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OZET

Erkek infertilitesi giinlimiizde gittikge ciddi bir sorun haline gelmekte olup yasla
birlikte artis gostermektedir. Bu nedenle infertilite nedeni olan androlojik problemlerin
tespitine yonelik arastirmalar giin gegtik¢e daha fazla 6nem arz etmektedir.

Tezimizin amaci farkli yas gruplarindan bireylerin sperm hiicrelerindeki akuaporin-
3, akuaporin-7 ve akuaporin-8 molekiillerinin yaslanma ve infertilite ile olan baglantisin
histolojik yontemler ile arastirarak erkek infertilitesi arastirmalarina katkida bulunmaktir.

Calismamiz 18 yasini doldurmus erkek bireylerden olusuan ii¢ ayr1 grup iizerinde
gerceklestirildi. Gruplar ve gruplarin yas araliklar su sekildedir: 18-25 yas araligi Grup
1, 26-35 yas aralig1 Grup 2, 36 ve lizeri yas aralig1 ise Grup 3 olarak belirlendi.

Bireylerden alinan semen Orneklerinde makroskbik ve mikroskobik olarak
degerlendirilip spermiyogram analizleri yapildi. Kruger strict morfoloji ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in sperm yaymasi preparatlar1 hazirlandi. Sonrasinda
Diff-quick ve immiinohistokimyasal boyama protokoleri uygulandi. Mikroskobik
analizler neticesi elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Spermiyogram degerleri ag¢iSindan gruplar arasinda belirgin fark tespit edilemedi.
Sperm anomalisi yaslanma ile artmis olsa da gruplar arasinda istatistiksel bir fark tespit
edilmedi. Agp-3 ve Agp-8, Grup2 de; Agp-7, ise Grupl de belirgin olarak artmist.

Bu sonuglarimiza gore Aqp-3 ve Agp-8 26 ila 35 yaslarda, AQP 7’nin ise 18 ila 25
yaslar arasina maksimum olarak exprese edildigini soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Aquaporin 3, Aquaporin 7, Aquaporin 8, Sperm, Diff Quik,

Immiinohistokimya.



ABSTRACT

Male infertility is becoming an increasingly serious problem and increases with age.
Therefore, researches on the reasons of andrological problems that cause infertility are
becoming more important. The aim of this thesis is to investigation of the aquaporine 3,
aquaporine 7, aquaporine 8 molecules in human sperm cells from different age groups
using histological methots and to contribute the researches of the mail infertility

Our study was carried out on three groups consisting of male individuals over 18
years of age. Study groups and age ranges of the groups are as follows: Group-1, 18-25
years old, Grup-2, 26-35 years old, Grup-3, 35 and older persons.

After semen samples of the groups were evaluated macroscopically and
microscopically and spermiogram analyzes were performed. Sperm smear preparations
were prepared for Kruger strict morphology and immunohistochemical analyzes. Diff-
quick and immunohistochemical staining protocols were then applied. The data observed
as a result of microscopic analyzes were statistically compared.

There was no significant difference between the groups in terms of spermiogram
values. Although sperm anomaly increased with aging, no difference was found between
groups. Agp-3 and Agp-8 in Group 2; Agp-7 increased significantly in Group 1.

According to our this results, we can say that Agp-3 and Agp-8 were maximally
expressed at 26 to 35 years and AQP 7 at 18 to 25 years old ages.

Key Words: Aquaporin 3, Aquaporin 7, Aquaporin 8, Sperm, Diff Quik Stain,

Immunohistochemistry.



ICINDEKILER

BEYANNAME

TESEKKUR

ITHAF

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

TABLOLAR LISTESI
SEKILLER DIiZiNi

SIMGELER ve KISALTMALAR

1. GIRIS ve AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1. Erkek Genital Sistemi

2.1.1. PENIS .ttt
2.1.2. Scrotum (Testis TOrbas1) .......ccccevrvveererriieesieennenne
2.1.3. TESHSIEr ..o
2.1.4. Genital Kanallar ve Yardimci1 Bezler

2.2. Testisin Anatomisi ve Histolojisi

2.2.1. Tunika Vaginalis...........cccocveveivieiieieiic e
2.2.2. Tunika AlbUgINEa ........ccccovevieiieiicie e
2.2.3. Tunika Vaskiiloza............cccccveeeiiiiieeiciiiine e
2.2.4. Testiste Kan Dolasimi .........ccccevvvveviieeiiieeiiieesnee,
2.2.5. TeStIS SINITIEri...c.cciieiiiiiic e,

2.3. Seminifer Tiibiil Histolojisi

2.3.1. Miyoid HUcreler .........cocooiviieniiicneeecc e
2.3.2. Sertoli HUCTElert .....c.cooovvvviiiiiiiceeee
2.3.3. Spermatogenik Hiicreler...........cccooeviviiiicniinnnn,
2.3.4. Interstisyel Alan...........cccooovierreerieeisereneeenn,

2.4. Spermatogenez

2.4.1. Spermatogonya Fazi........cccccoceviiiiiiiiiiniince,
2.4.2. Spermatosit Fazi (Mayoz Boliinme)

2.5. Spermiyogenez

2.5.1. Golgi Fazi ....cccoviiiiiie e
2.5.2. Baghik Fazi....ccccocoiiiiiii
2.5.3. Akrozom Fazi ........cccoooiiiiiiiiniiii
2.5.4. Olgunlasma Fazi (Maturasyon) ..........cccccceeuereennenn

2.6. Erkek Genital Sistem Embriyolojisi
2.7. Postnatal Testis Gelisimi

2.8. Semen

2.9. Fekondasyon

vii
viii
Xi



2.10. Erkek infertilitesinde Etyoloji
2.11 Morfoloji

2.11.1. Kruger Strict Morfoloji Kriterlerine Gére Normal Sperm
2.11.2. Anormal Sperm Morfolojisinin Siiflandirilmasi ..............

2.12. Semen Analizi

2.12.1. Numune Toplama .........ccceveiiiiieie e
2.12.2. Ik Makroskobik Degerlendirme ..........cccoovvveveveveereererenenne.
2.12.3. Ilk Mikroskobik Degerlendirme ..........cccoveveveverererererereennens
2.12.4. Sperm MOUIHITEST ......ooiiiiieice e
2.12.5. SPErm SAYISI..cccviiiriiiiiiiie i

2.13. Aqupoarinler ve Yapisi

2.13.1. Aquaporinler ve Ureme Sistemindeki Islevleri ..................
2.13.2. OKSIdatif SIIES .....vviviivierieieieie e
2.13.3. OSMOAdAPLASYON. ....c..eiviiieeeecieesie et sre et s
2.13.4. HareKethiliK ........ccooiiiiiiiieiee e
2.13.5. Kriyoprezervasyon (Dondurma)...........cccceeevvevveviesiieseennns

3. MATERYAL ve METOD
3.1. Deneylerde Kullanilan Semen Orneklerin Elde Edilmesi
3.2. Kullanilan Teknikler

3.2.1. Spermiyogram TeSHH ......ccveiererieierie s
3.3.2. Sperm Morfoloji Analizi ............cccoeiieiiiiiie i
3.2.3. Immiinositokimyasal ANaliZ..............cccoveevevrirererircsserennn,

3.3. Istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. Spermiyogram Test Sonuglari
4.2. Kruger Strict Sperm Morfoloji Analiz Bulgulari
4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular
5. TARTISMA ve SONUC

KAYNAKLAR
OZGECMIS

Vi

100
114
124

130
142



Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:
Tablo 4:
Tablo 5:
Tablo 6:
Tablo 7:
Tablo 8:
Tablo 9:

Tablo 10:
Tablo 11:
Tablo 12:
Tablo 13:
Tablo 14:
Tablo 15:
Tablo 16:
Tablo 17:
Tablo 18:
Tablo 19:
Tablo 20:
Tablo 21:
Tablo 22:

H. skor s

Vii

TABLOLAR LIiSTESI
Erkek infertilitesinin etiyolojik faktorlere gore dagilimi .........cccvvvviiviviiininnnnn. 51
Sperm morfolojisinin gebelik oranlarimna etkisi.........cccccvviviiiiiiiiiinniiiieiiiens 54
Semen analizi terminOlOJiSi.........cccoiiiiiiiii e 61
Semen analizi refarans deZerleri ..........ooeviiiiiiiiiiiiic e 65
Farkli sperm aglitinasyonlart ...........cccoviiiiiiiiiiieniie s 74
Grup 1'e ait spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglari. ..........c.c.ccueee. 95
Grup 2'ye ait spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglart. .................... 96
Grup 3'e ait spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglari. ...................... 96
Spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglarinin grup ortalamasi. .......... 97
Grupl'e ait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglart. ...................... 97
Grup2'ye ait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglart. .................... 98
Grup3'e ait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglart. ...................... 98
Spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglar1 grup ortalama degerleri... 99
Grup 1’e ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgulart.............cccvviiiiennne, 100
Grup 2’e ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgulart...........ccccooovennnnen 101
Grup 3’e ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgulart.............cccocovenrnnnn 101
Kruger strict morfolojik analizlerin grup ortalama degerleri ....................... 102
Grup 1 Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlart............ccccovvenee. 115
Grup 2 Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlart............ccccevvenee. 115
Grup 3 Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlart..............cccceeneee. 116

Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlarinin grup ortalamalart ...... 116
Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlarinin agirlikli grup ortalamalari

0] 4 Lol 1 o PSP URPUURRPPR 116



viii

SEKILLER DIZiNi
Sekil 1: Erkek genital Sistemi anatomiSi. ... .ueeiueeeiieesiiiieiiiiesiieessiieessiseessiees e e ssiee e 5
Sekil 2: PENiSIN @NatOIMIST...ceiuveeteeiiieesiieaiiesieeateesieesteesieesbeesieesbeesaeessbeesbeesseeesneesnneesneeas 6
Sekil 3: Scrotum (Testis TOrbaSsI) .....cccviiiiiiiiiiiiic s 7
Sekil 4: Testisin anatomMIK YAPIST ..ccvvieiiiieiiiieiiie et e e 8
SeKil 5: Yardimet DEZICT .....ccooivviiii i 9
Sekil 6: Funiculus SPermMatiCUs ..........ccviiiiieiiiiiiiieiiee e 10
Sekil 7: Tunika vaginalisin KISIMIATT..........ccooiiiiiiiiii e 12
Sekil 9: Tunika albuginea anatomisi ve histolojik Kesit ..........ccooviviiiiiiiiniieiciee, 13
Sekil 9: Tunika Vaskiiloza histolojik Kesit ..........cccceiiiiiieiiiiiiiie e 14
Sekil 10: Testisin Kan dolagimiI.........cocuiiuiiiiiiiiiie et 15
Sekil 11: Internal Spermatik (Testikiiler) Arter (yesil Tenk).......c.cocoevrrrrerrerererenrersrennnnn. 16
Sekil 12: Eksternal Spermatik (Kremasterik) Arter ve tunika vaginalis ............cccccoe.ee. 16
Sekil 13: Deferensiyel (Vazal) Arter, epididimisin globus minor’u.........ccceecveeievernennne. 17
Sekil 14: Internal Spermatik (Testikiller) Ven........ccccvveveveveiriereriereiesecieeeeesesee e 18
Sekil 15: Eksternal Spermatik (Kremasterik) Ven .........cccccvoiiiiiiiine 19
Sekil 16: Gubernakuler VEn ......c..cccoviiiiiiiiiiieiiie e 19
Sekil 17: Pleksus Pampiniformis .........ccocoiieiiiiiiiiiii e 20
Sekil 18: Seminifer Tiibiil histolojik yap1s......cccvvveiiiiiiiiiiii 21
Sekil 19: Seminifer Tiibiiliin kisimlari ve histolojik gorintileri..........cccoovvvvivniiinnnnnn. 24
Sekil 20: Miyoid hUCTELET .......oooiiiiiiiee s 25
Sekil 21: Sertoli HUCTCIETT ...uvveiiiiiiiiie it 27
Sekil 22: Spermatogenik Epitel .........cccooiiiiiiiiiiiii 28
Sekil 23: Histolojik kesitte spermatogonya hiicreleri ve spermatogenezis semasi......... 30

Sekil 24: Primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatogenes sematik ¢izimi. 31

Sekil 25:Interstisyel Alan...........cccoveveviueiiiceeiieeecie e 33
Sekil 26: Reinke KriStallerT .....civviiiiiiieiiiieiiii e 34
Sekil 27: Leydig MUCTRIETT. . .cuvviiieiiiiiee e 35
Sekil 28: Spermatogenez asamalart ............cccvevviiiieriiiiie e 36
Sekil 29: Spermatogonya hiicreleri ve olusumunun sematik ¢izimleri..........cccoceevnenee. 36
Sekil 30: Histolojik kesitte spermatid ve spermatid olusumunun sematik ¢izimi.......... 38

Sekil 31: a) Spermiyogenezin sematik ¢izimi, b) Spermatozoa...........ccceevvveriveeriinnenne 38



Sekil 32: Seminifer tiibiil liimeni i¢inde spermazoalar ve spermatogonik hiicrelerin ¢izimi

........................................................................................................................................ 41
Sekil 33: Primordiyal germ hiicrelerinin @OCU........cuvvvvvveiiiieiiiie e 42
Sekil 34: Testisin embriyolojisi (4-16 hafta) ...........ccceveriiiiiicece e, 43
Sekil 35: Testislerin Skrotuma yerleSmesi ........c.coveeiuiiiieiieeiie e 46
Sekil 36: Primer folikiilden blastokist evresine kadar ovum ..........cccceceveviiieeiiiee e, 49
Sekil 37: Erkek ve disi gametlerin birlesmesi ve zigotu olusturmasi .........cccooeveevveenne. 50
Sekil 38: Normal sperm yapisi ve normal sperm fotografi.........cccoccvvvivieiiiiiiiiieiinnene, 52
Sekil 39: Anormal sperm SEKIIIETT ......c.eeiviiiiiiiiiie s 56
Sekil 40: Sperm malformasyonlarinin tipleri.........cccoovviiieiiiiiiieie e 60
Sekil 41: Spermiyogram Kabil ..........cccciiiiiiiiiiiiiii 66
Sekil 42: Likefiye olmaya baglayan SEMEN..........ccceiiiiiieiiiiiiese e 68
Sekil 43: Semen VizKOZitesi OIGUMIU ... .ceiviiivieiiiiiiie et 69
Sekil 44: Semen 1slak preparat hazirlanmast ............ccooeiiiiiniiiiinc e 72
Sekil 45: Spermatozoanin nonspesifik kiimelesmesi (2gregasyon) ..........ccovvvvrereeeenens 73
Sekil 46: Semende spermatozoa agliitinaSyOnU.........ccccvviveiriiiriiiniieienee e 73
Sekil 47: Semende 16kositler ve immatiir germ hiicrelerinin ayirt edilmesi................... 75
Sekil 48: Sperm motilitesini degerlendirmede kullanilan yardimci araglar ................... 77
Sekil 49: AQP'lerin genel yapisi (model AQPT) ....oooviiiiiiiiee e 80
Sekil 50: Semen yayma preparatinin hazirlanmasi...........cccooveviiiiiiiiiiciice 90

Sekil 51: Sperm konsantrasyonu, toplam sperm ve morfolojilerin gruplara goére dagilim

GEATTETT oo 99
Sekil 52: Sperm hiicrelerinin bag, boyun ve kuyruk anomalilerinin gruplarin ortalama
degerlerinin karsilagtirmali grafiksel gorinimul. ........cccocerviviiiiniini 102
Sekil 53: Anomalili sperm yiizdelerinin gruplara gore grafiksel goriiniimii. ............... 103

Sekil 54: Toplam sperm sayisi, sperm konsantrasyonu ve kruger morfoloji degerlerinin

rafiksel GOTUNTIMLL ....vveireiiiiiie e 103
Sekil 55: Grup 1’e ait sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintlisii ...........cceevveriieennnnns 104
Sekil 56: Grup 2’ye ait sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii ...........ccccceevveenenenn 104
Sekil 57: Grup 3’ye ait sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintlisii .........cccevvveerinenns 105
Sekil 58: Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii.........cccocveriiiiieniiiiicie e 105

Sekil 59: Sperm hiicrelerinin mikroskobik gOrintlisii..........cocvevvviviiiiiiiiiiiiciiicns 106



Sekil 60:
Sekil 61:
Sekil 62:
Sekil 63:
Sekil 64:
Sekil 65:
Sekil 66:
Sekil 67:
Sekil 68:
Sekil 69:
Sekil 70:
Sekil 71:
Sekil 72:
Sekil 73:
Sekil 74:
Sekil 75:
Sekil 76:
Sekil 77:
Sekil 78:
Sekil 79:
Sekil 80:
Sekil 81:
Sekil 82:
Sekil 83:
Sekil 84:
Sekil 85:
Sekil 86:
Sekil 87:
Sekil 88:

Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii..........ccoovvevviiiiiieiiiiiicic 106
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii..........ccoovveviiiviniiiiiiiiiiceeee 107
Sperm hiicrelerinin mikroskobik goTintlisli........cccvveviiveniiieniiie e, 107
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gortintlisli........cccvvevivieniiiieniiie e 108
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii..........ccovvveriiiiniiiiiiiiiicieeee 108
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii..........ccoovverivieiiieiiiiiiicee 109
Sperm hiicrelerinin mikroskobik goTtintlisli........cccvvvviieniiieniiie e, 109
Sperm hiicrelerinin mikroskobik goTintlisli........cccvveviiveniiieniiie e, 110
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii..........ccovvveririviniieiiiiincieeee 110
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gOrintiisii..........ccovvveririinieiiiiiiceeee 111
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gorintiisii........cccovvvvviiiiiiiiiiiiiiciiie, 111
Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii..........ccoovveviiiiniiiiiiiciiee, 112
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gortintlisii..........covvvvrveiiriiiiiiiiicieee 112
Sperm hiicrelerinin mikroskobik gOrintiisii .........ocvrveririvinieeiiiiircieeee 113
Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii..........cccovvviiiviiiiiiiiiiciice, 113
Aquaporin 3 immiinohistokimyasal ekspresyonlart ...........cccooevviiiiiiiicnnnns 117
Aquaporin 7 immiinohistokimyasal ekspresyonlart ............ccccevveriiiiiennns 117
Aquaporin 8 immiinohistokimyasal ekspresyonlart ............ccoccveviiiiiiiennns 118
Aquporin ekspresyonlarinin grup karsilagtirmast..........cccocoeveviiiiciieennns 118
Aqgp-3 Ab immun boyanmig sperm hiicresi..........ccoovvvviiiniiiniiniiiiciee, 119
Aqgp-3 Ab immun boyanmig sperm hiicresi..........ccovvvviiiiiiiiiniiniiiiciin 119
Aqp-3 Ab immun boyanmis Sperm hliCresi........ccovrvveereiiiieniiiic e 120
Aqp-7 Ab immun boyanmis Sperm hliCresi........cccvrireereiriieiiinie e 120
Aqp-7 Ab immun boyanmis sperm hiicresi..........ccooviviiiiiiiiniiniiiiiciccen 121
Aqp-7 Ab immun boyanmis sperm hiicresi..........ccooviviiiiiiiiniiniiiiiciccen 121
Aqp-8 Ab immun boyanmig Sperm hliCres1........cccuvririerriririeniiiee e 122
Aqp-8 Ab immun boyanmis Sperm hliCresi........ccouvririireiriieniiiie e 122
Aqgp-8 Ab immun boyanmig sperm hiicresi..........ccoovvviviiiiiiiiiiiniiiicieces 123

Aqgp-8 Ab immun boyanmig sperm hiicresi..........ccoovvviviiiiiiiiiiiniiiicieces 123



SIMGELER ve KISALTMALAR

aa Aminoasit

ABP Androjen Baglayici Protein

Ad A Tipi Koyu Spermatogonium

Ala Alanin

AMH Anti Miillerian Hormon

Ap A Tipi Agik Spermatogonium

AQP Aquaporin

Arj Arjinin

Asn Asparajin

AUA Amerika Uroloji Dernegi

AQP Aquaporin

BSA Bovine Serum Albiimin (Sigir Serum Albiimin)
CAMP Siklik Adenozin Mono Fosfat

CBAVD Dogumsal Bilateral Vaz Deferens Yoklugu
CHIP28 Channel-Forming Integral Protein

Cys Sistein

DAB Diaminobenzidine

EAU Avrupa Uroloji Dernegi

EM Elektron Mikroskobu

FSH Folikiil Uyarict Hormon

FSH Folikiil Stimiile Hormon

GLP Akuagliseroporinler

GnRH Gonadotropin Releasing Hormon

hCG Insan Koryonik Gonadotropin

His Histidin

ICSH Interstisyel Hiicreleri Stimiile Eden Hormon (Lh)
ICSI Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu

IVF In Vitro Fertilizasyon

iF

Infertil

Xi



IHK Immiinohistokimya

LH Luteinizan Hormon (Icsh)

MIP Ana Intrinsik Proteinler

MIS Miillerian Inhibe Edici Madde

NOA Non Obstriiktif Azospermi

OAT Oligo — Asteno - Teratozoospermi

PAS Periyodik Asit Schiff Boyasi

PBS Fosfat Tampon Soliisyonu

pH -Log C[H"]

Phe Fenil Alanin

Pro Prolin

RVD Regulatory Volume Decrease (Diizenleyici Hacim
Azalmasi)

ROS Reaktif Oksijen Radikalleri

SCOS Sertoli Cell-Only Sendromu

TDF Testis Belirleyici Faktor (Testis Determining Factor)

TSK Tubulus Seminiferus Kontortiyus

TSR Tubulus Seminiferus Rektusa

Ub Ubikuitin

WHO Diinya Saglik Orgiitii

Xii



1. GIRIS ve AMAC

Infertilite, bir yil siire ile korunma olmadan, dogru zamanlama ve diizenli cinsel
iliskiye (haftada 2-3) girilmesine ragmen gebelik olusmamasidir. Normal c¢iftlerde
yapilan gebelik c¢alismalarinda korunma olmadan %60-75’inde ilk 6 ay igerisinde,
%90’1nda ise ilk 1 yilda gebelik elde edilebilecegini gdstermistir (Spira, 1986). infertilite
acisindan degerlendirme yapmak i¢in 12 aylik korunmasiz iliski doneminin beklenmesi
genel bir goriistiir. Infertilite gegici veya azospermilerin ¢ogunda oldugu gibi kalic1 tip
olarak adlandirilan sterilite seklinde olabilir. Androlojik problemler ile ilgili olarak ortaya
cikabilen erkek infertilitesi giin gectikce ciddi bir sorun haline gelmis olup yasla birlikte
artig gostermekte ve bu durum son zamanlarda giderek artan 6nemli bir halk sagligi
sorunu haline gelmektedir (Greenhall ve Vessey, 1990).

Fertilite, erkek ve kadin iireme sistemlerinin yapisal ve islevsel olarak normal
caligmasina baglidir. Bu faktorlerdeki bozukluklar ¢iftlerin birinde veya her ikisinde
olabilir. Infertilite arastirmasi igin ¢iftin ortak bir problemi olarak ele alinmasi gerekir.
Infertilite nedeniyle arastirilan ciftlerin %40°1nda birden fazla etiyolojik neden mevcuttur.
Daha onceki c¢aligmalarda; infertilite olgularimin %20’sini yalmiz erkek faktori ile
iligkilendirirlerken, %30-40’1 ise erkek ve kadin faktorii patolojilerini icermekteydi
(Simmons, 1956). Yeni yapilan c¢alismalarda ise infertilite tan1 ve tedavisindeki
ilerlemelere ragmen infertilitede erkek faktorii etkisi % 50’nin iizerinde bulunmustur
(Mosher ve Pratt, 1991). Bu nedenle infertilite ile iliskin basvuran ¢iftlerin
incelenmesinde ilk olarak eslerden erkek kaynakli faktorler incelenmelidir; erkegin
oncelikli arastirilmas1 daha ekonomik, daha kolay ve daha ¢abuk sonuglanacagindan

dolay1 sonuca ulagma agisindan daha avantajlidir.



Tim tanisal ilerlemelere ragmen infertil erkeklerin bir kisminda infertilitenin
kanitlanmis bir nedeni bulunmayip bu hastalar tedavilere cevap vermezler. idiyopatik
bozukluk olarak adlandirilan bu grup EAU’nun (Avrupa Uroloji Dernegi) 2015
kilavuzuna gore infertil erkeklerin %30’unu olusturur. Androlojik problemler, sperm
hiicrelerinde ekspre edilen bir¢ok molekiille de iliskili olabilir. Erkeklerde kaliteli sperm
tiretimi 20-30 yas aralifinda pik yapar, 40 yasindan itibaren azalmaya baglar ve ileriki
yaslara kadar devam eder. Boyle erkekler fertilite problemi ile alakali olabilecek gecmise
ait bir hikdyesi olmaksizin, normal fiziki muayene bulgularina ve normal endokrin
sonuclara sahip olabilir. Semen analizinde spermatozoa sayisindaki diisiikliik
(oligozoospermi), motilite azalmasi (astenozoospermi) ve morfolojik olarak anormal
sperm formu ¢ok sayida (teratozoospermi) goriiliir. Genelde bu bozukluklar hepsi bir
arada bulunur ve Oligo-Asteno-Teratozoospermi (OAT) sendromu olarak adlandirilir.
(Dickey ve ark.,1999).

Azospermi, ejakiilatin sperm icermemesi durumudur ve tiim erkeklerin % 1’inde,
infertil erkeklerdeki orani ise %10-15 civarindadir (Jarow, Espelan ve Lipshultz, 1989).
Nonobstriiktif azospermi (NOA)’de ise tam olarak gelismis spermin testislerde minimal
seviyede olmasi ya da hi¢ {lretilememesinden dolayr ejakulatta spermatozoanin
olamamasi olarak tanimlanir. Nonobstriiktif azospermi nedenleri icinde genetik faktorler
en onemli yeri alir. Avrupa Uroloji Dernegi (EAU) ve Amerika Uroloji Dernegi (AUA)
kilavuzlarinda oligospermisi olan (sperm sayis1 <5 milyon) hastalara da genetik analiz
yapilmas1 gerekli gortlmistiir. Normal popiilasyonda kromozom anomalileri %0,5
civarinda iken infertil erkeklerde bu oran %5,8’e yiikselmektedir (Shah ve ark., 2003).

Infertilitenin %50’sinde erkek iireme yetmezligi ya da disfonksiyonundan dolay:

kaynaklanir. Erkek infertilitesine yol agan nedenler, edinilmis iirogenital anomaliler,



malignensiler, iirogenital enfeksiyonlar, varikosel, endokrin bozukluklar, beslenme
bozukluklar1 ve immiinolojik faktdrler gibi sonradan olusabilecegi gibi, bir boliimiide
genetik kokenli olabilir (Tuttelman ve Nieschhlag, 2010).

Genellikle neoplazmlar (tiimorler), beslenme bozuklugu, endokrinolojik bozukluk,
atesle birlikte seyreden metabolizmada artis ve immiinolojik faktorlere bagli olarak
spermatogenezde bozulmalara neden olabilirler (Costabile ve Spevak, 1998). Kemoterapi
ve radyoterapi tedavileri canli germ hiicrelerinde toksik etki olusturur ve potansiyel
olarak uzun yillar spermatogenez fonksiyonlarini baskilar (Nalesnik ve ark., 2004).

Gegirilmis cerrahi girisimler (skrotal, inguinal veya retroperitoneal) kanallarda
tikaniklik olusturabilir veya spermin emisyonunu bozabilecegi gibi ejakiilasyonunuda
bozabilir (Kedia, Markland ve Fraley, 1977).

Infertilite dzetle, ciftlerin %10 kadarm etkileyen uzun siireli, maliyetli bir tedavi
gerektiren ve gittikge artan bir saglik sorunu olarak devam etmektedir. Infertilite
hastaliklarin nedenlerinin tespit edilmesi ile kiiciik ve basit yardimlarla IVF ve ICSI gibi
pahali, girisimsel ve yliksek morbiditeli yardimli tireme tekniklerine gerek olmadan
cocuk sahibi olmalart saglanabilir (Gokge, 2011).

Spermatozoalarin fertilizasyon kapasitesi, yetenegi ve basaris1 bilinen bilgiler
disinda heniiz acikliga kavusmamis bir¢ok molekiile bagli da olabilir. Akuaporinler
(aqua: su - latince; poros: ge¢it, gozenek - yunanca) hiicre zarinda bulunan ve hiicre
zarindan suyun ¢ok hizli bir sekilde gecisini saglamak i¢in 6zellesmis, yiiksek oranda
korunmus, integral bir transmembran protein ailesidir. Bu protein ailesi, ana intrinsik
proteinler (MIP) olarak bilinen integral membran kanal proteinlerinin iist ailesine aittir
(Agre ve ark., 1993). Bu aquaporin molekiillerinin sperm hiicrelerinde de varlig: tespit

edilmistir.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0003

Yaslilik, kronik hastaliklar, negatif ¢evresel etmenler, ila¢ ve kimyasal ajanlar, cep
telefonlar1 elektromanyetik alanlarina maruz kalma gibi bircok neden akuaporinler
araciligi ile oksidatif stres etkilerine ilave olarak insan sperm hiicrelerinin fertilizasyon
yetenegini olumsuz yonde etkileyip, spermlerin fonksiyonlarini olumsuz yonde
etkileyebilecegi sOylenebilir.

Bu calisma sonunda yaslanma ile sperm hiicrelerindeki akuaporin molekiilleri
expresyonlarinin ve dolayisiyla yagla baglantili infertilite veya fertilite azalmasinin
aquaporin molekiilleri ile olan baglantisinin olup olmadig: tespit edilecektir. Ayrica
sonuglarimizin erkek kaynakli infertilitenin muhtemel sebepleri hakkindaki ve

tedavilerine yonelik ¢aligmalara olumlu yonde katkilarinin olacagini umut ediyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Genital Sistemi

Erkek genital sistemi; scrotum, testis (Orchis, gonadlar), genital bosaltim kanallar
(excretory ducts), bu yollara agilan yardimci bezler (accesory genital glands) ve erkek dis
genital organi olan penisten (male external genitalia) olusur. Penis ve skrotum dig tireme

organlarini olustururlar.
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Sekil 1: Erkek genital sistemi anatomisi
(Terese Winslow)

2.1.1. Penis

Uyluk kemikleri arasinda bulunan bosaltim sisteminin son pargasi olan ve
spermlerin disar1 atildig1 bir kanaldir. Normal pozisyonunda yaklasik 8-10 cm uzunluga,
3 cm ¢apa sahip iken ereksiyon halinde 12-15 cm uzunluga 4 cm ¢apa ulasir. Penis ii¢
boliimden olusmaktadir. Kok boliimii radix penis, gévde boliimii corpus penis, bas kismi

glans penisten olusur.



Corpus penis i¢inde yer alan {i¢ adet silindirik siingerimsi (spongios) yapida tabaka
bulunur. Bunlardan ikisi kovpora (korpus) kavernosa ve korpus spongiosumdur. Uretra,
kan damarlar1 ve sinirler de korpus spongiosum iginden geger. Seksiiel heyecan esnasinda
bu tabakadaki kan damarlarinda meydana gelen dolgunluk, penisin sertlesmesine

(ereksiyon) sebep olur (Solomon, 2008).
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Sekil 2: Penisin anatomisi
2.1.2. Scrotum (Testis Torbasi)

Penis ve simfizis pubisin altinda yer alan kesedir. Biiytlikliigii ve sekli yas ile birlikte
degisiklik gosterir. Yetigskinlerde yumusak ve hareketlidir. Deri ve elastik liflerden
yapilmistir. Kese seklindeki scrotumun igerisinde testis, epididim ve spermatik kordonun
bir kismi bulunmaktadir. Testisler intrauterin donemde, karin boslugunda bulunurken,
yedinci aydan sonra asagi inerek scrotum i¢ine yerlesir. Scrotumlar sicaga ve soguga karsi
duyarhdir. Igerisindeki elastik lifler sayesinde 1s1 ayarlamasi yapabilir. Scrotum ig
1s1s1n1n, testislerin normal gorevlerini yapabilmesi icin, viicut 1sisina gore 2 derece daha

diisiik olmas1 gerekmektedir. (Solomon, 2008).



Sekil 3: Scrotum (Testis Torbasi)
(https://www.kenhub.com)

2.1.3. Testisler

Testisin baglica iki gorevi vardir. Bunlar hormon (testosteron ve metaboliti
dihidrotestosteron) salgilamak ve spermatozoon iiretmektir. Testiste liretilen baglica
hormon testosterondur. Testosteron spermatogenez, embriyo ve fetlisiin gelisimi sirasinda
cinsel farklilasma ve gonadotropin salgisinin kontrolil i¢in dnemlidir. Dihidrotestosteron
ergenlik ve erigkinlik donemlerinde bir¢ok organ ve doku iizerine etki ederek sekonder
seks karakterlerinin (6rnegin kaslar, killanma gibi) ortaya ¢ikmasini saglar.

Testisler birlesik tubuler yapida hem dis salgi, hem de i¢ salgi yapan karisik
bezlerdir. Ekzokrin salgisini, testis sivist ve spermium — spermatozoonlar olusturur.

Endokrin salgisini ise steroid yapida olan testosteron hormonudur (Seftalioglu, 1998).
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Sekil 4: Testisin anatomik yapisi
(https://www.kenhub.com)

2.1.4. Genital Kanallar ve Yardimci Bezler

Genital kanallar testis i¢i ve dis genital kanallar olarak ikiye ayrilir. Testis i¢i genital

kanallar tubuli rekti ve rete testisten olusur. Dis genital kanallar duktuli efferentes, ductus

epididimis, ductus deferens, ductus ejakualatoryus ve iiretradan olusur. Genital kanallar

ve yardimci bezler, diiz kas kasilmalarininda yardimi ile spermatozoonlari disariya dogru

stirikleyen salgilar tiretirler. Bu salgilar ayn1 zamanda erkek iireme sisteminede bulunan

spermler icin gerekli olan besinleride igerir. Spermler ile beraber genital kanallarin

salgilar1 ve yardimci bezlerin salgilari hepsi birlikte semeni olusturur (Luiz ve Jose,

2002).

2.1.4.1. Seminal Vezikiil Sivisi

Seminal vezikiil s1visi igerigi alkali olup igerigi sunlardir:

e Semonogelin —+ semeni koagiile eder



—_

o Sitrat
e inozitol
eProstoglandin  — spermatozoalar1 aktive eder

e Proteinler

e Friiktoz

e Flavinsi

2.1.4.2. Prostat Sivisi
Ejekiilasyon sirasinda firlatma giiclinii artirmak i¢in kullanilir. Asidik 6zelliktedir,

spermatozoalarin asit olan vajinada yasamalarini saglar.

2.1.4.3. Bulboiiretral (Cowper) Bezi Salgisi
Berrak bir mukus 6zellikte olup kayganlastirici etkisi vardir. Bu salgilarin

hepsinin karisimi semen pH’sini belirler (Junqueira ve Carnerio, 2003).
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Sekil 5: Yardimc1 bezler
(Thomson Brooks Cool 2001)
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2.2. Testisin Anatomisi ve Histolojisi

Testisler erkekte tireme organidir ve bir ¢ift olarak gévdenin disinda scrotum iginde
bulunur. Yanlardan basik iri badem seklindedir. Sag ve sol testis skrotum i¢inde funikulus
spermatikus (damarlari, sinirleri ve ductus/vas deferensi tasiyan bir kordon) tarafindan
asil1 tutulur ve septum skroti ile birbirlerinden ayrilirlar. Testisler yetiskinlerde yaklasik
4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde ve 3 cm anterioposteriyor ¢aptadir. Agirlig (2x) 20-
30 g’dir. Testislerin skrotum i¢indeki duruslar1 dikey konumda olmayip organin uzun
ekseni yukaridan asagi ve 6nden arkaya egik durur. Sol testis saga gore 1 santimetre (cm)
kadar daha asagida yer alir. Bunun nedeni kan stazina (yavas akimdan dolay1 vizkosite
artig1) bagl olarak sol testisin daha agir olmasidir (Arinci ve Elhan,1997). Ayrica giinlik

hareketlerde rahatsizlik verici ¢arpmalar olmaz (Fahri, 1999; Figen, 2003; Snell, 1998).

Funiculus
spermaticus

Septum
Scroti

Sekil 6: Funiculus spermaticus
(https://www.kenhub.com)

Spermatogenezin gerceklesmesi icin karin boslugundaki 1sidan daha diisiik 1s1da
olmasi ile gerceklesebilir. Testisler skrotumda yerlestikleri zaman karin 1sisindan 2, 3°C

daha diisiik 1sida bulunurlar. Bu sicaklik spermatogenez i¢in 6nemlidir fakat hormon
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tiretimini etkilemez. Skrotum igindeki testis 1sis1 muskulus kremaster ve dartosun
kasilmalariyla, refleks olarak derinin ylizey alani ve viicuda mesafesi degistirilir.
Funikulus spermaticus i¢indeki vena testicularisler plexus pampiniformisi olustururlar ve
arteria testicularisin dallar ile birlikte uzanirlar. Bu sekilde karindan sicak olarak arterle
gelen kan ters yonde 1s1 degisim mekanizmasi ile 1sis1 venler tarafindan alindigindan
testise daha diisiik sicakliktaki kan ulasmasi saglanir (Snell, 1998).

Testis distan ige dogru 3 tabaka ile ¢evrelenir; tunika vaginalis, tunika albuginea ve

tunika vaskiiloza.

2.2.1. Tunika Vaginalis

Fibroz bir tabaka olup embriyonik processus vaginalisin distal kalintist olan ve
testisin biiyiik bir kismini saran periton kalintisidir. Tunika vaginalis; skrotum’un ig
yiliziinii doseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisi saran lamina visceralis
(epiorchium) olarak iki katmandan meydana gelmektedir. Lamina visceralis
(epiorchium), epididimis’in biiyiik kismin1 ve testisin arka kenarimin mediyal bolimii
disinda, testis’i sarar ve bu iki yapiy1 birbirine baglar. Lamina parietalis (periorchium),
periton’un fascia spermatica interna’y1 déseyen kismidir. Tunika vaginalis’in iki katmani
arasindaki boslukta kaygan ser6z bir sivi bulunur ve bu sivi testislerin serbest hareketini

saglar (Moore ve Persaud, 2009; Singh, 2014).
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Sekil 7: Tunika vaginalisin kisimlari
a) lamina parietalis (periorchium), b) Lamina visceralis (epiorchium), c¢) Tunika vaginalis, d) Tunika
vaginalis histolojik kesit (https://www.kenhub.com)

2.2.2. Tunika Albuginea

Tunika albuginea diiz kas hiicreleri iceren yogun fibroelastik bag dokusundan
olusan kalin bir kapsiildiir ve testisi sarmis durumdadir. Daha dis kisimdaki visseral
katman olan tunika vajinalis Tunika albuginea kapsiiliinii distan sarar. Kapsiil testisin arka

kenarinda kalin bir katlanma yaparak iceriye dogru uzanir, bu kisima mediastinum testis
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ad1 verilir. Mediastinumdan 1sinsal olarak uzanarak ince fibréz septumlar, kama
seklindeki yaklasik 250 adet lobiilii olusturur. Lobiillerin i¢inde seminifer tiibiiller
bulunur ve bu yapilar kivrimhidir. Her testiste toplam uzunlugu yaklasik 280 - 400 m
civarinda olan ortalama 600-1200 seminifer tiibiil bulunmaktadir (Saunders, 2009).
Seminifer tiibiiller spermlerin olustugu yerleridir. Seminifer tiibiiller mediastinumda,
tiibiili rektiye (diiz tiibiillere) ve rete testise bosalir, rete testis birleserek sayisi alt1 ile
sekiz adet olan duktuli efferent’leri olusturur. Bu kanallar testis sivisini ve
spermatozoonlar1 epididimisin proksimal boliimiine aktarir (Saunders 2009). Spermler
bundan sonra boyu yaklasik 6 m olan bir bagka kivrimli tiipe yani epididim’ e gider.
Epididim vaz deferense acilir ve prostat bezine girmeden once, vaz deferens ampullasi
denilen bir genisleme gosterir (Yigit, 2006). Testisleri viicut disina baglayan zincirin son

halkasini iiretra olusturur (Yigit, 2006).

Sekil 8: Tunika albuginea anatomisi ve histolojik kesiti
(https://www.kenhub.com)
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2.2.3. Tunika Vaskiiloza

Testikiiler kapsiiliin en i¢ tabakasi olan tunica vasculosa tunica albuginae’nin i¢
yiiziinde bulunan damar ag1 tabakasidir. Damarlarin arasinda kalan bosluklar1 da gevsek
bag dokusu doldurur. Tunica vasculosa tunica albuginea’nin i¢ yiiziinii ve tiim bélmelerin
yiizlerini doser. Boylece, testis’in i¢indeki tiim lobuli testis’i de sarmis olur (Arinci ve

Elhan, 2006).

Sekil 9: Tunika Vaskiiloza histolojik kesit
(https://www.kenhub.com)

2.2.4. Testiste Kan Dolasim

2.2.4.1. Testisin Arteriyel Dolasim
Testislerin kanlanmasi {i¢ arter sistem tarafindan saglanmaktadir.
1. Internal spermatik (Testikiiler) arter
2. Eksternal spermatik (Kremasterik) arter

3. Deferensiyel (Vazal) arter
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Sekil 10: Testisin kan dolagimi
(https://www.kenhub.com)

2.2.4.1.1. internal Spermatik (Testikiiler) Arter

Ana testikiiler arter olup, testis kan akiminin 4/6’sini saglar. Abdominal aortadan,
renal arterin altindan anterolateral yonden ¢ikar ve epididimisin altindan tunikay1 oblik
olarak gegerek testise girer. Insan testikiiler parankimi 100 mg dokuya yaklasik 9 ml/dk
kan saglar (Pettersson ve ark., 1973). htiyaca gore kan akisi diizenlenmektedir. Internal
spermatik arter kremasterik arterlerle alt bolgede anastomoz yaparken deferensiyel arterle

hem alt hemde {ist bolgede anastomoz yapar (Jarow, 1990; Fowler ve Stephens, 1959).
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Sekil 11: internal Spermatik (Testikiiler) Arter (yesil renk)
(https://www.kenhub.com)

2.2.4.1.2. Eksternal Spermatik (Kremasterik) Arter

Esas olarak tunika vajinalisi besler ve testis kan akiminin yaklasik 1/6 (%15-
20)’smn1 saglamaktadir. A. iliaka eksterna’nin dali olan a.epigastrika inferior’dan internal
inguinal ring icinde ayrihir. Internal spermatik ve deferensiyel arterlerle testikiiler
mediastinumda anastomoz yapar, tunika vaginalis {izerinde bir ag olusturarak sonlanir

(Sancak B. ve Cumhur, 2002).

Sekil 12: Eksternal Spermatik (Kremasterik) Arter ve tunika vaginalis
(https://www.kenhub.com)
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2.2.4.1.3. Deferensiyel (Vazal) Arter

Testis kan akiminin yaklasik 1/6’ini saglayan deferensiyel arter, A.iliaka
interna’nin u¢ dali olan A. vezikalisin superior veya inferior kismindan c¢ikarak vaz
deferens ve epididimisin globus minor’unu (epididim kuyrugu, Kauda epididimidis)
besler, internal spermatik arter ile testise yakin alanda anastomoz yapar. Internal
spermatik arterin kan akisi kesilirse kremasterik arterle beraber testis kan akimini

arttirarak dengeyi saglar (Chehval ve Purcell, 1992; Steinberger ve Tjioe, 1969).

Sekil 13: Deferensiyel (Vazal) Arter, epididimisin globus minor’u (epididim kuyrugu)
(https://www.kenhub.com)

2.2.4.2. Testisin Venoz Dolasimi
Testikiiler vendz drenaj dort ayri sistemle kontrol edilir.
1. Internal Spermatik (Testikiiler) Ven
2. Eksternal Spermatik (Kremasterik) Ven
3. Deferensiyel (Vazal) Ven

4. GubernakulerVen
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2.2.4.2.1. internal Spermatik (Testikiiler) Ven

Internal spermatik artere eslik eder, solda renal vene dik olarak, sagda V. cava
inferiora oblik olarak acgilir. Sol internal spermatik ven hem yiiksek konumda olmast
hemde sol testisin daha asagi pozisyonda olmasindan dolay1 sag internal spermatik
venden 8-10 cm daha uzun yapidadir. inferior vena cava’nin daha ¢ok akma etkisiyle

sagdaki akimi daha fazla arttirdig1 diistiniilmektedir (Shafik ve ark.,1990).

KEN
HU2

Sekil 14: internal Spermatik (Testikiiler) Ven
(https://www.kenhub.com)

2.2.4.2.2. Eksternal Spermatik (Kremasterik) Ven
Spermatik kordun arkasinda yer alir (testisleri kaldiran Kremasterik kasin damart),

eksternal iliak vene agilir.
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Sekil 15: Eksternal Spermatik (Kremasterik) Ven
(https://www.kenhub.com)

2.2.4.2.3. Deferensiyel (Vazal) Ven
Vaz deferense eslik ederek, internal iliak ven’e ulasir.
2.2.4.2.4. Gubernakuler Ven
Eksternal pudental ven, safen ven yolu ile eksternal iliak vene agilir (Chehval ve

Purcell, 1992; Coolsaet, 1980; Turek ve Lipshultz, 1995).

Internal oblique muscle

Cross section of penis

Cremaster muscle

Vas deferens

Gubernaculum

Sekil 16: Gubernakuler Ven
(Atlas of Office Based Andrology Procedures)
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2.2.4.3. Pleksus Pampiniformis

Intratestikiiler kiiciik venler, testis yiizeyel venlerine ve rete testiste hiler venlere
dokiiliirler. Testis ve epididimis’ten gelen venlerin, mediastinum’dan ¢ikarak duktus
deferensin Oniinde ve testikiiler arter etrafinda 8-12 venden olusan ve serbest anastomoz
yapan 3 ayr1 ven grubunun olusturdugu ven ag1 olan pampiniform pleksusu olusturur
(Harrison, 1949).

Testosteron, venden artere konsantrasyon gradientine gore pasif difiizyon araciligi
ile taginir (Bayard ve ark., 1975). Spermatik kordonda arter ve venlerin karsilikli 1s1
aligverisleri ile olusan 1s1 degisimi, rektal 1sidan 2-4°C daha diisiik olan kanin testislerde
1siin ayarlanmasina yardim eder (Agger, 1971). Pleksus pampiniformis, epididim ve
skrotal duvarin drenajini saglayan kremasterik pleksus ve deferansiyel ven sistemi
arasinda bulunur. Skrotum ve inguinal kanal seviyesinde birbirleriyle anastomozlar
yaparlar ve bu pleksuslar tekrar birleserek venleri olustururlar. Deferansiyel ve
kremasterik gruplar, internal spermatik ven grubunun birlesmesinden sonra testisten

vendz doniis i¢in kollateral bir yol olusturur (Wishahi, 1991).

Sekil 17: Pleksus Pampinifori
(https://www.kenhub.com)
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2.2.5. Testis Sinirleri

Testisin innervasyonunu aortik pleksuslar ve kollateral ganglionlar ile iliskili
sempatik lifler ve genel visseral duyu lifleri ile diizenlenir (Rauchenwald, Steers ve
Desjardins, 1995). Sempatik lifler ve genel visseral duyu lifleri testise testikiiler arterler
ile birlikte ulasir ve testise sempatik ve duyusal innervasyon ulustururlar. Genitofemoral
sinirin genital dali inguinal kanaldan girerek kremasterik kasin innervasyonunu ile
skrotum ve tunika vajinalisin duyarliliginida saglar. (Skandalakis ve ark., 1996).

Inatc1 testis agrilarinda pelvik pleksusa anestezi uygulanmasi kullanilan bir
yontemdir. Bazi afferent ve efferent sinirler karsi taraf pelvik pleksusla noral ¢apraz
kominikasyonlar olusturabilirler (Taguchi, Sukamoto ve Murakami, 1999). Bu durum bir

testisteki patolojik olaylin karsi testis fonksiyonlarini da etkilemesini agiklar.

2.3. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tiibiil yaklasik olarak 30-80 cm uzunluga ve 150-250 pm ¢apa sahip, ici
bos kivriml tiibiillerdir (tubulus seminiferus kontortiyus - TSK). Her bir testis lobiiliinde
1-4 sayida bulunurken, her bir testis 250-1000 civarinda seminifer tiibiil barindirir. Bir

testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir.

Dividing
spermatocytes  Spermatid

Spermatozoa <=

Interstitial

cells \/(2 \ % \ a

Spermatogonium
(Celbiologie ve Histologie)
Sekil 18: Seminifer Tiibiil histolojik yapisi
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Seminifer tubul kompleks bir germinal epitel ya da seminifer epitel ile doselidir.
Ince bir bazal lamina iizerine oturmus olan epitel distan 6zellesmis fibroz bir tabaka olan
tunika propria ile sarilmistir, bu kisma sinirlayict ya da peritubuler doku adi verilir.
Peritubuler doku igerisinde ¢ok miktarda bag dokusu lifleri, yassilasmis fibroblastlar ve
diiz kas hiicresi 6zelligi gosteren myoid hiicreler bulunur. Seminifer epitel 2 tip ana
hiicrelerden olusur: Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler (bazaldan apikale dogru;
spermatogonya, spermatositler ve spermatidler seklinde siralanirlar).

Spermatogonyalar bazal membrana en yakin olan hiicrelerdir. Primer spermatositler
yuvarlak c¢ekirdekli ve kromatini spagettiye benzer yapida olan spermatogonyadan daha
biiyiik hiicrelerdir. Sekonder spermatositler daha seyrek goriiliir, bunun nedeni olusur
olusmaz bollinerek spermatidleri olusturmasidir. Spermatidler doniisiim siirecinde sertoli
hiicrelerine tutunur. Sertoli hiicrelerinin tabani bazal membrana oturur vaziyettedir.
Serbest uglar1 yayilarak liimene kadar uzanir ulagir. Erken ve ge¢ olarak spermatidler
boliinmeksizin llimen i¢ine birakilir. Seminifer tiibiiller kivrimli yapidadir ve uglarina
dogru liimeni daralarak diiz tiibiiller veya tubuli rekti (tubulus seminiferus rektusa / TSR)
seklinde kisa segmentler halinde kangallar seklinde uzanir. Tubuli rektiler, seminifer
tiibiilleri epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirent seklindeki rete testise baglar.
Rete testis kanallar1 kendi ararlarinda anostomoz yaparlar ve epididimisin bas kismina
yaklasik 10-20 adet duktili eferentes ile baglanir (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve

Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006; Ovalle ve Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina, 2011).



Rete Testis (Labirent Kanallar)
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Caput Epididymis (Epididim Bas Kismi)

Sekil 19: Seminifer Tiibiiliin kisimlar1 ve histolojik goriintiileri
(https://www.kenhub.com)

2.3.1. Miyoid Hiicreler

Myoid hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreler), insanda, seminifer tiibiil bazal
laminasinda yer alan 3-5 sira halinde yer alan diiz kas 6zelligi gosteren kontraktil
yassilagmis hiicrelerdir. Kemirgenlerde tek tabaka halinde bulunur. Sitoplazmasinda ¢ok

sayida aktin filamanlar1 ve graniillii endoplazmik retikulum bulunur. Ayni1 zamanda
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fibroblastlarin yoklugunda kollajen lifi sentezide yaparlar. Myoid hiicrelerin ritmik
kasilmalar1 peristaltik dalgalar olusturarak hareketsiz olan spermleri rete testise dogru
ilerletir. Spermler bu sekilde ilerleyerek epididimal kanala kadar grlirler ve buradan sonra

ileri motilite kabiliyetine kavusurlar (Junqueira ve Carneiro, 2009; Kierszenbaum, 2006;

Ross ve Pawlina, 2011).

Dividing
spermatocytes ~ Spermatid

Interstitial
cells

Spermatogonium

( Celbiologie Histologie)

Sekil 20: Miyoid hiicreler

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Puberteye kadar seminifer tiiblil epitelinin baskin hiicre tipi sertoli hiicreleridir.
Fakat puberteden sonra seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10 unu
olustururlar. Ileri yaslarda erkeklerde sperm iiretiminin azalmasiyla spermatogenik hiicre
populasyonu diiser ve sertoli hiicreleri tekrar baskin haline geri doner.

Uzun, prizmatik sekilli olan bu hiicreler bazal lamina {izerine oturmustur ve
seminifer tubul liimenine kadar uzanir. Gelismekte olan spermatogenik hiicrelere
barinmalar1 i¢in kriptalar saglar ve bundan dolay1 diizensiz apikal ve lateral hiicre
membranlar1 bulunur. Oval veya {liggen sekilli, acik renkte boyanan ¢ekirdegi filament6z

bir kilifla ¢evrilmistir ve hiicre tabaninin biraz yukarisinda yer alir. Cekirdek belirgin ve
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genis 1-2 adet ¢ekirdekgik igerir. Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri olukludur. Elektron
mikroskobunda sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda diiz ve graniillii endoplazmik
retikulum, serbest ribozomlar, mitokondriyonlar, primer-sekonder lizozomlar, yag
damlaciklari, yaygin bir golgi aygiti ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin,
mikrotiibiiller) goriilmiistiir. Sitoplazmanin tabaninda lipid transportu ve kullanim ile
ilgili oldugu diisiiniilen kristalloid yapida olan Charcot-Boéttcher kristali goriilebilir.

Bazolateral bolgelerinde, komsu sertoli hiicreleri ile aralarinda tikayici baglantilar
olusturarak seminifer epiteli bazal ve adluminal olarak iki kompartimana ayirir. Ayrica
viicuda yabanci olan ve gelismekte olan spermatogenik hiicreleri bagisiklik sistemi
hiicrelerinden koruyan kan-testis bariyerini olustururlar.
Sertoli Hiicrelerinin Yerine Getirdigi Fonksiyonlar

e Spermatogenik hiicrelere fiziksel destek saglamak, korumak ve beslemek.

e Spermiyogenez sonucunda spermatidler tarafindan atilan rezidual cisimcikleri
fagosito etmek.

e Kan-testis bariyerini olusturarak spermatogenik hiicreleri immiim sitemden
korumak.

e Aktin aracili kasilmalarla spermatidlerin, seminifer tiibiil liimenine salinimini
kolaylagtirmak.

e Liimene proteinler, frilktoz ve iyonlardan zengin bir s1v1 salgilamak.

¢ FSH (folikiil uyarict hormon)’a cevap vererek, ABP (androjen-baglayici protein)
tiretimi ve salinimini diizenlerler. ABP (testosteron ve dihidrotestosteron androjenlerine
kars1 yiiksek baglanma afinitesi olan bir proteindir) epididimisin proksimal bdlgesine

tasinir.
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e Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin sagilarlar. Inhibin FSH iizerine negatif, Aktivin
ise pozitif feedback etki gosterir (Kierszenbaum, 2006; Ovalle ve Nahirney, 2009;

Tekelioglu, 1999).

spermatogonium Sertoli cell Leydig

200um

basal lamina

" (www.kenhub.com) 4 (www.histology. leeds.ac.uk)
Sekil 21: Sertoli Hiicreleri

2.3.3. Spermatogenik Hiicreler

Germ ya da spermatogenik hiicreler, derinligi 4-8 hiicre arasinda degisen ve
seminifer tubulu bazal lamina ile liimen arasinda doseyen ¢ok katli epiteli olustururlar.
Hiicreler prolifere olarak tubulun bazalinden liimenine dogru ilerler ve en son
spermatozoonlar olusur. Bu olaylara spermatogenezis adi verilir. Bazal laminaya
yerlesmis sekilde germinal serinin en geng hiicreleri olan spermatogonyumlardir. (Moor
and Persaud, 2009; Junqueira and Carneiro, 2009). Spermatogonyumlar Vvitellus
kesesinden koken alan primordial germ hiicrelerinden olusur (Ozel, 2009).
Spermatogenik hiicreler bazaldan limene dogru; spermatogonyum, primer spermatosit,

sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoondan olusur (Karagéz, 2002).
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(Encyclopadia Britannica, Inc) (https://www.kenhub.com)
Sekil 22: Spermatogenik Epitel

2.3.3.1. Spermatogonya

Seminifer tiibiiliin bazal kompartimaninda bazal laminaya bitisik halde yaklasik
12 um capinda olan diploid spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tikayici
baglantilarinin altinda bulundugundan kan-testis bariyerinin disinda yer almaktadir.
Erkek fertilitesinde spermatogonya kok hiicrelerinin ¢ok 6nemli bir yeri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kemoterapiye karsi
oldukca direngli iken spermatositler ve spermatidler duyarhidirlar.

Insanda 3 tip spermatogonya vardir. Tip A koyu spermatogonya, Tip A acik
spermatogonya ve tip B spermatogonya. Spermatogonyumlar embriyonal donemde
olusur ve puberteye kadar inaktif olarak beklemede kalir. Pubertenin baslamasiyla
hipotalamus gonadotropin releasing hormonu (GnRH) salgilar, bu hormon hipofizin 6n
lobuna etki ederek, folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)’a etki
ederek spermatogonyumlarin ¢ogalmalar1 baslatir. Biitiin spermatogonyumlar diploit
yapida olup mitoz boliinmelerle ¢ogalirlar. Mitoz sonrasinda olusan spermatogonyum ya
tip A acik spermatogonyumu (B spermatogonyum Oclisii) ya da tip A koyu

spermatogonyumlar1 (primitif spermatogonyum kaynagi) meydana getirecektir. Tip A
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koyu spermatogoniumlar, kaynak (rezerv, kok hiicre) hiicrelerdir. Tip A agik
spermatogonyumlar, tip B spermatogonyumlar1 olusturmak i¢in tekrar boliiniir. Tip B
spermatogonyumlar mitoza yonelerek primer spermatositleri olustururlar (Moor and

Persaud, 2009; Jungueira and Carneiro, 2009).

2.3.3.1.1. Tip A koyu spermatogoniumlar

Koyu boyanan ovoid bir ¢ekirdege sahiptir Reserv (stem, kok) hiicreler olarak
gorev yaparlar. Bollinerek tip A acgik spermatogoniumlari olusturken ayni zamanda tip A
koyu spermatogoniumlarin sayisinin da korunmasini saglarlar.
2.3.3.1.2. Tip A agik spermatogoniumlar

Agik boyanan ovoid ¢ekirdekleri vardir. Mitotik bolinmelerle tip B

spermatogoniumlart ve diger tip A agik spermatogoniumlari olusturur.

2.3.3.1.3. Tip B spermatogoniumlar

Tip A spermatogonyumlardan daha biyiik hiicreler olup niikklear membrana yakin
koyu boyanmis kromatin yiginlar1 igerir ve c¢ekirdekleri kiiresel yapidadir. Tip B
spermatogoniumlar mitoz ile boliinerek primer spermatositlere olustururlar. Bu sirasinda
yavru hiicreler bazal laminadan liimene dogru uzaklasir, hacimleri artar ve ¢ekirdektr
degismeler meydana gelir (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve Carneiro, 2009;

Kierszenbaum, 2006; Wakaizumi ve ark., 2009).
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Sekil 23: Histolojik kesitte spermatogonya hiicreleri ve spermatogenezis semasi
(https://www.kenhub.com)

2.3.3.2. Spermatositler
2.3.3.2.1. Primer spermatositler

Spermatositler Sertoli hiicrelerinin tikayici baglantilarinin iizerinde, yani kan-testis
bariyerinin igerisinde bulunurlar. Tip B spermatogonya hiicreleri mitotik bdliinmeler
sonucu DNA eslenmesinden sonra (S fazi) mayoz bdliinmenin ilk agamasi olan profaz
safhasina girer ve bundan sonra primer spermatosit olarak adlandirilir. Primer
spermatositler seminifer epitelin orta kisminda bulunur, kiire ya da oval sekilde olup
spermatogenik seri hiicreler i¢ginde hacmi en biiyiik olan hiicredir. Primer spermatositler
spermatogonyuma gore iki kat DNA’ ya sahiptir.
2.3.3.2.2. Sekonder spermatositler

Primer spermatositlerin mayoz boliinmesi ile olusan haploid kromozomlu kiigiik
hiicrelerdir. Primer spermatositlerde hiicre boliinmesi mayoz olarak adlandirilan
rediiksiyon boliinmesidir. Mayotik boliinmede sitokinezis tam olmaz ve primer

spermatositlerin boliinmesi ile olusan sekonder spermatositler bir protoplazmik koprii ile



31

birbirine baghdirlar. Birbirlerine bagli halde bulunan iki sekonder spermatositin sonradan
tekrar mayotik olarak bdliinmesi ile olusan yeni 4 hiicre (spermatidler) sitokinezisin tam
olmamasindan dolayr birbirlerine bagli durumdadir. Sekonder spermatositlerin ebati
primer spermatositlerin yarisi kadardir ve bu hiicreler liimene daha da yaklagsmaktadir.
Sekonder spermatositler spermatidleri olusturmak tizere kisa zamanda II. mayoz ile
boliindiiklerinden dolayr seminifer tiibiil kesitlerinde ¢ok fazla gézlenmezler. Boliinme
sonrasinda olusan her bir spermatid 23 kromozomludur (haploid). Béliinme sonucu
olusan spermatidler daha kii¢iik boyutlardadir ve liimene ¢ok yakin konumdadir. Bundan

sonraki evrelerde spermatidlerin spermatozoa olana kadar gecirecekleri farklilasma evresi

olan spermiyogenez baslar (Kierszenbaum, 2006; Richard ve Lopez, 2013).

(Primer spermatosn https //www kenhub om) ) (Oklahoma State Unlv)
spermatagomum
daughter cell type A
mitosis -——-) spermatagonium

daughter cell type B @
spermatagonium \9
primary spermatocyte @

A GYA)
2 secondary spermatocytes @ @

4 spermatids @ A@

Sekil 24: Primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatogenes sematik ¢izimi
(www.servier.com)

meiosis |

meiosis Il
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2.3.4. Interstisyel Alan

Seminifer tiibiiller arasinda, kan-testis bariyerinin diginda kalan alanlara interstisyel
alan denilir. Buras: testis fonksiyonu icin énemli baz1 yapilari icermektedir. Interstisyel
alanlar icinde kiigiilk kan damarlari, kapillerler, kiigiikk venler, lenfatik kanallar
(siniizoidler), makrofajlar, fibroblastlar, sinirler, mast hiicreleri ve androjen tireten Leydig
hiicreleri tarafindan doldurulmus siki ve gevsek bag dokusudur.

Leydig hiicreleri tek tek veya gevsek topluluklar halinde kan damarlar1 ¢evresine
yerlesmis yuvarlak veya poligonal sekilli, yuvarlak niikleuslu, kuvvetli asidofilik
hiicrelerdir. Leydig hiicrelerinin haricinde, lenfatik siniisler denilen ve interstisyel siviy1
lenfatik sisteme tasiyan yapilar da bulunur. Lenfatik sistem de spermatik kord araciligiyla
testisi terkeder.

Insterstisyel alanin miktar1 ve anatomik yapisi tiirden tiire degiskenlik gdsterir.
Kemirgenlerde interstisyel alan testisin % 15’in1 olustur, insanda bu oran % 25-30’lara
cikarken domuzda % 40 civarindadir.

Insterstiyel alandaki kan damarlarindan oksijen, glukoz ve hormonlar bazal
membran araciligiyla difiizyon yoluyla seminifer tiibiillere aktarilir. Bu maddelerin gegisi
germ hiicreleri icin ¢ok Onemlidir, ¢linkii seminifer tiibiillerde kan damarlar
bulunmamaktadir. Diger yandan, bazal membran ile kan testis bariyeri bir engel olacak
sekilde biiylik molekiillerin kandan tiibiillere gecisine izin vermez. Artik maddeler ise
bazal membran aracilig1 ile interstiyel alana buradan da kiigiik venler vasitastyla testisten
uzaklastirilir (Creasy ve Chapin, 2013; Kierszenbaum, 2006; Richard ve Lopez, 2013;

Tekelioglu, 1999).
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Interstisyel alan (solda, aVi renkli), mAyid hiicreler (sgihttps://www.kenhub.com)
Sekil 25:Interstisyel alan ve myoid hiicreler

2.3.4.1. Leydig Hiicrelerinin Histolojisi

Leydig hiicreleri veya interstisyel hiicreler olarak adlandirilan yag damlaciklari
iceren, poligonal sekilli, biiyiik, , kopiiksii goriiniime sahip eozinofilik hiicrelerdir.
Mikrovilliislar hiicre yiizeylerinde ¢ok sayida bulunur ve ¢ekirdek 1-2 adet olup merkezin
disina yerlesmistir. Genellikle tek tek ya da gruplar halinde kiiglik lenf damarlaria ve
pencereli kapillerlere yakin olarak bulunurlar.

Elektron mikroskobundaki (EM) en belirgin 0Ozelligi, steroid salgilayan
hiicrelerdeki gibi sitoplazmalarinda iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulum
bulunmasidir (Seftalioglu, 1998). Stoplazmadaki kopiiksii goriintii testosteron sentezi i¢in
depolananmig  olan kolesterole baglh yiiksek diizeydeki lipit igeriginden
kaynaklanmaktadir. Kolesterolu pregnenolona gevirerek, testosteron sentezini baslatir.
Iyi gelismis bir golgisi, ¢ok sayida mitokondrisi, yasa bagli olarak artmis olan lipokrom
pigmenti bulunur (Seftalioglu, 1998). Insanlarda reinke kristalleri ad1 verilen ve leydig
hiicrelerinde, ¢ok diizenli bir bigimde dizilmis sitoplazmik kristaloid inkliizyonlar
goriiliir ancak islevleri bilinmemektedir (Saunders, 2009).

Leydig hiicreleri hipofiz bezinden salinan gonadotropin LH tarafindan uyarilir.

Kolesterolu pregnenolona cevirerek, testosteron sentezini baslatir. Insanda tiim Leydig
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hiicreleri yaklasik 7 mgr/giin testosteron salgilar (Seftalioglu, 1998). Testosteron ihtiyaca
gore sentez edilir ve beklemeden kana verilir. Leydig hiicreleri interstisyel hiicreleri
stimiile eden hormon (ICSH / LH) ve hipofiz 6n lobu hormonu olan Folikiil Stimiilan
Hormon (FSH) tarafindan denetlenir (Arinct ve Elhan, 1997). Leydig hiicrelerinden
testesteronla birlikte ve Ostrojen gibi etkili olan Ostradiyol salgilanir (Arinci ve Elhan,

1997).

Sekil 26: Reinke k'rstalleri
(patognomonik)

Leydig hiicreleri fetal donemin erken safalarinda farklilasirlar ve Kkollestrolden
testosteron Uretirler. Testosteron endoplazmik retikulum zarlarinda sentezlenir veya
dolasimdaki diisiik yogunluklu lipoprotein molekiillerinden tiiretilir. Testosteronun
varhigi embriyonik gelismede erkek fetiisiinde gonadlarin normal gelisimi igin, cinsel
olgunlagma ve iireme i¢in gerekir. Pubertede doneminde testosteron salinimi sperm
tiretimi, yardimeci bezlerin salgist ve ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisiminden
sorumludur. Eriskinlerde dis genital kanallar, yardimci bezler, spermatogenez ve
sekonder cinsiyet karekterlerinin devamu igin gereklidir.

Erkek ftiistin ilk farklilagsma evrelerinde leydig hiicreleri aktiftir. Fetal yasamin

yaklasik 5. ayindan sonra inaktif olur. Leydig hiicreleri bu evrede fibroblastlara benzer.
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Pubertede uyarilmast ile aktif olur, androjen salgilamaya baslar ve hayat boyu aktif olarak

kalir (Ovalle ve Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina, 2011; Svechnikov ve ark., 2010).
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Spermatogonium

Fibroblast ) lamina

between Sertoli cells Leydig cells Capillary

( Celbiologie Histologie)

Sekil 27: Leydig hiicreleri

2.4. Spermatogenez

Spermatogonyumdan spermatozoon (sperm) hiicrelerinin olulusumunu ve bu
siirecteki farklilagsmay1 kapsar. Puberte oncesi gonadotropinlerin salinmasiyla baglar ve
yasam boyu devam etmektedir. Insanlarda spermatogonya fazindan spermiasyona kadar
gecen siire 64 glindiir. Bu siireye spermatogonyumlarin boliinme evresi de eklenirse
yaklasik olarak 74 giin siirer (Junqueira ve Carneiro, 2009; Richard ve Lopez, 2013; Ross

ve Pawlina, 2011).
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2.4.1. Spermatogonya Fazi

Biitiin spermatogonyumlar diploit yapida olup mitoz béliinmelerle ¢ogalirlar.
Spermatogonya kok hiicreleri birgok mitoz boliinme gecirirler ve spermatogonya hiicre
dizisini yaparlar. Spermatogonyumlarin boliinme evresi insanda yaklasik 10 giin siirer.
Tip A agik spermatogonyumlar, 4 mitoz boliinme gecirerek toplam 16 adet Tip B

spermatogonyumlari olustururlar. (Richard ve Lopez, 2013; Ross ve Pawlina, 2011).

Type Ad Spermatogonium

' N

©

. 3 Type Ad Spermatogonium Type Ap Spermatogonium

v

©

Type B Spermatogonium

(https://www.kenhub.com)
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2.4.2. Spermatosit Fazi (Mayoz Boliinme)

Tip B spermatogonyalar mitoz bdliinme sonucu primer spermatositleri olustururlar.
Tiim primer spermatositler normal kromozom sayist igerirler ve mayoz boliinmeden dnce
DNA’larini ikiye katlar. Daha sonra primer spermatositler kromozom sayisini ve DNA
icerigini azaltmak i¢in mayoza yonlenir.

Birinci mayoz boliinmenin profazinda, kromatin yogunlagarak ve goriiniir hale gelir
(insanda 22 giin siirer). Bu sirada primer spermatositler bazi sitokinlerin (TNFa ve
TGFB3) yardim ile sertoli hiicrelerinin arasinda bulunan tikayici baglantilar1 bozarak
bazalda liimene dogru ilerlerler. Metafazda homolog kromozomlar birbiriyle esleserek 4
kromatidli tetradlart olusturmus olurlar. Aralarinda krossing-over gerceklesir, degisim
esnasinda 4 kromatit {i¢ parcali goriiniir (sinaptonemal kompleks). Olusan bu komplekste
kromatitler gecici olarak kirilir, degisiklik meydana gelir ve tekrar birlesirler, boylece
genetik ¢esitlilik saglanmis olur. Krossing over sonrast homolog kromozomlar ayrilarak
18 iplik¢ikleriyle zit kutuplara cekilirler, bu olay rastgele gerceklesir ve spermin genetik
cesitliligine ikinci katkiy1 saglar. Herbir spermatositten 4 farkli haploid sayida yuvarlak
spermatid olusur.

Birinci mayoz boliinme sonucunda kromozom sayist ve DNA miktar1 yariya
indirgenir. Olusan sekonder spermatositler haploid sayida kromozom ve ¢ift kromatid
icerir. Sekonder spermatositler ikinci mayoza DNA sentezlemeden (S fazina girmeden)
dogrudan ikinci mayozun profazina gecer. Metafaz sirasinda kardes kromatidler ayrilir.
Cekirdek zar1 tekrar olusur, sitokinez gergeklesir ve 23 kromozomlu 2 adet haploid
spermatid olugmus olur (Gartner ve Hiatt, 2007; Johnson, 2013; Richard ve Lopez, 2013;

Ross ve Pawlina, 2011).
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2.5. Spermiyogenez

Ikinci mayoz boliinmeyle olusan spermatidler haploid (n) sayida kromozom igerir.
Olusan haploid spermatidler hiicrelerin farklilagmasiyla olgun spermlere doniisiir ve
liimene salinir, bu evre spermiyogenez adi verilir. Spermiyogenez akrozomun
olusumunu, ¢ekirdegin yogunlagmasini ve uzamasini, flagellanin gelismesini, fazla
sitoplazmanin atilmasi evrelerini igeren bir siiregtir. Bu donemde spermatidler Sertoli

hiicrelerine 6zel baglantilarla bagli bulunurlar (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve

Mitochondria
Acrosome
Nucleus
: —L—

Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2011).
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2.5.1. Golgi Faz

[lk olarak Golgi bolgesinde bulunan ¢ok sayidaki kiigiik vesikiiller i¢erisinde kiiciik
graniiller goriiliir, daha sonra bunlar tek bir biiyliik graniil olan akrozomu meydana
getirmek i¢in birlesirler. Akrozom bir akrozomal vesikiil icerisinde bulunur ve bir
membran ile ¢evrili olup bu membran Golgi bolgesinden kdken almaktadir. Membranla
cevrili akrozom Golgi bolgesi ile ¢ekirdek arasinda bulunur (Sekil 31: a 1). Golgi fazi
Golgi kompleksinde biriken PAS (Periyodik Asit Schiff Boyasi) pozitif graniillerinin
goriilmesi ile saptanir. Vezikiil biiyliyerek icerigini arttirir. Akrozomal vezikiiliin
bulundugu yer gelismekte olan spermin anteriyor kutbudur. Sentriyoller de spermin
posteriyor kutbuna dogru hareketlenir ve burada sperm kuyrugunun aksonemini
olusturacak olan 9 + 2 sekline mikrotiibiillerin olugmasin1 baglatir (Sekil 31: a 2) (Gartner

ve Hiatt, 2007; Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2011).

2.5.2. Bashk Fazi

Akrozomal vezikiil niiklear membran yiizeyi iizerinde biiyiimeye baglar ve sonugta
niiklear yiizeyin yaklagik yarisini orter hale gelir, bu yapiya akrozomal kep denir. Golgi
apparatus bundan sonra yerini terk eder cekirdegin diger kutbuna dogru uzaklagir.
Akrozomal kepin altinda bulunan ¢ekirdek zar1 porlarini kaybedip kalinlasirken ¢ekirdek
de yogunlasir (Sekil 31: a 3-4) (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve Carneiro, 2009; Ross

ve Pawlina, 2011).

2.5.3. Akrozom Faz1

Vesikill akrozom seklinde yogunlasmis ve cekirdek iizerinde bas sapkasini
meydana getirmistir. Akrozom; hyaluronidaz, asit fosfataz, ndraminidaz ve akrozin gibi

hidrolitik enzimleri icerir. Bu fazda spermatid bazal laminaya dogru donerek sertoli
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hiicresine iyice gomiiliir. Gelismekte olan flagella liimene dogru uzamaya devam eder.
Cekirdek yogunlasir, hafifce diizlesir ve incelerek uzar, hiicre membranina dogru ilerler
ve burada tam bir sperm basini olusturur, akrozom da 6n zara dogru yaklasir.
Flagellanin gelisimini baslatan sentriyoller ¢ekirdegin arka yiizeyine dogru hareket
ederek tutunur ve burada spermin boynunu olusturur. Plazma zar1 flagellay1 kaplamak
icin arkaya dogru ilerlerken sitoplazma igerisinde degisikliklere ugramis olan
mitokondriyonlar flagellumun etrafinda spiral ya da heliks seklinde diizenlenerek
mitokondriyal kilifi (orta parca) olusturur. Geriye kalan sitoplazmanin biiyiik bir kismi
kalint1 (Residiiel Body) haline gelir (Sekil 31: a 4-5) (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira

ve Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2011).

2.5.4. Olgunlasma Fazi (Maturasyon)

Residiiel (kalint1) cisimciklerin atilmasiyla, olgun spermatozoon’un ¢ekirdek, orta
parca ve kuyrugu etrafinda ¢ok ince bir sitoplazma kalmig olur. Residiiel cisimcikler
sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve germ hiicrelerinin lipid igerigi sertoli
hiicreleri sitoplazmasinda tutulmus olur (Sekil 31: a 6) .

Spermatosit Oncesinden beri bulunan hiicreler arasi kopriiler rezidiiel cisimciklerde
kalir ve spermatidler Sertoli hiicrelerinden liimene salinirlar, bu olaya spermiasyon denir.
Spermiasyon esnasinda Sertoli ve spermatidler aras1 baglantilar kaldirilir. Ejakiilattaki
sperm sayisini spermiasyon hizi belirlemektedir (Gartner ve Hiatt, 2007; Junqueira ve

Carneiro, 2009; Ross ve Pawlina, 2011).
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2.6. Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

Testis gelisimi ya da cinsiyetin farklilasmasi, bir kismi otozomal olan bir¢ok geni
igine alan karmasik bir siiregtir. (Moore ve Persaud, 2009; Thompson, Mclnnes ve
Willard, 1991). Cinsiyet farklilagsmasindaki anahtar cinsiyeti belirleyen testis belirleyici
faktor (testis determining factor = TDF)’diir. Bunun i¢in gerekli olan SRY geni Y
kromozomunun kisa kolu {izerindeki cinsiyet belirleyici bolgesinde yer alir. Embriyonun
cinsiyeti, genetik agidan ovumu dolleyen sperm ¢esidi (X veya Y bulunmasi ile) ile
belirlenmistir. Farklanmamis gonad TDF varliginda testisler gelisirken, TDF yoklugunda
over gelisimiyle sonuglanir.
Gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar morfolojik 6zellikler agisindan gelisime baslamaz.
Gelisimin erken donemlerinde her iki cinsiyette de genital sistem birbirinden ayirt
edilemez, gelisimin bu evresi cinsel gelisimin farklanmamis safhasi olarak isimlendirilir.
Gonadlar {i¢ kaynaktan koken alirlar.

e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)

¢ Primordial germ hiicreleri

e Mezodermal epitel altinda bulunan mezensim (embriyonik bag dokusu)
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Baslangicta gonadlar bir ¢ift uzunlamasina kdélomik epitelin proliferasyonu ve
altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olugsmus genital (gonadal) kabariklik seklinde
ortaya ¢ikar. Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabarikliklarda germ hiicreleri
bulunmaz. insan embriyosunda primordiyal germ hiicreleri gelisimin 3. haftanin sonu, 4.
haftanin basinda vitelliis kesesinin (allontoisin baslangi¢ yerine yakin olan) duvarindaki
endodermal hiicreler arasinda ortaya ¢ikar. Embriyonun katlanmasi sirasinda vitelliis
kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisine dahil olur. Primordiyal germ hiicreleri son
bagirsagin dorsal mezenteri yoluyla, vitelliis kesesinden gelismekte olan gonadal
kabartilara dogru amipsi hareketle ilerler (Sekil 33:B, Sekil 34:A). 4. haftanin sonu, 5.
haftanin basinda primitif gonadlara ulasir. 6. haftada primordial germ hiicreleri altindaki
mezensimin igerisine girer, gonadal kabarikliklar: isgal ederek primer seks kordonlarina
dahil olurlar (Sekil 34:B). (Creasy ve Chapin, 2013; Hecht, 1998; Moore ve Persaud,

2009; Sadler, 2005).
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Sekil 33: 3 haftalik embriyoda primordiyal germ hiicrelerinin gog¢ii
(Lippicott Williams ve wikings)
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Gelismekte olan gonadlarda Y kromozomu mevcutsa erkek fenotip gelisir (Moore
ve Persaud, 2009; Sadler, 2005). Testislerin gelisimi birbirleriyle baglantili olan bircok
genin indiiksiyonuyla olur (Thompson, Mclness ve Willard, 1991). Y kromozomunun
Testis belirleyici faktér (TBF) etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar1 ¢gogalmaya devam
eder, medullanin i¢ kesimlerine ilerler ve medullar kordonlar1 olusturur. Bu kordonlar,
bezin hilusuna dogru uzamasina neden olur. Kordonlar anastomoz yaparak rete testis
olusturur. Tunika albuginea gelistikten sonra testis kordonlar1 yiizey epiteliyle olan
baglantilarin1 kaybeder ve epitelden ayrilir. Dordiincii ayda testis kordonlar1 at nalina
benzer ve nalin uglari rete testis ile devam eder. Testis kordonlari primitif germ hiicreleri
ve bezin ylizey epitelinden kdken alan sertoli hiicrelerinden ibarettir (Hecht, 1998; Moore
ve Persaud, 2009; Stadler ve ark., 2002).

Interstisyel Leydig hiicreleri, gonadal kabarikligin orijinal mezensiminden koken

alir. Testis kordlarmin arasinda bulunur ve kordonlarin farklilasmasindan sonra
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gelismeye baglar. Leydig hiicrelerinin  androjenik hormonlar1  (testosteron ve
androstenedion) gebeligin 8. haftasinda salgilamaya baslar ve bu hormonlar mezonefrik
kanallarin ve dis genital organlarin erkek olarak farklilasmasini indiikler (Sekil 34: C).
Leydig hiicrelerinden testosteron salinimi insan koryonik gonadotropin (uman Chorionic
Gonodotropin - hCG) hormonu uyarir. Hormonun miktar1 8-12 haftalik donemde
maksimum degerine ulasir.

Kordonlar puberteye kadar solid halde kalir ve pubertede liimenleri agilarak
seminifer tiibiilleri olusturur. Seminifer tiibiiller kanalize olduktan sonra, rete testis
tiibiillerine katilir ve daha sonra duktuli efferenteslere girerler. Bu efferent duktuslar
mezonefrik sistemden geriye kalan bosaltim tiibiilleridir. Duktus deferens olarak bilinen
bu kanallar rete testis ile mezonefrik (Wolff) kanallar1 arasinda bir baglanti olustururlar
(Habert, Lejeune ve Saez, 2001; Moore ve Persaud, 2009; Sadler, 2005).

Fetiis testislerinde Sertoli hiicrelerinden salgilanan Miillerian inhibe edici madde
(MIS) veya antimiillerian hormon (AMH) paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar.
Testislerden MIS disinda, hedef doku hiicrelerini etkileyen testosteron da salgilanir.
Testosteron bu hiicrelerde 5-alfa-reduktaz enzimiyle dihidrotestosterona doniisiir.
Testosteron ve dihidrotestosteron hiicre i¢inde bir reseptor proteine baglanirlar. Bu
hormon-reseptor kompleksi DNA’ya baglanarak doku igin spesifik genlerin ve
olusturduklar1 protein {irtinlerinin transkripsiyonunu diizenler. Testosteron reseptor
kompleksleri, mezonefrik kanallarin virilizasyonuna (erkeklesmesine) aracilik ederken,
dihidrotestosteron-reseptér  kompleksleri de erkek dis genital organlarinin
farklilanmasina neden olur (Josso, Clemente ve Gouedard, 2001; Sadler, 2005).

Testisler 26. haftada embriyonun boyutlarindaki uzama ve fotal pelvisin

genislemesi ile karin arka duvarindan inguinal kanal boyunca skrotuma dogru inmeye
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baslar. (Moore ve Persaud, 2009). Testislerin biiyiimesi ve mezonefrik bobreklerin
atrofisi testislerin arka karin duvar1 boyunca kaudal olarak hareketine izin verir. Processus
vaginalisin bliylimesi testislere bu ilerlemede rehberlik eder. Kontrotide fotal testislerce
iiretilen androjenlerle saglanir (Wensing, 1988). Processus vaginalis inguinal kanallar
olustururken aynmi zamanda on karin duvar1 boyunca yol alir ve rehber olarakta
gubernakulumu kullanir. Gubernakulum ayrica testisin skrotuma inisinde rehberlik eder
ve ayn1 zamanda ileri donemlerde testisin skrotuma baglanmasini saglar. Karin ici
organlarin biiylimesine bagli olarak, intraabdominal basincin artmasinin da testislerin
inguinal kanala ydnelmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Inguinal kanallardan
testislerin skrotuma inisi yaklasik 26. haftada baglayarak 2-3 giin siirer. Testisler, periton
ve processus vaginalis disindan gegerler. Testisler skrotuma girdikten sonra inguinal
kanal spermatik kord etrafinda kasilir. Terminde dogmus yeni doganlarin %97’den
fazlasinda, her iki testis de skrotuma yerlesmis haldedir. Testisler arka karin duvari
seviyesinde iken testikiiler damarlar olusmus haldedir. Testislerin karin boslugundan
skrotuma inigsinde duktus deferens, kan damarlari, lenfatik damarlar, otonom sinirleri ve
abdominal peritonun uzantis1 olan tunika vaginaliside beraberinde tasir (Moore ve

Persaud, 2009; Ross ve Pawlina, 2011; Wensing, 1988).
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2.7. Postnatal Testis Gelisimi

Eriskin kisilerde testislerinin normal olarak fonksiyon gosterebilmesi i¢in testikiiler

hiicrelerin 1yi bir sekilde gelismesi gerekmektedir. Postnatal testis gelisiminde;

proliferasyon, farklilasma, hiicrelerin (germ hiicrelerinin, sertoli hiicrelerinin, miyoid

hiicrelerin ve intertisyel Leydig hiicrelerinin) kontrollii 6liimii, organize olmus parakrin

iletisim saglamaktadir. (Nurmio ve ark., 2009).

Dogumda fetal spermatogonia veya neonatal gonositler spermatik kordlarin

merkezinde bulunur. Ergenlik dénemindeki spermatogenezin baglangicina kadar

cocukluk donemi boyunca, germ hiicreleri kordonlarin merkezinde kalir. Goriiniimlerinde

veya konumlarinda cok az histolojik degisiklik oldugu i¢in “kis uykusunda” oldugu

diisiiniiliir. Dogumda, seminifer kordlar igerisine yerlesmis halde olan neonatal gonositler

3 ila 9 ay arasinda spermatojenik kok hiicrelere doniisiir (Basciani ve ark., 2008; Basciani

ve ark., 2010). Puberte déneminde testosteron hormonu miktarmin artmasi, seminifer



47

tiibiil limeninin olusmasini saglarken, spermatogenezi de baslatir (Ross ve Pawlina,

2011).

2.8. Semen

1,5 - 6 ml hacimde, viskoz, karakteristik kokusu olan ejakiilasyonun {iriinii olan
stvidir. Semen sivisinin %10 unu spermler olusturur. Sperma sivisinin; % 60’1 seminal
vezikiilden, %30’u prostattan, %10’u da cowper bezlerinden kaynaklanmaktadir. ml’de
50-100 milyon sperm hiicresi bulunur. 15 milyon altindaki sperm sayisi oligospermi

olarak adlandirilir (Moor and Persaud, 2009).

2.9. Fekondasyon

Erkek ve disi gametlerin birlesip zigot olusturmasma fekondasyon denir. Bu
birlesme tuba uterinanin ampulla bdlgesinde gergeklesir. Spermatozoonlarin fertilizasyon
sahasina ulagmalar1 5-45 dk arasinda meydana gelir. Fertilizasyonun gerceklesecegi
bolgeye ancak 300-500 sayida spermatozoon ulagabilir. Geri kalan spermatozoonlar
uterus, serviks ve vajinada degisiklige ugrarlar. Spermatozoonlar, disi genital
kanallarinda yaklasik 1 giin kadar canli kalabilirler. Siklusun ortasinda disi genital
kanallarda spermatozoonun canli kalabilmesi ve yasamini kolay hale getirmek icin bazi
degisiklikler meydana gelir. Ovulasyondan birka¢ giin Once serviks bezleri,
spermatozoonlar1 vagina asidinden korumak i¢in koyu miikoz bir salgi salgilar. Boylece
spermatozoonun hareketini kolaylastirmig olur. Vajinaya birakilmis olan spermatozoonlar
heniiz dolleme yapma kapasitesine sahip degildir. Uterus ya da tiiplerdeki salgi
maddelerinin etkisi ile kapasitasyon yetenegini kazanirlar. Kapasitasyon siirecinde
spermatozoonda morfolojik bir degisme goriilmez fakat daha aktif olurlar. Akrozomun

tizerinde bulunan glikoprotein Ortii ve seminal plazma proteinleri ortadan kaldirilir.
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Spermatozoonlar tuba uterinalardan akintiya karsi hareket ederek gecerler (pozitif
reotaksis 6zelligi). Ovum da tuba uterinanin fimbriyasi ile yakalanip yaklasik 25 dakikada
ampullaya bolgesine tasmir. Dollenme islemi 12-24 saat icinde gerceklesmesi
gerekmektedir, aksi takdirde ovum tiiplerden uterusa gecerek dejenere olmaya baslar.

Haploid sayida kromozoma sahip olan disi gamet 2. mayoz boéliinmenin metafaz
safhasinda bloke olmustur. Spermatozoonlarin yumurta hiicresi ile karsilasmalarindan
sonra korona radiyatay1 gecen spermatozoonlar zona pelliisidaya tutunurlar ve onun igine
girmeye calisirlar. Akrozomlarindan salgilanan akrozin ve néraminidaz enzimlerinin litik
etkisiyle zona pelliisidada gecit acarak, bu yollardan sekonder oosite ulagmaya caligirlar
(Moor ve Persaud, 2009; Junqueira ve Carneiro, 2009; Ovalle ve Nahirney, 2009).

Ilk spermatozoon, zona pelliisidayr gectikten sonra, diger spermatozoonlarin
gecisine izin vermeyen zona reaksiyonu ortaya cikar. Zona reaksiyonunda sekonder
oositin sitoplazmasindaki kortikal graniillerden salgilanan lizozomal enzimlerin etkisiyle
zona pelliisidada yapisal ve fizikokimyasal degisiklikler olusur ve spermatozoonlara kars1
gecirgenlik 6zelligini kaybeder. Spermatozoon, oosit hiicre zarina temasindan hemen
sonra her iki plazma zar birlesir. Spermatozoonun oosit sitoplazmasi i¢ine girmesine,
oosit 3 ayr1 sekilde tepki verir; oosit membrani bagka bir spermatozoon girisini
engelleyecek sekilde farklilasarak polispermi 6nlenmis olur. Spermatozoon yumurta igine
girdikten hemen sonra sekonder oosit 2. mayoz boliinmesini bitirir. Kuyrugu dejenere
olan sperm niikleusuna erkek pronuiikleusu, ovum niikleusuna ise disi pronukleusu adi
verilir. Proniikleuslardaki haploid sayidaki kromozomlar duplike olur. DNA sentezinden
sonra, iki proniikleus ovumun merkezinde birbirlerine yaklasir, zarlar1 erir ve birlesirler.
23 anneye ve 23 babaya ait olan dublike kromozomlar birbirlerine karisir ve tek hiicreli

zigot olusur. Cift yapili kromozomlar kars1 kutuplara go¢ eder ve sitokinez baslar.
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Sekil 36: Primer folikiilden blastokist evresine kadar ovum
(https://www.kenhub.com)

Fekondasyonun sonucu haploid sayidaki iki iireme hiicresinin bir araya gelmesiyle
diploid sayida, anne ve babadan farkli bir kromozom kombinasyonuna sahip olan bir zigot
meydana gelir. Sperm X kromozomunu tasiyorsa disi embriyo (XX), Y kromozomunu
tasiyorsa erkek embriyo (XY) olusur. Oosit 24 saat ininde dollenmez ise dejenere olur

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



50

spermatozoid

sperm gekirdegi @
yumurtaya girer

~N
fekondasyon

zigot

%ﬁ@ + @ —

Sekil 37: Erkek ve disi gametlerin birlesmesi ve zigotu olugturmasi
(fusion cellule)

2.10. Erkek Infertilitesinde Etyoloji

Erkek Infertilite insidans1 %15 olarak verilmekteyken bu oran son yillarda giderek
artmaktadir. Dilinyada ortalama 80 milyondan fazla infertil ¢iftt bulunmaktadir. Ciftlerin
1/4°1 subfertil, 1/8’1 ilk gebelikte sorun yasamakta, 1/6’s1 sonraki gebelikte sorun
yasamakta, % 3 ¢ift tamamen g¢ocuksuz, % 6 ¢ift ise istedigi sayida ¢ocuk sahibi
olamamaktadir. Sperm sayisinda son 50 yil igerisinde artan bir gerileme oldugu
saptanmistir. Yapilan pek ¢ok ¢alismaya ragmen evli erkeklerde bu durum hala biiyiik bir
problem olarak devam etmekte. Bunun nedeni subfertil erkeklerin yaklasik %25’inde bir
sorun bulunamamakta. Diinya Saglik Orgiitiiniin bir ¢alismasinda infertiliteden sorumlu
% 41 oraninda kadin faktorii, % 24 oraninda erkek faktorii, % 24 kadin ile erkek faktori
birlikte tespit edilmistir ve % 11’inde de herhangi bir neden gosterilememistir (Tournaye,
2006). Infertil ¢iftlerin % 48’inde mutlaka erkek faktdrii 6n plana ¢ikmaktadir.

EAUnun 2015 kilavuzuna gore tiim tanisal ilerlemelere ragmen idiyopatik
bozukluklar infertil erkeklerin %30’unu olusturmaktadir. Idiyopatik infertil hastalar
spesifik tedavilere yanitsizdirlar.

Bizim amacimiz sperm testleri ile beraber aquaporin mekanizmas: ile ilgili

problemler varsa bunlari tespit ederek, detavi i¢in bir yol olusturabilmek.



Tablo 1: Erkek infertilitesinin etiyolojik faktorlere gore dagilimi

(EAU Kilavuzu, 2015)
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HASTALIK ORAN (%)
-Infertilitenin Bilinen Sebepleri 42.6
Inmemis Testis 8.4
Varikosel 14.8
Immiinolojik nedenler 3.9
Diger 5.0
-Idiopatik Infertilite 30
-Hipogonadizm 10.1
Klinefelter sendromu (47,XXY) 2.6
46, XX erkek 0.1
Primer Hipogonadizm 2.3
Sekonder Hipogonadizm 1.6
Kallmann Sendromu 0.3
Idiyopatik Hipogonadotropik Hipogonadizm 0.4
Geg Baslangichh Hipogonadizm 2.2
Gecikmis Puberte 1.4
Diger 0.8
-Sistemik Hastaliklar 2.2
-Maligniteler 7.8
Testis Kanseri 5.0
Losemi / Lenfoma 2.2
Sarkoma 0.6
-Ereksiyon / Ejakiilasyon Bozuklugu 2.4
-Obstriiksiyon 2.2
Vazektomi 0.9
Kistik Fibrozis 0.5

2.11 Morfoloji

"Kruger Strict Kriterleri* spermlerdeki morfolojik anomalileri mikroskobik olarak

degerlendirme yoOntemidir. Kruger’in morfoloji degerlendirmesindeki farklilig:

digerlerinin sinirda kabul ettigi spermleri anormal olarak kabul etmesidir.
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Spermlerin morfolojik olarak normal tanimimi yapacak olursak: Sperm bas, orta
par¢a ve kuyruk boliimlerinden meydana gelmistir. Son parcayr 151k mikroskobuyla

gérmek zordur, sperm hiicresinin bir bas, boyun ve kuyruktan (orta ve ana parca) olustugu

diistiniilebilir.

2.11.1. Kruger Strict Morfoloji Kriterlerine Gore Normal Sperm

Spermin normal kabul edilebilmesi i¢in, bas ve kuyrugunun normal olmasi gerekir.

Sinirdaki sekillerin tiimiiniin anormal oldugu diisiiniilmelidir.

45 jam 40-50 3an

2,5-3,5 ym

0,51 um
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| I—_ Centrigle |  Terminal disc
/ _ /
s
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onnecting Pie
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Axoneme
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Sekil 38: Normal sperm yapisi ve normal sperm fotografi
(Gray's anatomi 36. Bask1)
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2.11.1.1. Bas

Bas 4-6 um. uzunlugunda, 2-4 pum genisligindedir. Orta parca 4-5 um ve kuyruk
kismi da 50-55 um uzunlugunda olmalidir. Sperm basi yassi, oval ve smirlar diizglin
olmalidir. Akrozomal kep basin % 40 ile 70’ini kaplamalidir (Mortimer ve Menkveld,
2001). Cekirdek-akrozomal kep orani, akrozomal kepin irregiiler gériiniimii veya hiicre
sinirlarinin diizglin olmayisi incelenerek normal ve anormal bas ayirimi yapilmalidir.
Basin normalden biiyiik veya kii¢iik olusu, ¢ift olusu veya seklinin irregiiler olmasi gibi
yapisal 6zellikleri de not edilmelidir. Akrozom bdlgesi; 1 biiyiik ve 2 kiiclik vakuolden
fazlasin1 icermemeli, sperm basimnin % 20’sinden fazlasin1 kaplamamalidir. Post-

akrozomal bolge herhangi bir vakuol icermemelidir.

2.11.1.2. Boyun

Boyun, kuyruk ile sperm basi arasinda baglant1 saglayan 0,5 um uzunlugunda kisa
bir parcadir. Boyun, bas¢ik (kubbe seklinde bir fibroz yapi) ve niikleusun kuyruga bakan
yilizeyinde uzanan bazal plak arasinda yer alan ¢esitli proteinéz filamanlar tarafindan

baglanti saglanir.

2.11.1.3. Kuyruk

2.11.1.3.1. Orta Parca

Orta par¢a ince, diizenli sinirli ve yaklasik sperm basi uzunlugunda olmalidir. Orta
parcanin ana ekseni sperm basinin ana ekseniyle ayni hizada olmalidir. Asir1 miktarlarda
ise, rezidiiel sitoplazmanin (droplet) oldugu diisiiniilmelidir (sperm basinin iigte birinden
daha fazla alani1 iggal ederse) (Mortimer ve Menkveld, 2001). Orta parcadaki sitoplazmik

artiklar biiyiikliiklerine gore degerlendirilmelidir.
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2.11.1.3.2. Ana (Esas) Parca

Ana parganin genisligi uzun ekseni boyunca ayni genislikte olmali, orta pargadan
ince ve ortalama 45 um uzunlukta (basinl10 kat1 kadar) olmalidir. Kuyrugun keskin bir
act ile kirildigimin goriilmesi disinda, halka seklinde kivrilmalar normaldir (Kivrimli,
sarmal kuyruklar > 360° ise epididim islev bozukluguna isaret edebilir (Pelfrey ve ark.,
1982). Cift kuyruklu spermler gozlenirse bunlar da belirtilmelidir. Morfolojik boyama
sonrast sperm morfolojisi incelenerek sperm 6rneginin fertilizasyon kapasitesi belirlenir.
Normal morfolojinin %14’lin altinda ve istiinde oldugu durumlardaki fertilizasyon
oranlar1 karsilagtirllmistir. Buna gore normal morfolojinin %14’iin {izerinde oldugu
durumlarda fertilizasyon % 88 oraninda gerceklesirken %14’lin altinda %49’a kadar
diisebilmektedir.

Tablo 2: Sperm morfolojisinin gebelik oranlarina etkisi

Normal Form Gebelik Oranlar:
% 4’ den az % 7,6

% 4 ile % 14 arasi % 49,4

% 14’ iin Gizerinde % 88,3

2.11.2. Anormal Sperm Morfolojisinin Siniflandirilmasi

Insan semen numuneleri farkli sekil bozukluklari olan spermler igermektedir.
Defektif spermatogenez ve bazi epididim patolojileri bu anormal sekilli spermlerin
sayisal olarak artigiyla alakalidir. Morfolojik defektler genellikle karma defektlerdir.
Anormal spermler, anomalilerin tiplerine bagli olarak daha diisik bir fertilizasyon
yetenegine sahiptir ve anormal DNA’ lara sahip olabilirler.

Morfolojik defektler; artmig bir DNA pargalanma siireci (Gandini ve ark., 2000),

yapisal kromozom anormallikleri (Lee ve ark., 1996), immatiir kromatin (Dadoune ve
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ark., 1988) ve andploidi (Devillard ve ark., 2002; Martin ve ark., 2003) insidansinda

artisla iliskilendirilmistir.

2.11.2.1. Bas Defektleri

Normalden biiylik ya da kiiciik, sivri, armut seklinde, yuvarlak, amorf, vakuollii (2
vakuolden fazla, boyanmamis vakuollii alanlar bas alaninin % 20’sinden fazla), post-
akrozomal bolgede vakuollerin bulunmasi, kiiclik veya genis akrozom alanlar1 (basg
alanimin < %40 , > %70 ebatlarinda ise), cift baglilik veya bunlarin kombinasyonlar

sayilabilir.

2.11.2.2. Boyun ve Orta Parca Defektleri

Orta parcanin basa asimetrik baglantisi, kalin veya diizensiz, keskin ac¢il1 kivrilmis,
anormal derecede ince olmasi veya bunlarin herhangi bir sekilde kombinasyonlar

olabilir.

2.11.2.3. Ana Parca Defektleri

Birden fazla sayida olmasi, uzun eksenini normalden daha kisa veya daha uzun
olmasi, kirik, diizgiin firkete seklinde govde, keskin ag¢ili biikiimler, diizensiz genislik,

sarmal veya bunlarin herhangi bir sekilde kombinasyonlari.

2.11.2.4. Asin Rezidiiel Sitoplazma (ARS - Excess Residuel Cytoplasm/ERC)

Spermatogenetik siiregteki defektler anormal spermlerin olusumuna neden olur. Bol
miktarda diizensiz boyanmis, sperm basinin {icte biri veya daha genis sitoplazmali

hiicreler, siklikla orta parca kusurlariyla iligkilidir ve bu spermler anormal olarak
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tanimlamir (Mortimer ve Menkveld, 2001). Anormal derecedeki bu asir1 sitoplazma
“sitoplazma damlacigi” olarak tanimlanmamalidir (Cooper, 2005).

Kruger (1986) ve Menkveld (1990-1997), sperm morfolojisine yonelik kesin
Tygerberg kriterlerinin  tamimlarin1  yapmislar. Bu smiflandirmada, spermatozoon
hiicreleri bir biitiin olarak incelenir; diizensiz, sinir hatli morfolojileri ve hafif anormal
olan sperm baslarinin hepsi anormal olarak degerlendirmektedir. Tygerberg kriterlerine
gore, morfolojik degerlendirmenin sonuglar ii¢ kategoride ele alinabilir (Aydos, Elhan
ve Tiikiin, 2005).

1. Normal morfolojiye sahip grup (normal form > %14)

2. lyi prognozlu grup (normal form % 4-14 aras1)

3. Kotii prognozlu grup (normal form < %4’den az)

A. Bas defektleri

(@) (b) () ) (e) G}
Koni Piriform Yuv}arlak Amorfj(\sek:lsnz) Vakuolli  Dar akrozom
Akrozom - » s S alam
yok Kuguk
w L v L o w W™ s
B. Boyun ve orta parca defektleri C. Kuyruk defektleri D. Asin rezidiel
sitoplazma
(a) (h) 0] i) (k) 1) (m) (n)
Bikiik Asimetrik ~ Kalin ince Kisa Biikik Kivoimi Basin > 1/3'u
boyun gins

AVIT TS 4

Sekil 39: Anormal sperm sekilleri
(WHO 2010)
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2.11.2.5. Kruger Yontemi Ile Morfoloji Tayinindeki Anomaliler

2.11.2.5.1. Sekil Anomalileri

e Tapered (konik bas, uzun sivri)

« Elonge (uzamis bas)

« Pinhead (igne bas)

e Piriform (armutsu bas)

« Round Head (Yuvarlak bas, Globozoospermia)

« Makrosefali (Megalo head)

« Mikrosefali

= Double head (gift bas)

e Bassiz

« Amorf (sekilsiz bas)

« Diadem defekti (¢okiintiilii bas)

« Niikleus i¢ine dogru invaginasyon (genellikle ekvatoryal bolgede)
« Niikleus vakiiolleri

« Niikleus Biiytikliigii Anomalileri

« Sitoplazmik Droplet (sitoplazma kalintis1, Immatiirite isaretidir)
« Inkomplet spermatid seperasyonu

« Genelikle ¢ift niikleuslu, diploid, triploid

= Duplikasyon (¢ift bas)

2.11.2.5.2. Akrozom Bélimiinde Olabilecek Anomaliler

« Primer (Geligsme ve diferensiyasyon agamasinda ortaya ¢ikan)

o Irregiiler akrozomal dagilim
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Akrozomal kist (primer akrozom anomalisi)
Nipple (akrozomal kistin en ugta bulunmasi), Santral (merkezde olmasi)

Aberan akrozomal yap1 (primer akrozom anomalisidir, heterojen yapi ve

boyanma gosterir)

Sekonder akrozom anomalileri (Eksternal faktorler, yaslilikla akrozom kaybi)
Akrozomal igerik azalmasi (agik renk boyanma)

Akrozomal igerik total kayb1 (akrozomsuz)

Akrozomal membran anomalileri (diizensiz hatlar)

Akrozom ayrilmasi Komplet (bas disina ¢ikmasi)

Inkomplet akrozom ayrilmasi

2.11.2.5.3. Mid-Piece’de Olabilecek Anomaliler

Sitoplazmik droplet

Bend Mid-piece (kivrik boyun, Mid-piece zayiflig1 ya da yoklugu)
Kinked Mid-piece (bogumlanmis orta parca)

Amorf Mid-piece (Mid-piece hatlarinin diiz olmamast)

Non-aksiyel Mid-piece (bas ve boyunun farkli diizlemde baglanmasi)

Mitokondrial aplazi (kismi orta parca incelmesi, belli alanda mitekondri

yoklugu)

Komplet, Segmental (Mitokondrial aplazinin belli bir alanda olmasi)
Pseudodroplet

Kopuk bas

2.11.2.5.4. Kuyruk Kisminda Olabilecek Anomaliler

Dag defekti (kuyruk diiglimii, Kuyruk mikrofibrillerinin anomalisidir.)
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«Coiled tail (sarmal kuyruk)

« Duplikasyon (¢ift kuyruk)

« Stump tail (Gudik/kisa, kalin kuyruk)
« Kuyruksuz

« Uzun kuyruk

2.11.2.5.5. Yukarida Tanimlanan Anomaliler Disinda Olabilecek Diger Anomaliler

Multipl anomaliler

Siniflandirilamayan formlar

Inkomplet seperasyon (adezyon)

Agliitinasyon (spermlerin birbirine yapismalar)
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Bas anomalileri

1Y

Normal  Sitoplazmik inkomplet Spermatid Duplikasyon Normal Pirviform i u\ 'ul'\k Elonge Diadem
Droplet Seperasyonu Bas Defekti

Pri Ak | Degisiklikl
e e e i Sekonder Akrozomal Degisiklikler

Normal Akrozomal Akrozomal Akrozomal 0zom Akrozom
iserik embr et Komplet
Azalmasi Total Kayin nomalisi Ly 3 Ayrilmasi

Irregiler Akrozomal Akrozomal Aberan

Akrozomal Nipple Santral Akrozomal
Dagilim Kist Kist Yapi

Amorf sperm formlan Kuyruk anomalileri

Normal Multipl Smiflandirlamayan Inkomplet ; Coiled Duplikasyon

Anomali Form Seperasyon Defektx Tail
(Adezyon)
Mid-Piece anomalileri Mid-Piece anomalileri

Normal Mitokondrial Mitokondrial Pseudodroplet Kopuk Naveal Sitoplazmik Rinked Bend
Kompk?t Segmen.tal Bas Droplet Mid-piece Mid-piece
Aplazi Aplazi

Sekil 40: Sperm malformasyonlarinin tipleri
(Orhon E. Sperm Morfoloji Atlasi. Tiirkiye infertilite vakfi yayilar1 1995;17-29)
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Tablo 3: Semen analizi terminolojisi

(WHO 2010)

Aspermi Semen yok (retrograd ejakiilasyon var veya yok)

Astenozoospermi I}er} .hareketh spermlerin (PR) yiizdesi alt referans
limitin altinda
Hem ileri hareketli spermlerin (PR) hem de morfolojik

Astenoteratozoospermi olarak normal spermlerin yiizdesi alt referans
limitlerinden diisiik

Azoospermi Ejakiilatta hi¢ sperm yok (uygulanan degerlendirme

yonteminin kantitatif analiz limitine gore)

Kriptozoospermi

Taze preparatlarda sperm olmamasina ragmen
santrifiijlenmis pellette gozlenir

Hemospermi
(Hematospermi)

Ejakiilatta eritrositlerin varlig

Lokospermi (Lokosito-
Spermi, Piyospermi)

Ejakiilatta esik deger tlistiinde 10kosit varligi

Ejakiilatta diigiik ylizdede canli ve yliksek ylizdede

Nekrozoospermi

cansiz spermler

Alt referans limitlerine esit veya yiiksek toplam sperm
Normozoospermi sayis1 (veya raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu),

ileriye dogru hareketli (PR) ve morfolojik olarak normal
spermatozoa ylizdeleri

Oligoastenozoospermi

Alt referans limitlerinden diisiik toplam sperm sayisi
(veya raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu) ve ileri
hareketli spermazoa yiizdesi

Oligoastenoteratozoospermi

Alt referans limitlerinden diisiik toplam sperm sayisi
(veya raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu), hem
ileri hareketli (PR) hem de morfolojik olarak normal
spermlerin yiizdeleri

Oligoteratozoospermi

Alt referans limitlerinden diisiik toplam sperm sayisi
(veya raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu) ve
morfolojik olarak normal spermlerin yiizdesi

Oligozoospermi

Alt referans limitinden diisiik toplam sperm sayis1 (veya
raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu)

Teratozoospermi

Alt referans limitinden disiik yiizdede morfolojik
olarak normal spermler
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2.12. Semen Analizi

Semen, spermatozoanin konsantre siispansiyonundan olusur, iki epididimde depo
edilir, aksesuar cinsel organlardan gelen sivi salgilarla karigarak seyreltilir. Vazektomi
sirasinda semen birkag bolus seklinde disar1 atilir. Semen hacminin yaklasik % 90’1
aksesuar bezlerden (Weiske, 1994) olusmaktadir. Esas olarak prostat ve seminal keseden,
Oonemsiz miktarlarda da bulboiiretral bezler (Cowper bezi) ve epididimden gelen
salgilardan olugsmaktadir.

Semen bashca iki olciilebilir dzellige sahiptir:

» Toplam spermatozoa sayisi: Testislerde sperm iiretiminin oldugunu ve post-

testikiiler duktal sisteminin agik oldugunu gostermektedir.

» Aksesuar bezler tarafindan saglanan toplam sivi hacmi: Bezlerin salgilama

aktivitesini yansitir.

Seminal sivinin bilesimi, spermatozoanin dzellikleri (vitalite, motilite ve morfoloji)

ve sperm fonksiyonlari i¢in dnemlidir.

Cinsel iligki sirasinda ejakiilatin ilk kismin1 olusturan spermden zengin olan prostat
fraksiyonu, vajinaya dogru yayilmis olan servikal mukusla temas kurarken (Sobrero ve
MacLeod, 1962), sivinin geri kalan kism1 bir havuz halinde vajinada kalir. Bu durum
laboratuvarda verilen ejakiilatta bazi farkliliklara neden olur. Laboratuvar ortamindaki
ejakiilatin tamami bir kapta toplandigi icin, spermatozoa seminal kese kaynakli
proteinlerin neden oldugu bir koagulum i¢inde hapsedilir. Daha sonra prostatik proteazlar
tarafindan bu koagulum sivilagtirilir (likefaksiyon). Likefaksiyon sirasinda bu sivinin

osmolalitesi yiikselir (Bjorndahl ve Kvist, 2003; Cooper, Barfield ve Yeung, 2005).
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Ejakiilatin olusum tarzina gore semen numunesinin kalitesi degisiklik gosterdigine
ait baz1 kanitlar mevcuttur. Oyleki hastane ortamindaki bir odada mastiirbasyonla alinip
kaplar i¢ine toplanan ejakiilat, evde cinsel iligki sirasinda spermisit igermeyen kondoma
aliman ejakiilata gore daha disiik kalitede olabilir (Zavos ve Goodpasture, 1989).
Mastiirbasyonla numune verene kadar gecen ve ejakiilasyondan 6nceki seminal emisyonu
da kapsayan siire, semenin kalitesini de etkiledigi i¢in, bu farklilik, degisik bir cinsel

uyarilma bigimini yansitabilir (Pound ve ark., 2002).

Standartlara gére alinan numunelerde; semen kalitesi, testislerde sperm liretimi,
aksesuar organ salgilarina, enfeksiyonlara, cinsel perhiz siiresi gibi faktorlere baglidir. Bu
faktorler spermiyogramda kayit altina alinmali ve sonuglar1 yorumlarken goz Oniine
bulundurulmalidir.

Laboratuvarda semen kalitesinin ol¢iim sonu¢larim etkileyen faktorler:

* Numunenin tiimiiyle toplanmasi: Ejekiilasyonda atilan ilk semen fraksiyonlar
spermden zengin prostat sivisi iken, daha sonraki fraksiyonlar ¢ogunlukla seminal siviy1
icerir (Bjorndahl ve Kvist, 2003). Ejakiilatin ilk (spermden zengin) kisminin kaybi son

kisminin kaybina gore semen analizi sonuglarini daha ¢ok etkiler.

» Konsantre epididim spermatozoasini ejakiilasyon sirasinda seyrelten salgi
salgilayan aksesuar bezlerin aktivitesi (Eliasson, 2003): Sperm konsantrasyonu, testikiiler
sperm lretiminin dogrudan o6l¢iitii degildir. Ciinkii yardimci bezlerin fonksiyonlarindan
etkilenmektedir. Buna 6rnek olarak bazi toplumlarda yasla birlikte seminal sivi ve toplam
sperm iiretimi birlikte azaldigindan, gen¢ ve yashi erkek semenlerindeki sperm
konsantrasyonlarinin benzer olmasi, toplam sperm sayilarinin ayni olmamasi gibi (hacim

farkindan dolay1) (Ng ve ark., 2004).
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* Son cinsel aktiviteden itibaren gegen zaman: Spermatozoa iiretildikten sonra
epididimlerde toplanir, fazlasi uretra icine tasar ve idrarla atilir (Cooper ve ark., 1993; De
Jonge ve ark., 2004). Epididimlerin fonksiyonu bozulmadigi siirece, spermlerin vitalitesi
ve kromatini cinsel perhizin uzamasindan olumsuz etkilenmemektedir (Tyler ve ark.,

1982; De Jonge ve ark., 2004; Correa-Perez ve ark., 2004).

» Sondan bir dnceki cinsel perhiz siiresi: Epididimler bir ejakiilasyonda tamamen
bosalmazlar ve dnceki ejakiilasyondan az miktarda da olsa spermatozoa kalir (Cooper ve
ark., 1993). Ejakiilat i¢indeki spermatozoanin yas dagilimini ve kalitesi bu durumdan
etkilenir (Tyler ve ark., 1982). Etki miktarmi tespit etmek zor oldugu i¢in genellikle

hesaba katilmaz.

* Testis biiyiikliigii ejakiilat bagina diisen spermatozoa sayisini etkiler (Handelsman
ve ark.,1984; WHO, 1987; Behre ve Nieschlag, 2000; Andersen ve ark., 2000). Testislerin
biiyiikliigli, spermatozoa sayisini ve sperm morfolojisine de etki eden spermatogenetik

aktivitenin seviyesini yansitir (Holstein ve ark., 2003).

Semen kalitesindeki bu biiylik biyolojik degiskenlikler (Castilla ve ark., 2006),
yukarida anatilan bir¢ok faktorii yansitir vebundan dolay1r semen Olgiimlerinin kesin
olmasini gerektirir. Kontrol edilemeyen bu faktorler, semen bilesimindeki kisiye 6zgii

degiskenligi de aciklar (Baker ve Kovacs, 1985; Alvarez ve ark., 2003).

Bir erkegin semen kalitesinin degerlendirilmesi tek bir semen numunesinin
incelenmesi ile tanimlamak yanlis olur. Dogru verilere erisebilmek i¢in erkegin iki veya
ic numunesini incelemek daha faydali olacaktir (Poland ve ark., 1985; Berman ve ark.,

1996; Carlsen ve ark., 2004; Castilla ve ark., 2006; Keel, 2006).
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Ejakiilatla yapilan Semen analizileri spermin ddlleme yetene8ini tanimlamaz,
bireyin klinik durumu ile ilgili temel bilgileri bize verir.
Tablo 4: Semen analizi refarans degerleri

(EAU Kilavuzu, 2015)

Parametreler Alt Referans arahgi

Semen voliimii (ml) 15 14-1,7)
Total sperm sayisi (10°) 39 (33 -46)
Sperm konsantrasyonu (108 / ml) 15 (12 - 16)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38 -42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55 - 63)
Sperm morfolojisi (normal %) 4 (3,0-4,0)
pH >7.2

Peroksidaz (+) l1okosit (10° per ml) <1.0

MAR testi (%) <50

Immunobead testi (%) <50

Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) >2.4

Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13

Seminal notral glukozidaz (mU/ejakiilat) > 20

Likefikasyon siiresi (dk) <60

Numune Alindiktan Sonra Yapilacaklar:
- Numune alindiktan sonra 5 dk icinde: Numune kabi laboratuvara hizlica
ulagmal1 ve likefaksiyon i¢in bir inkiibatore (37°C) veya ¢alisma alanina (oda 1sisinda)

birakilmasi gerekir.

- 0- 60 dakika arasinda: Likefaksiyonun degerlendirilmesi, likefaksiyondan

sonra da goriiniimiiniin degerlendirilmesi, semen hacminin 6l¢iimii, semen pH’sinin
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Ol¢limii, mikroskobik goriiniim i¢in (sperm motilitesi ve sayisini belirlemek i¢in) 1slak
preparat hazirlanmalidir. Sperm morfolojisini degerlendirmek i¢in semenden yayma
preparati hazirlanmasi bu siire i¢inde yapilmalidir. Bu siire likefiye olmayan semen

numunesinde artmaktadir, bu islemler likefaksiyondan sonra yapilmalidir.

e 4 saat icinde: Yayma preparatlarinin fiksasyonu, boyanmasi ve sperm
morfolojisi agisindan degerlendirilmesi.

2.12.1. Numune Toplama

o Numune 2-7 giin arasindaki cinsel perhizden sonra alinmalidir. Cinsel perhiz
stiresi her defasinda sabit tutulmaya calisilmali.

» Kisiye semen numunesinin nasil alinacagi, anlasilir sekilde yazili ve sozlii olarak
anlatilmali. Semen numunesinin tamaminin toplanmasi ve numunenin herhangi bir
kisminin ziyan olmasi halinde ilgili kisiye bildirmesi sdylenmelidir.

o Numune mastiirbasyonla uygun olan numune kabi i¢ine alinmalidir.

o Numunenin alindig1 saat, numunenin eksiksiz olup-olmadigi not edilmelidir.

« Semen likefiye olana kadar numune kabi laboratuvar sehpasinda (20°C - 37°C)
veya bir inkiibatorde (37°C) bekletilmeli.

« Semen numuneleri biyolojik tehditler icerebileceginden dolay:r (HIV, hepatit

viriisleri, herpes simpleks viriisii vb.) calisimalar da riskli olarak ele alinmalidir.

Sekil 41: Spermiyogram kabi
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2.12.2. ilk Makroskobik Degerlendirme

Semen analizi, likefaksiyondan sonra gozle incelemeye baslanmalidir.
Dehidratasyon ve 1s1 degisikligi semen kalitesini olumsuz etkileyeceginden, analiz

ejakiilasyondan sonra 30 dk — 60 dk i¢inde yapilmalidir.

2.12.2.1. Likefaksiyon

Semen ejakiilasyonunun hemen ardindan, yar1 kati koagiile kitle seklini alir.
Koagiile semen prostattan salgilanan proteolitik enzimler (fibrinojenaz ve
aminopeptidazlar) tarafindan tekrar akiskan 6zellik kazanir, buna likefaksiyon denir. Oda
sicakliginda birka¢ dakikada likefiye olmaya (incelmeye) basglar. Numunenin tamami
normalde oda sicakliginda 15 - 60 dakika icinde likefiye olur. 60 dk i¢inde tam bir
likefaksiyon olusmazsa, bu durum anormal likefaksiyon olarak kaydedilir. Likefaksiyon
stireside not olarak kaydedilebilir.

Normal sekilde likefiye olan semen numunelerinin i¢inde klinik 6nemi olmayan,
peltemsi, sivilasmamis, jel benzeri graniiller (jelatindz cisimler) bulunabilir. Mukus
iplik¢iklerinin bulunmasi semen analizini etkileyebilir.

Likefaksiyon, hem makroskobik hem de mikroskobik olarak tespit edilebilir.
Likefiye olmayan semende spermatozoa haraketliligi azalmistir. Semen likefiye olmaya
devam ettikce hareketsiz spermatozoa hareket kapasitesi artmaktadir. Mikroskopta
hareketsiz spermatozoa goriiliirse, likefaksiyonun tamamlanmasi i¢in beklemek gerekir.
Likefaksiyon sirasinda numune oda 1sisinda veya 37°C’ de iki boyutlu karistiricida
karistirtlarak, numunenin homojen bir yapi almasi saglanabilir. 30 dk i¢inde semen

likefiye olmazsa, likefiye olmasi i¢in 30 dk daha beklenir.
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Sekil 42: Likefiye olmaya baslayan semen

2.12.2.1.1. Likefaksiyonda Gecikme

Bazi numunelerin likefaksiyon siireleri artmis olabilir veya likefaksiyon
gerceklesmeyebilir, bu durumda semenin degerlendirilmesinde giicliikler yasanir. Bu
durumlarda mekanik karistirma veya enzimatik parcalama yapilmasi gerekebilir. Bu
islemler semen biyokimyasini, spermlerin motilitesini, hareketlili§ini ve sperm

morfolojisini olumsuz yonde etkileyebileceginden, kullanimi bildirilmelidir.

2.12.2.2. Semen Viskozitesi

Plastik pipet yardimi ile alinan semen, damlamaya birakilan semende olusan
iplik¢igin boyunu goézlemleyerek, numunenin viskozitesi 6l¢iiliir. Viskoz olmayan
numuneler pipetten belirgin kii¢lik damlalar halinde diiser. Bazi durumlarda iplik¢ik
olusur, olusan bu iplik¢igin boyu 2 cm’ye kadar normal olarak kabul edilir. 2 cm’den
uzun oldugu durumlarda viskozite artmis demektir.

Viskoz semen numunesi, likefiye olmamis semen numunenin aksine, homojen
yapigskanlik gosterir ve kivami beklemeyle degismez. Yiiksek viskozite, semenin elastik
ozellikleri ile de tanmabilir. Pipet ile alinmaya c¢alisildiginda kitlesi kendine sikica
yapigmig bir haldedir. Viskoziteyi azaltmak icinde gecikmis likefaksiyondaki islemler

yapilir.
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Sekil 43: Semen viskozitesi 6l¢iimii

2.12.2.3. Ejakiilatin Goriiniimii

Semen numunesi likefiye olduktan sonra ilk olarak goriiniimii degerlendirilir.
Normal semen numunesinin gériiniimii homojen, gri-opelesan renkte olur. Sperm
konsantrasyonu azaldik¢a opaklik azalmaya baslar. Semen rengi de farkliliklar
gosterebilir; semen icinde eritrositler bulunuyorsa (hemospermi) rengi kirmizi-

kahverengi, hastada sarilik varsa ya da vitamin-ilag kullaniyorsa sar1 olabilir.

2.12.2.4. Semen Hacmi

Ejakiilat hacmini belirleyen etmenler; biiyiik oranda seminal kese ve prostat
salgilari, az miktarda bulboiiretral bez ve epididim kaynaklidir. Semen hacmin dogru
Ol¢limii, semenin tiim degerlendirmeleri i¢in ¢ok 6nemlidir. Ejakiilat i¢indeki bulunan
spermatozoa ve sperm dis1 hiicrelerin toplam degerlerinin hesaplanmasina direk etki eder.

En iyi hacim o6l¢iimii, semenin i¢inde bulundugu kap ile beraber tartilmasidir.
Semen dansitesi yaklasik 1 g/ml olarak hesaplanir ve numunenin agirligindan hacmi
hesaplanir (Auger ve ark., 1995). (Semen dansitesi 1,043 - 1,102 g/ml arasindadir)

(Huggins ve ark., 1942; Brazil ve ark., 2004a; Cooper ve ark., 2007).

2.12.2.4.1. Hacmin Dogrudan Olciilmesi
Semen hacmi bulundugu kabin iizerindeki derecelendirmelerden de 6lgiilebilir.

Numunenin pipet veya siringayla ile aspire edilerek Olgiilmesi de yapilabilir fakat
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numunenin tamami alinamayacagi i¢in hatali hacim O6l¢limii yapilacagindan ¢ok fazla

Onerilmemektedir. Semen hacminin alt sinir1: 1,5 ml’dir

2.12.2.4.2. Anormal Hacimli Numuneler

2.12.2.4.2.1. Diisiik Semen Hacmi

Ejakiilator kanal tikanikligi veya seminal keselerin de yeterince gelismedigi
dogumsal bilateral vaz deferens yoklugunun (CBAVD) bir gostergesidir (De la Taille ve
ark., 1998; Weiske ve ark., 2000; Daudin ve ark., 2000; VVon Eckardstein ve ark., 2000).
Semen hacminin diisiikliigii, numune alinirken olusan hatalardan (ejakiilatin tamaminin
allnamamasi) parsiyel retrograd ejakiilasyondan (ejakiilatin mesane igine kagmasi) veya

androjen yetersizliginden de kaynaklanabilir.

2.12.2.4.2.2. Yiiksek Semen Hacmi

Aksesuar bezlerde aktif inflamasyon sonucunda fazla miktarda salgi olusmasindan

kaynakli olabilir.

2.12.2.5. Semen pH’ s1

Semen pH’ s1; baglica alkali seminal kese salgisiyla, asidik prostat salgis1 ve diger
aksesuar bez salgilarinin pH degerleri arasindaki dengeyi yansitir. pH, likefaksiyondan
sonra 30 dakika i¢inde &lgiilmelidir. Olusan CO? miktarindan etkilendigi igin, pH 6l¢iimii
ejakiilasyondan sonra en geg bir saat icinde yapilmig olmalidir. 610 arasindaki pH kagidi

kullanilmalidir. Normal degeri 7,2 lizeri olmalidir.
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2.12.2.5.1. Semen pH’ s1 Olg¢iiliirken

» Semen iyice karistirip homojen hale getirilmeli.

* pH kagid1 iizerine bir damla semen diizglince yayilmali.

* pH kagidinin homojen olarak renklenmesini beklenir (< 30 sn.), dlgme seridiyle

karsilastirarak pH ol¢iiliir.

2.12.2.5.2. pH Diisiikligii

Diistik hacimli ve diisiik sperm sayili semen numunesinin pH’s1 7,0’den diisiikse;
ejakiilator kanal tikaniklig1 veya dogumsal bilateral vaz deferens yoklugu diisiiniilebilir
(De La Taille ve ark., 1998; Weiske ve ark., 2000; Daudin ve ark., 2000; VVon Eckardstein

ve ark., 2000).

2.12.2.5.3. pH Yiiksekligi

Semen pH’ s1 dogal tamponlanmanin zamanla azalmasi sonucunda ytikselir;

bundan dolay1 yliksek pH degerleri klinik olarak ¢ok degerli degildir.

2.12.3. ilk Mikroskobik Degerlendirme

Taze semenden boyama yapilmadan alinan preparatinin incelenmesi faz kontrast
mikroskobu ile yapilmasi onerilir. Preparat ilk once toplam x100 biiyiitme altinda
taranmal1 (10’luk objektif ve 10 X biiyiitmeli okiiler).

Bu incelemede; mukus iplikgigi, sperm agregasyonu veya agliitinasyonu,
spermatozoa dig1 hiicreler (epitel hiicreleri, yuvarlak hiicreler) ve izole sperm basi ve
kuyruklarinin varlig1 incelenir. Daha sonra toplam 200 (20x10) veya 400x (40x10)

biiylitme ile incelenmeli.



2.12.3.1. Semenin Iyice Karistirilmasi ve Temsili Orneklemesi

Semen numunesi homojen hale getirilmeden, alinan 6rneklerde sperm motilitesi,
vitalitesi, konsantrasyonu ve morfolojisinde 6nemli farkliliklar ¢gikmaktadir.

Semenden Ornek almadan Once, hava kabarciklar1 olusmayacak sekilde iyice
pipetle 10 kez aspire edip bosaltarak yapilabilir.

karistirilmali ve homojen hale getirilmeli. Bu islemi genis ¢apli tek kullanimlik plastik

2.12.3.2. Islak Preparat Hazirlama

Semen numunesini iyice karistirilir, spermatozoanin dibe ¢okmesine imkan
vermeden, karistirma sonrasi semenden orneklem yapilir.

* Lam iizerine 10 pl semen konulur.

* Lamel ile kapatilir (20 um derinlik).
* semenin yayilmasi biter bitmez preparat degerlendirilir

Farkli alanlarda spermatozoa sayisi bariz sekilde farkli ise, numune homojen

degildir. Homojenite yoklugu; viskozite, likefaksiyon, agregasyon veya agliitinasyonun
anormal oldugu durumlarda olabilir.

N ék\?;?

A
Sekil 44: Semen 1slak preparat hazirlanmasi
(WHO 2010)

2.12.3.3. Spermatozoanin Agregasyonu (Kiimelesmesi)

Il

Hareketsiz spermatozoanin birbirleriyle veya hareketli spermatozoanin mukus

ipligine, sperm dis1 hiicrelere veya debrise yapismasi nonspesifik agregasyon olarak
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tanimlanir. Bu durum idrar yolu enfeksiyonu, beslenme sorunlari, stres, alkol ve ilag

kaynakli olabilir.

Sekil 45: Spermatozoanin nonspesifik kiimelesmesi (agregasyon)
(a) epitel hiicresi, (b) debris (¢, d) spermatozoa ile kiimelesme (WHO 2010)

2.12.3.4. Spermatozoanin Agliitinasyonu

Agliitinasyon hareketli spermatozoanin birbirlerine spesifik olarak yapigmasidir.
(Rose ve ark., 1976). Agliitinasyonun goriilmesi anti sperm antikorlarinin varligini

diisiindiiriir ve ileri tetkiklere ihtiya¢ duyulur.

VA S
YA
A A Y

Aglutinados

Sekil 46: Semende spermatozoa agliitinasyonu



Tablo 5: Farkli sperm agliitinasyonlari
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(WHO 2010)
Agliitinasyonun Derecesi
1. lzole 2. Orta 3. Genis 4. Yogun
(< 10 sperm/ (10— 50 sperm (> 50 sperm / (spermlerin hepsi
i]gili agliitinat, birgok |/ agliitinat, agliitinat, baz1 agliitine olmus ve
Kisimlar serbest sperm) serbest sperm) spermler hala agliitinatlar
serbest) birbirleriyle
baglantili)
/) :
"~ f\/
A.
Bas - basa
B.Kuyruk —
kuyruga
(baslar serbest,
agliitinatlardan
uzak)
C.
Kuyruk ucu -

kuyruk ucuna

D.

Kansik
(Agliitinasyonlar
acikca secilmiyor)

E. Yumaklasms
Yumaklagmis (bas-
kuyruklar karigmis)
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2.12.3.5. Spermatozoa Disinda Hiicresel Elemanlar

Ejakiilat, klinik agidan 6nemli olabilen spermatozoa harici hiicreleri igerir. Bunlar;
e Genitotiriner sistem kaynakli epitel hiicreleri,
e Lokositler ve immatiir germ hiicreleri (yuvarlak hiicreler) olabilir (Johanisson ve
ark., 2000).
Bunlar, boyanmis yayma preparatinin 1000x (40x10) biiyiitmede incelenmesi ile
taninabilir. Peroksidaz aktivitesini veya CD45 antijeninin tespiti ile hiicre tipi kesin olarak

taninip sayilabilir.

Sekil 47: Semende 16kositler ve immatiir germ hiicrelerinin ayirt edilmesi
Peroksidaz pozitif graniilosit (P) (kahverengi) ve peroksidaz negatif yuvarlak hiicre (N). Olgek:
10 um (WHO 2010 - TG Cooper)

2.12.4. Sperm Motilitesi

Spermin hareketlilik derecesi gebelik oranlariyla iliskilidir (Jouannet ve ark., 1988;
Zinaman ve ark., 2000; Larsen ve ark., 2000). Sperm motilitesi, likefaksiyondan sonra
dehidratasyon, pH ve 1s1 degisikliklerinin motilite izerine zararl etkilerini sinirlandirmak

icin 30 — 60 dk i¢inde degerlendirilmelidir.
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2.12.4.1. Sperm Hareketlerinin Siniflandirilmasi

2.12.4.1.1. Tleri Hareket (Progresif Motilite; PR)

Hizdan bagimsiz dogrusal veya genis bir daire i¢inde aktif olarak hareket eden

spermatozoa.

2.12.4.1.2. Yerinde Hareket (Nonprogresif Motilite; NP)

lleriye dogru hareket hari¢ diger hareketlilik kaliplari (kiiciik daireler hareketler,
bast yerinden giiglilkle oynatan kamcisal hareket veya yalnizca kuyrugun kamgisal
hareketi) kapsar.

2.12.4.1.3. Hareketsizlik (immotilite; IM)

Spermatozoanin hareketsiz olmasi.

2.12.4.2. Motilite icin numunenin hazirlanmasi ve degerlendirilmesi

20 wm derinliginde bir 1slak preparat hazirlanir

Numune hareketliliginin durmasini bekleyin.

Preparat 200 — 400x biiylitmede incelenir

« Kuruma artefaktlarinin hareketliligi etkilememesini i¢in, lamelin kenarindan en
az 5 mm ig¢ taraftaki alana dogru spermatozoa aranir

« Tekrarlanan sayimdan kaginmak i¢in sistematik olarak lam taranir

« Motilite sayisint abartmamak ic¢in lam hemen ve hizlica taranip sayim yapilir

« Sirastyla 6nce PR spermatozoa, daha sonra ayni sahada NP spermatozoa ve son
olarak IM spermatozoa sayilir.

« Spermlerin hareketlilik kategorisindeki sayisin1 hesaplanir
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« Sayim hatasin1 minimumda tutmak i¢in, en az 5 alanda, en az 200 spermatozoa
degerlendirilir
« Sperm konsantrasyonu hesaplamak igin yalnizca saglam spermatozoa (bir basi

ve bir kuyrugu olan) sayilir, hareketli baslar sayilmaz.

(@) (b)

Sekil 48: Sperm motilitesini degerlendirmede kullanilan yardimei araglar
(a) Taksimatlh bir okiiler, hareketli ve hareketsiz spermatozoa sayimini kolaylastirir. (b) Sperm
hareketliligini degerlendirmek i¢in lamelin kenarlarindan en az 5 mm igeriden sistematik alan
sec¢imi.

2.12.5. Sperm Sayisi

Toplam sperm sayis1 ve sperm konsantrasyonu, gebelige kadar gecen siire ve

gebelik oranlariyla iliskili olup, gebe kalmanin belirleyici faktorlerindendir (Slama ve

ark., 2002; Bonde ve ark., 1998; Larsen ve ark., 2000).

Toplam spermatozoa sayisi, Spermatozoa konsantrasyonundan hesaplanir. Normal
ejakiilatlarda tikaniklik yoksa ve cinsel perhiz siiresi referans aralig iginde ise, ejakiilat
icindeki toplam spermatozoa sayisi testis hacmiyle korelasyon gdsterir (Handelsman ve
ark., 1984; WHO, 1987; Behre ve Nieschlag, 2000; Andersen ve ark., 2000). Bu durum
testislerin spermatozoa iiretme kabiliyetini ve erkek reprodiiktif trakt acikliginin da bir
gostergesidir (MacLeod ve Wang, 1979).

Spermatozoa konsantrasyonu fertilizasyon (d6lleme) ve gebelik oranlari ile iliskili
olmasina ragmen, seminal vezikiiller ve prostattan salinan sivilarin hacminden etkilenir

ve testis fonksiyonunun spesifik bir 6l¢iisii degildir (Eliasson, 1975).
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2.12.5.1. Sperm Sayisinin Ol¢iimii

« Homojen ve likefiye olan semen bir fiksatifle diliie ve tespit edilir.

« Hemositometre kamarasina numune konur ve spermin nemli kamarada ¢okmesi
beklenir.

e 10-15 dk i¢inde numuneler degerlendirilir (buharlasmanin spermler {izerine etki
gostermemesi i¢in).

e Her numuneden iki es 6rnek alinir ve en az 200 spermatozoa (toplam 400 sperm)
sayilir.

« Iki o6rnek arasindaki sayilar karsilastirilir, fark kabul edilebilir 6lciide ise
hesaplamalara devam edilir, degil ise 6rnekler yeniden hazirlanir.

« Mililitredeki sperm konsantrasyonunu hesaplanir.

« Son olarakta ejakiilattaki toplam spermsayisi hesaplanir; konsantrasyon ile

hacimin ¢arpilmasi ile elde edillir.

2.13. Aqupoarinler ve Yapisi

Ik su kanali proteini (Aquaporin) Peter Agre ve arkadaslar1 (Preston, Carroll,
Guggino ve Agre, 1992) tarafindan kesfedildi. Rh kan grubunun tayiniyle ilgili bir 32-
kDa proteinini saflastirma ¢alismasinda, molekiiler agirligi daha diisiik olan bir
polipeptidi tespit etti (28-kDa). Aquaporinler’in ilk kesfinden sonra suya ya da su ve
gliserole segici gecirgen olan 10 tane memeli aquaporini tanimlanmistir (Chae, Kang,
Kim ve ar., 2008).

Biitiin akuaporinler; ortodoks AQP'ler (0, 1, 2, 4, 5, 6, 8), akuagliseroporinler (GLP
3,7,9, 10) ve siiper akuaporinler (11, 12) olarak ayrilmistir (Agre, Landon, King, Yasui

ve ark 2002 ; Huang, He, Sun, Zhang, Meng, ve Ma, 2006 ; Ishibashi, Hara ve


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0002
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0044

79

Kondo, 2009). Son yillarda tanimlanan AQP11 ve AQP12 ise siiperaquaporinler olarak
adlandirilir (Chae ve ark., 2008). AQP’ler, homotetramerler olarak birlesen 13 kiiciik (25-
34 kDa) hidrofobik integral membran proteinlerinin bir ailesidir (Yeung, Callies,
Tiittelmann, Kliesch ve Cooper, 2010). Bunlar hiicrenin tipine ve tasidiklarr gliserol
(Borgnia ve Agre, 2001), tire (Litman, Sogaard, ve Zeuthen, 2009), hidrojen peroksit
(Bienert ve ark., 2007), arsenit (Liu ve ark., 2002), amonyak gibi maddelere gore

degisiklikler gosterirler.

Akauporinler suyun gecisi i¢in 6zellesmis olan ¢ok dar kanallar olustururlar.
AQP'ler, hiicre zarlar1 boyunca bu molekiillerin gegislerini 10 - 100 kata kadar
arttirmaktadir. (Agre ve Kozono, 2003).

Kanal ig¢indeki pozitif yiikiin sabit olmasini ve protonlarin gecgirgenliginin
onlenmesi Arjinin tarafindan saglanmaktadir. Pozitif yiiklii protonlar ve diger katyonlar
elektriksel olarak gegilemez bir alan olusturur (Agre ve Kozono, 2003).

Aquaporinlerin her bir monomeri, 8 adet transmembran segmentten olugmaktadir.
Bunlarin 6’s1 heliks yapida diger ikiside kisa segmentli yapidadir. Kisa segmentli
olanlardan biri 2-3 helikal segmentlerin arasinda bulunurken digeri ise 5-6 helikal
segmentlerin arasinda bulunur. Kisa segmentler asparajin, prolin ya da alanin igerir.
Bunlara kisaca NPA (Asparajin, Prolin, Alanin) sekanslar1 denilmektedir. Porun ortasina
dogru karsilikli uzanan NPA iceren kisa heliksler yalnizca su gecisine izin veren spesifik
bir filtre olustururlar. Monomerler arasinda bulunan bosluklar por olarak gorev goriir.
Kanal altinda bulunan ve su, su gibi kiigiik molekiillerin gegisine izin veren, 6zellikli bir
bogaz bolgesi vardir. Bogazi olusturan yan zincirler arjinin (Arj 197), histidin (His 182),

fenil alanin (Phe 58), ve sisteinden (Cys 191) olugmaktadir.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0045
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A Extracellular side

Cytoplasmic side
N-term C-term

Sekil 49: :AQP’lerin genel yapisi (édel Agrljl)

a) AQP1'in ikincil yapisi, b) NPA motifinin konumu AQP1 modeli, ¢) Her monomerin ayri
bir gozenegi oldugu AQP1 tetrameri (Tani ve Fujiyoshi 2014).

Aquaporin 1 monomerinden genellikle nonpolar rezidiiler uzanir. Fakat bunlar
suyun gecisi esnasinda peptid omurgada yer alan karbonil gruplar: ile hidrojen bagi
kurarlar. NPA halkasinda bulunan iki Asn rezidiisii suyla hidrojen bagi olusturur. (Asn76,
192). NPA sekanslarinda yer alan Arj ve His olusturduklar pozitif yiik sayesinde su igin
itici bir kuvvet olusturmaktadir (Nelson ve Cox, 2005).

Su gegisi difiizyonda cift tarafli olmasia karsin, AQP’lerde hidrolojik/ozmotik
gradient kontroliinde bulunan tek tarafli bir gecis s6z konusudur (Preston ve ark 1992).
Hiicrelerde genellikle farkli tiplerde aquaporinler bulunur. Ornek olarak tiikriik
bezlerinde suyun interstisyumdan alindig1 bazolateral zarda AQP3 bulunurken, tiikriigiin
salindigi apikal zarda AQPS5 bulunur (Agre ve ark., 2003).

AQP’lerin on bir tanesinin erkek ve kadin {ireme sisteminde eksprese edildigi
blinmektedir. AQP’ler su ve tuz dengesinde, epidermal hidrasyon ve ekzokrin sivi
sekresyonunda Onemli fizyolojik rollerinin oldugu yapilan birgok caligmada

gosterilmistir. Ornek olarak hiperglisemide baz1 dokularda AQP ekpresyonunun azaldig

gosterilmistir (Pei ve ark., 2013).


https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/c9f8d665-5187-4c93-836c-b992e9981f63/rda13082-fig-0001-m.jpg
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Sperm hiicrelerinin plazma zarlarinda Aquaporinden 3, 7 ve 8 molekiillerinin
varlig@1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Yeung ve ark., 2010).

Aquaporin 3 su ve gliserol gecisinin yapildig1 bobrek, deri, gézde ve hava
kanallarinda bulunur. Insan eritrositlerinde, boceklerin sindirim yollarinda ve beyinde de
bulunmaktadir. Mikrobik canlilarda ¢esitileri boldur. En genis yelpaze bitkilerde
bulunmaktadir (Bhattacharjee ve ark., 2004). Bu AQP molekiilleri spermlerin canliligi ve
hareketleriyle direkt olarak alakalidirlar (Moretti ve ark., 2012a).

Aquaporin 7, bobrek proksimal tubiillerinde tespit edilmis ve burada yag
metabolizmasina etki ettigi tahmin edilmektedir (Agre ve ark., 2002). AQP7’nin de dahil
oldugu aquagliseroporinler aclik durumunda gliserol tasiyicisi olarak 6nemli bir gorev
gerceklestirir. AQP7 adipoz dokuda trigliseritlerin parcalanmasi ile olusan gliserol i¢in
bir ¢ikis yeri olusturarak su ve gliseroliin ¢ikisini saglar. Arsenit de AQP7’den gecer ve
bu 6zelligi sayesinde promyelositik 16seminin arsenit ile tedavisi dnemli farmakolojik
etki gosterir. (Bhattacharjee ve ark., 2004). Erkek infertilitesinin nedenlerinden birisi
Aquaporin 7 eksikligi olabilir. Yapilan arastirmalarda Aquaporin-7 molekiiliiniin fertil
bireylerde bulundugu ama infertil kisilerde ise bulunmadig tespit edilmistir (Saito ve
ark., 2004). Akuaporin molekiillerinin insan semen parametreleri ve yaglanma baglantisi
ile olan iliskileri arastirilmamustir.

Aquaporin 8 kalp, testis ve sindirim sisteminin gesitli yerlerinde bulunmaktadir
(Agre ve ark., 2002). Normal kosullar altinda, hepatosit hiicre zar1 yiizeyindeki AQP8
ekspresyonu oldukc¢a azdir ve AQP proteinlerin ¢ogunlugu hiicre icinde vezikiillerde
bulunmaktadir. Dolayisiyla AQP8’in hepatositlerde toplam su gegirgenligine sagladigi
katki minimal seviyededir. Fakat glukagon cAMP ile uyarilmas: ile hiicre i¢i AQP8

molekiilleri plazma zarina goc¢ eder ve su gecirgenligi miktar1 artmaktadir. AQPS8’in
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hormon aracilig1 ile uyarilmasi hiicre i¢i depolara yeniden dagitilmasi, plazma zarinin su
gecirgenligininin farkli hiicre ve doku tiirlerinde kontrolii saglamak i¢in yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Barret ve ark., 2010).

Aquaporinlerin omrii ubikuitin (Ub) tarafindan kontrol edilmektedir. Ub bagh
yolaklarin, hiicre farklilasmasi, DNA tamiri, transmembran ve vezikiiler taginim, stres
cevab1 ve apoptozis gibi gesitli biyolojik sistemlerde onemli rol aldig1 gosterilmistir.
Yikilacak proteinler ilk 6nce Ubikuitin ileisaretlenip daha sonra da proteozom ile yikilir.
Stres altindaki hiicrelerde protein sentezi azalma egilimi gosterirken, ubikuitin sentezi

artmaya egilimlidir (Jessica ve ark., 2008).

2.13.1. Aquaporinler ve Ureme Sistemindeki Islevleri

2.13.1.1. AQP'lerin Kadin Ureme Sistemindeki islevi

Uterus emis mekanizmasi

Ovum tagimimi ve oviduktal sivi dengesi

Folikiil olgunlagmasi ve oosit dondurulmasi

Blastosist olusumu

Embriyo implantasyonu

Amniyotik s1v1 yeniden emilimi

2.13.1.2. AQP'lerin Erkek Ureme Kanalindaki islevleri

e Spermatogenez
e Sivi emilim ve epididim olgunlagmasi

e Aksesuar bezlerinde sivi salgilamada
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Farkli aquaporinler (AQP'ler) insan sperm hiicrelerinde ve farkli bir lokalizasyonla
ifade edilir. Islevleri, epididim sivisindan servikal mukusa gegen veya sperm
olgunlagsmasi sirasinda sitoplazmanin uzaklastirilmasinin son asamasinda yer alan
ozmotik degisikliklere cevap olarak hiicre hacmi kontrolii ile ilgilidir. Son zamanlarda,
AQP'ler ayrica hidrojen peroksit (H?0%) gegirgenlik 6zellikleri de gosterilmistir (Bienert,
Moller, Kristiansen, Schulz, Moller, Schjoerring ve Jahn, 2007). Mevcut bulgular,
AQP'lerin hem hacim diizenlemesinde hem de ROS elemesinde yer aldigini
gostermektedir (Laforenza ve ark., 2017). AQP'lerin hem erkek tireme sistemindeki hem
de spermdeki lokalizasyonunun ve ekspresyonunun tiirler, mevsim ve yas arasinda

farklilik gosterdigini vurgulamak onemlidir (Yeste ve ark., 2017).

2.13.2. Oksidatif Stres

Dogurganlig: tehlikeye atabilecek bir¢ok faktor arasinda, oksidatif stresin dnemli
bir rol oynadigina inanilmaktadir (Agarwal ve ark., 2014). Aslinda, seminal plazmada
infertil deneklerin % 30 ila % 40'mda yiiksek reaktif oksijen tiirleri (ROS) bulunmustur
(Lanzafame FM ve ark., 2009). Tiim hiicrelerde, ROS konsantrasyonlarina bagli olarak
farkli bir etkiye sahip olabilir: diisiik konsantrasyonlarda fizyolojik bir etki, sinyal
molekiilleri (ikinci haberciler) ve yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gibi davranir.
Yiiksek ROS diizeyleri, spermatozoada azalmis canlilik, azalmis hareketlilik ve artmis
orta parga defekti gibi negatif etkileri belirler (De Lamirande E ve ark., 1992). Aksine,
diisiik ROS seviyeleri, akrosomer hareketi, sperm hiperaktivasyonu ve kapasitansi, ferm
dolleme potansiyeli ve flagella i¢in enerji iireten orta kisimda isleyen mitokondri gibi
normal fizyolojik fonksiyonlarda rol oynar (Lamirande ve Gagnon,1993a; Griveau ve

ark., 1994; Kodama, Kuribayashi ve Gagnon, 1996). Genel olarak, oksidatif stres, ROS
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iretimi ve siiplirme arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Memeli
spermatozoasinda ¢ok sayida ROS iiretilir ve bunlardan en bol olani siiperoksit dismutaz
(SOD) tarafindan hizla hidrojen peroksite (H202) doniistiiriilen siiperoksit anyonudur
(Agarwal ve ark., 2014; Bansal ve Bilaspuri, 2011; Sikka, 1996). Ejakiilatta ROS
l6kositler, olgunlasmamis spermatozoalar, olgun ve 6lii spermatozoalar ve varikosel gibi
bazi patolojik durumlar tarafindan iretilir (Shannon ve Curson, 1972; Kovalski, 1992;
Aitken RJ. ve ark., 1994; Aitken RJ. ve ark., 1997; Hendin ve ark., 1999; Lamirande ve
ark., 1993b; Guzman ve ark., 2001). Ayrica, diger faktorler ve kosullar ROS iiretebilir:
sigara i¢cme, alkol tiiketimi, ksenobiyotikler (ila¢, bocek oldiiriicii, petrol {iriinleri vb.),
toksik metaller, 1s1, cep telefonu radyasyonu, yas ve obezite (Agarwal ve ark., 2014;

Wright, Milne ve Leeson, 2014).

2.13.3. Osmoadaptasyon

Erkeklerden disi iireme sistemine olan yolculukta, memeli spermi, dogal bir
ozmotik azalma gosterir (6rnegin, farede, kauda epididiminde ~ 415 mOsm'dan uterin
boslugunda ~ 310 mOsm'a). Sperm, hareketlilik aktivasyonu igin bu hipotonik etkiyi
kullanmak i¢in gelisti, bu arada, hipotonik hiicre sismesinin olumsuz etkisini etkili bir
sekilde susturdu. Onceki fizyolojik ve farmakolojik ¢aligmalar, iyon kanali kontrollii su
akintist / akisinin, sperm hacmi diizenleme isleminde aktif olarak yer aldigini; Bununla

birlikte, bu hizli osmoadaptasyondan spesifik sperm proteinleri sorumlu bulunmamistir.

Insanda, epididimal sivinin yolculugu boyunca ozmolaliteleri hakkinda bir rapor
yoktur, oysa vas deferens'te yaklasik 340 mmol kg bulunmaktadir (Hinton, Pryor, Hirsh
ve Setchell, 1981). Daha sonra, bosalma iizerine, sperm hiicre disi osmolalitede bir

diisiisle kars1 karsiya kalir, Seruma yakin taze seminal sivida (erkeklerde ortalama 294
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mmol kg (Cooper, Barfield ve Yeung, 2005) ve disi kanal sivilarinda, servikal mukus
(Rossato ve ark., 2001), uterin siv1 (Casslen B. Ve ark., 1984) ve ovidiiktal siv1 (Granot
ve ark., 1998)' da sirastyla 287, 284 ve 268-280 mmol kg olarak bulunmustur. Bu, insan
icin ~50 mmol kg ve fare spermatozoa i¢in ~100 mmol kg diisiislinii temsil eder. Bu,
spermatozoada, hiicre sismesi egilimini 6nlemek i¢in diizenleyici hacim azalmasi siirecini
gerektirir (Yeung, Barfield ve Cooper, 2006). infertil Erkek hastalarda sperm voliim
regiilasyon kapasitesi fertil erkeklerden (Fetic ve ark., 2006) veya semen dondrlerinden

(Yeung ve Cooper, 2008) daha diistiktiir.

AQP3'iin, sperm hareketliligi ve fizyolojik hipotonige gore hiicre sigsmesi arasindaki
“dengeyi” saglayan, sperm diizenleyici hacim azalmasi (regulatory volume decrease-

RVD) i¢in temel bir membran yolu oldugunu gostermektedir.

Baliklardaki c¢alismalar, c¢evresel ozmotik degisikliklerin sperm hareketliligini
tetikledigini gostermistir (Morisawa ve Suzuki, 1980; Cosson ve Groison, 2008).
Fizyolojik bir hipotonik stresin, insan sperminde kalsiyum artigi (Rossato, Virgilio ve
Foresta, 1996) ve akrosom sismesi (Zanetti ve Mayorga, 2009) ile akrozom reaksiyonunu
kolaylastirabildigini ve kaudadan serbest birakildiginda "sperm hareketliligi" igin gerekli

oldugunu gostermistir.

AQP'ler arasinda AQP 7 ve 8, kemirgen testis ve sperminde eksprese edilir, ancak
farelerde bu AQP'lerin genetik olarak silinmesi, muhtemelen baska AQP {iyeleri
tarafindan fonksiyonel telafiden dolayr sperm fonksiyonunda, belirgin kusurlar
gostermedi (Yeung ve ark., 2009a; Sohara ve ark., 2007). Bu sonuglar acikga AQP3

eksikliginin telafisinin olmadigin1 ve erkek iiremesinde bozulma ile sonuglandigini
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dolayisi ile AQP3'iin erkek iiremesinde ¢ok Onemli bir rol oynadigini agik¢a ortaya

koydu.

AQP 3 eksikligi (AQP 37 olan spermlerin, hipotonige kars1 normal hareketlilik
aktivasyonu gosterir, ancak uterusa girdikten sonra artan kuyruk egilmeleri ile karakterize
hipotonik hiicre sismesine kars1 direng gésterememektedir. Sperm kusuru, erkekten kadin
iireme sistemine gegcisi sirasindaki fizyolojik hipotonik strese cevaben bozulmus sperm
hacmi diizenlemesinin ve ilerleyici hiicre sismesinin bir sonucu olusur. Hiicre hacminin
genislemesi ile sitoplazmik damlacikta baslayip, kuyrugun acilmasini ve mekanik
membran gerilmesi nedeniyle sa¢ tokasina benzer bir yapr gozlenmis. Bu kuyruk
deformasyonu spermin yumurta kanalina go¢ etmesini engelleyerek dollenmenin ve
erkek fertilitesinin azalmasina neden olur (Chen. ve ark., 2011). AQP 37 erkek tamamen
infertil degildir, AQP 37 spermin, kiiltiir ortamindaki yumurtalara ulasabildiklerinde
dollenme konusunda kendine 6zgii bir sorun gostermedigi goriilmiis. Buna karsin in vivo

dollenme oraninin diisiik olmasi1 da bu tezi desteklemektedir.

2.13.4. Hareketlilik

AQP7 ekspresyonu olmayan bazi infertil hastalar daha diisiik sperm hareketliligine
sahiptir. Insanlarda AQP 7 ekspresyonunun, hastalarda dondrlere gore daha diisiik oldugu
ve ilerleyici hareketlilik ile korele oldugu bulundu (Saito ve ark., 2004; Yeung, 2010b).
Ayrica AQP7'nin, kardiyomiyositlerinde gosterildigi gibi, bir enerji substrati olarak
(Hibuse ve ark., 2009) sperm hiicresine gliserol girisi i¢in bir yol olarak islev
gorebilecegi, boylece enerji iiretimi i¢in gliserol sagladig one stiriilmistiir (Yeung,

2010).
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2.13.5. Kriyoprezervasyon (Dondurma)

Gliserol, en ¢ok kullanilan gegirgen CPA (Kriyoprotektan / koruyucu ajanlar)
oldugundan, aquaglyceroporinlerin (AQP 3, 7) varligi, dondurulmus hiicrelerin hayatta
kalmast i¢in uygun olabilir. Kriyoprezervasyon protokollerinin baglica risklerinden biri
olan ozmotik kaynakli hasar1 6nlemek i¢in bu AQP’ler ¢ok 6nemlidir (Kumar, Coger,
Schrum ve Lee, 2015). AQP3 domuz spermatozoasinda dondurulabilirlik belirteci olarak
tanimland1 (Martinez P N. ve ark., 2017). AQP3 kriyoprezerveye dayanacak sekilde
aygir spermlerin direncinde rol oynadigimi gostermektedir (Correal ve ark., 2017).
AQP7'nin goreceli diizeylerinin yaban domuzu ve boga sperm kriyotoleransi ile iliskili
oldugu bildirilmis olsa da (Martinez ve ark., 2016; Martinez ve ark., 2017), aygir sperm

kriyotoleransi ile iliskili oldugu gérinmemektedir (Correal ve ark., 2017).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0054
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3. MATERYAL ve METOD

Calismamiza Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Insan deneyleri Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan 31.01.2018 Tarihli 03/02 Nolu karar1 ve izni ile SBU
Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi TUEK tarafindan 18.12.2018 tarihli ve 2018/33
oturum sayil1 13/96 nolu onay kararindan sonra sonra basladik.

Calismanmiz Saghk Bakanlhigi Saghk Bilimleri Universitesi Samsun Egitim ve
Arastirma Hastanesi laboratuvarina gelen bireylerden alinan semen numuneleri iizerinde
yapildi. Numunelerin alinmasi, alinan numunelerin spermiyogram analizleri, sperm
yayma preparatlarin  hazirlanmasi Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesinde
(spermiyogram testi MES-Medical Electronic Systems’e ait olan SQA-V Gold cihazinda
calisilmistir) yapilmistir.

Kruger Strict sperm morfoloji analizleri, immiinohistokimyasal boyama ve
mikroskobik analizler Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Ana Bilim Dalinin aragtirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Deneylerde Kullanilan Semen Orneklerin Elde Edilmesi

Numuneleri SBU Samsun Egitim Ve Arstirma Hastanesi mikrobiyoloji
laboratuvarina semen analizi i¢in gelen hastalardan tezimiz i¢in goniillii olan kisilerden
onam formu doldurtularak aldindi. Semen Ornekleri 2-7 giinliik cinsel perhiz
donemindeki hastalardan kabul edildi. Calismamizda 3 farkli yas grubu belirledik,
calismamiza dahil olan bireyler 18 yasini1 doldurmus olup 18 yasalt1 kisilerden numune
kabul edilmedi. Birinci grup 18-25 yas araliginda, ikinci grup 26-35 yas araliginda ve son

grup 36 yas ve lizerinde olan kisilerden olugmaktadir.
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3.2. Kullanilan Teknikler

Tezimde spermiyogram testi, Diff-Quik Boyama (Sperm morfolojisi i¢in hizli
boyama islemi) ve immiinohistokimyasal boyama teknikleri (AQP 3, AQP7 ve AQPS

tespiti i¢in ) kullanilmistir.

3.2.1. Spermiyogram Testi

Erkek infertilitesinin saptanmasi ve degerlendirilmesinde ilk adim olan test
Spermiyogram’dir. Spermiyogram testleri WHO 2010’a gore ¢aligildi. Hastalara sperm
analizleri 2-7 giinliik cinsel perhize uygun olarak yapildi. Hastalarin numuneleri
spermiyogram igin ayrilan 6zel sperm verme odalarinda mastiirbasyon yontemi ile
herhangi bir kayganlastirict madde (krem, tiikiiriik, vs.) kullanilmadan steril kaba tam bir
bosalma ile vermeleri Oonemle anlatildi. Numune kaplarinin {istiine hasta barkodu
yapistirildi. Hastalarin perhis siireleri ve numune alim saatleri etiket ile numune iizerine
yapistirildi. Alinan Ornekler zaman kaybetmeden en kisa zamanda laboratuvara
ulastirildi. Numuneler laboratuvar tezgahina konulup likefikasyonun gergeklesmesi icin
oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra asagida anlatildigi gibi semen analizleri
gerseklestirildi.

Numunenin alimindan sonra 30-60 dakika arasinda goriiniim, likefaksiyonun ve
vizkositesi degerlendirildi, WHO 2010°da belirtildigi gibi likefikasyon veya vizkositesi
anormal olan hastalarda semeni akiskan hale getirmek i¢in a-Chymotrypsin (toz halde
bulunan, si8ir pankreasindan elde edilen ve peptid baglarini hidrolize eden bir enzim) ile
likefiye edildi.

« Likefikayon gerceklestikten sonra semen hacim 6l¢limii yapildi

« Islak preparat hazirlandi ve mikroskop altinda incelendi
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« Mikroskobik incelemede agregasyon, aglitinasyon, epitel hiicresi ve yuvarlak
hiicrelerin (16kosit ve immatiir germ hiicrelerinin) varligi degerlendirildi.

« Sperm analizleri SQA-V Gold spermiyogram cihazinda ¢aligildi.

« Sperm morfolojisi hem SQA-V Gold cihazinda hemde mikroskopta tekrar
degerlendirildi. Morfoloji degerlendirmesi ve immiinohistakimyasal analizler i¢in ayrica

sperm yaymalar1 yapildi.

3.3.2. Sperm Morfoloji Analizi

3.2.2.1. Sperm Yayma Protokolii

Seminal plazmanin ortamdan uzaklasmasini saglamak amaciyla numune PBS ile
yikanir. Ejakulattan alinan 6rnek 1/5 (1 birim semen, 4 birim PBS) oraninda PBS ile
tamamlanir. Santrifiij edilip iist faz atilir. Yikama islemi 3 kez tekrarlanir. Son yikamadan
sonra dipteki pellet %2 oraninda PBS ile dilue edilir. Pipetaj yapilarak numune homojen
hale getirilir ve lamlarin iizerine 10 mikrolitre damlatilir. Damlay1 yaymak i¢in ikinci bir
lam 45° ag1 olusturarak geriye dogru hareket ettirilip semen ile temasi saglanir. Semenin

lamin u¢ kizminda enine yayilmasi beklenir ve sonrasinda lam yavasga ileri dogru

ittirerek yayma yapilir. Yapilan yaymalar kurumasi i¢in oda sicakliginda bekletilir.

Sekil 50: Semen yayma preparatinin hazirlanmasi
(Who 2010)
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3.2.2.2. Havada Kurutulmus Semen Siiriintiisiiniin Fiksasyonu

Lamlar oda sicakliginda kurutulduktan sonra % 4’ liikk formalin (10 ml formaldehit

distile su ile 100 ml’e tamamlanir) ile 10 dk fikse edilir sonra distile suda yikanir.

3.2.2.3. Diff-Quik Boyama

Sperm morfolojisi i¢in hizli boyama islemi.

3.2.2.3.1. Diff-Quik Hizh Boyama Kiti icindekiler

(a) Fiksatif reaktifi
1. Fiksatif: 1000 ml % 95 (v/v) metanolde ¢6ziinmiis 1,8 mg tirarilmetan (fast
green; soluk yesil)
2. Fiksatif: metanol % 95 (v/v)
(b)Boyama ¢ozeltisi 1 (eozinofilik ksanten: fostfat tamponlu eozin-G; kirmizi)
(c) Boyama ¢ozeltisi 2 (bazofilik tiazin: fosfat tampon iginde thiazine boya; mavi).

3.2.2.3.2. Tespit Edilmis Semen Siiriintiisiiniin Diff-Quik Ile Boyanmasi

e Boya I (eozinofilik ksanten, kirmizi) ile 10 saniye boyanir.

e Boya 2 (bazofilik tiazin, mavi) ile 5 saniye boyanir.

e Fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in musluk suyu ile 10—15 kez yikama yapilir.
e Her asamada lamlar1 emici filtre kagidi lizerine dikerek fazla ¢ozelti akitilir.
e Kurutulur ve entellan damlatilip lamelle kapatilir.

3.2.2.4. Morfoloji Dgerlendirilmesi

Spermlerin morfoloji analizleri Kruger Strict yontemi ile yapildi. Kapatilan lamlar

immersiyon yag1 damlatilarak mikroskopta (Nikon ECLIPSE E200) 100°liik objektif ile
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incelendi ve bas, boyun, kuyruk anomalileri ile normal morfolojiye sahip spermler tespit
edilerek sayildi (her numune i¢in 2 x 200 adet sperm sayilarak ortalamalar1 alind1 ). Sayim
sonrasi her numune i¢in morfoloji yiizdeleri hesaplandi. Daha sonra her grup igin

morfoloji yiizde ortalamalar1 hesaplandi.

3.2.3. immiinositokimyasal Analiz

3.2.3.1. Kullanmilan Malzemler

Aquaporin 3 Primer Antikor: Thermo Fisher Scientific (Amerika), Poliklonal

Tavsan / IgG, Katalog no: PA5-36552, Seyreltme orani: 1/100

Aquaporin 7 Primer Antikor: Proteintech (Amerika), Poliklonal Tavsan / IgG,

Katalog no: 25131-1-AP, Seyreltme orani: 1/100

Aquaporin 8 Primer Antikor: Abcam (Ingiltere), Poliklonal Tavsan / IgG,

Katalog no: ab133667, Seyreltme orani: 1/100

Biyotinlenmis Sekonder Antikor: Vector laboratories (Amerika), At-Anti-Fare /

Tavsan IgG, Katalog no: BA-1400-2,1, Seyreltme orant: 1/50

Streptavidin-Biotinylated Horseradish Peroxidase Complex: GE Healthcare

(Ingiltere), Uriin Kodu: RPN1051-2ML, Seyreltme orani: 1/100

DAB (Diaminobenzidine): Sigma, Almanya (DAB Peroksidaz reaksiyonunda,
peroksit varliginda bir hidrojen verici olarak gorev yapar. Oksitlenmis DAB,
immiinohistolojik ve immiinoblotting boyama prosediirlerinde kullanim i¢in ¢dziinmeyen

kahverengi bir son iiriin olusturur (www.sigmaaldrich.com).
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PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu): 87,6 gr NaCl, 22,8 gr KoHPO4 ve 6,8 gr

KH2POq 11t distile su i¢inde ¢ozdiirtiliir.

% 1’lik BSA (Bovine Serum Albumin): 0,1 gr BSA-Sigir serum albumin 10 ml

PBS i¢inde ¢ozdiiriilerek %1’lik BSA soliisyonu elde edilir.

3.2.3.2. Immiinositokimya Calismasi

Daha onceden sperm hiicrelerinde varligi tespit edilmis olan AQP 3, 7 ve 8’in
immiinolokalizasyonu ve gruplar arasindaki dagilimlari tespit etmek ve degerlendirmek
i¢in dncesinde hazirladigimiz semen yayma preparatlarma Immiinohistokimya protokolii
uygulandi. Boyamaya baslamadan Once her bir lam tlizerine her AQP i¢in belli bir alan
olusturularak pap pen (hidrofobik kalem) ile sinirlari ¢izildi. Toplam da her lam tizerinde

AQP 3, 7, 8 icin 3 alan olusturuldu. Boylece zaman ve kimyasallardan tasarruf edildi.

Semen ornekleri ile yapilan ve havada kurutulan sperm yayma preparatlart PBS’de
yikandi. Daha sonra PBS uzaklastirilarak bloklama ajani olarak kullanilan BSA 9%1°lik
cozeltisinde oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. BSA yikamadan uzaklagtirildi.
BSA’dan sonra primer antikorlar siras1 ile AQP 3, 7 ve 8 (1/100 sulandirma orani ile )
olacak sekilde 6rneklem alanlarina damlatildi. Preparatlar nemli olacak sekilde kapali
kaplarada, buzdolab1 iginde +4°C’de bir gece karanlikta bekletildi. Primer antikor ile
muamele edilen yaymalar inkiibasyon sonrasinda PBS ile oda sicakliginda 5 dk yikama
yapildi. PBS ile yikamanin ardindan ilk once oda sicakliginda 30 dakika siireyle
Biyotinlenmis Anti-Tavsan 1gG Sekonder Antikor (Vector Laboratories Inc. 1/ 50
sulandirma ile) ile inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikama yapildi ve hemen sonrasinda

Horseradish Peroxidase Isaretli Streptavidin (RPN 105V GE Healthcare UK Limited 1/50
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sulandirma ile) ile 20 dakika inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikama yapildi ve DAB

(Diaminobenzidine) kromojen kullanilarak immunopositif bolgeler gériiniir hale getirildi.

3.2.3.3. Immiinositokimyasal Analizlerin Degerlendirilmesi

Boyanmig lamlar immersiyon yagi damlatilarak Nikon Eclipse E200 151k
mikroskobunda incelendi ve Nikon NIS-Elements goriintiileme cihazi kullanilarak dijital
goriintilileri kaydedildi. Sperm hiicrelerin boyanma yogunluguna gore 4 kategoriye (0 =
boyanma yok, +1 = zayif, fakat tespit edilebilir boyanma, +2 = orta siddetli boyanma ve

+3 = yogun boyanma) ayrilarak hiicre sayimlar1 yapildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Calismamiz analizleri sonucunda edle edilen verilerimizin istatistik analizleri IBM
SPSS-22 Windows istatistik paket programi ile yapildi.

Her bir analiz parametresine ait olan gruplarin ortalama degerleri varyanslarin
homojenite testi sonrast Oneway Anova Post Hoc c¢oklu karsilastirma testleri ile
gerceklestirildi.

Her bir analiz paremetresine ait verilerin grup ortalama degerler (+) , Standart Error
Mean (SEM) olarak ifade edildi.

Gergeklestirilen bu istatistiksel analizler sonucunda elde edilen p degerinin

0.05’den kiiciik olmasi istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Spermiyogram Test Sonuclari
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Samsun Saglik Bilimleri Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi mikrobiyoloji

laboratuvarina bagvuran hastalardan alinan semen 6rnekleri yaslarina gore 3 grup (1.Grup

= 18-25, 2.Grup = 26-35, 3.Grup = 36 yas velizeri) olarak ayrildi. Spermiyogramin

makroskobik parametreleri

sonuglari

Tablo 6-9

‘de  gosterilmistir.

Orneklerin

spermiyogram analizi Samsun Saglik Bilimleri Universitesi Egitim ve Arastirma

Hastanesi mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan SQA-V GOLD spermiyogram cihazi ile

calisild1. Spermiyogram analizi sonuglar1 Tablo 10-13; Sekil 51°de gosterilmistir.

Tablo 6: Grup 1'e ait spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglari.

Spermiyogram Testi Makroskobi Sonuglari Grup 1
Sira | Perhis | Hacim | Likefikasyon | Vizkozite Goriiniim | Ph | Lokosit | Agregasyon
No | Siiresi | ML <60dk=0 Normal=0 Normal=0 <1m/MI=0 Yok=0
Giin >60dk=1 Abnormal=1 | Abnormal=1 >1m/MI=1 Var=1
1 3 3 0 0 0 8 1 1
2 3 4,5 0 0 0 8,5 1 0
3 3 2,5 1 1 0 8 1 0
4 5 1,5 0 0 0 8 1 1
5 4 4 1 0 0 8 0 0
6 3 2,5 1 1 0 8 1 0
7 3 5,5 0 0 1 8 1 1
8 3 3,7 0 1 0 9 0 0
9 4 6 0 0 0 8 0 0
10 4 4,7 0 0 0 8,5 0 1




Tablo 7: Grup 2'ye ait spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglari.
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Spermiyogram Testi Makroskobi Sonug¢lar:1 Grup 2

Sira | Perhis | Hacim | Likefikasyon | Vizkozite Goriiniim | Ph | Lokesit | Agregasyon
No | Siiresi | ML <60dk=0 Normal=0 Normal=0 <lm/MI=0 Yok=0
Giin >60dk=1 Abnormal=1 | Abnormal=1 >1m/MI=1 Var=1
1 3 4 0 0 0 8 0 1
2 6 2,5 1 0 0 8,5 0 1
3 3 6 1 1 0 8 1 0
4 3 5 1 1 0 8 0 0
5 3 5 0 0 0 8 1 0
6 5 4,5 0 0 0 8,5 1 1
7 3 2,5 0 0 0 8 1 0
8 4 3 1 1 0 8 1 1
9 5 33 0 0 0 8 0 1
10 5 1,2 0 0 0 8,5 1 1
Tablo 8: Grup 3'e ait spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglart.
Spermiyogram Testi Makroskobi Sonug¢lar:1 Grup 3
Sira | Perhis | Hacim | Likefikasyon | Vizkozite Goriiniim | Ph | Lokosit | Agregasyon
No | Siiresi | ML <60dk=0 Normal=0 Normal=0 <1m/MI=0 Yok=0
Giin >60dk=1 Abnormal=1 | Abnormal=1 >1m/MI=1 Var=1
1 3 4 1 1 0 8,5 0 0
2 5 3 0 0 0 8 1 1
3 3 2 1 1 0 8 0 0
4 4 5,5 1 1 0 8 1 0
5 4 2 0 0 1 7 1 0
6 3 5 0 0 0 9 0 0
7 3 5,2 0 0 0 9 0 1
8 4 3 0 0 0 9 1 1
9 3 2 0 0 0 8,5 1 1
10 4 2,2 0 0 0 8,5 0 1
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Tablo 9: Spermiyogram testi makroskobik analiz sonuglarinin grup ortalamasi.

Spermiyogram Testi Makroskobi Sonuglar1 Grup Grup Ortalamalari

Sira | Perhis | Hacim | Likefikasyon | Vizkozite Goriiniim | Ph | Lokesit | Agregasyon

No | Siiresi | ML <60dk=0 Normal=0 Normal=0 <1m/MI=0 Yok=0
Giin >60dk=1 Abnormal=1 | Abnormal=1 >1m/MI=1 Var=1
1 3,5 3,8 0,3 0,3 0,1 8,2 0,6 0,4
2 4 3,7 0,4 0,3 0 8,2 0,6 0,7
3 3,6 3,4 0,3 0,3 0,1 8,3 0,5 0,5
Tablo 10: Grupl'e ait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglari.
SQA Spermiyogram Sonuglar: Grup 1

Sira Sperm PRANP PR ne |l im | PrRenp | PR Ort. | Toplam | Toplam | Toplam | Fonk.

NO Kons. > %40 % % | % | M/ml | Mimi _le Sperm | PR+NP PR Sperm
M/ml >32 mic/sec M M M M

1| 714 91 75 | 16| 9 651 | 53,3 12 214 195,3 159,9 | 78,6
2 21,4 72 42 30|28 154 9 7 96,3 69,3 40,5 10,4
3 | 381 79 64 | 15|21 | 299 | 24,2 12 95,3 74,8 60,5 19,5
4 | 1131 97 85 |12 | 3 | 109,4 | 96,2 15 169,7 164,1 1443 | 83,9
5 85 45 36 | 9 |55| 384 | 308 12 340 1536 | 1232 | 22,4
6 18,7 51 19 (32|49 | 96 3,6 4 46,8 24 9 1
7 | 441 72 52 | 20| 28| 317 23 10 242,5 1744 | 1265 | 34,7
8 | 338 72 59 |13 |28 | 24,2 20 13 125,1 89,5 74 28,5
9 | 140,2 45 37 | 8 | 55| 635 | 522 12 841,2 381 312,2 69
10 | 1376 55 49 | 6 |45| 757 | 681 17 646,7 | 3558 | 320,1 | 120,3




Tablo 11: Grup2'ye ait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglari.
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SQA Spermiyogram Sonuclar1 Grup 2
Sira Sperm PR+NP PR NP liM | Prene | PR Ort. | Toplam | Toplam | Toplam | Fonk.
No Kons. > %40 % % | 9% | M/ml | M/mi le Sperm | PR+NP PR Sperm
M/ml >32 mic/sec M M M M
1 21,7 73 55 |18 |27 | 159 | 11,9 10 86,8 63,6 47,6 15,6
2 71,5 54 47 | 7 | 46| 387 | 337 15 178,8 96,8 84,3 24
3 14,7 49 24 | 25|51 7,2 3,5 5 88,2 43,2 21 3
4 | 106,9 54 47 | 7 |46 | 57,6 | 504 15 534,5 288 252 82,5
5 30,4 70 52 |18 |30 | 21,3 15,8 10 152 106,5 79 20
6 38,1 82 68 |14 | 18| 31,4 | 259 13 171,5 141,3 116,6 40,5
7 70,7 83 65 | 18 | 17 | 58,7 45 11 176,8 146,8 114,5 47,8
8 60,5 79 60 | 19| 21| 47,5 | 364 11 181,5 142,5 109,2 39
9 71,7 51 42 | 9 |49 | 365 | 301 13 236,6 120,5 99,3 23,4
10 27 67 49 |18 |33 | 18,2 | 13,2 9 32,4 21,8 15,8 3,7
Tablo 12: Grup3'e ait spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglari.
SQA Spermiyogram Sonug¢lar:1 Grup 3
Sira Sperm PR+NP PR NP | iM | PrReNP | PR Ort. Toplam | Toplam | Toplam | Fonk.
No Kons. > %40 % % | 9% | M/ml | Ml le Sperm | PR+NP PR Sperm
M/ml >32 mic/sec M M M M
1 11,1 38 15 | 23| 62 4,2 1,7 4 44,4 16,8 6,8 0,8
2 75 96 81 |15 | 4 72,3 | 60,9 13 225 216,9 182,7 99,9
3 | 1893 41 33 | 8 |59| 77,6 | 61,6 11 378,6 155,2 123,2 24,8
4 <2 >90 - - - 1,9 - - - - - -
5 52 4 1 3 |96 2,2 0,5 2 104 4,4 1 0
6 81,7 24 16 | 8 |76 | 19,6 | 12,8 8 408,5 98 64 6,5
7 95 50 43 | 7 | 50| 47,8 | 40,6 14 494 248,6 211,1 54,6
8 58,3 97 84 |13 | 3 56,3 | 49,2 15 174,9 168,9 147,6 77,4
9 53,4 91 75 |16 | 9 48,3 | 40,2 13 106,8 96,6 80,4 35,8
10 | 1477 4 32 | 9|59 60 47,9 12 324,9 132 105,4 19,6
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Tablo 13: Spermiyogram testi mikroskobik analiz sonuglari grup ortalama degerleri.

SQA Spermiyogram Sonugclar: Grup Ortalamasi

Sperm PR . Ort. Toplam | Toplam | Toplam | Fonk.
P PR+NP NP | iM | PR+NP | PR P P P
No | Kons. > %40 % % % M/ml | M/l Hiz Sperm | PR+NP PR Sperm
M/ml | =7° >32 mic/sec M M M M
G1 70,3 67,9 51,8 16,1 | 32,1 46,3 38 11,4 281,8 168,2 137 46,8
G2 51,3 66,2 50,9 | 15,3 | 33,8 33,3 26,6 11,2 183,9 117,1 93,9 30
G3 84,8 53,6 42,2 | 11 46 43,1 35 10,2 251,2 126,4 102,4 35,5

340,00

300,00
280,00
260,00

240,007

220,00

200,00

180,00

160,00

Ortalama

140,00
120,00
100,00
80,00
@0,00

40,004

20,00

0,00=
G1 G2 G3

Gruplar

=Eperm kons. M/ml
- ruger
320,40 O Toplam sperm

Sekil 51: Sperm konsantrasyonu, toplam sperm ve morfolojilerin gruplara gore dagilim grafigi
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4.2. Kruger Strict Sperm Morfoloji Analiz Bulgular:

Calismamizdaki 3 farkli yas grubundan alinan semen 6rnekleri Diff-quik boyama
protokolii ile boyandi ve sperm hiicreleri Kruger strict kriterlerine uygun olarak
morfolojileri degerlendirildi. Sperm hiicrelerinin normal ve anormal morfolojik oranlari
analiz edildi (Tablo 14-17) ve grafik olarakta gosterildi (Sekil 52-54). Calismamiza ait
olan preparatlar mikroskobik olarak incelendi ve Nikon NIS-Elements goriintiileme

sistemi ile fotograflari ¢ekildi (Sekil 55-74).

Tablo 14: Grup 1’e ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgular

Kruger Morfoloji Sonug¢lar:1 Grup 1

Sira Bas Boyun Kuyruk Toplam Normal Kruger | Anormal
No Anomalisi Anomalisi Anomalisi Anomali Hiicre % %
1 130 26 19 175 60 27 73
2 127 55 24 206 30 14 86
3 120 16 30 166 47 23 77
4 92 46 22 160 74 35 65
5 176 23 20 219 17 8 92
6 170 6 24 200 14 7 93
7 157 17 15 189 29 15 85
8 143 36 14 193 40 19 81
9 162 15 46 223 26 13 87
10 146 18 6 170 46 23 77




Tablo 15: Grup 2’e ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgular
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Kruger Morfoloji Sonu¢lar1 Grup 2

Sira Bas Boyun Kuyruk Toplam Normal | Kruger | Anormal
No Anomalisi Anomalisi Anomalisi | Anomali Hiicre % %
1 118 36 27 181 43 21 79
2 114 33 64 211 30 14 86
3 116 79 68 263 13 6 94
4 142 5 34 181 35 17 83
5 126 39 41 206 25 12 88
6 159 28 20 207 29 14 86
7 135 44 22 201 25 12 88
8 134 22 17 173 40 19 81
9 174 13 10 197 21 10 90
10 186 19 17 222 27 12 88

Tablo 16: Grup 3’e ait Kruger Strict Morfoloji analizi bulgulart
Kruger Morfoloji Sonug¢lar1 Grup 3

Sira Bas Boyun Kuyruk Toplam Normal Kruger | Anormal
No Anomalisi Anomalisi Anomalisi Anomali Hiicre % %
1 157 17 28 202 16 8 92
2 84 28 53 165 61 30 70
3 164 23 16 203 21 10 90
4 186 35 17 238 6 3 97
5 168 3 80 251 10 5 95
6 152 35 46 233 15 7 93
7 161 13 10 184 32 16 84
8 132 12 9 153 65 31 69
9 145 27 23 195 40 19 81
10 177 16 23 216 20 10 90
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W Bas anomalisi

W Boyun anomalisi
O Kuyruk anomalisi
W Toplam anomali

Sekil 52: Sperm hiicrelerinin bas, boyun ve kuyruk anomalilerinin gruplarin ortalama

degerlerinin karsilagtirmali grafiksel goriiniimii.

Tablo 17: Kruger strict morfolojik analizlerin grup ortalama degerleri

(= SEM)
Kruger Morfoloji Sonuglari Grup Ortalamalari
Sira Bas Boyun Kuyruk Toplam Normal | Kruger | Anormal
No | Anomalisi | Anomalisi | Anomalisi Anomali Hiicre % %
1 142,348,1 25,7+4,9 22,0434 190,047,0 38,3 16,8 83,2
2 139,617,4 31,846,5 32,16,3 203,57,9 28,8 12,6 87,4
3 152,549,1 20,8+3,3 30,5¢7,1 203,8+10,0 28,6 12,6 87,4
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100,00—F

50,00
80 ,ooé
70 ,00~i
60 ,00—5
50 ,00—;
40 ,oo-g

30,00

Ortalama yuzde anomali

20,001

G1 G2 G3

Gruplar

Sekil 53: Anomalili sperm yiizdelerinin gruplara gore grafiksel goriiniimii.

340,00 =Eperm kons. M/ml
u ruger
320,00 OToplam sperm
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Sekil 54: Toplam sperm sayisi, sperm konsantrasyonu ve kruger morfoloji degerlerinin grafiksel
goruntimil.
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Sekil 55: Grup 1’¢ ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Kiigiikbag (kirmizi ok), akrozomsuz-¢ift kuyruklu (yesil ok), uzamis bas (mavi ok), normal sperm
hiicresi (siyah ok) (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

,./" 20 pm
.-'/ - .

Sekil 56: Grup 2’ye ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Kivrik boyun (kirmizi ok), sarmal kuyruk (siyah ok), vakuollii akrozom (yesil ok) (Diff-quik,
100xObj Bar:20 um)
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Sekil 57: Grup 3’ye ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Biiyiik bag (kirmizi) ve normal spermler (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

Sekil 58: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Cift kuyruklu (siyah ok), kiigiik ¢ekirdek-biiyiikk akrozom (turuncu ok) (Diff-quik, 100xObj
Bar:20 pm)



Sekil 59: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Cift bash (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

=
7‘

Sekil 60: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Yuvarlak bas (turuncu ok), ¢ift kuyruklu-biiyiik bash (siyah ok), akrozom fazlalig1 (sar1 ok)
(Diff-quik, 100xObj Bar:20 pum)
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Sekil 61: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Akrozomsuz (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

Sekil 62: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Sarmal kuyruk (Diff-quik, 100xObj Bar:20 pm)
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Sekil 63: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Yuvarlak bas (kirmizi 0k), Non-aksiyel Mid-piece (yesil ok) (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

Sekil 64: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Normal sperm (Diff-quik, 100xObj Bar:20 pum)



Sekil 65: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Cift basl - ¢ift kuyruklu -akrozomsuz (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

Sekil 66: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Cekirdek az-akrozom fazla (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)
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Sekil 67: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Vakuollii ¢ekirdek-biiyiik bas (turuncu ok) (Diff-quik, 100xObj Bar:20 pm)

Sekil 68: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Sarmal kuyruk(turuncu ok) (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)
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Sekil 69: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Bagsiz-¢ift kuyruk (turuncu ok), uzamis bas (siyah ok), Non-aksiyel Mid-piece (yesil ok) (Diff-
quik, 100xObj Bar:20 pm)

Sekil 70: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Akrozomsuz-ii¢ kuyruklu (turuncu ok), kivrik boyun (siyah ok) (Diff-quik, 100xObj Bar:20 pum)
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Sekil 71: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Kivrik boyun (Diff-quik, 100xObj Bar:20 pm)

Sekil 72: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Cekirdek apikalde (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)



Sekil 73: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Inkomplet akrozom ayrilmasi (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)

Sekil 74: Sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
Uzun kuyruk (turuncu ok) (Diff-quik, 100xObj Bar:20 um)
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Yapmis oldugumuz ¢alismamiz sonucunda farkli yas gruplarindaki bireylere ait
imminohistokimyasal boyali sperm yayma preparatlarinda sperm hiicrelerindeki
aquaporin proteinlerinden AQP 3, 7 ve 8’in immiinohistokimyasal ekspresyonlar1 11k
mikroskobu altinda boyama siddetine gore degerlendirilerek immiinoreaksiyon
aktiviteleri tespit edildi (Tablo: 18-22). Immiin boyanma siddetlerinin agirlikli ortalama
degerleri sonuclart boyanma H-Skorlama sistemine doniistiiriilerek semi kantitatif olarak
derecelendirildi (Tablo:22). Hesaplanan H-Skorlama degerlerin grup ortalama degerlerin
istatistiki karsilastirmalar1 yapilarak her bir protein ekspresyonu bakimindan gruplar
arasinda anlaml farklilik olup olmadig1 gézlemlendi. Farkli yas gruplarina ait semen
numunelerindeki aquaporinlerin immiinoreaksiyon aktivite miktarlarinin gruplardaki
degerleri ve gruplarin kiyaslanmasi grafik olarak Sekil 75-78°de gosterilmistir.

Aquaporin-3’iin immunohistokimyasal expresyonlart Grup 1’de en az seviyede
iken grup 2 ve 3’te 6nemli oranda bir artis mevcuttur. Grup 2’de ise en fazla oranda tespit
edilmistir.

Aquaporin-7 immunohistokimyasal expresyonlart Grup 2’de en az miktarda
bulunurken, Grup 3 ile aralarinda kii¢iik oranda bir fark vardir. Grup 1’de ise bu fark
oldukca artmustir.

Aquaporin-8 molekiillerinin immunohistokimyasal expresyonlari ise Grup 1’de en
disiik bulunurken, en fazla Grup 2’de en yiiksek Grup 3 de ise her ikisi arasinda bir
degerde bullunmustur.

Farkli yas gruplarma ait her bir aquaporin molekiilinin (AQP 3, 7 ve 8)
immiinohistokimyasal expresyonlarina ait temsili mikroskobik goriintii resimleri Sekil:

79-88’de gosterilmistir.



Tablo 18: Grup 1 Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlari
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Aquaporinler Grup 1
AQP 3 AQP 7 AQP 8
No Negatif | Pozitif | Toplam | Negatif | Pozitif | Toplam | Negatif | Pozitif | Toplam
1 106 2 108 39 78 117 108 4 112
2 103 4 107 10 107 117 102 2 104
3 113 2 115 65 51 116 122 5 127
4 108 4 112 20 86 109 94 2 103
5 107 2 109 98 6 104 100 14 114
6 106 3 109 77 42 118 103 7 110
7 102 5 107 82 28 110 106 2 108
8 100 4 104 35 74 109 109 4 113
9 101 5 106 68 38 106 108 7 115
Tablo 19: Grup 2 Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlari
Aquaporinler Grup 2
AQP 3 AQP 7 AQP 8

No Negatif | Pozitif | Toplam | Negatif | Pozitif | Toplam | Negatif | Pozitif | Toplam
1 136 10 146 72 68 163 111 7 118
2 106 4 117 90 28 118 96 22 118
3 101 19 120 84 38 122 102 10 112
4 98 20 118 104 24 128 109 16 125
5 99 17 116 98 13 111 105 5 110
6 90 18 108 88 21 109 106 9 115
7 102 17 118 92 18 110 107 7 114
8 109 13 122 100 17 117 102 22 124
9 91 24 115 100 24 124 99 13 112
10 95 15 110 90 30 120 90 15 105




Tablo 20: Grup 3 Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlari
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Aquaporinler Grup 3
AQP 3 AQP 7 AQP 8
No Negatif | Pozitif | Toplam | Negatif | Pozitif | Toplam | Negatif | Pozitif | Toplam
1 99 7 106 89 22 111 108 4 112
2 94 20 114 93 27 120 107 10 117
3 99 6 105 31 77 108 104 2 106
4 104 12 116 99 18 117 102 9 111
5 96 7 103 68 17 85 82 4 86
6 106 7 113 85 21 106 104 6 110
7 108 18 126 90 25 115 98 8 106
8 99 22 121 93 29 122 111 4 115
9 106 8 114 98 18 116 100 17 117
10 100 10 110 108 15 123 103 7 110

Tablo 21: Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlarinin grup ortalamalari

Aquaporin Grup Ortalamalari

AQP 3 AQP 7 AQP 8
No Negatif | Pozitif | Toplam | % | Negatif | Pozitif | Toplam | % | Negatif | Pozitif | Toplam | %
G-1| 1051 3,4 1086 | 32| 549 56,7 111,6 |50,4| 1058 5,2 1110 | 4,6
G2 | 1027 15,7 1184 [134| 918 28,1 1199 |228| 1027 12,6 1153 [108
G-3| 1011 11,7 1128 [102| 854 26,9 112,3 |242| 10L9 7,1 1090 | 64

Tablo 22: Aquaporin immiinohistokimyasal ekspresyonlarinin agirlikli grup

ortalamalar1 H skor sonuglar1 (=SEM)

Grup AQP3 HS AQP7 HS AQP8 HS
G-1 0,110,03 47,22+16,15 0,31£0,16
G-2 3,1240,63 9,3343,03 2,0240,53
G-3 1,52+0,45 12,6147,78 0,60+0,21
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Sekil 79: Agp-3 Ab immun boyanmig sperm hiicresi
Bas ve boyunda boyanma (IHK-DAB,100xobj.)

Sekil 80: Agp-3 Ab immun boyanmig sperm hiicresi
Boyunda boyanma (IHK-DAB,100xobj.)
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Sekil 81: Agp-3 Ab immun boyanmis sperm hiicresi
Boyunda boyanma (IHK-DAB,100xobj.)

Sekil 82: Agp-7 Ab immun boyanmig sperm hiicresi
Boyunda boyanma (IHK-DAB,100xobj.)
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Sekil 83: Agp-7 Ab immun boyanmig sperm hiicresi
Bas ve boyunda boyanma (IHK-DAB,100xobj.)

Sekil 84: Agp-7 Ab immun boyanmis sperm hiicresi
Basta boyanma (IHK-DAB,100x0bj.)
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Sekil 85: Agp-8 Ab immun boyanmig sperm hiicresi
Kalin boyunlu ve uzamis basl spermde boyunda boyanma (IHK-DAB,100x0bj.)

Sekil 86: Agp-8 Ab immun boyanmis sperm hiicresi
Basta boyanma (IHK-DAB,100x0bj.)
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Sekil 87: Agp-8 Ab immun boyanmis sperm hiicresi
Boyunda boyanma (IHK-DAB,100xobj.)

Sekil 88: Agp-8 Ab immun boyanmig sperm hiicresi
Boyunda boyanma (IHK-DAB,100x0bj.)
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5. TARTISMA ve SONUC

Erkek fertilitesinin ana fizyolojik belirleyicileri sperm motilitesi, sayisi ve
morfoloji parametreleridir. Tezimizde bu faktorlere etki edebilecek olan ve daha once
erkek iireme sisteminde tespit edilmis Aquporin molekiillerinden Aqp-3, Agp-7 ve Agp-
8’in immiinohistokimyasal expresyonlari, rutin sperm testleri ve morfoloji analizleri
yapildi.

Spermiyogramin makroskobik parametrelerinden semen hacimi ¢oktan aza dogru,
sira ile Grupl, Grup2 ve Grup3 seklinde tespit edilmistir. Hacim miktar1 yasa baglh olarak
azalma egiliminde oldugu gozlemlendi. Diger parametreler (likefikasyon, vizkozite,
goriiniim, agregasyon Ve pH) agisindan ise gruplar arasi farkliliklar gozlemsede yasla
baglantili olarak bulunmamustir.

Spermiyogram mikroskobik parametrelerden sperm konsantrasyonu ¢oktan aza
dogru grup 3, 1 ve 2 seklindedir. Bilindigi gibi sperm yapim1 40’11 yaslar sonrasinda bir
azalma gostererek devam eder. Grup 3’lin konsantrasyonunun en fazla olmasi
beklenmezken grup 3’{in grup i¢i yas ortalamasinin diisiik olmasi neticesinde bu sonuglar
ortata ¢ikmig olabilir. Bununla birlikte motil sperm (Progresif + Non-progresif sperm)
konsantrasyonu ise yasla birlikte azalma goéstermistir. Bunun aksine immotil sperm
konsantrasyonu yasla dogru orantili olarak artarken ortalama hiz da yas artisiyla birlikte
azalma gostermistir.

Tiim gruplarda kruger strict morfoloji degerlendirmesinde normal sperm yiizdesi %
4’iin tlizerinde ¢ikmis olup normal aralikta yer almaktadir. Normal morfolojiye sahip
sperm yiizdesi 1. Grupta en yliksek iken 2 ve 3. grupta bir azalma goriildii. Yas artisina

bagli toplam sperm anomali sayisinda artis oldugu goriildii.
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En ¢ok bulunan anomali bag anomalisi olup her 3 gruptada en fazla bulunan anomali
tipi oldu. Bas onamalisinde 1. Grup ile 2. Grup arasinda biiylik bir fark olmamasina
ragmen 3. Grup ile belirgin bir fark olusmustur. Ikinci olarak en ¢ok bulunan anomali ise
kuyruk anomalisidir. 1. grupta en az bulunurken 3. grupta belirgin bir farkla daha fazla
miktarda bulunmustur. 3. Grup ile 2. Grup arasinda da kiigiik oranda bir fark ¢ikmaistir.
En az rastlanilan anomali de boyun anomalisi olup azdan ¢oga dogru sirasiyla grup 3,
grup 1 ve grup 2 seklinde tespit edilmistir.

Anomali tiplerinde bagimsiz olarak her birinin yas ile alakali olarak bir oranti elde
edilememesine karsin gruplarin toplam anomali miktarlarinda yasa bagli olarak bir artis
s6z konusudur. Toplam anomali miktarina gore sirasi ile 1. Grupta en az seviyede yer
alirken 2. Grup ile 3. Gruplardaki anomali miktar1 ayni oranda ¢ikmistir. Bu
sonuclarimiza gore genel olarak anomali sperm sayisinin yas ile orantili artigini
sOyeleyebiliriz.

Sperm morfolojisine ve motilitesine etki edebilecek mekanizmalar i¢inde oksidatif
stres ve hipotonik maruziyeti olduk¢a 6dnemlidir. Aquaporinlerin bu mekanizmalarda ki
rollerinin 6nemi giin gectikce aciga ¢ikmaktadir. Ayrica aquaporinler spermlerin
dondurulmasinda dondurulabilirlik belirteci olarakta islevsellik gostermektedir. Bu
ozelligi ile son yillarda olduk¢a gelisen ve c¢ogalan tiip bebek yonteminde sperm
hiicrelerinin dondurulmasindan sonraki sagkalimini yani basari oranmi etkiler
(Lanzafame ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2015; Correal ve ark., 2017; Martinez ve

ark., 2016; Martinez ve ark., 2017).

AQP 3'lin, sperm hareketlilik aktivasyonu i¢in gerekli olan fizyolojik hipotonik
stres (Morisawa ve Suzuki, 1980; Cosson ve ark., 2008) ile infertil hastalarin

spermlerinde yaygin olarak bulunan, spermlerin hareketini engelleyen ve hiicre sismesi
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ile olusan kuyruk biikiilmesi arasindaki “dengeyi” saglayan sperm diizenleyici hacim
azalmasinda (RVD- Regulatory Volume Decrease) rol oynadigi ileri stirtilmiistiir (Chen
ve ark., 2011). Ayrica AQP 3’iin domuz ve aygir sperm kriyotoleransi ile iliskili oldugu

bildirilmistir (Martinez ve ark., 2017, Correal ve ark., 2017).

Qi Chen ve arkadaslarin (2011) yaptiklari ¢alismada normal erkek ile AQP 3 nakavt
(AQP 37) erkekler arasinda testis ve epididim de dahil olmak iizere ana erkek iireme
organlarinin ilk muayenesinde, morfolojide, histolojide, ayrica sperm sayisinda belirgin
bir fark bulamamislardir. Ayrica AQP 3'lin lokalizasyonunun sperm kuyruk zarinin ana
pargast ile siirl oldugunu bulmuslardir. Buna karsin Laforenza ve arkadaslari (2017)
AQP 3 immiino etiketlemesinin, sperm kuyruk zarinin ana parcasinda ve spermlerin %

3'linde bas ve orta kisimda graniil seklinde bulundugunu gosterdi.

Calismamizda ise biiyiik cogunlugu ana pargada olsa da az bir miktarda bas
cevresinde de tespit edilmistir. Elde ettigimiz veriler AQP 3 ile kuyruk anomalileri
arasinda korelasyon gosterirken, fonksiyonel sperm sayisi, toplam hareketlilik ve
progresif hareketlilik ile negatif korelasyon gostermistir. AQP 3 miktar1 yasa bagli olarak
artis gostermesine karsin Grup 3’te Grup 2’ye gore bir miktar diisiis goriillmektedir. Bu
taployu 6zetlemek gerekirse 1.grupta daha az miktarda bulunan AQP 3 hipotonik strese
kars1 daha duyarli iken 2. Grupta bulunan daha fazla orandaki AQP 3 ile hipotonik strese
karst diren¢ artmaktadir. Yasin artmasiyla beraber bu diren¢ 3. Grupta bir miktar
azalmaktadir diyebiliriz. Calismamizda kuyruk anomalileri ve toplam hareketlilik AQP

3 ile pozitif korelasyon gosterdi.

Laforenza ve arkadaglar1 (2017) AQP 7’yi sperm basinin plazma membran

bolgesinde lokalize olarak bulduklarimi bildirdi. Saito ve arkadaslari (2004) AQP 7’yi
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spermin orta parcasinda ve 6n kuyruk kisminda lokalize oldugunu gostermislerdir. Yeung
ve arkadaslar1 (2010), Saito ve arkadaslar1 (2004) AQP7 ekspresyonunun, hastalarda
donorlere gore daha diisiik oldugu ve ileri hareketlilik ile korele oldugu bildirildi. Moretti
ve arkadaglar1 (2012) AQP 7’yi normal spermde, pericentriolar (sentriyol etrafinda, orta
kisimda) bolgede, ekvator segmentinde ve zayif sekilde kuyrukta etiketledi. Anormal
spermlerde ise sitoplazmik kalintilarda, sarmal kuyruklarda, basin tamaminda ve
akrozomda belirgin fakat diisiik oranda floresan yogunlugu tespit edilmistir. Moretti ve
arkadaslarinin (2012) yapmis oldugu calismada AQP 7 ile normal sperm morfolojisi
arasinda pozitif korelasyon gosterirken sitoplazmik kalinti, sarmal Kkuyruk ve
olgunlagsmamislik yiizdeleri ile negatif korelasyon tespit etmislerdir. Diger bir ¢aligmada
fertil olan AQP 7 nakavt farelerde oldugu gibi, AQP 7 nakavt bir erkegin de fertil oldugu
rapor edilmistir (Kondo ve ark., 2002). AQP 7'nin yaban domuzu ve boga sperm
kriyotoleransi ile iliskili oldugu bildirilmis (Martinez ve ark., 2016; Martinez ve ark.,
2017) fakat aygir sperm kriyotoleranst ile iligkili olmadig goriilmiistiir (Correal ve ark.,

2017).

Calismamizdaki sonucalar Morettti ve arkadaslarinin bulgularini desteklemektedir.
Fakat normal spermde AQP 7’nin biiylikk ¢ogunlugu basta bulunmustur. Anormal
spermlerde ise yine cogunlukla basta olmak iizere diger kisimlarda da tespit edildi. AQP
7 toplam hareketlilik ve fonksiyonel spermle korelasyon gostermekte (Yeung ve ark.,
2010; Saito ve ark., 2004 ile uyumlu olarak) olup c¢ogunlukla 1 pozitif olarak
degerlendirilmistir. Grup1’de en fazla yogunlukta bulunmustur. Yasa bagh olarak yasla
beraber bir azalma goriilmesine karsin grup 2’de grup 3’e gore kiiciik bir miktar da daha

az bunlunmustur.
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AQP8'in spermatidlerin spermatozoaya farklilagsmasi sirasinda sitoplazmanin
azaltilmasinda rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Calamita ve ark., 2001a). AQP 7 ve AQP
8'in ekspresyonu siganlarda yas boyunca degistigi, dogum sonrasi 15.giinden 20.giin daha
yiiksek oldugu bildirildi (Calamita ve ark., 2001b). Ayrica bu proteinin, osmolalite
(1000gr goziiciide ¢oziinmiis partikiil sayisidir) degisikliklerine sperm adaptasyonunda

yer aldigi ileri siirtilmiistiir (Yeung CH ve ark., 2010 ).

Laforenza ve arkadaglart (2017) AQP 8’1 spermatozoanin orta kisminda,
mitokondride bolgesinde ve orta kisim plazma zarinin yakininda spermlerin % 2'sinde
yogun immiinoreaktivite bulmuslardir. Baska bir ¢alismada graniiler yamalar olarak
kuyrukta lokalizasyonu gozlenmistir (Yeung ve ark., 2010). AQP 8’in insan sperminde
kesikli bir diizende spermatozoanin sitoplazmik damlacik {izerinde ve kuyruk boyunca
oldugunu séylemisglerdir. Yapilan bir calismada AQP 8 molekiiliiniin insanda motilite ile
korelasyon gostermedigi, sperm kivrilma derecesi ile ters orantili oldugu fakat hastalar
ve donorler arasinda higbir fark olmadigini belirtilmektedirler (Yeung ve ark. 2009a).
Calismamizda AQP 8 normal spermlerde neredeyse hi¢ bulunmazken, anormal
spermlerin orta par¢adasinda 6zellikle kalin boyunlu spermlerde yogun olarak rastlanmis

olup yaslanma ile baglantis1 tespit edilememistir.

Aquaporinler ile ilgili sperm iizerine yapilan ¢aligmalarin az sayida olmasi, yapilan
caligmalarda lokalizasyonlarin ve yogunlugun farkli bulunmasi karisiklik
olusturmaktadir. Bazi AQP’lerin eksikliklerinin fonksiyonel olarak diger aquaporin

tiyeleri tarafindan telafi edilebilir olma ihtimali de bulunabilmektedir.

Bu calismamizda AQP 3, 7 ve 8 molekiillerinin insan sperm hiicrelerindeki

expresyonlart immiinohistokimyasal olarak tespit edilip gosterilmistir ve sperm aktivitesi
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ve morfolojisiyle olan korelesyonu yorumlanmistir. Ayrica yaslanma ile olan baglantisi
da degerlendirilmistir. Calisma sonunda elde ettigimiz sonuglarimizin karislagtirilmasi ve
yorumlanmasi neticesinde bu molekiillerin sperm motilitesi ve morfolojisi ile iliskili
oldugu desteklenmekte olup AQP 3’iin yas ile orantil1 arttigini, AQP 7’nin yas ile orantili
olarak azaldigini, AQP 8’in ise anomalili spermlerde daha yogun oldugu ancak yaslanma

ile olan baglantisi tespit edilememistir.

Sonug¢ olarak spermiyogram degerleri agisindan gruplar arasinda belirgin fark
bulunmadi. Sperm anomalisi yaglanma ile artmis olsa da gruplar arasinda istatistiksel bir
fark tespit edilmedi. Agp-3 ve Aqp-8, Grup2 de; Agp-7, ise Grupl de belirgin olarak
artmist1. Bu sonuglarimiza gore Aqp-3 ve Agp-8, 26 ila 35 yaslarda; AQP 7’nin ise 18 ila
25 yaslar arasina maksimum olarak exprese edildigini sOyleyebiliriz. Her ne kadar
sonuclarimiz bu sekilde olsa da iddiali1 ve kesin kararlar i¢in st diizey ileri tekrarl

caligmlarin yapilmasini 6neriyoruz.
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