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OZET

Infertilite, bir yil siire ile korunmaksizin uygun zamanda ve diizenli cinsel iliskiye
ragmen gebeligin gergeklesememesidir. Infertilite reprodiiktif cagdaki ¢iftlerin %10-
15’ini etkilemekte olup bunun %50’si erkege bagli sorunlardan kaynaklanir. Bu
caligmanin amaci apopitozis yolak proteinlerin (Acas-3, Bax, Bcl-2) insan sperm
hiicrelerindeki immiin ekspresyonlart ile infertilite arasindaki iliskisinin arastirilmasidir.

Calismamizda 20’si infertil (test) ve 5°1 fertil (kontrol) olmak {izere 25 birey dahil
edildi. Her grupta her bir bireyden alinan semen 6rneklerinde androloji laboratuvarimizda
spermiyogram analizleri yapildi. Kruger strict morfoloji ve immiinohistokimyasal
analizler icin santrifiij islemi sonrasi sperm yaymasi preparatlar1 hazirlandi. Sonrasinda
sperm morfoloji analizler i¢in Diff-quick boyam protokoliine, immiin ekspresyon
analizleri i¢in immiinohistokimyasal protokole tabi tutuldular. Sonrasinda mikroskobik
analiz gerceklestirildi.

Spermiyogram ve morfoloji analizler beklenildigi gibi infertil bireylerde normal
sperm hiicrelerinde azalma ve anomalili sperm hiicrelerinde artis oldugunu gosterdi.
Immiinohistokimyasal analizlerde apoptotik proteinlerin (Acas-3, Bax) ekspresyonlarinin
belirgin olarak artmis oldugunu tespit edildi. Ancak istatistiksel olarak anlamlilik sadece
Acas-3’ mevcuttu. Antiapoptotik protein (Bcl-2) ekspresyonu ise infertil bireylerde
belirgin olarak dustiktii.

Mevcut bulgularimiz infertil bireylerin sperm hiicre apopitozisinin Bax’ tan

ziyade Acas-3 ve Bcl-2 yolaklari tizerinden gercgeklestigine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, Sperm, Bax, Bcl-2, Acas-3



ABSTRACT

Infertility is the inability to achieve pregnancy despite regular and appropriate
timely sexual intercourse without being protected for a year. Infertility affects 10-15% of
reproductive age couples, of which 50% is due to male related problems. The aim of the
study is to investigate the relationship between the immiin expression of the apoptosis
pathway proteins in human sperm cells and infertility

Twenty-five people, including 5 fertile (control) and 20 infertile (test), were
included in the study. Spermiogram analyzes were performed on semen samples taken
from each individual in our andrology laboratory. Sperm preparations were made after
centrifugation for Kruger strict morphology and immunohistochemical analyses.
Subsequently, the Diff-quick staining protocol for sperm morphological analysis and the
immunohistochemical protocol for immiin-expression analysis. Then microscopic
analyses were performed.

Spermiogram and morphology analysis revealed that decreased in normal sperm
cells and increased in sperm anomaly in infertility as we expected. In
immunohistochemical analysis of apoptotic proteins (Acas-3 and Bax) we observed an
increase of immiin expression in both of them but there was only significant increase in
Acas-3. While anti-apoptotic protein Bcl-2 expression was found significantly lower in
infertile human.

Our current findings indicate that sperm cell apoptosis in infertility occurs via

Acas-3 and Bcl-2 pathways rather than Bax.

Key Words: Infertility, Sperm, Bax, Bcl-2, Acas-3
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1.GIRIS VE AMAC

Infertilite, bir yil siire ile korunmaksizin uygun zamanda ve diizenli cinsel iliskiye
(haftada iki giin) girilmesine ragmen gebeligin gerceklesememesidir. Infertilite, daha
once hibrid uyumsuzluk, sterilite ve tiirlesme ile iliskili lokuslar igerdigi bilinen X
kromozom iizerinde genis bir bolge ile iliskilendirildi (Wang ve ark., 2015). Infertilite
reprodiiktif ¢agdaki ciftlerin %10-15’ini etkilemektedir. Yardimli {ireme tekniklerinin
gelismesi ve giderek yayginlagsmasi ile giftlerin cocuk sahibi olma olasiligi her gegen giin
artmaktadir. Ayrica yardimci tireme teknikleri hakkinda gerek basin, gerek uzmanlar
tarafindan bilgilendirilen ¢iftlerin sayist arttikga toplumda infertilite konusunda yardim
arayisi icinde olanlarin tiremeye yardime1 tedavi merkezlerine bagvurularinda da ciddi bir
artis oldugu goriilmektedir. Gergekte ise infertil ciftlerin toplumdaki prevalansinda
dramatik bir artis olmamustir (Aanesen ve ark., 2014).

Erkeklerde kaliteli sperm tiretimi 20-30 yaslarinda pik yapar, 40 yasindan sonra
hafif azalir ve ileri yaslara kadar devam eder. Amerikan Fertilite Cemiyeti erkeklerde
semen dondrii olabilmek igin 50 yas smir1 getirmistir (Plas ve ark., 2000). Erkek
infertilitesindeki artig; konjenital ya da kazanilmig tirogenital bozukluklardan, genital
sistem enfeksiyonlarindan, skrotal 1s1 artimindan (varikosel), endokrin bozukluklardan,
genetik hastaliklardan, immiinolojik faktdrlerden kaynaklanabildigi gibi son zamanlarda
elektromanyetik dalgalar ve bir takim kimyasallara maruz kalma gibi bazi g¢evresel
etkenlerden de kaynaklanabilmektedir. Olgularin %60- 75’inde infertiliteden sorumlu bir
faktor bulunmaz (idiyopatik erkek infertilitesi). Boyle erkekler fertilite problemiyle ilgili
olabilecek gecmise ait bir hikaye vermeksizin, normal fizik muayene bulgular1 ve

endokrin laboratuvarsonuglarina sahip olabilirler. Ancak semen analizinde spermatozoa



sayisinda azalma (oligozoospermi), motilite azalmasi (astenozoospermi) ve morfolojik
incelemede ¢ok sayida anormal form (teratozoospermi) goriliir. Genellikle bu
bozukluklar bir arada bulunur ve oligo-asteno-teratozoospermi (OAT) sendromu seklinde
tamimlanir. (Dickey ve ark., 1999).

Erkek infertilitesi ile ilgili olarak primer spermatogenik yetmezlik; hipotalamo-
pitiiiter hastaliklar disinda herhangi bir neden ile meydana gelen spermatogenik
degisiklikler olarak tanimlanir. Primer spermatogenik yetmezligin ciddi formlari, degisik
etiyolojileri bulunmasina ragmen klinik olarak nonobstriiktif azospermi olarak ortaya
cikabilirler. Genel popiilasyonda azospermi prevalansi %2 olarak tahmin edilmekte olup
erkek infertilite klinigindeki insidansi ise %10-20 gibi yiiksek oranlarda
bulunabilmektedir.

Bir takim etkilere bagli olarak testikiiler histoloji, tiibiiler hasardan
hipospermatogeneze kadar gesitli derecelerde farkli spermatogenik degisiklikler gosterir.
Mesela, Sertoli cell-only sendromunda (SCOS) bile ¢esitli derecelerde spermatogenez
iceren seminifer tlbiiller bulmak olasidir. Siirecin ciddiyetine bagli olarak, folikiil
stimiilan hormon (FSH) seviyesi yiikselebilir ve testislerin boyutu ve/veya kivami
azalabilir. Diger bir ciddi bozukluk ise; normal Leydig ve Sertoli hiicresi, spermatogonia
ve spermatosit popililasyonunun bulunmasi ancak spermatid ve spermatozoanin
bulunmamas1 ile karekterize spermatosit seviyesinde komplet spermatogenik
duraklamadir. Maturasyonu duraklamasi nadiren spermatogonia ya da round (yuvarlak)
spermatid evresinde de goriilebilir. Bu durumlarda matiir ya da elongated (uzamis)
spermatidler bulunmaz. Spermatogenik bozukluklarin daha az ciddi formlar
hipospermatogenez (tiim spermatogenik hiicrelerde orantili azalma), parsiyel maturasyon

duraklamasi, fokal SCOS ve karisik formlardir (Delilbasi ve ark., 2008).



Ozellikle erkek infertilitesi vakalarinda yardimli iireme tekniklerinden intra iiterin
inseminasyon (1UI), in vitro fertilizasyon (IVF) veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) uygulanmaktadir. Sperm parametrelerine bakarak dnceden gebelik sonuglarini
tahmin etmek oldukc¢a zor olmakla birlikte, bu parametrelere bakarak IUI ile gebe
kalamayacak veya gebelik orani1 oldukga diisiik grubu tespit etmek hem ekonomik hem
de hasta psikolojisi agisindan kritiktir. Sperm morfolojisi, sperm hazirlik yontemleri,
inseminasyon sirasindaki sperm sayist ve motilitesi IUI ile gebelik oranlarim
etkileyebilecek onemli parametrelerdir. Bu yontemle diisiik sperm sayisi, zayif motilite,
zayif penetrasyon yetenegi ve servikal immiinite bozukluklarinda daha fazla motil
spermin fertilizasyon sahasina ulagmasi saglanmaktadir. Oligospermi Vve/veya
astenozoospermi goriilen erkege bagli infertilite vakalarinda konsepsiyon sansini
arttirmak i¢in IUI kullanilmaktadir (Erhan ve ark., 2013).

Ozetle infertilite, giiniimiiz evli ¢iftlerin %10 kadarini etkileyen uzun siiren,
maliyetli bir tedavi protokolii gerektiren ve giderek artan saglik sorunudur. Muhtemel etki
faktorlerinin ve mekanizmalarinin belirlenmesi durumunda farkli ¢6ziim yontemleri ve
alternatiflerin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir. Sonucta birgok infertilite hastasinin
kiiciik miidahalelerle IVF ve ICSI gibi pahali, daha girisimsel ve morbiditesi daha yiiksek
olan yardimhi iireme tekniklerine gerek kalmaksizin bebek sahibi olabilmeleri
saglanabilecektir (Gokce ve ark., 2011). Bu nedenlerden dolayr sperm kaynakli iireme
sorunlarinin tedavisine yonelik katki saglamas1 maksadiyla sperm hiicrelerinde apoptotik
(Bax, Acas-3) ve antiapoptotik (Bcl-2) yolak proteinleri ile infertilite arasindaki
baglantiy1 ortaya ¢ikarmayi amagladik. Erkek infertilitesiile ilgili ¢alismalara bir katki

saglayacagi i¢in onemli oldugunu diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

Gonadlar posterior abdominal duvar mezoteli altindaki mezoderm, altindaki
mezensim dokusu ve primordiyal germ hiicrelerinden koken alarak gelisirler. Erkek ve
disi morfolojik Ozellikleri, embriyonik 7. haftaya kadar gelismeye baslamaz. Genital
sistem, erken donemde her iki cinste de birbirine benzer. Bundan dolay1, genital sistemin
gelisiminin baglangi¢c donemi, cinsel gelisimin farklilasmamis sathasi olarak adlandirilir.

3. haftanin sonuna dogru genital organlara ait ilk hiicresel elemanlar olugsmaya
baslar. Embriyo disinda allantoisin baslangicina yakin yerde, vitellusu doseyen
endoblastik hiicreler arasinda; kiire sekilli hiicreler belirir. Bunlara primordiyal germ
hiicreleri adi1 verilir. Bu hiicreler epitelden ayrilarak bitisikteki mezoblasta gecerler.
Sonrasinda bagirsagin dorsal mezenteri boyunca devam ederek 5. haftanin basinda
gonadlara ulagirlar ve 6. haftada da genital kabarikliklara yerlesmis olurlar. Eger
kabarikliklara ulagsamazlarsa gonadlar gelisemez. Ciinkii primordiyal germ hiicrelerinin
gonadlarin farklilagsmasinda uyarici etkisi vardir. Ug haftanin sonunda, mezonefroz ve
dorsal intestinal mezenter arasindaki s6lom epiteli prolifere olmaya baglar ve stria
genitalis meydana gelir. Altindaki mezoblastin birikmesiyle burada genital ¢ikintilar
ortaya ¢ikar ve buna crista genitalis ad1 verilir. Fakat biinyesindegerm hiicresi bulunmaz.
Besinci haftada, gonad taslaginin kélom epiteli, proliferasyonuna devam eder. Bu epitel
hiicreleri, altindaki mezoblast i¢ine girerler ve burada primitif sekstiel kordonlar denilen
diizensiz sekilli birincil kordonlar1 olustururlar. Bu kordonlar, yiizey epiteline baglidirlar.
Primordiyal germ hiicreleri gonad taslagina yerlesmeye baslarlar. Gonad taslaginin 6n dis
yiiziinde ventral bir girinti meydana gelir ve oyulur. Iki tarafin ttkanmasiyla kanal olur,

sO6lom epiteliyle alakasini kaybeder. Bu yapilarin hepsi disi genital yollarim1 meydana



getiren Miiller Kanallar1 adin1 alirlar. Dordiincli haftada yolk kesesi duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda primordiyal germ hiicreleri ortaya ¢ikar. Besinci haftada
mezonefrozun mediyalinde kélomik epitel ve alt tarafinda mezensim proliferasyonu ile
genital ¢ikintilar olusur. Primordiyal germ hiicreleri son barsagin dorsal mezenteri
boyunca ameboik hareketlerle ileri dogru yonelir ve genital kabarikliga ulasir. Bu
hiicreler ulasmadan Once genital sirt epiteli prolifere olur ve mezensim ig¢ine dogru
primitif sex kordonlari meydana gelir. Farklanmamis gonad adin1 alir. Dista korteks ve
icte de medulladan olusur. Embriyo XX cinsiyet kromozomuna sahip oldugunda,
farklanmamis gonadin korteksi over yoOniinde degisim gosterir ve medulla
geriler. Embriyo XY cinsiyet kromozomuna sahipse, medulla testise farklilasir ve korteks,

birtakim kalintilar disinda gerilemeye baslar (Moor ve Persaud, 2009).

2.2.Postnatal Testis Gelisimi

Postnatal testis gelisimi; proliferasyonu, farklilasmayr ve germ hiicrelerinin,
Sertoli hiicrelerinin, miyoid hiicrelerin ve intertisyel Leydig hiicrelerinin apoptotik
Olimiinii kontrol eden, ¢ok iyl organize olmus parakrin iletisimi igerir. Erigkin
testislerinin normal fonksiyon gorebilmesi i¢in testikiiler hiicrelerin uygun bir sekilde

gelisimine ihtiyag vardir (Nurmio ve ark., 2009).

2.3.Germ Hiicrelerinin Gelisimi

Yetiskin testisi, kok spermatogonya, farklilasan spermatogonya, primer ve
sekonder spermotositler ve spermatidleri igerir. Spermatogonyumlar, bazal membranin
bitisiginde yerlesmistir. Tiibiiler liimene dogru giderken, spermatogonyumlar,

spermatoditlere ve son olarak da spermatidlere farklilagir. Bu siire¢ {i¢ asamaya



boliinebilir; spermatogoniyanin bir seri mitotik boliinmeye gittigi spermatogonyal
cogalma, ilk mayotik boliinmenin sekonder spermatositleri olusturdugu ikinci mayotik
boliinme esnasinda spermatidlerin olustugu mayoz boliinme ve spermatidlerin sperm
benzeri olgun spermatidlere doniistiigli spermiyogenez (Heller ve ark., 2004; Amann ve
ark., 2008). Spermatogenik hiicreler, tiibiillerde birbirlerini dalgali bigimde izleyen
belirgin hiicresel ortaklik i¢inde sekillenmistir. Bunlar seminifer epitelyal dongiiniin

asamalar1 olarak bilinir.

2.4.Spermatogenez

Erkekte germ hiicre serisini olusturan spermatogonyumdan, spermatozoon
(sperm) olusuncaya kadar gecen olaylarin hepsine spermatogenez denir. Testislerde
meydana gelen sperm, erkek genital yollarindan gecerek buraya agilan yardimei bezlerin
de salgilarini alarak penisten atilir.

Testislerin gorevlerini spermatozoon denilen erkek gametleri olusturmak, erkek
seks hormonu olan testosteronu iiretmek ve salgilamak olarak siralayabiliriz. Genital
kanallar spermatozoonu semen i¢inde tasir. Yardimci bezler ise hem spermatozoonu
besler hem de spermatozoonun disi genital yollara girisine aracilik eden semenin
nonselliiler kismini olusturur. Penis semeni disi genital yollara verme ve idrar1 viicut
disina atmakla gorevlidir.

Erkekte, primordiyal germ hiicrelerinin farklilasmasi pubertede baslayip
andropoza kadar aktif olarak devam eder. Puberteden hemen 6nce seks kordonlari iginde
liimen olusur ve seminifer tiibiiller haline gelir ve aym1 zamanda primordiyal germ
hiicreleri de spermatogoniumlara doniisiir. Bu olayin meydana geldigi yer testislerin

tubulus seminiferus kontortiyus duvaridir. Testis lobiillerden meydana gelmistir. Her



testis lobiiliinde 1-4 sayida seminifer tiibiil bulunur. Bunlar, 30-40 cm uzunlugunda ve
150-250 um ¢apinda i¢i bos kivrim yapmus tiibiillerdir ve bunlara tubulus seminiferus
kontortiyus (TSK) denir. Testisteki bu tiibiillerin toplam uzunlugu 250 m. civarindadir.
Bu tiibiillerin sonuna dogru liimen daralir, diizleserek tubulus seminiferus rektus (TSR)
meydana getirir. Bu diiz kanallar, genital kanallarin ilk kismin1 meydana getirir ve rete
testis denilen bir labirente baglanir. Bu da 10-20 adet duktuli efferentes ile duktus
epididimisin bas kismina baglanir. Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokuda leydig
hiicreleri bulunur. Leydig hiicrelerinin gorevi testosteron salgilamaktir. Seminifer
tiibiiller ise spermatozoonlari tiretmekle gorevlidir. Seminifer tiibiiliin duvari, ince bir bag
doku tabakasi {izerine oturmus ¢ok katli kiibik epitelden meydana gelmektedir ve bunlar
birbirinden bazal lamina ile ayrilirlar.

Germinal epiteli destek hiicreleri olarak bilinen Sertoli hiicreleri ve
spermatogenetik seri hiicreleri olarak iki ¢esit hiicreden meydana gelir. Sertoli hiicreleri
mezensimal kokenlidir ve yiiksek piramidal hiicrelerdir. Spermatogenetik seriye gore
daha az sayida bulunurlar, ancak hacimce onlardan daha biiyiiktiirler. Sertoli hiicrelerinin
tabanlar1 bazal laminaya oturur, apikal ucglari tiibiil llimenine uzanir ve germ hiicrelerini
sararlar. Isik mikroskobunda sinirlar1 belirsiz goriiliir, ¢linkii spermatogenetik seri
hiicrelerini ¢evreleyen cok sayida lateral uzantilari vardir. Uggen bigiminde olan uzamis
bir niikleus ve belirgin bir niikleolus igerir. Gelisen germ hiicrelerine destek verme,
koruma, beslenme, salgilama, fagositoz gibi fonksiyonlari bulunur (Moor ve Persaud,

2009; Junqueira ve Carneiro, 2009).



2.4.1. Spermatogenetik Seri Hiicreleri

Bazal lamina ile limen arasinda 4-8 tabaka olarak gdzlenen hiicre serileridir. Bu
germinal serinin en geng olanlar1 spermatogonyumlardir ve bazal laminaya yerlesmis
sekilde bulunurlar. Sirayla belirtilecek olursa; spermatogonyum, spermatosit-1,
spermatosit-2, spermatid, spermatozoondan olusur.

Bir spermatogonyumdan, spermatozoon olusuncaya kadar gecen olaylar serisine
spermatogenez denir ve 3 evrede incelenir.

1) Spermatositogenez evresinde spermatogonyumlar boliinerek, spermatositleri
olustururlar.

2)Mayoz evresinde spermatositler, n kromozomlu ve n DNA’l1 spermatidleri
meydana getirirler.

3)Spermiyohistogenez evresinde ise spermatidler spermatozoonlart meydana
getirmek i¢in farklilagirlar.

Spermatogonyumlar embriyonal donemde olustuktan sonra puberteye kadar
inaktif olarak kalir. Pubertenin baglamasindan itibaren hipotalamustan salgilanan
gonadotropin releasing hormon (GnRH) etkisi ile hipofiz 6n lobundan salinan
gonadotropik hormonlar folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
sayesinde ¢ogalmalar1 baglar. Biitlin spermatogonyumlar diploittir ve mitoz boliinmelerle
cogalirlar. Bir mitozun arkasindan ortaya ¢ikan spermatogonyumlar ya farklilasacak (B
spermatogonyumlari) ya da primitif spermatogonyum kaynagini (A spermatogonyumlart)
meydana getirecektir. A spermatogonyumlar: ikiye ayrilir; koyu boyanmis olanlar tip A
dark spermatogonyum, soluk boyanmis olanlar tip A pale spermatogonyum adin alirlar.
Tip A dark spermatogoniumlar, gercek kaynak hiicrelerdir. Tip A pale

spermatogonyumlar, tip B spermatogonyumlar1 olusturmak {izere bdliiniirler. Tip B



spermatogonyumlar da mitoz gegirerek spermatosit-I’leri (2n) verirler. Bunlar mayoz
safhasinin baslangicini meydana getirirler. Spermatosit-I’ler 2n kromozom sayisina ve 2n
DNA’ya sahiptirler. Olustuktan sonra 1. mayoz bdliinmenin profaz asamasina girerler.
DNA’lar1 replike olur ve iki katina g¢ikarak 4n olur. Boylece spermatosit-I’ler; 2n
kromozom (her biri 2 kromatidli) ve 4n DNA sahip olurlar. Bu hiicreler mayozun
rediiksiyonel boliinmesiyle her biri 23 kromozom ve diploid hiicrelerin DNA miktarina
sahip 2 adet spermatosit-Il meydana gelir (kromozom sayist 23=n, DNA=2n).
Spermatosit-II’ler de DNA’larni replike etmeden, mayozun 2. faz1 olan esit mitoz
boliinmeyle 23 kromozomlu ikiser haploid spermatid meydana gelirler. Yani 1
spermatosit-I’den 4 adet n kromozomlu, n DNA’l1 spermatid meydana gelir. Bunlarin
ikisi 22+X, diger ikisi ise 22+Y kromozom diizenine sahiptir. Yani 1 spermatosit-I’den 4
adet n kromozomlu, n DNA’l1 spermatid meydana gelir. Bunlarin ikisi 22+X, diger ikisi
ise 22+Y kromozom diizenine sahiptir (Moor ve Persaud, 2009;Junqueira ve Carneiro,

2009).

Sperm ana
hicresi (2n)

Spermler

Sekil 2.4.1.Sperm Olusumu (Spermatogenez)
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2.4.2. Semen

Ejakiilasyon firtinii olup 2-6 ml hacimde bulunan, viskoz, karakteristik kokusu
olan bir sividir. Ancak bu sivinin %10’unu spermler olusturur. Sperma sivisinin; %60’1
glandula vezikiilozadan, %30’u prostattan, %10’u da cowper bezleri kaynaklidir. Her
ml’de 50-100 milyon arasinda sperm bulunur. 15 milyonun altinda sperm sayisi

oligospermi olarak adlandirilir (Moor ve Persaud, 2009).

Plazma membrani ! Orta

Mitokondri
Spiral

Nukleus

Akrozom

Sekil2.4.2.Normal sperm morfolojisi

2.4.3. Testisin Histolojik Yapisi

Testisler, yan kisimlar1 yassilasmis, 4-5 cm uzunlukta, 2,5 cm genislikte, 2-2,5 cm
kalinliginda ve 20-30 gram agirliginda bir ¢ift olmak iizere erkek lireme orgamidir.
Testisler tunika albuginea adindaki kalin fibroz kapsiil sarmistir. Altinda tunika vaskiiloza
adli damardan zengin bir bag dokusu tabakasi vardir. Bu tabaka testisin seminifer

tiibiillere destek saglayan stromasina katilir. Seminifer tiibiiller, uzun ve asir1 derecede
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kivrimli tiibiillerden olustugu icin ¢esitli kesit diizlemlerinde kesite ugramis olarak
goriiniirler. Igleri, ince bir bazal membran iizerinde duran ¢ok katli ve son derece
Ozellesmis kompleks bir epitelle sarilidir. Seminifer tiibiiliin epitel hiicreleri iki
kategoride incelenir: Sertoli hiicreleri destek hiicreleri olarak adlandirilan ilk tiptir.
Spermatojenik hiicreler bazal lamina ile liimen arasinda bulunan 4-8 katl1 hiicre serileri
olup bunlar farkli hiicre tipleri degildir. Farklilasarak gozle goriiliir yapilar olup
morfolojik degisiklik gosterirler. Sertoli hiicreleri bazal lamina iizerine yerlesmis,
seminifer epitelin biitiin kalinliginca uzanan yiiksek boylu piramit sekilli hiicrelerdir.
Germ hiicreleri arasinda olduk¢a diizenli yerlesmislerdir. Isik mikroskobunda
sitoplazmalar1 saydam, hiicre sinirlar1 diizensiz olduklarindan dolayr zor ayirt edilir.
Cekirdekleri ince uzun ve hiicrenin uzun eksenine paralel konumludurlar. Cekirdekgik ise
kromatince az sayida bir yap1 olmasindan dolay1 bariz olarak secilir ve kolayca teshis
edilebilir. Elektron mikroskobik arastirmalarda 9-12 mikron biiytikliiglindeki
cekirdekleri, diizensiz, kromatinden fakir, bir ya da iki tane 0zel yapidaki bariz
cekirdek¢ik bulundururlar. Sitoplazmalarinda mitokondri, agraniiler endoplazmik
retikulum, ribozomlar, mikrofibril ve mikrotiibiiller taninabilir. Ayrica ¢ok sayida yag
damlaciklari, lipofuksin pigment graniilleri, sadece insanda goriilen 10-25 mikron
uzunlugunda silindirik mekik sekilli Ghcarcot-Bottcher kristalleri de bulundururlar.
Sitoplazmasiin apikal yiiziinde spermiyumlarin konumlanmasina uygun girintiler
bulunur, yan uzantilarla ise spermatogonyum ve spermatositler arasina uzanir.
Lizozomlarin ¢ok bulunmasi fagositik aktivitenin bir gostergesidir. Birbirlerine zonula
okludensler araciligi ile baglanarak tiibiilleri kusatan bir hiicre tabakasi olustururlar.
Sadece sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlar bazal laminaya yerlesmis haldedir.

Aralarinda zonula okludenslerin de bulunusu nedeniyle ekstratiibiiler araliktan liimene
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makro molekiillerin gegmesine engel olur, bu sekilde germ hiicrelerinin proteinlerine
kars1 antikor yapilmasi Onlenir. Peritiibiiler doku ile Sertoli hiicrelerinin temelini
olusturdugu bu yapiya kan-testis bariyeri denir. Sertoli hiicreleri gelisen germ hiicrelerine
mekanik destek saglarlar, onlarin otoimmiin reaksiyonlardan korunmasina ve
beslenmesine yardimci olurlar (Moor ve Persaud, 2009; Junqueira ve Carneiro, 2009;
Ovalle ve Nahirney, 2009). Sicaga, iyonize radyasyona ve spermatojenik hiicreleri
kolayca haraplayan toksik ajanlara karsi cok yliksek direnclere sahiptir. Seminifer

tiibiillerin arasini areolar bag dokusu doldurur.

2.5.Fekondasyon

Erkek ve disi gametlerin birlesip zigot olusturmasina fekondasyon denir. Bu olay,
tuba uterinanin ampulla bdlgesinde meydana gelir. Erkekte ve diside fekondasyon dncesi
bir seri olaylar olusmaktadir.

1) Erkekte spermatozoonlarin genital yollardan gegisi: Testiste olusan
spermatozoonlar, genital kanallardan gecgerken yardimci bezlerin de salgilarim
kendilerine katarak spermayr meydana getirirler. Duktus epididimisten gecerken
fekondasyon 6zelliklerini kaybettigi i¢in spermatozoonlarin dekapasitasyonu adi verilir.

2) Diside gametlerin karsilasmasi: Bir cinsel iliskide genellikle 200-600 milyon
spermatozoon, vaginanin arka forniksine birakilir ve servikste toplanir. Spermatozoonlar
serviksi kuyruklarinin hareketi sayesinde uterusu pasif olarak gegerler.

Bu sayede spermatozoonlarin fertilizasyon sahasina ulagsmalar1 5-45 dk. arasinda
meydana gelir. Fertilizasyonun gergeklesecegi bodlgeye ancak 300-500 sayida

spermatozoon gelebilir. Geri kalanlar; uterus, serviks ve vajinada degisiklige ugrarlar.
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Spermatozoonlar, disi genital kanallarda ortalama 1 giin canhi kalabilirler. Siklus
ortasinda disi genital kanallarda spermatozoonun yasamini kolay hale getirmek i¢in baz1
degisiklikler meydana gelir. Ovulasyondan birkag¢ giin 6nce serviks bezleri, koyu miikoz
bir salg1 yaparak spermatozoonlar1 vagina asiditesine karsi korumaya alir. Bu sayede
spermatozoonun hareketi kolaylasir. Vaginaya birakilan spermatozoonlar, doélleme
kapasitesine sahip degildir. Uterus ya da tiliplerde, salgi maddelerinin etkisi ile
kapasitasyon Ozelliklerini kazanirlar. Kapasitasyonda, spermatozoonda morfolojik
degisme olmaz. Fakat daha aktif olurlar. Akrozom {izerindeki glikoprotein 6rtii ve seminal
plazma proteinleri ortadan kalkar. Spermatozoonlar tuba uterinalardan gecerken akintiya
kars1 hareket etmeleri gerekir. Buna pozitif reotaksis 6zelligi denir. Ovum da tuba
uterinanin fimbriya ovarikasi tarafindan yakalanip yaklasik 25 dakikada ampullaya ulasir.
Doéllenme 12-24 saat iginde gerceklesir. Eger olmazsa ovum tiiplerden uterusa geger ve
dejenere olur.

Disi gamet haploid sayida kromozoma sahiptir ve 2. mayoz boliinmenin metafaz
asamasinda bloke olmustur. Gametlerin karsilasmasinda sirasiyla; spermatozoonlarin
korona radiyatayr ve zona pelliisidayr ge¢cmeleri, oosit ve spermatozoonun hiicre
zarlarinin kaynagmasi gergeklesir (Moor ve Persaud, 2009; Junqueira ve Carneiro, 2009;
Ovalle ve Nahirney 2009). Korona radyata tabakasini gectikten hemen sonra
spermatozoonlar, zona pelliisidaya tutunurlar ve onun igine girmeye calisirlar.
Akrozomlarindan salgilanan akrozin ve néraminidaz enzimlerinin litik etkisiyle zona
pelliisidada gegit yollar1 acarak, bu yollardan sekonder oosite ulagmaya baslarlar.

Ik olusan spermatozoon, zona pelliisiday1 gectikten hemen sonra, burada zona
reaksiyonu ad1 verilen ve diger spermatozoonlarin gecisine izin vermeyen bir olay ortaya

cikar. Zona reaksiyonunda, yapisal ve fizikokimyasal degismeler ortaya ¢ikarak zona
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pelliisidanin diger spermatozoonlara karsi gecirgenlik 6zelligini kaybetmesine neden
olur. Bu olay, sekonder oositin sitoplazmasindaki kortikal graniillerden salgilanan
lizozomal enzimlerin etkisiyle meydana gelirr Bu enzimler de spermatozoon
penetrasyonunu engellemek ve zona pelliisida yiizeyinde spermatozoon i¢in bulunan tiire
O0zgii bir degisikligin ortaya ¢ikmasini saglar. Spermatozoon, oosit hiicre zarina
dokunduktan hemen sonra her iki plazma zar1 da birlesir. Spermatozoonun oosit
sitoplazmasi icine girmesine, oosit 3 ayr1 sekilde tepki verir; Lizozomal enzimlerin
kortikal oosit graniillerinden serbest kalmasiyla oosit membrani bagka bir spermatozoon
girigini engelleyecek sekilde farklilasir. Biiyiik olasilikla bu degisim, zona pelliisidanin
spermatozoonlar i¢in Ozgli reseptdr alanlarim1 ortadan kaldirmasidir. Polispermi
boylelikle dnlenmis olur. Sekonder oosit, 2. mayoz béliinmesini, spermatozoon igeri
girdikten hemen sonra bitirir. Erigkin disi germ hiicresi ovum ile 2. kutup hiicresini
olusturur. Ovum niikleusu disi pronukleus olarak isimlendirilir. Sperm kuyrugu dejenere
olduktan sonra da onun niikleusuna erkek pronuiikleus adi verilir. Erkek ve disi
proniikleus morfolojik olarak birbirinden ayrilamaz. Her iki proniikleustaki haploid
sayida kromozomlar duplike olur. Eger olmazsa, iki hiicreli evrede zigotun her hiicresi,
normal DNA miktarinin yarisina sahiptir. DNA sentezinden sonra, iki proniikleus ovumun
merkezinde birbirlerine yakinlasirlar ve daha sonra birlesirler, zarlar1 erir. 23 anneye ve
23 babaya ait ¢ift yapili kromozomlar birbirlerine karigir. Dolayisiyla tek hiicreli zigot
olusur. Cift yapili kromozomlar karst kutuplara kayarken hiicrenin yiizeyinde
sitoplazmay1 iki parcaya ayiran derin bir yarik meydana gelir.

Fekondasyonun sonucu olarak haploid sayida iki lireme hiicresinin bir araya
gelmesiyle diploid sayida anne ve babaninkinden farkli bir kromozom kombinasyonuna

sahip bir zigot olusur. Embriyonun cinsiyeti belirlenir. X tasiyan sperm disi embriyo
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(XX), Y tasiyan sperm erkek embriyo (XY) meydana gelmesine sebep olur.
Segmentasyon olusumu baglar. Her segmentasyon sonrasinda meydana gelir ve bu
hiicrelere blastomer adi verilir. Ancak doéllenmeyen oosit 24 saat iginde dejenere olur

(Moore ve Persaud, 2009; Junqueira ve Carneiro, 2009; Ovalle ve Nahirney, 2009).

2.6.Erkek Infertilitesinde Etyoloji

Infertilite ¢giftlerde korunma olmaksizin 1 yillik diizenli bir sekilde cinsel iliskiye
ragmen gebelik durumunum olmama halidir. Insidans1 %15 olarak verilmekteyken bu
oran son yillarda giderek artmaktadir. Diinyada ortalama 80 milyondan fazla ciftte
rastlanmaktadir. Ciftlerin 1/4’1 subfertil, 1/8’1 ilk gebelikte sorun yasamakta, 1/6 si
sonraki gebelik isteminde sorun yasamakta, %3 cift tamamen ¢ocuksuz, %6 cift ise
istedigi sayida ¢ocuk sahibi olamamaktadir. Son 50 y1l igerisinde sperm sayisinda giderek
bir gerileme oldugu saptanmistir. Bu alanda yapilan pek ¢ok ¢alisma vardir fakat evli
erkeklerde bu durum biiyiik bir problem olarak devam etmektedir. Ciinkii subfertil
erkeklerin yaklasik %25’inde bir neden gosterilememektedir. Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan 7273 evli infertil ¢ift lizerinde infertilite nedenini belirlemek i¢in yapilan bir
caligmalarda infertiliteden sorumlu olarak %41 oraninda kadin faktorii, %24 oraninda
erkek faktorii, %24 kadin ile erkek faktorii birlikte tespit edilmistir ve %11 ciftte de
herhangi bir neden gosterilememistir (Tournaye, 2006). Buradan da anlasilacag: gibi evli

infertil ciftlerin %48’inde mutlaka erkek faktorii 6n plana ¢ikmaktadir.
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Tablo 1.1. Erkek infertilitesi nedenleri

Erkek infertilitesinde etiyoloji (%)
Cinsel faktorler 1.7
Urogenital enfeksiyonlar 6.6
Konjenital anomaliler 2.1
Varikosel 12.3
Endokrin bozukluklar 0.6
Immiinolojik faktorler 3.1
Diger hastaliklar 3.0
Idiyopatik semen bozukluklar 75.1

Diinya Saglik Orgiitiiniin infertil giftlerin standardize edilmis arastirma ve teshisi
ile ilgili el kitabinda erkek faktoriiniin etiyolojik gruplari yukaridaki gibi siralanmaktadir.
Burada sayilan gruplar igerisindeki idiyopatik semen bozukluklar: grup %75 gibi biiyiik
dlgiide bir yer kaplamaktadir. Iste amacimiz bu grubu ileri sperm fonksiyon testleri ile
miimkiin olabildigince tespit ederek, sperm sorunlarini tespit edebilmek ve yardiml
tireme teknolojileri ile bu gruptaki hasta g¢iftlerin ¢ocuk sahibi olabilmelerine yardime1
olmaktir.

Genel tedavi planlamasi i¢in bir diger siniflama seklindeyse infertil erkek 3 ana
grup altinda siralanmaktadir.

Sayilan biitiin bu nedenlere kars1 eger yerine konulabilecek bir tedavi yontemi
olursa bu hayata gecirilebilir. Fakat sebebi tespit edilemeyen populasyon i¢in bugiine

kadar ampirik tedavi yoOntemlerine basvurulmustur. Bu tedavilere 6rnek olarak;
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gonadotropinler, anti dstrojenler, aromataz inhibitorleri, androjenler, testosteron rebound
tedavisi, antibiyotikler, antienflamatuvar ajanlar, cesitli vitaminler, kallikreinler,
kaptopril ve tiroksin hormonu verilebilir. Gene son yillarda pure FSH tedavisinin IVF’te
fertilizasyon oranlarini arttirdigini kanitlayan yayinlar vardir (WHO 1993). Bu tedavinin
etki mekanizmasimin nasil olduguna dair rutinde bakilan bir parametre heniiz sahip
degiliz. Yardimci iireme teknolojileri iste bu idiyopatik hasta grubunda yeni bir ¢igir
acarak IVF endikasyonlari i¢ine erkek faktorii ve aciklanamamais infertilite olgularini da
eklemigstir. Son olarak da ortaya ¢ikan mikroenjeksiyon teknikleri ile eskiden imkansiz
olarak belirlenen olgularda da fertilizasyon ve sonrasinda gebelik meydana gelmektedir.
Bunlara 6rnek olarak; Sertoli cell only sendromu, kriptospermi, kartagener sendromu
(immotil silya), %0 motilite ve %0 morfoloji gruplar ile tiim obstriiktif azospermiler
verilebilir.

Sonug olarak idiyopatik olgularda invitro ortamda olusan spermin fertilizasyon
kapasitesinin dikkatle oOlciilerek degerlendirilmesi, fertilizasyon siirecinin hangi
asamasinda defekt oldugunun belirlenmesi ve sonrasinda da bu defekti diizeltecek veya

by-pass edecek bir yontemle fertilizasyonun basarilmasi gerekmektedir.

2.7.Morfoloji

Spermin fertilite kapasitesinin morfolojik inceleme ile etkin bir indeks olarak
degerlendirilmesi 1951 yillarina kadar stiregelmistir. Kruger tarafindan strict kriterler ile
morfoloji degerlendirilmesinin tanimlanmasiyla bu parametre gittikce artan bir 6nem
kazanmistir. Bu yontem ilk defa 1986 yilinda yayinlanmis ve 1990 yilinda Menkveld ve
arkadaglar1 tarafindan modifiye edilmistir. Kisa siire sonra rutin incelemede yerini alan
bu yoéntemin, Diinya Saghk Orgiitii kriterlerine goére morfoloji degerlendirilmesi

yontemine olan iistiinliigii kanitlanmistir.
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A. Bas defektleri

(@ (b) (©) (d) (e) (f)

Koni Piriform Yuvarlak Amorfj(?ekilsiz) Vakuolli  Dar akrozom
’Akrozom N - B alani
yok Kiguk i
v | — s " w ™ w w W
B. Boyun ve orta parca defektleri C. Kuyruk defektleri D. Agin rezidiel
sitoplazma
(a) (h) 0] ) (k) {0 (m) (n)
Biikiik Asimetrik  Kalin ince Kisa Biikak Kiviimi Basin > 1/3'i
boyun giris

FILTVE 4

Sekil 2.8. Anormal sperm sekilleri (WHO 2010)
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Tablo2.2. Sperm morfolojisinin gebelik oranlarina etkisi

Normal Form Gebelik Oranlar:
%4’ den az % 7,6
%4 ile % 14 arasi % 49,4
%14’ in lizerinde % 88,3

Tablo2.3. Semen analizi terminolojisi

Semen Terminolojisi

Normospermi Tiim parametreler normal

Oligospermi Sperm sayisinin azalmasi—5-15 mil/ml, agir -»<5
mil/ml

Astenospermi Azalmig motilite

Teratospermi Anormal morfolojili formlarin artmasi

Oligoastenoteratospermi | Tiim parametreler subnormal

Azospermi Semende sperm yok
Aspermi Ejekiilat yok
Lokositospermi Semende artmis 16kositler (>1 mil/ml)

2.8.Sperm Analizi
Semen analizi hem tedavi amagli hemde bilimsel arastirmalarda infertiliteyi teshis
etme kriterlerinden birisidir. Bu analiz i¢in en az 2 giinliik (insan igin) cinsel perhizden

sonra alinan taze semen makroskobik ve mikroskobik incelemeye tabi tutulur. Bu analiz
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sonucunda spermin sayisi, hareketliligi ve morfolojisi belirlenerek sonuglar oraya ¢ikar.
Semen analizi, infertil erkek bireyin degerlendirilmesinde ve fertilite durumunu
belirlemede 6nem arz etmektedir. Klinikte tedavinin belirlenmesinde ve alinan cevabin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bilimsel arastirmalarda spermin hareketliligi,
sayis1 veya sekli ile ilgili detayl1 morfolojik ¢aligmalar kullanilmaktadir (Carrell, 2000;
Irvine, 2000). Geleneksel semen analizinde, ejekulat alindiktan sonra en fazla 60
dakikaya kadar likefiye olmasi i¢in beklenir ve daha sonra analiz kismina gecilir. WHO
(World Heath Organization, 2010) ‘un mantiel olarak degerlendirdigi semen analizi i¢in
referans araliklar asagidaki gibidir.

Hacim: > 1,5 ml

Likefikasyon siiresi: 30 - 60 dk i¢inde

Ph:>7,2

Canlilik %58 veya daha fazla

Lokosit: ml’de 1 milyondan daha az

Sperm konsantrasyonu: ml’de > 15 milyon

Hareketlilik: 30 ve 60 dk sonra hareketlilik oran1 sirastyla, > %50, > %25

Lokosit: ml’de 1 milyondan daha az

Normal morfoloji: en az > % 14

2.8.1. Spermlerin Morfolojik A¢idan Simiflandirmasi

Insan spermlerinin morfolojik olarak diger memelilere kiyasla yap1 ve biiyiikliik
acisindan biiyiik farklilik gosterirler. Normal fertil ejakulatta dahi spermatozoonlar arasi
sekil, bliytlikliik, bas ve akrozom sekli yoniinden degisik yapida bulunur. Fertil erkeklerin

ejakulatinda da niiklear vakualizasyon, sitoplazmik damlaciklarin varligi, kuyruk
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anomaliligi goriilebilir (Ombelet ve ark., 1995). Bir spermatozoonun anormal veya
normal oldugunu belirleyen o6zellikleri standardize etmek i¢in pek ¢ok uygulama
yapilmistir (Guzick ve ark., 2005). Son zamanlara kadar sperm morfolojisinin
degerlendirilmesinde pek ¢ok ydntem uygulanmistir. Ik Diinya Saglik Orgiitii (WHO:
World Healt Organisation, 1980) smiflamasi, sperm morfolojisinin degerlendirilmesi
yoniinde biiyiik bir adim olmustur. Arkasindan Hofmann ve Haider, Dusseldorf
siniflamas1 adi altinda yeni bir morfoloji siniflamasi ortaya koymustur (1985). Bu
siniflamada spermatozoonun uzamasi ve akrozom hasarlari {izerine daha fazla 6nem
verilmistir. 1987°deki ikinci WHO kilavuzu ile semen analiz kriterleri yeniden revise
etmistir.  1992°deki iiciinci WHO siniflamasinda ise sperm morfolojisinin
degerlendirilmesi daha ayrintili olarak ele alinmistir. Morfolojik olarak normal grubun
yant sira 4 siif halinde anomaliler siniflandirilmis ve teratozoospermi indeksi
hazirlanmustir.

Bu smiflandirmada spesifik infertilite nedenlerinin ayrica belirtilmesi
gerekmektedir. Bu son siniflamada normal morfolojiye sahip olma sinir1 %50°den %30’a
indirilmistir. Kruger ve Menkveld, sperm morfolojisine yonelik kesin Tygerberg
kriterlerini tanimlamistir (Aydos, 2005). Bu simiflandirmada, spermatozoon bir biitiin
olarak incelenir ve morfolojileri diizensiz sinir hatlar1 ve hafif¢ce anormal sperm baslarinin
hepsi anormal olarak degerlendirilir. Tygerberg kriterlerine gore, morfolojik
degerlendirmenin sonuglari {i¢ kategoride ele alinabilir: 1. Normal morfolojiye sahip grup
(%14’den fazla normal form mevcut), 2. Iyi prognozlu grup (%4-14 aras1 normal form

mevcut), 3. Kotii prognozlu grup (%4’den az normal form mevcut) (Aydos, 2005).
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2.9. Numune Toplama

-Semenin ortam sicakligindaki degisikliklere maruziyetini kisitlamak, numunenin
alinmasiyla analizi arasindaki zamani kontrol etmek amaciyla numunenin laboratuvarin
yakinindaki 6zel bir odada verilmesi gerekir.

-Numune en az iki en ¢ok yedi giinliik cinsel perhizden sonra almmalidir. Ilave
numune gerekirse, her defasinda cinsel perhiz siliresi miimkiin oldugu kadar sabit
tutulmalidir.

-Kisiye semen numunesinin alinmasiyla ilgili anlagilir yazili ve so6zli
bilgilendirme yapilmalidir. Semen numunesinin tamaminin toplanmast ve numunenin
herhangi bir kismimnin ziyan olmasi halinde durumun ilgiliye bildirilmesi gerektigi
vurgulanmalidir.

-Rapor formuna asagidaki bilgiler kaydedilmelidir kisinin adi, dogum tarihi,
kigisel kod numarasi, cinsel perhiz siiresi, numunenin alindig1 giin ve saat, numunenin
eksiksiz olup-olmadigi, numunenin elde edilmesindeki herhangi bir zorluk, numunenin

alinmasiyla semen analizine baglanmasi arasinda gecen siire.

2.9.1. Tanisal veya Arastirma Amaciyla Semenin Toplanmasi
-Numune mastiirbasyonla elde edilmeli, ejakiilat spermatozoa i¢in toksik olmadigi
dogrulanmis cam veya plastikten temiz ve genis agizli bir kap i¢ine alinmalidir.
-Ejakiilasyondan sonra spermatozoayr olumsuz etkileyebilen genis capli 1s1
degisikliklerinden kaginmak i¢in, numune kabi1 20°C ila 37°C arasindaki ortam
sicakliginda tutulmali, kabin {izerine erkegin adi, kod numarasi, numunenin alindigi tarih

ve saatin yazili oldugu bir etiket yapistirilmalidir.
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-Semen likefiye olurken numune kabi laboratuvar sehpasi iizerinde veya bir
inkiibatorde (37°C) birakilir.

-Semen numunesi tam degilse, 6zellikle ilk, yani spermden zengin fraksiyonu
eksikse, bu durumu raporda bildirin. Numune eksikse, 2—7 giin arasinda bir cinsel perhiz

doneminden sonra ikinci bir numune alinmalidir.

2.9.2. Yardimh Ureme Teknikleri icin Semenin Steril Toplanmasi
-Tan1 amacl toplamada oldugu gibi uygulanir, ancak numune kaplari, pipet uclar

ve karistirma i¢in kullanilan pipetlerin steril olmas1 gereklidir.

2.9.3. Mikrobiyolojik Incelemeler i¢in Semenin Steril Toplanmasi

Bu durumda, semen dis1 kaynaklardan gelen kontaminasyondan (Or: deriden
gelen ortak¢1 mikroorganizmalar) kaginilmalidir. Kisi:

« Idrarin1 yapmali.

* Deriden gelen ortak¢t mikroorganizmalarla bulagsma olasilifin1 azaltmak i¢in
ellerini ve penisini sabunla yikamali.

* Sabunu iyice durulamali.

* Ellerini ve penisini yeni bir tek kullanimlik pegeteyle kurulamali.

* Steril bir kap i¢ine bosalmalidir.

2.9.4. Semenin Evde Alinmasi
Klinikte mastiirbasyonla numune verilemedigi veya laboratuvar yakininda uygun

bir mekanin mevcut olmadigi istisnai durumlarda, semen numunesi evde almabilir.
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Kisiye, semen numunesinin alinmasina iliskin anlasilir yazili ve sozli
bilgilendirme yapilmalidir. Bilgilendirmede; semen numunesinin, spermden zengin ilk
boliimii de icerecek sekilde tam olmasi gerektigi, numunenin herhangi bir kisminin ziyan
olmasi halinde durumun ilgiliye bildirilmesi gerektigi vurgulanmalidir. Numune tam
degilse, bu durum raporda bildirilmelidir.

Kisiye daha 6nceden tartilmis, lizerinde adi ve tanitim kod numarasi yazilmis bir
kap verilmelidir. Kisi, semeni verdigi zamani kaydetmeli ve numuneyi laboratuvara bir
saat icinde getirmis olmalidir.

Laboratuvara tasinma sirasinda numune 20°C ila 37°C arasinda muhafaza
edilmelidir. Raporda numunenin evde veya laboratuvar disinda baska bir yerde alindig

belirtilmelidir.

2.9.5. Semenin Kondomla Alinmasi

Mastiirbasyonla numune alinamayan istisnai durumlarda, cinsel birlesme
sirasinda kondom i¢ine numune alinabilir.

Semenin alinmasi1 amaciyla tasarlanmis ve toksik olmayan 6zel kondomlar
kullanilmalidir; bu kondomlar piyasada bulunmaktadir. Kisiye kondom {ireticisi
tarafindan kondomun kullanimi, agzinin kapatilmasi, laboratuvara géonderilmesi veya
gotiiriilmesi konularinda bilgi verilmelidir.

Kisi, semeni verdigi zamani kaydetmeli ve numuneyi laboratuvara bir saat icinde
getirmis olmalidir. Laboratuvara tasinma sirasinda numune 20°C ila 37°C arasinda
muhafaza edilmelidir.

Raporda, numunenin evde veya laboratuvar disinda baska bir yerde, cinsel

birlesme sirasinda 6zel bir kondom kullanilarak alindigi kaydedilmelidir. Not:
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Spermatozoanin hareketliligini bozan maddeler igerdigi i¢in, siradan lateks kondomlar

semen alinmasi1 amaciyla kullanilmamalidir (Jones ve ark., 1986).

2.9.6. Numunelerin Giivenli Bicimde Islenmesi

Semen numuneleri tehlikeli enfeksiyon etkenleri (Or: insan immiinyetmezlik
virlisii [HIV], hepatit viriisleri veya herpes simpleks viriisii) i¢erebildiginden, biyolojik
acidan riskli maddeler olarak ele alinmalidir.

Numune; biyolojik analiz, intrauterin inseminasyon (IUI), in vitro fertilizasyon
(IVF) veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in islemlerden gegirilecekse
veya semen kiiltliri yapilacaksa steril malzemeler ve teknikler kullanilmalidir.

Laboratuvarin giivenligi i¢in iyi laboratuvar pratigi gereklidir (WHO, 2010).

2.10. Sperm degerlendirmesi

2.10.1. ilk Makroskobik Degerlendirme

Semen analizi, likefaksiyondan hemen sonra basit inspeksiyonla (gbzle muayene)
baslamalidir. Dehidratasyon veya 1s1 degisikliginin semen Kkalitesini olumsuz
etkilemesinden kaginmak igin, ejakiilasyondan sonra tercihen 30 dakika, en fazla bir saat
icinde analiz yapilmalidir.

Toplama kabina ejakiilasyonun hemen ardindan semen, tipik olarak yar1 kati
koagiile kitle seklindedir. Oda sicakliginda birka¢ dakika iginde genellikle likefiye
olmaya (incelmeye) baslar. Bu sirada siv1 i¢inde heterojen topaklardan olusan karigim
goriilecektir. Likefaksiyon devam ederken semen daha homojen ve hemen hemen su gibi

bir hale gelir. Son evrelerde yalnizca kiigiik koagiilasyon alanlar1 kalir. Numunenin tiimii
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oda sicakliginda genellikle 15 dakika i¢inde likefiye olur, bu durum nadiren 60 dakika
veya daha uzun zaman alabilir.

Likefaksiyondan hemen sonra ya da ejakiilasyondan sonraki 30 dakika ile bir saat
icinde semenin gozlenmesi ile analize baslanmalidir. Likefaksiyon genellikle ilk 15
dakika i¢inde goriilmesine karsin normal semenin likefaksiyonu oda sicakliginda 60
dakikada tamamlanir. Tam likefaksiyon 60 dakikada olusmazsa bildirilmelidir.

Homojen bir 6rnek elde edilmesine yardimci olabilir. Nadiren likefaksiyon
olugmayarak semen degerlendirmesini zorlastirir. Bu tiir vakalarda mekanik karistirma
veya enzim ile ¢ozme gerekebilir. Bu uygulamalar seminal plazma biyokimyasini, sperm
motilitesini ve morfolojisini etkileyebileceklerinden dolayr raporda belirtilmelidir.
Likefaksiyondan sonra genis agizli (yaklasik 1.5 mm) plastik pipete 6rnegi dikkatlice
cekerek ve yergekiminin etkisiyle damlamasini bekleyip damla ile pipet arasinda olusan
ince ipligin uzunlugu gozlenerek viskozitesi dlciilebilir.

Normal bir 6rnek pipeti kiiclik ayr1 damlalar seklinde terk eder. Anormal
viskozitelerde bu uzunluk 2 cm’den daha uzundur. Yiksek viskozite sperm motilitesini,
konsantrasyonunu, spermin antikorla kaplanmasint ve biyokimyasal oOl¢limleri
etkileyebilir. Viskoziteyi azaltma yontemleri gecikmis likefaksiyonda kullanilanla
aynidir. Likefiye olmus normal bir 6rnek homojen ve gri-opelasan bir goriinlime sahiptir.
Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse 6rnek daha az opak goriiniir. Renk, 6rnegin eritrosit
varsa (hemospermi) kirmizi-kahverengi, hastanin sarilig1 varsa veya bazi vitaminlerin ve
ilaglarin kullanimi1 ile sar1 olabilir. Ejakiilatin hacminin olusumuna agirlikli olarak
seminal vezikiil, prostat salgilari, az bir oranda bulboiiretral bezler ve epididim katkida
bulunur. Total sperm hiicresi ve sperm olmayan hiicrelerin sayisinin hesaplanmasinda

kullanilacag: i¢in hacmin hassas bir sekilde oOlgiilmesi gerekir. Hacim en 1yi sekilde
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ornegin i¢ine verildigi kabin agirligi tartilarak Olgiilebilir. Dansite 1gr/ml olarak
varsayilir. Hacmin 0.3-0.9 ml daha diisiik hesaplanmasina neden olabileceginden, 6rnegin
pipete veya enjektore c¢ekilmesi veya Olgme silindirine bosaltilmas1 tavsiye
edilmemektedir (Auger ve ark.,1995; Iwamoto ve ark.,2006). Semen hacmi i¢in en diistik
referans degeri 1.5 ml’dir. Diisilk semen hacimleri, ejakiilatuvar kanal obstriiksiyonu
veya seminal vazikiil gelisiminin yetersiz oldugu konjenital bilateral vasdeferens
agenezisinin karakteristigidir (Taille ve ark., 1998; Eckardstein ve ark.,2000).Hacmin
diisiik olmas1 ayn1 zamanda 6rnek toplama problemi, parsiyel retrograd ejakiilasyon ve
androjen eksikligini de gosterebilir. Yiiksek semen volliimleri aksesuvar bezlerin aktif
inflamasyonunda gdzlenen aktif eksudasyonun bir yansimasi olabilir. Semen pH’s1 esas
olarak alkali 6zellikteki seminal vezikiil sekresyonu ile asidik prostatik sekresyon olmak
lizere aksesuar bezlerin sekresyonlar1 arasindaki dengeyi yansitir. pH likefaksiyondan
sonra o laboratuvar i¢in belirlenmis standart bir zamanda, tercihen 30 dk i¢inde
Olctilmelidir. Normal ornekler icin araligi 6.0 ile 10.0 arasinda olan Ph kagidi
kullanilmalidir. Semen 6rnegi iyice karistirildiktan sonra bir damla semen pH kagidi
lizerine esit olarak yayilir, 30 saniyeden uzun olmamak kosulu renk degisimi beklenir ve
kalibrasyon ¢ubugu ile karsilastirilarak pH okunur. Semen pH’s1 i¢in alt referans degeri
7.2 olarak kabul edilmistir. Diisiik hacimli ve sperm sayis1 az olan bir 6rnekte eger pH
7.0’dan kiigiikse ejakiilatuar kanal obstriikksiyonu veya seminal vezikiil gelisiminin
yetersiz oldugu konjenital bilateral vasdeferens agenezisi akla gelmelidir (Taille ve
ark.,1998; Eckardstein ve ark.,2000). Semen pH’s1 dogal tamponlama azaldik¢a zamanla

artabilir. Bu nedenle yiiksek pH degerleri klinik olarak az miktarda yararh bilgi verir.
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2.10.2.11k Mikroskobik Degerlendirme

2.10.2.1 Sperm Motilitesi

Ejakiilasyondan sonraki ilk bir saat i¢inde, tercihen likefaksiyondan sonraki 30
dakikada motilite degerlendirilmelidir. Taze hazirlanmis preparatlarin stabil hale gelmesi
icin yaklasik bir dakika bekletilir. Motilite degerlendirmesi faz kontrast mikroskopta 200-
400 blyilitmede yapilir. Sperm motilitesi 37°C’de 1sitilmig tabla iizerinde veya oda
sicakliginda bakilabilir. Farkli motilite kategorilerindeki spermlerin oranlarini
hesaplayabilmek igin en az bes mikroskobik alanda en az 200 sperm hiicresinin
degerlendirilmesi gerekir. Ayni1 semen 6rneginden hazirlanmis baska bir preparatta tekrar
200 sperm sayilip birbirinden bagimsiz bir sekilde motilite yilizdeleri kiyaslandiginda
kabul edilebilir farklilik oranlar1 varsa isleme devam edilir. Biiylik farklar varsa bu
durumda yeni preparat hazirlamak gerekir. Fokal bir mikroskop diizleminde belirlenmis
cizgilerin sinirladig1 alanda ya da sperm sayis1 azsa tiim alanda sperm hiicreleri sayilarak

motilite degerlendirilir.

2.10.2.3. Sperm Canhh@

Sperm canlilig1 hiicre membrani biitlinliigiinlin degerlendirilmesi esasina dayanir
ve progresif hareketli sperm oraninin %40’dan az oldugu durumlarda 6zellikle 6nemlidir.
Ayni zamanda bu testle hareketlilik degerlendirmesinin dogru yapilip yapilmadigi da
kontrol edilebilir. Canli olmayan hiicrelerin sayisi hareketsiz olan spermlerin sayisini

asmamalidir. Normalde canli hiicrelerin sayisi motil hiicrelerden fazladir.

2.10.2.4. Sperm Sayim

“Total sperm sayis1” ve “sperm konsantrasyonu” terimleri ayn1 degildir. Sperm

konsantrasyonu her bir iinite semen voliimii basina diisen sperm sayisini ifade ederken
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totalsperm sayis1 tiim ejakiilattaki sperm sayisini ifade eder. Total sperm sayis1 semen
analizi sirasinda hesaplanan sperm konsantrasyonundan elde edilir. Ejakiilattaki total
sperm sayisi ve sperm konsantrasyonu dolleme yetenegi, gebelik olusumuna kadar gecen
stire ve gebelik oranlari ile iliskilidir (Slama ve ark., 2002; Larsen ve ark., 2000). Normal
bir erkekte obstriiksiyon yoksa ve cinsel perhiz siiresi cok uzun degilse total sperm sayisi
testis voliimii ile koraledir ve bu da testislerin sperm iiretme yetenegini ve yolun
saglamligim gosterir (MacLeod ve Wang 1979; Handelsman ve ark.,1984). Seminal
vezikiil ve prostat salgilarinin miktarindan etkilenebilen sperm konsantrasyonu ise
fertilizasyon ve gebelik oranlari ile iliskilidir ancak testis fonksiyonunu degerlendirmek
icin Ozgiin degildir (Eliasson ve ark., 1975). Sperm sayimi i¢in 100 pum derinlikte

hemositometre sayma kamaralari tavsiye edilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOD

Calismamiz Gaziosmanpasa Universitesi Androloji laboratuvarina gelen
bireylerden alinan semen numuneleri tizerinde yapildi. Numunelerin alinmasi, alinan
numunelerin spermiyogram analizleri, sperm yayma preparatlarin hazirlanmasi, Kruger
Strict sperm morfoloji analizleri Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Ana Bilim Dalimiz Androloji Laboratuvarinda ve immiinohistokimyasal
uygulamalar ile mikroskobik analizler Anabilim dalimiz arastirma laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Caligmamiza infertil 20 (Bir y1l boyunca diizenli ve korunmasiz bir cinsel
yasami olan ve bebek sahibi olamayan bireyler) ve fertil 5 olmak iizere toplam 25 birey
dahil edildi.

Calismamizin semen drneklerinin toplanmasina Sivas Cumhuriyet Universitesi
Insan deneyleri Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 27.09.2016 Tarihli 2016-09/11

Nolu karart ile alinan izinden sonra baglanildi.

3.4.1. Spermiyogram Testi

Erkek infertilitesinin saptanmasi ve degerlendirilmesinde en nemli test Semen
Analizi (Spermiyogram)’dir. Spermiyogram testi bir y1l boyunca diizenli ve korunmasiz
bir cinsel yasami olan ¢iftlerin, bebek sahibi olamamalar1 durumunda erkeklerden istenen
testtir. Sperm testi (Spermiyogram, Sperm tahlili) yaptirmadan once 2-7 giinliik cinsel
perhiz yapilmalidir. Bu 2-7 giinlik dénemde hi¢ bir sekilde bosalma (uyku vb.)
olmamalidir. 3 giinliik cinsel perhiz sonrasi androloji laboratuvarlarinda ayrilan 6zel

sperm verme odalarinda mastiirbasyon yontemi ile herhangi bir kayganlastirict madde
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(krem, tiiktiriik, vs.) kullanilmadan steril bir kaba tam bir bosalma ile semen 6rnekleri

alindi.

ilk 5 dakika:

* Alinan 6rnegin likefiye olmasi i¢in inkiibatore (37°C) ya da tezgaha yerlestirilmesi.

30-60 dakika arasinda: * Semen goriiniimii ve likefaksiyonun degerlendirilmesi
* Semen hacminin 6lgiilmesi
» Mikroskobik inceleme, sperm sayis1 ve motilitesini degerlendirebilmek i¢in diliisyon ve
1slak preparatin hazirlanmasi
* Sperm canliliginin degerlendirilmesi (motil spermlerin orani diisiik ise)
 Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in semen yaymasinin hazirlanmasi
* Sperm sayisinin degerlendirilmesi
* Gerek duyulursa MAR (mixed antiglobulin reaction) testinin yapilmasi
* Yuvarlak hiicreler varsa peroksidaz pozitif hiicrelerin degerlendirilmesi
* Immunobead testi i¢in sperm hiicrelerinin hazirlanmasi (gerek duyulursa)

* Semenin santrifiije edilmesi (biyokimyasal belirtecler calisilacaksa)

Uc saat icinde:

* Gerekiyorsa orneklerin mikrobiyoloji laboratuvarina génderilmesi
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Dort saatten sonra:

» Morfolojik degerlendirilme i¢in preparat hazirlanmasi

Aym giin icinde daha sonraki donemde (6rnek dondurulmussa sonraki giin):
 Aksesuar bez belirteclerinin dlgiilmesi (gerekirse)

« Indirekt immunobead testinin yapilmasi (gerekirse)

3.4.2. Makler Counting Chamber ile sperm saymm

Likefiye olmus semen hi¢ bir muameleye tabi tutulmadan direk Makler Chamber
ile faz-kontrast 151k mikroskobunda 20 x’lik objektif altinda degerlendirildi. Giivenilir bir
degerlendirme i¢in ideal olan, Makler kamarada 100 karedeki spermleri saymaktir. Ancak
Makler sperm sayim aletinde toplam 10 adet karedeki sperm sayist temel alinip sayim
sonucu x10° /ml olarak ifade edildi.

Makler sperm sayma kamarasi ile sayim soyle degerlendirilir:

-Bir damla semen kamaranin merkezine damlatilip iizerine lamel (kapak cami)
kapatilir.

-Aletin kaide kisminda bulunan 4 adet kuvartz bacak sayesinde spermler 10
mikron derinlikte yiizerler.

-10 mikronluk derinlige ancak bir adet sperm basinin sigabilecegi i¢in bir hat
tizerinde yapilacak sayim 20 x objektifle hassas olarak yapilabilir.

-Kamaranin kapak cami iizerinde her biri 0.1 mikronkare olan 100 adet kare
icinden herhangi bir hat lizerinde 10 adet kare i¢cinde bulunan spermler sayilir

-Sayim sonunda bulunan deger mililitredeki milyon adet sperm olarak

degerlendirilir
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-Sonuglar kaydedilir. WHO 2010 kriterlerine gére sayim yapilan semen 6rneklerinde
spermler A ileri hareketli B yerinde hareketli ve C hareketsiz olarak siniflandirildi,
konsantrasyon ve motil sperm sayilari elde edildi.

Eger inseminasyon yapilacak ise numune alindiktan hemen sonrasinda agz1 kapali
steril kapl icerinde 36C de likefiye olmasi i¢in bekletilir. Bu esnada medyumlar da steril
falkon tiipleri igerisinde ayn1 ortama konularak viicut 1sisina getirilir. Likefiye olmus olan
ejekulat falkon tiiplerindeki medyumlar {izerine konularak 1s1 ayarli santrifiij ile 1800
Rpm’de 36°C de 10 dakika santrifiij edilir. Ustte kalan siv1 uzaklastirilir altta kalan sperm
hiicresi yogunluklu pelet iizerine yikama medyumu 1-1,5ml kada ilave edilir. Pipetaj ile
homojen karisim saglanir. Mikroskopta kontrol edilip sayisal konsatrosyonuna bakilir her
hangi bir problem yok ise etiivde 5-10 dakika beklerileri ve kullanima hazir hale getirilmis

olur.

3.4.3. Sperm Yayma Protokolii
Ejakulattan yaklagik 2 ml alind1 ve tizeri 10 ml’e kadar PBS’le tamamlanildi.
Santrifiij edilip altta kalan pelletin durumuna gore iistte kalan siipernatan atildi.
Kalan kisim pipetlenerek lam iizerinde yayma islemi yapildu.
Bu lamlar yaklagik 15 dk oda sicakliginda kurutuldu.
Kuruyan lamlar %4’liik formaldehitte 10 dk fikse edildikten sonra distile suda
yikand, dokularin tizerine BSA damlatilir. 45 dk bekletilir.
Sonra BSA hazirlanmasi; (%3’liik) 0.075 BSA 2.5’a kadar PBS ile tamamlandi.
BSA yikandiktan sonra (tercihen PBS ile) muamele edilip 1 gece oda sicakliginda

inkiibe edildi.
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3.4.3. Kruger Strict Sperm Morfoloji Analizi

"Kruger Strict Kriterleri" 6zellikle spermdeki sekil bozukluklarini (morfolojik
anomali) géz Oniine alan mikroskobik bir degerlendirme metodudur. Kruger’ in morfoloji
degerlendirmesinde dikkate aldig1 yapisal 6zellikler aynidir. Sadece digerlerinin sinirda
kabul ettigi spermleri Kruger anormal olarak kabul etmektedir.

Spermlerin morfolojik incelenmesinde Oncelikle yapisal olarak normal spermin
taniminin yapacak olursak: Sperm bas, orta parga ve kuyruk boliimlerinden meydana
gelmistir. Bas 4-6 pm. uzunlugunda, 2-4pum.genisligindedir. Orta parca 4-5um ve kuyruk
kismi1 da 50-55pum uzunlugunda olmalidir. Sperm bas1 yukarida belirtilen biiytikliikte
yassi, oval ve sinirlari diizglin olmalidir. Basin %40 ile 70’ini akrozomal kep
kaplamalidir. Boylece c¢ekirdek-akrozomal kep orani, akrozomal kepin irregiiler
gOriiniimii veya hiicre sinirlariin diizglin olmayisi incelenerek normal ve anormal ayirimi
yapilmalidir. Fertilizasyon sirasinda sperm postekvatoriyal bdlgeden oolemma ile
birleseceginden, bu bolgenin de dikkatlice incelenmesi gerekir. Bu incelemenin yani sira
basin normalden biiyiik veya kii¢iik olusu, ¢ift olusu veya seklinin irregiiler olmas1 gibi
kolayca gozlenebilen yapisal 6zellikleri not edilmelidir. Orta par¢a uzunlugu ve genisligi
yoniinden incelendikten sonra sitoplazmik artik (droplet) igerip igermedigi kontrol
edilmelidir. Spermiyogenezis sirasinda sitoplazmanin ¢ogunlugu atilarak hiicre son
seklini alir. Orta pargada gozlenen sitoplazmik artiklar biiyiikliiklerine gore
degerlendirilmelidir. Sperm kuyrugu giderek incelen yapisi, uzunlugu, kalinligi ve
kivrikligr yoniinden incelenir. Ayrica ¢ift kuyruklu spermler varsa bunlar da
belirtilmelidir. Ozel bir boyama ydntemi sonrasi sperm sekil (morfoloji) 6zellikleri
incelenerek sperm oOrneginin fertilizasyon kapasitesi belirlenir. Normal morfolojinin

%14°lin altinda ve tistiinde oldugu durumlardaki fertilizasyon oranlar1 karsilagtirilmistir.
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ve buna gore normal morfolojinin %14’iin tizerinde oldugu durumlarda fertilizasyon %

88 oraninda gerceklesirken %14’iin altinda %49°a kadar diisebilmektedir.

3.4.4. Strict Morfoloji Kruger Kriterlerine Gore Normal Sperm Degerlendirmesi

Spermin Basi: Diizgiin oval yapida, akrozom basin 6n kisminin %40-70’ini
olusturmali basin uzunlugu ortalam 3-5 mikron eni 2-3 mikron civarlarinda olmali.

Spermin Boyun Kism: Implantasyonu basmn uzun ekseni boyunca ve intakt
olmalidir.

Spermin Orta kismi: Eni yaklagik 1 mikron boyu ise basin uzunlugunun 1,5 misli
olmalidur.

Stoplazmik artik mevcudiyeti basin %2 sini gegmemelidir.

Spermin kuyrugu: Diizgiin yapida ve orta kismindan biraz daha ince, kivrim ve

biikiilme olmayan 45mikron civarinda uzunluga sahip yapida olmalidir.

3.4.5. Diff-Quik Boyama Prosediirii (Sperm morfolojisi i¢in hizli boyama iglemi)

Hizli boyama yontemleri, 6zellikle giin icerinde kisa zamanda sonug verdiginden
dolay1 terci edilmektedir. (Kruger ve ark.,1987). Hizli yontemlerleboyanan bazi
stiriintiilerde arka plan ¢ok koyu boya tutmasi olabilecegi i¢cin Papanicolaou boyamasina

gore cok 6nemli olmayacak diizeyde daha diisiik kalitede sonuclar alinabilmektedir.
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3.4.7.Reaktifler

3.4.7.1. Diff-Quik izl boyama Kiti icindekiler

a) Fiksatif reaktifi (metanol i¢cinde ¢6ziinmiis triarilmetan boyasi (fast green; soluk
yesil)

b) Boyama c¢ozeltisi 1 (eozinofilik ksanten: fostfat tampon icinde eozin-G;
kirmizi)

¢) Boyama ¢6zeltisi 2 (bazofilik tiazin: fosfat tampon iginde thiazine boya; mavi).

Fiksatif: 1000 ml % 95 (v/v) metanolde ¢oziinmiis 1,8 mg tirarilmetan, istege
bagl.

Fiksatif: metanol % 95 (v/v), istege bagl.

3.4.7.2. Boyama prosediirii

Lamlart triarilmetan tespit ¢ozeltisi iginde (Diff-Quik kitiyle sunuldugu gibi veya
yukaridahazirlandigr gibi) 15 saniye veya yalnmizca % 95 metanol iginde 1 saat kadar
tutuldu.

1. Hizli boyama ¢ozeltisi 1 (eozinofilik ksanten, kirmizi) 10 saniye

2. Hizli boyama ¢ozeltisi 2 (bazofilik tiazin, mavi).5 saniye

3. Akan musluk suyu 10-15 kez (fazla boyay1 atmak i¢in)

Her agsamada lamlar1 emici filtre kagidi lizerine dikerek fazla ¢ozelti akitildi.

Boyali semen siirlintiisii entellan damlatilip lamelle kapatilarak mikroskobik

degerlendirmeler i¢in hazir hale getirildi.
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3.5.immiinohistokimyasal Cahsmalar

3.5.1. immiinohistokimyasal Boyama ProtoKkolii

Sperm yaymast yapilmigs olan lamlarda fertil ve infertil bireylerin sperm
hiicrelerinde apopitozis yolak proteinlerin immiinohistokimyasal ekspresyonlarini tespit
etmek i¢in yayma preparatlarda indirekt immiinohistokimya protokolii uygulandi.
Immiinohistokimyasal boyamaya baslamadan 6nceaym:1 lam {izerinde birden fazla
parametrenin (Bax, Bcl-2 ve Acas) ¢alisilmasini saglamak i¢in lam tizerinde {i¢ farkli
orneklem alani pap pen (hidrofobik kalem) ile sinirlandirildi. Boylece ayni lam iizerinde
farkli 6rneklem alanlari olusturulup farkli antikorlar ile isaretlenmesini saglanmaya
calisildu.

Bazi1 lamlarda kontrol amaciyla her antikor igin primer antikor yerine ornek
alanlara serum fizyolojik damlatilarak  takip eden asamalara  gecildi.
Immiinohistokimyasal boyama islemleri i¢in uygulanan protokol Tablo 3.5.1°deki

gibidir.
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Tablo 3.5.1.Immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Sperm yaymasi yapilmis lamlarda 6nce 6rneklem alanlarinin etrafi hidrofobik
kalem (pap pen) ile sinirlandirildi.

2 | Sperm yayma preparatlar1 5-15 dakika oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu.

3 | 5 dakika %4’lik formalinde bekletildikten sonra tekrar kurumaya birakildi.

PBS’de yikanan preparatlar % 0,0025°1lik Triton X soliisyonunda yikandiktan
sonra tekrar PBS’ de yikandi.

5 | %1’lik BSA ¢ozeltisinde oda sicakliginda 15 dakika bekletildi

Preparatlar PBS ile yikandiktan sonra her bir drneklem alanlarina sirasi ile Bax,
Bcl-2, Acas-3primer antikorlari (1:50) damlatildi.

7 | Preparatlar +4°C°de bir gece karanlik nemli ortamda bekletildi.

PBS ile oda sicakliginda yikamadan sonra sirayla biotinli sekonder antikorlar
ve peroksidaz-isaretli streptavidin ile toplam 50 dakika inkiibe edildi.

Peroksidaz aktivitesi, DAB kromojeni ile inkiibasyon sonucu goriiniir hale
getirilip slaytlar entellan ile kapatildi.

10 | Boyanan kesitler 1s1k mikroskobuyla incelendi.

3.6.Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS 20 Windows Istatistik paket programi
kullanilarak gergeklestirildi. Tiim veriler ortalama =+ standart error mean (SEM) olarak
ifade edildi. Fertii ve Infertii guruplarinin apopitozis yolak proteinlerin
immiinohistokimyasal expresyonlari H-skorlar1 agirlikli grup ortalama degerlerinde
anlamli farkliliklarin olup olmadiklari non parametrik Mann-Whitney U Testi analizi ile
yapildi. Gergeklestirilen istatistiksel analizler sonucunda p degerinin 0.05’den kiiciik

olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Spermiyogram Testi Sonuclari

Calismamiz  dafertil  ve  infertil  bireylerden  aldigimiz ~ sperm
numunelerinedncelikle androloji laboratuvarinda rutin olarak bakilan spermiyogram
analizi yapildi. Spermiyogram testi protokoliine uygun olarak gerceklestirilen analizler
sonucunda fertil ve infertil bireylerden elde edilen sonuglar (Tablo 4.1.1,2,3,4,5,6)
gosterilmektedir.

Beklenildigi gibi tiim mikroskobik spermiyogram parametrelerinde fertil ve
infertil bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu tespit edildi
(p<0.01). Makroskobik parametreler agisindan ise gruplar arasinda istatistiksel farklilik

tespit edilmedi.

Tablo 4.1.1. Fertil bireylereait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglar1 (K:

Kontrol)

Motil Sperm %’si Sperm Total Sperm | Total-motil .
Non-motil

K| a b. b sayisi/ml Sayist sperm sayist | o s
ileri | yerinde | & x (10°) x (10°) x (10°) p ?

1| 83 9 92 118 354 294 8

2 | 91 8 99 108 324 297 1

3 | 88 12 100 125 250 220 0

4 | 82 14 96 99 297 246 4

5| 85 10 95 101 404 344 5
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Tablo 4.1.2. Infertil bireylereait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglar1 (IF:

infertil)

Motil Sperm %’si Sperm Total Sperm | Total-motil .
IF [ A b say1si/ml Sayisi sperm sayisi Non-nlo'En.
ileri | yerinde a+b x (10°) x (10°) X (10°) sperm %’si
1 10 5 15 42 126 12 85
2 | 58 5 63 19 76 44 37
3|71 5 76 38 135 135 24
4 | 39 2 41 51 280 110 59
5| 11 0 11 19 95 10 89
6 | 34 10 44 58 160 55 56
7 | 43 4 47 28 70 30 53
8 | 36 0 36 11 22 8 64
9 | 82 4 86 67 134 110 14
10 | 57 0 57 7 32 18 43
11 | 64 7 71 45 45 29 29
12 | 50 0 50 10 5 50
13 | 38 0 38 28 10 62
14 | 75 8 83 40 60 45 17
15| 25 25 50 16 4 50
16 | 43 0 43 21 9 57
17 | 86 0 86 24 21 14
18 | 69 8 77 13 39 27 23
19 | 100 0 100 3 0
20 | 38 25 63 24 37
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Tablo 4.1.3. Spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglarin grup ortalama degerleri
(Say1 x10°).

Grup

% Motil
Sperm

Sperm /ml

Total
Sperm

Total Motil
Sperm

% Non-moti
Sperml

Fertil

96,40+1,44

110,20+4,97

325,8+25,97

280,20+21,61

3,60+1,44

Infertil

56,85+5,32

24,00+4,56

70,00+15,32

34,70+8,76

43,15+5,32

P

0.002

0.001

0.001

0.001

0.002

Mean

350,00
azs,nu-;
ann,nu—;
2?5,1::0—;
250,n0-§
225,nu-§
200,130-;
1?5,nu—;
150,00—2
125,nu-§
1nn,nu-§

?s,nu—;

sn,nu—z

25,00

= Mot Spry'zd

e Spermiml
TatSperm

m— TothotSpr
MohMotSpyzd

Y

™~

0,00+

|
Fertil

1
Infertil

Sekil 4.1.1.Spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglar1 grup ortalama degerlerinin

grafiksel karsilastirmali griiniimii.
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Tablo 4.1.4. Fertil bireylere (Kontrol) ait spermiyogram testi makroskobik analiz

sonuglari
K V(Or:]l;)m Viskozite Likefak(sdig%l Siiresi
1 3 Akici 20
2 3 Akici 30
3 2 Akici 30
4 3 Akici 30
5 4 Akici 20

Tablo 4.1.5. Infertil bireylere (Deney) ait spermiyogram testi makroskobik analiz

sonuglari
. Voliim - . Likefaksiyon Siiresi
IF (ml) Viskozite (dak)
1 3 Yogun 40
2 4 Akict 20
3 5 Akict 40
4 3 Akici 20
5 5 Akict 20
6 2,75 Akici 20
7 2,5 Akici 20
8 2 Akict 20
9 2 Akici 30
10 45 Akici 60
11 1 Akict 30
12 5 Akici 30
13 2 Yogun 20
14 3 Akici 60
15 2 Akici 30
16 2 Akici 20
17 2,5 Akict 30
18 3 Akici 30
19 3 Akici 20
20 2 Akict 20
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Tablo 4.1.6. Spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglari grup ortalama degerleri

Grup Voliim (ml) Likefaksiyon siiresi (dk) | Viskozite
Fertil 3,00+ ,32 26,00+2,45 Akici
infertil 2,96+ ,26 29,00+2,80 Akic/Yogun
P >0.05 >0.05
35,00
[ Ovvaltmmi WL ikefksiradk
an,on—:
25,00—:
zn,uu-:
E [
@
= [
15,00 29,00
26,00
10,00—:
s,uu—:
i 3,00
0,00 T —
Fertil Infertil

Sekil 4.1.2. Spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglar1 grup ortalama degerlerinin

grafiksel karsilastirmali goriiniimii
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4.2. Kruger Strict Sperm Morfoloji Analiz Bulgular:

Insan ejakiilatindaki sperm hiicrelerinin morfolojik durumlari hakkinda bilgi
veren bu analizimiz sonucunda infertil ve fertil bireylerden aldigimiz semen
orneklerdenDiff-quik boyama ile boyanarak sperm hiicreleri Kruger strict kriterlerine
gore mikroskobik olarak analiz edildi (Tablo 4.2.1.). Calismamiza ait infertil ve fertil
bireylere ait sonuclarin mikroskobik goriintii fotograflar1 asagida (Sekil 4.2.1,2,3,4,5,6)
gosterilmistir.

Normal sperm sayilarinin infertil bireylerde kontrol grubundaki bireylere gore
anlamli bir sekilde diisiik oldugu gorildii.

Bas anomalili spermlerin sayisinin kontrol grubuna gore infertil bireylerde
istatistiksel anlaml1 olacak sekilde yiiksek oldugunu tespit edildi (Sekil4.2.2,3).

Boyun anomalisine sahip olan spermlerin sayisinin infertil hastalarinin
spermlerinde kontrol gurubuna gore istatistiksel anlamli olacak sekilde yiiksek oldugu
tespit edildi. (Sekil 4.2.1.)

Infertil hasta grubunda, kuyruk anomalisine sahip olan spermatozoon sayisi
kontrol grubuna gore fazlalig istatistiksel olarak da anlamli idi. (Sekil 4.2.5.)

Anomaliler total olarak degerlendirildiklerinde ise gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmaktaydi. Infertil hastalardan olusan grupta total anomalinin
kontrol gurubuna gore belirgin olarak yiiksek oldugu tespit edildi(Sekil 4.2.7,8).

Kisaca Ozetleyecek olursak tiim parametreler acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak belirgin farkliliklar tespit edildi (p<0.05).
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Tablo 4.2.1. Fertil bireylere ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgular: (K: kontrol, A

anomali, N: normal)

K Bas A Boyun A | Kuyruk A %A %N
1 53 8 8 32 68
2 42 8 10 30 70
3 32 5 13 25 75
4 36 5 10 26 74
5 36 7 16 29 71

Tablo 4.2.2. Infertil bireylere ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgular (K: kontrol, A

anomali, N: normal)

IF Bas A Boyun A | Kuyruk A % A % N
1 114 17 29 80 20
2 138 8 14 80 20
3 122 7 34 83 17
4 84 20 22 72 28
5 131 17 16 83 17
6 97 21 48 83 17
7 121 9 30 80 20
8 136 19 15 85 15
9 120 17 14 76 24
10 107 18 31 76 24
11 123 10 7 74 26
12 116 20 20 76 24
13 116 19 11 77 23
14 120 17 31 77 23
15 122 5 24 76 24
16 121 16 15 77 23
17 107 9 21 73 27
18 116 20 13 75 25
19 119 13 16 76 24
20 122 11 14 75 25

Tablo 4.2.3. Kruger strict morfolojik analizlerin grup ortalama degerleri (+: SEM,A:

anomali, N: normal)
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Grup

Bas A

Boyun A

Kuyruk A

Yiizde A

Yiizde N

Fertil

39,80+3,67

6,60+,68

11,40+1,40

28,80+1,46

71,40+1,44

Infertil

117,60+2,74

14,65+1,14

21,25+2,23

77,65+,80

22,45+,79

P

0.001

0.004

0.016

0.001

0.001

120,00
110,004

100,00

Sperm Anomali

90,00
80,007
70,007
60,007

50,009

40,00
30,004
20,007

10,00

0,00

Fertil

infertil

ElBaga
W Eoyun
O Kuyruka

Sekil 4.2.1. Sperm hiicrelerinin bas, boyun ve kuyruk anomalileriningruplarin ortalama

degerlerinin karsilastirmal1 grafiksel goriintimii.
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80,00 B vizdeA
E O vizdeM

70,00
60,001

50,00

Sperm

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00+ . =
Fertil Infertil

Sekil4.2.2. Anomalili ve normal sperm yiizdelerinin grup ortalamasi degerlerinin

grafiksel karsilastirmali goriintimdi.
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Sekil 4.2.3. Fertil bireye ait sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisii (Diff-quik, 100xObj,
Bar:20 pm)

Sekil 4.2.4. Fertil bireye ait sperm hiicreleri mikroskobik gorintiisii (Diff-quik, 100xObj,
Bar:20 um)
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Sekil 4.2.5. Infertil bireye ait sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisii (Diff-quik,
100xObj, Bar:20 pum)

Sekil 4.2.6. Infertil bireye ait sperm hiicreleri mikroskobik gériintiisii (Diff-quik,
100xObj, Bar:20 pum)
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-

Sekil 4.2.7. Infertil bireye ait sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisii (Diff-quik,
100xObj, Bar:20 pum)

20 ym

—
-
”
- ‘ ‘ -
‘ .
i >

20 ym

Sekil 4.2.8. Infertil bireye ait sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisii (Diff-quik,
100xObj, Bar:20 pum)
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda infertil ve fertil bireylerin preparatlarinda semen orneklerinden
hazirlanan yayma hiicre apopitozis yolak proteinlerinden apopitotik, Bcl-2 ve
antiapoptotik proteinler olan Acas-3 ve Bax proteinlerinin immiinohistokimyasal
ekspresyonlar1 151k mikroskobu altinda boyama siddetine gore degerlendirilerek
immiinreaksiyon aktiviteleri tespit edildi. Sonuglar H-Skorlama sistemine doniistiiriilerek
semi kantitatif olarak derecelendirildi. Elde edilen sonuglari agirlikli grup ortalama
degerleri istatistiksel karsilastirmalar1 yapilarak her bir protein bakimindan gruplar
arasinda farkliliklarin olup olmadigi tespit edildi.

Kontrolle karsilastirildiginda infertil hasta grubunda apoptotik Acas-3 protein
immiin reaktivitesinin belirgin olarak yiiksek oldugu (p<0.05) Bax proteini immiin
reaktivitesinin ise bir miktar fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p>0.05) tespit edildi. Anti apoptotik protein Bcl-2 immiin reaktivitesinin infertil
bireylerde fertil bireylere gore belirgin olarak diisiik (p<0.05) oldugu tespit edildi.

Her grupta her bir bireyden elde edilen sonuglarin sayisal verileri Tablo
4.3.1,2,3’da gosterilmektedir. Immiinohistokimya H-skorlar1 agirlikli grup ortalama
degerlerin karsilastirmali grafiksel goriintiisii Sekil 4.3.1°de gosterilmektedir. Gruplardan
her bir parametre igin temsili mikroskobik goriintiiler Sekil

4.3.2,3,4,5,6,7°degosterilmektedir.



Tablo 4.3.1. Fertil bireylere ait

sperm hiicreleri
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apopitoz yolak proteinleri

immiinohistokimya analiz sonuglar1 H-skor degerleri (K: Kontrol)

K Acas-3 Bax Bcl-2
1 89,20 85,93 131,29
2 105,49 88,65 89,55
3 90,03 100,75 93,51
4 84,65 87,11 85,42
5 94,51 84,50 93,72

Tablo 4.3.2. infertil bireylere ait sperm hiicreleri apopitoz yolak proteinleri

immiinohistokimya analiz sonuglar1 H-skor degerleri (IF: Infertil)

iF Acas-3 Bax Bcl-2
1 115,56 141,40 60,80
2 107,30 116,45 41,95
3 103,57 66,67 35,33
4 134,11 99,10 67,55
5 132,54 99,83 41,91
6 112,10 89,59 55,97
7 102,69 101,65 37,53
8 123,08 85,67 52,84
9 110,00 82,81 60,94
10 120,10 107,60 39,02
11 129,29 112,05 52,24
12 110,97 102,93 45,59
13 121,02 89,70 62,53
14 122,80 98,81 39,04
15 106,39 102,36 43,52
16 122,40 129,31 57,05
17 124,21 122,45 46,11
18 104,42 81,88 59,43
19 108,26 89,44 53,05
20 127,61 88,66 38,42
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Tablo 4.3.3. Acas-3, Bcl-2 ve Bax proteinleri immiinohistokimyasal boyanma siddetleri

H-skorlar1 agirlikli grup ortalama degerleri(+: sem).

Grup Acas-3 Bax Bcl-2
Fertil 92,78+ 3,54 89,39 + 2,92 98,70 + 8,29
Infertil 116,92 + 2,24* 100,42 + 3,96 49,54 + 2,20*
P 0.001 0.103 0.001
130,00 1 o3
§ ! - : Bax
120,00 ; = Bl
110,00—2 :
100 ,nnf $
5 ;
% 9000% :
T : :
] E -
E B000t "
E B -
s -
£ 7004
I
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40 ,UU—E ' * |
30,00 | 1
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Sekil 4.3.1. Acas-3, Bax, Bcl-2 IHK boyanma siddeti H-Skorlar1 gruplarin ortalama

degerlerinin grafiksel karsilagtirilmasi.*:p=0.001
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Sekil 4.3.2. Fertil birey sperm hiicresi Acas-3 immun expresyonu (IHK-DAB, 100 Obj,
Bar:20 pm)

Sekil 4.3.3. Infertil birey sperm hiicresi Acas-3 immiin expresyonu (IHK-DAB, 100
Obj, Bar:20 um)
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Sekil 4.3.4. Fertil birey sperm hiicresi Bax immiin expresyonu (IHK-DAB, 100 Obj,
Bar:20 um)

Sekil 4.3.5. Infertil birey sperm hiicresi Bax immiin expresyonu (IHK-DAB, 100 Obj,
Bar:20 um)
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Sekil 4.3.6. Fertil birey sperm hiicresi Bcl-2 immiin expresyonu (IHK-DAB, 100 Obj,
Bar:20 um)

Sekil 4.3.7. infertil birey sperm hiicresi Bcl-2 immiin expresyonu (IHK-DAB, 100 Obj,
Bar:20 um)
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5. TARTISMA VE SONUC

Erkek fertilitesinde azalma; konjenital ya da kazanilmis iirogenital bozukluklardan,
genital sistem enfeksiyonlarindan, skrotal 1s1 artimindan (varikosel), endokrin
bozukluklardan, genetik nedenlerden, immiinolojik faktorlerden kaynaklanabildigi gibi
elektromanyetik alanlara gibi bazi ¢evresel ve kimyasal ajanlara maruziyet ile de olabilir.
Olgularin %60-75’inde infertiliteden sorumlu bir faktor bulunmaz ve bu durum idiyopatik
erkek infertilitesi olarak tanimlanir. Boyle erkekler fertilite problemiyle ilgili olabilecek
gecmise ait bir hikaye vermeksizin, normal fizik muayene bulgular1 ve endokrin
laboratuvar sonuglarna sahip olabilirler. Semen analizinde spermatozoon sayisinda
azalma (oligozoospermi), motilite azalmasi (astenozoospermi) ve morfolojik incelemede
¢ok sayida anormal formda spermatozoon (teratozoospermi) goriiliir. Bazan bu
anomaliler bir arada bulunur ve oligo-asteno-teratozoospermi (OAT) sendromu olarak
tanimlanir (Dickey ve ark., 1999).

Primer spermatogenik yetmezlik; hipotalamo-pitiiiter hastaliklar diginda herhangi
bir neden ile meydana gelen spermatogenik degisiklikler olarak tanimlanir. Primer
spermatogenik yetmezligin ciddi formlari, degisik etiyolojileri bulunmasma ragmen
Klinik olarak nonobstriiktif azoospermi olarak ortaya ¢ikabilir. Genel popiilasyonda
azoospermi prevalanst %2 olarak tahmin edilmekte olup erkek infertilite klinigindeki
insidansi ise %10-20 gibi yiiksek bulunabilmektedir.

Infertilite durumlarinda bir takim etkenlere bagli olarak testikiiler histoloji,
tiibiiler hasardan hipospermatogeneze kadar cesitli derecelerde farkli spermatogenik
bozukluklara sebep olabilir. Mesela, Sertoli cell-only sendromunda (SCOS) cesitli

derecelerde spermatogenez igeren seminifer tiibiiller bulmak olasidir. Siirecin ciddiyetine
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bagli olarak, folikiil stimiilan hormon (FSH) seviyesi yiikselebilir ve testislerin boyutu ve
igeriginde degisiklikler olabilir. Diger bir ciddi bozukluk ise; normal Leydig, Sertoli,
spermatogonia ve spermatosit popiilasyonunun bulunmasi ancak spermatid ve
spermatozoanin bulunmamasi ile karekterize spermatosit seviyesinde komplet
spermatogenik duraklamadir. Nadiren maturasyon duraklamasi spermatogonia ya da
round (yuvarlak) spermatid evresinde de goriilebilir. Bu durumlarda matiir ya da
elongated (uzamis) spermatidler bulunmaz. Spermatogenik bozukluklarin daha az ciddi
formlar1 olan hipospermatogenez (tiim spermatogenik hiicrelerde orantili azalma),
durumunda parsiyel maturasyon duraklamasi fokal SCOS ve karigik formlardir (Delilbasi
ve ark., 2008).

Apopitozis, invivo ve invitro ortamda 6nceden birikmis 6liim prosesleri tarafindan
tetiklenen, ilgili genlerce diizenlenen bir hiicre 6liim siirecidir. Hiicrelerin aktif intihar
davranigini indiiklemek igin, baz1 hiicre i¢i genlerin transkripsiyonu ve ekspresyonu hiicre
dis1 faktorler tarafindan aktive edilebilir. Normal testikiiler hiicre apopitozisi testis
gelisiminin temel olagan siireci olarak diisiiniilmektedir. Germ hiicrelerinin apopitozisi
hasarli hiicrelerinin eliminasyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasinin dengeli ve
diizenli bir sekilde ger¢eklesmesinde onemli bir olaydir. Testikiiler gelisimin kritik
doneminde, apoptozun inhibisyonu spermatogonia olgunlasmasini etkiler, ancak artmis
apoptoz testikiiler spermatogenik islevin bozuklugu ve infertiliteye yol agabilir (Baccetti
ve ark., 1996).

Mitokondri, ATP sentezine ve ROS iiretimine katilmakla kalmayip ayn1 zamanda
germ hiicrelerinin proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptozunda 6nemli rol oynayan

kompleks organeldir. Mitokondriyal fonksiyon sadece niikleer DNA (nDNA) tarafindan
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kodlanan mitokondrial molekiillere bagli degildir, ayn1 zamanda mitokondri DNA
(mtDNA) tarafindan kodlanan molekiillere de baglidir (Lasserre ve ark., 2015).

Germ hiicrelerinin apopitozisi lizerine yapilan ¢alismalarin cogunlugu, ATP iiretimi, ROS
diizeyi, Bcl-2 ve kaspaz gibi mitokondriyal disfonksiyon veya apopitoz markerlerin
tespiti tlizerine yogunlagsmistir. Shaoping ve arkadaslar1 disfonksiyon ve mitokondrial
proteinlerden etkilenen germ hiicrelerinin apopitozisi baglantisinin oldugunu isaret
etmislerdir (Shaoping ve ark., 2016).

Bir takim c¢alismalar, iskemik durumlar sonrasinda protein ubikitasyon,
birikiminin ve proteazom aktivitesinin arttigin1 ve bu durumunun hiicre bilesenlerine
hasar verme, inflamatuvar yanitlara aracilik etme, 16kosit infiltrasyonu ve apoptoz ile
sonuglandigini bildirmistir. Bu ¢alismalar dogrultusunda active caspase 3, caspase 9 ve
Bax ekspresyonunda kademeli olarak artis gozlenirken, Bel-2 ekspresyonunun giderek
azaldig1 tespit edilmistir (Caldeira ve ark., 2014; Huanget ve ark., 2012; Meller 2009).
Bu caligmalara uyumlu olarak bizim ¢alismamizin sonucunda da benzer sekilde infertil
bireylerde active caspase 3 immiinoreaktivitesinde belirgin bir sekilde artis gézlenirken,
Bcl-2 immiinoreaktivitesinde anlamli bir azalma goriilmistiir. Bu verilere dayanarak
iskemik durumlar haricinde infertiliteye yol acan diger sebeplerin de apopitozis yolaklari
tizerinden sperm hiicrelerinin apopitozisine neden oldugunu soylebiliriz.

Spermatogenesis, hem normal hem de patolojik kosullarda giinliik milyonlarca
spermatozoanin gelismesine neden olan proliferatif bir siirectir ve fertil veya infertil
erkeklerde nihai sperm fretimini belirler (Irvine ve ark., 2000). Spermatogenezis,
spermatogonial ~ kok  hiicrelerin  proliferasyonunu/¢ogalmasini,  farklilasmasini,
spermatositlerin mayozlagsmasini ve spermiyogenezi igerir. Bu siireg, germ hiicrelerinin

proliferasyonu ve apopitozisi arasindaki hassas denge ile karakterizedir. Zalata ve
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arkadaslariin yapmis oldugu ¢alismada; infertil erkeklerin ejakiilatinda spermlerin %
10'una kadarinin, fertil erkekler arasinda ise spermlerin % 0.1'inin apoptotik oldugu
bildirilmektedir (Zalata ve ark., 2011).

Taymour ve arkadaslari, varikoselli infertil erkeklerde seminal Bax' de belirgin
bir artis ve seminal Bcl-2'de belirgin bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. Buna paralel
olarak seminal Bax; sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi ve sperm normal formlari
ile anlamli negatif korelasyon gostermekle birlikte seminal Bcl-2; bu parametrelerle
anlamli pozitif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (Taymour ve ark. 2009). Bu
calismaya paralel olarak bizim g¢alismamizin sonucunda da infertil gruplarda anti-
apoptotik protein Bcl-2 seviyesinin azaldigi goriildi, apoptotik bir protein olan Bax
seviyesinde artis tespit edildi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi. Giiglii bir
apoptozis inhibitorii olan Bcl-2 sitokrom-¢’ nin sitoplazmaya salinmasini baskilar. Bcl-
2’nin mitokondri ile bu iliskisinden dolay1 antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve oksidatif
stresin neden oldugu apoptozu baskilayabildigi diistiniiliirse infertil bireylerde Bcl-2
seviyesinin azalmasi son derece anlamlidir (Liebermann, 1998).

Spermatojenik hiicrelerde, apoptosise bagli Bcl-2 ve Bax genlerin ekspresyonu
tizerine varikoselin etkisinin degerlendirildigi bir hayvan deneyi ¢aligmasinda
;Kontrollerle karsilastirildiginda, yetiskin si¢anlarin  varikoselli testisteki Bcl-2
ekspresyonun diisiik oldugu tespit edilmistir (Roshdy ve Mostafa, 2009). Testikiiler
apoptozisin spermatojenik islev bozukluguna bagl olarak fertil veya infertil varikoselli
erkeklerde arttig1 bildirilmistir. Sperm konsantrasyonu, motilitesi, akrosin aktivitesi,
dogrusallik indeksi, dogrusal hiz, sperm anormal formlarin varligi, sperm DNA
parcalanmasi ile hiicre atiklarinin ve apopitozun temizlenmesiyle iligkili hetero dimerik

bir protein olan seminal klusterin negatif iligkisinin oldugu bildirilmektedir. Ayrica
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infertil ve fertil erkeklerin seminal plazmasinda apopitoz inhibitorii survivin proteininin
spermatogenezis ve sperm motilite siirecleriyle iliskili oldugu da bildirilmektedir
(Roshdy ve Mostafa, 2009).

Yiiksek skrotal sicaklik, testislerde bozulmus spermatogenez ve steroidogenez
i¢in en 6nemli faktorlerden biridir. Infertil erkeklerde meydana gelebilecek ek apoptotik
yollar; androjen yoksunlugu, testosteron seviyesindeki diisiiklik ve intratestikiiler
testosteron diizeylerindeki ani diisiislerdir. Immunohistokimyasal analizle, deneysel
varikoselde proapoptotik protein Bax'in artmig oldugu antioksidan enzim olan
malondialdehid doku diizeyi seviyesinin azaldig tespit edilmistir. Bununla birlikte ayni
zamanda seminal Bax anlamli olarak artmis ve seminal Bcl-2, varikosel ile iliskili infertil
erkeklerde anlamli olarak azalmistir (Onur ve ark., 2004).

Infertil hastalarda spermatozoal disfonksiyon c¢ok faktdrlii olabilir. Bu
faktorlerden birinin oksidatif stres kaynakli oldugu bildirilmektedir. Barbieri ve
arkadaglar1 varikosel ile iliskili kosullarda artmis seminal ROS ile sperm konsantrasyonu,
sperm motilitesi ve normal sperm yiizdesi arasinda negatif korelasyon bulundugunu tespit
etmiglerdir (Barbieri ve ark., 2004).

Farkli aragtirmacilar, sigan ve insan g¢alismalarinda ortaya c¢ikan artmis germ
hiicresi apoptozunun oligozoosperminin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini ileri
stirdiiler (Caruso ve ark., 1999). Oligoozospermide, Sertoli ve spermatid haricindeki tiim
germ hiicrelerinde en diisiik seviyelerde caspaz-3, tespit edilmis olmasina ragmen
hipospermatojenik hastalarda seminifer tiibiilde higbir hiicre tipinde caspaz-3 pozitifligi
tespit edilmemistir. Baz1 ek bulgular, intrensek apoptotik faktorlerin neden oldugu germ
hiicresi 6liimiiniin ve spermatogenez sirasinda islevsiz mayoz boliinmenin, azalmis sperm

tiretiminin nedeni olabilecegini disiindiirmektedir (Almeida ve ark., 2011). Bizim
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calismamizda infertil bireylerde artan giligli bir kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
gozlenmektedir. Bilindigi gibi aktif kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitorinii (ICAD, inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir,
boylece ICAD’in bagladigi  kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD,
caspaseactivated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonu ile oligoniiklecozomal DNA
fragmentasyonuna neden olur (Nicholson 1999; Thornberry ve Lazebnik, 1998). Bu
bilgiler 1s18inda, apopitozu uygulayan ve/veya sonlandiran aktif kaspaz 3 seviyesinin
infertil bireylerde artmis olmasi infertilitede gii¢lii bir apoptotik yolak olduguna isaret
ettigini sdyleyebiliriz

Hiicresag kalimu ile iliskili faktorlerden Bcl-2 ekspresyonunun maternal DBP'ye
(di-n-butyl phthalate) maruz birakildiktan sonra embriyonik testiste arttigi
gozlemlenmistir. Bir proto-onkojen olarak, Bcl-2'nin yiiksek ekspresyonu, pro-apoptotik
faktorlerin yol agtigi apopitozisi inhibe edebilir. Ge¢ embriyonik donemde, germ
hiicrelerinin azalmis apopitozisi spermatogonia olgunlagmasini inhibe edebilir ve bu da
spermatositlerin ve spermatidlerin gelisimini etkileyerek spermatojenik olumsuzluklara
neden olabilir (Shultz ve ark., 2001). DBP' ye maruz birakilan si¢an testislerinde gézlenen
sitoplazmik vakuolizasyon ise apoptotik olmayan programlanmis hiicre 6liimii olarak
adlandirilan baska bir hiicre 6liimii olabilir (Klee ve ark., 2005). Bu bulgularla uyumlu
olarak bizim ¢alismamizda da Bcl-2 seviyesinin infertil bireylerde fertil bireylere gore
belirgin olarak diisiik oldugu tespit edildi.

Germ hiicrelerin desteklenmesi ve germ hiicre dongiisiinlin diizenlenmesinde
onemli rolii olan Sertoli hiicresinin artmig apopitozisi pubertal evredeki germ hiicresi

gelisimini etkileyebilir. Bu da germ hiicrelerinin apopitozisine neden olup dogrudan
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spermatojenik islev bozukluguna yol agabilir (Shultz ve ark., 2001). Sertoli hiicrelerinin
apoptozu siiphesiz kan testis bariyerinin bozulmasina da neden olabilir. Bunun sonucunda
da spermatojenik olumsuzluklar ve apopitozisin goriilmesi muhtemeldir (Morrow ve ark.,
2016).

Sperm DNA hasarlar1 da dahil olmak {izere semen parametrelerinden bagimsiz
olarak sperm Kkalitesi; sperm kromatin dispersiyonu, sperm kromatin yapi testleri
(SCSAs) ve terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick-end etiketleme (TUNEL)
(Zini ve ark., 2001) ve bu caligmada uyguladigimiz gibi apopitozis yolak proteinlerin
expresyonlarinin analizleri gibi gesitli testlerle 6l¢iilebilir.

Bahsedilen tiim bu literatiir galismalarindaki bilgilerinden de anlasilacagi gibi
infertilite genetik, kaynakli olabilecegi gibi daha ¢ok dis ve i¢ gevresel faktorlerdeki
olumsuzlukdan kaynaklanabilmektedir. Bu olumsuz durumlar sperm olusumunun degisik
asamalarindaki spermatojenik seri hiicrelerinde hem de sperm hiicrelerinin morfolojik
maturasyonlar1 sirasinda spermatozoalar lizerinde direkt ve/veya indirek etkili
olabilmektedir. Nihayetinde sperm hiicrelerinde morfolojik, sayisal ve fonksiyonel
yetersizlik veya kusurlar olarak kendisini gostermektedir. Bu olumsuzluklarin belli kritik
degerlerin iizerinde olmasi ise yetiskin erkek bireylerde halk arasinda kisirlik olarak
bilinen infertiliteye yol agmaktadir.

Bu calismamizda, infertil bireylerin sperm hiicrelerinin kalitesinintespitine
yonelik yaptigimiz analizlerdeliteratiir bilgilerine uygun olarak infertil bireylerde, sperm
hiicrelerinin hem sayisal hem de morfolojik ve fonksiyonel olarak olumsuz yonde
etkilenmis olduklar1 tespit edildi. Sperm hiicrelerindeki apopitozis markerlerinin
imminohistokimyasal analizlerinde yine literatiir verilerindekine benzer seklide

infertiliteye neden olan olumsuz kosullarin apopitotik Bax ve Acas-3 protein
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experesyonlarinin artigina, anti apopitotik Bcl-2 protein expresyonunun ise azalmasina
neden olmus olabilecegi tespit edildi. Ancak Bax proteinindeki artigin istatistiksel olarak
anlamli olmamasi, sperm hiicre apopitozisinin Bax protin yolagindan ziyade Acas-3 ve
Bcl-2 yolakalar iizerinden gergeklestigine isaret etmektedir.

Sonug olarak infertilite hastalarin spermiyogram bulgularindaki motil ve total
sperm sayisindaki azalma ile sperm morfoloji analiz bulgularindaki anomalili spermlerin
belirgin olarak artmis olan parametrelerine apopitotik yolak proteinlerinden Acas-3’iin
seviyesindeki artisin da eslik ettigini ayrica apoptotik siireci engelleyecek olan Bcl-2
expresyonunun ise yetersiz gerceklesmesi suretiyle infertiliteye dolayli olarak katki

saglanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.
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