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Oligospermide Sperme Ait Yapisal Parametrelerin Arastirilmasi
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DSO (Diinya Saglik Orgiitii)’niin son raporlarina gore: son yillarda erkeklerde sperm sayist
giderek azalmaktadir. Giiniimiizde gittikce artan erkege bagl infertilitenin en dnemli nedenlerinden
birisi de sperm sayisinin normalden az olmasi yani oligospermidir. Oligospermiye bagli infertilitede
sperme bagli bazi hiicresel yapisal elemanlar (aktin, tiibiilin) ve yine hiicre i¢inde yer alan organellere
iligkin (mitokondria ve akrozom/lizozom) verilerin daha detayli analizi ile bu tabloya neden olan
nedenlerin daha iyi anlasilmasina katkida bulunmak amaglanmustir.

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi androloji laboratuari ile Ozel Selguklu Hastanesi
Tiip Bebek Unitesi’'ne bagvuran 20 oligospermik, 20 normospermik hastalarin spermiyogramlari
yapildiktan sonra biyo-atik olarak kalan semen numuneleri ¢aligmaya dahil edildi. Hastalarin en az ii¢
giinliik cinsel perhiz sonrasi alinan semenleri degerlendirmeye alindi. Alinan spermlerin sayisal ve
yapisal analiz sonuglar1 kaydedildi. Tlaveten yapisal parametrelerden aktin ve tiibiilin gibi hiicre
iskeleti elemanlar1 ile lizozom ve mitokondrium gibi organelllere iliskin spesifik ¢esitli fluoresan
isaretlemeler yapildi. Bu amagla: canli mitokondri ve lizozom isaretleyicileri (MitoTracker red FM ve
LysoTracker Green FM) kullanildi. Dogrudan taze semen 6rnegi 50nM konsantrasyonda her iki
boyayla 37°C’de 45 dakika inkiibe edildi ve daha sonra fluoresan mikroskopla incelendi. Aktin ve
tibiilin icin semen yayma preparatlar1 kullanildi. Aseton-formaldehit ile fiske edilen preparatlar
falloidin paclitaxel ile fluoresan mikroskopide degerlendirildi. Anti-tlibiilin antikoru ile indirekt
immunofluoresan isaretleme yapilarak fluoresan mikroskopide degerlendirildi. Tiim degerlendirmeler
WHO 2010 kriterleri esas alinarak yapildi.

Yapilan incelemeler sonucunda oligospermik ve normospermik hasta gruplarmin arasinda
anlamli fark goézlendi (P<0.05).

Anahtar Sozciikler: Aktin; Infertilite; Mitokondri; Oligosperm; Tiibiilin.
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SUMMARY
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Investigation of Structural Sperm Parameters in Oligospermic Patients
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Department of Histology and Embryology
MASTER/KONYA-2015

According to last reports of WHO (World Health Organisation), number of spermatozoon in
men has been decreasing for last years. One of the most important reasons of gradually increasing
infertility connected to men is lacking number of spermatozoon, in other words oligospermia. It is
aimed at contributing to be understood reasons which cause this fact by detailed analysis of some
cellular structural components (actin, tubulin) connected to spermatozoon in infertility caused by
oligospermia and details about organelles (mitochondria and acrosome/lysosome) located within the
cell.

After being done spermiyograms of 20 oligospermic and 20 normospermic patients applied to
andrology laboratuary of Hospital of Selcuk University Faculty of Medicine and test-tube baby unit of
Ozel Selcuklu Hospital, remaining bio-additives semen samples were included in study. Semens,
taken from patients after least 3 days sexual abstinence, were evaluated. Numerical and structural
Analysis results of taken spermatozoon were saved. Additionally spesific various fluorescent
markings were made on cytoskeletal elements such as actin and tubulin from structural parameters and
organelles such as lysosome and mitochondria. For this reason live mitochondria ve lysosome markers
(MitoTracker red-FM and LysoTracker Green-FM) were used. Direct fresh semen samples were
incubated in 50nM concentration with to paints at 37°C for 45 minutes and later were examined with
fluorescent microscope. Spreading preparats were used for actin and tiibiilin. Preparats fixed by
acetone formaldehyde were assessed in fluorescent microscope with paclitaxel. Making indirect
immunofluorescence marking with anti tubulin antibody, it is assessed in fluorescent microscope. All
assesments were performed according to WHO 2010 criteria.

As a result of examinations, significant differences were observed between the patient
groups’ oligospermic and normospermic. (P<0.05).

Key Words: Actin; Infertility; Mitochondria; Oligospermia; Tubulin.
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1. GIRIS

Infertilite genel anlamda saglikli popiilasyona gore daha az gebe kalabilme
kabiliyeti olarak tanimlanirken; 6zgiin anlamda: ‘lireme cagindaki (15-49 yas) bir
ciftin korunmasiz bir yil cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edememeleri’ seklinde

tarif edilir. Ciftlerin yaklasik %10-15 infertilite tanis1 almaktadir.

Infertilitenin en sik nedenleri: tubal-peritoneal patoloji  (%30-40),
anoviilasyon (%15), erkek (male) faktorii (%30-40) ve geri kalan boliimiinii de

aciklanamamis infertilite grubu olusturmaktadir.

Normal semen analizi, oviilasyon varligi, normal uterin kavite ve bilateral
tubal agiklik varliginda ‘agiklanamayan infertilite’ tanis1 konur. insidansi: %10-30

arasinda degismektedir (Ustiin 2011).

Giliniimiizde gittik¢e artan erkege bagl infertilitenin en 6nemli nedenlerinden
birisi de sperm sayisinin normalden az olmasi (15 milyon/mL, veya total sayinin 39

milyondan az olmasi) yani oligospermidir.

Bu calismada, normospermik ve oligospermik vakalarda, erkek
infertilitesinde etkili spermatoza morfolojisi, sperm hiicre organelleri ve hiicre

iskeleti yapilarina ait 6zellikler agisindan degerlendirildi.

Oligospermiye bagh infertilitede sperme bagli bazi hiicresel yapisal elemanlar
(aktin, tlibiilin), ve yine hiicre i¢inde yer alan organellere iliskin (mitokondria ve
akrozom/lizozom) verilerin daha detayli analizi ile bu tabloya neden olan nedenlerin

daha iyi anlagilmasina katkida bulunmak amaglanmistir.



1.1. Sperm Morfolojisi

Spermin morfolojik incelemesi, spermatogenez kalitesinin ve fertilitenin,
kesin olmamakla birlikte duyarli bir gostergesidir. Giliniimiizde ¢ogu laboratuar
normal spermin tanimlanmasini yaparken kesin kriterler kullanirlar. Sinirda formlar
ise anormal olarak kabul edilir. Bu kriterleri kullanarak, normal sperm orani
%14’den az ise; In Vitro Fertilizasyon (IVF) ile fertilizasyon orani %37, %14’iin

tizerinde normal sperm igerenlerde ise %91 bulunmustur (Kruger ve ark 1986).

Ozellikle amorf ve uzamis bas anomalisi tasiyan spermlerin yapisal
kromozom anomalisi siklig1 da artmaktadir. Boyle olgularda sperme ait kromozom
anomalilerinin fertilizasyon bozuklugundan sorumlu olabilecegi onerilmektedir (Lee

ve ark 1996).

Spermatozoanin bas, orta ve kuyruguna ait yapisal bozukluklar infertilite
nedeni olabilir. Normal sperm kuyrugunun aksonemi ortada bir adet, etrafinda ise 9
adet iki mikrotiibiil kompleksinin olusturdugu silindirik bir yapidan ibarettir. Her
tiibiil digerine dynein kollar1 ile tutunmuslardir. Santral tubiiller ise etraf tiibiillere

radiyal kollarla baglidir (Sigman ve Jarow 2004).
1.2. Spermatogenezis
1.2.1. Testisler

Normal boyutlar1 4,5-5 cm ebadinda olan testisler septumlarla
kompartimanlara boliinmiistir. Bu kompartimanlar igerisinde seminifer tiibiil
yumaklart bulunur. Ag¢ik olan her iki ucu ile rete testislere baglanan seminifer
tiibiiller, Leydig hiicrelerinin de bulundugu interstisiyel doku ile ¢evrelenmislerdir.
Birlesen rete testisler sayilar1 10 civarinda olan ‘duktuli efferentes’ araciligi ile kaput
epididimise acilirlar. Testis disaridan {i¢ tabaka ile ¢evrilmistir. Bunlar distan ice
dogru; tunika vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskiilosa’dir (Schlegel ve ark

2007).



1.2.2. Seminifer Tiibiiller

Sperm iiretimi, her iki testis i¢cinde septalarla ayrilmig ve kompartmanlar i¢ine
yerlesmis, interstisyumla c¢evrili seminifer tiibiiliislerde meydana gelmektedir.
Seminifer tiibiiller interstisyumdan fibrositlerin olusturdugu bir adventisyal tabaka ile
ayrilmaktadir. Yapi olarak 150-200 um ¢apinda ve toplam sayist 1000 kadar olan bu
tiibiiller agik olan her iki uglari ile rete testise agilmaktadirlar. Seminifer tiibiilleri
cevreleyen adventisyal tabakanin hemen altinda tiibiil limenine dogru kapasiteye
sahip olduklar1 da bildirilmistir (Schlegel ve ark 2007). Myoid hiicre tabakasi ile
bazal membran arasinda i¢ lamel adi verilen kollajen tabakasi bulunmaktadir. En i¢
tabakay1 bazal membran olusturur. Bazal membrandan liimene dogru var olan ¢ok
kathi hiicre tabakasi i¢inde iki tiir hiicre bulunmaktadir. Bunlar; Sertoli ve

spermatojenik hiicrelerdir.
Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri gesitli asamalardaki spermatojenik hiicrelerin beslenmesi,
korunmas1 ve tasinmasinda gorevli, diizensiz sekilli, genellikle bazal kesimde olan
oval niikleuslu ve belirgin niikleuslu, kan testis bariyerinin olusumundan sorumlu

cok sayida lateral uzantilara sahip hiicrelerdir (Gartner ve Hiat 2006) .

Sertoli hiicreleri yavas bdliinen hiicrelerdir. Puberteden sonra hiicre
boliinmesi goriilmez ve yagamin sonuna kadar bu hiicreler faaliyetlerini siirdiirtirler.
Sertoli hiicrelerinin birgcok molekiilii sentezleyebildikleri gosterilmistir. Bunlar
arasinda; androjen baglayic1 protein (ABP), kollajen tip I ve V, seruloplazmin,
transferin, inhibin, somatomedin benzeri maddeler ve anti-Miillerian hormon
(embriyogenez sirasinda) gibi birgok madde bulunmaktadir (Brehm ve Steger 2005,
Gartner ve Hiat 2006).

Sertoli hiicrelerinin 6nemli bir gérevi de, immiin sistem diginda kalan bir alan
olusumunu saglayan kan-testis bariyerinin meydana getirilmesidir. Bu bariyer
dinamik bir yapidadir ve seminifer tiibiilii bazal ve adluminal kompartman olmak

tizere ikiye ayrilir (Gartner ve Hiat 2006, Schlegel ve ark 2007).



1.2.3. Spermatogenez

Primordial germ hiicrelerinin olusumu fotal yasamin erken donemlerinde
gorilmektedir. Germ hiicreleri yolk kesesinde allantoise yakin bir bdoliimde
endodermal hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Hiicreler buradan intrauterin hayatin 5.
haftasindan itibaren genital kabartiya dogru go¢ etmeye baslarlar ve altinci haftada

biiyiik 6l¢iide bu bolgeye ulasmis olurlar (Sadler 2006, Schlegel ve ark 2007).

Olgun spermin olusumu ile sonu¢lanan spermatogenez 64 giinde meydana

gelmektedir ve genel olarak iki boliimde degerlendirilebilir.

[k béliimde hiicre boliinmelerinin gerceklestigi asamalar, ikinci boliimde de

hiicrenin olgunlagma asamalar1 yer almaktadir.

1- Hiicre boliinmeleri ve proliferasyonunun oldugu ilk boliim kendi arasinda

ikiye ayrilabilir.

a. Spermatositogenezis adi verilen mitoz bdliinme asamasinda
spermatogonyumlar boliinerek sirastyla Ag A, Aa, As Az A4 spermatogonyumlara
dontistirler (Schlegel ve ark 2007). Bir A spermatogonyumun tekrar boliinmesi i¢in
16 glin gereklidir. B spermatogonyumlarin da mitotik boliinmesi ile primer
spermatositler ortaya c¢ikar. Bu asamada mitoz boliinme sathasi biter (Jonge ve

Barratt 2006, Schlegel ve ark 2007).

b. Primer spermatositler 22 giin siiren mayoz boliinmenin profaz asamasina
girerek sirasiyla preleptoten, leptoten, zigoten, pakiten spermatositlere doniisiirler ve
birinci mayoz boliinmeyi gerceklestirerek sekonder spermatositlere dondsiirler
(Brehm ve Steger 2005,Gartner ve Hiat 2006). Sekonder spermatositler de mayoz
boliinmenin ikinci asamasi sonrasi spermatidlere doniisiirler (Brehm ve Steger 2005,

Gartner ve Hiat 2006, Schlegel ve ark 2007)

Sperm hiicreleri boliinmeleri sirasinda birbirlerinden tam olarak kopmazlar ve
sinsityum olustururlar. Bu hiicresel baglarin hiicrelerin senkronizasyonlarinda gorev
aldig1 ileri siiriilmiistiir. Bu senkronizasyonun sonucu olarak, seminifer tiibiillerde
bazaldan liimene dizilen hiicrelerin iliskileri géz oniinde bulunduruldugunda, sabit
bir segmentte belirli hiicre dizilis asamalarindan basamaklar halinde belirli siirede

gecildigi izlenmistir. Seminifer tiibiil kesitleri incelendiginde, insanda 6 farkli
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basamak oldugu gézlemlenmistir. Bu basamaklarin belli segmentte, belli siirede, bir
biri ardinca sirayla izlenmesi seminifer epitel siklusu olarak adlandirilmistir.
Seminifer tiibiil ard1 sira gelen siklus basamaklarinin, tiibiiliin belli bir boliimi
boyunca ardi ardina izlenmesi seminifer tiibiildeki spermatojenik dalga olarak

adlandirilmistir (Jonge ve Barratt 2006, Schlegel ve ark 2007).

2- Spermatogenezin ikinci agamasi spermatidlerin olgunlagsma asamasidir. Bu
asama spermiyogenez olarak da adlandirilmaktadir. 22 gilin sliren spermiyogenez 4
evrede ele alinmaktadir. S,, Sbl, Sb2, Sc, Sd1, Sd2 spermatidler ve son olarak olgun
spermatozoonlar (sprematozoa) ortaya ¢ikmaktadir (Gupta 2005, Schlegel ve ark
2007).

Olgunlasma evreleri
Golgi evresi

Spermatidler i¢inde Golgi aygiti niikleusa yakin bir bolimde yerlesmistir
(bkz. Sekil 1.1). Endoplazmik retikulumda iiretilen bir takim enzimler modifikasyon
icin Golgi aygitina taginir. Burada modifiye edildikten sonra Golgi i¢cinde olusan
graniiller kii¢iik vezikiiller halinde trans Golgi ag1 ile salinirlar. Birbirleri ile birlesen
kiigiik vezikiiller spermin 6n yiizlinli olusturacak kesimde ¢ekirdek zarina tutunurlar
ve akrozomal vezikiilii olustururlar. Bu gelisimle es zamanli olarak sentriyoller
akrozomal vesikiiliin aksi yoniinde niikleustan uzaga dogru yer degistirirler. Distal
sentriyol aksonem olusumuna katilirken, proksimal sentriyol baglanti pargasinin

olusuma katkida bulunur (Gupta 2005, Jonge ve Barratt 2006,Schlegel ve ark 2007).
Bashk evresi

Bu donemde gelisen akrozomal vezikiil, niikleer zarin etrafin1 sararak

akrozoma doniisir.
AKkrozom evresi

Bu evrede kromozomlarin daha yogun bir sekilde katlanmasina paralel olarak
cekirdek hacmi azalir ve daha uzun bir hal alir. Birbirine paralel ¢ok sayida
mikrotiibiilden olusan manset ad1 verilen sperm niikleusundan distale uzanan gegici

bir yap1 ortaya cikar. Silindir seklindeki bu yap1 uzadik¢a beraberinde sitoplazma



icindeki mitokondriler de uzayan spermatid i¢inde kuyruk yoniinde taginir. Mansetle
birlikte uzayan sitopldzma gelisme flagelluma ulastiginda, mikrotiibiiler yap1
kaybolur ve bu noktada sperm kuyrugunun orta parcasini esas par¢asindan ayiran
anulus meydana gelir. Sperm kuyrugunun diger yapilar1 olan yogun dis fiberler ve

fibroz kilif olusumu tamamlanir.
Olgunlastirma evresi

Olgunlastirma evresinde gereksiz olan sitoplazma artik cisim olarak hiicreden
uzaklagtirilir. Kromozomun kondensasyonu ve stabilizasyonu devam eder. Haricen
olgun sperm goriiniimiinde olan hiicre sinsityal yapidan kurtarilarak liimene sevk

edilir (Sargin ve Arpal1 2011).

Spermatogonium

L Biyiime
Primer Sperm
Spermatosit Hicresi

Sertoli 1. Mayoz 2 Mawnz
Hucresi I\ Salunms= EEIDIAmE

Sekonder — Spermatid

Spernatosit

Sekil 1.1. Spermatogenez (Hendry ve ark 1999°dan uyarlanmaistir).

1.3. Spermin Yapisi

Spermatozoa, insandaki en kii¢iik, fakat en ¢cok farklilasmis hiicrelerindendir.
Iki ana komponenti vardir (Bkz. Sekill.2). Bas genetik materyali tasirken, flagellum

oosite dogru spermi yonlendiren hareketi saglar (Francou ve ark 2013).

Seminifer tiibiiller i¢indeki germinal epitelden insanda giinde 200 milyonu
asabilen sayilarda sperm iiretilebilmektedir (Jonge ve Barratt 2006, Schlegel ve ark
2007). Bu say1 tiirler arasinda olduk¢a farklilik gosterebilmektedir. Ovumla
kiyaslandiginda ¢ok kii¢iik bir hiicre olan sperm 60-65 pm uzunlugunda, dar
sitoplazmal1 ve hareket kabiliyeti yliksek 6zel bir hiicredir (Gartner ve Hiat 2006).



Akrozom Elazma
Memb_ranl Mitokondrionlar Aksial Flament
Cekirdek
P—— z p
- . Sentrlyol///’ T Terminal Disk H_EH“
Bas Orta Parca Kuyruk Son
Parca

Sekil 1.2. Olgun spermin anatomik yapist (Mariana Ruiz Villarreal ¢iziminden
uyarlanmistir. (http://www.urology-textbook.com/testis-histology.html )

1.3.1 Bas

Spermin bas boliimii akrozomal ve post akrozomal olmak iizere iki kisma
ayrilmistir. Akrozomal kisimda kendi i¢inde anterior akrozom ve posterior akrozom
segment olmak iizere iki kompartmana ayrilmistir (Gartner ve Hiat 2006, Toshimori
2009). Spermin bas bolgesinde yer alan niikleus, sitoplazmanin biiyiik bdliimiini
isgal eder. Icermis oldugu genetik materyal, Deoksiriboniikleik asit (DNA), yogun
bir bicimde katlanmis bir halde bulunmaktadir. Spermatogenez siireci icerisinde
genetik materyal proteini olan histonlar, pozitif yiiklii protaminlerle yer

degistirmistir. Spermler haploid kromozom igeren hiicrelerdir.

Erigskin spermde, spermin oosit ile birlesmesi i¢in gereken likit olaylar
diizenleyen enzimatik etkinlige sahip bir¢cok proteini iceren akrozom adi verilen
plazma membrani ile niikleus zar1 arasina yerlesmis dar bir kesecik bulunmaktadir.
Niikleus zari, hiicre zar1 ve akrozomal zarlar arasinda yer alan sitoplazmik
tabakalarda fonksiyonel veya yapisal 6zelligi bulunan birgok molekiil yerlesmistir.
Bu sitoplazma tabakalar1 subakrozomal, periakrozomal ve postakrozomal tabakalar
olarak siralanabilir. Akrozom ile nukleus zar1 arasinda kalan bolge subakrozamal
bolge olarak isimlendirilir. Bu bolgenin apikal kisiminda kalan, yapisal destek
Ozelligi veren dig ylizii perforatorium olarak da adlandirilir. Perforatoriumu
doldurulan disiilfid bag1 ihtiva eden yapisal proteinler, periniikleer teka maddesi veya

periniikleer matriks olarak isimlendirilirler (Gartner ve Hiat 2006, Toshimori 2009).
1.3.2. Kuyruk

Sperm kuyrugu spermin hareketini saglayan boliimdiir. En i¢ kisimda yer alan
aksonem tiim kuyruk boyunca uzanim gosterir (Jonge ve Barratt 2006, Toshimori

2009).


http://www.urology-textbook.com/testis-histology.html

Merkezde yerlesmis bir ¢ift tiibiil ve onun etrafinda bulunan 9 ¢ift mikrotiibiil
yapimin esasini olusturur. Periferdeki tiibilil ¢iftlerinin hemen lateralinde kuyruga

saglamlik ve elastikiyet veren 9 adet yogun dis fibril bulunmaktadir.
Sperm kuyrugu dort boliimde incelenebilir.

1. Boyun kismi: Spermin bas kismini kuyruk kismina baglayan alandir. Bu
boliimde niikleer zarf fazlaligi, birka¢ adet mitokondri ve baglanti parcasi

bulunmaktadir. Boyun kismi1 bas kismindan bazal plakla ayrilmaktadir.

2. Orta kisim: Boyun kismindan sonra gelen kuyruk segmenti, orta bolim

olarak adlandirilir.

Bu boéliimde, mitokondrial kilif igine yerlesmis vaziyette bulunan 100

civarinda mitokondri helikal bir sekilde aksonemin disina yerlesmistir.

3. Esas kisim: Orta kisim, esas kisim adi verilen bolimden anulus olarak
adlandirilan yap1 ile ayrilir. Esas kisim sperm kuyrugunun en uzun boliimiidiir ve

fibroz bir kilifla ¢evrilidir.

4. Son kisim: Kuyrugun en distal kisitminda yer alan plasmalemma ile gevrili

aksonem veya tiibiiler yapilardan ibarettir (Gupta 2005).
1.4. Semen

Ejakulasyon ile disar1 atilan 2-6 ml miktarindaki sividir. Bu s1vi, seminifer
tubiillerin, genital bosaltma yollar1 epitel hiicrelerinin salgilarindan ve spermden
olusur. Yapisinda prostaglandinler, epitel dokiintiiler, bag dokusu hiicreleri, prostat
taslar, lipidler, proteinler ve pigment graniilleri bulunur. Ejakulatin %10 undan azin1
spermler, diger kismini1 da seminal plazma olusturur. Beyazimsi renkte ve opaktir.

Kendine has orta derecede keskin kokusu vardir.

Ereksiyon esnasinda Cowper ve Littre bezlerinin salgilariyla {retra
kayganlasir. Ejakulasyon baslangicinda asit fosfataz ve sitrik asitten zengin prostat
salgist salinir. Bunun ardindan duktus deferens ve duktus epididimis kaslarinin
kasilmastyla spermler atilir. Son olarak friiktoz ve prostaglandince zengin yogun

kivamli seminal vezikiil salgisi ejakulata katilir (Seftalioglu 1991).



1.4.1. Semen Orneginin Degerlendirilmesi

Semen O6rneginin en az 2 giinliikk (2-7 giin) bir cinsel perhiz sonrasi alinmasi
gerekmektedir. Standardizasyonu saglamak i¢in 3-4giinliik cinsel perhiz siiresi uygun
olacaktir. Bu perhiz siiresinin kisaligi semen hacmi ve yogunlugunun azalmasina,
uzunlugu ise hacminin, yogunlugunun, 6lii, immotil ve morfolojik olarak anormal
sperm oranlarmin artmasina neden olacaktir. ideal olan1 semenin mastiirbasyon ile,
Oonceden spermisit toksisitesinin olmadigi belirlenmis, steril ve kuru, genis agizl,
cam veya plastik bir kaba toplanmasidir. Bununla birlikte spermisidal ajanlar
icermeyen Ozel olarak iiretilmis silastik kondomlarin (lateks kondomlar sperm
canliligint ve motilitesini etkiler) yardimu ile iligki sirasinda da toplama yapilabilir.
Iliski sirasinda geri ¢ekme ydntemi ile toplama, spermin ilk béliimiiniin kaybina
neden olabileceginden Onerilmemektedir. Ejakiilasyonun tamaminin toplanmasinin
onemi unutulmamalidir; ¢linkii ¢ogunlugu prostat sivisindan olusan ilk kismen
yiiksek sperm konsantrasyonunu tasir, son kisim ise 6zellikle vezikiiler sividir ve
semenin biiylik bir boliimiinii  olusturur. Bu nedenle, semen alinirken
kacirilmamasma ve dokiilmemesine dikkat etmek gerekmektedir. Semenin
toplanmas1 sirasinda mikrop, tiikiiriik ve kayganlastirict kontaminasyonlarindan
kaginmak gerekir. Toplama oncesinde eller ve genital organlar sabunla iyice yikanip

su ile tamamen durulanmalidir (Speroff ve Fritz 2010).

Mastiirbasyon sirasinda sabun ve kayganlastirict maddeler kullanilmamalidir.
Semen Orneginin; izole edilmis, 6zel ve laboratuarin i¢inde veya yakinindaki bir
ortamda toplanmast en uygun yaklagim olacaktir. Emosyonel stres ve gerilimin
semen parametrelerinden 6zellikle hacim, say1 ve motilite {izerinde olumsuz etkileri

olabilecegi unutulmamalidir (Kayike1 ve ark 2002).

Bu yiizden hastanin kendisini rahat ve huzurlu hissedecegi bir ortamda
toplama isleminin yapilmasinin 6nemi akilda tutulmalidir. Eger toplama igleminin
evdeyapilmast daha uygun olacaksa semen Orneginin oda veya viicut 1sisinda
muhafaza edilerek hizli bir sekilde transferi saglanmalidir. Toplama yonteminden
bagimsiz olarak alman semen Orneginin birka¢ saat i¢inde degerlendirilmesi

gerekmektedir (Kayike¢t ve ark 2002).



Semen analizinden saglikli sonug alabilmek i¢in cinsel perhiz siiresinin en az
iki en fazla bes giin olmasi gerekmektedir. Bu siirenin kisalmasi sayr ve hacmi,
uzamas1 ise hareketliligi olumsuz etkileyecektir. Ornek mastiirbasyonla ya da
spermisid igermeyen Ozel prezervatifler kullanilarak spontan koitus sonrasinda
toplanabilir. Ancak gilinlimiizde mastiirbasyon ile 6rnek alinmasi tercih edilmektedir

(Gokge 2011).
1.4.2. Semenin Makroskobik Analizi

Taze bir ejakulat viskdz, beyaz veya gri-beyaz, opak bir yapidadir. Kendine

0zgl bir kokusu vardir. Genellikle 10-20 dakika i¢inde eriyerek bulanik bir hal alir.
Renk ve koku

Normal semenin goriiniimii homojen, mat beyaz ve gri-opaktir. Sperm
konsantrasyonu diistiikce daha az opak goriiliir. Cinsel perhiz siiresinin uzamasina
bagli olarak renk sarimsi bir hal alabilir. Semen i¢inde eritrosit varliginda renk
kirmizi-kahverengi olacaktir. Kendine 0zgli kokusunun prostat salgilarindan
kaynaklanan sperm oksidasyonu sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Kayike1 ve

ark 2002).
Likefaksiyon siiresi

Semen ejekiilasyon sirasinda semenogelin I iceren seminal vezikiil salgisi ile
koagiile olur ve oda sicakliginda yaklasik 20 dakika icinde likefiye olacaktir.
Likefaksiyon (erime, sivilasma) prostat tarafindan salinan proteolitik enzimler
(fibronilizin, fibrinokinaz, aminopeptidaz) araciligit ile meydana gelir.
Likefaksiyonun degerlendirilmesinde, ejakiilat inkiibatore alinarak 37°C'de muhafaza
edilir ve likefiye olmas1 beklenir. Likefaksiyon siiresinin 60 dakikayr gecmesi veya
olmamas1 patolojik olup, prostatik enzim eksikligini veya prostat fonksiyonunun

yetersiz oldugunu gosterir (Ormen ve Onvural 2003 ).
Viskozite

Normal semen viskdéz kivamdadir. Viskozitenin artmis olmasi vezikiilo
seminalisin  hipofonksiyonundan kaynaklanabilir. Yiksek viskozite sperm

motilitesini ve konsantrasyonunu etkileyebilir. Viskozitenin artmasi intrauterin
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inseminasyon (IUI) ve IVF basarisin1 da diisiirebilir. Degerlendirmede 6rnek pipet
icerisine ¢ekilir ve yer ¢ekiminin etkisi ile damla damla pipeti terk ettigi gozlenir.
Anormal viskozitede 6rnek pipeti terk ederken iplik gibi uzar. Uzama 2cm'den fazla
ise patolojik olarak degerlendirilir. Uzamanin degerlendirilmesi cam c¢ubuk

kullanilarak da yapilabilir (Giinalp ve ark 2002).
Ejakulat hacmi ve pH

Normal bir ejekiilat hacminin 1.5-5.0 ml arasinda olmasi1 beklenir (Speroff ve
Fritz 2010). Hacmin belirlenmesinde 6rnegin dereceli genis agizli kaba alinmas1 ve
gravimetrik yontemin uygulanmasi onerilmektedir. Hacmin aspire edilerek o6l¢iimii
tavsiye edilmemektedir (0.3-0.9 ml kadar eksik Ol¢lim). Semenin normal pH'si
>7.2'dir. Likefaksiyon sonrasi tercihen 30 dakika, en fazla dabir saat igerisinde pH
degerlendirmesi yapilmalidir. Semen igeriginde bulunan vezikiilo seminalis
sekresyonlar1 alkali, prostat sekresyonlar1 asidik ozelliktedir. Her iki sekresyonun
belirli bir dengede olmas1 gerekir. Akut enfeksiyonlarda (prostat, vezikiilo seminalis,
epididim kaynakli enfeksiyonlar) semen pH'sinin 8.0'a kadar c¢ikabilecegi
unutulmamalidir. Ejekulat hacminin az veya hi¢ olmamasi; basarisiz bosalmay1, kisa
cinsel perhizi, toplama kusurlarini, vasdeferenslerin konjenital olarak yoklugunu,
ejakulatuar kanal tikanmikligini, hipogonadizmi veya retrogradejakulasyonu akla
getirmelidir. Diger semen parametrelerinin degerlendirilmesi nedenin ayriminda bize
yardime1 olacaktir. Semen hacminin biiyiik kismi vas deferens ile ayn1 embriyolojik
kokenden gelisen vezikiilo seminalis tarafindan olusturulur. Vezikiiloseminalisin
sekresyonu alkalidir ve friikktoz icerir. Konjenital bilateral vas deferensi olmayan
erkeklerin ¢cogunda vezikiilo seminalis yoktur veya hipoplastiktir. Bu durumda da
semen asidik (pH<7.2), diisiik hacimlive fruktozu az veya hi¢ icermeyen nitelikte

olacaktir (Weiske ve ark 2000).
Miktar

Normalde 2-6 ml arasindadir, spermden zengin ejakulatin ilk kisminin
kaybedilmesi voliim azligina neden oldugu gibi 6zellikle say1 ve motilitenin farkl
citkmasma yol acgar. Voliim azligt seminal kese agenezisi veya ejakulatuar
kanallardaki obstriiksiyonlardan dolay1 olusabilir. Nitekim azospermi vakalarinin

%10’nunda bilateral vas agenezisi bildirilmektedir (Wagenknecht ve ark 1983).

11



1.4.3. Semenin Mikroskobik Analizi

Mikroskobik incelemede sperm sayisi, hareket 6zellikleri, morfolojik yapi,
agliitinasyon olup olmadigi, 16kosit ve yuvarlak hiicrelerin boyanmasi ve sayimu,
gerekli durumlarda vitalite aragtirmalar1 yapilir (Kayike¢1 ve ark 2002). Ayrica 2010
yilinda WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan belirlenen kriterler dogrultusunda
hareketsiz spermlerin; hareketli veya hareketsiz spermlere, mukus ipliklerine, sperm
dis1 hiicrelere ve hiicresel atiklara baglanmasi degerlendirilerek sperm agregasyonu

belirlenir (WHO 2010).
Konsantrasyon

Sperm  sayisi anlamma da gelen seminal plazmadaki sperm
konsantrasyonunun Ol¢limiinde 6nemli olan noktalar; spermin tam hareketsizligi,
ornegi seyreltmek i¢in uygun ¢ozeltinin secimi ve Ornegin homojen dagiliminin
saglanmasidir. Semenin seyreltilmesi i¢in kullanilan ¢6zelti sodyum bikarbonat
(NaHCO3) ve formalin i¢cermelidir. Renklendirici olarak tripan mavisi kullanilabilir

(WHO 1999).

Sperm konsantrasyonunun 6l¢iimii Makler sayim kamarasi veya Neubauer
hemositometrik metodu ile yapilir. En iyi metodun Neubauer kamarast oldugu kabu

ledilmektedir. Neubauer kamarasi 25 biiyiik alan igerir.
Motilite

Motilite kuyruk hareketi gosteren sperm yiizdesidir. Ideal olarak
ejekulasyondan sonraki ilk 1-2 saat igerisinde ve oda sicakhginda (18-24°C)
bakilabilir. 17 C”nin altindaki sicakliklar sperm motilitesini olumsuz etkileyecegi
i¢cin oda sicakligi sabit tutulmalidir. 200 spermatozoay1 degerlendirmek i¢in en az bes

mikroskobik alanda sistemik degerlendirme yapilir (WHO 1999).

Genelde faz kontrast mikroskobu alaninda goriilen spermlerin motilitesi

WHO kriterlerine gore hareketleri;
(a) Hizli ileri hareketli,

(b) Yavas ileri hareketli,
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(c) Yerinde hareketli ve
(d) Hareketsiz spermler

Seklinde simiflandirilir. Genel olarak spermin hizli ileri hareketli olarak
degerlendirilmesi icin saniyede 20 um’lik yol kat etmelidir ki bu da spermin 1

saniyede yar1 uzunlugu kadar mesafe almasi olarak diisiiniilmelidir (WHO 1999).
Agliitinasyon

Spesifik aglutinasyon ve non-spesifik aglutinasyon olarak ikiye ayrilir.
Spesifik agliitinasyon sperm antikorlariin varligina bagl olabilir. Fazla sayida bas-
basa, kuyruk-kuyruga motil dimerler goriilmesi antisperm antikorlarinin
bulunduguna isaret eder. Aglutinasyon derecelendirilmesi subjektif bir
degerlendirmedir (Helstrom ve ark 1987). Agliitinasyon tipleri de bas-basa, kuyruk-
kuyruga, bas-kuyruga seklinde olabilir.

1.4.4. Sperm Hiicre Iskeleti ve Organelleri
Aktin

Liu ve ark. normal fertil kisilerde motil sperm ortalama: %14 ZP’ya
baglanirken, normozoopsermik infertil erkeklerde bu oranin %4 civarinda oldugunu
rapor etmislerdir. Kapasitasyon sartlarina goére; sperm-aktin birlikteligi var
oldugundan, bu amagla sperm basina aktin baglanma oranina yonelik ¢aligmalarda

fertilizasyonun dogru orantili olarak arttig1 saptanmistir (Liu ve ark 2005).

Kapasitasyon ve AR mekanizmasinin bir eleman1 olan aktin hiicre iskeleti ve

hiicre mimarisindeki muhtemel degisiklikleri arastirmaya agiktir.

Spermiyogenik hiicrelerde aktin flamentleri esasen nukleus ile spermatidin
gelisen akrozomu arasinda subakrozomal bosluktadir. Matiir spermatozoada aktin
flamentlerinin lokalizasyonu ve yapisi net degildir. Cogunda aktin birgok memeli
tirtinde filamentoz f-aktin olarak tanimlanmakla birlikte daha ¢ok monomerik
formdadir. Aktin iceren sperm bdlgeleri akrozomal bosluk, ekvatoryal ve post

akrozomal bolgeler kadar kuyruktur. Cogu tiirde flagellar hareketteki roller tam
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bilinmese de aktin kuyrukta da bulunmustur. Birgok calismada, aktin fertilizasyon

stireci i¢in 6nemli olan sperm basinda bulunur.

Ayrica spermatozoada kapasitasyon ve AR sonrasi hiicre iskeleti
proteinlerinin lokalizasyonlarindaki degisiklikler tam bilinmemektedir. In vitro
kapasitasyonun aktin polimerizasyonunda artisa ve aktin epitoplarinin yeniden

dagilimina yol actig1 gosterilmistir (Francou ve ark 2013).

Brener ve arkadaslar1 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada: kog, boga, fare veya
insan spermlerinde akrozom reaksiyonu (AR), follikiil penetrasyonu sonrasi zonaya
baglanma ve kapasitasyonunda aktin polimerizasyonundaki zamana bagli roliinii
degerlendirmislerdir. F Aktinin hiicre iskeleti icerigindeki degisiklikleri, FITC veya
TRITC-Phalloidin kullanarak florometrik olarak ol¢iilmiistiir. Kapasitasyona sahip
hiicrelerde akrozom reaksiyonu f-aktin yikimi ile baslar. Bu ylizden; BSA, metil-B-
siklodekstrin, Ca veya bikarbonat gibi kapasitasyon icin gerekli maddelerin olmadig:
vasatlarla inkubasyon sonrasi aktin polimeraziasyonunu oldugu kadar kapasitasyonu
da engelledigi, F-aktin yapiminin sitokalazin D ile inhibe edilmesi ile kapasitasyonun
bloke oldugu ve IVF doéllenme oranlarinin azaldigi tespit edilmistir. Buna gore:
sperm kapasitasyonunda aktin polimerizasyonunun 6nemli bir diizenleyici yolak
oldugunu, akrozom reaksiyonundan o6nce F-aktin yikiminin ortaya ¢iktigini rapor

etmislerdir.

Memelilerde sperm-oosit etkilesimi ve karsilikli aktivasyonu glikoprotein
kaplama ZP araciligi ile olur. Spermatozoa ovum kumulus ooforusu’nu penetre
ettikten sonra, intakt plazma zar1 ile ZP’a baglanir. ZP’a baglanma, spermin anterior
bas bolgesi {lizerinde lokalize olan spesifik reseptorler araciligi ile olur. ZP
baglanmasi spermi, dis akrozomal membranin istteki plazma zan ile fiizyonu
seklinde bir ekzositik olay ile AR’a sokar. Bu multibl fiizyon akrozomal igerigin
salinmas1 ve fertilizasyonun ilerlemesi i¢in esansiyel olan yeni membran alanlarinin

maruziyeti ile sonuglanir.

AR kapasitasyon olarak bilinen matiirasyon siirecini tamamlamis bir sperm
varliginda ZP ile baglanacaktir. Kapasitasyon, invivo sperm disi genital sistemi ile
karsilagtiginda veya invitro belli medyumlarla inkubasyondan sonra olur (Brener ve

ark 2002).
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Dorval ve ark’na gore de aktin filamanlar1 akrozomal bosluk, ekvatoral ve
postakrozomal bolgede yer alir. Zona Pelusida (ZP)’da aktin polimerizasyonuile
indiiklenen Akrozom Reaksiyonu (AR) gerceklesir. Sperm protein tirozin
fosforilizasyonu HCO3 adenil siklaz1 uyararak cAMP diizeyini artisi, kadin genital
yolundaki EGF, H202 ve sodyum vanadate ile gerceklesir ve aktin
polimerizasyonunu saglayarak AR indiiksiyonu yapar (Brener ve ark 2002). Ca'-
ATPaz inhibitdrii olan Thapsigargin akrozomal bolgede baglanarak intraseliiler Ca™
artis1 saglar ve fosfotirozin igerigini arttirarak tirozin fosforilizasyonu ile akrozomal

ekzositozu saglar (Dorval ve ark 2003).

Dvorakova ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, akrozom reaksiyonu oncesi ve
sonrasinda akrozom sekil ve boyutu bakimindan farklilik gosteren spermatozoada
sperm basindaki hiicre iskeleti elemanlarmin dagilimi karsilastirilmistir. Insan ve
rodentlere ait spermatozoa, AR Oncesi ve sonrasinda invitro olarak tespit edilmis
aktin, spektrin ve alfa tiibiilin lokalizasyonlar1 immiinohistokimyasal incelenmistir.
Ozellikle apikal akrozomda ve ekvotoryal segmentte ve postakrozomal bolgede
degisiklikler oldugu sperm basindaki bu degisiklik paternlerinin tiim tiirlerde alt
kompartimanlardaki farkliliklarla beraber benzer oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore; sperm basi kritik hiicre iskeletinin AR siirecinde dnemli degisiklikler
gosterdigi ve bu proteinlerin fertilizasyon Oncesi siirecte yer alan oldukca yiiksek

dinamik yapilar oldugunu destekledigini rapor etmislerdir (Dvorakova ve ark2005).
Tiibiilin

Mikrotiibiiller hiicre boliinmesi, hiicre i¢i tasima (intraseliiler transport), hiicre
polaritesinin saglanmasi ve flagella ve silier hareket gibi bir¢ok hiicresel islevde rol
oynar. Tiibiilin heterojenitesi ve MAP (mikrotiibiil asosiye-iligkili protein) bu farkl
mikrotiibiil islevlerinden sorumludur. Birgok calisma yap1 ve islevce farkli alfa ve

beta tiibiilin subunitlerinin mikrotiibiilii etkileyebilecegini gostermistir.

Sperm aksonem mikrotiibiilii, herbiri yaklasik 50 kD’luk bir molekiiler
kitleye sahip heterodimerik o ve P tiibiilin ile polimerize olmus lineer Ilif

filamentlerine sahiptir.

Flagellada 9+2 diizeninde ve giftler halinde mikrotiibiiller bulunmaktadir ve

bunlardan gelen hareketin olusumunu saglayan temel yap1 aksonemdir. Bu yapida,
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dista 9 adet tiibiilin dimerleri bulunmaktadir ve A-B alt lifleri sayesinde harekette rol
oynar (Bkz. Sekil 1.3). Distaki 9 ciftin her biri radyal uzantilarla santral mikrotiibiile
baglanir. Santral mikrotiibiil iki adet A alt lifinden olusmaktadir ve birbirine ¢apraz
koprilerle baglanmaktadir. Santral mikrotiibiil ¢iftinden aym1 zamanda i¢ kilif

uzantilart ¢ikmaktadir (Mortimer 1997).

Spermatogeneziste mikrotiibiiller bircok donemde eksprese edilirler.
Mikrotiibiilfilamentleri pakiten safthasinda belirgin bir sentrozom yapmaksizin
daginik ag halindedir. Step 7 spermatidlerinde sperm nukleusu etrafinda yogunlasir.
8-15 spermatid basamaginda: manset olusumu seklinde belirginlesir. Mikrotiibiil ve
aktin igeren gecici bir yapidir ve nukleer ve bas sekillenmesi ve kuyruk olusumu igin
hayatidir. Spermiyogenez ilerledik¢e, alfa ve beta tiibiilinler sperm kuyrugunu
yapmak iizere sentrozomdan uzar ve flagella aksoneminin diger elemanlar1 ile 9+2

mimarisinde siki bir diizenlemeye katilir (Kuo ve ark 2013).

Sinirli sayida genlere ragmen, tiibiilin posttranslasyonel modifikasyonlarla
oldukca cesitlenir ve motilitenin diizenlenimi ile ilgili oldugundan sperm
islevselliginde Onemli bir role sahiptir. Astenozozospermik oOrneklerde tiibiilin

ekspresyonu azalir (Francou ve ark 2013).

Infertil erkeklerin %30’unda idiyopatik oligoasteno-teratozoospermi s6z
konusudur. Erkek infertilitesinde motilite merkezi bir role sahiptir dolayis1 ile erkek
inefertilitesini degerlendirmede yiliksek oranda zayif motil ve inmotil spermlerin

fertilizasyonu yapamayacagi akilda tutulmalidir (Moretti ve ark 2007).

Erkek infertilitesinde hemen hemen %50’sinde de zayif sperm motilitesi s6z
konusudur. Bu kadar yaygin olmakla birlikte sperm hareketini diizenleyen molekiiler

mekanizmalar hala anlasilamamuistir.

Gen knock-out fare modeli, tek gen defekti ve astenospermide regiile olan
farkli proteinlerin proteomiks ¢aligmalar1 sperm motilitesinde énemli oldugu sanilan
proteinlerin bir listesini ortaya koymustur. Ancak sperm motilitesinin yonetimi hala
net degildir. Proteomiks caligmasi ile hiicre iskeleti diizeyinde, sperm flagellar
motilitesinin aksonemal mikrotiibliler proteinler ile dynein motor prteinleri

arasindakidzgiin iliskilerin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
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Diger proteinler ile iliski halindeki flagellar mikrotiibiiller sperm hareketini
kararli ve organize bir olay yapar. Tiibiilin mikrotiibiillerin ana komponentidir ve 100
kDa molekiiler agirlikli o ve B heterodimerlerine sahiptir. o ve P tiibiilinlerin her
ikiside  poliglutamilasyon, poliglikasyon, tirozilasyon/detrozilasyon  ve
asetilasyon/deasetilasayon gibi ¢esitli post translasyonel modifikasyonlara ugrar.

Asetile/deasetile a tiibiilinin ayrintili islevi bilinememektedir.

Astenozozospermide o tiibiilin isoformlarindan TUBA3C ve TUBAS
azalirken TUBA4A artmaktadir. Astenozoospermide flagellum boyunca asetile o
tiibiilin azalmakta iken, normal spermde asetile ve olan ve olmayan tiibiilin diizenli
olarak ifade olur. Astenoozozspermide o tiibiilininde gozlenen bu azalma,
spermatozoada dogal bir anomaliye neden olur ki bu da immotil spermatozoalardaki

azalmis asetilasyonla iligkili hareket kaybina neden olabilir (Peknicova ve ark 2007).

Ejakulasyonda sperm yumurtayr hemen ddlleme kabiliyeti yoktu. Fakat disi
genital yolunda ‘invivo kapasitasyon’ olarak bilinen bu 6zelligi kazanir. Bu siireg
invitro spesifik vasatlarla kiiltiirde de uyarilabilir. Kapasitasyon biyokimyasal ve
molekiiler degisiklikler hiperaktive sperm motilitesini saglar. Kapasite olmus sperm,
oosite ulagtiginda, zonaya baglanir ve zona reaksiyonunu tetikler. Hidrolitik
enzimlerin ekzositozu, spermin zonay1 penetre etmesini ve membranin oolemma ile

birlesmesini saglar.

Kapasitasyon ve AR fertilizasyon i¢in hayati olmakla birlikte; bu olaylar
esnasindaki degisiklikler tam olarak anlagilamamistir. Mesela, spermatozoada
kapasitasyon ve AR sonrast hiicre iskeleti proteinlerinin lokalizasyonlarindaki
degisiklikler tam bilinmemektedir. In vitro kapasitasyonun aktin polimerizasyonunda

artisa ve aktin epitoplarinin yeniden dagilimina yol agtig1 gosterilmistir.

Bir c¢alismada: o tiibiilinin flagellum boyunca uniform dagilmadigini
immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Bu yiizden baz1 spermlerin
flagellumunun kiiclik bir ylizdesi, o tiibiilin ile isaretlenirken digerlerinde
flagellumun cogunda bu protein lokalize olur. o tiibiilin kapasitasyon ve AR

stirecindeki yapisal degisikliklerle dogrudan iligkilidir (Francou ve ark 2013).

Beta tiibiilin ekspresyonu spermin orta parga ve kuyrugunda gozlenebilir.

[rradiye spermlerde tiibiilin isaretlenmesi azalir ki, bu da dogrudan sperm motilitesi
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ile iliskilidir. Motilite sperm flagellum hareketine bunun islevi de aksonemdeki

hassas mikrotiibiil organizasyonu baglidir (Yann ve ark 2014).

Flagellar sperm yapisina dair ¢ok sayida ¢alismada: aksonemal paterninve
periaksonemal yapilarin dogri1 diizenlenimi normal motilitenin saglanmasinda
esaslidir. Son yillarda dikkat aksonemi g¢evreleyen hiicre iskeleti yapisi olan fibroz
kilif ve flagellumun esas pargasi bolgesinde belirgin olan dig yogun fibrillere
yogunlasmistir. Spermiyogenik siire¢ boyunca kuyrugun distalinden proksimaline
uzanan semisirkiiler fitil tarzinda yakin yerlesimli dizilmis 2 longitudinal kolondan
olusur. Genellikle, fibroz kilifin sperm flagellumuna mekanik bir destek rolil
oynadig1 kabul edilir. Fibroz kilif, flagellar biikiilmeyi ayarlar flagellar ritmin seklini

belirler.

Caligmalar, insan fibréz kilifinda: A-kinaz ag/ankoring proteininin (AKAP-3
ve 4) en yogun protein oldugu ve flagellar proteinlerin siklik-AMP (cAMP) bagiml
fosforilasyonunun sperm motilitesinin baglamasi ve devamu ile iliskili oldugu ortaya
konulmustur. Ikincil mesajct cAMP spermtaozoada cAMP bagimli kinaz (PKA)
tizerinde hiicre i¢i etkilerini ortaya koyar. PKA’nin hiicre i¢i organizasyonu da
AKAP’lart ile ilskisi ile kontrol edilir. Aksonem ve fibroz kilifin yapisal
karakteristiklerini incelemede gecirimli elektron mikroskobi (TEM) onemlidir.
Ozetle AKAP4’iin sperm motilitesindeki rolii net olmamakla birlikte; AKAP4
isaretlenmesinin zayif olmasi veya olmamasi ile sperm motilitesinin zayif veya

olmamasi iligkilidir (Moretti ve ark 2007).

Septin polimerize GTP baglayan hiicre iskeleti proteinleri ailesindendir.
Septinler diger hiicre iskeleti elemanlar1 (aktin, myozin II, tiibiilin) ile etkileserek,
Hiicre iskeleti remodelingi, hiicre polaritesi, mitoz ve vezikiil trafiginde rol alir.
Septin 12 mutant alelli farelerin infertil oldugu gosterilmistir. Bu farelerin vas
deferens’lerinden alinan spermatozoalar anormal morfolojili, diigiik sperm sayili ve

immotil spermlere sahiptir.

D1s yogun iplik¢ikler ‘Outer Dence Fibers’ (ODF) flagellumun %60’ wmnt
olusturur. ODF santralde medulla ve ince korteksden olusur. ODF ve fibroz kilif
yogun disiilfid baglar1 nedeniyle iyonik deterjanlarla ¢oziilmeye direnglidir. Bu

sekilde izolasyonu ve biyokimyasal analizi daha kolaydir. Cinko, ODF proteinlerinin
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yapisinda bulunur ve disiilfid baglarinin diizenlenmesinde gorev alir (Hargreave

1993).

Dynein Kollan

Radial Kollar
Mikrotibdl ciftleri

Merkezi Mikrotabil

Plazma — Dynein Kollan

\\ Membrani

Sekil 1.3. Sperm kuyrugunda silia ve flagella yapist (Michael W.Davidson
2008’den degistirilerek alinmistir).

Iyonize radyasyon spermatogenezi bozar ve germ hiicrlerinde mutasyonlara
sebep olur. Radyoterapi kanser tedavisinde etkili iken, hastalar siklikla azoospermi
ve infertiliteden sikayet eder. Arastirmalar epididimal sperme kisa ve uzun siireli IR

etkisi ve radyasyon tedavisi sonrasi bu olumsuz etkisi lizerine yogunlagmaistir.

Radyasyon spermatogonya ve spermatositlerin kromozomal bozulmay1
indiikler ve bu spermatozoata aktarilarak bazen kalici da olabilen astenospermi,
hipospermi ve teratospermiye neden olur. Bu bozulmalarin molekiiler
mekanizmalari, kaudal spermlerin proteinleri proteomiks ile arastirilmistir. Kontrol
ve irradiye edilen grupta 6 farkli protein tespit edilmis olup bu proteinler iradiye
grupta azalmisti. Bunlar: skint 6 isoform b, 1s1 sok proteini 70-2, fosfolipaz-C alfa,
testise 0Ozgli gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDHS), tiibiilin beta 4b,
Gpx4’diir. Insan ve farede, tiibiilin isotoplarinin kodlanmasiyla ilgili 7 alfa ve 6 beta
geni vardir. Beta tiibiilin ifadesinin azalmasi flagellar aksonemin relatif kayma
kapasitesini sinirlar. ROS’da artis sperm glikolizi inhibe ederek flagellar aksonem
hareketi i¢in enerjiyi saglayacak ATP miktarinda yetersizlige sebep olur ki, bu da
sperm motilitesinde azalmaya sebep olur. GAPDHS ifadesinde azalma da sperm

motilitesini azaltir (Yan li ve Zhang 2013).

Iyon radyasyonuna bagl infertilitelerin sebebi, iyonize radyasyonun sperm

yiizme davranisin1 bozmasina baglh diisiik sperm motilitesi ile iliskili olabilir. Iyonize
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radyasyonun insanda total sperm sayisini ve motil sperm sayisini azalttigi
gosterilmistir. Erkek infertilitesi, esasen diigsiik sperm motilitesinin bir sonucudur.
Bununla birlikte; radyasyonla uyarilan spermin patolojik durumu ile tiibiilin
degisiklikleri arasindaki iligki tam olarak anlasilamamistir. Tiibiilinin insan sperm
patolojisinde sperm kuyrugunun yapisal durumunu etkiledigi bildirilmistir.
Pubertedeki farelerde agir iyonize radyasyondan (HIR) sonra diisiik sperm motilitesi
ile B tiibiilin ekspresyonunda azalma arasinda iligski oldugunu desteklemektedir. Bu
tiirden bir iligki iireme saghgma HIR etkisini degerlendirmede bir 6lgek olarak
kullanilabilir. Bu ¢aligmanin sonuglarinin gelecekteki uzay ¢evresel radyasyonundan

korunma ve HIR kaser tedavisine katkis1 olabilecegi diigiiniilmektedir.

Bu caligmada radyasyona maruz birakilan infant (0-5 hafta) farelerden 5,5
hafta sonra epididim kaudasindan aliman spermler motiliteleri hesaplanmis ve
viyabiliteleri de akridin oranj ve PI (propidyum iyodiir) ile nukleuslar1 boyanarak
degerlendirilmis. Ayrica anti-tiiblilin antikoru ile boyanarak konfokal mikroskopta
incelenmistir. Pubertede (5-7 hafta) viicut dlgiileri, organ gelisimi ve sperm motilitesi
artist diger donemlere gore daha fazladir. Spermatogenez 35. giin baglar ve 5,5
haftada artmaya baglar. Sperm viyabilitesi ve motilitesi azalmistir. Bartoov ve ark
(1999) radyasyona maruz kalan iscilerde sperm motilitesinde diisme rapor

etmislerdir.

Ejakulat 6nemli bir yiizdede Olii spermatozoa gosterir. Genellikle bu 6li
hiicreler, hiicre nekrozisin bir sonucu olarak degerlendirilir ve infertil bireylerden
aliman sperm Orneklerinde 6nemli bir yiizde gozlenen yagin bir patolojidir. Aym

hastadan farkl ejakulatlarinda %100 kalic1 nekrozoosperminin olmas1 nadirdir.

Sperm viyabilitesini degerlendirmede supravital eosin boyasi kullanilir ancak
spermdeki nekrozisin ultrastriiktiirel 6zelliklerinin belirlenmesi gerekir. Sperm
nekrozisi, epididimal pasaj esnasinda oldugu diisiiniilmektedir. Veya konakta bir
yorede depolanmasi, mortalite artisi ve ejakulat sperminin zayif motilitesinden
sorumlu olabilir. 1988°’de daha Once erkek infertilitesinin tanimlanmamuis tiiriine
epididimal nekrospermi terimini Onermistir. Son ¢alismalar endokrin sistem ve
ozellikle TRH degrade enzimleri ve enkefalin degrade enzimleri nekrospermi ile

iliskili olabilir.
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%100 nekrozoospermili ve normal karyotipli bir infertil erkekten alinan
spermde ultrastriiktiirel, fonksiyonel ve kromozomal analizleri yapildi. Sperm oliimii
ve motilite yoklugunu konfirme etmek i¢in eosin boyamasi ve sperm kuyrugundaki
iki onemli protein immunohistokimyasal olarak lokalize edildi. Tiibiilin esasen

aksonemal yapida bulunur, AKAP4 fibr6z kilifin bir major komponentidir.

Nekrozoospermide mitokondriler genellikle sismis ve periaksonemal bir
sarmalda yer almaz. Sperm hiicrelerinin yaklasik %60°1 kivrik kuyruga sahiptir. %95
vakada spermler 9+2 aksonemal paterne ragmen, aksesuar lifler ve fibroz kilif yer
degistirmistir. Total motilite kaybinda nekrozise bagl siddetli kuyruk hasar1t AKAP4
ve tiibiilin histokimyas1 ve TEM ile arastirildi. Bulgulara gore; infeksiyon ve/veya
inflamasyon testikiiler diizeyde kromatidlerin ayrilmasina ve/veya karyoskeleton ve
sitoskeletona spermiyogenez esnasinda kromatin remodelingi ile ilgili olarak negatif

etkileri olabilir (Moretti ve ark 2006).

Mitokondri

Mitokondriler pleomorfik organellerdir. Oksidatif fosforilasyon ve lipid
oksidasyonu ile enerji iiretiminde dolayisi ile de germ hiicrelerinin gelisimi ve
fertilizasyon stirecindeki kritik metabolik olaylarda kilit role sahiptir. Spermatozoa
farkli fiziko-kimyasal durumlarda islevlerini siirdiirerek fertilizasyon siirecini
tamamlamak icin gereken kimyasal enerjiyi mitokondrilerinde iiretir. Bu siiregte en
onemli ihtiyag motilitenin saglanmasidir. Astenoazoospermik vakalardaki azalmis
motilite ile sperm mitokondriumlarinda yapisal ve islevsel degisiklikler saptanmustir.
Dolayist ile de erkek fertilitesinin en 6nemli unsurlarindan birini olusturur (Piomboni

ve ark, 2012) .

Sperm motilitesi ile bazi mitokondrial solunumsal zincir enzim aktiviteleri
arasinda iliski saptanirken, mitokondrial hacim belirte¢lerinden olan sitrat sentaz
enzimleri ise bir iligki saptanamistir. Bu bulgularin idiyopatik astenoazoospermi ile

ilgkili olabilecegi one siiriilmiistiir (Ruiz-Pesini ve ark 1998).

Saglikli doner spermlerinde mitokondrial aktivite heterojen bulunmustur

(Paula Sousa ve ark 2011).

Spermatozoada orta kisimda, aksonem etrafinda siki sekilde yerleserek ve

sarmal yaparak (helikal) ovoid bir band (kuf) olusturur.
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Spermatozoadaki mitokondri:
1. Hipotonik ortam
2. Yetersiz Ca”" girisi

3. Laktatif oksidatif substrat olarak kullanabilme yetenegi ile diger

hiicrelerdeki mitokondrilerden ayrilir.
Motilitenin molekiiler diizenlenmesi

Mikrotiibiil duvar1 longitudinal ve lineer olarak yerlesmektedir ve tiibiiler alt
tniteler o ile B adin1 almaktadir. Her bir tiibiil komplet A ve inkomplet B
mikrotiibiillerden olusmaktadir (Playan ve ark 2006). Aksonem, komsu mikrotiibiiler
ciftlerin B alt lifleri ile ¢apraz kopriiler olusturur ve ATP hidrolizi ile agiga ¢ikan
enerjiyle harekete doniiserek etki eder. Hiicre hareketinden sorumlu enzimatik
mekanizma i¢ ve dis kollarda yer almaktadir. Flagella ve silya hareketini saglayan
itici gii¢ kaynag1 yani spermatozoonun gili¢ motoru, mikrotiibiiler ¢iftlerin kollarinda
bulunan Mg bagimli adenozin trifosfatazdir. Kimyasal enerji kinetik enerjiye ¢evrilir

(Mortimer 1997).

Kuyrugun hareketi dynein kollar araciligi ile iletilir ve bu sekilde aksonemal
mikrotubiillerin birbirleri iizerinden kaymasi saglanir. Ara par¢ada, aksonem ve
distaki yogun fibriller helikal sekilde organize olmus mitokondrilerden meydana
gelen bir kilif ile sarilmistir. Flagellar hareket i¢in ATP’ye ihtiya¢ vardir. ATP,
fruktoz veya glikozun glikoliz yoluyla laktata yikilmasiyla ve sitrik asit siklusunda
ATP rejenerasyonunun mitokondriyal oksidasyon substratlarinin kullanilmasiyla
saglanir. Bu ATP, magnezyum varliginda dynein kollarindaki ATPaz aktivitesi
sayesinde hidrolize olur (Sale ve Satir 1977, Liu ve ark 1987, Mosher ve Pratt 1991,

Dohle ve ark 2002).
AKrozom

Akrozom spermiyum niikleusunun 6n kismini ¢evreleyen bir takke
benzerimembrana bagl vezikiildiir. Insan spermiyumunda akrozom géreceli olarak
kiiciiktiirve niikleusun yaklasik tcte ikisini kaplar ancak 6n kenarmin Otesine
uzanmaz. Dis akrozomal membran hemen hiicre membrani altinda uzanir ve
akrozom sapkasinin arka kenarlarinda niikleer kilifin {izerine uzanan i¢ akrozomal

membran ile devam eder. Iki membran birbirine paralel uzanir ve aralar1 dar bir
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bosluk olan akrozomal matriks ile doludur. Bu matriks ¢ok sayida c¢esitli hidrolitik
enzimleri igerir. Bunlardan en iyi tanimlanan, en 6nemli iki tanesi; ‘hyaliironidaz’ ve
‘proakrozin’ denilen inaktif zimojen formunda bulunan tripsin benzeri proteinaz
‘akrozin’dir (Siegel ve ark 1987). Bu tiir zimojenlerin inaktif formlar1 akrozomal

matriksteki 6zgiin inhibitorlerin kompleks olusturmasiyla uyarilabilir.

Akrozomal matriksteki diger enzimler ise; asit fosfataz, fosfolipazlar, N-asetil
glikozaminidaz ve kollajenazdir. Bazi hayvan tiirlerinde yapilan c¢alismalarda: bu
cesitli enzimlerin akrozomda rastgele dagilmadiklar1 aksine paketlenmis bir halde
bulunduklar1 dolayisiyla sirali bir aktivasyon mekanizmasiyla salindiklar1 hakkinda

kanitlar vardir (Holt 1979, Morales ve ark 2004).

Bu enzimler ‘akrozom reaksiyonu’ denilen temel biregzositik bir olayla
salinirlar. Spermiyumun belirgin bir 6zelligi, ekvatoryal bolge denilen akrozomal
kilifin arka smirinda yer alan kararli bdlgenin varligidir. On akrozomun enzim igeren
matriks yapis1 bu bolgede mevcut degildir. Insan spermiyumunda ekvatoryal bolge
ayni zamanda vimentin birikimine sahip bir alandir (Virtanen ve ark 1984).Bu
Ozellik hiicre iskeleti elemanlarin varligi ile giiclenen oldukca kararli bir membran

yapisini akla getirir. Akrozomal reaksiyonun ardindan ekvatoryal bdlge bozulmadan

kalir.

On akrozom ve ekvatoryal bolge arasindaki smirda dis akrozomal membran
hiicre membrani ilebirleserek akrozomal sapka kaybinin ardindan hiicre biitiinligiinii
korur. Ekvatoryal bdlgenin iizerini orten plazma membran1 bolgesi sperm-oosit
taninmasinin ve flizyonunun gerceklestigi alandir. Bu nedenle akrozomun ekvatoryal
bolgesi bu kritik membran alaninda 6zellikle zona pellusida penetrasyonu sirasinda

sikica stabilize edilmistir (Curry ve ark 1995).
1.4.5. Hiicre Iskeleti ve Organellerinin Isaretleyicileri
Aktin isaretleyicileri

Fallotoksinler, Amanita falloides mantarindan elde edilen bisiklik
peptidlerdir. Suda ¢6ziiniir, fibriler F-aktine nanomolar konsantrasyonlarda baglanir.
Ancak fluoresan baglilar hiicreye gecemez. Kas ve kas olmayan hiicrelerde
mikroflamentlere baglanir ama G-aktine nonspesifik baglanmazlar. Monomerlerden

cok polimerlere baglanir. Sitokalazinle bu baglanma inhibe edilebilir.
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Alexa fluor, oregon green falloidin (¢abuk solar), BODIPY (daha fotostabil,

dar emisyon spektrumlu).

Rodamin falloidin (568 konfokal icin uygun) kirmizi fluoresan olarak

isaretler (Capani ve ark 2001).
Tiibiilin isaretleyicileri

e GFP ve RFP isaretli tubulinler: otofluoresan proteinlerin beta tubulin veya

mikrotiibiil iliskili protein (MAP4) N-terminaline baglanmasi ile.

e Paklitaksel proplari: eskiden taxol olarak bilinen antimitotik ve sitotoksik

etkili bir antineoplastik bir ajandir. Tiibiilin ile kararl bilesikler olustururlar.

e Vinblastin (Molekuler probes) Beta tiibiilin isaretlemesi ve ilag-transport
mekanizmalarini arastirmak i¢in uygun bir antikanser ilagtir. Mikrotiibiil
uclarini kapatarak hiicre proliferasyonunu inhibe ederek mitotik ig dinamigini
baskilar. Diger bir derivati olan vinblastine 4'-anthranilate ise beta tiiblinin
merkezi kismina baglanarak polimerizasyonunu bozar (Manfredi ve Horwitz

1984).
e Anti alfa-tiibiilin monoklonal antikorlar
Mitokondri isaretleyicileri

Sperm mitokondrial fonksiyonu; MitoTracker Red FM, MitoTracker Orange
ve MitoTracker Green gibi fliioresan boyalar kullanilarak analiz edilebilir. Bu analiz
insan sperm ornekleri fonksiyonel ve islevsel sperm sunmanin yani sira her bir 6rnek
aktif mitokondri ile sperm yiizdesini belirleme de 6nemlidir (Ramalho Santos ve ark

2007).

Mitokondri boyalar1 mitokondri islev ve yapisimi yansitir. Lokalizasyonu,
say1st (¢okluk) ve bazi1 farmakolojik ajanlarin etkisi gosterilir. Boya alim1 mitokondri
potansiyeline baglidir (Nonylacridineorange, Mitotracker Green, Mitofluor Red,
Mitogreen potansiyel bagimli degildir). Aldehit fiksatifler mitokondri enerji diizeyini
degistirir (Poot ve ark 1996).

Redox sensor Red CC1 boyasi, hiicreye pasif girer oksidizasyon yeri

proliferasyonda mitokondri, inhibe hiicrede ise lizozomlardir (Chen ve Gee 2000).

24



JC1 ve JC9, ¢iftli (dual) emisyon, potansiyel duyarli problardir. Canli hiicrede
mitokondri potansiyeli arastrmada kullamlir. ilag etkileri, ensefalomyopati,
apopitotik mitokondri degisiklikleri, zehirlenme ve anoksi aragtirmalarinda kullanilir

(Smiley ve ark 1991).

Mitokondri selektif rodamin ve rozaminler grubunda Rhodamin 123,
Tetrabromorhodamin 123, TMRE ve carbocyanin boyalar1 diisiik konsantrasyonda
mitokondrileri, yiiksekte ise ER boyar. Nonyl-akridinoranj canli hiicrelerde 10 giine

kadar kalabilir (Chen 1989).
MitoTracker

Hiicre zarin1 (pasif) gegebilir. Aktif mitokondride birikir. Mitotracker orange
(MTMRos), red fluorX rosamin (Red CMXRos) ve Red580, Deep Red 633 erken
apopitoz belirlenmesinde, bazi1 noronlarda subseliiler Ca+2 kanallarin1 incelemede
Mitotracker Green FM canli ve fikse dokuda da kullanilabilir. Akéz soliisyonlarda
nonfluoresan, lipid ortamda ise fluoresandir. Background (arka plan-zemin) sinyal
diisiiktiir, yikama gerekmez ve mitokondri membran potansiyelinden bagimsizdir,

fotostabl ve parlaktir (Chen ve Cushion 1994).

Lizozom isaretleyicileri

Lysosensor problar: asidik organel 6zgiin hiicreye gecebilen problardir. Canli
hiicrede lizozom islevi, dinamik ¢alismalarda yap1 asidikse fluoresan, asidik degilse

non-fluoresandir.

Lysosensor yellow/blue DND160: asidikse: sari, daha az asitse: mavi (dual)
emisyon yapar (Tarasova ve ark 1997).

DAMP N-3(2-4 dinitrofenil aminopropil N (3 aminopropil) metilamid
dihidroklorit) canli hiicre asidik organellerince aliman bir bazik amindir. DAMP
alternatifi lysotracker ve lysosensor dinamik c¢aligmalarda tercih edilir. Redoks
sensor red CCl boyasi, Once lizozomda sonra mitokondride birikir. Diger

lizozomotropik problar:
e BODIPY FL: Histamin diisiik konsantrasyonda lizozomlar1 boyar.

e DAPOXYL: Sperm akrozomunu boyar.
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e Akridine Orange: Bir DNA boyasidir.
e Neutral Red: (Anderson ve ark 1984).
LysoTracker

LysoTrackerzayif bazik aminler secici olarak diisiik pH’li bolgelerde
toplanirlar. Canlida nanomolar (50nm) konsantrasyonlarda ¢alisir. Lysotracker Gren
saniyeler i¢inde hiicreye alinir, alkalilesme nedeni ile lizozomal pH artar ve 5. dakika

icinde biter (Thomas ve ark 1997).
1.5. Normal Semen Parametreleri

Normal semen parametreleri bas, orta parca ve kuyruga ait morfolojik

kriterleri icerir.
Normal spermlere ait bu kriterler DSO’niin 1999 ve 2010 kitapgiklarinda
tespit edilmistir.

DSO 1999 ve 2010 kriterleri Cizelge 1.1°de ve bu analizleri
yorumlanmasinda kullanilan normal ve patolojik durumlar1 adlandiran terminoloji

Cizelge.1.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. DSO'iin 1999 ve 2010 yillarinda belirledigi normal sperm morfolojisi
kriterleri (WHO 2010, WHO 1999).

PARAMETRELER DSO 1999 DSO 2010
Bas
Genislik 2.5-3.5 um 2.8 um
Uzunluk 4.0-5.0 pm 4.1 um
Boy/en 1.5-1.75 1.5
Akrozomal bolge %40-70'in1 kaplamalidir.
Boyun ve orta parca
Genigslik <1.0 um 0.6 um
Uzunluk Bas ulf;?lugunun 1.5 4.0 pm
Sitoplazmik atiklar Normal bas alan1 < 1/3
Kuyruk
Uzunlugu ~45 um
Genisligi < orta parga
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Cizelge 1.2. Sperm analizinde terminoloji (WHO 2010).

Normozoospermi Referans degerlerle tanimlanan normal ejakulat
Sperm konsantrasyonunun 15 x 10%/m’den az
Oligozoospermi olmastveya toplam sperm sayisinim 39 x 10°/ml'den az
olmasi
Siddetli oligozoospermi Sperm konsantrasyonunun 5 x 10®/ml'den az olmasi
Astenospermi Progresif motil sperm sayisinin %32'den az olmas1
Teratozoospermi Normal morfolojiye sahip spermlerin %4 'ten az olmasi

Hem hareket hemde morfolojik yap1 yoniinden normal

li tenoterat i - . .. c. .
Oligoastenoteratozoospermi degerlerin altinda olan sperm Ornekleri i¢in kullanilir.

Azoospermi Ejakulatta hi¢ sperm olmamasi
Aspermi Ejakulat olmamas1

. . Ejakiilatta hem sperm sayisinin hem de hareketinin
Astenooligozoospermi

normal degerlerin altinda olmasi

Ejakiilatta hem sperm sayisinin hem de spermin

Oligoteratozoospermi morfolojik yapisinin normal degerlerin altinda olmasi

Ejakulatta 16kosit sayism 1 x 10%/ml'den fazla

Lokospermi olmasidir.

1.6. infertilite

Infertilite, ciftlerin bir y1l korunmasiz, vajinal yoldan ve normal siklikla cinsel
iliskilerine ragmen gebelik olusturamamasidir (WHO 2001). Evli ¢iftlerin yaklasik
%15’inde goriilen infertilite, lireme sagligi sorunu olup olgularin yarist erkektir

(Kretser 1997).
1.6.1. Erkek infertilitesi

Erkekte infertilite, bir erkegin {lireme agisindan herhangi bir patolojisi
bulunmayan bir kadinla evli oldugu halde korunmasiz cinsel iligkiye ragmen, bir yil
sonunda konsepsiyon meydana gelmemesi veya ¢ocuk sahibi olamamasidir. Evli
ciftlerde yaklasik olarak %10-15 oraninda infertilite goriilmektedir (Greenhall ve
Vessey 1990). Bu ¢iftlerin de yaklasitk 9%350’sinde erkek {ireme sistemi

disfonksiyonuna rastlanmaktadir (Mosher ve Pratt 1991).

Erkek infertilitesi ¢ogunlukla birden fazla faktére bagli olmakla birlikte,
normal spermatogenezin olusumunda endokrin sistemin rolii biiyliktiir (Sigman ve

Howards 1998, Sokal 1999). Ancak bu mekanizmanin heniiz tam anlamiyla
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coziilememis olmasi, bu konuda yapilan giincel ¢aligmalarin 6énemini artirmaktadir.
Hipotalamik, hipofizer, adrenal, tiroid ve testikiiler patolojilerde, hipotalamus-
hipofiz-testis aks1 bozularak spermatogenezi inhibe etmektedir. Bu aksin kontrolii
santral sinir sistemindeki baz1 merkezler, hipotalamus, hipofiz ve testisin endokrin
germinal kompartmanlar1 tarafindan feedback mekanizma ile saglanmaktadir

(Sigman ve Howards 1998, Sokal 1999).
1.6.2. Erkek infertilitesinin Nedenleri

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan 7273 evli infertil ¢ift iizerinde, infertilite
nedenine gore yapilan bir ¢alismada %41 oraninda kadin, %24 oraninda erkek, %24
kadin ile erkek beraber ve%11’inde de bir neden gosterilememistir. Buradan da
anlagilacagi gibi evli infertil ¢iftlerin %48’inde mutlaka erkek faktorii isin igine

girmektedir.
DSO’iin el kitabinda yer alan nedenler Cizelge 1.3’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3.Diinya Saglik Orgiitiiniin ‘infertil ¢iftlerin standardize edilmis arastirma
ve tanist’ ile ilgili el kitabinda erkek faktoriiniin etiyolojik gruplari.

Seksiiel / Ejakiilatuar disfonksiyon Aksesuar bezlerin enfeksiyonu
Immiinolojik nedenler Endokrin nedenler

Neden belirlenememis grup Idiopatik oligozoospermi

izole seminal plazma anormallikleri Idiyopatik astenozoospermi
Iyatrojenik nedenler Idiyopatik teratozoospermi
Sistemik nedenler Obstriiktif kriptozoospermi
Konjenital anomaliler Obstriiktif azoospermi

Akkiz testikiiler hasar Idiyopatik azoospermi
Varikosel

Erkek infertilitesindeki etiyolojik gruplar1 testislere gore bagka bir
siniflandirmaya tabi tutulacak olursa: Pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler olarak

siiflandirilir.

Pretestikiiler kaynakli nedenler Cizelge 1.4’de simiflandirilmstir.
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Cizelge 1.4. Erkek infertilitesindeki pretestikiiler nedenler.

Pretestikiiler Nedenler

Kromozomal

Klinefelter Sendromu

Hormonal

Hipogonadotropik hipogonadizm

Hiperprolaktinemi

Koital nedenler

Erektil disfonksiyon ( Psikoseksiiel )

Endokrin / Noral

Diabetik ndropati

Parapleji

flag nedenli

Ejakiilatuar yetersizlik

Psikosekstiel

Genito-uriner cerrahi

Noral

flag nedenli

Koital siklik
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2. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alisma, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Androloji
Laboratuar1 ile Ozel Selguklu Hastanesi Tiip Bebek iinitesine Nisan 2014-Haziran
2014 aylar1 arasinda basvuran; 20 oligospermik, 20 normospermik olmak iizere
toplam 40 hastaya ait semen Ornegi iizerinde yapildi. Sperm sayilart 15 milyon/mL
ve toplam olarak da 39 milyondan az olanlar oligospermi olarak kabulm edildi.
Calismaya katilmay1 kabul eden bireyler bilgilendirilerek ‘bilgilendirilmis gontlli
olur formu’ dolduruldu (Bkz.Ek-A). Calisma Selcuk Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 2013/59 sayili karar ile onay almigtir
(Bkz. EK-B).

Semen oOrnekleri ¢ gilinlik cinsel perhiz sonrasinda, steril kaplara
mastiirbasyon yontemiyle alinmustir. Alman semen 6rnekleri, 37°C’de 30 dakika
likefiye olduktan sonra laboratuarda analiz edildi. Diinya Saglik Orgiitii (DSO/WHO
2010) kriterlerine uygun olarak; sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi gibi analizleri
yapildi.

Bu calismada; hiicre iskeleti (aktin, tiibiilin) ve organellerine (mitokondri,

lizozom) 6zel 4 tip kit kullanildi. Bunlar: (MitoTraker Red™

ve LysoTracker Green
FM™, F Actin ve Tiibiilin). Prosediirde fliioresan konjiige antikorlar ile fliioresan
isaretleme  kullanildigindan; isaretleme-boyama islemleri karanlik ortamda
gergeklestirildi. Kullanilan kimyasallar ve kitlere ait teknik katalog bilgileri Cizelge

2.1 ve Cizelge 2.2°de sunulmustur.

MitoTraker Red™ ve LysoTracker Green FM ™ile organel isaretlemelerinde
-bu iki kit yesil, kirmiz1 iki farkli renkte fliioresan boya icerdiginden- her preparat

i¢cin ayn1 anda sirastyla asagidaki islemler uygulandi:

1. Oncelikle likefiye olmus 6rnekten 200 pL semen ependorf tiipe alindi.

2. 1000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifiij sonrasi ependorf tiip icerisindeki semenin pellet kismi ayr1 bir tiip
i¢ine alindi.

4. Oda sicakliginda bekletilen PBS (Fosfat tamponlu tuz soliisyonu:
Phosphate Buffer Saline) ile MitoTraker Red™ ve LysoTracker Green FM™ boya

soliisyonlarinin her birinden 100’er pL pellet {izerine koyuldu.
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5. Ependorf tiipler 1siktan koruma i¢in aliiminyum folyo ile sarilip; 1,5 saat
siireyle 37°C de, %5 CO,’liinkiibatorde (HERA Cell) bekletildi.

6. Siire sonunda inkiibatorden ¢ikartilan 6rneklerden 20 pL almip poly L-
lysine’le kaplanmis lamlara yayma yapildi.

7. Preparatlar DAPI’li lam kapama soliisyonu ile kapatildi.
Tiibiilin boyamalar1 i¢in asagidaki islemler sirasiyla uygulandi.

1. Poy L-lysine’li lama yapilan semen yaymalari soguk asetonla (+4°C) 5
dakika tespit edildi.

2. 2 kere ikiser dakika soguk PBS ile yikandi.

3. PBS’de: %1 BSA (s1gir serum albumini: Bovine Serum Albumine) + %10
keci serumu (goat serum) ile hazirlanan blok soliisyonu ile 30 dakika bloklama
islemi yapildi.

4. 30 dakika sonunda %1 BSA igeren anti-Tibiilin primer antikor
soliisyonundan 100 pL lam iizerine damlatilip bir gece boyunca +4°C’de bekletildi.

5. Ertesi giin; 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandh.

6. Sekonder antikor (Texas Red konjuge, Goat Anti Rabbit IgG)’dan 100 pL
damlatildi ve yaklasik 3 saat kadar oda 1sisinda bekletildi.

7. Tekrar PBS ile 5’er dakika ara ile 3 defa yikandi.

8. Preparatlar DAPI igeren kapatma soliisyonu ile kapatildi

9. Lamel kenarlar1 hizli kuruyan, seffaf tirnak cilasi ile sabitlendi.

Tiim preparatlar Olympus BX51, fliloresan atagmanli trinokiiler mikroskopta

incelenerek, DP72 dijital kamera ile dijital mikroskobik goriintiiler elde edildi.

Bu goriintiiler Olympus DP2BSW dijital goriintii yazilimi programinda
degerlendirildi.

Elde edilen goriintiiler fliirosean isaretlenme yogunluguna gore asagida

sekilde semikantitatif olarak skorlandi.
0: boyanma/isaretlenme yok
1: Cok zay1f
2: Orta dereceli
3: Kuvvetli

4: Cok kuvvetli
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Cizelge 2.1. Kullanilan isaretleyicilere ait katalog bilgileri.

Adi Kod Firma Diliisyon

Mito Tracker Red FM M22425 Molecular

Probes
LyosoTracker Green FM A6112138 Abcam
Anti Tiibiilin Antikoru Ab52866 Abcam 1/250
Falloidin Paclitaxel ( F actin Ab112125 Abcam 1/250
Histological marker )
Goat Anti Rabbit Ig G (Texas Red) Ab 6719 Abcam 1/250

Cizelge 2.2. Kullanilan malzeme ve kimyasallara ait bilgiler.

Adi Kod Firma
PBS S1P4417 Sigma
DAPYT’li kapama soliisyonu Ab104139 Abcam
Triton X 100 SC-29112 Santa Cruz Biot.
BSA (Bovine-sigir serum albumini) A9418-50G Sigma
Goat (Kec¢i) serumu Ab7481 Abcam
Poly-L lysine kaph lam 631-0108 Super Frost Plus

Aktin filamenti degerlendirmesi ig¢in f-aktin fliioresan histokimyasal
isaretleyici fallodin paclitaxel (CytoPainter F-actin Staining Kit- Green Fluorescence,

Abcam, Ab112125) kullanildi.

1. Semen Orneklerinden Poly L-lysine’li lama dogrudan yayma preparati
hazirlandi.

2. Yayma preparatlar1 %4’liikk formaldehit ile oda sicakliginda 15 dakika
stireyle tespit edildi.
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3. Preparatlar 2-3 kez PBS ile 5’er dakika siireyle, nazik¢e yikandi.

4. Permeabilizasyonu artirmak i¢in PBS’de hazirlanan %0,1 Triton X-100
soliisyonu ile 5 dakika muamele edildi.

5. Yine PBS ile 2-3 kez 5’er dakika siireyle nazik¢e yikandi.

6. Daha onceden hazirlanan %0,1’lik F Actin boya soliisyonundan
preparatlarin merkezi kismina 50-100 pL koyulup, 30 dakika boyunca bekletildi.

7. 30 dakika sonunda 2-3 kez PBS ile 5’er dakika yikandi.

8. Preparatlar DAPI’li kapama soliisyonu (mounting medium) ile kapatildi

9. Lamel kenarlar1 hizli kuruyan, seffaf tirnak cilas ile sabitlendi.

10. Incelenecekleri giine kadar aliiminyum folyo ile kapatilarak +4°C’de
bekletildi.

11. Nikon A1+™ konfokal mikroskopta IR ve yesil fliloresan dalga boyunda
lazerler kullanilarak incelendi ve 2D, 3D dijital goriintiileri alind1.

12. Nikon NIS Elements-CT"yazilim ile degerlendirildi.

Istatistik

Bu skorlamalar sonucu elde edilen sayisal Veriler medyan (min-max) olarak
ozetlendi. iki grup arasi karsilastirma Mann-Whitney U testi ile yapildi. Anlamlilik

seviyesi 0.05 olarak alindu.
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3. BULGULAR

Calismaya katilan oligospermik hastalarin yas ortalamasi: 29,5 iken;

normospermik hastalarin yas ortalamasi: 28,6 dur.
Mitokondri

Mitokondriler mitotracker ile kirmizi fliiresan olarak isaretlenmektedir.
Fluoresan isaretlenme yogunluguna gore degerlendirildi. Normospermik grupta:
mitotracker skor ortalamasi: 1,93 iken; bu vakalarda en diisiik skor: 0,6 en yiiksek
skor: 4 arasinda degismekteydi (standart sapma: 0,91168). Oligospermik grupta ise;
mitotracker skor ortalamasi: 1,7025 iken, bu vakalardaki en diisiik skor: 0,75, en
yiiksek skor: 3 arasinda degismekteydi (standart sapma: 0,70887). Bu iki grup
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bir fark bulundu (P: 0,476). Bu sonuglara
iliskin veriler, Cizelge 3.1°de, istatistiksel karsilagtirmalara iliskin veriler de Cizelge

3.3’de 6zetlenmistir

Her iki gruba ait mitotracker isaretlenmesine dair mikrofotograflar Sekil 3.1

ve Sekil 3.2°de sunulmustur.

Sekil 3.1: Normospermik semen oOrneginde Mitotracker Red ile isaretlenmis
spermatozoonlar.
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Sekil 3.2: Oligospermik semende Mitotracker Red ile isaretlenmis spermatozoa.

Lizozom

Lizozomal isaretlenme akrozom ve ostakrozomal bolgede yesil fliioresan
yogunluguna gore degerlendirilmistir. Normospermik grupta: lysotracker skor
ortalamast: 2,3350 iken, bu vakalarda en diisiik skor: 1, en yiiksek skor: 4 arasinda
degismektedir. Standart sapma ise 0,73826 olarak bulundu. Oligospermik grupta ise;
lysotracker skor ortalamasi: 2,0525 iken, bu vakalarda en diisiik skor 0,5, en yiiksek
skor 3,25 arasinda degismekteydi. Standart sapma ise; 0,83893 olarak bulundu. Bu
iki grup karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bir fark bulundu (P: 0,453 ). Bu
isaretlenmeye ait mikroskobik goriintiiler Sekil 3.3 ve 3.4’de ve bunlara ait

skorlamalar Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.3: Normospermik semende Lysotracker Green ile isaretlenmis
spermatozoonlar.



Sekil 3.4: Oligospermik semen oOrneginde Lysotracker Green ile isaretlenmis

spermatozoonlar.

Cizelge 3.1. Normospermik ve oligospermik hastalarda mito-tracker ve lyso-tracker
ile isaretlenme skorlamalari.

Normo Normo Oligo Oligo
Vaka No (Mito) (Lyso) (mito) (Lyso)
1 1 2,3 3 3,25
2 2,3 1,6 2 2
3 2 2 2 3
4 3,75 2,75 1,6 2,3
5 2 2 0,75 1,75
6 1,6 2 2 2,3
7 1,6 2,3 1,25 2,25
8 2,5 2,75 1,75 0,5
9 1 2,3 1,6 2,3
10 1 2 2 3
11 0,6 1 1,1 2,8
12 1,25 2,5 1 1
13 1,6 2,3 1 2,3
14 2,75 3,25 1 1
15 4 4 2 1,3
16 2 3,45 2 1
17 3 2,2 3 1
18 2 3 3 3
19 1,25 2 1 2
20 1,4 1 1 3
Ort 1,93 2,33 1,70 2,05

36




Tiibiilin

Normospermik grupta: tiibiilin skor ortalamasi: 1,6525 iken bu vakalarda en

diisiik skor: 0,40, en yiiksek skor: 3,30 arasinda degismektedir. Standart sapma ise;

0,75837 olarak bulundu. Oligospermik grupta ise; tiibiilin skor ortalamasi1 1,3325

iken, vakalarda en diisiik skor: 0, en yiiksek skor: 3,50 arasinda degismektedir.

Standart sapma ise;1,02164 olarak bulundu. Bu iki grup karsilagtirildiginda:

istatistiki olarak anlamli bir fark bulundu (P 0,353 ). Tiibiilin isaretlemelerine iliskin

mikroskobik fotograflar Sekil 3.5 ve 3.6’da ve bunlara ait skorlamalar Cizelge

3.2°de, tiim verilere dair genel istatistiksel veriler ise Cizelge 3.3’de sunulmustur.

Cizelge 3.2: Normospermik ve oligospermik hastalarda tiibiilin skorlamasi.

Vaka Normo (Tiibiilin) Oligo (Tiibiilin)
1 1,5 0
2 2 3,5
3 0,6 2,6
4 3,3 0,6
5 1,6 0,6
6 1,6 0,3
7 1 2
8 2 2
9 2 2
10 0,4 2
11 1 1,5
12 3,3 2
13 1,6 0
14 1,3 0,6
15 1,6 0,3
16 2,25 2,4
17 1 2,25
18 2 1
19 2 0
20 1 1

Ort 1,65 1,33
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Sekil 3.5: Normospermik semen O&rneginde Anti-Tibilin ile isaretlenmis
spermatozoonlar.

Sekil 3.6: Oligospermik semen Orneginde anti-tiibiilin ile isaretlenmis
spermatozoonlar.



Cizelge 3.3. Oligospermik bireylere ait semen orneklerinde mitokondria, lizozomlar
ve tiibiilin skorlamalarinin normospermik 6rneklerle kiyaslamalarina dair istatistiksel
Mann-Whitney U testi verileri (anlamlilik seviyesi: P <0.05).

Grup Mitotracker Lysotracker Tiibiilin
Ortalama 1,9300 2,3350 1,6525
(Mean)
N 20 20 20
Normo Std. Deviation 91168 , 73826 , 75837
Median 1,8000 2,3000 1,6000
Minimum ,60 1,00 ,40
Maximum 4,00 4,00 3,30
Mean 1,7025 2,0525 1,3325
N 20 20 20
Std. Deviation , 70887 ,83893 1,02164
Oligo Median 1,6750 2,2750 1,2500
Minimum ,75 ,50 ,00
Maximum 3,00 3,25 3,50
P 0,476 0,453 0,353
Aktin

Aktin ile ilgili rhodamin falloidin isaretlenmesine ait incelemeler konfokal
laser mikroskobunda yapilmis olup; isaretlenme, akrozomal ve postakrozomal
bolgelerde belirgin olarak izlenmistir. Oligospermik ve normospermik vakalar
arasinda isaretlenme lokalizasyonu ve derecesi bakimindan belirgin bir fark
gozlenmemistir. Aktin isaretlemesine iligkin mikroskobik fotograflar Sekil 3.7 ve

3.8’de sunulmustur.
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Sekil 3.7: Normospermik semen 0rneginde Rhodamin-falloidin ile aktin isaretlemesi
yapilmis spermatozoonlarin konfokal mikroskobik goriintiisti.

Sekil 3.8: Oligospermik semen orneginde rhodamin-falloidin ile aktin isaretlemesi
yapilmis spermatozoonlarin konfokal mikroskobik goriintiisii.
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4. TARTISMA

Sperm insandaki en kiiclik fakat en ¢ok farklilasmis hiicrelerindendir. 2 ana
komponenti vardir. Bas genetik materyali tasirken, flagellum oosite dogru spermi

yonlendiren hareketi saglar.

Infertil erkeklerin %30’unda idiyopatik oligospermi s6z konusudur. Erkek
infertilitesinde motilite merkezi bir role sahiptir dolayisi ile erkek infertilitesini
degerlendirmede yiiksek oranda zayif motil ve inmotil spermlerin fertilizasyonu

yapamayacagi akilda tutulmalidir (Moretti ve ark 2007).

Calismamiza ait verilere gore: oligosperimik grupta tiibiilin isaretlenmesi
istatistiksel olarak onemli derecede azalmis idi. Bu sonuglar, erkek infertilitesi ile
sperm motilitesi arasinda ve sperm motilitesi ile de sperm tiibiilin arasindaki

dogrudan iliskiyi destekleyen bir¢ok aragtirma ile uyumludur.

Pekcinova ve arkadaglarina gore de: erkek infertilitesinde hemen hemen
%350’sinde zayif sperm motilitesi s6z konusudur. Bu kadar yaygin olmakla birlikte
sperm hareketini diizenleyen molekiiler mekanizmalar hala anlagilamamistir

(Peknicova ve ark 2007).

Gen knockout fare modeli, tek gen defekti ve astenospermide regiile olan
farkli proteinlerin proteomiks c¢aligmalar1 sperm motilitesinde 6nemli oldugu sanilan
proteinlerin bir listesini ortaya koymustur. Ancak sperm motilitesinin yonetimi net
degildir. Proteomiks ¢aligmasi ile, hiicre iskeleti diizeyinde, sperm flagellar motilitesi
aksonemal mikrotiibiiler proteinler ile dynein motorlar1 arasinda spesifik iliskilerin
bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Diger proteinler ile iliski halindeki flagellar
mikrotiibiiller sperm hareketini kararli ve organize bir olay yapar. Tiibiilin
mikrotiibiillerin ana komponentidir ve 100 kDa molekiiler agirhikli o ve P
heterodimerdir. a ve B tiibiilinlerin her ikiside poliglutamilasyon, poligkisilasyon,
tirozilasyon/detrozilasyon ve asetilasyon/deasetilasayon gibi ¢esitli posttranslasyonel
modifikasyonlara  ugrar.  Asetile/deasetile o  tlbilinin  ayrintili  islevi
bilinememektedir. Astenozozospermide o tiibiilin isoformlarindan TUBA3C ve
TUBAS azalirken TUBA4A artmaktadir. Astenozoospermide flagellum boyunca
asetile o tiibiilin azalmakta iken normal spermde asetile ve olan ve olmayan tiibiilin

diizenli olarak ifade olur. Astenoozozspermide o tiibiilininde gozlenen bu azalma,
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spermatozoada dogal bir anomaliye neden olur ki, bu da immotil spermatozoalardaki

azalmis asetilasyonla iligkili hareket kaybina neden olabilir (Peknicova ve ark 2007).

Smirli sayida genlere ragmen, tiibiilin posttranslasyonel modifikasyonlarla
oldukca cesitlenir ve motilitenin regiilasyonu ile ilgili oldugundan sperm
islevselleginde Onemli bir role sahiptir. Astenozozospermik Orneklerde tiibiilin

ekspresyonu azalir (Francou ve ark 2013).

Ejakulasyonda spermin yumurtayr hemen dolleme kabiliyeti yoktur. Fakat
disi genital yolunda invivo kapasitasyon olarak bilinen bu 6zelligi kazanir. Bu siire¢
invitro spesifik vasatlarla kiiltiirde de uyarilabilir. Kapasitasyon biyokimyasal ve
molekiiler degisiklikler hiperaktive sperm motilitesini saglar. Kapasite olmus sperm,
oosite ulagtiginda, zonaya baglanir ve zona reaksiyonunu tetikler. Hidrolitik
enzimlerin ekzositozu, spermin zonay1 penetre etmesini ve membraninin oolemma
ile birlesmesini saglar. Kapasitasyon ve AR fertilizasyon i¢in hayati oldugundan bu
olaylar esnasindaki degisiklikler tam olarak anlasilamamistir. Mesela, spermatozoada
kapasitasyon ve AR sonrast hiicre sikeleti proteinlerinin lokalizasyonlarindaki
degisiklikler tam bilinmemektedir. In vitro kapasitasyonun aktin polimerizasyonunda

artisa ve aktin epitoplarinin yeniden dagilimina yol agtig1 gosterilmistir.

Bu c¢alismada: o tiibiilinin flagellum boyunca uniform dagilmadigini
immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Bu ylizden baz1  spermlerin
flagellumunun kiiclik bir ylizdesi, o tiibiilin ile isaretlenirken digerlerinde
flagellumun ¢ogunda bu protein lokalize olur. o tiibiilin kapasitasyon ve AR

stirecindeki yapisal degisikliklerle dogrudan iligkilidir (Francou ve ark 2013).

Bu caligmalara gore: tiibiilin alt birimleri ve isoformlariin molekiiler

diizeyde daha fazla aragtirmaya ihtiyaci vardir.

Flagellar sperm yapisina dair ¢ok sayida ¢alismada: aksonemal paterninve
periaksonemal yapilarin dogri diizenlenimi normal motilitenin saglanmasinda
esaslidir. Son yillarda dikkat aksonemi g¢evreleyen hiicre iskeleti yapisi olan fibroz
kilif ve flagellumun esas parcasi bolgesinde belirgin olan dis yogun fibrillere
yogunlagsmistir. Spermiyogenik siire¢ boyunca kuyrugun distalinden proksimaline
uzanan semisirkiiler fitil tarzinda yakin yerlesimli dizilmis 2 longitudinal kolondan
olusur. Genellikle, fibroz kilifin sperm flagellumna mekanik bir destek rolii oynadigi

kabul edilir. Fibroz kilif, flagellar biikiilmeyi ayarlar flagellar ritmin seklini belirler.
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Calismalar, insan fibroz kilifinda: A-kinaz ag/ankoring proteininin (AKAP-3
ve 4) en yogun protein oldugu ve flagellar proteinlerin siklik-AMP (cAMP) bagimli
fosforilasyonunun sperm motilitesinin baslamasi ve devamu ile iligkili oldugu ortaya
konulmustur. Ikincil mesajct cAMP spermtaozoada cAMP bagimli kinaz (PKA)
tizerinde hiicre i¢i etkilerini ortaya koyar. PKA’nin hiicre i¢i organizasyonu da
AKAP’lart ile ilskisi ile kontrol edilir. Aksonem ve fibroz kilifin yapisal
karakteristiklerini incelemede gecirimli elektron mikroskobi (TEM) oOnemlidir.
Ozetle AKAP4’iin sperm motilitesindeki rolii net olmamakla birlikte; AKAP4
isaretlenmesinin zayif olmasi veya olmamasi ile sperm motilitesinin zayif veya

olmamasi iligkilidir (Moretti ve ark 2007).

Iyonize radyasyon spermatogenezi bozar ve germ hiicrlerinde mutasyonlara
sebep olur. Radyoterapi kanser tedavisinde etkili iken, hastalar siklikla azoospermi
ve infertiliteden sikayet eder. Arastirmalar epididimal sperme kisa ve uzun siireli IR
etkisi ve radyasyon tedavisi sonrast bu olumsuz etkisi {izerine yogunlagmistir.
Radyasyon spermatogonya ve spermatositlerin kromozomal bozulmay: indiikler ve
bu spermatozoata aktarilarak bazen kalic1 da olabilen astenospermi, hipospermi ve
teratospermiye neden olur. Bu bozulmalarin molekiiler mekanizmalari, kaudal
spermlerin proteinleri proteomiks ile arastirildi. Kontrol ve irradiye edilen grupta 6
farkli protein tespit edilmis olup bu proteinler iradiye grupta azalmisti. Bunlar: skint
6 isoform b, 1s1 sok proteini 70-2, fosfolipaz-C alfa, testise 6zgii gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDHS), tiibiilin beta 4b, Gpx4’diir. insan ve farede, tublinl
isotoplarinin kodlanmasiyla ilgili 7 alfa ve 6 beta geni vardir. Beta tiibiilin ifadesinin
azalmasi flagellar aksonemin relatif kayma kapasitesini sinirlar. ROS’da artig sperm
glikolizi inhibe ederek flagellar aksonem hareketi i¢in enerjiyi saglayacak ATP
miktarinda yetersizlige sebep olur bu da sperm motilitesinde azalmaya sebep olur.

GAPDHS ifadesinde azalma da sperm motilitesini azaltir (Yan li ve Zhang 2013).

Iyon radyasyonuna bagli infertilitelerin sebebi, iyonize radyasyonun sperm
yiizme davranigin1 bozmasina bagli diisiik sperm motilitesi ile iliskili olabilir. Iyonize
radyasyonun insanda total sperm sayisini ve motil sperms sayisini azalttig
gosterilmistir. Erkek infertilitesi, esasen diisiik sperm motilitesinin bir sonucudur.
Bununla birlikte; radyasyonla uyarilan spermin patolojik durumu ile tiibiilin
degisiklikleri arasindaki iligki tam olarak anlagilamamistir. Tiibiilinin insan sperm

patolojisinde sperm kuyrugunun yapisal durumunu etkiledigi bildirilmistir.
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Pubertedeki farelerde agir iyonize radyasyondan (HIR) sonra diisiik sperm motilitesi
ile B tiibiilin expresyonunda azalma arasinda iligki oldugunu desteklemektedir. Bu
tiirden bir iligki iireme saghgna HIR etkisini degerlendirmede bir 6lgek olarak
kullanilabilir. Bu ¢alismanin sonuglarinin gelecekteki uzay ¢evresel radyasyonundan

korunma ve HIR kaser tedavisine katkisi olabilecegi diigiiniilmektedir.

Bu caligmada radyasyona maruz birakilan infant (0-5 hafta) farelerden 5,5
hafta sonra epididim kaudasindan alinan spermler motiliteleri hesaplanmis ve
viabiliteleri de akridin oranj ve PI (propidyum iyodiir) ile nukleuslar1 boyanarak
degerlendirilmis. Ayrica anti-tiibiilin antikoru ile boyanarak konfokal mikroskopta
incelenmistir. Pubertede (5-7 hafta) viicut dlgiileri, organ gelisimi ve sperm motilitesi
artist diger donemlere gore daha fazladir. Spermatogenez 35. giin baglar ve 5,5
haftada artmaya baglar. Sperm viyabilitesi ve motilitesi azalmistir. Bartoov ve ark
(1999) radyasyona maruz kalan iscilerde sperm motilitesinde diisme rapor
etmiglerdir. B tiibiilin expresyonu spermin orta par¢a ve kuyrugunda gozlenebilir.
frradiye spermlerde tiibiilin isaretlenmesi azaliyor vebu da dogrudan sperm motilitesi
ile iliskilidir. Motilite sperm flagellum hareketine bunun islevi de aksonemdeki

hassas mikrotiibiil organizasyonu baghdir (Yann ve ark 2014).

Tiibiilin  immunohistokimyasal  biflagellat spermindeki aksonemlerin
baglantili uzunluklarini tespit etmek i¢in yararli ve uygun bir aractir (Jomini ve

Justine 1997).

Platehelmintes’teki tiibiilin ¢caligmalarinin amaci metazoa gelisiminde anahtar
bir role sahip olan filyum gruplarindaki ¢esitli translasyon sonrasi
modifikasyonlarinin  varligini/yoklugunu tespit etmek ve sadece yiiksek
Plathelminteslerin spermlerinde bulunan sira disi yapt olan 9+1 aksonemler

hakkindaki bilgimizi arttirmaktadir (Mollaraet ve Justine 1997).

Septin polimerize GTP baglayan hiicre iskeleti proteinleri ailesindendir.
Septinler diger hiicre iskeleti elemanlar1 (aktin, myozin II, tiibiilin) ile etkileserek,
Hiicre iskeleti remodelingi, hiicre polaritesi, mitoz ve vezikiil trafiginde rol alir.
Septinl2 mutant alelli farelerin infertil oldugu gosterilmistir. Bu farelerin vas
deferens’lerinden alinan spermatozoalar anormal morfolojili, diisiik sperm sayili ve

immotil spermlere sahiptir.
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Spermatogeneziste mikrotiibiiller bircok donemde eksprese edilirler.
Mikrotiibiilfilamentleri pakiten safhasinda belirgin bir sentrozom yapmaksizin
daginik ag halindedir. Step 7 spermatidlerinde sperm nukleusu etrafinda yogunlasir.
8-15 spermatid basamaginda: manset olusumu seklinde belirginlesir. Mikrotiibiil ve
aktin igeren gecici bir yapidir ve nukleer ve bas sekillenmesi ve kuyruk olusumu i¢in
hayatidir. Spermiyogenez ilerledik¢e o ve P tiibiilinler sperm kuyrugunu yapmak
lizere sentrozomdan uzar ve flagella aksoneminin diger elemanlar1 ile 9+2

mimarisinde sik1 bir diizenlemeye katilir (Kuo ve ark 2013).

Kisaca: ¢alimamizda elde edilen lokalizasyon ve isaretlenme yogunluguna
dair veriler olduk¢a kaba veriler olup; molekiiler diizeyde tetkikler ile (elisa, PCR
gibi) desteklenmesine ihtiya¢ vardir. Ancak bu caligmalar ile hangi tubulin alt

biriminin ne kadar etkilendigi daha 1yi anlasilabilir.

Diger bir yaklasim da tiibiilin ifadesinin olmadigi, knock-out ve irradiye fare
fare modellerinde sperm yapisinin detayli (immiinohistokimyasal, insitu
hibridisazyon, flow sitometrik ve TEM) incelenmesi yan1 sira bu orneklerde tubulin
yapiminin kontroliine iligkin genetik yapinin ortaya konulacag: sitogenetik ¢alismalar

ve epigenetik ¢alisgamalar gerekir.

Calismamizda aktin filamenti degerlendirmesi igin; f-aktin fliioresan
histokimyasal isaretleyici olarak fallodin paclitaxel (CytoPainter F-actin Staining
Kit-Green Fluorescence) kullanildi ve hazirlanan preparatlar konfokal laser

mikroskobunda incelendi.

Aktin isaretleyicileri olarak kanser kemoterapisinde kullanilan ajanlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fliioresan isaretlenme dogrudan fliioresan veya konfokal
mikroskopta incelenebilecegi gibi, florometrik ve akim sitometrik inecelemeler de
yapilabilir. Calismamizda aktin lokalizasyonunu degerlendirmek i¢in mikroskobik
inceleme tercih edilmistir. Zira diger degerlendirmeler her ne kadar kantitatif veya

semi kantitatif veriler saglasa da yerlesime dair bir veri saglayamazlar.

Brener ve arkadaslar1 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada: kog, boga, fare veya
insan spermlerinde akrozom reaksiyonu (AR), follikiil penetrasyonu sonrasi zonaya
baglanma ve kapasitasyonunda aktin polimerizasyonundaki zamana bagli roliinii
degerlendirmislerdir. F Actinin hiicre iskeleti igerigindeki degisiklikleri, FITC veya
TRITC-Phalloidin kullanarak florometrik olarak 6l¢tilmiistiir (Brener ve ark 2002).
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Florometrik incelemeler bu ¢alismada oldugu gibi zamana bagl temporal

analiz imkan1 saglamaktadir.

Calismamizda konfokal laser mikroskobunda yapilan incelemelerde: aktin,
sperm baginda akrozomal ve postakrozomal bdlgelerde belirgin olarak izlenirken,
oligospermik ve normospermik vakalar arasinda isaretlenme lokalizasyonu ve

derecesi bakimindan belirgin bir fark gozlenmemistir.

Kapasitasyon ve AR mekanizmasinin bir elemani olan aktin hiicre iskeleti ve

hiicre mimarisindeki muhtemel degisiklikler aragtirmaya agiktir.

Brener ve ark. aktin flamentlerininspermiyogenik hiicrelerde esasen nukleus
ile spermatidin gelisen akrozomu arasinda subakrozomal boslukta yer alirken, matiir

spermatozoada lokalizasyonu ve yapisinin net olmadigini bildirdiler.

Yine Brener ve ark.’na gore; bircok memeli tiirlinde aktin, filamentdz f-aktin
olarak tanimlanmakla birlikte daha ¢ok monomerik formdadir. Aktin igeren sperm
bolgeleri bizim ¢alismamizla da korele olarak; akrozomal bosluk, ekvatoryal ve post
akrozomal bolgeler kadar kuyruktur. Cogu tiirde flagellar hareketteki roller tam
bilinmese de aktin kuyrukta bulunmustur. aktin fertilizasyon siireci i¢in 6nemli olan

sperm basinda bulunur (Brener ve ark 2002).

Dvorakova ve arkadaslarinin bir ¢aligmasinda ise, akrozom reaksiyonu dncesi
ve sonrasinda akrozom sekil ve boyutu bakimindan farklilik gésteren spermatozoada
sperm basindaki hiicre iskeleti elemanlarmm dagilimi karsilastirilmistir. Insan ve
rodentlere ait spermatozoa, AR Oncesi ve sonrasinda invitro olarak tespit edilmis
aktin, spektrin ve alfa tiibiilin lokalizasyonlar1 immiinohistokimyasal incelenmistir.
Yine calismamizla benzer olarak, 06zellikle apikal akrozomda ve ekvotoryal
segmentte ve postakrozomal bdlgede degisiklikler oldugu sperm basindaki bu
degisiklik paternlerinin tiim tiirlerde alt kompartimanlardaki farklililiklarla beraber
benzer oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore; sperm basi kritik hiicre iskeletinin
AR siirecinde 6nemli degisiklikler gdsterdigi ve bu proteinlerin fertilizasyon oncesi
siirecte yer alan olduk¢a yiiksek dinamik yapilar oldugunu destekledigini rapor

etmisglerdir (Dvorakova ve ark2005).

Calismada kullanilan konfokal —mikroskop, konvansiyonel fliioresan
mikroskoba gore avantajlara sahiptir. Normale gore daha kalin kesitlerde veya daha

bliyiik hiicrelerde optik  kesitler alinarak sonrasinda 3  boyutlu (3D)
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rekonstriiksiyonlar yapilabilmektedir. Bu da isaretlenen hiicrenine ve bu hiicrenin alt
yapt ve molekiillerin ii¢ boyutlu sekil ve lokalizasyonuna dair ayrintili ve onemli

bilgiler vermektedir.

Bu calismalardan yola ¢ikarak; aktinin sperm kalitesi ve kapasitasyonundaki
rollerini  degerlendirmek icin oOzellikle azoospermik vakalarda da aktin

lokalizasyonunu, pozisyonlarini ve miktarini degerlendirmekte fayda vardir.

Calismamizda mitokondri isaretlemesi i¢in mitotracker kiti kullanilmustir.
Sperm mitokondrial fonksiyonunu gostermek igin bir¢ok alternatif mevcuttur.
MitoTracker Red FM, MitoTracker Orange ve MitoTracker Green gibi fliioresan
boyalar kullanilarak analiz edilebilir. Bu analiz insan sperm 6rnekleri fonksiyonel ve
islevsel sperm sunmanin yani sira her bir 6rnek aktif mitokondri ile sperm ylizdesini

belirleme de dnemlidir (Ramalho Santos ve ark 2007).

Mitokondri boyalar1 mitokondri islev ve yapisini yansitir. Lokalizasyonu,
say1st (¢cokluk) ve bazi1 farmakolojik ajanlarin etkisi gosterilir. Boya alim1 mitokondri
potansiyeline baghdir (Nonylacridineorange, Mitotracker Green, Mitofluor Red,
Mitogreen potansiyel bagimli degildir). Aldehit fiksatifler mitokondri enerji diizeyini
degistirir (Poot ve ark 1996). JC1 ve JC9, ¢iftli (dual) emisyon, potansiyel duyarli
problardir. Canli hiicrede mitokondri potansiyeli arastirmada kullanilir (Smiley ve
ark 1991). Mitokondri selektif rodamin ve rozaminler grubunda Rhodamin 123,
Tetrabromorhodamin 123, TMRE ve carbocyanin boyalar diisiik konsantrasyonda
mitokondrileri, yliksekte ise ER boyar. Nonyl-akridinoranj canlt hiicrelerde 10 giine

kadar kalabilir (Chen 1989).

Mitotracker, en yaygin kullanilan mitokondri isaretleyicilerinden olup; hiicre
zarimi (pasif) gecebilir. Aktif mitokondride birikir. Mitotracker orange (MTMRos),
red fluorX rosamin (Red CMXRos) ve Red580, Deep Red 633 erken apopitoz
belirlenmesinde, bazi noronlarda da subseliiler Ca+2 kanallarim1 incelemede
Mitotracker Green FM canli ve fikse dokuda da kullanilabilir. Ak6z soliisyonlarda
nonfluoresan, lipid ortamda ise fluoresandir. Background (arka plan-zemin) sinyal
diisiiktiir, yikama gerekmez ve mitokondri membran potansiyelinden bagimsizdir,

fotostabl ve parlaktir (Chen ve Cushion 1994).

Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢calismamizda da mitotracker tercih edilmistir.
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Saglikli doner spermlerinde mitokondrial aktivite heterojen bulunmustur

(Paula Sousa ve ark, 2011).

Spermatozoada orta kisimda, aksonem etrafinda siki sekilde yerleserek ve

sarmal yaparak (helikal) ovoid bir band (kuf) olusturur.

Mitokondriler pleomorfik organellerdir. Oksidatif fosforilasyon ve lipid
oksidasyonu ile enerji iiretiminde dolayisi ile de germ hiicrelerinin gelisimi ve
fertilizasyon siirecindeki kritik metabolik olaylarda kilit role sahiptir. Spermatozoa
farkli fiziko-kimyasal durumlarda islevlerini siirdiirerek fertilizasyon siirecini
tamamlamak i¢in gereken kimyasal enerjiyi mitokondrilerinde {iretir. Bu siirecte en
onemli ihtiyag motilitenin saglanmasidir. Astenoazoospermik vakalardaki azalmis
motilite ile sperm mitokondriumlarinda yapisal ve islevsel degisiklikler saptanmuistir.
Dolayist ile de erkek fertilitesinin en dnemli unsurlarindan birini olusturur (Piomboni

ve ark, 2012) .

Sperm motilitesi ile bazi mitokondrial solunumsal zincir enzim aktiviteleri
arasinda iligski saptanirken, mitokondrial hacim belirteglerinden olan sitrat sentaz
enzimleri ise bir iligki saptanamistir. Bu bulgularin idiyopatik astenoazoospermi ile

ilgkili olabilecegi one siiriilmiistiir (Ruiz-Pesini ve ark, 1998).

Calismamizda da bu calismalarla uyumlu olarak: oligospermik vakalarin
sperm mitokondrilerinde isaretlenme normospermik vakalara gore istatistiki olarak

anlamli olarak azalmist1 (P: 0,476).

Dolayis1 ile oligoastenozoospermi ve bununla iliskili infertilitelerde
mitokondrial islevin sorgulanmast da Onemlidir. Bu parametre ile motilite

parametresi de dogrudan iliskilidir.

Kumar ve Sangeetta (2009) sperm hareketliligininbiiyiik 6l¢iide mitokondrial
kilif oksidatif fosforilasyon ile ATP’ye bagli oldugunu ve fertilizasyonun erken
fazinda flagellar hareket i¢in enerji gereksinimi oldugunu dolayisi ile sperm islevi ile
mitokondriler ve mitokondrial genomun (mtDNA) oOnemli olduguna isaret
etmiglerdir. Ayrica, astenozoospermi ve oligoastenozoospermi ile iliskili erkek
infertilitesinin mtDNA nokta mutasyonu ve multibl delesyonlari ile ilgili mtDNA
bozukluklariyla ilgili olabilecegini ve bu bozukluklarin dogrudan sperm motilitesini
ve dolayl olarak da fertiliteyi etkileyebilecegini bildirmislerdir. Yine semen kalitesi

ile sperm mitokondrilerindeki respiratuvar zincir islevi ile iliski de s6z konusudur.
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Insan sperm mtDNA molekiilii oksidatif hasar ve mutasyondan etkilenebilir ve bu da
erkek infertilitesinde rol oynar. Sperm 6rneklerinde %85’e varan oranlarda mtDNA
delesyonlar1 tespit edilmekle beraber, bu sadece o bireyi ilgilendiren bir sorundur.
Zira mtDNA sadece anneden kalitilmaktadir. Tek ve c¢ok nokta mutasyonlar: ile
sperm motilitesi ve sperm disfonkisyonu arasinda iliski bulunmustur. mtDNA tiim
sperm mutasyonlari i¢inde aysbergin goriinen ucudur. Ciinkii fertilizasyon siirecinde
ovidukta ulagsmak i¢in yeteri kadar hizli ylizmesi i¢in gerkli enerjiye ihtiyaci vardir

ve bu mitokondrilerin bu biyoenerjetik islevi erkek infertilitesinde kritik role sahiptir.

Ejekulat spermatozoalar1 6zellikle infertil bireylerde, somatik hiicrelerde
apopitozis, Fas expresyonu, reaktif oksijen iiriinleri (ROS) yapimi, kaspazlarin
aktivasyonu, mitokondrial membran potansiyelinde azalma, plazma zarinda
fosfatidilserin translokasyonu ve permeabilitede artis gibi c¢esitli Ozellikler
gosterirler. Sperm mitokondrial yapisal ve oOzellikle de kapsiil proteinlerinin
bozulmast normal sperm morfolojisine ragmen motiliteyi ciddi oranda etkiledigi

rapor edilmistir (Kumar ve Sangeetta, 2009).

Bu caligmalar mitokondrial genomun mitokondrial islevlerdeki Onemini
ortaya koymus olup; oligospermi ve azoospermi etiyolojisinde mitokondrial genoma
ait genetik ve bu genotipin kalitilmasinda maternal/paternal etkinin irdelenmesi i¢in

de epigenetik daha ileri ¢caligmalara olan gereksinimi de gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Oligospermik bireylerde bir hiicre olarak sperm morfolojisinin daha detayli

arastirtlmasi gerekliligi de 6ne ¢ikmaktadir.

Bu calismamizda elde edilen lokalizasyon ve isaretlenme yogunluguna dair
veriler oldukca global olup; molekiiler diizeyde tetkikler ile (elisa, PCR gibi)
desteklenmesine ihtiya¢ vardir. Ancak bu caligmalar ile hangi hiicre iskeleti alt

biriminin ne kadar etkilendigi daha 1yi anlagilabilir.

Diger bir yaklagim da her bir hiicre iskeleti ve organeli ifadesinin olmadig,
knock-out ve irradiye fare fare modellerinde sperm yapisimin detayl
(immiinohistokimyasal, insitu hibridisazyon, flow sitometrik ve TEM) incelenmesi
yanisira bu orneklerde tiibiilin yapiminin kontroliine iligskin genetik yapinin ortaya

konulacag sitogenetik ¢alismalar ve epigenetik calisamalar gerekir.

Bu baglamda hiicre iskeleti elemanlar1 ve hiicre organelleri olmak tizere belli
bash hiicresel morfolojik yapilarin ve bu yapilari olusturan alt birimlerin detayl
analizleri bu tablonun patogenezi veya patolojik gelisim siireci hakkinda yeni

ipuglari verebilir.

50



6. KAYNAKLAR

Anderson RG, Falck JR, Goldstein JL, Brown MS. Visualization of acidic organelles in intact cells by
electron microscopy.Proc Natl Acad Sci U S A. 1984;81(15):42-4838.

Bhagwat S, Dalvi V, Chandrasekhar D, Matthew T, Acharya K, Gajbhiye R, Kulkarni V, Sonawane
S, Ghosalkar M, Parte P. Acetylated o-tiibiilin is reduced in individuals with poor sperm motility.
Fertil Steril. 2014;10:95-104.

Brener E, Rubinstein S, Cohen G, Shternall K, Rivlin J, Breitbart H. Remodeling of the actin
cytoskeleton during mammalian sperm capacitation. Biol Reprod. 2002;(68):45-837.

Brehm R, Steger K. Regulation of Sertoli Cell and Germ Cell Differentation. Berlin Heidelberg:
Springer Verlag. 2005;181:1-10.

Capani F, Deerinck TJ, Ellisman MH, Bushong E, Bobik M, Martone ME. Phalloidin-eosin followed by
photo-oxidation: a novel method for localizing F-actin at the light and electron microscopic
levels. J Histochem Cytochem . 2001; 49(11):61-1351.

Chen LB. Fluorescent labeling of mitochondria. Methods Cell Biol.1989;29:23-103.

Chen F, Cushion MT. Use of fluorescent probes to investigate the metabolic state of Pneumocystis
carinii mitochondria. J Eukaryot Microbiol.1994;41(5):79.

Chen CS, Gee KR. Redox-dependent trafficking of 2,3,4,5, 6-penta fluoro dihydro tetramethyl
rosamine, a novel fluorogenic indicator of cellular oxidative activity. Free Radic Biol Med.
2000;15;28(8):78-1266.

Curry MR. Sperm Structure and Function, in Gametes- the Spermatozoon. Cambridge University Press.
1995:45-69.

Colledel G, Baccetti B, Capitani S, Moretti E. Necrozis in human spermatozoa II Ultrastructural
features and FISH study in semen from patients with uro-genital infections. J Submicrosc Cytol
Pathol. 2005;37:67-73.

Dohle GR, Halley J, VanHemel O, Picters H, Weber F, Govaerts LC. Genetic risk factors in infertile
men with severe oligozoospermia and azoospermia. Human Reproduction. 2002;17:13-16.

Dorval V, Dufour M, Leclerc P. Role of tyrosine phoshorylation in the thapsigargin-induced
intracellular Ca store deplation during human sperm acrosome reaction. Mol Hum Reprod.
2003;(9):31-125.

Dvorakova K,Moore HD, Sebkova N, Palecek J.Cytoskeleton localization in the sperm head prior to
fertilization. Reproduction. 2005;130(1):9-61.

Francou MM, Ten J, Bernabeu R, De Juan J. Capacitation and acrosome reaction changes a-tiibiilin
immunodistribution in human spermatozoa. Reprod Biomed Online. 2014; 28(2):50-246.

Fredricsson B, Bjork G. Morphology of postcoital spermatozoa in the cervical secretions and its clinical
significance. Fertil Steril.1977;28:841-845.

Gartner LP, Hiat JL.. Color Textbook of Histology. Saunders Elsevier. 2006;3:490-500.

Greenhall E, Vessey M. The prevalence of subfertility: A review of the current confusion and a report
of 2 new studies. Fertil Steril. 1990;54: 978-983.

Gupta GS. Proteomics of spermatogenesis. Springer Science. Business Media. 2005:3-13.

Gokee A. Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gore standart semen analizi. Turk Urol Sem. 2011;2:1-7.

Giinalp S, Aktan E, Yiicel A. WHO laboratuvar el kitabi: insan semeni ve sperm-servikal mukus
etkilesimi degerlendirilmesi. 4.baski, Ankara, Tip Teknik Kitapevi, 2002;2:4-32.

Hargreave TB. Varicocele-a clinical enigma. Br J Urol. 1993;72(4):401-408.

Helstrom WS, Overstreet JW, Moore SM, Samuels SL, Chang RJ, Lewis EL. Antisperm antibodies
bind with different patterns to sperm of different men. J Urol. 1987;138:895-898.

Hendry VF, Sommerville IF, Retal HR. Investigation and treatment of the subfertile male. Br J Urol.
1999;45:684-692.

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anderson%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6146980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Falck%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6146980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldstein%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6146980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6146980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Proc+Natl+Acad+Sci+U+S+A+81%2C+4838+(1984)%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bhagwat%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dalvi%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chandrasekhar%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matthew%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Acharya%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gajbhiye%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kulkarni%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sonawane%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sonawane%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ghosalkar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parte%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24268707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=sheweta+bhagwat
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Capani%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11668188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deerinck%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11668188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ellisman%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11668188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bushong%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11668188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bobik%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11668188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martone%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11668188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20LB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2643756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Methods+Cell+Biol+29%2C+103+(1989)%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7804275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cushion%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7804275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J+Euk+Microbiol+41%2C+79+(1994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10889457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gee%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10889457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Free+Radic+Biol+Med+28%2C+1266+(2000)%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dvor%C3%A1kov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sebkov%C3%A1%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palecek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Francou%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24365020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24365020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernabeu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24365020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20Juan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24365020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24365020

Holt WV. Development and maturation of the mammalian acrosome. A cytochemical study using
phosphotungstic acid staining. J Ultrastruct Res. 1979;68(1):58-71.

Jomini C, Justine J. Spermiogenesis and spermatozoon of Echinostoma caproni (Platyhelmintes,
Digenea): transmission and scanning electron microscopy and tubulin immunocytochemistry.
Tissue Cell. 1997;2:107-118.

Jonge DC, Barratt C. The sperm cell, production, maturation, fertilization, regeneration.Cambridge
University Press. 2006:1-25.

Katz DF, Overstreet JW, Samuels SJ, Niswander PW, Bloom TD, Lewis EL. Morphometric analysis of
spermatozoa in the assessment of human male fertility. J Androl. 1986;7:203-210.

Kayik¢t MA, Cam HK, Akman Y, Erol A. Erkek infertilitesini degerlendirmede semen analizinin
ozellikleri ve rolii. Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi. 2002; 4:8-35.

Kretser DM. Male infertility. Lancet. 1997;349(9054):90-787.

Kruger TF, Menkveld R, Stander FS, Lombard CJ, Van der Merwe JP, Van Zyl JA, Smith K. Sperm
morphologic features as a prognostik factor in in vitro fertilization. Fertil Steril. 1986;46:23-
1118.

Kuo PL, Chiang HS, Wang YY, Kuo YC, Chen MF, Yu IS, Teng YN, Lin SW, Lin YH. SEPT12-
microtiibiile complexes are required for sperm head and tail formation. Int J Mol Sci.
2013;14(11):16-22102.

Kumar DP, Sangeetha N. Mitochondrial DNA mutations and male infertility. Indian J Hum Genet.
2009;15(3):93-97.

Lee JD, Kamiguchi Y, Yanagimachi R. Analysis of chromosome constitution of human spermatozoa
with normal and aberrant head morphologies after injection into mouse oocytes. Hum Reprod.
1996;11:6-1942.

Li HY, Zhang H.Proteome analysis for profiling infertility markers in male mouse sperm after carbon
ion radiation.Toxicology. 2013;306:85-92.

Liu DY, Clarke GN, Baker HW. Exposure of actin on the surface of the human sperm head during in
vitro culture relates to sperm morphology, capacitation and zona binding. Hum Reprod. 2005;
20(4):999-1005.

Liu DY, Baker HW. Morphology of spermatozoa bound to the zona pellucida of human oocytes that fail
to fertilize in vitro. J Reprod Fertil. 1992;94:71-84.

Liu OY, Jennings MG, Baker HG. Correlation between defective motility (asthenospermia) and ATP
reaetivation of demembranated human spermatozoa. J Androl. 1987;8(5):53-349.

Manfredi JJ, Horwitz SB. Taxol: an antimitotic agent with a new mechanism of action. Pharmacol
Ther. 1984;25(1):83-125.

Mac Leod J. Seminal cytology in the presence of varicocele. Fertil Steril. 1965;16:735-757.

Molaret I, Justine L. Tubulin in monogenean spermatogenesis. Tissue Cell. 1997:29(6)699- 706.

Morales P, Pizarro E, Kong M, Jara M.Extracellular localization of proteasomes in human sperm. Mol
Reprod Dev. 2004;68(1): 24-115.

Moretti E, Baccetti B,Capitani S,Collodel G. Necrosis in human spermatozoa. Ultrastructural features
and FISH study in semen from patients with recovered uro-genital infections. J Submicrosc
Cytol Pathol. 2005;37:63-73.

Moretti  E, Baccetti B, Scapigliati G, Collodel G. Transmission electron  microscopy,
immunocytochemical and fluorescence in situ hybridisation studies in a case of 100%
necrozoospermia: case report. Andrologia. 2006;38(6):8-233.

Moretti E, Scapigliati G, Pascarelli NA, Baccetti B, Collodel G. Localization of AKAP4 and tubulin
proteins in sperm with reduced motility. Asian J Androl. 2007; 9(5):9-641.

Mortimer D, Leslie EE, Kelly RW, Kelly RW, Templeton AA. Morphological selection of human
spermatozoa in vivo and in vitro. J Reprod Fertil. 1982;64:391-399.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Niswander%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2427496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bloom%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2427496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lewis%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2427496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuo%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiang%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuo%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teng%20YN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24213608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SEPT12+Microtubule+complexes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23435181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23435181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Manfredi%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6149569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horwitz%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6149569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6149569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6149569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pizarro%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15039955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kong%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15039955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15039955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moretti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16136732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baccetti%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16136732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Capitani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16136732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collodel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16136732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16136732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16136732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moretti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17081177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baccetti%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17081177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scapigliati%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17081177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collodel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17081177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17081177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moretti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17712481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scapigliati%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17712481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pascarelli%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17712481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baccetti%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17712481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collodel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17712481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17712481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kelly%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7069658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Templeton%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7069658

Mortimer ST. Critical review of the physiological importance and analysis of sperm movement in
mammals. Human Reprod. 1997; 3:39-403.

Mosher WD, Pratt WK. Fecundity and infertility in the United States: Incidence and trends. Fertil
Steril. 1991;56:192-193.

Ormen M, Onvural B. Semene klinik biyokimyasal yaklasim. Tiirk Klinik Biyokimya Derg 2003;3:155-
61.

Peknicova J, Pexidrova M, Kubatova A, Koubek P, Tepla O, Sulimenko T, Draber P. Expression of
beta-tiibiilin epitope in human sperm with pathological spermiogram.Fertil Steril. 2007;88:1120-
8.

Piomboni B, Focarelli R, Stendarti A, Ferramosca A, Zara V. The role of mitochondira in energy
production for sperm motility. Int J Androl. 2012; 35: 109-124.

Playan A, Solano A, Manuel J. Loépez-Pérez, Montoya J, Ruiz-Pesini E. Mitochondrial DNA
transcription and diseases: Past, present and future. Biochimica et Biophysica Acta. 2006;1757,
1179-1189.

Poot M, Zhang YZ, Kramer JA, Wells KS, Jones LJ, Hanzel DK, Lugade AG, Singer VL, Haugland
RP. Analysis of mitochondrial morphology and function with novel fixable fluorescent stains.J
Histochem Cytochem.1996;44(12):1363-72.

Ramalho-Santos J, Amaral A, Sousa AS, Rodrigues AS, Martins L, Baptista M, Mota PC, Tavares R,
Amaral S, Gamboa S.Modern Research and Educational Topics in Microscopy. 2007; 394-402.

Ruiz-Pesini E, Dize C, Lapena AC, Perez-Martoz A, Montoya J, Alvarez E, Arenas J, Lopes-Peres MJ.
Corelation of sperm motility with mitochondrial enzymatic activities. Clinical Chemistry. 1998;
44:1616-1620.

Sadler TW. Langman’s Medical Embryology. 10. Bask1. Lippincott Willims Wilkins, 2006:25-28.

Sale WS, Satir P. Direction of active sliding of microtiibiiles in Tetrahymena cilia. Proc. Natl Acad Sci
USA. 1997;74:2045-49.

Sargin SY, Arpali E. Spermatogenez. In: Celik O. Yardime1 Ureme Teknikleri Temel Klinik ve
Embriyolojik Uygulamalar. 1. Baski. Adana: Adana Nobel Kitapevi; 2011: 63-57.

Schlegel PN, Hardy MP, Goldstein M. Male Reproductive Physiology. In: Alan W. Partin, Craig A.
Peters editors. Campbell- Walsh Urology. 9th edition: Saunders Elsevier. 2007 ;581-600.

Sigman M, Jarow JP. Male infertility. In: Walsh PC, Retik AB, Vaughan ED, Wein AJ, editors.
Campbell’s Urology. 8th edition. Philadelphia: Saunders; 2004:1475-1531.

Siegel M.S, Bechtold DS, Willand JL, Polakoski KL. Partial purification and characterization of human
sperminogen. Biol Reprod. 1987;36(4):8-1063.

Sigman M, Howards SS: Male infertility. In: Walsh PC, Retik AB, Vaughan ED, Wein AJ, editors.
Campbell’s Urology. Seventh edition. Philadelphia, Saunders. 1998:1287-1330.

Speroff L, Fritz MA. "Male infertility, Chapter 30", Clinical Gynecologic Endocrinology and
Infertility. 8th. Ed., Lippincott Williams & Wilkins, 2010: 1266.

Sousa AP, Amaral A, Baptista M, Tavares R, Campo PC, Peregrin PC, Freitas A, Paiva A, Almeida-
Santos T, Ramalho-Santos J. Not all sperm are equal: functional mitochondria characterize a
subpopulation of human sperm with better fertilization potential. PlosOne. 2011;6:1-11.

Sokol RZ. Endocrinology and male infertility. Infertility and Reproductive Medicine Clinics of North
America.In : Werthman PE, editor. Philadelphia, Saunders. 1999;3:427-434.

Smiley ST, Reers M, Mottola-Hartshorn C, Lin M, Chen A, Smith TW, Steele GD, Chen LB.
Intracellular heterogeneity in mitochondrial membrane potentials revealed by a J-aggregate-
forming lipophilic cation JC-1. Proc Natl Acad Sci USA. 1991;88(9):5-3671.

Seftalioglu A, Genel Insan Embriyolojisi, Ankara Universitesi Basimevi, 1991, 1.Cilt, Ankara, p: 33-35.

Tarasova NI, Stauber RH, Choi JK, Hudson EA, Czerwinski G, Miller JL, Pavlakis GN, Michejda
CJ, Wank SA. Visualization of G protein-coupled receptor trafficking with the aid of the green

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peknicova%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pexidrova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kubatova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koubek%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tepla%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sulimenko%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Draber%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=sheweta+bhagwat
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poot%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20YZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kr%C3%A4mer%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wells%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanzel%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lugade%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singer%20VL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haugland%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haugland%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8985128
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bechtold%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3109511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willand%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3109511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Polakoski%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3109511
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smiley%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reers%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mottola-Hartshorn%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steele%20GD%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20LB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2023917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Proc+Natl+Acad+Sci+U+S+A+88%2C+3671+(1991)%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tarasova%20NI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stauber%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hudson%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Czerwinski%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miller%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pavlakis%20GN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michejda%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michejda%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wank%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9169450

fluorescent protein. Endocytosis and recycling of cholecystokinin receptor type A. J Biol
Chem. 1997 ;272(23):24-14817.

Thomas CA, Garner DL, DeJarnette JM, Marshall CE. Fluorometric assessments of acrosomal integrity
and viability in cryopreserved bovine spermatozoa. Biol Reprod. 1997;56(4):8-991.

Toshimori K. Dynamics of the mammalian sperm head. Berlin Heidelberg: Springer Verlag 2009:1-17.

Ustiin YE. Infertil Ciftin Degerlendirilmesi. In: Celik O, Editor. Yardimc1 Ureme Teknikleri Temel
Klinik ve Embriyolojik Uygulamalar. 1th ed. Adana: Adana Nobel Kitapevi; 2011. p.129-136.

Virtanen, I, Badley RA, Paasivuo R, Lehto VP. Distinct cytoskeletal domains revealed in sperm cells. J
Cell Biol. 1984; 99(3):91-1083.

Yan LH, Xuan HY, Hong Z, Yuan LY, Ying MG, Yue ZQ. Carbon ion irradiation induces reduction of
B-tubulin in sperm of pubertal mice. Biomed Environ Sci. 2014;27(2):130-133.

Wagenknecht LV, Lotzin CF, Sommer HJ, Schirrenc. Vas deferns aplasia: Clinical and anatomical
features of 90 cases. Andrologia. 1983;15:605-613.

Weiske WH, Salzler N, Schroeder-Printzen I, Weidner W. Clinical findings in congenital absence of the
vasa deferentia. Andrologia. 2000;32:8- 13.

Wilton LJ, Temple-Smith PD, Baker HW, de Kretser DM. Human male infertility caused by
degeneration and death of sperm in the epididymis. Fertil Steril. 1988;49(6):8-1052.

World Health Organization: WHO Laboratory Manuel for The Examination of Human Semen and
Sperm-Cervical Mucus Interaction. Cambridge, England,Cambridge University Press, 1999.

World Health Organization. Laboratory Manual for the Examination of Human Semen and Sperm-
Cervical Mucus Interaction. Ann Ist Super Sanita. 2001;37:1-123.

World Health Organization. WHO Laboratory Manual for the Examination of Human Semen and
Sperm-Cervical Mucus Interaction. 5th ed. Cambridge: Cambridge University Press, 2010.

http://www.urology-textbook.com/testis-histology.html ) Son erigim tarihi: 12.01.2015.

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J+Biol+Chem+272%2C+14817+(1997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J+Biol+Chem+272%2C+14817+(1997
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomas%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9096883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garner%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9096883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=DeJarnette%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9096883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marshall%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9096883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biol+Reprod+56%2C+991+(1997)%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Badley%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6381503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paasivuo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6381503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lehto%20VP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6381503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilton%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3371483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Temple-Smith%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3371483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baker%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3371483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Kretser%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3371483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3371483
http://www.urology-textbook.com/testis-histology.html

7. EKLER
EKk-A: Hasta bilgilendirilmg goniillii olur formu

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

ARASTIRMANIN ADI :Oligospermide sperme ait yapisal parametrelerin

arastirllmasi.

Goniilliiniin Bas Harfleri <<.....>>

Bir arastirma ¢aligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastirmanin neden yapildigm bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
caligmanin neleri i¢erdigini ve olas1 yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek konulari
anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve
eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?:

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalanmaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Eger isterseniz, bu calismaya
katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIiR?

WHO (Diinya Saglik Orgiitii)’niin son raporlarina gére: son yillarda erkeklerde sperm sayisi
giderek azalmaktadir. Gliniimiizde gittikge artan erkege bagl kisirliklar yani infertilitenin en
onemli nedenlerinden birisi de sperm sayisinin normalden az olmasi yani oligospermidir.
Oligospermiye bagli infertilitede sperme bagli bazi hiicresel yapisal elemanlar (aktin,
tiibiilin), ve yine hiicre icinde yer alan kiiclik mikroskopik organciklar yani organellere
iliskin (mitokondria ve akrozom/lizozom) verilerin daha detayli analizi ile bu tabloya neden
olan nedenlerin daha iyi anlagilmasina katkida bulunmak amag¢lanmuistir.

CALISMA iSLEMLERI:

Caligmada spermiogram igin gelen hastalardan rutin incelemeler sonrasi biyo-atik olarak
arta kalan sperm 6rnekleri kullanilacaktir. Alinan spermlerin spermiyogram ile alinan sayisal
ve yapisal analiz sonuclarina ilaveten sperme ait bazi hiicresel yapisal elemanlar (aktin,
tiibiilin), ve yine hiicre i¢inde yer alan kiiglik mikroskopik organciklar yani organelleri
(mitokondrionlar ve akrozom/lizozom) mikroskopta inceleyebilmek igin  ileri
islemleryapilacaktir. Bu amagla: organciklar i¢in canli mitokondri ve lizozom isaretleyicileri
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kullanilacak ve daha sonra fluoresan mikroskopla incelenecektir. Aktin ve tiibiilin hiicresel
yapilari i¢in ise semen yayma preparatlar1 kullanilacaktir. Hazirlanan camlar, bu yapilar i¢in
gelistirilen 6zel boyalar ile isaretlenecek ile 6zel fluoresan mikroskopta degerlendirilecektir.

CALISMAYA KATILMAMIM NE GiBi OLASI YAN ETKILERIi, RISKLERi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismamizda sizin rutin spermiyogram incelemesi sonrasi artan biyo-atik konumundaki
sperm Orneklerinize yer verilecektir. Bu nedenle herhangi bir yan etki,risk veya rahatsizlik
teskil etmemektedir. Size ait sahsi tibbi bilgileriniz asla paylasilmayacak olup; sadece elde
edilen veriler analiz edilecektir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Giincel, giderek artan ve onemli bir problemin nedenlerinin daha iyi anlagilmasina katki
saglayacak bilimsel bir aragtirmaya destek olmak,

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETI NEDIiR?

Calisma amaciyla yapilan normal muayeneniz sirasinda istenilen rutin tetkikleriniz disindaki
tiim ileri laboratuar testleri ¢alisma destekleyicisi tarafindan karsilanacak; size veya bagh
bulundugunuz 6zel sigorta veya resmi sosyal giivenlik kurumuna ddetilmeyecektir.

Calismava Katilma Onay1

Yukaridaki bilgileri doktorumla ayrintili olarak tartistm ve kendisi biitiin sorularimi
cevapladi. Bu bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu arastirmaya katilmay1
kabul ediyor ve bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu onay, ilgili higbir
kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini
calisma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da i¢erecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniillii / Hastanin Adi Soyadi: Imzas1 Tarih

Riza alim islemine bagindan

Sonuna kadar taniklik eden

Adi Soyadi  Gorevi Imzas1 Tarih

Agiklamalar1 yapan aragtirmacinin

Ad1 Soyadi Imzas1 Tarih
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