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I. BEYAN
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yer alan biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, kullanmis oldugum
biitiin bilgilere kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin yiriitilmesi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranisimm olmadigin1 beyan ederim.
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1. OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Infertilite (kisirlik), ciftlerin ¢ocuk sahibi olmak isteyip, korunmaksizin 1 yil ve iizeri bir
siire igerisinde cinsel iliskide bulunmalarina ragmen gebeligin olusmadigr durumlari
tanimlar. Giinlimiizde giftlerin %10-15’inde infertiliteye rastlandig1 rapor edilmektedir.
Ciftlerin %35’inde erkege, %35’inde ise kadina bagl infertilite ortaya ¢ikmaktadir.Her
iki ese ait kisirlik sebepleri %18 olarak belirtilmekte, ciftlerde infertiliteye yol agacak
belirgin bir patolojiye rastlanmadigi durumlar ise agiklanamayan infertilite olarak
tanimlanmaktadir (%12).Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda sperm sayisi,
hareketliligi ve sperm kalitesindeki bozukluluklar 6n plandadir.idiyopatik
(agiklanamayan)infertilite stres, ¢evresel faktdrler, genetik anomaliler, kanal
tikanikliklarini  igermektedir.Kadina bagl infertilite nedenleri arasinda anatomik
bozukluklar, tuba uterinadaki obstriiksiyonlar, hormonal bozukluklar goriilmektedir.
Spermatozoon membran ve flagellum (kuyruk) tizerinde bulunan proteinler spermin oosit
membranina tutunmasina ve ekstraselliiler matriks alanina girmesine yardimci olmaktadir.
CatSper proteininin yapisi1 4 alt birimden olusmus heterotetramerik bir yapiya
sahiptir.CatSper kanali sperm flagellasinin kam¢i1 kisminda bulunur.CatSper katyon
kanallar1 sperm parametrelerinden hareketliligi dogrudan etkilemekte, ayrica akrozom
reaksiyonu, hiicre i¢i pH’s1 ve kuyruk kamgi hareketini de kontrol etmektedir.CatSper
sadece sperme Ozgii bir kanaldir ve erkek fertilitesini 6nemli derecede etkilemektedir.
Sperm kalitesi ve saglikli fertilizasyon i¢in gereklidir

Bu calisma da 50 normozoospermik olgudan alinan sperm ornekleri ile standart semen
analizi sonras1 CatSper ekspresyon degerlerinin incelenmesi ve sperm parametreleri ile
iliskisinin incelenmesi hedeflenmistir. Calismamizda CatSper ekspresi eden hiicrelerin
gebelik sansini arttirmasi yoniindeki caligmalarda yararli olacagi diisiiniilmektedir.Bu
nedenle parametreleri degerlendirecek ilk ¢alisma olmasi bakimindan literatiire 6nemli

katkilar saglayacagini amaglamaktayiz.

Anahtar Kelimeler: CatSper, Konsantrasyon, Sperm



2.ABSTRACT

Investigation of the Relationship Between CatSper Expression Values in Semen

and Sperm Parameters in Normospermic Cases

Infertility; describes the situations in which pregnancy does not occur although couples
they want to have children and have sex in a period of 1 year or more without being
protected. Nowadays, 10-15% of couples are reported to have infertility. In 35% of the
couples, infertility caused by women and in 35% of the couples caused by men. In 18%
of'the couples infertility caused by both spouses and the cases where there is no significant
pathology leading to infertility in spouses, defined as unexplained infertility (12%).
Among the causes of male infertility; sperm counts, mobility and sperm quality are in the
forefront. Idiopathic (unexplained) infertility includes stress, environmental factors,
genetic anomalies, and duct obstruction. The causes of infertility caused by women are
anatomical disorders, tubal uterine obstruction and hormonal disorders. Proteins located
on the spermatozoon membrane and flagellum (tail) provides the help for sperm to adhere
to the oocyte membrane and into the extracellular matrix area.

The structure of the CatSper protein has a heterotetrameric structure consisting of 4
subunits. The CatSper channel is located in the bullwhip of the sperm flagellate. CatSper
is a semen-specific duct and has a significant impact on male fertility. It is necessary for
sperm quality and healthy fertilization.

In this study, it was aimed to examine the CatSper expression values after standard semen
analysis with sperm samples from 50 normozoospermic cases and to examine the
relationship between sperm parameters. In our study, it is thought that CatSper expressed
cells will be useful in studies to increase the chances of pregnancy. Therefore, we aim to
make significant contributions to the literature in terms of being the first study to evaluate

the parameters.

Keywords: CatSper, Concentration, Sperm



3.GIRIS VE AMAC

Infertilite (kisirlik), dogum kontrol yontemi kullanmayarak 12 ay boyunca giftlerin
cinsel iliski sonucu gebelik elde edememesidir (Centers for Disease Control and
Prevention, 2017).Glinliimiizde ¢iftlerin %10-15’inde infertiliteye rastlandigi rapor
edilmektedir. Bu oran ¢iftlerde kadin ve erkege bagl infertilite agisindan incelenmelidir.
Agiklanamayan infertil hastalarda ¢iftler bu siirecte sikintilar yasamaktadir.
Aciklanamayan infertilite stres, ¢evresel faktorler, genetik anomaliler, kanal

tikanikliklarini igermektedir (Kisnisci ve ark.,1996, WHO, 2010).

Aciklanamayan infertilite kadin ve erkege ait degerlendirmelerde herhangi bir

bulguya rastlanilmadigi durumlar: ifade eder.

CatSper, sperme 6zgii, voltaj bagimli, Ca*?’a se¢ici, pH’ya duyarl ve pozitif yiiklii
bir kanaldir ayn1 zamanda kalsiyum iyonlarinin gegisini saglar.Sperm hiperaktivasyonu
ve erkek fertilitesi i¢in Onemli bir katyon kanalidir.Ayni zamanda kalsiyum, sperm
hiicrelerinin i¢ine bu kanallardan pompalanmasiyla spermi aktif hale gegirerek
hiperaktivasyonu tetikler (Singh and Rajender, 2015).CatSper katyon kanallar1 spermin
hareketliligine direkt katki saglamakta, akrozom reaksiyonunu diizenlemektedir, buna ek
olarak hiicre i¢i pH’sin1 dengelemektedir (Shukla, et al .,2012). CatSper proteininin yapisi
4 alt birimden olusacak sekilde heterotetramerik yapiya sahiptir.Bu yapinin herhangi bir
alt initesindeki mutasyon ve bozukluklar infertiliteye neden oldugu diisiiniilmektedir.Bu
fikri destekler nitelikte olan farelerde yapilan bir deneyde o alt tinitelerin kaybi

infertiliteye neden olmustur (Bhilawadikar et al., 2013).

Bu calismamiz da; Semendeki CatSper proteininin ekspresyon yiizdesinin sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile iligkisinin arastirilip iiremeye yardimeci

tedavilerde literatiire katki yapilmas1 hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1.infertilite Nedir?

Infertilite ¢iftlerin 1 yil boyunca diizenli cinsel birliktelik sonucu gocuk sahibi
olamama durumuna denir.Erkege bagl infertilite toplumun %35'ini ilgilendiren bir orana
sahiptir.Erkek infertilitesi sperm sayisinin diisiikliigliniin yam sira anormal morfoloji,

hormonal ve genetik bozukluluklar1 kapsar (Ferlin, et al., 2006).

m Seri 1; Olagandis

- Seri 1; sebebler; 5%:; 5%

Aciklanamayan
infertilite; 10%:
10%

o Seri 1
(_]wiaug m Seril; Erkek
disfonksiyon; Faktor; 35%:; 35%
15%; 15%

Sekil 1. Ciftlerde Infertilite Sebepleri
Kaynak: Speroft, 2005



4.2.Erkek Ureme Sistemi Anatomisi ve Histolojisi

Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda sperm sayisi, hareketliligi ve sperm
kalitesindeki bozukluklular baslica nedenler arasindadir.Idiyopatik (agiklanamayan)
infertilite stres, ¢cevresel faktorler, genetik anomaliler, kanal tikanikliklarini igermektedir

(Kisnisei ve ark.,1996, WHO, 2010).

Tablo 1. Infertilitenin Etiyolojik Kriterleri ve Goriilme Oranlar

Erkek Faktorii %36
Tubal Faktor %17
Endometriyozis %S5
Anovulasyon %S5
Aciklanamayan Infertilite %16
Nedensiz %?2
Birden fazla sebep %19

Erkek infertilitesinde yapilan arastirmalara gore (Azoospermi, Oligozoospermi,
genetik hastaliklar) anormal sperm parametreleri ortaya c¢ikmistir.Bu sebeplere bagh
olarak sperm parametresi ve morfolojilerinde anomali bulunan erkeklerin erkek

infertilitesi altinda toplandig1 goriiliiyor.

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimeci bezler ve penisten
olugsmustur.Testis hormon ve spermatozoon firetir diger yandan yardimci bezler ise

spermatozoonun digariya atilmasini ve onu besleyen salgilari liretirler.

Spermatazoon ve genital kanallar yardimci bezlerle birlikte penis yoluyla disi

iireme sistemine birakilan semeni olusturur (Esrefoglu, 2009).



Seminal

kesecik idrar torbasi .
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Sekil 2. Erkek Ureme Sistemi Semast

Semenin orneginin sadece az bir kisminda spermler bulunurken kalan biiyiik bir

boliimii prostat ve salgi bezlerinden olusur (Esrefoglu, 2009).

4.2.1.Spermatogenez

Germ hiicreleri fetal evrenin erken kisminda goriilmeye baslar.Bu hiicreler yolk
kesesinden allontoise yakin bir kissmda endodermal hiicrelerden kaynaklanir.Intrauterin
evrenin 5. haftasindan sonra genital kabartiya go¢ baslar. Biiyiik germ hiicreleri kord
olusumundan sonra gonosit ismini alirlar.Dogumu takip eden siirecin sonrasinda artan
Sertoli hiicresi sayisi bu nedenle azalir.Seminifer tiibiillerin perifel kisimlarina yerlesen
gonositler spermatogonyum ismini alirlar.Puberte olusumuna yakin seminifer kordlar bir
araya gelerek spermatogonyumlarin mitotik aktivasyonu artar.Spermatogenez puberte ile
baglar. Tip A spermatogonyumlarin bir kismi boliinerek olgun sperme doniisen hiicre
populasyonunu yardimeci olurken bir kismi da bazal kompartmanda ki kok hiicre

populasyonunun korumasini destekler.



Olgun sperm olusumu 64 giinde degerlendirilir.

1.Hiicre boliinmeleri kendi i¢inde ikiye ayrilir.

a.Spermatositogenez adi verilen mitoz boliinme asamasinda boliinerek
spermatogonyumlara doniisiirler.Bir kism1 A4 spermatogonya, azalan kok hiicre rezervini
dengelemek i¢in geri doniislirken, kalan bir kismi1 da ara spermatogonyalara ve B1 ve B2
spermatogonyumlara doniisiir (NSchlegel, et al., 2007).A spermatogonyum tekrar
boliinmesi i¢in 16 giin gereklidir.B spermatogonyumlarin da mitotik boliinmesi ile primer
spermatositler olusarak mitoz boliinme asamasi sona erer(NSchlegel, et al., 2007; De
Jonge and Barratt, 2006).

b.Primer spermatositler 22 giin siiren mayoz boliinmenin profaz evresine girerek,
mayoz boliinmeyi saglarlar ve sekonder spermatositlere doniisiirler (Brhem R. ve ark.
2005)(sekil3).Sekonder spermatositler de mayoz boliinmenin ikinci asamasi sonrasi
spermatidlere doniisiirler (NSchlegel, et al., 2007;Gartner and Hiatt, 2006; Brehm and
Steger, 2005).

2.Spermatogenezin ikinci kismi spermin olgunlasma evresini kapsar.Bu evreye
spermiyogenez de denir.Tahminen 22 giin siiren bu evre 4 asamada incelenir.Son agama
olan olgunlagsma evresinde olgun sperm meydana gelir (NSchlegel, et al., 2007; Gupta,

2010).

1. Flagellum (kamci) gelisimi:Kuyrugun sperm hareketini saglayan boliimiine denir.I¢
kisimda yer alan aksonem tiim kuyruk boyunca uzanir (Jong and Barratt, 2006; Koshimor,
2008).Ana merkez kismina yerlesmis bir ¢ift tiiblil ve etrafin1 saran 9 ¢ift mikrotiibiil
yapinin esas kismini olusturur. Tiibil ¢iftlerin hemen yaninda bulunan kuyruga elastikiyet

ve spesifik 6zellik kazandiran yogun dis fibriller bulunur.

2.Akrozom gelisimi:
a.Akrozom evresi:Kromozomlarin daha yogun bir sekilde katlanmasindan dolay:
cekirdek hacmi azalir uzun boyut kazanir.Birbirine paralel ¢cok sayida mikrotiibiilden

olusan manset ad1 verilen sperm niikleusundan distale uzanim gdsteren gecici bir yap1



ortaya ¢ikar.Silindir seklindeki bu yapi1 uzadik¢a beraberinde sitoplazma ig¢indeki
mitokondrilerde uzayan spermatid i¢inde kuyruk yoniinde tasinir.Mansetle birlikte uzayan
sitoplazma gelisen flagelluma ulastifinda,mikrotiibiiler yap1 kaybolur ve bu noktada

sperm kuyrugunu orta par¢adan ayiran kisimda anulus meydana gelir.

b.Golgi evresi:Spermatidler golginin igerisinde ¢ekirdege yakin bir kisimda
bulunur.Endoplazmik retikulum tarafindan salgilanan enzimler degisim i¢in Golgi
aygitina tasinir, degisime ugradiktan sonra Golgi i¢cinde olusan graniiller kii¢iik vesikiiller
olusturarak Golgi bagi ile salinirlar.Kiiglik vezikiille spermin 6n yiiziinii olusturacak
sekilde ¢ekirdek zarina tutarak ve akrozomal vezikiil olusumunu destekler.Distal sentriol
aksonem olusumuna katilirken, proksimal sentriol baglanti par¢asinin olusumuna katkida

bulunur.

c.Olgunlastirma evresi:Sitoplazma artitk maddeleri hiicrelerden uzaklastirilir.
Kromozom birlesmesi ve istikrar1 devam eder.Olgun sperm goriiniimiinde ki yap1 liimene

sevk edilir.

d.Kep-Sapka evresi: Akrozomal vezikiil yassilagir,niikleusun 6n kismini kaplayacak
sekilde genisleyerek bir kep goriintiisii olusturur.Niikleus membraminin bu kisma bakan
bolimiindeki porlar kaybolur ve membran kalinlasarak niikleus yogunlasir.Sentriyol ¢ifti
akrozomal vezikiiliin arka kutbuna ulagmistir.Spermatid ise bazal kompartman akrozomal

bolgeye bakacak sekilde doner.

Spermiyogenezin son asamasi olan ¢ekirdek yogunlasmasi ve somatik histonlarin
arjinin ve lizinden zengin protaminlerle yer degistirmesidir.Sperm genomik DNA'sin1
stabilize etmek ve korumak i¢in bu yer degisimi 6nem tasimaktadir.Spermler seminifer
limeninden depolanip hareket kazanacag: epididimise tasinirlar.Burada 20 giin kadar
tutulurlar.Vas deferans yoluyla da {retraya ulasirlar.Spermler {retradan disar
atilirlar.Spermatogonyumdan olgun sperme doniisebilmesi igin gerekli olan siire 64
giindiir.Spermatogonez sirasinda olusan biitiin spermler esit biiytikliiktedirler.Esit

miktarda genetik materyal ve sitoplazma igerirler (Celik, 2011 ).



Spermatogonium A —— Spermatogonium A

Mitoz Mitoz
-~

Spermatogonium B

w
Primer spermatosit (2n)

L Mayoz
-

Sekonder spermatosit (2n)

Il. Mayoz

. 4
Spermatit {n)

Spermiyogenez

-

Matlr sperm (Spermatozoa)
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4.2.2.Spermin Yapisi

Seminifer tiibiiller i¢cindeki germinal epitelden insanda gilinde yaklasik 200
milyonu gecen sperm hiicreleri tiretilir (NSchlegel, et al., 2007;Jonge and Barratt, 2006).
Bu say tiirler arasinda oldukga farkliliklar gosterebilmektedir.Sperm yaklasik olarak 60-
65 mikrometre uzunlugunda, sitoplazmali ve hareket kabiliyeti olan ¢ok 6zel bir yapiya

sahiptir (Sekil 4).

Olgunlagsma evresi gecirmis sperm, bas ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan

meydana gelmistir.
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Kaynak: (Sénmez S, 2013)

4.2.2.1. Bas boliimii

Spermin bas kismi iki akrozomal boliimden olugsmustur. Akrozomal kisimda kendi
icinde anterior akrozom ve posterior akrozom/ekvatoryel segment olmak iizere iki kisima

ayrilmistir (Gartner and Hiatt, 2006; Toshimori, 2009).

Spermin bas bolgesinde yer alan niikleus zar1 sitoplazmanin ise biiylik bir kismi
yer alir.Genetik materyal olan DNA katlanip yogun bir yap1 olusturmustur.Spermatogenez
siireci icerisinde genetik materyal histonlar, protaminlerle yer degistirmistir.Cekirdegin
On tarafinin yaris1 akrozom ve enzimler bulunmaktadir.Sperm basi ii¢ kisimdan
olusmaktadir.

I)Kondanse ¢ekirdek: DNA bu bolgede konumlanmastir.

II)Akrozomal kese: Akrozom enzimlerini igerir.

[IT)Plazma membrani: Sperm reseptorleri bu kisimda yer alir.

4.2.2.2. Kuyruk Boliimii

Sperm kuyrugu hareketini saglayan ve ATP ag¢isindan zengin kisimdir.En i¢

kisimda yer alan aksonem tiim kuyruk boyunca uzanim gosterir (Jonge and Barratt,

10



2006; Toshimori, 2009; Elder, 2010). Ana kisim da yerlesmis bir ¢ift tiibiil ve onun
etrafini saran 9 ¢ift mikrotiibiil vardir.Tiibiillerin lateralinde kuyruga saglamlik ve

elastikiyet kazandiran 9 adet yogun dis fibriller bulunmaktadir.

Sperm kismi1 4 ana parg¢adan olusur.
1. Boyun Kismu:Spermin bas ve kuyrugu birbirine baglayan bolgeye denir.Mitokondri ve
baglant1 kisimlar1 burada bulunur.
2.0rta boliim:Orta kisimdan sonra gelir. Mitokondri kilif i¢ine yerlesmis 90-100 adet
mitokondri helikal yapida aksonem dig kisminda konumlanmustir.
3.Esas parc¢a:Orta boliim esas par¢adan anulus ismi verilen yapi ile boliiniir. En uzun
boliim ve fibroz bir kilifla gevrilidir.
4.Son Parc¢a:Kuyrugun en distal kisminda yer alan plasmalemma ile ¢evrili aksonem veya

tiibiiller yapilardan ibarettir.

Akroznm
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Cekirdek Akzial flamant
= "] 5 Mitodkoodwiriomlar
; o Terminal disk

Bag Orta parga Hayrub Son pargs

Sekil 5. Insan Sperm Yapis1 Sekli
Kaynak: Oguz, 2013

4.2.3. Sperm kapasitasyon

Spermlerin kadin genital sisteminde gecirdikleri biyokimyasal ve fonksiyonel
degisimlere kapasitasyon adi verilir.Fertilizasyon ve kapasitasyon birbirleri ic¢in
gereklidir.Sperm membraninda hiicreleri molekiiler anlamda diizenleme iyon
kanallarininin aktivasyonuna ihtiya¢ duyar.Ek olarak bu siirecte seminal vezikiil ve

epididime bagli dekapasitan plazma proteinlerinin ayrilmast da 6nemlidir (Elder and

11



Dale,2010;Cicek,2008).Kapasitasyon  asamasinda olan sperm fosfolipidlerinin,
membranin i¢ ve dis bolgesindeki kisimlart degisime ugrar. Kapasitasyon asamasindaki
sperm hiicre zar lipidleri tekrardan diizenlenir ve akrozomal gelisim i¢in kolaylik saglar
(Nolon and Hammerstedt, 1997).Hiicre zarinda olusan diger degisiklik ise kolestrol-
fosfolipid oranindaki diisiistiir.Bu oran infertil ve fertil erkeklerde farklilik gdsterir
(Benoff, 1993).cAMP, protein tirozin fosforilasyonunu ve buna bagli olarak
kapasitasyona katki saglar.cAMP seviyesinide ki artig kapasitasyonu etkiler (Visconti, et
al., 1995).

Sperm yiizeyindeki kolestroliin ayrilmasi kapasitasyon i¢in gerekli olan asagida
belirtilen olaylar dizinin ortaya koyar;

1-Hiicre zarmin baglanma yeteneginin ve akiskanligini diizenler.

2-Sperm ylizeyindeki reseptorlerin islevlerini agiga ¢ikarir.

3-pH ve seviyesinin artmasina ve HCO2 girisinde rol oynar.

4- Ca™ artmasima bagli olarak cAMP reaksiyonunu aktive eder.
Kapasitasyon siiresi insanda 6 saate yakindir ve tiirler aras1 farklilik gosterir

(Hardy, 2002).Kapasitasyon 37-39°C arasinda islev gosterir bu nedenle sicaklik 6nemlidir
(Elder and Dale, 2010).
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Sekil 6. Sperm Kapasitasyon Semast

Kaynak: https://veterinerakademisi.blogspot.com/2018/01/spermatozoon-

kapasitasyonu.html
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4.2 4.Fertilizasyon(Dollenme) Nedir?

Fertilizasyon birbirini izleyen siiregler zinciridir.Spermin korona radiata
hiicrelerine niifuz etmesiyle baslar,0osit membranindan gectikten sonra kromozomlarin
birbirine kaynasmasiyla sona erer (Elder and Dale, 2010; Carlson, 2008).Fertilizasyonun
gergeklesmesi i¢in disi genital sistemde gelisen oosit ile erkek genital sisteminden gelen
spermin ortak bir alana taginmasi gerekir.Gametlerin taginmasi; ampulla tuba uterinada

yumurta ve sperm in birbirleriyle karsilagsmasina kadar gegen olaylar1 kapsar.

Testislerde ki seminifer tiibiile aktarilan sperm epididimis kanalina girer ve burada
dairesel harekete sahiptir.15 giinliik bir olgunlasma siirecine ulastiktan sonra fertilizasyon
icin 1ileri hareket yetenegi kazanirlar.Ejakiille olan sperm disi lireme kanalinda
kapasitasyon gecirdikten sonra tuba uterina da oosit dollenmesini gegirir (Celik O, 2011).

Maturasyonunu tamamlamis olan sperm, oosit dollenmesi i¢in hazir hale gelir.

Sperm akrozom igerigini aciga ¢ikarir ve reaksiyonunu tamamlar.

Spermin zona pellusidaya ulagsmasit ve ZP3 proteinine baglanmasiyla reaksiyon
gosterir ve bu sekilde artik zona pellusidaya baglanma uygun hale gelir.

Sperm oositin plazma membranina yapigmasiyla kaynasma gergeklesir.

13
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Kaynak:http:/docplayer.biz.tr/8227360-Fertilizasyon-yariklanmaveimplantasyon-

bilaminar-disk-olusumu-prof-dr-murat-akkus.html

4.3. Sperm Inceleme ve Hazirlama Yontemleri

Infertil ¢iftin degerlendirmesinde semen analizi en énemli asamadir.Azoospermi

disinda semen analizi,hastalarin steril ve fertil gruplar seklinde kesin ayriminin yapilmasi

saglamaz.Semen parametrelerinin kalitesi azaldikca istatiksel olarak gebelik sansida

azalma gosteriri ama sifira inmez.Dogru sekilde yapilmis semen analizi infertil erkegin

degerlendirmesinde 6nemli bir aragtir (Henkel., 2003).

Normal sperm parametreleri Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan

tanimlanmistir (World Health Organisation, 1999).Sperm parametreleri normal sinirlar

igerisinde olan erkekler de infertil olabilir.
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Tablo 2. Semen Analizinin Referans Degerleri

Voliim 1.5-5.0 ml
likefaksiyon 5-15 dk

Viskozite Akici

pH 7.2-8.0
Konsantrasyon >20x10%/ml

Ileri motilite >%25

Ileri hizl1 motilite (a+b) >%350

Normal morfoloji >%14 (WHO >%30)

Kaynak: (WHO, 2010.)

4.3.1. Spermin Toplanmasi

Semen analizi sonuglarinin belli bir standartta olabilmesi i¢in hastalara 72 saatlik
cinsel perhiz Onerilir.15 giinliik araliklarla en az iki sperm Ornegi incelenmelidir.
Hastanin baska bir hastalig1 varsa 6ncelik o hastaligin tedavi edilip daha sonra 74 giinliik

bir spermatogenez gegirdikten sonra tekrarlanmalidir.

4.3.2. Spermin fiziksel incelenmesi

Spermin muayenesi hemen likefaksiyondan sonra ya da 1 saat igerisinde

yapilmalidir.

Likefaksiyon: Ejekulat ilk ¢iktiginda koagulum halinde olup, akic1 degildir.Akici
ozelligin kazanmasina denir.Normal bir sperm 6rnegi oda 1sisinda en ¢ok 15 dakikada
likefiye olmalidir.

Viskozite: Semenin akiciligi anlamina gelir.Viskozite likefaksiyondan sonra olur.

Renk: Normalde homojen, opak goriiniimdedir.

Volum: Normalde 2-5 ml olmalidir.
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pH: Indikatér kagitlar kullanilir. pH tayini 1 saat igerisinde yapilmalidir.7,2-8,0
arasinda olmalidir (Celik O, 2011).

4.3.3. Spermin mikroskobik muayene ile incelenmesi

Likefiye semen analiz i¢in bir miktar (1 damla) isleme alinir ve mikroskop altinda
incelenir.Analiz kisminda sperm konsantrasyonu, motilitesi, agliitinasyonu ve
spermatozoa disi(immatiirgerm hiicreleri,16kositler,eritrositler,bakteri)hiicreleri agisindan
degerlendirilir.

4.3.4. Motilite tayini

Sperm motilitesi tayin edilirken spermatozonun bas1 Spm dir.Spermatozoonlar bir

saniyede 6 bas mesafesi kadar yol almigsa 6x5=30umdir.

4.3.4.1. Total motilite hesaplama

Bu islemin yapilmasi i¢in TMS(Total motilite sayis1) géz 6niine alinmalidir.

4.4. Sperm canhlik testleri

4.4.1. Eozin Y testi: immotil spermatozoa sayisinin %50 den fazla olmasi durumunda

canli spermatozoa sayisini 6lgmek i¢in yapilir.

4.4.2. HOS testi: Basit bir test olup, saglam hiicre membraminin semi-permeabilitesi
nedeniyle hipoozmolar bir ortama konuldugu zaman spermtozoanin igine su alarak
sigsmesi esasina dayanmaktadir.Normalde %50 'nin {izerinde spermatozoanin pozitif sonug

vermesi gerekir.
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4.4.3. Spektrofotometrik yontem

Sperm hiicrelerinin absorbe ettigi 151k miktarinin 6l¢iilmesi ilkesine dayanir.

4.4.4. CASA Yontemi

Bilgisayar-yardimli goriintii analizi ile statik ve dinamik sperm goriintiilerini tek
tek ayirt ederek dijital ortama aktaran yar1 otomatik bir tekniktir.Genellikle ¢ok sayida
resim karelerinin alindig1 video kullanilir ve alinan resimler pes pese gosterildiginde

hareketli goriintiiler yaratilmig olur.

4.5. Sperm Yikama Teknikleri

4.5.1. SWIM- UP

Spermlerin  hareketlilik faydalanip, hiicrelerin belli bir sivida se¢im
yapilmasidir.Yikama yapilan ornekler diisiik derisimde dilue edilip steril tiiplere alinir.
Sperm siispansiyonu iizerine 1 ml sivi konulur.Sivilarin karigmamasi temel prensiptir.
Ornek, yiizey alanma 45°C egimle, 37°C’de 1 saat siireyle inkiibasyon edilmelidir.
Normozoospermik hastalarda ileri hareketli spermlerin temiz kiiltiir sivisinin iist %4 liik
kisminda kalmasi beklenen bir bulgudur.Sperm hiicreleri intrauterin inseminasyonda
(IUT) ve (ICSI) yontemlerinde de kullanilir.Bu yontem ayni zamanda santrifiij sonrasi
pelleti kaldirilmadan, dikkatli sekilde iizerindeki sivi stitununun eklenmesiyle de yapilir.
Daha sonra santrifiij sonras1 slipernatan uzaklastirilir, yerine dikkat ederek taze sperm
medyumundan 0,5-1 mL kadar eklenir.Son olarak tiipiin inkiibasyonundan sonra aktif
spermler igeren siipernatan steril tiipe aktarilir, islem icin beklemeye alimir (Ozkavukcu

ve Aras, 2017).

GRADIENT

Gradient yonteminde konik tiip icerisinde yogunluk farki bulunan sivilar

olusturulmus bir ylizey iizerine yayilir.Birden fazla katman olusturulan yonteme devamsiz
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gradient santrifiigasyon denir.Katmanlarin yogunluk farki ticari sekilde bulunan kiiltiir
stvilarinin derigimlerinin farkiyla saglanir.Hiicrelerin yogunluk farkina kars1 gosterdikleri

direnglerle ortaya ¢ikar.

Normozoospermler ve ileri harekete sahip sperm ornekleri, sitoplazma farkindan
dolay1 yogunlugu asarak dip kisimda toplanir.Kaliteli sperm en dip kisimda ve en yogun

katmanda birikir.

Yogunluk farki yontemi olan gradient ile yapilan yikama sonrasi elde edilen sperm
saglikli bireyler acisindan fertilizasyon ve gebelik sansini arttirma da 6nemli role sahiptir

(Ozkavukeu ve Aras, 2017).

4.6. CatSper Proteini Yapis1 ve Ozellikleri

CatSper(katyon kanali),kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine girisini kontrol eden ve
sprem hiperaktivasyonunu diizenleyen ayni zamanda sperme 0zgii, zayif voltajli, pH’a

duyarl bir kanaldir (Singh and Rajender, 2015).

Ca'? salinimyla sperm aktif hale geger ve oositin dis membranini eritebilecek
sekilde hiperaktive olur.CatSper spermin Ca*? akisin1 saglayarak ayni zamanda
aktivasyon ve giic saglar.Ayn1 zamanda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu arttirir

(Tamburrino,et al., 2014).
CatSper kanali iyon ve pH diizenleme 06zelligi ile birlikte sperm hareketini

arttiracak kalsiyum gecisini saglar.Spermatozoanin dollenmek i¢in disi tireme kanalindaki

engelleri agsmasini saglar (Singh, 2010).
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Sekil 9. Hipermotilite: Normal Sperm ve CatSper Sperm
Kaynak: Singh, 2010.

CatSper proteininin yapisi 4 alt birimden olusacak sekilde heterotetramerik yapiya
sahiptir. Bu alt birimler; CatSperl—4'ten olusan a (alfa) ile CatSper B (beta), CatSper vy
(gamma) ve CatSper o (delta) yardimer alt {initelerinden meydana gelmektedir.Farelerde
yapilan bir deneyde a alt tinitelerin kaybr infertiliteye neden olmaktadir (Bhilawadikar, et
al., 2013).CatSper kanali sperm flagellasinin kamg1 kisminda bulunur. CatSper1 alt {initesi
ilk bulunan alt {initedir ve erkek infertilitesi i¢in ¢ok dnemlidir.Ayn1 zamanda bu kanal
sperm kamgisinin list kisminda bulunur ve sadece testislerde ekspre edilir.CatSperl,3,4
spermatid hiicrelerinde bulunurken CatSper2 ise pakiten spermatositten itibaren ifade
edilir (Jin, et al., 2007).CatSperl'e sahip olmayan sperm plazma membranlarinda
CatSper3, CatSper4, CatSper 3, CatSper y ve CatSper d bulunmamaktadir. Bu durum o alt
iiniteleri ile yardimer alt iinitelerinin koordineli bir sekilde c¢alistiklarini gostermektedir.
Bu alt birimlerin her biri CatSper fonksiyonlarini denetler ve pH duyarliligi, fonksiyonel
koordinasyon, kuyruk lokalizasyonu, progesteron ve hiicre i¢i sinyal molekiillerine ihtiyag

duymaktadir (Darszon, et al., 2011 ;Nikpoor, et al., 2004).
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Sekil 10. CatSperKanalinin Fonksiyon ve Regiilasyonu
Kaynak: Xiang- hong Sun, 2017.

4.6.1. CatSper ekspresyon ve lokalizasyon

CatSper erigkin testisinde maksimum seviyeye ulasir ve eksprese edilir.insan
sperminin yan1 sira farede de bulunmaktadir.CatSper kanali yalnizca testiste ifade edilir
ve sperm kuyrugunun ana pargasina tam olarak yerlestirilir.CatSperl,CatSper3 ve
CatSper4 transkriptleri ge¢c donem germ hatt1 hiicreleri (spermatitler) ile sinirlidir, oysa
CatSper2, spermatogenezin erken asamasinda (pakiten spermatosit) kopyalanmaktadir.
CatSperf, CatSpery ve CatSperd , testislerin sperm ve spermatitlerin de ifade edilir ve

kesinlikle ana pargasina yerlestirilir (Singh and Rajender, 2015).
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Sekil 11. Sperm CatSper Lokalizasyonu

Kaynak: Barratt., 2012.

4.7. CatSper Diizenlenmesi

Sperm kuyrugunda Ca*?igin transport sistem vardir.Bunlardan birisi spermatozoon
icine ekstraselliiler Ca*™? girisi saglayan CatSper kanalidir.Hiicre i¢i pH CatSper kanali ile
diizenlenir (Brenker, et al., 2012).Déllenme i¢in gerekli sperm hiperaktivasyonu sirasinda
Ca*? konsantrasyonu da artis gosterir.Bu da oosite entegre olmasi i¢in gereklidir (Rehfeld,
et al., 2019).Ca™ bu sayede kanal protein gorevi yapar.CatSper sperme Ca'?

pompalayarak kamg1 bolgesine ulagsmasini saglar.
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Sekil 12. Insan sperm flagellumunun iyon kanallari

Kaynak : Lishko. PV, 2018

Progesteron spermlere 6zgii Ca™ kanalin1 genomik olmayan bir mekanizma ile
uyarir.Sperm diger sivilarla birlikte penisten disar1 ¢ikar.Prostat spesifik antijeni ise oosite
ulastiginda bu enzimler serbest kalir ve o esnada ovaryum tarafindan progesteron serbest
birakilir.Yumurta ¢evresindeki(kumulus hiicreleri) hiicreler spermin Ca*?  akisini
arttirir.Sperm  hiperaktivasyonu baglar ve akrozom reaksiyonunu aktif hale getirir
(Correiave, et al., 2015).Progesteron ve prostaglandinler CatSper'in dogrudan
aktiflestirilmesiyle Ca*? akigini uyarir(Brenker, et al., 2012).Progesteron, uterin tiiplerdeki
kiimiiliis oosit kompleksi tarafindan salinir ve ortaya ¢ikan etki ile ABDH2 aktiflesir ve
2AG’yi pargalamasiyla CatSper kanali hiicre icerisinde serbest kalarak Ca*™? salinimini
baslatir (Strunker, et al., 2011).Ca*?salinimyla sperm aktif hale gecer ve oositin dis
membranini eritebilecek sekilde hiperaktive olur.Sperm kalitesi ve saglikli fertilizasyon

icin gereklidir (Tamburrino, et al., 2015).

Hvl;Membrandaki hidrojen gecisinin denetlemede gorevlidir.Spermin ana

bolgesinde bulunur ve pH diizenleme gorevine sahiptir (Keshtgar, et al., 2018).

Ksper/SLO3;pH a duyarl1 kapasitasyon dongiisiinde gérev alan ve CatSperin Ca*?
tagimasina yardimci olan bir kanaldir (Schreiber M., 1998).
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Sekil 13. CatSperin Fonksiyonel Onemi
Kaynak: Singh, 2015.

4.8.CatSper ve Fertilizasyonun Onemi

CatSper sperme 6zgii Ca™? yiiklii bir voltaj kanalidir.Sperm kapasitasyonu ve
saglikli bireyler meydana gelmesi acisindan dnemlidir.Spermin dalgalanma hareketi ve
aktif hareketleri hiperaktive olmus sperm 6rneginde goriilmektedir.CatSper ileri hareket

ile iligkilidir (Tamburrino, et al., 2015).

CatSper spermi hiperaktive ederek yumurta penetrasyonunu dogrudan
etkiler.CatSper genleri,erkek kisirligindan tarama igin potansiyel hedeftir.Baz1 idiyopatik
(agiklanamayan) kisirlik nedenlerini aciklar.Ayrica CatSper alt birimlerinden herhangi
birinin bozulmasi infertiliteye neden olur (Zheng, et al., 2013). Arastirmalar, CatSper(1-
4) altiinitesinin de sperm hiperaktivize motilite ve erkek fertilitesinin ayrilmaz bir pargasi
oldugunu gostermistir, ancak CatSper3 veya CatSperd'iin eksikligi spermatogenezi veya

spermin baslangi¢ hareketliligini etkilememistir (Qi, et al., 2007).
CatSper'in essiz yapisi, sinirli ifade kaliplar1 ve fizyolojik fonksiyonlar1 goz 6niine
alindiginda; CatSper ve yardimc alt tiniteleri, hareketlilik ile ilgili infertiliteyi tedavi etme

de gorev yapma potansiyeline sahiptir.
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5.GEREC VE YONTEM

5.1. Hasta Sec¢imi

UYTE Merkezimize basvuran, normozoospermi (n:50) hasta calismaya dahil

edildi.

Erkeklerin 18 yas ve iizeri normal semen parametrelerine sahip olmasi
(normozoospermi) c¢alismaya dahil olma kriteridir.Bunun digindaki spermiyogram
anomalileri, kronik hastaliklar ve iireme sistemiyle ilgili patolojilere sahip hastalar da
calisma dis1 birakildi. Tan1 ve tedavileri i¢in yeterli semen miktar1 bulunmayan (<1,5 mL)
hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi.Caligmay1 kabul eden ve 3-5 giinliik cinsel perhiz
siiresine uygun olan erkeklerden semen analizi yapilmis olup DSO kriterlerine uygunluk

g6z onilinde bulundurulmustur.
Calismamiz Ankara Universitesi Ila¢ Dis1 Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu’'ndan kurul onayr alinmis ve calismayr kabul eden her hastadan

'Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu' alinmustir.
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5.2.Calisma Semasi

NORMOZOOSPERMIK HASTALAR

SEMEN ANALIZI
GRADIENT+SWIiM UP

~

IMMUNFLORESAN
BOYAMA YONTEMI

~N S

CATSPER TAYINI

~N

CATSPER EKSPRESYON YUZDESI (%)

5.3. Semen Analizi

-Taze semen Orneklerinin likefaksiyonunu takiben semen, gradiyent
santrifiigasyon yontemi i¢in iki farkli 6zgiil agirliktaki gradiyent medyumlarinin santrifiij
tiipiine siitun seklinde st iiste konulmasindan sonra, en iist tabaka olarak yayildi ve 1600

g’de 8 dakika santrifiij edildi.

26



-Stipernatan uzaklastirildiktan sonra elde edilen pellet tizerine 1 ml kadar sperm
yikama medyumu konulup resiispanse edilecek ve 1600 g’de 8 dakika santrifiij edilerek

yikandi.

-Daha sonra siipernatan kismi alinip pellet hareket ettirilmeden taze sperm yikama
soliisyonundan 1 ml eklenerek 30 dak. 37 °C'de inkiibe edildi ve swim-up ile hareketli

spermler elde edildi

5.4. Calismada Kullanilan Yontemler

5.4.1. CatSper proteini icin CASA yontemi

-Deney gruplarinda sperm hiicrelerinin  konsantrasyonu ve motilite
karakteristiginin belirlenmesi igin CASA (Bilgisayar Destekli Sperm Analizi) cihazi
kullanildi.

CASA ile sperm motilite 6l¢limii yapilirken degerlendirilen bazi parametreler
sunlardir (Sekil 14).

1. VCL: Egrisel Hiz (um/s). Sperm basimin ilerlerken katettigi 2-boyutlu gercek
egrisel yoldaki hizi. Hiicre canliliginin bir géstergesidir.

2. VSL: Dogrusal Hiz (um/s). Sperm basinin tespit edilen ilk noktadan son
noktaya gidene kadar olan hizi.

3. VAP: Ortalama yol hizi (um/s). Sperm baginin ortalama yolaktaki hizi. Bu yolak
egrisel yolun CASA cihazlarindaki algoritmalara gore diizlestirilmesi ile hesaplanir. Bu
algoritmalar cihazlar arasinda farklilik gosterebilecegi icin VAP farkli CASA sistemleri
arasinda mukayese edilebilir bir dl¢iit degildir.

4. ALH: Sperm basinin ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptig1 uzaklik
(Hm).

5. LIN: Dogrusallik. Egrisel yolaklarin dogrusalligi, VSL/ VCL.

6. WOB: kararsizlik. Gergek yolakta ilerlerken izlenen dalgalanmanin 6lgiisi,

VAP/VCL.
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7. STR: Dogrusallik. Ortalama yolun dogrusalligi, VSL/ VAP.

8. BCF: Capraz gecis frekans ritmi (Hz). Egrisel yolagin ortalama yolaktan gegme
frekansi.

9. MAD: Ortalama agisal hareket (derece). Sperm basinin anlik doniisleri sirasinda

yaptig1 agisal degisikligin ortalamasi

Egrisel Yolak [ _\

Ortalama . "
Yolak i

P LY

\ MAD

- VSL . } 8
= 7
Dogrusal Yolak '

Sekil 14. CASA ile 6l¢iilen semenin motilite parametreleri i¢in standart terminoloji

Kaynak: WHO, 2010

5.4.2. CatSper proteini icin immiin floresan boyama prosediirii

-Yikama islemi yapilmis sperm 6rnegi Poly L Lizin Ile kaplanmis lama alinmak
tizere hazirlandi.

-Pol L Lizinli Lam {izerine pap pen(doku smirlandirict kalem) ile negatif ve
pozitif olmak tizere iki drop ¢izildi.

- Droplarin igerisini PBS- Siikroz eklendi ve hasta drneginden 2ul ilave edildi.Bir
gece +4°C de dinlenmeye birakildi.Bu sayede spermlerin ¢oktiiriilmesi saglandi

- Ertesi giin PBS- Siikroz armdirilmak iizere PBS ile 3 kez yikama yapildi.
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-%3’liikk PFA 1ile fiksasyon baglatildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikama yapildu.

-Daha sonra Triton X -100 Ile permeabilize edildi. PBS ile 3 kez yikama yapildi.

-Bloklama islemi yapilmak {izere alinan ornekler 1 saat oda sicakliginda
bekletildi.Ardindan yikama yapilmada.

-Direkt Primer Antikor(1:100) Catsper B Polyclonal antibody( Bioss-USA
Katologno: Bs-13607R) diliisyon yapilarak 20 uL pozitif droba eklendi.

-Negatif drop ise PBS koyularak 1 Gece +4°C dinlenmeye birakilda.

-3.giin sonunda Primer Antikor PBS ile 3 kez yikandi. Her iki droba 20 uL
Sekonder Antikor Fluorescein FITCH-Affini puregoat Anti-Rabbit (H+L)(Jackson
Immuno research katologno: 111-095-003) eklenerek etiivde 37°C de 1 saat bekletildi.

-Orneklere yikama yapildiktan sonra mm with Hoechst kapama medyumu ile
kapatildi.

-Daha sonra hiicreler floresan mikroskopta 100x biiyiitmede degerlendirildi ve

rastgele 100 hiicre sayilarak CatSper ekspresyonu orani tespit edildi.

5.5. istatistik Yontemler

Bu ¢alismada Normozoospermi hasta korelasyonunda Pearson korelasyon testi

kullanilmustur.
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6.BULGULAR

Bu prospektif kontrollii calismada, Aralik 2018 ve Agustos 2019 tarihleri arasinda
‘Ankara Universitesi Cebeci Hastanesi UYTE merkezine basvuran hastalardan calisma
kriterlerine uyan kontrol grubu normospermik (n:50), tanis1 olan toplam 50 hastadan
sperm Ornekleri alinarak CatSper proteini immiin floresan boyama yontemi kullanilarak

tayin edilmistir.

Normozosperm morfolojisine sahip semen Orneklerinde CatSper proteini orta
pargada ve kuyruk bdlgesinde bulunmustur.immiin floresan boyama teknigiyle boyanan

semen Orneklerinde CatSper proteini orta par¢ada goriilmiistiir. Kuyruk kisminda ise

nokta seklinde rastlanmistir.

Sekil 15. Sperm morfoloji degerlendirmesi Normozoospermi drneginin gosterilmesi
(100x immersiyon objektif 151k mikroskobu goériintiisii)
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Sekil 16. Sperm morfoloji degerlendirmesi Normozoospermi 6rneginin gosterilmesi
(100x immersiyon objektif 151k mikroskobu goriintiisii)
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Sekil 17. Normozospermik olgularda konsantrasyon ile CatSperin Ekspresyon %
korelasyon sonuglari

CatSper ekspresyon yiizdesi ile sperm parametreleri arasindaki iliski (Pearson korelasyon
testi) (p<0,05 istatiksel anlaml1)

Mean MOTILITE-LERI % (ylizde)

T T T T
40 80 80 100

Pozitif Catsper ekspresyonu % (yiizde)

Sekil 18. Normozospermik olgularda motilitenin Catsperin Ekspresyon % korelasyon
sonuglar1

CatSper ekspresyon yiizdesi ile sperm parametreleri arasindaki iligki (Pearson korelasyon
testi) (p<0,05 istatiksel anlaml1)
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P degeri Yorumu

p<0.05 Istatistiksel anlamlilik *

p<0.01 Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik **
p<0.001 Cok yiiksek istatistiksel anlamlilik ***

0.05<=p<0.10 Anlamlilik egilimi(sinirda anlamlilik)

p>0.10 Fark tesadiiften ileri gelmistir(istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamuistir)

Tablo 3. Normospermik olgularda konsantrasyon, motilite, normal morfoloji istatistik

sonugclari.
X+SD r p

Konsantrasyon 90,8261 + 54,0266 ,864 ,000
(mil/ml)
Motilite 66,5652+20,5511 ,371 ,082
(o)
Normal Morfoloji 4,7391+0,8643 ,403 ,050
(o)

Normal semen Orneklerinde CatSper pozitifligi ile sperm konsantrasyonu ve normal
sperm morfolojisi oran1 arasinda iligki saptandi. Sperm motilitesi iliski ise istatiki olarak
anlamli bulunmamistir (p<0,05).Veriler ortalama

gosterilmistir.

+ SD (Standart sapma) olarak
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CatSper Ekspresyon Yiizdesi %

140

120

100

Konsantrasyon Motilite Morfoloji
| M Normospermi 90,82 44,6 4,71

Sekil 19. Normozoospermi hastlarda konsantrasyon-motilite ve morfolojinin istatistiksel
analizi
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CatSper+ Motilite
| M Normospermi 66,56 44,6

Sekil 20. Normozoospermik olgularda CatSper ve progresif motilite tayini
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Sekil 21. Spermde bulunan pozitif ve negatif CatSper ekpresyonu (100X floresan
mikroskobu goriintiisii,beyaz ok pozitif CatSper’i gostermektedir,ok basi negatif
CatSper’i gostermektedir) Bar: 10 um

Sekil 22. Spermde bulunan Pozitif CatSper ekspresyonu (100X floresan mikroskobu
goriintiisii,beyaz ok pozitif CatSper’i gostermektedir) Bar: 10 um
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7.TARTISMA

CatSper kanali, spermatozoa’ya Ca™ akisini kontrol ederek erkek fertilitesinde
kritik bir rol oynar.Birgok calisma, CatSper kanalinin protein ve hormona dayali

diizenleyici mekanizmasini ortaya ¢ikardi.Bu nedenle ¢alismamizi bu yonde arastirdik.

Simdiye kadar, gesitli Ca*? kanallar1 bulunmus ve bu kanallar yiiksek voltaj kapili
(Ca™ kanali (Cav), siklik niikleotit kapili Ca™ kanali (CNG) ve TRP kanal1) spermin
farkli alt bolgelerine dagitilmis halde oldugu gozlenmistir.Cesitli kanitlar N tipi, R tipi ve
T tipi voltaj kapili Ca™ kanali oldugunu gosterir (Singh, 2010)

CatSper kanal, yalnizca testislerde eksprese edilen bir Ca* kanalidir,bu nedenle
CatSper'in, benzersiz 0zelliklerine ve diizenlemesine katkida bulunan faktorlere veya

protein-protein etkilesimlerine sahip olabilecegini tahmin ediyoruz.

Sadece CatSper kanali, sperm hiperaktivasyon, sperm kapasitasyonu, yumurtaya
kars1 kemotaksis ve akrozom reaksiyonunun fizyolojik siireclerini dogrudan modiile eder
(Singh, 2015).pH duyarli bir iyon kanali olmasindan dolay1 bazi iyon kanallar1 ya da
enzimler 6rne8in (SNHE, CA ve HCO ;3 - tasiyici) H konsantrasyonunun degistirilmesiyle
sperm pH degerini pozitif yonde degistirir. Tim bu biyolojik molekiillerin CatSper
kanalinin acilma derecesini etkiledigini biliyoruz, ancak hepsinin CatSper kanali i¢in
gerekli oldugunu biliyor muyuz? Bunlardan biri mutasyona ugramis veya silinmisse,
CatSper kanal1 normal sekilde calismaya devam edebilir mi? Bu biyolojik molekiillerin
birbirleriyle nasil etkilesime girdigi ¢cok acik degildir.CatSper kanallarinin fare sperm
dogurganhigindaki temel rolii agikca gosterilmistir ( Ren, et al., 2001;Shukla, et al.,
2012).CatSper'i olusturan proteinleri kodlayan genlerin herhangi birinin nakavt edilmesi,
olgun spermde kanalin ekspresyonu eksikligini ve hiperaktivasyonlu motiliteye ulasma
yetenegini belirler ( Carlson, et al., 2005; Qi et al.,2007 ).Genel olarak, CatSper
genlerinin ve proteinlerin diizenlenmesinin, olgun spermlerde fonksiyonel kanalin farkl
ekspresyon seviyelerine ve bunun sonucunda hareketlilik degisikliklerine yol agan

spermatogenez sirasinda meydana gelebilecegini gostermektedir.
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CatSper kanali boyunca Ca™ akigin1 bagka hangi elementlerin arttirabileceginin
ortaya konmas i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.Insan spermatazoasini kalsiyum
acisindan besledigi ve ayn1 zamanda fertilite agisindan yeni bir parametre olusturabilicegi
ortaya konulmustur.Buna ragmen, CatSper agonistleriyle ilgili calismalar hala ¢ok
nadirdir.Ek olarak, erkek kisirligini tedavi eden CatSper hedefli ilaglar1 arastirmak igin
CatSper kanalinin mekanizmasini incelemek gerekir (Zou, et al., 2017). CatSper promoter
sekansina etki eden daha spesifik bir proteinin varligi, gelecekteki ¢aligmalar i¢in 6nemli

bir alan olabilir.

CatSper kanal bozukluklaria sahip spermlere alternatif ¢alismalar yapilmalidir.
Mohammadi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Gama 1sinina maruz kalan sperm
kanallarinda kalsiyum diisiisii oldugunu gozlemlemistir (Mohammadi, et al., 2019).
Yapilan calismalarda CatSper ekspresyonlart sperm kamgisinda gosterilirken, bu
calismada ise spermin orta par¢a bolgesin de CatSper ekspresyonunu gosterdik. Avenarius
ve arkadaglar1 CatSperd bulunmayan farelerde CatSperl in gerekli oldugu gostermistir
(Avenarius, et al., 2009).Catsperl yoksun farelerde spermde diisiik egrilik, kiiclik genlik
vardir. Carlson ve arkadaslar1 asimetrik ve titresimli dalgalanma sperm kapasitasyonu ve
fertilizasyon i¢in gerekli oldugundan hiperaktive eksikligi kaynakli infertilizasyona yol
actigini bulmustur (Carlson, et al., 2003).Spermde yumurtaya yapisir fakat hiperaktive
motilite eksikligi nedeniyle oosite penetre olmazlar.Bu c¢alisma sonrasinda yapilacak

calismalara hiperaktivasyon arastirilmasi i¢in destek saglamistir.

CatSper ekspresyonunun ve fonksiyonunun konsantrasyon ile pozitif bir iligki
bulduk ve CatSper kanallarinin {ireme {iizerine etkisini inceleyip hem erkek kisirliginin
tedavisi i¢in hem de kontraseptif amaclar i¢in yeni yollar agacagini gosterdik.Lischko ve
arkadaslar erkek fare lizerinde yaptiklari calismalar da CatSper’in Protein islevselligini
bozan CatSper gen mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan anormal protein, spermin hareket
yetenegini yok ederek yumurtanin ddllenmesine engel oldugunu gostermistir. Ayni
zamanda progresif motilite azligi sonucu hastalardaki hiperaktivasyon eksikligide
CatSper pozitif ekpresyonunu etkilemektedir.Calismamiz da progresif motilite azlig1 olan

spermlerde daha az CatSper pozitif ekspresyonu oldugunu gozlemledik.
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Tamburrino ve ark. yaptiklann c¢aligmada CatSperl ekspresyonu ile, sperm
konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi arasinda anlamli bir korelasyon bulmuslardir

(Tamburrino, et al., 2014).
Erkek infertilitesinde rol oynayan CatSper konsantrasyon ve morfoloji agisindan

yapilacak yeni testler ile infertilitenin nedeni aciklama da yardimci olabilecek molekiiler

bir mekanizmanin alt yapisini olusturulabilir.
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8.SONUC VE ONERILER

Normozospermik olgularin konsantrasyon, motilite ve morfolojisine bakildi. Bu
degerlendirme sonucu istatistik verilere dayanarak konsantrasyon anlamli bir farklilik
gosterdi. Sperm konsantrasyon degerleri yiiksek olan hastalarda CatSper protein yiizdeleri
anlamli bir sekilde artti.Sperm ileri motilitesi ile iliski anlamli bulunmamustir.Elde
ettigimiz sonug yaptigimiz ¢alismayi pozitif anlamda destekledi.Sperm parametrelerinden
konsantrasyonun CatSper pozitif ylizdesi ile iliskisi oldugu kanitlandi.Calismamiz
CatSper proteininin erkek infertilitesine ve fertilizasyona katkisini1 6ne ¢ikarmistir.Erkek
infertilitesi ve aciklanamayan infertilite acisindan bir parametre olusturarak fertilizasyona

ve saglikli gebelige oncii olmasi agisindan katki saglar.
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10.EKLER

EK 1

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin adi: Semendeki CatSper ekspresyon degerlerinin iiremeye yardimci

tedavi sonuglariyla iligkisinin incelenmesi

Arastirmanin kolay anlasihr adi: SemendekiCatsper molekiil sonuglarinin iiremeye

yardimci tedavi sonuglariyla iligkisini incelenmesi

Sorumlu Arastirmaci: Dr. Sinan Ozkavukcu

Arastirmanin yiiriitiilecegi yer: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezi

Uremeye yardimet tedaviler ve bununla ilgili tip teknolojisi siirekli gelismekte, yeni tedavi
protokolleri kullanima girmektedir.Semen(sperm) sivisinin igerisinde iyon kanallar
bulunur ve bu kanallar semenin saglikli embriyo elde etmesi i¢in spermi besler. Semenin
hareket kabiliyetine, lireme yetenegine ve dollenmesine yardimer olur.Bu ¢alisgmamizda
iyon kanal proteini olan Catsper'in spermin aktivesine olan etkisini
incelemekteyiz.Catsper spermin kuyruk kisminda bulunur.Spermin hareket edebilmesi
icin kalsiyum iyonlarinin sperm hiicresine girigini kontrol eder.Kalsiyum agisindan
zenginlesen semen hareketlilik kazanarak yumurtaya daha kolay ulagir.Amacimiz heniiz
bir islem gormemis spermlerdeki Catsper miktari tespit ederek daha sonra aymi
orneklerden asilama(IUI) yaptiktan sonra gebelik elde eden hastalari takip ederek, Catsper
proteinin sonuclariyla karsilastirip lireme iizerine basarisini arastirmaktir. Bu calismada
sizden aldigimiz Ornegin tedavinizi etkilemeyecek kadar kiiciik bir bolimi
kullanilacaktir. Ayrilan bu drneklerde Catsper degerleri belirlenerek gebelik sonuglariyla
iligkisi incelenecek ve bu ayrilan sperm hiicreleri kesinlikle bagka bir amacla
kullanilmayacaktir. Deney kisminda semendeki Catsper kanal proteinini inceleyecek

testler yapilacaktir. Bu testlerden sonra arda kalan hiicreleriniz hemen imha edilecektir.
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Sizin de bu arastirmaya katilmanizi istiyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmamakta
serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce aragtirma
hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya

katilmak isterseniz formu imzalayiniz. Imzali formun bir 6rnegi size verilecektir.

Aragtirmaya davet edilmenizin nedeni erkege ya da kadina bagl infertilite (kisirlik) tanisi
ya da siiphesiyle Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezine basvurmus
olmanizdir. Bu ¢alismada zaten tedaviniz sirasinda gerekli olan ve sizden masturbasyon
yoluyla alinan meni sivisinin igerisinde bulunan ve tedaviniz sonrasi imha edilecek olan
arta kalan yaklagik 1 mL hacim igerisindeki sperm hiicreleriniz ¢alismaya dahil edilerek
ortaya ¢ikan olumlu ya da olumsuz etkiler gesitli ydntemlerle yine Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezi Laboratuvarinda analiz edilecektir. Daha sonra bu

hiicreler bagka hi¢ bir amagcla kullanilmamak tizere imha edilecektir.

Arastirmaya dahil olmaniz durumunda herhangi bir zarar gérmeyeceksiniz. Calismanin
sonunda ¢ikan veriler esliginde verdiginiz Orneklerden elde edilen sonuglar sizinle
paylasilabilir. Verdiginiz ornekler sonucu ortaya cikacak veriler 1s1ginda kisirlik

tedavisinde biiyiik bir yol katedilebilir ve tiip bebek tedavi yontemleri iyilestirilebilir.

Bu arastirmaya en az 18 yasindaki, normal sperm hiicresi diizeylerine sahip 100 adet erkek
hasta dahil edilmektedir ve ¢calismanin 12 ay siirmesi planlanmaktadir. Eger arastirmaya
katilmay1 kabul ederseniz Dog. Dr. Sinan Ozkavukcu veya Semra YAZICI tarafindan
sperm orneginiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum

Anabilim Dali’nda alinacak ve testlere tabi tutulacaktir.
Bu c¢aligmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir ilicret istenmeyecektir. Calismaya

katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Aragtirmanin biitgesi projelerden

ve merkezimizin mevcut imkanlar1 dahilinde karsilanmaktadir.
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Bu calismaya katilmayir reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege
baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide ya da bundan sonra klinigimizde
size karsi davraniglarimizda herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine calismanin
herhangi bir asamasinda onayinizi1 ¢ekmek hakkina da sahip oldugunuz gibi, arastirici da
sizi ¢aligma disinda birakabilir. Eger bu arastirmaya katilirsaniz hekim ile aranizda
kalmas1 gereken size ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve
saygi ile yaklasilacaktir. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi

sirasinda kisisel bilgileriniz ihtimamla korunacaktir.

Arastirma ile ilgili herhangi bir sorunuz olursa Dr. Sinan Ozkavukcu'ya05323524490

numarali cep telefonundan ulasabilirsiniz.
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EK 2

KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Semendeki CatSper Ekspresyon deferlerinin  {remeye
yardimei tedavi sonuglanyla iliskisinin incelenmesi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU
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