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OZET

Hepatosit biiyiime faktori, pek ¢ok organ ve dokuda gii¢lii mitojenik aktiviteye sahip
pleiotropik bir sitokindir. C-met, tirozin kinaz aktivitesi olan bir transmembran glikoproteini
olup hepatosit biiylime faktorii reseptorii olarak gérev yapar. Bu calismada hepatosit biiylime

faktorli ve c-met’in sperm motilitesi ve erkek infertilitesi lizerine etkisi arastirildi.

Caligsma ileriye doniik, kontrollii, tesadiifi olmayan, tek merkezli bir klinik ¢alisma
olarak tasarlandi. Calisma Mart 2015 ile Haziran 2016 tarihleri arasinda gerceklestirildi.
Calismada kontrol ve calisma grubu olmak iizere iki grup mevcuttu. Kontrol grubu ¢ocuk
sahibi olan, saglikli ve ¢alismaya katilmak i¢in goniillii erkek bireylerden olustu. Kurumun
Invitro Fertilizasyon Birimi’ne miiracaat eden ve erkek infertilitesi tanis1 alan bireyler ise
calisma grubuna dahil edildi. Caligmaya dahil olan tiim bireylerden sperm 6rnekleri alinarak
ikiye boliindii. Orneklerden biri taze olarak incelenirken, digeri donduruldu ve uygun
kosullarda saklandi. Taze orneklerde c-met ekspresyon, dondurulan 6rneklerde hepatosit
biiylime faktorii diizeyleri 6l¢iildii. Birincil sonug dlgiitleri, hepatosit bilylime faktorii ve c-
met ekspresyonu degeri, ikincil sonug dlgiitleri ise sperm sayisi, morfolojisi ve motilitesi

olarak belirlendi.

Etik kurul onay1 ve hasta onamlar1 alinan 18-60 yas aras1 toplam 92 birey dahil edildi.
Kontrol grubunda 31, calisma grubunda 61 birey mevcuttu. Hepatosit biiyiime faktorii
diizeyi, kontrol grubunda; c-met ekspresyon diizeyi, calisma grubunda daha yiiksek
saptanmig olup, istatistiksel olarak anlamli fark izlendi. Tiim olgularda sperm motilite
yiizdesi ile c-met ekspresyon diizeyleri arasinda pozitif, sperm konsantrasyonu ve sperm

morfoloji yiizdesi ile c-met ekspresyon diizeyleri arasinda negatif korelasyon izlendi.

Sonu¢ olarak reseptor c-met ve ligandi1 hepatosit biiylime faktorli, erkek
spermatogenez, sperm motilitesi ve fertilizasyon kapasitesinde temel diizenleyicilerden
birisi olarak goriinmektedir. Erkek infertilitesi i¢in gerek etiyolojinin belirlenmesi, gerekse

patogenezde degerli bir parametredir.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi, sperm motilitesi, c-met, hepatosit bliylime faktorii
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SUMMARY

Hepatocyte growth factor is a pleiotropic cytokine with potent motogenic capaticies
in a variety of tissues and organs. C-met is a transmembrane glycoprotein with tyrosine
kinase activity and serves as a hepatocyte growth factor receptor. In the present study, the

impact of hepatocyte growth factor and c-met expression on sperm motility was evaluated.

The study was designed as a single-centre, non-randomized prospective controlled
clinical study and was conducted between March 2015 and June 2016. There were two
groups in the study: the control and the study group. Volunteered healthy men who have
already had children were included to the control group, whereas the study group was
composed of men who admitted to Invitro Fertilization clinics and who were diagnosed to
be infertile. Semen samples were obtained from all individuals who were included to the
study. The samples were divided into two parts. One of them was examined as a fresh
sample, whereas the other one was frozen and was kept under appropriate conditions. The
primary outcome measures were the level of hepatocyte growth factor and c-met expression.

The secondary outcome measures were sperm count, sperm motility and morphology.

Following the Ethics Committee approval and informed patient consents, aged 18-
60 years 92 men were included to the study. The number of men in the control and the study
group was 31 and 61, respectively. The levels of hepatocyte growth factor were found to be
statistically greater in the control group and c-met expression were found to be statistically
greater in the study group. In all cases there were a positive correlation between sperm
motility percentage and c-met expression levels, and negative correlation between sperm

concentration, sperm morphology percentage and c-met expression levels.

In conclusion, receptor c-met and its ligand hepatocyte growth factor appear to be on
of the main regulators in male spermatogenesis, sperm motility and fertilization capacity.
The identification of etiology is also a valuable parameter for male infertility in

pathogenesis.

Key Words: Male infertility, sperm motility, c-met, hepatocyte growth factor
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1. GENEL BiLGILER

1.1. INFERTILITE TANIMI, iNSIDANSI VE ETIYOLOJISI

1.1.1. Tamm ve insidans:

Infertilite, en az 12 ay siire ile siirdiiriilen korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye karsin
gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir. Higbir sekilde kendiliginden gebelik elde
edilememesi ise ‘sterilite’ olarak adlandirilir (1). Infertilite insidansi, %10-15 olarak
bildirilirse de, bu oran 20-24 yaslar1 arasinda %6 iken, 35 yas ve lizerinde bu oran %30’lara
kadar ¢ikmaktadir (2). Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar, alkol sigara tiikketimi, kimyasal
madde maruziyeti, basta psikiyatrik, kemoterapdtik ilaclar olmak iizere bazi medikal
tedaviler, gecirilmis pelvik cerrahiler, radyoterapi Oykiisii, obezite, kariyer planlar
nedeniyle evlilik zamaninin ertelenmesi, gebe kalma yasinin geciktirilmesi gibi nedenlere

bagli olarak infertilite insidans1 giderek artmaktadir (3).

Fekundabilite, korunmasiz cinsel iligki sonrasinda bir menstriiel siklusta gebelik elde
edebilme oranini ifade etmekte olup, saglikli ¢iftlerde %20-25 olarak bildirilmektedir. Aylik
gebe kalma olasiligl korunmasiz iligskinin devam ettigi ilk yil boyunca her ay diigmesine
karsin; kiimiilatif gebelik oranlar1 artar. Bu oran 3 ay sonunda %57, 6 ayda %72, 1 yilda
%85 ve 2 yilda %93 olarak kabul edilmektedir (4).

Fekundite ise yine korunmasiz cinsel iliski sonrasinda bir menstriiel siklusta canlt
dogum elde edebilme oranini tanimlamaktadir ve genel popiilasyonda %15-20 iken, infertil

ciftlerde %1-3 olarak bildirilmektedir (3).

Primer infertilite daha 6nce hi¢ gebe kalamamis olma, sekonder infertilite ise
gebeligin nasil sonu¢lanmis oldugundan bagimsiz olarak (term gebelik, ektopik gebelik veya
abortus gibi), daha 6nce en az bir kere gebe kalmis olmasina ragmen, korunmasiz iliski ile

yeni gebelik elde edilememesi durumunu tanimlamaktadir (5).



Ciftleri degerlendirmeye baslamak i¢in 12 aylik infertilite siiresi kesin olmamakla
birlikte, yasla birlikte oosit say1 ve kalitesindeki azalmadan dolay1 35 yas iistii kadinlarda,
adezyon riskini artiracak pelvik inflamatuar hastalik, endometriozis, cerrahi veya
radyoterapi Oykiisii olanlarda, menstriiel siklus diizensizlikleri olanlarda, erkeklerde
testikiiler cerrahi Oykiisii, eriskin yasta kabakulak enfeksiyonu gec¢irme, radyoterapi

kemoterapi Oykiisii olanlarda, daha erken incelemeye baslanabilmektedir (6,7).

1.1.2. Etiyoloji

Infertilite nedenleri toplumlar ve yas gruplari arasinda farkliliklar gésterse de infertil
ciftlerin yaklasik %21’inde ovulatuar disfonksiyon, %14’linde tubal problemler, %26’sinda
erkek faktorii, %15’inde servikal, koital veya endometriosis gibi nedenler sorumlu
tutulmaktadir. Ciftlerin %40’inda birden fazla neden bulunmakla birlikte, %15-25’inde
herhangi bir neden saptanamamaktadir (8). Diinyada yaklasik 72.4 milyon c¢iftte infertilite
sorunu ile karsilasilmaktadir (3). Infertilite prevalans: gelismis iilkelerde daha az olup,

gelismekte olan iilkelerde ise daha sik karsimiza ¢ikmaktadir (9).

1.2. INFERTIL CiFTiN DEGERLENDIRILMESIi

Infertilite sikyeti ile bagvuran hastalarin degerlendirilmesi ¢ift olarak yapilmalidir.
Bu dikkatli degerlendirme sonucunda ¢iftlerin %85-90’1inda olast sebep tespit
edilebilmektedir.

1.2.1 Anamnez ve Fizik Muayene

Infertil ciftin degerlendirilmesinde detayli anamnez alinmasi ve fizik muayenenin



yapilmasi biiylik dnem tagimaktadir (10).

Ciftin yaslari, ne kadar siiredir evli oldugu, 6nceden kontrasepsiyon uymayip
uygulamadiklari, infertilite siiresi, varsa daha dnceki tahlil, tedavi protokolleri ve

sonugclari
Koitus siklig1 ve seksiiel disfonksiyon sorgulanmast

Sigara, alkol ve ila¢ kullanimu, stres, egzersiz, diyet dykiisii

Kadin faktorleri degerlendirilirken

Menstriiel siklus diizeni: siiresi, sikligi, kanama miktari, eslik eden dismenore olup
olmadig1

Telars, pubars, menars zamani

Cinsel yolla bulasan hastalik, pelvik inflamatuar hastalik, anormal PAP smear, tiroid
hastalig1 Oykiisii, galaktore, hirsutizm, dismenore, disparoni, pelvik agri gibi
semptomlarin varligi, rahim igi arag kullanim Oykiisii

Gegirilmis pelvik cerrahi, kemoterapi, radyoterapi hikayesi

Obstetrik hikaye: gravida, parite, abortus, kiiretaj

Ailede erken menopoz, infertilite dykiisti aragtirilmalidir.

Erkek faktorleri degerlendirilirken

Testis cerrahisi, travma, kemoterapi, radyoterapi dykiisii

Eriskin yasta gecirilmis kalabulak ve cinsel yolla bulasan hastalik dykiisii
Erektil disfonksiyon

Ejekulatuar bozukluklar

Inmemis testis Sykiisii sorgulanmalidir.

Fizik muayene ile hastada infertilitenin potansiyel nedenleri ve bulgular1 degerlendirilir

Viicut kitle indeksi (VKI) , bel gevresi, yag dagilimi incelenmeli, kilo degisimleri
Sekonder seks karakterleri ve gelisimi

Kabizlik, titreme, kuru cilt gibi sikayetlere eslik eden tiroid bezinde nodiil ya da



hassasiyet varlig

e Meme salgilar ve karakteri, galaktore olup olmadigi

e Sac dokiilmesi, akne, ses kalinlagmasi, hirsurtizm gibi hiperandrojenemi fizik
bulgular

e Pelvik veya abdominal kitle ya da hassasiyet varligi

e Adnekslerde veya Douglas’ta nodiilarite, hassasiyet ve kitle varligt

e Vajinal veya servikal akint1 ve karakteri incelenmelidir.
Detayl1 anamnez ve fizik muayeneden sonra ilk yapilmasi gerekenler

e Erkek faktoriin degerlendirilmesi i¢in semen analizi
e Over rezervinin ve ovulasyonun arastirilmasi

e Tubal agikligin ve uterin kavitenin degerlendirilmesidir

Kadin Faktorii

Kadin infertilitesinin bilinen en sik nedenleri ovulatuar disfonksiyon, yasla beraber
over rezervi azalma, uterin ve tuboperitoneal faktorlerdir. Hepsi birtakim laboratuar ve

goriintiileme yontemleriyle analiz edilmelidir (10).

Erkek Faktori

e Semen analizi
e Sperm fonksiyon testleri
e Genetik testler

e Endokrin testler algoritmasi izlenmelidir (11).

Aciklanamayan Infertilite



1.3. ERKEK INFERTILITESI

1.3.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi 4 yapidan olusmaktadir (12).
Testis

Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusu kapsiilii ile g¢evrilidir.
Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasir ve bezin igine giren septumlarla testisi
yaklasik 250 piramidal bolmeye ayirir. Her bolmede gevsek bag dokusu ile sarilt 1-4 adet
Seminifer tiibiil bulunmaktadir. Bu gevsek bag dokusu i¢inde Leydig hiicreleri, Seminifer
tiibiillerin duvarlarinda bazal lamina {izerinde ise Sertoli ve germ hiicreleri bulunur. Leydig
hiicreleri testosteron salgilarken, Seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinden Anti
Miillerian Hormon (AMH), germ hiicrelerinden spermatozoalar iiretilir. Bu tiibiiller Rete
testise agilarak igeriklerini bosaltirlar. Spermatozoa buradan sirasiyla duktus efferentese,

epididime ve duktus deferense gelir.
Genital Bosaltim Kanallar

e Epididim
e Duktus deferens: Seminal vezikiilden gelen kanalla birleserek duktus
ejekiilatorius adin1 alir. Bu kanal prostatik {iretraya agilir. Spermin transportu,

fagositozu ve sekresyonundan sorumludur.

Aksesuar Genital Bezler
Ejekulat icerigine katkida bulunan salgilar iiretirler.

e Seminal vezikiil
e Prostat
e Bulbo- Uretral Bezler (Cowper Bezleri)

e Preputial bezler (Littre Bezleri)



Penis ve Uretra

1.3.2. Spermatogenez, Spermiyogenez

Spermatogenez, puberte ile birlikte, 6n hipofiz gonadotropik hormonlarinin uyarisi
sonucunda  testislerdeki ~ seminifer  tubullerde  bulunan 46  kromozomlu
spermatogoniumlardan 23 kromozomlu matiir spermatidlerin olugsmasidir. Her iki testisten
toplam spermatozoa iiretimi 100 milyon civarindadir. Spermatogenezin baglamasi igin
Folikiil Stimiilan Hormon (FSH); devami i¢inse testosteron gereklidir. Primitif germ hiicresi
olan spermatogonium, pubertede mitoz boliinmeyle ¢cogalip yeni hiicreler olusturur. Olusan
bu yeni hiicreler iki yoldan birini izlerler. A tipi spermatogoniumlar germ hiicreler olarak
boliinmeye devam edebilir veya mitotik sikluslar sonucu farklilagarak B tipi
spermatogoniumu olusturabilir. B tipi spermatogoniumlar, yine 46 kromozom igeren primer
spermatositlere farklilagsan Onciil hiicrelerdir. Daha sonra bu hiicreler, birinci mayoz
boliinmeye dogru ilerlerler. Birinci mayoz bdliinmenin profaz agamasi 22 giin siirer. Bu
nedenle kesitlerde sayica en ¢ok goriinen hiicrelerdir. Birinci mayoz béliinme sonucunda 23
kromozomlu sekonder spermatositler olusur. Takiben gerceklesen ikinci mayoz boliinme,
23 kromozomlu spermatidlerin olusumuyla sonuglanir. Bdylece spermatogenez ile yaklagik
64-74 giin i¢inde 46 kromozomlu bir primer spermatositten, 23 kromozomlu 4 spermatid
olusur (12).

Spermiyogenez, spermatidlerin, erkek deoksiriboniikleik asidini (DNA) ovuma
aktarmak i¢in 0zellesen spermatozoalara doniisiim siirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi
yoktur. Akrozomun olusumu, nukleusun yogunlagmasi ve uzamasi, boyun, orta parga ve
kuyrugun olusumu ve sitoplazmanin ¢ogunun kaybi igerir. Golgi fazinda spermatid
sitoplazmasinda bulunan golgi komplekslerindeki proakrozomal graniiller birikir ve
birleserek tek bir akrozomal graniilii olusturur. Sentrioller, akrozomun karsi tarafina go¢
ederek hiicre ylizeyine yaklagir ve flagellar aksonemi olusturmaya baslar. Akrozomal fazda,
akrozomal graniil ve vezikiil, yogunlasan nukleusun 6n yarisin1 kaplayacak sekilde yayilir
ve akrozom olarak adlandirilir. Akrozom, hyaluronidaz, néoraminidaz, asit fosfataz gibi

hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimler yardimiyla ovumu ¢evreleyen zona pellusidayi erittigi



bilinmektedir. Nuklues uzar ve yogunlasir. Sentriollerden bir tanesi 6zellesip flagellumu
olusturur. Mitokondriler flagellumun proksimal kisminda toplanarak spermatozoanin
hareketi icin ana enerji kaynagimi olusturan orta pargayr meydana getirir. Matiirasyon
(olgunlagma) fazinda geriye kalan artik sitoplazma, lizozomdan zengin Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir ve spermatozoa seminifer tiiblil limenine salinir (12).
Spermatozoa, bag, boyun (orta parca), govde (esas parca) ve kuyruk (son parga) olmak iizere
dort kisimdan olusur. Bas kismi paternal DNA igeren yogunlagmis niikleer kromatinden
olusur. Her ne kadar morfolojik olarak matiir olsa da, fonksiyon agisindan immatiirdiir.
Maturasyonun bir boliimiinii olusturan motilite kazanma, epididimde ger¢eklesir. Epididim
basindan alinan spermlerin ovumu fertilize edemeyip, epididim kuyruk kismindan alinan
spermlerin  ovumu fertilize edebildigi bilinmektedir (13). Ancak son matiirasyon
(kapasitasyon), ejekulasyon sonrasinda kadin genital sistemi igerisinde tamamlanmaktadir.
Spermatozoa ovumla karsilasinca akrozomun dis membrani spermatozoanin plazma
membraniyla kaynasir ve akrozomal enzimlerin serbestlesmesi saglanir. Bu olay akrozomal
reaksiyon olarak adlandirilir. Akrozom reaksiyonunu takiben spermatozoa hem motilite hem
de enzimatik aktiviteler ile zona pellusidayr gecip perivitellin bosluga ulasir. Oosit
membranina yapigmis olan sperm-oosit arasindaki kaynasmayi takiben oositte ikinci mayoz
boliinme tamamlanir. Son olarak niikleer membranlar kaynasarak fertilizasyon gergeklesmis

olur (12,14,15).

1.3.3. Semenin Genel Ozellikleri

Seminal plazma ve spermatozoadan olusan ejekulatin ortalama hacmi 3-3,5 ml’dir.
Seminal plazmayi; seminal vezikiil, prostat, Cowper ve Littre bezlerinin sekresyonlari
meydana getirmektedir. Ejekulat hacminin 1,5-2 ml’sini seminal vezikiil salgilari, 0,5
ml’sini prostat salgilari, 0,1-0,2 ml’sini ise Cowper ve Littre bezi salgilar1 olusturur.
Spermatozoalar ise total hacmin %]1’inden azin1 olusturmaktadir. Ejekulatin ilk kismi
spermden zengin ve daha ¢ok prostat salgisindan olusurken, ikinci kismi seminal vezikiil
salgis1 agirliklidir. Seminal plazmanin igerigindeki flavin ejekulata agik sar1 rengini verir.

Ejekulat viskoz, hafif alkali 6zellikte olup, yliksek miktarda fruktoz igerir (16).



Likefaksiyon; seminal vezikiilden salinan protein kinaz enzimi etkisiyle koagule olan

semenin, prostattan salgilanan fibrinolizin, fibrinokinaz ve aminopeptidaz gibi proteolitik

enzimler sayesinde 37 °C de yaklasik 10-20 dakika igerisinde kendiliginden ¢6ziinebilme

ozelligidir. Likefaksiyonun olmamasi prostat disfonksiyonuna isaret edebilmektedir (16).

1.3.4. Erkek Infertilitesi Etyolojisi (17)

Hipotalamopitiiiter aks hastaliklar1 (Sekonder hipogonadizm) (Gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH), luteinize hormon (LH), FSH eksiklikleri)

Konjenital hastaliklar

Konjenital GnRH eksikligi (Kallmann sendromu)

Hemokromatozis

Genetik hastaliklar (Prader Willi sendromu, Laurence-Moon-Beidl sendromu,
familyal serebellar ataksi)

Edinilmis hastaliklar

Pitiiiter ve hipotalamik tiimérler (hipofiz adenomu, kraniofarengioma)

Infiltratif hastaliklar (sarkoidoz, histiositoz, tiiberkiiloz, fungal enfeksiyonlar)
Lenfositik infundibulit veya hipofizit

Travma, gecirilmis cerrahi ve radyoterapi dykiisii

Vaskiiler (pitiiter infarkt, anevrizma)

Hormonal (hiperprolaktinemi, hiperandrojenemi, hiperdstrojenemi,
hiperkortizolemi)

Ilaclar (eksojen androjen, opioidler, psikotropik ilaglar, GnRH analoglar1)

Sistemik hastaliklar (kronik hastaliklar, beslenme bozukluklari, obezite)

Sperm veya hormon iiretimindeki testikiiler defektler

Konjenital hastaliklar
Klinefelter sendromu (47 XXY ve 47 XXY/XY; 48 XXXY mozaik formlart)

Kriptorsidizm



e Myotonik distrofi

e Konjenital anorsi

¢ Androjen insensitivite sendromu

e 5 alfa rediiktaz eksikligi

e Ostrojen reseptdr ve sentez bozukluklar

¢ Edinilmis hastaliklar

e Enfeksiyonlar-viral orsit (kalabulak, ekovirus, arboviriis); granulomatdz orsit, (lepra,
tiiberkiiloz); epididimoorsit (gonore, klamidya)

o llaglar (alkilleyici ajanlar, alkol, marijuana, antiandrojenler, ketokonazol,
spironolakton, histamin 2 reseptdr antagonistler, iyonize radyasyon)

o Cevresel toksinler (dibromokloropropan, karbondisiilfit, kadmiyum, kursun, civa,
cevresel dstrojenler ve fitodstrojenler, sigara, hipertermi)

e Immunolojik bozukluklar (poliglandiiler otoimmun hastalik, antisperm antikorlar)

e Travma

o Testikiiler torsiyon

e Sistemik hastaliklar

e Renal yetmezlik

e Siroz

e Kanser

e Orak hiicreli anemi

e Amiloidoz

e Vaskiilitler

e (olyak

Genetik bozukluklar

1. Y kromozom mikrodelesyonu ve iligkili hastaliklar

2. Otozomal ve X kromozom defektleri

3. Sperm morfolojisini bozan mutasyonlar
e Gelisimsel ve sperm transport bozukluklar1 (Varikosel)
e Sperm transport bozukluklari

o Epididim disfonksiyonu (ila¢ ve enfeksiyon)



o Vas derenes anomaliler (konjenital yokluk, Young’s sendromu,
enfeksiyon, vazektomi)
o Seminal vezikiil ve prostat
o Ejekulatuar kanal hastaliklar
e Seksiiel disfonksiyon
o Ejekulatuar disfonksiyon (spinal kord hastaliklari, otonom

disfonksiyon); prematiir ejekiilasyon; erektil disfonksiyon

Idiopatik erkek infertilitesi

1.3.5. Erkek Faktoriiniin Degerlendirilmesi

1.3.5.1. Anamnez ve Fizik Muayene (18)

Hastadan alinacak ayrintili hikaye ve detayli fizik muayene ile bir¢ok hastalik

hakkinda fikir sahibi olmak miimkiindiir.

e Cocukluk ¢ag hastaliklar

e Unilateral/bilateral kriptorsidizm varlig1 ve buna bagl cerrahi tedavinin
zamanlamasi.

¢ Genitoliriner sisteme ait cerrahi operasyonlar

e Testis travmalari

e Testis torsiyonlar1 ve tlimorleri,

e Herni tamir ameliyatlari,

e Kemoterapi ve radyoterapi oykiisii

e Puberteye ulagsma yasi, sekonder seks karakterleri, hipogonadizm varlig

¢ Cinsel yolla bulasan hastalik dykiisti,

e Cinsel iliski siklig1

e Ejekiilat varlig1 ve miktar1
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e Viicut kil dagilim1 (viicut killarinin dékiilmesi, tiras olma sikliginda azalma)

e Koku alma fonksiyonlari1 (Kalmann Sendromu)

e Ogrenme giicliigii sorgulanmasi (Klinefelter Sendromu)

e Erkek kontrasepsiyon yontemlerinden herhangi birini uygulayip uygulamadigi

e Medikal 6ykii (Anabolizan steroidler, antibiyotik kullanimi, kemoterapétik ilag,
alfa- adrenerjik reseptor blokerleri, simetidin, gonadotoksik ajanlara maruziyet) tek

tek sorgulanmalidir.

1.3.5.2. Laboratuar Degerlendirmesi

1.3.5.2.1. Spermiyogram

Erkek infertilitesinde ilk yapilmasi gereken, noninvaziv temel laboratuvar testidir.
Sperm analizi i¢in 2-7 giinliik cinsel perhiz siiresine ihtiya¢ vardir. Ejekulat ya laboratuvarin
oldugu birimdeki 6zel bir odada veya kimyasal olmayan kondom ile toplanip 1 saat i¢inde
androloji laboratuvarina ulastirilabilecek sekilde elde edilmelidir. Alinan 6rnek 37 °C’de
saklanmalidir. Semen analizi manuel veya bilgisayar yardimli semen analiz cihazi
kullanilarak yapilir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2010 spermiyogram parametreleri

referans araliklar1 Tablo 1 de verilmistir (19).
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Parametreler En diisiik referans deger
Semen voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayis1 (milyon) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (milyon/ ml) 15 (12-16)
Total motilite ( %) 40 (38-42)
Progresif motilite (%) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (%) 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif 16kosit (milyon per ml) <1.0

MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50

Tablol1. Semen Analizi Referans Degerleri (19) (5.persentil, %95 giivenlik araliklart)

Semen Degiskenlikleri icin Terminoloji (15)

Normozoospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejekiilat.
Oligozoospermi: Referans degerlerden diisiik sperm konsantrasyonu.
Astenozoospermi: Referans degerlerden diisiik motilite yiizdesinin olmasi.

Teratozoospermi: Referans degerden diisiik morfoloji yiizdesinin olmasi.




Oligoastenoteratozoospermi: Sperm konsantrasyonu, motilite ve morfoloji degerlerinin

hepsinin referans degerlerden diisiik olmasi
Kriptozoospermi: ejekulatta sperm izlenmezken, santrifiij snrasi pellette sperm izlenmesi
Nekrozoospermi: ejekulatta yiiksek oranda immotil ve az sayida canli sperm ¢ikmasi
Azoospermi: Ejekiilatta hi¢ sperm olmamasi.

Aspermi: Ejekiilat elde edilememesi.

Semen Voliimii

WHO’ya gore ortalama semen hacmi 3,7 ml olup, en alt limit 1,5 ml kabul

edilmektedir (20).

Sperm Sayim

Sperm konsantrasyonu her bir mililitredeki sperm sayisini ifade eder ve en diisiik
referans degeri 15xmilyon/ml’dir. Total sperm sayisi ise sperm konsantrasyonunun tiim

ejekiilat voliimiiyle ¢carpilmasi sonucu hesaplanir ve en diisiik referans degeri 39 milyondur.

Sperm saymmi i¢in hemositometre sayma kameralar1 kullanilmaktadir. Sperm
sayisinin dogru hesaplanabilmesi i¢in ejekulatin diliie edilmesi gerekir. Taze drnekte 200-
400 biiytik biiyiitmede goriintii alan1 bagina diisen sperm sayisina gore ne kadar diliie
edilecegine karar verilir. Gelistirilmis Neubauer hemositometresi’nde iki adet 3x3 mm’lik
sayim kamerasi bulunur. Her bir kamerada 1x1 mm’lik 9 kare mevcuttur. Karelerin derinligi
100 um olup her biri 100 nl’yi ifade etmektedir. Bir, 3, 7 ve 9 numarali kareler 16 adet (6.25
nl); 2, 4, 6 ve 8 numarali kareler 20 adet (5 nl) ve ortadaki 5 numarali kare ise 25 (4 nl) adet
kiigiik kareden olusmaktadir (Sekil 1). Sayim yapilirken hatalar1 6nlemek i¢in, her birinde
200 sperm sayilmis iki adet sayim yapilmalidir. Sayimlar arasindaki fark kabul edilebilir

smirlarin lizerindeyse bu durum sayim hatasi, dilusyon hatasi, spermlerin esit dagiliminin
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saglanamadigini gosterebilir. Yeni dilusyonla tekrardan sayim yapilmasi onerilir (21).
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Sekil 1: Gelistirilmis Neubauer Hemositometresi (21).
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Sperm Canlihg:

Sperm canlilig1 i¢in en diisiik referans deger %58’dir. Sperm canlilig1 hiicre
membran1 biitiinliigiiniin degerlendirilmesi esasina dayanir ve progresif hareketli sperm
oraninin  %40’tan az oldugu durumlarda o6zellikle Onemlidir. Bu testle motilite
degerlendirmesinin dogru yapilip yapilmadigi da kontrol edilebilir. Canli, immotil ve 6lii
spermlerin ayriminin yapilmasi, hangi tip yardimci lireme tekniginin secilecegi konusunda

yol gostericidir (22).

Sperm Motilitesi

Toplam motilite i¢in en diisiik referans deger %40 olup, progresif motilite i¢in en
diistik refenras deger %32’dir. Progresif motilite; aktif hareketli olup, lineer hareketler yapan
veya genis daireler ¢izen spermlerdir. Non-Progresif motilite; Kiiclik daireler ¢izen, flagellar
hareketin bas kismini1 zorlukla yapabilen ya da sadece flagellar hareketler yapip

ilerleyemeyen spermlerdir. Immotilite ise tamamen hareketsiz olan spermlerdir.
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Sperm Morfolojisi

Normal sperm hiicreleri i¢cin en diisiik referans deger %4’tiir. Eskiden sadece
mikroskobik olarak sperm sekline bakilarak morfoloji tayini yapilmakta iken, simdi boy, en,
en orani, akrozomal alan, boyun ve kuyruk defektleri de morfoloji tayininde 6nem
tagimaktadir. Bu kriterler ‘strict’ kriterleri olarak adlandirilip invitro fertilizasyon sonrasinda

gebelik oranlarini iyi ongdrebilmektedir (20).

1.Bag Defektleri

(a) (b) () (d) (e) ()
Seritlesmis Piriform Yuvarlak Amorf Vakuollii Kiigiik Akrozomal
Bolge

Akrozomsuz

2.Boyun ve Orta Bolge Defektleri 3. Kuyruk Defektleri 4. Sitoplazmik Artik
@) (h) i) 0] k) 0 (m) (n)
Kirk Boyun Asimetrik giris  Kalin insersiyo ince kisa Kirk Kivrik Bagin 1/3'inden fazla

Sekil 2: Anormal Sekilli Sperm Ornekleri (15)

Semen pH

Seminal plazmanin pH’1, 7,2-7,8dir (20). Alkali yapidaki seminal vezikiil ve asidik

yapidaki prostat gibi aksesuar genital bezlerin sekresyonlarindan etkilenmektedir.
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1.3.5.2.2. Ozellesmis Semen Analizi

Bu testler rutin olarak uygulanmamaktadir. Erkek infertilite nedenini arastirmada

semen analizi sonuglarinda arada kalinan olgulara 151k tutmada yardime1 olabilmektedir.

Spermatozoanin Antikor ile Kaplanmasi Testi (Antisperm Antikor Degerlendirilmesi)

Subfertil erkeklerin yaklasik %4-8’inde sperm otoantikorlar1 saptanmaktadir.
Antikorlar, zona baglanmasi ve akrozom reaksiyonunu bozar. Ilk sperm analizinde
agliitinasyon goriilmesi, otoimmuniteyi ongdrmektedir. Ancak bu durumun, sperm yiizey
antikorlarini tespit eden mikst antiglobulin reaksiyon testi (MAR) veya immunobead test
(IBT) ile dogrulanmasi gerekmektedir (22). Bu antikorlar, spermatozoalarin %50’den
fazlasin kapladigi, spermatozoanin preovulatuar servikal mukusa penetre olamadigi ve

bozulmus fertilizasyon kapasitesi gosterdigi durumlarda 6nem tagimaktadir (24).

Sperm Biyokimyasi

Sperm biyokimyasinda en sik bakilan test seminal vezikiilden salinan fruktozdur.
Fruktozun diisiik miktarda saptanmasi veya hi¢ saptanamamasi, vas deferens ve seminal
vezikiiliin konjenital yoklugu ya da ejekulatuar kanal obstriiksiyonu ile iligkili iken, epididim

obstriiksiyonunda normal semen friiktoz seviyesi izlenir.

Semen Kiiltiirii

Semen kiiltiirii, semen 6rneginde inflamatuar hiicreler olan erkeklerde yapilmaktadir.

Ancak sonuglar genellikle tan1 koydurucu degildir.
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Sperm-Servikal Mukus Iliskisi

Sperm-servikal mukus interreaksiyon testi, problemin spermde mi yoksa servikal
mukusta m1 oldugunu invivo olarak postkoital test (Sims-Hiihner testi), invitro olarak
kapiller tiip testi (Modifiye Miller-Krurzrok testi) seklinde saptamaya yoneliktir. Postkoital
test, kadin partner preovulatuar fazda iken laboratuar ortaminda yapilir. Koitus sonras1 9-24
saat icinde servikal mukustaki canli sperm sayisma bakilir. Invitro olarak yapilacaksa,
infertil ¢iftten alinan sperm ve servikal mukus Ornekleri, lam {izerinde veya kapiller tiip
icinde degerlendirilir. Bu teste ‘crossed test” de denir. Bu test problemin sperm veya servikal
mukus kaynakli olup olmadigini ayirt eder. Servikal mukus testinde spermin mukusa
penetrasyonundaki yetmezlik, c¢iftin yardimci iireme tekniklerinden fayda gorebilecegi

fikrini dogurmaktadir (15).

Ejekiilasyon Sonrasi Idrar Orneginin Mikroskopik Incelemesi

Retrograd ejekiilasyondan siiphelenilen ejekulat hacminin 1 ml altinda oldugu

hastalarda kullanilabilen bir yontemdir.

1.3.5.2.3. Sperm Fonksiyon Testleri

Sperm fonksiyon testleri, ileri androloji tani testleri olup, pahali ve uygulamasi
zordur. Ancak semen analizi normal veya normale yakin olanlarda secilerek kullanilabilir

(25).
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Bilgisayar Destekli Semen Analizi (CASA)

Ticari olarak kullanilmakta olan CASA sistemleri, spermin velositesi (egrisel, diiz),
yana yer degistirme amplitiidii ve diger tiiremis fonksiyonlar1 gibi sperm motilitesi
karakterini (sperm kinematiklerini) 6lcer. CASA yoOntemi ile, motil sperm konsantrasyonu
ve motilite yilizdeleri, morfolojisi de hesaplanabilir, ancak hata payini azaltmak i¢in sartlarin

cok iyi optimize edilmesi gerekmektedir (26).

Akrozom Reaksiyonu Degerlendirilmesi

Akrozom reaksiyonu, akrozom ve plazma membraninin fiizyonu neticesinde,
akrozomal enzimlerin salinmasi ve sperm basmin gorlinlir hale gelmesini igerir. Bu
reaksiyonun zamanlamasi, sperm zona pellusidaya penetre ettiginde olmaktadir. Akrozomun
zamanindan Once kaybi, spermin zona pellusida baglanma bdlgelerini taniryamamasi

neticesinde spermin zonaya baglanamamasina neden olur (27).

e Akrozomal Enzim Aktivitesi Tayini
e Hipoosmotik Sisme Testi

e Sperm Penetrasyon Testi

Zona-free Hamster Oocyte Penetration Test

Tanimlandig1 1970’lerden bu yana, bu test klinik androloji laboratuarlarinda invitro
ve invivo fertilizasyonun basarisin1 ongoérmede kullanilmaktadir. Bu test, insan1 da iceren
cesitli memeli tiirlerinin spermatozoalarinin zona pellusidasi soyulmus hamster oositlerine
penetrasyonun gozlenmesine dayanir. Yalanci pozitif ve negatiflik oranlar1 fazla olan bu

testin, sadece bu is i¢in 6zellesmis laboratuarlarda yapilmasi uygundur (28).
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Insan Zona Pellusida Baglanma Testi

Invitro Fertilizasyon (IVF) basarisim1 6ngdrmede 2 adet zona baglanma testi
kullanilmaktadir:
e Hemizona testi

e Yarismali zona baglanma testi

Her iki testte de, test drneginde ve kontrol 6rneginde zonaya baglanan spermatozoa
sayis1 karsilastirilir. Insan oosit eldesi zor oldugu igin, bu testlerin uygulamasi zordur ve

siklikla kullanilmazlar (29).

Sperm Biyokimyasi

Reaktif oksijen tiirleri, sperm membraninda peroksidasyonua yol agarak sperm
disfonksiyonuna neden olup, invitro fertilizasyonu predikte edebilir. Bu test sadece aragtirma

amagch kullanilmaktadir.

Sperm Kromatin ve DNA Analizi

Sperm kromatin biitiinliigii ve sperm fonksiyonunu 6l¢mek icin diisiik pH ile
denatiire edildikten sonra sperm kromatin yapilariin flowsitometrik Ol¢limii esasina
dayanir. DNA fragmantasyonu da (sperm apoptoz oOl¢iitii) sperm niikleer biitlinliigiinii
6l¢mede kullanilir. Sperm niikleer kromatin ve DNA yapist ile ilgili bu testler, infertil
erkeklerdeki semen analizi hakkinda, reproduktif toksikoloji ¢aligmalarinda ve yardimci

tireme tekniklerinin sonuglart hakkinda bilgi verebilir (30).
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1.3.5.3. Genetik Testler

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunun (ICSI) bulunmas: ile agir oligozoospermik ve
azospermik erkeklerin baba olmasi miimkiin olabilmektedir. Ancak bu ¢ok invaziv testlerin
genetik riskleri goz onilinde bulundurulmaktadir. ICSI ile, kistik fibrozis transfer regiilator
(CFTR) gen, somatik ve seks kromozom anomalileri, Y kromozom mikrodelesyonlar1 gibi

genetik problemlerin transfer edilme riski artmaktadir (31).

CFTR geni: CFTR gen mutasyonu olan erkekler, normal testikiiler voliim, eksternal
genital palpasyonda vas deferens yoklugu, obstriiktif azospermi, normal serum LH, FSH ve
testosteron seviyeleri ile prezente olur. Bu durumda kistik fibrozis aile hikayesi sorgulanmali

hem kadin hem erkek partner CFTR gen mutasyonu ag¢isindan test edilmelidir (32).

Genetik hastaliklar; pretestikiiler, testikiiler, posttestikiiler etyolojik faktorlerin

sebebi olarak karsimiza ¢ikabilmektedir.

e Pretestikiiler faktorler; Kallmann Sendromu, Prader- Willi Sendromu, Beta
Talasemi, Orak hiicreli anemi,

o Testikiiler faktorler; Klinefelter Sendromu, Y Kromozom mikrodelesyonlari,
Noonan Sendromu, Myotonik Distrofi, posttestikiiler fatorler ise Kistik

fibrozis, Young Sendrom, Erigkin polikistik bobrek hastalig1 olarak siralanir.

1.3.5.4. Hormonal Degerlendirme

Hormonal problemler erkek infertilitesinde nadiren goriilmekle birlikte
hipergonadotropik ve hipogonadotropik hipogonadizmden siiphelenildigi durumlarda FSH,
LH, tiroid stimulan hormon (TSH), testosteron, prolaktin, Ostrojen seviyeleri

degerlendirilmelidir.
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1.3.5.5. Radyolojik Degerlendirme

Erkek infertilitesinde radyolojik degerlendirme, testikiiler ve posttestikiiler faktorleri
saptamak i¢in kullanilir. Vazografi ile obstriiktif azospermi diislinlilen hastalarda
duktuslardaki tikanikligin seviyesi belirlenebilir (32). Transrektal Ultrasonografi (TRUSG)
ile prostatin, seminal vezikiiliin ve ejekulatuar kanallarin anatomik yapist degerlendirilir.
Ejekulatuar kanal obstriiksiyonu, transrektal ultrasonografide seminal vezikiil genislemesi
izlenmesi ile dogrulanabilir (33). Skrotal Ultrasonografi ile testis ve epididim hakkinda bilgi

sahibi olunurken, Doppler Ultrasonografi ile varikosel tanis1 konulur.

Tim bu degerlendirmelerin 1s18inda fertil bir erkekte; spermatogenez, bunun
sonucunda elde edilmis normal yapida canli spermatozoa, sperm motilitesinin saglanmasi ve
devamliligin1 korumasi i¢in iyonik mikrogevre, uygun pH ve pek c¢ok hiicreici olay ve
hiicreleraras1 iletisim i¢in sinyal yollarin islevsel olmasi gerekir (15). Bu faktorlerin
birlegsmesi ile olusan kompleks sistem ile nesiller boyu saglikli genetik aktarim

saglanabilmektedir.

1.4. HEPATOSIT BUYUME FAKTORU (HGF), C-MET

Spermatogenez, germ hiicresi topluluklarinda olusan proliferasyon, mayoz boliinme
ve farklilasmanin kati bir sekilde kontrol edildigi cok basamakli bir siirectir. Testis ve
epididimdeki hiicre i¢i etkilesimler, spermatogenez ve sperm olgunlagmasi i¢in gereklidir
(34). Hiicrelerarasi iletisim ve hiicrenin proliferasyonu biiylime faktorleri tarafindan
kontrol edilmektedir. Hepatosit biiylime faktorii (HGF), hepatositler i¢in potent mitojen
olan ve daha sonra da hedef hiicreler arasinda baglant1 saglayan bir ‘skatter faktor’ oldugu

tespit edilmis pleiotropik sitokindir (35-38).

HGF’nin prekiirsorii 92 kiloDalton (kD)’luk inaktif tek bir zincir olarak sentezlenir,
daha sonra boliinerek 55-60 kD’luk bir a zinciri ve 32-36 kD’luk bir B zincirin biyoaktif
distilfit baglantili heterodimerik formu halini kazanir (39-41).
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Immatiir HGF prekiirsériinii matiir biyoaktif HGF’ye ayirabilen en onemli
aktivatorlerinden biri, bir serin proteaz olan HGF aktivator protein (HGFA) dir (42). Ayrica
HGEF aktivasyonu aktif metalloproteaz 2 ve 9 (MMP2, MMP9Y) ve plazminojen aktivatorii
(PA) tarafindan da saglanabilmektedir. Son zamanlarda HGF aktivasyonunu inhibe eden
HGF aktivator inhibitér (HAI) olarak adlandirilan serin proteaz inhibitoriiniing, HGFA
aktivasyonunu bloke ettigi kesfedilmistir (43). HGF’nin doku homeostazisi i¢in 6nemli bir
faktor olmasindan dolay1, mikrogevre dokusundaki HGFA ve HAI dengesi ile uygun HGF
diizeylerini saglayabilmektedir (44).

HGF ile ilgili ilk calismalar karaciger dokusuna etkileri iizerine yapilmistir. Ratlarda
yapilan hepatik lobektomi sonrasinda hepatositlerde goriilen hizli rejenerasyon sirasinda
HGF iiretiminin de belirgin olarak arttig1 ve bdylece HGF’nin rejenerasyonun Onemli
bilesenlerinden biri oldugu tespit edilmistir (45). Karbontetrakloriir ile karaciger hasari
olusturulan ratlara anti HGF antikoru verildiginde ise karaciger dokusunda beklenen
rejenerasyonunun goriilmedigi izlenmistir (46). Bunu takip eden ¢alismalarda da HGF‘nin
pankreas B hiicreleri, melanositler, kondrositler ve keratinositler gibi daha bir¢ok dokuda

hiicre rejenerasyonundan sorumlu bir bilylime faktorii oldugu gosterilmistir (47,48).

HGF; erkek reprodiiktif sisteminde seminifer tiibiil, epididim, duktus deferens,
prostat ve seminal vezikiillerin epiteli gibi immiinreaktivite gosteren c¢esitli organlarda
eksprese edilmektedir (49,50).

Bir mitojen (hilicre biiyiimesi stimulasyonu), bir motojen (hiicre motilitesi
stimiilasyonu) ve morfojen (multiseliiler doku benzeri yapinin indiiksiyonu) olarak hareket
edebilme yetenegi olan HGF, spermatogenik epitelde oldugu gibi, hareket edebilen pek ¢cok

sistemin fonksiyonunun diizenlenmesinde islev gorebilecek 6zelliklere sahiptir (44,51,52).

HGF’nin tek reseptori met olup, onu kodlayan onkogen c-met olarak
adlandirilmaktadir. Bu onkogen, tirozin kinaz aktivitesi gosteren, S0kD’luk bir a zinciri ve
155 kD’luk bir B zincirinden olusan heterodimer yapidaki reseptorii kodlar. Her iki alt birim,
170 kD'lik ana prekiirsoriin glikozilasyonu ve proteolitik ayrilmasi ile olusur. C-met
onkogeni, ilk kez kimyasal bir karsinojen olan N-metil-N’-nitro-nitrosoguanidin ile insan
osteosarkom hiicrelerinin transforme edilmesi ile elde edilmistir (45). Ayrica bu onkogenin
endotelyal hiicrelerde (54,55), myoblastlarda (56), hematopoetik hiicrelerde (57,58) ve

spinal motor ndronlarda (59), karaciger, tiroid, pankreas, prostat, akciger, mide ve kolonda
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normal olarak eksprese edildigi bilinmektedir(60-64). Karaciger, mide, kolon, bobrek, over,
deri, akciger, tiroid, pankreas gibi pek ¢ok epitelyal solid doku tiimoriinde ise normalden
fazla eksprese edildigi tespit edilmistir (53,65). Yine solid doku tiimdrlerinde yapilan bir ¢ok
calismada c-met ve HGF’nin hastaligin progresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (66).
HGF ve c-met iligkisi antitiimoral tedavide de kullanima girmis, Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii (VEGF) ve Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) iizerinden etkili olan
inhibisyon tedavilerinde, c-Met etkisinin tedavi basarisini etkiledigine dair yayinlar yer

almaktadir (67).

C-met, normalde epitelyal orijinli hiicrelerden eksprese edilir. HGF ekspresyonu ise

sadece mezenkimal orijinli hiicrelere sinirli olarak bulunmustur (47).

HGF; reseptorii c-met’e baglandigi zaman, B zincirinin tirozin kinazi aktive
etmesiyle otofosforilasyon gerceklesir ve HGF stimulasyonu iizerinden, reseptor sinyalinin
hiicre icine iletilimi baslatilir. HGF ile c-met arasindaki bu iletisim, embryogenezden
tiimoral gelisime kadar birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynamaktadir. Bu biiylime
faktorii-reseptor iligkisinin mezenkimal hiicreler ve onlarin komsulugundaki epitelyal
hiicreler arasinda kontrolii saglayan bir sistem oldugu belirtilmistir. Bu sistemin hiicre
hareketi, morfogenez, mitogenez, tubulogenez, embryogenez, angiogenez, proliferasyon,
diferensiasyon, doku onarimi, timdr olusumu ve gelisimi i¢in multiple biyolojik yanitin
tetiklenmesinde son derece dnemli bir iglevi oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur

(44,51,52).

Embryogenezde tiim doku ve organlar, trilaminer disk hiicrelerinin diferansiasyonu
ile olugur. Bu diskin olusumunu, islev ve histoloji olarak birbirinden farkli pek ¢ok dokuya
doniisiimiinii kontrol altinda tutan bir takim faktérler mevcuttur. Trilaminar diskten
fibroblastlarin ve tiibiiler yapidaki organlarin primitif hallerinin olusumu sirasinda HGF nin
etkili oldugu, embryogenez sathasinda olugmakta olan organlarda HGF ve reseptorii c-

met’in de tespit edildigi bildirilmistir (68-70).

C-met’i hasarlanmis deney farelerinde izlenen agir plasental defekte baglh
embriyonik letal fenotip, HGF/c-met sisteminin memelilerin embriyolojik gelisimi
sirasindaki roliinii aciklamak i¢in sinirli bilgi saglasa da, bazi calismalar, bu deney
hayvanlarinda, HGF’nin gastrulasyon, angiogenez, myoblast migrasyonu ve karaciger

gelisimi hakkinda 6nemli rolii oldugunun altin1 ¢izmistir (71,72,73).
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Matsumoto ve arkadaslari (ark.) nin yaptig1 HGF/c-met sisteminin fare organogenezi
sirasindaki ekspresyonunu gosteren ¢alisma ile HGF nin organogenezdeki fonksiyonunun
anlagilmasini saglanmistir. Bu bulgularin 1s181inda, HGF/c-met sisteminin hem embriyonik
morfogenezde mezenkimal ve epitelyal hiicreler arasindaki sinyal degisimine, hem de
postnatal stroma-parankim iletisimi ve doku homeostasisine aracilik ettigi gosterilmistir

(74).

HGF/c-met sistemi, testis embriyonik gelisiminin tiim periyotlarinda bulunmakla
birlikte, eriskin yasa kadar saptanabilmektedir. HGF nin epitelyal-mezenkimal iletisiminde
embriyonik morfogenez sirasinda énemli rolii oldugu belirtilmektedir. Ayrica HGF’nin
mezenkimal hiicrelerin epitelyal hiicrelere doniisiimiinii indiikledigi bildirilmistir (69).
Testis, ara mezoderm ve ¢dlomik epitelin isbirligi ile gelisir. Bu morfogenez, hem epitelyal
hiicrelerde mezenkimal doniistimii (6rnegin Sertoli ve Leydig hiicreleri), hem de epitelyal-

mezenkimal hiicreler arasindaki siki iletisimi karakterize etmektedir (68).

HGF nin, testis dokusu iizerindeki aktivitesi prenatal ve postnatal gelisim evrelerinde
degisiklik gostermektedir. Bu alanda steroidogenez ve apoptozun modulasyonu; mitoz,
morfogenez ve diferensiasyonda yol gostericidir (44). HGF, erkek reprodiiktif sisteminin
gelisimini destekleyen ve spermatogenetik silirecin kontroliinde rol alan  biiylime

faktorlerinden biridir.

Depuydt ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada HGF’nin insan seminal plazmasinda
da 6nemli miktarda bulundugu saptanmistir. HGF’nin vazektomili erkeklerde de saptanmis
olmasi, HGF’nin testis orijinli olmadiginin anlasilmasina katkida bulunmustur. HGF’nin
insandaki ana kaynagi epididim, prostat ve seminal vezikiildiir. Immunohistokimya ile c-
Met’in varlifi spermatogonia, spermatosit, spermatid ve spmermatozoa hiicre
membranlarinda saptanmis olmasina ragmen, Sertoli ve Leydig hiicrelerinde c-met
ekspresyonu izlenmemistir. C-met, peritiibliler myoid hiicrelerde ve interstisyel
kompartmanlarda hem mitotik ve mayotik germ hiicrelerinde hem de spermatozoalarda
mevcut olup, bu reseptdr insan spermatogenezi sirasinda spermatozoa diferensiasyonu ve

migrasyonunda rol oynamak oldugu belirtilmistir (75,76).

Memeli spermatozoasi hareket ve fertilite kapasitesini epididimden gecisi sirasinda
kazanir. Spermin motilite yilizdesi bu transfer sirasinda artar (77,78). Memeli tiiriine gore

motilite spermin kaput veya kauda kisminda maksimum seviyeye ulasir. HGF, sperm
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motilitesini indiikleyen bir biiylime faktoriidiir (79). HGF nin spermatozoa iizerindeki etkisi
epididimden geg¢is sirasinda artar ve bu direkt olarak yiiksek reseptor ekspresyonu ile
koreledir (68). C-met, epididimin kaput veya kauda kismindan izole edilen hiicrelerde
lokalizedir. C-met’in sperm hiicre membranindaki dagilimi, epididimal spermin kaput ve
kaudal bélgelerinde farklilik gosterir (80). Immunohistokimya ile kaput epididimden izole
edilmis hiicrelerdeki c-met lokalizasyonu hiicrenin bas kisminda daha yiiksek oranda olup,
kaput epididimdeki spermlerin az bir kisminda ise reseptdor hem bas hem flagellumda
mevcuttur. Kaudal epididimden izole edilen spermlerde reseptor, olduk¢a homojen ve tim
hiicre yiizeyinde bulunur. HGF’nin erkek fertilitesindeki rolii, Catizone ve ark. nin
calismasinda kaput epididimden izole edilmis spermatozoalarin yalniz medyumlu kiiltiir ve
HGF ile desteklenmis kiiltiirde motilitelerinin degerlendirilmesi ile incelenmistir. HGF
yoklugunda motilitenin 6nemli 6l¢lide azaldigi, HGF varliginda ise spermin motilitesini
uzun siire muhafaza edebildigi goriilmiis, her iki grupta esit sayida olii sperm saptanmustir.
Boylece HGF nin sperm canliliini artirici etkisi olmamakla birlikte, spermin epididimden
gecisi sirasinda motil sperm yiizdesini artirmada etkisiz oldugu gériilmiistiir. Invitro ortamda
c-met reseptdr ve onun ligandi HGF arasindaki anahtar-kilit sistemi sayesinde, spermin
epididimden gecisi sirasinda sperm motilitesini muhafaza etmede pozitif rolii oldugu

saptanmugstir (81).

Her ne kadar bazi c¢alismalar HGF’nin sperm motilitesi {izerine olumlu etkileri
oldugu gosterse de Kitamura ve ark. nin calismasinda infertil hastalarin yikanmig
spermatozoalarina rekombinant HGF ilave edilmis ve sperm hareketleri CASA ile
Olciilmiistiir. Seminal plazmadaki HGF konsantrasyonu 6l¢iilmiis, veriler olgularin hormon
profili ve semen analizi parametreleri ile karsilastirilmistir. Fizyolojik HGF konsantrasyonu,
uzun siireli enkiibasyon sonrasinda sperm motilitesini korumus olsa da fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Rekombinant HGF’nin, spermatozoada hiperaktivasyona
neden olacak spermin lineer hareketine veya hareket frekansina etkisi olmamistir. Seminal
plazmadaki HGF konsantrasyonu ile olgularin herhangi bir klinik parametresi arasinda
korelasyon izlenmemistir. Erkek reprodiiktif sisteminde sperm hareketindeki ana roliin

epididimdeki matiirasyon oldugu sonucuna varilmistir (82).

Wiltshire ve ark. nin ¢aligmasinda da normozoospermik, subfertil ve azospermik
olarak 3 gruba ayrilan hastalarda HGF ve semen analizi parametreleri degerlendirilmis,

semendeki HGF konsantrasyonu ile sperm konsantrasyonu, sperm motilite yiizdesi, total
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sperm sayis1 veya total motil sperm sayis1 arasinda anlamli fark saptanmamigtir. Ayrica

gruplar arasinda da HGF diizeyleri agisindan anlami fark bulunmamaistir (78).

Depuydt ve ark. nin 1996 yilindaki ¢alismasinda, sperm konsantrasyonlari ile c-met
ekspresyonu arasinda %90’lik Perkol fraksiyonu grubunda ters korelasyon izlenirken,
%47°1ik Perkol grubunda anlamli fark izlenmemistir. HGF’nin insan seminifer tiibiil,
epididim, duktus deferens, prostat ve seminal vezikiil epitelinde bulunmasi, c-met
ekspresyonunun seminifer tiiblil ve spermatozoada gerceklesmesi ve c-met’in %90’lik
Perkol fraksiyonunda, %47’lik Perkol fraksiyonuna gore daha az eksprese edilmesi, HGF ve
c-met’in spermatozoanin formasyon ve maturasyonunda rolii oldugunu diisiindiirmekte,
HGF ve c-met’in spermatogenez sirasinda farklilagma ve migrasyonda gorevli oldugunu

akla getirmektedir (83).

Depuydt ve ark. tarafindan yapilan 1998 yilindaki ¢alismada seminal plazmaki HGF
konsantrasyonundaki degisikliklerin, farkli androlojik hastaliklar ve erkek infertilitesi ile
iligkili oldugu one siiriilmektedir, ama daha bu vakalarda literatiirde celiskili veriler rapor
edilmistir (78,82). HGF’nin seminal plazma konsantrasyonu vazektomili (obstruktif
azospermi) erkeklerde diisiikk, aksesuar bez inflamasyonu olan erkeklerde yliksek,
normospermik erkeklerde diisiik, oligozoospermik erkeklerde diisiik, primer testikiiler
yetmezligi olan azospermik erkeklerde ise yiiksek olarak saptanmis, boylece farkl
androlojik hastaliklarda seminal plazmadaki HGF konsantrasyonlarinda dikkat g¢ekici
degisimler oldugu rapor edilmistir. Bu literatiiriin tartismali olmasi, androlojik hastaliklarin
klasifikasyonunun zorluklariyla ilgili olup, bu calisma i¢in farkli ¢aligma gruplarinin
olmasiin uygun oldugu dikkate alinmalidir. Daha derin aragtirmalar yapilarak daha fazla

calisma ile bu noktay1 daha iyi agiklamak gerekmektedir (75).

HGF, ya direkt erkek germ hiicreleri ya da indirekt testisteki tiibiiler ve interstisyel
somatik hiicreler iizerinden spermatogenezin kontrolii ve sperm kalitesinde rol oynar.
Catizone ve ark. nin prepubertal deney farelerinde yaptiklari calismada, fare
spermatogoniasi, pakiten spermasiti ve yuvarlak spermatidinde bulunan c-met’in, HGF ile
birlikte germ hiicre proliferasyon aktivitesini artirdig1 ve apoptotik hiicre sayisini azaltarak
erkek germ hiicresi homeostasisi ve dolayisiyla erkek fertilitesi lizerine etkileri oldugu

gosterilmistir (81).
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Ricci ve ark. nin 2006 ve 2012 yillarinda yaptiklar1 ¢caligmalarda, prenatal gelisimin
ge¢ doneminde c-met dagilimu testikiiler kordlarda downregiile ve interstisyel fetal Leydig
hiicrelerinde upregiile olarak degismektedir (84). HGF, her zaman interstisyel korpartmanda
mevcuttur ama fare fetal Leydig hiicrelerinde tiretilmemektedir. Boylece HGF fetal Leydig
hiicrelerini diferensiye ederek, intersitisyel kompartmaninda parakrin faktdr gibi hareket
eder. Testikiiler organ kiiltiirlerinde HGF, testosteron iiretimini (84), fetal Leydig hiicre
sagkalimmi stimiile edebilmektedir (85). C-met, erken prenatal dénemde fetal Leydig
hiicrelerinde saptanamazken, seminifer kordlarda eksprese edilebilmektedir. Boylece HGF
erken prenatal doneme ait testikiiler organ kiiltiirlinde testosteron sekresyonunun
degistiremezken, ge¢ prenatal donemde testosteron {iretimini stimiile etmektedir. Bu verilere
gore HGF; normal prenatal steroiogenezde sorumlu olan biiyiime faktorlerinden biridir (85-

87).

HGF, testikiiler fizyolojide parakrin, otokrin ve endokrin regiilasyonu diizenlemede
etki gosterebilmektedir. HGF, testikiiler fonksiyonlar1 diizenlemede mezenkim-epitel
iletisimi i¢in parakrin faktor olarak saptanmakla birlikte, ayni zamanda bu biiyiime
faktorlinlin kan damarlar {izerinden hasarli organlarin tamiri ve homeostasisini saglamada
gorevli oldugu bilinmektedir. Ayrica HGF otokrin faktor gibi davranarak reseptorii c-met’e,
pubertede degisen sinyaller gdnderir, bu sayede c-met, FSH etkisiyle up regiile olarak Sertoli
hiicrelerinden eksprese edilir. HGF’ nin organizmadaki endokrin rolii ile, hem fetal hem
eriskin Leydig hiicrelerinde testosteron sekresyonunu artirmaktadir (84). HGF’nin hormonal
etkisinin disinda, HGF ekspresyonunun kandaki hormonlar, nérotransmitterler, sitokinler,
biliylime hormonlar1 (88), norepinefrin (89), sistemik prostoglandin E (90) tarafindan regiile
edildigi gosterilmistir.

Sertoli hiicre diferensiasyonunun dogru olarak gerceklestirilmesi, spermatogenetik
stireci slirdiirmek i¢in gerekli olan mikrogevreyi korumak adina biiyiik 6nem tasir (92,93).
Sertoli hiicreleri, endokrin hipotalamus-pitiiiter-gonadal aks sinyalleri sayesinde, FSH yanit1
ile Ostrojen tiretimi ve sekresyonu yapar ve bu durum spermatogenetik siireci regiile eder.
HGF’nin, Sertoli hiicre fizyolojisini modifiye eden ve onlarin diferensiye olmus fenotipini
koruyan faktorlerden biri oldugu ileri siiriilmektedir. Bu durum HGF’nin gonadal-pitiiiter
iletisimde rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Zachow ve Uziimcii 2007°de (91), erkek ve disi
gonad fizyolojisinde HGF’ nin bazi endokrin sinyalleri oldugunu 6ne siirmiistiir. HGF’nin

direkt olarak CYP19 enzimini azaltarak FSH bagimli 17 f estradiol iiretimini suprese edip
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ovaryan steroidogenezi downregiile ettigi bildirilmistir (94-95). Sertoli hiicrelerinin,
overdeki Granulosa hiicrelerinin testikiiler karsilig1 oldugu ve 17 B estradioliin testikiiler
kaynag1 oldugu bilinmektedir. Sertoli hiicreleri, siganlarda postnatal donemin ilk 10-20
giinlinde yiiksek oranda 17 B estradiol iiretimi yapacak yetenektedir (96). HGF’ nin invivo
ortamda Sertoli hiicrelerinden 17 [ estradiol tiretimini, Granulosa hiicrelerinde gozlenen
benzer bir yolla lokal olarak kontrol edebilecegi varsayilmaktadir. Bu veri ile uygun olarak,
FSH’1n Sertoli hiicre kiiltiiriinde c-met ekspresyonunu up-regiile ettigi gosterilmektedir (97).
HGF/c-met sisteminin, FSH bagimli 0Ostrojen iiretimine katkist olabilecegi one

surilmektedir.

Catizone ve ark., c-met’in hem insan hem sican germ hiicrelerinde eksprese
edildigini, sicanlarda, bu reseptoriin spermatogenetik siire¢ sirasinda spermatogoniadan
spematozoaya kadar her zaman mevcut oldugun bildirmis (81,83,97), HGF nin, 8-30 giinliik
sican testislerinin ex vivo organ kiiltlirlinde spermatogonial hiicre proliferasyonunu anlamli
olarak arttirarak germ hiicre mitotik aktivitesini kontrol ettigi gosterilmistir. Spermatogonia
hiicreleri iizerine elde edilen bu sonug, HGF aktivator inhibitor (HAI-2)’lin sadece primer
spermatositlerde eksprese edildigini vurgulamaktadir (98). Mitotik germ hiicreleri, HGF
sinyaline ihtiya¢ duymaktadir. Oysa mayotik silirecin basinda, bu proliferatif isaret, germ

hiicrelerinin sirayla mayotik girisine izin vermek i¢in, inhibe edilmeye ihtiya¢ duymaktadir.

Germ hiicre apoptozu, sirasiyla diferensiye olan gametlerin en iyi se¢imi yapabilmesi
icin testiste kontrol edilmektedir ve hatta HGF’nin bu biyolojik siirecin kontrolii ile ilgili
oldugu gosterilmistir. Bu biiylime faktoriiniin, germ hiicre apoptozunu anlamli olarak
azaltma yeteneginde oldugu gosterildiginden beri, HGF erkek germ hiicrelerinde sagkalim
faktorii olarak hareket etmektedir (99). Saglikli hayvanlardaki bu sonug, Goda ve ark.
tarafindan calisilan deneysel kriptorsid sican modelleri ile gili¢lendirilmistir (100). Bu
hayvanlarin testisine yapilan adenoviriis aracii HGF gen transferi, HGF’nin
overekspresyonunu uyarir ve spermatogenezi ve testikiiler agirligi diizenleyerek apoptotik
germ hiicre sayisini anlamli olarak azaltir. Germ hiicre proliferasyonu ve sagkaliminin
endokrin sinyaller tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir: 6rnegin FSH, hem in vivo hem
in vitro ortamda spermatogonial proliferasyonu stimiile eder (101-103). Boylece HGF nin
erkek germ hiicreleri homeostazisini desteklemek icin endokrin sinyallerle isbirligi yapan

lokal sitokinlerden biri oldugu diisiiniilebilir(102-106).
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HGF’nin epididimal sperm maturasyonu iizerindeki roliinii kuvvetle 6ne siiren ilk
bulgu 1994’te Naz ve ark. tarafindan bildirilmistir (102). Bu grup, spermin motilitesini
kazandig1 yer olan fare epididimal traktindaki distal korpus ve kaudada HGF nin en yiiksek
spesifik alan dagilim paterni oldugunu gostermektedir. Ayni ¢calismada, HGF’nin immotil
spermlerdeki hiicre motilitesini hafif¢e indiikledigi bulunmustur. C-met’in sperm
yilizeyindeki dagilim paterni, sigcanlarin testikiiler epididimal spermatozoalarinin kaput ve
kauda kisimlarinda degisiklik gdstermektedir (103). Sperm motilitesine olan etkinin bir
kism1 HGF’nin invitro olarak epididimal sperm motilitesinin korunmasinda pozitif etkisi
olmasina ragmen, aslinda bu faktoriin motil hiicrelerin yiizdesini artirmada anlamli etkisi
olmadig1 saptanmistir (103). Ancak, kemirgenlerde bildirilen ayn1 motojenik etkinin insan
spermlerinde olmamas1 (105), ve bu biiyiime faktoriiniin insan sperm fizyolojisindeki

roliiniin hala tartismali bir konu oldugu gosterilmektedir.
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2. GIRIS VE AMAC

Saglikli bir gebeligin olugsmasi i¢in kadinda ovulasyonun olmasi, bu ovumun tuba
uterinalar tarafindan tutulmasi, fertilizasyonun tamamlanmasi, olusan embriyonun reseptif
bir endometrium tarafindan karsilanmasi ve bu sirada blastokist asamasma gelen
embriyonun endometriuma implante olmasi gereklidir. Erkegin fertilitesi i¢cin de ovulasyon
donemine yakin, yeterli sayida ve motilitede, fertilizasyon yetenegi olan spermlerin servikste

depolanmasi gerekmektedir.

Fertilizasyondan itibaren hiicresel farklilagsma yasam boyunca devam etmektedir.
Diferensiye olan hiicreler, hem kendisi hem de komsu organlar ve uzak organlar ile stirekli
iletisim halindedir. Hiicresel morfogenez, mitogenez, motogenez (hareketin stimulasyonu),
embryogenez, angiogenez ve onarim gibi hiicre i¢i fonksiyonlarin yiiriitiilebilmesi igin
hiicrelerarasi irtibat biiyiikk 6nem tasimaktadir, Bu iletisim birtakim hiicreler arasindaki

sinyal iletim mekanizmalari ile saglanmaktadir.

Erkek tlireme sisteminde de puberte ile birlikte baglayan en dnemli degisikliklerden
biri spermatogenez ile germ hiicresi topluluklarinda proliferasyon, mayoz boliinme ve
diferensiyasyon ile matiir spermatidlerin elde edilmesidir. Testis ve epididimdeki hiicre ici
etkilesimler spermatogenez ve sperm olgunlagmasi i¢in gereklidir. Hiicrelerarasi iletisim ve
hiicrenin proliferasyonu biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bir mitojen bir
motojen ve morfojen olarak fonksiyon gérme yetenegi olan HGF, spermatogenik epitelde
oldugu gibi, hareket edebilen pek ¢ok sistemin fonksiyonunun diizenlenmesinde iglev goren
ozelliklere sahiptir. HGF, hepatositler i¢in potent mitojen oldugu bilinen, ayrica hedef
hiicrelerde baglanti saglayan bir ‘skatter faktdr’ oldugu anlasilmis bir pleiotropik sitokindir.
Tirozin kinaz aktivitesi bulunan reseptorii c-met’e yiiksek afiniteyle baglanir ve sadece
mezenkimal hiicreler tarafindan eksprese edilir. Erkek reprodiiktif sisteminde ise seminifer
tiibiill, epididim, duktus deferens, prostat ve seminal vezikiiller epiteli gibi organlarda

eksprese edilmektedir.
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Bir protoonkogen olan c-met, biiyiik oranda epitelyal hiicreler tarafindan eksprese
edilmekle birlikte endotelyal hiicrelerde, myoblastlarda, hematopoetik hiicrelerde ve spinal
motor ndronlarda gosterilmis, pek cok solid organ tiimdriinde ekspresyonunun arttig
bildirilmistir. C-met, puberte ile birlikte degisen endokrin sinyaller iiretir ve FSH etkisiyle
Sertoli hiicrelerinden eksprese edilir. HGF, organizma tizerindeki endokrin etki ile de hem
fetal hem eriskin Leydig hiicrelerinde testosteron sekresyonunu artirir. HGF, testikiiler
fonksiyonlar1 desteklemede parakrin hem de otokrin bir modiilatér olarak etki eder.
Spermatogenezin kontrolii ve sperm kalitesi ilizerindeki roliinii, ya direkt sperm germ
hiicrelerine ya da testisteki iibiiler ve interstisyel somatik hiicrelere etki ederek
gostermektedir. HGF, sperm motilitesini indiikleyen bir biliylime faktoriidiir. HGF’ nin
spermatozoa lizerindeki etkisi epididimden ge¢is sirasinda artar ve bu direkt olarak yiiksek

reseptor ekspresyonu ile koreledir.

HGF/c-met kompleksinin, gerek normal genital dokudaki gerekse bir¢ok
neoplazideki ekspresyonunu inceleyen ¢aligmalar olsa da, sperm motilitesine olan etkisi ve
erkek infertilitesi ile iliskisi ¢ok az sayidaki calismada yer almistir. Bu ¢aligmada, bu
onkogen ve ligandi HGF’nin, infertil erkeklerin spermlerindeki sperm konsantrasyonu,
morfolojisi ve motilitesi parametrelerine gore degisimlerin  degerlendirilmesi
amaclanmaktadir. Bulunan sonuclara gore erkek infertilitesinin HGF ve reseptorii c-met ile

iligkisi irdelenecektir.
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma ileriye doniik, tesadiifi dagilimli olmayan, kontrollii bir calisma olarak
tasarlandi. Calisma tek merkezde gerceklestirildi. Kurumsal etik kurulundan onay alindiktan
sonra c¢alismaya baglandi. Calisma Mart 2015 ile Haziran 2016 tarihleri arasinda
gerceklestirildi.

Calisma i¢in kontrol ve calisma grubu olmak lizere iki grup olusturuldu. Kontrol
grubuna 18-60 yas grubunda, ¢ocuk sahibi olan, bilinen kronik bir hastaligi olmayan,
irolojik operasyon gecirmemis, sperm analizi sonucunda sperm say1, motilite ve morfolojisi
normal bulunmus saglikli ve ¢calismaya katilmak i¢in goniillii olan erkek bireyler dahil edildi.
Caligma grubu i¢in adaylar ise kurumun IVF Androloji Laboratuari’na miiracaat eden 18-60
yas grubunda, sperm analizi sonucunda sperm say1, motilite ve morfoloji kriterlerinden en
az birinin WHO 2010 Semen Analiz Parametreleri’nin referans araligi altinda kalan ve
calismaya katilmak i¢in goniillii olan erkek bireyler arasindan se¢ildi. Caligmaya dahil olan
her bireye ayrintilt sozlii ve yazili bilgi verildikten sonra Bilgilendirilmis Goniilli Olur

Formu imzalatildi.
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Parametreler En diisiik referans deger
Semen voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)

Total sperm sayis1 (milyon) 39 (33-46)

Sperm konsantrasyonu (milyon / ml) 15 (12-16)

Total motilite (%) 40 (38-42)

Progresif motilite (%) 32 (31-34)

Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)

Tablol: Semen Analizi I¢in En Diisiik Referans Degerler (5.persentil, %95 giivenlik
araliklari). (19)

Calisma Protokolii

Calismaya dahil olan tiim bireylerden sperm 6rnegi alindi. Kurumun IVF Androloji
Laboratuvari’nda sperm 6rnekleri 2-5 giinliik cinsel perhiz sonrasinda uygun kosullar altinda
temin edildi. Sperm O6rnegi 3 ml.’nin altinda olan bireyler caligma disinda birakild.
Numuneler 37°C’de otuz dakikalik bir likefaksiyon siirecinin ardindan spermiyograma tabi
tutuldu. Makler Chamber kameraya konulan 10 pl sperm o6rnegi ile spermiyogram islemi
IVF Androloji Laboratuari’nda gorevli embriyologlar tarafindan gerceklestirildi.
Spermiyogram islemi sirasinda sperm voliimii, sperm konsantrasyonu, motilite yiizdesi ve
morfoloji yiizdesi Ol¢iitleri kaydedildi.

Spermiyogram islemini takiben bir milimitrelik ilk 6rnek ayrilarak hicbir isleme tabi
tutulmadan Falcon 2003 marka tiipe alinarak, ayni giin taze olarak incelenmek ve c-met
ekspresyonu tayini yapilmasi i¢in kurumun Genetik Laboratuvari’na gonderildi.

Bir mililitrelik ikinci 6rnek ise herhangi bir igleme tabi tutulmaksizin, Falcon 2003 tiip ile -

10°C’de buzdolabinin derin dondurucu haznesinde dondurularak saklandi.
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C-met ekspresyon diizeyi 6l¢limii i¢in, 1 ml’lik taze ejekiilattan ticari bir kit ile (tissue
total RNA isolation kit, HibriGen) total RNA izole edilip cDNA sentezlendi. (The High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems). Hedef gen c-met'e
ait transkript varligit ‘Human C-Met Expression Kit, HibriGen’ kullanilarak iireticinin
onerdigi deney kosullarinda Real Time PCR yoOntemiyle gosterildi. Her numune i¢in PCR
sirasindaki esik degerler kayit edildi. Istatistik, PCR déngii numarasina gore yapildigi icin
c-met ekspresyon diizeyi degerleri i¢in birim kullanilmamustir.

HGF diizeyi 6l¢iimii i¢cin kurumun Biyokimya Laboratuvari’na gonderilen, -10°C’de
dondurulmus tiip 24°C’de c¢ozdiiriilerek ticari kit ile (Human HGF Instant ELISA
Affymetrix eBioscience) ile HGF degerleri olgiildii.

Ticari kitler -20°C’de muhafaza edildi. Her plakada 14 standart ve 2 bos dahil olmak
tizere toplam 96 kiiciik bolme mevcuttu. Kiiclik bolmelerin i¢ine anti-human HGF kaplanmig
antikorlar absorbe edilmisti. Her bolmeyel00 pl distile su eklendi. Her 6rnekten 50 pl
almarak bolmelere eklendi ve adeziv film ile kapatilarak oda sicakliginda ‘Microplate
Shaker’da 3 saat sallandu. {1k inkubasyonda human HGF, her numunede veya standart kiigiik
bolmelerde mevcut olup, bélmelerde absorbe edilmis haldeki HGF antikorlarina baglandi.
Biyotin ile konjuge anti-human HGF antikoru, ilk antikora baglanmis olan human HGF’ye
baglandi. Streptavidin-HRP ise biotin ile konjuge edilmis anti-human HGF antikoruna
baglandi. Adeziv film c¢ikartilarak bélmeler bosaltildi ve bagli olmayan biotin ile konjuge
anti-human HGF antikoru ve Streptavidin-HRP herbiri 6 kez ticari kitin biinyesinde mevcut
olan ‘wash buffer’ ile iyice yikanip, son yikamada plaka peceteye vurularak iyice
uzaklagtirildi. Tim bolmelere 100 pl substrat solusyon eklendi ve oda sicakliginda direkt
151k maruziyeti engellenerek 30 dakika inkiibe edildi, bolmelere eklenen substrat solusyonu
ile HRP reaktive edildi. Bolmelerdeki soluble human HGF miktarina bagl olarak farkli
oranlarda mavi renk degisimleri gézlendi. Her bolmeye 100 pl stop solusyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu ve 1 saat boyunca 2-8°C’de karanlikta bekletildi ve her bolmede elde
edilen renk degisiminin absorbans1 450 nm’de spektrofotometrede dl¢tildii. Standart egri, 7
adet human HGF standart bdlmesine ve human HGF 0rnegi konsantrasyonlarina gore
belirlendi. Ornekler 1:2 oraninda dilile edildikleri icin, standart egride hesaplanan

konsatrasyona ulagmak i¢in dilusyon faktorii hesaba katilarak sonuglar 2 ile carpildi.
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Figure 1
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Sekil 3: HGF Olgiim Kiti Reaksiyon Semas: Sekil 4: HGF Ol¢iim Kiti Spektrofotometre
Egrisi

Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi1 kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metodlarin (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran, minimum,
maksimum) yani sira nicel verilerin karsilagtirilmasinda normal dagilim gosteren
degiskenlerin iki grup karsilastirmalarinda Student’s t test, normal dagilim gdstermeyen
degiskenlerin iki grup karsilagtirmalarinda Mann Whitney U test kullanildi. Normal
dagilim gostermeyen degiskenlerin grup ici karsilastirmalarinda Wilcoxon Signed Ranks
test kullanildi. Degiskenler arasi iligkilerin degerlendirilmesinde Spearman korelasyon

analizi kullanildi. Anlamlilik p<0,01 ve p<0,05 diizeylerinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calisma Mart 2015-Haziran 2016 tarihleri arasinda Florence Nightingale Hastaneler
Grubu IVF boliimiine miiraacat eden %66,3’1 (n=61) infertil, %33,7’si (n=31) saglikli
toplam 92 erkek hasta ile yapilmistir.

Bazal sperm sayisi, kontrol grubunda 66,844+27,12 (18-116) olarak, g¢alisma
grubunda 25,99+23,00 (2-110) olarak tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (p=0.001).

Sperm motilite yiizdesi, kontrol grubunda 49,84+10,77 (40-86) olarak, calisma
grubunda 45,43+17,39 (15-85) olarak tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. (p>0,05).

Sperm morfoloji yiizdesi, kontrol grubunda 4,45+0,62 (4-6) olarak, caligma
grubunda 1,80+1,65 (0-5) olarak tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi. (p=0,001).

C-met ekspresyon diizeyi, kontrol grubunda 26,534+3,50 (19,43-32,73) olarak,
calisma grubunda 27,95+2,86 (21,58-33,07) olarak tespit edildi. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. (p=0,039).

HGF diizeyi dl¢iimleri ¢alisma grubunda 4,87+4,11 (1,01-21,58), kontrol grubunda
3,25+1,76 (0,83-8,25) olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p=0,043).
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Tablo 2: Gruplara Gore Sperm Sayisi, Sperm Motilite Yiizdesi, Sperm Morfoloji
Yiizdesi Ve C-met Ekspresyon Diizeyi, HGF Diizeyi Olciimlerinin Degerlendirilmesi

Toplam Infertil Kontrol
(n=92) (n=61) m=31) T
Bazal Sperm 0755 307553112 25,99£23,00  66,8427,12
Sayis (x Min-Malks “0,001**
. 2-116 (33,5 2-110 (21 18-116 (64
Sperm Ort+Ss 46,91+£15,56  45,43+17,39  49,84+10,77
Motilitesi b
Min-Maks 0,138
15-86 (45)  15-85(45)  40-86 (45)
(%) (Medyan)
Sperm Ort£Ss 2,70+1,87 1,80+1,65 4,45+0,62
Morfolojisi a
! Min-Maks 0,001%*%*
0-6 (3) 0-5 (2) 4-6 (4)
(%) (Medyan)
Ort+Ss 27.47+3,15 27,95+2.86 26,53+3,50
C-met Min-Maks 19.43-33,07  21,58-33,07 19.43-32,73  0:039*
(Medyan) (28.35) (28,76) (27.89)
Ort+Ss 3,79+2,86 3,25+1,76 4,87+4,11
HGF (ng/mL) . ri0 A gai 0.83-21,58  083-825 1012158  0:043*
(Medyan) (3,10) (2,98) (3,63)
“Mann Whitney U Test PStudent-t Test *n<0,05 **p<0,01
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Tiim olgularda, c-met ekspresyon diizeyi ile HGF diizeyi ol¢iimii arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

C-met ekspresyon diizeyi ile HGF diizeyi Olglimii arasinda calisma grubunda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

C-met ekspresyon diizeyi ile HGF diizeyi ol¢iimii arasinda kontrol grubunda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tablo 3: Gruplarda ve Tiim Olgularda C-met Ekspresyon ile HGF Iliskisinin

Degerlendirilmesi
C-MET - HGF (ng/mL)
r p
Toplam(@=92) 0130 0219
Infertil (n=61) 0,146 0,263
Kontrol (n=31) 0,287 0,117

r=Spearmanin Korelasyon Katsayisi
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Tiim olgularda bazal sperm sayisi ile HGF diizeyi 6l¢limii arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tiim olgularda bazal sperm sayisi ile c-met ekspresyon diizeyi dlglimleri arasinda
negatif yonlii (sperm sayisi arttikca c-met ekspresyon diizeyi azalan) %30,9’luk fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (r=-0,309; p=0,003).

Bazal sperm sayisi ile HGF diizeyi 6l¢timii arasinda calisma grubunda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05). Bazal sperm sayisi ile c-met ekspresyon diizeyi

Olclimleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Bazal sperm sayist ile HGF diizeyi 6l¢iimii arasinda kontrol grubunda istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmadi (p>0,05). Bazal sperm sayisi ile c-met ekspresyon diizeyi

Olclimleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tablo 4: Gruplarda ve Tiim Olgularda Sperm Sayisi ile HGF Diizeyi ve C-met

Ekspresyon Diizeyi Olciimleri Arasindaki iliskinin Degerlendirilmesi

Sperm Sayisi (x milyon)

Toplam (n=92) Infertil (n=61) Kontrol (n=31)

r p r p r p
HGF (ng/mL) 0,191 0,068 0,154 0,236 0,054 0,774
C-met -0,309 0,003** -0,180 0,164 -0,220 0,235
r=Spearman’in Korelasyon Katsayisi *0<0,05 *p<0,01
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Tiim olgularda sperm motilite ylizdesi ile HGF diizeyi 6l¢limii arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Sperm motilite yiizdesi ile c-met ekspresyon
diizeyi dl¢limleri arasinda pozitif yonli (motilite ylizdesi arttikga c-met ekspresyon degeri

de artan) %42,1lik iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu (r=0,421; p=0,001).

Sperm motilite yiizdesi ile HGF diizeyi o6l¢iimii arasinda c¢alisma grubunda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Sperm motilite yiizdesi ile c-met
ekspresyon diizeyi dl¢limleri arasinda pozitif yonlii (sperm motilite yiizdesi arttik¢a c-met
ekspresyon degeri de artan) %31,2’lik fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (r=0,312;
p=0,031).

Sperm motilite yiizdesi ile HGF diizeyi o6l¢iimii arasinda c¢alisma grubunda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Sperm motilite yiizdesi ile c-met

ekspresyon diizeyi 0l¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tablo 5: Gruplarda ve Tiim Olgularda Sperm Motilite Yiizdesi ile HGF Diizeyi ve C-

met Ekspresyon Diizeyi Olciimleri Arasindaki iliskinin Degerlendirilmesi

Sperm Motilite Yiizdesi

Toplam (n=92) Infertil (n=61) Kontrol (n=31)

r p r p r p
HGF (ng/mL) 0,129 6,221 0145 0,265 0014 0942
C-met 0,421 0,001%* 0,488 0,001** 0,259 0,159
r=Spearman’in Korelasyon Katsayisi *0<0,05 *p<0,01
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GRUP: iNFERTIL
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Tiim olgularda sperm morfoloji yiizdesi ile HGF diizeyi 6l¢iimii arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki saptanmadi (p>0,05). Sperm morfoloji yilizdesi ile c-met ekspresyon
diizeyi dl¢limleri arasinda negatif yonlii (sperm morfoloji ylizdesi arttik¢a c-met ekspresyon

degeri azalan) %44,1°lik fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (r=0,441; p=0,001).

Sperm morfoloji yiizdesi ile HGF diizeyi Ol¢limii arasinda calisma grubunda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Sperm morfoloji yiizdesi ile c-met
ekspresyon diizeyi 6l¢iimleri arasinda negatif yonlii (sperm morfoloji yilizdesi arttik¢a c-met
ekspresyon degeri azalan) %42,2’lik fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (r=-0,422;
p=0,001).

Sperm morfoloji yiizdesi ile HGF diizeyi 6l¢limii arasinda kontrol grubunda negatif
yonlii (sperm morfoloji ylizdesi arttikca HGF degeri azalan) %37,8’lik iliski istatistiksel
olarak anlamli bulundu ((r=0,378; p=0,036). Sperm morfoloji yiizdesi ile c-met ekspresyon

diizeyi ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tablo 6: Gruplarda ve Tiim Olgularda Sperm Morfoloji Yiizdesi ile HGF Diizeyi ve

C-met Ekspresyon Diizeyi Olciimleri Arasindaki iliskinin Degerlendirilmesi

Sperm Morfoloji Yiizdesi

Toplam (n=92) Infertil (n=61) Kontrol (n=31)

r p r p r p
"HGF (ng/mL) 0,089 0,397 0052 0,691 -0378 0,036%
C-met -0,441 0,001** -0,422 0,001** -0,176 0,342
r=Spearman’in Korelasyon Katsayisi *0<0,05 *p<0,01
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5. TARTISMA

Reprodiiktif donemle birlikte hem kadin hem erkekte meydana gelen degisiklikler
hipotalamo-hipofizo-gonadal aksin dengeli ve yeterli calismasi ile gergeklesebilmektedir.
Bu sayede iireme devamliligi ve genetik o6zelliklerin nesillere aktarimi saglanmaktadir.
Fertilizasyonla baglayan siire¢, insan hayati boyunca farklilasmanin devam etmesiyle
stiregelmektedir. Fertilizasyon oncesi veya sonrasinda meydana gelen birtakim aksakliklar
sonucunda infertilite problemi ile karsilasilmaktadir. Infertilite, tanim olarak diizenli siklikla
yapilan cinsel iligkiye ragmen birinci yilin sonunda gebelik elde edilememesidir (1). Bu
durum, reprodiiktif ¢agdaki ¢iftlerin %10-15"ini etkilemektedir (2). Bat1 toplumlarindaki
sanayilesme, sosyokiiltiirel veya tibbi nedenler, mesleki kariyer veya egitim i¢in ¢ocuk
sahibi olmanin ertelenmesi, bosanmalarin artmasi, kontrasepsiyon yontemlerinin daha
gelismis olmasi ve yaygin kullanimi infertilite oranlarinda artisa neden olmaktadir.
Infertilitenin sik goriilen nedenleri arasinda kadinlara bagli ovulatuar disfonksiyon,
tuboperitoneal patolojiler, uterin faktdrler mevcut olup, erkege bagli nedenlerde ise sperm

say1, motilite ve morfolojisinde yetersizlikler sayilabilmektedir (10,11).

Erkek infertilitesi, tiim infertilite nedenleri iginde yaklasik %25-30’luk bolimii
olusturur (8). Erkek infertilitesi ile ilgili pek ¢ok neden olmasina ragmen sperm say1, motilite
ve morfolojisindeki degisiklikler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu sebeple de 1980 yilinda WHO
insan semeni degerlendirilmesi ile ilgili kitab1 yaymlamistir. Bu kitap ii¢ kez giincellenmis
ve 30 y1l icinde diinya ¢apinda taninip kabul gérmiistiir. Bu basartya ragmen, yeni bilgilerin
1s181nda revizyon gereksinimleri dogmus ve en son 2010 yilinda giincelleme yapilmistir. Bu
edisyonda dikkat ceken giincellemeler spermatozoa dondurulmasi boliimiiniin ilave
edilmesi, ejekiilat basina total sperm sayisinin, testikiiler fonksiyonlar1 gostermede sperm
konsatrasyonundan daha iyi bir gosterge oldugudur. Ayrica semen analizinde
degerlendirilen parametrelerin referans degerlerinde degisiklikler yapilmistir. Erkek
infertilitesinin 6nemli parametrelerden biri olan sperm motilitesinin degerlendirilmesinde a,
b,c,d kategorizasyonu yerine progresif motil, nonprogresif motil, immotil kategorileri kabul

edilmistir (19).
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Spermin motilitesini ve fertilite kapasitesini kazanmasi, epididimden geg¢isi sirasinda
gerceklesir (77,78). Epididim basindan alinan spermlerin ovumu fertilize edemeyip,
epididim kuyruk kismindan alinan spermlerin ovumu fertilize edebildigi bilinmektedir (13).
Bu motilitenin kazanilmasinda pek ¢ok faktor etkili olmaktadir. Bu faktorler arasinda insan
viicudunun bir¢ok bagka boliimiinde ve fonksiyonunda oldugu gibi biiyiime faktorleri
ailesinin iiyesi endokrin ve parakrin faktorler one ¢ikmaktadir. Biiylime faktorleri gerek
dokular aras1 gerekse de komsu hiicreler arasinda iletisimi saglayan ve hiicre
proliferasyonunun ve ¢ogalmasinin kontrol altinda olmasini saglayan araci proteinlerdir.
Gliniimiizde onkolojiden fizyolojiye bir¢ok tip disiplininde biiyiime faktdrleri gittikge artan
onem kazanmakta, VEGF ve EGF gibi aile iiyeleri iizerinden tedavide de kullanima girmis
bulunmaktadir (67). Bu peptidler otokrin, endokrin ve parakrin yollarla hiicre iistiinde etkili
olmaktadir. HGF, spermatogenik epitelde oldugu gibi, hareket edebilen pek ¢ok sistemin
fonksiyonunun diizenlenmesinde islev sahibidir. HGF, hepatositler i¢in potent mitojen
oldugu bilinen, ayrica hedef hiicrelerde baglanti saglayan bir ‘skatter faktor’ oldugu
anlasilmis bir pleiotropik sitokindir (35-38). Tirozin kinaz aktivitesi bulunan reseptdrii c-
met’e yiiksek afiniteyle baglanir ve sadece mezenkimal hiicreler tarafindan eksprese edilir.
Erkek reprodiiktif sisteminde ise seminifer tiibiil, epididim, duktus deferens, prostat ve

seminal vezikiiller epiteli gibi organlarda eksprese edilmektedir.

C-met, normalde epitelyal orijinli hiicrelerden eksprese edilir (47). Puberte ile
birlikte degisen endokrin sinyaller tiretir ve FSH etkisiyle Sertoli hiicrelerinden eksprese
edilir. HGF, organizma iizerindeki endokrin etki ile de hem fetal hem eriskin Leydig
hiicrelerinde testosteron sekresyonunu artirir (84). HGF, testikiiler fonksiyonlar1
desteklemede hem parakrin hem de otokrin bir modiilator olarak etki eder. HGF; reseptorii
c-met’e baglandig1 zaman, B zincirinin tirozin kinazi aktive etmesiyle otofosforilasyon
gerceklesir ve HGF stimulasyonu iizerinden, reseptor sinyalinin hiicre i¢ine iletilimi
baslatilir. HGF ile c-met arasindaki bu iletisim, embryogenezden tiimoral gelisime kadar
birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynamaktadir. Bu biiylime faktorii-reseptor
iliskisinin mezenkimal hiicreler ve onlarin komsulugundaki epitelyal hiicreler arasinda
kontrolii saglayan bir sistem oldugu belirtilmistir. Bu sistemin motogenez, morfogenez,
mitogenez, tubulogenez, embryogenez, angiogenez, proliferasyon, diferensiasyon, doku
onarimi, timor olusumu ve gelisimi i¢in multiple biyolojik yanitin tetiklenmesinde son

derece 6nemli bir islevi oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (44,51,52).
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Spermatogenezin kontrolii ve sperm kalitesi tizerindeki roliinii ya direkt sperm germ
hiicrelerine ya da testisteki tiibiiler ve interstisyel somatik hiicrelere etki ederek
gostermektedir. HGF, sperm motilitesini indiikleyen bir biiylime faktoriidiir (79). HGF’nin
spermatozoa lizerindeki etkisi epididimden gecis sirasinda artar ve bu direkt olarak yiiksek

reseptor ekspresyonu ile koreledir (68).

Matsumoto ve ark. nin yaptig1 HGF/c-met sisteminin fare organogenezi sirasindaki
ekspresyonunu gosteren ¢alisma ile hem embriyonik morfogenezde mezenkimal ve epitelyal
hiicreler arasindaki sinyal degisimine, hem de postnatal stroma-parankim iletisimi ve doku

homeostasisine aracilik ettigi gosterilmistir (74).

Depuydt ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada HGF’nin insan seminal plazmasinda
da 6nemli miktarda bulundugu saptanmistir. HGF nin vazektomili erkeklerde de saptanmis
olmasi, HGF’nin testis orijinli olmadiginin anlasilmasina katkida bulunmustur. HGF’nin

insandaki ana kaynag1 epididim, prostat ve seminal vezikiildiir (75,76).

HGF’nin erkek fertilitesindeki rolii, Catizone ve ark. nin c¢alismasinda kaput
epididimden izole edilmis spermatozoalarin yalniz medyumlu kiiltir ve HGF ile
desteklenmis kiiltiirde motilitelerinin degerlendirilmesi ile incelenmistir. HGF yoklugunda
motilitenin 6nemli olgiide azaldigi, HGF varliginda ise spermin motilitesini uzun siire
muhafaza edebildigi goriilmiis, invitro ortamda HGF/c-met anahtar-kilit sistemi sayesinde
spermin epididimden gecisi sirasinda sperm motilitesini muhafaza etmede pozitif roli

oldugu goriilmiistiir (81).

HGF diizeyi ile sperm motilitesi arasinda olumlu bir iliski saptanamayan ¢aligmalar
da mevcuttur. Kitamura ve ark. nin c¢aligmasinda infertil olgularin yikanmig
spermatozoalarina rekombinant HGF ilave edilmis ve sperm hareketleri ile Olciilmiis,
seminal plazmadaki HGF konsantrasyonu o6l¢iilmiis, veriler olgularin hormon profili ve
semen analizi parametreleri ile karsilastirilmigtir. Rekombinant HGF’nin, spermatozoada
hiperaktivasyona neden olacak spermin lineer hareketine veya hareket frekansina etkisi
olmamigtir. Seminal plazmadaki HGF konsantrasyonu ile olgularin herhangi bir klinik

parametresi arasinda korelasyon izlenmemistir (82).

Wiltshire ve ark. nin ¢aligmasinda da normozoospermik, subfertil ve azospermik

olarak 3 gruba ayrilan hastalarda HGF ve semen analizi parametreleri degerlendirilmis,
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semendeki HGF konsantrasyonu ile sperm konsantrasyonu, sperm motilite yiizdesi, total
sperm sayis1 veya total motil sperm sayis1 arasinda anlamli fark saptanmamigtir. Ayrica

gruplar arasinda da HGF diizeyleri agisindan anlami fark bulunmamaistir (78).

Catizone ve ark. nin prepubertal deney farelerinde yaptiklari ¢alismada, fare
spermatogoniasi, pakiten spermasiti ve yuvarlak spermatidinde bulunan c-met’in, HGF ile
birlikte germ hiicre proliferasyon aktivitesini artirdig1 ve apoptotik hiicre sayisini azaltarak
erkek germ hiicresi homeostasisi ve dolayisiyla erkek fertilitesi lizerine etkileri oldugu

gosterilmistir (81).

Depuydt ve ark. nin 1996 yilindaki ¢alismasinda, c-met ekspresyonunun seminifer
tiibiil ve spermatozoada gerceklesmesi ve c-met’in %90°lik Perkol fraksiyonunda, %47’lik
Perkol fraksiyonuna gore daha az eksprese edilmesi, HGF ve c-met’in spermatozoanin
formasyon ve maturasyonunda rolii oldugunu, HGF ve c-met’in spermatogenez sirasinda

farklilagma ve migrasyonda gorevli oldugunu diisiindiirmektedir (83).

Depuydt ve ark. nin 1998 yilindaki g¢alismasinda HGF’nin seminal plazma
konsantrasyonundaki degisikliklerinin, farkli androlojik hastaliklar ve erkek infertilitesi ile
iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir, ama aslinda bu vakalarda literatiirde ¢eliskili veriler rapor
edilmistir  (78,82). Bu literatiiriin  tartigmali  olmasi, androlojik hastaliklarin
klasifikasyonunun zorluklariyla ilgili olup, bu c¢alisma i¢in farkli ¢aligma gruplarinin

olusturulmasi gerekmektedir (75).

Ricci ve ark. nin 2006 ve 2012 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda, testikiiler organ
kiiltiirlerinde HGF’nin, testosteron iiretimini (84), fetal Leydig hiicre sagkalimini stimiile
edebildigi gosterilmistir (85). C-met, erken prenatal donemde fetal Leydig hiicrelerinde
saptanamazken, seminifer kordlarda eksprese edilebilmektedir. Boylece HGF erken prenatal
doneme ait testikiiler organ kiiltiiriinde testosteron sekresyonunun degistiremezken, geg
prenatal donemde testosteron iretimini stimiile etmektedir ve normal prenatal

steroiogenezde sorumlu olan biiyiime faktorlerinden birisidir (85-87).

Zachow ve Uziimcii (91), erkek ve disi gonad fizyolojisinde HGF nin bazi1 endokrin
sinyalleri oldugunu 6ne stirmiistiir. HGF’nin direkt olarak CYP19 enzimini azaltarak FSH
bagimli 17 B estradiol {iretimini suprese edip ovaryan steroidogenezi downregiile ettigi

bildirilmistir (94-95). HGF’nin invivo ortamda Sertoli hiicrelerinden 17 [ estradiol
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tiretimini, lokal olarak kontrol edebilecegi varsayilmaktadir. FSH’in Sertoli hiicre
kiiltiiriinde c-met ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmekte ve HGF/c-met sisteminin,

FSH bagiml1 dstrojen tiretimine katkisi olabilecegi dne siiriilmektedir (97).

Catizone ve ark., c-met’in hem insan hem sican germ hiicrelerinde eksprese
edildigini, sicanlarda, bu reseptdriin spermatogenetik siire¢ sirasinda spermatogoniadan
spematozoaya kadar her zaman mevcut oldugunu bildirmis (81,83,97), HGF’nin, 8-30
giinliik si¢an testislerinin ex vivo organ kiiltiirlinde spermatogonial hiicre proliferasyonunu
artirarak germ hiicre mitotik aktivitesini kontrol ettigi gosterilmistir. Spermatogonia
hiicreleri iizerine elde edilen bu sonug¢, HGF aktivator inhibitor (HAI-2)’lin sadece primer
spermatositlerde eksprese edildigini vurgulamaktadir (98). Mitotik germ hiicreleri, HGF
sinyaline ihtiya¢ duyarken, mayotik siirecin basinda, germ hiicrelerinin sirayla mayotik

girigine izin vermek i¢in, inhibe edilmeye ihtiya¢ duymaktadir.

Goda ve ark. tarafindan caligilan deneysel kriptorsid sican modellerinin testisine
yapilan adenoviriis aracili HGF gen transferi, HGF’nin overekspresyonunu uyarmis,
spermatogenezi ve testikiiler agirlig1 diizenleyerek apoptotik germ hiicre sayisin1 anlamli
olarak azaltmistir (100). Boylece HGF nin erkek germ hiicreleri homeostazisini desteklemek
icin endokrin sinyallerle isbirligi yaptig1, germ hiicre apoptozunu azalttig1 ve erkek germ

hiicrelerinde sagkalim faktdrii olarak rol oynadigi goriilmiistiir (102-106).

Naz ve ark., spermin motilitesini kazandig1 yer olan fare epididimal traktindaki distal
korpus ve kaudada HGF’nin en yiiksek spesifik alan dagilim paterni oldugunu gostermistir.
HGF’nin immotil spermlerdeki hiicre motilitesini hafif¢e indiikledigi bulunmus, HGF’nin
invitro olarak epididimal sperm motilitesinin korunmasinda pozitif etkisi olmasina ragmen,
aslinda motil sperm yiizdesini artirmada anlamli etkisi olmadig1 saptanmigtir (102,103).
Ancak, kemirgenlerde bildirilen ayn1 motojenik etkinin insan spermlerinde olmamasi (105),
bu biiylime faktoriiniin insan sperm fizyolojisindeki roliinii hala tartigmali bir konu haline

getirmektedir.

Calismamizda infertil ve saglikli erkeklerin semen analizleri yapilarak bazal sperm
say1s1, sperm morfoloji yiizdesi ve sperm motilite yiizdesi parametreleri degerlendirilmis, bu

parametrelerin HGF diizeyi ve c-met ekspresyon diizeyi ile iliskisi arastirilmigtir.
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Gruplar olusturulurken WHO 2010 Semen Analiz Parametreleri’nden sperm
konsantrasyonu, sperm motilite yiizdesi ve sperm morfoloji yiizdesi dikkate alinmistir. Bu
parametrelerden herhangi birinde referans araligi altinda kalan erkekler ¢alisma grubuna
dahil edilmistir. Kontrol grubuna ise bazal sperm konsatrasyonu > 15 milyon/ml, sperm
motilite ylizdesi >%40, sperm morfoloji yilizdesi >%4 parametrelerinin hepsini saglayan

erkekler se¢ilmistir.

Kontrol grubu ve ¢aligma grubunda 6nceden se¢ilmis parametrelerin karsilastirildigt
Mann Whitney U Test ile yapilan degerlendirmede; sperm konsantrasyonu ve sperm
morfoloji ylizdesi daha yiiksek olup, kontrol grubu ve ¢aligma grubu arasinda anlaml fark
izlenmistir. Kontrol grubunda sperm motilite yiizdesi ¢alisma grubuna gore daha yiiksek
olmasina ragmen, anlaml fark izlenmemistir. Bunda, ¢alisma grubu olusturulurken semen
analizi parametrelerinden sadece birinin referans aralig1 altinda kalmasinin yeterli bir kriter

olarak alinmasi etkili olmustur.

Calisma grubunda c-met ekspresyon diizeyi, kontrol grubuna gore daha yiiksek
saptanmis olup, istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir. Calisma grubunda izlenen diisiik
HGF diizeyinde, c-met ekspresyon diizeyinin artmasi, diisitk HGF’ye yanit olarak reseptor
c-met’in upregiile oldugunu ve artan c-met ekspresyonu ile birlikte HGF/c-met anahtar-kilit

sistemini olusturarak hii¢reici sinyal iletimini artirmaya calistigin1 desteklemektedir.

Kontrol grubunda HGF diizeyi, calisma grubuna gore daha yiiksek saptanmis ve
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmistir. Kontrol grubunda yiiksek HGF degerlerinde,
yeterli ligand varligi s6z konusu oldugu i¢in, uygun Olgiide HGF/c-met kompleksi
olusturulabilmekte, hiicre i¢i sinyal sistemi layikiyla yerine getirilebilmektedir. Bu durum
anlamli fark bulunmamis olsa da kontrol grubunda ¢aligma grubuna kiyasla izlenen HGF
diizeyi yliksekligi ile sperm motilite yiizdesi yiiksekliginin de paralellik gosterdigini
destekler. Bu yiizden HGF yiikseldigi zaman, reseptoriiniin artisint dnlemekte, reseptor
dowregiilasyonu ile c-met ekspresyonunu azaltmaktadir ya da fizyolojik diizeyinde

kalmaktadir.

Tiim olgularin tek tek ele alinip birbiri ile karsilastirildig1 Spearman’in Korelasyon
Katsayist analizinde c-met ekspresyon diizeyi ve HGF degerleri arasinda tiim olgularda,

calisma grubunda ve kontrol grubunda anlamli fark saptanmamagtir.
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Tiim olgularda ve calisma grubunda sperm motilite yiizdesi ile c-met ekspresyon
diizeyleri arasinda, sperm motilite yiizdesi arttikca c-met ekspresyon diizeyinde de artist
gosterecek sekilde pozitif korelasyon izlenmistir. Bu durum c-met ekspresyonunun sperm
motilitesi lizerine pozitif etki gosterdigini desteklemektedir. Tiim parametrelerin WHO 2010
Semen Analizi referans araliklarini karsiladig1 kontrol grubunda ise sperm motilite yiizdesi
ile c-met ekspresyon diizeyi arasinda korelasyon izlenmedi. Saglikli spermatozoa varliginda,
seminal plazma ile uyum ic¢inde sperm maturasyonu ve diferensiasyonu saglandigindan,
yeterli sperm motilitesi mevecut oldugunda c-met ekspresyonunda artisa ihtiya¢ olmadig:

gosterilmistir.

Tiim olgularda ve ¢alisma grubunda sperm morfoloji yiizdesi ile c-met ekspresyon
diizeyleri arasinda sperm morfoloji yiizdesi arttik¢a c-met ekspresyon diizeyinde azalma ile
karsimiza ¢ikan negatif korelasyon gozlenmistir. Sperm morfolojisi iyilestikge ya da baska
bir deyisle kaliteli ve fertil aralikta olduk¢a hiicre i¢i sinyal iletimini artirma gereksinimi

ortadan kalkarak, c-met ekspresyonunun azaldig: diistiniilmektedir.

Tiim olgularda sperm konsantrasyonu ile c-met ekspresyon diizeyleri arasinda sperm
sayist arttikca c-met ekspresyon diizeyinde azalmanin gosterildigi negatif korelasyon
izlenmistir. Yeterli sperm konsantrasyonu varliginda, spermin uyarilarak aktivasyonunun
artirtlmasi i¢in c-met ekspresyonunda artiga ihtiyag duyulmamaktadir. Bu da epididim
fonksiyonlarin1 da degerlendirme sirasinda diisiinme gerekliligini ortaya koymaktadir. Zira
HGF salinimi1 ve buna karsilik fonksiyonlar1 optimize edecek c-met regiilasyonunun bu
bolgede gergeklesiyor olmasi nedeniyle sperm kalitesi kriterlerinin bir “ana kontrol” altinda

diizeltilmeye calisilmasinin da olas1 oldugunu gostermektedir.

Infertilite sebebinin sperm motilite yiizdesi disindaki parametrelerden biri olmasi
durumunda (6rnegin sperm konsantrasyonun azalmasi veya sperm morfoloji yiizdesinin
azalmasi), reseptdr c-met’in, bu durumu kompanse etmek adina upregiile olmasi birgcok
baska dokuda gosterilen oOzellikle onkolojik materyallerde rastlanan anahtar-kilit
organizasyonunu epididimden baslayarak spermin dmrii boyunca kontrolii elinde tuttugunu
diistindiirmektedir. Yani sperm motilite yilizdesi disindaki faktorler kotiiye gittikge, c-met
reseptOrii hiicre i¢i sinyal iletimini artirabilmek, spermin hayati ve islevsel kriterlerini
diizeltmek ve sonug olan fertilizasyonu saglayabilmek i¢in overeksprese olmaktadir. Erkek

infertilitesi sebebinin sadece sperm motilite yiizdesinin azligr diisiiniilen sadece
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astenospermik olgularin dahil edildigi bir ¢aligma grubu olusturularak c-met ekspresyon
diizeyleri ve HGF degerleri incelenirse, sperm konsantrasyonu ve sperm morfoloji yiizdesi
gibi diger Semen Analiz Parametreleri’nin c-met ve HGF ile olan iliskisine dair daha net
yorum yapilabilmesi miimkiin olacaktir. Bu caligmay1 gergeklestiren ekibin sonraki
planlamasi bu astenospermik caligmasi grubunda bu degerlendirmeyi yapmak ve

rekombinant HGF ile etkilesimi izlemek olacaktir.
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6. SONUC

C-met ekspresyon diizeyi ve HGF degerlerinin semen analizi parametreleriyle
karsilastirildigi bu calismada kontrol grubunda yiiksek motiliteyi destekler sekilde HGF
diizeyleri yiiksek izlendi. Boylece HGF’nin saglikli erkeklerde, ejekulatin epididimden
gecisi sirasinda sperm motilitesine katki saglamak i¢in yiliksek degerlerde oldugu,
dolayistyla c-met upregiilasyonuna gerek birakmayacak sekilde HGF tarafindan yeterli
uyarimin saglandigini ortaya koymaktadir.

Calisma grubunda ise c-met diizeylerinin daha yiiksek saptanmasi, diisik HGF’ye
yanit olarak spermi stimiile etmek adina c-met’in overeksprese oldugunu, bu da hiicrenin
HGF’nin motilite basta olmak {izere fonksiyonlarinin yetersiz oldugu durumda reseptor
upregiilasyonunu saglayarak fonksiyonlarindaki defekti gidermeye calistigi yoniindeki
cabasini gostermektedir.

Sperm motilitesi arttikca c-met ekspresyonunda artis izlenmesi de bundan once
yapilan yayinlart dogrular nitelikte c-met’in sperm motilitesi ile iliskisini ortaya
koymaktadir. HGF ile c-met arasindaki ligand reseptor iliskisinin saglikli erkekteki normal
degeri gibi bir normogram degerine sahip olmadigimiz ve de bu iligki tiim spermatogenez
sirasinda bile degisken oldugu igin bu ikiliyi bir biitiin halinde diisiinmek daha yararl
olacaktir.

Sperm konsantrasyonu ve sperm morfoloji yiizdesi artis1 ile c-met ekspresyon diizeyi
arasinda negatif korelasyon izlenmesi de sperm motilitesi digindaki parametrelerin
infertiliteye yol acti§i durumlarda c-met’in upregiile olarak hiicre i¢i sinyal iletimini
artirmaya ve HGF ligandiyla c-met arasindaki iligki sonrasi hiicre i¢inde aktive edilmeye
ve/veya arttirllmaya calisilan proseslerin yardimiyla aktivitenin diizenlenmeye calisildigin
diistindiirmektedir.

Reseptor c-met ve ligand1 HGF, erkek spermatogenez ve fertilizasyon kapasitesinde
temel diizenleyicilerden birisi olarak goziikmektedir. Erkek infertilitesi icinse gerek
etiyolojinin  belirlenmesi, gerekse patogenezde degerli bir parametredir. Sperm
konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi ile iligkisi ve kompansasyon mekanizmalar1 daha iyi

aydinlatilirsa erkek infertilitesi tedavisinde de terapdtik yararinin olmasi miimkiindiir.
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