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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
tlim agsamalarda etik dis1 hi¢bir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi sonucu elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Nitrik oksit, bir¢ok fizyolojik sistemler icerisinde ¢ok ¢esitli rolii olmasindan dolay1
son zamanlarda biyomedikal bilimde en ¢ok calisilmis molekiillerden birisidir. Bununla
birlikte nitrik oksit (NO), erkek {iirogenital sistemin g¢esitli fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol alan serbest radikal tiirtidiir. Reaktif oksijen tiirlerine dahil olmasi
spermin hiperaktivasyon ve kapasitasyon islemini de icermektedir. Nitrik oksidin disi ve
erkek genital bolge organlarmi da igeren hem hiicre i¢i hem de hiicre disi haberci
fonksiyonlart oldugu bulunmustur.

Spermatozoolar fertilizasyon kapasitesini kazanabilmek i¢in disi genital sisteminde
ilerlerken kapasitasyon siirecini tamamlarlar ve sonugta motiliteleri artar. Fosfotirozin-
kinaz aktivasyonunun kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve dolayisiyla fertilizasyon
stirecinde etkili oldugu ve bu siiregte reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) aktivasyonunu
etkiledigi bildirilmistir. ROS’lar yiiksek oksidasyon potansiyellerinden dolayi, serbest
radikaller grubunda yer alirlar. Calismamizda NO sentezinden sorumlu olan NOS
izoformlarindan olan eNOS ve iINOS’un insan sperminde normospermi, oligospermi ve
astenospermi gruplar arasindaki roliinii belirlemeyi amagladik.

Belirlemis oldugumuz ii¢ ana gruptan aldigimiz 6rnekler, 5 pm kalinliginda kesit
alinmak iizere parafine gémiildii. Alian kesitler immiinohistokimyasal olarak, eNOS ve
INOS poliklonal antikorlar1 ile isaretlendi. Dokudaki NOS reaksiyonunun dagilimi, 151k
mikroskobunda (Olympus Bx53, Japonya) incelendi ve fotograflandi. Ug ana gruptan elde
edilen semen orneklerinin nitrit/nitrat oranlar1 dl¢iilerek istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda, oligospermi ve astenospermi Orneklerinde
normospermi grubuna kiyasla eNOS reaksiyonun azaldigi, iNOS’un arttig1 gosterilmistir.
Buna bagh olarak, spermlerde meydana gelen degisikliklerde NO’in 6nemli rol oynadigi

sonucuna varilmistir.



2. SUMMARY

Nitric oxide is currently one of the most studied molecules in biomedical sciences
because of the multiplicity of roles it plays in various physiological systems. NO is a free
radical species that plays role of regulation of functions on the male genital system.
Involvement of reactive O, species has been implicated in the process of hyperactivation of
sperm. Nitric oxide has recently been found to function both as an intracellular and extra
cellular messenger, including male and female genital tract organs. The objective of the
present study was to investigate the role of nitric oxide in between human normospermia,
asthenospermia and oligospermia groups.

When spermatozoa proceeding through the female genital system they were
completed the capacitation stage to gain fertilization ability, in the end, their motilities are
increased. Indicated that, activation of phosphotyrosine-kinase effective for the
capacitation, acrosome reaction and fertilization, and in this stage ROS effects activation of
sperm. Free radical groups include ROSs, because of their oxidation potential. In this
study, we aimed that to obtain the role of eNOS and iNOS that are isoforms of NOS and
they responsible for NO synthesis, in the human sperm groups that normospermia,
oligospermia and asthenospermia.

The 5 um slides which were taken from three main groups, and they embedded into
paraffin. These samples stained with eNOS and iNOS antibodies. Distribution of NOS
reaction in the tissue was measured by light microscope (Olympus Bx53, Japan). The
three main groups semen samples were istatiscally evaluated by measuring rate of
nitrite/nitrate.

In conclusion our study showed that eNOS reaction was decreased, iINOS reaction
was increased in oligospermia and asthenospermia samples compare to the normospermia
groups. According to this study we have concluded that NO is play a very important role

in these changes in spermatozoa.



3. GIRIS VE AMAC

Son 15-20 yildir gonadlar ve sperm fonksiyonlar1 iizerine yapilan ¢aligmalar, erkek
infertilitesinin 6nemini anlamamiza yol a¢maktadir. Sperm fonksiyon bozuklugu ve
idiyopatik (sebebi agiklanamayan) erkek infertilitesini ¢evresel, fizyolojik ve genetik pek
cok faktor etkilemektedir (1, 2, 3). In vitro dollenme (IVF) ve intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) gibi yardimci treme teknikleri bu soruna Onemli bir ¢6ziim
sunmaktadir. Bu kosullar altinda normal sperm fonksiyonunu etkileyen faktorleri
tanimlamak onem teskil etmektedir. Gilinlimiizde sperm fonksiyon bozuklugu ve infertilite
arasindaki iligkinin agiklanabilmesi ic¢in yapilan calismalar serbest oksijen radikalleri
tizerine odaklanmaktadir ve oksidatif stresin erkek tireme fonksiyonu iizerine olan rdlatif
etkisi arastirilmaktadir (1, 2).

Serbest oksijen radikallerinden biri olan NO’in, erkek iireme sisteminde bir¢ok
fonksiyonun kontroliinde diizenleyici bir gorevi vardir (4, 5, 6). NO, endojen L-arjininden
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenmekte olup farkli dokularda, farkli NOS
izoformu bulunmaktadir (7). Spermatozoa’nin NOS izoformlarmin lokalizasyonlar
hakkinda yeterli bir bilgi bulunmamaktadir.

Insan spermatozoasindaki NO iiretimi iizerindeki ¢alismalar, celiskili ve yetersiz
bulgular vermektedir. Nitrik Oksit’in seminal plazmadaki etkileri, konsantrasyonuna gore
degismektedir. Diisiik NO konsantrasyonu, kapasitasyon ve zona pellusida’ya baglanmada
anlamli bir artiga sebep olurken, yiiksek konsantrasyonlardaki NO’in ATP (Adenozin
Trifosfat) sentezini inhibe ederek sperm konsantrasyonunu ve motilitesini bozdugu
distintilmektedir (5, 8, 9). Fakat yapilan ¢alismalarla NO’in sperm motilite ve canliliginin
korunmasina olan etkileri tam olarak ortaya konulamamastir.

Insanda nitrik oksitin sperm iizerindeki etkisini gdsteren galismalar yetersizdir.
Ozellikle normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplari arasinda NOS izoformlar ile
ilgili aragtirmalar bulunmamaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada diger ¢alismalardan farkli
olarak normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplarinda eNOS ve iNOS
izoformlarim1 immunohistokimyasal olarak belirlemeyi, bu {i¢ grup arasinda nitrit/nitrat
degerlerini saptamay1 ve aldigimiz sonuglara bagl olarak, NO’in sperm iizerindeki roliinii

belirlemeyi amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEM

Erkek iireme sistemi; 1) haploid erkek gametin (spermatozoa) devamli iiretimi,
beslenmesi ve gegici olarak depolanmasindan, 2) erkek seks hormonlarinin sentezi ve
sekresyonundan sorumludur.

Erkek iireme sistemi 4 birimden olusur;

» Sperm iireten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan testisler,

» Disartya spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan dig kanallar sistemini
olusturan epididimis, vaz deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek tiretrasinin bir
pargast,

» Salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejekiile spermatozoaya besinler saglayan
aksesuar bezler; seminal vezikiil, prostat bezi ve bulbo iiretral bezler,

» Erektil dokudan olusan giftlesme organi penis (10).

4.1.1. Testis Histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alan ¢ift organlardir. Bu
yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2-3°C diisiik bir 1sida olmalarini saglar. Normal
spermatogenez i¢in 34°C ila 35°C gereklidir (11).

Testisler tunika albuginea adli siki1 bag dokusundan olugan bir kapsiille ¢evrilidir.
Tunika albuginea, arka yiizde kalinlasarak mediastinum testis denilen, testis kan damari ve
sinirlerin giris ve ¢ikis bolgesini olusturur. Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru
uzanan fibroz septumlar dokuyu 250 ila 300 lopguga boler. Her bir lopguk 1 ila 4
seminifer tiibiilii igerir (Sekil 1). Spermatozoonlar seminifer tiibiiller icerisinde tiretilirler.
Tiibiiller arasinda yer alan bag dokusu icerisinde interstisyel hiicreler (Leydig hiicreleri)

yer alir. Bu hiicreler de testikiiler androjenleri salgilar (10).
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Sekil 1. Testis histolojisi (10).

Pubertede baglayan spermatogenez, spermatogoniumlarin spermatozoa haline
donlismesini saglayan olaylarin tamamini kapsayan bir siirectir. Erkek germ hiicreleri,
testisin seks kordonlar1 ig¢inde destek hiicreleri tarafindan cevrelenmis biiyiilk ve soluk
renkli hiicreler seklinde goriilmektedir. Tipki follikiiler hiicreler gibi, testisin yiizey
epitelinden koken alan destek hiicreleri, Sertoli hiicreleri olarak bilinir (10).

Puberteden hemen 6nce, seks kordonlarinin i¢i bosalarak bir liimen olusturur ve bu
yapilara seminifer tiibiiller denilir.  Ayn1 zamanda primordiyal germ hiicreleri de
spermatogoniyal kok hiicrelere farklanir. Bu kok hiicre populasyonundan diizenli
araliklarla ayrilan hiicreler tip A spermatogonyumlar1 olusturur (Sekil 2). Tip A
spermatogonyum {iretiminin baslamasi spermatogenezin baslamis oldugunu gosterir. Bu
hiicreler kisith sayida mitotik boliinmelerle hiicre kiimeleri meydana getirir. Son bdliinme
sonucunda da meydana gelen hiicreye tip B spermatogonyum denir. Tip B
spermatogonyumun boliinmesiyle de primer spermatosit olusur. Primer spermatositler
olduk¢a wuzun siliren bir profaz evresinin ardindan 1.mayoz bdliinmenin hizla
tamamlanmasiyla sekonder spermatositlere doniislir. Bu hiicrelerden de 2.mayoz boliinme
sirasinda 23 haploid kromozom igeren spermatidler meydana gelir. A tipi hiicrelerin kok
hiicre toplulugundan ayrilmasindan, spermatidlerin olusumuna kadar gecen bir seri olay
boyunca sitokinezis tamamlanmis oldugundan, ardisik hiicre tretimleri sitoplazmik
kopriilerle birbirlerine bagli durumdadir. Boylece tek bir spermatogonyum A’ya ait soy,
cogalip farklanmalar1 sirasinda birbiriyle iliskisini koruyan bir germ hiicre toplulugu
halindedir. Ayrica, spermatogonyum ve spermatidler gelisme siireleri boyunca Sertoli

hiicreleri arasindaki derin oyuklar i¢inde gomiilii kalir. Boylece Sertoli hiicreleri, germ



hiicrelerini, destekler, korur, beslenmelerine katkida bulunur; spermatozoolarin olgunlasip

serbest kalmalarina yardimci olur (12).
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Sekil 2. Seminifer epiteldeki hiicrelerin dagilimlari (10).

4.1.2. Spermatogenez

Embriyonik ve fetal gelisim doneminde spermatogonyum hiicreleri primordiyal
germ hiicrelerinden koken alirlar. Yeni doganda seminifer tiibiiller, germinal epitelden
koken alan Sertoli hiicreleri ve daha az olmak iizere spermatogonya ile cevrilidir.
Puberteye yaklasildik¢a, spermatogonyumlar sayica artar ve gelisme bununla sinirli kalir.
Puberteden itibaren baslayan spermatozoa iiretimi 45 yasina kadar aktif olarak siirer ve 45
yasindan sonra azalarak da olsa, tiim yasam boyunca devam eder (10).

Spermatogenezis, tam farklanmamis diploid (2n) spermatogenetik hiicrelerden hayli

Ozellesmis haploid (In) spermatozoonlarin gelistigi bir olaylar dizisidir. Bu hiicrelerin



gecirdigi evreler spermatogonyal evre (spermatogenezis), mayoz boliinme evresi ve
spermatid evresi (spermiyogenezis) olmak iizere {i¢ evrede gergeklesmektedir.
Spermiyogenezis siirecini tamamlayan spermatidlerin  Sertoli hiicrelerinin  apikal

sitoplazmasindan serbest kalmasi ise spermiyasyon olarak isimlendirilir (10).

4.1.2.1. Spermatogoniyal Evre

Seminifer epitelde, bazal membran iizerinde bulunan ve diploid olan
spermatogonyumlar mitotik aktivite ile birkag kez ¢ogalir. Bu c¢ogalma ile
spermatogenezis i¢in yeterli sayida hiicre saglanirken, bir boliimii de kok hiicre olarak islev
goriir. Kok hiicreler, herhangi bir nedenle spermatogenetik hiicrelerin zarar gérmesi

halinde mitotik aktivite ile yeniden ¢ogalirlar ve yasam siireleri olduk¢a uzundur (10).
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Sekil 3: Spermatogenezis: (a) Birinci mayotik bdliinme, ( b) Ikinci mayotik béliinme (11).



4.1.2.2. Mayoz Boliinme Evresi

Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kompartmanlarin alt boliimlerinde spermatogonya
yer alir ve gelisim siireci iginde liimene dogru ilerlerler. Bu esnada, hiicre hacmi belirgin
olarak artar ve gekirdek morfolojisi mayoz boliinmenin profaz evresine (leptoten, zigoten,
pakiten ve diploten) uygun yapisal ozellikler gosterir. Spermatogonyumlarin mitoz
bolinme gegirerek meydana getirdikleri yeni hiicreler, primer spermatosit olarak
adlandirilir. Primer spermatositlerin 1. mayoz boliinmeyi gegirerek meydana getirdikleri
yeni hiicreler, sekonder spermatosit adini alir (Sekil 3). Sekonder spermatositlerin yagam
stiresi 8 saat siirdiigii i¢in histolojik kesitlerde goriilmesi zordur. Sekonder spermatositler,
2. mayoz bolinme ya da ekvatoryal boliinme ile spermatidleri meydana getirirler ve

bdylece spermiyogenezis evresi baslar (13).
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Sekil 4: Spermatid’ten, spermatozoa olusumu ‘Spermiyogenez evresi’(12).

4.1.2.3. Spermiyogenez Evresi

Haploid spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmanda

yerlesmislerdir. Spermatidler, Sertoli hiicrelerinin sitoplazma kriptalar1 i¢inde gomiiliidiir.



Spermatidler, spermiyogenez adi verilen oldukga farklilagsmis bir hiicre islemine
ugrar. Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir (Sekil 4).

Ug ana olay spermiyogenezi karakterize eder.
a) Kamc¢inin gelismesi: Kamgi, distal sentriyolden gelisir. Keratin igeren dis yogun lifler
ve bir fibroz kilif ile ¢evrili bir aksonem’e (es merkezli dizilimli 9+2 mikrotiibiil ¢iftleri)
sahiptir. Mitokondriyonlar kuyrugun proksimal boliimii (orta parga) ¢cevresinde sarmalimsi
bir kilif olusturur.
b) Akrozom gelismesi: Dollenme igin gerekli olan hidrolitik enzimlerin (hiyaluronidaz,
akrozin, asit fosfataz, proteaz, ndéraminidaz, N asetilglukozamidaz ve arilsiilfataz)
depolanmasi ve siirekli sentezinin gerceklestigi akrozomal keseyi igerir. Akrozomun
gelismesi dort ardisik evreden olusur. Golgi fazi, kep/sapka fazi, akrozomal faz ve

olgunlagma fazi (Sekil 5).
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Sekil 5. Akrozom gelismesinin fazlari: golgi fazi, kep fazi, akrozomal faz,
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olgunlasma fazi (10).



e Golgi fazi: Hidrolitik enzimler Golgi aygitindan akrozomal vezikiile
aktarilir. Sentriyol ¢ifti akrozomal vezikiiliin zit kutbuna go¢ eder.

e Kep fazi: Akrozom kesesi yassilasir, ¢ekirdek zarina tutunmus bir kep
olusturur ve g¢ekirdek cevresini sarmaya baglar. Sentriyol ¢ifti akrozomal
vezikiiliin zit kutbuna ulasmistir.  Spermatid, akrozomal bdlge bazal
kompartmana bakacak sekilde doner.

e Akrozomal faz: Akrozom, ¢ekirdegin tist 1/3’liik kismini rter ve sarmaya
devam eder. Manset gelisir. Distal sentriyol, 9+2 es merkezli dizilmis
mikrotiibiil ¢iftlerinden olusan aksonemi olusturur.  Mitokondriyonlar
gelisen aksonem boyunca go¢ ederler.

e Olgunlasma fazi: Bir periniliklear halka ve tutunmus mikrotiibiillerden
olusan manset, kaudale (kuyruga) ilerler. Keratin igceren dis yogun lifler
gelisir ve aksonem boyunca dizilirler. Mitokondriyonlar, sadece orta
parcada dis yogun liflerin ¢evresinde dizilir.

¢) Niiklear yogunlagsma: Somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizin-zengin
protaminlerle yer degistirdiginde niiklear yogunlasma olusur.

Bu somatik histonlarin protaminlere doniisiimiinden sonra, niikleozomlar kaybolur
ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak ic¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilir.
Spermiyogenezin olgunlagma agamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi yoktur.

Sonuncu spermatid olgunlasma evresi sirasinda mitokondriyonlar gelisen kame1
boyunca dizilimlerini tamamlar; kamg¢1 keratin igeren dis yogun liflerle sarili bulunan
merkezi bir aksonemden (9+2 mikrotiibiiller) olusur. Cekirdek uzar ve yogunlasir, ve
manset kaudal yonde go¢ eder. Olgunlasma islemi, ¢ekirdek son uzamis, yogunlasmis
seklini aldiginda, manset dagilmaya basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize
oldugunda tamamlanir. Kuyruk iki ana pargadan olusur: 1) mitokondriyonlarin bulundugu,
orta parc¢a, ve 2) kuyrugun fibroz bir kilifla sarili oldugu, esas parca.

Bir son halka, sperm kuyrugunun orta parga, ana parga gecisinin sinirlarini belirler.
Olgun spermatidten bir sitoplazma artig1 olan artik cisimcik, sperm meydana (Seminifer
tiiblil liimenine olgun spermatidlerin salinimi) gelirken, spermiyogenez sonunda Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir. ~ Somatik histonlarin arjinin ve lizin zengin
protaminlerle yer degistirmesi olayi, ¢ekirdek yogunlagsmasi, spermiyogenezin son

basamagini tanimlar. Bu yer degisimi sperm genomik DNA (Deoksiriboniikleik asit)’sin1
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stabilize eder ve korur. Liimene verilen sperm hiicresi heniiz fertilizasyon yetenegine

sahip degildir ve hareket yetenegi yoktur (10).

4.1.3. Spermin Kapasitasyonu ve Motilite Kazanmasi

Spermin oositi fertilize edebilmesi i¢in disi genital sistemi igerisinde gecirdigi
yapisal ve fonksiyonel degisimler siirecine kapasitasyon denir. Kapasitasyonun sperm
tizerindeki genel etkileri 3 agsamada gergeklesir: 1) Sperm motilitesi (hiperaktivasyon), 2)
Sperm yiizey degisiklikleri, 3) Akrozom reaksiyonu ve aktivasyonudur (14).

Ejakiilasyon sonrasi spermlerin oositi fertilize etme yetenegi bulunmadigindan
dolay1, yaklasik 7 saat siiren kapasitasyon donemini gegirmesi gerekir. Bu donemde
spermin akrozom yiizeyinden glikoprotein kilif ve seminal proteinler uzaklastirilir.
Spermatozoolarin membran igerigi ve yapisi biiyiik oranda degisir. Kapasitasyon sonrasi
spermatozoolarda morfolojik degisiklik gbzlenmez, ancak daha aktif (hiperaktivasyon)
hale gelirler. Spermatozoolarin kapasitasyonu uterus ya da uterin tiiplerin iginden
gecerken buralardan salgilanan maddeler yardimiyla olur (13).

Kapasitasyonun sperm tiizerindeki yapisal etkileri;

e Daha once erkek genital yollarinda eklenen ‘stabilize edici faktorler
uzaklagtirilir.

e Akrozom ylizeyindeki glikoprotein kilif uzaklagtirilir.

e Seminal sividan eklenen proteinler uzaklastirilir.

e Membran kolesterol / fosfolipid oran1 degisir.

e Membran potansiyeli degisir

Insanda yaklasik 7-8 saat siiren kapasitasyon olayi ile spermin akrozomal yiizeyini
kaplayan plazma membrani lizerindeki glikoprotein kiliflar1 ve seminal plazma proteinleri
tamamen ortadan kaldirildiktan sonra akrozomal reaksiyon baglar. Kapasitasyonun

tamamlanmasi akrozom reaksiyonu i¢in énemlidir (11, 15).

4.1.4. Semen

Semen s1visi, Spermatozoanin testis ve epididimis salgisinin, ejakiilasyon sirasinda

prostat, seminal vezikiiller ve bulboliretral bezlerin salgilarinin birlesmesiyle olusur.
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Sonug olarak, olusan viskozitesi yiiksek semen adini alir. Bu salgida spermatozoa, semen
stvisinin %5’ini olusturur (16).

Insanda ejakiilat miktar1 kisisel farkliliklar gdstermekle birlikte 2-6 ml. kadardur.
Semen pH s1 7.2-8.0 arasinda degiskenlik gosterir ve diger pek cok memeliden farkli
olarak insan semeni ejakiilasyonun hemen sonrasinda koagiile olur ve yaklasik 20 dk.

icinde yeniden ¢oziilerek likefiye olur (13, 16).

4.1.4.1. Semen Analizinde Spermatozoanin Mikroskobik Incelenmesi

Olgun bir sperm, baglica bag, boyun ve kuyruk olmak tizere {i¢ boliimden olusur:
Sperm basi ortalama 4-5um uzunlukta, 2,5-3,5um genisligindedir. Basin biiylik bir
kismini ¢ekirdek olusturur. Kromatin yogunlasir ve hacim olarak kiiciiliir. Cekirdegin
2/3’lik 6n kismini akrozom olusturur. Akrozom baglik bigiminde olup zar ile saril1 bir
organeldir. Kaudalinde hiicre zar1 ile g¢ekirdek zari arasinda 6zellesmis postakrozom
denilen, hiicre zarmna sikica yapismis bir bant bulunur (13). Doéllenme sirasinda spermi
saran hiicre zar1, sekonder oositin hiicre zar1 ile bu postakrozom bolgesinden birleserek erir
ve spermin oosit sitoplazmasi igerisine gegisi saglanir (17). Spermin boyun kismi kisa bir
parca olup baglantiy1 saglamaya yonelik segmentli kolonlardan ve proksimal sentriyolden
olusur. Orta parca ise sperm hareketini saglamak tlizere gerekli enerjiyi saglayan
mitokondrileri barindirir. Kuyruk kismi ise sperme diklik veren fibroz tabaka ve spermin

hareketliligini saglayan aksonem tabakasindan olusur (13).

a) Konsantrasyon

Sperm sayisi, direkt olarak semenin ince bir tabaka halinde lam-lamel arasinda
Makler, hemosimetre, Thoma lami1 ve Hoffman sayaglar1 kullanilarak incelenmesi ile
belirlenir. Sperm konsantrasyonu milyon/ml olarak degerlendirilir. WHO standartlarina

gore 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi normal kabul edilmektedir (16).

b) Motilite

Sperm sayimi yapilirken, sperm hareketleri 4 sinifa ayrilir
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a ) +4 hareketli spermatozoolar; lineer bir sekilde ileri yonde hizli hareket ederler

b ) +3 hareketli spermatozoolar; ileri yonde daha yavas harekete sahiptirler

¢ ) +2 hareketli spermatozoolar; olduklari yerde hareket ederler

d ) +1 hareketli spermatozoolar da immotil sekilde durmaktalar. Motilite hareketlilik
anlamina gelmekte olup +4, +3 ve +2 hareketli spermatozoolarin toplam oranidir. Hizli

hareketli sperm sayis1 (PHSS) sadece +4 ve +3 hareketli spermatozoolarin oranidir (16).

c¢) Morfoloji

Bir sperm hiicresinin normal olarak kabul edilebilmesi i¢in sperm basi, boynu (orta
parga), ve kuyrugu normal olmalidir. Basin sekli oval olmalidir. Basin boyu 4.0-5.0um
ve genisligi 2.5-3.5um olmalidir. Bas bolgesinin %40-%70’ini kapsayan iyi tanimlanmis
bir akrozomal bolge olmalidir. Orta kisim ince uzun ve genisligi 1pum den az, boyu bas
uzunlugunun 1.5 kat1 ve basa aksiyal olarak baglanmis olmalidir. Kuyruk diiz, diizgiin
bicimli, orta kisimdan ince, kivrilmamis ve yaklasik 45um uzunlukta olmalidir. Kruger

kriterlerine gore %14 ve lizeri normal sperm olmalidir (16).

e Morfolojik Bozukluklarin Infertiliteye Etkisi

Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin se¢ilmesi, infertilite
tedavisinde son derece onemlidir. Ornegin; akrozom, spermin oosite penetrasyonu igin
gerekli enzimleri igeren 6nemli bir bdlge oldugundan, akrozom anomalileri sperm zona
pellusida baglanmasinda sorun yaratmaktadir (18). Nukleus anomalileri, DNA igerik
bozuklugu anlamina gelmektedir. Bu da saglikli bir embriyo gelisimini engellemektedir
(19, 20). Sitoplazmik artik, spermin olgunlasmadigi anlamina gelmektedir (14).
Globozoospermiya, akrozomu olmayan spermatozoadir ve dolleme kabiliyeti yoktur (21).
Orta parga, mitokondrilerin oldugu 6nemli bir kisimdir. Buradaki anomaliler, enerji
desteginin noksanligina neden olmaktadir. Bu durum motiliteyi direkt etkilemektedir.
Spermin non-aksiyel orta parcaya sahip olmasi, progresif motilitesini diisiirmektedir.
Kuyruk, spermin hareketliligini ve dikligini saglayan bolge oldugundan kuyruktaki
anomaliler, sperm hareketini kisitlayici etkiye sahiptir (22).

AKrozom: Sperm penetrasyonu
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Nukleus: DNA igerik bozuklugu
Sitoplazmik artik: Sperm maturasyonu
Orta parca: Enerji noksanligi

Kuyruk: Motilite diistikligi
Non-aksiyel: Motilite diisiikliigii

Globozoospermiya: Déllenme bozuklugu (16).
d) Terminoloji

Normospermi: ml. deki sperm sayisinin 20 milyon/ml. ve iizeri olmasi.
Oligospermi: ml. deki sperm sayisinin 20 milyon/ml’den az olmasi.
Polispermi: ml. deki sperm sayisinin 20 milyon/ml. den ¢ok fazla olmasi.
Azospermi: tiim ejakiilatta hi¢ sperm bulunmamasi.

Aspermi: seminal plazma iiretiminin olmamasi.

Nekrospermi: spermlerin 6lii olmast.

Astenospermi: motilitenin diisiik (%30’dan daha az) olmasidir.
Teratospermi: morfolojik olarak anormal spermlerin ¢ogunlukta olmasi.
Lokositospermi: semende 16kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasi.
Hiperspermi: semen hacminin 6 ml’den daha fazla olmasi.

Hipospemi: semenin 1 ml veya daha az olmasi.

Globozoospermi: spermde akrozom yoklugu (16).

4.2. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Tiim hiicreler her giin her dakika ylizlerce serbest radikalle kars1 karsiya kalir. Bu
radikaller, normal hiicre metabolizma iiriinleri olarak ¢evremizdeki kimyasallar tarafindan
olusturulur, yedigimiz yiyecekte ve soludugumuz havada bulunur (23).  Testiste,
gelismekte olan germ hiicreleri, kompleks hiicre degisiklikleri ile birlikte seminifer epitelin
bazal boliimiinden adluminal boliimiine dogru dereceli bir sekilde gog etmektedir. Uzamis
olan spermatidler en sonunda tiibiil liimenine sperm olarak salinmaktadir (10). Bu islem
sonunda; superoksid (Oy), hidroksil (OH), peroksil (RO, hidroperoksil (HO2), NO ve

nitrojen dioksit (NO;) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen iiriinlerinin
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(RNS) iiretimine bagli olarak seminifer tiibiil igerisinde dokunun yeniden yapilanmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir (23). Kontrol edilmedigi taktirde bu serbest radikaller hiicre
hasarmma ve hatta hiicre Oliimiine (nekroz) neden olabilmektedir. ROS ve RNS’nin
yaslanma, infertilite, kanser, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli

sartlardaki patofizyolojisi vurgulanmaktadir (24).

SOD: SUPEROKSIT DISMUTAZ

CAT: KATALAZ
GPx: GLUTATYON PEROKSIDAZ
GR: GLUTATYON REDUKTAZ eme - Fe2* - NO
NOS: NITRIK OKSIT SENTAZ
= NADP* 1/2 NADPH

U)

ONOO™ -
.
L-Cit

1/ HO, ¥ 12 O, NADPH
+2GSH C
v NADP*
( CAT > —f

\&/ H,O + GSSG

Sekil 6. Antioksidan Sistem (24)

Oksidanlarin {iretimleri, aynt zamanda ROS olarak da tanimlanir.  Toksik
etkilerinden dolayi, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda spermin kalite ve fonksiyonunu
etkilemektedir ve erkek tireme sistemi konusunda kaygilar uyandirmaktadir (25). ROS’lar
yiiksek oksidasyon potansiyellerinden dolay1, serbest radikaller grubunda yer alir (23). Su
bir gergektir ki, tiim hiicreler oksijensiz ortamda yasam faaliyetlerini devam ettirmektedir,
fakat sperm hiicreleri oksijene ihtiya¢ duyar. Ne zaman ki oksidanlar, antioksidanlardan
fazla miktarda salinmakta, o zaman oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 6). Bununla
birlikte peroksidasyon {riinlerinin artmasi ile birlikte patolojik durumlar ortaya
cikmaktadir (24). Diger taraftan, ¢ok diisiik orandaki ROS, sperm fonksiyonlarinin
diizenlenmesi i¢in (Sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu, fertilizasyon gibi)
gerekmektedir (9, 26, 27). Semendeki asir1 ROS iiretimi, antioksidan mekanizmasini devre
dis1 birakmakta ve bu durumda spermatozoa ve seminal plazmada oksidatif stresin
olusmasina sebep olmaktadir (28). Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, %25 ile %40

oranindaki infertil erkegin semen Orneklerinde, yiliksek oranda ROS saptanmistir (29).
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Spermatozoanin plazma membrani, ¢oklu doymamis yag asitleri ve sitoplazmalarindaki
tutucu enzimlerin ¢ok az miktarda bulunmasindan dolayi, ROS’larin inhibe edici

mekanizmalarina karsi savunmasiz kalmaktadirlar (30, 31).

4.3. NITRIK OKSIT

1916°da, Mitchell ve ark. tarafindan NO’in memeli hiicrelerinde salinimi kesfedildi.
1928’de, Tannenbaum ve ark. memelilerin NO sentezlediklerini dogruladi. 50 yil sonra,
Furchgott ve Zawadski 1980 yilinda non prostanoid (EDRF) araciligiyla damarin
asetilkolin ile uyarilmis oldugunu kanitladi. 1985 yilinda, Stuehr ve Marletta tarafindan
aktif olmus makrofajlarin nitrit /nitrat sentezledigi bildirildi. 1987 yilinda ise, Hibbs ve
ark. L-arginine’nin nitrit/nitratin bir substrat1 oldugunu yayimladi. Ayrica, 1987’de Palmer
ve Ignarro, birbirlerinden habersiz olarak; NO’in bir EDRF oldugunu kanitladi. Bir yil
sonra, Palmer ve ark. 1988’de NO’in L-arginine’den sentezlendigini yayinladi, Marletta ve
ark. (1988) ise makrofajlarin, nitrit/nitrati L-arginin’den olusturdugunu ortaya koydu.
Ayni yil igerisinde Garthwaite ve ark. tarafindan (1988) NO’in beyinde de sentezlendigi
ileri stirtildii. 1988-1992, yillar1 arasi, bilim alanindaki gelismeler ile birlikte, NO’in
fonksiyonlar1 ve gorevleri ile ilgili pek c¢ok ilerleme kaydedildi. 1992 yilinda ise, D.E
Koshland tarafindan, NO “Y1ilin Molekiilii’ ilan edildi (5) .

NO, insan viicudundaki bir¢ok fizyolojik olayda rol aliyor olmasindan dolay1, hig
tartigmasiz biyomedikal bilimlerindeki en 6nemli molekiillerden biridir (3).

NO, hiicre i¢i ve diginda diizenleyici rolii tistlenen kiigiik, reaktif bir serbest radikal
molekilidiir. Serbest oksijen radikallerinden biri olan NO, viicuttaki birgok hiicreden
(endotel, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar) salinmaktadir (1, 4).

Bu basit molekiil viicuttaki bir¢ok hayati fonksiyonda rol almaktadir; transkripsiyon
isleminde aktive edici faktér olarak, mRNA translasyonunda, Fe (demir)
metabolizmasinda, mutasyonda, apoptozisde, glikoliz ve mitokondrial elektron
transportunda, deoksiniikleotid sentezinde, miyoblastlarin fiizyonunda, noétrofil ve
trombositlerin  adezyonunda, mide kontraksiyonlarinda, uterus ve Kkalpte, penis
ereksiyonunda, toksisite de, bellekte, kan basmcinin diizenlenmesinde rol

oynamaktadir (5).
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Bununla birlikte, agir1 miktarda NO {iretimi, doku tahribatina sebep olabilir; artrit,
glomeriiloneftrit, diabet, felg, septik sok, bogmaca Oksiiriigii, viral ve otolimmin beyin

iltihabi, ve iilser olusumunda etkin olabilir (32).

4.3.1. Nitrik Oksit Sentezlenmesi

NO, L- arjininden’den nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenir (Sekil 7).
Bu reaksiyona degisik kofaktorler (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat NADPH, flavin
monoliikleotid FMN, flavin adenin diniikleotid FAD, tetrahidrobiopterin, kalmodulin ve
kalsiyum gibi) eslik etmektedir. Ayrica, oksijen molekiilii bu reaksiyonda rol oynar ve N-

hidroksiarjinin sentezinde L-sitrulin ve NO olusur (5).

Ko substratlar: Oy,

/_l—\l—(__)S\‘ L-Sitrulin~ + NO

L- Arjinin
Ko faktérler- BH,. FAD. FMN. heme. Ca+? Hiicrelerarasi baglantilari da igeren
. 4y 5 5 > 9 . . .. .
Zn+2 bir¢ok biyolojik fonksiyonlara da
etki eder.

Sekil 7. NO sentez mekanizmasi (8).

4.3.2. Nitrik OKksit izoformlar:

Bu izoenzimler %60 aminoasit yapisindadirlar. Yart dmrii 2-5 saniye arasindadir.
Hizla Nitrit (NO,) ve Nitrata ( NO3 ) okside olur. NOS izoenzimleri, lireme sistemindeki
gibi, bircok dokuda da varolan NO biyosentezi igin gerekliditler (5, 6). Insanda eNOS,
nNOS, ve iINOS kodlayan genler 7, 12 ve 17. kromozomlarda lokalize olmus
durumdadirlar (4).
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4.3.2.1. Noral NOS (nNOS ,bNOS veya NOS-1)

Santral ve periferik sinir sisteminde aktiftir (Sekil 8). Ca+? ve kalmodulin bagimli
bir enzimdir. Bunun etkisiyle az miktarda da olsa siirekli NO sentezlenir. Iskelet kasinda,

NOS1 proteininin biiyiik bir kism1, membran ile kaynasmis durumdadir (7).

@ NMDA-R

Sekil 8. Santral ve periferik sinir sisteminde nNOS aktiftir. Olusan NO, nérotransmisyon

ve hafiza olusumunda goérevlidir (33).

4.3.2.2. indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOS-2)

Makrofaj, miyosit, diiz kas hiicreleri, ve hepatositler de NO™ iiretimini katalizler.
Ik olarak, kemirgenlerin makrofaji tarafindan izole edilmistir. Ca+? bagimli olmayan
izoform cesididir (Sekil 9). Alveolar makrofajlar bazen NOS2 immiinoreaktif olarak
gozlenmektedir. Bir¢ok farkli fizyolojik olayda da ( hamilelik, menstriiasyon, dogum gibi )
rol oynamaktadir (7).
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Sekil 9. Ca+? bagimli olmayan indiiklenebilir NOS (iNOS) (7).

4.3.2.3. Endotelyal NOS (eNOS veya NOS-3)

Ca+? bagiml bir izoformdur. Endotelyal yiizeyde aktiftir. eNOS, arteriyal duvarda,
bircok dokudaki vendz hiicrede lokalizedir (Sekil 10). Insan plasentasindaki trofoblast
hiicrelerinde immiin reaktiftir. Bobrek tiibiillerindeki  epitelyum  hiicrelerinde

bulunmaktadir (7).

Damar /E@mre e

limeni iz kas

¢ {gicresi
Arg ,
Bradikinin

Asetilkolin

7

- eNOS: Nitrik Oksit
G GC: Guanil Sentaz

Sekil 10. eNOS aracilikli NO ile, vaskiiler sistemin diiz kas hiicrelerinin gevsemesi (34).
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4.4 ERKEK INFERTILITESI VE NIiTRIK OKSIT ILE ILIiSKiSi

Infertilite, korunmasiz cinsel iliskiye ragmen, bir yili asan siire sonunda g¢ocuk
sahibi olamama durumudur. Evli giftlerde yaklasik olarak %10-15 oraninda infertilite
goriilmektedir (1). Bu ¢iftlerin de yaklagik %50’sinde erkek iireme sistemi
disfonksiyonuna rastlanmaktadir (35). Son 15-20 yildir gonadlar ve sperm fonksiyonlari
lizerine yapilan ¢alismalar erkek infertilitesinin 6nemini anlamamiza yol agmaktadir (2).
Sperm fonksiyonlarindaki hasar idiyopatik erkek infertilitesinin en sik nedenlerinden
birisidir ve tedavisi zordur. Sperm fonksiyon bozuklugu ve idiyopatik erkek infertilitesine
cevresel, fizyolojik ve genetik pek ¢ok faktor neden olabilmektedir (1, 3).

NO, erkek iirogenital sisteminin gesitli fonksiyonlarinin diizenlemesini saglayan
serbest bir radikaldir (Sekil 11). Noronlar, endotel ve iireme sisteminin epitelyum
hiicreleri tarafindan iiretilir. NO penil ereksiyonunu, sperm motilitesini, canliligin1 ve

metabolizmasini diizenlemektedir (36, 37, 38).

Genel Motilite Hiperaktivasyon

Birlesme ve \ / Kapasitasyon
Aktivasyon < / NO\ >
]

Akrozom Reaksiyonu Zona Pellusidaya Penetre Olma

Sekil 11. Nitrik Oksitin bir¢cok sperm fonksiyonunda rolii vardir (6).

[k olarak 1990°da, Ignarro ve ark. tarafindan tavsan korpus kavernozumdan izole
edilmis seritlere elektriksel uyarmin NO’in endojen olusumunu ve salimimin tesvik ettigi
gosterildi. Bu gozleme dayanarak penil ereksiyonunun nonadrenerjik, nonkolinerjik
norotransmitterlere cevap olarak olusturulmus NO tarafindan gergeklestigi distiniildii.
Daha sonra Holmsquist ve ark. 1999°da arjinin/NO yolunun tavsanlarda penil
ereksiyonunu tesvik ettigini in vivo olarak gosterdi. Bu bulgular1 takiben NO

diizenlenmesi ve penil ereksiyonu diizenleyen mekanizmalar yogun bir sekilde aragtirma
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konusu olmaktadir. NO aktivitesi, sican korpora kavernozayi innerve eden noronlarda,
penil arterlerin adventisyal tabakalarindaki noral pleksuslarinda lokalize olmaktadir. NO,

erektil fonksiyon igin fizyolojik bir mediyatordiir (5, 39).

4.4.1. ROS’un Spermatozoa Tarafindan Uretilmesi

Diisiik konsantrasyonda H;0, ile inkiibe edilen sperm hiicrelerinin; sperm
kapasitasyonunu uyardigi, hiperaktivasyona neden oldugu, akrozom reaksiyonunu
olusturdugu ve oosit birlesmesinde olumlu bir yonde etkili oldugu kanitlandi (28, 37).
H,O,’den baska reaktif oksijen olarak; NO ve Oz’nin de aymi sekilde sperm

kapasitasyonunu ve akrozom reaksiyonunu destekledikleri gosterildi (40, 41).

normal spermatozoa  Olgun olmayan spematozoadaki arta
kalan sitoplazma

has
has-boyun baglant
orta parca sitoplazmik #—— hilgesindeki artik
artik sitoplazma
FAFLA SITOPLAZMIK ENZIMLER
knyruk Laktik asit  Kreatin Siiperoksit Clikoz-6- fofat
dehidrogenaz kinar dismutaz dehidrogenaz

"lal’l‘p;rruksidaﬁf hasar HADPH

H,0, o— Fazla O iiretimi

Sekil 12. ROS’ un immatiir spermatozoa tarafindan iiretilmesi (iri sitoplazmik artiga sahip
spermatozoa). H,O,, NADPH, O, ( siiperoksit anyon) (28).

Kapasitasyonun ilk evrelerinde, intraselliller bolgedeki kalsiyum orani artmaya
baglar. Bununla birlikte ROS’larin iiretimi baglar, siklik adenozin monofosfat (CAMP)
konsantrasyonu artar ve boylece spermatozoa daha hareketli bir forma doniisiir. Bu
duruma hiperaktivasyon formu denir. Spermatozoanin oosite ulagmasi ile birlikte,
progesteronun etkisi altinda, ekstraselliiler kalsiyum ani bir sekilde, spermin bas kisminda
bulunan akrozomal bélgeye akin eder. Sonug olarak, spermatozoa akrozom reaksiyonunu

gecirmek ve oositi fertilize etmek {lizere hazir duruma gelir.
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Insan semeni, ROS’larm fiiriinlerini, peroksidaz-oksidatif 16kositleri ve morfolojik
olarak anormal spermatozoalar: ihtiva etmektedir. Her semendeki bir¢ok sperm hiicresi,
oksidatif hasara ugramaktadir ve beraberinde bir¢ok fonksiyonunu kaybetmektedir (42).
Bu hasarin sebebi olarak, sadece ROS’lar1 sorumlu tutmamak gerekir (Sekil 12). Oksijen
konsantrasyonu, sicaklik, iyon igerigi, proteinler ve ROS tutucular gibi faktorler de etkili
olmaktadir (28, 42).

4.4.2. Yiiksek Konsantrasyonda NO

NO’un hiicre konsantrasyonu 1uM’den yiiksek oldugunda, baskin olan NO ya da
superoksit radikaller, DNA deaminasyonu, oksidasyonu veya nitrasyonunu igeren etkilere
aracilik etmektedir. Boylece NO’nun etkileri yiiksek konsantrasyonlarda g¢ogunlukla

oldiiriicti olmaktadir (6, 8, 40).

4.4.3. Diisiik Konsantrasyonda NO

Yiiksek konsantrasyonlardaki NO’in dolayli etkilerinin aksine, konsantrasyonu
1uM dan daha az olan NO, 0 veya superoksid radikalleri ile dogrudan etkilidir. Ornegin,
NO, sGC ile siklik niikleotid kap1 kanallar1 ve cGMP-diizenleyici fosfodiesteraz (PDE)
protein kinaz G (PKG) ‘yi aktive eden cGMP’yi sentezler (6, 8, 40).

4.4.4. Sperm Kapasitasyonu

Insan spermatozoasi, ejakiilasyondan hemen sonra, dogal sartlarda fertilizasyon
yetenegine sahip degildir. Oositleri fertilize edebilmeleri i¢in olgunlasma siirecini
tamamlamalar1 gerekmektedir (13). Kapasitasyon olarak tanimlanan bu olgu 50 yildan
daha fazla bir siire 6nce, hem Austin ve ark. (43) hem de Chang ve ark. (17) tarafindan ilk
olarak tanimlanmistir.  Motil spermatozoa, kadin genital sisteminde servikal mukus
igerisinde aktif olarak ilerlerken kendisini seminal plazma ve immotil spermatozoadan
ayrmaktadir (13). Bu ileri yonde hizli ilerleyis, ¢ok hizli bir sekilde ilerleyen

spermatozoanin se¢imini ve kapasitasyonunu tamamlamasini saglamaktadir (44).
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NO’in ilk olarak kapasitasyon olayinda yer almasiin deneysel olarak kanitlanmasi,
onun insan spermatozoasinda diisiik konsantrasyonda inkiibe edilmesi ve
lizofosfotidilkolin ile akrozom reaksiyonunda olgiilmesi ile gozlendi (9). Bunun yaninda,
NO bilesiklerinin salinimi (Sodyum Nitroprusid ve dietilamin-NONOate) ile birlikte,
kapasitasyon olayimin ciddi bir ivme kazandig1 ve akrozom olayinda da rol aldig1 saptandi
(14, 41, 45, 46). Kapasitasyon iglem hizi, NO bilesiklerine gore farklilik gostermektedir.
Sodyum Nitroprusid, NO’in ¢ok ani (3-10 sn) bir sekilde salinmasini saglar. Dietilamin-
NONOate (Dietilamin Nitrik Oksit Kompleksi) ise NO’in ¢ok daha uzun siirede (15-30dKk)
salinmasin1 saglar. Bdylece, NO’in kisa bir siire igerisinde, gergeklestirmesi gereken
islemleri saglamasi miimkiin olmaktadir. Belki de diger bir¢ok sistemde oldugu gibi NO
salgilatict bilesenler (SNP ve Dietilamin-NONOate), olaylar zincirini baglatarak, cAMP
yolunu kullanip sperm kapasitasyonuna neden olmaktadir (6, 47). Bununla birlikte,
inkiibasyonun baslangi¢ sathasinda eklenen NOS inhibitorlerinin, kapasitasyon siirecinde
ciddi oranda ivme kaybina neden oldugu gozlenmistir (6, 40). Spermatozoanin
kapasitasyonunu tamamlayip, fertilizasyon yetenegini tamamiyle kazanmasi i¢in, belli bir
oranda endojen NO’ e ihtiya¢ duymaktadir (14).

NO’in, sperm kapasitasyonundaki bir diger Onemli noktas1 ise, tirozin
fosforilasyonunun degisik basamaklarinda yer alan iki sperm proteinidir (p81 ve p105).
Kapasitasyonda hizlandirict etkiye sahip, NO bilesiklerinin salinimi ile birlikte, tirozin-
fosforilasyonunda artis gbézlenmektedir. Kapasitasyon olaymnda inhibitor etkiye sahip L-
NAME’in devreye girmesiyle birlikte, tirozin-fosforilasyonu ve bu iki sperm protein
oranlarinda azalma gbzlenmektedir. Bu yiizden tirozin-fosforilasyonu ve burada yer alan
bu iki sperm proteinin, NO tarafindan diizenlendigi agik¢a goriilmektedir. Bir diger 6nemli
nokta ise, bu iki sperm proteinin O, ve H,0, tarafindan diizenleniyor olmasidir. Bdylece,
tirozin fosforilasyonunun en az 2 protein tarafindan diizenlendigi agikardir. Bu iki protein
de 3 farkli ROS tarafindan etkilenmekte ve sperm kapasitasyon olayinin ne kadar degisken

dengelerde diizenlendigini gostermektedir (6, 14, 40).

23



@ & o HOO,

Sperm Plazma Membran @
- " .
/p \

= et ol hoss
L-Agjinin L-Sitrulin MO
e * TDE
l. cAMP * SAMP
|+
-
e
| z \
o o MK Y
) ol " \
." N
* Protein Tirozin Fosforilasyonu
|+
| ¢ ..
. KAPASITASYON

Sekil 13. NO’in kapasitasyon olayinda yer aldigi transdiiksiyon sinyal yolu semasi.
Memeli spermatozoasinin kapasitasyon boyunca, nitrik oksit stimiilasyonu, cNOS (eNOS
ve nNOS) tarafindan aktive edilmektedir. Ilk olarak, Ca®*, membrandan iceriye ani bir
sekilde girer ve ¢cNOS’u aktive eder. NO iiretiminin artmasiyla dolayli veya dolaysiz
olarak sperm, adenil siklaz’1 (AC) ve cAMP oranmi arttirir.  Ayrica NO, prostoglandin
iretiminin artmasma neden olan COX (siklooksijenaz)’u aktive eder. Kapasitasyon
sirasinda, NO, yaglari transforme eder veya siklik niikleotid fosfodiesteraz (PDEs), protein
tirozin kinaz (PTKs), fosfataz (PTPs) gibi enzimleri diizenler. Bu enzimlerin oksidasyona

kars1 duyarliligi vardir (6).
4.4.5 Sperm Motilitesi

NO’in salgiladig1 bilesikler, spermin motilitesini ve canligin1 etkilemektedir (6).
Diisiik konsantrasyondaki NO, sperm motilite ve canligini devam ettirmesi agisindan
faydalidir (9). Ancak yiiksek konsantrasyondaki NO salinimi, sperm motilitesini inhibe
etmektedir (6, 48).

ROS’lar ve yiiksek konsantrasyonda NO’in, motilite lizerindeki olumsuz etkisi,

ardisik olaylar sonucunda, protein fosforilasyonundaki azalma olarak agiklanabilir. Sonug
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olarak sperm hiicresi‘ immobilizasyon’a ugrar (49). Bir baska hipotezde ise, H,O, sperm
membranindan gegerek, hiicre igerisine niifuz eder ve G6PDH gibi enzimlerin isleyisini
baskilamaktadir. Bu da NADPH’in hiicre igerisindeki konsantrasyonunu azaltmaktadir.
Beraberinde okside glutatyonun birikmesine ve azalmis glutatyona sebep olur. Bu olaylar

sonucunda sperm antioksidanlarin savunmasi ciddi oranda azalmaktadir (28, 41, 42)).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. HASTA GRUPLARI

Bu calismaya infertilite merkezine bagvurmus olan yaslar1 24-44 arasinda degisen
Normospermi (say1 20 milyon/ml ve iizeri, motilite %50 ve tizeri, n=20), Oligospermi (20
milyon/ml ve alti, motilite %50 ve iizeri, n=20) ve Astenospermi (20 milyon/ml ve iizeri

motilite %30 ve alt1i, n=20) olmak {izere 3 grup semen 6rnegi dahil edildi.

5.2. SEMEN TOPLANMASI

Semen Ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin
adinin, soyadmin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alindi. Semenin
alindigr saat not edildi. Oda 1sisinda yarim saat likefiye olmasi i¢in bekletildi. Turnusol
kagidi ile pH (7.2-8.0) degerlendirmesi yapildi. Cinsel perhiz siiresi, vizkosite (normal),
hacim (2-6ml.), renk (opak) ve hastaya 6zel likefaksiyon zamani (30 dk.) kaydedildi.
Mililitredeki sperm sayisini belirlemek tizere, Makler sayma kamarasina (Counting
Chamber Makler, Sefi Medikal Instruments, Israil) kiiciik bir damla semen 6rnegi konuldu.
Toplam sperm sayist ve progresif hareketli ve immotil sperm sayist ile motilite
degerlendirmesi yapild: (16).

Sperm konsantrasyonu, motilite ve morfolojisi i¢in standart manuel teknikler
uygulandi. Motilite ve konsantrasyon 151k mikroskobunda X20 biiyiitmede WHO (World
Health Organization) kriterlerine gore en az 100 sperm sayilarak yapildi. Makler sayma
kamarasina (Makler Chamber ,Sefi Medikal Instr.Israil) 10ul semen koyularak ve X20
bliylitme altinda 10 kare sayilarak konsantrasyon ve motilite belirlendi (16).

Morfolojik skorlama igin lam iizerine yayilarak hazirlanan semen preparatlar
Spermac boyama yontemi ile boyandi. Morfoloji, faz kontrast mikroskopta, X100

bliyiitmede Kruger kriterlerine gore degerlendirildi.
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5.3. SPERM BOYAMA VE MORFOLOJi DEGERLENDIRMESI

Morfolojik degerlendirme i¢in bir lama bir damla semen 6rneginden damlatildi.
Damlatilan semenin miktarin1 sperm sayisina bagl olarak ayarlandi. Ikinci bir lam
aracihig ile bu damlayr slayt {izerine yayilip hava ile kurutuldu. Istenilen boyama,
Spermac boyama (Ferti Pro NV, Industriepark Noord, Belgika) yontemi ile boyandi.

Lam {izerine yayilip kurutulan preparatlar, fiksatif soliisyonunda 10 dk. bekletildi.
Fiksatif su ile aritildiktan sonra suyu stiziilerek A,B,C (Ferti Pro NV, Industriepark Noord.
Belgika) soliisyonlarindan 1,5 dk. olacak sekilde sirayla boyama islemi yapildi. Kurumasi
icin beklendi. Immersiyon yag kullanilarak x100 biiyiitmede incelendi. Morfoloji

degerlendirmesi yaparken 100 sperm dikkate alindi. Her anomali ayr1 ayr1 not edildi.

5.4, IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYANMA

Viskoz bir yapida olan semen Orneklerini, parafin takibi yapabilmemiz amaci ile
‘collection fluid” maddesi ile homojen bir sekilde muamele edildi. Santrifiij islemi sonrasi,
dip kismindaki (sementcollection fluid) pellet, kasetlere (Cytoblock Kit, Thermo
Scientific, Amerika) hapsedildi (sandvi¢ modeli). Bir saatlik fiksasyon sonrast (% 4°liik
paraformaldehit), alkol serilerinden gegirildi (dehidratasyon) ve parafine gomme islemi
uygulandi. Parafin bloklardan 4 um kalinliginda alinan kesitler, ksilol ve alkol serilerinden
gegirilerek suya kadar getirildi. Sitrat tamponu (pH 6.0) (Lab Vision AP-9003-500)
icerisinde mikrodalgada 10 dakika tutularak antijen iyilestirilmesi yapilan kesitler, 20
dakika oda sicakliginda sogumaya birakildi. Kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda %
0.3’liik hidrojen peroksit (H,0,)’de endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi igin 10
dakika tutulduktan sonra, distile suyla ¢alkalanip fosfat tamponu (PBS)’na (pH 7.2) alindu.
Daha sonra, oda sicakliginda 5 dakika Ultra V blok (Lab vision, TA-60-UB) uygulandi.
Kesitler, eNOS (eNOS rabbit Pab Neomarker, RB-1711-P) ve iNOS (iNOS rabbit Pab
Neomarker, RB-1605-P) antikorlarinda, +4 °C’de bir gece tutuldu. Antikorlar, UltrAb
Diluent (Lab vision, TA-125-UD)’de 1:100 oraninda sulandirildi. Kesitler, PBS’ de 3 kez

yikandiktan sonra, 30 dakika oda sicakliginda, biyotinlenmis anti-rabbit sekonder antikoru
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(Lab vision, TR-060-BN) ile inkiibe edildi. Daha sonra PBS’ de yikand1 ve peroksidaz ile
isaretli streptavidin (Lab vision, TS-060-HR)’de oda sicakliginda 30 dakika tutuldu. Renkli
reaksiyon lrliniiniin olusmasi i¢in 10 dakika AEC (3-amino-9-etilkarbazol) (Lab vision,
TA-004-HAC) ile inkiibe edildikten sonra distile su ile yikanarak, Mayer hematoksilen zit
boyamasi yapildi ve gliserol jelatin ile kapatildi. Dokudaki NOS reaksiyonunun dagilimi,
151tk mikroskobu (Olympus Bx53, Japonya) ile incelenip, x40 biiylitmede fotograflari
cekildi.

5.5. NITRIT-NITRAT ANALIZI

Farkli gruplara ait seminal plazma 6rnekleri NO, stabil metabolitleri olan nitrit ve
nitrat iyonlarmin konsantrasyonlariyla tayin edildi (Roche, Nitrik Oksit Kolorimetrik
Metot, 11746081). Bu yontemde, plazmada bulunan nitrat, nitrat rediiktaz (10 U/ml),
NADPH (1 mM) ve FAD (0.1 mM) varliginda nitrite indirgendi. NADPH fazlasi, piruvat
(100 mM) ve laktat dehidrogenaz (1500 U/ml) etkinliginde uzaklastirilarak, ortamdaki
total nitrit, Griess reaktifi (%2 siilfanilamid ve %0.2 N-naftil etilendiamin) ile reaksiyona
sokuldu. Olusan pembe renkli diazo bilesigi 550 nm dalga boyunda spektrofotometre

cihazinda (Perkin Elmer Victor/Amerika) okundu.

5.6. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in INSTAT Istatistiksel Paket Programi
(Instat GraphPad Software, San Diago, CA, Amerika) kullanildi. Sonuglar, ortalama +
standart hata olarak gosterildi. Gruplarin dagilimlarinin normal dagilima uygunlugu test
edildikten sonra, deney gruplar tek yonlii varyans analizi uygulanarak, Tukey’in ¢oklu
karsilagtirma testi (Tukey’s Multiple Comparison Test) ile degerlendirildi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda 60 goniilliden alinmis olan normospermi (n=20), oligospermi
(n=20) ve astenospermi (n=20) semen orneklerin immiinohistokimyasal olarak eNOS ve
iINOS izoformlar1 degerlendirmeye alindi. Bununla birlikte farkli gruplara ait seminal

plazmadaki nitrit/nitrat konsantrasyonlar1 hesaplandi.

6.1. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Donérlardan  alinarak  hazirlanan normospermi, oligospermi, astenospermi
gruplarina ait sperm orneklerinden elde edilen kesitler, 151k mikroskobuyla incelendiginde,
boyanmasi acisindan incelendiginde eNOS ve iNOS reaksiyonunun oldugu gézlendi.
O’Bryan ve ark.’min (1998) (50) yapmis oldugu smiflandirmaya dayanarak
immunohistokimya incelemelerimiz 4 tip siniflandirma seklinde belirlendi.

Tip I: soluk postakrozomal ve ekvatoryal boyanma

Tip II: yogun postakrozomal ve ekvatoryal boyanma

Tip II: sperm bas boyanmasi

Tip IV: sperm orta parga (boyun) boyanmasi (bas boyanmis ya da boyanmamis)

6.1.1. eNOS Degerlendirmesi

Normospermik bireylerden elde edilen Kkesitlerde spermatozoolarda eNOS’un
reaksiyonunun bas ve boyun bolgesinde belirgin ya da giiglii oldugu gorildi (Sekil la-b)
(Tip 1V). Bununla birlikte bag membranin bir kisminda (Sekil 2a-b), ekvatoryal kisminin
bazi bolgelerinde ve akrozomda zayif eNOS reaksiyonu segilmekteydi (Sekil 3a-b) (Tip |
ve Tip V).
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Sekil 1a-b: Normospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoanin boyun

bolgesinde (—) (Tip IV) eNOS reaksiyonu. x400.
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Sekil 2a-b: Normospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoanin boyun

bolgesi (—) ile bag membraninin bir kisminda (») (Tip 1V) eNOS reaksiyonu. x400.
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Sekil 3a-b: Normospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoanin boyun
bolgesinde (—) (Tip IV), ekvatoriyal bolgede (®) ve akrozomda (») (Tip I) eNOS

reaksiyonu. x400.
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Oligospermik bireylerden elde edilen kesitlerde spermatozoolarda eNOS
reaksiyonunun normospermi gruba gore tiim sperm bazinda azalmis oldugu gozlendi
(Sekilda-b) (azalmis Tip IV reak.). Spermin ekvatoryal diizleminde ve bas membranin bir

kisminda ve akrozomda reaksiyon oldugu tespit edildi (Sekil5a-b) (azalmis Tip IV ve Tip
).

Sekil 4a-b: Oligospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoanin boyun

bolgesinde (—) ve bas membraninin bir kisminda (») (azalmig Tip 1V) eNOS reaksiyonu.
x400.
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Sekil 5a-b: Oligospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoanin boyun
bolgesinde (—), ekvatoriyal bolgede (®), bas membranin bir kisminda (») ve akrozomda

(™) (azalmis Tip IV ve Tip I) eNOS reaksiyonu (—) x400.
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Astenospermik orneklerin eNOS antikoru ile boyanmasinda, spermatozoolarda
normospermi grubuna kiyasla, boyun bolgesinde (Sekil 6a-b) (azalmis Tip 1V) ve bas
membran kisminda ve (Sekil 7a-b) ekvatoryal bolgede azalmis bir reaksiyon gozlendi

(Sekil 8a-b) (azalmis Tip I).

_»»

Sekil 6a-b: Astenospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoonun boyun

bolgesinde (—)(azalmis Tip 1V) eNOS reaksiyonu. x400.
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Sekil 7a-b: Astenospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoonun boyun
bolgesinde (—) ve bas membraninin bir kisminda (»)(azalmis Tip 1V) eNOS reaksiyonu.
x400.
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Sekil 8a-b: Astenospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoonun boyun

bolgesinde (—) ve ekvatoriyal bolgede (w)(azalmis Tip I) eNOS reaksiyonu. x400.
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6.1.2. INOS Degerlendirmesi

Normospermik iNOS 6rnekleri incelendiginde, akrozom kisminda ¢ok yogun bir

iNOS reaksiyonu gozlendi (Sekil9a-b) (Tip I1I).

Sekil 9a-b: Normospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoonun akrozomun
(™) (Tip ) INOS reaksiyonu. x400.

38



Oligospermi olgularina ait kesitlerin iNOS antikoru ile boyanmasinda, spermin
akrozom bolgesinde yogun boyanma (Tip II) gézlendi. Ayrica yogun olmamakla birlikte
boyun kismi ve bag membranin bir kisminda da reaksiyon gosterildi (Sekil10a-b) (Tip IV).
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Sekil 10a-b: Oligospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoanin akrozomunda
(»)(Tip 1), boyun bolgesinde (—) ve bas membraninin bir kisminda () (Tip 1V) iINOS

reaksiyonu. x400
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Astenospermi gruplarindan elde edilen kesitlerde, akrozomda yogun iNOS
reaksiyonu tespit edildi (Sekill 1a-b) (Tip Il). Spermatozoa bas membranin bir kisminda,
boyun bolgesinde ve ekvatoryal bolgede reaksiyon gozlendi (Sekil 12a-b) (Tip IV).

-

Sekil 1la-b: Astenospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoonun
akrozomunda (») (Tip 11 ) iINOS reaksiyonu (—). x400.
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Sekil 12a-b: Astenospermik olgulardan elde edilen kesitlerde spermatozoonun boyun

bolgesinde (—) ve bag membraninin bir kisminda (») (Tip 1V) INOS reaksiyonu. x400.
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6.2. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplarindan elde edilen yas verileri ve

nitrit/nitrat konsantrasyon oranlari istatistiksel olarak degerlendirildi.

6.2.1. Yas Degerlendirmesi

Normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplari yas araliklari agisindan
karsilagtirildiginda normospermi (33+0.71), oligospermi (32+1.60) ve astenospermi

(32+£1.64) gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (Grafik 1).
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Grafik 1: Normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplari arasinda istatistiksel analiz

yapilmis yas grafigi. Gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

42



6.2.2. Nitrit / Nitrat Konsantrasyonlarinin Degerlendirilmesi

Normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplari nitrit/nitrat degerleri agisindan
karsilastirildiginda astenospermi grubunda nitrit/nitrat degerleri (79.7+9.68), normospermi
grubuna (64.5£2.97) kiyasla anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05). Oligospermi
grubunda da (95.6+12.37) normospermi grubu (64.5+2.97) ile kiyaslandiginda nitrit/nitrat
degerlerinin anlamli olarak arttigi gozlendi (p<0.05). Astenospermi ve oligospermi

gruplar1 arasinda nitrit/nitrat degerleri agisindan fark bulunamadi (Grafik 2).

200

50

Nitrit/Nitrat (umol/L)

Grafik 2: Normospermi, oligospermi ve astenospermi gruplari arasinda istatistiksel analiz
yapilmig nitrit/nitrat degerleri grafigi. *: p<0,05, +: p<0.05 normospermi grubuyla

kiyaslandi.
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7. TARTISMA

Infertilite, en az bir y1l korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalmamamasi durumu
olarak tanimlanir. Genelde gebeligin basarisizligi, disi bireyden kaynaklanan faktorlere
bagl oldugu diistiniilmekle birlikte aslinda, erkek genital fonksiyonunun da en az %50
oraninda etkili oldugu goriilmektedir (1).

Sperm fonksiyonuna bagli olan infertilitede bir¢ok ¢evresel, fizyolojik ve genetik
faktorler rol oynamaktadir. Erkek infertilite icin bazi belirli sebepler olmasina ragmen
‘idiyopatik  (agiklanamyan) infertilite’ terimi halen gegerliligini korumaktadir.
Agiklanamayan infertilite iizerine yapilan ¢esitli calismalar, erkeklerin fertilite
potansiyelinde oksidatif stresin etkisinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (3, 24, 28). Bugiine
kadar yapilan ¢aligmalarda NO’in fertilizasyonda rolii olduguna dair pek ¢ok arastirma
vardir (5, 6, 38, 41). Bu bilgiler 1s181nda, ¢calismamizda, NO’in sentezinden sorumlu olan
tic izoform arasindan eNOS ve iNOS’un, normospermi, oligospermi ve astenospermi
olgularinda, sperm fonksiyonunda ve fertilizasyon yeteneginde farkli rollere sahip
olabileceginin belirlenmesi hedeflenmistir.

NO, bir¢ok fizyolojik sistemlerde sinyal yollarindaki ©nemli fonksiyonel
rollerinden dolay:r biiyiik 6nem kazanmistir (23). NOS enziminin, insan ve fare
spermatozoasinin kuyruk ve akrozom bdolgesinde lokalize oldugu bilinmektedir (4, 14, 51).
Lewis ve arkadaslari (1996) yapmis olduklari ¢alisma ile , eNOS ve nNOS’un insan
spermatozoasindaki varligin1 tespit etmisler ve otokrin bir sekilde sperm motilitesi
tizerindeki diizenleyici etkisini kanitlamiglardir (52). NO’in salgilatict bilegenlerinin
olmasi spermatozoanin follikiiler siviya erken cevap olusturmasi agisindan énemlidir (38).
Ayni sekilde NOS inhibitorleri de akrozom reaksiyonlarinin yiizdesini azaltmaktadir (37,
46, 53). Ayrica NO, sperm proteinlerinin tirozin fosforilasyonu olayini diizenlemektedir
(6, 14, 27). Bunun sonucu olarak, sperm kapasitasyonu ve tirozin fosforilasyonu arasinda
NO ile iligkili bir bagin oldugu diisiiniilmektedir.

Garg ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, spermdeki NOS aktivitesinin ve NO
iretiminin, insan sperm kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu tamamlayabilmesi i¢in
gerekli oldugu savunulmustur (54). Bununla birlikte, tam olarak aydinlanmayan nokta
NOS’un kapasitasyon sirasinda nasil aktive oldugudur. Varsayimlar ise, NOS’ un, bir

yapisal izoform (cNOS) oldugu ve Ca** tarafindan kapasitasyon sirasinda aktive
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edildigidir. Fakat, Ca*" ‘un kapasitasyon regiilasyonundaki iliskisi net degildir. Acik¢a
goriilen o ki, NOS’un spermatozoadaki isleyisi hakkinda daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir (14, 54).

Biz de c¢alismamizda normospermik donodrlerden elde edilen orneklerde,
immunohistokimyasal olarak eNOS reaksiyonunun bas, boyun ve ekvatoryal kisminin bazi
bolgelerinde oldugunu belirledik. eNOS’a ek olarak iNOS reaksiyonunun da, spermin bas
kisminda lokalize oldugunu tespit ettik. Su ana kadar yapilan calismalar, genellikle
eNOS’un insan sperminin fertilizasyon siirecindeki rolii tizerine odaklanmistir (39, 50, 52,
55, 56). Biz de benzer sekilde, eNOS varligma ek olarak iNOS’un var oldugunu ve
fonksiyonel roliinlin olabilecegini ve NO’in sperm fonksiyonunda etkili oldugunu
bulgularimizla destekledik.

Sperm fonksiyonunun ve spermatogenez siirecinin bozulmasi, erkek infertilitesinin
olusumunda en 6nemli etkenlerdir (1, 56). Anormal sperm isleyisini tespit ve tedavi
etmek, zorlu bir siiregtir. Erkek infertilitesine sebep olan ve tam olarak fonksiyonu
aciklanamayan faktorlerden birisi de NO’dir ve sperm patolojisinde rol oynamaktadir (6).
NO, bir¢ok dokuda fizyolojik hiicre sinyal mekanizmalarini etkilemektedir. Ancak ¢ok
fazla miktarda sentezlenmesi ROS’nin artmasina, dolayisiyla oksidatif strese neden
olmaktadir (42, 57, 58). Oksidatif stres, hiicre, doku ve organ hasarina neden olmaktadir.
ROS, tiirtine, konsantrasyonuna, yerine ve ne kadar siire ile etkili olduguna bagli olarak
sperm fonksiyonu iizerinde hem zararli ve hem de yararli etkilere sahiptir. Son yillarda
yapilan caligmalarda, erkek genital sisteminde ROS iiretiminin yiiksek seviyelerde olmasi
halinde sperm kalitesi ve fonksiyonu tizerindeki potansiyel etkilerinden dolay: ilgi odag:
haline gelmistir (42). Yiiksek NO konsantrasyonun sperm motilitesi, canliligi, in vitro
kosullardaki metabolik olaylar iizerine negatif etkisi gosterilmistir (59, 60, 61). Insan
spermlerinde yapilan ¢aligmalarda, NO sentezi ve eNOS ekspresyonun, normospermik
orneklerde astenospermik 6rneklere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (52). Anormal
morfolojiye sahip sperm Ornekleri, tutarsiz bir eNOS immiin boyanma sergilemektedir.
Bunun yaninda ciddi oranda azalmig bir motilite gézlenmektedir (50). Bu bulgular, NO’in
sperm motilitesininin diizenlenmesinde parakrin roliinii isaret etmektedir (6, 14) .

Yapmis oldugumuz calismada astenospermi dondrlerden elde edilen orneklerde
eNOS reaksiyonunun normospermi drneklerine gore azaldigi tespit edilmistir. Ayrica bu

orneklerde iNOS reaksiyonunun da kontrollere gore artmis oldugu gdsterilmistir. Normal
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fizyolojik olaylarda fonksiyonel olan eNOS’un azaldigi ve harekette rolii olan
mitokondriyal bdlgedeki iNOS’un arttigimi gosteren bulgularimiz, astenospermi
olgularinda NO’in, sperm hareketliligini ve dolayisiyla dollenmeyi etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir.  Spermatogenez sirasinda spermatozoanin sitoplazmik artiklarin
birikmesi ile sonuglanan spermatozoa anormalligi meydana geldiginde ROS iiretimi
olmaktadir. ROS diretiminin 2 ana bolgesi mitokondri ve spermin plazma
membranidir (54, 57).

Bugiine kadar, insanda oligospermi olgularinda immunohistokimyasal olarak eNOS
ve INOS lokalizasyonu gosteren caligsmalara rastlanmamistir. Kruger kriterlerine gore
oligospermi olarak tanimlanan bireylerden alinan Orneklerde, eNOS reaksiyonunun
normospermi grubuna benzer bolgelerde goriildiigii, ancak daha az oldugu belirlenmistir.
INOS reaksiyonunda ise, spermin akrozom bdolgesinde yogun boyanma oldugu
gozlenmistir. Ayni1 zamanda g¢alismamizda astenospermi grubunda, iINOS reaksiyonu,
boyun bdlgesinde yogun olarak incelenmistir. Daha Onceki c¢alismalarin da 1s18inda,
mitokondri bolgesinde yogun boyanmanin ROS iretimine bagli oldugunu ve bunun da
spermin motilitesini etkiledigini diisinmekteyiz (50, 52). Roselli M. ve arkadaslar1 (49),
NO dondérii olan S-nitroso-N-asetil penisillamin ve SNP’den koken alan NO’in insan
spermatozoasinin motilitesi ve canliligi tizerine direkt etkilerini degerlendirmislerdir.
SNAP veya SNP ile saflastirilmis spermatozoa tedavisi sperm motilitesini ileri derecede
azaltmistir (62). Aymi zamanda konsantrasyona bagli olarak immotil spermatozoa
ylizdesini arttirdigini gozlemlemislerdir (38). Oligospermide motilitenin normal olabildigi
ancak sayisal olarak bir farklilik oldugu bu sperm tiiriiniin tanimlanmasinda kabul edilir bir
Kriter olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla oligospermide motilite probleminin olmamasi
ve normospermiye benzer eNOS reaksiyonu gostermesi, ayrica astenospermide ise
motilitenin diigmesine neden olabilecegini diisiindliglimiiz iNOS artisinin  boyun
bolgesinde olmasina karsin oligospermide bu bodlgede reaksiyonun olmamasi motilitede
NO’in etkili oldugunu bize diisiindiirmiistiir.

Balercia ve ark. (63), normospermik fertil dondrlerden elde edilen sperm
hiicrelerinin kinetik 06zellikleri ile semendeki NO konsantrasyonun bir iligki halinde
oldugunu gostermislerdir. Normospermik fertil erkeklerdeki NO konsantrasyonlarinin,
astenospermik infertil erkeklerinkinden 6nemli derecede diisiik oldugunu belirlemislerdir.

NO konsantrasyonu ile total sperm motilitesinin yiizdesi arasinda negatif bir korelasyon
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vardir. Amiri ve ark. (64), infertil erkeklerin seminal plazmadaki NO seviyelerinin fertil
erkeklerden daha yiiksek oldugu sonucuna varmiglardir. Seminal plazmadaki artan NO
konsantrasyonu, sperm motilitesinde ve canliliginda azalmaya neden olmaktadir. Bu
bilgiler, asir1 derecede serbest radikalin tiretimini ve bunun sonucu olarak meydana gelen
oksidatif strese uzun siireli maruz kalinmasinin ve bunun da sperm motilitesinin
azalmasinda 6nemli patolojik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Olgularimizdan elde
edilen semen orneklerinde, NO’in son iirlinii olan nitrit/nitrat degerlerine bakildiginda
normospermik  Orneklere gére oligospermi ve astenospermilerde  nitrit/nitrat
konsantrasyonunun arttigi  belirlenmistir. Oligospermi  olgularinda  nitrit/nitrat
konsantrasyonundaki bu artig, spermatogenez siirecinde yliksek oranda ROS’a maruz
kaldigim1 ve bu durumun da sperm sayisinda siddetli 6l¢iide azalmaya neden oldugunu
diistindiirmektedir.

Infertil erkeklerin spermlerindeki ROS kaynaginin, kendi spermatozoasindan mi
yoksa lokositlerden mi kaynaklandigi tartisilmaktadir. Sperm disfonksiyonu, spermin
Sertoli ~ hiicresinden  salimmi  sirasinda  veya  kusurlu  spermiyogenezden
kaynaklanabilir (65). Ayrica mevcut atilmamis sitoplazmik artiklarin varligi ile ilgili
olabilir. Semendeki anormal spermatozoada oldugu gibi lokositler tarafindan olusturulan
asirt ROS, spermatozoolarda hasara yol acarak infertiliteye sebep olabilir.

Ford ve arkadagslari, 10kosit kaynakli yiiksek ROS iiretiminin, oligospermi
(10x10%>ml) ve diisiik sperm Kkalitesi ile orantili oldugunu gostermislerdir. Ayrica bu
calismada, cok iyi sekilde yikanmis sperm Orneklerinde diisiikk miktarda da olsa ROS
tretiminin oldugu gozlenmistir (66).  Arastirmamizda dondrlerden alinan Ornekler
yikanmadan takibe alinmistir ve gruplar igerisinde 16kosit sayilar1 acisindan anlamli bir
fark bulunmamistir. Bu durum da bize, gruplar arasindaki ROS iiretiminin 16kosit kaynakli
olmadigini diistindliirmiistiir.

Aragtirmamizin  sonuglart  dogrultusunda  normospermi, oligospermi  ve
astenospermi gruplarinda yapmis oldugumuz eNOS ve iNOS immunohistokimyasi
bulgular1 ile semendeki nitrit/nitrat konsantrasyon oranlarina bakildiginda spermin
motilitesi, kapasitasyonu, ve akrozom reaksiyonunda NO’in fonksiyonel acidan bir rolii
oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica, bu siiregte nNOS’unda akrozom reaksiyonunda etkili bir
faktor olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu baglamda gelecekteki ¢calismalarimiz nNOS’un bu

mekanizmadaki roliinii aydinlatmaya yonelik olacaktir.
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8. SONUC

Bu calismaya, infertilite merkezine bagvurmus olan yaslar1 24-44 arasinda degisen
60 dondrden alinan seminal plazma 6rnekleri dahil edildi. Calisma grubu, olarak semen
ornekleri sperm morfolojisi, sayisi ve motilitesi agisindan degerlendirilip normospermi (20
milyon/ml ve iizeri, motilite %50 ve {izeri), oligospermi (20 milyon/ml alt1) ve
astenospermi (motilite %30 ve alt1) olmak {izere 3 grup olusturuldu.

Bu gruplardan hazirlamis oldugumuz parafin kesitlere, eNOS ve INOS
immiinohistokimya islemi uygulandi. Ayni gruplardan elde edilen semen Ornekleri,
nitrit/nitrat oranlari dlgiilerek istatiksel olarak degerlendirildi.

Normospermik donérlerde, eNOS reaksiyonu bag, boyun ve ekvatoryal bolgelerde
gozlenirken iINOS reaksiyonunun da, spermin bas (akrozom) kisminda oldugu gosterildi.

Oligospermik dondrlerde, eNOS reaksiyonu, normospermi grubuna benzer
bolgelerde ancak reaksiyon azalmis belirlenirken, iNOS reaksiyonu ise, akrozom
bolgesinde yogun olarak gozlendi.

Astenospermik donérlerde, eNOS reaksiyonu normospermi grubuna gore azalirken
INOS reaksiyonu da ayni gruba gore artmis olarak gosterildi.

Elde edilen semen Orneklerinde, NO’in son iiriinii olan nitrit/nitrat degerlerine
bakildiginda normospermi Orneklerine kiyasla oligospermi ve astenospermi gruplarinda
nitrit/nitrat konsantrasyonunun arttig1 belirlendi.

Sonug¢ olarak c¢alismamizda, oligospermi ve astenospermi Orneklerinde eNOS
reaksiyonun azaldigi, iNOS’un arttig1, spermlerde meydana gelen degisikliklerde NO’in
onemli rol oynadig1 tespit edildi. Normospermiye gore diger iki grupta, anormalilerine
baglh olarak eNOS ve iNOS lokalizasyonunda farkliliklar gosterildi.  Ozellikle
astenospermide, iNOS reaksiyonun, mitokondrilerin oldugu boyun bdlgesinde yogun
olmasinin harekette bir anormallige sebep olabilecegini diisiindiirdii.

lleriki ¢aligmalarda NO’in spermin kapasitasyonu ve fertilizasyondaki roliinii daha
1yl anlayabilmek adina diger izoformunun da (nNOS) arastirilmasinin faydali olabilecegini

diistinmekteyiz.
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