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OZET

Amag: Epididimisin sperm matirasyonunda, ileri hareket olusumunda ve
fertilizasyon yetenedi kazanmasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir. Alfa glukozidaz
seminal plazmada biyokimsayal olarak belirlenen faktérlerden birisidir. Yapilan
calismalar alfa glukozidaz dizeyinin epididimal fonksiyonu géstermede oldukga

onemli oldugunu ileri stirmektedir.

Glnumuze kadar epididimal hiicre sekresyonlari ile birgcok calisma
vardir. Bunlarin ¢odu deney hayvanlarinda gergeklestiriimisti. Bu nedenle
¢alismamizda amacimiz Ozellikle nedeni belli olan ( normozoospermia,
oligozoospermia, astenozoospermia ) infertil erkek tiplerinde epididimal alfa
glukozidaz duzeyinin arastirimasi ve IVF / ICSI sonuglarina goére fertilizasyon,

embriyo gelisimi ve gebelik oranlarinin degerlendirilmesidir.

Materyal ve Metot: Ozel Bati Bahat Hastanesi Tup Bebek Merkezine tedavi igin
bagvuran 75 hastanin semen analizleri dederlendiriimeye alindi. Hastalarin klinik
takibi, semen analizleri, semen morfolojisi ve hareketliligin 6zellikleri degerlendirildi.
Normozoospermia, astenozoospermia ve oligozoospermia bulunan hasta
gruplarinda seminal alfa glukozidaz degerleri bir kinetik enzim kiti kullanilarak Eliza
yontemi ile degerlendirildi. Hastalarin seminal plazmalari lam Uizerine yayilarak anilin
blue ile boyanmak (zere formaldehit ile fikse edildi. Bu gruplardaki hastalarin
eslerinden elde edilen embriyolar takip edildi ve transfer sonrasi gebelik durumlari

degerlendirildi.

Bulgular: Bu ¢alisma sonucunda elde edilen verilere gbre; Seminal Alfa glukozidaz
dizeyi (mU/ml) oligospermik olgularda daha yiksek bulundu. Seminal alfa
glukozidaz duzeyinin tum olgularda fertilizasyon ve 2. gin,3.gin embriyo sayisi ile
korelasyon gosterdigi bulundu. Seminal alfa glukozidaz dizeyinin sperm motilitesi ile

korelasyonu saptanmadi.

Tartisma : Epididimis’den salgilanan noétral alfa glukozidaz enziminin spermatozoa
Uzerine etkileri halen tartisma konusudur. Sonuglarimiz seminal alfa glukozidaz
dizeyinin fertilizasyon, iyi embriyo gelisimi Uzerinde etkileri bulunabilecegini

gO6stermektedir.



Anahtar Kelimeler: Epididimis, Alfa glukozidaz, Normozospermia,

Astenozospermia, Oligozospermia



SUMMARY

Objective: Epididymis plays an important role in sperm maturation, advanced
movement formation and fertilization ability. Alpha glucosidase is one of the factors
that determine male infertility in seminal plasma. Studies suggest that alpha
glucosidase levels are important in demonstrating epididymal function.

To date, there are many studies with epididymal cell secretions. Most of
these were carried out on experimental animals. Therefore, the aim of our study is to
investigate the epididymal alpha glucosidase level in male infertile patients
(normozoospermia, oligozoospermia, asthenozoospermia) and to evaluate the

embryo development and pregnancy rates according to IVF / ICSI results.

Material&Methods: Semen analysis of 75 patients who applied for treatment at The
Bati Bahat Hospital IVF Center were evaluated. Clinical follow-up, semen analysis,
semen morphology and mobility were evaluated. Seminal alpha glucosidase values
in patients with normozoospermia, asthenozoospermia and oligozoospermia were
evaluated by Elisa method using a kinetic enzyme kit. Seminal plasmas of the
patients were fixed on the slide, fixed with formaldehyde and stained with aniline
blue. The embryos obtained from the spouses of the patients in these groups were

followed up and their pregnancy status was evaluated.

Results: According to the results of this study; Seminal alpha glucosidase level (mU
/ ml) was higher in oligospermic patients (p = 0.022, Table 3). Seminal alpha
glucosidase level was found to be correlated with the number of embryos on day 2
and day 3 in all cases (p = 0.027, p = 0.046, Table 8, 9). No correlation was found

between seminal alpha glucosidase level and sperm motility.

Discussion : The effects of neutral alpha glucosidase enzyme secreted from
epididymis on spermatozoa is still a matter of debate. Our results suggest that
seminal alpha glucosidase level may have effects on fertilization, good embryo

development.

Key words: Epididymis, Alpha glucosidase, Normozospermia, Asthenozospermia,

Oligozospermia
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1. GIRIS VE AMAG

Son 15 — 20 yildir sperm fonksiyonlari Gzerine yapilan ¢calismalar, erkek
infertilitesinin dnemini ortaya koymaktadir. Sperm fonksiyon bozuklugu ve idiyopatik
(sebebi agiklanamayan) erkek infertilitesini ¢cevresel, fizyolojik, genetik birgok faktor
etkilemektedir. in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm injeksiyonu
(ICSI) gibi yardimci treme teknikleri bu soruna ¢ézim bulmaktadir (1). Bu nedenle

normal sperm fonksiyonunu etkileyen faktorleri tanimlamak édnem arz etmektedir.

Sperm fonksiyonunu degerlendirmek igin birgok test gelistiriimistir. Fakat
bu testler uygulamasi gu¢ ¢cok detayli olmasi nedeniyle her laboratuvarda uygunluk
gostermedigi gézlenmistir (2). Geleneksel semen analizi ise detayli bir morfolojik
degerlendirme ile uygulandiginda erkek infertilitesi arastiriimasinda énemli bir test
olarak kullaniimaktadir (3). Ayrintii  bir degerlendirme yapildiginda sperm
fonksiyonlari hakkinda énemli bilgiler elde edilebilir. Ve yardimci Greme tekniklerinin
kullaniminda basari veya basarisizlik dnceden ortaya konulabilir. Semen analizi ile
degerlendirilen sayi, hareketlilik ve morfoloji hakkinda ©6nemli Dbilgilere
ulagiimaktadir. Semen analizinde WHO(Dunya saglik 6rgutu) kriterleri detayh bilgi
sunmaktadir (4). WHO kriterlerine gore yapilan incelemede spermin sayi,
hareketlilik ve morfolojik yapisi dikkate alinmistir. WHO kriterlerine gére yapilan
degerlendirmede sayi 15 milyon / ml ve Uzeri, motilite %50 ve Uzeri, morfoloji: % 4
ve Uzeri bulunmasi Normospermiyi; sayi 15 milyon / ml ve alti, motilite %50 altinda
bulunmasi Oligozoospermiyi; sayr 15 milyon / ml ve uzeri, motilite %30 ve alti,

morfoloji: %4 bulunmasi Astenozoospermiyi tanimlamaktadir (3).

Sperm matirasyonunda, ileri hareket olusumunda ve fertilizasyon
yeteneginin kazaniimasinda epididimisin énemli roli bulunmaktadir (4-6). Seminal
plazmada erkek infertilitesinin belirlenmesinde alfa glukozidaz biyokimyasal olarak
etkileyen faktorlerden birisidir. Yapilan c¢alismalarda epididimal fonksiyonu
gOstermede 6nemli oldugu kanittanmistir. Epididimal fonksiyonun gesitli belirtecleri

mevcuttur.

L-karnitin, gliserilfosfokolin ve a-glukozidaz dahil (a-GLUC) olmak Uzere
pek cok enzim ve bilesik epididimden salgilanmaktadir, ancak bunlarin evrensel
olarak klinikte kullanimi mimkin olmamistir (7). Bu durum, mevcut bilesiklerin

cesitliligi ve elde edilen sonuglarin karmasikhigi ve hasta yoénetiminin ¢ogunlukla
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testis, hipofizer hormonlar ile sinirli kalmasindan kaynaklanmaktadir. Semendeki a-
Glukozidazin, dzellikle de noétral izoenzim formunun daha hizli ve duyarli oldugu ileri
surtlmektedir (7). Semende disik a-Glukozidaz seviyeleri’'nin Epididimit ile ilgili
olabilecegi, kusurlu sperm maturasyonu ile iliskili olabilecegdi ileri surtlmustir (8).
Ben Ali ve ark seminal alfa glukozidaz duzeyinin spermatozoa’nin oosite baglanma
kapasitesi ile korelasyon gdsterdigini, Milingos ve ark ise intrauterin inseminasyon
basarisini artirdidini ileri surdiler (9,10). Bazi arastiricilar ise seminal alfa
glukozidaz tayininin infertilite pratiginde bir degeri olmadigini, epididimal

obstruksiyonun bir gostergesi olabilecegini ileri sirmektedirler (11).

Literatlr incelendiginde alfa glukozidaz tayin yontemlerinde belirli bir
standard gorulmemektedir. Tayinlerde spektrofotometrik, spektroflurimetrik,
radioimmunoassay yontemi ve eliza yontemi kullaniimistir (12). Bazi arastiricilar
Unite /I, bazilar1 ise ng/ml, bazilari ise ejekllat basina mg degerleri ile sonuglari
ifade etmis, bu konuda standard bir degerlendirme goérilmemektedir. Ejekilat
volumunun erkeklerde ¢ok degiskenlik gosterdigi bilinmektedir ve buna bagli olarak

seminal alfa glukozidaz diizeyinde bireysel farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (13).

Bu calismada seminal alfa glukozidaz duzeyinin normo, oligospermik ve
astenospermik olgularda eliza yontemi ile analiz etmeyi istedik. Calismamizda
seminal nétral alfa glukozidaz dizeyinin fertilizasyon ve embriyo gelisimi ile bir

iligkisi bulunup bulunmadigini aragtirmayi amacladik.

2. GENEL BILGILER
2.1 ERKEK GENITAL SISTEMI

Erkek Ureme sistemi haploid erkek gametin (spermatozoon) surekli Uretimi,
beslenmesi, gegcici olarak depolanmasindan, seks hormonlarinin sentezlenmesi ve

salgilanmasindan sorumludur (14).

Erkek Ureme sistemi dort kisimdan olusur; Testisler, Genital kanallar, yardimci

bezler ve Penis (15).

Testisler sperm Uretimi ve testosteron gibi hormonlarin Uretiminden sorumludur
(15).



Genital kanallar testisten Uretilen spermetozoonlari penise tasiyan epididimis,

ductus deferans ve Uretradan olusmaktadir (14,15).

Yardimci bezler sperm aktivitesi igin gerekli olan salgilari Greten seminal vezikiller,

prostat bezi ve bulbouretral bezlerdir (14,15).

Penis erektil dokudan olusmus ciftlesme organidir (14,15).

Vertebral
; column
Urinary
bladder
Pubic Ureter
symphysis
Rectum
Ductus .
deferens Seminal
vesicle
Penis Ejaculatory
duct
Erectile Prostate
tissue gland
Bulbourethral
gland
Epididymis
Testis

Scrotum

Sekil-1: Erkek Ureme Sistemine Ait Yapilarin Sematik Gosterimi (16)
2.1.1 TESTIS HISTOLOJISI

Testisler karin boslugu disinda skrotum icinde yer alan sagli sollu
bulunan bir ¢ift organdir. Bu yerlesimleri testislerin viicut sicakligindan 2-3°C disiik
olmasini saglamaktadir. Normal spermatogenez igin 34°C ve 35°C sicaklik gereklidir
(14).

Testisler tunika albuginea adi verilen siki bag dokusundan olusan bir
kapsiulle gevrilidir. Tunika albuginea, testisin arka ytiziinde kalinlasarak mediastinum
testisi olusturur. Mediastinumdan testikiler dokuya dogru uzanan fibréz septumlar
dokuyu 250-300 lobguga béler. Her lobguk 1 ila 4 arasinda degisen seminifer tibul
icerir (14).



Sperm kordonu

Kan damarlari
ve sinirler

Duktus deferens

A o Epididim basi
/ Epididim kanali
Seminifer tibdl
; Z Duz tibal

Duktuli efferentes:—&
Mediastinum testis Septum
(rete testisin
bulundugu yer) Lobguk

Tunika vajinalisin
viseral tabakasi

Tunika vajinalisin
pariyetal tabakasi
Tunika albuginea

=

a
Sekilde testis anatomisi gosterilmektedir. (a) testisin kismi olarak (SG), Sertoli hiicreleri (SH), primer spermatositler (PS) ve liimenin
sagittal kesitinin sematik olarak gésterilmektedir. (b) Seminifer yakininda gec spermatidier (GS) ve gevredeki bag dokusunda
tiibul enine kesiti; perifere yakin bir noktada spermatogonyumlar bulunan interstisyel hiicreler (iH) gosterilmektedir.. X400. H ve E.

Sekil-2: Testis Histolojisi (17)

Seminifer tabdller icerisinde spermatozoonlar uretilirler. Tlbdller arasinda gevsek
bag dokusu iginde yer alan testikiler androjenleri salgilayan intertisyel hicreler
(Leydig Hucreler) yer alir. Testis i¢i genital kanallar seminifer tibullerden gelen siviyi
ve spermetozoalari epididimise tasir. Ejakllasyonda spermi skrotumdan penise

dogru tasiyan kanallar epididimis, ductus deferens (vas deferens), Uretradir (14).
2.1.1.1 Epididimis

Epididimis yaklasik 6 metrelik ductus epididimisin bir araya
toplanmasiyla olusan, testislerin arka ve hafifce yan kenarlarinda yer alan yapidir
(18). Bag dokusu ile gevrelenmis epididimis skrotum iginde yer alr (19). Ust kismi
kalin alt kismi daha ince bir yapidir. Genis olan Ust kismina bas (caput) epididimis,
gbévde (corpus) epididimis, dar olan alt parcasina kuyruk (cauda) epididimis denir.
Spermler, bu kanaldan gecgerken hareketli hale gelirler, yuzeyleri ve akrozomlari son

olgunlasma asamasina girer. Epididimis icindeki sivi glikolipid dekapasitasyon
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faktorleri sperm hicre zarina baglanarak akrozom reaksiyonunu durdururlar. Bu
sekilde spermin dolleme yetenegi, kadin Ureme kanalinda gerceklesecek olan
kapasitasyon isleminin bir parcasi olarak bu faktorler uzaklastirilana kadar énlenmis
olur (19).

Epididimis kanali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile 6rtGimus ve bu
tabaka uzun stereosilyali prizmatik esas hicreler ile kiigik yuvarlak kdk hlcrelerden
olusur (19). Glikolipid ve glikoprotein esas hucreler tarafindan salgilanir ve esas
hucreler sertoli hlcreleri tarafindan uzaklastiriimayan sitoplazmik atiklarin, diger
atiklarin uzaklastirlmasinda, suyun geri emiliminde gorev alir. Kanal epiteli birkag
diuz kas hucresi ile sariimistir. Peristaltik kasiimalar spermin kanal boyunca

ilerlemesini, gévdenin ve kuyrugun bosalmasini saglar (19).

2.1.1.2 Ductus (Vas) Deferens

Kalin muskiler yapida, kiglk [imenli, yaklasik 45 cm uzunlugunda boru
seklinde bir organdir (18). Epididimisin kuyruk kismindan baslar ve spermlerin

ductus ejaculatorius’a tasinmasindan sorumludur (18).
2.1.1.3 Seminal Vezikiiller

Her biri 15 cm olan seminal veziklller iki adettir. Oldukga kivrimli
kanallardan olusur ve bag dokusu kapsulu ile sarilidir. Kanal mukozasi ¢ok sayida
ve karmasik katlanmalar icerir. Katlantilar salgilayici grantllerle zengin epitel ile
ortilidir. iceriginde bulunan kas tabakasi, ejakiilasyonda bezlerin salgisinin
bosalmasini saglar (19). Ekzokrin bez olan seminal vezikillerin yapiskan sarimtirak
salgilarinin Uretimi testosterona baglidir. Seminal veziklilden gelen sivi ejakulatin
%70 ini olusturur. iceriginde bulunan frilkktoz; spermin ana enerji kaynag,
prostoglandin, kadin Ureme kanalinda sperm etkinligini uyarir; Fibrinojen,

ejakulasyon sonrasinda semenin koagulasyonunu saglar (19).



2.1.1.4 Prostat Bezi

Prostat bezi, Uretrayl saran idrar kesesinin altinda siki bir organdir.
Erkek genital sisteminin en buyuk bezidir. Ortalama agirhgi 20 gr kadardir.
Fibromuskuler stroma icinde gémilmuUs bulunan sayilari yaklasik 30 ila 50 arasinda
degisen tiblloasinar bezden olugsmaktadir. Tdbdloasinar bezler, ¢esitli
glikoproteinleri, enzimleri ve prostaglandin gibi kigik molekulleri bulunduran siviyi
Uretir (19). Ejakllasyona kadar bunun depolanmasindan sorumludur. Klinik énemi
olan serin proteaz olan prostat 6zgul antijeni (PSA) dretir. Bu protein,
ejakllasyondan sonra spermin yavas salinimi igin pihti seklinde olan semenin
sivilasmasina yardimci olmaktadir. Prostatin yapisi ve iglevi testosteron seviyesine
baghdir (18,19).

2.1.2 SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, testiste seminifer tibdllerde yaklasik 2 aylik bir strecgte

meydana gelen ve mayoz bdélinme siklusu igeren bir islemdir (20).

Puberte de baglayan spermatogenez, spermatogoniumlarin
spermatozoa haline dénismesini saglayan olaylarin tamamini kapsayan bir suregtir.
Erkek germ hucreleri, testisin seks kordonlar icinde destek hucreleri tarafindan
cevrelenmis buyuk ve soluk renkli hicreler seklinde gorulmektedir. Tipki folikller
hicreler gibi, testisin ylzey epitelinden kéken alan destek hicreleri, sertoli hiicreleri
olarak bilinir (14).

Sertoli hiicreleri spermatogenezde yardimci hlicreler olarak goérev alir.
Kan dolasim sisteminden tUbdlleri ayirir, bagka bir deyisle kan — testis bariyerini
olusturmakta, germ hicrelerine destek vermekte, mayoz icin gerekli olan bilesikleri
sentezlemekte ve hipofizi kontrol eden hormonal sinyalleri (inhibin) Gretmektedir
(20).

Puberteden hemen &énce, seks hormonlarinin etkisi ile tubdllerin igi
bosalarak bir [imen olusturur ve bu yapilara seminifer tlbuller denilir. Ayni zamanda

primordial germ hcreleri de spermatogonial kék hlicrelere farklanir. Bu kok hicre
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populasyonundan dizenli araliklarla ayrilan hucreler tip A spermatogoniumlari
olusturur. Tip A spermatogonium dretiminin baslamasi spermatogenezin baslamis
oldugunu gésterir. Bu hucreler kisith sayida mitotik bélinmelerle hicre kimeleri
meydana getirir. Son boélinme sonucunda da ortaya c¢ikan hicreye Tip B
Spermatogonium denir (19). Tip B Spermatogoniumlar kiresel ve soluk
cekirdeklidirler. Tip B spermatogoniumun bélinmesiyle de Primer Spermatosit
olusur. Primer spermatositler olduk¢a uzun slren bir profaz evresinin ardindan
birinci mayoz bélinmenin hizla tamamlanmasiyla Sekonder spermatositlere
doénusur. Bu hlcrelerden de ikinci mayoz bolinme sirasinda 23 haploid kromozom
iceren spermatidler meydana gelir (21). B tipi hicrelerin kok hucre toplulugundan
ayrilmasindan, spermatidlerin olusumuna kadar gecgen bir seri olay boyunca
sitokinezis tamamlanmis oldugundan, ardisik hucre Uretimleri stoplazmik koprulerle
birbirine bagh seklidedir. Boylece tek bir spermatogoniuma ait soy cogalip
farklanmalari sirasinda birbirleriyle iliskisini koruyan bir germ hiicre toplulugu
halindedir. Ayrica, spermatogonium ve spermatidler gelisim sireleri boyunca sertoli
hicreleri arasindaki derin oyuklar igcinde gémula kalir. Bdylece sertoli hiicreleri germ
hicrelerini destekler, korur, beslenmelerine katkida bulunur; spermatozoonlarin

olgunlasip serbest kalmalarina yardimci olur (19,21).
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(1) 7 Spermatogonyum adi verilen spermatogenik onciil hiicreler 46
kromozom (23 cift) iceren diploid hudcrelerdir. Bu hicrelerin her birinin mitotik
bolinmesi sonucunda yeni bir spermatogonyum ve mayoza girecek primer
spermatosit olarak adlandirilan bir hlicre olusur.

(2) Her yeni primer spermatosit gecici olarak kan testis bariyerinin siki
baglantilarini ayirir ve tlibilin bazal bdlmesinden adluminal bdlmesine hareket
eder. Bu hucreler ayni zamanda DNA’larini esleyerek mayoz I'e girerler ve sinaps
olustururlar. ilk mayotik bélinme sonucu 23 kromozomlu iki haploid sekonder
spermatosit olusur.

(3) Mayoz Il hizli bir bicimde gerceklesir ve sekonder spermatosit
kromozomlarindaki kromatidler daha kuguk iki haploid hucreye dagitilarak
spermatidler olusur.

(4) Spermatidler limene yakin fakat hala Sertoli hiicrelerine gémdilii halde
iken farkhlasirlar ve fertilizasyon ve hareket yetenegi kazanabilmek icin gerekli olan
morfolojik degisimleri gegirirler.

Sekil-3: Spermatogenez (17)

Ozetle, Spermatogenezis, tam  farklanmamis  diploid  (2n)
spermatogenetik hicrelerden 6zellesmis haploid (n) spermatozoonlarin gelistigi
olaylardir. Bu hiicrelerin gegirdigi asamalar spermatogonial evre (spermatogenezis),

mayoz bélinme evresi ve spermatid evresi (spermiogenezis)’dir.



2.1.2.1 Spermatogonial evre

Seminifer epitelin bazal membrani Uzerinde bulunan diploid
spermatogoniumlar mitotik aktivite ile c¢ogalir. Bu ¢odalma sonucu ile
spermatogenezis igin yeterli miktarda hicre saglanir. Bu hiicrelerin bir bolimiu de
kok hiicre olarak islev goérur. Kék hicrelerin erkek infertilitesinde dnemli yeri vardir,

yasam sureleri oldukga uzundur (14).
2.1.2.2 Mayoz Bolunme Evresi

Tip B spermatogoniumlarin son mitotik bdlinmesinden sonra ortaya
cikan yavru hucreler, DNA sentezler ( S fazi ), G2 fazina ilerler ve 4N DNA icerikleri
ile birinci mayoz boélinmeye baslarlar. Bunlar primer spermatositlerdir. Birinci mayoz
boélinme sonucunda iki yavru hiicre meydana getirirler. Olusumlarindan hemen
sonra bu htcreler birinci mayoz boélinmenin profazina girerler. Bu asama 10 glinden
fazla slrdugu igin, testis kesitlerindeki spermatositlerin gogu bu asamada olacaktir
(15). Uzamig profaz evresinden sonra, kardes kromatit ciftleri metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerinden gecgerek yavru hicrelere (skonder spermatositlere) ayrilirlar.
Sekonder spermatositler testis kesitlerinde zor gozlenir. Bunlar interfazda ¢ok kisa
sire kalan ve cabuk ikinci mayoz béliinmeye giren kisa émiirlii hiicrelerdir. ikinci
mayoz bdlinme sirasinda profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri kardes
kromatitleri spermatitlere ayirir. Birinci ve ikinci mayoz bélinmeler arasinda S fazi
(DNA sentezi) olmadigindan ikinci mayoz boélinmeden sonra her hucredeki DNA

miktar yariya iner ve haploid (n) hicreler meydana gelir (14,19).
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Sekil-4: Spermatogenez ve Spermiyogenez Evreleri (17)

2.1.2.3 Spermiyogenez Evresi

Haploid spermatidler,

seminifer tubdl

[imenlne yakin adluminal

kompartmanda yerlesmislerdir. Spermatidler, spermiyogenez denilen farklilasma

surecine girerler. Spermiyogenez, spermatozoon uretiminin sicakliga duyarli ve son

asamasidir. Spermatidlerin erkek DNA sini ov

Ozellesmis hicreler olan spermatozoonlara doni

uma aktarmak igin son derece

sme surecidir. Bu slrecgte hiicre
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bdlinmesi meydana gelmez ve spermatogenezdeki gibi, hiicreler sertoli hiicreleri ile

ilikilidir (15).

Haploid olan spermatidler kiigiiktiir ve seminifer tiibiiline yakindirlar. Ug

ana olay spermiyogenezi karakterize eder.

1.

2.

Kamginin gelismesi; kamgi distal sentriolden gelisir. Keratin igeren
dis yogun lifler, fibréz kilif ile gevrili bir aksoneme (9+2 mikrotibul
cgiftleri) sahiptir. Mitokondriyonlar kuyrugun proksimal boéliminde
sarmal bir kilf olugtururlar (19,22).

Akrozom gelismesi; dollenme icin gerekli olan hidrolitik enzimlerin

(hiyaluronidaz, akrozin, asit fosfataz, proteaz, noéraminidaz, N

asetilglukozamidaz, arilsilferaz) sentezinin  gerceklestigi  ve

depolandi§i akrozomal keseyi icerir. Akrozom gelisimi 4 ardisik

evreden olusur (14).

a) Golgi fazi: Spermatidler icinde golgi aygiti nukleusa yakin kisma
yerlesmistir. Endoplazmik retikulumda Uretilen bazi enzimler golgi
aygitina tasinir. Hidrolitik enzimler golgi aygitindan akrozomal
veziklle aktarilir. Sentriol ¢ifti akrozomal vezikulin zit kutuplarina
dogru go¢ eder. Distal sentriol aksonem, proksimal sentriol
baglanti par¢asinin olusumuna katilir (18,19).

b) Kep (Bashk fazi): akrozomal baslk yogunlasan c¢ekirdegin
yarisini kaplayacak sekilde yayilir ve akrozoma doéntsur (18).

c) Akrozomal faz: Akrozom c¢ekirdegin Ust 1/3 luk kismini Orter ve
sarmaya devam eder. Cekirdek hacmi azalir ve daha uzun bir hal
alir. Cok sayida mikrotlbdl igceren manset adi verilen sperm
nikleusundan distale uzanan gegici bir yapi olugur. Distal sentirol
9+2 es merkezli dizilmis mikrotlbdl giftlerinden olusan aksonemi
meydana getirir. Mitokondrionlar gelisen aksonem boyunca ilerler
(14).

d) Olgunlagma fazi: Spermatozoondan geriye kalan artik sitoplazma
hicreden uzaklastirilir. Mitokondrionlar orta pargcada dig yogun
liflerin  cevresine dizilirler. Olgun fakat islevsel olamayan

spermatozoon tubudl lumenine salinir (15).
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3. Nikleer yogunlagma; somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin
ve lizince zengin protaminlerle yer degistirdiginde nukleer yogunlasma
meydana gelir. Somatik histonlari protaminlere donusmesinden sonra
nikleozomlar kaybolur (14). Cekirdek materyalini yogunlastirmak igin
diz kromatin lifler yanyana dizilir. Olgunlasma asamasindan sonra
belirgin bir RNA sentezi yoktur. Olgunlasma islemi, ¢ekirdek uzamis,
yodunlasmis seklini aldiginda, manset dagilmaya basladiginda, dis
yogun lifler organize oldugunda tamamlanir. Limene verilen sperm
hicresi fertilizasyon yetenegine sahip degildir. Ayrica hareket yetenegi
de yoktur (14,18,19).

T
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Sekil-5: Spermiyogenezin Sematik Gosterimi (17)

2.2 ERKEK INFERTILITESI
2.2.1 Semen

Seminal sivi testis ve epididimis salgisinin, ejakulasyon sirasinda
seminal vezikuller, prostat ve bulbouretral bezlerin katkisiyla olusur. Her organin
sekresyonu farklidir ve sekresyonlar sirali bir sekilde salinir (23). ilk kismi sperm ve
prostatik salgidan, ikinci kismi seminal vezikul ve komponentlerinden zengindir.
Ejakulasyonda bu fonksiyonlarin birlesmesi gerekir (23).

Ejakulatin sperm icerigi toplam hacminin %3-5 i kadardir. Kalan kismini
epididimis, vas deferensin (%5-10), seminal vezikullerin (%50-70), prostat bezinin
(%15-30) salgilari ve az miktarda mukdz ve bulbouretral bezlerin salgilarini (%3-5)
icerir (24).

Semende bulunan protein, amin, karbonhidrat, lipid ve elektrolitlerin bir
kismi genital kanalin belirli kisimlarina 6zgi olup, seminal plazmadaki biyokimyasal
yapilar ve erkek infetilitesinin degerlendiriimesinde 6énemlidir (24). Semende enerji

kaynagi olarak goérev yapan kreatin fosfokinaz enzimi (CPK), adenozin trifostat
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(ATP) ile mitokondriyon indeks aktiviteleri sperm konsantrasyonu, motilitesi ve
fertilizasyon kapasitesi ile baglanti gostermektedir (24). Aksesuar genital bezler olan
seminal vezikul, prostat ve epididimin fonksiyonlarini degerlendirmede ve
obstruksiyonlarin saptanmasinda fruktoz, alfaglukazidaz, asitfosfataz, prostat
spesifik antijen (PSA) ve karnitin dizeyleri dnemli biyokimyasal belirteclerdir (24).
2.2.2. Semen’in Makroskobik ve Mikroskobik incelenmesi

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi ve saptanmasinda
spermatozoonlarin incelenmesi onemli bir testtir. Uygun bir tedavi yontemin
saptanmasinda kullanilir. Semen hacminin blylk bir kismini seminal vezikil
salgilari olugturmaktadir. Semenin ortalama pH’1I 7.5’tur (24).

Semen analizinden saglikl sonu¢ almak icin cinsel perhiz slresinin en
az 2, en ¢ok 7 gun olmasi gerekmektedir. Bu surenin kisalmasi sayl ve volumd,
uzamasi ise hareketliligi olumsuz etkileyebilmektedir (25). Pek c¢ok laboratuvar
cinsel perhiz slresini standart olarak 3-4 gtin kabul etmektedir. Semen ornekleri 2-7
gunlik cinsel perhizden sonra mastirbasyonla temiz, kuru, plastik steril bir kaba
toplanmalidir. Hastalar semen érneginin verilmesi sirasinda kondom, sabun ve krem
kullanmamalari  konusunda uyariimaldir. Semen degerlendirme  kriterleri
likefaksiyon, gorinum, volum, pH, viskozite, mikroskobik incelemedir (24,25).

a) Konsantrasyon
Sperm sayimi i¢in hemositometre, mikrosel, selvu, standart count, thoma lami,
makler ve hoffman gibi c¢esitli sayim kameralari kullaniimaktadir. Ginimuzde
yaygin olarak makler sayma kamerasi kullaniimaktadir (25).
Spermatozoon konsantrasyonu milyon/ml olarak degerlendirilir. Dinya Saglik
Orgiitd (WHO) standartlarina gére sperm sayini 15 milyon/ml ve daha fazla
olmasi normal kabul edilmektedir (4,25).

b) Sperm Motilitesi
Isi sperm motilitesini etkileyen ©6nemli bir faktor olmasi nedeniyle sayim
kameralari, hareketlilik degerlendirmesinden 6nce 37°C tutulmasina dikkat
edilmelidir (25).
WHO kurallarina goére (3) spermatozoon sayimi yapilirken spermatozoon
hareketleri 4 sinifa ayrilir.

i) +4 hareketli spermatozoonlar: Hizh, progresif hareketliliktir. Lineer

bir sekilde ileri yonde ileri hareket eder.
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ii) +3 hareketli spermatozoonlar: ileri yénde daha yavas ya da

duraklayarak hareket eden spermleri tanimlar.

iii) +2 hareketli spermatozoonlar: Yerinde hareketlilik olarak
tanimlanir.
iv) +1  hareketli spermatozoonlar:  Hareketsiz  bir  sekilde

durmaktadirlar.

Motilite hareketlilik anlamina gelmekte olup +4, +3 ve +2 hareketli

spermatozoonlarin toplam oranidir.

c) Morfoloji Degerlendirmesi:

Sperm morfolojisi ilk kez mikroskobun Antony Van Leuwenhook tarafindan
kesfedilmesiyle tanimlanmistir. Daha sonra WHO 1980 vyilinda spermlerin
morfolojik siniflandirmasini yapmistir. WHO’nuin énceleri %50, daha sonra %30
olarak verdigi normal sperm morfolojisine ait alt sinira karsilik, kruger kriterleri
ile degerlendirmede bu sinir %4 olarak ortaya konmustur (23).
Morfolojik siniflandirma semen analizinde degerlendirilen en 6nemli kriterdir.
Morfolojik degerlendirme, lam Uzerine semenin ince bir sekilde yayilip boyanmis
preperatlarda immersiyon objektifi ile (10x100) yapilmahdir. Morfoloji
preparatlarin  hazirlanmasinda yaymanin kalinhdr sonuglari  dogrudan
etkilemektedir bu yuzden sperm 6rnegini yaymada dikkatli olmak gerekir
(22,23).

Morfolojik degerlendirmeler lam Uzerine fikse edilmis &rneklerin
Papanikolaou, Diff Quik ya da Shorr boyalar ile yapiimalidir. Kullanilan boyama
yontemine goére spermler farkli boyutlarda gorulebilir. Clnkld boyama oncesi
yapilan fiksasyon sirasinda spermler biraz buzulebilir. Diff Quik yonteminde
fiksasyon ve boyama islemi kisa surdigunden spermler gercek boyutlarina
yakin gorinmekteyken, Papanikolaou’ ya da Spermac boyamada daha kuguk

gorunmektedir (26). Normal morfolojiye sahip olan spermlerin kriterleri;
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Sekil-6: Normal Spermin Bolumleri (27)

Bas ; 2 — 3 ym en ve 4 — 5 ym boyda, konturlari dizgun, oval akrozom basin
%40 - %70 kaplayacak sekilde olmali, vakuol icermemeli ve ekvatoryal segment
konturlara uygun olmalidir. Spermatidin golgi cisimciginden olusan akrozomal
yapl, fertilizasyon igin gerekli hyaluronidaz ve proakrozin gibi hidrolitik enzimler
icermektedir. Bas anomalileri klguUk, buyuk, yuvarlak, uzamig, amorf, vakuolll
olarak siniflandirilabilir (23,25,28).

Boyun ; 4 — 5 pm uzunlugunda ve dizgun olmali ve basin alt kismina, aksiller
konumda baglanmaldir. Boyun kisminda bulunan sitoplazmik cisim basin
yarisindan buyuk olmamalidir. Boyun anomalileri kalin ve irregller olarak
gorilebilir (23,25,28).

Kuyruk ; 50 — 55 ym uzunlugunda, dizguin kivrimli, boyun kismindan daha
ince olmali ve son kisma dogru giderek incelmelidir. Sperm kuyrugunda
hareketi saglayan temel yapi aksonemdir ve mikrotibller ciftlerden
olusmaktadir. Mikrotubul'ler dinein olarak bilinen yapisal bir proteinden
olusmaktadir. Aksonem kendilerine karsilik gelen periferal giftlere eslik eden 9
ince silindirik yapidan olusan yodun dis fiberler ve fibréz kilif ile
cevrelenmektedir. Yogun dis fibriller sperm kuyrugunun %60 in1 olugturur. Kisa,
kirik, birden fazla kuyruk, kendi ekseni etrafinda kivrilmig, kalin kit gérinimlu

kuyruklar kuyruk anomalileri olarak sayihr (23,25,28).
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d)

Normal sperm seklinin tanimlanmasi postkoidal servikal mukustan ya da
zona pellusida ylzeyinden alinan spermlerin incelenmesiyle yapimistir
(23,25,26,28).

Tablo-1: Kruger Kesin Kriterlerine Gore Sperm Morfolojisi (26)

Bas Uzunluk 5 - 6 mikron
Geniglik 2.5 — 3.5 mikron

Akrozom Basin %40 - %70’ini olusturmal

Orta parca Genislik 1 mikron
Uzunluk 1.5x bas uzunlugu

Kuyruk Boyu yaklasik 45 mikron
Uniform

Orta parcadan daha ince
Kivriimamis

Kirik igermeyen

Sitoplazmik damlacik Bas alaninin %30-70’inden az
Sadece orta pargada lokalize

Terminoloji (3)

Normospermi = ml ‘ deki spermatozoon sayisi 15 milyon / ml veya daha
fazladir.

Oligospermi = ml ‘ deki spermatozoon sayisi 15 milyon / mlI' den daha azdir.
Polispermi = ml * deki spermatozoon sayisi 15 milyon / mI’ den ¢ok fazla (
yuksek konsantrasyon , > 200 M/ ml)

Azospermi = Tdm semende hi¢ spermatozoon bulunmamasidir.

Aspermi = Seminal plazma Uretiminin olmamasidir.

Nekrospermi = Spermatozoonlarin 6l olmasidir.

Astenospermi = Motilitenin disik ( %40 ‘dan daha az ) olmasidir. < % 40
grade ( A+B) veya < %32 grade A

Teratospermi = Morfolojik olarak anormal spermatozoonlarin ¢ogunlukta
olmasidir. < % 4 normal spermatozoa.

Lokospermi = Semende |6kositelerin 1 milyon / ml * den daha fazla olmasidir.
Hiperspermi = Semen hacminin 6 ml'den daha fazla olmasidir.

Hipospermi = Semenin 1 ml veya daha az olmasidir.

Globozoospermi = Spermatozoonda akrozom yoklugudur.

Hematospermi = Semende eritrositlerin bulunmasi.
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2.3 SPERM BOYAMA YONTEMLERI

Semen numuneleri bir lam Uzerine yayilip kurutulduktan sonra, spermin

ayrintili bir sekilde tanimlanmasi igin fikse edilip boyanmaktadir. Bunun igin;
Papanicolaou
Shorr
Diff Quik
Spermac boyalari kullanilmaktadir (4,29).
2.3.1 Papanicolaou Boyama Yontemi (4)

Papanicolaou boyasiyla spermler ve diger hucreler iyi boyanmaktadir. Bununla;
sperm basinin, akrozom ve post akrozom bodlgesi, artik sitoplazma, orta ve
anaparca boyanir. Tanimlanan bu modifiye boyama tekniginin; sperm morfolojisinin
analizi, immatur germ hucreleri ve sperm disi hucrelerin incelenmesinde yararl
oldugu kanitlanmistir. Bu boyama ydntemi kullanilarak boyanan lamlar, tespit
sivisiyla muamele edilerek ileride i¢ kalite programlarinda kullaniimak Gzere

saklanabilir.
2.3.2 Shorr Boyama Yontemi (4,30)

Shorr boyamas! Papanicolaou boyamasina benzer oranda normal formlarin
gorilmesini saglamaktadir. Shorr baslica smearler igin kullanilir. Papanicolaou
tarafindan tanimlanan boyama ydntemine oranla daha basittir ve daha ¢abuk yapilir.
Cesitli hicre tiplerinde sitoplazma ayrimini guizel belirttiginden hormonal durumlarin

saptanmasinda uygundur.
2.3.3 Diff Quik (Hizli Boyama) Yontemi (4,24)

Hizlh boyama yontemleri, Ozellikle analiz gunl sonug¢ veriimesi gereken
laboratuvarlar igin uygundur. Birkac¢ farkli boyama setler bulunmaktadir. Diff Quik

boyasi U¢ basamakh bir sperm boyasidir.

1. Solisyon fiksatif
2. Solusyon Sitoplazma boyasi

3. Sollsyon ise nukleus boyasidir.
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2.3.4 Spermac Boyama Yontemi (29,31,32)

Spermac boyama genellikle erkek Greme sisteminde morfolojik olarak spermlerin
normal ve anormal yapisini tespit etmede kullanilir. Bu yéntem erkek kisirliginda

tani belirlemede yardimci olabilir. Testte gerekli malzemeler;
Stain A= Kirmizi boya 50 ml ya da 250 ml

Stain B= Acik yesil 50 ml ya da 250 ml

Stain C= Koyu yesil 50 ml ya da 250 ml

Fix= Fixative 50 ml ya da 250 ml

Semen 6rnegdi temizlenmis lamin Gzerine 45 derecelik aciyla lamel yardimiyla smear
seklinde yayilmaktadir ve kurutulmaktadir. Kurutulan érnek 5 dakika fiksaltivde
tutulup, 37°C’de tekrar kurumaya birakiimaktadir. Kurutulan 6rnek Stain A da 2
dakika bekletilip distile su ile yikanarak kurumaya birakilir. Ornek kurutulduktan
sonra Stain B de 1 dakika bekletilip distile su ile yikanip tekrar kurutulur. Son olarak
kurutulan 6rnek Stain C de 1 dakika bekletilip distile su ile yikanip kurutulmaktadir.
GoOzlem yapmak icin 1sik mikroskobunda 1000 kat blUyltmede immersiyon yagi

kullanilarak agsagidaki yapilar gézlenir (29,31,32).
Akrozom=Koyu yesil

Nukleus=Kirmizi

Ekvatoral bdlge= Acik yesil

Orta parca ve kuyruk= Yesil

100 ya da 200 sperm sayilarak normal ve anormal sperm defekleri tespit
edilmektedir. WHO kriterlerine gore %4 ve fazlasi normal yapiya sahip olan

spermatozoonlar normal kabul edilmektedir (29).
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2.4 SPERM MATURASYONU VE KAPASITASYONU, MOTILITE KAZANMASI

Testislerde, seminifer tibllde Uretilerek limende serbest kalan spermler
gelisimleri boyunca degisiklikler gecirirler. Gelisimlerinin son déneminde yuvarlak ve
iri olan spermatitlerden kuguk, hareketli spermler meydana gelir. Fakat bu asamada
spermler fertilizasyon igin gerekli olan oositi tanima, baglanma ve penetre olabilme
yetenegini kazanmamisglardir. Bu ozelligini epididimisten gegerken
kazanmaktadirlar. Bu olaya Epididimal Maturasyon adi verilmektedir (33). Epididimal
maturasyon sirasinda bir takim degisiklikler gozlenir. Motilitede gd6zlenen
degisiklikler; epididimal kanallardan gecen spermlerde meydana gelen en garpici
degisim spermlerin  kuyrugunu hareket ettirecek potansiyeli kazanmasidir.
Spermlerin fertilizasyon kapasitesine sahip olabilmesi igin ileri hizli hareketli olmalari
gerekmektedir. Spermler caput epididimisten itibaren hareket yeteneklerini yavas
yavas arttirir ve kauda epididimisten ayrildiklarinda oositi fertilize etmek icin gerekli

hareket 6zelligine ulagirlar (33).

Epididimal maturasyonda motilite degisikligi kadar énemli olan bir diger
Ozellik de spermlerin oositi taniyarak ona baglanma yetenegi kazanmalardir.
Epididimal kanalin ilk pargasindan ve caput boélgesinden elde edilen spermler oosite
baglanmazken kauda epididimis kaynakl spermler oosite baglanip penetre olabilirler
(33).

Epididimal maturasyon slrecinde sperm hlcre zarinda biyokimyasal
degisiklik, sperm c¢ekirdegi ve sperm kuyrugunda da degisiklikler gézlenmektedir.
Testikller spermlerin zayif hareketli olmasi plazma zarinin immatir olmasindan
kaynaklanmaktadir. Spermler epididimis boyunca ilerlerken farkli bolgelerden
gecgerken farkli bilesimli sivilarla karsilagsmaktadir. Bu da sperm hicre membranini
farkli sekilde etkilemektedir. Spermler testisten ayrildiklarinda bas bdlgelerindeki
plazma membrani Uzerinde gok sayida antijenik 6zelligi olan molekil bulunmaktadir
(33). Maturasyon sirasinda bu markomolekuller degisiklige ugrar ve kaybolurlar.
Sperm plazma zarinda meydana gelen bu degisimler fertilizasyon sirasinda spermin
oositi tanlyip baglanmasi igin gereklidir. Epididimal maturasyon sirasinda sperm
cekirdegindeki kromatin stabilize olur ve cekirdegin saglam bir yapi kazanarak

spermin zona pellusidaya penetrasyonunu kolaylastirir (33).
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Spermler epididimisten gegerken kompozisyonlari degisen Iiminal sivi
ile karsilagirlar. Epididim sivisinda bulunan bilesiklerin sperm maturasyonunda rolt
bulunmaktadir (24). Epididim sivisinin hiperosmotik bir yapisi bulunmaktadir. L-
karnitin, glutamat, taurin, gliserolfosforin, sialikasit, laktat gibi steroitler icermektedir
(24). Limeninde ise sodyum, potasyum, klor, bikarbonat gibi iyonlar yer almaktadir
(24). Epididim sivisi hafif asidik (pH 6.5 — 6.8) 6zellik tagimaktadir. Cok sayida
protein (transferin, alblimin, immobilin gibi) ile gesitli enzimler (glikozil transferas,
glikozidaz, glutatyon peroksidaz) bulunur. Bu proteinlerin bircogunun sperm
maturasyonu ve sperm yumurta iliskisinde roli bulunmaktadir. Epididim, spermlerin

korunmasi ile toksinlerden etkilenmemesinden de sorumludur (24,33).
2.4.1 Sperm Kapasitasyonu ve Motilite Kazanmasi

Epididimal matirasyonlarini tamamlamis spermler heniz fertilizasyon
yetenegini kazanmamiglardir. Spermlerin disi genital sistemi iginde akrozom
reaksiyonunu tamamlayabilme ve fertilizasyon yetenegini kazanmaya yodnelik
gecirdigi degisim surecine kapasitasyon denmektedir (33). Kapasitasyon spermlerin
fertilizasyon sirasinda oosite ulasmak i¢cin agsmak zorunda oldugu kumulus hicreleri,

zona pellusida tabakasina karsi yanit olarak baglayan bir olgudur (33).

Kapasitasyon, spermlerde yapisal bir degisiklie sebep olmamaktadir.
Genellikle akrozom reksiyonunun tamamlanmasi i¢in gerekli bir olgunlasma evresi
olarak kabul edilir. Kapasitasyonun sperm Uzerine olan etkileri; sperm motilitesi,

yuzey degisiklikleri, akrozom reaksiyonu ve aktivasyonudur (34).

Kapasitasyon, disi genital kanallarinda bagslar ve tamamlanir. Genellikle
servikste baglar, uterusta devam ederek tuba uterinalarda tamamlanir (33).
Spermlerin vajinadan tuba uterinalara gecisi sirasinda gegen surece yayilan

kapasitasyon sirasinda spermlerin plazma membranlarinda degisiklikler gézlenir;

e Akrozom kep bolgesindeki plazma membranindan, seminal plazma
membrani uzaklastirilir.

e Sperm plazma membranindaki intramembrandz partiklllerin yer degistirdigi
g6zlenir.

e Hucre ici kalsiyum ve sodyum seviyesi yukselir (34).

-20-



Kapasitasyon slrecinde epididimal matirasyonda spermlerin hicre
ylzeyine yerlesen yapilar uzaklasir ve akrozomal kep bdlgesi hiicre zari ylzeyinde
bulunan tabaka da ayrilir (33). Bu olaylarin gerceklesmesinden sonra spermlerin
reseptdr boélgelerinin oosit reseptoérleriyle karsilasmasi ve oositten gelen uyarilari
alabilmeleri kolaylagir. Kapasitasyon sireci tamamlandiginda spermler akrozom

reaksiyonunu gegebilecek 6zellik kazanirlar (33).

Kapasitasyon stirecini tamamlayan spermlerin motilite kinetigi degisir ve
hiperaktive olurlar. Hiperaktivasyon, spermatozoon kuyruk hareketlerindeki
acillanmanin ve ileriye dogru olan hizinin artmasi olarak tanimlanir. Hiperaktivasyon
kazanan spermatozoonlar gugli kuyruk hareketleriyle oositi ¢evreleyen hicresel
yapilari daha kolay asarak ilerler (33-35).

2.5 ERKEK INFERTILITESI VE ALFA GLUKOZIDAZ

Esas kaynagi epididimdir. Epididimis spermatozoanin olgunlasmasinda,
hareketlilik kazanmasinda ve dollenme kapasitesinin igleyisinde 6nemli rol oynar
(36). Alfa glukozidaz epididimal epitelden salgilanmaktadir ve sperm
maturasyonunda gerekli optimal enerjinin saglanmasinda gerekli bir enzimdir.
Seminal plazmada alfa glukozidazin iki izoformu bulunmaktadir. Noétral olan
alfaglukozidaz sadece epididimde bulunmaktadir. Asidik olan prostatta bulunur. Asit
izoenzim selektif olarak inhibe edilerek sadece epididimal fonksiyonu yansitan nétral
alfa glukozidaz dlgumu yapilabilmektedir (23). Normal duzeyi ejekulat basina > 20
mIU dir (37). Azospermi, tikanikliga baglh ya da testislerden mi kaynaklandiginin
belirlenmesinde iyi bir biyokimyasal markerdir. Distal kanal tikaniklarinda alfa
glukozidaz degeri anlamli sekilde azalir. Rete testis seviyesindeki bir tikaniklikta
seminal plazmadaki alfa glukozidaz aktivitesi normal sinirlar icerisinde bulunabilir
(23,24).

2.6. FERTILiZASYON

Fertilizasyon, spermin yumurta sitoplazmasina girerek nlkleuslarin
birlesmesiyle yeni bir organizma olusturmasidir. Fertilizasyon sirasinda 3 ana olay

meydana gelmektedir;
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e Akrozom reaksiyonu
e Zona pellusida (ZP ) nin bir proteini olan ZP3 e spermatozoonun
baglanmasi

e Spermatozoon — oosit flizyonu dur.

Fertilizasyon 6ncesi disi genital kanalda spermin kapasitasyonu ve hiperaktivasyonu
gerekir (24). Disi genital kanalindaki salgilar kapasitasyona neden olmaktadir.
Akrozom reaksiyonu kapasitasyon ve hiperaktivasyon sonrasi oositin dis ylizeyinde
bulunan spesifik ligandlar ile sperm ylzeyindeki reseptoérlerin etkilesimi sonucu
meydana gelen ekzositotik bir islemdir (24). Akrozomal ekzositoz sonrasi hidrolitik
ve proteolitik enzimler ortaya cikmaktadir. Bu proteolitik enzimler spermin zona
pellusiday! delerek yumurtanin sitoplazmik membranina ulasmasini saglamaktadir.
Zona pellusida 3 proteinden olusmaktadir: ZP1, ZP2, ZP3 isimleri ile

tanimlanmaktadir (14).

ZP3 glikoproteini spermin zonaya baglanmasinda primer reseptér olarak
rol oynar. ZP2 spermin penetrasyonunda sekonder reseptor olarak, ZP1 diger
glikoproteinler arasinda baglayici olarak gérev yapar (24). Spermin zona pellusidaya
baglanmasi ve penetrasyonu sonrasi yumurta sitoplazmasini aktive ederek, kortikal
reaksiyonu baslattigi bilinmektedir. Kortikal reaksiyonun baslamasi intraselliiler Ca*

salinimi sonucu gergeklesmektedir (24).

Sperm — oosit flizyonu, oosit plazma membraninda depolarizasyona yol
acmaktadir. Bunun sonucunda da oosit sitoplazmasi iginde Ca* dalgasi
olugmaktadir. Ca** konsantrasyonundaki artis, depolarizasyon sinyallerini arttirir.
Oosit hucre bélinmesine devam etmesi ile mayoz Il bélinmeyi tamamlayarak 2.

kutup cisimciginin privitellin araliga atilmasini ve erken embriyogenezi tetikler (14).
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Sekil-7: Fertilizasyonda Basamaklar (Tripp ve Gagnon,1997)

2.6.1. Oosit Aktivasyonu ve Olgunlagmasi

Spermin yumurta ile baglanarak birlesmesi metabolik olarak inaktif olan
yumurtayr aktif zigota donusturdr. Fertilizasyonda intraselliler kalsiyum iyon
konsantrasyonundaki artis, aktivasyon sinyalini yonlendiren merkezi bir haberci
olarak go6rev yapar. Yumurta zarinda sperm glikoproteinleri igin reseptdr
bulunmaktadir. Sperm yumurta zarinda olusturdugu sinyaller vasitasiyla yumurtayi
aktive eder (24).

Yumurta aktivasyonuyla zona pellusida 6zellikleri degisir. Zona pellusida
daha fazla spermatozoon penetrasyonuna karsi direncli hale getiren kortikal
reaksiyonu tetikler (38). Yumurta aktivasyonu Il. Mayozun metafazinda gecici olarak
durmus olan hicre siklusunu baslatir ve yeni olusmus embriyoyu mitotik hlicre

siklusuna girmesi icin hazir eder (39).
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Her iki pronikleus oosit sitoplazmasinda yan yana gelene kadar surekli
yaklasirlar. Disi ve erkek nlklear zarlar pargalanir ve niklear metaryelleri birlesip,
butunlesir. Bu nuklear singamidir. Bundan sonra ilk embriyonik hicre boélunmesi
baslar (40).

IVF veya mikroenjeksiyon isleminden 20-24 saat sonra dollenme
kontroli yapilir. Fertilizasyon igin 2 pronukleus, birinci ve ikinci kutup cisimcigi
gOzlenmesi gerekir. Bu evrede PN boyutu, blyUklUkleri, niklear éncu cisimciklerin

sayl ve simetrisi, sitoplazmada halo varligi degerlendirilir (39).

Dollenmeden vyaklagikk 26-29 saat sonra ilk mitotik bdlinme
gercekleserek iki hicreli embriyo meydana gelmektedir. Zigot iki hlicreye ulastiktan
sonra da bir seri mitotik bélinmeye girerek hicre sayisini arttirir. Her yariklanma
bdélinmesi sonrasinda hacmi giderek kigulen bu hlcrelere blastomer denmektedir.
Blastomerler sekiz hlicre evresine kadar gevsek hicre kimesi halinde, dglncu
yariklanmadan sonra birbiriyle daha siki bad kurarak kompact bir hiicre kimesi
haline gelirler. Bélinme zamanlamasina gére embriyonun sahip oldugu blastomer
sayisi gunun beklenen limitleri arasinda ise normal gelisen bir embriyo, sayi
disukse yavas gelisen bir embriyo olarak degerlendirilir. Normal kabul edilen
embriyo 26-29. saatte iki hiicre, 42-44. saatte ( 2.gin ) Ug-dort hlicre, 66-70. saatte (
3.gun ) alti-sekiz hicre ve 4. gunde birlesme isaretlerine bagli olarak on ve Uzerinde
hicreye sahip kompakt embriyodur. Kompakt halindeki embriyo morula haline gelir
ve morula evresinden sonra giderek genigleyen hucreler arasi bogluklarin
birlesmesiyle blastosel denilen tek bir bosluk olugur. Bu embriyoya da blastosist
denmektedir (39).
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90-100 h

144-120°'h

Sekil-8: Embriyo Bélinmeleri (39)

Esit blastomer buyukligine sahip, granilasyon gdstermeyen %0-5
oraninda fragmantasyon iceren embriyo 1. kalite olarak degerlendirilir. Esit
blastomer blyukligline sahip, %5-10 oraninda fragmantasyon iceren veya
granulasyon isaretleri gosteren embriyo 2. kalite, blastomerler birbirinden hafifge
farkll, %10 Uzerinde fragmantasyona sahip veya granulasyon igaretleri gosteren
embriyo 3. kalite, blastomer sayisi net sayilamayan, %30’dan fazla fragmantasyona
sahip, blastomerler birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri derecede

granulasyon gosteren embriyo 4.kalite olarak degerlendirilir (41).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Calismaya Alinan Hasta Gruplari

Bu calisma yaslari 22-44 arasinda degisen Bati Bahat Hastanesi
infertilite merkezine basvurmus olan Normozoospermi ( sayr >15 milyon / ml ,,
motilite >% 40 , morfoloji:>% 4 ), Oligozoospermi ( <15 milyon / ml , motilite > %40 ,
morfoloji:>%4 ) ve Astenozoospermi ( >15 milyon / ml ve Uzeri, motilite <%40 ,
morfoloji:>%4 ) olmak lizere 3 grup semen 6rnegdi toplanmistir. Ornek toplanan

gruplarda eglerinin normal olmasi gézénune alinmigtir

Calisma prospektif kontrolli olarak planlanmis ve 17.06.2016 tarih ve
2016/25 sayi ile istanbul S.B.U. Kanuni Sultan Sileyman Egitim ve Arastirma
Hastanesi Bastabibligi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izni ile yapilmistir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Semen Ornekleri, 3-5 gunluk cinsel perhizle klinige gelen hastalardan,
hastanin adinin ve soyadinin yazili oldugu steril kaplara mastirbasyon yontemiyle
alindi. Masturbasyon 6ncesi semen verecek olan hastaya semen verme teknigi
ayrintil olarak anlatildi. Semenin alindigi saat not edildi. Oda isisinda likefiye olmasi
icin 20-30 dakika bekletildi. pH kagidi ile(Merck) pH ( 7,5-8,0 ) degerlendirmesi
yapildi. Cinsel perhiz suresi, viskosite ( normal ), hacim ( 2-6 ml ), renk ( opak ) ve
hastaya 6zel likefaksiyon zamani kaydedildi. Mililitredeki sperm sayisini belirlemek
Uzere Makler sayma kamerasina ( Counting Chamber Makler, Sefi Medical
instruments, israil ) kiiglik bir damla semen érnegi konuldu. Toplam sperm sayisi ve

prograsif hareketli ve immotil sperm sayisi ile motilite degerlendirmesi yapildi.

Sperm konsantrasyonu, motilite ve morfolojisi igin standart manuel
teknikler uygulandi. Motilite ve konsantrasyon 1gik mikroskobunda X20 buyutmede
WHO ( World Health Organization ) kriterlerine gére en az 100 sperm sayilarak
yapildi. Makler sayma kamerasina 10 pl semen koyularak ve X20 buyutme altinda

10 kare sayilarak konsantrasyon ve motilite belirlendi.

Morfolojik skorlama igin lam Uzerine yayilarak hazirlanan semen
preperatlari Spermac boyama yontemiyle boyandi. Morfoloji, faz kontrast

mikroskopta, X100 blyttmede Kruger kriterlerine gbre degerlendirildi.
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3.3. Sperm Boyama ve Morfolojik inceleme

Morfoloji incelemek icin lam Uzerine bir damla semen 6rnegi damlatildi
ve baska bir lam yardimiyla ince ve homojen bir yayma yapildi. Ayni igslem iki 6zdesg
lam icin tim &rneklere yapildi. Aglk havada ve oda isisinda kurutuldu. Lamlar

spermac boyama ve anilin blue testi icin hazirlandi.
3.3.1 Spermac Boyama

Lam Uzerine yayilip kurutulan preperatlar, fiksasyon ( FIX ) sollisyonuna
alinip 10 dakika bekletildi. Fiksasyondan cikarilip ¢cok yavas ve az miktarda akan
suda yikanarak lam Uzerindeki su siizdurlldi. Daha sonra sirasiyla solisyon A'da 2
dakika bekletilip, ardindan yikama ve suyu stzdirme tekrar yapildi. Soliisyon B ve
Cde 1 dakika bekletilip, ardindan ylkama ve suyu slzdirme tekrar yapildi.
Boyanmis lamlar kurumasi igin oda sicakliginda bekletildi. Kurutulan preparatlar igin
daha sonra immersiyon yagi kullanilarak X100 blyutmede incelendi. Morfoloji
degerlendirmesi yaparken 100 sperm dikkate alindi. Her anomali ayri ayri not edildi
(29,31,32).

3.3.2. Anilin Blue Testi

Semen 6rnegdinin yayilarak kurutulan diger preparatlar %1 formaldehit ile
30 dk fikse edildi. %5’lik anilin mavisi (aniline blue) pH 2,5 olan PBS’de hazirlandi.
Preparatlar 5 dk anilin blue solisyonunda tutuldu ve PBS ile yikandi. Havada
kurumaya birakildi. 100X bilylitmede immersiyon objektifinde incelendi. immatiir
spermler (Histon pozitif) anilin blue boyasini almis olarak gézlendi. Normal spermler
ise boya almadi. 200 sperm sayarak % olarak immaturite belirlendi (24). Bu test ile
spermiyohistogenez hatalari belirlenmektedir. Sperm kromatin yapisinin normal

olusu basaril bir fertilizasyon saglamaktadir.
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3.4. Alfaglukozidaz Analizi (42)

Semen o6rneklerinden 1 ‘er ml 1000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi.

Supernatanlar alinarak -20 °C de donduruldu.

Orneklerdeki alfaglukozidaz seviyelerinin tespiti icin Elisa kiti kullanild.
Elisa (Enzime-linked immunosorbent assay), belli bir enzim ile isaretlenmis test
maddesini kullanarak spesifik antijen ya da antikoru belirlemek icin laboratuvarda
uygulanan c¢ok duyarli bir kantitatif élcim yontemidir. ELISA teknikleri, antijen ve

antikor saptamak i¢in tim dinyada yaygin olarak kullaniimaktadir.

a-Glucosidase (a-Glu)(Sun Red Biotechnology Co.) isimli Elisa Kiti
kullanarak tim orneklerde alfaglukozidaz degerleri olculdi ve kaydedildi. Kitin

kullanimi ve 6lgum prosedurl asagidaki gibidir (42):

Orneklerdeki alfaglukozidaz seviyesini analiz etmek igin ¢ift antikor
sandvi¢ yontemi kullanildi.  Alfa Glukozidaz (a-Glu) monoklonal antikor ile 6nceden
kaplanmis monoklonal antikor Enzim kuyusuna a-Glukozidaz (a-Glu) eklenir,
inkibasyon yapilir. Daha sonra, biotin ile isaretlenmis alfaglukosidaz antikorlari
eklenir ve immin kompleks olusturmak icin Streptavidin-HRP ile birlestirilir.
Ardindan inkubasyon yapllir ve kombine olmayan enzimi uzaklastirmak igin tekrar
yikama iglemi yapilir. Daha sonra Kromojen Solution A, B'yi eklenir. Sivinin rengi
maviye donusur ve asitin etkisiyle, renk sonunda sari olur. Renk kromatografisi ve
numunenin Substance a-Glucosidase (alu) konsantrasyonu arasinda pozitif

korelasyon gériiliir. islem prosediiriiniin 6zeti Sekil-9'da gésterilmistir.
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Reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

¥

Hazirlanmis 6rnekler ve standartlar, enzimile isaretlenmis antikorlar, 37°C'de
60 dakika tenkimeve sokuldu.

$

Plaka bes kez yikandi, Kromojen soliisyonu A, B ilave edildi, 10 dakika 37°C'de
teokimeve sokuldu.

$

Durdurma sollsyonu ilave

¥

10 dakika icinde OD degeri dlclldd.

\ 4

Hesaplama vapildi.

Sekil-9: Elisa Kiti Olcim Prosediiriiniin Ozeti (42)

3.5. Folikiil Aspirasyonu (OPU), Denudasyon ve intrastoplazmik
SpermEnjeksiyonu (ICSI) iglemi

Oosit aspirasyonundan sonra folikullerden elde edilen kimdulis oosit
kompleksleri G-MOPS kiltlir ortaminda yikanip, G-IVF kiltir ortamina alinarak 2
saat %6 CO, , %5 O, ve 37°C sicakliga ayarl inkGibatérde bekletildiler. Sire
tamamlandiktan sonra denldasyon iglemi icin G-Gamete igerisinde G-MOPS ile
1:10 oraninda hazirlanan hiyallironidaz ayiklama pipetine ¢ekilip, oositler alinarak
mekanik pipetleme gerceklestirildi. Bu islem sonunda oositler 4 hazneli kaltur
kabinin 1. gozindeki G-IVF sollisyonuna alinarak 60 dakikalik bir inkibasyon
suresinden sonra ICSI islemi icin ICSI petrisinde hazirlanan G-Gamete (GMOPS
iceren ortam) kultir ortamina alindi. Mikroenjeksiyon islemi, X400 buyltmede
Narishige inverted mikroskop altinda G-Gamete mediumu igerisinde yapildi. ICSI
sonrasinda oositler G-Gamete kiltlir ortami iceren damlaciklardan alinarak, doért
hazneli kiltir kabinin 2. ve 3. g6ézinde bulunan G1 kiltir ortaminda sirasiyla
yikandi. Yikanan oositler Nunc kilttir kabinda G1 (Vitrolife) mediumu ile hazirlanan
damlaciklara bir oosit gelecek sekilde yerlestirildiler ve inklUbatérdeki yerine
kaldirildilar. Fertilizasyondan 3. glin sabahina kadar embriyolar G1 (Vitrolife) kaltir

ortaminda her giin degistirilerek muhafaza edildi. Her giin hazirlanan kaplarin
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Uzerine hastanin adi-soyadi, protokol numarasi yazildi. 3. glin sabahinda kontrol

edilen embriyolar G2 (Vitrolife) kiltir ortamina alindi ve inkUbatdre kaldirildi. Takip

edilen embriyolar 3. gin veya 4. gin hastaya transfer edildi. 3. gln transfer igin

hastanin embriyolarindan uygun olani segildi, 410 kiltdr kabinin 4. gézinde bulunan

G2 (Vitrolife) kultur ortamina alindi ve transfer edildi. 4. gune ilerletilen embriyolar

tekrar G2 (Vitrolife) kiltdr ortami iceren damlaciklara alinarak takip edildi. Transfer

gunu dortli kabin 4. gézinde bulunan G2 kdiltir ortamina alindi ve transfer edildi.

Hastalarin gebelikleri takip edilerek not edildi.

Tablo-2: Calismada Kullanilan Malzemeler

Falcon grubu tamami pipetler

1 . B.D.Bionsciences USA
tlpler
2 | Medium Vitrolife Scentific USA
3 | Nunc kultur kabi Thermo Scientific DANIMARKA
4 (’\AI,TST(Z%:V\@L) ThermoScientific DANIMARKA
5 | Hamilton enjektor Hamilton Company USA
6 | Ependorf steril pipetler EppendorfGmbh ALMANYA
7 | Laminar flow Heto-Holten A/S DANIMARKA
8 ﬁ{(?:)”s?gg)ow Gindeki Nikon JAPONYA
9 | Mikromanipulator Narishige ScientificInt.Lab. | JAPONYA
10 | ICSI ignesi Sunlight USA
11 | Incubator Labotect ALMANYA
12 | Santrifuge LaboGene APS DANIMARKA
13 | Opu toplama seti Vitrolife Sweden AB ISVEC
14 | Cam pipetler
15 | 100 luk pipetor EppendorfGmbh ALMANYA
16 | 20 mikrolitrelik pipetor EppendorfGmbh ALMANYA
17 | Streril sperm toplama kabi Firat Med TURKIYE
18 | Vial Grainer Bio-One GmbH ALMANYA
19 | Steril eldiven Beybi Plastik TURKIYE
o0 | Makler sperm sayma SefiMedical ISRAIL
kamerasi
21 Sperm sayiminda kullanilan Nikon JAPONYA
mikroskop
22 | Hyalurinidase Vitrolife Scentific USA
23 | Pvp Vitrolife Scentific USA
24 | Oll Vitrolife Scentific USA
25 | Transfer kateteri Kitazato JAPONYA
26 | Sivi Azot Lindegaz TURKIYE
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4. BULGULAR

Seminal Alfa glukozidaz dizeyi (mU/ml) oligospermik olgularda daha
yuksek bulundu (p=0,022,Tablo 3). Normospermik olgular ile astenospermik ve
oligospermik olgularin semen volimi, sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi ve
normal morfoloji parametrelerinde istatistiki anlamhhik saptandi
(p=0,020,p=0,001,p=0,001,p=0,001, Tablo 3). 3. gun iyi kaliteli embriyo sayisinin
oligospermik olgularda daha disik oldugu gdézlendi (p=0,038,Tablo 3). Sperm
kromatin kondansasyon degerlerinin gruplarda farkl olmadigi gézlendi. Tium olgular
gebelik pozitif ve negatif olarak incelendiginde kromatin kondansasyon degerinin
gebe olan olgularda daha yiksek oldugu ancak bu degerin istatistiki anlamlilik
dizeyine ulasmadigi goértlmastir (p=0,079,Tablo 4). Gruplarda seminal alfa
glukozidaz degerinin gebeligi pozitif olan grupta farklh olmadigi goéruldi (Tablo
5,6,7). Oligospermik ve astenospermik gruplarda 3. guiin ve 2. gun iyi kaliteli embriyo
sayisinin gebe olan grupta daha yuksek sayida oldugu gézlendi ( p=0,049,p=0,044,
Tablo 6,7). Seminal alfa glukozidaz diuzeyinin tim olgularda fertilizasyon ve 2. gun,
3. gln embriyo sayisi ile korelasyon gosterdigi bulundu (p=0,027,p=0,046, Tablo
8,9).
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Elde edilen sonuglara gore hazirlanan veri ve istatistikler agsagidaki gibidir:

Tablo-3: Ug Gruba iligkin Ortalamalar ve Karsilagtirmalar

Normospermi Astenospermi Oligospermi
Ortalama Sggzﬁa n Ortalama Sggzﬁa n Ortalama Sig)(:r.la N P
alfaglukozidaz 3,59 185 24 4,32 1,18 26 4,69 1,03 25 0,022
Seminal voliim 3,31 0,66 24 2,88 0,57 26 3,40 0,82 25 0,020
igﬁgamntrasyonu 4113 1256 24 2650 11,79 26 900 522 25 0,001
Sperm motilitesi 52,50 6,26 24 33,08 722 26 45,00 479 25 0,001
Normal Morfoloji 4,79 144 24 3,08 1,20 26 2,44 1,29 25 0,001
Oosit sayisi 20,33 8,79 24 17,15 9,64 26 14,16 748 25 0,052
Fertilize oosit 12,63 575 24 9,65 6,40 26 9,04 514 25 0,076
Fert orant 64,35 18,38 24 58,29 16,94 26 64,50 1447 25 0,321
2. glin emb. sayis1 12,04 6,02 24 9,46 6,15 26 8,72 504 25 0,114
2. giin gradel 5,08 397 24 4,65 505 26 3,00 281 25 0,170
3. giin emb. sayis1 12,42 577 24 8,96 6,71 26 8,76 528 25 0,061
3. giin gradel 5,75 388 24 4,12 458 26 2,80 321 25 0,038
BHCG 70,08 150,59 24 48,69 75,67 26 82,36 8690 25 0,535
Anilin pozitf 37,31 13,79 13 32,67 11,09 15 34,12 12,38 17 0,607
Anilin negatif 53,08 1441 13 57,13 12,09 15 50,41 18,57 17 0,476
Anilin hafifpozitif 9,62 243 13 10,20 3,78 15 9,59 785 17 0,942

*ANOVA —one way
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Tablo-4: Gebelik Durumuna Gére Ortalamalar ve Karsilastirmalar

Gebelik
Negatif Pozitif
Std. Std.

Ortalama  Sapma n Ortalama  Sapma n p**
alfaglukozidaz 4,13 1,47 34 4,28 1,44 41 0,657
seminalvoliim 3,07 0,64 34 3,29 0,77 41 0,189
spermkonsantasyonu 28,40 17,68 34 22,82 15,45 41 0,149
spermmotilitesi 44 41 10,50 34 42,32 9,82 41 0,376
normalmorfoloji 3,71 1,80 34 3,17 1,45 41 0,158
Oosit sayist 17,29 9,85 34 17,07 8,23 41 0,916
Fertilize oosit 10,26 6,62 34 10,51 5,37 41 0,859
Fert orani 60,97 16,64 34 63,40 16,85 41 0,533
2. giin emb. sayis1 9,56 6,39 34 10,44 5,42 41 0,521
2. giin gradel 3,68 4,13 34 4,71 4,08 41 0,282
3. giin emb. sayi1st 9,53 6,83 34 10,39 5,51 41 0,547
3. giin gradel 3,38 3,74 34 4,88 4,25 41 0,114
Anilin pozitif 33,32 13,80 22 35,74 10,75 23 0,514
Anilin negatif 57,55 14,52 22 49,48 15,46 23 0,079
Anilin hafifpozitif 9,14 4,11 22 10,43 6,35 23 0,422

**Bagimsiz gruplarda t Testi.

Tablo-5: Normospermi Grubunda Gebelik Durumuna Goére Ortalamalar ve

Karsilastirmalar

Gebelik
Negatif Pozitif
Std. Std.

Ortalama Sapma n Ortalama Sapma n p***
alfaglukozidaz 3,41 1,83 12 3,76 1,92 12 0,908
seminalvolim 3,17 0,62 12 3,46 0,69 12 0,232
spermkonsantrasyonu 43,50 12,88 12 38,75 12,31 12 0,326
Spermmotilitesi 53,75 6,08 12 51,25 6,44 12 0,271
normalmorfoloji 5,17 1,80 12 4,42 0,90 12 0,282
Oosit sayist 19,42 8,40 12 21,25 9,44 12 0,583
Fertilize oosit 12,83 6,22 12 12,42 5,52 12 0,908
Fert orani 65,46 15,76 12 63,23 21,33 12 0,817
2. gilin emb. sayisi 11,67 6,71 12 12,42 5,52 12 0,685
2. giin gradel 5,50 5,21 12 4,67 2,31 12 0,705
3. giin emb. say1st 12,42 6,26 12 12,42 5,52 12 0,931
3. giin gradel 5,75 4,77 12 5,75 2,96 12 0,504
Anilin pozitif 34,33 17,72 6 39,86 10,11 7 0,475
Anilin negatif 57,00 17,88 6 49,71 10,98 7 0,391
Anilin hafifpozitif 8,67 2,16 6 10,43 2,51 7 0,210

*** Mann-Whitney Test
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Tablo-6: Astenospermia Grubunda Gebelik Durumuna Goére Ortalamalar ve

Karsilagtirmalar

Gebelik
Negatif Pozitif
Std. Std.

Ortalama Sapma n Ortalama Sapma n p***
alfaglukozidaz 4,32 1,10 14 4,32 1,31 12 0,979
seminalvoliim 2,96 0,60 14 2,79 0,54 12 0,522
spermkonsantrasyonu 26,50 13,75 14 26,50 9,62 12 0,757
spermmotilitesi 35,00 7,84 14 30,83 5,97 12 0,262
normalmorfoloji 3,07 1,27 14 3,08 1,16 12 0,936
Oosit sayisi 16,64 12,36 14 17,75 5,45 12 0,303
Fertilize oosit 8,86 7,74 14 10,58 4,52 12 0,101
Fert. oram 57,55 19,66 14 59,14 13,91 12 0,897
2.giin embriyo sayisi 8,50 7,30 14 10,58 4,52 12 0,102
2. giin gradel 3,29 3,71 14 6,25 6,05 12 0,127
3.giin embriyo sayisi 7,57 8,05 14 10,58 4,52 12 0,102
3.giin gradel 2,57 2,65 14 5,92 5,73 12 0,049
Anilin pozitif 30,89 13,72 9 35,33 5,35 0,288
Anilin negatif 60,00 13,91 9 52,83 7,91 0,287
Anilin hafifpozitif 9,11 3,66 9 11,83 3,66 0,173

*** Mann-Whitney Test
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Tablo-7: Oligospermia Grubunda Gebelik Durumuna Goére Ortalamalar ve

Karsilagtirmalar

Gebelik
Negatif Pozitif
Std. Std.

Ortalama Sapma n Ortalama Sapma n p***
alfaglukozidaz 4,87 1,01 8 4,61 1,06 17 0,620
seminalvoliim 3,13 0,79 8 3,53 0,82 17 0,257
spermkonsantrasyonu 9,08 6,04 8 8,97 4,98 17 0,639
spermmotilitesi 46,88 3,72 8 44,12 5,07 17 0,195
normalmorfoloji 2,63 1,19 8 2,35 1,37 17 0,564
Oosit sayisi 15,25 6,98 8 13,65 7,85 17 0,465
Fertilize oosit 8,88 4,09 8 9,12 5,68 17 0,884
Fert. oram 60,19 11,74 8 66,53 15,49 17 0,336
2.giin embriyo sayist 8,25 3,28 8 8,94 5,76 17 0,860
2.giin gradel 1,63 1,19 8 3,65 3,14 17 0,044
3.giin embriyo sayisi 8,63 3,89 8 8,82 5,93 17 0,792
3.giin gradel 1,25 1,04 8 3,53 3,64 17 0,085
Anilin pozitif 35,57 11,76 7 33,10 13,32 10 0,695
Anilin negatif 54,86 13,99 7 47,30 21,36 10 0,434
Anilin hafifpozitif 9,57 6,08 7 9,60 9,22 10 0,922

*** Mann-Whitney Test
Oligospermi grubunda 2.gun gradelembriyo sayisi gebelerde daha yuksektir

(p=0,044)

-35-



Tablo-8:

Korelasyonlar 1

seminal | Sperm Sperm Normal Fertilize seconday
voliim | konsantrasyon | motilitesi | morfoloji Oosit sayist | 00sit Fert. embry
Alfaglukozid r |-0,009 -0,213 -0,088 -0,067 -0,154 -0,255(*) -0,198 -0,231(*)
az p|0941 |0,067 0,452 0,567 0,186 0,027 0,089 0,046
n|75 75 75 75 75 75 75 75
Seminalvoli r -0,056 0,271(*) |-0,012 -0,172 -0,190 0,080 -0,155
m p 0,634 0,019 0,922 0,140 0,102 0,494 0,184
n 75 75 75 75 75 75 75
Spermkonsan r 0,442(**) | 0,602(**) 0,205 0,230(*) 0,075 0,204
trasyen p 0,000 0,000 0,078 0,048 0,525 0,079
n 75 75 75 75 75 75
spermmotilite r 0,450(**) 0,101 0,215 0,269(*) |0,188
Si D 0,000 0,387 0,064 0,020  |0,106
n 75 75 75 75 75
Normalmorfo r 0,091 0,051 -0,049 0,017
loji p 0,439 0,662 0,677 0,887
n 75 75 75 75
Oosit sayist r 0,846(**) -0,203 0,819(**)
p 0,000 0,081 0,000
n 75 75 75
Fertilize oosit r 0,310(**) | 0,977(**)
p 0,007 0,000
n 75 75
Fert. r 0,315(**)
0,006
75
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Tablo-9: Korelasyonlar 2

2.glin 3.giin 3.giin Anilin Anilin Anilin
gradel embriyo gradel BHCG | pozitif negatif hafifpozitif
alfaglukozidaz r -0,116 -0,246(%) -0,156 -0,020 0,079 -0,042 -0,168
p {0,321 0,033 0,181 0,866 0,608 0,782 0,271
n |75 75 75 75 45 45 45
seminalvolum r |-0,142 -0,164 -0,078 0,110 0,002 -0,155 -0,056
p | 0,223 0,161 0,504 0,346 0,991 0,311 0,716
n |75 75 75 75 45 45 45
spermkonsantrasyo r | 0,227(*) |0,229(*) 0,339(**) |-0,074 |0,131 0,064 0,132
nu p |0,050 0,048 0,003 0,528 0,392 0,677 0,389
n (75 75 75 75 45 45 45
Spermmotilitesi r |0,056 0,227(*) 0,171 0,012 0,195 -0,092 0,000
p | 0,635 0,050 0,142 0,920 0,200 0,546 1,000
n |75 75 75 75 45 45 45
Normalmorfoloji r {0,114 0,046 0,167 -0,132 0,172 0,104 0,024
p | 0,329 0,694 0,153 0,258 0,257 0,496 0,874
n 75 75 75 75 45 45 45
Oosit sayist r |0,498(**) | 0,829(**) 0,477(**) |0,094 -0,082 0,179 0,018
p | 0,000 0,000 0,000 0,421 0,591 0,238 0,905
n (75 75 75 75 45 45 45
fertilizeoosit r | 0,659(**) |0,984(**) |0,618(**) |0,057 |-0,027 |0,107 0,016
p | 0,000 0,000 0,000 0,627 0,859 0,485 0,916
n |75 75 75 75 45 45 45
Fert r 0,308(**) |0,312(**) |0,307(**) |-0,017 {0,110 -0,124 -0,057
p | 0,007 0,006 0,007 0,883 0,473 0,418 0,710
n (75 75 75 75 45 45 45
2.giin embriyo r |0,690(**) | 0,972(**) 0,640(**) |0,083 -0,072 0,134 0,012
p | 0,000 0,000 0,000 0,477 0,638 0,378 0,937
n |75 75 75 75 45 45 45
2.giin gradel r 0,671(**) |0,911(**) |0,016 |-0,058 |0,174 -0,022
p 0,000 0,000 0,889 0,706 0,253 0,887
n 75 75 75 45 45 45
3.giin embriyo r 0,642(**) |0,081 0,008 0,071 0,013
p 0,000 0,488 0,958 0,644 0,935
n 75 75 45 45 45
3.glin embriyo r 0,209 0,075 0,084 -0,076
p 0,072 0,624 0,582 0,621
n 75 45 45 45
BHCG r 0,202 -0,164 0,274
p 0,183 0,280 0,068
n 45 45 45
Anilin pozitif r -0,479(**) |0,284
p 0,001 0,058
n 45 45
Anilin negatif r -0,304(*)
p 0,042
n 45
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Alfa glukozidaz
p=0,022
*
5,00 - A
A 4,69
4,00 - A 4,32
3,59
3,00 -
2,00 -
1,00 - S S
0,00
Normospermi Astenospermi Oligospermi

Grafik-1: Gruplarda Alfa glukozidaz Ortalamalari, * gruplar normospermi ile
karsilastiriimistir, p<0,05 anlaml kabul edilmistir.

Istatistiksel Yontemler:

Bu galismada ikiden ¢ok grup karsilastirmasi igin ANOVA —one way, iki
grup karsilastirmasi igcin Bagimsiz gruplarda t Testi ve Mann-Whitney Test, Pearson

Korelasyon Analizi uygulanmistir.

5. TARTISMA

Epididimisin sperm matlrasyonunda, ileri hareket olusumunda ve
fertilizasyon yetenedi kazanmasinda o©Onemli rolleri bulunmaktadir (43).
Epididimisten salgilanan Alfa glukozidaz enziminin spermatozoa Uzerine etKileri
tartisma konusudur (43). Laboratuar hayvanlarinda yapilan c¢alismalar sperm
nikleus kromatin yapisindaki protaminasyonun epididimde tamamlandigi
gOsterilmistir (43). Bu salgilarla sperm membranlarinin stabilizasyonu ve sperm

motilitesinin kazaniimasi gerceklesmektedir. Epididimal fonksiyonu gostermede Alfa
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glukozidaz dizeyinin olduk¢a dnemli oldugu yapilan calismalar tarafindan ileri
surtilmektedir (7). Bizim calismamizda seminal alfa glukozidazin sperm
maturasyonu ile yani anilin mavisi negatif sperm orani arasinda bir iligski bulunamadi.
Alfa glukozidaz seminal plazmada erkek infertilitesini biyokimyasal olarak belirleyen
faktorlerden birisi oldugu ileri sUrlUlmektedir. Zépfgen ve arkadaslari 2000°'de
yaptiklari bir calismada infertil erkeklerde normal popilasyona kiyasla seminal
plazma Alfa glukozidaz, friktoz, sitrat epididimal belirtecler kullanarak karsilastirma
yapmiglar ve infertil kisilerde epididimal Alfa glukozidaz dizeyinin %50 azaldigini
go6stermislerdir (44). Qui Z. Ve arkadaslari spektrofotometrik ydntem ile seminal alfa
glulkozidaz dizeylerini normal subfertil ve infertil erkeklerde incelediler ve normal
kisilerde anlamli bir sekilde ylksek oldugunu gosterdiler (45). Bizim ¢alismamizda
normospermi, oligospermi ve astenospermik olgularda seminal alfa glukozidaz
duzeylerinin karsilastirildiginda oligospermik olgularda degerlerin biraz daha yuksek
oldugu gozlendi. Bu sonug diger calismalardan farkli gértlmektedir. Ancak literatr
incelendiginde higbir fark bulunmayan olgular da goérulmektedir (10). Calisma
gruplari arasinda seminal volim sperm konsantrasyonu ve sperm motilitesi
acisindan farklihk gézlenmekte idi. Bu sonug literatiri desteklemektedir (3). Yine
sperm morfolojisinin ve embriyo Kkalitesinin normospermik grupta daha yuksek

oldugunu gosterdik, bu sonug da literatirt desteklemektedir (46).

Seminal alfa glukozidaz degerinin fertilize oosit sayisi, 2. gin embriyo
sayisi, 3. gin embriyo sayisi ile negatif korelasyon gésterdidi ¢calisma sonuclarimiza
gbre saptandi. Ancak gebe olan ve olmayan hasta gruplarinda seminal alfa
glukozidaz dederlerinin benzer oldugunu saptadik. Bu da seminal alfa glukozidaz

dizeyinin gebeligi 6ngérmedidi seklinde distnulebilir.

Vivas-Acevedo G. ve arkadaslari varikosel olgularinda sperm nétral alfa
glukozidaz aktivitesine baktilar ve Varikosel 'in, hem membran hem de sperm
¢cekirdegi hasari ve seminal parametrelerde bir azalma ile iliskili olan epididim
tarafindan NAG aktivitesinde bir azalmaya neden oldugunu gdsterdiler NAG
seviyeleri ile sperm membraninin ve nikleusun kalitesi arasinda bir korelasyon
gorduler (47). Said L. Ve arkadaslar infertil ve normal kisilerde semen analizi
sonuglarini incelediler, c¢alismanin amaci, normospermik kontrollerde ve infertil
hastalarda erkek aksesuar bezlerinin salgi fonksiyonu ile sperm parametrelerinin

korelasyonu arasindaki iligkiyi arastirmakti (48). YUz elli dokuz erkek arastirildi: iki
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gruptan olugsuyordu: normospermik (n = 37) ve infertil (n = 122) erkeklerde degisik
sperm Ozellikleri vardi. Bu infertii erkekler agagidaki gruplara ayrildi:
astenozoospermi (n = 38), teratozoospermi (n = 40) ve astenoteratozoospermi (n =
44). Hastalara semen analizi ve fruktoz, notr alfa-glukozidaz ve sitrik asit dlgumleri
yapildi (48). Fruktoz seviyesi astenozoospermik dénemde anlamli olarak azalmis ve
astenoteratozoospermik erkeklerde artmisti. Calismada semen hacmi, sperm sayisi,
motilite ve morfoloji ile anlamh korelasyon gosterdi. Seminal alfa-glukozidaz
duzeyleri semen hacmi ve pH ile anlamli oldugu ve sitrik asit pH ile anlaml olarak
koreleydi (48). Bu nedenle, alfa-glukosidaz ve sitrik asit seviyeleri, sperma pH'si ile
iliskiliydi. Semen parametreleri, aksesuar bezleri ve epididimal fonksiyonlar
arasindaki anlamli korelasyon, semen ve normal genital sistem fonksiyonu
arasindaki iliskiyi vurgulamaktadir. Veriler, varikosel sirasinda erkeklerde
fertilizasyon kapasitesindeki azalmanin, hem testis hem de epididime zarar
verebilecegini dusundurmektedir. Bu calismada gruplarda alfa glukozidaz
dizeylerinde sperm motilitesi agisindan anlamli farkliik saptanmadi, korelasyon

gOrilmedi.

Elzanaty S.yaptigi calismada artan erkek yasinin gebelik oranlarinda
anlamh bir azalma ile iliskili oldugunu buldu (49). Bu calismada, yas, epididimal ve
aksesuar cinsiyet bezlerinin iglevi ile sperm motilitesi arasindaki iligkiyi arastirdi.
infertilite icin degerlendirilen 498 erkekten alinan ejakilatlar WHO [1999]
kilavuzlarina gore analiz edildi. Epididimal (noétral alfa-glukosidaz (NAG)), prostatik
(prostat spesifik antijen (PSA) ve ¢inko) ve seminal vezikil fonksiyonunun (fruktoz)
seminal belirtecleri dlculdi (49). Arastirici yaslarina gore doért grup tanimladi: G1
(21-30 yil), G2 (31-40 yil), G3 (41-50 yil) ve G4 ((51-66 yil). Ylzde progresif motilite
G4 (> 50) G1 (21-30) ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha dasukti. G1 (21-30)
ile kargilastirildiginda G4 (> 50) 'de NAG, PSA, ¢inko ve fruktoz anlamli olarak daha
duguktu. Coklu regresyon analizi modelinde, NAG ve PSA, progresif motilite yuzdesi
ile pozitif anlamli iligki gosterdigi bulundu. Cinko ile ilgili ters egilim bulundu. Fruktoz
ile yuzde ilerici motilite arasinda iligski bulunamadi. Bu kesitsel ¢alismada, 50 yasin
Uzerindeki erkeklerde gorllen azalmis sperm motilitesi, epididimal ve aksesuar
cinsiyet bezi fonksiyonundaki yasa bagl degisikliklere bagli olabilecegi ileri surtldu
(49). Roliah ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada klinik varikoseli olan ve olmayan
infertil oligoastenozoospermik erkeklerde seminal alfa-1,4-glukozidaz aktivitesinin

degerlendiriimesi amaclanmistir (50). Seksen erkek calisma kapsaminda arastirildi.

-40 -



Gruplar Uge ayrildi: grup 1 (n = 20), fertil normozoospermik erkekler; 2. grup (n =
30), varikoseli olan oligoastenozoospermi; ve 3. grup (n = 30), varikoseli olmayan
oligoastenozoospermi hastalarini igermekteydi. Hastalara medikal Oyku, Klinik
muayene, konvansiyonel semen analizi ve seminal plazma alfa-1,4-glukosidaz
aktivitesinin, radio-immunoassay yoOntemiyle cift 1SIn spektrometresi yontemi ve
serum testosteronu analizi yapildi. infertil erkeklerde kontrollere kiyasla ortalama
seminal alfa-1,4-glukosidaz aktivite dizeylerinde anlamh bir disits vardi (ortalama
+/- SD; 7.66 +/- 0.433, 2.088 +/- 0.565, 5.384 +/- 0.85 mU ml) (50). Ortalama serum
testosteron seviyeleri, ¢alisilan gruplar arasinda anlamlh fark olmadigini gosterdi.
Seminal alfa-1,4-glukosidaz  aktivitesi dizeyleri, varikosel grubunda
oligoastenozoospermide sperm sayisi, sperm motilite ylzdesi ve serum
testosteronu ile anlamli korelasyon gdstermis ve diger gruplarda anlamli olmayan bir
korelasyon gdsterdigi bulundu. Calisma sonucuna gore varikosel kaynakl hipoksinin
hem oligoastenozoospermiye hem de azalmis seminal alfa-1,4-glukozidaz
seviyelerine neden olan yan etki oldugu sonucuna varilmistir (50). Biz galismamizda

sperm motilitesi ve seminal alfa glukozidaz diizeyi arasinda bir iliski bulamadik.

Corrales ve arkadaslari 2002 de vyaptiklari calismada asidik beta-
glukuronidaz, alfa-manosidaz, alfa-glukosidaz, alfa-galaktosidaz, beta-galaktosidaz
ve beta-N-asetilglukosaminidaz aktivitelerini varikoselli 26 erkek ve normal fertil 36
erkekte seminal plazma ve spermatozoada incelediler (51). Non-obstriktif
azoospermisi olan on erkekten alinan semen érnekleri, spermanin diger bilesenlerini
iceren kontrol 6rnekleri olarak kullanildi. Spermatozoa, ¢ézlnebilir ve ¢ézinlr
olmayan fraksiyonlari elde etmek i¢cin hem fiziksel (homojenizasyon) hem de
kimyasal (Triton-X100) yontemlerle ¢dézindurtldi. Hem seminal plazma hem de
spermatozoada Olcllen birka¢ glikozidazin aktiviteleri, 6nceki c¢alismalarin
dogrulandigi, spermatozoa ve sperm motilitesi ile dogrudan iligkili oldugu gdsterildi
(51). Varikoseli olan bazi infertil hastalar normal semen parametrelerine sahipken,
digerleri az sayida spermatozoa ve dusuk sperm motilitesine sahipken, varikosel
hastalar prospektif olarak iki gruba ayrildi: biri (n = 15) normal spermiyogramli ve
digeri (n = 11) anormal spermiyogram ile. Varikoseli normozoospermik infertil
hastalarinin seminal plazmasinda alfa-mannosidaz, beta-galaktosidaz ve beta-N-
asetilglikosaminidaz mU ml (-1) olarak ifade edilen aktiviteler, fertil kontrollerden
anlamli olarak daha yiiksek bulundu, fakat 10® spermatozoa basina degerlendirildi

(51). Anormal spermiograml varikosel hastalarinda 10® spermatozoa basina unite
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eksprese edildijinde seminal plazmada beta-glukuronidaz, alfa-mannosidaz, beta-
galaktosidaz ve beta-N-asetilglukosaminidaz aktiviteleri normal dogurganliktaki
erkeklere gére anlamli derecede yiiksekti. 10° spermatozoa basina (inite (U) olarak
ifade edilen sperm homojenatlarinin ¢ézlnebilir fraksiyonundaki alfa-mannosidaz
aktivitesi, varikosel ve anormal spermiogramli infertil hastalarda kontrollere goére
anlamh olarak daha yuksekti. Varikoselli infertii hastalardan spermatozoanin
¢dziinmeyen fraksiyonunda, fertil deneklerden spermatozoa fraksiyonuna kiyasla
beta-galaktosidaz ve beta-N-asetilglukosaminidaz aktivitesinin ekspresyonunda bir
artis olmustur. Ozetle, varikoseli olan infertii hastalar, seminal plazmada agsiri
miktarda alfa-mannosidaz, beta-galaktosidaz ve beta-N-asetilglukosaminidaz
aktiviteleri gosterdiler ve bu glikozidazlar memeli fertilizasyonunda énemli bir rol

oynadigindan spermatozoada fonksiyonel defektler ile iliskili olabilecedi ileri surtldi.

Krause W, ve Bohring C yaptiklari ¢galismada alfa-Glukosidaz dizeyinin
653 semen numunesindeki degerlendirdiler (52). Normal parametre degerlerine
sahip numunelerde normal aralik (ortalama +/- 2 SD), 7.2-46.4 mU ml-1 idi.
Azoospermili hastalarda obstriktif azoospermide ortalama 7.7 +/- 9.5 mU ml-1 ve
nonobstriktif azoospermide ortalama 15.8 +/- 11.5 mU ml-1 saptandi. Bu fark
istatistiksel olarak anlaml degildi, ¢lnki obstriksiyon varligina iliskin tespitin
duyarhhgdr sadece 0.66 ve 6zgullik 0.83 idi. Log sperm sayisi ile alfa-glukozidaz
aktivitesinin anlamli bir korelasyonu (r = 0.34) gd6zlendi. Ortalama alfa-glukozidaz
aktivitesi, sperm motilitesine goére olusturulan gruplarda I6kosit sayimina gére veya
semen hacmine gore anlamli olarak farkli bulmadilar. Arastirma sonucuna goére,
alfa-glukosidaz aktivitesinin belirlenmesi, diger klinik arastirmalarin ya da semen
analizinin parametrelerininkinden daha fazla olan fertilite durumu hakkinda ilave bilgi
vermedigini ileri sdrduler. Bizim c¢alismamizda Seminal Alfa glukozidaz dizeyi
(mU/mI) oligospermik olgularda daha ylksek bulundu. Ancak sperm motilitesinin

disuk oldugu astenospermi olgularinda bir fark bulamadik.

Fourie MH ve arkadaslari, Seminal plazmada alfa glukozidaz aktivitesini
belirleyen iki yontem ile calistilar (53). Standardi, epididim spesifik yontem olup,
epididim tarafindan &ézel olarak uretilen nétr izo-enzim 6lgen toplam alfa-glukozidaz
aktivitesini (nétr iso-enzim ve prostattan kaynaklanan asit izo-enzimi) belirleyen bir
kit olan episcreen kiti enzimatik dlcim yapmaktadir. Diger yontem ise epididimal

spesifik yontemle oélgllen alfa-glukozidaz aktivite degerlerinin, rutin klinik ortamda
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notr izo-enzim spesifik ydnteminin yerine konmasi icin guvenilir sonuglar verilip
verilmedigini belirlemek amaciyla kargilastirmakti. Her iki yonteme goére notr izo-
enzim aktivitesi, 23 post-vazektomi ve 24 normozoospermik hastanin seminal
plazmasinda ol¢uldi. Her iki ydonteme gore Olgulen aktiviteler arasinda anlamli fark
bulundu (P <0.05), ancak bu farklar cogunlukla klinik olarak anlamli olmayan yuksek

degerlere (> 40 mU ejakilat-1) ulastigi anlasildi (3).

Calismamizda Seminal alfa glukozidaz dizeyinin tim olgularda
fertilizasyon ve 2. gun, 3. giin embriyo sayisi ile korelasyon goésterdigi bulundu. Bu
sonuglar seminal alfa glukozidaz aktivitesinin sperm maturasyonu, ya da motilitesi

digsindaki parametrelerle iligskisinin arastiriimasi gerektigini gostermektedir.
6. SONUGC:

Bu calismada seminal alfa glukozidaz dlzeyinin klinik gebelikleri ile
iliskisi tespit edilmedi. Ayrica sperm motilitesi ve alfa glukozidaz aktivitesi arasinda
bir korelasyon bulunmadi. Oosit fertilizasyon ve iyi kalite embriyo gelisimi ile
seminal alfa glukozidaz dizeyinin iligkisi anlasiimistir.  Ayrica  bakilan
parametrelerden embriyo kalitesi ve sperm maturasyon oranlarinin gebelik pozitif

olgularda negatiflere kiyasla daha yiksek oldugu gosterilmistir.
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