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Bashk: Yiiksek Glikozlu Besiyeri ile Deneysel Diyabetik Modelde Hasara
Ugratilmis Spermlere Dondurma — Cézme islemi Sonras1 Kok Hiicre ve Nis
etkisi

Ogrencinin Adi: Biyolog KAAN CELEN

Damisman: Prof. Dr. M. ibrahim TUGLU

Anabilim Dah: HISTOLOJI EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

1. OZET

Amac: Sperm dondurma islemi, spermlerin kriyoprotektanlar ile -80 -196 °C sicaklik
arasinda dondurularak ihtiya¢ duyuldugunda tekrar kullanilmas: amaciyla saklanmasi
islemidir. Diyabetes Mellitus insiilin hormonu eksikligi ya da etkisizligidir. Yiiksek
kan seker diizeyinden dolayr DM hastalarinda tiim hiicreler oksidatif stres altindadir
ve DM nin olusturdugu hiicre hasarindan dolay1 sperm kalitesi diismektedir.

Kok hiicreler organizmanin kendi biinyesinde bulundurdugu kolayca elde edilen ve
faktorler aracilign ile yonlendirilen 6nciil hiicrelerdir. Calismalarda kok hiicrelerin
diger hiicreleri olumlu yonde etkiledikleri bilinmektedir. Calismamizda kok hiicre ve
cevresinin krioprezervasyonun olumsuz etkisi ve diabetin olumsuz etkisi tizerine etkisi
degerlendirilerek literetiirdeki eksiklik giderilecektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Mezensimal kok hiicre otolog olarak, Sperm
hayvanin epididimisin mekanik ayrigma yontemiyle, hazirlanmis olup deney gruplari
kok hiicre, nis ve kok hiicre + nis olacak sekilde diabet taklit grubu ve normal glikoz
seklinde gruplar hazirlandi.

Bulgular: Tiim deney gruplarinda krioprezervasyon ve zaman apoptatik etkiyi ve
oksidatif sitresi artirdig1, diabet taklit gruplarinda bu olumsuz etkilerin ¢ok daha arttig1,
fakat kok hiicre nis ve kokhiicre + nis olan gruplarda oksidatif sitres ros diizeylerinin
ve canlilik hareket degerlerinde yapilan analizde iyilesme oldugu (p<0,01) gozlendi.
Sonuclar: Calismamiz sonugta bulgular ile yapilan degerlendirmede; Dondurma
¢ozmenin sperm hasarini artirdi, Diabet in bu hasarlar1 dahada artirdigi, Mezensimal
kok hiicre ve nis uygulamarinin bu hasarlari azaltigi gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Yag dokusu Mezenkimal K6k Hiicresi, In Vitro Fertilizasyon,

sperm, diabetes mellitus, sperm dondurma
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2. SUMMARY

Aim: Sperm freezing is the process of freezing sperm with cryoprotectants at a
temperature of -80 -196 ° C and storing them for reuse when needed. Diabetes Mellitus
(DM) is insulin hormone deficiency or ineffectiveness. All cells in DM patients are
under oxidative stress due to high blood sugar levels and sperm quality decreases due
to cell damage caused by DM. Stem cells are precursor cells that are easily obtained
and directed by factors within the body of the organism. In studies, it is known that
stem cells affect other cells positively. In our study, the deficiency in the literature will
be eliminated by evaluating the negative effect of stem cell and its environment on the
negative effect of cryopreservation and the negative effect of diabetes.

Materials and Methods: In our study, the mesenchymal stem cell was prepared as
autologous, by the method of mechanical dissociation of the sperm animal's
epididymis, and groups such as diabetes mimicry group and normal glucose were
prepared with the experimental groups stem cell, niche and stem cell + niche.
Results: In all experimental groups, cryopreservation and time increased apoptatic
effect and oxidative stress, these negative effects increased much more in diabetes
mimicking groups, but there was an improvement in the analysis of oxidative stress
ros levels and vitality movement values in stem cell niche and stem cell + niche groups
(p <0, 01) was observed.

Conclusion: In the evaluation made with the results of our study; It was observed that
freezing thawing increased sperm damage, Diabetes increased these damages even
more, and Mesenchymal stem cell and niche applications reduced these damages.
Key words: Adipose tissue Mesenchymal Stem Cells, In Vitro Fertilization, sperm,

diabetes mellitus, sperm freezing



3. GIRIS

Sperm dondurma olarak adlandirilan islem, sperm hiicrelerinin -80 -196 °C
sicaklik arasinda dondurularak ihtiya¢ duyuldugunda tekrar kullanilmasi amaciyla
saklanmasi iglemidir. 11k denemeler 1940’1 yillarda veteriner hekimler tarafindan
denemeleri yapilmistir (Celik, Ozkavukcu, & Celik-Ozenci, 2020). Kriyoprezervasyon
isleminde spermler kriyoprotektan adi verilen maddeler kullanilarak -196 °C sivi
azotta bekletilerek yillarca saklanabilir (18). Donma isleminde olusan buz
kristallerinin verdigi hasari en aza indirmek adina kriyoprotektanlar kullanilir. Su
molekiillerinin yerini alan Gliserol, dimetilsiilfoksit ve pentoksifilin gibi ajanlar, Su
ile yer degistirerek hiicrelerin donma noktasini diisiirmekte, hiicrenin ¢dziinen ve tuz
oranini azaltmakta, hiicreyi yliksek osmolariteden korumakta, takip edilebilir diizeyde
dehidratasyon saglayici bu ozelliklere bagl olarak hiicreyi korumaktadir (Sherman,
1976).

Insan erkek iireme hiicresi (sperm) 1950 yilinda dondurulmustur ve 1954°te iireme
icin basarili bir sekilde kullanilmistir (Sherman, 1976). Ilerleyen donemlerde, 1962
yilinda Sherman ve arkadaslari nitrojen buharinda spermlerin dondurulmasi ve
saklanmasi saglanmis, saklanan spermler on y1l sonra kullanilarak basarili gebelik elde
edildigi bildirilmistir (Hinting & Agustinus, 2019). Bu nedenle krioprezervasyon, Sik
tercih edilen bir yontem haline gelmistir. Cozdiirme islemi sonrasi spermler IUI (Intra
Uterin Inseminasyon), IVF (In Vitro Ftertilizasyon) ya da ICSI (Intra Sitoplazmik
Sperm Enjeksiyonu) islemi i¢in kullanilabilmektedir (Feldschuh, Brassel, Durso, &
Levine, 2005; Simon, Zini, Dyachenko, Ciampi, & Carrell, 2017).

Sigara kullaniminin sperm kalitesine zarar verdigi bildirilmistir (Elshal, EI-Sayed,
Elsaied, & El-Masry, 2009). Kanser tedavisine kullanilan radyoterapi ve kemoterapi
sonrasi veya invaziv girisimler sonunda tireme bozukluklari olusabilir. Béyle durumlar
sonrasinda ¢iftlere tireme saglhiginda yardimer oldugu ispatlanmis olup hali hazirda
kullanilan tek metod sperm kriyoprezervasyonudur (Zribi, et al., 2010). Kanser
tedavisinde kar zarar hesaplamasi yapilarak yasam stireni artirmak i¢in yapilan
tedaviler infertiliteye neden olabilmektedir. Tedavide kullanilan kemoterapik ve
radyoterapik ajanlar spermatogenezi negatif yonlii olarak olumsuz etkilemektedir.

Kriyoprezervasyon islemi, Kanser tedavisi gorecek kisilerin sperm ve semen kalitesini



korumak i¢in altin standarttir (Celik). Planli tedaviler 6ncesinde sperm 6rnekleri alinip
dondurulup saklanabilir boylece o6rneklerin tedavi sirasinda olusabilecek DNA
(Deoksiribo Niikleik Asit) hasarlarini minimalize etmek agisindan 6nem tasir (Lee SJ
ve ark 2006; Santi, Spaggiari, & Simoni, 2018).

Sperm Dna fragmantasyonu infertil erkekler ve saglikli bireyler arasinda yapilan
kiyaslamada, Fragmantasyon miktar1 interftiliteyi dogrudan etkiledigi saptanmistir
(Sun, Jurisicova, & Casper, 1997; Guz, Gackowski, Foksinski, Rozalski, &
Zarakowska, 2013). Degisik ¢alismalara Dna fragmantasyon tayin yontemleirni
degistirselerde temel kani sudurki Dna fragramtasyonu artik¢a infertilite artar ve
intfertil ¢iftlere bakildiginda dna fragmantasyonu anlamli oranda yiiksektir (Tung. &
Bozkirli, 2013).

Gilinlimtizde artan bir sekilde sorun haline gelen ¢ocuk sahibi olamama durumu,
gelistirilen yeni tekniklerle agilmaya ¢alisilmaktadir. Bu tekniklerin 6nemli bir tanesi
ise fertilizasyonun laboratuar kosullarinda saglandig1 in vitro fertilizasyon (IVF) olup
basar1 orani maalesef hala yeterli degildir (Zhang, Zhu, Jiang, & Chen, 2015). Bu
basarinin artirilmasi i¢in degisik besiyeri, biliylime faktorleri ve hormonlar gibi
etkenler ile daha iyi sonug elde edilmeye calisilmaktadir. Kok hiicreler organizmanin
kendi biinyesinde bulundurdugu kolayca elde edilen ve faktorler araciligi ile
yonlendirilen ©Oncilil hiicrelerdir. Son zamanlarda yapilan calismalarda bu kok
hiicrelerin bizatihi kendilerinin disinda salgiladig: faktorler ile nis denilen bir mikro
cevre olusturarak 6zellikle kanser hiicrelerinde olmak {izere diger hiicreleri olumlu
yonde etkiledikleri bilinmektedir (Cetin & Cetin, 2014).

Toplumumuzda ve bulundugumuz dénemde sik olarak raslanan ve bir kronik
rahatsizlik olan Diyabetes Mellitus insiilin hormonu eksikligi ya da etkisizligidir.
Yiiksek kan seker diizeyinden dolayr DM hastalarinda tiim hiicreler oksidatif stres
altindadir ve DM nin olusturdugu hiicre hasarindan dolay1 sperm kalitesi diismektedir
ve DM infertilitenin 6nemli problemlerinden biridir (Ozcan, 2017).

Bu calismada sicanlardan alinan spermler yiiksek glikozlu ortama alinarak
diabetin spermlere ugrattigi zararli etkiyi kok hiicre ortaminda ve kok hiicrenin
bekledigi besiyerde muamele edilerek sperme etkisi saptandi. Kok hiicre mikro
cevresinin fertilizasyon tizerine etkileri ilgili parametrelerle ortaya konup daha kaliteli
bir sperm saptanmaya ¢alisildi. Calismamizda yiiksek glikozlu ortamda kok hiicre ve
nis ‘e maruz birakilan spermlerin sifir ile yirmidort saat ve es zamanli olarak

dondurulup ¢oziiliip sifir tic saat arasindaki siirecte spermlerin hareket, sperm kalitesi,



canlilig1 apoptoz diizeyi yoniinden etkileri ortaya kondu. Literatiirde Dondurma —
Cozme Islemi Sonrast Hasara Ugratilmis Sigan Spermlerinin Yiiksek Glikozlu
Besiyeri ile Kiiltiir ortaminda Deneysel Diyabetik Modelde Kok Hiicre ve Nis
uygulamasi ile tedavisi hakkinda bilgi olmayip litaretiire diabet modelinde dondurma

¢ozme hasarinin kok hiicreye etkisi nin eksikligi giderilecektir.



4. GENEL BILGILER

4.1. ERKEK UREME SISTEMIi

Erkek tireme sistemi; testisler, testis genital kanallar (rete testis, tubuli rekti,
duktuli efferentes), genital bosaltim kanallar1 (duktus deferens, duktus epididimis,
duktus ejekulatoryus) yardimer bezler (prostat, seminal vezikiil, bulbotiretral bez) ve
penisten olusmustur (Resim 2.1.1). Testisin endokrin ve ekzokrin islevleri
bulunmaktadir. Erkek {ireme sisteminin gelisimi ile ilgili hormonlarin iiretimi
endokrin  iglevini, spermiyum (spermatozoon) iiretimi ekzokrin iglevini
olusturmaktadir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

Genital kanallarin ve yardimer bezlerin salgisi, diiz kas kasilma hareketi yardimi
ile spermatozoonlart disar1 yonlii hareket saglar. Ayrcia bu salgi spermatozoonlar igin
gerekli besini saglar. Genital kanallar ve yardimer Dbezlerin salgisina
spermatozoonlarin eklenmesi ile olugsan semen penis yoluyla disar1 atilir (Bingdl,

Deprem, Koral Tas¢1, & Kocamis, 2011; Jangueria, Carneiro, & Kelley, 1998).
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Resim. 4.1.1. Erkek iireme sistemi genel yapis1 (12;13).



4.2. ERKEK UREME SISTEMi EMBRIYOLOJIiSi

4.2.1. Primordial Germ Hiicreleri

Embriyonik gelisim, erkek ve disi gameti olan spermiyum ile oositin birlesmesi
olay1 olan fertilizasyon ve sonrasinda zigot olusumu ile baslar. Gametler embriyonik
gelisimin 2. haftasi boyunca epiblastin iginde olusan ve daha sonra allantoisin
baslangi¢ yerine yakin, vitelliis kesesine (yolk kesesi) go¢ eden oldukca genis, oval
(PGH) primordial germ hiicrelerinden koken alirlar. Embriyonun katlanma sirasinda
vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisinin bir boliimii olur. Katlanmalar
stirecinde, PGH, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyuna gonadal kabarintilara go¢
ederler (Resim 2.2.1). 6. hafta sirasinda PGH’leri altindaki mezensim icerisine girerler
ve gonadal kordonlara katilir. PGH’nin gogii, stella, fragilis genleri ve BMP-4
tarafindan diizenlenmektedir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013; Kierszenbaum, 2006).
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Resim 4.2.1. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii (Erdogan, Sahin, & Dingel,

2013).

Gogle aktif olan mitotik boliinmelerle sayica ¢ogalan hiicreler, gonadlara gittikten

sonra da bolinmeye devam ederler. Fertilizasyona siirecine hazirlik igin germ



hiicreleri gametogenez siirecine baglarlar. Gametogenez sirasinda mayozla kromozom
say1s1 yartya iner. Ardindan da farklilagma stirecine girerler (Kierszenbaum, 2006).

Cinsiyetin farklanmasi, otozomal ve cinsiyet ile pek¢ok genin rol oynadigi
karmasgik bir stiregtir. Sekstiel dimorfizmin anahtar1 kisa kolunda (Yp11) SRY genini
(Sex-determining Region on Y) tasiyan Y kromozomudur. Yapilan arastirmalarda
SRY geninin testikiiler farklilagsmanin ilk dénemlerinde etkin oldugu anlasilmis ve
azospermi ya da oligozoospermi durumlarinda %10 oranla Y kromozomunun q
kolunda kismi delesyon varligi belirlenmistir. Bu delesyonlarla Y kromozomu
tizerinde etkisi olan 3 ana dizi daha ortaya ¢ikmistir; AZFa, AZFb ve AZFc (10). Bu
genin protein Urlinli cinsiyetin kaderini belirleyen genleri harekete gegiren bir
transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini Testis Belirleyici Faktor (TBF)’diir. Bu
faktoriin ortamda olmasi fetusun cinsiyeti erkek tipinde (XY), yoklugunda da kiz
tipinde (XX) gelisir (Kierszenbaum, 2006).

Ne kadar embroyonun kromozomal cinsiyetini belirleyen erkek olsada, disi ve
erkegin embriyo bazli morfolojik karekteri, 7. embriyonik haftaya kadar gelisim
stirecine girmezler. Erken donemde genital sistem her iki cinste de benzer sekildedir,
buylizden genital sistemin gelisiminin baslangic donemine seksiiel gelisimin

farklanmamuys safhast olarak isimlendirilir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

4.2.2. Gonadlarin Gelisimi

Testis ve over mezodermal epitelden, embriyonik bag dokusundan ve primordial
germ hiicrelerinden koken alir.

Mezodermal epitelden posterior abdominal duvar1 doseyen mezotel koken alirken

Embriyonik bag dokudan mezotelin altindaki mezensim dokusu olusturur.

Primordiyal germ hiicreleri gonadlardaki tireme hiicrelerini meydana getirir.

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya ¢ikar. Mezotelde bir kalinlasma
mezonefrozun medialinde meydana gelir. Genital veya gonadal kabariklik kdlomik
epitel ve altindaki mezensimin c¢ogalmasi ile olusur. Parmak seklindeki epitelyal
kordonlar (gonadal kordonlar) altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiytirler
(Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013). Bu genital kabarikliklar i¢inde gelisimin 6.
haftasina kadar germ hiicreleri yoktur. Primordiyal germ hiicreleri (PGH), 5. haftanin
basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada genital kabarikliklar1 iggal ederler

(Resim 2.2.2.). PGH’lerinin primitif gonadlara ulagmasi sirasinda ve hemen once,



genital kabarikligin epiteli ¢ogalir ve epitel hiicreleri altlarinda yer alan mezensimin
icine gomdiiliirler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz
kordonlar1 olustururlar. Bu hiicreler genital kabarikliklara ulasamadiklar1 takdirde
gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum veya testise farklanmasinda PGH’lerinin
indiikleyici etkisi vardir (Kierszenbaum, 2006).

Hem disi hem de erkek embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu
donemde disi veya erkek gonadlarinin birbirinden ayirt etmek miimkiin degildir. Bu
sathadaki gonad farklanmamis gonad olarak bilinir. Farklanmamis gonad, dista bir
korteks ve igte yer alan bir medulla’dan olusur. Eger embriyo XX kromozom yapisina
sahipse, farklanmamis gonad’in korteksi overe farklilasir, medullasi geriler. Embriyo
XY kromozom yapisina sahipse, medulla gelisir ve testisin seminifer tubuluslarina
farklanir, korteks dejenere olur (Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel,
2013).
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4.2.3. Testislerin Gelisimi

Erkek fenotip gelisimi i¢in bir Y kromozomun olmasi gereklidir. Primordiyal
Germ hiicrelerinin icgindeki cinsiyet kromozomlar1 eger embriyo erkek ise XY
seklindedir. Testis Belirleyici Faktorii (TBF) kodlayan Y kromozomu kisa kolundaki
SRY geninin ortamda varligiyla, medulla kordonlar1 veya primitif cinsiyet kordonlar1
olusturmak {izere, ¢ogalip medullanin derinliklerine dogru ilerlerler. Bu organizator
faktoriin etkisiyle, gonadal kordonlar, seminifer6z kordonlara (seminifer6z tiibiil
primordiyumlarina) farklanirlar. Seminifer6z kordonlarin olusumunda, Sox 9 ve Fgf 9
genlerinin ekspresyonlart ile baglantilidir (4,5). Bu kordon yapilar1 bezin hilusuna,
daha sonra rete testis tiibiillerini olusturmak {izere ince hiicre siralarindan olusan agsi
bir yapr goriinimii aarak dagilirlar. Gelisimin daha ileri safhalarinda testis
kordonlarinin yiizey epiteliyle olan iligkileri tunika albuginea olarak isimlendirilen
yogun fibr6z bir bag dokusunun araya girmesiyle tamamlanir. Dens tunika
albuginea’nin gelisimi, testikiiler gelisme i¢in ¢ok spesifik ve kritiktir. Biiyliyen ve
gelisen testis asamali1 olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilarak kendi mezenteri
olan, mezorsiyum ile asili forma gecer. Seminiferdz kordonlar, seminiferoz tiibtillere,
tubuli rekti ve rete testis’e farklanirlar (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

4. ayda ise, atnali formunu alan testisin kord kisimlarinin uglar rete testis ile
devam eder. Bu olay testis kordonlar1 artik PGH ve bez-yiizey epitelinden kokenlenmis
Sertoli (destek) hiicrelerinden olusmaktadir (Kierszenbaum, 2006).

Gonadal bolge dorsali mezensiminden kokenlenen interstisiyel Leydig hiicreleri
testis seminifer kordonlarinin arasinda bulunur ve bu kord farkilasmaya baslamayla
tetiklenir hemenfarklilagmaya baslar. Gestasyonun 8. haftada Androjenik hormonlar,
Leydig hiicreleri etkisi ile tiretilmeye baglarlar, bu da hormonlar mezonefrik kanallarin
ve dis genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarirlar. Testesteron tiretimi hCG
etkisiyle tiretimini stimiile edilerek baslar. 8-12 haftalik donemde hormonun miktari
pik degerine ulasir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013). Testisler artik genital kanal ve
dis genital organlarin cinsiyetini etkileyecek hale gelmistir. Fetal testisler tarafindan
iiretilen testosteron, dihidrotestosteron (testosteron metaboliti) ve Miillerian Inhibe
edici Madde (MIM) veya Anti Miillerian Hormon (AMH) normal erkek cinsiyet
olusumunu belirlemektedir. Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) AMH salgilar,

puberteye kadar hormonun salinmasi devam eder ve sonrasindaysa oran azalir. AMH,
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uterus ve tuba uterinalara farklanan, paramezonefrik (miilleriyan) kanallarin gelisimini
baskilar (Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

Seminifer tiibiiller saklanmak tizere puberte doneminin baslamasina kadar solid
halde durur. Pubetede testis seminifer kordonlar1 pubertede liimenleri agilarak son
seminifer tubul haline gelirler. Seminifer6z tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur:

-Sertoli hiicreleri, bu hiicreler destek hiicreleri olan testisin yiizey epitelinden
gelisirler.

-Spermatagonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordiyal germ
hiicrelerine dontistirler.

Fetal yapidaki testiste, seminifer tiibiillerde sertoli hiicreleri oranca fazladir.
Devam eden fetal gelisme sirasinda, testis yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis
yiizeyindeki mezoteli olusturur (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013). Rete testis
tiibiilleriyle kanalize olan seminifer tiibiiller birlesir. Rete testis, duktuli efferentes’leri
meydana getiren, 15-20 tane mezonefrik tiibiiller olarak siiregelir. Bu tubuller
mezonefrik kanal ile baglantilidir. Duktus deferens ise rete testis ile mezonefrik veya
Wolffian kanallar1 birbirine baglar (Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel,
2013).

Testisler retroperitoneal olarak, karin boslugunun arka duvarinda gelisir. Fetusun
gelisirken go¢ ederek spermatik kordonlarin sonlarinda skrotumda asili olarak
bulunurlar (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009). Bu 6zel
yerlesim ile testisler ile viicut sicakligi arasinda 2°C- 3°C derece fark olusmasi
saglanir. Saglikli sperm tiremesi i¢in 34°C ila 35°C idealdir (Gneist, et al., 2007).

Skrotum, bu diisiik sicaklik korunma olayinda 6nemli bir role sahiptir.

4.2.4. Genital Kanallarin Gelisimi

Genital sistem gelisimin 5.-6. haftalarinda farklanmamis evrededir ve erkek ve
disi embriyolarda Mezonefrik (Wolffian) kanallar ve Paramezonefrik (Miillerian)
kanallar olarak iki ¢ift genital kanal vardir. Erkek iireme sisteminin olugumu ve
gelisiminde mezonefrik kanallar ¢ok kritik ve 6nemli iken, disi ireme sisteminde ise
paramezonefrik kanallar 6nemli rol oynamaktadirlar (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013;
Kierszenbaum, 2006).

Gonadlarin ve mezonefrik kanallarin yan taraflarinda paramezonefrik kanallar

gelisirler ve mezonefrozlarin lateral yiizeylerinde, mezotelin longitudinal
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invaginasyonlarindan olusurlar. invaginasyonlarin kenarlar1 birbirleriyle kaynasir ve
paramezonefrik kanallar meydana gelirler. Huni seklinde bu kanallar kraniyal uglar
periton bosluguna agilirlar. Paramezonefrik kanallar, embriyonun gelecekteki pelvik
bolgesine ulasincaya kadar, mezonefrik kanallara paralel olarak devam eder kaudal
yone dogru uzanirlar. Pelvik bolgeye ihtiva ettiklerinde, mezonefrik kanallar
ventralde ¢aprazlarlar ve orta planda birbirleriyle birleserek biitiinlesir ve Y sekilli,
uterovaginal primordiyum’u olustururlar. Bu tiibiiler yapi, tirogenital siniisiin dorsal
duvart igine ihtiva eder, burada bir yiikselti (kabarint1) halinde olan, siniis
tiiberkiilii’'nii olusturur (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

Genital Kanallarim Gelisiminin Molekiiler Diizeni:

SRY geni testisin gelisimi tizerinde en temel rolii oynayan gonadal sirt1 dogrudan,
mezonefrik kanallar1 da dolayl sekilde tetiklemektedir. SRY geni testisin ileri yonlii
hareketi ve kanal tiibiilleirniin yapigsmasi i¢in uyarma goérevi gortir. Bu tiibiiller genital
sirt1 penetre edemedikleri takdirde testisin gelismesi olanaksizdir. SRY ayni zamanda
Sertoli ve Leydig hiicrelerinin farklanabilmesi i¢in gerekli olan SOX 9 ilizerinden
gosteren steroidogenezis faktorii 1’in salg1 yonetiminden sorumludur. Ayrica sertoli
hiicreleri tarafindan salgilanan Miillerian Inhibe edici Madde (MIM, Anti
Miillerian Hormon -AMH- olarak da bilinir) de paramezonefrik (miillerian)
kanallarin gerilemesini saglamaktadir (Kierszenbaum, 2006).

Maskiilinizan hormonlar (Testosteron ve MIM) fetal testisler tarafindan iiretirler.
Sertoli hiicreleri, MIM ya da diger adiyla AMH iiretimine 6.-7. haftada baslarlar.
Testosteron salgilamasi 8. Haftada Interstisyel hiicreler tarafindan baslarlar. Insan
koryonik gonadotropik hormonu (hCG) testosteron {iretimini aktiflestirir.
Erkeklerde mezonefrik kanallardan erkek genital kanallarin olusumunu testosteron
uyarirken, MIM paramezonefrik kanalin epiteliyal-mezensimal déniisiime sebep olur.
8. haftada, testosteronun etkisiyle her bir mezonefrik kanalin proksimal kisimlari
kivrintilt  hal alarak epididimisi olusturur. Mezonefroz dejenere oldugunda,
mezonefrik kanallardan bazilar1 kalir ve efferent duktulileri meydana getirirler.
Duktuliler duktus epididimis’e agilirlararak epididimis distalinde mezonefrik kanal,
kalin bir diiz kas tabakasi kazanir ve duktus deferens meydana getirirler (Erdogan,
Sahin, & Dingel, 2013).

Leydig hiicrelerinden sekrese edilen testosteron da hedef dokulardaki hiicrelerin
icine girer ya Oylece kalir ya da § a rediiktaz enzimiyle dihidrotestosterona modifiye

olur. Testosteron ve dihidrotestosteron hiicre icinde bu hormonlara karsi 6zel gelismis
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olan ve yiiksek afinitesi olan bir reseptdr proteine baglanirlar. Bu &zel reseptor
kompleksi de dokuya 6zgii transkripsiyon genlerinin ve bu genlerin protein tirtinlerinin
etki edebilmesi i¢cin DNA’ya baglanir. Testosteron reseptér kompleks mezonefrik
tubullerin virilizasyonunu olustururken, dihidrotestosteron reseptoér erkek genitak
ayapilarinin farklilagmasini saglar (Kierszenbaum, 2006).

Onceleri cinsiyetin disi yoniinde diferensiyonu igin sadece Y kromozomunun
bulunmamasinin yeterli oldugu bu siirecin pasif olan bir siire¢ oldugu diistintiliirdi.
Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar ile primitif gonadin, tipki testisteki gibi overe
farklilagmast i¢in de bazi genlerin varligina bagimli oldugu anlagilmistir.
Orneklendirmek gerekirse, niikleer hormon reseptér ailesininden ve X kromozomunun
kisa kolu tizerinde yer alan DAX 1, SF 1 aktivitesini diizenler ve Sertoli ve Leydig
hiicrelerinin olusmasini bloke etmektedir (4).

Mezonefroz gerilerken, birka¢c bosaltim kanali epigenital tiibiil olarak
adlandirilan rete testis kanallartyla birleserek ve baglanti kurarak efferentesleri
olustururlar. Testisin kaudal kutbunda bulunan bosaltim kanallariysa, paragenital
tiibiiller, rete testis kordonlariyla birlesmez. Paradidimis bu yapi kalintilarinin
tamaminin addidir (Kierszenbaum, 2006).

Mezonefrik kanallar en kranialdeki kism1, apendiks epididim, disinda ana genital
kanallart meydana getirir. Mezonefrik kanallar efferent duktuslarin hilusunun hemen
altindan itibaren uzayarak, kivrintili bir yapr forma gecerler ve duktus epididimisi
olustururlar. Mezonefrik kanalin Duktus deferens, epididimin kuyrugundan seminifer
veziikiil domurcuguna kadar kalin bir kilifinin biiziilmesiyle meydana gelir. Ve sonraki
pargast duktus ejakulatoryus olarak adlandirilir. Paramezonefrik kanallar erkeklerde
kranial uglarindaki kiictik bir kisim disinda (appendiks testis) dejeneresyona giderler

(Kierszenbaum, 2006).
4.2.5. Genital Bezlerin Gelisimi:
4.2.5.1. Seminal vezikiil
Seminal bezler mezonefrik kanal lateralinden disa dogru gelisir. Bezler,

ejakiilasyonla disart atilan sivinin biiyiik kismini olustururlar ve bu salgilar spermlerin

beslenmesini saglar. Seminal bezlerin kanali ile tiretra ortasinda duran mezonefrik
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kanalin kismi ejakiilatuar kanal olarak gelisimini stirdiirmektedir (Erdogan, Sahin, &

Dingel, 2013).

4.2.5.2. Prostat

Prostat tretrada bulunan prostatik kalanilin par¢alanmasiyla meydana gelir.
Biiytik bir ¢ogunlukta endodermal uzantiyla beraber mezensim dokusuna dogru
uzanarak biiytir. Prostatin bir pargasi olarak bulunan glandiiler salgi epiteli bu
endodermal hiicrelerden gelisimini siirdiirtirken, epitel hiicresiyle iligkili i¢inde
bulunan mezensimden ise organ stromasiyla diiz kaslar1 meydana getirmektedir

(Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

4.2.5.3. Bulboiiretral bezler

Bezelye goriintimiinde olan bu organlar {iretra spongioz kisminda ikili sekilde, dig
yonlii bliytimeyi gerceklestiren hiicrelerden kéken alarak olusurlar. Kékeni mezensim

kaynaklidir. Bezlerin salgisi semenle karigsmaktadir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

4.2.6. D1s Genital Organlarm Gelisimi

Farklanmamis evrede, 7. hafta sonlarina kadar dis genital kompenentlerin gelisimi
disi gelisimi ve erkek gelisimi benzerdir. Cinsiyet farklilasmasi 9. haftada kendini
gostermeye baglar ancak 12. Haftaya kadar dis genitallerin diferensiyonu total olarak
tamamlanmis degildir. Gelisimin 3. haftasi sonunda, primitif ¢izgiden kokli mezengim
hiicreleri boltinerek, kloakal membranin etrafina kloakal kivrim adi verilmis olan bir
cift, hafifce yiliksek bir sislik meydana getirmek iizere go¢ ederler. Bu kivrimlar,
kloakal membranin kranialinde birleserek genital tiiberkiil’i meydana getirirler
(Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013; Kierszenbaum, 2006). Genital tiiberkiil hizbir
sekilde uzayarak bir primordiyal fallus olusur. 6. haftanin sonunda, {irorektal septum
kloakal membran ile birlesir, kloakal membran; dorsalde anal membrana ile
ventralde iirogenital membrana béliiniir. Urogenital membran, iiretral katlantilara
baglanmis median bir oluk olan iirogenital olugun tabaninda bulunur. Anal ve

tirogenital membran bir hafta sonra yiltilarak aniis ve tirogenital agiklig1 olusturur. Disi
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fetuslarinda iiretra ve vajina ortak bir bosluk olan vestibiile acilirlar (Erdogan, Sahin,
& Dingel, 2013).

Bununla beraber tiretral kivrimlarin her iki yaninda labioskrotal siskinlikler ve
tirogenital katlantilar meydana gelir. Bunlar, daha sonra erkeklerde skrotal sislikleri,
kizlarda da labia majorleri meydana getirecektir.

Farklanmamis dis genital organlarin erkek yoniinde gelismeleri, fetal testisler
tarafindan tretilen testosteron hormonunun etkisiyle tetiklenir. Fallus olarak
isimlendirilmis olan genital tiiberkiiliin hizli bir sekilde uzamasiyla penis olusur. Bu
uzama evresinde, fallus penisin ventral yiizeyinde, lirogenital katlantilar1 frontale
cekerek tirogenital olugun lateral duvarlarinin olusturur. Bu oluk, uzayan fallusun
kaudal kismina kadar ihtiva eder; ancak en u¢ noktasina yani glansa ulasamaz. Bu
olugun endodermal kokenli epiteli iiretral plagi meydana getirir (Kierszenbaum,
2006). Uglincii ay sonunda, penis vantral yiizeyi boyunca iirogenital katlantilar
birleserek (penil) tiretra’yr meydana getirir. Bu kanal fallusun ucuna kadar devam
etmez. Yiizey ektodermi, penisin median hattinda birleserek penil rafe’yi meydana
getirir, bdylece spongioz uretra penis igerisinde geri doniisiimsiiz olarak
konumlandirilir. Glans penisin ucunda, liretranin en distal kism1 4. ayda ektodermal
kokenli ice dogru uzayan, hiicresel bir kordondan meydana, bu olusum penis kokiine
dogru biiylir ve spongioz tretra ile birlesir. Bu hiicresel kordon tubal olarak, daha
onceden olusmus olan spongioz iiretraya baglanir. Bu sekilde, iiretranin terminal
parg¢asi tamamlanir ve dis tiretral agiklik (eksternal uretral meatus) glans penis ucuna
acilmig olur (Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

12. haftada, glans penisin periferinde, sirkiiler bir ektodermal ice biiylime olusur.
Bu i¢ yonlii biiytime, kanalize olarak sekillendiginde, ortiicii 6zellikte bir deri katlantisi
olan, prepus’u olusturur. Penisin, corpus spongiozum ve corpora cavernosa kisimlari,
fallus mezensiminden koken alir ve gelisir. Erkekte skrotal siskinlikler birbirlerine
dogru biiyiiyerek sonugta birlesirler ve skrotumu olusturur. Once inguinal bélgede
yerlesmistir. Gelisimin daha ileri safthalarinda, kaudal yonde ileri hareketle her sislik
kendi tarafindaki hemiskrotumu meydana getirir. Iki hemiskrotum birbirinden skrotal
septum ile ayrilmistir. Katlantilarin birlesme ¢izgisi, skrotal rafe olarak acikca
goriilebilir. Skrotumun agenezi (hi¢ olugsmamasi), ¢ok nadir goriilen bir anomalidir

(Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).
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4.2.7. Testislerin Inisi

Testis ve mezonefroz 2. ayin sonunda karin arka duvarina iirogenital mezenterle
bagli durumdadir. Mezonefroz bozuldugunda sonra baglantilar gonadin mezenteri
haline dontislir. Bu mezenterin kaudali bir ligament haline gelir ve kaudal genital
ligament adini alir. Testisin alt kutbundan ¢ikan ve ekstraseliiler matriksce zengin
olaran mezensimal yapiya gubernakulum denir. Testisin skrotuma inmesinden dnce,
gubernakulum inguinal bélgede, internal ve eksternal abdominal oblik kaslarin
arasinda biter. Testis inguinal halkaya dogru asagi yonlii harekete basladiginda
gubernakulumun ekstra abdominal parg¢ast da inguinal bolgeden skrotal sislige dogru
biliylimeye baslar. Testisler inguinal kanaldan gegerken, gubernakulumun ekstra
abdominal kismi skrotumun tabanina deger. Testikiiler inis iki basamakta gerceklesir:
transabdominal inis, tahminen fetal Sertoli hiicrelerince {iiretilen MIM tarafindan
diizenlenir ve inguinal-skrotal inme, genitofemoral sinir tarafindan tasinan kalsitonin
gen-iliskili peptid ile indiiklenen androjen salinimi etkisindedir (Kierszenbaum, 2006;
Gatimel, Moreau, Parinaud, & Léandri, 2017).

Inguinal bolgeden skrotuma testislerin inisleri su faktorlerle iliskilidir:

1. MIM ile indiiklenen paramezonefrik kanallarm atrofiye gidisi, testislerin
transabdominal olarak, derin inguinal halkalara yonelik go¢ii ihtiva etmektedir.

2. Testislerin biiytimesi ve mezonefrik bobreklerin atrofisi, testislerin posterior
abdominal duvar boyunca, kaudal yonde hareketine izin vermektedir.

3.Prosessus vajinalisin biiyiimesi, testislerin inguinal kanal boyunca skrotuma
ilerlemelerinde yardime1 olmaktadir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

26. haftada, testisler posterior abdominal duvardan, retroperitoneal adlandirilan
(peritonun diginda) derin inguinal halkalara yonelerek inerler. Testislerdeki bu
lokasyonel degisiklik, fetal pelvisin genislemesi ve embriyonun boyutlarinda uzama
ile iligkili olmaktadir. Testislerin transabdominal ilerlemesi, biiyiik oranda rolatif
harekettir, abdomenin kraniyal boliimiin, kaudal boliimiinden (gelecekteki pelvik
bolge) uzaklagmasina bagimlidir. Testislerin inguinal kanallar boyunca skrotuma
inmelerindeki sebep, olarak yeterli bilgiye sahip olunmamakla birlikte, bu olayin fotal
testislerce tiretilen androjenlerle kontrol edildigi kabul gérmektedir. Gubernakulum,
baslangigcta prosessus vaginalisin, inguinal kanallar1 olusturmalar1 asamasinda,
prosessus vajinalise, anterior karin duvar1 boyunca bir yolak olusturur. Gubernakulum

ayni zamanda, testisi skrotuma baglar ve testisin skrotuma inisinde rehberlik yaptig
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goren bir bilgidir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013). Intraabdominal gogiin
gubernakulumun ekstra abdominal parcasinin uzamasiyla gerceklestigi; organlarin
biiylimesinin intraabdominal basinci artirarak inguinal kanaldan gecisi sagladigi ve
gubernakulumun ekstra abdominal kisminin regresyonunun da testisin skrotum igine
dogru olan inisini tamamlamasini sagladigi diistintilmektedir. Fakat konuyla ilgili
arastirmalar devam etmektedir (Kierszenbaum, 2006).

Normalde testisler gestasyonun yaklasik 12. haftasinda inguinal bdolgeye
hareketlenmektedir. Inguinal kanallardan skrotuma inisi, genellikle 26. haftada baslar
ve inguinal kanaldan 28. haftada devam ederek, skrotuma 33. haftada gocii
tamamlamaktadir. Testisler, periton ve processus vajinalis disindan gecerler. Testisler
skrotuma girdiginde, inguinal kanal, spermatik kord etrafinda kasilma yaparlar.
Terminde dogmus yeni doganlarin %97 ve lizerinde, her iki testis de skrotum
icerisinde normal sartlarda bulunur. Dogumdan sonraki ilk 3 ay icerisinde, inmemis
testislerin cogu skrotuma ihtiva eder (Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel,
2013).

Inis go¢ii sirasinda testisler; aorta tarafindan beslenirler ve testikiiler damarlar
baslangigtaki posterior abdominal duvar seviyesinde iken meydana gelirler, lumbar
lokalizasyonlarindan skrotum igindeki testislere kadar stire gelirler. Testislerin
skrotuma inis sekli, duktus deferensin ni¢in iireteri anteriordan caprazladigini ve
testikiiler kan damarlarinin seyrini 151k tutmaktadir. Organlar, skrotuma inisi sirasinda,
duktus deferensi ve damarlar1 da beraberinde tasirlar. Testis ve duktus deferens asagi
indiklerinde, karin duvarinin fasiyal uzantilari etrafin1 sarar (Erdogan, Sahin, &
Dingel, 2013; Kierszenbaum, 2006).

Testislerin goglindne farkli olarak, karin boslugunu ¢evreleyen periton’da, karin
on duvarinin orta hattinin her yaninda cep seklinde yapilar olusur. Vajinal proses
isimlendirlen periton cepleri, skrotal sislige dogru ilerleyen gubernakulu takip ederler.
Muskiiler ve fasiyel tabakalarla birlikte Inguinal kanal skrotal sislige dogru ilerleyen
vajinal biyoislem tarafindan meydana getirilir (Kierszenbaum, 2006).

Testisler, inguinal kanal ve pubik kemigin tstiinden gegerek dogum esnasinda
skrotuma inmis olarak bulunurlar. Skrotum i¢indeki testis vajinal proses tarafindan
sartlmis durumdadir. Testisi saran bu peritoneal tabakaya verilen isim tunika
vajinalisin visseral tabakasi, peritoneal kesenin diger kisimlarini da tunika

vajinalisin pariyetal tabakasi olarak isimlendirilir (Kierszenbaum, 2006).
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Testisler, vajinal biyoislem kokenli peritoneal kisim haricinde, i¢inden gectigi
karin 6n duvarina ait tabakalarla da orttilisekildedir.

Transversalis fasiyasi: internal spermatik fasiyayi;

Internal oblik kas: Kremaster kasini ve fasiyasini;

Eksternal oblik kas: Eksternal spermatik fasiyayr meydana getirir.

Transversus abdominis ad1 verilen kas bu bolgenin tistiinde arkus yaptigi ve goc
yolu tizerinde bulunmadigi icin testis ve testise ait yapilarin ¢evresinde bu kasa ait
tabaka olmaz (Kierszenbaum, 2006).

Testis, prosessus vajinalisin distal ucu skratum igerisine dogru uzant1 yapar.
Perinatal donemde, prosesus vajinalisin baglayici sapi, genellikle oblitere olurak
testisle iligkili, izole bir peritoneal kese olani tunika vajinalis olarak durur (Erdogan,

Sahin, & Dingel, 2013).

4.2.8. Klinik Korelasyon

4.2.8.1. Kriptorsidizm ya da inmemis testis

Erkek yenidoganlarin %97°sinde bebek dogusta testisler skrotum igine yerlesmis
durumda bulunurlar. Geri kalanlarin %lik kisim c¢ogunlugu da ilk {i¢ ay icinde
skrotuma iner. Kriptorsidizm ya da inmemis testis olarak adlandirisan bu patoloji,
gelisim sirasinda testisler, skrotal keseye ulasamadigi i¢in abdominal bosluk veya
inguinal kanalda kalir (Gneist, et al., 2007; Kierszenbaum, 2006).

Kriptorsidizm patolojisi, termde dogan erkek bebeklerin yaklasik %3-4’iinde,
erken dogum erkek bebeklerin %30 undan fazlasinda goriilmektedir. Fakat bebeklerin
%1’inden daha azinda testislerden biri veya ikisi hi¢bir zaman skrotuma ulasamaz
(4,5). Testikiiler inis iki asamada gerceklesir;

1) Transabdominal inis olarak adlandirilan fetal Sertoli hiicrelerince iiretilen MiM
tarafindan kontrol edilen inig

2) Kalsitonun taginimini saglayan genitofemoral sinir genetik iliski icerisinde
peptid ile baslatilan androjen salimim etkisinde olan Inguinal-skrotal inis.
Transabdominal inme bozukluklar1 sik degildir. Birgok vakada inmemis testis inguinal
kanalda goriilebilir. Inguinal kanaldaki testisler gevredeki ligament ve kemikler

tarafindan tramva ve basiya ve strese maruz kalirlar (Gneist, et al., 2007).
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Kriptorsidizm, tek veya iki tarafli olabilir ve bunun gelisiminin yetersiz androjen
tiretimi oldugu distiniilmektedir. Karin boslugundaki veya inguinal kanal i¢indeki
yiiksek 1s1 nedeniyle olgun spermatozoa tiretme yetenegi yoktur (Erdogan, Sahin, &
Dingel, 2013; Kierszenbaum, 2006). Eger iki testis de abdominal kavitede veya onun
hemen diginda kalmis ise, normal viicut sicakliginda (37°C-38°C) organlar
olgunlagamaz ve sterilite olusur. Kriptorsidizm diizeltilmez ise, 6zellikle abdominal
kriptorsidizmde, bu duruma sahip erkeklerde germ hiicre tiimorleri goriilebilir.
Inmenmis testisler dogumda siklikla histolojik agidan normaldir, fakat 1. Y1lin sonunda
gelisme geriligi ve atrofi goriliir. Kriptorsid testisler, abdominal kavitede veya
testislerin inis yollarinin herhangi bir yerinde bulunabilirler, fakat cogunlukla inguinal
kanal i¢inde yerlesmis durumdadirlar (5). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, insulin
benzeri faktor 3 ve Hoxa-10 genlerindeki mutasyonlarin bilateral kriptosidizm ile
iligkili oldugunu bildirmistir (Gneist, et al., 2007). Kriptorsidizm %?3-5 sikliginda
bobrek patolojileriyle birlikte goriiliir.

4.2.8.2. Konjenital inguinal herni

Skratum ile karin bosluguyla i¢indeki prosessus vajinalisler arasindaki baglanti,
normalde dogumdan sonra ilk bir yil i¢inde kapanmasi beklenir. Eger tunika vajinalis
ve periton boslugu arasinda baglanti kapanmaz bu sekilde devam ederse kalici
prosessus vajinalis olusur ve barsak kivrimlari bu olusum boyunca skrotuma iner
konjenital inguinal herniye yol acgarlar. Epididimis veya duktus deferens benzer
embriyonik kalintilar, siklikla bu inguinal fittk henri i¢inde bulunur. Erkeklerde
inmemis testis varliginda, konjenital inguinal fititk daha yaygin goriiliir. Konjenital
inguinal henri, ektopik testise sahip erkeklerde ve androjen duyarsizlik sendromu
(ADS) olan disilerde de yaygindir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013; Kierszenbaum,
2006).

4.2.8.3. Hidrosel

Nadiren prosessus vajinalisin abdominal ucu a¢ik olarak durur, fakat barsaklarin
herniasyonu i¢in agiklik son derece dardir. Periton sivisi, kalici prosessus vajinalis
icerisine gecer ve testisin hidroseli meydana getirir. Bazen, prosessus vajinalis kismi

olarak kapanir ve geride yolu boyunca kiigiik kistik bosluklar kalir. Prosessus
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vajinalisin orta par¢asi agik kalir ise, bosluklarin igine salgilanan siviyla kistik bir yap1
alip testis ve/veya spermatik kord hidroseli meydana gelir (Erdogan, Sahin, &

Dingel, 2013; Kierszenbaum, 2006).

4.2.8.4. Ektopik testisler

Inguinal kanallarin kesismesi ile, testisler normal inis yolundan ayri, degisik
anormal yerlesimlerde olabilirler.

-Penis dorsalinde

-Kars1 tarafta (kros ektopi)

-Interstisyel (eksternal oblik kas aponevrozu disinda)

-Kal¢a medialinin proksimalinde

Ektopik testislerin biitiin ¢esitleri olduk¢a az goriiliir, ancak en sik rastlanilan tipi
interstisyel ektopia’dir. Gubernakulumun bir boéliimii anormal bir yerlesimde
bulundugunda, testisler’de patolojiyi izler ve ektopik hale gegerler (Erdogan, Sahin, &
Dingel, 2013).

4.3. ERKEK UREME SISTEMIi HISTOLOJiSIi

4.3.1. Testis

Skratum da testisler asili olarak bulunurlar. Her biri serdz kese ile sarili tunika
vajinalis denen peritondandir. Tunika vajinalis digta pariyetal ve icte visseral bir
tabakadan meydana gelerek testisin frontal ve temporal tunika albugineay: sarmalar.
Testis, tunika albuginea adi verilen kalin, kollajen liflerden meydana gelmis bag
dokusu kapsiilii ile gevrelenmistir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasma
yaparak mediastinum testisi meydana getirir. Bu alanda bezin igeri yonlii ilerleyen
fibroz septumlar ile testikiiler /obiiller ad1 verilen yaklasik 250 adet piramidal bolmeye
ayrilir. Bu septumlar tam degildir, lobiiller arasinda ¢ogunlukla iletisim yolaklar
vardir. Herbir lobiilde gevsek bag dokusu ile sarmalanmis 1-4 seminifer tiibiil
bulunmaktadir (Resim 2.3.1). Bol miktarda kan ve lenf damarlari olan bag dokusunda,
sinirler ve interstisyel (leydig) hiicreleri de varlik gosterebilir (Gneist, et al., 2007;

Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

20



N

4 I — .

| Spermatik kord
“ﬂ% )

B
I
NS AV
Epididimis (bas)
Duktuli efferentes

Ductus (vas)
deferens

Rete testis
Tubulus rectus

Kan damarlar: ve sinirler

Seminifer tiibiiller

/ — Lobule
— Septum
Tunica albuginea

Epididimis (govde) 5l S
Epididimis (kuyruk) Tunika Albuginea
éls Tunika Vajinalis

(a)

£ BENJAMINCLBAMINGS

Resim. 4.3.1. Testisin genel yapisi (Bingol, Deprem, Koral Tasc1, & Kocamus,
2011)

4.3.1.1. Seminifer tiibiiller

150 — 250 um dan meydana gelen her bir seminifer tiibiil 30-70 cm 6l¢uistindedir,
mix yapida olup epiteli ¢cok katli epitel doselidir. Tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik
olarak 250 m civarindadir. Tibiiller yapilar ilk olarak kor uclu yapida ve dallara
ayrilmis sekildedirler. Tiibiil sonlanmalarina dogru liimen daralma gosterir ve diiz
tiibiiller diger adiylada tubuli rekti olarak bilinen kisa segmentli hali meydana getirir.
Sekilsel olarak diiz tiibiiller goriinlimde olan bu yapilar, seminifer tiibiillerin rete testis
olarak isimlendirilen, epitel yapisiyla doseli bir labirent formunu meydana getirirler.
Bag dokusu igerisindeki rete, 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismi
birlesik bir yap1 olustururlar.

Seminifer tiibiillerde; bir fibr6z bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve ¢ok
sirali germinal ya da seminifer tiibiil epitelinden meydana gelir. Seminifer tiibiilii
doseyen epitel, iki belirgin hiicre popiilasyonunu iceren farklilasmis ve 6zel bir

epiteldir (Gneist, et al., 2007). Epiteli meydana getiren bu hiicreler, tiibiil limeni ve
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bazal lamina arasindaki bosluklar1 dolduracak 4-8 tabaka halinde koperasyon
yapmistir (Resim 2.3.2, Resim 2.3.3). Bu hiicreler, mitoz ve mayoz bdoliinmeler
sonrasinda diferensiye olarak spermiyum’lar1 meydana getirirler. Spermiyumlar
stirekli diferensiye olduklarindan ¢esitli evrelerde goriilebilirler. Seminifer epitel bir
bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan
bir duvarla smirlart ¢izilmis gortinimdedir. Miyoid hiicreler hareket yetenegi
kazanmamis spermleri reta testise ilerletmek igin kasimla hareketi yapmasidir.
Spermiyumlar epididimal tubulden gegtikten sonra ileri yonlii hareket kazanirlar
(Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

SPERMATOGENIK
P P ol HUCRELER

Spermiyum (n)

vl : *
) aa il T ) M s Gl & ‘ Olgun spermatid
= ( o ’ ‘
Geng spermatid (n)
A
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!

Primer Spermatosit (2n)

!

Spermatogonyum

Sertoli hiicre cekirdegi
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Kapiller

Leydig hiicresi

Resim 4.3.2. Seminifer tiibiil sematik yapisi
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4.3.1.2. Spermatogenez

Spermatogenez; erkek germ hiicrelerinin meydana gelmesini, sayilarinin
cugalmasini ve olgun spermiyumlara doniismesini saglayan siiregtir. Bu siireg, tek sira
Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik seriye ait hiicrelerle ¢evrili, uzun, tiibiiler bir yap1
olan seminifer tiibiillerde meydana gelir. Farklilasmamis spermatogonyalar oldukca
Ozellesmis spermiyumlara diferensiye olurlar. Seminifer epitelinde bir¢ok hiicre
jenerasyonunu ayni anda goriilebilir. Bu sebepten farklilasmaya baslamig
spermatogonyalardan olusan en geng hiicreler tuibiiliin periferinde bulunurken,
spermatidlerin olusturdugu en yash jenerasyon liimende varligi gostermektedir
(Delilbasi, 2008).

Spermatogenez baslangictan bitise kadar gelisen ve olusan siirecte 3 faza
ayrilabilir; Bunlardan ilki Spermatositogenez olarak adlandirilan birinci evrede
spermatogonyumlarin boliinmeleriy meydana gelen hiicrelerden spermatositler olusur.
Spermatositlerin st iiste iki kez boliinerek kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin
yariya diistiriilmesi sonucu ihtiva edilen ve olusan hiicrelere spermatid denilen ikinci

evre Mayoz olarak isimlendirilir. Ugiincii evre ise Spermiyogenez olarak adlandirilir.
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Bu stirecte spermatidlerin farklilagsma gegirerek spermatozoonlari olusturdugu sathadir
(Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

Spermatogenez baslamasi spermatogonyumlar ile olur (Resim 2.3.4). Bunlar
yaklagik olarak 12 um capinda, az miktarda daha kiigiik hiicrelerdir ve ¢ekirdekleri
soluk boyanan kromatin igerir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin
altinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin diginda yer alirlar. Kan-testis
bariyerini ge¢en spermatositlerde iki olay ihtiva eder;

1.Sertoli- spermatositler arasinda spermatogenezin sonuna kadar siirecek olan
yapisal ve iglevsel iligkisel bag gerceklesir.

2.Spermatositlerin mayoz/profaz/pakiten yar1 evresinden itibaren yeni ylizey
antijenleri gelistirmeye baslamasidir (Delilbasi, 2008).

Sekstiel gelismede spermatogonyumlar mitoz béliinme gegirirler ve yeni olusan
hiicreler iki agsamaya girebilir; bir- birkag mitozdan sonra farklilagmamig kok hiicreler
olan tip A spermatogonyumlar olarak devam ederler ya da siiregelen mitotik sikluslar
boyunca difirensiye tip B spermatogonyumlart meydana getirirler (Cohen-Bacrie,

Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).
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Resim 4.3.4. Spermatogenez
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Spermatogonyumlar spermatogenik serinin kok akan Tip A hiicreleridir. Erkek
fertilitesinde spermatogonyal kok hiicrelerin etkisi vardir. Bu sebeple kismen sessizdir
ve bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisine duyarliligi azdir.
Spermatogonyumlar, mayoz bdliinme gegiren diferensiye olmus veya olmamis sperm
hiicrelerin kemoterapik ajanlara hassasiyeti fazladir. Kisinin aldig1 radyoterapi ve
kemotrapik ajanlarin sonlanmasimin ardindan, spermatogonyal kok hiicreleri
spermatogenik siireci yeniden tetikleyebilir. Mitoz sonrasi olusan sertoli hiicreleri bu
tedavilere yiiksek oranda direnglidirler (Gneist, et al., 2007). Tip B
spermatogonyumlar ise primer spermatositlere diferensiye Onciil (progenitor)
hiicrelerdir. Bagarili mitoz serisi gegirdikten sonra bu hiicreler son S fazin1 (DNA
sentezi) tamamlamasinin hemen ardindan spermatositlerde mayoz hazirligi baslar ve
birinci mayoz boliinmenin profaz evresine girerler. En son mitoz gegirdikten sonra
primer spermatositler dinlenme evresine girerler (G0). Dinlenme evresinde olan
spermatositler G1 fazina gegerler (bu faz 3 giin stirer) (10). Yaklagik 10 giin Birinci
mayoz boliinme siiren uzun bir profaz ile karakterizedir. Bu sirada primer
spermatositin DNA’s1 4N kromozoma sahiptir ve 46 (44+XY) seklindedir. (N haploid
kromozom sayisini ya da bu kromozomlardaki DNA miktarini belirtmektedir) Profaz
evresinde, hiicreler dort fazgegirler. Bunlar sirasiyla leptoten, zigoten, pakiten ve
diploten- seklindedir. Tiim bu sathalari gecirdikten sonra diakinez safhasina
ulagirlarak kromozomlarin ayrilma islemi gerceklesmis olur. Zigoten-pakiten
evresinde homolog kromozomlarin (otozomlar ve seks kromozomlar1 X ve Y)
eslesmesini ya da sinapsini kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusumu ve homolog
kromozomlarin eslesmesi (sinapsis) olusur. Gendeki “crossing over” mayoz
boliinmenin bu evresinde. Ardindan hiicreler metafaza olarak adlandirilan siirece
girerler ve ardindan kromozomlar yapilar1 anafazda hiicrelerin her bir kutba dogru
cekilirler. Bu boliinmede, profaz evresinin yaklasik olarak 22 giinde tamamlami
sebebiyle gorilmek i¢in izole edilen hiicrelerin ¢ogu bu fazda karsimiza ¢ikar.
Spermatogenik serinin en biiylik hiicreleri primer spermatositlerdir, bu hiicreler
cekirdeklerinde farkli sathalarinda bulunan kromozomlarin olmasiyla tanimlanirlar
(Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009; Gneist, et al., 2007).

Birinci mayoz bdlinmenin tamamlanmasinin ardindan sekonder spermatositler
olarak adlandirilan 23 kromozomlu (22+X veya 22+Y) ve primer spermatositlerden
nispeten daha kiigiik yapilar meydana getirilir. Kromozon sayis1 ve dna miktarinin

azalmasi koordineli ve seknron sekilde olur. Histolojik kesitlerde sekonder
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spermatositlerin goriilmesi zordur nedeni ise, bu hiicreler interfazda ¢ok kisa siire
kaldigindan ve belirgin bir DNA sentez aktivitesi olmamasindan &tiirti (sadece tamir
DNA sentezi meydana gelir) hizli bir sekilde ikinci mitoz boliinmeye gegerler.
Sekonder spermatositlerin boliinmesiyle spermatidlerin meydana gelir; bunlar 23
kromozom i¢ermektedir. Bir ve ikinci mayoz arasinda S fazi olmadig1 icin ikinci
boliinmeden sonra haploid (1N) hiicreler meydana gelir. Spermatidlerin olugmasi ile

Boliinmeler durur (yani tek bir spermatid tek bir spermatozooya doniigiir). Bu
ylizden mayoz siirecinin sonunda haploid sayida kromozomlara sahip hiicreler olusur.
Hiicre boliinesinde Kromozom sayist indirgeme mekanizmasi sayesinde kormozom
say1s1 tiim tiirler i¢in sabit tutulur ve artis gézlenmez. Boylece kromozom sayisi o tiirtin
her canlilari i¢in ayni tutulur (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi,
2009).

Spermatositler iki basarili mayoz bolinmeyi kan testis bariyerinin iginde
gegirirler. Konum olarak ise sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin hemen
tist kisminda, seminifer tiibiiliin adluminal pargalarinda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz
boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde gergeklesir (Gneist, et al., 2007).

Spermatidler sekonder spermatositlerin boliinmesinden sonra meydana gelen
hiicrelerdir. Bu hiicre2ler boyut olarak diger hiicrelerden nispeten daha kiigiik (7-8 pm
capta), kromatinin yogun olarak goziikkmeyen ve seminifer tiibiillerde liimen yakininda
adluminal kompartmanda yerlesmeleri ile tanimlanimlar. Spermatidler sertoli hiicre
sitoplazma kriptalar1 i¢ine gomiiltidiirler. Spermatidler, spermiyogenez adi verilen
differensiyal bir silirece gegerler. Spermiyogenez, spermatidler olgunlasarak
spermiyumlart olustururlar. En kiritik evresi akrozom gelismesidir. Mikrotiibiillerin
hareketi ile kuyruk olusumu, niikleusun oval sekil olusturmasi, baslangi¢ evresinde
yaygin ve ¢cok bulunan mitokondrilerin kuyruk bolgesine goc ederek boyun kismi
etrafinda spiral sekilde ug uca siralanmalari ve sitoplazmanin bu farklilagsma sirasinda
ltimene bosaltilmasi benzeri da bu siirege dahildir. Bu asamadan sonra bas, spermin
genetik bilgisini igeren niikleustan meydana gelir. Akrozom, vezikiil yapidadir ve
yikict enzimle doludur. Kuyruk, tek bir sentriolden gelisir. Sperme hareket yetenegi
verir. Kuyruk ileri hareketliligi sperm boynundaki midokondrileirn sagladigi enerji ile
bikrotiibiillerin birbiri iizerinde hareket etmesi sonucu olusurlar (10). Sonugcta
seminifer tiibiiliin liimenine salinan olgun spermiyum olusmus olur (Resim 2.3.5).

Spermiyogenez bashca ii¢ faza ayrilabilir:
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A. Golgi Faz1: Golgi fazinda spermatid sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakin kisminda
belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriyonlar, ikili sentriyol, serbest ribozomlar ve
diiz yiizli endoplazma retikulumun goriiniisii vardir. Golgi kompleksinin normal
sartlarda hiicre i¢i pozisyonu hiicre apikal kutbu ve paranuklear alanidir. Kii¢iik PAS-
pozitif proakrozomal graniiller Golgi kompleksinde birikirler ve birleserek membranla
sarili bir akrozomal vezikiiliin icinde yer alan sadece bir akrozomal graniilii
olustururlar (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009). Sentrozom
Once ikiye boluniir ve akrozomun karsit kutbuna yerlesir. Olusan sentriyollerden
proksimal kisimda anteriyor nodiil, ikinci parga distal sentriyolden enine disk gelisir
(Eroschenko & di Fiore, 2007).

Sentriyoller hiicrede hareket ederek akrozmon meydana geldigi lokasyonun tam
tersi yonlii olarak hareket ederler ve bu yer hiicre yiizeyine yakin olur. Flagellar
aksonem meydana gelmeye baglar. Flagellum, distal sentriyolden meydana gelir.
Keratin iceren dis yogun lifler ve bir fibr6z kilif ile ¢evrili bir aksoneme (esmerkezli
dizilimli 9+2 mikrotiibiil ¢iftleri) varligindadir. Mitokondriyonlar kuyrugun proksimal
bolimii ¢evresinde sarmal sekilde bir kilif meydana getirir (Cohen-Bacrie, Belloc,
Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

B. Akrozom Fazi: Akrozomal vezikiil ve graniil, Yogun forma gegen ¢ekirdegin
on kismin1 komple kapayacak sekilde doldurur ve buna akrozom adi verilir. Akrozom,
bu enzimlere sahiptir; hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri bir
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimlere sahiptir. Akrozom bu sebeple lizozomun
Ozellesmis bir ¢esidi benzeri goérev yapar. Bu enzimlerin, yumurta hiicresinin korona
radiata kismin1 ve zona pellusiday1 sindirdigi yapilan arastirmalarca belirlenmistir.
Bunlar heniiz ovulasyon ile atilmis sekonder oositi c¢evreleyen yapilardir.
Kapasitasyon islemini tamamlamis spermiyumlar, sekonder oosit ile bulustugunda
akroozm dis membrani plazma membrani ile bir¢ok boélgede biitiinleserek akroozm
enzimlerini bosaltmaya sebep olur. Bu islem akrozomal reaksiyon olarak bilinir ve
fertilizasyonun ilk basamaklar1 arasindadir (Gneist, et al., 2007).

Akrozom fazi sirasinda hiicrenin akrozomu igeren 6n kutbu, seminifer tiibiiliin
tabanina dogru gider. Bunlara ek olarak ¢ekirdek uzar ve daha yogun bir hale gelir.
Ayni zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu meydana getirir.
Mitokondriyonlar da flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta parca
adr verilen kalinlagmis bolgeyi meydana getirir. Bu bdlge spermiyumlarin hareket

kaynagidir.
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Mitokondriyonlarin bu 6zet yapida yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ve
yiiksek enerji tiiketimi ile ilgili olan bolgelerde toplanmasi i¢in iyidir. Flagellum
hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dynein adi verilen ATPaz aktivitesine sahip bir
proteinin etkilesmesi sonucunda meydana gelir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo,
Clement, & Hamidi, 2009; Gneist, et al., 2007).

C. Olgunlasma Fazi: Spermatid olgunlasma fazinin sonuna dogru,
mitokondriyonlar gelisen flagellum boyunca dizilmelerini tamamlar; flagellum
yapisinda bulunduran keratin dis yogun liflerle sarili bulunan merkezi bir aksonemden
meydana gelir. Cekirdek uzar ve yogunlasir, manget distal yone dogru go¢ eder. Bu
0zel durustan dolayr manset daginik forma gectiginde ve dis yogun lifler mutlak
organizasyonda bulundugunda evre tamamlanir. Kuyruk iki ana kompenentten
meydana gelir: Bunlar orta par¢a ve esas parcadir.

1)Orta parc¢a: mitokondriyonlarin sarmal sekilde bulundugu parca

2) Esas parga: kuyrugun fibroz bir kilifla sarili oldugu parga.

Bir annulus (son halka) sperm kuyrugunun orta par¢a ve ana parca gegisinin
sinirlarini belirler.

Islem sonrasinda geriye kalan artiklar sitoplazma Sertoli hiicrelerince fagositoz a

ugrar ve spermiyumlar tiibiiliin liimenine dogru salinirlar.
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Resim 4.3.5. Spermiyogenez (Cetin & Cetin, 2014)

Somatik histonlarin arjinin, ve lizinden zengin protaminlerle yer degistirmesi
olay1 ve ¢ekirdek yogunlasmasi spermiyogenezin son basamagini meydana getirir. Bu
histon degisimi sperm genomik DNA’sin1 stabil hale getirir ve hasarlanmay1 6nler
(Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

Spermatogonyumlarin béliinmesinde meydana gelen ve tamamen ayrigamayan
hiicreler sitoplazmik kopriilerle hiicre hiicre arast baglantida bulunurlar ve
birbiryleriyle bagl kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir spermatogonyumdan
olusan her primer ve sekonder spermatositle, spermatid arasindaki iletisimi meydana
getirir. Hiicre-hiicre bilgi paylagimina izin vermesi nedeniyle bu baglandilar
spermatogenezdeki olaylarin diizenlenmesi ve koordinasyonu i¢in dnemli roldedir. Bu
ayrintt seminifer epitel donglisiinii anlamakta Onemli bir yer tutmaktadir.
Spermatogenez siireci sona erdiginde hiicre spermatogenezinin diizenlenmesinde

yardimci olan hiicre hiicre arasi stoplazma baglandilar1 kopriileri dokiilerek artik
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olarak bulunurlar ve spermatidler arasinda ayrilma meydana gelir (Cohen-Bacrie,
Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

Insanda spermatogonyum safhasi ile spermiyum olusumu arasindaki siire 64 giin
oldugu gosterilmistir. Siirecin yavas olmgwinin yani sira, spermatogenez, senkron
olarak seminifer tiibiilde ayn1 anda olmaz; bu siire¢ dalgalanma bi¢ciminde meydana
gelir. Bu konu sominifer tiibiillerin her bolgesinde spermatoenezin farkli bir sathasinin
gergekletiginin biyolojik olarak ispati olur. Seminifer epitel siklusu germinal epitelde
belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriinimii arasinda meydana gelen olgunlasma
degisiklikleri dizisini betimler. Insanda her bir siklus yaklagik 16+1 giinde gerceklesir
ve spermatogenez 4 dongii sonra biter (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, &
Hamidi, 2009).

Seminifer tiibiillerde olusan spermiyumlar belli bir fizyolojik dongii i¢inde
etkilenerek gelisirler. Bu emekanizmast meydana getiren temel faktorler
hipotalamustur. Hipotalamus etkisiyle hipofiz hormonlar1 devreye girer; onlarda
testisteki Sertoli ve Leydig hiicrelerini etkileyerek hipotalamus-testis arasinda bir feed-
back yanit1 olustururlar. Sonugta, sperm gelismesi, hipotalamus-hipofiz-testis zinciri
tizerinde, bir sistem i¢inde gergeklesir (Eroschenko & di Fiore, 2007).

Testiste otoregiilasyonu saglayan temel hormonlar, spermiyositogenez olayinda
esas rolii olustururlar. Spermatogonyumdan gelisen spermatosit serilerin yanisira
hipofiz ve testis orijinli hormonlarin etkisiyle hiicrelerarasi dontisiimler de meydana
gelir.

LH sentezi Klasik spermatogenez regiilasyonuna testosteron sentezi i¢in en
onemli faktordiir. Hipofizden LH salinimi, hipotalamik GnRH etkisi altinda etki eder.
Testosteron, GnRH-atilim-frekans ve amplitiidine down regiilasyon gosterir.
Testosteron, ayni zamanda parakrin etkilidir ve tiim viicuda ihtiva eder. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda goriilmiistiirki, tubulus elemanlari ile interstisiyel doku arasinda
ileri derecede etkilesme oldugunu ortaya ¢ikmustir. Sertoli ve Leydig hiicrelerin,
bugiine kadar bilinmeyen birgok hormon reseptoriine sahip olduklari bulunmustur ve
bu faktorlerin bir kisminin testiste lokal olarak gorev yaptigi bildirilmistir (Eroschenko
& di Fiore, 2007).

FSH, spermatogenezin en etkili faktorlerinden biridir. GnHR (Gonadotropin
salgilatict hormon) tarafindan kontrol edilen FSH, bu hormon reseptdrlerine sahip
Sertoli hiicrelerini etkiler ve 6zellikle spermatogenezin ilk evrelerini stimiile eder. FSH

da LH gibi negatif feedback kontrol mekanizmasi ile regiile olur. Sertoli hiicreleri
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tarafindan saglanan bu kontrol mekanizma “inhibin” olarak adlandirilir. Inhibin
sadece endokrin degil ayni zamanda parakrin etki de yaptigr bildirilmistir.
Spermatogenezi sadece FSH stimiile etmez; testosteron {izerinden serbestlenen LH da
bu mekanizmada etkilidir (Eroschenko & di Fiore, 2007).

Olgun spermiyum, bas ve kuyruk olmak iizere iki yapidan meydama gelir. Boyun
pargasi ile bas kuyruga baglanmistir. Bas, akrozomla sarilmig ¢ekirdekten meydana
gelir. Cekirdek heterokromatik, oval bir konumdadir. Cekirdegin 6n yarisini akrozom
sarar ve lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimlere (proteazlar, asit fosfatazlar,
hyaluronidaz ve yani sira ndraminidaz) sahiptir. Genellikle akrozom, 6zel bir tip
lizozom igerir. Akrozomal enzimler, oositi saran korona radiata ve zona pellucida’y1
sperm rahatga girebilmesi icin fertilizasyon zamani sekrese edilir (Gneist, et al., 2007).

Baglanti kompleksleri, bir ¢ift sentriyoliin igerisinde barindigi dar bir boliimdiir.
Distal sentriyol, sperm kuyrugunun merkezi par¢asi olan aksonem’e kaynaklik eder.

Meydana getirdigi kuyruk parca ve son parga olmak {izere ii¢ pargada
degerlendirilir: Kuyrugun orta pargasi, sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin
olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dis yogun lifler olarak adlandirilan
sperm boynundaki baglant1 par¢casindan kuyruk boyunca uzanan dokuz uzunlamasina
seyreden kolonlardan meydana gelir. Orta parganin alt sinir1 bolgesi mitokondriyel
sarmalin annulus’ta sonlanmasiyla belli olur (Gneist, et al., 2007).

Esas par¢a, uzun olan kismidir. Yedi adet yogun lifce sarili (orta pargadaki dokuz
liften farkli) merkezi aksonem ve bir fibr6z yapidaki kiliftan olusur. Bu Fibroz kilif,
es mesafedeki uzunlamasina kompenentlerden ¢ikan dairesel iskelet yap1 tarafindan
olusturulur. Hem dig yogun lifler hem de fibr6z kilif, spermin 6ne hareketi sirasinda
mikrotiibliler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet olusturan proteinler olan
keratin olusturur. Son kisim, dis yogun lifler ve fibr6z kilifin erken sonlanmasi sonucu,
birtek aksonemde kuyrugun ¢ok az ve kiiciik bir boliimiidiir (Gneist, et al., 2007).

Spermiyumlar seminifer tubuluslardan atilmasinin ardindan intra testikiiler ve
ekstra testikiiler kanallardan, depo edildikleri yer olan epididimisin kuyruk kismina
meydana gelir. Buradan duktus deferensin kalin kas kilifinin peristaltik kasilmalariyla
hizli bir sekilde iiretraya tasinir. Spermiyumlar duktus deferens ve tretradan gecisi
esnasinda spermi tasiyan sivinin igerisine cinsiyet bezlerinin (seminal vezikiil, prostat
ve bulbotiretral bez) sekresyonu katilir (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

Cinsel iligki sirasinda, vajinanin forniksinde ve serviksin dis agzi ¢evresinde 200-

600 milyon kadar sperm toplanir. Spermler kuyruk hareketleri yardimiyla yavasga
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servikal kanaldan ilerler. Seminal vezikiilden iiretilen vesikiilaz enzimi bir kisim
semeni koagiile ederek, vajinal bir plak meydana gelir. Bu plak semenin vajinaya
dogru geri akmasini kontrol eder. Servikal mukusun ovulasyon sirasinda miktar1 artar
ve viskozitesi azalir boylece spermin gecisi kolaylasir (Erdogan, Sahin, & Dingel,
2013).

Spermlerin ejakiilasyon refleksi iki faza ayrilabilir:

1) Emisyon (birikme, depolanma): sperm ve sivilari, vezikiila seminalis ve duktus
deferensin peristaltik hareketleri sonrasi duktus ejakiilatoryus kanaldan gecerek
tiretranin prostatik kismina getirilir. Emisyon sempatik bir yanittir.

2) Ejakiilasyon: Mesane boynundaki vezikal sfinkter kapanmasinin ardindan
bulbospongioz ve {iretral kaslarin kasilmasi ile semen {iretranin dis agzina dogru atilir.

Uterus ve uterin tiiplerden spermin gecisinde bu organlarin duvarlarindaki
kaslarin kasilmasi onemli gerceklestirir. Semen icindeki prostoglandinler uterus
hareketlerini aktif ederek spermlerin uterus ve uterin tiipleri gegerek fertilizasyon
bolgesi olan tiiplerin ampullasina gelmesine yardimci olur. Semen igierisindeki
seminal vezikiilden serbest bulunan fruktoz, spermler igin bir enerji kaynagidir
(Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

Spermatogenezi etkileyen patolojik durumlar

1. Sicakhik: Spermatogenez i¢in 35°C kritik cok onemli bir sicakliktir. Bu
sicaklikligin korunma sistemi spermatik arteri saran venlerin bir ag olusturarak ve
pampiniform pleksus adi verilen pleksus agi ile skrotumda saglanir ve sicakligi
dustirmek i¢in ters yonlii akimla 1s1 degisimi ile yapilir. Testisin sicakliginin 35°C’nin
altinda kaldig1 durumlarda, spermatik kordondaki kremaster kasi kasilir ve skrotal
kesenin dartos kasinin kasilmasi sicakligi artirmak i¢in viicuda yakin hale getirir
(Gneist, et al., 2007).

2. Kriptorsidizm: Spermatogenizi etkileyen bir diger faktér olan
kriptorsidizm, gastrolasyon sirasinda testis skrotal keseye ulasamaz ve abdominal
bosluk veya inguinal kanalda yer edinir. Boyle durumlarda, normal viicut sicakligi
(>37°C) spermatogenezi Onler ve durum cift tarafliysa sterilite meydana gelir.
Testikiiler tiimorlerin biiytik bir ¢ogunlugu tedavi edilmemis kriptosid testis ile
baglantis1 bulunur. Hormonal tedavi (koryonik gonadotropin uygulamasi) testisin
skratum icine inmesini aktif edebilir. Bu uygulama basarisiz olursa cerrahi yontemler

denenir (Gneist, et al., 2007).
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3. Kanser Kemoterapisi: Antitlimoral uygulamalar yapilan erkek hastalarda
gecici stireyle kematerapi etkisiyle aspermatogani gelisir, ¢linkii spermatogonyal
mitoz ve spermatosit mayozu etkilenebilir. Kematerapinin kesilmesiyle beraber
spermatogeneze o an i¢in katilmamis kok hiicreler aktive olurlar ve seminifer epiltelde
tekrar gugalarak spermleri meydana getirirler (Gneist, et al., 2007).

4. Kabakulak: Kabakulak, ergenlik sonras1 erkeklerin %20- %30 ani gelisen orsit
ile toplumda gozlemlenen sistemik viral enfeksiyondur. Cogunlukla kabakulak
enfeksiyonunda goriilen orsitten sonra spermatogonik fonksiyonunda degisiklikler
gozlemlenebilir (Gneist, et al., 2007).

5. Spermatik kordon torsiyonu: Testise gelen arterior kan akiminin siddeti
vendz drenaji etkileyebilir. Bu durum genelde yasanan bir fiziksel tramva sonucunda
veya tunika vajinaliste anormal testis hareketleriyle meydana gelebilir. Testis
torsiyonuna aninda miidahale edilmez ise, hemorajik enfarkt olusur ve tiim testisin
nekrozu ile son bulabilir (Gneist, et al., 2007).

6. Varikosel: Bu durum spermatik kordon venlerinin dilatasyonu nedeniyle
gelisir. Varikosel sonucu sperm iiretiminde bir azalma (oligospermi) goriiliir.
Spermatik kordon venlerinin, spermatik arter ile ters yon akim 1s1 degisimi sayesinde
testikiiler 1sinin 35°C’de tutulmasinda 6nemli bir rol gostermektedir (Gneist, et al.,

2007).

4.3.1.3. Sertoli hiicreleri

Puberteye kadar seminifer tiibiil epitelinin sayica fazla olan hiicre tipidir. Puberte
sonrasl, seminifer tiibiilleri saran hiirelerin yaklasik olarak %10’unu meydana getirir.
Daha ilerilerde erkeklerde spermatogonik hiicre sayis1 azalan ileri yaslarda ise sertoli
hiicreleri terar epiltelin ana kompeneneti haline gelir (Gneist, et al., 2007).

Spermatogenik serideki sertori hiicreleri kismen saran uzamis piramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri tabanlar1 bazal laminaya tutunurlar, siklikla apikal uglari
seminifer tiibiiliin limenine uzanir. Isik mikroskopunda bakildiginda, mikroskop
altinda bakildiginda sertoli hiicreleri belirginsiz olarak goriiliir, bunun sebebi ise
bunlarin spermatogonik seri hiicrelerinin hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida lateral
uzantilarinin olmasidir (Resim 2.3.6). Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda,
diz ylizli endoplazma retikulumu, graniiler endoplazma retikulumu, iyi gelismis

Golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondriyon ile lizozomlar, lipid damlaciklar1 ve
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zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin, mikrotiibiiller) icerdigi gézlenmektedir.
Siklikla tiggen bi¢giminde olan uzamis ¢ekirdekte cok sayida kivrimlidir, belirgin bir
cekirdekgik ile az miktarda heterokromatin goriiliir. Bu hiicreye 6zgii Charcott-
Bottcher kristaloidleri izlenir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi,
2009; Gneist, et al., 2007).

Komsgsu Sertoli hiicreleri, birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde siki
baglantilar vardir. Spermatogonyumlar, kan yoluyla gelen materyallerin tam gecirimli
secici gecirgen olmayan bazal kompartmanda yerlesir. Spermatogenez sirasinda
spermatogonyum serisi, adluminal kompartmana ¢ikarlar. Burada spermatogenezin
daha ileri safhalarindaki hiicreler, kandan gelen {iirtinlerden kan-testis bariyeri ile
saglikli bir sekilde devam eder. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki sik1 baglantilar
ile meydana gelir. Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral
kenarlarindaki derin girintilerde konumlanmiglardir. Spermatidlerin flagellar
kuyruklar1 gelisimlerini siirdiirdiik¢e, Sertoli hiicrelerinin apikal disar1 yonlii piskiil
seklinde goriintiilenirler. Sertoli hiicreleri iletisim baglantilar1 gap junctionlar araciligi
ile de iligski kurarlar ve yolak ile hiicrelerin iyon-kimyasal aligverisi saglanmig olur.

Sonug olarak seminifer epitel siklusunun koordinasyonunda dnemlidir.

Seminifer tiibiil
liimeni

Geg spermiyogenez

Erken spermatidler

Adluminal

) Sekonder spermatosit
kopmartman

Primer spermatosit

Sertoli hiicre niikleusu

~~ Spermatogonia

>

Bazal J
kopmartman ‘

~
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Resim 4.3.6. Sertoli hiicresi
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Sertoli hiicrelerinin bashca islevleri:

1.Salgilama: Sertoli hiicreleri gorev olarak stirekli salgi salgilar. Salgi seminifer
tiibiillerden genital kanallara dogru ileri yonliidiir. Androjen-baglayici protein (ABP)
salgilanmasi Sertoli hiicrelerince sekrese edilen FSH ve testesteron kontrolii altinda
gerceklestirilir. ABP, testesteron ve dihidrotestesteron androjenlerine yiiksek
baglanma afinitesinde olan bir salgisal proteindir (Gneist, et al., 2007). Bu protein,
seminifer tiibiil i¢ginde spermatogenez i¢in gerekli olan testesteronun yogunlagmasini
saglar. Sertoli hiicreleri testesteronu Gstradiyol haline ¢evirebilirler (Cohen-Bacrie,
Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009). Bu hiicreler ayn1 zamanda, inhibin ve
aktivin alt iinitelerini (0. ve B alt iiniteleri) salgilarlar. Inhibin (a0 heterodimeri)
hipotalamustan ve 6n hipofizden salinan gonadotropin salgilatici faktér ve FSH
tizerine negatif feedback etki gosterir. Aktivin (oo veya B homodimer) FSH salinimi
tizerine pozitif feedback etki gosterir.

Sertoli hiicreleri, puberteden sonra postmitotiktir. Erigkin testisinde mitoz hiicre
boliinmesi gozlenmez (Gneist, et al., 2007).

2.Anti-miillerian hormon iiretimi: Diger adi Miillerian-inhibe edici hormon
olarak isimlendirilir ve bu glikoprotein yapidaki hormon embriyonik gelismi kisminda
erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglamasina sebebiyet
verir. Testesteron ise Wolf (mezonefrik) tubullerinden kokenlenen yapilarin
gelismesini ihtiva eder.

3. Sertoli hiicreleri, Erkeklerde blue ¢agindan sonra postmitotiktir. Eriskin
testisinde mitoz hiicre béliinmesine katilmaz (Gneist, et al., 2007).

Gelismekte olan spermiyumlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin
diizenlenmesi: Spermatogenik seri hiicreleri birbirlerine sitoplazmik kopriilerle
baglanmislardir. Bu hiicreler fiziksel olarak, yaygin sitoplazmik Sertoli hiicre
dallanmalar1 ile desteklenir. Spermatositler, spermatidler ve spermiyumlar kan-testis
bariyeri ile kan desteginden ayrildiklar1 igin, bu spermatogenik hiicreler besin
maddelerinin ve metabolitlerin alip verilmesinde, Sertoli hiicrelerinin araciligina
gereksinim duyarlar. Sertoli hiicre bariyeri gelisen spermiyumlart immunolojik
saldiridan da korurlar (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009)

4. Fagositoz: Spermiyogenez esnainda speratogeneze katilan ve gorevi

sonlandirilan artiklar veya spermatik stoplazmalari artik cisimler seklinde dokiiliir.
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Bu artik cisimcikler fagosite edilir ve sertori hiicrelerini i¢ine alinir. Sertori
hiicreleri icerisindeki lizozimler tarafindan sindirilirler (Cohen-Bacrie, Belloc,
Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

5. Kan —Testis bariyeri: Hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda tireme periyodu
stiresince bolinmezler. Bunlar, o6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, x-1g1n1
radyasyonu gibi olumsuz kosullara karsi olduk¢a dayaniklidirlar. Zararli etkiler

karsisinda spermatogenik seri hiicrelerine gére ¢ok daha dayaniklidirlar.

4.3.1.4. Interstisiyel doku

Testiste bulunan seminifer tiibiillerin arasini1 bag dokular sinirler kan ve lenfatik
damalarlar doldurur. Testikiiler kapillerler pencere vardir ve kan proteinleri gibi
makromolekiillerin serbestge gecmesine gecirim saglarlar. Interstisyel alandaki lenf
damarlarinin olusturdugu yogun hat, bu organdan alinan interstisyel sivi ile lenf
stvisinin bilesimindeki benzerligi nednei olarak goriilmektedir.

Bag dokusu c¢esitli tipte hiicreler igerir; bunlar arasinda fibroblastlar,
farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlardir. Puberte
sirasinda ek olarak bir hiicre tipi daha ¢ok kendini gosterir, oval veya poligonal sekilli
olan ve santral tek ¢ekirdek ve kiiclik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir
sitoplazmasi bulunan hiicredir. Steroid sekrese eden hiicre 6zelliklerini gosteren bu
hiicreler, testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir. Bu tip hiicreler testestoron
tiretirler. Testesteron sentezi mitokondri ve diiz ylizli endoplazma retikulumunda
bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi igpaylasimina bir 6rnek
olusturur (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

Hormonal uyaramlar interstisyel hiicrelerin aktivitelerini ve saysmi diizenler.
Hamilelik donemindeyken iiretilen plasental gonadotropik hormon anne kanindan
fetusa gecerek androjenik hormonlari etikler. Bu androjenik hormonlar sayica fazla
fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarirlar. Hormonlarin bulunmasi embriyonik
farklilagsmada erkek tireme sisteminin gelismesi i¢in ihtiyagtir. Embriyonik donemde
meydana gelen interstisyel hiicreler hamileligin 4,5 ayina non-difrensiyal olarak sabit
dururlar; bundan sonra testesteron sentezinde goriilen bir downregiilasyon esliginde
gerilerler. Bu stiregten sonra gebelik boyunca ve hipofizden salinan luteinizan hormon
(LH) uyarimi altinda testesteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 prepubertal

déneme kadar dinlenmede kalirlar.
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4.3.1.5. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri intertiibiiler alanda lenfatik damalarlar ve kan damalar1 arasinda
yer almaktadir (Resim 2.3.7). Bir¢ok steroid-iireten hiicre gibi, Leydig hiicreleri lipid
damlaciklari, karakteristik tiibiiler kristali mitokondriyonlar ve iyi gelismis diiz yiizli
endoplazma retikulumu bulunur. Bu hiicrelere 6zgii Reinke kristalleri sitoplazmada

bulunur (Gneist, et al., 2007).

Resim 4.3.7. Leydig hiicreleri (Bing6l, Deprem, Koral Tas¢1, & Kocamis, 2011)

Ergenlige girilmesiyle beraber, siklik adenozin monofosfat (cAMP) aracili
mekanizma tarafindan Liiteinizan hormon (LH) ile tetiklenmenin ardindan, Leydig
hiicreleri, Sa-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosteron’a doniistiiriilebilen, festosteron
sekresyonu yapar. Serumda %95 oraninda bulunan testosteron (seks hormon-baglayici
globulin, SHBG ve diger proteinlere tutulmus halde) Leydig hiicreleri tarafindan
sentezlenir; kalan testosteronun tarafindan sekrese edilir.

Basta yag dokusu olmak iizere testosteron, bir¢ok dokuda ostrojenlere aromatize

olabilir. Folikiil Stimiile edici Hormon (FSH) uyarimindan sonra Sertoli hiicrelerince
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tiretilen ABP, gelisen spermatogenik hiicrelerin ¢evresinde yiiksek bir testosteron

yogunlugu saglar (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

4.3.1.6. Testis histofizyolojisi

Insanda 37°C nin altinda olmasi gereken spermatogenizin sicakligimin
diizenlenmesi sperm sagligi i¢in ¢ok kritiktir. Spermatogenizin optimal sicakligi viicut
1sisindan 2-3°C altindadir. Zengin bir ven6z pleksus (pampiniform pleksus) her bir
testikiiler arterin etrafin1 sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde énemli olan bir kars1
1s1 akimi saglayarak tampon sistemi olusturur. Diger faktorler; skrotumdaki deri ustu
suyun buharlagmasi ile 1s1 kaybi ve spermatik kordondaki kramester kaslarmnin
kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal kanallara ihtiva
etmesidir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

Beslenme kotiiliigii, alko ve bazi ilaglarin etkisi ile spermatogonyumlarda
degisiklikler ve sonucta spermiyum iretiminde azalma ortaya c¢ikar. X-igi
radyasyonu ve kadmiyum tuzlar1 spermatogenik seri hiicreleri i¢in olduk¢a zararlidir
ve bu hiicrelerin 6liimiine sebep olarak steriliteye sebep olur.

Endokrin salgilar spermatogenez tizerinde kilit roliindedir. Spermatogenez,
hipofizin FSH ve LH hormonlarmin testikiiler hiicreler tizerinde etkilidir. LH
interstisyel hiicreler tizerine etki ederek spermatogenik seri hiicrelerinin normal
gelisimi i¢in gerekli olan testesteron yapimin tetikler. FSH ise sertoli hiicrelerine
etkiyerek adenilat siklaz yapimini stimiile eder ve sonugta cAMP’nin artisina yol
acarak ve aynm1 zamanda ABP’nin sentez ve salgilanmasini saglar. Bu protein
testesteron ile baglanir ve bunu seminifer tiibiillerin ltimenine go¢ ettirir.
Spermatogenez testesteron ile uyarilir ve dstrojenler ve progestojenlerle engellenir.

Spermiyumlar, epididmise, uygun bir ortam olan testikiiler siv1 i¢inde tasinirlar.
Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iiretilir; bu sivi steroidler,

proteinler, iyonlar ve testesteronla birlesmis ABP eklenir.

4.3.1.7. Kan-testis bariyeri

Kan ile seminifer tiibiillerin arasinda bir bariyer bulunur. Bu bariyer testikiiler sivi
icine kandan ¢ok az se¢ilen madde gecirinimi saglar. Yan yana dizilmis olan Sertoli

hiicreleri arasindaki tikayici baglantilar, kan- testis bariyerini olusturur. Bariyer
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proteinlerin, antikorlar dahil, gelismekte olan spermatogenik hiicrelere ulasmasini
bloke eder.

Z1t yonde ise, gelisme evresinde olan spermatogenik hiicrelerden protein
sizmasini ve bir immiin cevabi tetiklemesini engel olur. Kan-testis bariyeri benzer
olarak kan-beyin bariyeri gibidir, tek fark sonrakinin ana elemanini kapiller endotel
hiicrelerin tikayic1 kavsaklar: olusturur. Tikayici baglantilar nirengi noktasidir; ¢ilinkii
seminifer epiteli bazal kompartman ve adluminal kompartman olmak tizere
bolerler. Spermatogonyumlar bazal kompartmanda lokalize olmus ve spermatositler
ve spermatidler adluminal pozisyonu tutulu bozuzyonda bekletirler. Testikiiler
kapilerler pencereli tiptedir ve biiyiik molekiillerin gecisine izin verir. Erkek germ
hiicrelerinin kandan gelen zararli ajanlara karsi korunmasinda onceliklidir (Cohen-

Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009; Gneist, et al., 2007).

4.3.2. Testis I¢i Genital Kanallar

4.3.2.1. Tubuli rekti: Seminifer tiibiillerin ¢cogu loplu bi¢imindedir, bunlarin her
iki ucu rete testise tubuli rekti olarak bilinen diiz tiibiillerle baglanir. Tubuli rekti,
testisin mediastinumunda lokalize olmustur. Spermatogenik hiicrelerin giderek
ortadan kayboldugu bu tiibiillerin baslangi¢ béliimiinde duvari sadece Sertoli hiicreleri
meydana getirir. Siki bag dokusu kilifi ile desteklenen ve kiibik epitel’den olusan yap1
ile devam eder.

4.3.2.2. Rete testis: Rete testis tunika albugineanin kalinlagsmasi ile olusmusg
mediastinum i¢cinde konumlanmastir. Rete testis kiibik epitel ile doseli ve oldukc¢a fazla
anastomozlari olan bir kanal agidir. Epitel hiicrelerinin apikal yiizeyi mikrovilluslar ve
tek bir sil yapisinda bulundurur. Fibroblastlar ve miyoid hiicreler tarafindan meydana
getirelen bariyer duvar, biliylik Leydig hiicresi kiimelenmesine eslik eden kan
damarlar1 ve genis lenf kanallariyla kusatilmistir. Sertoli hiicreleri tarafindan tiretilen
ABP, androjenleri baglar. Bu protein-steroid kompleksi, rete testisin liimeninde ve
epididimin baslangi¢ parcasinda bulunur. Buda rete testis, arteriyel kandan daha fazla
konsantrasyonda androjenleri igerir. Liimen i¢indeki androjenler, epididim basinin
normal fonksiyonunu destekliyor gériinmektedir.

4.3.2.3. Duktuli Efferentes: Duktuli efferentes, rete testisten igerisinde 10-20
adet ¢ikar. Yapisinda epididimis yoniine dogru hareket saglayan kinosilyali hiicrelerle

degisimli olarak silyasiz kiibik hiicre gruplarindan olusan bir epitele bulundurur. Bu,

39



epitele karakteristik tarak seklindeki goriiniim olusturur. Silyasiz hiicreler seminifer
tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu emerler. Silyali hiicre aktivitesi ve sivi
abzorbsiyonu, spermiyumlarin epididimise dogru siipiiriilmesini saglayan bir sivi
akimi saglar. Epitelin bazal laminasinin disinda dairesel olarak dizilmis diiz kas
hiicrelerinden olusan ince olusmustur. Duktuli efferentes gidip birlesip epididimisin
duktus epididimisini meydana getirir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, &

Hamidi, 2009; Gneist, et al., 2007).

4.3.3. Genital Bosaltim Kanallan

4.3.3.1. Duktus Epididimis: Duktus epididimis yaklasik 4-6 m uzunlugunda,
icinde spermiyumlarin olgunlagtigi ve déllenme icin ¢ok kritik olan fertilizasyon
kabiliyetini birberebir etkileyen ileri yonlii hareket etme kaibliyetini kazandiklari, tek
ve olduk¢a kivrintili tubuler bir yapidir. Bu uzun sekilli kanal ve kanalin ¢evresini
saran bag dokusu ve kan damalarini ile bir biitiin olarak epididimisin kuyruk ve
govesini olusturur. Epididim kanali ti¢ ana kompenente ayrilir bunlar sirayla; bas,
govde ve kuyruk. Epididim son kisminda toplanan spermler, ileri dogru hareket
gosterir. Yuvarlak bazal hiicreler ve prizmatik asil hiicrelerden olusmus stereosilyali
yalanci ¢ok katli prizmatik epitele sahiptir. Bu hiicreler, yapisinda diiz kas hiicreleri ve
kan kapillerce zengin bag dokusu ile ¢evrelenmis bir bazal lamina tizerinde meydana
gelirler. Bu diiz kaslarin peristaltik kasilmalar1 spermin kanallar boyunca ilerlemesine
yardim eder. Prizmatik esas hiicrelerinin yiizeyleri ise stereosilya adini alan uzun ve
dallanmis diizensiz hiicre ylizey farklanmalar1 ile désenmistir. Epididimiste bas
bolgesinde bulunan stereosilya yapisal olarak uzundur ve dallanmalar yapar. Kuyruk
bolgesinde stereosilyanin yliksekligi azdir. Esas hiicreler, epididim liimenine karnitin,
siyalik asit, glikoproteinler ve gliserilfosforilkolin sekrese edilir. Bu hiicreler iyi
gelismis Golgi aygiti, lizozom ve vezikiiller kompenentleri yapisinda bulundurur.
Testikiiler sivinin yaklagsik %90°1 eferent kanalciklarda ve epididimde esas hiicreler
tarafindan emilir. Bazal hiicreler ise esas hiicrelerin farklilasmamis 6nciilleri olarak
Ozen gosterirler. Diger hiicre tipleri, mitokondriyondan zengin ve epididim basinda
belirgin olan apikal hiicreler ve epididim kuyrugunda belirgin olan berrak
hiicrelerdir. Intraepitelyal lenfositler epididim boyunca yayilmistir ve epididim
immunolojik bariyerinin 6nemli bir bileseni olma potansiyalindedir. Epitel ytiksekligi

epididim kanalinin boliimii ile ilgili olarak degiskendir. Epitel bas bolgesinde daha
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uzun ve kuyruk bolgesinde daha kisadir. Buna zit sekilde, epididim kanalinin liimeni,
bas bolgesinde dar ve kuyruk bolgesinde daha genistir. Duktus epididimis epiteli
spermatogenez siliresince atilan artik cisimciklerin ortadan kaldirilmasi  ve
sindirilmesine eklenir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

4.3.3.2. Duktus(vas) Deferens: Epididimisten daha kalin miiskiiler duvarl diiz
bir tiip seklinde olan duktus (vas) deferens devam ederek, prostatik iiretraya agilir. Bu
kanalin tipik olarak dar bir liimeni ve kalin bir diiz kas tabaka yapisina sahiptir.
Mukozasi uzanlamasina kivrimlar meydana getirir; yiizeyi stereosilyali yalanci ¢ok
katli prizmatik epitele kaplidir. Lamina propriasi elestik liflerce zengindir. Kalin kas
tabakasi, i¢te ve dista longitudinal, ortada sirkiiler tabakalardan meydana gelmistir.
Spermatik kordonun bir par¢asini olusturan duktus deferens. Bu kordon testikiiler
arter, pampiniform pleksus ve sinirleri meydana getirir. Prostata girmeden dnce duktus
deferens genisler ve ampulla denilen kisimi meydana getirir. Bu alanda epitel
kalinlagir ve olduk¢a fazla kivrimlar yapar. Ampullanin son kisminda seminal
vezikiiller duktusa eklenirler (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi,
2009).

4.3.3.3. Duktus Ejakulatorius: Duktus deferens prostata girer ve prostatik
tiretraya acilir. Prostata giren segmente ejakiilatuvar duktus adi verilir. Duktus
deferensin mukoza tabakasi ampulla boyunca ejakiilatuvar duktusun igine kadar
devam ederken, kas tabakasi1 ampulladan sonra sonlanir.

4.3.4. Yardima Ureme Bezleri

Bu bezler, seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulbotiretral bezler’dir. Seminal
vezikiiller ve prostat, seminal sivinin ¢gogunu iiretir ve onlarin fonksiyonu androjenler
tarafindan sentezlenir.

4.3.4.1. Seminal vezikiil: Seminal vezikiiller, androjene gerekli ve uzunluklari 15
cm olan iki adet oldukga kivrintili tiibiiler yapidaki bezlerdir. Tiiplere histolojik olarak
bakildiginda ayn1 durumda olna tiipler farkli yonlerde olabilirler. Salgi graniillerinden
zengin tek kath kiibikten, yalanci ¢ok katli prizmatige dogru degisen bir epitel ile
doseli olup katlantili mukoza kivrimlar1 yapisinda bulundurmaktadir. Ince yapisindan
dolay1 diizeyindeki 6zellikleri protein sentezleyen hiicrelere benzer. Lamina propria
elastik lifge zengindir. Orta tabaka, dairesel ve uzunlamasina diiz kas tabakalari
sartlmistir. Seminal vezikiillerin viskdz sarimsi salgisi, spermiyumlar1 aktive eden
fruktoz, sitrat, inositol, prostaglandinler ve c¢esitli proteinlerden zengin yapidadir.

Erkek tireme sistemi ile iligkili bu bezler tarafindan tiretilen karbonhidratlar seminal
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stviya salgilanirlar ve sperm motilitesi i¢in enerji mekanizmasini olusturur. Fruktoz,
bu karbonhidratlar icerisinde en fazla bulunan monosakkariddir ve ejakiilasyonla
atilan spermin ana enetrji kaynagidir. Insan ejekiilatinin %70’ seminal vezikiillerden
dolayidir. Epitel hiicrelerinin boyutlar1 ve salgilama siirecinin aktivitesinin derecesi
testesterona muhtactir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

4.3.4.2. Prostat: Prostat, yardimci1 durumadaki en biiyiik tireme bezidir ve 30-50
tane dallanmis yapidaki tiibiiloalveoler bezin bir araya getirerek olusturdugu bir en
biiyilik yardimci bezdir; bu bez kanallar1 prostatik {iretraya dokiiliir. Prostatik bezler ii¢
bolgede diizenlenmistir; peritiretral mukozal bezler, periiiretral submukozal bezler ve
esas bezler olarak adlandirilan periferal birlesik bezler. Bezler tek katli ya da yalanci
cok katl prizmatik epitel ile gevrilir. Prostat, prostatik siviy1 sekrese eder ve bunu i¢
kistminda birlesirler; ejekiilasyon sirasinda bu sividan itme giicii alir. Prostat diiz
kaslardan zengin bir fibroelastik kapsiil ile ¢evrelenmistir. Kapsiilden ¢ikan septumlar
bezin i¢ine dogru uzanirlar ve bezi loblara bélerler; bu loblar erigkin erkekte kolay
gorilinlir degildir. Bezleri ayrica zengin bir fibromiiskiiler stroma c¢evreler. Prostatta
belirgin ti¢ bolgesi bulunur: birincisi merkezi bolgedir (santral zon). Yalanci ¢ok katli
bir epitele sahip ve bezin hacminin %25’ini olusturur. Bezin %70’ini periferik bolge
(periferal zon) olusturur. Bu bdolgenin epiteli daha diizgiindiir ve burasi prostat
kanserinin gelistigi baslangi¢ bolgesi olarak bilir. Uciincii bélge olan gegis bolgesi
(transition zon), tipta olduk¢a dnemlidir ¢linkii burast benign prostat hiperplazilerinin
biiylik bir boliimiiniin kaynaklandigi bolgedir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo,
Clement, & Hamidi, 2009).

Prostatik bezlerin liimeninde genel olarak 0.2-2 mm ¢apinda glikoproteinden
zengin ve bazen kalsiyum birikme alani olan kii¢iik yuvarlak cisimcikler yapisinda
bulunur. Bunlar prostat taslari ya da korpora amilasea olarak adlandirilir. Bu
cisimcikler ¢ogunlukla kalsifiye yapidadir. Islevleri tam olarak bilinmesede, yas
ilerledikge sayilari artmaktadir. Hiicreler bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum
ve Golgi kompleksi bulundururlar yapilarinda. Salgi tirlinleri prostat-spesifik asit
fosfataz, prostat-spesifik antijen, amilaz ve fibrinolizin yapisinda vardir. Prostatin
salgist asidiktir (pH 6,5). Semenin likefaksiyonunda rol alan fibrinolizin meydana
getirirler. Semene salgilanan prostatik sivida yiiksek konsantrasyonlarda sitrik asit,
cinko, amilaz, prostat-spesifik antijen ve asit fosfataz yapisinda bulunur (Cohen-

Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009) (Gneist, et al., 2007).
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4.3.4.3. Bulboiiretral bez: Bulboiiretral bezler diger adiyla Cowper bezleri,
caplar1 3-5 mm olan ve iiretranin membran6z kisminin proksimalinde yerlesik olup
buraya agilan bezlerdir. Mukus salgisi iireten tek kathi kiibik epitele sahip
tiibiiloalveoler yapidadir. iskelet ve diiz kas hiicreleri her bir bezi loblara ayiran
septumlarda bulundururlar. Olduk¢a bol galaktoz ve ortalama miktarda siyalik asit
iceren salgi, penil Uretraya bosaltilir. Bu salgi kayganlastirict bir fonksiyona sahiptir

ve penil iiretra boyunca disar1 ¢ikan semenin dniinden gider sekildedir.

4.3.5. Penis

Penis basglica ti¢ silindirik erektil doku kitlesi ile iiretray1 igerir, distan deri ile
cevrelenmistir. Bu yapilardan ikisi olan korpus kavernozum penis’ler dorsal olarak
konumlanmiglardir. Bir diyeri ise korpus kavernozum iiretra ya da korpus
spongiyozum adim almistir, ventral olarak yerleserek tretray1 ¢evreler. Bu yap1 en
sonda genisleyerek glans penisi meydana getirir. Korpus kavernozumlar, tunika
albuginea adi verilen ve siki bag dokusundan olusan diren¢li bir tabaka ile
cevrelenmistir. Korpus kavernozum ve korpus spongiyozum, bir arterle beslenen ve
vendz kanallarla bosaltilan diizensiz ve birbirleriyle baglantili kan bosluklari, ya da
sintizoidler yapisinda bulundurur. Ereksiyon sirasinda, arteriyal kan siniizoidleri
doldurur, siniizoidler genisler ve kani bosaltacak olan ven6z kanallara basi yaparak
onlar1 kasar. Penisin ve tiretranin korpus kavernozumlar1 erektil dokudan meydana
gelmistir. Erektil doku, penceresiz endotel hiicreleri ile doseli ve bag dokusu ile diiz
kas hiicrelerinden olusan trabekiilalarla ayrilan vendz bosluk yapidadir (Cohen-Bacrie,
Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

Iki kimyasal madde ereksiyonu kontrol eder: nitrik oksit ve fosfodiesteraz.

Beyin korteksi-hipotalamus aracigryla olusturulan cinsel uyari spinal kord
araciligryla otonom sinirlere tanisiri, pudental sinirin en ug¢ noktasi olan dorsal sinirin
dallarinin nitrik oksit olusumuna sebep olur. Nitrik oksit molekiilleri kan sintizoidlerini
kusatan diiz kas hiicrelerinin oluklu baglantilarindan gegerek hizli bir sekilde ihtiva
eder. Diiz kas hiicrelerinin i¢inde, nitrik oksit molekiilleri guanozin trifosfattan (GTP),
siklik guanozin monofosfat (cGMP) {iretmek i¢in guanilat siklazi aktiflestirir. cGMP,

hiicre igindeki depolama alanlarinda Ca™

un tutulmasin indiikleyerek sintizoidleri
kusatan diiz kas hiicre duvarinin gevsemesini saglar. Diisiiriilmiis Ca™

konsantrasyonlar1 diiz kas hiicrelerinin gevsemesini belirler, bu da dorsal ve kavernoz
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arterlerden gelen hizli arteriyal kan akisiyla sintizoidlerde kan birikmesine sebep olur.
Kanla dolan sintizoidler penisten kani bosaltan kii¢iik venlerde basing olusturur ve
penis sert bir hal alir. Fosfodiesteraz (PDE) enzimi cGMP’yi yikmak ve ereksiyonu
sonlandirmak i¢in sekrese edilir. PDE aktivitesinin bloke edilmesiyle, cGMP diizeyleri
yiliksek tutulur ve penis ereksiyon halinde durur (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo,
Clement, & Hamidi, 2009).

Prepusyum (siinnet derisi), i¢inde diiz kaslar ile bag dokusu bulunduran retraktil
bir deri katlantisidir. Yag bezleri, glansi ¢evreleyen deride ve katlanti i¢inde yer
almagtir.

Penil iiretranin biiyiik boliimii yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir; glans
peniste bu, ¢ok katli yass1 epitele degisir. Mukus salgilayan littre bezleri penil iiretra
boyunca varhigini siirdiiriir.

Penisin arteriyel destegi internal pudental arterlerden meydana gelir, bunlardan da
penisin derin arterleri ve dorsal arterleri ¢ikar. Derin arterler besleyici ve helisin
arterleri olusturmak iizere dallara ayrilirlar. Bunlardan ilki yani besleyici olanlar
trabekiilalara gerekli oksijen ve besin maddelerini saglarken ikincisi yani helisin
arterler dogrudan kaverndz bosluklara (erektil dokular) agilirlar. Helisin arterler ve
derin dorsal venler arasinda arteriyovendz pencerelerden olusur (Cohen-Bacrie,

Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009).

4.4. FERTILIZASYON (DOLLENME):

Fertilazasyon, sperm ile oositin birlesmesi ile baslayan birbiri ile iligkili karmagik
molekiiler olaylar sinsilesidir. Tek hiicreli embriyo olan zigotun birinci mitoz
boliinmesinin metafaz plaginda anne-baba kromozomlarinin bir araya gelmesi ile
sonlanir. Bu mekanizmalardan herhangi bir asamada bozukluk zigotun atretiziye
ugramasina nedne olur (Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013) . Fertilizasyon siireci 24 saat
stirer ve uterus tiiplerinin ampulla bolgesinde meydana gelir. Bu bolge tiiptin en genis
kismidir ve overe yakindir. Oosit fertilizasyonu burada gergeklesmesse oosit tiiplerden
uterusa dogru yavasca ilerler ve burada dejenere olarak atilir. Fertilizasyon tiipiin diger
pargalarinda olabilir ancak uterusda olmaz. Spermler disinin tireme kanallarinda 72
saat canli kalabilmektedir (Cohen-Bacrie, Belloc, Ménézo, Clement, & Hamidi, 2009;
Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).
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Vajene atilan spermlerin yaklasik %1°1 serviksten gegerler. Buraya ulasabilen
spermler canliliklarin1 uzun stire stirdiirebilir. Spermler serviksten uterus tiipleri igine
kendi sperm kuyruk hareketiyle, bir 6l¢iide de sivilarin epitel hiicrelerinin silyalar
tarafindan dalgalandirilmasiyla gidecekleri noktaya varis saglarlar. Spermler bu
mesafeyi en c¢abuk 2 ile 7 saat arasinda giderler. Istmusa ulastiklarinda motiliteleri
azalir ve hizlar1 diistise gecer. Ovulasyonla birlikte oositi ¢evreleyen kiimiiliis hiicreleri
tarafindan salgilanan kemotaksik maddelerin etkisiyle kapasitans olmus sperm oosit
icin yol gostericidir (10; 14).

Disi tireme sistemine giren sperler ilk basta dolleme yetenegine sahip degildir.
Fertilizasyon yetenegine kavusmak icin sperm once kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonu reaksiyon bagimsidir (Bingdl, Deprem, Koral Tas¢1, & Kocamis, 2011).

Kapasitasyon, spermlerin disi tireme kanallarindaki salgilarin etkisiyle bu siireci
tamamlamasi ve fertilizasyon i¢in uygun hale gelmesi donemidir ve bu dénem
insanlarda yaklasik 7 saati bulmaktadir. Spermle uterus tiipiiniin i¢ yiiziinii doseyen
mukoza hiicreleri arasinda epitelyal bir etkilesimi gerektiren kapasitasyonun biiyiik bir
kismi1 uterus tiipleri i¢inde cereyaneder (Bingdl, Deprem, Koral Tas¢1, & Kocamius,
2011). Kapasitasyon spermlerde yapisal bir degisiklige sebebiyet vermeyen ve
genellikle akrozom reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in gerekli olgunlagma stirecidir.
Bu siire i¢inde spermin akrozomal bolgesini Orten plasma membrani {izerindeki
glikoprotein kilifi ve seminal plasma proteinleri uzaklastirilir. Ayrica sperm plazma
membranindaki intramembrandz partikiillerin yer degistirdigi gozlenir, intraselliiler
kalsiyum ve sodyum seviyesi ylikselir. Yapisal bir degisiklik gozlenmese de kapasite
olan spermlerde intraselliiler iyonlarin reorganizasyonu gerceklesir ve metabolik
degisiklikler olur. Molekiiler diizeyde ise adenilat siklaz/protein siklaz aktivitesi
yeniden diizenlenir ve ¢ekirdek proteinlerinde degisiklikler meydana gelir. Akrozom
reaksiyonuna sadece kapasitasyonunu tanimlamis sperm gegebilir ve korona
hiicrelerinden gegebilir (Chiu, Chung, Tsang, & Koistinen, 2005).

Akrozom reaksiyonu kapasitasyonun aksine spermlerde yapisal degisiklige neden
olur. Bu olay spermin zona pellusidaya baglanmasinin ardindan meydana gelir. Zona
proteinleri tarafindan baslatilir. Bu reaksiyon, zona pellusidanin penetrasyonu i¢in
gerekli olan, aralarinda tripsin-benzeri maddelerin ve akrozinin de bulundugu bazi
enzimlerin salgilanmasiyla en iist noktada meydana gelirler. Akrozomal reaksiyon
spermlerin oositle karsilastiklar1 donemde gegirdikleri bir siire¢ olup, Oncesinde

akrozom reaksiyonunu tamamlayan spermler kumulus-korona hiicreleri arasinda
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ilerleyemez veya ilerleseler bile zona pellusidaya tutunarak penetre edilemez

(Kierszenbaum, 2006; Chiu, Chung, Tsang, & Koistinen, 2005).

4.4.1. Fertilizasyonun Evreleri

Evre 1- Korona radiatanin delinmesi ve gecismesi

Evre 2- Zona pellusidanin delinmesi ve gegilmesi

Evre 3- Oosit ve sperm hiicre zarlarinin kaynagmasi

1.Evre Korona radiatanin delinmesi ve gecismesi: Ureme kanallarinda
birakilmig 200-300 milyon spermmin sadece ancak 300 ile 500 tanesi dollenme
bolgesine ulasir. Sonrasinda da spermlerden yanlizca biri sekonder oositi délleme
yetenegine sahip olur. Diger spermlerin fertilize olmasi, oositten salgilanan faktorler
ve zona pellusidanin reseptdr yapisinin degismesi ile bloklanir. Sperm akrozom
reaksiyonundan salinan hyalurinidaz enzimi ile oosit korona radiatasindaki follikiiler
hiicreler birbirinden ayril ve zona pellusidanin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu olayda
tubal mukozal enzimler de hyalurinidaza yardimci olur (5). Kapasitasyon islemini
basarili bir sekilde meydanagetirmis olan sperm, korona hiicrelerinin arasindan
serbestee gecer (Kierszenbaum, 2006).

2.Evre Zona pellusidanin delinip gecilmesi: insanda yaklagik 13-15 pm.
Kalinliginda olan zona pellusida, oositi ¢epecevre saran ve spermlerin ovuma
baglanmalarini kolay forma getiren ve akrozom ile ilgili reaksiyonlar1 baslatan
glikoprotein yapida olarak tanimlanabilir. Hem spermlerin oosite baglanmasi hem de
akrozom reaksiyonu ligand ZP3 (Zona pellusida protein 3) olarak bilinen zona
proteini araciligiyla meydana gelir. ZP3 molekiiliiniin iki bolgesi vardir:

I- hiicre zarinda integral proteinleri taniyan sperm reseptérii ve akrozom
reaksiyonunu tetikleyen, sperm basindaki reseptdr proteinlerine baglanan bolge
(Delilbasi, 2008).

2-Akrozomdan salinan esteraz, akrozin, hyaliironidaz, asit proteinaz, ariminidaz,
fosfataz, aril siilfataz, kollajenaz, fosfolpaz C, a-glukorinidaz ve noraminidaz
enzimleri zona pellusidanin erimesine sebep olur, bu sebeple spermin oosit igine
girecegi bir yol elde edilmis olur. Bahsedilen enzimlerin en 6nemlileri akrozindir
(Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013). Zona pellusida gegirgenligi, sperm panetrasyonu
ile degisiklik gosterir. Buradaki ekstraselliiler glikoprotein Ortlintin  igerigi

fertilizasyondan sonra degisim gegirmis olur. Bu temas sonucunda, oositin plazma
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membranini doseyen kortikal graniillerden lizozomal enzimlerin salinimi saglanir. Bu
enzimler de sperm penetrasyonunu bloklamak ve zona ylizeyinde sperm igin tiire 6zgli
reseptdr bolgelerinin  inaktivasyonunu belirlemek {izere, zona pellusidanin
Ozelliklerinde bazi degisiklikler meydana getirmede yardimci olur (zona reaksiyonu).
Zonaya dikkat 1i bakildiginda yapisik baska spermler goériilmesine ragmen zona
pellusiday1 sadece bir adet spermin gectigi goriiliir (Kierszenbaum, 2006; Erdogan,
Sahin, & Dingel, 2013).

3.Evre Oosit ve spermin plazma membranlarinin kaynasmasi: Spermin oosite
yapigsmasi baslangicta kismen integrinlerle, ligandin ve disintegrinlerin karsilikli
etkilesimleriyle meydana gelmektedir. Sperm oosite birlesmesinin hemen ardindan iki
plazma membranida birbiriyle kaynasir. Spermin akrozomal basini ¢evreleyen hiicre
zar1 akrozom reaksiyonu sirasinda kayboldugundan, flizyon oositin membraniyla,
spermin basimin arka kismmi ¢evreleyen membran arasinda meydana gelir

(Kierszenbaum, 2006).

4.4.2. Oositin Fertilizasyona Cevabi

1. Kortikal ve zona reaksiyonlari. Lizozomal enzimler i¢eren kortikal oosit
graniillerin serbest hale gegmesi sonrasinda, Oosit membran1 baska bir spermin igeriye
girmesini 6nlemek amaciyla yap1 ve fonksiyonel degisiklikler gegirir. Boylece oositsn
icine birden fazla spermin girmesi énlenmis olur (Kierszenbaum, 2006).

2. Ikinci mayoz béliinmenin tamamlanmasi. Oosit, spermin sitoplazmasina
girmesinin hemen ardindan metafaz 2 oositin metafaz da tutuklulugu bitmis olur.
Boliinme sonucu olusan hiicrelerden hemen hemen hig sitoplazmaya sahip olmayani
ve en kiiciik olan1 ikinci polar cisim, digeri de kalic1 oosit olarak bilinir. Bu hiicrenin
kromozomlar1 (22+X) disi proniikleus adi verilen vezikiiler bir ¢ekirdek i¢inde
yeniden diizenlenirler (Kierszenbaum, 2006; Erdogan, Sahin, & Dingel, 2013).

3. Oosit metabolik aktivasyonu. Metabolik aktivasyonun c¢ok biiyiik bir
olasilikla sperm tarafindan tasinan faktorler tarafindan oldugu distiniilmektedir.
Oositin flizyon sonrasi aktivasyonu, erken embriyogenezisle ilgili ilk hiicresel ve
molekiiler olaylarin tiimii seklinde adlandirilabilir.

Biitiin bu degisimler sirasinda, sperm de disi proniikleusa yakinlanmasi i¢in
hareketini stirdiirtir. Kuyrugu kopup dejenere olurken, sperm ¢ekirdegi genisleyerek

erkek proniikleusunu meydana getirir. Birbirine ¢ok yakin yaklasan disi ve erkek
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proniikleuslarinin ¢ekirdek zarlar1 da kayboldugundan bu sathadan sonra disi ve erkek
proniikleuslarin morfolojik olarak ikisininde ayirt edilmesi imkasm hale gelir. Iki
kisimda da haploid sayida kromozom iceren erkek ve disi proniikleuslar1 biiytimeleri
sirasinda kendi DNA’larini replike etmek zorundadirlar. Bunu yapmazlar ise zigotta
normalde olmasi gereken DNA sayisinin yarisi kadar DNA sayist olacaktir.
Kromozomlar DNA sentezinin hemen ardindan normal mitotik hazirlik olarak ig
tizerinde organize olurlar. Anne ve babadan gelen 23 kromozom (¢ift) sentromerden
uzunlamasina ayrilir ve yavru kromatidler, zigotun hiicreleri normal diploid sayida
kromozom ve DNA’ya sahip olarak karis kutba dogru hareket saglar. Yavru
kromatidlerin bu hareketi sirasinda, hiicrenin yiizeyinden baglayarak zamanla

derinlesip sitoplazmay1 iki par¢aya bélen derin bir yarik olusur (10; 13).

4.4.3. Fertilizasyonun Temel Sonuclar:

1. Yaris1 anneden, diger yarisi da babadan gelen kromozomlarin diploid
sayisinin restorasyonu. Bu aktivite sonunda zigot yarisi annnedne diyer yarisi ise
babadan gelmis olan dna materyaline sahip olmus olur.

2. Yeni bireyin cinsiyetinin belirlenmesi. Cinsiyeti belirleyen baba faktorii
zigotun olugmasiyla beraber cinsiyeti belirlemis olur. Sperm x kromozomu tasiyorsa
disi, Y kromozomu tastyor ise erkek olur.

3. Yariklanmanin (cleavage) baslatilmasi. Dollenmeyen oosit genellikle 24 saat

icinde dejenere olur.

4.5. SEMEN ANALIZi

Yapilan arastirlamalarda ergenlik donemini gegirmis ¢iftlerden %15 inin
fertilizasyon yetenegi olmadigi gosterilmistir. Bu infertil g¢iftlerin fertilizasyon
sebeplerine bakildiginda %30 oraninda erkek faktoriinden, %20 sinde ise erkek ve
adina ait faktorlerden kaynaklandigi bildidirlmistir (Delilbasi, 2008).

Erkek infertilite sebebpleirni arastirilmasi i¢in sperm analizinin rutin olarak
yapilmasi ilkez 1902 yilinda Edward martin tarafindan ortaya atilmistir. Ardindan
gecen 34 yildan sonra 1956 yilinda MacLeod sperm sayini, mortelite ve hareketin
infertilite i¢in 6enmimi ortaya koymus ve en sonunda 1980 yilinda diinya saglik orgiitii

WHO semen analiiz i¢in klavuz rehber ¢ikartarak semen analizi i¢in stardart teknikleri
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belirlemistir. 2010 y1linda son revizasyondan sonra suanda kullanilan haliyle ile rehber
kullanimdadir.

Semen analizi ejekiilasyon ile erkekten atilan sivinin ve hiicrelerin miktar kalite
ve durumunun incelenmesi islemidir. Semen, i¢inde spermleri ve salgi bezlerinin
salgilarini iceren opak beyaz renkli yar1 akiskan yogun bir sividir. Hemen ejekiilasyon
sorasinda semen izkoz haldedir. Ejakiilasyondan 10-60 dakika sonra sperm daha
akiskan bir hale gelir ve bu isleme likefaksiyon adi verilir. Likefiye olan semende
spermler daha rahat hareket eder.

Masstiirbasyon sonrasi ejekiilasyon olan ve bu sayede alinan semen 6rnegi steril
idrar kabina alinir. Kisilsel bilgiler ad soyad ve tarih numunenin tizerine yazilir. Kisiye
semen toplanmasi i¢in gerekli yazili ve sdzlu bilgiler verilir. Kisinin kisesel bilgileri
diizgiince kaydedilmeli. Ad soyad dogum tarihi yasi perhiz giin saysisi yazilmasi
unutulmamalidir. Likefaksiyon islemi 20 — 37 derece arasindai sicaklikta bekletilerek
yapilmali ve lkefiye olan semek 6rnegi maksorkobik mikroskobik ve kimyasal olarak
aneliz edilir. Makroskopik analizde goriiniim, viskozite, likefaksiyon zamani, renk ve
voliim degerlendirilir. Mikroskopik analizde sperm agliitinasyonu, konsantrasyonu,
motilite ve sperm olmayan kiicreler Slgeklenir. Kimyasal analizde PH (Power of

Hydrogen) 6l¢timii yapilir (Delilbagi, 2008).
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4.5.1. Who Normal Spermiyogram Kriterleri

Tablo 4.5. WHO semen analizi i¢in en diisiik referans degerler

Parametreler | En Diisiik Referans Deger
Semen voltimii (ml) 1,5 (1,4-1,7)
Total sperm sayis1 (10°) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR,%) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm,%) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar,%) 4 (3.0-4.0)
PH >7,2
Peroksidaz — pozitif I6kosit (10° per ml)  <1,0

MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (pwmol/ejakiilat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13

Seminal notral glukozidas (mU/ejakiilat) >20

4.5.2. Sperm Morfoloji Degerlendirmesi

4.5.2.1 Spermatogenik seri hiicreler ve spermatogenezis

Spermatogenik seri hiicreleri seminifer tiibiillerde fonksiyonel yapilardir.
Spermatogenezis evrelerinde, farkli morfolojik gortinimler aldiklart igin
spermatogonium, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve
spermatozoon (sperm) gibi hiicreler, bazal lamina ile liimen arasinda yerlesik 4-8
tabaka halinde bulunmaktadirlar. Spermatogoniumlarin ti¢ tipi bulunmaktadir (17,
18).

Koyu A tipi spermatogoniumlar: Kubbe seklindeki, seminifer epitelin kok
hiicreleri olan koyu A tipi spermatogoniumlar, mitoz ile boliinerek hem koyu hem de
acik A tipi spermatogoniumlari olusturmaktadirlar.

Acik A tipi spermatogoniumlar: Okromatik belirgin niikleus, az miktarda Golgi
kompleksi ve graniillii endoplazmik retikulum ve ribozomlara sahip olan bu hiicreler
testosteron etkisiyle mitozla boliinmeye girerek B tipi spermatogoniumlari

olustururlar.
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B tipi spermatogoniumlar: Kiire seklinde merkezi niikleusa sahip olan bu
hiicreler, primer spermatositleri olustururlar.

Anormal morfolojiye sahip olan spermler, anormalitenin nerede bulunduguna
bagli olarak, bas, orta par¢a ve kuyruk anomalisi seklinde gruplandirilir.
Spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleri olan Primer spermatositler meydana
gelmesinden sonra adliiminal kompartmana go¢ eder ve 22.glin sonunda sekonder
spermatidlere farklilasirlar. Hizli bir interfaz asamasi ve belirgin bir DNA sentezi
olmayan hiicre boliinmesi ile sekonder spermatositler, spermatidleri meydana getirirler
(11).

Spermatidler yaklagik olarak  7-8 um ¢apinda, minik, yuvarlak sekilli
ve haploid olan hiicreler yogunlasmis kromatin bolgeleri iceren niikleuslar: ile ayirt

edilirler (Resim 8).

Resim4.3.8: Spermatogenik seri hiicrelerinin sematik gosterimi (univercty of

miami, 2021)

Spermatositogenezisde, kok hiicre olarak gérev yapan A tipi spermatogoniumlar
seri mitoz boliinmeler ile hem kendi yerlerine gegecek hiicreleri hem de primer
spermatositlere farklilasmasi sonucunda olan hiicre popiilasyonlarini olustururlar.
Mitoz bolinmeler ile olusan B tipi spermatogoniumlar mitoza devam ederek primer
spermatositleri olustururlar ve bu asamada spermatogenezis sona ermis olur (Hess &

De Franca, 2009; Wang & Cheng, 2007). Ratlarda ise primer spermatositler agik A
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tipi spermatogonium 6 mitotik boliinme gegirirdikten sonra biiylime evresine girerek
olugmaktadir (Hess & De Franca, 2009).

Mayoz boliinmede primer spermatositler kan testis bariyerinin adluminal
kompartmaninda I. mayoz béliinme ile sekonder spermatositlere donisiirler. Birinci
mayozun profazi insanda ¢ok uzundur ve 24 giine kadar uzayabilir. Her primer
spermatosit iki sekonder spermatositi olusturmak tizere profazin sonunda bdliiniir.
Replikasyon sonucunda kromozomlar, sentromerlerinden birbirine bagli iki kromatid
icermektedir. Her kromozom ¢ifti ayrilir ve 23 kromozomdan olusan iki grup olusturur
ve sekonder spermatositler ¢cok kisa interfaz ve profazi olan I1. mayoz béliinmeye girer.
Kromozomlar II. mayozun metafazinda sentromerlerinden boliinerek 23
kromozomdan olusan iki adet kromozom meydana gelir. Bu kromozomlaranafazda,
olusacak olan spermatidlere rastgele dagitilir. Telofaz safhasinda ise haploid sayida
kromozoma sahip 2 spermatid meydana gelir (Resim 9).

II. mayoz boliinme sonucunda da sekonder spermatositler, haploid kromozom

iceren spermatidleri olustururlar (Kierszenbaum, 2006; Hess & De Franca, 2009).
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Resim 4.3.9 Spermiasyon sirasinda yapisal farkhilasma (Kapoor, 2021).

Spermiasyon evresinde spermatidler liimene salinir ve bu siradaspermatozoanin
sertoli hiicresi ile iligkisi ortadan kaybolmus olur ve spermatid sserbest bir form alarak
spermatozoon adi verilir (Resim 10). Peritiibliler myoid hiicrelerin kasilmasi ile
seminifer tiiblilin limenine dogru ilerletilirler (Kierszenbaum, 2006; Erdogan,

Hatiboglu, Gorgiin, & Ilgaz, 1996).
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Olgun spermatozoonlar, bas ve kuyruktan olusan 60-65 pm uzunlugundadir. Bag
kisimlar1 yass1 ve yogun bir nukleus ile hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve
akrozin olarak adlandirilan tripsin benzeri proteaz gibi hidrolitik enzimleri sahiptir.
Sicanlarda ise insanlardan goriintii daha farklidir. S¢andaki form g¢engel seklindedir
(Resim 11).

Olgun spermatozoonlarin kuyruk kismi; boyun, orta parga, esas par¢ca ve son
olacak sekilde boliimlere ayrilir. Boyun kismi sentriyolleri icerirken, orta parga
mitokondrileri igermektedir ve kuyrugun hareketi ic¢in enerji sagladiklari ig¢in
spermatozoonun hareketinden sorumludurlar. Esas par¢a kalin aksonemin digindaki
fibroz kilifi icerir ve son parg¢a yalnizca aksonemi icermektedir (Darszon, Nishigaki,

Beltran, & Trevifio, 2011).
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Resim2.3.10: Rodent spermatozoonu (Buffone, Ijiri, Cao, & Merdiushev, 2012)

Spermatozoonlar tiibiiliin liimenine geldiginde hareket yetenegi heniiz yoktur.
Testis i¢i kanallardan gegerek ductus efferente ve daha sonra ductus epididimisin
proksimalin ulasir ve hareket yetenegi kazanirlar. Spermatozoonlar, ductus
epididimisde baz1 degisimler gegirerek olgunlasirlar. Bu degisimler sunlardir (10; 13;
24):

e Niikleus icerik yogunlasmasindan dolay1 bas kism1 hacmen azalir.

e Jcerigin azalmasiyla birlikte hiicre hacmen kiigiiliir.

e Glikozilasyon ile plazma membraninda degisimler,

e Fertilizasyon yeteneginin inhibe edilmesi i¢in ylizey-iligkili dekapasitasyon
fonksiyonunun dis akrozomal membrana eklenmesi.

Spermatozoa DNA anomalileri ve organellerin yanlis konumlanmasi bas
bolgesinde anomalilereneden olmaktadir. Sentrozom kompleksi ile ilgili sorunlar da

orta bolgedekimorfolojik anormalliklere neden olamaktadir. Aksonem kopleksiile
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ilgili sorunlar da kuyrukta meydana gelen morfolojik bozukluklara ve sperm

motilitesinin diigmesine ya da yok olmasina neden olmaktadir (24, 25, 26).

a b c

normal hairpin loop \s hammerhead bent heaI
e

f

coiled tail fused tail rough-surfaced tail || with Madle

Resim 4.3.11 Sicanlarda baslica spermatozoon sekil anomalileri (Takeda,
Yoshinaga, Furushima, Takamune, & Li, 2016)
4.6. SPERM KRiYOPREZERVASYONU

Kriyoprezervasyon; Hiicre veya doku gruplarnin tiim biyolojik aktivitileterinin 0
dercnein altindaki sicakliklarda tutularak durulup. Ileri tarihlerde kullanilmasi igin
saklanmasi olayina verilen addir. Kriyoprezervasyon spem i¢in kullanildiginda uygun
krioprotektan kullanildiginda spermler sivi azot icerisinde -196 °C de yillarca
saklanabilir.

Yailan deneylerde sigan sperm krioprezervasyonu insan protokollerine benzer
sekilder yapilabilir (Hess & De Franca, 2009; Aydin, Berber, & Cevahir, 2019). Sperm
dondurmak i¢in ana dort temel adim vardir. Bunlar; 1s1 azalmast, hiicresel dehidrasyon,

dondurma ve ¢ozdiirme.

4.6.1. Ne Zaman Krioprezervasyon?

Glintimtizdeki giincel tiip bebek yonetmeligi kurallarina gore

o Kemoterapi ve radyoterapi gibi sperm hiicrelerine zarar verebilecek ajanlar
barindiran tedaviler 6ncesinde

e Ureme yeteneginin kaybetmeye yol acacak operasyonlar 6ncesinde

e Sperm eldesinin cerrahi olla oldugu durumlarda

e Cok yiksek diizeyde sperm azligi durumunda ilerde hi¢ sperm olmamasi
riskini tolere etmek amaciyla yapilabilir.

Yine ilgili yoetmeligin maderine dayanarak. Disi ya da erkek tireme hiicresine adit

dna anelizi ile saklanir.
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4.6.2. Sperm Kriyoprezervasyon Talimat

Protokoller arasinda farklilik gostermek ile yikanip hazirliklar1 yapilan sperm
steril kriotiiplere veya viallere alinarak 10 dakika siireyle ve gayet yavas sekilde 2
oraninda krioprotektan ile karistirilir. Ve sonrasinda sterilazyonu bozulmamasi i¢in
kapag1 siki bir sekilde kapatilir. Kriyotiipler bir siire siv1 nitrojenin buharina maruz
birakilik. Yeteri kadar bekletien kriotiipler azot tankinin i¢ine daldirilir ve kriotiipiin
lizlirisinin en az 5 cm ge¢mis sekilde olmasi gerektigine dikkat edilicek sekilde
yerlestirilir.

4.6.3. Sperm Dondurmada Olas1 Hasarlar

Kriyoprezervasyon islemiyle kullanililabilir sperm saklama yontemi olmasina
ragmen spermleri fiziksel ve kimyasal yonden olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu
hasar sperm membran lipid yagisini, sperm hareketliligini, canliligi ve akrozom
hareketleini olumsuz etkileyebilir. Spermin yasadigi bu olumsuz degisiklikler
fertilizasyonu olumsuz yo6nde etkileyebilir. Crioprezervayon sirasinda ani 1s1 soku,
hiicre i¢i buz kristalleri olusumu, hiicresel dehidrasyon olusumu, tuz yogunlugdaki
artig, oksidatif stres ve ozmotik sok gibi hasarlar olusabilir ve spermi olumsuz yénde
etkileyebilir (Wetzels, Bras, Lens,, Piederiet, & Rijnders, 1996). Krioprezervasyon
sirasindai protoollerde oncelikli hedef hiicrelerin olusabilecek olusuz etkilerden
hticreleri korumaktir.

Motilite acisindan inceleyecek olursak, sperm dondurma protokoliine ve
kullanilan kimyasallarin yapisina bagli olarak sperm canliliginda %31-50 da azalma
bilinen bir gergektir. Bununla iliskili yapilan ¢alismada sperm sayist 10 milyonun
tistiinde olan 56 hasta ¢in yapilan kroprzervasyon islemi sonrasinda sperm cnaliliginin
%66 azaldig1 ve Kruger morfolojinin motilite azalmasi ile yakindan iliskili oldugu
belirtilmistir (Delilbasi, 2008). Bonetti ve arkadaslari hem kanser hastalar1 hem de
saglikli hastalar i¢in ¢oziinme islemi sonrast spermlerdeki ortalama viabilite oraninin
%30’dan diisiik olarak rapor etmistir (Bunge & Sherman, 1953). Dondurup ¢6zme
isleminde ne kadar siire donarak beklediginn sperm paremetreleri agisindan bir
farklilik olmadigi ortaya ¢ikmustir (Delilbasi, 2008). Sperm saklama siiresi yerine
dondurup ¢6zme isleminde hiicrenin maruz oldugu hasarin diizeyi dnemlidir.

Sperm dondurma protokolleirnin sperm DNA sina hasar verip vermedigi hala

arastirma konusudur. Di Santo ve arkadaslarinin (33) yapmis oldugu sperm DNA
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hasarinin {izerine yapilan ¢alismalar sonucunda 3 adet sonu¢ bulunmustur.
Aragtirmalarin pek ¢cogu sperm dondurma igsleminin DNA hasarina neden oldugunu
savunurken (Ma, An, Wu, & Wang, Coating biomimetic nanoparticles with chimeric
antigen receptor T cell-membrane provides high specificity for hepatocellular
carcinoma photothermal therapy treatment, 2020), Baska ¢alismalar ise DNA hasarina
nedne olan ve krioprezervasyona eslik eden faktorlerin neden oldugunu
savunmuglardir. Bagka arastirmalar ise Krioprezervasyonun sperm DNA’sinda bi
hasara neden olmadigini savunmaktadir (Delilbasi, 2008; Ma, An, Wu, & Wang,
Coating biomimetic nanoparticles with chimeric antigen receptor T cell-membrane
provides high specificity for hepatocellular carcinoma photothermal therapy treatment,
2020). Bunlara ek olarak sperm DNA’sinda olusan hasarin kullanilan
krioprezervasyon protokoliiyle ilgili degil, numune olarak alinan taze spermin DNA
fragmantasyonu ile iligkili oldugu gosteren sonuglar da bulunmaktadir. Sonuglarin
varyasyon gostermelerin sebebi sperm Orneklerinin farkli oldugundan diistiniilebilir,
Dondurma i¢in kullanilan sperm hazirlama protokol farkliligi, kullanilan teknik
farkliligi ya da DNA fragmantasyon analiz farklilig: ile iligkili olabilir (Tung. &
Bozkirli, 2013).

Calismalarin bircogu kriyoprezervasyon tekniginn DNA fragmantasyonuna bir
etkisi olmadigim1 savunmaktadir. Bazi g¢alismalar, Krioprezervasyon islemiyle
beraber defekti olan spermlerin ortadan kaldirilarak bu ilemden sadece saglikli
spermlerin yasar sekilde c¢iktigin1 savunur. Genel kani ise olarak literetiirde
kriyoprezervasyon islemi ile genetik materyale dogrudan zarar veren olduguna dair
kuvvetli bulgu bulunmamaktadir (Sawyer, Mercer, Wiklendt, & Aitken, 2003;
Sorahan, McKinney, Mann, & Lancashire, 2001).

Bazi1 arastirmalari incelersek; Infertil 25 erkek bireyle yapilan kriyoprezervasyon
calismasiyla spermlerdeki DNA fragmantasyonunun artigi goézlenmistir. Yine
yapilan diger ¢alismalar, sperm DNA’sinda olusan hasarin oksidatif sitres artisiyla
etkili olabilcegini savunuyor. Dondurma ¢6zme islemi sirasinda olusan serbest
radikaller plazma membran lipid yapisint bozarark motiliteye neden olabilir.
Endikasyon bagimli spermler dondurulup saklansada, spermlerin daha sonradan

kullanim oran1 %3,7-14,8 kadardir (Thomson, Fleming, & Aitken, 2009).

56



4.7 SEMEN HAZIRLAMA PROTOKOLLERI

Insan spermlerinin in vitro kosullardaki fertilizasyon yetenegi, semen igerisindeki
enzimler ve sperm hiicresi testis dokusundan izole ediliyorsa, in vivo kosullar ile dogru
orantilidir. Koitus sonrasi rahme birakilan spermler uterin sivida siiziilerek en basarili
sperm ileri yonlii gider ve seminifer tubulus e uzanir. In vitro kosullarda ise bu siireg
benzeri sperm hazirlama prosediirii vardir (Delilbasi, 2008).

Bu protokoller icerisinde en sik kullanilanlar yikama, hareketli sperm
izolasyonu (swim-up, swim-down), gradient uygulamalar1 (cam yiiniinden
filtrasyon) yontemleridir (Shekarriz, DeWire, Thomas Jr, & Agarwal, 1995).

Kullanilan tiim yontemlerin ortak amaci semenden istenmeyen maddelerin
uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir ve sonug olarak fertilizasyon yetenegi en iyi
olan spermlerin ayirt edilmesi. Sperm hiicrelerinin inseminasyon i¢in hazirlanmasi
sirasinda miimkiin oldugunca az hasar gérmesi gerektiginden in vivo kosullara yakin
Ozellikteki ortama alinmasi gerekmektedir. Kiiltlir ortamlarmin temelini Earle’s
Balanced Salt Solution (EBSS) gibi tuz soliisyonlar1 olusturmaktadir. Sperm ig¢in
hazirlanan ortamlar laboratuvar ortaminda uzun siire agikta kalacagindan hepes
tampon ¢6zelti kullanilmasi tavsiye edilir.

Diliisyon, santrifiij hiz1 ve siiresi ve 1s1 degisiklikleri hazirlama protokollerinin
basarisin1 etkileyeceginden vasatlarin igerigindeki protein bilesimi nedeniyle
diliisyonu yavas yapilmalidir. Hazirlama protokoliinde en dikkat edilmesi gereken
husus santrifiij asamasidir. Bu asamada semen igerisinde bulunan 6li hiicreler ve
debris, ayrica santrifiij isleminin kendisi reaktif oksijen radikallerinin (ROS) a¢iga
cikartan ve spermi mekanik hasar veren bir iglemdir. WHO nun 1999 yilindaki son
diizeltmelerinde normal sperm smir degerleri; say1: 20x10%ml, motilite: %30, Net
tayin kriteri: %15 olarak degerlendirilmistir. Sperm hazirlama protokoliiniin
kullanilmast i¢in bu degerde olan vasatin kullanilmas: uygudur ancak; Yardimci
Ureme Teknikleri laboratuarlarinda asil probem bu érneklemlere uymayan vakalarda
normal morfoloji ve motiliteye sahip spermlerin seciminin saglanmasidir. Semen
analizinde azospermi goriilen olgularda Testisten yapilan aspirasyon ya da biyopsi
(TESE) de laboratuarda incelenir ve sperm hiicreleri varsa bulunup ayristirilarak IVF,
ICSI i¢in hazirlanir. Yapilacak olan incelemde sperm ve oositin dikkatlice incelenmesi
ve ona gore bir protokol sec¢ilmesi embriyolog kararindadir (Shirota, Yotsumoto, Itoh,

& Obama, 2016; Delilbasi, 2008).
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4.8. EJEKULATTAN SPERM HAZIRLAMA YONTEMLERI:

Yikama yiizdiirme ve gradient uygulamalarinda bu ii¢ teknik bazi olgularda tek
baslarina, bazi olgularda birlikte kullanilir ve basarili sonuglar alinir. Sperm hazirlama
tekniklerinin belirlenmesi ml’deki sperm sayisi, % motilite, % normal morfoloji, motil

spermin total sayisi ve sperm dis1 hiicreler gibi faktorlere baglidir.

4.8.1. Yikama

Spermlerin hiicrelerin mumkun mertebe kiigiik hacimlerde toplanmasi i¢in koni
seklinde falconlar kullanilir ve ejakulat 1/2 hacim oraminda kiiltiir vasati ile
sulandirilir. Ancak yikama medyumun fazlasi diye bir kavram yoktur. 1000 rpm” de 5
dak santrifiij edildikten sonra, dipte kalan pelet bozulmayacak sekilde iistteki sivi
yavasgca pipetle alinir. Pelet {lizerine 3 ml kiiltlir vasati konur ve pelet ile yavasca
karistirllarak tekrar santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi tist kisim pipet ile atilir ve tliptin

dibinde kalan pelet 0.5 ml kiiltlir vasat1 ile sulandirilir (Delilbasi, 2008).

4.8.2. Yiizdiirme

Swim-up yontemi, yikama ile elde edilen total motil sperm sayisinin belirlenmesi
ve tiim hiicreler icerisinden inseminasyon ya da mikroenjeksiyon i¢in gerekli olan
motil ve morfolojik olarak normal spermlerin izole edilmesidir. Islemde yikama
sonucu elde edilen 6rnege kiiltiir vasatt sizdirilarak iki ayr1 katman elde edilmelidir.
Alt ve tist katmanlar birbirine kesinlikle karismamalidir (Delilbasi, 2008).

Ornekler kaplarindan her 6rnegin numarasina gére numaralandirilmis 14 ml
hacimli konik dipli tiiplere alinir, voliimleri 6l¢iiliir ve kaydedilir. Uzerlerine voliimiin
2 kat1 kadar besiyeri eklenir. 1000 rpm” de 5 dakika santrifiij edilir. Dibe ¢oken pelletin
tizerindeki kiiltiir vasati, yavasca pipet ile uzaklastirilir. Her bir tiipe sabit olarak 2 ml
besiyeri eklenir. Tiipler tekrar 1000 rpm’de 5 dakika santrifiije alinir. Ust faz, tiipleri
fazla sarsmadan alinir. Her bir tiipte 0.5 ml kiiltiir vasati yavas bir sekilde sizdirilir.
Istenilen kalitedeki spermlerin yukartya yiizebilmeleri igin ortamin daha uygun olmasi

acisindan 45° egim saglanarak 37° C ‘de 1 saat inkiibe edilir. 1 saat sonunda hareket
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yetenegi fazla olan spermler pipet ile {ist kisimlardan ¢ekilir ve maklerde sayim yapilir.
(Sonug sperm sayist x voltimdiir.) Swim-up sonucu kaydedilir (Delilbasi, 2008).

Eger 6rnek ayni giin herhangi bir islem i¢in kullanilacaksa %5 CO; inkiibatorde
bir saat bekletilmelidir. Bir saat sonunda 6rnegin kullanilacak olan tist kismi, alttaki
pelete degmeden pipetle ¢ekilir ve steril bir tiipe aktarim yapilir. Bu islem sonrasinda
azospermi vakalarina pipetaj ve lam-lamel ile bakilarak dipte ve elde edilen yaymada
sperm aramasi yapilir.

Yiizdiirme protokollerinden bir digeri de swim-down’dur. Konik tiipler igerisine
konulan 1 ml kiiltiir vasat1 {izerine semen 6rnegi katmanlandirilip inkiibe edilir ve
dipteki sivinin 3/4 ‘i alinarak sayim yapilir ve inseminasyon i¢in kullanilir.

Total motil sperm sayis1 ¢ok diisiik ve/veya morfolojinin %5’in altinda oldugu
olgularda ylizdiirme yontemlerinin basarisi kisitlidir. Bu nedenle 6zellikle ICSI
uygulanacak vakalarda yikama sonrasi elde edilen sperm hiicrelerini igeren pelet 0.3
ml kiiltiir vasat1 ile diliie edildikten sonra ufak petri kaplarinin ortasina yerlestirilir.
Kenarlara koyulacak 20 ml temiz kiiltiir sivilarindan uzantilar hazirlanir ve kiiltiir kabi
parafin yagi ile kapatilarak %5°lik CO; inkiibatoriine yerlestirilir. 1 saatlik inkiibasyon
sonrasinda temiz sivilara dogru ylizen spermler, ince ¢ekilmis pasteur pipeti ya da ICSI
pipetleri ile toplanarak inseminasyon i¢in kullanilir (Delilbagi, 2008; Simon, Zini,

Dyachenko, Ciampi, & Carrell, 2017).

4.8.3. Gradient Uygulamalari

En ¢ok terciv edilen yontemdir. Teknik kisaca; Percoll, albumin, Nycodenz, Ficoll
ve siikroz polimerleri gibi malzemelerle gradientler olusturup spermlerin santrifiij
sonrast s1v1 kolonlarda siizdiirme islemidir (Xue, Wang, Shi, Zhang, & Zhao, 2014).

Kollodial silika partikiilleri igeren soliisyonlar kullanilarak uygulanan bir
yontemdir. Sperm hiicreleri santrifiij ile bu sivilar igerisinden stizduriilir. Gradient
uygulamalarinda iki katman kullanilir. Bu uygulamada fonksiyonel olan spermler daha
yogun yapiya sahip olduklarindan dibe c¢okeceklerdir dolayisiyla alt katmanin
konsantrasyonu yiiksek tutulmalidir. Uygulamalarda genellikle %90 gradient
konsantrasyonu tercih edilir. Steril 14 ml konik dipli tiipe yiiksek konsantrasyonda 1
ml soliisyon koyulur. Uzerine yine ayni miktarda fakat daha az konsantrasyonda
soliisyon tiip kenarindan yavasca aktarilarak eklenir ve tabakalar olusturulur. En fazla

2 ml olmak iizere semen eklenerek 20 dakika santrifiij edilir. Ust faz alinir, bu esnada
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dipteki pelete dokunmamaya dikkat edilmelidir. Dipte kalan semen 3 ml besi vasati ile
yikanir. Yikamadaki amag; silika partikiillerinin uzaklastirilmasimi saglamaktir. Bu
islemlerde plazma voliimiiniin uterusa verilebilecek miktara kadar azaltilmasi saglanir

(Delilbasi, 2008; Xue, Wang, Shi, Zhang, & Zhao, 2014).

4.9. MEZENKIMAL KOK HUCRE (MKH)

4.9.1.MKH izolasyonu ve Karakterizasyonu

Hiicre bolinmesi sirasinda kendisini yenileyebilen vefarkli hiicre tiplerine
doniigebilen hiicrelere "kok hiicre" denir. Aldiklar: sinyale gore farkli hiicre tiirlerine
dontigtirler. Hiicre ¢ekirdegindeki genler, bir kok hiicrenin hangi hiicreye doniisecegini
belirler. Kok hiicreler, diger hiicreler 6liince veya hasar goriince, hangi hiicre tiirtine
ihtiyag varsa o hiicreye dontigserek 6len hiicrenin yerini alirlar. Bu islem esnasinda ilgili
genler daha aktif hale gelirken, bazilar1 da baskilanir. Diger hiicre c¢esitleri icin
kendisini yenileme giicline sahip olan kok hiicreler tiikkenmez bir kaynak gérevi gortir.
Kok hiicre ilk olarak insan embriyosundan 1998 yilinda elde edilip hiicre kiiltiirtinde
cogaltilmasindan sonra kok hiicre arastirmalart hizla devam etmistir (Ozdal-Kurt, Sen
, Tuglu, Vatansever, & Tiirk, 2016).

Viicutta apoptotik hiicrelerin veya organlarin yerini doldurmak tizere laboratuarda
kok hiicrelerinden yeni hiicreler, hatta son calismalara gore yeni bir organ elde
edilebilmektedir. Ancak hiicrelerin sinyalizasyonunu, genetik sifresini ve kontrol
mekanizmalarini ¢ok iyi bilmek gerekir. Kromozomlarin ucunda bulunan ve "telomer"
denilen tekrarlayan DNA zincirleri, hiicrelerin boliinme kapasitesini belirleyen
faktorlerden biridir. Telomeraz enzimi bu zincirlerin uzun kalmasini saglar ve ne kadar
aktifse telomer uzunlugu da o kadar korunabilir. Kok hiicreler bu konuda oldukca
kullanighdir ¢iinkii ¢ok aktif telomeraz enzim faaliyeti ve bundan dolay1 uzun telomer
zinciri vardir. Boylece kok hiicreler ¢ok uzun siireler ile boliinerek kendilerini
kopyalayabilirler (Ozdal-Kurt, Sen , Tuglu, Vatansever, & Tiirk, 2016; Ozdal-Kurt,
Tuglu, Vatansever, & Tong, 2015).

Kok hiicreler; totipotent, pluripotent ve unipotent olarak 3 grupta incelenirler.
Totipotent kok hiicreler sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere gidebilme 6zelligindeki

kok hiicrelerdir. Embriyo, organlar ve embriyo sonrasi tiim doku ile embriyo dist
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membranlarin ve organlarin kaynagini olusturan kok hiicre tiirleri olarak tanimlanirlar
Organizmadaki bir¢ok dokunun olugmasina kaynak olusturan kok hiicreler Pluripotent
kok hiicrelerdir. Tek bir yonde farklilasmak tizere programlanmis hiicreler Unipotent
kok hiicrelerdir. Kan hiicrelerine doniisebilen gobek kordonunda, periferik kanda ve
kemik iliginde bulunan, belli 6zel yontemlerle ve belli biiytime faktorlerinin yardimi
ile ¢ogaltilan kok hiicreler Hematopoetik Kok Hiicre’dir. Biitlin memelilerdeki
tahminen kok hiicre sayisinin 2x10* oldugu bildirilmistir. Hematopoetik Kok
Hiicre’lerin kiiciik bir kismi siklusa girer ve giinlitk 4x10'! olgun kan hiicresi {iretimini
saglar. Yapilan calismalar irradiye edilmis hayvanlarda retroviral belirtegler
kullanilarak Hematopoetik Kok Hiicre’lerin intravendz transplantasyonunda kanda
gorlilme zamanlamalarina gore yeniden ¢ogalan hiicreler olarak ayrildiginm
gostermistir. Ancak diger deneysel yaklasimlar Hematopoetik Kok Hiicre’lerin
heterojen bir grup oldugunu da saptamis ve periferik kanda diisiik diizeyde
bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica kemoterapi sonrasi iyilesme déneminde ya da
hematopoetik biiyiime faktorlerinin uygulanmasinda dolasan kok hiicrelerde 1000 kat
artis oldugunun goézlemlenmesi onemli gelisme saglamistir. Kok hiicrelere 6zgii
belirteglerden periferik kan kok hiicrelerinin belirtegleri; CD34+/CD38-, Thy-1+’dir
ve miyeloid veya lenfoid serilere 6zgii belirtegleri eksprese etmezler (Brock, 2006).
Dogru indiiklemeler ve calismalar yapildiginda embriyonik ve yetiskin kok
hiicreler hasarli hiicrelerin yerini alma potansiyali olan varsa iyilestirmeye tesvik eden
hiicrelerdir. Giinitimtizde kok hiicreler ilgili calismalar devam ede dursun embrionik ve
mezenkimal kok hiicrelerin iyilestirici etkileriyle ilgi literetiire eklenen yeni bilgiler
heyacan vericidir. Fakat embriyonik kok hiicre ve mezenkimal kok hiicrlerin
yararlarinin bu kadar genis bir alana yayilmasi ve c¢alismalarin artmasi tabiyki
arkasindan cesitli yasal diizenlemelerin gerekliligini dogurmusturEn ¢ok tartisilan
konu ise embriyoni kok hiicrenin kullaniminin ¢ercevesinin hangi sinir da kalmasi
gerektigidir. Kok hiicre temelli tedavilere gegilebilmesi igin gilivenilirliginin
dogrulanmas1 ve yararliligmin gosterilmesi yoniinde ¢alismalarin yapilmasi

gerekmektedir (Barry & Murphy, 2004).

4.9.2.MKH Biyolojisi ve Fonksiyonu

Kemik iligi farkli hiicrelere dontigsebilen ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan

hematopoietik hiicreleri ve mezensimal kok hiicreleri barindirmaktadir. Dolasimdaki

61



hiicrelerin kokeni kemik iligidir. Kemik yikiminda rol oynayan osteoklast hiicreleri de
hematopoietik gruptan kéken alir. MKH, kemik iliginin mezensimalden koken alan
hiicreleridir ve yetiskin kok hiicreler olarak ayrilir. Farklilasmadan hizli bir sekilde
boliinebilen hiicrelerdir ve bu ozellikleri sayesinde kemik, kikirdak, kan, tendon,
adipoz dokuyu olusturabilme yetenegine sahiptirler. Belirli donem ve belirli
belirteclerin uyarmast ile kiilttirlerde kemik iligi mezengimal hiicrelerinin adipositlere
dontistiikleri  g6zlenmistir. Adipositlerin de kiiltiirortaminda yag depolama
Ozelliklerini kaybedip, osteoblastlara da doniisebildikleri saptanmistir. Biiyiime
faktorleri, ekstraseliiler matriks iliskisi, hiicre hiicre etkilisimi ve hiicre i¢i kinetiklerin
organizasyonu MKHnin farklilagsmasini etkileyen faktorler arasindadir. Buradaki
adezyon molekiilleri ve onlarin reseptorleri hiicreler arasinda fiziksel bir iligkinin
olugsmasin1 gergeklestirmektedir. Hasar sonrasindaki yara iyilesmesinde kok hiicre
cogalma ve farklilagma yeteneklerini kullanarak orijinal hiicreye donmekte ve tedaviyi
cok daha etkin ve hizli bir bi¢imde gerceklestirmektedir. Bu hiicreler CD14, CD34,
CD45 ve integrinlerden alfa-1, alfa-5 ve beta-1’i tammlamaktadirlar (Ozdal-Kurt,
Shariati-Sarabi, Tavakkol-Afshari, & Mohammadi, 2020).

Cagimizda insan kaybina yol agan 6ncemli kronik rahatsizliklar arasinda kanser
ve organ yetmezlikleri gelir. Bu hastalaiklarin mikro olarak kisilere makro olarak da
devlet agtig1 ekonomoik sorunlar ve kisinin ve yakin ¢evresindekilerin psikolojik
sorunlar1 eklenince biiylik toplumsal sorunlar olarak karsimiza ¢ikar. Cagimizin biiyiik
sorunu haline gelen organ yetmezlikleri ve kanserler tam olarak tedavi edldiginde
kisinin 6miir uzamasina yol agacagi bilinen bir ger¢ektir. Dogrudan &liime yol
acmasada yasam kalitesini diisiiren hastaliklardan olan Parkinson ve alzmer gibi
hastaliklar da sinir sistemi ve beyin ile alakalidir. Bu hastaliklarda gérevini yapamayan
veya Olen sinir hiicreleri kendilerini yenileyemezler. Kok hiicreler kullanilarak cerrahi
miidahaleye gerek kalmadan, o organdaki hastalikli veya 6lii hiicrelerin saglikli
hiicreler haline gelmesi miimkiin olacaktir. Ornegin kok hiicre nakli ile kalp krizi
geciren ve kalp kaslarinin biiylik kismini kaybeden hastalarda, kok hiicrelerden
tiretilen kalp kasi hiicreleri nakledilebilecektir. Cerrahi miidahaleye gerek kalmadan
damardan enjekte edilerek verilen bu hiicreler kalbe ulasarak hastalikli veya olii
hiicrelerin yerini alabilecektir. Ayn1 sekilde bobrek veya karaciger hastalarinda da
kullanilabilecektir. Kok hiicrelerden elde edilen saglikli sinir hiicreleri beyne
yollandiginda hastalikli hiicrelerin gorevini tistlenebilmektedir. Kok hiicre hakkinda

yapilan son g¢alismalar plastisisite denilen genis bir farklilasma potansiyelinin hem
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pluripotent embriyonik hiicreler hem de kemik iligi stromal kok hiicreleri (KISKH)
icin var oldugunu gostermistir. Kok hiicrenin biyolojik 6zelliklerini incelemek i¢in
kullanilan kiltiir ortamlarinin matriks molekiilleri, bliylime faktorleri, sitokinler ve
diger farklilagsmay1 etkileyen faktorlerin incelenmesinde biiylik kolaylik sagladig:
bilinmektedir (Ozdal-Kurt, Tuglu, Vatansever, & Tong, 2015; Eren, Zirh, & Zeybek,
2020; Ghoryani, Shariati-Sarabi, Tavakkol-Afshari, & Mohammadi, 2020; Rinaldi,
Micali, Marini, & Adamo, 2017)

4.10. AMAC

Sperm kriyoprezervasyon erkek fertilitesinin korunmasi i¢in etkili bir prosediirdiir
(Ferrari, Paffoni, Reschini, Noli, & Dallagiovanna, 2020). Bununla birlikte, sperm
kriyoprezervasyonunun amaglari, insanlar kadar, yiiksek genetik degere sahip
bireylerin dogurganlignin korunmasi hastalik veya ani 6liim nedeniyle yok olma
tehlikesiyle kars1 karsiya olan irklarin devami da dahil olmak iizere spermleri uzun
siire saklamak nedeniyle kullanimidir. Bu konuda hala istenilen sonuglar elde
edilmemis olup deneysel modeller arasinda farklilik gostermektedir (Ehmcke &
Schlatt, 2008; Setyawan, Kim, Oh, & Kim, 2015). Kriyoprezervasyon prosediirii
spermde bozulmus motilite, azalmis canlilik, hasarli plazma ve mitokondriyal
membranlar, molekiiler degisikliklerin baglamasi ve bozulmus tireme potansiyeli gibi
birtakim hasarlara neden olabilir (Nijs & Ombelet, 2001; Paasch, Sharma, Gupta, &
Grunewald, 2004).

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) rejeneratif tibbin ayrilmaz bir pargasi
olduguna inanilmaktadir. Son zamanlarda, arastirma hiicresel diizeyde onarim
mekanizmalarinda potansiyel roliini vurgulamistir. Hasarli  dokunun onarimi
MKH'lerin ¢ok yonlii dogasi ve farkli proteinler, 6zellikle proteinler salgilanmasini
iceren iligkili parakrin mekanizmalar1 tarafindan yonetildigine inanilmaktadir. Bu
proteinler bagisiklik yaniti modiile ve mitoz ve anjiyogenez tesvil ve ayni1 zamanda
apoptoz baski ve rejenererasyon mekanizmalarini kolaylastirir. Bunlar arasinda temel
fibroblast biiytime faktorii (bFGF), keratinosit biiytime faktorii (KGF), stromal -tiirevli
faktor-1 (SDF-1), monosit kemotaktik protein-1 (MCP- 1), insiilin-biiyiime faktorii- 1
(IGF- 1), dontistiiriicti bliytime faktorii- B (TGF- B), trombosit- tiirevli biiytime faktorii
(PDGF), interlokin- 8 (IL-8) ve vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF)

vardir. Buna ek olarak, apoptoz ve oksidatif stres azalmasi ile birlikte MKH nin
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farklilasma potansiyelini artirir. indirgenmis oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri,
nitrik oksit, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler, karbonil ve lipofusin {iretim
diizeylerindeki azalmasindan 6nemli bir rol oynar (Qamar, Fang, Kim, & Cho, 2020).

Kriyoprezervasyon prosediirii spermde bozulmus motilite, azalmis canlilik,
hasarlt plazma ve mitokondriyal membranlar, molekiiler degisikliklerin baslamas1 ve
bozulmus lireme potansiyeli gibi birtakim hasarlara neden olabilir (Nijs & Ombelet,
2001; Paasch, Sharma, Gupta, & Grunewald, 2004). Saglikl1 bir nesil neslin devami
icin bu mekanizmalarin siirekliligi esastir. Oksitadif stresin Sperm DNA s1 {izerine
apopitoz gibi zararli etkileri bildirilmistir (Guz, Gackowski, Foksinski, Rozalski, &
Zarakowska, 2013). Bu nedenle, sperm dondurma ve akrozom biitiinl{igliniin sagligini
korumak i¢in sperm dondurma islemi optimize edilmelidir (Rahiminia, Hosseini,
Anvari, & Ghasemi-Esmailabad, 2017; Valcarce, Carton-Garcia, Riesco, Herraez, &
Robles, 2013). MKH nin oksidatif stres azaltic1 etkisi, kriyoprezervasyon sirasinda
kriyoprezervasyonun zararli etkilerini azaltmak i¢in miimk{indiir. Bununla birlikte, bu
takviyelerin faydalar1 halen tartisiilmaktadir (Branco, Garcez, Pasqualotto, & Erdtman,
2010; Camara, Silva, Almeida, & Nunes, 2011; Livak & Schmittgen, 2001).
Mezensimal kok hiicre sperm kalitesinin seminal plazmada MKH konsantrasyonu ile
pozitif korelasyon gosterdigi i¢cin sperm metabolizmasinda ve olgunlagsmasinda 6nemli
bir rol oynar (41). MKH uygulamasiin diyabetes mellituslu sicanlarda apoptotik
spermatogoni kok hiicrelerini azalttigi da bildirilmistir. Bugiine kadar, MKH 'nin farkli
tiirlerde sperm dondurma tizerindeki etkileri ile ilgili ¢eliskili sonuglar vardir. Bazi
calismalar MKH ile tedaviyi takiben sperm donmasinin neden oldugu yaralanmalarda
iyilesme oldugunu gostermistir. Ayrica, MKH'nin yararl etkilerinin kesin molekiiler
mekanizmasi belirsizdir ve calismalar dondurma sirasinda MKH'nin molekiiler
mekanizmasi lizerinde yogunlagmalidir. Calismamizda yiiksek glikoz ve normal
glikoz ekleyerek oksidatif stres yarattigimiz spermlerde kriyoprezervasyon oncesi ve
sonra MKH ve MKH — nis ile olusacak Onleyici etkiyi incelemeyi amacladik. Bu
amagla, MKH'nin sperm parametreleri, akrozomal hasar, oksidatif stres ve apoptozis
tizerindeki etkileri agisindan donmus c¢ozdiiriilen sican epididimal sperminde
degerlendirildi (Fattah, Sharafi, Masoudi, Shahverdi, & Esmaeili, 2017; Partyka,
Rodak, Bajzert, Kochan, & Nizanski, 2017).
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamiz; Celal Bayar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun,

28.02.2019 tarih ve 2019-001 sayili onay1 ile gerceklestirilmistir.

5.1. YAG DOKU KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE (MKH)
KULTURU

5.1.1. MKH ve Nis eldesi

Calismada Yag Doku Kaynakli Kok Hiicre (YDKH), si¢anin inguinal kismindan
alman adiposit dokusu kii¢iik tavsiyeyen 25cm? ayrismayr  takiben
%15 fotal buzagi serumu (S0113, Biochrom, Berlin, Germany), 50 pgr./ml.
Gentamisin (A2712, Biochrom, Berlin, Germany), 100 UI/ml. Penisilin ve 100 UIl/ml.
Streptomisin (A2213, Biochrom, Berlin, Germany), 100 UI/ml. Amfoterisin (A2612,
Biochrom, Berlin, Germany) ve 200 mM L-glutamin (K0282, Biochrom, Berlin,
Germany) i¢eren o-MEM (F0915, Biochrom, Berlin, Germany) 370C"de kiiltiir vasati
icerisinde ve %5 CO>’li ortamdaki inkiibatdrde cogalmaya birakildi. Kok hiicreler 3
glin sonra yiizeye tutunmayan Hiicreler besi ortamlarinin siirekli olarak yenilenmesi
ile stuirekli olarak beslendi ve ortamdan uzaklastirildi. Daha sonrasinda ise kiiltiir
kabinin besiyeri 2 giinde bir degistirildi ve kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin konfuluent
olmasi beklendi (Ozdal-Kurt, Tuglu, Vatansever, & Tong, 2015; Ghoryani, Shariati-
Sarabi, Tavakkol-Afshari, & Mohammadi, 2020).

Inverted mikroskop altinda yapilan ¢alismada yaklasik 10-12 giin sonra hiicrelerin
tiremesi gozlendi ve kontrol edildi. Hiicre kiiltiir kabinin tabaninin %70-80 oraninda
hiicre ile dolduruldugunda (%70-80 konfluente ulasildiginda) alt-kiiltiir (pasaj)
islemine gecildi. 1k kiiltiir pasaji (P0O) kabul edilerek ve onu takip eden her giinkii
pasajlar P1, P2, P3 seklinde gruplandi. Steril laminar flow kabin i¢inde ger¢eklestirilen
bu islemde besi ortami ve flaska tutunaman hiicreler pipet yardimiyla ¢ekildikten
sonra, flask ylizeyleri 4-5 ml steril PBS ile yikandi. 1.5-2 ml %0.25 tripsin-EDTA
(L2143, Biochrom, Berlin, Germany) solusyoni besiyere eklenerek hiicrelerin

yapistigl yiizeyden ayrilmasi saglandir ve mikroskoptaki incelemelerde hiicrelerin
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tiimiintin ytizeyden ayrildig1 gozlendikten sonra, Tripsinin ortamdan uzaklastirilmasi
icin petri i¢ine Sml besiyer eklendi Daha sonra hiicreler konik tabanli tiiplere alinarak
1000 rpm de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Stipernatant ortamdan uzaklastirildi, pellet
kismina 1 ml besiyer kelnip, pipet ¢ek birak ile homojen hale getirildi, hiicre sayimi
icin eppendorf tliptine mikropipetle 100 pl hiicre siispansiyonu alindi. Hiicre
slispansiyonunun {iizerine, mikropipetle 100 pl tripan mavisi soliisyonu eklenerek
hiicre sayimi mikroskop alitnda gerceklestirildi. Hiicreler, uygun oranda besi ortamiyla
seyreltilerek, 1x10° hiicre yogunlugunda 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarma (T-75
kultur kaplarina) ekilerek besi ortaminin 2 giinde bir degistirilmesi saglandi ve kiiltiire

devam edildi (Ozdal-Kurt, Tuglu, Vatansever, & Tong, 2015).

5.1.2. K6k Hiicre Sayimi

Adiposit dokusundan izole edilen kok hiicreler her bir pasajdan sonra, her
dondurma ¢6zme isleminden sonra ve her bir karekterizasyon islemi 6ncesinde sayildi.

Hiicre sayimmi ig¢in; Hiicre sayimi igin tripsin kullanilarak hiicreler flaskatan ilk
basta kaldirildi daha sonra stipernatan olarka kulanilmak {izere flaska 1 ml besi vasati
eklenerek pipetle ¢cek birak yapildi ve petri i¢i homojen hale getirildi. Eppendorf
tiiplerine 100 pl hiicre stispansiyonu alindi. Hiicre karisimini igerisine 100 pl tripan
mavisi eklendi. Sayim i¢in toma lami1 kullanildi. Thoma lami1 diiz bir zemin {izerine
alinda ve lizerine lamel kapatildi. Hazirlanan siispansiyon tam thoma laminin
ortasinda kalacak sekilde pipetlendi. Hiicre sayimi, 151k mikroskobunda, x40 objektifte
gerceklestirildi. Toplam hiicre sayilar1 asagidaki formule gore hesaplandi; Hs x Do x
Ss, Hs :Sayilan hiicre sayisi, Do :Seyreltme orani, Ss :0,1 mm?deki sayim sonucu 1
ml’deki sayiya doniistiirmek ve standart sonug elde etmek i¢in kullanildi. Sabit say1 10
000’dir (Ghoryani, Shariati-Sarabi, Tavakkol-Afshari, & Mohammadi, 2020; Eren,
Zirh, & Zeybek, 2020).

5.1.3. Mkh Karakterizasyonu

Alman o6rnekler immunohistokimyasal boyama i¢in Paraformaldehit (%4)’te
fiksasyon edildikten sonra, otuzar dakikalik arayla iki saatlik degisim yapilarak ksilen
ile seffaflagtirma islemi gerceklestirildi. Ardindan %90 dan baslayarak sirayla %60 a

kadar alkol serilierinden protokole uygun araliklar ve siireyle gecirildi ve dehidrasyon
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yapildi. Ve distile suda 5 dakika bekletilecek. Dakopen (IM3580, Immunotech,
France) ile sinirlandirilan %0,5°lik tripsin soliisyonu i¢inde oda sicakliginda 15 dakika
tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik
H202 uygulanacaktir. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS; Posphate
buffer solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu
(TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edilecektir. Bloklama solusyonu
dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar CD90, STRO-1 ve CD45 ile bir
gece inkiibe edilecektir. Takiben bir giin sonra tampon soliisyon ile 3 defa yikandi.
Ornekler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043
Zymed Histostain kit San Francisco, USA) kullanilarak 30 ar dakikada boyandi. Yine
tic defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla DAB ile 5 dk
boyanacaktir. Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile
artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma

medyumu (AMLO060, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatilacaktir.

5.2. SPERMLERIN HAZIRLANMASI

Spermler Celal Bayar tiniversitesi laboratuvar hayvanlar1 uygulama ve arastirma
merkezinden temin edilen siganlardan sakrifiye yontemiyle epididimiz alindi ve

epididimisten tiftilme yontemiyle spermler elde edildi.

5.2.1. Deney Gruplarimin Hazirlanmasi

Ttim deney hayvanlar1 Celal bayar tiniversitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden temin edilerek Celal Bayar {iniversitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda 12,12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22+£2°C) ve
nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye
baslanmadan 6nce hayvanlarin bir hafta boyunca karantinada tutularak ortam
kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Caligsma siiresince, yem ve su giinliik olarak
degistirilmistir. Hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve iistiinde ¢elik 1zgara bulunan deney
grubuna gore isaretlenmis kafeslerde tutulmustur.

Bu c¢alismada siganlarin epidimisi girisimsel islem ile a¢ildi. Epididimis fosfat

buffer salin (PBS) ile yikanip diyer hiicreler ortamdan uzaklastirildi. Yikanan epidimis
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dokusu 20 ml yikama mediumu Sydney [VF gamete buffer i¢ine alinip epididimis ince
uclu igne yardimiyla epididimis pargalarina ayrildi ve spermler yikama mediumu
icerisinde serbest yiizer hale getirildi. Yikama soliisyonu ve spermler 1200 rpm de 10
dk santrifiij edilerek siipernatan kismi ortamdan uzaklastirildi ve pellet kismina 1 m
Sydney 1vf cleavege medium eklendi ve tabakalandirildi. Cleavege ile karistirilan
medium u 45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi karisim karistirilarak homojen hale
getirildi.

Bu homojen karisim;(TSBV) Taze Sperm Besi Vasati, (NG) Normal glikoz,
(KHNG) Kok hiicre + Normal glikoz, (NSGN)Nis + Normal glikoz, (KHNSNG) Kok
hiicre + Nis + Normal glikoz, (YG) yiiksek glikoz, (KHYG)Kd6k hiicre +Yiiksek
glikoz, (NSYG)Nis + Yiiksek glikoz, (KHNSYG)Kok hiicre + Nis + art1 yiiksek glikoz
seklinde 9 esit gruba paylastirildi. In vitro olarak bir, iig, alt1, onsekis ve yirmidort saat
inkiibasyon, gozlem ve fotograflandirma yapildi. Es zamanli Kriyoprezervasyon
protokoli uygulanarak tiim gruplar 1/10 oraninda kriyoprotektan eklendi ve
kriyotiiplere konuldu. 30 dk azot buharinda bekletilen krioyotiipler ardindan azot
tankinin i¢ine konuldu. Azot buharinin i¢inde 1 giin bekletilen spermler azot
buharindan ¢ikartilarak oda sicakliginda ¢o6ziilmesi beklendi. Coziilen karisimdan
krioprotektan uzaklastirilmasi icin Sydney IVF gamete buffer eklendi ve 1200 rpm de
10 dk boyunca santrifiij edildi. Supernatan ortamdan uzaklastirildi ve i¢ine 1 ml
Sydney 1vf cleavege konularak tiim gruplar tekrar incelendi. Krioprezervasyon sonrasi
tiim gruplarin 0. Dakikadan itibaren bir ve {i¢ saat gozlendi ve 3 saatlik inkiibasyon
yapilan her bir gruba yayma yapildi tespit edildi ve H-E, tiinel ve e-nos boyamasi

yapild1 ve imminohistokimyasal farkliliklar gézlendi.

5.2.2. Cerrahi Uygulamalar

Tim deneysel ¢alismalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Deney sonunda kontrol ve deney gruplarina ait hayvanlara

intramiiskiiler olarak 10 mg.kg-1 ksilazin ve 60 mgkg-1 ketamin anestezisi

uygulanmustir.
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5.2.3. Doku Orneklerinin Ahnmasi ve Degerlendirilmesi

Hayvanlar kombine ketamin-ksilazin anestezi altinda uyutulduktan sonra
sakrifiye edilerek deney sonlandirildi. Sakrifikasyonun ardindan si¢anlarin testis
dokular1 hizla ¢ikarildi. Cikarilan testis dokularinin epidimis kisimlar1 hiicre kiiltiirti
laboratuvar FBS igerisine hizl1 bir sekilde gotiirtildii. Epidimis hiicre kiiltiir islemleri

icin Gamete Buffer soliisyonu i¢ine tiftildi. Ve ¢aligsmalar i¢in inkiibatére konuldu.

5.2.4 Semen Analizi

Epidimisten tiftilme yontemiyle alinan sperm 6rnekler Makler Chamber {izerine
10 pl konularak 20X biiyiitmede 1s1tk mikroskobunda sayr ve hareketliligi
degerlendirilmistir. Lama yayma yapilarak, diff quick boyamas ile morfoloji

degerlendirilmistir.

5.2.4.1. Diff Quick boyama

Sperm preparatlar1 geleneksel olarak Papanicolaou, Hematoksilen-Eosin, Giemsa,
Spermac ve Diff-quick yontemleri ile boyanir. Tiip bebek merkezlerinde sperm
morfoloji boyasi i¢in genel olarak iki boya kullanilmaktadir: Diff-quick ve Spermac
boyalaridir. Yayma havada kurutulur. Semen numunesi karistirilir. Numunedeki
sperm konsantrasyonuna gore 5-10ul numune lam {izerine alinir. 45 derecelik a¢1 ile
en az iki yayma yapilir. Yayma, havada 20 dakika kurutulur ve boyanir.

e Numunenin yayilip kurutuldugu lam, sale i¢indeki fiksatifte (metil alkol i¢inde
tri-methan boyasi) 15 saniye tutulur.

e Soliisyon 1 (ksantin boyasi) i¢inde 10 saniye tutulur.

e Soliisyon 2 (azine A ve metilen mavisi) i¢inde 5 sn tutulur.

e Preparat cesme suyu ile yikanir

Kuruduktan sonra yaymanin degerlendirmesi immersiyon yag tifi ile 100X
biiylitmede yapilir. Numunede en az 200 boyanmis sperm sayilir. Bas, boyun ve
kuyruktaki sekil degisiklikleri Kruger morfoloji kriterlerine gore smiflandirilir
(Yigitbasi, 2014).
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5.2.4.2. Tunel immunohistokimyasi

TUNEL testi sperm kromozomal bozukluklari incelemek i¢in flow sitometri ve
floresan mikroskop ortak olarak kullanilan bir yontemdir (Agarwal, Majzoub, &
Baskaran, 2020). TUNEL Yontemi kullanilarak apoptotik hiicrelerin belirlenmesi
amaciyla DeadEnd Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarak
parafin bloklardan Smikron kalinlikta kesitler alinarak uygulandi (Robinson, Gallos,
Conner, & Rajkhowa, 2012). Yayma preparatlar hiicrelerin boynmasi i¢in rehidre
edilmeye baslandi bunun i¢in azal alkol serileri ile 2’ser dakika %95 dne baslayarak
%60 a kadar rehidratasyon uygulandiktan sonra dokular serum fizyolojik (%0,85
NaCl) veya PBS ile oda 1sisinda 5 dakika boyunca bekletildi. Ardindan PBS
kullanilarak bir 5 dk daha oda sicakliginda tizerine pbs dokerek yikama islemi yapildi.
Ardindan kite uygun tunnel boyama protokolii uygulandi

Kor yontemle TUNEL pozitif hiicreler saptandi. Negatif kontrol i¢in primer
antikor yerine PBS kullanildi. Ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi. Sayim
islemi yayma preparattta X 40 okiiler merceginde her bir yayma preperatta, homojen
boyanmig kahverengi boyanmis sperm apoptotik hiicreleri sayildi. Her bir yayma
preparatta esit alanlarda hiicreler syildi ve i¢indeki apoptotoik hiicreler hesaplanarak
apoptotik indeks olusturuldu (Ghoryani, Shariati-Sarabi, Tavakkol-Afshari, &
Mohammadi, 2020; Ayvaz, et al., 2014) (Tablo 4).
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Tablo 5. TUNEL Boyama Protokolii

ISLEM SURE

%95 ALKOL 2 DK

%80 ALKOL 2 DK

DISTILE SUDA YIKAMA 3 DK

%0,1 TRITON X SOLUSYONU 5DK
DOKUNUN ETRAFINI CiZME

PROTEAZ K EKLENEREK, COVER SLIiP iLE KAPATMA 20 DK

PBS iLE YIKAMA 4 DK

VIAL 1 VE VIAL 2 BIRLESTIRILEREK HAZIRLANAN 60 DK
SOLUSYONDAN 50 uL. EKLENEREK LAMLARLA KAPAMA

PBS iLE YIKAMA 6 DK
DOKULARIN UZERINE 50-100 uL. DAB SUBSTRAT EKLENIR. GOZ ILE TAKIP
PBS iLE YIKAMA 3 KEZ 2 DK

MAYERS HEMATOKSILEN iLE BOYAMA 1 DK

DISTILE SU iLE YIKAMA 2 DK

%80 ALKOL DALDIR CIKAR
%95 ALKOL DALDIR CIKAR

5.2.4.3. Spermatozoon Sayimi

Hemositometerenin tizerine kuyucuklarin tizerini 6rtecek biiytikliikte bir lamel
yerlestirildikten sonra, spermatozoon siispansiyonunda 10 pl alinarak, ilk 6nce
hemositometrenin sol kuyucugu dolduruldu. Vortekslenerek yeniden homojenize
olmasi saglanan siispansiyondan 10 pl daha alinarak hemositometrenin sag kuyucugu
dolduruldu. Mikroskop altina yerlestirilen hemositometrenin sol iisteki ikincil karesine
odaklandiktan sonra sayim islemine ge¢ildi. Sayim igleminde her bir ikincil karenin
sol ve st kosesi lizerinde uzanan ya da herhangi bir bolimii bu bolgelere degen
spermatozoonlar sayima dahil edilirken, ikincil karelerin sag ve alt kdsesi lizerinde
uzanan ya da bu bolgelere degen spermatozoonlar sayim dist birakilmigtir. Bu sekilde
iki kez yapilan sayim sonuglari not edilerek bu sonuglarin ortalamalar1 (S1+S2/2)
alind1 ve asagidaki hesaplama sistemi kullanilarak her grup i¢in spermatozoon sayilari
hesaplandi (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. Spermatozoon sayilarinin hesap protokolii

Transfer Edilen Hacim = 0,5 ml
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Sekonder Kare Sayis1 = 25

Sekonder Karelerin Hacmi = 4x107¢ ™
Petri Kabindaki PBS Hacmi = 10 ml
Falkon Tiipiindeki Total Hacim = 2,5 ml

Sevreltme Faktorii= (Petri Eabindakt PBS Hacm jx(Falkon Tipindekt Toml Hacim) _iﬁ
y (Trensfer Edilen Hacim)x(Sekomder Karelerm Hacmiix(Sekonder Kare Saye) 2

si+sz _ 108
2

Total spermatozoon sayis1 =

5.2.4.4. Hareketlilik: Hareketlilik WHO labrotuar protokoliine gére yapildi ve
100 mikro litre sperm stispansiyonu 2x6 kuyucuklu kiiltiir tabaginda 5 alandan 200
sperm motilitesi degerlendirildirek yapildi (Varisli O ve ark. 2013).

5.2.4.5. Canhhk: Canlilik i¢in yaymada H&E boyanmis spermler 151k mikroskop
altinda 100 buiylitmede morolojik yapilari tizerinden canliliklari i¢in karar verildi
(Varisli O ve ark. 2013).

5.2.4.6 Hiicre 6liimii: Canlilik icin 24 lii well plate i¢cindeki spermlere her bir

grup i¢in hypoosmotic swelling HOS testi uygulandi ve canliliklar i¢in karar verildi

(Jayendran, Van der Ven, & Zeneveld, 1992).

5.3. DENEY GRUPLARI

Tim deney Celalbayar {tiniversitesi etik kurulu izniyle alinmistir. Deney
hayvanlar1 Celalbayar Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilerek si¢can spermleri alinmis ve si¢an spermleri su sekilde
gruplara ayrilmustir;

5.3.1. Kontrol Grubu; Bu grupta sperm Ornegi alinmig ve higbir islem
uygulanmamustir. 1 giin siireyle cleavege soliisyonu ile inkiibe edildi ve saatlik olarak
mikroskobik olarak izlendi ve goriintiilendi.

5.3.2. Normal Glikoz (NG): Alinan sperm 6rnekleri normal glikozlu kok hiicre
besiyeri ile 1 giin siireyle inkiibe inkiibe edildi ve saatlik olarak mikroskobik olarak
izlendi ve goriintiilendi.

5.3.3. Kok Hiicre Grubu + Normal Glikoz (KHNG): Alinan sperm 6rnekleri
kok hiicre 1 giin siireyle inkiibe inkiibe edildi ve saatlik olarak mikroskobik olarak

izlendi ve goriintiilendi.
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5.3.4. Kok Hiicre + Nis + Normal Glikoz (KHNSNG): Alinan sperm 6rnekleri
kok hiicre ve nis ile 1 giin siireyle inkiibe edildi ve saatlik olarak mikroskobik olarak
izlendi ve goriintiilendi.

5.3.5. Nis + Normal Glikoz (NSNG): Alinan sperm o6rnekleri nis ile. 1 giin
stireyle inkiibe edildi ve saatlik olarak mikroskobik olarak izlendi ve goriintiilendi.

5.3.6.Yiiksek Glikoz (YG): Alinan sperm ornekleri yiiksek glikozlu besiyerinde
1 giin silireyle inkiibe edildi ve saatlik olarak mikroskobik olarak izlendi ve
gorlintiilendi.

5.3.7. Kok Hiicre Grubu + Yiiksek Glikoz (KHYG): Alinan sperm &rnekleri
kok hiicre ile yiiksek glikozlu besiyerinde 1 giin siireyle inkiibe edildi ve saatlik olarak
mikroskobik olarak izlendi ve goriintiilendi.

5.3.8. Kok Hiicre Grubu +Nis + Yiiksek Glikoz (KHNSYG): Alinan sperm
ornekleri kok hiicre ve nis ile yiiksek glikozlu besiyerinde 1 giin siireyle inkiibe edildi
ve saatlik olarak mikroskobik olarak izlendi ve goriintiilendi.

5.3.9. Nis + Yiiksek Glikoz (NSYG): Alinan sperm o6rnekleri nis ve yiiksek
glikozlu besiyerinde 1 giin siireyle inkiibe edildi ve saatlik olarak mikroskobik olarak
izlendi ve goriintiilendi.

Tiim deney gruplart 24 saatlik inkiibasyon ve izlem 6ncesi es zamanli olarak
kriyoperzervasyon protokoliine gore donduruldu ve ¢oziildii kriyoprotektan

uzaklastirild1 ve deney gruplarina besiyerleri ve grubuna 6zgii hiicreler eklendi.

5.3.9. Kriyoprezervasyon:

Deney gruplarindan alinan besi vasath ile seyreltilmis sperm 6nerkeri. Sydney
IVF gamet buffer ejekiilat ile ayni sicakliga getirildi ve sperm 6rnegi karistirilip
homojen bir karisim elde edildi. Elde edilen karisim 1200 Rpm de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan kismi ortamdan uzaklastirilarak pellet kismina
1 ml 1 gece dnceden karbondioksitlendirilmis Sydney IVF cleavege medium eklendi.
Ve tabaka olusumu saglandi. Cleavege ile karistirilan sperm 6rnekleri 45 dk boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi oda sicakliginda olan dondurma soliisyonumuz
irvine scientific crioprotectan 1/2 oraninda 10 dakika siirecek sekilde damla damla
eklendi. Elde edilen karisim kriyo tiiplere aktarildi. 30 dk azot buharinda bekletildi.

Ve ardindan azot i¢ine daldirildi.
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1 giin sonra kriyotiipler sivi azot icerisinden c¢ikartildi. Oda sicakliinda
bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. Kriyotiipler igerisindeki kriyoprotektanli sperm
ornekleri falcon tiiplerine alind1. Tiiplere yikama soltisyonu eklendi Sydney IVF gamet
buffer. Yikama soliisyonu eklenen spermler 1800 Rpm de 5 dk santrifiij edildi. Ve
santrifiij sonrasinda siipernatan ortamdan uzaklastirildi. Pellet kismmna 1 ml 1 gece
onceden karbondioksitlendirilmis Sydney IVF cleavege eklendi ve karigtirildi.

5.3.10. Normal Glikoz Besiyeri: Normal glikoz medium hazirlamak igin
43,45 ml Alpha Medium igerisine

0,5 ml penisilin streptomisin

0,5 ml L glutamin

0,5 ml gentamisin

0,05 ml anfoterasin

5 ml fbs

Eklenip homojen sekilde karigtirilmistir. Olusan 50 ml homojen karisim filtre ile
stizdiirtiliip steril falcon i¢ine konmustur.

5.3.11. Yiiksek Glikoz Besiyeri: Yiiksek glikoz besiyeri hazirlamak i¢in 43, 45
ml Dmem high glucose soltisyonu igerisine

0,5 ml penisilin streptomisin

0,5 mlL glutamin

0,5  ml gentamisin

0,05 ml anfoterasin

5 ml fbs

Eklenip homojen sekilde karistirilmistir. Olusan 50 ml homojen karisim filtre ile

stizdiirtiliip steril falcon i¢ine konmustur.

5.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu yaptigimiz bilimsel caligmada istatistikleri tutmak i¢cin SPSS (Statistical
Package of Social Sciences) kullanildi. Gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya
koymak i¢in parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanildi. Uygulama
yapilan ve yapilmayan Gruplar arasi farkliliklar1 gérmek i¢in i¢in Paired Samples

T-testi kullanild1. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5.5. GRUPLARIN DEGERLENDIRILMESIi DEGERLENDIRILMESI:

Deney gruplart 24 saat inkiibe edildikten sonra deney sonlandirildi. Deney
gruplar1 deneyin sonlandirilmasi ile hizlica lamel iizerine yayma yapildi ve oda
sicakliginda kurumasi beklendi. Bir giin siireyle oda sicakliginda kurumasi beklenen
yayma preparatlart may glutamat ile 3 dk tespit edildi ve akar suda yikandi. Yikanan
sollisyonun tizerine 1 e 2 oraninda hazirlanmis gimsa ¢ozeltisi dokilir ve 20 dk
bekletilir. 20 dk sonunda akar sudan gecirildi ve mikroskobik olarak incelendi.

(Tablo5.5)

Tablo 5.5. Yayma preparatlar icin Giemsa boyama protokolii

Islem Siire
May glutamat ile tespit etme 3 dk
Akar su ile yikama 2-3 sn.
Kurutma 5dk
Giemsa calisma soliisyonu (1:20 oraninda dH»>O ile seyreltilmis) ile 35 dk
boyama

Akar su ile yikama 1 dk
Kurutma 5dk

Bu sekilde boyanan her preparatta, 250 sperm morfolojik olarak incelenmis ve

anormal morfolojideki sperm sayilar1 kaydedilerek yiizde hesaplamalar1 yapilmuistir.
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6. BULGULAR

YG besiyerinde epididimden toplanmis spermlerin tizerindeki etkisini anlamak
amaciyla Ng besiyerindeki spermlerle karsilastirmak tizere oda sicakliginda 24 saat
KH, KH tarafindan salgilanan farktorler olarak 24 saatlik kosullari besiyeri
(conditionet medium) nis olarak kullanilip ayrica her ikisinin birlikte oldugu durumda
sperm anomolisi, canlilig1 ve apoptozu incelendi.

KH i¢in dondululmus yag dokusu MKH besiyerine alinarak kiiltiir tabaklarinda
cogaltildi. Semikomfulent olduktan sonra 24 saatlik besiyeri nig olarak kullanildi. KH
karekterizasyonu yapildi. Spermler anestezi altinda sican testinin epididimi alinarak
yikama seklinde santrifiij tiiplerine konularak yikandi ve uygun besiyerine
yerlestirildi. Uygulamalar yapildiktan sonra spermler yayma yontemiyle lamlara
alindi. Sonuglar morfolometrik, histolojik ve imminohistokimyasal yontemlerle

incelendi.

6.1. MKH iZOLASYON VE KARAKTERIZASYON BULGULARI

Hiicre kiiltiirti, laboratuvar kosullart altinda, sigan yag dokusundan izole edilen
MKH’ler besiyeri ortaminda konfluent oluncaya kadar kiiltiire edildi. Hiicreler, 2.
pasaja kadar pasajlama islemi yapildiktan sonra uygulamaya en uygun hale getirildi.

Kiiltiir ortaminda 4. pasajdaki MKH kiiltiir kabinda konfluent oldugunda, belirte¢
olarak STRO-1 ile CD90 pozitifligi ve CD45 negatifligi kullanilarak

immunohistokimyasal olarak dogrulandi
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A. KIMKH STRO-1 x400 B. KIMKH CD90 x400

C. KIMKH CD45 x400 D. KIMKH PBS x400

Resim 6.1 MKH karekterizasyonu STRO-1 ve CD90 pozitifligi ile CD45
negatifligi ile gosterilip antikor yerine PBS kullanilanilan boyanmamis negatif kontrol
immunohistokimya goriintiileri ile tanimlamalarinin yapilmasi saglandi.

Immiinohistokimyasal boyamalar iizerinde yapilan H-skore anelizinde MKH i¢in
biiylik cogunluka STRO-1 ve CD90 biiyiik cogunlukla pozisifligi ile ¢ok az miktarda

CD45 pozitifligi ve spesifik boyanmay1 gosteren hi¢ isaretlenememe ortaya kondu

(tablo 6.1).
H-SKORE KONTROL STRO-1 CD90 CD45
2,84 210,45 217,91 30,60
Belirtec yiizdesi
+ + + +
(Ort. £ SD)
2,11 28,44 28,44 17,94

Tablo 6.1: MKH icin yapilan H-skorla yapilan incelenemede belirtegler ile
karakterizasyon agisindan biiyiik ¢ogunlugun CD90 ve STRO-1 pozitif oldugunu, az

miktarda CD45 pozitifliginin oldugunu ve kontrolde isaretlemenin olmadig1 goriildii.
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6.2. SPERM UYGULAMA SONUCLARI

Sican epidimisinden ekstrakte edilen sperm 6rnekleri alindiktan sonra sperm swim
up protokolli uygulandi daha sonra petrilere konuldu. Petri tabaklarinda hareket
kabiliyetlerini tamamamen kazanmalari i¢in bekletilerek hareket ve canlilik 6zellikleri
yoniinden degerlendirildi. Faz kontras mikroskop altinda 10luk objektif ile 10 farkli
alanda canli sperm sayist ve +1 ile 4 lizerinde hareketliligi degerlendirildi (Resim

4.2.1).
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A.KHNSNG x200 B.KHNG x200

C. KHNSYG x200 D. KHYG x200

E. NSNG x200 F.NSYG x200

Resim 6.2.1 Sperm orneklerinin farkli kiiltiir ortaminda 24 saatlik inverted

mikroskop ile degerlendirilmesi.

Ornekler once hacimlerinin iki kat1 kadar 37°C sicakliktaki Ham’s F10 besi vasatt
icerisindeki goruntiitis. Epididimisten alinan spermler swim up hazirlanmis ve
cleavege mediumu ile tabakalanmasi saglanmis ve uygun grup hiiclerleri ve

medyumlar1 eklenerek 37°C’de inkiibasyona birakilmislardir. Ardindan alinan
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numiineler 6 I1 well plate e konularak sperm sayisi ve hareketliligi belirlenmistir (Tablo

6.2.1).

6.2.1 Sperm Canlilik Testi:

Farkli kiilttir ortaminda spermler Hos testine tabi tutularak kiiltiir ortamlari

arasindaki canlilik oranlari hesaplandi.

Canlilik
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

TAZE DONDURULMUS

ETSBY EMNG mMKHNG MBMNSNG MKHNSNG mYG EKHYG EMNSYG MKHNSYG

Grafik 6.2.1. 0. Dakika dondurulmus ¢6ziilmiis ve taze spermlerin canlilik

oranlari
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Tablo 6.2.1. Hos testi yapilarak sperm kiiltiir ortamlarinin saat gdzetmeksizin 0.

Dakikada canlilik % si hesaplandi

Canlilk(A+B) YERINDE

KULTUR ORTAMI . HAREKETSIZ
HAREKETLI

Taze sperm besi vasati 81,55+2,55 11,38+2,75 8,12+3,02
Normal glikoz besiyeri 78,67+4,08 12,42+ 3,41 9,39+2.83
Normal glikoz + kok hiicre  79,30+3,61 12,36+3,42 8,73+2,39
Normal glikoz + nig 79,31£3,07 13,03+2,90 9,06+2,31
Normal glikoz + kok hiicre +

78,6342,61 12,70+2,97 9,39+2,37
nis
Yiiksek glikoz 74,30+3,06 14,03+2,90 10,06+2,86
Yiiksek glikoz + kok hiicre  73,30+3,07 14,03+2,90 10,39+3,23
Yiiksel glikoz + nig 73,54+2,57 14,12+2,68 10,06+2,86
Yiiksek glikoz + kok hiicre +

73.5842,01 14,12+2,68 9,73£2.,56
nis grubu

Tablo 6.2.1 Sican epidimisinden diseksiyon yontemiyle alinan sperm sayist

57 milyon, 0. dakika canlilik (A+B) 81% yerinde hareketli 11% hareketsiz sperm
yiizdesi 8% degerlendirilmistir. Ve farkli kiiltiir ortamlarinda inkiibasyona birakilarak
24 saat izlenmistir.

Sicandan elde edilen spermin farkli kiiltiir ortamlarindaki 0. Dakika canliklik ve
hareketlilikleri.

6.2.2. Sperm Orneklerinin Farkh Kiiltir Rrtaminda 24 Saatlik inverted
Mikroskop ile Degerlendirilmesi

Farkli kiiltiir ortaminda inkiibe edilen spermler 24 saatlik takibe alindilar.
Spermler 24 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca her saat inverted mikroskop ile
incelenerek canlilik, yerinde hareketlilik ve hareketsizlik olarak incelendiler.
Incelemeler 0. Dakika, 1. Saat, 3. Saat, 6. Saat, 18. Saat ve 24. Saat olarak
hesaplandilar. Sigandan elde edilen Spermlerin farkl: kiiltiir ortamlarindaki 24 saat lik
inkiibasyonu Tablo 6.2."de gosterilmistir.

TABLO 6.2. Sican sperminin farkli kiiltiir ortamlarinda 0. dakika, 1. saat, 3. saat,

6. saat, 18. saat ve 24. saat canlilik yerinde hareketlilik ve hareketsizlik degerler

81



Z1S)o3dIeH

" H IpYerey opuld g : X (d+V) Yued : D

ZONI3 oSN + SIN DASN ZONI[S Yasyn A+ 2100y YN DAHM
zoNI|3 Yosynk DX zoYIS JeulioN + SIN + 2100y YO HNSNHM ONH ZoYI[S [eWION DN HeseA 1sog wiadg oze], AGS.L

ZOYI|3 [WION + SIN DNSN ZOYI[S [BULION + 21007 jO3

LL'T  L8'T 90 10C 69T  L6T  LY'T  6ST €T°¢ 11 99 10c 91t 8T vI'T vt 86T 10T
PS8 F9'6 FOUI1 FHOL9 FITI FHS'CT FOU8E Frb'vl FSTOS ‘CFTETTFEEOT FETS F46°91 FSH'8T  FC9L9 FO6'I1 FS6'41F8S €L
L8T  ¥EE I1°1 €0°c S6'T 08T 96T  ¥SC §S°C 26 Ly 68T  9LC 19C  9LT  ¥0°€ 66T LST
FLTYPS  FSL9O FEI01 FLESY9  FIV'Y F6I'CT FIPYE FII9L F098Y TFLSTI‘TFLI0T FES6S F46°91 F8LVI F6TOL FOCTI FSOVIFHSEL
86T 66T 10°c vI'e 10°€ 60°¢ so’c  TI'ce  9s¢ 06 8%  ¥TC 96T  v6'T  L8T  L¥T 86T LOC
FEOVS  F8YL  FH6 FOSH9 FLTEl F8T'ET FIOE FOCTOI FOLLY ‘THTITTFIC6l FSTO9 FIv'VI FIVOL FSE69 FEITI FICYIFOCEL
L9T  €L'T 91 96T 06C S ¥T'e  veEe 8T L8T  v6'T 99T  T6'T  SS'E ¥O'E 9T 96T 90°€
F06'96 F08'T FCI'0 F9E06 FSEOI STOFES'0 FCT'8L FCEOI FOPTI FEF'SS FESOT FOCSE FOPVT FLYET FES6S FLETI FOSHIFOC YL
sr'e  Ll't  s¥'e  8T€  8HC 18  ST¢ 8T 19T 0ST 16c  9S'c  0T°¢  w¥'e  L9T 88T TEE 19T
FCTSL FLYIT FEOTIT FSEES FIO61 ‘TF8Y'8T FBITE F6981 FOPES F8Y'ST FS0'61 FES99 FHCOI FE9'LI FSE'E€L FOTOI FEVTIFEY'SL
9L'CT 09t 08C  TTE 68T ST L8 10°¢ 1e'c ¥8CT 8T T8¢ 1LC 1€ ¥8C  8I'€ 96T LOC
FOI'Y8  FOV'L  FL6'S FIS89 FSTSI ‘€FEILI FT9'Ly F6091 FLV8E FITLT FSS9I FOTLS FLEEL FOEST FC8TL FOT6FEICIFICOL
9Lt s€T TLT LEE  9ge 1L €€°c L8T 88T ILC 88T 78T €€ ¥8¢ T8¢ €8T 9FT 19°¢
FOI'LL FE8'0T FOC'ET F8SLS FLY'SI ‘TFOC'VT FQETE FCWIOI F6ITS FHSOT FSS61 F0OTS9 FLEOT FE9LT FC8€L  FOTS FOSTIFOC6L
LLT sec  TEl 9L'T 08T I L8T  LLT €r'e LIt LL'T Tt g€ 0ge 8T°¢  8I't  9¥'T 80F%
FO1'86  F€8°1  FCET F8S'88  F8K'60CFOC’E FC9'89  FSLT F6I1TT FIT6E F6811 FEC0S FLESI FOCYI For'IL  FOT'6 F08TIFLISL
10°¢ I1°1 1T 9T°¢ 9¢g'e 1€'e €e’e 8LT 88T  ¥8T eIt  e6lt €€°C 1e'e SLT 1L 6¥'T SS¥
FCE96  FOI'l  F0€'c F8S‘6L F8K'SI  FOE9 FIST9 FHTI F618T FITHE FSSTI FOTVS FLEEL FOCST FCITL  FESBFOVT1FSS I8
H A 0 H A o H A o) H A 0 H A 0 H A 0
yees'pr jees Q| jees9 jees ¢ jees’| jees’(

OX
SNHY

DASN

DAHM

DA

DN

SNHY

ONSN

DONH

DN

ALSL

LID[I0Z(T YI[I[UBD JB.S ", QA JBBS "§] ‘JEes "9 ‘Jees ‘¢ Jees ' ‘eyDyep ‘() epuLIe[wWeIo I Ny I3} ururuiads uedi§ ¢7'9 o[qe],

82



Sicandan elde edilen Spermlerin farkli kiiltlir ortamlarindaki 24 saat lik

inkiibasyonu grafiksel gosterilmesi Grafik 6.2°de gosterilmistir.

24 Saatlik inkiibasyon

it .

0. saat 1. saat 3. saat 6. saat 18. saat 24. saat

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

EMTSBY EMNG MKHNG MBMNSNG MKHNSNG mYG mKHYG EMNSYG MKHNSYG

TSBV  Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nig + Normal glikoz
NG Normal glikoz YG yiiksek glikoz

KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz

NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre + Nis + art1 yiiksek glikoz

Sicandan elde edilen taze spermlerin farkl kiiltlir ortamlarindaki 0. 1. Ve 3. Saat

canlilik oranlar1 Grafik 6.3 te gosterilmistir.

Dondurm 6ncesi 0-3 saatlik inkiibasyon

0,8
0,6
0,4
0,2

0. saat 1. saat 3. saat

BNG BWKHNG BNSNG BMKHNSNG mYG EMKHYG ENSYG MKHNSYG
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0.saat 1.saat 3.saat
Gruplar Ortalama Ortalama Ortalama

+ + +

Standart Sapma Standart Sapma Standart Sapma
NG 2,356+4,080 1,894+3,280 2,720+1,570
KHNG 2,084+3,610 1,894+3,280 2,820+1,628***
NSNG 1,772+3,070 1,640+2,840 2,820+1,628
KHNSNG 1,507+ 2,610 1,542+2,670 2,560+1,478%**
YG 1,767+3,060 1,755+3,040 1,536+2,660
KHYG 1,772+3,070 1,657+2,870%** 1,871£3,240%**
NSYG 1,484+2,570 1,593+2,760** 1,669+2,890***

**% P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05
Tablo 6.3. Sicanlardan alinan spermlerin farkl kiiltiir ortamlarinda 0, 1 ve 3 saat

canlilik oranlari

Sicandan elde edilen taze spermlerin farkl kiilttir ortamlarindaki 0. 1. Ve 3. Saat

canlilik oranlar1 Grafik 6.4°te gosterilmistir.

Dondurm 6ncesi normal glikoz 6 18 24 saatlik canlilik orani
100%

80%

60% I

40%

20% '
0%

-20%

L

ENG EKHNG ENSNG mKHNSNG

L

NG Normal glikoz
KHNG Kok hiicre + Normal glikoz

NSNG Nis + Normal glikoz
KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
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6.Saat 18.Saat 24.Saat

Gruplar Ortalama Ortalama Ortalama

+ + +

Standart Sapma Standart Sapma Standart Sapma
NG 1,807+3,130 1,738+3,010 0,7621£1,320
KHNG 1,663£2,880%** 1,565+2,710%** 1,570+2,720%**
NSNG 1,911£3,310%** 1,876+£3,250%* 1,617+2,800*
KHNSNG 1,513+2,620%** 1,622+2,810%** 1,992+3,450%**

#% p<0.001 ** P<0.01 * P<0.05

Tablo 6.5. Sicanlardan alinan spermlerin farkl kiiltiir ortamlarinda 6, 18 ve 24

saat canlilik oranlari

Sicandan elde edilen taze spermlerin yiiksek glikozlu farkl: kiiltiir ortamlarindaki

6. 18. Ve

0,8

0,6

0,4

0,2

-0,2

24. Saat

6. saat

canlilik

oranlari

Yiiksek Glikoz 6 18 24 SAATLIK CANLILIK GRAFIGi

T-
L

18. saat

YG mMKHYG EMNSYG M KHNSYG
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6.Saat 18.Saat 24 .Saat
Gruplar Ortalama + Ortalama + Ortalama +

Standart Sapma Standart Sapma Standart Sapma
YG 1,628+2,820 0,3175+0,5500 0,8429+1,460
KHYG 2,055+3,560%** 1,784+3,090%** 1,738+3,010%*
NSYG 1,472+£2,550%* 1,617+£2,800%** 0,6409+1,110*
KHNSYG 1,865+3,230%** 1,7154£2,970%** 1,767+3,060*

*#% P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05

Tablo 6.6. Siganlardan alinan spermlerin Yiiksek glikozlu farkli kiltiir

ortamlarinda 6, 18 ve 24 saat canlilik oranlar1

Sicandan elde edilen taze spermlerin farkl kiiltiir ortamlarindaki 0. 1, 3, 6 18 ve

24 Saat

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

0. saat

canlilik

oranlari

Grafik

6.7’ te gosterilmistir.

24 Saatlik Normal Glikoz inkiibasyonu

kkk kkk
* % %
* % %
I
1. saat 3. saat 6. saat

BNG WKHNG mENSNG mKHNSNG

86

kkk  kksk

* % KK sk
‘hlliill

18. saat 24. saat



0.saat 1.saat 3.saat 6.Saat 18.Saat 24.Saat

Gruplar Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
+ + + + + +
Standart Standart Standart Standart Standart Standart
Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma

NG 2,356+ 1,894+ 2,720+ 1,807+ 1,738+ 0,7621+
4,080 3,280 1,570 3,130 3,010 1,320

KHNG 2,084+ 1,894+ 2,820+ 1,663+ 1,565+ 1,570+
3,610 3,280 1,628%** 2. 880***  2710%**  2720%**
NSNG 1,772+ 1,640+ 2,820+ 1,911+ 1,876+ 1,617+
3,070 2,840 1,628 3,310%** 3 250%* 2,800*
KHNSNG 1,507+ 1,542+ 2,560+ 1,513+ 1,622+ 1,992+
2,610 2,670 1,478%**  2,620%** 2 810%***  3.450%**
*#% P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05

Tablo 6.7. Sicanlardan alinan spermlerin farkli kiiltlir ortamlarinda 0, 1, 3, 6, 18

ve 24 saat canlilik oranlari

Sicandan elde edilen taze spermlerin yiiksek glikozlu farkl kiiltlir ortamlarindaki

0. 1, 3, 6 18 ve 24 Saat canlibk oranlart Grafik 6.8’te gosterilmistir

24 Saatlik Yiiksek Glikoz inkiibasyonu

0,9
0,8

0,7 I

0,6 I

0,5

0,4

0,3 !

0,2

" : -
0

0. saat 1. saat 3. saat 6. saat 18. saat 24, saat

YG EMKHYG ENSYG mKHNSYG

YG yiiksek glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz KHNSYG
KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz Kok hiicre + Nis + art1 yliksek glikoz
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0.saat 1.saat 3.saat 6.saat 18.saat 24 saat

Gruplar Ortalama  Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
+ + + + + +
Standart ~ Standart Standart Standart Standart Standart
apma Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma

YG 1,767+ 1,755+ 1,536+ 1,628+ 0,317+ 0,2656+
3,060 3,040 2,660 2,820 0,5500 0,4600

KHYG 1,772+ 1,657+ 1,871+ 2,055+ 1,784+ 1,738+
3,070 2,870%*%* 3 240%** 3 560%**  3,090*** 3,010%*
NSYG 1,484+ 1,593+ 1,669+ 1,472+ 1,617+ 0,6409+
2,570 2,760%*  2,890%** 2 550%**  2.800%** 1,110%*
KHNSYG 2,160+ 1,236+ 1,738+ 1,865+ 1,715+ 1,767+
2,010 2,140%* 3,010%*%*  3230%**  2970%**  3,060%**

*** P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05

Tablo 6.8. Siganlardan almman spermlerin Yiiksek glikozlu farkli kiiltiir
ortamlarinda 0, 1, 3, 6, 18 ve 24 saat canlilik oranlari
Sicandan elde edilen Spermlerin farkli kiiltiir ortamlarindaki 3. saat teki

inkiibasyonundaki canlilik oraninin grafiksel gésterilmesi Grafik 6.9°de gosterilmistir.

Farkli kiiltiir ortamlarinda 3. Saatteki canlilik orani
80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

3. saat inklibasyon farkl kiltlr ortamlarinda canhhk oraninin

ETSBY ENG MBKHNG HENSNG BKHNSNG HMYG EKHYG ENSYG HEKHNSYG

TSBV  Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
NG Normal glikoz YG yiksek glikoz

KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz

NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz
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Sicandan elde edilen Spermlerin farkli kiiltiir ortamlarindaki 6. saat teki
inklibasyonundaki canlilik oraninin grafiksel gosterilmesi Grafik 6.10°da

gosterilmistir.

Farkli kiiltiir ortamlarinda 6. Saatteki canlilik orani

60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

6. saat inklibasyon farkli kiiltlir ortamlarinda canhlik oraninin

ETSBY EMNG MKHNG MBMNSNG MKHNSNG mYG EKHYG EMNSYG MKHNSYG

TSBV  Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
NG Normal glikoz YG yiksek glikoz

KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz

NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre + Nis + art1 yiiksek glikoz

89



Sicandan elde edilen Spermlerin farkli kiiltiir ortamlarindaki 18. saat teki
inklibasyonundaki canlilik oraninin grafiksel gosterilmesi  Grafik 6.11°de

gosterilmistir.

Farkl kultir ortamlarinda 18. Saatteki
canlilik orani

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%
5% 18. saat inktibasyon farkli kiilttir ortamlarinda canlilik oraninin
- (]

EMTSBY EMNG mMKHNG MBMNSNG mMKHNSNG mYG mKHYG EMNSYG MKHNSYG

TSBV  Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
NG Normal glikoz YG yiksek glikoz

KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz

NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre + Nig + art1 yiiksek glikoz
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Sicandan elde edilen Spermlerin farkli kiiltiir ortamlarindaki 24. saat teki

inkiibasyonundaki canlilik oraninin grafikselgosterilmesiGrafik6.12’de gosterilmistir.

Farkli kiiltiir ortamlarinda 24. Saatteki canlilik orani

24. saat inkiibasyon farkh kiltiir ortamlarinda canhhk oraninin

ETSBY ENG MBMKHNG MBNSNG mKHNSNG YG EMKHYG ENSYG MKHNSYG

TSBV  Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
NG Normal glikoz YG yiiksek glikoz

KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz

NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre + Nis + art1 yiiksek glikoz

6.3. SPERM ORNEKLERININ KRiOPREZERVASYON SONRASI
INVERTED MiKROSKOP iLE DEGERLENDIRILMESI

Farkli kiiltlir ortaminda spermlerin krioprezervasyon yontemi kullanilarak
donduruldu ve 3 saat inkiibasyon siiresince her bir gruba ilgili besiyeri inverted
mikroskop incelenerek canlilik, yerinde hareketlilik ve hareketsizlik olarak
incelendiler.

Sicandan elde edilen Spermlerin krioprezervasyon sonrast farkli kiiltiir

ortamlarindaki degerlendirmesi Tablo 7°de gosterilmistir.
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TABLO 7. Sigan sperminin farkli kiiltlir ortamlarinda kriyoprezervasyon sonrasi

0. dakika, 1. saat, 3. saat degerleri

0.Dakika 1.Saat 3.Saat
TSBV 57,08 £1,73 46,22+1,98 37,94+2,23
NG 55,85+ 2,85 49,75+2,32 34,86+1,93
KHNG 54,7142,14 51,67+1,89 46,29+1,37
NSNG 56,3143,07 50,97+2,84 41,18+2,82
KHNSNG 56,61+1,85 52,07+1,83 47,23+1,81
YG 50,57+2,11 41,07£2,09 24,35+1,83
KHYG 52,044+2,17 49,23+2,1 42,77+£2,26
NSYG 50,74+1,17 49,79+1,9 40,51+2,02
KHNSYG 52,24+2.01 57,01+1,49 41,34+2,1
TSBV:Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
NG:Normal glikoz YG yiiksek glikoz
KHNG:Ko6k hiicre + Normal KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz
glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz
NSNG:Nis + Normal glikoz KHNSYG Kok hiicre + Nig + art1 yiiksek

glikoz
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Sicandan elde edilen Spermlerin kriyoprezervasyon sonrast farkli kiltiir
ortamlarindaki 0.dakika, 1, 3 Saatlik inkiibasyonundaki canlilik oraninin grafiksel

gosterilmesi Grafik 7.

Kriyoprezervasyon sonrasi 0., 1. ve 3. saat canhlik orani
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0. saat 1. saat 3. saat

EMTSBY EMNG MKHNG MBMNSNG MKHNSNG mYG mKHYG EMNSYG MKHNSYG

TSBV Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal  glikoz

NG Normal glikoz YG yiiksek glikoz
KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz
NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre+Nis+Yiiksek glikoz
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Sicandan elde edilen Spermlerin kriyoprezervasyon sonrast farkli kiiltiir

ortamlarindaki 0 Saatlik inkiibasyonundaki canlilik oraninin grafiksel gosterilmesi

Grafik7.1.

Kriyoprezervasyon Sonrasi 0. Saat Canlilik
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TSBV  Taze Sperm Besi Vasati
NG Normal glikoz

KHNG Kok hiicre + Normal glikoz
NSNG Nis + Normal glikoz

KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
YG yiksek glikoz

KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz

NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre + Nis + art1 yiiksek glikoz
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Sicandan elde edilen Spermlerin kriyoprezervasyon sonrast farkli kiiltiir
ortamlarindaki 1 Saatlik inkiibasyonundaki canlilik oraninin grafiksel gosterilmesi

Grafik 7.2.

Kriyoprezervasyon Sonrasi 1. Saat Canlilik
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0

1. saat
ETSBY ENG mKHNG BNSNG BKHNSNG mYG mKHYG ENSYG mKHNSYG

TSBV  Taze Sperm Besi Vasati KHNSNG Kok hiicre + Nis + Normal glikoz
NG Normal glikoz YG yiiksek glikoz
KHNG Kok hiicre + Normal glikoz KHYG Kok hiicre +Yiiksek glikoz
NSNG Nis + Normal glikoz NSYG Nis + Yiiksek glikoz

KHNSYG Kok hiicre + Nis + art1 yiiksek glikoz

6.3. SPERM YAYMALARININ DIiFF - QUICK BOYAMA IiLE
DEGERLENDIRILMESI

Spermiyogram degerlendirmesi sonucunda Orneklerden hazirlanan yayma
preperatlar1 Diff — Quick boyama protokoliine uygun olarak boyanarak, spermler
Kruger kesin kriterlerine gore morfolojik olarak degerlendirilmistir (Resim 4.3.).
Hazirlanan sperm yaymalarinda, normal morfolojiye sahip spermler ile bas, boyun ve
kuyruk anomalilerine sahip spermler Kruger kesin kriterlerine gére % olarak
belirlenmistir. Sperm morfololojilerinin degerlendirme sonuglar1 Tablo 6.3.’de

gosterilmistir.
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RESIM 6.3. DIFF QUICK BOYAMASI

KHNSNG X200 KHNG X200

KHNSYG X200 KHYG X200

NSNG X200 NSYG X200

6.4. MIKROSKOBIK BULGULAR

6.4.1. H-E Histokimya Bulgular:

Kontrol Grubu histolojik goriintiilerde bu spermlerin morfolojik olarak varsa

anamolileri gorlintilendi ve spermlerin kontrol grubu ve deney gruplari arasindaki
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farkliliklar1 morfolojik olarak karsilagtirildi. Yapilan histolojik degerlendirmede
spermlerin morfolojik olarak deney gruplar arasinda bir farkliliklart olmadig:
gozlendi. Morfolojik degerlendirmede spermlerin morfolojisi normal olarak belirlendi
(Sancho,, Pérez-Sanchez, Tablado, & De Monserrat, 1998).

Resim 6.4.1 Hematoksilen Eosin Boyamasi

A.Taze Sperm Besi Vasati D .Kok hiicre +Yiiksek glikoz
B.Normal glikoz F.Nis + Yiiksek glikoz
C.Kok hiicre + Normal glikoz E.Nis + Normal glikoz




6.4.2. NOS Boyamasina Ait Bulgular

RESIM 6.4.2 ENOS BOYAMASI

KHNSNG X200 KHNG X200

KHNSYG X200 KHYG X200

NSNG X200 NSYG X200




TABLO 8. Farkli kiiltiir ortamlarinda yapilan E-nos boyamasimin H-Skore

degerleri
H- NG KHN NSN KHNSN YG KHY NSY KHNSY
EKOR G G G H G G
Ort. 16,40 1422 10,80 13,187 2121 18,96 1554 16,420
+ 8 6 8 + 2 0 2 n
SD + + + 22840 & + + 28,440
28,42 24,64 18,72 36,74 32,84 26,92 **
0 0 0 0 0 0
% ES ES %

**% P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05
Dondurma sonrast NOS boyamasinin arttigi ancak kok hiicre ve nis uygulamasi ile

NOS boyamasinin azaldig1 goriildii.

6.4.3 TUNEL Boyamasina Ait Bulgular

Zamana bagli hiicre oliimiiniin apoptoz ile gergeklesen kismini incelemek igin
TUNEL boyamas1 yapilip spermlerde bas boyun kisimlar1 degerlendirildi. Kontrol ve
deney gruplarinin TUNEL boyama koyu kahverengi boyama (oklar) TUNEL-pozitif

hiicreleri gosterir.

99



Resim 6.4.3 Tunel Boyama sonuglari

Grafik 9. Farkli kiiltiir ortamlarinin apoptatik indeks degerlerinin grafiksel

gosterimi

Apoptatik indeX
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% P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05
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TABLO 9. Farkl kiiltiir ortamlarinda yapilan Apoptatik indeks H-Skore degerleri

Apoptatik NG KHNG NSNG KHNSNG YG KHYH NSYG KHNSYG
indeks
Ort. 0,9526 0,9584 0,7217 1,293 1,599 1,472 1,074 1,651
+ + + + + + + + "
SD 1,650 1,660 1,250 2,240 2,770 2,550 1,860
* * Kk * * 2’86

*ok

**% P<0.001 ** P<0.01 * P<0.05

NG, YG gruplarinda zamana bagli sperm hiicre 6limleri ile ilgili oldukg¢a anlamli
(p<0,001) bir sekilde artan apoptotik hiicre sayisit TUNEL pozitifligi ile gosterirken;

KHNG, NSGN, KHYG, KHNSYG, KHNSNG, KHYG, KHNSYG, NSYG
uygulamalarinda anlamli (p<0,05) bir sekilde apoptotik hiicre sayisinin azaldigi

saptandi.
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7. TARTISMA

Erkek infertilitesi IVF merkezlerinde canli dogum elde edebilmek acgisindan
6nemli bir problemdir. Tedavi sirasinda hem siklusun diizenlenmesi ac¢isindan hemde
uygun zamanda fertilizasyonu saglamak i¢in dondurma islemi yapilmak zorundadir.
Son c¢aligmalarda dondurma isleminin germ hiicrelerinin fertilizasyon amacl
kullanimlarinda fonksiyonu artirdig1 diistintilmektedir. Dondurma isleminin sperm
tizerinde hasar verici etkisi bulunmaktadir. Diabete bagli testis ve sperm hasar1 uzun
zamandan beri bilinmekte olup regiile olmus diabetlilerde bile UYTE islemlerinde
sorun olmaktadir. Kiiltlir ortaminda yiiksek glikoz ile taklit ettigimiz ve model olarak
kullandigimiz diabetik sperm hasar1 basarili bir sekilde gosterildi. Calismamizda
dondurma isglemi oncesi ve sonrasinda epididimden elde edilmis si¢can spermleri dis
ortamda verilen siirelerde birakilarak oksidatif stres ve apopitos a zorlandi. Bu zorlama
sonucu olusan hasart onlemek ama¢li MKH ve salgiladigi faktorler olan kosullu
besiyeri nis olarak kullanildi. Dondurma 6ncesi 1,3,6,18,24 ve sonrasi 3 ve 6. Saatlerde
olusan hasarda MKH ve nis inin anlamli bir sekilde oksidatif stresi azalttigi ve
apoptozu 6nledigi gosterildi. Oksidatif stres i¢in yapilan nos boyamalarinda H scor ile
yapilan anelizde ve apoptotik indeks incelendiginde MKH ve nis olumlu etkisinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii.

UYTE deneysel ¢alismalarinda 6zellikle toksitite acisindan sican kullanilmasi
tercih edilmek ile beraber 6zellikle dondurma isleminin giicliigii nedeniyle problem
olustura bilmektedir. Dondurma sonrast si¢an sperminin iiretimi, morrfolojisi
acisindan yorumlanmakta zorluk ¢ikarmaktadir. Farkli yontemler kullanilarak
karsilastirma yapilmis bir ¢alismada sadece yonteme bagli degisik sonuglarin olustugu
ve yorumlandigi goriilmustiir. Bu yontemler ile CASA incelemesi karsilastirildiginda
bu yontemlere ustiinliigli tanimlanmis olsada yine de sonuglarin yorumlanmasinda
glicliikler oldugu bildirilmistir (Horst GV ve ark 2018). Bulgularimizda saptadigimiz
0. Saat dondurma Oncesi ve sonrasi sperm eldesi parametreleri 6zellikle sperm sayisi
ve motilitesi ile uyumlu bulundu.

Dondurma islemi sadece insanlar i¢in UYTE amagh degil aym1 zamanda
ziraatgiler hayvan besleyicileri ve 6zellikli deney hayvani tiretenler i¢in 6nemli bir

islemdir. Pahali ve zahmetli bir islem olmasi nedeniyle dondurma yontemlerinin
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gelistirilmesi 6zellikle dondurma bankaciligi i¢in 6nemli olmaktadir. Dondurma
isleminde spermi alian tiirtin genetik karakteristikleri 6nemli rol oynamaktadir. Bu
genetik karkteristikler spermin biiylikliigli ve morfolojisi ile ilgili degisiklikler
icermektedir. Ayn1 zamanda membran fosfolipid kompozisyonu ve spermatazoa nin
metabolizmasida bu genetik karakteristikten etkilenmektedir. Sican spermlerinin
santrifiij, pipetleme ve ozmatik strese dondurma ve ¢ozdiirme islemi sirasinda ¢ok
duyarli oldugu gosterilmistir. Cozdiiriilmiis spermlerin si¢anlar i¢in yapilan IVF de
hala doyurucu bir yontemi bulunamamistir. Tiim protokollerde dondurucu ajan
dondurma derecesinin sifirin altinda olmasi degisen 1s1 ve ozmatik basing ve buz
kristallerinin olugmasi gibi problemlerle karsilasilmaktadir. Dondurma orani
optimalden yavas veya hizli oldugunda spermde geri doniisii olmayan hasar yapar.
Optimal olan yeterince yavas bir sekilde hiicrelerden suyun ayrilmasini saglayacak
ama hiicre i¢i buz kristalleri olusumunu engelleyecek sekilde olmali ayn1 zamanda
yeterince hizl bir sekilde hiicre dehidrasyonunu ve soliisyon effectine bagli dondurma
hasarindanda kacinacak sekilde yapilmalidir. Ideal bir sperm extendar optimim ph,
bufer kapasitesi uygun ozmatik basing ve spermin soguk sokundan korucuyu
olmalidir. Ideal bir sperm extendar uygun igerigi ile sigan sperminin dondurma
hayatin1 anlamli bir sekilde artirir. %20 latozlu yumurta yonku eklendiginde dondurma
sonrast azalan motiliteyi engelledigi bulunmustur. Dondurma sonrasinda olusan
hasarda plazma membran biitiinliigli, akrozom biitiinliigli ve membran potansiyali
calisilarak gosterilmistir. Dondurma sonrasinda IVF i¢in kullanilacak spermlerde
canlilk ve hareket olmasina karsin fertilizasyon kapasitesinin olmadigi
dustintilmiistiir. Ancak dondurma isleminin IVF i¢in secilecek spermlerde hareketli
olmasina karsin fertilize kapasitesi olmayan spermleri ortadan kaldirdigida
dustiniilmektedir (Varisli O ve ark. 2013). Calismamizdaki bulgular literatiirdeki bu
bulgular ile uyumlu olup dondurma sonrast hasar goren canli ve hareketli spermlerin
MKH ve nis ile etkilesmesi sonrasinda daha iyi bir fertilizasyon kapasitesine sahip
oldugu diistiniilmektedir.

Deneysel IVF amacli sigan sperm krioprezervasyonunun ve sonrasinda IVF ile
gergeklesen canli dogumlarin ideal yontemi hala arastirilmaktadir. Bu amagla yapilan
taze transferlerin sigan ic¢in dondurulmus spermlerden daha basarili oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle hala sigan IVF i i¢in basarinin artirilmast ¢aligmalar: devam
etmektedir. ICSI ile yapilan sigan IVF calismalarinda intraseliiler siklik amp ve serbest

kolestrol diizeylerinin dondurulup ¢6zdiiriilmiis rat spermatazoa larinda diisiik
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diizeyde oldugu ve bu nedenle kapasitasyon ile ilgili trozin fosforilasyonun
baskilanarak bagarty1 engelledigi bulunmustur. IBMX gibi bir fosfodiesteraz
inhibitorii kullanildiginda siklik amp diizeyi yiikseltilirerek IVF basarisinin artigi ve
canli dogum sayisinin yiikseldigi saptanmistir. Bir baska ¢alismada ATP ve dibiitirin
siklik imp igeren ekstendirlarin daha basarili IVF sonuclar1 verdigi diistiniilmiistiir.
Sican sperm kuyrugunun diger memeliler ile karsilagtirildiginda ¢ok uzun olmasi
dondurma sonrasi basarisizlikta 6nemli goziikmektedir. Bir diger etkende sican
spermlerinin dusiik 1s1 ile olan etkilesimidir.bu etkilesim prematiir kapasitasyon ve
niiklear dekondanstasyon yaptig1r bulunmustur. Ancak bundan en 6nemli etken artan
intraseliiler ROS diizeyidir. Ekzozom transportundaki etkisi ile oksidatif
fosforilasyona ve oldukca yiiksek mitokondrial membran potansiyaline ve boyleyece
mitokondrial atp tiretebildigine inanilmaktadir. Dondurma sonrasi spermi etkileyen bir
diger faktor santrifiij olup insan sperminde akrozomu etkiledigi diistinilmektedir.
Ayrica ROS iiretiminde patlama yaptigida gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada
dondurma ¢6zdiirme sonrasi hareketlilikte %15 ile %55 ileri dogru hareket ise %13 ile
%78 aras1 azalmistir. Santrifiij etmeninde %10 luk bir azalmaya neden oldugu
goriilmistiir. Hareketliliin yan1 sira plazma membran biitiinligiintinde ve
mitokondrial membran potansiyali %10 ile %30 aras1 azaldig1 gosterilmistir. Bunu
dondurulup ¢ozdiiriiliip spermlerde daha az mitokondrial fonksiyonlar ile iligkili
oldugu diistintilmiistiir. ROS olusumu agisindan bakildiginda ise sogutmanin bunu
artirdigi dondurmanin daha artirdigi, dondurma c¢ozdiirmenin ise iyice artirdigi
saptanmistir. Ancak ROS olusumunun spermler arasinda farklilik gosterdigi ve degisik
diizeyde olustugu saptanmistir. Biitiin bu gdzlemlerin ayr1 bir 6nemi de deneysel sican
IVF uygulamalarinda bu etkilerin fertilizasyon sonrast devam ettigi ve embriyo
olusumunu engelledigi seklinde uzun etkilerini gostermesidir. Bir bagka dikkat
edilmesi gereken noktaninda sigan ejakiilat spermlerinin epidimal spermatozoalara
gore Ozellikle membran lipidleri agisindan ¢ok daha fonksiyonel oldugu ve bu etkilere
direngli oldugu bilinmesidir. Ancak seminel plazma proteinlerin 6zellikle soguk soka
bagli hasar1 dengeleyebilme yetenekleri vardir. Epidimal spermatoza nin bir baska
yetenegi de olusan strese karsi glukatyon peroksidaz, SOD ve katalaz faktorleriyle
antioksidan kapasite gostermesidir. Ayrica epidimal spermatozalar toplandiktan sonra
eklenen faktorler ile bu antioksidan kapasitenin daha da gii¢lendirilmesi miimkiindiir.
Krioprotektanlarin neden oldugu ozmatik hacim degisikleri kendi baginada oksidatif

stres yapmaktadir. Santrifuj yaparkede uzun siireli ve diisiik kraviteli yapmanin tiim
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bu olumsuz etkileri kaldirabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda uyguladigimiz
yontem uzun siireli ve dusiik graviteli santrifiij olup literatiir ile uyumlu bir bicimde
santrifiij kaynakli oksitadif stres yapmadigimizi diisiiniilmektedir (KIM S ve ark.
2012). Yag kokenli MKH besiyerinden alinan ekzozomlar ile yapilan kopek semeninin
dondurma ¢6zdiirme sonrasi kalitesine etkisinin bakildig1 bir ¢calismada ejekiilattan
elde edilen spermlere ekzozom uygulamasi yapilmistir. Hareketlilik %47 den %56 ya
canli sperm %si %45 ten %56 ya membran biitiinltigli %48 den %56 ya, ve akrozom
biitiinliigii %48 den %60 a ¢ikmustir. Ilgili genlere bakildiginda plazma membraninin
ANX -1, FN1 ve DYSP ile kromatin materyaninin H3 ve HMG1 genlernin anlaml1 bir
sekilde ekzozom ile artif1 saptanmistir. Boylelikle kok hiicre ekzozomunun sperm
hasarinda kesin bir olumlu etki gosterdigi ortaya konmustur (Qamar AY ve ark 2019).
Yapilan nadir ¢alismamalardaki kok hiicre etkisi literatiir ile uyumlu olup
calismamizda bulunan mitkemmel etkiyi destekler niteliktedir.

Krioprezervasyonun sperm {iizerindeki hasari kobaylardada gosterilmis olup
nedeni morfolojik yapisina baglanmistir. Burada olusan hasarin spermin radial ve
aksial 1s1 stresine bagl ekstra seliiler buz kristali olusumu ile iliskilendirilmistir ve
dondurma esnasinda kullanilan kii¢tik ¢apli plastik ¢cubuk veya kapillerlerin bu hasarin
artmasina neden oldugu gosterilmistir (Fuchsberger, Teslovich, Flannick, Agarwala,
& Koistinen, 2016). Cozdiirme sonrasinda iodixanol ve atp uygulamasi ile sperm
hasarinin engellendigi ve hareketliligin korundugu gosterilmistir. Ancak hasari
koruyucu etkinin ¢ozdiirme sonrasi 10 dk siirdiigli 3. Saate gelindiginde etkinin
kalmadigi bulunmustur (Kim & ve ark, 2016). Bu agidan bakildiginda MKH ve kosullu
besiyeri nis in 24 saate varan koruyucu etkisi miikemmelliginin gostergesi olarak kabul
edildi. Krioprezervasyonun toksik etkisinin insanda calistigi bir arastirmada sican
testiiler hiicre stispansiyonu ile insan tiibiiler fragmantlari karsilastirilmis ve besiyerine
eklenen Epidermal Biiytime Faktorii eklenerek ¢6zdiirme sonrasi canlilik morfoloji ve
gen ekspresyonu incelenmistir. Canlilik ve fluid flow sitometri ile incelendiginde
immatiir sican dokusu TEM ile hiicre ¢ogalmasi ve farklilanma IHK ve PCR ile
bakilmigtir. Immatiir testiikiiler dokunun kriprotektanlara daha duyarli oldugu
gosterilmistir. Gliserol, DMSO ve etilen glikol ile yapilan korumada 1N spermatit, 2N
spermatagonia ve 4N sparmatosit populasyonlarinin korundugu goriilmiistiir (Unni,
Kasiviswanathan, D'Souza, Khavale, & Mukherjee, 2012).

Dondurma ¢6zme sonrast spermde olusan bogalarda calisildigi bir ¢alismada

hareket, canlilik ve atp igerigi acisindan tiim 6rneklerde bulunan azalmanin ve ROS
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artisinin 25 farkli protein ile iligkili oldugu gosterilmistir. Mass spektrometri ile
yapilan anelizde hekzokinas -1 adli sperm glikolikid yolaginda hareketle iligkili
katelitik enzimin 6nemli oldugu ayrica kazein kinaz -2 alt tinitesi 2 adli diger enzimin
de sperm apoptozu ile iligkili oldugu saptanmistr. Sperm flagellasinda yerlestigi
saptanan bu iki enzimin taze 6rneklerde ¢6zdiirtilmiis olan drneklere gore daha fazla
miktarda olmasi hasarla ilgili belirte¢ olabilecegini diistindiirmiistiir (He & ve ark,
2016).

Cozdiirme sonrasi hasarin epigenetik etkiyle iliskisini inceleyen bir baska
calismada DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu sperm paremetreleriyle iligkili
olarak aragtirtlmistir. H3K9 asetilasyonu ve H3K4 metilasyonunun degisime ugradig:
ve bunun hareketlilik, canlilik ve membran fonksiyonu ile iliskili oldugu gériilmiistiir.
Bu iki epigenetik etkinin dondurmaya bagli hasar1 6nleyebilecegi diistiniilmustiir
(Sallehi & Ark, 2020).

Evli ciftlerin yaklasik %10- %15 i infertil olarak belirlenir. Infertil ¢iftlere
bakildiginda bunlarin yaklasik %7’ sinde azoospermi s6z konusudur. Tikaniklik harici
sorunlar da genellikle sorun sperm sayisinin azligi ya da var olan spermlerin sayica
yeterli olsa bile kalite olarak diisik olmasindan kaynaklidir (Guz, Gackowski,
Foksinski, Rozalski, & Zarakowska, 2013). Ancak yakin tarihte kok hiicre bazlh
aragtirmalarin artmasi ile birlikte eger genetik bir anomali s6z kanosu degilse kok
hiicre tabanli iyilestirme caligmalarinin sperm kalitesi ve dogurganligi i¢in umut verici
oldugu goézlenmistir. Literatiir incelemesinde erkek infertilitesi i¢in kanita dayali tip
acisindan ¢ok az sayida yayin bulunmaktadir (Santi, Spaggiari, & Simoni, 2018).
Benzer sekilde MKH, faz ¢alismalarini ge¢mis 6zellikle dermatoloji, plastik cerrahi,
ortopedi ve gogiis kalp damar cerrahisinde bir {iriin olarak tedavide kullanilmaktadir.
MKH nin germ hiicreleri {izerindeki deneysel tedavi edici etkileri bilinmemektedir. Bu
nedenle c¢alismamizda erigskin sican testisinde yiiksek glikoz ve normal glikoz
ortamlar1 yaratilarak diabetik ortam ve diabetik olmayan ortam taklit edildi. Veriler
dogrultusunda diabetli ortam ve normal ortamda spermin zamana bagli hasarinda
uygulamalarin anlamli bir sekilde hasar1 gerilettigi ve hiicreleri korudugu goriildi.
Ozellikle sperm hiicrelerinin hareketliliginin korunmasinda bu katkinin &nemi
saptandi. Sperm canlilig1 i¢in dondurma 6ncesi olusan hasarin dondurma sonrasinda
daha da ilerledigi MKH ve nisinin anlamli bir sekilde canliligi korudugu izlendi.
Yapilan bir¢cok ¢alismada farkli nedenlerle hasara ugrayan spermlere koruyucu amagh

olarak bitki ekstraklart kullanilmis ve yararli olduklart gosterilmistir. Bu
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calismamalarda semen parametrelerinin dondurma sonrasinda hem artan oksidatif
stres hemde azalan antioksidan kapasite nedeniyle anlamli bir sekilde bozuldugu
bulunmustur (Forum, 2013). Bir baska ¢alismada ise bitki ekstraktlar1 gibi meletoninin
de oksitatif stresi azalttig1 gosterilmistir (Sen & ve Ark, 2018). Bu antioksidan etkinin
AMP ile iligkili protein Kinaz fosforilasyonu ile artan antioksidatif korumay1 sagladigi
gosterilmistir (ark, 2019). Insanda yapilan bir baska ¢alismada humanin analogu ile
destegi dondurma hasarini engelledigi sperm paremetrelerini oksidatif hasarini azaltip
apaptozu engelleyerek yiikselttigi saptanmistir (C. & Ark, 2019). Yapilan bir insan
calismasinda az miktarda NO ile yapilan stres tanitiminin olusan biiylik streste
dondurma sonrasi sperm hasarini azalttig1 ve daha 6nemlisi insan spermatozoa sinin
fare oositine yapilan ICSI isleminde 2 hiicreli embriyo olusumunda anlamli bir farkli
gostermistir (Hezavehei M. & ve Ark, 2019).

Yapilan bir bagka ¢alismada kok hiicre ekzozomlar1 kullanilarak hasara ugramis
spermlerde anlamli bir korunmanin saglandigi gosterilmistir (Hsiao, Ji, Chang, &
Chien, 2019). Bulgularimiz literetiir ile uyumlu bir sekilde olup 6zellikle diabet gibi
sistemik rahatsizliklara bagli sperm hasarinda allejenik olarak kullanilabilecek saglikl
MKH ve nis inin anlaml yararinin daha kaliteli bir germ hiicresini elde etmek i¢in
anlamli oldugu diistiniilda.

Disi genital yollarinda spermin saglikli bir sekilde ilerleye bilmesi semen
dondurma ve ¢ozdiirme prosediirinde membran hasarlar1 nedeniyle 6nemli bir
problemdir. Semen dondurmasi spermatozoanin i¢ faktorleriyle spermatazoayi
etkileyen diliisyon yapicilarin konsantrasyonu, krioprotektif ajanin konsantrasyonu,
dilisyon orani sogutmanin derecesi ve ¢dzdiirme asamasindaki yontemler sebebiyle
sperm kapasitasyonunu etkileyerek bu problemin olusmasini saglamaktadir.
Dondurma sirasinda olusan oksidatif stres baslarda tiretilen ROS nedeniyle 6zellikle
motilite olmak iizere kapasitasyon ve oosit ile fizyon azalmaktadir. Sperm hiicrelerinin
oldukga gelismis bir antioksidan kapasitasyonu bulunmasina ragmen bu denge
asildiginda spermde hasar doniisiimsiiz olmaktadir. Yapilmis birgok ¢alismada farkli
antioksidanlar kullanilarak oksidatif stresin onlenebildigi gosterilmistir (Patil, Patil,
Patil, & Nikam, 2014). Diabete bagli hasar ile oksidatif stres ve apoptoz a zorlama ile
indiikledigimiz sperm motilite bozuklugunda MKH ve nis inin tiim paremetreler
icerisinde en anlamli etkiyi gosterdigi bulundu. Bir ¢alismada MKH nin insan
sperminde vakuol ve dna fragmantasyon olusumu iyilestirdigi belirtilmistir (Bader,

Ibrahim, & Mourad, 2019). Onceki calismalarda benzer bulgular olmasina karsi
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calismamizda kullandigimiz siireler ve zorlama diisiiniildiiglinde MKH ve nis inin
katkis1t UYTE merkezlerinde kullanimlarini saglayabilecek sekilde kalite germ hiicresi
elde edebilecegini gostermektedir.

Kriyoprezervasyonun sigan sperm hasarindaki etkisinin incelendigi bir ¢alismada
MKH kokenli ekzozom etkisi arastirilmis. Cozdiirme sonrast canlilik, hareket,
antioksidan kapasite parametreleri bakildiginda etkili bir uygulama oldugu
gortilmiistiir. MKH i¢in IL-OM, TGF beta, PG-e2, NO gibi anfilamatuar faktorler ile
anti apoptozik faktorler statino kalsin -1, VEGF, EGF, IGF ve PGF2 ile etki
olugmaktadir. MKH tarafindan salgilanan ekzozomlar ise hiicre tarafindan atilan
mikroveziikiiller olup parakrin etki ile calismakta ve bir¢ok biyoaktif birlesik
icermektedir. Ekzozomlar bir bagka hiicreye yapistiginda epigenetik ve fenotipik
degisikliklere neden olur. Bir¢ok trofik faktdrii ve adezyon molekiilekiiliinii
etkiledikleri bilinmektedir. Bu etkilerin ¢ozdiiriilmiis spermlerdeki hasar1 azalttigi
distintilmektedir. Oksidatif stresin sperm hiicresinde yaptig1 hasar antioksidanlar ile
dengelenebilmektedir., MKH ekzozomlarinin hem bu antioksidan etkiyi
tetiklemektede, hemde antioksidan faktorlerin tiretimi artirmaktadir. Ayrica sperm
membranin  hidrofobik karakterini degistirdigi dustiniilmektedir. Bu etkinin
olugsmasinda CD29, CD44, CD54 ve CDI106 tiizerinden adezyon molekiillerini
etkileyip membran yapisindada degisiklik olusturmaktadir. Adezyon molekiillerinde
olusan bu degsikligin sadece ¢ozdiirme sonrasi sperm hasarini azaltmakla kalmayip
aynt zamanda oosite yapisma kapasitesini artirip fertilizasyondada etkili oldugu
dustinilmistiir. Tim bu etkiler ile ekzozomlarin potansiyali olan ve erkek
infertilitesinde basariy1 artiracak bir iirtin olabilecegi diisiintilmektedir (Mokarizadeh
A. ve Ark. 2013). Bulgularimizda oksitafi stres belirteci olarak kullandiginiz E-NOS
icin hasarda zamana bagli olarak arttigi ve MKH ile nis kullanimi ile anlamli bir
sekilde azaldig1 gosterildi.

Dondurma ve ¢6zme isleminin sperm tlzerinde Onemli bir oksidatif stres
olusturdugu bilinmektedir. Farelerde yapilan bir calismada L-carnitine kullanilarak alt1
aylik dondurma sonrasinda kromotin ve akrozom biitiinliigii, ROS ve GSH diizeyleri,
mitokondrial aktivite ile Bax ve Bcl-2 mRNA diizeylerine bakildiginda tiim
parametrelerde diizelmenin goriildiigii apopotozun geriledigi ve hareketin artig
saptanmistir (N. & Ark, 2020). Dondurma besiyerine eklenen biyoinositoliin
¢cozdiirme sonrasi sperm kalitesini artirildiginin gosterildigi bir ¢aligmada antioksidan

kapasitenin artigit TUNEL boyama ile gosterilmis DNA fragmantasyonun dnlendigi
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gorlilmiistiir. Boylelikle normal morfoloji ve artmis hareketlilik olan spermler elde
edilmigtir (Mohammedi & ve Ark, 2019). Benzer sekilde disaridan dondurma
besiyerine disardan eklenen antioksidanlarin biyokimyasal oksidatif parametreleri
azalttig1 annexin isaretleme ve TUNEL yo6ntemi ile apoptozu 6nledigi ve dolayisi ile
hareketliligi ve morfolojisi yiiksek spermler elde edildigi gosterilmistir (Trzcinska &
Bryta, 2015). Oksidatif strese bagli olarak gelisen apopitoz sadece diabete bagh
hasarda gecerli bir mekanizmasi olmayip erkek infertilitesine bagli cogunluk hastalikta
gergeklesen bir mekanizmadir. TUNEL yontemi ile ortaya koydugumuz apoptotik
6lim zamana ve dondurma islemine baglh artigt MKH ve nig uygulamasi ile germ
hiicrelenin apoptozdan korundugu bulundu.

KH; kendilerini yenileyebilme, sinirsiz ¢ogalabilme, kendilerinden bagka
hiicrelere farklilagabilme, hasarli dokuya verildiginde hasarli yapiy1r onarabilme
ozellikleri ile tanimlanan hiicre tipidir. KH bol miktarda bulunmalari, kolay elde
edilebilmeleri, bir¢ok hiicre tipine farklilasarak ¢ogalabilmeleri, alicilara giivenli ve
etkin bir sekilde nakledilebilmeleri nedeniyle rejeneratif tip uygulamalarinda tercih
edilmektedir. MKH transplantasyonunun bébrek, kalp, barsak ve akciger gibi dokulara
uygulanmastyla I/R durumlarinda antiinflamatuvar, antioksidan ve antiapoptokik
etkiye baglh olarak doku hasarlarinin azaldigi gosterilmistir. TNF alfa, interferon
gama, interlokin ve immiin hiicreler {izerinden etkisi vardir. Diabetik hasar sonras1t KH
kullanilmasi oksidatif stress ve apoptozu azaltarak sperm hiicrelerini korumakta ve
benzer etki ve olumlu katki saglayarak daha da 6nemli bir fonksiyon saglamaktadir.

MKH farklilasmamis hiicre grubu olup kanita dayal: tipta faz ¢alismalarini gegip
Ozellikle dematoloji, plastik cerrahi ve ortopedi olmak tizere tibbin her alaninda
giderek artan bir sekilde hiicresel tedavi {irtinii olarak kullanilmaktadir. MKH i¢in
uluslararasi standart olarak CD73, 90 ve 105°1 eksprese etmesi ancak CD11b, 14, 19,
34, 45 ve 79’a y1 eksprese etmemesi istenmektedir. Bir ¢alismada MKH nin testise
verilmesi artan LH ve FSH diizeylerinin MKH uygulamasi ile anlamli bir sekilde
geriletildigi gosterilmistir. Arasgtirmacilar TNFo, IFNy, interlokinler ve immun sistem
belirteglerinin degismemesinin MKH icin bu hasarda antiinflamatuvar etkinin
olmamasi seklinde yorumlamislardir (Azizollahi S. , Aflatoonian, Gilani, & Behnam,
2016).

Yine farkli bir ¢calismada 43 © C' yiiksek sicaklik stresine maruz kalan testiste
sperm sayisinin  morfoloji ve testis yapisinin bozuldugu goriildii. MHK

uygulamasindan 12 giin sonra testikiiler seminifer
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tiibtillerindeki spermatojenik hiicreler, diizensiz ve gevsek bag dukusu yapisi,
azalmis mezenkimal hiicreler ve artmis otofaji gosterdinin giderildigi gosterildi (Ma,
et al., Efficient and safe recipient preparation for transplantation of mouse
spermatogonial stem cells: pretreating testes with heat shock, 2011). Yapilan
calismada Kemoterapik tedavi ajanlarinin uygulanmasi sonrasi olusan testikiiler hasar
modelinde BM-MSC (2x10 tek bir doz intravendz olarak enjekte edilmistir 6 hiicre).

Uctinciisii, intraperitonal olarak tek bir Dox dozu (agirlik¢a 5 mg / kg) enjekte
edildi. BM-MSC'ler, sperm konsantrasyonunu artirarak ve  anormal sperm oranini
azaltarak Dox'un viicut, testis agirligi ve sperm kalitesi tizerindeki zararh etkilerine
karg1 iyilsetirici rol oynadi. BM-MSC'ler yiiksek malondialdehit seviyesini azaltarak
ve antioksidan kapasitesini artirarak testikiiler oksidatif stresi 6nemli Ol¢lide
azaltt1. Histolojik olarak, testikiiler atrofi, spermatogenezde ciddi hasar ve Dox'in
neden oldugu seminifer tiiblillerin capmmin  ve iireyen hiicresi tabakasi
kalinliginin 6nemli 6l¢tide azalmast BM-MSC'lerin uygulanmasindan sonra 6nemli
6lctide iyilesti (Abdelaziz, Salah EL-Din, El-Dakdoky, & Ahmed, 2019).

MKH etkisinin overdeki torsiyon uygulamasi ic¢in yapilin bir ¢alismada
1x10°MKH 2 saatlik torsiyon sonunda ovaryumlara enjekte edildiginde medulla
bolgesinde olan siddetli hemorajin, primordial folikiil sayisinda azalmanin ve atriyal
folikiil sayisinda artmanin yani sira apoptotik indekste ve MDA miktarinda artis gibi
bulgular1 tersine g¢evrildigi saptanmistir. Bu anlamda en az bilinen etkisi {ireme
sisteminde olup erkek infertilitesi acisindan daha da az bilgi bulunmaktadir. Yapilan
bir sican deneyinde MKH transplantasyonu yapilarak steril testislerde etkisi
incelenmigtir. Busiilfan ile endojen spermatogenezin durduruldugu testislerde BrDU
ile isaretlenmis hiicreler testise transplante edildiginde 25 spermatagonia 55
spermatosit ve 5x10° spermatozoanin bulundugu bir testis elde edilmistir. Kontrol
grubundaki 33 spermatagonia 64 spermatosit ve 10x10° spermatozoanin sayilari ile
karsilastirildiginda MKH igin olduk¢a anlamli bir etkinin bulundugu gosterilmistir.
Ayrica spermatogenez lizerindeki etkisi ¢ok daha etkili olup 32 sayisin 63°e
cikartmustir. Isaretlenmis hiicrelerin spermatogonia ve spermatozoaya farklandigi hem
seminifer tiibiiller igerisinde hem de interstisyel hiicreler arasinda bulunduklari
gosterilmistir. Bir baska calismada 7200 ve 24 saatlik torsiyon uygulanan grupta 2x10°
MKH 0,5 ml insiilin enjektorti ile testis i¢ine enjekte edilerek O ile 3 arasinda johnsen
skoru olarak olusan hasar az miktarda diizelme gostermistir. 2 saatlik torsiyonu takiben

spermatogonial kok hiicrelerin transplante edildigi farelerde 8 hafta sonrasinda
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epididim sperm profilinin, johnsen skorunun, plzf, GFRA-1, SCF-1 ve TEKT
ekspresyonlarinin bozulan hasarli testislerde geri dondiiriildiigii saptanmistir
(Azizollahi S. , Aflatoonian, Sedigi-Gilani, Jafarabadi, & Behnam, 2014) (Cao, Xue,
Jia, & Xu, 2011). Benzer sekildeki kokenli endotelyal progenitor kok hiicreler
transplante edildiginde de seminifer tiibiil epitelinin ve apoptotik hiicrelerin diizeldigi
gosterilmistir (Sekerci, Tanidir,, Sener, & Sener, 2017).

Diabetin testis ve sperm {izerindeki hasar1 uzun zamandan beri bilinmekte olup
infertilite ile iligkisi ortaya konmustur. Erkek infertilitesinde tiibiillerinde hiicre
bozulmalari, sertori ve spermatogonia da vakolizasyon ve azalan sperm
konsantrasyonlar1 bir¢cok calismada gosterilmistir. Sperm dondurma ve ¢6zme islemi
diabetik vakalarda daha da 6nemli hale gelmektedir. IVF islemi i¢in istenilen diizeyde
sperm eldesinde o hasarlarin azaltilmasi i¢in bircok farkli ekstrak denenmis ve yararl
olduklar1 gosterilmistir (Niven M.J ve ark 1995) (Coleripourd M.J. ve ark 2011).
Diabetik hasarin spermlerde literatiire paralel sekilde sperm hareketlilik diizeyleri,
sperm Olim sayist ve zamana bagli hasart MKH uygularimiz bu hasarlarinin
gerilemesi saglayarak sperm kalitesi, hayatta kalma siiresi ve doéllenme kapasitesini
iyilestirdigi goritildii (Shimizu, Tsounapi, Dimitriadis,, Higashi, & Shimizu, 2016)
(Razi, et al., 2020).

Spermler gruplar1 hareket kabiliyeti, sperm kalitesi, canlilif1 ve apoptoz diizeyi
degerlendirildiginde yirmidort saatlik degisimde bu gruplardan sadece kok hiicre ve
nisinin uygulandigi gruplarda hasarlanma daha az oldugu ortaya kondu. Kok hiicre,
Nis in sperm kalitesi hareket kabiliyetine sperm olgunlagsmasina canlilik siiresinin
uzatilmasma 6nemli etkisi oldugunu gozlenledik. IVF agisindan kok hiicrenin ve
nisinin sperm canlilifina énemli Sl¢iide katki sagladigini gosterdik.

Sonug olarak kok hiicre uygulamalarinin infertiliteye yonelik tedavi i¢in bir umut
olmakla kalmayip koruyucu bir yaklasim olarak kullanilabilecegi goriildii. Ayrica
mezenkimal kok hiicre tedavisinin zarar vermeme anlaminda etkinligi ve giivenilirligi
calismamizin sonucglarint daha da oOnemli hale getirmektedir. Kok hiicre
uygulamalarinin germ hiicresine yaptig: etkilerin mekanizmalarinin anlasilmasi IVF
icin hala yeterli olmayan basarinin artmasini saglamada biiyiik 6nem tasiyacaktir
(Duran-Retamal, ve digerleri, 2020).

Calismamizda MHK uygulamalar ile yapilan bir¢ok ¢aligma ile uyumlu bulundu.
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8. SONUC VE ONERIi

Bu calismada kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasi diabetik besiyerinde zamana
bagli sperm hasari incelendi. MKH ve ikigiinliik besiyerinde salgiladiklar1 faktorler
olan nis kosullu besiyeri olarak kullanildi. Istetistiksel olarak anlikli bir bicimde sperm
canliligini1 ve hareketini olumlu yonde etkiledigi goriildii.

MKH uygulamasinin diabetik besiyeri ortaminda sperme verdigi hasari
antioksidan ve antiapopotatik etki yaparak azalttig1 ve bdylece iyilestirici bir etkide
bulundugu gésterildi. Immiinohistokimyasal analizlerin veriler ile eNOS sonucu
olusan oksidatif stres ve TUNEL ile gosterilen apoptozun MKH ve MKH nisi birlikte
kullanimlarina bagli anlamli bir sekilde azaldigini saptadi.

Yaptigimiz spermatozoon morfoloji ve sayim analizlerinde ile morfoloji, say1 ve
hareket bozukluklariin MKH ve 6zellikle birlikte kullanimlarina bagli anlamli bir
sekilde diizeldigi ortaya kondu.

Bulgularimiz klinikte 6nemli bir sorun olan invitro ortamda zaman bagli hasara
ugrayan spermlerin MKH ve nisi birlikte kullanimlarmin yiiksek glikoz ve normal
glikoz ortamda etkili bir tedavi olabilecegini gostererek spermlerin invitro yasam
sliresini uzatmistir.

Bu goézlemler oligosperm gibi erkek infertilitesi durumlarinda ¢ok kiymetli olan
yasayan az spermlerin hayatta kalabilmesi i¢in invitro ortamda dondurma ¢6zdiirme
soltisyonlarina eklenebilecek ayrica IVF besiyerlerinde kullanilabilecek bir {iriin
olarak MKH ve nis inin maliyetlerin azaltilmasi anlaminda infertil olabilecek erkekler
icin sosyal yonii ile anlamli bir katki saglayacaklar: diistintildii.

Gelecek i¢in 6nemli bir 6neri olarak MKH nin uygulanmasi toksik ve yan etkisinin
bulunmadig icin tiip bebekte invitro insan ¢aligmalarinin baglatilmasi gerektirdigine

isaret etmektedir.
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