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OZET

NORMOSPERMIK INFERTIL ERKEKLERDE SPERM TSSK6
PROTEININ ARASTIRILMASI

Fulya OZARAS

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi HAKAN SOYLU

Temmuz 2023, 43 sayfa

Erkek infertilitesi her gecen giin artarak devam eden saglik sorunlarindan biridir. Erkek
infertilitesinin  yaklasik %30-50°si idiyopatik normospermik infertilite olarak
tanimlanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar gozden gegirildiginde, spermde bulunan bazi
proteinlerin yoklugunun infertiliteye neden olabilecegi belirlenmistir. Testise 6zgl
serin/tireonin-protein kinaz 6 (TSSK6) proteini bunlardan biridir. TSSK6, testislerde
eksprese edilen bir protein kinazdir ve erkek lireme sistemi gelisimi ve islevi igin
onemlidir. Ancak normospremik infertil bireylerin sperminde TSSK6 proteini ekspresyon
degisimini aragtiran herhangi bir caligmaya rastlanmadi. Bu nedenle bu caligmada
normospermik infertil erkeklerde sperm TSSK6 proteininin ekspresyon degisiminin
arastirilmasi1 amaglandi. Calismada idiyopatik normospermik infertil 60 erkekten alinan
semen Ornekleri ve kontrol olarak fertil 40 erkekten alinan semen 6rnekleri kullanildi. Bu
amacla kontrol grubuna daha 6nceden dogal yollarla cocuk sahibi olan kisiler dahil edildi.
Normospermik infertil bireylerin 30’u sigara i¢gmeyen, 30’u sigara igenlerden
olusmaktadir. Kontrol grubu olan fertil bireylerin 20’si sigara igmeyen 20’si sigara
icenlerden olusmaktadir. Alinan semen Orneklerinde spermiyogram yikama ylizdiirme
islemleri yapilip immunoflorasan boyama yontemiyle boyandi ve immiinofloresan
mikroskobu ile ¢ekilen goriintiileri analiz etmek i¢in ImagelJ programi kullanildi. TSSK6
proteinin ekspresyonu sperm hiicrelerinde postakrozomal bolge ve orta parcada gézlendi.
Kontrol grubunda sigara i¢en birey spermlerinde TSSK6 ekspresyonu sigara icmeyenlere
gore daha diisiiktii ve istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,001). Benzer sekilde hasta
sigara igen birey spermlerinde de TSSK6 ekspresyonu sigara icmeyenlere gore daha
diisiiktii. Bu diisiis istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,001). Hasta bireylerin TSSK6
ekspresyonu kontrole gore diisiiktii (p<0,001). Yani idiyopatik infertilitesi olan hastalarda
TSSK6 proteinin azaldig1 veya baskilandigi belirlendi. Ayrica bu c¢alisma ile birlikte
sigara igmenin, saglikli bireylerde ve idiyopatik infertilitesi olan bireylerde TSSK6
ekspresyonunu daha da azalttigi veya baskiladigir belirlendi. Sonug olarak insan
sperminde TSSK6 geni ile iliskili mutasyonlar ve TSSK6 proteinindeki degisimler erkek
infertilitesinin nedeni olabilecegi diisiiniildi.

Anahtar Sézciikler: Idiyopatik, Infertilite, Normospermik, Sigara, TSSK6
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SPERM TSSK6 PROTEIN IN
NORMOSPERMIC INFERTIL MEN

Fulya OZARAS

Duzce University
Graduate School, Department of HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY
Master Thesis
Advisor: Dr. Instructor Member HAKAN SOYLU

July 2023, 43 pages

Male infertility is one of the health problems that continues to increase day by day. Approximately
30-50% of male infertility is defined as idiopathic normospermic infertility. When the studies
were reviewed, it was determined that the absence of some proteins in the sperm may
cause infertility. The testis-specific serine/thyreonine-protein kinase 6 (TSSK6) protein
is one of them. TSSK6 is a protein kinase expressed in the testis and is important for male
reproductive system development and function. However, there was no study
investigating the expression change of TSSK6 protein in the sperm of normospremic
infertile individuals. Therefore, in this study, it was aimed to investigate the expression
change of sperm TSSK6 protein in normospermic infertile men. In the study, semen
samples from 60 idiopathic normospermic infertile men and semen samples from 40
fertile men as controls were used. For this purpose, people who previously had children
naturally were included in the control group. Of the normospermic infertile individuals,
30 are non-smokers and 30 are smokers. Of the fertile individuals in the control group, 20
were non-smokers and 20 were smokers. In the semen samples taken, the spermiogram
was washed by flotation and stained with immunofluorescent staining method, and
Imagel program was used to analyze the images taken with the immunofluorescence
microscope. Expression of TSSK6 protein was observed in the postcrosomal region and
middle part of sperm cells. TSSK6 expression in the sperm of smokers in the control
group was lower than in non-smokers and it was statistically significant (p<0.001).
Similarly, TSSK6 expression was lower in the sperm of patients who smoked compared
to non-smokers. This decrease was also statistically significant (p<0.001). TSSK6
expression of the patients was lower than the control (p<0.001). In other words, it was
determined that TSSK6 protein was decreased or suppressed in patients with idiopathic
infertility. In addition, with this study, it was determined that smoking further reduced or
suppressed TSSK6 expression in healthy individuals and individuals with idiopathic
infertility. In conclusion, mutations associated with the TSSK6 gene and changes in the
TSSK6 protein in human sperm were thought to be the cause of male infertility.

Keywords: Idiopathic, Infertility, Normospermic, Cigarette, TSSK6
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1. GIRIS

Giliniimiizde kadin ve erkek infertilitesi her gecen giin artarak devam eden saglik
sorunlarindan biridir. Herhangi bir aile planlama yontemi kullanilmamasina ragmen 1
yillik siirede ¢ocuk sahibi olmak isteyip olamayan ciftlerin yaklasik %15’inde infertilite
sorunu bulunmaktadir. Infertilite sorunu olan ¢iftlerin %50’sinde ise sorunun temelinde
erkek faktoriiniin rol oynadig diistiniilmektedir [1].

Erkeklerin infertil olmasinda, konjenital ya da kazanilmis iirogenital bozukluklar,
endokrin ya da genetik bozukluklar, immiinolojik faktorler [2], cinsel yolla bulagan
infeksiy6z ajanlar [3], calisma ortaminda kimyasallara maruz kalma ya da siirekli
oturarak is yapma (skrotal 1s1 artis1), is yerinde yasanan psikolojik stres [4], obezite [5],
tedavi edilen testikiiler travma, eriskin cagda kabakulak enfeksiyonu, cinsel islev
bozukluklari, kemoterapi ve radyoterapi etkili olabilmektedir [6]. Ayrica sigara,
radyasyon, agir metal iyonlari, aliiminyum, flor, bocek ilaglari, aflatoksin ve organik
coziiciiler gibi ¢evresel faktorlerin de sperm tiizerine zararh etkileri olabilmektedir [7].
Erkek infertilitesinin hipogonadizm, hiperprolaktinemi, genital sistem enfeksiyonlari,
ejakiilasyon bozukluklari, tiroid hormon bozukluklar1 ve varikosel gibi bilinen nedenleri,
hedefe yonelik tedaviler veya cerrahi miidahaleler ile etkili bir sekilde tedavi edilebilir
[8]. Ne yazik ki, bu bilinen nedenler erkek infertilitesinin yaklasik 9%50-70’ini
olusturmaktadir ve geri kalani ise idiyopatik olarak tanimlanmaktadir [9]. Etiyolojik
faktorlerin belirlenemedigi bu idiyopatik, nedeni agiklanamayan erkek infertilitesinin
yonetimi hem klinisyen hem de ¢6ziim arayan ¢iftler i¢in zorlu bir siirectir [8].

Sigara icmek, kardiyovaskiiler/solunum yolu hastaliklar1 ve akciger kanseri dahil olmak
tizere ¢ok sayida olumsuz saglik sorunuyla iligkilendirilmistir [10]. Bununla birlikte,
tiitlin bilesiklerinin deoksiribo niiklik asit (DNA) ve erkek germ hiicrelerinde potansiyel
hasara yol agabilme ihtimali varken, bilim camiasi sigara igmenin erkek tireme sagligi
tizerindeki olumsuz etkisinden siiphelenmeye ancak son zamanlarda baglamistir [11].
Semen analizi erkek infertilite tetkiklerinin temel tasidir ve sonuglarin yorumlanmasi
infertil ¢iftlerin genel tedavisinde hayati bir rol oynar. Bununla birlikte, sigara igmenin
semen parametrelerini etkileyip etkilemedigine dair kanitlar tartigmalidir; bazi

arastirmalar erkeklerin sigara igmesi ile azalan sperm sayisi/motilitesi arasinda bir iligki



gosterirken [12], digerleri herhangi bir iligki bulamamistir [13]. Semen analizinde sigara
icmenin sperm konsantrasyonu iizerinde 6nemli ve bagimsiz bir etkisi oldugu, ancak
semen hacmi, sperm hareketliligi, sperm canliligi ve sperm morfolojisi gibi diger
parametrelerin sigaradan etkilenmedigi bilidirilmistir [14].

Son zamanlarda farelerde yapilan caligmalarda spermde bulunan bazi proteinlerin
yoklugunun infertiliteye neden olabilecegi gosterilmistir. Onlardan bir tanesi de testise
0zgii serin kinaz (TSSK) protein ailesidir ve erkek germ hiicrelerinde postmayotik olarak
eksprese edilir [15]. Testise 6zgli serin/tireonin-protein kinazi 6 (TSSK6) proteini
bunlardan biridir [16]. TSSK6 (testis-spesifik serin kinaz 6), testislerde eksprese edilen
bir protein kinazdir ve erkek iireme sistemi gelisimi ve islevi i¢in 6nemlidir. TSSK6
proteini sperm DNA yogunlasmasi ve kromatinin yeniden sekillenmesinde temel bir rol
alarak spermiyogenez ve islevsel sperm tretimi i¢in gerekli olan histon — protamin
degisimine dnemli katki saglar [17]. TSSK6 proteini ve infertilite arasindaki iligki, farkl
calismalarda bildirilmistir. TSSK6, testiste ve spermde ekspre olmaktadir. Sosnik ve
arkadaslarinin yaptigi bir caligmada sperm analizleri normal olarak kabul edilen
(normosperm) ve bu sonuglara ragmen infertil olan farelerde TSSK6 nin yoklugu dikkat
cekmistir [16]. Ancak bu farelerde spermatozoonlar normal seviyelerde spontan
akromozomal reaksiyon gosterirken in vitro olarak yumurta ile flizyon yapamamaktadir
[16]. TSSK6 proteini eksik olan farelerin sperm iiretiminde sorun yasandigi ve infertil
olduklar1 rapor edilmistir [18]. TSSK6 geninin insanda bulunan bir varyantinin,
erkeklerde oligozoospermi (diisiik sperm sayisi) ile iliskili oldugu bildirilmistir [19].
Ancak sebebi belirlenememis, idiyopatik erkek infertilitesinde insan sperminde TSSK6
proteini ekspresyon degisimi lizerine yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
caligmada da sigara icen ve igmeyen idiyopatik normospermik infertil erkeklerin
sperminde, sperm fertilitesinde ve yumurta sperm flizyonunda énemli rol alan TSSK6

proteinin ekspresyon degisimini aragtirdik.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. KATILIMCILAR

Bu calismada katilimcilar amach 6rneklem ile secilmistir. Amagli 6rnekleme, bir
arastirmada belirli bir amaca hizmet etmek {izere 6rneklemin belirlendigi 6rnekleme
yontemidir [20]. Bu dogrultuda katilimcilar su sekilde secilmistir. Calismada, Diizce
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Androloji Laboratuvarina gelen idiyopatik ve normospermik infertil 60 erkekten alinan
semen Ornekleri kullanildi. Kontrol grubu ise fertil 40 erkekten alinan semen
orneklerinden temin edildi. Bu amagla kontrol grubuna daha 6nceden dogal yollarla
cocuk sahibi olan kisiler dahil edildi. Normospermik infertil bireylerin 30’u sigara
igmeyen, 30’u sigara igenlerden olusmaktadir. Kontrol grubu olan fertil bireylerin 20’si

sigara igmeyen 20’si sigara i¢enlerden olugsmaktadir.

2.2. VERIi TOPLAMA ARACLARI

2.2.1. Onam Formu

Normospermik infertil ve kontrol grubuna dahil bireylerden semen 6rnekleri alinmadan
once calismayla ilgili gerekli bilgiler sozel olarak verildi ve detayli bilgilendirmeyi iceren

onam formlar kisilere imzalatilarak yazili izinleri de alindu.

2.3. VERI TOPLAMA SURECI

Bu calisma Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesinde gergeklestildi.
Hastanemizin Uroloji poliklinigine muayene olmus ve spermiyogram testleri yapilip
incelenmis erkekler ve eslerinin de iiniversitemizin Kadin Dogum Hastaliklari
polikliniginde muayene olup gerekli testleri yapildiktan sonra nedeni bilinmeyen infetilite
tanis1 almis olan erkek bireylerden ¢alismamiz i¢in 6rnek alim1 gerceklestirildi. Bu kisiler
intrauterin inseminasyon hazirlig1 i¢in androloji laboratuvarina gelen kisilerden seg¢ildi.
Kontrol grubu ise yine ayn1 amagla hastanemize gelip 6rnek veren ancak dncesinde ¢ocuk

sahibi olan kisiler arasindan seg¢ildi. Goniilliilere onam formu bilgileri 6nce sozlii olarak
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bildirilip sonrasinda yazili onaylar1 alindi. Onam formunu ve anketi dolduran katilimeilar
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Androloji laboratuvarinin 6rnek alma odasinda

steril bir kap igerisine 6rnek verdi.

2.4. VERI ANALIZ SURECI

2.4.1. Semen Numune Hazirlama

Alman semen 6rneginin oda sicakliginda 1 saat bekletilerek likefiye olmasi saglandi.
Spermiyogram testleri i¢in hazirlanan semen 6rnegi swim-up isleminden gecirilerek
yikama soliisyonuyla yiizdiirme ve yikama islemlerinden geg¢irilip spermler saflastirildi.
Yikama yiizdiirme sonuclart degerlendirilip tekrar hiicre sayilari ve hareketliligi

belirlendi.

2.4.2. Semen Analizi (Spermiyogram)

Semen analizi i¢in, infertil normospermik erkek bireylerden ve fertil normospermik
kontrol grubundan toplanan semen igerisindeki spermler, makler sperm sayma kamerasi
kullanilarak 11k mikroskobu altinda 20x biiylitmede sayildi. Semen analizinde semenin

fiziksel ozellikleri, sperm sayis1 degerlendirildi.

2.4.3. insan Sperminde TSSK6'nmin Immiinolokalizasyonunun immunofloresan ile

degerlendirilmesi;
2.4.3.1. Orneklerin Immunofloresan Boyaya icin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan lamlar polilizin (Sigma; #25988-63-0) soliisyonunda 5 dk
bekletilerek spermlerin lama kolay yapismasini saglayan bir yiizey olusturuldu. Havada
kurutuldultan sonra +4 °C saklandi. Calisma i¢in uygun olan kisilerden semen toplandi.
Daha sonra 1 saat igerisinde spermiyogram ve yikama yiizdiirme iglemleri yapilarak
ornekler hazirlandi. Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali rutin laboratuvarinda
oncelikle stok iyonofor hazirlandi. 0,5 ml eppendorf tiipii igerisine 95,46 ul distile su
tizerine 1 pl stok kalsiyum iyonofor (Sigma, #A23187) eklenerek (95,48 mikromolar/L)
vortekslenip, buz dolabinda giinliik kullanilmak {izere bekletildi. Yikama yilizdiirme
islemi sonucunda hazirlanmis her 6rnekten 192 pl cekilip 0.5 ml eppendorf tiipline
aktarild1 ve iizerine 8 pl hazirladigimiz stok (5 mikromolar/L) kalsiyum iyonofordan
eklenerek pipetaj yapilarak karistirildi. Tiiplerin agz1 hava almamasi i¢in parafin oil ile

kapatilarak ornekler 15 dk 37°C etiivde bekletildi. Sonrasinda akrozom reaksiyonu
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gerceklesmis olan 6rnekten her lama 25’er mikrolitre olacak sekilde polilizinle kaplanmis
lamlara kisi isimleri ve tarihleri yazilarak damlatilip 45 dercelik agiyla bos bir lam
yardimiyla yayild1 ve havada kurutuldu. Fiksasyon i¢in 15 dk % 99,7 metil alkolde fikse

edildi ve havada kurutularak immiin boyama yapilana kadar -20 °C’de bekletildi.
2.4.3.2. Immunoflorasan Boyama

Fikse edilen drnekler -20 °C’den alind1. Oncesinde Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)
hazirlandi. Bunun igin 2,85 gr. Di Sodyum Hidrojen Fosfat, 16 gr. Sodyum Klortir ve 0,8
gr. Potasyum Dihidrofosfat 2 L distile su igerinde ¢oziildii. Ph 7,2-7,4 arasinda
dengelendi. Hazirlanilan bu PBS ile -20 °C’den alinan 6rnekler 3 kez 5 dk yikand1. % 0.1
Triton X-100 (Bio basic, 9002-93-1) PBS igerisinde ¢oziildii (70 ml PBS,70 pul Triton-
X). Karisimin homojen olmasi i¢in balikla iyice karistirildi. Sonrasinda bu karisim coplin
jara alimip yaymalar hazirlanmis olan % 0.1 triton X-100 permeabilizasyon soliisyonu
ierisinde 15 dk inkube edildi. Ornekler coplin jardan ¢ikarilip sulari siiziildii ve lamlarmn
alt1 spancla silindi. Bu asamada Orneklerin kurumasina izin verilmedi. Lamlarin tizeri
hidrofobik pap pen ile simirlandirildi. Lamlar nem kutusuna yerlestirildi. UV blok
(Thermo scientific, #T A-125-UB) lamlarin lizerine damlatilip 5 dk bekletilerek bloklandi.
Hemen akabinde yikama yapmadan 1:200 diliisyonunda TSSK6 antikoru (Bioss, #bs-
9734R) nem kutusu igerisindeki lamlara damlatildi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. 1
saat sonunda lamlarin tizerindeki antikor dokiiliip 3 kez 5dk PBS ile yikandi. Bu agsamada
(Jackson ImmunoResearch, #111-095-003) sekonder antikor hazirlandi. 1:500
diliisyonunda hazirlanan FITC ile isaretli sekonder antikor ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi. Bu asamadan itibaren tiim islem karanlik alanda yapildi. Akabinde PBS ile 3 kez
5dk yikandi. Daha sonra kapatma medyumundan her bir lamin {izerine damlatilarak
lamelle kapatildi. Sonrasinda 6rneklerimiz Olympus BX51 immunofloresan mikroskopta
degerlendirildi. Biitiin gruplarda TSSK6 proteinin immiinofloresan boyamalari1 floresan
mikroskobu ile gériintiilendi ve fotograflandi. Elde edilen fotograflar, Iimage J programi

ile analizleri yapilarak degerlendirildi.
2.4.3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS v.22 paket programi ile yapilmustir. Verilerin dagilimi
Shapiro-Wilk testi ile incelenmis, protein degerleri {izerine hasta-kontrol gruplar1 ve
sigara kullaniminin birlikte etkisinin incelenmesi amaciyla iki yonlii varyans analizi

kullanilmistir. Tanimlayic1 istatistikler sayisal degiskenler i¢in ortalama ve standart



sapma olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak dikkate alinmustir.



3. GENEL BiLGILER

3.1. ERKEK GENITAL SISTEM

Erkek genital sistem esas olarak, testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten

olugmaktadir [21] (Sekil 3.1).

Erkek genital sistemi, spermatozoalarin iiretimi ve bunlarin disi iireme kanalina

iletilmesinden sorumludur ve dort ana islevsel bilesene ayrilmaktadir [21]:

Testisler, skrotal kesede bulunan bir ¢ift organ olup, erkek gametlerinin yani
spermatozoalarin liretiminden ve Ozellikle testosteron gibi erkek cinsiyet
hormonlarinin salgilanmasindan sorumludur.

Duktus sistemi, duktuli efferentes, epididimis, duktus (vas) deferens ve duktus
ejakulatoriusu igerir ve her testisten spermatozoalar toplar, depolar ve tasirlar.
Ejakiilatuvar kanallar {iretra ile birlesir.

Ug ekzokrin bez; ilk ikisi spermatozoalarin disi iireme yollarina tasimnmasini
saglayan, besleyici ve kayganlagtirict sivi ortam olusturan seminal siviy1
salgilayan bir ¢ift seminal vezikiil ve bir adet prostat bezi ve li¢iinciisii ejekiilasyon
sirasinda semenin gecisi i¢in Uretray1 kayganlagtiran bir sivi salgilayan bir cift
Cowper (bulbiiretral) bezlerinden olusur. Ejakiilasyon sirasinda atilan semen,
seminal s1v1 ve spermatozoalardan olusur, ayrica bunlara ek olarak baz1 dokiilen
kanal hiicreleri de bulunur.

Penis, ejakiilasyonla spermatazoalarin vajinaya iletilmesini saglayan erektil bir

organdir [21].



Ureterler

! ‘
y\ .f‘/ ,

"\
L&—L - “553 = Duktus deferensin ampulasi

Pubis simfizi

Duktus deferens
Seminal vezikul

Ejakulatér kanal

7 vy
( ? / 9'./ / Prostat bezi

Bulbolretral bez

Anus

Sekil 3.1. Erkek lireme sistemi [22]

3.1.1. Testisler

Testisler karin boslugu disinda, deri ile ortiilii olan fibromiiskiiler bir kese olan skrotum
icinde yer alan bir ¢ift organdir. Testisler, skrotum ic¢inde funikulus spermatikus
(spermatik kordon) ile asili halde bulunur. Bu yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2-
3°C diisiik bir 1s1da olmalarini saglar. Normal spermatogenez i¢in 34°C ile 35°C sicaklik

gereklidir [23], [24].

Her testikiiler arter, testisten gelen serin kani igeren zengin pampiniform vendz pleksus
ile sarilmistir. Zit yonlii akis 1s1 degisim sistemi ile bu venoz pleksus, arteriyel kandan 1s1
ceker. Skrotumdan terin buharlagsmasi da 1s1 kaybina katki saglamaktadir. Skrotumun ince
dartos kast ve spermatik kordonlarin kremaster kasinin kasilmasi veya gevsemesi,
testisleri viicuda yaklastirilarak veya uzaklastirilarak testis sicakliginin kontrol altinda
tutulmasina katki saglar. Testesteron leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir ve androjen
baglayici proteine (ABP) baglanarak tiibiil liimenine tasinir ve spermatogenez baslar.
Testikiiler siv1 sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan lretilerek germ hiicrelerini

epididime tagir [23].



Testisler, embriyonun karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisir.
Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum iginde spermatik kordonlarin
uclarinda asili hale gelirler. Karin boslugundan gergeklestirdikleri bu gog¢ sirasinda her
testis tunica vajinalis denilen ve peritondan gelismis olan ser6z bir kese ile sarilir. Tunica
vajinalis dista skrotumu doseyen pariyetal tabaka ile tunica albugineay1 testisin 6n ve yan

taraflarindan saran i¢ viseral tabakadan olusur [25]
3.1.1.1. Testisi Saran Yapilar

Skrotum; Bol melanin pigmenti icerdiginden kahverengi renkli, ¢cok ince bir deriye
sahiptir. Ozel bir kokusu olan yag bezleri ve bol ter bezi icerir. Sinir sonlanmasindan
zengin olup deri altinda yag dokusu bulunmaz. Dolayisiyla 1s1 kayb1 i¢in uygun bir yapisi
vardir. Deri ile muskulus dartos (ince bir diiz kas tabakas1) arasinda ince bir bag dokusu
(tunica dartos) bulunur. Testikiiler kapsiil, skrotum ile testis arasinda iki tabakali bir

yapidir (Sekil 3.2). Bu tabakalar:

Sperm kordonu

Kan damarlan
ve sinirler

Epididim basi

Duktuli efferentes

: Septum

Mediastinum testis
(rete testisin J
bulundugu yer) Lobguk

Tunika vajinalisin
viseral tabakasi
Tunika vajinalisin
pariyetal tabakasi
Tunika albuginea

Epididimin gévdesi

Epididimin kuyrugu —=—=2) ,

Sekil 3.2. Testisin kismi olarak sagittal kesiti b.Seminifer tiibiil enine kesiti [22]

Tunika Vaginalis

Tunika vaginalis, periton kokenli bir ser6z kesedir ve testisi neredeyse tamamen sarar ve
skrotum icinde belirli bir derecede hareket etmesine izin verir [24]. Iki yaprakli periton

zanidir. Epiteli tek kathi yasst mezotel hiicrelerinden olusur. Visseral yaprak tunika
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albuginea’ya yapisir, pariyetal yaprak ise skrotumun ig¢ yiiziine tutunur [26].

Testisler inguinal kanal ad1 verilen bir kanal boyunca skrotuma iner. inguinal kanal, karin
bolgesinden skrotuma dogru uzanan bir kanaldir ve i¢inde testisleri tasiyan sperm kanali
ve kan damarlar1 bulunur. Testisler fetal donemde, karin bolgesinde gelisir ve dogum
oncesi inguinal kanaldan skrotuma dogru goc¢ ederek iner. Testislerin inisinden kisa siire
sonra inguinal kanalin karin igine acilan ucu kapanir. Normal gelisim siireci, testislerin
skrotuma inmesi ile tamamlanir ve ergenlik donemine kadar normal olarak yerlerinde

kalir [26].
Tunika Albuginea

Erkek tireme sisteminde, tunica albuginea, testisleri ¢evreleyen ve her testisin etrafinda
fibroz bir kapsiil olusturan bir bag dokusu tabakasidir (Sekil 3.3). Hassas testis dokularina
yapisal destek ve koruma saglar ve testislerin skrotum igindeki seklini ve konumunu
korumaya yardimc1 olur. Tunica albuginea ayrica testikiiler kan akis1 ve sicakliginin
diizenlenmesinde yer alan diiz kas liflerini de icerir [27]. Tunica albuginea testisin arka
yliziinde kalinlasarak mediastinum testis ad1 verilen yapiy1 olusturur. Bu fibréz bolgeden
bezin igine giren fibréz uzantilar (septum) bezi testis lobiilleri denilen yaklasik 250 adet
piramidal boélmeye ayirir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile birlikte sayilar1 1 ile 4

arasinda degisen seminifer tiibiiller yer alir [22].
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Sekil 3.3. Testis ve epididimisin H&E boyanmis kesiti.[23]
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Sekil 3.4. insan testisinin midsagittal kesiti.[23]

3.1.2. Seminifer Tiibiiller

Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil yaklasik 150-

250 um capinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu

yaklagik 250 metredir (Sekil 3.5). Geng yetiskinlerde, seminifer tiibiillerde giinde

ortalama 2x10® sperm iiretilir. Tiibiiller kivrimlidir ve sonlanirken liimen daralir ve tubuli

rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eder (Sekil 3.6) [22].
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Sekil 3.5. Cevreleyen dokuyla birlikte seminifer tiibiiliin bir pargasi. Seminifer epitel iki
tip hiicre olusturmustur. Spermatogenik seri hiicreleri ve sertoli hiicreleri [28].

Her bir seminifer tiibiil, germinal epitel adi verilen 6zellesmis, ¢cok katli bir epitelden
olusur. Bu epitelin bazal membrani fibréz bag doku ile kaplidir ve en icteki katman, diiz
kas ozellikleri de gosteren yassilagmis miyoid hiicreler igerir. Bu hiicreler tiibiillerin zayif
bir sekilde kasilmasini saglar. Germinal epitel iki tip hiicreden olusur: Biiyiik béliinmeyen
sertoli (destek hiicreleri) hiicreleri ve boliinebilen spermatogenik seri hiicreleri ( 4-8
tabaka halinde). Seminifer tiibiilde sperm iiretimi iki asamada gerceklesir. Ilk olarak
spermatid iiretim siireci olan spermatogenez ve spermatozoon iiretiminin son agsamasi ve
spermatidlerin spermatozoona doniisme siireci olan spermiyogenezdir (Sekil 3,7) [23],
[28].
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Sekil 3.6. Seminifer Tiibiiliin enine kesiti; perifere yakin noktada spermatogonyumlar

(SG), Sertoli hiicreleri (SH), primer spermatositler (PS) ve liimenin yakininda gec

spermatidler (GS) ve ¢evredeki bag dokuda bulunan miyoid hiicreler (M) ve erken
spermatidler (ES), fibroblastlar (F). [29]

Sertoli hiicreleri; biiylik acik girintili ¢ekirdeklere, bol miktarda mitokondriye, iyi
gelismis diiz endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, endolizozomlar ve bircok
sitoskeletal elemente sahip uzun hiicrelerdir. Bitisik sertoli hiicreleri arasinda olusturulan
sik1 baglantilar, seminifer tiibiiliin liimenini iki kompartmana boéler. Siki baglantilar ile
bazal lamina arasinda yer alan vaskiiler bag dokusundan etkilenen kisim bazal
kompartman, siki baglantilardan liimene kadar olan boliim vaskiiler bag dokusunda izole
adluminal kompartmandir. Siki baglantilar bir kan-testis bariyeri olusturur ve gelismekte
olan gametlerin bagisiklik sistemine maruz kalmasini engeller. Aksi takdirde gelismekte
olan gametlere kars1 bagisiklik yanit1 olugur [24].

Sertoli hiicrelerinin islevleri: Gelismekte olan spermatojenik hiicreleri desteklemek,
korumak ve beslemek. Spermiyogenez siireci sirasinda atilan hiicre kalintilarini (artik
cisimler) fagosite etmektedir. Olgun spermatidlerin liimen i¢ine serbest birakilmasini
aktin aracili kasilma yoluyla kolaylastirmak (spermiyasyon). Androjen baglayici proteini
(ABP) seminifer tiibiil limenine salgilayarak seminifer tiibiillerdeki testosteron
konsantrasyonunu artirmak. FSH'nin salinimint engelleyen inhibini salgilamak.

Spermatozoay1 genital kanallar boyunca besleyen ve tasiyan siviyi salgilamak, olgunlasan

14



gametlere demir saglamada yardimci olan testikiiler transferrini salgilamak ve
embriyonik gelisim sirasinda disi iireme sistemi gelisimini engelleyen ve erkek {ireme

sisteminin gelisimine izin veren antimiillerian hormonunu salgilamaktir [24].

3.1.3. Spermatogenez

Spermatogenez, cinsel olgunluk c¢aginda kok ve progenitér hiicreler olan
spermatogonyumlarin  proliferasyonu ile basglar ve yeni hiicreler olusur.
Spermatogonyumlar kiigiik, yuvarlak ve 12 um ¢apinda hiicrelerdir. Bu hiicreler bazal
membranin hemen istliindedir ve sertoli hiicrelerinin ylizeyleriyle yakin iliski
halindedirler (Sekil 3.8). Spermatogonyumun gelisiminin farkli basamaklari, seklindeki

kiictik farkliliklara ve ¢ekirdeginin boyanma &zelliklerine bakarak tanimlanabilir [22].
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(a) Spermatogenez

@ Spermatogonyum adi verilen spermatogenik éncul hiicreler 46
kromozom (23 ¢ift) iceren diploid hiicrelerdir. Bu hucrelerin her
birinin mitotik b&linmesi sonucunda yeni bir spermatogonyum
ve mayoza girecek primer spermatosit olarak adlandirilan bir
hicre olusur.

® Her yeni primer spermatosit gegici olarak kan testis bariyerinin
siki baglantilarini ayirir ve tibilin bazal bélmesinden adluminal
bélmesine hareket eder. Bu hiicreler ayni zamanda DNA'larini
esleyerek mayoz I'e girerler ve sinaps olustururlar. Ik mayotik
bélinme sonucu 23 kromozomiu iki haploid sekonder spermatosit
olusur.

Mayoz Il hizl bir bigimde gergeklesir ve sekonder spermatosit
kromozomlarindaki kromatidler daha kigik iki haploid hiicreye
dagitilarak spermatidler olusur.

@ Spermatidler Iimene yakin fakat hala Sertoli hiicrelerine gémili
halde iken farklilagiriar ve fertilizasyon ve hareket yetenegi
kazanabilmek igin gerekli olan morfolojik degisimleri gegirirler.
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(flagellum)

Sperm

(b) Spermiogenez

Sekil 3.7. Spermatogenez ve Spermiyogenez [29].

Tip A koyu renkli ve oval sekilli ¢ekirdege sahip spermatogonyum kok hiicre olarak

hareket eder ve nadir boliiniir. Bu hiicrenin boliinmesi sonucunda iki tip hiicre olusur.

Birincisi kok hiicre (Tip A koyu) karakterindedir. Digeri ise daha soluk boyanan ve oval

cekirdekli (Tip A soluk) ve progenitdr hiicrelerde oldugu gibi daha hizli bdliinebilen

hiicredir. Tip A soluk spermatogonyumlar birbiriyle baglantili kalacak sekilde ¢ok sayida
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klonal boliinme gegirir. Sonunda bu hiicreler yuvarlak ve soluk boyanmis niikleuslu Tip
B spermatogonyumlari olustururlar. Tip B spermatogonyumlar da son bir mitoz boliinme

gecirerek primer spermatositleri olustururlar [22].

Primer spermatositler diploid 4N DNA’lidir. Bu hiicreler 46 kromozom 4N DNA igerir.
Spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir. Olusumlarindan hemen sonra bu hiicreler
birinci mayoz boliinmenin profazina girerler (yaklasik 22 giin siirer). Birinci mayoz
boliinme sonunda, homolog kromozomlar ayrilir ve sekonder spermatositler olarak
adlandirilan 23 kromozom 2N DNA iceren daha kiiciik hiicreler olusur. Testis kesitlerinde
sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur, ¢linkii bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan

ve hizlca ikinci mayoz boliinmeye giren kisa dmiirlii hiicrelerdir [22].

Sekonder spermatositlerin boliinmesiyle her bir kromozomun kromatidleri birbirinden
ayrilir ve iki tane haploid hiicre olusur. Bu hiicreler spermatid olarak adlandirilir ve 23
kromozom igerir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz boliinmeler arasinda S fazi
(DNA sentezi) goriilmedigi i¢in, ikinci boliinmeden sonra her hiicredeki DNA miktari
yariya iner ve haploid (1N) hiicreler meydana gelir. Boylece, mayoz bdliinme siirecinin
sonunda haploid kromozom igeren hiicreler olusur. Dollenme ile birlikte, mayoz ile
olusan bir haploid ovum ve sperm birlesir ve normal diploid kromozom sayis1 korunur

[22].

3.1.4. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatozoon iiretiminin sicaklifa en duyarli son asamasidir.
Spermatidlerin, erkek DNA’sin1 ovuma aktarmak i¢in son derece 6zellesmis hiicreler olan
spermatozoonlara doniisme siirecidir. Bu siiregte hiicre boliinmesi gerceklesmez ve
spermatogenezde oldugu gibi, yer alan hiicreler sertoli hiicreleri ile yakin iliskidedirler.
Haploid spermatidler kiictliktiirler ve seminifer tiibiil liimenine yakindirlar (Sekil 3.9)

[22].
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Sekil 3.8. Spermatogenez ve spermiyogenez [23]

Spermiyogenez, akrozom olusumu, niikleus yogunlagsmasi ve uzamasi, flagellum
olusumu ve sitoplazmanin ¢gogunun kaybolmasini igeren karmasik bir siiregtir. Sonugta,
daha sonra seminifer tiibiil liimenine salinan olgun spermatozoon olusur. Spermiyogenez
golgi fazi, kep fazi, akrozomal faz ve matiirasyon fazi olmak iizere 4 faza ayrilir [1], [22].
Golgi faz1 spermatid sitoplazmasinda niikleusun yakininda golgi kompleksi, mitokondri,
bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum (DER) tiibiillerini
igerir. Golgi kompleksi tarafindan olusturulan proakrozomal graniiller (kiiciik PAS-
pozitif graniiller) bir araya gelerek birlesir ve akrozomal vezikiilii olustururlar.
Sentriyoller akrozomal kesenin yerlestigi kutuptan en uzaga go¢ eder ve distal sentriyol
flagella aksonemini olusturmaya baglar [30]. Kep fazinda akrozomal vezikiil yogunlagan
niikleusun 6n yarisini kaplayacak sekilde niikleusu sarmaya baslar ve akrozom adini alir.

Akrozom kumulus hiicrelerini ve zona pellusidayr gegebilmek icin hiyaliironidaz,
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néraminidaz ve asit fosfataz gibi hidrolitik enzimleri igerir. Bu enzimlerle olusan
reaksiyona akrozomal reaksiyon denir ve dollenmenin ilk basamagidir. Akrozomla es
zamanli olarak niikleus uzar ve daha yogun hale gelir. Distal sentriolden aksonem
geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de flagellumun proksimal kismi etrafinda
sarmal halinde toplanarak orta parcay1 olusturur. Bu bolge sperm hareketleri i¢in enerji
kaynagidir. Maturasyon fazinda geriye kalan sitoplazma artiklari sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar seminifer tiibiiliin liimenine salinirlar.
Spermatozoonlar, epididimise sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan tiretilen testikiiler
stv1 tarafindan taginir. Bu sivi steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla iligkili

androjen baglayici protein igermektedir [23], (Sekil 3.10).

Spermartid Golgi Fa=n Akrozom Faz Erken Orta
Maturasyon Maturasyon
Faz Faz

Nokleu

Akrozomal
granul
e 75
Akrozomal vezikal Akrozomal
kep
?_—_::ﬂ/ — L L &
Son parca Esas parca

Orta parcga

Boyun

Bas

Sekil 3.9. Spermiyogenez asamasinda spermatidlerin degisimi ve matiir sperm yapisi
[31].

3.1.5. Testis ici kanallar

Testis ici genital kanallar tubuli rekti, rete testis ve duktuli eferentestir (Sekil 3.4), (Sekil
3.5). Bu kanallar, Seminifer tiibiillerden gelen sivi ve spermatozoonlar1 duktus
epididimise tasir. Tubuli rekti baslangic sertoli hiicrelerinden olusan ve sonra siki bag
dokusu ile sarili prizmatik epitele doniisen bir kanal yapisidir. Daha sonra bu kanal rete
testise acilir. Rete testis tunika albugineanin kalinlagmasiyla olusan mediastinum iginde
ag seklinde yer alir. Prizmatik epitelle doseli anastomozlagan kanallar sistemidir. Duktuli

eferentes rete testisi epididimise baglayan 10-20 adet kanaldir. Epiteli silyali
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izoprizmatik, sterosilyali kiibik ve bazal hiicrelerden olusur. Epitel tarak seklindedir.
Bazal hiicreler limene ulasamaz ve kok hiicrelerdir. Sterosilyali hiicreler seminifer
tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu absorbe eder. Silyal1 hiicreler epididimise dogru

hareketi saglar. Bazal laminanin altinda ince bir sirkiiler kas tabakas1 vardir [32].

Sekil 3.10. Seminifer tiibiiller,tubuli rekti ve rete testis [29].

3.1.6. Spermin Yapisi

Spermatozoa, ii¢ ana bilesenden olusan yaklagik 65 pm uzunlugunda bir hiicredir. Bas,
boyun ve kuyruk olmak {izere {i¢ ana boliimden olusur [21].

Bas, farkli memeli tiirleri arasinda en degisken yapidir. insanlarda bas yaklasik olarak 4,5
um uzunlugundadir ve diizlestirilmis armut seklinde bir yapiya sahiptir. Basin ¢ogunu
kaplayan ¢ekirdek yogun kromatinden olusur. Cekirdegin 6n iicte ikisini c¢evreleyen
akrozomal baslik, bir dizi glikoprotein ve cesitli hidrolitik enzim i¢eren membranla
sinirlanmis bir keseciktir. Bu kesenin enzimleri, korona radiata hiicreleri ve dollenme
sirasinda zona pellucidanin gecilmesini saglar [21].

Kuyruk boyun, orta, esas ve son par¢a olmak iizere dort segmente ayrilir:

Boyun, basi1 kuyrukla birlestiren ¢ok kisa bir segmenttir. Bu, flagellumun aksonemini

olusturan iki sentriol igerir ve bu sentriollerden biri flagellumun aksoneminin olusumunu
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saglar. Aksonem, silyada gdzlenen mikrotiibiil ¢iftlerinin standart 'dokuz art1 iki' diizenine
sahiptir. Boynun aksonemi, birka¢ yogunlasmis fibroz halka tarafindan gevrilidir. Insan
spermatozoalarinda, boyun bolgesinde genellikle 6nemli miktarda sitoplazma bulunur.
Orta parca, kuyrugun ilk boliimiidiir ve bagla ayn1 uzunluga sahiptir. Bu parga, flagellar
aksonem ile uzunlamasina diizenlenmis dokuz kalin lif tarafindan ¢evrilidir. Bu merkezi
yapininn diginda siki bir sarmal seklinde diizenlenmis mitokondriler bulunur ve bunlar
flagellum hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Plazma membranin altinda orta parcanin
son kisminda fibréz bir kalinlasma dikkat ¢eker. Bu kalinlasma mitokondrilerin esas
par¢aya kaymasini dnleyen annulustur [21].

Esas kisim, kuyrugun biiyiik boliimiinii olusturur. Merkezinde aksonem ve orta parcadan
devam eden dokuz kalin lif igerir. Aksonem ve dis yogun lifleri ¢evreleyen dairesel bir
sekilde diizenlenmis birgok fibroz yap1 bulunur [21].

Son parca, yalnizca aksonemi igeren kuyrugun kisa, konik bir boliimiidiir [21].

Sperm, embriyolojik gelisimde 6nemli bir role sahiptir. Fertilizasyon sirasinda, sperm
hiicresi disi yumurta hiicresinin sitoplazmasina girer ve nukleuslar1 bir araya gelerek
zigotu olusturur. Zigot, embriyonik gelisim siirecinde hiicre bdliinmeleri ile gogalarak
morula ad1 verilen hiicre kiimesini olusturur. Bu siiregler, embriyonik gelisimde hayati

Oneme sahiptir [25].
3.1.6.1. Semen

Semen, erkek iireme sistemi tarafindan iiretilen bir sividir. Semenin ana bilesenleri
arasinda su, friiktoz, proteinler, enzimler, mineraller ve vitaminler yer alir. Semen, sperm
hiicreleri, seminal vezikiiller, prostat ve Cowper bezlerinin salgilar1 ve idrar yolundan
gecen diger sivilarin bir karigimidir. Su, semenin ¢ogunlugunu olusturur ve sperm
hiicreleri i¢in uygun bir ortam saglar. Fruktoz, sperm hiicrelerinin enerji kaynagidir.
Proteinler, sperm hiicrelerinin beslenmesine ve savunmasina yardimci olan antikorlar ve
diger molekiiller igerir. Enzimler, spermin disi {ireme sistemi i¢inde yolunu agar.
Mineraller ve vitaminler, sperm hiicrelerinin saglikli gelisimi i¢in gereklidir. [33]. Her
ejakiilasyonda semen hacmi yaklagik 3.5 mL'dir. Her mL’de 50 - 150 milyon arasinda
spermatozoa bulunur. Normal, fertil erkeklerde, ejakiile edilen spermatozoalarin %25'ine
kadar1 anormal veya dejeneratif formdadir. Ejakiilasyon anma kadar, spermatozoalar
olgunlagmis ve hareket 6zelligini kazanmis olsalar da, disi iireme yolunda gerceklesen bir
siire¢ olan "kapasitasyon" silirecinden sonra bir yumurtay1 dolleyebilirler [21]. Semen

analizleri, erkeklerde iireme sagligi ile ilgili bir¢cok bilgi saglayabilir. Sperm sayisi,
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hareketliligi, morfolojisi ve diger faktdrler semen analizi sirasinda degerlendirilir [33].
Sperm sayisi, kalitesi ve diger bilesenlerdeki degisimler bazi durumlarda iireme

problemlerine neden olabilir [34], [35]

3.2. INFERTILITE VE ERKEK INFERTILITESI

Infertilite, endiistriyel iilkelerde dogurganlik ¢agindaki giftlerin %15'ini etkileyen yaygin
bir durumdur [36]. Korunmasiz cinsel iligki sonrast 1-2 yil boyunca gebe kalamama
olarak tanimlanir [37]. Infertilite, erkek ve/veya kadin gamet iiretiminin bozulmas1 veya
gametlerin birbirlerine ulasamamasi veya birlesememesi sonucu ortaya ¢ikar. Ayrica,
embriyo olustuktan sonra, yetersiz embriyo biiyiimesi ve gelismesi de infertiliteye neden

olabilir. Erkek infertilitesi ise, ¢ift infertilitesinin yaklasik %50’sini olugturmaktadir [1].

3.2.1. Infertiliteyi Etkileyen Faktorler

Simdiye kadar infertil ¢iftlerde bir¢ok etiyolojik faktor tanimlanmistir. Bunlar;

1. Kisisel saglik etkenleri; diyet, egzersiz, obezite ve stres, gametogenez bozukluklari,
anormal gamet kalitesi, genital sistem bozukluklar (tikanikliklar, enfeksiyonlar, vb.),
anormal embriyo yerlesimi veya vaskiilarizasyon yer alir [38].

2. Suistimal edilen maddeler (alkol, sigara, anabolik steroidler vb)

3. Cevresel faktorler (radyofrekans elektromanyetik radyasyon, ¢evre kirliligi, 1s1 vb)

Bu kadar ¢ok faktor belirlenmesine ragmen, halen énemli bir yiizdelik dilimde infertilite

etiyolojisi agiklanamamaktadir [39].

3.2.2. idiyopatik erkek infertilitesi

Erkek kaynakli infertilite, ¢ift infertilitesinin yarisindan fazlasini olusturur ve sadece
%30 belirlenir [40]. Endise verici bir sekilde kanitlar, infertil ¢iftlerin erkek
partnerlerinin ~%70'inde etiyolojik bir faktor bulunamadigin1 ve erkek infertilitesinin
nedeninin hala belirsiz oldugunu gostermektedir. Ote yandan, etiyolojik faktorlerin
bulunamadigi, idiyopatik, agiklanamayan erkek infertilitesinin yonetimi hem klinisyen
hem de ¢dziim arayan ciftler icin zorlu bir siirectir [8]. Ozellikle, erkek gametin
embriyogenezdeki genel katkist sperm DNA's1yla sinirli oldugundan, tekrarlayan gebelik
kaybr1 olan ciftler de dahil olmak iizere, ¢ift infertilitesinin yonetiminde erkek partnerin
dikkatli bir tanisal ve terapotik yaklasimi siklikla goz ardi edilir. Bu nedenle, sperm

DNA'sin1 oosit igine enjekte etmeyi amaglayan yardimet iireme teknikleri (YUT), infertil
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ciftlerin erkek partnerlerinin tan1 ve tedavisinin ihmal edilmesi nedeniyle uzun siiredir
infertilite igin en etkili terapétik yaklasim olarak kabul edilmistir. Ancak, YUT baslatilan
dongii sayis1 ile klinik gebelik sayis1 arasindaki yiiksek uyusmazlik, YUT'iin o kadar
basaril1 olmadigin1 ve sperm DNA parcalanmasi 6tesinde sperm kalitesi ile ilgili diger

faktorlerin dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir. [41], [42].

Yardimer tireme teknolojisi ¢aginda, teorik kavramlara dayanan sinirl yararlart ve diigiik
bilimsel temeli olan bu konuda hala birka¢ tibbi secenek mevcuttur, ancak spesifik
olmayan tibbi tedavi, dogal bir hamilelik elde etmek i¢in ¢ogunlukla endikasyon dis1 bir

secenek olarak devam etmektedir [8].

Bu veriler 15181nda, erkek infertilitesinin daha fazla molekiiler hedefleri arastirilmalidir.
Spermatogenez, spermatogoniyal kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yiiksek Ozellesmis,
terminal farklilasmis spermatozoalara doniisiimii ile sonug¢lanan molekiiler olaylarin
karmasik bir serisidir. Mevcut yiiksek ¢iktili teknolojilerin gelistirilmesi, binlerce RNA
ve proteini tagiyan spermatozoanin biiylik karmagikliginin taninmasini1 saglamaktadir.
Sperm genomunun (epigenetik diizenleme dahil), transkriptomunun ve proteomunun
toplam katkisi, embriyo olusumu ve gelisimi arastirilmali ve erkek infertilitesinden

sorumlu yeni molekiiler hedefler belirlenmelidir [41], [42].
3.2.2.1. Sigaramn Erkek Infertilitesi Uzerine Etkisi

Sigaranin sperm kalite ve sayisina etki mekanizmasi tam olarak gdsterilememisse de
olumsuz etkisi aciktir [43]. Testise ulasan oksijen miktarini azaltmakta, bu durum da
spermatogenez i¢in gerekli olan yliksek metabolik ihtiyaci ve serbest oksijen tiirleri
miktarin1 da artirmaktadir. Sigara i¢inde bulunan kadmiyum, benzopiren, karbon
monoksit, naftalin gibi metabolitlerin neden oldugu oksidatif stres spermatogeneze
dogrudan etki olusturmakta, sperm DNA kiriklarina neden olmakta, sperm say1 ve

kalitesini diisiirmektedir [1, 39, 43, 44].

Bir sistemik derleme ve meta-analiz olan c¢alisma, sigara igcmenin sperm kalitesini
olumsuz etkiledigini gostermistir. Bu ¢alisma, sigara icen erkeklerde sperm
yogunlugunun ve hareketliliginin daha diisiik oldugunu, sperm sekil bozukluklariin ise

daha yiiksek oldugunu bulmustur [12]

Diger bir calisma, sigara igen erkeklerde sperm morfolojisinde anormallikler ve DNA
hasar1 riskinin arttigini1 géstermistir. Sigara i¢me siiresi ve sigara icilen giinliik miktarin

artmastyla birlikte bu etkilerin daha belirgin oldugu bulunmustur [45].

23



3.2.2.2. Testise Ozgii Serin/Tireonin Kinaz Ailesi (TSSK)

1994 yilinda Ziemiecki ve arkadaslar1 yeni kinazlar1 ararken dejenere bir primer stratejisi
kullanarak farede testise 6zgii serin kinazi ilk kez tanimlamislardir [46]. Li ve arkadaslari,
fare ve insan sperminde TSSK aile {iyelerinin ekspresyon ve lokalizasyon desenlerinin
kapsamli bir analizini gergeklestirdi. Bu ¢alismada, kantitatif PCR kullanarak, TSSK1,
TSSK2, TSSK3, TSSK4 ve TSSK6 transkriptlerinin testise 6zgiil ve fare germ
hiicrelerinde postmayotik olarak ekspre edildigi onaylandi. Ayrica, antikorlar kullanarak,
bu kinazlarin spermatogenez sirasindaki bolgesel lokalizasyonlar1 ve olgun spermdeki
dagilimlar1 karakterize edilerek tespit edildi [47], [48]. Li ve arkadaslarinin bir
caligmasinda TSSK1, TSSK2, TSSK4 ve TSSK6'nin spermatidlerde postmayotik olarak
ekspre edildigi bulundu. Ancak, TSSK2 ve TSSK6 proteinlerinin yalnizca spermatidlere
0zgii oldugu tespit edilirken, TSSK1 ve TSSK4’iin bazal membrana yakin ekspre oldugu
tespit edildi [49].

Sosnik ve arkadaglar1 bir ¢alismasinda, fare TSSK2 ve TSSK6'nin polimerize aktin
acisindan zengin bir sperm basinin postakrozomal bolgesinde lokalize oldugunu
gostermistir [16]. TSSK1, TSSK2 ve TSSK6, insan sperminde de lokalize olmus ve fare

sperminde gozlenenle ¢cok benzer bir ekspresyon sergilemistir [50].

3.2.2.3. ISSK6

Testise 0zgii serin/tireonin-protein kinazi 6’nin (TSSK6) genis bir ekspresyon paterni
vardir, ancak fertilite T{izerindeki etkileri nedeniyle testise 0zgli olarak
tanimlanmaktadir. Erkek farelerde oldukca benzer bir proteini kodlayan genin olmamasi
hayvanlarin steril olmasina ve morfolojik olarak anormal spermler olugsmasina neden

olmaktadir [51].

TSSK6, sadece testiste ekspre olan, spermin arka bas ve perforatoryumunu igeren ve
polimerize aktin ile zenginlestirilmis bir sperm boélgesine lokalize olan serin/tireonin
protein kinazdir. TSSK6’nin olmadig1 fareler infertildir ve spermatozoalart normal
kosullarda spontan akrozomal reaksiyon gosterir ve in vitro olarak yumurtalarla

kaynasamazlar [16]

Bu bulgular, TSSK6'nin farelerde fertilite i¢in gerekliligini vurgular ve insanlarda da
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benzer bir islevi olabilecegini diisiindiirmektedir. Insanlarda TSSK6 ile iliskili

mutasyonlar, erkek infertilitesinin nedeni olabilir.

Daha once yapilan bir ¢alismada, TSSK6’nin olmadigi ve TSSK6 igeren farelerden elde
edilen spermler, Diferansiyel Interferans Kontrast (DIC) mikroskopisi kullanilarak
karsilastirilmistir. Bu c¢alismaya gore TSSK6’nin olmadigr spermlerin genel bas
morfolojisi, TSSK6 igeren spermlerden farkli degildi. Bununla birlikte, dort ana
morfolojik kusur bulundu. Bu kusurlar, ¢cok sayida ayrik bas, basin geriye dogru yanlis
rotasyonu, kuyruktaki sa¢ tokas1 goriintiisii sekilinde katlanma ve kuyruktaki sa¢ tokasi
goriinlim ve bagin arkaya dogru rotasyonunun birlikteligi seklinde gozlenmistir. Spermin
geri kalan1 normal morfoloji gostermistir. Ayrica TSSK6 igermeyen fareler herhangi bir
somatik anomali gostermeden sterildir. (sperm zona pellucidadan iceri girebilir ancak
yumurta plazmasi membrani ile birlesemez). Bu nedenle, TSSK6 yumurta fiizyonu i¢in
gereklidir ancak yumurtanin aktivasyonu i¢in gerekli degildir. Yukarida belirtilen ¢caligma
sonuclarint dikkate aldigimizda TSSK6 proteinin erkek fertilitesi i¢in gerekli oldugu
acikca anlasilmaktadir [16], [49].

TSSK6’dan yoksun farelerde, morfolojik olarak normal ve ilerleyici hareket edebilen
onemli bir ylizdeye sahip spermler bulunmaktadir. In vitro fertilizasyon (IVF) deneyleri
gerceklestirildiginde ise, hi¢bir yumurta fertilize olmazken, intra-sitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) bu kusuru asmistir. Zona pellusuda (ZP) tabakasi c¢ikarilmis
yumurtalar kullanilarak yapilan IVF denemelerinde, sperm-yumurta fiizyonu eksikligi
nedeniyle fertilizasyon gerceklesmemistir. Su anda, genetik yaklasimlar kullanilarak,
sperm-yumurta fiizyonu i¢in kesin olarak gerekli oldugu gdosterilen sperm proteinleri
TSSK6 ve Izumol’dir. Izumol’e kars1 yonlendirilen antikorlar, TSSK6’dan yoksun
sperm fenotipini daha fazla arastirmak i¢in kullanilmistir. Vahsi tip hayvan spermlerinde,
akrozom reaksiyonu gergeklestikten sonra, Izumol ekspresyon desenini degistirir ve
postakrozomal bolgeye dagilir, ancak bu degisiklik TSSK6’dan yoksun spermlerde
gozlenmemistir. Ayrica, TSSK6’dan yoksun fareler, floresan phalloidin boyama yontemi
kullanilarak izlendiginde aktin polimerizasyonunda kusurlar sergilemistir. Tim bu
veriler, TSSK6'min Izumol lokalizasyonundaki degisikliklerde rol oynadigimi ve bu

degisikliklerin gamet flizyonu i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir [16].

Bu bulgulara gore, TSSK6 proteininin sperm yumurta fiizyonunda 6énemli oldugu ve
sperm iretiminde O©Onemli rollerinin oldugu yukarida verilen ¢alismalardan

anlasilmaktadir. Ancak idiyopatik infertilitesi olan bireylerde TSSK6 ekspresyon
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degisimleri ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ayrica sigara igen ve
icmeyen bireylerdeki TSSK6 degisimi arastirllmamistir. Biz bu ¢alisma ile idiyopatik
infertil sigara igen ve igmeyen bireylerin spermlerinde TSSK6 protein eksperesyon

degisimlerini aragtirdik.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

Olympus BX51 mikroskoba monte dijital kamera ile immiinofloresan boyanan sperm
yaymalarinin mikrograflari ¢ekildi. Immiinofloresan boyanma yiizdeleri ImageJ programi
kullanilarak hesapland1. Istatistiksel analizler IBM SPSS v.22 paket programi ile
yapilmistir. Verilerin dagilimi Shapiro-Wilk testi ile incelenmis, protein degerleri tizerine
hasta-kontrol gruplar1 ve sigara kullaniminin birlikte etkisinin incelenmesi amaciyla iki
yonlii varyans analizi kullanilmistir. Tanimlayict istatistikler sayisal degiskenler igin
ortalama ve standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak

dikkate alinmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. TSSK6 protein degerleririnin hasta ve kontrol grubu ile sigara icen ve

icmeyen iizerindeki dagilim tablosu

TSSK6 Hasta Kontrol Genel p
Sg. icen 5422,51£767,51 |8608,27+542,96 |6696,81+1717,10

<0,001
Sg. icmeyen 7045,46+£823,05 |9848,82+910,80 [8166,81+1627,02

Genel 6233,99+1136,73 (9228,55+970,76

0,232

p <0,001

TSSK6 proteinin ekspresyonu sperm hiicrelerinde postakrozomal bolge ve orta pargada
gozlendi (Sekil 4.3). Kontrol grubunda sigara icen birey spermlerinde TSSK6
ekspresyonu sigara icmeyenlere gore daha diistiktii (Sekil 4.4) ve (Sekil 4.5). Bu diisiis
istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,001) (Sekil 4.1) ve (Sekil 4.2). Hasta grubunda
sigara icen ve igmeyen bireylerin TSSK6 ekspresyonuna genel olarak baktigimizda
kontrole gore anlaml sekilde azaldigin1 gézlemledik (p<0,001) (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3). Hasta sigara i¢en birey spermlerinde TSSK6 ekspresyonu sigara icmeyenlere
gore daha diistiktii (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Bu diisiis istatistiksel olarak da anlamliyd1
(p<0,001) (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). TSSK6 proteini bakimindan grup X sigara etkilesimi
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anlamli bulunmamistir (p=0,232). Yani hasta ve kontrol gruplarindaki sigara igme
durumuna gore TSSK6 degerlerinin degisimi hasta ve kontrol gruplarinda benzer sekilde
ortaya ¢ikmakta, her iki grupta da sigara icenlerde TSSK6 degerinin daha diisiik oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.1).

Grup ana etkisi (p<<0,001) ve sigara ana etkisi (p<0,001) ise anlaml1 olup genel olarak
hasta grubunda protein degerlerinin daha diisiik oldugu ve genel olarak sigara igenlerde

protein degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiustiir (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).
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Sekil 4.1. Sigara icen ve sigara igmeyenlerde TSSK6 ekspresyonunun degisimini

gosteren grafik

TSSK6 proteini hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diislik
bulunmustur (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Ayrica, hasta spermindeki bu diisiisiin, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir (p<0,001). Yani,
caligmamizda idiyopatik infertil hasta grubunda TSSK6 proteini ekspresyonu, dncesine

cocuk sahibi olmus fertil bireylerin sperminden daha diisiik bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. Idiyopatik infertil hasta ve kontrol grubunda TSSK6 ekspresyonunun

degisimini gosteren grafik

Bunun yaninda, sigara i¢en hasta sperminde TSSK6 protein ekspresyonu sigara i¢en
kontrol grubunun spermlerine kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,001)
(Sekil 4.2). Ayrica, sigara igmeyen hastalarin sperm TSSK6 protein ekspresyonu, sigara
igmeyen kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Kontrol ve hasta gruplarinda TSSK6 proteinin immiinofloresan boyanma
paterninin fotograflari. Goriintii biiylitmesi 400x’dir. Skala bar 20 mikrometredir.

Kontrol sigara igmeyen; kontrol grubumuzda sigara igmeyen gruptan alinan sperm
yaymalarinda TSSK6 proteinin ekspresyon paterni Sekil 4.4’de goriildiigli gibi spermin
postakrozomal ve boyun kisminda yogunlastigi tespit edildi. Ayrica bu grup, TSSK6
ekspresyonun en yogun goriildiigii gruptur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Kontrol sigara igmeyen grup sperminde TSSK6 ekspresyonunun fotografi.
Goriintii biiyiitmesi 400x’dir. Skala bar 20 mikrometredir.

Kontrol sigara icen; kontrol grubumuzda sigara i¢cen gruptan alinan sperm yaymalarinda
TSSK6 proteinin ekspresyonu Sekil 4.5°de goriildiigii gibi agirlikli olarak spermin boyun
bolgesinde yogunlastig tespit edildi. Ayrica bu grupta, TSSK6 proteinin ekspresyon
yogunlugu sigara igmeyenlere gore azaldig tespit edildi (Sekil 4.5)
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20 pm

Sekil 4.5. Kontrol sigara igen grup sperminde TSSK6 ekspresyonunun fotografi.
Goriintii biiyiitmesi 400x’dir. Skala bar 20 mikrometredir.

Hasta sigara icmeyen; hasta sigara igmeyen gruptan alinan sperm yaymalarinda TSSK6
proteinin ekspresyonunun Sekil 4.6’da goriildiigii gibi agirlikli olarak spermin boyun
bolgesinde yogunlastigi tespit edildi. Ayrica bu grupta TSSK6 ekspresyonunun kontrol

sigara igen ve igmeyen gruplara gore daha az oldugunu belirledik (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Hasta sigara igmeyen grup sperminde TSSK6 ekspresyonunun fotografi.
Goriintii biiyiitmesi 400x’dir. Skala bar 20 mikrometredir.

Hasta sigara icen; Hasta sigara icen gruptan alman sperm yaymalarinda TSSK6
proteinin ekspresyonunun Sekil 4.7°da goriildiigii gibi agirlikli olarak spermin boyun
bolgesinde yogunlastig tespit edildi. Ayrica bu grup, TSSK6 ekspresyonunun en diistik
oldugu gruptur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Hasta sigara icen grup sperminde TSSK6 ekspresyonunun fotografi. Goriintii
biiylitmesi 400x’dir. Skala bar 20 mikrometredir.
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4.2. TARTISMA

Erkeklerde infertilite, endiistriyel iilkelerde dogurganlik cagindaki g¢iftlerin %15'ini
etkileyen yaygin bir durumdur [36]. Infertilitedeki erkek faktorii, ¢ift infertilitesinin
yarisindan fazlasini olusturur ve bu durum sadece %30'unda belirlenebilmektedir [40].
Erkek kaynakli infertilitenin yaklasik %20'sinin nedeni belirlenebilmektedir. Geri kalan
ise nedeni belirlenemeyen idiyopatik olarak tanimlanmaktadir [8]. Infertil giftlerin erkek
partnerlerinin ~%70'inde etiyolojik bir faktér bulunamamaktadir ve erkek infertilitesinin
nedeni hala belirsizligini korumaktadir. Yardimci {ireme teknikleri ile baslatilan
fertilizasyon deneme dongii sayisi ile klinik gebelik say1s1 arasindaki yiiksek uyumsuzluk,
yardimct iireme tekniklerinin o kadar basarili olmadigint ve sperm DNA hasarinin
Otesinde sperm kalitesi ile ilgili diger faktorlerin de dikkate alinmasi gerektigini
gostermektedir [41], [42]. Sperm parametrelerini, diyet, egzersiz, obezite ve fizyolojik
stres gibi kisisel etkenler, alkol, sigara ve anabolik steroidler gibi zararli kimyasallar ve
elektromanyetik radyasyon ve cevre kirliligi gibi ¢evresel faktorler etkilemektedir [39].
Bir sistemik derleme ve meta-analiz, sigara igmenin sperm kalitesini olumsuz etkiledigini
gostermistir. Ozellikle sigara igen erkeklerde, sperm morfolojisinde anormallikler ve
DNA hasart riskinin artti§1 gosterilmistir. Sigara igme siiresi ve sigaranin giinliik igilen
miktarinin artmasiyla birlikte bu etkilerin daha belirgin oldugu bulunmustur [45]. Sigara
icen bireylerde, sigaranin sperm yogunlugunda, hareketliliginde, antioksidan
aktivitesinde azalma ve morfolojisi iizerine olumsuz etki gdsterdigi bildirilmistir [52].
Sigara icen bireylerde sperm yogunlugundaki azalma ortalama %22 ve doza bagimli
olarak degismektedir. Dumansiz tiitiin kullaniminin da ayrica ¢oklu semen parametreleri
tizerinde doza bagli olumsuz bir etkisi vardir [53]. Ayrica sigara igen erkeklerde sperm
yogunlugunun ve hareketliliginin daha diisiik oldugu, sperm sekil bozukluklarinin ise
daha yiiksek oldugu bulmustur [12]. Literatiirde protein kinazlarin hiicrelerde ¢esitli
hiicresel islevleri diizenlemek i¢in sinyal iletiminde rol oynayan enzimler oldugu ve
TSSK6'min ozellikle erkek iireme sistemi gelisimi ve isleviyle iligkili oldugu
bildirilmistir. TSSK6, hemen hemen yalnizca testiste ekspre edilen, fare sperminde arka
bas ve perforatoryumu igeren polimerize aktin ile zenginlestirilmis bir sperm bolgesinde
lokalize olan bir serin/tireonin protein kinazidir. TSSK6’nin olmadig: fareler sterildir ve
spermatozoalar1 normal seviyelerde spontan akrozomal reaksiyon gosterir, fakat in vitro
olarak yumurtalarla kaynagsamazlar [16]. Bunun nedeni ise, fiizyonun gergeklesmesi igin,

akrozom reaksiyonu olarak bilinen siire¢ sirasinda Izumol proteininin O6n bastan
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postakrozomal bdlmeye tasinmasi gerekliligidir. TSSK6’dan yoksun sperm, akrozom
reaksiyonu sirasinda Izumol'in yerini degistiremez [16]. Tiim bu bulgular, TSSK6in
farelerde fertilite i¢in gerekliligini vurgular ve insanlarda da buna benzer bir islevi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bizde bu ¢alismada idiyopatik infertilitesi olan hasta
spermlerinde, sperm yumurta fiizyonu i¢in hayati 6neme sahip olan TSSK6 proteini
ekspresyonunun fertil saglikli bireylere gore nasil degistigini ve fertil ve infertil
bireylerde sigara igmenin TSSK6 ekspresyonu iizerine etkisinin olup olmadigim

arastirdik.

Bu ¢aligsmada idiyopatik normospermik infertil hasta spermlerinde, TSSK6 ekspresyonun
daha 6nce ¢ocuk sahibi olmus fertil bireylerden olusan kontrol grubu spermlerine kiyasla
azaldiginmi belirledik. TSSK6 geninin erkek farelerde susturulmasi sonrasi, infertiliteye
sebep oldugu ve sperm sayisinin azaldigi, sperm hareketliliginin azaldigi, anormal sekilli
sperm yiizdesinin 6nemli Olgiide arttig1 gozlenmistir [54]. TSSK6’dan yoksun fareler,
DNA yogunlagma kusurlar1 ve anormal morfoloji ve azalmis motiliteye sahip spermleri
ortaya c¢ikarir. TSSK6, germ hiicrelerinde postmayotik olarak eksprese edilir [16].
TSSK6, spermiyogenez sirasinda YH2AX olusumu icin gereklidir. YH2AX histondan
protamin ge¢isi saglayan ve erkek infertilitesi ile baglantili bir komplekstir [55].
TSSK6'in sperm DNA yogunlagsmasi ve kromatin yeniden sekillenmesinde temel bir
rolii vardir [17]. Ayrica TSSK6’nin baskilandig1 fare spermlerinde dort ana morfolojik
kusur ortaya ¢ikmistir. Bu kusurlar ¢cok sayida ayrik basa, basin geriye dogru yanlis
rotasyonu, kuyruktaki sa¢ tokasi goriintiisii seklinde katlanma ve kuyruktaki sac tokasi
goriinlim ve bagin arkaya dogru rotasyonunun birlikteligi seklinde gozlenmistir. Spermin
geri kalan1 normal morfoloji gostermistir [49]. Ayrica herhangi bir somatik anomalisi
olmayan TSSK6 baskilanmig fare spermleri zona pellucidadan igeri girebilir ancak
yumurta plazmasit membrani ile birlesemez. Bu nedenle, TSSK6 yumurta fiizyonu i¢in
gereklidir [16]. Yukarida verilen birgok ¢alisma birlikte degerlendirildiginde TSSK6’nin
baskilanmasi normal sperm sayisinda ve sperm hareketliliginde azalma, anormal sekilli
sperm yiizdesinde artma, DNA yogunlagsma kusurlari, sperm bas ve kuyruk
anomalilerinde artis ve sperm yumurta flizyonunda basarisizlifa neden olabilecegi
anlasilmaktadir. Bizim ¢aligmamizda da idiyopatik normospermik infertil hasta
spermlerinde, baskilanmis TSSK6 ekspresyonu normal sperm sayisinda ve sperm
hareketliliginde azalmaya, anormal sekilli sperm yiizdesinde artmaya, DNA yogunlagma

kusurlarina, sperm bas ve kuyruk anomalilerinde artisa ve sperm yumurta fiizyonunda
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basarisizliga neden olmus olabilir. TSSK6 ekspresyonun azalmasi hastalarda gézlenen

idiyopatik infertilite i¢in bir agiklama olabilir.

Bu calismada daha 6nce ¢ocuk sahibi olmus fertil bireylerden olusan kontrol grubu ve
idiyopatik normospermik infertil hasta gruplarindaki bireylerden, gruplarin kendi
iclerinde sigara icenlerin TSSK6 ekspresyonunun sigara igmeyenlere gore azaldigi
belirlendi. Daha once sigara igmenin sperm kalitesini olumsuz etkiledigi gosterilmistir.
Ayrica yukarida verilen birgok calisma TSSK6’ nin normal sperm morfolojisi, sayisi ve
sperm hareketliliginde, DNA yogunlasmasinda ve sperm yumurta fiizyonunda énemli
oldugunu ortaya koymaktadir. Yukarida sigara ile ilgili verilen literatiir bilgisine gore
sigara igcen erkeklerde sperm yogunlugu, hareketliligi ve antioksidan aktivitesinde
azalma, sperm morfolojisinde anormalliklerin ve DNA hasar1 riskinin arttigi
anlasilmaktadir. Bu caligmada, kontrol ve idiyopatik infertilite hastalarinin sigara
icenlerinde, sigara icmeyenlere gore azalmig TSSK6 ekspresyonu gozlendi. Bu azalisin
nedeninin sigara ile alakali oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla sigara igmek, erkeklerde
sperm yogunlugu ve hareketliliginde azalmaya, antioksidan aktivitesinde azalmaya,
sperm morfolojisindeki anormalliklerin ve DNA hasari riskinin artmasina neden olmanin
yaninda sperm-yumurta fiizyonunda 6dnemli rol alan TSSK6 ekspresyonunu da azaltarak

idiyopatik erkek infertilitesini daha da siddetlendiriyor olabilir.
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5. SONUC

Erkek infertilitesi, ¢ift infertilitesinin yarisindan fazlasini olusturmaktadir [40]. Bunlarin
da biiyiik bir kismi nedeni belirlenemeyen idiyopatik erkek infertilitesi olarak
tanimlanmaktadir.  Etiyolojik faktorlerin  belirlenemedigi, nedeni agiklanamayan
idiyopatik erkek infertilitesinin yonetimi hem klinisyen hem de ¢6ziim arayan ¢iftler i¢in
zorlu bir siirectir [8]. Bu calismada idiyopatik hastalarda, normal sperm morfolojisi,
sperm sayist ve sperm hareketliliginde, DNA yogunlagsmasinda ve sperm yumurta
fizyonunda olduk¢a onemli olan TSSK6 proteini arastirildi ve hastalardaki nedeni
belirlenemeyen infertiliteye bir aciklama getirilmeye ¢alisildi. Sonug olarak, idiyopatik
erkek infertilitesi olan ve sigara icen hastalarda, agiklanamayan infertilite sebeplerinden
biri sayilabilecek sperm yumurta flizyonunda o©Onemli olan TSSK6 protein

ekspresyonunun azaldigini belirledik.
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