde BKi’nin DNA
biitiinliigii tizerine olas1 etkisini belirlemek amaciyla alkali comet assay yOntemini
kullandik. Calismada elde ettigimiz veriler, en yiiksek comet parametrelerinin obez
bireylere ait olan semen 6rneklerinde oldugunu gosterdi. Buna ragmen, BKI normal
bireylerde comet parametreleri diger iki gruba gore daha diisiiktii ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktaydi.



48

Obezitenin spermatogenez iizerindeki etkisi ve sonraki nesiller i¢cin potansiyel etkileri
hakkindaki ilgili aragtirmalarin klinik ve deneysel anlamda giderek artan oranlarda
ortaya ciktig1 goriilmektedir. Ancak bilinen o ki, normal DNA yapisina sahip sperm,
fertilizasyonun saglikli bir sekilde gerceklesmesi ve saglikli bir embriyo gelisimi icin
gereklidir. DNA fragmantasyonuna sahip olan spermler ile dollenen embriyolarin
gelisimini etkileyeceginden DNA yapisinin biitiinliigiiniin korunmas: IVF’ de 6nemlidir.
Obezitenin sperm iizerindeki etkilerini nasil ortaya c¢ikardigmm belirlemeye ugrasan
bircok calisma halen devam etmektedir. Calismamiz, mevcut literatiir hakkinda bir
giincelleme saglayarak obezitenin hem sperm fonksiyonlar1 ve hem de sperm DNA
biitlinliigiiniin bozulmasina neden oldugunu gostererek bazi tartigmalar sunmaktadir.
Mevcut calismada, erkeklerde obezitenin erkek subfertilitesi ile iliskili oldugunu,
obezite sonucunda sperm fonksiyonundaki bu degisikliklerin obez erkeklerin

cocuklarmin saghgini da etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Tiim bu veriler beraber degerlendirildiginde elde edilen bulgular ile klinik olarak riskli
gruba giren bireyin saglikli bir bebege sahip olma sansi1 hakkinda bir risk belirleme 6n
goriilebilecektir. Caligmamiza ilaveten daha fazla hasta populasyonlari ile yapilan yeni
caligmalarin iireme bozukluklar1 tedavisinde ilerleme kat edilmesini saglayarak bu
konuya aciklik getirecegi ve tiip bebek merkezlerinin basar: yiizdelerine 6nemli dl¢iide
katki saglayabilecegi diisiincesindeyiz. Elde edilen bulgular, erkek obezitesinin
dogurganlik iizerindeki etkilerinin bir¢ok nedene bagl olabilecegini, gebelik hatta daha
sonraki evrede cocuk sagligini dahi etkileyebilecegini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, Western blot analizi ile elde edilen veriler 1s1ginda ¢alismamizda heniiz ¢cok
giincel olan Izumo-1 ekspresyon diizeylerinin gruplardaki 6rnek sayisinin az olmasina
ragmen, bir baslangi¢ olarak diger caligmalara 151k tutmasi, sonuglarin diger ¢aligmalarla
karsilastirilmas: ve degerlendirilmesi gerektigi kanisindayiz. Artrms BKI’nin sperm
molekiiler yapisin1 degerlendiren gelecek calismalar, yaglanmanin artmis sperm
fonksiyonu iizerindeki etkisini belirlemede yardimci olmasmin yani sira klinikte
BKi’'nin 6tesine bakilmasi gerektigini gosterir. Boylelikle sperm morfolojilerinin
anlasilmasi, tedavinin yonlendirilmesi, IVF sirasinda sperm se¢imi ve degerlendirmesi
icin Onceden elde edilecek bilgilerle liremeye yardimci tedavi tekniklerine yarar

saglanacaktir.
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Sonug olarak BKI ile erkek infertilitesi ve bununla iliskili olan sperm morfolojisi ve ya
sperm DNA hasari iligkisi ile ilgili klinik ve deneysel arastirmalar git gide artmaktadir.
Bizim calismamizin sonuglari, BKI’nin artis seviyesi, sperm fonksiyonlarinin bozulma
oranlarin1 paralel olarak etkilendigini gostermistir. Bunun yam sira heniiz yeni
kesfedilen ve sperm-oosit fiizyonunda gerekli olan Izumo-1 sperm yiizey reseptoriiniin
ekspresyonunda da artis oldugu gozlenmistir. Obezite ve beraberinde gelen molekiiler
komplikasyonlarin patogenezinde rolii olan faktorlerin aydinlatilmas: ve bilinen risk
faktorleri ile iligkisinin belirlenmesi yeni tedavi yollarinin gelistirilmesinde onemlidir.
Bu nedenle basta deneysel arastirmalar olmak iizere gebelik oranlarini da iceren klinik

caligmalarla bu bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.
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