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. BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitliin asamalarda etik dis1 herhangi bir davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, ¢alisma ile elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklar listesi seklinde ekledigimi,

patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

NESLIHAN KOPRULU



I1. TESEKKUR

Bu calismanin, fikir halinden bu yana somutlasmasina yaptig1 katkilar nedeniyle,
saygideger hocam Prof. Dr. Tiilay IREZ ve Dog. Dr. Yasemin MUSTERI
OLTULU’ya tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Hocalarima ders ve proje déneminde
akademisyen olmanin yaninda iyi bir egitimci olmanin tarifini davranislariyla
goOstermeleri, egitim hayatimda yol gdsterici bir sorumluluk iistlenmeleri ve sevgilerini
benden esirgememelerine biiyiik siikran duymaktayim. Arastirma siiresi boyunca
verdigi destek ve yardimlar1 nedeniyle birlikte ¢caligmaktan mutluluk duydugum yol
arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim. Basarili olmam ig¢in her zaman beni
destekleyen, kosulsuz yanimda olan annem Helale KOPRULU, babam Halil
KOPRULU ve kardesim Nuray KOPRULU'ye tesekkiir ederim.
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1. OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Yumurtanin ve sperm hiicresinin birlesimi, spermin sadece mekaniksel siireclerle
yumurtaya sizdig1 bir siire¢ degildir. Bu siirecte, alisilmisin disinda yakin ve 6zel
biyokimyasal bir tepkime basrol oynamaktadir. Sperm koku reseptorleri kalsiyum
kanallarinda meydana gelen degisiklikler ile kemotaktik davranigin diizenlenmesinde
onemli bir faktordur. Ca2+ akisi, sperm intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunda
yiikselise yol agarak spermlerin daha hizli hareket etmesini saglar. Ayrica, Ca2+
kanallarinin dogurganlik igin gerekli oldugu gosterilmistir. Odorantlar; kemoatraktan
olarak gorev yaparak, insan sperminde bulunan horl7-4 koku reseptorii ile etkileserek
kemotaksise neden olmaktadir. Yapilan calismalarda odorant olarak kullanilan
Burjonal, koku reseptorleri icin gucli bir agonist ve kemoatraktandir. Bu
kemoatraktan kullanilarak spermde bulunan koku reseptorlerinin etkilesimi hakkinda
bize 6nemli bilgiler kazandirmistir. Bazi arastirmacilar ise tavsanda ki oosit kumulus
hicrelerinde bulunan progesteronun burjonal gibi kemotaksis hareketi tizerinde etkili
olduguna dair ¢alismalar yapmislardir fakat sperm odorant reseptorleri ve kalsiyum
katyon kanallarinin spermlerin yumurtaya ulagabilmesi ve normal fizyolojisini
gerceklestirmesi konusunda insan g¢alismalar1 eksik bulunmustur. Calisma, odorant
progesteron uygulanmig kiiltiir ortamlarinda, sperm koku reseptorlerinin
etkilenmesiyle birlikte kalsiyum kanallarinda meydana gelen degisimi, sperm kuyruk
hareketine etkisini ele alip hiperaktivasyonun degerlendirilmesini fertil ve infertil
olgularda incelenmesini icermektedir. Calisma ‘Biruni Universitesi Girisimsel
Olmayan Etik Kurul’una sunuldu ve 2018/13-6 say1 ve 26.02.2018 tarihli etik kurul
onay1 alind1. Calisma Ocak 2019-Haziran 2019 tarihleri arasinda Biruni Universite
Hastanesi’ne spermiyogram analizi i¢in basvuran hastalarda uygulandi. Bu ¢alismada,;
Biruni  Universite Hastanesi Uroloji  poliklinigine basvuran hastalardan
normospermi(n:28) ve oligoastenoteratospermi(n:28) WHO kriterlerine uygun
standart semen analizi uygulanarak ardindan swim up yontemi ve progesteron ile
sperm motilitesi ve immunfloresan yontemi ile sperm kalsiyum kanalinda meydana
gelmis degisiklikler degerlendirilmistir. Swim-up yontemi kullanilarak yapilan sperm
ayristirma sonrasi progesteron uygulanarak 37° C ‘de 45 dakika inkiibasyon yapilmis
olup inkiibasyon sonrasi motilite degerlendirilerek Oncesi ve sonrasi degerler

karsilastirilmistir.  Ornekler hastanede dondurulmus olup sonrasinda kalsiyum

1



kanallarinin incelenmesi igin Catsper antikoru kullanilarak immiinfloresan teknigi ile
incelenip degerler yorumlanmistir. Bu tez ¢alismasina gore sperm hazirlama yontemi
olarak kullanilan swim-up ve odorant olarak kullanilan progesteron arasinda motil
sperm agisindan anlamli farklilik bulunmus olup motilite parametreleri gézonine
alinarak progesteron uygulanmis spermlerin kalsiyum kanallarinda meydana gelen
degisiklik hiperaktivasyonu saglamistir. Elde edilen bulgular bize sperm odorant
reseptorleri ve kalsiyum kanallarinin infertil ve fertil olgularda karsilastirilmasini ve
aciklanamayan infertilite grubunda da bu konuda elde edilen bulgular giincel literatiire
bir katki yapmas1 hedeflenmistir.

Anahtar kelimeler: Ca2+, Catsper, swim-up, immanfloresan, odorant



2. ABSTRACT

Examination of Sperm Calcium Channels and Olfactor Receptors In Various
Infertile Cases In Odorant Progesterone Applied Culture Medium.

The combination of the egg and the sperm cell is not a process which sperm can only
leak into the egg by mechanical processes. In this process, an unusual and special
biochemical reaction plays a leading role. Sperm odor receptors are an important factor
in the regulation of chemotactic behavior with changes in calcium channels. Ca2 +
flow leads to an increase in intracellular calcium concentration and allows sperm to
move faster. In addition, Ca2 + channels have been shown to be essential for fertility.
Odorant; acting as a chemoattractant, it interacts with the hor17-4 odorant receptor that
found in human sperm and causes chemotaxis. Burjonal used as odorant in studies, a
strong agonist for odorant receptors and chemoattractants. By using this
chemoattractant, we provided important information about the interaction of odor

receptors in the sperm.

Some researchers found that progesterone in the rabbit oocyte causes chemotaxis such
as bourgeonal, however, human studies were lacking in the ability of sperm odorant
receptors and calcium cation channels to reach the egg and perform normal
physiology. The aim of this study is investigate the effects of sperm odor receptors on
sperm tail movement and to evaluate hyperactivity in fertile and infertile cases in
odorant progesterone treated culture media. The study was submitted to the Biruni
University Ethics Committee and was approved in 2018/13-6 and dated 26.02.2018.
The study was applied to the Biruni University Hospital between January 2019 and
June 2019 in patients who applied for spermiogram analysis. In study; patients
admitted to the Biruni University Hospital Urology outpatient clinic. Standard semen
analysis was performed according to WHO criteria in normospermia (n:28) and
oligoastenoteratospermia (n:28) groups, followed by swim up method and by adding
progesterone sperm motility examined and with immunofluorescence method changes
in sperm calcium channel were evulated. After sperm separation by swim-up method,
progesterone was applied and incubation was carried out at 37 ° C for 45 minutes.
After incubation, motility was evaluated and pre and post values were compared. The
samples were frozen in the hospital and then examined by the immunofluorescence

technique for the evaluation of calcium channels by using Catsper antibody and the



pre-values were compared. According to this thesis, there was a significant difference
in motile sperm between swim-up and progesterone which was used as a sperm
preparation method. Motility parameters were taken into account and the changes in
calcium channels of progesterone-treated sperms caused hyperactivation. The findings
of this study have aimed to compare sperm odorant receptors and calcium channels in
infertile and fertile cases and to make a contribution to the current literature in

unexplained infertility group.

Key words: Ca2+, Catsper, swim-up, immunofluorescence, odorant



3. GIRIS VE AMAC

Déllenme erkek ve disi gametin fiizyonudur. Islem, tek bir diploid hiicre, zigotun
olusmasi i¢in, bir oositin bir sperm ile fiizyonunu igerir, bdylece yeni bir bireysel
organizmanin gelisecegi bir flzyon icerir (Georgadaki, et al., 2016). Erkek gameti
spermatozoanin dollenme kabiliyeti, kalsiyumun (Ca2 +) hemen hemen her adimda
yogun bir sekilde yer aldigi, hiperaktivasyon, kemotaksi, kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunun uygun ve zamana bagli olarak kazanilmasina baglidir. CatSper kanal
ailesi, yukarida belirtilen kriterlerin cogunu karsilayan ve esas olarak hiicrelere Ca2 +
girisini diizenleyen ve bu nedenle sperm fertilitesi i¢in ¢cok 6nemli olan Ca2 + kanal

ailesidir (Rahman et al., 2014).

Sperm-spesifik iyon kanali olan sperm katyon kanali (CatSper), ddllenme
olaylarinin diizenlenmesinde oldukga etkilidir. CatSper, polimodal, kemosensor bir
kalsiyum kanali gérevi goriir ve sperm hiperaktivasyonunun diizenlenmesinde hayati
bir rol oynar. Yapilan ¢aligmalarda CatSper genindeki mutasyonlar ve delesyonlarin
infertiliteye yol agabilecegini gdsterilmistir. Aslinda infertil bireylerde CatSperl ve 2
mutasyonlart belirlenmistir; Bununla birlikte, CatSper3 ve 4 insan sperminde
arastirtlmamistir. CatSperl ve CatSper2 gibi onlar da spermde ve yalnizca sperm
kuyrugunun temel pargasinda islev gériirler. Insan sperminde arastirmalar az olsada
Catsper3 ve Catsper4, farelerde sperm hiperaktivasyon motilitesinde ve erkek
fertilitesinde Onemli bir rol oynadigir gosterilen Catsperl ve Catsper2'ye yakin
homolog testis spesifik genlerdir. Catsper3 ve Catsper4 mutasyonuna sahip erkek
farelerin, hizli hareketlilik kayb1 ve kapasitif kosullar altinda hiperaktif motilite
eksikligi nedeniyle tamamen infertil olduklar1 bildirilmistir. CATSPER kanali aym
zamanda erkek kontraseptifleri icin mikemmel bir ila¢ hedefi olabilir (Jin, et.al.,
2016).

Sperm koku reseptdrlerinin kemotaksis hareketinde 6nemli bir faktor oldugunu ve
kalsiyum kanallarinda meydana gelen degisiklikleri birgok aragtirmaci Onceki
calismalarinda gostermistir. Yumurtayr cevreleyen kiimiiliis hiicreleri tarafindan
salgilanan steroid hormon progesteron, insan spermlerinin giiglii bir uyaricisidir.
Spermatozoayr yumurtaya dogru ¢eker ve yumurtanin koruyucu bélgesine niifuz

etmelerine yardimci olur. Progesteron, Spermatozoa'ya Ca2 + akisini indiikler ve



sperm hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve yumurtaya karsi kemotaksi gibi
basarili dollenme i¢in gerekli olan ¢oklu Ca2 + bagiml fizyolojik tepkileri tetikler.
Progesteron, CatSper'i spermin progesteron reseptorii olarak tanimlayan, CatSper
kalsiyum tasima aktivitesini énemli Ol¢iide arttirir (Lishko et al., 2011). Yapilan
caligmalarda kullanilan Burjonal reseptorler i¢in giiclii bir agonist ve kemoatraktandir.
Bu kemoatraktan kullanilarak spermde bulunan koku reseptorlerinin etkilesimi
hakkinda bize 6nemli bilgiler kazandirmistir. Baz1 arastirmacilar ise tavsanda ki oosit
kumulus hicrelerinde bulunan progesteronun burjonal gibi kemotaksis hareketi
tizerinde etkili olduguna dair ¢aligmalar yapmislardir fakat sperm odorant reseptorleri
ve kalsiyum katyon kanallarinin spermlerin yumurtaya ulagabilmesi ve normal

fizyolojisini gerceklestirmesi konusunda insan ¢alismalari eksik bulunmustur.

Bu c¢alismada spermin yumurtaya dogru yiizme eylemine onemli katkisi olan
odorant olarak hasta semenlerine progesteron uygulayarak, CATSPER kanallarina
etkisi goz Oniine aliarak, spermlerin in vitro performansinin gelistirilerek kuyruk
hareketinde olumlu yonde bir artis ve fertilizasyona katki saglamasi i¢in spermin

fonksiyonlarmin ve kalsiyum kanallarinin incelenmesi amag¢lanmustir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1.Erkek Ureme Sistemi

Insan iiremesindeki rolii i¢in benzersiz olan gamet hiicresi, 23 kromozom tasiyan 6zel
bir seks hicresidir. Doéllenme sirasinda, sperm (veya spermatozoon) olarak
adlandirilan bir erkek gametteki kromozomlar, bir oosit ad1 verilen bir kadin gametteki
kromozomlarla birlesir. Erkek iireme sisteminin (Sekil 1) islevi, sperm tiretmek ve
onlar1 disi iireme kanalina transfer etmektir. Eslestirilmis testisler, erkek iireme
fizyolojisini destekleyen hormonlar olan hem sperm hem de androjen Urettikleri icin
bu siiregte ¢ok ©Onemli bir bilesendir. Insanlarda en onemli erkek androjen
testosterondur. Cesitli aksesuar organlar ve kanallar, sperm olgunlasma siirecine
yardimei olur ve spermi ve diger seminal bilesenleri, spermi disi iireme sistemine

ileten penise tasir.

Ductus (vas) deferens
Suspensory ligament of penis
Urinary bladder

Pubic symphysis

1
! Ampulla of ductus deferens

! u g
"l' Seminal vesicle

/L Ejaculatory duct

'/ /) /40 Prostatic urethra
‘[& :://// j/ Deep muscles of perineum

e Bulbourethral gland

_—Ii Muscles of perineum

surrounding anus
Membranous urethra

Corpus cavernosum

Spongy urethra

Testis
Epididymis |

Corpus spongiosum Scrotum

External urethral opening

Sekil 1: Erkek Ureme Sistemi. Erkek iireme sisteminin yapilar1 testisleri,
epididimitleri, penisi ve semen iireten ve tasiyan kanallar1 ve bezleri igerir. Sperm,
skrotumdan, spermatik kord i¢inde bulunan duktus deferens i¢inden ¢ikar. Seminal

vezikdller ve prostat bezi, sperm {izerine semen olusturmak igin sivi ekler.



4.1.1. Testis

Testisler glandiiler dokudan olusur ve her testis, yogun beyaz fibréz bir kapsiil olan

tunica albuginea'da bulunur (Thibodeau and Patton, 2005). Testisler gevsek deri,
yuzeyel fasya ve diiz kastan olusan bir kese olan skrotumda tutulur (Tortora and
Derrickson 2013). Testisler, dogumdan yaklasik iki ay once karin boslugundan ve
skrotal keseye inerler, boylece viicut disinda uzanirlar (Peate, 2009). Bu 6nemlidir
clinkii testislerin sicaklig1 spermin gelisimi ve hayatta kalmasi i¢in ¢ok dnemlidir ve
¢ekirdek viicut sicakligindan daha diisiik olmasi gerekir (Thibodeau and Patton, 2005).
Dis ortam ¢ok soguk olursa, skrotal kese i¢indeki istemsiz kaslar biiziiliir ve testisleri
viicuda yaklastirir, viicut 1s1sinin emilmesini saglar ve 1s1 kaybini azaltir. Dig ortam
cok sicaksa, iskelet kaslar1 gevser ve testisler daha soguk havanin dolastig1 yerlerde
sicakliklarini diisiirmek i¢in iner (Tortora and Derrickson, 2013). Testislerin glanduler
dokusu, her biri t¢ adet seminifer tibal iceren 200-300 lobul icerir (Watson, 2005).
Sperm, seminifer borularin duvarlarinda gelisir ve borularin liimenine salinir.
Sertoli hiicreleri tarafindan, yarim tiibiiller igerisinde {iretilen sivi, spermin testis
kanallarinda tasinmasini saglar (Thibodeau and Patton, 2005). Gen¢ erkeklerde
seminifer tlipler tarafindan her giin yaklasik 120 milyon sperm iiretilmektedir (Peate,
2009). Sperm firetimi, erkekler yaslandik¢a yavaslama egilimindedir (Farley et al.,
2011), ancak daha yash erkekler, seksenli ve doksanli yaslarda ¢ocuk sahibi olmaya
devam edebilir. Lobiiller arasinda interstisyel denilen kiiciik 6zel hiicreler veya
erkeklik hormonu testosteronu salgilayan Leydig hiicreleri bulunur (Thibodeau and
Patton, 2005). Testikiiler kapsiil 3 tabakadan meydana gelmistir.

1- Tunika Vaginalis: En digta bulunan ve diizlesmis mezotelyal hiicrelerden olusan
tek bir tabakadir. Kapali ser6z kesenin visseral tabakasi peritondan koken alir. Testisin
On ve yan vyiizeylerini cevreler. Ayrica ylizeyde skrotum {izerinde uzanarak
T.vaginalisin paryetal tabakasini olusturur. Tunika vaginalisin visseral tabakasi bir
bazal lamina {izerine oturmustur. Visseral ve pariyetal tabakalar arasindaki serdz
bosluk testisin serbestce hareketine izin verir.

2- Tunika Albuginea: En belirgin tabakadir ve bazal lamina ile tunika vaginalisten
ayrilmistir. Tunika albuginea diiz kas hiicreleri iceren yogun fibroelastik bag dokusu
yapisindadir. Testisin epididimise komsu oldugu posterior ylzeyde bu duz kas

hiicreleri daha yogun halde bulunurlar.



3- Tunika Vaskiiloza: Testikiiler kapsiiliin en i¢ tabakas1 olan tunika vaskiiloza ince

bir areolar bag dokusu icerisine gomiilmiis olan kan damarlar1 aglarindan olugsmustur.
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Sekil 2: Testis yapis1 ve seminifer tiibiiller (Netter F.H. ,2008)
4.1.2.Seminifer tabuller

Yetiskin bir insan testisinin ortalama hacmi 30 mL'dir ve parankimasi tunica
albuginea'dan kaynaklanan septasyonlarla 200-300 lobiile boliinmiistiir. Bu lobiillerin
her biri, gerildigi zaman uzunlugu 70-80 cm olan ve testis basina toplam 250 m
uzunlugunda olan, her biri bir ila ti¢ dongii STs igerir (Turek, P. J., 2012). ST'ler
testisin islevsel birimidir ve organin iigte ikisini kaplar. Bunlar bazal membrandan,
Sertoli htcrelerinden (SC'ler) ve ¢esitli olgunlasma asamalarindaki germ
hiicrelerinden olusur. Simdiye kadar 13 tip insan germ hiicresi (GC) tanimlandi.
Bunlar olgunlasma diizende siniflandirilmisg, karanlik tip A spermatogoniumlar olan,
soluk tip A spermatogoniumlar, B tipi spermatogonia, preleptotene, leptoten, zigoten
ve primer spermatositler, ikincil spermatositler pakiten ve Sa, Sh, Sc, Sd1 ve Sd2
spermatidleri (Clermont, Y., 1963). Bir peritubuler doku ST'yi gevrelemektedir ve

myoid hiicrelerin katmanlarindan, fibrosit benzeri adventisyel hicrelerin ve kolajen
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matrisinden olugsmaktadir. SC'ler ile birlikte, bu peritubiiler doku kan testis bariyerini

(BTB) olusturur (Hermo, L., Lalli, M., and Clermont, Y., 1977).

4.1.3.Sertoli hicreleri

Uzun, prizmatik sekilli bu hiicreler bazal lamina iizerine oturmustur. Bazal
laminadan seminifer tubul liimenine uzanir ve gelismekte olan spermatogenik
hiicrelere kriptalar sagladigi icin diizensiz apikal ve lateral hiicre membranlarina
sahiptirler. Okromatik Sertoli hiicre cekirdegi 7-9 nm kalinhiginda filamentoz bir
kilifla ¢evrilmistir ve hiicre tabaninin biraz yukarisinda yer alir. Oval veya lggen
sekilli biiyiik soluk ¢ekirdek derin invaginasyonlarla karakterizedir ve 1-2 adet belirgin
cekirdekgik igerir. Cekirdeklerin sahip olduklar1 karakteristik g¢ekirdekgikler bu
hiicrelerin spermatogenik hiicrelerden ayirt edilmesinde olduk¢a dnemli bir kriterdir;
cekirdekg¢ik oldukga belirgindir, merkezi asidofil kismin periferinde bazofil materyal
kiimeleri gorulir. Tespit edilmis preparatlarda sitoplazma retikiiler gériiniimdedir,

igerisinde kiictik fibriller, lipid damlaciklari, kiigiik uzamis mitokondriyonlar bulunur.
Sertoli hiicreleri;

1. Spermatik hiicreleri i¢in gerekli besini ve fiziksel destegi saglamak

2. Sitoplazmik artiklar1 fagosite eder.

3. Fruktozca zengin bir s1v1 sentezler ve salgilar.

4. Birbirleriyle yaptiklar1 siki baglantilarla spermatogenetik hiicreleri iglerinde
muhafaza ederek kandaki savunma hiicrelerinin otoimminitesinden korurlar (Kan
Testis Bariyeri)

5. ABP ve inhibin salgilar.

6. Testikiiler transferrin ile demir alinimin1 saglar.

7. Antimiillerian Hormon (MIF) ile embriyogenezisde ovaryum olusmasini engeller

(Kierszenbaum A. L., 2006, Esrefoglu M., 2016).

4.1.4.Leydig hicreleri

Leydig hiicreleri, erkek cinsel organlarinin ve beyin erillesmesinin farklilasmasi
icin gerekli olan yuksek androjen diizeylerini (testosteron veya androstenedion) uretir.
Androjen iiretimi, bu hiicrelerin kaybiyla azalir ve dogum sonrasi nadir goriliir.

Testosteron daha sonra kok hiicrelerden yetiskin Leydig hiicre gelisimi ile kademeli
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olarak yiiksek seviyelere cikar. Yetigkinlerde, luteinize edici hormon (LH), Leydig
hiicresi LH reseptorlerine baglanma, cAMP {iretimini uyararak, kolesterol
translokasyon oranini mitokondriye yiikseltir. Kolesterol, i¢c mitokondriyal zardaki
CYPI11A1 enzimi tarafindan pregnenolona ve mitokondri ve piiriizsiiz endoplazmik
retikulum enzimleriyle testosterona pregnenolona metabolize edilir. I¢ mitokondriyal
membrana kolesterol translokasyonu, kolesterol baglayici translokatdr protein,
gerilime bagli anyon kanal1 ve diger mitokondriyal ve sitosolik proteinlerden olusan
mitokondriyal temas bolgelerinde olusan bir protein kompleksi aracilik eder.
Steroidojenik akut duzenleyici protein, membranlar boyunca kolesterol hareketlerini
arttirmak ve bdylece testosteron olusumunu arttirmak i¢in bu komplekste etki eder.
14-3-3y ve € bagdastiric1 proteinleri, olusan azami steroid miktarini kontrol eden,
steroidogenezisin negatif diizenleyicileri olarak gérev yapar. Testosteron Gretimindeki
diisiis bircok yaslanma ve geng erkekte meydana gelir ve bu da metabolik ve yasam
kalitesi degisiklikleriyle sonuglanir. Testosteron replasman tedavisi, hipogonaadal
erkeklerde serum testosteron seviyelerini yukseltmek icin yaygin olarak kullanilir.
Testosteron olusumunda yer alan mekanizmalardan edinilen bilgiler sayesinde, Leydig
hiicre stimiilasyonuyla serum testosteronu arttirmak i¢in farmakolojik araglar

kullanilmasi da diisiintilebilir.

4.1.2 Erkek Genital Kanal Sistemi

4.1.2.1.Duktili eferentes, Epididimis, Ductus Deferens

Erkek iireme sisteminin kanallar1 epididimitler, vas deferens, bosalma kanallar1 ve
tretradir. Sperm, seminifer tiibiillerden, skrotum ic¢indeki her testisin iistiinde ve
arkasinda uzanan epididimine gider (Watson 2005). Epididim, ¢ogunlukla alt1 metre
uzunlugundaki sikica sarilmis duktus epididiminden olusur. Sperm epididimde
olgunlasir, daha hareketli hale gelir ve ikincil oositi dolleyebilir. Sperm bu kanal
boyunca cinsel uyarilma sirasinda giiglii peristaltik kasilmalar ile vas deferens'e
ilerleyin (Tortora ve Derrickson 2013). Vaz deferens ayrica sperm igin gegici bir depo
gorevi goriir. Epididim, kasik kanalindan gegen ve mesanenin arka ylizeyinden gecen
pelvik bosluga giren vas deferens'i olusturmak icin diizeltir ve genisler. Vas deferens
Ureter Gizerinden ve idrar torbasiin arkasindan geger ve bosalma kanalini olusturmak

i¢in seminal vezikiil kanalina baglanir (Tortora and Derrickson, 2013). Penise girerken

11



vas deferens'e kan ve lenfatik damarlar ve otonom sinirler eslik eder; bunlar ve vas
deferens birlikte spermatik kord olusturur (Tortora and Derrickson, 2013). Bosalma
kanal1, prostat bezinden geger ve spermin iiretraya ulagsmasi i¢in bir yol goérevi goriir.
Uretra, spermin bosalma kanallarindan penisin iginden dis iiretral orifiste viicudun

disina gegmesi igin bir yol saglar (Thibodeau and Patton, 2005).
4.1.2.2.Penis ve Uretra

Penis baglica ii¢ silindirilk erektil doku kitlesi ile iiretrayr icermekte olup, distan
deri ile sarilmistir (Junqueira et al., 1998). Uretra penis icinde bulunur ve hem semen
bosalmas1 hem de idrar atilimi i¢in bir yol saglar. Anatomik olarak penis bir kok, viicut
ve penis basi penisinden olusur. Penisin gévdesi ii¢ erektil doku kolonu igerir: iiretray1
cevreleyen korpus spongiosum ve iki lateral corpora cavernosa (Thibodeau and Patton,
2005). Bu kolonlar cilt ve deri alt1 tabaka ile kaplidir ve miikemmel bir kan kaynagina
sahiptir. Korpus spongiosumun distal ucu tiggen bir yap1 olusturacak sekilde genisler,
tretranin  viicudun disina ¢iktigi glans penisini meydana getirir (Tortora and
Derrickson, 2013). Glans penisi, siinnet veya siinnet derisi denilen gevsek bir sekilde
oturan iki kat ciltle kaplidir (Watson, 2005).

4.1.3.Erkek Genital Sistemin Yardimeci Bezleri

Aksesuar cinsiyet bezleri seminal vezikuller, prostat bezi ve burbourethral
bezleridir. Eslestirilmis seminal vezikiiller, arka duvarda mesanenin tabaninda bulunur
(Clancy and McVicar, 2009). Seminal vezikiiller, seminal sivi hacminin yaklagik
%60'na katkida bulunur. Bu viskoz, alkalin salgilama, spermlere enerji saglamak icin
fruktoz, spermin sitoplazmasinda metabolik reaksiyonlarda rol alan spermin kadin
tireme sistemi ve askorbik asit yoluyla hareketini gelistirmek i¢in prostaglandinleri
icerir (Clancy and McVicar, 2009). Prostat bezi, idrar yolunu idrar kesesini biraktigi
yerden sayar. Halka seklindedir ve yaklasik olarak bir golf topunun biiyiikliigiindedir
(Tortora and Derrickson, 2013). Prostat bezi ergenlik doneminden 30 yasina kadar
stabil hale geldiginde hizla biiyiir, ancak 45 yas civarinda erkeklerde tekrar biiyiimeye
baslayabilir (Tortora ve Derrickson 2013). Prostat bezi ince, siit renkli bir siv1 {iretir
ve semen hacminin%30'unu olusturur. Bu s1v1 spermin aktivitesine katkida bulunur ve
hareketliligini siirdiirmeye yardimci olur (Thibodeau and Patton, 2005). Iki
burbourethral rakor sekli ve biiyiikliigii bir bezelye ile aynidir. Prostat bezinin altina
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uzanirlar ve alkalin salgilarimi tiretranin penil kismina bosaltirlar. Salgilarin alkali
dogasi, spermi idrar yolundaki asidik idrardan (Clancy and McVicar, 2009) ve
vajinanin asidik ortamindan korur. Mukus benzeri salgilar, penisin ve iiretranin
yaglanmasim saglayarak, bosalma sirasinda spermin zarar gérmesini azaltir. Semen,
sperm ve seminal veziklllerden, prostat bezinden ve burbourethral bezlerden
salgilanan seksten olusur. Semen'in pH degeri 7.2-7.7'dir, bu onu biraz alkalin yapar.
Tipik bir bosalma hacmi, 50-150 milyon sperm / mL iceren 3.5-5.0 mL'dir. Cok sayida
sperm gerekir ciinkl birka¢c sperm sekonder oosite ulasir (Tortora and Derrickson,
2013).

4.2. Spermatogenez

Spermler, gelisim sirasinda gonadlara giren ilkel germ hiicrelerinden elde edilir.
Primordial germ hiicreleri, goc ettikleri ve yerlestikleri varsayimsal gonadlardan biraz
uzakta ortaya cikabilir. Germ hattinin olusumu, bu hiicrelerin somatik hiicrelerden
ayrilmalarina neden olan bir sitoplazmik bilesen olan germ-plazmanin varligina
bagldir. ilkel germ hiicreleri gonadda yerlestiginde, organizmanin iireme icin ihtiyag
duydugu gamet arzini iiretmek i¢in mitoz tarafindan boliinen kok hiicreler haline
gelirler. Gonadlara girdiklerinde, germ hiicreleri, onlar1 destekleyen, besleyen ve
koruyan spesifik somatik hiicrelerle birlesebilir; bu somatik hiicreler Sertoli
hicreleridir. Proliferatif faz sirasinda, germ hiicrelerine gonia (spermatogonia) adi
verilir ve organizmanin iireme i¢in ihtiya¢ duydugu gametlerin yasam arzini iiretmek
icin mitoz tarafindan boliinecek bir kok hiicre popiilasyonu olarak islev goriir.
Organizma olgunluga ulastiginda, germ hiicreleri fonksiyonel gametlere farklilasma
yetenegi kazanir ve kromozom sayisini 2n'den 1n'ye diislirmek i¢cin mayozdan geger.
Spermler, spermatogenez islemi ile iiretilir. Spermatogenez dort asamaya ayrilir: (a)
Primordial germ hiicrelerinin ekstragonadal orijini, (b) Germ hucrelerinin mitozla
cogalmasi, (c) Mayoz gecirmesi, (d) Spermatozoanin yapisal ve fonksiyonel

olgunlagmasi.

Spermatogenez, spermatidlerin olustugu siirectir. Epitelinin bazal laminasinin
yaninda yer alan ve yaklasik 12 um ¢apinda nispeten kiiciik bir ilkel germ hiicresi olan
spermatogonyum ile baslar. Cinsel olgunlukta, spermatogonia, art arda hiicre kusaklar

tireterek, mitoz boliinmeye baglar. Spermatogenezis, 3 faza ayrilabilir.
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1)Spermatogonial faz: Spermatagonia, kok hiicreleri ve primer spermlerin olugsmast
igin mitoz boliiniir. Spermatogonal faz sirasinda Ap tipi spermatogonia (Ad tipindeki
kok hiicreler), ¢oklu klonlar iiretmek igin tekrarlanan mitotik boliinmeye maruz kalir;
Bu boliimler sirasindaki sitokinez tamamlanmamis ve kok hucrelerin hepsi bir
plazmodyum olusturan bir sitoplazmik koprii ile baglanmistir. Bu sitoplazmik
stireklilik, baglantili hiicrelerin senkron gelisiminden sorumludur. Bu evrenin sonunda
bagli Ap tipi spermatogonya B tipi spermatagonya olarak farklilasir.

2)Spermatosit fazi: Primer spermler, haploid spermatidler tiretmek i¢in iki mayotik
bOlime tabi tutulur. Spermatosit fazi sirasinda her B tipinin mitotik bdliinmesi,
spermatagonya, seminifer tiibiiliin liimen kompartmanina gé¢ eden 2 kardes primer
spermi Uretir. Mayoz 1 gecirilmeden 6nce, bu hiicreler DNA'larin1 kopyalar, boylece
kromatitler DNA'nin (2d) miktar1 kadar iki katina c¢ikarilir (4N). Mayoz 1
basladiginda, iistinden gegme olabilir ve metafaz sirasinda maternal ve parental
kromozomunun rastgele ayrilir. Mayozun 1 sonunda, iki sekonder sperm (2N, 1d)
olusur. Sekonder spermatozitler, spermatidlerin (IN, 0.5d) olusmasiyla sonuglanan
DNA sentezi (S faz1) olmadan hizli bir sekilde mayoz 2'ye gecerler.

3)Spermatid faz: Spermatidler olgun sperm hiicrelerine farklilasir (spermatozoa).
Spermatid faz (Spermiogenesis) sirasinda Spermatitler (olgunlasmamis gametler),
fiziksel olarak Sertoli hiicrelerine bagl kalirken spermatozoa (olgun gametler) halinde

gelisir.
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Sitoplazmik kopruler

Geng spermatidler

Sekonder spermatositler

Primer spermatosit

Spermatogonyum

Interstisyel hler
Sekil 3: Seminifer tibil ve ¢evresindeki dokunun bir bolimu (Junqueira et al., 1998).
4.3.Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatozoalarin iiretiminin son asamasidir. Spermiyogenez
sirasinda spermatitler, erkek DNA'sin1 yumurtaya vermek i¢in olduk¢a uzmanlagmis
hiicreler olan spermlerin spermatozoalarina doniisiir. Bu islem sirasinda hiicre
bolinmesi olmaz. Spermiyogenez, akrozomun olusumunu, yogunlagsmayi ve
¢ekirdegin uzamasini, flagellum gelisimini ve sitoplazmanin ¢ogunun kaybin1 iceren
karmagik bir islemdir. Sonugta olgun spermatozoon, daha sonra seminifer tiibiiliin
liimenine salimir. Bu 4 asamada gerceklesir: Golgi, cap, akrozom ve olgunlasma

asamalar1 (Toshimori, 2009).

1)Golgi asamasi: Spermatitlerin kutuplar1 kurulur. Trans-Golgi agindan tiiretilen
proakrozomal vezikiiller, merkezdeki niikleer zarfla ve proksimal kismiyla yakindan
iliskili olan akrozomal graniilleri igeren tek bir biiyiik akrozomal bosluk olusturmak
i¢in birlesir. Bunu takiben, sentrioller flagellum olusumunu baslatmak i¢in karsi uca
go¢ ederler.

2)Cap asamasi: Spermatitler gelistikce, akrozomal vezikiil (kapak) yavas yavas
diizlesir ve ¢ekirdek tlizerinde yayilirken Golgi cihazi es zamanli olarak biiyiiyen boyun
bolgesine dogru go¢ eder. Bu asamada, yuvarlak spermatidler 200'den fazla spesifik

transkript (gen) eksprese eder. Bununla birlikte, akrozom biyogenezindeki kritik
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kontrol noktalari, cap fazindan uzama fazina gegistir. Bu nedenle spermiogenez, bu
asamada gen silme (Herb ve GOPC genleri gibi) ile kolayca bozulur. Bu mutantlarda
Golgi'den tiiretilmis vezikiiller kaynasmaz ve spermatidler biiyiidiikge akrozomal
graniiller ¢ekirdekten tamamen ayrilir.

3)Akrozomal faz: Spermatid yeniden yonlendirilir, bdylece flagellum limene
uzanir ve akrozom bazal laminay1 gosterir. Cekirdek diizlesir ve uzar ve sitoplazma,
flagellum etrafindaki mitokondriye konsantre olmak icin posterioral olarak hareket
eder. Sentrioller g¢ekirdege geri go¢ eder ve baglanti pargast (boyun) olusturur.
Spermatid sitoplazmasi incelir, akrozom yavas yavas tistteki plazma zarina bakacak
sekilde yonlendirilir ve uzayan spermatidlerdeki niikleer halka bdlgesinden mangetler
gelismeye baslar. Akrozomal igerikleri yavas yavas elektron yogun bir matriste
yogunlasirken akrozomal kapagi uzar. Bir sonraki kontrol noktasi, uzama (akrozomal)
fazindan olgunlagsma fazina gecis donemidir. IgSF proteinini RA175 kodlayan genin
silinmesi, spermiogenezin yaklasik olarak erken uzayan spermatitler asamasinda
bozulmasina ve oligoteratozoospermiye neden olur.

4)Maturasyon fazi: Akrozomal vezikiillerdeki yogun madde (akrozomal graniil),
akrozomun 6n kismina ve arka akrozomuna nihayetinde farklilasan akrozomal zarin
tamamina yayilir. Bu siire zarfinda, temel molekiiller 6n akrozom ve arka akrozom
icine yer degistirmis ve diizenlenmistir. Akrozomal matris proteinlerinin translasyon
sonras1 modifikasyonlar1 ge¢ spermatitlerde gozlenebilir; Aslinda, akrozomal antijen
MC41 ekspresyonu ge¢ spermatidlerde aniden goruntr hale gelir. Spermiasyondan
hemen Once, spermatidlerin sitoplazmasinin ve organellerinin ¢ogu sitoplazmik
damlaciktan atilir ve spermatitler liimen i¢ine spermatozoa veya sperm olarak salinir.

Spermatidlerden salinan kalint1 cisimler sonunda Sertoli hiicreleri tarafindan yutulur.

16



@\ A SPERMATOGONIA

-
1 \

. bl = @) A« SPERMATOGCNIA

\‘\ S
k‘\ S S

ms S

@), SPERMATOGONIA

OOO—|

‘J

| |' |'

Sekil 4: Erkek Germ Hiicrelerinin olusumu (Fawcett, D. W., 1979).

4.4 Spermde Hiperaktivasyon Kontroli

Sperm hiperaktivasyonu zona pellusida'nin penetrasyonun gergeklesmesi igin
dollenmede 6nemli rol oynar. Hiperaktivasyon ayrica, oviduktal liimenden ve cumulus
oophorus matrisinden serbest birakilabilir. Hiperaktivasyon, spermdeki asimetrik
flagellar bikilme ile karakterize edilir. Esas olarak CatSper kanallarinin plazma
membranindan akmasi sonucu ortaya ¢ikan flagellar Ca2 + 'daki bir artisla ve Ca2 +
salinmasiyla tetiklenir. Daha fazla pH ve ATP iiretimi gerektirir. Ca2 + 'daki artis
tetikleyen fizyolojik sinyaller belirsiz kalir, ancak artmis Ca2 +' nin bir calmodulin /
calmodulin kinaz yolu boyunca etki ettigine dair kanitlar vardir. Hiperaktivasyon,
kapasitasyon isleminin bir pargasi olarak kabul edilir ve spermi oosit yoninde
cevirmek icin kemotaktik sinyallerle modiile edilebilir. 1970 yilinda Yanagimachi,
hamster sperminin, in vitro oositleri dolleme yetenegini kazandikca asir1 aktif hale
geldigini bildirdi. Spermin bu sekilde yiizdiigiinii, ovidiiktal ampulla duvarlarindan
gortlebildigini gozlemledi ve bu 'hiper aktif' hareketin, oosite ulagsmak i¢in veya

kimulus ve zona pellusida'dan gegmek icin daha fazla itici gii¢ sagladigini 6ne siirdii

17



(Yanagimachi, 1970). in vitro oviduktal epitel detoksifikasyonuyla insan sperminin

hiperaktivize edildigi ¢aligmalarla gosterilmistir. (Pacey et al., 1995).

4.4.1 Hiperaktivasyonun Sperm Kuyruk Hareketine EtKisi

Tirlerin ¢ogunda, olgunlasmis spermler salinana kadar epididim igerisinde
hareketsiz tutulur, bunun {izerine hizla yiizmeye baslarlar. Bu siire¢ hareketliligin
aktivasyonu olarak bilinir. Aktivasyon sperm kuyrugunun asimetrik bir kamg1 hareketi
yapmasina sebep olur (Suarez and Dai, 1992). Sperm hiperaktivasyona ugradiginda,
flagellar kivrimin genligi, genellikle flagellumun sadece bir tarafinda artar. Bu,
oldukca asimetrik olan ve genellikle hiperaktivasyonlu spermin yizmesine neden olan
bir vurus deseni {iretir. Son derece asimetrik biikiimler, sekiz rakamli hareket kaliplari
olusturur. Asimetrik flagellar kivrilma hareketi sirasinda, kafanin sabit sekilde
yuvarlanmasi, hiperaktivize edilmis insan spermi i¢in tarif edilen sarmal izlere yol

acabilir (Morales et al., 1988).

Sekil 5: (A) Aktif ve (B) Hiperaktivasyonlu Sperm (Morales et al., 1988).
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4.5.Sperm CATSPER Kanali Ve Hiperaktivasyon Iliskisi

Fertilizasyon sirasinda Ca2 + sinyalleri, sperm kapasitasyonundan ve
hareketliliginden sperm ve yumurta arasindaki fiizyona kadar her adimda merkezi bir
rol oynar (Yanagimachi et.al. ,1994). ikincil mesajc1 Ca2 + iki kaynaktan gelebilir:
plazma membran kanallarindan getirilen hiicre dis1 Ca2 + veya organellerde depolanan
Ca2 +. Hiperaktivasyon i¢in baskin Ca2 + kaynagi, CatSper ailesindeki proteinlerin
olusturdugu plazma zar1 Ca2 + kanallarindan getirilen hiicre dis1 Ca2 + 'dir (Kirichok
et al.,, 2006). Memeli sperminde birka¢ Ca2 + gegirgen iyon kanali proteini
bulunmustur. Bunlar voltaj kapili Ca2 + kanallarini, gegici reseptor kanallarini, siklik
niikleotid kapili kanallar1 ve CATSPER kanallarini igerir (Darszon et al., 2005).
Bununla birlikte, sadece dort memeli CatSper Uyesi (CatSpers 1-4) testiste kisitlayici
bir sekilde eksprese edilir ve erkek dogurganligi icin gerekli oldugu acikca
gosterilmistir. Dort CATSPER proteini esas olarak sperm kuyrugunun distal kisminin
plazma zarmna, ana parcaya yerlestirilir ve heterotetramerik, pH ve voltaja bagl bir
Ca2 + gegirgen kanal olusturur. CatSper proteinleri sadece erkek germ hiicrelerinde
eksprese edilir ve olgun spermlerde flagellumun ana pargasina yerlesir (Carlson et al.,

2005; Jin et al., 2007).

insan Spermi

"\‘" Progesteron
o™ i rj‘:D [ =4
=

out

Sekil 6: insan sperminin kemosensér sinyal yollarinda CatSper'in rolii

CATSPER kanallarindan Ca2 + girisi hiperaktivasyonun tetiklenmesinde rol
oynar. Ca2 + girisinin fare sperminde kuyruktan bas kismina dogru Ca2 + yayilmasini

tetikledigi gosterilmistir. 8-Br-cAMP, 8-Br-cGMP veya alkalin depolarizasyonu ile
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aktive edildiginde, hiicre i¢i Ca2 + konsantrasyonundaki CATSPER'e bagl bir artis,
ana pargada baslar, orta par¢a boyunca ilerler ve kafaya birka¢ saniye icinde
ulasir((Xia et al., 2007).

CatSperl ve CatSper2'nin fare sperm hareketliligi ve erkek fertilitesi icin gerekli
oldugu tespit edilmistir (Carlson et al., 2003, 2005). Son zamanlarda, sperm hicresi
kapasitasyonu sirasinda alkalilestirme ile Ca2 + akim aktivasyonu i¢in CatSperl'in
gerekli oldugu ortaya c¢ikmustir (Kirichok et al., 2006). Primat ve kemirgende
CatSperl'in evrimi ¢aligmasi, ayrica sperm rekabetinde 6nemli fizyolojik rollerini de
ortaya koymaktadir (Podlaha et al., 2003; Podlaha et al., 2005). CatSper3 ve
CatSper4'e gelince, son zamanlarda yapilan bir ¢aligma akrozom reaksiyonu ve erkek

fertilitesindeki rollerini 6nermistir (Jin et al., 2005).

1
- Kadin Yumurta

CatSper1 CatSper2 I
n X
}

}

Aksonem

Asimetrik Kamgi Hareketi Simetrik Kamgi Hareketi

Sekil 7: Sperm hiicresi hiperaktivasyon hareketliliginin baglatilmasi i¢in hipotetik bir
model (Quill et al., 2003)
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4.6.Progesteron Sperm Iliskisi

Progesteron oositi ¢evreleyen yumurtaliklar ve kiimiliis hiicreleri tarafindan
salinan folikiiler stvinin 6nemli bir bilesenidir. Folikiiler sivida yiiksek seviyelerde
bulunan progesteron, insan spermatozoasinda akrozom reaksiyonunun baglatilmasi
icin fizyolojik bir uyarict olarak gosterilmistir (Osman et al., 1989). Nanomolar P4
konsantrasyonlari, genomerik olmayan P4 reseptor yolu boyunca etki eder ve katyon
kanalinin aktiflestirilmesi yoluyla Catsper kanalinda yiiksek bir artisa sebep olur.

Hicre ici [Ca2 +] 'deki bu artis, hiperaktivasyon olarak bilinen sperm hareketliliginde

degisikliklere yol agar ve akrozomal ekzositoz i¢in spermi baslatir.

Sekil 8: Yumurtalik fallop tiipii igerisinde kiimiiliis ¢evrili insan oositinin (ortada)

6l¢eklendirilmesi i¢in ¢izilen bir sema (Suarez and Pacey, 2006).

Progesteron, sperm fonksiyonlarini uyarir, orn. hiperaktivasyon, akrozom
reaksiyonu, oosit zona pellusida'ya baglanma ve hamster oositine penetrasyon orani.
Bu etkilerin fizyolojik 6nemi, progesteron igerigine gore sperm fonksiyonunu modiile
eden kadin genital sistem sivilart kullanilarak gosterilmistir. Progesteron, klasik

niikleer reseptdrlerin aksine, spermatozoonun plazma membraninda bulunan spesifik
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sperm baglanma bolgeleriyle etkilesime girer. Baglanma c¢alismalari, insan
spermatozoonunda iki progesteron reseptdrii sinifinin varligini ortaya koymustur, bir
sinifin yiiksek bir afinite sabiti (nanomolar) vardir ve progesteron i¢in spesifiktir, diger
sinif ise mikromolar aralikta bir afinite sabiti vardir ve digerlerine esit derecede iyi
baglanir. Progesterona maruz kalmanin ardindan ana olay, hiicre i¢i serbest kalsiyum
konsantrasyonunun hizli (saniyeler i¢inde) artmasi ve ardindan birkac¢ dakika devam
eden (plato fazi) siirekli bir artistir. Progesteron ayrica, tripsin benzeri bir proteolitik
aktivite, poliaminin biyosentezi (putresin ve spermidin), fosfolipaz A2 etkinligi ve
sperm hiicresindeki protein tirozin kinaz aktivitesini uyararak sperm fonksiyonunu da
modiile eder. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, kloriir iyonu akisinin progesteronun
akrozom reaksiyonunu arttirmasi i¢in hayati oldugunu gostermistir. Bu etki, noronal
GABA (A) reseptoriine benzeyen bir sperm membran reseptorii ile etkilesimle elde
edilir. Buna gore, spermatozoon plazma membraninda GABA (A) reseptorleri
bulunmustur ve GABA, hiperaktivasyonu uyarmakta ve akrozom reaksiyonunu

desteklemektedir.

Steroid hormonlar1 gelisme, metabolizma, iltihaplanma, iyon homeostazi ve iireme
gibi temel organizma fonksiyonlarimi kontrol eder. Konvansiyonel modele gore,
steroid hormonlari, bir steroid hormona baglandiktan sonra hormon reseptor
kompleksinin ¢ekirdege translokasyonunu baglatan ilgili bir genomik reseptor
tizerinden sinyal verir. Orada gen ekspresyonunu degistirerek transkripsiyon faktorii
olarak hareket eder ve bdyle bir islem saatlerce siirebilir (Losel and Wehling, 2014).
Bununla birlikte, hiicrenin hiicre dis1 tarafinda membran reseptoriine baglanan steroid
hormonu tarafindan baslatilan daha hizl1 bir yol daha vardir. ikinci sinyal, genellikle
iyon kanallarinin aktivasyonu ile sonuglanan ikinci habercileri ve sinyal iletim
basamaklarini igerir. Kadinlik hormonu progesteron (P4) spermin esas kalsiyum kanali
Catsper’i aktive eder ve potasyum kanali KSper'i genomik olmayan yollar ile bloke
eder. Iyon kanali fonksiyonlarinin steroid hormonlarla modiilasyonu kalpte,

néronlarda, duz kastave pankreas beta hicrelerinde bildirilmistir (Miller et al., 2016).
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4.7.Sperm Kalsiyum liskisi

Kalsiyum (Ca), huicre ici bir ikinci haberci olarak gorev yapan 6nemli bir unsurdur.
Spermatozoa’da spermatogenez, sperm hareketliligi, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve dollenme gibi bircok fizyolojik strec icin gereklidir. Her ne kadar Ca
eksikliginin sperm fonksiyonu ve erkek kisirligi tizerindeki etkileri genis c¢apta
arastirilmis olsa da, bu anormallikler i¢cin mekanizmalar iyi diisiiniilmemistir. Koti
sperm hareketliligi, kemotaksinin bozulmasi, kapasitans, akrozom reaksiyonu ve
steroidojenez, Ca eksikliginin erkeklerde infertiliteye neden oldugu baslica
mekanizmalardir. Bu nedenle, sperm fonksiyonunu gii¢lendirmek ve basarili bir
dollenmeye yol agan tiim adimlar i¢in ideal bir seminal Ca konsantrasyonu gerekir.
Ayrica, bu mekanizmalarin tanimlanmasi erkek iireme sistemindeki Ca eksikligi
mekanizmalar1 ve daha iyi bir klinik yaklagim gelistirmenin yolu hakkinda degerli
bilgiler saglar. Ca, memeli semeninin en kapsamli galisilan unsurlarindan biridir
(Blomberg et al., 2016). Hiicre i¢i ve evrensel bir ikinci haberci olarak Ca'nin, sperm
hiicrelerinin maksimum hareketliligi, kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom
reaksiyonu, kemotaksis ve dollenme siiregleri i¢in ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir
(Valsa et al., 2015). Insan spermatozoalari, bir kadmn Ureme sistemi yoluyla
olgunlagmadan 6nce bir oositi dolleyemez. Ddllenme ve olgunlagma siireci, hiicre igi
bir ikinci haberci olarak bu sirecte kritik bir dinamik rol oynayan bazi sinyallesme
basamaklar1 ve Ca tarafindan siki bir sekilde modiile edilir. Bu nedenle, Ca ile insan

sperm fonksiyonu ve dogurganlik sonucu arasinda yakin bir iligki olabilir.

4.7.1.Kalsiyum ve erkek infertilite iliskisi

Ca, hiicre proliferasyonu, protein salgilanmasi ve kas kasilmasi gibi farkli
biyolojik islemlerde diizenleyici bir faktor olarak gorev yapar (Valsai et al., 2015). Bu
biyolojik olaylarin ¢ogu, calmodulin olarak bilinen hiicre i¢i bir Ca reseptorii
tarafindan modiile edilir. Ca'ya baglandiktan sonra, kalmodulin farkli enzimleri,
ozellikle protein kinazlar1 (PK), fosfatazlari ve fosfodiesterazlari aktive edebilir
(Darszon et al., 2011). Na / K-ATPase ve inositol 1,4,5-trifosfat reseptori (IP3R),
hlcre ici bir Ca depo reseptorii olarak, hiicreler aras1 Ca konsantrasyonunu arttirir

(Costa et al., 2010).
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Prostat bezi, insan semeninde Ca'nin ana kaynagidir (Valsa et al., 2016). Prostatta
Ca konsantrasyonu, seminal vezikiiller ve epididimis ¢ok yiiksek oldugundan, ¢ok
sayida calisma Ca ve erkek kisirhigr arasindaki iliskiyi arastirmistir (Hommonai et
al.,1978). Birgok ¢alisma seminal Ca ile erkek kisirlig1 arasinda bir iliski oldugunu
bildirmistir. Ca kanali blokerlerinin erkek kisirligr ile iligkili oldugu da bildirildi.
Ornegin, Prien ve ark. hipomotilitesi olan erkeklerin sperminin Ca diizeyinin normal
motilitesi olan erkeklere gore anlamli derecede diisiik oldugu gozlendi (Prien et al.,

1990).

Benzer sekilde, Wong ve ark. (Wong et al., 2001), spermin hipomotilitesi olan
hastalarda seminal Ca seviyesinin fertil deneklerden anlamli derecede diisiik oldugunu
bildirmistir. Bagka bir caligmada varikoseli olan ve olmayan infertil erkeklerin seminal
plazmalarinda fertil erkeklere kiyasla anlamli derecede diisik Ca oldugu one
stirilmiistiir (Hamada et al., 2013). Diger ¢alismalar da erkeklerde yiiksek Ca diizeyleri
ile dogurganlik arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir (Logoglu et al., 1997).

Baska bir aragtirmada, normozoospermik infertil erkeklerin seminal plazmasinda
ki Ca konsantrasyonunun fertil erkeklerle karsilastirildiginda anlamli bir azalma
oldugu; ancak, infertilite siniflamasi ile iligkili degildi (normo-oligo ve azospermik),
(Abou-Shakraetal., 1989), (Nishida et al., 1996), insan sperminin diisiik Ca seviyesine
in vitro maruz birakilmasinin dollenme yetenegini arttirdigini  gdstermistir. Bu
nedenle, bu veriler azalmis seminal plazma Ca diizeyinin erkeklerde kisirliga neden
olabilecegini diisiindiirmektedir. Son ¢alismalar, D vitamini (VD) ve seminal Ca
konsantrasyonu arasinda yakin bir iligski oldugunu gostermistir. Blomberg Jensen ve
dig. (Blombergi et al., 2011), VD eksikliginin hiicre i¢i Ca seviyesinin diismesinin ve
ardindan zayif sperm hareketliliginin, sperm akrozom reaksiyonunun eksikliginin ve
erkek kisirlik riskinin artmas ile iligkili olabilecegini belirtmistir. Her ne kadar bu
caligmalar diisiik Ca diizeyleri ile erkek kisirlik riski arasindaki iliskiyi gostermis
olsada, Ca eksikliginin spermatozoanin doéllenme hizimi etkiledigi mekanizma iyi
aydinlatilmamistir. Bozulmus spermatogenez, steroidojenez eksikligi, zayif sperm
motilitesi, sperm kemotaksisinde anormallik, lireme ve akrozom reaksiyonu ve diisiik
fertilizasyon orani, erkek kisirligindaki Ca eksikligi etkilerinin olas1t mekanizmalari

olarak diistiniilebilir.
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Sekil 9: Ca2 + eksikliginin erkek kisirligina etkileri i¢in bir sematik (Beigi etal., 2019)

Hiicre i¢i ve seminal plazma Ca'daki degisikliklerin sperm fonksiyonunu ve
hareketliligini etkileyebilecegine dair kanitlar vardir. Spermatozoa, ortamin pH'ina
bagli olarak hiicre i¢i Ca konsantrasyonundaki bir degisiklige yanit olarak
hareketlerini module eder (Giroux et.al., 1997) . Cok sayida ¢aligma Ca ve sperm
motilitesi arasinda bir iliski oldugunu géstermistir (Bassey et al., 2013). Flagella'yl
yonlendirmek i¢in adenozin trifosfat (ATP) tarafindan Ca'nin biyokimyasal
gereksinimleri goz Oniine alindiginda, Ca ile sperm hareketlilii arasindaki iligki

mantikli gibi gériinmektedir.

Banjoko ve Adeseolu, hipomotil spermli erkeklerin (<%60) normal motiliteye
sahip erkeklere gore daha diisiik Ca konsantrasyonlar1 gosterdigini gozlemledi. Ayrica
seminal plazma Ca, sperm motilitesi ve sayisi ile negatif korelasyon gosterdi (Banjoko
et al., 2013). Bassey ve dig. (Bassey et al., 2013), seminal plazma Ca seviyesinin
oligospermik, azospermik ve asthenoligospermik infertil erkeklerde, normal erkeklere
gore anlamli derecede diisiik oldugunu goézlemlemisglerdir. Daha yeni bir c¢aligma,
seminal plazma Ca konsantrasyonu ile pH, hacim, sperm sayist ve% HOST dahil
semen parametreleri arasinda pozitif bir iligki bulmustur. Deneysel kanitlar, bir Ca
selatorii olarak EDTA'nin kullanilmasinin, Ca konsantrasyonunda bir diisiise ve
onemli miktarda sperm hareketliligine neden oldugunu gdstermistir. Bu, Ca'nin sperm

hareketliligi ve EDTA'nin spermatozoa iizerindeki yikici etkisi tizerindeki diizenleyici
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etkisini gostermektedir. Bagka bir deneysel ¢alismada, Uhland ve ark. 1,25 (OH) 2D3
isleminin, insan spermlerinde hiicre i¢i Ca deposundan hiicre i¢i Ca konsantrasyonunu
arttirdigini, sperm hareketliligini arttirdigin1 ve akrozom reaksiyonunu indiikledigini

gosterdi (Uhland et al., 1992).

4.7.2. Kemotaksi kalsiyum iliskisi

Sperm kemotaksisi, spermatozoanin yumurtaya dogru ¢ekildigi bir islemdir
(Eisenbach, 1999). Bu dollenme siirecinde 6nemli bir olaydir ve sperm-yumurta
etkilesiminin altinda yatan mekanizma hakkinda bir fikir verebilir. Son zamanlarda
yapilan caligmalar Ca'nin sperm kemotaksisinde merkezi bir rol oynayabilecegini
gostermistir ¢linkii sperm flagellar atimini diizenler (Yoshida, 2011). Spermatozoon,
disi ilireme sistemine bosaldiginda, progesteron, hiicre dis1 bosluklardan
spermatozoona Ca girigini uyarir. Hiicre i¢i Ca artmasi, sperm flagellalarinin
atilmasina neden olur ve daha sonra kemotaktik doniise ve “asimetrik kamg1”

hareketlerine neden olur (Golpour et al., 2016).

4.7.3.Kapasitasyonda ca’nin rolt

Kapasitasyon, sperm hiicrelerinin, oositle ulagmadan ve kaynasmadan 6nce disi
tireme sistemi boyunca hareketleri sirasinda bir dizi ardisik biyokimyasal ve molekiiler
olaya maruz kaldig1 bir islemdir. Sperm kapasitasyonu, disi iireme kanalinda bulunan
cesitli molekiiller tarafindan modiile edilir. Ca simdi sperm kapasitasyonunu
duzenleyen 6nemli faktorlerden biri olarak kabul edilir. Spermatozoon kapasitasyonu
sirasinda hiicre i¢i Ca diizeyinin yani1 sira membran hiperpolarizasyonunda artis
bildirilmistir (Geybels et al., 2017). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, Ca'nin sperm
CAMP-bagimli sinyalleme ve tirozin fosforilasyon yollarmin iki fazli bir sekilde
diizenlenmesi yoluyla sperm kapasiteyi modiile ettigini gostermistir (Golpour et al.,
2017). Ayrica, hiicre i¢i Ca dagiliminin, hayvanlarin erkek gametinde ¢iftlesme sonrasi
kapasitasyon sirasinda yeniden sekillendigi gosterilmistir (Niksirat et al., 2016). EkK
olarak, yakin tarihli proteomik arastirmalari, ryanodin reseptorii, troponin ve
sarkoplazmik Ca-baglayici protein gibi bazi proteinleri, iireme agamalarinda farkli
tireme asamalarinda hayvanlarin erkek gametindeki Ca sinyalizasyon islemlerine
katkida bulunabilecek proteinleri tanimlamistir (Niksirat et al., 2014). Ayrica yapilan

calismalar kalsiyumun Akrozom reaksiyonu sperm etkilesimi sirasinda kritik bir adim
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oldugunu belirtmistir. Bu, spermlerin niifuz ettigi ve oosit zar1 ile kaynastig1 bir
islemdir. Bir¢ok ¢alisma Ca'nin sperm plazma membraninin Ca kanallarindan aktigini,
akrozomal reaksiyonu ve sperm fertilitesini baslatmak igin gerekli oldugunu
gostermistir (Santi et al., 2010). Bu islem sperm-yumurta iletisimi i¢in gerekli olan
enzimlerin ve membran modifikasyonlarinin salinimi ile iligkilidir (Zaneveld, et.al.,

1991).
4.8.Sperm Hazirlama Yontemleri

Sperm yikama tekniklerinde yikama yapilirken kullanilan en yaygin iki teknik
Swim- up ve Gradient teknigidir. Swim-up tekniginde spermler kendi hareketliligi ile
semenden ayrilarak yukari dogru ylizerken, Gradient tekniginde normal sperm ve
anormal spermlerin yogunluklarinin farkli olmasi nedeniyle ayristirma miimkiin hale
gelir. Cift faz gradient metodunda en yogun tabaka alt kisitma konulur Gizerine daha az
yogunluk tabakasi konulur daha sonra en iistte semen olacak sekilde konumlandirilir.
Semen icerisindeki atiklar ve anormal spermler daha az yogun tabakaya gog ederler ve
birbirinden ayrilirlar. Swim up ve Gradient yikama sayesinde hareket gostermeyen,
immatiir, kromatin hasar1 olan anormal spermler ortamdan uzaklastirilir. (Ozkavukcu

ve Aras, 2017).
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TABLO 1: Semen Analizi Normal Referans Degerleri (WHO 5.Baski, 2010)

PARAMETRE REFERANS DEGER

>1,5ml
VOoLUM

7.2-8.0
PH

<3
VISKOZITE

>15x108 /ml
KONSANTRASYON

>39x10%/ml
TOTAL KONSANTRASYON
TOTAL MOTILITE >%40

(Progresif+Nonprogresif)

%32

PROGRESIF HAREKETLILIK

%4 Normal
MORFOLOJI

%58
VITALITE

<1
LOKOSIT

WHO parametrelerine gére sperm analizi terminolojilerinin tanimlar1 ve nedenleri:

1. Aspermi: Hic ejakulat olmamasi durumudur. Aspermi nedenleri arasinda
retrograd ejakullasyon, vaskiler nedenler, hormonal nedenler ve ereksiyon
bozukluklar1 bulunmaktadir.

2. Azospermi: Ejakulatta sperm yoklugu anlamina gelmektedir. Azospermi
yapan nedenler arasinda genetik bozukluklar, hormonal degisiklikler, germinal
aplazi, bilateral vas deferens yoklugu ve ejakiilator kanallarda tikanikliklar
sayilabilir.

3. Hipospermi: Ejakulatin hacminin 1,5 ml’den az olmast durumudur.
Hipospermi nedenleri arasinda prostat, seminal vezikiil ve vas deferensin
enfeksiyonu, travma ve tiimorlerinin yani sira; androjen eksikligi, ejakiilator
kanallarin tikanikliklar1 ve retrograd ejakiilasyon da bulunmaktadir.

4. Oligozoospermi: Sperm sayisinin 15 milyon/ ml’ nin altinda olmasidir.
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a. Hafif Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5- 15 milyon/ ml’ nin arasinda
olmasidir.

b. Siddetli Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ ml’ nin altinda
olmasidir.

Oligozoospermi idiyopatik olabildigi gibi; sistemik enfeksiyonlar,

kromozomal bozukluklar, inmemis testis, ilaglar, kronik sistemik

hastaliklar ve koit sikligina bagli olarak da gelisebilir.

5. Astenozoospermi: Ileri hareketli spermatozoa’ nin <%40 olmasi ya da ileri
hizl1 hareketli olanlarin <%32 olmas1 anlamina gelir. Pek ¢ok konjenital
nedenle veya enfeksiyon, ilag, 1s1 sebebiyle olusabilir.

6. Teratozoospermi: Normal spermatozoa morfolojisinin  <%4 olmasi
durumudur. Teratozoospermi yapan nedenler arasinda kromozomal
bozukluklar, toksik maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve epididim
enfeksiyonu bulunmaktadir.

7. Astenoteratozoospermi: Spermlerin motilite ve morfolojik incelemesinin her
ikisininde normal sinirlarin altinda olmasidir.

8. Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin sayi, motilite ve morfolojik
incelemesinde {i¢iiniin birden normal sinirlarin altinda olmasidir.

9. Nekrozoospermi: Ejekulatta %25 ten fazla 6lii sperm hiicresi bulunmasi
anlamina gelir. Idiyopatik olabildigi gibi; toksik maddelerle temas, Kartagener

Sendromu ve cinsel iligki sikliginda azalma nedeniyle de olusabilir.

4.8.1.Semen toplanmas1 (WHO 5.bask1 ,2010)

Semen numunesi laboratuvarin yakinindaki 6zel bir odada verilmedir. En az 2 en
cok 7 giinliik cinsel perhiz sonrasi semen numunesi alinir. Semenin alindig1 steris
kabin sicakligi 20°C ila 37°C arasindaki ortamda tutulur, tizerine 6rnek veren hastanin
ismi, kod numarasi, tarih ve saatin yazili oldugu bir etiket yapistirilir. Alinan 6rnek
likefiye olmast i¢in inkiibatore(37°C) veya c¢alisilacak laboratuvar masasina birakilir.

Ejekiilasyondan sonra 30 dakika veya 1 saat i¢inde analiz yapilir.
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4.8.1.1.Makroskopik inceleme

Renk: Likefiye olmus semen numunesi homojen, gri-opelesan bir gérinimdedir.

Sperm konsantrasyonu diisiik ise rengi diisiik opaklikta olabilir

Likefaksiyon: Alinan semenin tiimii genellikle 15 dk igerisinde likefiye olur,
likefaksiyon sirasinda hareketsiz spermatazoalar hareketli hale gecebilir bu nedenle
bekleme siiresi onem tagimaktadir. 60 dakika icerisinde likefiye olmuyorsa bu durum

kaydedilir.

Viskozite: Likefaksiyon sonrasi sperm pipet yardimiyla aspire edilerek olusan iplik¢ik
g6zlemlenerek semen vizkozitesi belirlenir ve not edilir. Normal sperm pipetten kiiglik
damlalar seklinde diismeyip uzun iplik¢ik halini alarak 2cm’den fazla ise anormal

olarak kaydedilir.
Hacim: Semen hacmi alt sinir1 1,5 ml’dir.

pH: Likefaksiyon sonrasi 1 saat icerisinde PH kagidi kullanilara dl¢iiliir. Referans

degeri 7,2°dir.

4.8.1.2.Mikroskopik inceleme

Aglutinasyon: Hareketli spermatozoanin birbirlerine bas-basa, kuyruk kuyruga veya

karisik yapigsmasiyla hareketinin kisitlanmasi agliitinasyonun tespitini saglar.

Motilite: Likefasyonda sonra 1 saat icerisinde sperm matilite icin numune lam lamel
arast ya da sayma kamarasina alinarak faz konstrast mikroskopta incelenir. Spermler
ileri hareketli(progresif), Progresif olmayan hareketli ve hareketsiz olmak Uzere
degerlendirilir. Toplam hareketlilik i¢in alt sinir %40, ileri hareketli spermler iginse alt

sinir %32°dir(WHO 5.baski, 2010).

Sperm Sayisi ve Konsantrasyon: Ejekulattaki toplam sperm sayisi1 gebelik i¢in ¢ok
onemli bir faktordur (Bonde ve ark., 1998; Larsen ve ark., 2000). Toplam sperm sayisi
ve sperm konsantrasyonu ayni1 anlamda degildir. Sperm konsantrasyonu, birim semen
hacmindeki spermatozoa sayisini ifade edip, spermatozoa sayis1 ve onlart seyrelten

stvi hacminin bir fonksiyonudur. Toplam sperm sayist ejekiilattaki toplam
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spermatozoa sayisini ifade eder ve sperm konsantrasyonunun semen hacmiyle ¢carpimi
sonucu elde edilir. Dogru sonuglar almak i¢in Neubauer hemositometre kamarasi
tercih edilir. Horwell veya Makler sayim kamaralar1 da kullanilabilir. Sperm sayis1
igin referans alt sinir1 15 milyon/mL’dir. Toplam sperm sayist igin alt referans degeri

39 milyon/mL’dir.

Morfoloji: Spermde morfoloji degerlendirilirken sperm bas1 diizgiin, ve oval seklinde
olmalidir. Bag alaninin %40-70’ini kaplayan iyi tanimlanmis bir akrozom bdlgesi
bulunmalidir. Orta parca ince, diizenli sinirli ve yaklasik sperm basi uzunlugunda
olmali ve orta parcanin ana ekseni sperm basinin ana ekseniyle ayni hizada
bulunmalidir. Ana par¢a, uzunlugu boyunca ayni genislikte olmali, orta par¢adan ince
ve yaklasik 45 pm uzunlukta (bas uzunlugunun yaklasik 10 kat1) olmalidir. Bag, orta
ve ana kisimdaki defektler not edilip, ylizdelikler hesaplanip referans degerlerine gore

sonug yazilir. Normal sperm morfolojisi i¢in alt sinir %4 tiir.
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Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii Semen Analizi Referans Degerleri

Diinya saglik Orgiitii 2010 semen analizi

Parametreler

En diisiik referans deger

Semen volimi (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayisi (10°) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10° / ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif I6kosit (108 / ml) <1.0
MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakulat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakilat) >13
Seminal notral glukozidaz (mU/ejakulat) >20
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Calismanin Tasarimi

Bu ¢alismada sperm yikama yoOntemi olarak “swim-up” (sperm yuzdirme),
odorant(progesteron) eklenmesi ve “imminfloresan” (protein tespiti) teknikleri
kullanilarak Normospermi ve Oligoastenoteratozoospermi kriterlerine uyan 56 hastada

sperm hiperaktivasyonu ve sperm kalsiyum kanallar1 degerlendirildi.

Calisma Ocak 2019-Haziran 2019 tarihleri arasinda Biruni Universite

Hastanesi’ne spermiyogram analizi i¢in basvuran hastalarda uygulandi.

Calismada 6nce ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul’una sunuldu
ve 2018/13-6 say1 ve 26.02.2018 tarihli etik kurul onayi alindu.

5.2.Hasta Se¢imi
Calismaya dahil olma kriterleri:
Oligoastenoteratozoospermi Grubu igin;

Erkegin semen analizinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gore yikama islemi
oncesi sperm yogunlugunun 15 milyon/ml az olmasi, normal morfolojinin %4 den az

olmasi ve ileri hareketli sperm yiizdesinin %32 den az olmasi
Normospermi Grubu igin;

Erkegin semen analizinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gére yikama islemi
oncesi sperm yogunlugunun 15 milyon/ml fazla olmasi, normal morfolojinin %4 den

fazla olmasi ve ileri hareketli sperm yiizdesinin %32 den fazla olmasi
Her iki grup igin;

-Erkegin yasinin en az 20 en fazla 45 olmasi

-Endokrinolojik ve/veya metabolik bozukluklar géstermemesi

-En az 3 en fazla 7 giin cinsel perhiz siiresi uygulanmasi
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5.3.Calismada Kullamilan Yontemler

5.3.1.Swim-up yontemi:

WHO tarafindan 6nerilen prosediire gore, infertilite i¢in semen analizine tabi
tutulan perhiz siiresine uymus 28 normospermik 28 oligoastenoteratozoospermi hasta

mastiirbasyon yoluyla Biruni Universitesi Hastanesi’nde semen vermistir.

Likefiye olmasi saglanan semen 6rnekleri, sperm hazirlama islemine alindi. Bazal
semen Orneginde islem Oncesi volum, konsantrasyon, maotilite, 16kosit parametreleri
degerlendirildi. Ardindan hematoksilin boyama yapilarak morfoloji degerlendirilmesi

yapildi.

Swim up mediumu DMEM +%3 FBS ile hazirlandi. Semenin yapilan mikroskopik
incelemesinin ardindan swim-up yontemi ile yikandi. Swim-up islemine, 1cc semen
ornegi falkon konik tiipe konularak baslandi. Uzerine 1/1 oraninda sperm yikama
medyumu eklendi. 1600 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Stipernatant pipet yardimiyla
atildi. Tiip spora 45 derece ac1 ile yerlestirilip, pellet {izerine 1 ml medyum eklendi.
Ag1 bozulmadan 1 saat 37° C’de inkube edildi. Supernatant’dan bir miktar alinarak,
sperm say1r ve motilitesi tekrar incelendi ve kaydedildi. Son olarak, progesteron
eklemek icin tiiptin agis1 bozulmadan 100pl supernatant’dan micropipet ile alinarak

eppendorf tiipiine aktarildi.

5.3.2.0dorant Progesteron eklenmesi:

5 mg Progesteron (katalog no: SIGMA P8783-1G), 50 pl %96 lik DMSO
igerisinde ¢ozdiiriildii. PBS ile 10ml’ye tamamlandi. Sonug olarak 5mg/10ml solusyon
elde edildi ve her hastaya 5 ul progesteron aktarilcak sekilde eppendorf tiipleri
hazirlandi. Bu konsantrasyon orani luteal faz evresinde salgilanan progesteron
konsantrasyonu ile(20ng/ml) orantili olarak se¢ildi. Swim up yapilmis ve supernatant
kism1 alinmig 100 pl 6rnek igerisine 5 pl progesteron eklendi. 45 dakika 37° C’de
inkibe edildi. Micropipet ile 10 pl alinarak makler sayim kamarasi ile sperm motilitesi
ve hiperaktivasyonu incelendi. Incelenen ornekler sonrasinda Immiinfloresan

yapilmak i¢in -80 C’de donduruldu.
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SEKIL 10: Makler sayim kameras1

5.3.3.immiinfloresan Yontemi:

Dondurulmus Semen oOrnekleri oda 1sisinda beklettikten sonra asagida verilen

protokol uygulandi.

1) Alman semen 6rneklerine eritme islemi uygulandiktan sonra ependorfa 150 ul
semen Ornegi ve 37°C de 1sitilmis 150 ul DMEM +%3 FBS eklenerek 1600 rpm’de 8
dk santriftj edildi.

2) Santrifij devam ederken poly-L-lizinli lama pozitif ve negatif droplar

belirlenmek Uzere PAP-pen ile ¢izilmistir

3) Preparat kutularina gazli bezler 1slatilarak uygun nemli ortam1 saglamasi i¢in

zemine yerlestirildi.

4) Lam Uzerinde cizilen pozitif (+) ve negatif (-) alanlara pipet yardimiyla
damlatilmak tizere PB-Siikroz hazirlanmistir. Bunun i¢in 20 ml, 0,5 M pH:7 Sodyum
Fosfat Buffer icerisinde 22,5 g stikroz ¢ozilip ddHz0 ile 500ml’ye tamamlandi ve

pipet yardimiyla ¢izilen alan1 agmayacak sekilde damlatildi.

5) Santrifiijii tamamlanan sperm pelletinden 3 ul alinarak spermin ¢oktirilmesi

icin PB-siikroz igerisine birakildi ve hafif¢e tasmayacak sekilde karistirildi.

6) Hazirlanan preparatlar 1 gece bekletilmek iizere +4 °C buzdolabina tasindi.
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7) Ertesi giin preparatlar buzdolabindan alinarak 3 defa PBS damlatilarak yikanir.
8) Yikama sonra %3,5 PFA damlatilarak 15 dk fikse edildi.

9) 15 dk sonra preparat 3 defa PBS ile yikandi ve permeabilize edilmesi icin
Sigma Triton X 100 damlatilarak 15 dk bekletildi.

10) 15 dk sonra yikama islemi PBS ile 3 defa tekrarlandi ve Blocking sollisyonu
eklenerek 1 saat oda sicakliginda bekletildi.

11) 1 saat sonra yikama yapilmadan pozitif isaretli ¢izilen alana 20ul CatSper
Primer Antikoru (CatSperd Antibody katalog no: Santacruz-393749) eklenerek,

negatif cizili alana PBS eklenerek ertesi gline kadar +4°C ‘lik buzdolabina konuldu.

12) Ertesi giin buzdolabindan ¢ikarilan preparat 3 kez PBS ile yikandiktan sonra
sekonder antikor olarak 20 ul FITC (Fluorescein (FITC)-AffiniPure Goat Anti-Mouse
IgG (H+L) katalog no:115-095-003) eklenerek 1 saat 37°C etliv de bekletildi.

13) 1 saat sonras1 PBS ile yikama islemi 3 kez tekrarlanarak Thermo Fisher

Hoechst 33342 mediumu ile kapama islemi yapilip iistiine lamel kapatildi.

14) Kapatilan 6rnek tiizerine immersiyon yagi damlatilarak 100X Floresan
mikroskobunda bakildi ve sonuglar kaydedildi.

5.3.4.Istatistiksel yontemler:
Bu g¢alismada Gruplar arasindaki istatistiksel Independent Student T Test
kullanilmistir.  p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Korelasyon igin

Pearson Korelasyon kullanilmistir.
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6. BULGULAR:

Bu prospektif kontrollii ¢alismada, Ocak 2019 ve Haziran 2019 tarihleri arasinda
‘Biruni Universitesi Hastanesi’ Uroloji klinigine basvuran hastalardan calisma
kriterlerine uyan kontrol grubu normospermik (n:28), oligoastenoteratospermi (n:28)
tanisi olan toplam 56 hastadan sperm hazirlama yontemi olan swim-up sonrasi ve
progesteron uygulanmis spermlerde ki motilite degerlendirilmis olup sperm kalsiyum

kanali immunfloresan ile degerlendirilmistir.

56 hastanin yikama Oncesi semen parametreleri, progesteron sonrasi progresif
motilite ve hiperaktivasyon indeksi hesaplanarak tim sperm o6rneklerine swim-up
yontemi ve progesteron ayri ayr1 uygulandi ve tiim hasta gruplarinda swim up sonrasi
progesteron eklenerek 37° C de 45 dakika inkiibasyon yapildi. Swim up sonrasi ve
progesteron sonrast parametreler degerlendirilerek 2 grup arasi farkliliklar
karsilastirildi. Hasta oOrnekleri immiuinfloresan yontemiyle CatSper antikoru

kullanilarak 2 grup arasi kalsiyum kanal ekspresyonlar1 degerlendirildi.
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Sekil 11: Sperm morfoloji degerlendirmesi, anormal morfolojik yapidaki spermlerin

g6sterimi (100x immersiyon objeksifi 151k mikroskobu goriintiisii)

Sekil 12: Sperm morfoloji degerlendirmesi, anormal morfolojik yapidaki spermlerin

g6sterimi (100x immersiyon objeksifi 151k mikroskobu goruntisi)
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Sekil 13: Sperm de bulunan pozitif CatSper ekspresyonu (100X floresan mikroskobu

goruntisl, kirmizi oklar pozitif CatSper ekspresyonunu simgeler, Bar: 10 um)

Sekil 14: Sperm de bulunan negatif CatSper ekspresyonu (100X floresan mikroskobu

gorintusi, beyaz ok negatif CatSper ekspresyonunu simgeler, Bar: 10 um)
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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

saptanmamistir)

Tablo 3: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama oOncesi

konsantrasyon degerlerinin karsilagtirilmasi

Normospermi OAT t p
(x+SD) (x+SD)
Konsantrasyon 97,0741+53,6053 | 10,250+3,1578 | 8,558 <0,001
(1cc)%

Tablo 3’te konsantrasyon acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmustur (p<0,001). WHO 2010 kriterleri esas alinarak normospermik érneklerde
konsantrasyon 15 milyon/mI’nin Uzerinde gorilurken, oligoastenoteratospermik

orneklerde konsantrasyon degeri 15 milyon/ml’nin altinda gériilmektedir.

Tablo 4: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

motilite degerlerinin karsilastiriimasi.

Motilite% Normospermi OAT t p
(xxSD) (x+SD)

Ileri hareketli 44,0741+410,6117 | 23,7143+5,3253 | 9,042 <0,001

Yerinde 18,2593+6,7230 | 19,8571+8,2807 | 0,784 0,437

hareketli

Hareketsiz 37,0370£13,0162 | 56,4286+9,6587 | -6,290 <0,001

Tablo 4’te ileri hareket ve hareketsiz degiskenleri agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,001). Yerinde hareketli motilite
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yiizdesi degiskeni acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigstir. WHO 2010 kriterlerine gore beklenildigi gibi 1.grup normospermik
orneklerde beklenildigi gibi %32 in Uzerinde ileri hareket gorullrken,
oligoastenoteratospermik  Orneklerde ileri hareket degeri %32’in altinda

gorilmektedir.

Tablo 5: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

morfoloji degerlerinin karsilastirilmasi

Morfoloji % Normospermi | OAT t p
(x£SD) (x£SD)

Normal 4,66+1,00 2,10+0,7859 10,575 <0,001

Bas 53,2949,510 53,53+12,08 -0,081 0,935

Orta kisim 24,814+7,6963 | 24,8571+10,006 | -0,018 0,986

Kuyruk 17,259+6,048 19,50+7,099 -1,258 0,214

Tablo 5’te normal degiskenleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmustur. Bas, orta kisim ve kuyruk morfoloji degiskenleri agisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir(p>0,10). WHO 2010
kriterlerine gore beklenildigi gibi 1.grup normospermik orneklerde beklenildigi gibi
%4’tin tlizerinde normal morfolojiye sahip sperm degeri goriilirken, OAT hasta

orneklerinde %4’iin altinda gériilmektedir.

Tablo 6: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda CatSper+ degerlerinin

karsilastirilmasi.
Normospermi | Oligoastenoteratospermi | t p
(x£SD) (x£SD)
CatSper + % 66,481+18,612 | 13,357+4,407 14,687 <0,001

Tablo 6’da normospermi ve OAT hastalarda CatSper degiskeni acgisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur(p<0,001). Beklenildigi gibi
normospermi hastalarda CatSper ekspresyonu OAT hastalara oranla daha fazla oldugu

gorulmektedir.
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Tablo 7: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda progresif motilite

degerlerinin karsilagtirilmasi.

Progresif Normospermi | Oligoastenoteratospermi | t p
Motilite % (x+SD) (x£SD)

Yikama oncesi | 44,07+£10,61 | 23,71+5,325 9,042 <0,001
Swim-up 81,92+10,38 | 67,64+14,61 4,163 <0,001
Progesteron 93,74+7,320 | 89,75+11,46 1,532 <0,001
Hiperaktivasyon | 84,48+9,337 | 68,71+£13,928 4,913 <0,001

Tablo 7’de yikama 6ncesi, Swim-up ve progesteron yontemi sonrasi progresif motilite

degerleri degiskenleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur(p<0,001). Swim up yontemine kiyasla progesteron eklenmis hasta

orneklerinde her iki grupta da daha yuksek progresif motilite degeri elde edilmistir.

Normospermi hastalar OAT hastalara gore daha fazla hiperaktivasyon géstermistir

Tablo 8: Catsper+ ve Hiperaktivasyon korelasyon degerleri

Hiperaktivasyon Catsper+
Hiperaktivasyon | Pearson 1 0,518
Correlation <0,001
Sig. (2-tailed) 55 55
N
CatSper + Pearson 0,518 1
Correlation <0,001
Sig. (2-tailed) 55 55
N

Tablo 8’de hastalarda ki Catsper+ ve Hiperaktivasyon iligkisinde yuksek anlamli

farklilik bulunmaktadir(p<0.001). Hiperaktivasyon artis1 ile birlikte CatSper+

ekspresyonu artig gostermistir.
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Grafik 1: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda konsantrasyon

degerlerinin karsilastirilmasi

Grafik 1’de Normospermi ve OAT hasta gruplari arasinda yikama Oncesi

konsantrasyon agisindan beklenildigi gibi anlamli bir fark goriilmektedir. Her iki

grupta da swim up sonrasi konsantrasyon degerleri diismiistiir. OAT ve normospermi

hasta gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde swim up sonrasi konsantrasyon

OAT hastalarda daha diisiiktiir (p<0,001).
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Grafik 2: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda progresif motilite

degerlerinin karsilastirilmasi
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Grafik 2’de Progesteron sonrasit Normospermi hastalarda goriilen progresif motilite
swim up yikama sonrasina oranla artig gostermistir. Normospermi hastalarda gorilen
hiperaktivasyon OAT hastalara oranla daha fazladir. (p<0,001). Hastalar kendi
i¢clerinde degerlendirildiginde Progesteron sonrasi progresif motilite swim up a oranla

ciddi anlamda artmuistir.

Morfoloji (Kruger) %

5
4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

Normal morfoloji %

Morfoloji

M Normospermi 4,666
H OAT 2,107

Grafik 3: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

morfoloji degerlerinin karsilastirilmasi

Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplari arasinda yikama oncesi morfoloji

acisindan anlamli bir fark gortlmektedir (p<0,001).
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Grafik 4: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda hiperaktivasyon

degerlerinin karsilastirilmasi

Progesteron sonrasi hiperaktivasyon degerlerinde farkliliklar mevcuttur. Yikama
Oncesi, swim up ve progesteron sonrasi hiperaktivasyon degerlendirildiginde
progesteron uygulanmis mediumda yiiksek bir artig gézlemlenmistir. Normospermi ve
OAT hasta gruplari arasinda hiperaktivasyon yiizdelerinde ciddi farkliliklar vardir.

Normospermi hasta gruplar1 daha fazla hiperaktivasyon gostermistir.
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Grafik 5: Normospermi OAT hastalarda ki CatSper+ protein ekspresyonu

Immiinfloresan sonras1 kalsiyum kanallarindaki artis normospermik grupta daha fazla
g6zlemlenirken OAT hasta grubunda daha azdir. Progesteronla uyarilmis kalsiyum

kanallar1 45dk sonras1 sperm motilitesiyle korelasyon gostermistir
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Grafik 6: Progesteron sonrasi Progresif motilite ile CatSper+ iligkisi

Grafik 6’da Progresif motilite ve Hiperaktivasyon arasinda ciddi anlamlilik vardir

(p<0.001). Hiperaktivasyon gosteren hastalar CatSper+ ekspresyonunda artis

gostermistir.
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7. TARTISMA:

Son zamanlarda, CatSper ailesinin klonlanmasi ve karakterizasyonu, erkek tireme
ve kisirlik calismalarinda 6nemli bir konudur. Bu ailenin dort {iyesinin sadece testiste
ifade edildigi ve spermde farkli sekilde lokalize oldugu tespit edilmistir. Sperm
hareketinde ve erkek fertilitesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Spermdeki birkag¢ aday
kalsiyum kanali arasinda, simdiye kadar erkek fertilitesi i¢in yalnizca CatSperl ve
CatSper2 gerekli oldugu tespit edildi. Kisitli ekspresyon paternlerine ve sperm
fonksiyonlarindaki hayati rollerine dayanarak, CatSper ailesi tiyelerinin erkek kisirlik
taramasi i¢in potansiyel hedefler ve dogum kontrolii i¢in ideal hedefler oldugu tahmin
edilmektedir (Nikpoor, et al., 2004). Morton ve arkadaslar1 azalmis seminal Ca
konsantrasyonlarinin, epididimdeki azalmis insan sperm hareketliligi ile pozitif iligkili
oldugunu gostermistir. Spermde ki hiicre i¢i Ca seviyesinin diigmesinin, erkek
yasindan bagimsiz olarak artan sperm motilitesi riskleri ile 6énemli dl¢iide iliskili

oldugunu bildirmistir (Morton, et al., 1978).

Ca2+, hiperaktivasyonlu hareketliligi tetikleyen birincil ikinci habercidir.
Spermin Ca2+ iyonofor A23187 veya iyonomisin ile islenmesi hiperaktivasyona
neden olur (Suarez, et al., 1987). Suarez ve ark. yaptigi ¢alismada; Floresan Ca2+
gostergesi indo-1 kullanilarak, hiperaktivize edilmis hamster sperminin flagella'sinda
sitoplazmik Ca2+ seviyeleri Ol¢iilmiis ve aktif spermden daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Suarez, et al., 1993). Diger floresan Ca2 + gostergeleri,
hiperaktivasyonun uyarilmasi sirasinda hiicre i¢i Ca2+ artiglarin1 da saptamistir (Ho
ve Suarez, 2001; Xia. et al., 2007). Yapilan ¢aligmalarda CatSper-1, -2, -3 veya -4
mutanti olan erkek farelerin, kisir oldugu ve bu kisirlik, hiperaktivasyon basarisizligi
ile iliskilendirilmigstir. Catsper mutantina sahip spermde anormal kamgi hareketi
gorilmektedir. Bu, spermin normal aktif hareketliligi desteklemek i¢in gereken diisiik
Ca2 + seviyelerini bile koruyamadigini ve bu agigin da kisirhiga katkida
bulunabilecegini gosterir. Li ve arkadaslar1 yiliksek sperm hareketliligine sahip
erkeklerde ki transkript Catsper genlerinin diisiik motilite gosteren spermlere oranla
daha fazla oldugunu gostermistir. 3 homozigot hastayla yaptigi calisma sayesinde
CatSper 2 exonunda mutasyona sahip olan diisiik motilite gosteren hastanin, normal
motilide gosteren hastadan daha az catsper ekspresyonuna sahip oldugunu bulmustur

(Li, et al.,2007). Xia ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada; sperm de orta parga boyunca
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Ca2 + yayilimmin, NADH floresansinda Ca2+'ya bagl bir artisa neden oldugunu
gostermistir. Bu nedenle, ana parcadaki CATSPER kanallarindan gegen bir Ca2 + akis1
sadece hiperaktivasyonlu hareketliligi baslatamaz, ayn1 zamanda [NADH] 'de bir
artisa neden olan ve ATP homeostazisini diizenleyen kuyruktan baga Ca2 + yayilimin
tetikleyebilir (Xia, et al. ,2007). Yao ve arkadaglar folikiiler sivisinin sperm kamgi
hareketine ve hiperaktivasyonuna doza bagl etkisi oldugu iizerine c¢aligmalar
yapmustir (Yao, et al., 2000). Oositte ki kiimulus hiicreleri, hiperaktivasyon icin sinyal
salgilayabilir. Kiimiiliis oophorus hiicrelerinin siipernatani, insan sperminin baslarinin

kavisli hizin1 ve yan yana hareketini arttirmistir (Fetterolf, et al., 1994).

Bu ¢alismada CatSperin spermatozoadaki varliklari incelenmistir. CatSper swim
up sonrasi progesteron uygulanmig spermde orta parcada saptanmustir. (Li, et al.,
2006). Ancak bu calismada, swim up yikama sonrasi CatSper yalnizca bazi
numunelerde tespit edilmistir. Spermin yikanmasinin, transkripsiyon seviyesini RNA
bozunmasi ve / veya yuvarlak hiicreleri ve sitoplazmik damlaciklar1 uzaklagtirmasi
yoluyla diisiirmesi miimkiindiir. Normospermik ve oligoastenoteratospermik hasta
numunesinden izole edilen yiiksek ve diisiik hareketli spermlerde CatSper seviyelerini
karsilastirdik. Neredeyse tlim semen numunelerinde, yiiksek hareketli fraksiyonlarda
disiik hareketli fraksiyonlardan daha yiiksek normalize CatSper go6zlenmistir.
Tutarsizliklar, diisiik motilitenin, sperm motilitesinde ve diger fonksiyonlarda yer alan
molekiilleri kodlayan bazi genlerin kusurlu transkripsiyonunun sonucu olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu genlerin biri veya bir kismi, diisiik hareketli baz1 spermlerde
kusurlu bir sekilde kopyalanmig olabilir ve farkli spermlerde, kusurlu bir sekilde
transkripsiyon yapilmis genler olabilir. Diistik hareketli kisim, farkli genlerin kusurlu

bir sekilde kopyalandigi, heterojen altkiimelerden olusabilir.

Quill ve arkadaglarinin yaptig1r calismada CatSper 2 mutantina sahip sperm
hicreleri, hiperaktivasyonlu bir hareketliligin elde edilememesi, spermatozoanin
yumurtanin hiicre dist matrisinin delinmesi i¢in gereken "gilici" iiretememesini
miimkiin kilan bir basarisizlik oldugunu belirtmistir. YUksek viskoziteli bir ortamda,
CatSper2 mutasyonlu spermatozoa ileri yiizebilme yetenegini kaybetmistir, oysa
normal spermatozalar ilerlemeye devam etmistir (Quill, et al., 2003). Bu ¢alismada
motilitesi yuksek olan progesteronla etkilenmis sperm hucrelerinde CatSper degeri
yiiksekken diistik hiperaktivasyon gosteren sperm hiicrelerinde bu deger diisiiktiir. Bu

bulgular, oligoastenoteratozoospermik erkek spermatozoanin fizyolojik bir uyarana
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cevaben akrozom reaksiyonunu baglatma kabiliyetinde fonksiyonel bir degisiklik
oldugunu gostermektedir. Spermatozoanin fizyolojiksel roliiniin kendi genetik
materiyalini bir yumurta hiicresine aktarmasi oldugunu biliyoruz. Spermler yumurtaya
ulagmaya c¢alisirken bir takim yollar ile yiizlis seklini degistirmektedir. Bu siirecte
potansiyel rehberlik mekanizmasina etki eden birtakim kimyasal sensorlerin etkisi 6n
planda olup koku reseptorlerinin de yardimi belirlenmistir. Spermdeki koku
reseptorlerini anlamak i¢in bakmak gereken iki g¢alisma vardir. Bunlardan biri
insandaki koku reseptor ekpresyonu digeri ise fare spermatozoasina bakmak olacaktir.
Spermde bulunan bazi koku reseptor kiimeleri (G proteins, G protein reseptor kinaz 3,
Betha arrestin gibi) géz oniine alindiginda, bu cascade proteinleri koku reseptoriinii
hiicre i¢indeki kalsiyum kanallariyla iliskililendirip flagella hareketinde Snemli
degisiklikler kazanmasini saglamaktadir. Bu hiperaktivasyonlu hareketliligin
yonlendirilmesinde Catsper sorumludur ve mutasyon durumu oldukca aktif
hareketlilik formunun yoklugunda déllenme miimkiin degildir. Ote yandan, yiiksek ve
diisiik hareketli spermatozoalar arasindaki tutarsizliklar ayni zamanda, CatSperin
sperm hareketliliginin kazanilmasiyla ilgilenebilecegini gdstermektedir. ileri yiizme
kabiliyetinin kayb1 ve CatSper mutantli spermin hiperaktivasyonunun basarisizligi,
CatSperin sperm ileri hizlarindan sorumlu oldugunu ve hiperaktivize edilmis bir

hareketlilik formunun olusmasi i¢in gerekli oldugunu dogrulamistir.

Hiperaktivasyon kemotaktik faktorler tarafindan modiile edilebilir. Kemotaksis,
bazi1 deniz omurgasizlarinin spermlerinde iyi belgelenmistir. Deniz kestanesi oositleri
tarafindan salgilanan ¢ok diisiik spesifik peptid konsantrasyonlar1 spermleri ceker.
Kisaca, peptidin sperme baglanmasi, hiicre i¢i siklik niikleotit seviyelerini arttirir,
ardindan hiicre i¢i Ca2 +, flagellar biikiim asimetrisini ve yiizme yolu egrisini arttirir
(Kaupp, et al. ,2008). Memelilerde deniz kestanesi oositleri gibi peptid ligandlari tespit
edilmemistir, ancak koku benzeri molekiillerin memeli spermine kemoatraktanlar
olarak islev gordiigiine dair kanitlar vardir. Koku reseptdrlerinin korunmus amino asit
dizilerine karsi antikorlar, 6zellikle olgun kdpek ve fare sperminin flagellar orta
kismini, ayrica olgun sigan sperminin flagellum tabanim etiketlemistir
(Vanderhaeghen, et al., 1993; Walensky et al., 1995). Bu antikorlarin bazilar1 ayrica
hamster ve insan sperminin protein ekstraktlarinda koku alici reseptorleri tespit

etmigtir (Walensky, et al., 1995).
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insan spermleri, gicek kokusu burjonale Ca2 + sinyalleri treterek ve kokunun
gradyanina yonelterek tepki verir (Spehr, et al., 2003, 2004). Bu nedenle, burjonale
benzeyen bir molekiiliin insan spermini in vivo oosit igerisine ydnlendirdigi
diisiiniilmektedir. Yapilan bu calismada insan sperminin progesteronada bu sekilde
tepki verdigi gdzlemlenmistir. Insan sperminin, Ca2+da artisla progesteron
gradyanlarina yanit verdigi de gézlenmistir. Yanit veren spermin flagellasi, kalsiyum
kanallarindaki artisla sperm kuyruk hareketindeki degisiklik bize hiperaktivasyonu
gostermistir. De Jonge, yogunlasmis spermatozoanin progesterona maruz kalmasinin,
hiicre digindan hiicre i¢i bosluga Ca akisina ve sperm akrozom reaksiyonunun
baslamasina neden oldugunu bildirmistir (De Jonge, 1999). Insan sperminde P etki
mekanizmasi hala tartisilmaktadir. Progesteron baglanma bolgeleri, sperm yilizeyinde
bulunur (Chang, et al., 1981), ancak klasik niikleer P reseptorlerinden farkli gibi
gorinmektedir (Baldi, et al., 1991). Ote yandan, insan spermindeki P-uyarilmis [Ca2]
1 artigina, yakin zamanda BSA-konjlige P (Meizel and Turner, 1991) kullanilarak
gosterildigi gibi sperm ylizeyi ile etkilesime aracilik eder ve EGTA varliginda
tamamen ortadan kaldirilir (Thomas and Meizel, 1989). Birlikte ele alindiginda, bu
veriler, reseptorle ¢alisan bir Ca2 kanalinin P'si ile aktivasyonu veya alternatif olarak
Ca2 iyonlarma gegirgenligin P-aracili gegirgenligini arttirdigini gosterir. Kimulis
hiicreleri progesteron salgiladigindan dolay1, yumurtaliktaki kiimiiliis kiitlesi civarinda
bir gradyan gelisebilir. Koku olusturucu burjonalin cevabinda tespit edilen Ca2 +
yiikselmesi, insan sperminin orta kisminda ortaya ¢ikar (Spehr, et al., 2004). Bu
anlamda ¢alismamizda, Burjonal gibi kemoatraktan olarak hareket eden Progesteronu
kullanarak 2 hasta grubunda da Hiperaktivasyon ve CatSper ekspreyonuna bagli
anlamli sonuglar elde edilmistir. Daha Onceki c¢alismalarda sperm CatSper
ekspresyonu cogunlukla sperm flagellasinda iken ¢alisma sonucumuzda sperm orta
kisimda (mid-piece) bolgesinde CatSper ekspresyonu gozlemlenmistir. Cesitli tiirlerde
yapilan ¢ok sayida arastirma, hiperaktivasyonlu hareketliligin in vivo ddéllenme i¢in
kritik oldugunu gostermistir, ¢linkii spermin oositin mukus dolgulu liimeninden oosite
ulagmasina yardimci olur ve spermin zona pellusidaya niifuz etmesini saglar. Bu
nedenle, in vitro fertilizasyon da dahil insan sperminin fizyolojik uyaranlara cevap
olarak hiperaktivasyon kabiliyetini 6l¢mek, infertilite i¢in yapilan testlere yararl bir

tahlil olabilir.
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8. SONUC VE ONERILER:

Bu ¢alismanin spesifik amaci, odorant olarak kullandigimiz progesteronun insan
sperm hiperaktivasyonu ve CatSper kanallar1 tizerindeki etkilerini belirlemekti. Eger
P in vivo, sperm dolleme kabiliyetinin dogal bir araci ise, 0 zaman uygun bir zamanda
ve uygun sperm tepkilerini uyarmak icin yeterli miktarlarda yumurtalikta
bulunmalidir. Oligoastenoteratozoospermi deneklerden gelen spermlerde azalmis
duyarhilik, sperm ylizeyindeki P-baglama bdlgelerinin azalmasi Ca+2 iyonlarina
indirgenmis gecirgenlikten kaynaklaniyor olabilir. Bununla birlikte, bazal [Ca2],
sperm plazma membraninin Ca2 ile benzer gegirgenligini gdsteren iki grupta benzerdi.
Son zamanlarda, yiiksek konsantrasyonda folikiiler sivida ve kimulus matrisinde
mevcut olan progesteronun, insanla kaplanmig spermatozoada akrozom
reaksiyonunun baslatilmasi i¢in olas1 bir fizyolojik uyarici oldugu gosterilmistir
(Osman ve digerleri, 1989). Gergekten de, P insan folikiiler sivisinda bulunanlara
benzer konsantrasyonlarda insan sperminde kalsiyum (Thomas ve Meizel, 1989;
Blackmore ve digerleri, 1990; Baldi ve digerleri, 1991) motilite artisina neden olur
(Thomas ve Meizel, 1989). Simdi hem normospermik hastalarla karsilastirildiginda
oligoastenoteratospermi hastalardan alinan spermatozoada olgiilen P'ye Kkarsi
duyarliligin azaldigini bildirmekteyiz. Dahasi, P'ye cevaben hiicre i¢i Ca2'nin artisi,
sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi ve sperm morfolojisi ile anlamli sekilde korele
idi. Bu bulgular, oligoastenoteratopermi erkek spermatozoanin fizyolojik bir uyarana
cevaben akrozom reaksiyonunu baslatma kabiliyetinde fonksiyonel bir degisiklik

oldugunu gostermektedir.

Sasirtict bir sekilde, elimizde OAT hasta spermatozoasi, P ile uyarildiginda
progresif motilite de bir artis gosterdi. Progesterona verilen duyarliligin azalmasi,
spermatozoanin OAT hastalardan gelen sitoplazmik volim karakteristigindeki artmis
ozelligi ile aciklanamaz, ¢iinkii P eylemi daha sonra tartisildigi gibi sperm ylizeyiyle
etkilesime bagli oldugundan sitoplazmayi icermez. Gergekten de, P'ye verilen
azalmanin, spermatozoonun, azalan dolleme kapasitesi ile iliskili olabilecek etkili bir
biyokimyasal degisim olduguna inaniyoruz, ileriki zamanlarda yapilacak caligmalar,
progesterona cevap verme ile dollenme kapasitesi arasindaki iliski tanimlayip
infertiliteye katki saglayabilir. Alternatif olarak, sperm odorant reseptorleri genel

olarak biitiin spermler i¢in yumurtaya dogru kemotaksi kazandirabilir veya daha
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spesifik olarak yalnizca yumurta kokusuna uyan belirli odorant reseptoriine sahip olan
spermleri cekebilir. ileriki zamanlarda Progesteron yerine Burjonal gibi kemoatraktan
odorantlar kullanilarak yapilacak caligmalar sperm hareketliligi ve kalsiyum

kanallariyla iliskisi hakkinda calismamiza destek saglayabilir.

Insanlar da CatSper kanal mutasyonlar infertilite ile iliskilendirilmistir. Buna
sahip spermler de yumurtaya yapisir fakat hiperaktive motilite eksikliginden dolay1
oosite penetre olmazlar. Kalsiyumun progesterona karsi tepkisi, agiklanamayan
kisirligr olan hastalarin spermlerinde azalmakta, bu da kalsiyum akisindan sorumlu
genomik olmayan sperm zar1 progesteron reseptoriinde fonksiyonel bir kusur
oldugunu gostermektedir. Hiicreleri progesteron ortaminda inkiibe ederek CatSper'in
P ile genetik olmayan bir sekilde aktive edildigini gosterdik. Normozospermi
hastalarda CatSper yuzdesi OAT hastalara oranla daha az gériilmiistiir. Bu aktivasyon
iki senaryo altinda ger¢eklesebilir: P ya dogrudan CatSper'e baglanir ya da sperm
plazma zar1 iginde lipit sinyalini baslatan ve sonucta CatSper aktivasyonuna yol agan
ayri bir hedefe baglanir. Bu nedenle, in vitro fertilizasyon da dahil insan sperminin
fizyolojik uyaranlara cevap olarak hiperaktivasyon kabiliyetini 6lgmek, infertilite icin
yapilan testlere yararli bir tahlil olabilir. insan sperminin progesteron eklenmis
ortamda inkiibe edilmesi, genellikle hiperaktivasyon insidansinda kademeli bir artisa
yol acmustir. Insan sperminde hizli ve daha onemli bir tepki iiretmek icin
kullanilabilecek model tiirlerinde hiperaktivasyon igin spesifik fizyolojik tetikleyiciler
bulunmussa, bu, bir numunenin dogurganlik seviyesinin daha yiiksek ¢oziiniirliglini
saglayacak bir dogurganlik analizinin gelistirilmesini miimkiin kilacaktir. Sonug
olarak, yaptigimiz caligma da kemoatraktan olarak uyguladigimiz Progesteron,
kalsiyum kanalina etki ederek progresif motiliteyi arttirmis ve hastalarda ki kalsiyum
kanalini etkileyerek hiperaktivasyon saglamistir. Progesteron ile uyarilan spermlerin
gostermis oldugu hiperaktivasyon ve CatSper ekspresyonu, dollenme igin kritiktir ve
insan sperm numunelerinin normalde hiperaktivasyona maruz kalma yetenegini
degerlendirmek i¢in glivenilir testlere ihtiya¢ vardir. Calismamiz bu alanda yapilacak

caligmalara destek saglamaktadir.
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10.EKLER

EK1

BIiRUNI UNIVERSITESI

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” ICIN
BIiLGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Odorant ve progesteron uygulanmuis kiiltiir ortamlarinda
sperm kalsiyum kanallar1 ve olfaktor reseptorlerinin ¢esitli infertil olgularda

incelenmesi ©’

Sizi, ‘Odorant ve progesteron uygulanmis kiiltiir ortamlarinda sperm kalsiyum
kanallar1 ve olfaktor reseptorlerinin gesitli infertil olgularda incelenmesi’ baslikli bir
arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama kararini vermeden
Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle
bu formun okunup anlasilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak icin zaman ayiriniz. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik
olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Bu anket
calismasina katilmak tamamen @Ondllulik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan
sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu
imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma

amaci ile kullanilacaktir.

Sorumlu Arastirmaci: Prof. Dr. Tiilay IREZ
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Calismanin amaci nedir; benden baska kac kisi bu calismaya katilacak?

Infertil ve fertil bireylerden alinacak sperm érnekleri invitro ortamda kemotaktik ajan
kullanilarak inkiibe edilecek ve immunfloresan teknigi ile Kontrol olarak (28) fertil
gonalli spermi, oligoastenoteratospermia (28) hastalarda analiz yapilacaktir. Normal
kosullarda atik materyal olarak degerlendirilen bu spermler iizerinde yapilacak
calismanin ‘Goniilli’ agisindan ister tedavi icerigi ve siireci ister ortaya ¢ikacak olan
etki acisindan herhangi bir riski bulunmamaktadir. Elde edilen sonuglar istendigi
durumda hasta ile paylasilacak, sonuglara dayali bir tedavi Ongoriilmeyecektir.
Yaklasik 56 kisi kadar ‘Goniillii’niin onayiyla elde edilecek olan spermlerle yapilacak
bu tez ¢alismasi spermin yumurtaya dogru ylizme eylemine 6nemli katkist olan koku
reseptorleri, progesteron ve odorantlarin, kalsiyum kanallarina etkisi géz Oniine
alinarak, spermlerin in vitro performansinin gelistirilerek kuyruk hareketinde olumlu
yonde bir artis ve fertilizasyona katki saglamasi i¢in spermin fonksiyonlarinin ve koku
reseptOr proteinlerinin ve kalsiyum kanallarinin dollenmeye olan etkisine 151k tutarak

ileriki yillarda yapilacak ¢aligmalar i¢in bilime katkida bulunacaktir.
Bu calismaya katilmalhh miyim?

Bu ¢alismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu imzalasaniz
bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢aligmay1 birakmakta
Ozgursiiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya calismadan ayrilirsaniz, vermis
oldugunuz doku 6rneginin analiziyle ilgili siire¢ rutin olarak devam edecek ve islem
sonucunuzu yine planlanan tarihte almis olabileceksiniz. Kisacasi bu ¢alismaya katilip
katilmamaniz analiz silirecini pozitif ya da negatif herhangi bir sekilde

etkilemeyecektir.
Bu ¢calismaya katilmamin maliyeti nedir?

Bu c¢aligmaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

girmeyeceksiniz.

Kisisel bilgilerim nasil kullamlacak?

Arastirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, aragtirmay1 ve istatiksel analizleri yiiriitmek

i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde,
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sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir. Calisma
sonuclar1 ¢aligma bitiminde yalizca bu arastirmada olmak {iizere tibbi literatiirde

yayinlanabilecektir ancak kimliginiz ag¢iklanmayacaktir.

Daha fazla bilgi icin kime basvurabilirim?

Caligma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime ge¢iniz.
ADI : NESLIHAN KOPRULU
GOREVI  :Biyolog

TELEFON  : 05384250552

Biruni Universitesi’nde Biyolog Neslihan KOPRULU tarafindan tibbi bir arastirma
yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili

metni okudum.
Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Aragtirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini

biliyorum.
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Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir
saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir

yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Neslihan KOPRULUyii
05384250552 nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
Katilhmel
Ads, soyadi:

Tel:

Imza:
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EK 2

ETiK KURUL ONAYI

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

26.02.2018
Sayin: Prof.Dr.Tiilay IREZ

Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Arastrmalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda  “’Odorant Ve Progesteron Uygulanmg Kiiltiir Ortamlarinda Sperm
Kalsiyum Kanallar1 Ve Olfaktér Reseptorlerinin Cesitli infertil Olgularda incelenmesi’
isimli arastirmamzin kurulumuzun 06.02.2018 tarihli toplanusinda etik y&nden uygun
olduguna karar verilmigtir.

o

Etik Kurul Bagkam
Prof.Dr.Can Polat EYIGUN
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Progesteron Uygulanmis Kiiltiir Ortamlarinda Sperm Kalsiyum
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