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OZET

BiLGIiC, B.E., Normal normospermik fertil erkeklerde spermiyumun antijenik yapis
ve bu yapimnin varikoselli hastalardaki degisimi: 151k mikroskopu (immunfloresans)
diizeyinde immunohistokimyasal calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Histoloji ve Embriyoloji Uzmanhk Tezi. Ankara, 2007. Caligmanin temel amaci
normospermik fertil hastalarda eksprese edilen bazi molekiillerin, spermiyumlarin son
yillarda tanimlanan yapisal 6zellikleriyle iliskilendirmek ve normal spermiyum islevine
katkida bulunmaktir. Bir diger amag¢ ise aymi molekiillerin varikoselli hastalardan elde
edilen spermiyum &rneklerindeki dagilimi normal grupla karsilagtirmali olarak incelenerek
varikoselin etkisiyle olan ekspresyon farklar1 degerlendirilmistir. Bu amagla heniiz CD kodu
almamig 80396, anti-CD46, anti-CD52, anti-CD55, anti-CD63, anti-CD173, anti-LeY, anti-
CD14, anti-CD44, anti-CD151 ve anti-CD155 monoklonal antikorlar1 kullanilarak sperm
yaymasi tzerine indirekt immunofloresan yontemi uygulandi. Calismada sperm ylizey
antijenlerinin dagilimi ve varikoselle olan iliskisi tartisildi. 80396 antikorunun normal
grupta tim kuyruk boyunca homojen ve zayif, varikoselli grupta kuyrukta giicli
ekspresyonunun izlenmesi ilgingti. CD46 normal normospermik fertil hasta grubunda
akrozomda homojen, varikoselli grupta ise graniiler tarzda bir pattern gosterdi. CD52’nin
normospermik fertil hastalardaki spermiyumlarin homojen ve az boyanmasi, varikosel
grubunda ise belirgin bir kuyruk boyanmasimin yani sira ekvatoryal segmenti de boyamis
olmast literatiirle uyumlu idi. CD55 normospermik fertil hastalarin spermiyumlarinda boyun
bolgesinde, varikosel grubunda ise akrozomunda goézlendi ve bu boyanma graniiler bir
dagilim seklinde idi. CD63 normospermik fertil hastalarin spermiyumlarinda kuyrukta
homojen, yogunlugu az bir boyanma olarak izlendi. Varikoselli grupta ise kuyruktaki
immun reaktivite belirgindi ve akrozomda CD46’ya benzer tarzda graniiler bir boyanma
izlendi. CD173 normal normospermik fertil hastalarin spermiyumlarinda immun reaksiyon
vermedi. Varikoselli grupta ise antijenin kuyrukta ve ekvatoryal segmentte bulundugu
dikkati c¢ekti. LeY (CD174) normospermik fertil hasta spermlerinde immun reaktivitesi
yoktu. Varikoselli hastalarin spermiyum Orneklerinde ise oOzellikle boyun bdlgesini
ilgilendiren kuyrukta immun boyanma belirgindi. CD14 normal normospermik fertil erkek
spermiyumlarinda ve varikosel grupunda degisiklik gostermedi. Her 2 grupta da
immunreaktivitenin kuyruk bolgesinde birbirine paralel iki hat seklinde olustugu izlendi.
Ilging olarak spermiyum basim alttan saran V harfi bi¢imindeki immun reaktivite dikkati
cekti. CD44 fertil normospermik hastalarda ¢ok hafif bir akrozomal boyanma ve bu
boyanmanin yer yer ekvatorial segmenti de ilgilendirdigi dikkati cekti. Varikoselli
hastalarda ise spermiyum kuyrugunun tiim uzunlugu boyunca belirgin bir immun reaktivite
saptandi. CD155’in her 2 grup spermiyum orneklerinde de immunreaktivitesi kuyrukta idi.
Anahtar Kelimeler: sperm, varikosel, immunofloresan

Destekleyen kurulus: HUTF 06 D 09 101 004
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ABSTRACT

BILGIC, B.E., Antigenic properties of spermium in the fertile normal normospermic
males and the alteration of this antigenic property in patients with varicocele:
Immunohistochemical study with light microscopy. Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Uzmanhk Tezi. Ankara, 2007. The main goal of this
study is to relate the structural properties of the spermium with some molecules which is
expressed in fertile males and make a contribution to the understanding of normal sperm
function. Another aim of this study was to compare the distribution of the same molecules
in sperms taken from patients who had varicocele and normal maleso to understand the
difference in distribution. For this purpose we did indirect immunoflorescence using 80396
molecule which do not have a CD code, anti-CD46, anti-CD52, anti-CD55, anti-CD63, anti-
CD173, anti-LeY, anti-CD14, anti-CD44, anti-CD151, and anti-CD155 monoclonal
antibodies. In this study we discussed the sperm surface antigen distribution and it’s relation
with varicocele. 80396 antibody showed a homogeneous, weak expression in the tail and a
strong expression in the varicocele group. CD46 showed homogeneous distribution in the
acrosome region of the spermium in fertile normal normospermic males compared to
granular pattern in varcocele group. CD52 showed homogeneous and weak staining in the
sperms of the fertile normal normospermic males compared to significant staing at tail and
ecvatorial segment staining was comparable to the literature. CD55 showed staining at the
neck region of the sperms of the fertile normal normospermic males and granular staining
at the acrosome at the varicocele group. CD63 showed homogeneous staing at the tail of the
sperms of the fertile normal normospermic males. Staining was strong and granuler at the
tail of the sperms of the varicocele group. CD173 did not show any immunostaining at the
spermium of the fertile normal normospermic males. Staining was at the tail and ecvatorial
segment in the sperms of the varicocele group. There was no staining for the LeY (CD174)
antibody of the sperms of the fertile normal normospermic males compared to the tail
staing nearer to the neck region of the sperm of the varicocele patients. CD14 staing was at
the tail of the sperm as parelel lines in both spermium of the fertile normal normospermic
males and varicocelle patients. There was a V shaped reactivity at the bottom of the
spermium head. CD44 staing was very weak at the acrosomal region and ecvatorial segment
in the spermium of the fertile normal normospermic males compared to full tail staing in the

spermium of varicocele patients. CD155 staing was at the tail in both groups.

Keywords: sperm, varikocele, immunoflourescence

Destekleyen kurulus: HUTF 06 D 09 101 004
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GIRIS

Spermiyum testis seminifer tiibiillerinde spermatogenez ve spermiyogenez denilen
birbirini izleyen iki farklanma siireciyle gelisen erkek {ireme hiicresidir.
Spermatogenez baslica haploid spermatidin olusmasini, spermiyogenez ise haploid
spermatidin yapisal degisimler gecirerek spermiyuma doniismesini tanimlayan
stireglerdir (1,2). Spermiyogenezdeki en 6nemli degisim akrozomun gelismesidir.
Akrozom cekirde§i yarimay biciminde saracak sekilde gelismesini siirdiiriirken,
cekirdek kromatini yogunlasmaya ve kuyruk gelismeye baglar. Erken
spermiyogenez siirecinde genler transkripsiyona agilir ve hiicreye 6zgii proteinlerin
sentezi ve uygun yerlere yerlesimi gergeklesir. Bu yolla spermiyum, epidididimal
olgunlagsma ve, kapasitasyon siirecini gegirmek {izere temel yapilarini biiyiik 6l¢iide

kazanmis olur (3).

Spermiyum testisteki olgunlagma siirecini tamamladiktan sonra epididimisi
gecerken farklanmaya devam eder. Epididimal olgunlasmada spermiyum hareket
ozelligini ve zonay1 tanima kapasitesini kazanir. Bu siire¢ i¢cinde akrozom ve hiicre
zarina ait spermiyum islevini belirleyen pek c¢ok molekiil de biyokimyasal
degisimlere ugrar ve hiicre biiylk Olciide antijenik Ozelligini kazanir (4).
Ejekiilasyonla atilan epididimal olgulagsma siirecini tamamlamis spermiyumun
dollenme yetenegini kazanmasi disi lireme yollarinda gecirdigi kapasitasyon
denilen bir siirecle devam eder. Kapasitasyon, spermiyumun zonaya baglanmasi ve
bunu izleyen akrozom reaksiyonu ve daha sonra her iki hiicre membraninin
birbirleriyle birleserek kaynasmasiyla yani fertilizasyonla sonucglanir (5,6).
Kapasitasyon spermiyumun akrozom reaksiyonunu baslatmak iizere gegirdigi ve
tam fertilizasyon kapasitesini kazandigi bir siire¢ olup, spermiyum hareketinin
hiperaktivasyon seklinde tanimlandigi bir donemdir. Kapasitasyon normalde disi
iireme yollarinda gercelesmesine karsin ejekiilasyon yapilmis spermiyumlarin
seminal plazmadan ayrilip in vitro kosullarda gergeklesebilir (7,8). Sadece kapasite
olmus spermlerin akrozom reaksiyonunu gergeklestirebilmesi ve bu siireclerin

birbirlerini ¢ok kisa siirelerle izleyerek olusmasi, her iki olaym fertilizasyondaki



Onemini gosterdigi kadar spermiyum islevini degerlendirmede Onemli bir
yapisal/islevsel bir farklanma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (8).

Spermiyum hem disi iireme hiicresinden hem de organizmadaki diger somatik
hiicrelerden farkli bir bigime sahip, ileri derecede yapisal ve islevsel polarite
gosteren Ozglin bir hiicredir (6,9,10,11,12,13,14). Spermiyum testis ve epididimal
olgunlagsma siirecinde molekiiler organizasyonunu tamamlamisg, transkripsiyonel
olarak inaktif bir hiicredir. Bagka bir deyisle hiicrenin dis etkenlere cevap olarak
olusturacag1 yapisal farklanmalar yeni protein iiretimi seklinde gerceklesmez.
Kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu siirecindeki degisimler, mevcut olan antijenik
yapinin veya protein igeriginin fosforilasyon gibi kimyasal olaylarla modifiye
olmas1 seklinde gerceklesir. Bu nedenle bu asamadaki spermiyum, hiicre islevini
gosteren antijenik oOzelliklerin tanimlanmasi i¢in uygun bir hiicredir. Yapilan
caligmalar ileri derecede yapisal polarite gdsteren bu hiicrenin birbirlerinden zarla
ayrilmig aktif kompartmanlardan olustugunu gostermistir. Bu aktif kompartmanlar
baslica i¢ ve dis akrozomal membranlarla siirlanan akrozom (6n ve arka
akrozomal boélgeler), post akrozomal bolge ve bununla iligkili olarak periniikleer
teka ve ilk spermiyum-oosit baglanmasinin gergeklestigi ekvatoryal segment olarak

tanimlanabilir (9,15).

Bu arastirmada insan spermiyumu {izerinde eksprese oldugu bilinen ve
ekspresyonunun 6nemli olabilecegini diisiindiigiimiiz 80396, CD46, CD52, CD55,
CD63, CD173, LeY, CD14, CD44, CD155 antikorlar1 ile spermiyumun antijenik
yapist yukarida tanimlanan aktif bolgeler yoniinden immunofloresan boyama ile
degerlendirildi. Bulgularimiza destek olmak ve bir miktarda etyolojisine katkida
bulunmak amaciyla da multifaktoriel bir patoloji olarak gelisen varikoselli

hastalardan elde edilen sperm 6rnekleri de ¢alismaya dahil edildi.



GENEL BIiLGILER

TESTISLER

Testisler olgun erkek iireme hiicrelerinin iiretildigi, skrotum denilen bir kesede
yerlesmis bir ¢ift organdir. Testisler karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelismeye baglarlar. Daha sonra skrotuma inerlerken,
peritonun bir kismini da birlikte stiriiklerler. Bu periton kesesi daha sonra Tunika
vaginalise doniislir ve testisin anterolateral bolgesini Orten serdz bir kese yaparak
organin skrotum i¢inde hareketli olmasini temin eder. Bu yerlesimleri testislerin
spermatogenezis i¢in gerekli 34-35 °C gibi, viicut 1sisindan yaklagik 2-3 °C derece

diisiik bir 1s1da gerceklesmesini saglar.

Testisler Tunika albuginea denen diizensiz siki bag dokusundan yapilmis bir
kapsiille sarilidir. Bunu altinda Tunika vaskiilosa denilen damardan zengin bir
gevsek bag dokusu yer alir. Tunika albugineanin posterior kismi kalinlagarak
Mediastinum testisi olusturur. Mediastinum testisten ayrilan bag dokusu bélmeleri
testisi piramit bi¢imli, yaklasik 250 adet lobule ayirir. Lobullerin i¢inde 1-4
arasinda seminifer tiibiil denilen oldukc¢a kivrintili borular bulunur. Lobullerin
apeksinde seminifer tiibiiller tubuli rektiye acilir. Tubuli rekti seminifer tiibiilleri
rete testise baglayan diiz kanallardir. Rete testis mediastinumda bulunan pleksusa
benzer yapida epitel ile Ortiilii bir kanallar sistemidir. Seminifer tiibiillerde olusan
spermatozoonlar, tubuli rekti yoluyla Once rete testise, daha sonra sayilart 10-20

arasinda degisen duktuli eferenteslere ulasirlar ve epididimise gegerler.

Olgun testisin arka yiizii ile epididimis iligki icerisindedir. Hem testis hem de
epididimis skrotal kese icerisinde vaza deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik

pleksusular1 igeren spermatik kordon ile asilidir.



SEMINIFER TUBULLER

Seminifer tiibiiller yaklasik 30-70 cm uzunlugunda, 150-250 mikrometre ¢apinda
kivrintili tiibiillerdir. Seminifer epitel, kompleks c¢ok sirali bir epitel olup iki temel

hiicre tipi igerir:

1. Destek hiicreleri (sustentakiiler ya da Sertoli hiicreleri)

2. Gelismekte olan erkek germ hiicreleri (spermatogenetik hiicreler)

Seminifer tiibiiller belirgin bir bazal membran iizerine oturmuslardir ve aralarinda
gevsek bag dokusu bulunur. Bu bag dokusuna peritiibiiler doku ya da Lamina
propria denir. Bu bag dokusunda kan damarlari, lenfatik kanallar veya sinuzoidler,
makrofajlar ve Leydig hiicre gruplari bulunur. Androjen iireten Leydig hiicreleri
kan damarlarina yakin yerlesmistir ve testisin temel endokrin hiicre gruplarin

olusturur.

Baz1 hayvan tiirlerinde ¢ok belirgin olmak iizere seminifer tiibiiller myoid hiicreler
(peritiibiiler kontraktil hiicreler) denilen bir grup modifiye olmus fibroblast benzeri
hiicre ile g¢evrelenmistir. Myoid hiicreler insanda seminifer epitelin etrafinda
halkalar olusturacak sekilde diizenlenmistir. Ince yap1 diizeyinde diiz kas
hiicrelerindekine benzer kasilabilen ipliksi proteinler igerirler. Myoid hiicrelerin
ritmik kontraksiyonlarla olusturduklar1 peristaltik dalgalar, spermiyumun seminifer

tiibiillerden kanal sistemine dogru akarak hareket etmesini kolaylastirir.

Yagslanma ile bu bag dokusu azalir ve yogunlasir. Seminifer tiibiillerin dagilimi ve
capt azalir. Ancak, hayatin erken donemlerinde seminifer tiibiillerin ¢evresindeki
myoid hiicreleri de igeren lamina proprianin kalinlasmasi bazi infertilite olgulariyla

birlikte goriiliir.



Resim 1. Testisten aliman bu mikrografta seminifer tiibiillerin enine kesitleri,

seminifer tiibiil limeninde gelismekte olan spermatogenetik seri hiicreler ve
seminifer tiibiil limenindeki spermiyumlar ayirt edilmektedir. X20 Hematoksilen

eozin.

LEYDiIiG HUCRELERI

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1 ve lenfatik kanal veya sinuzoidler
yakininda, intertiibiiler alanda yerlesmistir. Leydig hiicreleri biiylik poligonal
eozinofilik, lipid damlaciklarindan zengin hiicrelerdir. Cogunlukla gruplar yapacak
sekilde bulunurlar. Birgok steroid iireten hiicrelerde oldugu gibi Leydig hiicreleri de
yaygin diiz ylzli endoplazmik retikulum, lipid damlaciklari, tiibiilovezikiiler

kristal1 mitokondriyon igerir.

Embriyoda testis hiicrelerinden salgilanan testosteron ve salgilanan diger
androjenler, gonadlarin erkeklik yoniinde farklanmasi igin gereklidir. Insanda
plasentadan iretilen gonadotropik hormon, anne kanindan fetiisa geger ve
androjenik hormonlari iireten bol miktardaki fetal testikiiler interstisyel hiicreleri

uyarir. Embriyonik interstisyel hiicreler gebeligin 4. ayma kadar tamamen



farklanmis olarak kalirlar ve sonra testosteron sentezinde bir azalmayla birlikte
gerilerler. Gebeligin geri kalan zamaninda ve hipofizden salgilanan LH hormonu
uyarist altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 puberte oncesi

doneme kadar sessiz kalirlar.

Puberteden sonra c-AMP aracili mekanizma tarafindan LH ile uyarilmanin ardindan
Leydig hiicreleri, 5ao-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona doniistiiriilebilen,
erkekte spermatogenezisin baslamasi ve sekonder seks karakterlerinden sorumlu
olan testosteronu iretir. Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95°i (seks
hormonu baglayici globulin ve diger proteinlere tutunmus halde) Leydig hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Kalan testosteron ise adrenal korteks tarafindan firetilir.

Yetiskinde ise testosteron salgis1 spermatogenezisin devamliligi i¢in gereklidir.

Testosteron basta adipoz dokuda olmak {izere bir¢ok dokuda Gstrojenlere aromatize
edilebilir. FSH uyarimindan sonra Sertoli hiicrelerince {iretilen ABP, gelisen

spermatogenik hiicrelerin ¢evresinde yiiksek bir testosteron yogunlugu saglar.

SEMINIFER TUBUL EPIiTELi VE SPERMATOGENEZIS

Seminifer epitel, gelismekte olan spermatogenetik seri hiicreler ve bunlarla ¢ok

yakin iligkideki Sertoli hiicrelerinden olusur.

SERTOLiIi HUCRELERI

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epiteldeki en belirgin hiicre tipidir.
Puberteden sonra, seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik % 10’unu
olusturur. Daha ileri yastaki erkeklerde spermatogenik hiicre populasyonu diistiigii

zaman, Sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani1 haline gelir.

Sertoli hiicreleri bazal laminadan seminifer tiibiil liimenine dogru wuzanan,
spermatogenik hiicreleri saran prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin lateral ve
apikal hiicre zarlarinda olusan ¢okiintiiler icine gelismekte olan spermatogenik seri
hiicreleri yerlesmislerdir. Bu nedenle 151k mikroskobunda spermatogenik seri

hiicrelerini ¢gevreleyen ¢ok sayida yan uzanti nedeniyle, Sertoli hiicresinin sinirlari



iyi belirlenemez. Sertoli hiicreleri proliferasyon yetenegini yitirmis destek
hiicreleridir. Prolifere olan ve farklanan germ hiicreleri sertoli hiicrelerinin yan
yiizeylerindeki ¢okiintiilere yerleserek yavas yavas liimene hareket ederler. Bu
yakin yapisal iliski Sertoli hiicrelerinin germ hiicrelerinin gelismesindeki roliinii
acikca ortaya koymaktadir. Hiicrelerin bazale yakin girintili-gikintili ¢ekirdekleri

vardir. Cekirdekeik cogu kez belirgindir.

Hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida uzun mitokondriyon, lipid damlaciklari, iyi
gelismis diiz yiizli endoplazma retikulumu bulunur. Golgi kompleksi iyi
gelismistir. Seyrek lizozom ve lipofuksin pigmenti igerebilir. Hiicre iskeleti
elemanlar1 1yi gelismis olup, gerek hiicreye gerekse gelismekte olan germ

hiicrelerine mekanik destek saglar.

Sertoli hiicrelerinin biribirleri arasinda ve baska hiicrelerle arasinda pek c¢ok
baglant1 kompleksleri vardir:
* Siki baglanti (zonula okludens): Kan-testis bariyerinin oldugu alandaki
Sertoli hiicreleri arasindadir.
*  Tutturucu baglanti: Baglanma bdlgesinde aktin filamalariyla birlikte Sertoli
hiicreleri arasinda ve Sertoli hiicresiyle germ hiicreleri arasindadir.
* Ektoplazmik 6zellesme: Sertoli hiicreleri arasinda ve Sertoli hiicresiyle germ
hiicreleri arasindadir.
* Tubulobulbar kompleks: Sertoli hiicreleri arasinda ve Sertoli hiicresiyle

germ hiicreleri arasindadir.

Sertoli hiicrelerinin birbirlerine komsu hiicre zarlar1 seminifer epitelin bazale yakin
kisminda siki baglanti kompleksleriyle birbirine baglanir. Boylece bu baglanti
kompleksleri seminifer epiteli zonula okludensin altinda kalan dar bir bazal
kompartman ve liimene dogru yer alan genis bir adliiminal kompartmana ayurir.
Sertoli hiicreleri arasinda olugan bu baglant1 kan-testis bariyeri olarak bilinir. Kan
testis bariyeri adliiminal kompartmandaki spermatogenetik hiicreleri bazal
kompartmandan ve dolayisiyla ¢evre bag dokusundan ayirir ve gametlerin immun
sistem tarafindan tanimlanmalarim1  engelleyerek immun cevabi  Onler.
Spermatogenezis puberteden sonra basladigr icin yeni gelismekte olan germ

hiicreleri yiizeylerinde farkli reseptorler icerebildikleri gibi bu siirecte farkli



kromozom sayilarina da sahip olabilirler. Boylece kan tesis bariyeri bu izolasyonu

saglayarak germ hiicrelerine karsi gelisen immun cevabi Onler.

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar1 sunlardir:

Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve
beslemek: Spermatogenik seri hiicreleri birbirlerine sitoplazmik kopriilerle
baglanirlar. Bu hiicre ag1 daha once deginildigi gibi Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmik uzantilar1 ve cokiintiileri ile fiziksel olarak desteklenir. Ciinkii
hiicreler bu ¢okiintiilerin igine yerlesmislerdir. Spermatositler, spermatidler ve
spermatozoonlar kan-testis bariyeriyle kan akimindan izole edildigi i¢in sertoli

hiicreleri spermatogenetik hiicrelerin metabolik destegini saglar.

Fagositoz: Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidiiel
(artik) cisimcikler olarak adlandirilan fazla hiicre sitoplazmasi Sertoli

hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve lizozomlar tarafindan sindirilir.

Olgun spermatidlerin aktin aracili kasilmalarla, spermiasyon denilen bir

siirecte, seminifer tiibiil liimenine salinimini kolaylastirmak

Sekresyon: Sertoli hiicreleri silirekli olarak seminifer tiibiillere, spermlerin
taginmasinda kullanilan proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi salgilar.
Androjen baglayici protein (ABP) iiretimi Sertoli hiicreleri tarafindan follikiil
stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron kontrolu altinda gergeklestirilir.
ABP seminifer tiibiil igerisinde spermatogenez icin gerekli olan testosteronun

yogunlagmasini saglarlar.

Inhibin ve aktivin alt iinitelerini (a ve B alt iiniteleri) salgilamak: Inhibin
(a B heterodimeri) hipotalamustan ve 6n hipofizden salinan gonadotropin
salgilatict faktor (GnRH) ve FSH iizerine negatif feedback bir etki gdsterir.
Aktivin (aa veya B homodimer) FSH salinimu {izerine pozitif feedback etki

gosterir.

Anti-Miillerian hormon iiretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda

erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarmin gerilemesini saglayan bir



glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallarindan koken alan
yapilarin gelismesini saglar. Sertoli hiicreleri puberteden sonra bdliinmezler.
Enfeksiyon, kotii beslenme, X 1sinina maruz kalma gibi olumsuz kosullara
kars1 olduk¢a dayanikli hiicrelerdir ve bu zararlh etkilere maruz kaldiklarinda,

sag kalim oranlar1 spermatogenik seri hiicrelerine oranla ¢ok daha yiiksektir.

* Kan-testis bariyeri olusturmak: Testikiiler kapillerler pencereli tiptedir ve
bliyiik molekiillerin gecisi i¢in uygundurlar. Seminifer epitelin bazal
kompartmaninda olan spermatogonyumlar kanda dolagan molekiillerle iligki
kursalar bile bu hiicreler testiste daha Once bulundugundan organizma
tarafindan yabanci olarak kabul edilmezler. Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilar, kan-testis bariyerini olusturarak biiylik molekiillerin adluminal
kompartmana taginmasini engellerler. Bdylece spermatogenezin daha ileri
asamalarindaki farkli antijenik yapida olabilen germ hiicreleri, immiin ataktan

korunmus olur (16,17,18)

SPERMATOGENEZ

Spermatogenez ana germ hiicresi olan spermatogonyumun olgun erkek iireme
hiicresi spermatozoon veya spermiyuma farklanmasindaki tiim hiicresel

degisiklikleri tanimlayan bir siirectir.

Seminifer tiibiildeki spermatogenetik hiicreler olgunlasip farklilasmanin degisik
evrelerindeki germ hiicreleridir. Bu hiicrelerin spermatogonyum denilen ana
hiicreleri bazal kompartmanda bulunur. Buna karsilik farklanmakta olan primer
spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermiyumlar adluminal
kompartmanda yerlesmislerdir. Spermatogonyum mitotik boliinmelerle kendini
yenileyen ve primer spermatositleri de olusturan diploid hiicrelerdir. Primer
spermatositler bazal kompartmandan adluminal kompartmana gecer. 1. mayoz
bolinmeyle sekonder spermatositleri olusturur. Sekonder spermatositler de 2.
mayoz boliinmeyi tamamladiklarinda spermatid denilen haploid hiicreyi
olustururlar. Bu haploid hiicre adluminal kompartmanin {iist boliimlerinde olgun

erkek iireme hiicresine veya spermiyuma doniisiir.



Spermatogenezis 3 ana evreye ayrilabilir:

* Spermatogonial evre: Spermatogonyumlarin bdliinerek kendini yenilemesi
ve sonrasinda primer spermatositlere farklanmasidir.

* Mayoz veya spermatosit evresi: Primer spermatositlerin 2. mayoz boliinme
ile hem kromozom sayilarini hem de DNA miktarlari1 yariya indirerek
haploid spermatidleri olusturmasidir.

* Spermiyogenez evresi: Spermatidlerin bi¢im degistirerek olgun spermlere

doniismesindeki evreleri tanimlar.

SPERMATOGONIAL EVRE

Spermatogonyumlar yaklasik 12 um capinda, bazal laminanin hemen iistiinde yer
alan diploid germ hiicresidir. Cinsel olgunlugun baslamas1 ve testosteronun
etkisiyle spermatogonyumlar mitoz béliinmeyle ¢ogalmaya ve kendi kendilerini

yenilemeye baslarlar.

3 tip spermatogonyum vardir (16,17,18):
* Tip A koyu spermatogonyum
* Tip A agik spermatogonyum
* Tip B spermatogonyum

Tip A koyu spermatogonyumlar: Ufak, yaklasik 12 pm capinda, kubbe seklinde
hiicrelerdir. Heterokromatinden zengin yassi oval niikleuslariyla ayirt edilirler. Bu
hiicreler rezerv veya kok hiicrelerdir. Mitozla kendilerini yenileyerek ilave Tip A
koyu spermatogonyumlart1 ve Tip A acik spermatogonyumlari olustururlar.
Genellikle ¢ekirdek zarina yakin yerlesmis iki ¢ekirdekg¢ik igeren koyu renkli oval
cekirdekleri ile ayirt edilirler.

Tip A acik spermatogonyumlar: A¢ik renk boyanan dkromatinden zengin oval
cekirdekleriyle ayirt edilirler. Organelden fakirdirler ancak bol serbest ribozom
igerirler. Testosteronun etkisiyle ¢ogalarak ilave Tip A ag¢ik spermatogonyumlari ve

Tip B spermatogonyumlar1 olustururlar.
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Tip B spermatogoniyum:
Tip B spermatogonyumlar yuvarlak ¢ekirdekleriyle ayirt edilirler. Bu o6zelligi
disinda kendilerini olusturan Tip A agik spermatogonyumlara benzerler. Bu

hiicreler mitozla boliinerek primer spermatositleri olustururlar.

Resim 2. seminifer epitelin ayrintili yapis1 goriilmektedir. Bazal membrana yakin
koyu spermatogonyumlar (ok), spermatosit 1 (ok ucu) ve gelismekte olan

spermiyumlar (yildiz) goriilmektedir. X40 hematoksilen eozin.

MAYOZ VEYA SPERMATOSIT EVRESI

Tip B spermatogonyumlar boliinerek primer spermatositler olustururlar. Ve hemen
1. mayoz bdliinmenin profazina girerler. Primer spermatositler kromozomlarini
eslerler (diploid 2n kromozom) ve 4n DNA igerirler. Primer spermatositler
seminifer tiiblillerdeki gelismekte olan germ hiicrelerinin en iri olanidir.
Cekirdekleri yogunlagmakta olan kromozomlar1 nedeniyle iyi ayirt edilir. Birinci
mayoz bdliinmenin profaz asamasi yaklasik 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde goriilen

spermatositlerin ¢cogu bu agamada olacaktir.
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Primer spermatositler olusur olusmaz, bazalden adluminal kompartmana gegerler.
Komsu Sertoli hiicreleri arasindan gegisleri sirasinda, kan-testis bariyerinin
bozulmasin1 dnlemek tizere Sertoli hiicreleri ile aralarinda gecici baglantilar kurarak
yukartya dogru hareket ederler. Birinci mayoz bdliinmede DNA, 2n DNA olarak
paylasgtirilir ve her yavru hiicre haploid (n) sayida kromozom igerir. 2. mayoz
boliinmede ise hiicrelerdeki DNA miktar1 yartya inerek haploid (n) olarak yavru
hiicrelere aktarilir. Ancak kromozom sayilar1 haploid olarak kalir. Birinci mayoz

boliinmenin profazi 22 giin siirer ve 4 evrede gergeklesir:

* Leptoten: Primer spermatositlerin kromozomlar1 yogunlasarak uzun iplikler

sekline doniisiir. Hiicreler limene dogru hareket etmeye baglar.

» Zigoten: Homolog kromozomlar biraraya gelirler. Ve bu siirecte testisler kan-

testis bariyerini agip adliiminal kompartmana gecerler.

* Pakiten: En uzun donem olup spermatositler bu donemde dis etkilere karsi
cok hassastirlar. Bir araya gelmis homolog kromozomlar, bir kromozom ¢ifti
olusturarak daha kalin ve belirgin hale gelirler. Bu sekilde ¢iftin

kromozomlari tetrad olarak adlandirilan dortlii yapiy1 olusturur.

* Diyakinezis: Homolog kromozom tetradlar1 arasinda gen segmentlerinin
degisimi gerceklesir. Buna crossing-over denir. Bu sekildeki rastlantisal
genetik rekombinasyonla her gamet farkli bir genetik yapiya sahip olur. Daha
bagka bir deyisle her iki ebeveynden gelen homolog kromozomlar arasindaki
genler yeni kombinasyonlar olusturur ve genetik cesitliligi kusaktan kusaga

aktarir.

[lk mayoz bélinmenin profazi yaklasik 22 giin siirdiigiinden kesitlerde
spermatositlerin profazin farkli evrelerindeki hiicreleri ayirt edilebilir. Profazin
sonunda ¢ekirdek zar1 kaybolur ve metafaz I baslar. Bu siiregte homolog kromozom
ciftleri ekvatorial planda siralanir. Anafaz I’de ¢iftler birbirinden ayrilarak hiicrenin
aksi kutuplarina hareket ederler. Telofaz I’de ise iki yavru hiicre olusur. Bunlar
sekonder spermatositlerdir. Hiicreler birbirinden ayrilmaz. Birbirleriyle sitoplazmik

koprtlerle iliski igerisindedirler.
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Birinci mayoz boliinme sonucu olusan sekonder spermatositler 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) iceren, ancak halen 2n DNA igeren kii¢iik hiicrelerdir. Anafaz
I’de X ve Y kromozomlar1 sekonder spermatositlere ayrilarak gectiginden olusan
hiicreler sadece X veya Y kromozomu tasirlar. BoOylece spermatositler veya
bunlardan olusan spermler, embriyonun cinsiyetini tayin ederler. Testis kesitlerinde
sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur. Ciinkii bunlar interfazda ¢ok kisa siire
kalan ve ¢abucak ikinci mayoz bdliinmeye giren kisa omiirlii hiicrelerdir. ikinci
mayoz boliinme baslamadan 6nce hiicreler kromozomlarini eslemezler. Sekonder
spermatositlerin mayoz béliinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin, spermatidlerin
olusmasiyla sonuglanir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz boliinmeler
arasinda S fazi1 (DNA sentezi) goriilmedigi icin, 2. boliinmeden sonra her hiicredeki
DNA miktar1 yartya iner ve haploid (1n) hiicreler meydana gelir. ikinci mayoz
boliinmenin metafaz safhasinda kromozomlar ekvatoryal segmente dizilir ve
kromatidler birbirinden ayrilarak hiicrenin aksi kutuplarina hareket ederler. Boylece
mayoz boliinme siirecinin sonunda haploid sayida kromozom igeren 4 adet

spermatid olusur. D6llenme ile bunlar normal diploid sayiya donerler.

Ikinci mayoz béliinme sonucu olusan spermatidler, her biri 23 adet tek zincirli
kromozom veya kromatid igeren DNA miktar1 yartya inmis kii¢iik, yuvarlak, 8 nm
capinda hiicrelerdir. Spermatogenezis esnasinda hiicreler, tam olarak birbirlerinden
ayrilmazlar ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine baglidirlar. Béylece bir agik tip A
spermatogoniumdan koken alan 4 spermatid de birbirlerine sitoplazmik kopriilerle

bagli ufak bir sitoplazma kitlesi halinde liimene yakin bir pozisyonda yerlesirler.

SPERMiYOGENEZ

Spermiyogenez DNA miktar1 ve kromozom sayisi yariya inmis spermatidlerin
olgun spermiyum (sperm, spermatozoon) haline doniismek iizere gecirdigi hiicresel
farklanma siireci olarak tanimlanir. Spermatidler kii¢iik boyutlar1 (7-8 pm capta),
yogunlagmis kromatin bolgeleri igeren ¢ekirdekleri ile ayirt edilebilirler.
Spermatidler graniillii endoplazma retikulumundan ve mitokondriyondan zengin
hiicrelerdir ve iyi gelismis bir golgi kompleksleri vardir. Seminifer tiibiillerde liimen

yakininda (jukstaluminal) yerlesmislerdir. Spermiyogenez spermatidlerin Sertoli
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hiicresi  sitoplazmasi igine yuvalanmasi, akrozom olusumu, kromatinin
yogunlasmasi ve ¢ekirdegin yassilasip her iki yana dogru uzayarak bilinen yapisini
kazanmasi, flagellum veya kuyrugun gelismesi ve mitokondriyonlarin gé¢ ederek
orta pargadaki yerlerini almalar1 sitoplazmanin ¢ogunun artitk materyal olarak
kaybolmasini igeren bir hiicresel degisim siirecidir. Sonugta seminifer tiibiil

liimenine salinan olgun spermiyum (spermatozoon ya da sperm) olusur (19,20,21).
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Resim 3. Gametes-The Spermatozoon kitabindan alinmistir (J.G.Grudzinskas, J.L.

Yovich 1997).

Spermiyogenezis 4 evreden olusur (19,20,21):

* QGolgi evresi
* Baslik evresi
* Akrozomal evresi

e Olgunlagma evresi
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GOLGI EVRESI

Spermiyuma farklanmanin ilk isareti c¢ekirdege bitisik yerlesmis Golgi
kompleksinin trans yiiziinde ufak membranla sinirlandirilmis preakrozomal
graniillerin belirmesidir. Gelisme ilerledik¢e graniiller birbirleriyle birleserek
“akrozomal vezikiil” denen genis tek bir graniilde toplanir. Bu erken dénemde bile
akrozom igerigindeki hidrolitik enzimler ayirt edilebilir. Akrozomal vezikiil
cekirdegin On kutbuna yerlesmistir. Bu donemde vezikiilii sinirlayan membran ise
cekirdek zarina dayanmistir. Akrozomal vezikiilin tepe noktasi yaklasik sperm
cekirdeginin ug¢ noktasini gosterecek sekildedir. Golgi kompleksi akrozomal vezikiil
yiizeyi ile yakin iliskide kalir ve yeni preakrozomal graniiller olusturarak gelismeye
devam eder. Akrozomal vezikiiliin hacmi arttik¢ca ¢ekirdek dis zarina dayanan
akrozomal membran baslangi¢ noktasindan ayrilarak yarim daire halini almaya
baslar. Akrozomal vezikiillerin olusmasiyla es zamanl olarak sentrioller ¢ekirdek
yakiindaki yerlesimlerinde ayrilarak karsi kutba yonlenirler ve birbirlerine dik
olarak yerlesirler. Distal sentriolden kuyrugu olusturacak olan mikrotubuluslar
gelismeye baglar. Bu mikrotiibiiliisler daha sonra aksonemi olusturacaklardir

(22,23).

BASLIK (CAP) EVRESI

Bu siiregte akrozomal vezikiil hacimce biiylimeye baslar. Akrozomal vezikiil
membrant ¢ekirdek dis zarini c¢evrelercesine bir yol izleyerek her iki yana dogru
uzar ve cekirdegin On yiiziinii yarim daire seklinde kaplamaya baglar. Bu siire¢
icinde heniiz akrozomal vezikiil icerigi yukarida tanimlanan sekilde yayilmis
akrozomal alanin tiimiinli kapsayacak sekilde gelismesini tamamlamamistir. Daha

baska bir deyisle akrozomal vezikiil olustugu ilk bélgede belirgin olarak izlenir.

AKROZOMAL EVRE

Bu evre spermiyogenezisin en dnemli evresi olup baslica spermin sperm basinin
bilinen normal yapisin1 kazanmasiyla sonuglanir. Baslik evresinde hentiz akrozomal
bolgeyi doldurmamis olan akrozomal igerik tiimiiyle i¢ ve dig akrozomal

membranlar arasinda yayilarak akrozomu bi¢imlendirir. Cekirdek kromatini
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kondanse olmaya ve ¢ekirdek yassilagip sperm basi uzamaya baglar ve
mitokondriyonlar daha once tanimlandig1 sekilde, orta parcadaki normal yerlesim
bolgelerine dogru go¢ ederler. Cekirdek hacmi kiigiilmiistir ve ¢ekirdek

yassilasdikca sperme 6zgii yapisal 6zellikleri belirgin olmaya baslar.

Akrozomal vezikiil ve graniil yogunlasan niikleusun 6n yarisim1 kaplayacak sekilde
yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom hiyaliironidaz, ndraminidaz,
asit fosfataz ve tripsin benzeri etkisi olan bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler
igerir. Akrozom bu yiizden lizozomun 6zellesmis bir tipi gibi ig goriir (23). Bu
enzimlerin, oositleri ¢evreleyen korona radiyata hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve
zona pellusiday1 sindirdigi bilinmektedir. Spermiyumlar oositle karsilastiginda,
akrozomun dis membrant bircok bolgede spermiyumun plazma membrani ile
kaynasarak akrozomal enzimlerin hiicre digina bosalmasii saglar. Boylece ig
akrozomal membran disariya acilir. Bu olay akrozomal reaksiyon olarak bilinir ve

dollenmenin ilk basamaklarindan birisini olusturur.

Insan spermiyumunda akrozom iginde bulunan hidrolitik enzimlerin en iyi
tanimlananlar1 hyaluronidaz, akrozin-proakrozin, tripsine benzer proteinaz olup bu
enzimler akrozomal matriks i¢inde inaktif zimogen salgi graniilleri gibi bi¢cimlenir
ve bu paketlenme ve inaktif enzim depolanmasi ve matriksteki 6zel inhibitorler

araciligiyla saglanir.

Bu evrede, spermatid basi seminifer tiibiiliin tabanina ve aksonem liimene dogru
uzanacak sekilde doner ve pozisyonunu degistirir. Ayrica ¢ekirdek uzamaya ve
kromatin yogunlagsmaya devam eder. Sperm DNA’s1 normal somatik hiicre
DNA’larindan farkli bir bigimlenmeye sahiptir. Somatik hiicrelerde DNA
histonlarin ¢evresinde histonlar1 saracak sekilde dairesel bir kompaktlagma
gosteririken, sperm DNA’s1 protamin denilen proteinlerin istirakiyla cizgisel ve
simsiki paketlenmis bir yapilanma igerir. Ve bu yolla memeli sperm DNA’s1
mitotik kromozomlardaki DNA’nin yaklasik alt1 kat1 daha fazla kompaktlagsmasiyla
olugsmustur. Bu kompakt DNA daha kiigiik hacimdeki cekirdegin igine sigacak
sekilde paketlenmistir (24).
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Cekirdegin 6n ucunda akrozom gelisimi devam ederken sentrioller akrozomun karsi
kutbuna dogru hareket ederek birbirlerine dik bir pozisyonda yerlesirler.
Sentriollerden bir tanesi aksonemi olusturmak iizere radial bir pozisyon alirken
diger sentriol oldugu yerde kalir ve kuyrugu cekirdege baglayan boyun bolgesini
(connecting piece) olusturur. Aksonemi olsturacak olan hiicre membranma dik
yerlesmis sentriol (distal sentriol) duvarindaki mikrotiibiiller aksonemi olusturmak
lizere bir araya toplanirlar. Flagellum, spermatid ve onu destekleyen Sertoli hiicresi
arasindaki boslukta uzamaya devam eder, mitokondriyonlar da flagellumun
(kuyrugun) 6n kismi etrafina halka seklinde dizilerek orta parca adi verilen
kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bolge, spermiyumun hareket i¢in kullandigi
enerjinin saglandigir bolgedir. Flagellumun hareketi bilindigi gibi, mikrotiibiiller,
ATP ve dynein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesimi ile

birbirlerine olan pozisyonlarini degistirmeleri ile gerceklesir.

Sperm basinin uzamasi ve bigimlenmesinde 6nemli bir rol oynayan yapi da bu
stirecte gelisen ve islevi bitince yok olan bir yapidir; buna manset denir. Manset
akrozomun posterior sinirinda olusan periniikleer halka (marjinal halka) denen bir
yaptya baglanmis, kaudale dogru uzanan mikrotiibiiliislerden olusmustur.
Periniikleer halkadan (Marjinal halka) mangeti olusturmak iizere mikrotiibiil
demetleri uzar. Manget periniikleer halka ve bu halkadan uzanan mikrotiibiil
demetlerinden olusur. Ve sperm basi ya da g¢ekirdeginin uzamasinda rol oynar.
Cekirdek uzamasi ge¢ spermiyogenez boyunca devam eder. Bu asama boyunca,
manget gecici olarak sitoplazmanin arka-dis bolgesinde olusur. Manset, erken
spermatidlerin uzamasinda ortaya ¢ikar ve spermatid ¢ekirdeginin uzamasi ve
yogunlagmasinin bitmesine yakin kaybolur. Gegici olarak olusan ve daha sonra
kaybolan bu mansetin yeri spermiyumun orta parcasiyla esas pargasinin birbirleriyle
birlestigi bolge olarak tanimlanabilir. Bu bolgeye annulus denir.

Periniikleer halka’dan ¢ikan mikrotiibiill demetleri, akrozom distal ucunun yan
tarafinda merkez-distalden boyun bdlgesine dogru ilerler. Manset gelisimiyle
spermatid ¢ekirdegi yogunlasir. Akrozom basi da distale dogru uzar. Akrozom basi
ve spermatidin bas bolgesi yassilagir. Manset mikrotiibiiliislerinin ¢esitli
molekiillerin sperm alt bolgesine ve boyun boélgesine iletilmesinde islev gordugii

diisiiniilmektedir. Manget, spermatidin artik sitoplazmasimin atilmasinda da rol
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oynamaktadir; sitoplazmayr distal uca ¢ekerek, spermiasyon esnasinda artik

sitoplazmanin atilmasini kolaylastirmaktadir (25).

OLGUNLASMA EVRESI

Spermatidin fazla sitoplazmasi kuyruk yoniinde uzar ve koparak seminifer tiibiil
limenine atilir. Bu parcalar Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilirler.
Spermiyumlar Sertoli hiicrelerinden ayrilip liimene gecerler. Bu arada diger
spermatidlerle olan baglantilar1 da kopar. Yeni olusan bu spermiyumlar
hareketsizdirler ve dolleme yeteneklerini ve hareket oOzelliklerini epididimal

olgunlagma ve disi genital yollarindaki kapasitasyondan sonra kazanirlar.

Sitoplazmik Artik (Rezidiiel cisim)

Spermiyogenez esnasinda olusan bu sitoplazmik artiklar bazen spermiyumun boyun
bolgesine veya kuyrugun orta kisminda bagl olarak gézlenebilir. Normalde Sertoli
hiicrsi tarafindan fagosite edimesi gereken bu artiklarin, spermiyuma bagli olarak
kalmas1 olagan bir yapilanma olarak degerlendirilmistir. Ancak daha sonra
deginilecegi tlizere bu tiir artik sitoplazmanin sayica artmasi spermiyum islevindeki
baz1 bozukluklarda bir arada goriinmektedir. Sitoplazmik artik genellikle artan
miktarda RNA graniilleri, birka¢ mitokondriyon, lipid damlalart ve artik

membranlar igerir.

SPERMIASYON

Spermiasyon seminifer tiibiiliin germinal epitelinden spermiyumlarin salinmasini
tanimlar. Bu siire¢ Sertoli hiicreleri tarafindan kontrol edilir. Sertoli hiicrelerin ara
filamanlarinin ve sitoplazmik mikrotiibiillerinin igbirligiyle gergeklesir (18).
Spermatidler farklandik¢a yeni germ hiicrelerinin iiretilmesiyle yavasca seminifer
tiibiil limenine dogru hareket ederler. Gelisimlerinin son evrelerinde kuyruklari
liimene uzar. Cekirdek ve akrozomu igeren bas ise karsi tarafta Sertoli hiicrelerinin
yiizeyindeki girintilerin iginde yer alir. Spermiyumlarin salinmasi sirasinda, basi
Sertoli hiicresinden aktif olarak ¢ikar ve sitoplazmasi spermiyumu serbestlestirecek

sekilde bunu izler.
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SPERMIYUM (SPERMATOZOON)

Bu arastirmanin konusu olan erkek lireme hiicresi veya spermiyum, aktif olarak
hareket edebilip sivi bir ortamda serbest¢e yiizebilen, uzun (65 pm) ileri derecede

polarlagmis 6zgiin bir hiicredir.

Spermiyum temel olarak iki kisimdan olusur:
* Bas
e Kuyruk

Bag bolgesinde hiicrenin ¢ekirdegi ve bunu 6n bolgeden saran akrozom yer alir.
Kuyruk bolgesi ise histolojik yapisina gore dort kisima ayrilir:

* Boyun

* Orta parga

* Esas parca

* Son parca

—* Eszsparg: > Kurl

—* Sonpargs



Resim 4. Gametes-The Spermatozoon’dan alinmistir (J.G.Grudzinskas, J.L. Yovich

1997).

BAS

Spermiyum basmin temel organizasyonu tim memeli spermiyumlarinda aynidir
ancak, hem ¢ekirdek hem de akrozomun boyutlar1 degistiginden bas biiylikliigii ve
sekli de farkli memeli tiirlerinde degiskenlik gdstermektedir. Insanda énden goriiste
ovaldir ve yandan bakista piriformdur (piramit seklinde). Tabana yakin kalinlasir ve
tepeye yakin daralir. Uzunlugu 4-5 um, genisligi 2.5-3.5 um’dir. Cekirdek, sperm
basiin biiyiik bir parcasini olusturur. Ve 23 kromozom igeren transkripsiyona
kapali elektron yogun bir ¢ekirdek igerir. Bas bdlgesini saran hiicre zar1 boyun ve
kuyruk boyunca da hiicreyi ¢evreler. Sperm basinin 6n 2/3’linii 6rten akrozom, i¢ ve
dis akrozomal zarlarla sinirlanmis hidrolitik enzimlerden zengin lizozom benzeri bir
yapidir. Kapasite olmus spermiyumlarin oosite penetrasyonu esnasinda akrozom
reaksiyonu gergeklesir. Dis akrozomal membran hiicre zariyla birleserek i¢
akrozomal membran ve akrozomal igerigi disartya bosaltilir. Ve bu yolla sperm
oosit cevresindeki korona hiicrelerini gecerek sikica zonaya baglanir. Spermiyumun
zona pellusidadaki ZP3 molekiiliine baglanmasi akrozom reaksiyonunu baslattigi
diistiniilmektedir. Bu yolla iki hiicre zarmin birlesmesinden dnce spermiyum oosite
sik1 bir sekilde yapisir ve olay basarili bir fertilizasyonla sonuglanir. Akrozom,
sperm penetrasyonu sirasinda ovumun zona pellusidasini sindiren spermin oosite
ulasacag1 mesafeyi eriten; boylece fertilizasyonun olusumu kolaylastiran enzimler
igerir. Akrozomda tanimlanan enzimler hyaluronidaz, néraminidaz, aril siilfataz ve

tripsin benzeri bir proteaz olan akrozin’dir.

KUYRUK

Spermiumun kuyruk boélgesi spermin hareketinden sorumlu olan bodlge olup bu
hareketi olusturmak iizere birbirleriyle 6zel iliski gosteren mikrotiibiiliislerden

olugmus bir yap1 gosterir. Bu yapi klasik olarak aksonem olarak bilinir.

Aksonem spermiyuma ait 4 bolgeyi de kapsayacak sekilde tiim kuyruk boyunca

uzanir. Sperm kuyrugunun motor aygitini olusturur. Aksonemin organizasyonu tim
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Okaryotik hiicrelerdeki silia ve flagellaya benzer. Bu yapi klasik olarak 9+2 seklinde
formiile edilir, 2 tane santral mikrotiibiiliisii c¢evreleyen 9 ¢ift dairesel
mikrotiibiiliisden olusur. Mikrotiibiiliis ¢iftleri A ve B subiiniteleri igerir.
Mikrotiibiillerin temel bileseni a ve 3 tiibiilin proteinidir. a ve 3 tiibiilin molekiilleri
bir sira halinde dizilerek protofilamanlar1 olusturur. Protofilamanlar da yine
uzunlamasina diizenlenmeyle bir araya gelip mikrotiibiil duvarini sekillendirirler. A
tiibiilii her birisi 13 protofilamentten olusurken, B tiibiilii 10-11 protofilamandan
olusur. Bu nedenle A subiinitesi enine kesitlerde tam kapali bir mikrotiibiil yapis1
gosterirken, B subiinitesi tam olmayan protofilaman icgerigi nedeniyle eninen
kesitlerde C harfi seklinde izlenir. B mikrotiibiiliisii acik bdlgesinden A
mikrotiibliliine baglanmigtir. Aksonemin ortasindaki ikili mikrotiibiilis 13
mikrofilamandan olugmus tam bir yap1 gosterir. Bu santral mikrotiibiil ¢ifti amorf
bir i¢ kilifla ¢evrelenmistir. Periferik mikrotiibiil ¢iftleri A subiinitesinden i¢
halkaya dogru uzanan i1sinsal (radier spoke) baglarla aksonemin orta kismina

tutunurlar.

Dokuzlu mikrotiibiil ciftleri dairesel diizende birbirlerine nexin filamanlartyla
baglanip sabitlenmislerdir. Nexin baglar ¢iftler boyunca 96nm’de bir olmak iizere
yerlesim gosterir ve ciftlerin kaymasi sirasinda gelen giiciin boylu boyunca
diizenlenmesi i¢in elastik elementler olarak gorev goriirler. Mikrotiibiiliis ¢iftlerinin
birbirleri {iizerinden kayarak hareketini saglayan mikrotiibiille iligskili motor
proteinler i¢ ve dis dynein kollar1 seklinde bigimlenmistir. Dynein A
mikrotiibiiliisiine baglanmistir. Dis dynein kollar1 A subiinitesinden aksonemi
cevreleyen hiicre zarina dogru, i¢ dynein kollart ise A tiibiiliisiinden aksonemin

ortasina dogru uzanacak sekilde yerlesmislerdir.

Kuyrugun hareketini saglayan aksonem disinda bu hareketi diizenleyen, bazen de
mikrotiibiillerin kaymasindan dogan harekete karsi koyup hareketin yoniinii ve
bi¢cimini degistiren ilave kiliflar vardir. Spermiyumun orta parcasinda dokuzlu
mikrotiibiiliis ¢iftlerinin disinda bu diizene uyacak bir bi¢imde dairesel yerlesmis 9
adet dis yogun fibril bulunur. D1s yogun fibriller enine kesitlerde tabanlar1 genis, ug
kisimlar1 ince, kabaca tliggen bi¢imli yapilar olarak ayirt edilir. Bu diizenlenis bir
merkez c¢evresindeki ¢igek yapraklarini andiracak sekildedir. Soyleki, fibrillerin

incelmis ug¢ kisimlart mikrotiibiil ¢iftlerine dogru uzanirken, genislemis yaprak
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bi¢cimindeki tabanlar1 perifere dogru acgilacak sekilde yerlesmislerdir. Dis yogun
fibriller orta parcada en kalindir. Asagiya dogru indik¢e kalinliklari azalir. Orta
pargada seyreden dis yogun fibrillerin 2 adedi orta ve esas parcalarin birlestigi yer
olan annulus bolgesinde solanir. Geriye kalan 7 dis yogun fibril esas parga boyunca

seyreder.

Di1s yogun fibriller (outer dense fiber), sisteinden yogun keratin benzeri bir protein
icerir ve genig difiilsit baglar1 ile baglanmiglardir. Fibriller igerisinde kontraktil
proteinler bulunmaz ancak ATPaz veya Ca baglayicit 6zellikleri bulunabilir. Bu
durum motilite kontroliinde rolii olabilecegini gdsterir. Insan spermiyumunda
maksimum kivrilma esas par¢anin dis yogun fibrilin yogun bolgesinde goriiliir. Bu
sebeple, dis yogun fibriller esnek olmayan cubuklar gibi davranir. Dig yogun
fiberlerin asimetrik dizilisi aksonemin farkli bolgelerinde zorlanmalar olusturarak,

flagellanin hareketini diizenler.

BOYUN PARCASI

Boyun pargasi 0.5 pm wuzunlugunda olup baglica c¢ekirdek zarma yapismis
proksimal sentriol ile aksonemi olusturacak olan distal sentriyolii iceren bir baglanti
bolgesidir. Sentriollerin disginda dokuzlu kolon halinde kuyruktaki dis yogun
fibrillerle (outer dense fiber) devam eden fibrillerin yeraldigi bilinmektedir.
“Proksimal sentriol” baglanti parcasinda bazal tabakanin hemen distalinde ve
kuyruga dik olacak sekilde yer alir. “Distal sentriol” kuyrugun ekseniyle
uyumludur. Olgun spermiyumlarda genellikle yoktur. “Sitoplazmik damlacik”
denilen artik sitoplazmanin kiigiik bir pargasi insan spermiyumunun siklikla boyun

kisminda bulunur.

ORTA PARCA

Spermatozoonun orta parcasi tiim kuyruk boyunca uzanan yukarida tanimlanan
aksonem olarak bilinen bir 6z igerir. Aksonem 2 adet santral mikrotiibiiliisii
cevreleyen 9 ¢ift periferik mikrotiibiiliisten olugsmus bir yapidir. Silyum ile aym
diizenlenime sahiptir. Orta parcada en onemli 6zellik kuyruga hareketi saglayan

enerjiyi lireten mitokondriyonun bu parcadaki 6zel yerlesimidir. Mitokondriyonlar
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bu bolgede dairesel olarak diizenlenmislerdir ve dis yogun fibrillerin ¢evresinde bir
kilif olustururlar. Mitokondriyonlarin bu dizilimi annulusta kesilir. Tiim memeli
tiirlerinde mitokondriyonlarin dizilimi birbirine benzerdir ancak heliks seklindeki
mitokondrial kilifin uzunlugu degisir. Insanda orta parga 5-7 um uzunlukta ve 1-1.5
um captadir. Mitokondrial kilifin bittigi annulus bolgesinde hiicre zar1 sikica bu
bolgeye tutunmustur. Zarin annulusa olan bu siki kuyruk hareketleri sirasinda
mitokondriyonlarin yer degistirmesini Onledigi diisliniilmektedir. Orta pargada
aksonemi ¢evreleyen 9 adet dis yogun fibril bulunmaktadir. Daha 6nce deginildigi
gibi dis yogun fibrillerden 2 tanesi annulusta son bulur. Kalan 7 tanesi ise esas

parcada devam ederler.

ESAS PARCA

Esas parca 45 pum uzunlugunda ve 0.5 pum c¢apindadir. Kuyrugun en uzun kismidir.
Son pargaya yaklastikca daralir. Esas kismin aksonemi orta kisimdaki aksonem ile
devam eder. 7 adet dis yogun fibrille ile ¢evrelenmis aksonem bu bolgeye 0zgii
olarak fibroz kilif ile sarilidir. Fibroz kilif esas par¢anin dorsalinde ve ventralinde,
dorsal ve ventral longitudinal kolonlar olusturur. Sperm kuyrugunun uzunluguna
paralel diizenlenmis bu kolonlar diizenli araliklarla seyreden dairesel seyirli
baglayici pargalarla birbirlerine baglanmistir. Dorsal fibréz kilifin dorsal ve ventral
kiliflar1 aksoneme dogru ilerleyerek kuyrugun bu bdlgesini 2 asimetrik parcaya
ayirir. Bu parcalarin distal boliimiinde 3 adet dis yogun fibril ve buna kars1 gelen
proksimal pargada ise 4 adet dis yogun fibril yerlesmistir. Fibroz kilifin islevi
elastik bir korse gibi kuyruk hareketini kontrol ederek dis yogun fibrillerle benzer
ve tamamlayict bir gorev iistlenmektir. Patolojik sperm orneklerinde fibroz kilifta
goriilen anomaliler ve bu yapidaki bozukluklar, motiliteyi etkilemekte ve kilifin

motilite paterni i¢in dnemine isaret etmektedir.

SON PARCA

Esas par¢anin distal ucunda fibroz kilif ortadan kalkarak kuyruk son pargayla
devam eder. Bu parca hiicre zariyla ¢evrelenmis aksonemden olusur. 5-7 pm arasi
uzunluktadir ve sadece kuyruk membrantyla kapli aksonemi igerir. Bu yap1 klasik

silyum aksonemiyle biiyiik benzerlik gosterir.
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Resim 5. Bloom and Fawcett. A Textbook Of Histology’den alinmistir (Twelfth
Edition, 1994).
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ERKEK GENITAL KANALININ HORMONAL KONTROLU

FSH ve LH, sirasiyla Sertoli ve Leydig hiicrelerinin fonksiyonunu diizenlerler.
FSH, Sertoli hiicrelerinden inhibin ve aktivin {iretimini baslatir. Inhibin,
hipotalamus ve hipofizyal FSH salinimi iizerine negatif feedback etkisi yapar.

Aktivin ise ters bir etkiye sahiptir.

Hipofizin deneysel c¢ikarilmas1 (hipofizektomi) ardindan spermatogenezin
duraklamasiin gosterildigi lizere, FSH ve LH spermatogenik islevin vazgecilmez

diizenleyicileridir.

Androjen baglayici protein’in (ABP) Sertoli hiicreleri tarafindan sentez ve salinimi
FSH tarafindan uyarilir. ABP, androjenleri (testosteron veya dihidrotestosteron)
baglar ve ABP-androjen kompleksi gelisen spermatogenik hiicrelerin ¢evresinde
yiiksek androjen seviyelerini saglar. Ayrica yine bu kompleks yiiksek yogunlukta

androjen bulunduran epididimise de taginir.

Eriskin testisinde Seroli hiicreleri 3 ana salgisal protein iiretir:
 Inhibin
e Aktivin
* Androjen baglayici protein
e Fetal Sertoli hiicreleri Miillerian inhibe edici madde (MIS) sentezler ve

salgilar.

LH, Leydig hiicrelerinde testosteron sentezini uyarir. Hem testosteron hem de 5a-
rediiktaz ile testosteronun indirgenme metaboliti olan dihidrotestosteron, ayn1 anda

androjen reseptoriine tutunur.

Testosteron, LH salinimina negatif feedback etkisi gosterir. Kanda yiiksek
testosteron 6n hipofizden LH saliniminm1 engeller. Testosteron seminal vezikiillerin

fonksiyonunu uyarirken, dihidrotestosteron prostat bezine etki eder.
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MATERYAL VE METOD

Semen orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi:

Normal normospermik fertil erkeklerde ve varikoselli hastalarda sperm yiizey
antijenlerinin incelenmesi amaciyla Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Ana Bilim Dali’nda varikosel tanis1 almis, ameliyat Oncesi sperm analizi i¢in
androloji laboratuvarina bagvuran hastalardan alinan semen Orneklerinin kalan
kismi1 varikosel grubu i¢in materyal olarak kullanildi. Normal grup i¢in ise 1 sene
icinde fertil oldugunu kanitlamis erkeklerden semen 6rnegi alindi. Hastalarin yaslari
18-47 yas arasinda degismekteydi. Calismamiz Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi, Cerrahi ve Ilag Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (proje no:

FON 07/1, Karar no: FON 07/1-31, Toplanti no: 2007/03).

3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi masturbasyon yolu ile alinan semen Ornekleri
37°C, %5 CO2 igeren inkiibatérde 30 dakika bekletildi. Ardindan viskozite,
likefaksiyon ve hareket agisindan degerlendirildi. 1 ml semen 6rnegi 1 ml pure
sperm ile 1500 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan atilip
kalan ornek pure sperm ile dilue edildi. Bu sekilde elde edilen yikanmis sperm
orneginden jelatinle kaplanmis lam {izerine yayma yapildi. Oda 1sisinda 30 dakika
-1 saat kurutuldu. Hazirlanan Ornekler ayni giin icinde indirekt immunfloresan

yontemi ile boyandi.

Kullanilan malzeme ve soliisyonlarin hazirlanmasi:
* Jelatinli lam
* Fosfat tampon soliisyonu (PBS)
* Fosfat tampon soliisyonu-sigir serum albumini (PBS-BSA)
*  Primer antikor
* Sekonder antikor

*  Propidyum iyodiir

Jelatinli lam hazirlanmasa:
» Jelatin powder (Sigma, G-6650)
Sgr
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e Chrom (IIT)-Koliumsulfat(KCr(SO,),.12H,O (Merck, K.N: K-2830535)
0.5 gr
* Distile su
1000ml
Belirtilen miktarlarda jelatin tozu ve Chrom alum sulphate 1000ml distile su i¢inde
karigtirilarak eritildikten sonra 1sitildi. Kaynadiktan sonra filtre kagidi ile stiziildii.
Rodajli lamlar bir asansore dizildi ve yar1 yartya %70'lik alkol ve eter karistmindan
gecirilerek temizlendi, kurutuldu. Kuruduktan sonra rodajli lamlar sogumus olan

jelatin sollisyonundan geg¢irildi ve tekrar kurumaya birakildi.

Fosfat tampon soliisyonu (PBS) hazirlanmasi:

Soliisyon I :

Sodium dihydrogen phosphatemonohydrat (Na"PC*.fyO) 13.7 gr.
(Merck, K.N:3090)

Sodium chloride (NaCl) 87.66 gr.
(Merck, K.N: 6408)

Distile su 1000 mi.
Soliisyon I1 :

Di Sodyum hidrojen orthophosphate dihydrate (Na,HPO4.2H,0) 71.2 gr.

( BDH Chemicals, K.N: 30157)

Sodium chloride (NaCl) 350.64gr
(Merck, K.N: 6408)

Distile su 4000ml

Stok soliisyonu
Hazirlanan soliisyon I ve soliisyon II ayr1 ayr siiziildiikten sonra 4000 mi. soliisyon
IT + 500 mi. soliisyon I karistirilarak bir pHmetre yardimi ile soliisyon I veya II

eklenerek stok soliisyonun pH's1 6,9'a ayarlandi.

Kullanma soliisyonu
Stok soliisyonu 1/10 oraninda distile su ile sulandirildi. Yine ayni sekilde

sollisyon I veya II eklenerek kullanma soliisyonun pH's1 7.4 olarak ayarlandi.
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Fosfat tampon  soliisyonu-sigir serum albumini (PBS-BSA)
hazirlanmasi:
Hazirlanan fosfat tampon soliisyonu (PBS pH:7.4) i¢ine %22'lik BSA (Bovine Serum

Albumine, Sigma K.N: A-7034) temiz bir enjektorle eklenerek hazirlandi.

Primer antikorlar:
Calismada kullanilan primer antikorlar VIII.-Human Leukocyte Differentiation
Antigens Workshop’tan (2005) ve ticari olarak saglandi. Bu antikorlar PBS-BSA

karigimu ile verilen oranlarda sulandirilarak kullanildi.

Ozgiilliik Klon adi Kaynagi Izotipi Sulandirma orani
80396 - - mslgG 1:20
CD46 122-2 Chemicon mslgGl 1:100
CD52 FL-61 Santa Cruz mslgGl 1:50
CD63 RFAC4 Chemicon mslgG1 1:100
CD55 BRIC216 Chemicon mslgG1 1:100
CD173 MEM-195 Horejsi mslgGl1 1:100
LeY (CD174) A70-C/C8 Karsten mslgM 1:100
CD14 B-A8 Lab Vision mlgGl 1:40
CD44 DF1485 Dakocytomation mlgGl 1:40
CD155 D171 Lab Vision mlgGl 1:40

Sekonder antikor:

* Rabbit anti-mouse IgG-FITCH (Dako F0261)
* Goat ani-rabbit [gG-FITCH (Chemicon AP132F)
* PBS-BSA

* NHS

Anti-mouse IgG-FITCH (Dako F0261) hazirlanmis olan PBS-BSA ile 1:40 oraninda
sulandirildi. Bu solusyona 1:100 oraninda NHS eklendi. CD52 digindaki tiim primer
antikorlar i¢in hazirlanmig bu sekonder antikor kullanildi. CD52 i¢in ise Anti-rabbit
IgG-FITCH (Chemicon API132F) 1:50 oraninda PBS-BSA ile sulandirildi. Bu
solusyona 1:100 oraninda NHS eklendi. CD52 i¢in bu hazirlanan sekonder antikor

kullanildi.

Propidyum Iyodiir hazirlanis::
Propidyum iyodid (Oncor Propidium iodide/Antifade) 1 plt

Distile su 5000 plt



[a—

Yukarida belirtilen receteye uygun olarak 1 plt Propidyum iyodiir, 5000 plt distile

suya karistirilarak vortekslendi ve ¢ekirdek boyasi olarak kullanildi.

Indirekt immunfloresan yontemi asagidaki gibi uygulandi (26).

Semen yaymasi oda 1sisinda kurumaya birakildi. (30dk-1 saat)
Yaymalar 10 dk metanolde tespit edildi. Ardindan 30 dk oda sicakliginda
kurutuldu.
Kuruduktan sonra semen yaymalarin etrafi Dakopenle sinirlandirildi.
Uygun sekilde diliisyonu yapilmis primer antikor damlatildi. Oda 1sinda nemli
ortamda (lizeri kapakla kapatilmis, 1slatilmis gazli bez iceren nemli kiivet i¢inde)
1 saat inkiibe edildi. (Gerekirse bu sekilde +4 C’de bir gece bekletilebilir.)
Primer antikor ile 1 saat inkiibasyon sonrasi lamlar PBS yikama solusyonu ile 3
kez 10 dakika siire ile yikandi.
6. Uygun sekilde hazirlanan sekonder antikor yaymalarin iizerine damlatildi ve 30
dakika stireyle nemli ortamda karanlikta inkiibe edildi.
7. Tekrar salelere dizilen lamlar, PBS yikama soliisyonu ile 3 kez 10 dakika siire
ile yikandi.
8. Uygun sekilde hazirlanan propidyum iyodiir yaymalarin {izerine damlatildi.

9. Fazla s1v1 alindiktan sonra yaymalarin tizeri lamel ile kapatildi.

Kontrol boyamasi:
Kontrol amaciyla boyanan kesitlerde, primer antikor basamag: atlanarak, izleyen

basamaklar aynen uygulandi.

Degerlendirme:

Semen (sperm) yaymasi ile hazirlanan ve indirekt immiin floresan yOntemi
kullanilarak immiin isaretleme yapilan sperm Ornekleri ayni giin veya ertesi giin
icinde Leica DMR-reflection contrast mikroskop-RCM (Wetzlar-Almanya) ile
X100 biiyiitmede degerlendirildi ve DC200 dijital kamera ile fotograflandi.
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BULGULAR

Yapilan bu ¢aligmaya iligkin bulgular normospermik fertil erkeklerden elde edilen
spermiyumlarin ve bu hiicreye iliskin gesitli aktif bolgelerin antijenik 6zelliklerini
ortaya koymaya yoneliktir. Bu antijenik 6zelliklere ait bulgularimizi desteklemek
amaciyla varikoselli hastalardan elde edilen sperm Ornekleri de calismaya dahil
edilmig, bu yolla elde edilen veriler normal fenotipteki bulgularimiza destek
saglamasi i¢in kullanilmigtir. Ancak varikoselli hastalardan elde edilen bulgularin
da etyolojisi heniiz acikliga kavusmamis bu patolojiye destek olabilecek nitelikte
oldugu gorilmiistiir. Kullandigimiz monoklonal antikorlarin bir kismi spermiyumla
aktivasyonu daha evvel gosterilmis; bir grubu ise kimyasal yapist ve bagladigi
ligand1 agisindan spermiyumla immunreaksiyon verecegini diisiindiigiimiiz

antikorlardir.

80396

Normal normospermik fertil erkeklerden elde edilen spermiyumlarda immun
reaksiyonun homojen ve hafif olarak tiim kuyruk boyunca olustugu saptandi.
Varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum Orneklerinde ise kuyruktaki immun
boyanma yogunlugunun 6nemli dlcilide arttigi, yer yer graniiler yer yer de kuyruk
boyunca cizgisel bir dagilim gosterdigi izlendi. Boyanma yogunlugunun bir grup
spermiyumda boyun bolgesinde yogun oldugu dikkati ¢ekti. Varikoselli hastalarda
alman Orneklerde 2 ya da 3 bash spermiyumlarin izlendigi dikkati g¢ekti. Bu
yapilanmanin ¢ekirdek fragmantasyonuyla iligkili olabilecegi diisiiniildii. Kuyrugun
spermiyum basina baglandigi bolgede artik sitoplazma olabilecek veya balonlagmig
olagan dis1 bir yapimin siklikla gozlendigi saptandi. Varikosel grubundaki artmis
kuyruk immun boyanmanin kuyrugun sperm basina baglandig1 bolgedeki bozukluk
spermiyogenezis esnasinda sitoplazmik artigin ¢ok abartili  bir bi¢imde
gergeklestigini diislindiirir yonde idi. Bu tiirden bozukluklarin sperm basiyla
hareketli kuyrugun senkronize bir bi¢imde hareketini engelleyecek bir baglanti

olusturabilecegi diisiiniildii.
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Sekilla

Sekil 1b

Sekil 1la ve 1b: 80396 monoklonal antikoru ile normal normospermik fertil
erkeklerden elde edilen spermiyumlarda, immun reaksiyonun homojen ve hafif

olarak tiim kuyruk boyunca olustugu saptandi. Immunofloresan X100.
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Sekil 1c

Sekil 1c: 80396 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan elde edilen
spermiyumlarda kuyruktaki immun boyanma yogunlugunun 6nemli 6l¢iide arttigi,
yer yer graniiler yer yer de kuyruk boyunca c¢izgisel bir dagilim gosterdigi izlendi.
Boyanma yogunlugunun bir grup spermde boyun bolgesinde yogun oldugu dikkati

cekti. Boya: immunofloresan X100.

CD46

Normal normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan
immun boyanmanin homojen olarak akrozomu ilgilendirdigi gdzlendi. immun
reaktivitenin arka akrozomal yani, ekvatoryal bolgeyi de kapsadigi dikkati cekti.
Immun reaksiyon veren akrozom cekirdegin 6n kismini gevrelemis, yar1 dairesel bir
yap1 olarak dikkati ¢ekti. Varikosel hastalardan elde edilen spermiyum o6rneklerinin
immun boyamasinda ise akrozom bdlgesindeki boyanmanin normal hasta grubuna
gbre onemli Olciide degistigi saptandi. Bu degisiklik akrozomal bolgedeki immun
reaktivitenin iri graniilleri ilgilendirecek big¢imdeki tipik heterojen graniiler
boyanmaydi. Akrozomun tepesini saran yarim ay bi¢imindeki immun reaktivitenin
ise yayma preparati olmasi nedeniyle spermiyum basmin arka bolgesindeki
akrozomal boyanmanin bir yansimast oldugu diisiiniildii. Hem varikosel hem

varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum Orneklerinde kuyruk bdlgesinde

boyanma saptanmadi.
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Sekil 2a.

Sekil 2a: Anti-CD46 monoklonal antikoru ile normal normospermik fertil erkek
hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan immun boyanmanin homojen
olarak akrozomu ilgilendirdigi gdzlendi. Immun reaktivitenin arka akrozomal yani,
ekvatoryal bolgeyi de kapsadigi dikkati ¢ekti. Immun reaksiyon veren akrozom
cekirdegin 6n kismini ¢evrelemis, yar1 dairesel bir yap1 olarak dikkati ¢ekti.

Boya: Immunofloresans X100

Sekil 2b Sekil 2c.
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Sekil 2b ve 2c: Anti-CD46 monoklonal antikoru ile varikosel hastalardan elde
edilen spermiyum oOrneklerinin immun boyamasinda ise akrozomal bolgedeki
immun reaktivitenin iri graniilleri ilgilendirecek bigcimdeki tipik heterojen
graniiler seklinde oldugu gozlenmektedir.

Boya: immunofloresan X100

CDS52

Normal normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermlerde yapilan
immun boyamada kuyrukta homojen boyanma izlendi ancak kuyruktaki
boyanmanin da ¢ok az sayida hiicreyi ilgilendirdigi dikkati g¢ekti. Varikoselli
hastalardan elde edilen sperm &rneklerinde ise kuyruktaki boyanmanin belirgin
oldugu ve o6zellikle kuyrugun orta parcasini ilgilendirdigi gozlendi. Ayrica immun
reaktivitenin ekvatoryal segmenti de ilgilendirdigi belirgin olarak izlendi. Cok hafif
olarak immun reaktivitenin akrozomal bdlgeyi de ilgilendirdigi, ancak arka
akrozomal bolge ve kuyrugun orta pargasindaki immun reaktivitenin belirgin

oldugu dikkati ¢ekti.

Ekvatorial segment spermiyumun oositle ilk iliski kurdugu kompartmandir. Immun
reaktivitenin sadece varikoselli hasalardan elde edilen sperm Orneklerinde
goriilmesi varikosele bagli infertilitede degerlendirilmesi gereken bir gozlemdir.
Ancak bu goriisiin ileri ¢alismalarla farkli gruplardan elde edilen spermiyum

ornekleriyle yapilan caligmalarla yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir.
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Sekil 3a.

Sekil 3a: Anti-CD52 monoklonal antikoru ile normal normospermik fertil erkek
hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan immun boyamada kuyrukta
homojen boyanma izlendi; ancak bunun ¢ok az sayida hiicreyi ilgilendirdigi dikkati

cekti. Boya: Immunofloresan X100

Sekil 3b.

Sekil 3b: Anti-CD52 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan elde edilen
spermiyumlarda ise kuyruktaki immun boyanmanin belirgin ve 6zellikle kuyrugun
orta parcasini ilgilendirdigi goézlendi. Ayrica immun reaktivitenin ekvatoryal
segmenti de ilgilendirdigi belirgin olarak izlendi. Cok hafif olarak immun
reaktivitenin akrozomal bolgeyi de ilgilendirdigi, ancak arka akrozomal bdlge ve
kuyrugun orta parcasindaki immun reaktivitenin belirgin oldugu dikkati c¢ekti.

Boya: Immunofloresan X100

CD63

Normal normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan
immun boyanmada kuyrukta homojen yogunlugu az bir boyanma izlendi.
Varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum 6rneklerinde ise akrozomal bdlgenin

immun reaktivitesi belirgindi. Bu immun reaktivite CD46 ‘nin immun reaktivitesine
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benzer tarzda graniiler bir dagilim gostermekteydi. Immun boyamanin akrozomun
tepesini saran yarim ay big¢imindeki dagilimi yine CD46’ya biiyiik bir benzerlik
gosterdi. Ayrica normal normospermik fertil erkek hastalarda gézlenen kuyruktaki
immun reaktivitenin varikoselli hastalardan elde edilen Orneklerde de belirgin

oldugu dikkati ¢ekti.

Sekil 4a
Sekil 4a: Anti-CD63 monoklonal antikoru ile normal normospermik fertil erkek
hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan immun boyanmada kuyrukta

homojen ve yogunlugu az bir boyanma izlenmektedir. Boya: immunofloresan X100

Sekil 4b
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Sekil 4b: Anti-CD63 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan elde edilen
spermiyumlarda akrozomal bolgenin immun reaktivitesi belirgindi ve bu immun
reaktivitenin CD46 ‘nin immun reaktivitesine benzer tarzda graniiler bir dagilim
gostermekteydi. Normal normospermik fertil erkek hastalarda gozlenen kuyruktaki
immun reaktivitenin varikoselli hastalardan elde edilen Orneklerde de belirgin

oldugu dikkati ¢ekti. Boya: immunofloresan X100

CDS5

Normal normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan
immun boyanmada boyun ve orta parcanin iist bolgesinde ¢ok belirgin immun
reaksiyon oldugu dikkati ¢ekti. Varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum
orneklerinde ise normal grupta goriilmeyen belirgin akrozomal immun reaktivite
gbzlendi. Akrozomdaki bu boyanmanin seyrek olarak graniiler bir patern gosterdigi
saptand1. Akrozomal boyanmanin yer yer arka akrozomal bdlgeyi yani ekvatoryal
segmenti de ilgilendirdigi gozlendi.

Hem normal grupta hem de varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum
orneklerinde kuyrugun sadece boyun bdlgesinin ¢ok belirgin bir sekilde immun
reaktivite verdigi, kuyrugun geri kalan kisminda ise immun reaktivitenin zayif

oldugu gozlendi.

Sekil 5a
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Sekil 5b

Sekil 5a ve S5b: Anti-CD55 monoklonal antikoru ile normal normospermik fertil
erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarda yapilan immun boyanmada boyun ve
orta par¢anin list bolgesinde ¢ok belirgin immun reaksiyon oldugu dikkati ¢ekti.

Boya: Immunofloresan X100

Sekil 5¢
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Sekil 5d

Sekil 5¢ ve 5d: Anti-CD55 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan elde
edilen spermiyumlarda ise belirgin akrozomal immun reaktivite gozlendi.
Akrozomal boyanmanin yer yer arka akrozomal bolgeyi yani ekvatoryal segmenti

de ilgilendirdigi gdzlendi. Boya: Immunofloresan X100

CD173

CD173 antijeni i¢in yapilan immun boyamada normal normospermik fertil erkek
hastalardan elde edilen spermiyum orneklerinde spermiyumlarin hicbir bolgesinde
immun reaksiyon goriilmedigi saptandi.

Varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum o&rneklerinde yapilan immun
boyamada ise antijenin ¢ok belirgin bir sekilde kuyrugun tiim segmentleri boyunca
eksprese oldugu gozlendi. Ayrica immun boyanmanin ekvatoryal segmenti de

ilgilendirdigi dikkati ¢ekti.
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Sekil 6a

Sekil 6a: Anti-CD173 monoklonal antikoru ile yapilan immun boyamada normal
normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarin hi¢bir bolgesinde
immun reaksiyon goriilmedigi saptandi.

Boya: Immunofloresan X100
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Sekil 6b

Sekil 6¢

Sekil 6b ve 6¢: Anti-CD173 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan elde
edilen spermiyumlarda yapilan immun boyamada antijenin ¢ok belirgin bir sekilde
kuyrugun tiim segmentleri boyunca eksprese oldugu gozlendi. Ayrica immun
boyanmanin ekvatoryal segmenti de ilgilendirdigi dikkati ¢ekti.

Boya: Immunofloresan X100

LeY (LEWIS Y/CD174)

LeY antijeni icin yapilan immun boyamada normal normospermik fertil erkek
hastalardan elde edilen spermiyumlarda immun reaksiyon izlenmedi. Varikoselli
hastalardan alinan spermiyum Orneklerinde ise tiim gruplarda boyun ve kuyrugun

orta pargasini ilgilendiren immiin boyanma dikkati ¢ekti.
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Sekil 7a

Sekil 7a: Anti-CD174 monoklonal antikoru ile yapilan immun boyamada normal
normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarda immun
reaksiyon izlenmedi.

Boya: immunofloresan X100
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Sekil 7b.

Sekil 7b: Anti-CD174 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan alinan
spermiyumlarla yapilan immun boyamada ise tiim gruplarda kuyrukta belirgin bir
boyanma izlendi. immun reaktivitenin 6zellikle boyun ve orta parga bdlgesini

ilgilendirdigi dikkati ¢ekti. Boya: Immunofloresan X100

CD14

CD14 antijjeni icin yapilan immun boyamada immun reaktivitenin normal
normospermik fertil erkek hastalarda ve varikosel hastalarinda degisiklik
gostermedigi, ancak bu antijenin spermiyumda ¢ok 6zgiin bir ekspresyon gosterdigi
dikkati cekti. Immiin reaktivite her iki grup spermiyum orneginde de akrozom
cevresi disinda kalan tiim yapiy1 ¢izgisel tarzda isaretleyecek sekilde idi. Kuyruk
bolgesinde ise ¢izgisel tarzda birbirine paralel iki hat seklindeki immun reaktivite

her iki grup hasta Orneginde de izlendi. Kuyrugun sperm basina baglandigi
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bolgeden baglayarak, sperm basini alttan saran “V” harfi bi¢cimindeki immiin
reaktivite dikkati ¢ekti. “V” harfi kollarinin her iki tarafta sonlandig1 bolgede yer
alan noktasal tarzdaki immiin reaktivite belirgindi. Bu noktasal reaksiyonun
spermiyum baginin goriintli sahasina girmeyen arka boliimiinde de bulunan “V”

harfi seklindeki boyanmanin yansimasi oldugu diisiiniildii.

Sekil 8a

Sekil 8b

Sekil 8a ve 8b: Anti-CD14 monoklonal antikoru ile yapilan immun boyamada
immun reaktivitenin normal normospermik fertil erkek hastalarin spermiyumlarinda
degisiklik gdstermedigi, ancak bu antijenin spermiyumda ¢ok 6zgiin bir ekspresyon
gosterdigi dikkati ¢ekti. Immiin reaktivite akrozom gevresi disinda kalan tiim yapiy1
cizgisel tarzda isaretleyecek sekildeydi. Kuyruk bdlgesinde ise ¢izgisel tarzda

birbirine paralel iki hat seklindeki immun reaktivite izlendi. Kuyrugun spermiyum
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basina baglandigr bolgeden baslayarak, sperm basini alttan saran “V” harfi
bi¢imindeki immiin reaktivite dikkati ¢ekti.

Boya: Immunofloresan X100

Sekil 8¢

Sekil 8d
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Sekil 8e

Sekil 8c, 8d ve 8e: Anti-CD14 monoklonal antikoru ile yapilan immun boyamada
immun reaktivitenin  varikosel hastalarmin  spermiyumlarinda  degisiklik

gostermedigi gozlendi. Boya: Immunofloresan X100

CD44

CD44 antijeni ile yapilan immun boyamada hem normal normospermik fertil erkek
hastalardan hem de varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum oOrneklerinde
immun reaksiyonlarda bir farklilik olmadig gériildii. Immun reaktivitenin her iki

ornekte de sperm kuyrugunun tiim uzunlugu boyunca olustugu saptanda.
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Sekil 9a

Sekil 9b

Sekil 9a ve 9b: Anti-CD44 monoklonal antikoru ile yapilan immun boyamada hem
normal normospermik fertil erkek hastalarda hem de varikoselli hastalardan elde
edilen spermiyumlarin immun reaksiyonlarinda bir farklilik olmadigir goriildii.
Immun reaktivitenin her iki drnekte de spermiyum kuyrugunun tiim uzunlugu

boyunca olustugu izlendi. Boya: Immunofloresan X100
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CD155

Normal normospermik fertil erkek hastalardan elde edilen spermiyumlarda immun
reaksiyonun homojen bir bi¢cimde, ancak yogunlugu az olarak kuyruk bolgesini
ilgilendirdigi gozlendi. Varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum orneklerinde
yapilan immun boyamada ise kuyruktaki immun reaksiyon yogunlugunun onemli
Olciide arttif1 ve boyun ve orta parga bolgesinde yogunlastigi gbzlendi. Boyun
bolgesinde kuyrugun diger kisimlarina goére hafif bir kalinlagsma, yer yer
balonlagmay1 andirir tarzda olagan dist bir yapilanma izlendi. Bu degisimin kuyrugu
boyayan antijene bagli olmadigi, varikoselle olusan spermiyum morfolojisindeki
degisikligin bu antijenle daha belirgin olarak gozlenebilmesinden kaynaklandigi
diisliniildii. Bu yapilanmanin normal spermiyumlarda da gozlenebilen artik

sitoplazma olabilecegi diigiiniildii.

Sekil 10a.

Sekil 10a: Anti-CD155 monoklonal antikoru ile normal normospermik fertil erkek
hastalardan elde edilen spermiyumlarin immun reaksiyonun homojen ancak
yogunlugu az olarak kuyruk bolgesini ilgilendirdigi gdzlendi. Boya:

immunofloresans X100
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Sekil 10b

Sekil 10¢

Sekil 10b ve 10c: Anti-CD155 monoklonal antikoru ile varikoselli hastalardan elde
edilen spermiyumlarda yapilan immun boyamada ise kuyruktaki immun reaksiyon
yogunlugunun 6nemli Slgiide arttigi ve boyun bolgesinde yogunlastigi gozlendi.
Boyun boélgesinde kuyrugun diger kisimlarina gore hafif bir kalinlagsma, yer yer
balonlasmayr andirir tarzda olagan dis1 bir yapilanma izlendi. Boya:

Immunofloresan X100
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BAS KUYRUK

A E POST BOYU

K KVA AKRO N ES SO

R TOR ZOMA ve AS N

(0] YAL L ORTA

Z SEG BOLG

(0] ME E

M NT
80396(N) - - - + + n
80396(V) - - - ++ ++ ++
CD46(N) -+ | - - - _
CD46(V) 4+ | - - - R _
CD52(N) - - - + n n
CD32(V) + 4+ - ++ —++ | -
CD63(N) - - - + T n
CD63(V) | - - -+ |
CD55(N) - - - +++ - -
CD55(V) 4+ | - -+ - _
CD173(N) - - - - - -
CD173(V) - ++ - -+ | At
LeY(N) - - - - R N
LeY(V) - - - +H++ +H+ | A+t
CD14(N) - ++ ++++ ++++ -+ |
CD14(V) - ++ ++++ ++++ -+ |
CD44(N) - - - +++ |
CD44(V) - - - +++ +++ +4+
CD155(N) - - - ++ ++ ++
CD155(V) - - - ++ ++ ++

Tablo 1: Calismada  kullanilan  antikorlarin  spermiyum

ekspresyonlarinin derecesi gosterilmektedir. (+: hafif; ++++:kuvvetli)

N: Normal grup

V: Varikoselli grup

uzerindeki
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TARTISMA

Ejekiilasyonla atilan spermiyum testis digindaki erkek genital yollarinda 6rnegin
epididmiste olgunlugu tamamlamis erkek iireme hiicresidir. Fertilizasyonun
olugsmasi i¢in hiicrenin disi genital yollarinda kapasitasyon denilen olgunlagma

stirecini tamamlamis olmasi gerekir.

Spermiyum epididimal kanaldan gegerken 6ne dogru olan hareket yetenegini ve
zonayl tanima Ozelligini kazanir. Bu olgunlagsma siirecinde akrozomda, hiicre
zarinda ve sperme ait degisik kompartmandaki molekiiller kimyasal degisimlere
ugrar ve hiicre olgunlagir. Bazi molekiillerdeki kimyasal degisilikler ise
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu siirecinde olusur ve molekiiller spermiyumun
farkli bolgelerine yerlesirler. Bu sekilde hiicre kendisini fertilizasyona hazirlamak

tizere 6nemli degisiklikleri igeren ve siirekli olan bir farklanma siireci gegirir.

Bu calismada akrozom reaksiyonunu gerceklestirmemis, ancak in vitro olarak
kapasitasyon siirecini tamamladig1 diisliniilen (27) spermiyumlarin antijenik
yapisin1 80396, CD46, CD52, CD55, CD63, CD173, LeY, CD14, CD44, CDI155
molekiilleri kullanilarak tanimlanmasi amaglandi. Calismanin temel amaci
normospermik fertil hastalarda eksprese edilen bu molekiillerin, spermiyumlarin
son yillarda tanimlanan yapisal 6zellikleriyle iliskilendirmek ve normal spermiyum

islevine katkida bulunmaktir.

Ikincil amag olarak da molekiillerin ekspresyonu varikoselli hastalarda incelenmis
ve tanimlanan normal yapinin varikoselden ne sekilde etkilendig arastirilmigtir. Bu
amagla ayni molekiillerin varikoselli hastalardan elde edilen spermiyum
orneklerindeki dagilimi normal grupla karsilagtirmali olarak incelenerek varikoselin

etkisiyle olan ekspresyon farklar1 degerlendirilmistir.

Spermiyum genel bilgilerde tanimlanan klasik yapisinin 6tesinde islevleri heniiz

tartisma konusu olmakla birlikte birbirlerinden zarla ayrilmis aktif bolgelerden
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olusur. Bu bolgeler o6zellikle spermiyumun bas kisminda tanimlanmis olup
spermiyum basinin gelismesi ve olgunlagmasinda ¢esitli islevler iistlenmistir. Ve
basaril bir fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in tanimlanan bu aktif bolgelerin 6énemli

islevler tistlendigi diigiiniilmektedir.

Bu nedenle c¢alismanin bulgularint irdelemek {izere tanimlanan bu bolgeler

tizerindeki bilgi asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

Spermiyum bas1 temel olarak
* c¢ekirdek
* akrozom
* akrozomu ¢evreleyen az miktardaki sitoplazma

‘dan olusur.

Bu sekilde spermiyum basinda akrozom i¢ ve dis membrani hiicre membrani ve
cekirdek membrani ile ¢evrelenmis spermiyum islevinde onemli rolleri olan bazi
kompartmanlar tanimlanmigtir. Akrozom ¢ekirdegin 6n boliimiinii saran ve
spermiyum basinin yaklasik 2/3 iinii saran yarim ay veya sapka bi¢imli bir yapidir.
I¢ akrozomal membran (IAM) ¢ekirdek zarma, dis akrozomal membran (OAM)

hiicre zarina komsu olan akrozom membranlaridir.

Memeli spermiyum basini ¢evreleyen hiicre zari, kaudal bolgede cekirdek zarina
yapisir. Bu yolla hiicre zarn ¢ekirdek zarina baglanmis olur. Hucre zarinin
spermiyum basinin alt kisminda bulunan ¢ekirdek zariyla baglanti yaptigi bu

bolgeye posterior halka (PR) denir. Bu halka spermiyum basinin alt ucuna yakindir.
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Peri-acrosomal space

Sub-acrosomal
space

Peri-PAS space e —

B PAS — PR

Resim 6. Sperm basinin yapist.

Sperm bas1 2 ana bolgeden olusur:
*  Akrozomal bolge
*  Post-akrozomal bolge

Akrozomal bolge kendi i¢inde tekrar 2 kisma ayrilir:
+  On akrozomal bolge

* Arka akrozomal bolge veya Ekvatorial segment (ES)

Islevsel olarak 6n akrozomal bdlge akrozom reaksiyonu ve buna bagl spermiyum-
zona iligkisinden, arka akrozomal bolge veya ekvatoryal segment ise spermiyum-
oosit baglanmasindan sorumludur. Ekvatoryal segmentte hiicre zar1 altina yer alan
hiicre iskeleti elemanlariyla ¢ok siki iliski i¢indedir. i¢ ve dis akrozomal zarlar
birbirlerine periodik ¢apraz baglarla baglanmistir. Ve bu bolgede membran
akigskanligi bu yolla siirlanmistir. Ekvatoryal segment ge¢ spermatid evresinde
olusur ve spermiyum oosit i¢ine girene kadar yapisint muhafaza eder (28,29,30). Bu
bolge akrozom reaksiyonundan sonra spermiyum hiicre zariyla oolemmanin ilk
birbirleriyle kaynastigi bolge olarak islevsel bir 6neme sahiptir (31,32,33).
Ekvatorial segmentteki membranin akiskanliginin azalmasi burada bir saglam engel
olusturarak, 6n ve arka akrozomal bdlgelerdeki membran proteinlerinin yer
degistirmesini Onler. Post-akrozomal bolge (PAR), ekvatorial segmentin alt

ucundan posterior halkaya (PR) kadar uzanan bdlgeyi tanimlar.
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Spermiyum basinda hiicre zartyla dis akrozomal membran arasinda kalan bolge

periakrozomal bolgedir. I¢ akrozom zariyla cekirdek zari arasinda kalan bolge ise

subakrozomal bolgedir.

Spermiyum islevi ve bunu diizenleyen molekiillerle yapilan ¢alismalarda ozellikle

periniikleer teka denilen bir bolgenin tanimlandigir ve ¢alismalarin bunun iizerine

yogunlastig1 dikkati ¢ekmektedir. Bu bolgenin degisik tanimlamalar1 yapilmakla

birlikte genel olarak perinlikleer teka, cekirdegi ¢evreleyen hiicre iskeleti

elemanlarindan zengin bir kilif olarak tanimlanir. Bu kilif sadece c¢ekirdegin

kuyruga baglandig1 bazal bolgede bulunmaz. Elektron mikroskopik ve sitokimyasal

ozelliklerine gore periniikleer teka 2 boliime ayrilir:

Apikal bolge: Subakrozomal bolge olarak da tanimlanir. Cekirdek zariyla i¢
akrozomal membran arasindaki yogun graniiler yapida bir maddeyle dolu ince
bir sitoplazmik halkadir. Bu bolge akrozom reaksiyonu siirecinde dig
akrozomal zarin hiicre zariyla birleserek akrozom igeriginin bosaldigi ve bu
yolla i¢ akrozomal membranin disa acildigi “perforatorium” bdlgesini de
igerir.

Posterior akrozomal bélge: Postakrozomal segment (postakrozomal
periniikleer teka) akrozomun bulunmadigi, her 2 taraftaki akrozom uglarindan
posterior halkaya kadar uzanir. Genel olarak kaliks veya huni bi¢iminde bir
yapidir. Bu bolgede post akrozomal kilif (PAS-post acrosomal sheath)
bulunur. Postakrozomal kilif 6n tarafta subakrozomal bolgeyle devam eder.
Arka (akrozomun bulunmadigi) tarafta ise hiicre zartyla c¢ekirdek zari
arasindaki bolgeyi tanimlar. Bu bolgedeki igerik hiicre zarina bitisik olan
cizgisel gorlinlimlii birbirine paralel fibrile benzer kalin yapilardan
olusmaktadir. Ve bu bolge merdiven basamagi gibi g¢izgisel yapilanma
gosterir. Kilifin geri kalaninda ise homojen ¢izgisel yap1 gostermeyen bir
madde ile doludur. Bazi arastirmacilar sadece bu bolgedeki cekirdek zarma
bitisik ¢izgisel yapiyr PAS olarak tanimlamakta ve bu yapiyla hiicre zari
arasinda kalan yapiy1 ise sub-PAS olarak isimlendirmektedirler. Aymni
caligmada ise akrozom harig, ¢ekirdekle plazma membrani arasindaki bogluk

PT (Periniikleer Teka) olarak isimlendirilmistir.
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Ancak periniikleer tekanin subakrozomal bolgede de yani ¢ekirdek ¢evresinde de
devam ettigi yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. Perinilikleer teka igerisinde
ekstraksiyona dayanikli somatik hiicrelerde bulunan hiicre iskeleti bilesenlerinden
farkli birgrup hiicre iskeleti elemaniyla dolu oldugu gosterilmistir. Bu yapilarin
aktin, tubulin, spektrin, calisin, cyclin 1 ve 2 olarak tanimlanmistir. Yukarida
tanimlanan molekiillerin insan spermiyum iizerindeki ekspresyonu konusunda farkli
goriisler olmakla birlikte periniikleer tekanin hiicre iskeletinden zengin bir yapi
oldugu genel kabul gormektedir. Periniikleer teka spermiyum basinin sekillenmesi
ve akrozomun yayilarak g¢ekirdegi sarmasi siirecinde saglam bir iskelet olusturur.
Bu siiregte ¢ekirdek zariyla i¢ akrozomal zar arasinda ve /veya c¢ekirdek zariyla
hiicre zar1 arasindaki iligkiyi stabil ve saglam bir hale getirir. Bu nedenle peri

niikleer teka gelismediginde akrozom gelisemez (34,35,36).

Periniikleer teka proteinlerinin epididimal maturasyon siirecinde disiilfit baglariyla
baglanip daha dayanikli bir hale geldigi, boylece disi lireme yollarinda ilerleyen
spermiyum genomunun dig etkenlerden korunmasinda bir islevi olabilecegi ileri
striilmistiir. Periniikleer teka spermiyum basinin bigimlenmesi esnasinda bir
yapisal saglamlik yoluyla bu bi¢imlenmeyi kolaylastirir.

Postakrozomal periniikleer tekanin oosit aktivasyonundaki rolu iyi tanimlanmistir.
Spermiyumun yumurtaya penetrasyonundan sonra peri niikleer teka ayrilarak oosit
sitoplazmasina gecer. Bu siire¢ icinde spermiyum niikleusu erkek proniikleusuna
dontisiir ve post akrozomal periniikleer tekadan saliman spermiyum kaynakli oosit
aktive edici faktor (sperm-born-oocyte activating factors (SOAF 1, SOAF 2)) oositi
aktive ederek basarili bir fertilizasyonun gerceklesmesine katkida bulunur. Bu
nedenle periniikleer teka bulunmayan spermiyum baglarinin mikroenjeksiyonlari

basarisiz bulunmustur.

Calismanin ikinci boliimiinii olusturan varikosel patolojisine iliskin yeni

bilgiler asagidaki 6zetlenmistir.
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VARIKOSEL

Varikosel, testisleri drene eden pampiniform pleksusu olusturan spermatik venlerin
uzayip genisleyerek kivrintili bir bigim almasi ve vendz dolagimda ters akim (reflii)
olusturmasi nedeniyle ortam 1sisinin ve testisteki hidrostatik basincin artmasidir.
Degisen bu kosullarin spermatogenesisin  olusumunu etkiledigi uzun yillar
bilinmesine karsin, varikosele bagl infertilitenin mekanizmasi heniiz agikca ortaya
konmamustir. Varikoselin genel popiilasyonda insidansi yaklasik %15’tir. Infertil

erkeklerin ise % 19-41°nde varikosel goriilmektedir (16,17).

Varikoselde artmis intraskrotal 1simnin ile diisiik spermiyum parametreleriyle olan
iligkisi  1960’lardan beri arastirilmaktadir. Varikoselli infertil erkeklerin normal
fertil erkeklere kiyasla skrotal 1sisinin minimal arttigin1 gosteren ¢alismalarin yani
sira (37,38,39), varikoselli ve varikoselsiz infertil erkekler karsilastirildiginda
skrotal 1sida hi¢bir degisiklik olmadig1 da rapor edilmistir (18,40). Varikosel ve
skrotal hipertermi arasindaki dogrudan iligkili veriler her ne kadar geligkili ise de
hem hayvan modelleri hem c¢ogu insan calismasi net bir sekilde yiikselmis

intratestikular 1silarin varikoselle iligkili oldugunu gostermektedir (18,40).

Artan 1smin spermatogenesis iizerindeki negatif etkilerini agiklayan mekanizmalar
belirgin degildir. Artan 1sinin seminifer tiibiillerdeki germ hiicre ¢ekirdeklerindeki
RNA baglayic1 proteinleri veya direkt olarak DNA’y1 etkiledigi diisiiniilmektedir.
Yiiksek 1sinin Sertoli ve Leydig hiicrelerinde negatif etkisinin olmadig: ileri
strilmistir  (22,23,41,42). Varikoselin ~ azalmis serum  testosteron
konsantrasyonuyla iligkisini gdsteren c¢aligsmalar, patolojinin Leydig hiicresi islev
bozukluguna bagli oldugu diisiindiirmiistiir (43,44,45,46). Baz1 ¢alismalarda rapor
edilen varikosele bagli degismemis testosteron diizeyinin ise Leidig hiicresi
hiperplazisine bagl olabilecegi ileri siiriilmiistiir (46,47). Yapilan bazi ¢alismalarda
ise varikoselli ve varikoselsiz erkeklerde hem periferal hem testikiiler venoz
kaninda FSH, LH, testosteron ve estradiol konsantrasyonlarinda anlaml bir fark

gbzlenmedigi bildirilmistir (48,49,50,51).
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Antisperm antikorlarinin spermiyumun agglutinasyon ve immobilizasyonuna,
spermiyum = sitotoksitesine, servikal mukusa, spermiyum penetrasyonunun
bozulmasina, kapasitasyonun ve akrozom reaksiyonunun engellenmesine ve
makrofajlar tarafindan artan spermiyum fagositozuna neden oldugu gdsterilmistir
(52,53). Anti-sperm antikor diizeyinin infertil erkeklerde normal erkek
popiilasyonuna gore yiiksek oldugu gosterilmistir (54,55,56,57). Anti-sperm
antikorlarmin infertilitede 6nemli derecede arttigin1 gésteren bu ¢alismalar ilaveten
infertil varikoselli hastalarin anti-sperm antikorlarinin da anlamli 6l¢iide yiiksek

oldugu ileri stirlilmiistiir (58).

Idiyopatik normospermik erkek infertiltesinde varikoselin roliiniin arastirildig
calismalarda, bozuklugun morfoloji ya da sayidan ¢ok spermiyum islevinde oldugu
diistiniilmiis ve bu islev bozuklugunun spermin zona pellusidaya baglamasi
siirecindeki akrozom reaksiyonu ile iliskili oldugu gdsterilmistir (59,60). In vitro
olarak indiiklenen akrozomal ekzositozisin veya akrozom reaksiyonunun varikoselli
hastalarda gerceklesmedigi gosterilmistir (61). Bu nedenle ekzositozisin
olusmamasin sinyal ileti yollarindaki bir bozukluga veya Ca iyonu akisina bagl
olabilecegi diisiinlilmiistiir (62). Varikoselin infertiliteyle olan iliskisini agiklamak
lizere yapilan bu caligmalarda akrozom reaksiyonunun goriilmemesinin sadece
mekanizmay1 tetikleyen faktorlere bagli olmadigi, akrozom igerigine, akrozom
olusumuna ve bu olusumdaki nedeni bilinmeyen bazi sapmalara ait oldugu
diistiniilmiistiir. Bu nedenle varikoselli hastalarda ve normal hastalardaki akrozomla
immiin reaksiyon veren molekiillerin arasindaki farkliligin bu konuda yol gdosterici

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Reaktif oksijen iirlinleri (ROS) normal aerobik metabolizma sonucu ortaya ¢ikan
siiperoksid anyonlar1, hidroksil radikali, nitrik oksid, hidrojen peroksi gibi
radikallerdir (63). Insan spermiyumunun l6kositler ve makrofajlar gibi aerobik
kogullarda ROS iireten hiicrelerden oldugu  gosterilmistir  (64,65,66).
Spermatozoanin ROS iiretimi sinyal transdiiksiyon mekanizmalarinda (67),
spermiyum kapasitasyonun diizenlenmesinde ve akrozom reaksiyonu ve
spermiyum-oosit baglanmasinin kolaylastirilmasinda islev goren fizyolojik bir siire¢
oldugu bilinmektedir (68,69,70). Normal saglikli erkeklerde seminal plazma asir1

ROS fiiretiminin etkilerini notralize etmek i¢in dogal antioksidanlar icerdigi fakat
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patolojik kosullarda ROS {iretiminin antioksidan kapasiteyi asarak oksidatif strese
sebep oldugu gosterilmistir (71,72,73,74). Artan ROS iiretimi spermiyumun bag ve
orta bolgesindeki zarda lipid peroksidasyonuna neden olarak spermiyum islevini
bozdugu, spermiyum morfolojisini degistirdigi, azalmis motiliteye ve etkisiz
spermiyum-oosit birlesmesine neden oldugu ileri siiriilmiistiir (76,77). ROS’un
ayrica yiiksek oranda DNA hasarina sebep oldugu bilinmektedir (77,78). Koksal ve
arkadaslar1 varikoselli hastalarda ROS miktarinin anlamli 0Glgiide arttigini
gostermislerdir. Varikoselli hastalarda 6nemli bir morfoloji bozuklugu olan rezidiiel
spermiyum sitoplazmasinin gozlenmesidir. Spermiyogenesis silirecinde atilan bu
sitoplazma parcasinin yok olmamasi ve spermiyuma bagli olarak gézlenmesinin
ROS’a bagli oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica olusan bu artik sitoplazmanin da yine

ROS iiretiminde etkili oldugu bilinmektedir (79).

Zini ve arkadaglar1 varikoselli hastalarda onemli bir morfoloji bozuklugu olan
rezidiiel sperm sitoplazmasinin gozlendigini bildirmislerdir (79). Spermiyogenesis
stirecinde atilan bu sitoplazma parcasinin yok olmamasi ve spermiyuma bagl
olarak gozlenmesinin ROS’a bagh oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica olusan bu artik
sitoplazmanin da yine ROS iiretiminde etkili oldugu bildirilmistir. Bu agidan

bulgularimiz Zini ve arkadaslarinin gézlemleriyle paralellik gostermektedir.

80396

80396 antikoru CD kodu almamis ve birimimize workshop’tan gelmis bir
antikordur. Bu ¢aligmada 80396 antikoru ile yapilan immun boyamada, antikorun
normal grupta kuyruk bolgesinde hafif olarak varikoselli grupta ise yine kuyruk
bolgesinde daha yogun ve graniiler tarzda boyandig1 gézlendi. Antikorun normal
grupta tiim kuyruk boyunca homojen bi¢cimde izlenmesi, diger kuyrugu boyanan
antikorlarda oldugu gibi boyanmanin kuyrukta bulunan subselliiler yapilarla
iligkisini diislindiirdii. Varikosel hastalardaki graniiler boyanma ise bu yapilardaki
fregmantasyonu disiindiirmekle birlikte konunun bu ydnden acgiklanmasi ig¢in
elektron mikroskopik ve immunohistokimyasal ¢calismalarla kanitlanmasi gereklidir.
Antikordan bagimsiz olarak diger gruplarda da spermiyumun orta bolgesi ile ilgili

artik sitoplazmanin varikoselli grupta ¢ok sik izlendigi dikkati ¢ekti.
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CD46

Membran kofaktor proteinidir. Kompleman aktivasyon geninin regiilasyonunu
saglayarak hiicreleri kompleman atagindan korudugu gosterilmistir. Fertilizasyonda
ligand veya koruyucu bir molekiil oldugu gosterilmistir. Akrozomal CD46’nin
spermiyum kapasitasyonu esnasinda spermiyumun bas kismindan eksprese edildigi
gosterilmistir. CD46’nin i¢ akrozomal membranda eksprese oldugu ve bu bolgenin
akrozom reaksiyonu ile birlikte disa agilan bolge oldugu gosterilmistir (80). Ve bu
reaksiyonda da kompleman aktivasyonunun rol oynadigi ileri siirilmistir.
Molekiiliin ayrica spermiyum-oosit fiizyonu iizerinde etkili olabilecegi iizerinde
durulmaktadir (81). CD46’nin infertiliteyle iligkili olarak eksprese oldugu ve anti-
sperm antikorlarin hedefi olabilecegi gosterilmistir (80,82,83,84).

Yapilan immun boyanmalarda normal normospermik fertil hasta grupta akrozomda
homojen sekilde eksprese olan molekiil varikoselli grupta graniiler tarzda bir pattern
gosterdi. Boylece molekiiliin fertilizasyon igin gerekli ve akrozom reaksiyonunu
diizenleyen bir molekiil oldugu ancak infertil hastalardaki anti-sperm antikorlarinin
hedefi oldugu gosterildi. Bulgularimiz molekiiliin normal ve varikoselli gruptaki
ekspresyonu ile degerlendirildiginde literatiirle uyumludur. Varikosel grubundaki
graniiler bi¢imdeki akrozomal boyanmanin akrozom olusum esnasindaki bir
bozukluktan kaynaklanan fragmantasyon ya da akrozom olusumunun tam
gerceklesmemesi  sonucu  pre-akrozomal — graniillerin  bir  gOriintiisiini
simgeleyebilecegi lizerinde duruldu. Ancak varikosel grubundaki graniiler

ekspresyonun i¢in ileri caligmalarla degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varildi.

CD52

CD52 lenfosit ve monosit iizerinde yer alan glikozilfosfotidilinositol (GPI) bagimli
bir glikoproteindir (84). Fizyolojik rolii net olarak bilinmesede; CD52’ye karsi
olusan monoklonal antikor (CAMPATH-1) kompleman bagimli hiicre lizisinde
belirgin etkisi vardir (85) ve lenfoproliferatif hastaliklarda tedavi amagh ve doku
transplantasyonunda lenfosit supresyonu icin sik kullamlir (86,87,88,89). Insan
spermiyumunda  eksprese olan CD52  homologu gp20 denilen bir
sialoglikoproteindir. Epididimal sekresyonla HES (CD52) ejekulattaki spermiyum
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motilitesi arasindaki iliski agiklandigi bir calismada, CD52’nin spermiyum
yiizeyindeki ekspresyonundaki azalmanin motiliteninde azalmasima neden oldugu
ortaya konmustur (90). Ayrica CD52’nin epididimis, seminal plazma ve mature
spermiyumun {izerinde bulunup spermatidde de bulunmamast bu antijenin
spermiyum maturasyonuyla iliskili oldugunu gostermektedir (91,92,93). Ancak
yapilan son c¢aligmalar CD52 homologu olan antijeninin spermiyumdaki
ekspresyonunun yukarida tanimlananlardan farkli olarak infertil hastalarda bulunan
kompleman bagimli spermiyum hareketini azaltan monoklonal antikora
baglandigin1 gosterilmistir. Bu nedenle bu antijenin digerlerinden farkli olarak O-
linked karbonhidrat icermesi bu antijen ekspresyonunun iireme sistemi tizerindeki

0zglinliigiiniin nedeni olarak gosterilmistir (91).

Yapilan bu calismada CD52’nin normospermik fertil hastalardaki spermiyumlarin
homojen ve az boyanmasi, varikosel grubunda ise belirgin bir kuyruk boyanmasinin
yant sira ekvatoryal segmenti de boyamis olmasi yukaridaki literatiirle uyumlu
olarak bulgularimizi agiklamaktadir. Antijenin varikoselli hastalardaki kuyruk ve
ekvatoryal segment ekspresyonunun degerlendirilmesi igin varikosel dist infertil

hastalarla da karsilastirlmali olarak incelenmesi gerekli goriilmiistiir.

CDS5

Insanda bulunan bir membrana bagli komplement regiilatdr proteinidir (94,95,96).
Diger adi DAF’tir (decay-accelerating factor). GPI bagimli bir glikoproteindir.
CDS55, uygun olmayan kompleman aktivasyonuna karsi bir bariyer olusturur.
Ozellikle klasik yolda C3 konvertazin olusmasmi engelleyerek bu islevini
gerceklestirir (97). Insanda CD55 sperm iizerinde ve erkek iireme sistemi kanalinda
boyunca eksprese edilir (98,99). Fertilizasyonda koruyucu bir ligand veya molekiil

oldugu tizerinde goriisler vardir.

Yapilan bu calismada normospermik fertil hastalarin spermiyumlarinda boyun
bolgesinde belirgindi. Varikosel grubunda ise akrozomun immun reaktivitesi yogun
olarak gozlendi ve bu boyanma graniiler bir dagilim seklinde gézlenmekteydi.

Molekiiliin insan spermiyumu iizerindeki dagilimi {izerine yapilan calismalar
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olduke¢a nadirdir. Varikosel grubunda gozlenen immun reaktivitenin iglevsel olarak

yorumlanabilmesi i¢in daha ileri caligmalara gerek oldugu diisiiniildii.

CD63

CD63 tetraspanin ailesinin bir iiyesidir (100). CD63 endoteldeki Weibel-Palade
yapilarindaki intraseliiler lizozomal/endozomal/graniil proteinlerinde, endotelde,
aktive trombosit ylizeyinde, degraniile olmus ndtrofil, monosit ve makrofajlarda,
fibroblast, osteoklast, diiz kas hiicresi, noral doku (beyindeki beyaz cevher ve
periferal sinirler) ve sinoviyal hiicrelerde eksprese olur (101). CD63 geg
endozomlar i¢in bir marker olarak kullanilmistir (101). CD63’lin diger tetraspan
grubu CD9 gibi molekiillerle baglanabilecegi bilinmektedir (102). Yapilan bu
calisgmada normospermik fertil hastalarin spermiyumlarinda kuyrukta homojen,
yogunlugu az bir boyanma izlendi. Varikoselli grupta ise kuyruktaki immun
reaktivitenin belirgin oldugu; ilaveten akrozomda CD46’ya benzer tarzda graniiler
bir boyanma izlendi. Akrozom modifiye olmus bir lizozom olarak kabul
edildiginden ge¢ endozom markeri olarak kabul edilen bu molekiiliin akrozomdaki
ekspresyonu bu iliskiyi gostermesi agisindan ilgingtir. Ancak ¢alismanin temelini
olusturan normal normo spermik fertil hastalarin spermiyumlarinda bu reaksiyonun
goriilmemesi yoruma agik bir konudur. CD63 lizozomla hiicre zar1 arasindaki
iliskiyi de saglayan bir protein oldugundan konunun bu yoniiyle de akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyona olan katkilar1 acisindan ileri c¢alismalarla

degerlendirilmesinin gerekli oldugu diisiiniildii.

CD173

CDI173 genel olarak eritrositlerde, endotel hiicrelerinde eksprese edilen
transmembran siiperailesine iligkin bir proteindir (103). Ayrica bazi karsinomlarda
ve normal insan meme epitelinin farklanmamis bazi hiicrelerindede ekspresyonu
gozlenmektedir (104). Lokemik ve normal hematopoietik CD34+ kok hiicrelerin de
CD173 eksprese ettigi gosterilmistir (103). CD173’lin fonksiyonu tam olarak

bilinmemektedir.
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Yapilan bu ¢alismada iglevi tam olarak bilinmeyen tetraspan grubu bu molekiiliin
normal normospermik fertil hastalarin spermiyumlarinda immun reaksiyon
vermedigi saptandi. Varikoselli grupta ise antijenin kuyrukta ve ekvatorial
segmentte bulundugu dikkati c¢ekti. Ekvatoryal segmentin spermiyum-oosit
birlesmesi siirecinde oosite ilk yapisan bolge olmasi fertilizasyondaki Onemine
isaret eder. Ancak molekiiliin sadece varikoselli gruptaki ekspresyonu bu agidan
ilgingtir. Varikosel dis1 diger spermiyum patolojilerinde de antijen ekspresyonunun

degerlendirilmesi molekiiliin islevine katkida bulunabilir.

LeY (CD174)

Kan grup antijenidir. Diger ismi CDI174 dir. Normal ve tlimoral
gastrointestinalepitelial hiicrelerde eksprese edilir (105). Spermiyum {izerindeki
fonksiyonu bilinmemektedir. Ancak testikiiler germ hiicre tliimorlerinde
diferansiasyon marker1 olarak kullanilmaktadir (105). Islevi tam olarak
bilinmemektedir. Apoptozis ile iligkili oldugu veya hiicre gociinii kolaylastirict

oldugu etkisi iizerinde durulmaktadir.

Islevi tam olarak bilinmeyen bu kan grup antijeninin normospermik fertil hasta
spermlerinde immun reaktivitesi bulunmamaktaydi. Varikoselli hastalardan alinan
sperm Orneklerinde ise kuyrukta belirgin bir boyanma ¢ekti. Bu boyanmanin boyun
bolgesini ilgilendirdigi belirgindi. Antijen ekspresyonundan bagimsiz olarak bu
molekiiliin spermiyum gelismesinin artik iiriinii olan ve normal grup hastalarda da
seyrek izlenebilen sitoplazmik artiklar1 da gosterebildigi ilgi c¢ekti. Bu nedenle

varikosel patolojisinin ilgilendirebilecegi diisiiniildii.

CDh14

CD14 ilk defa monositlerin ve makrofajlarin ylizeyinde tanimlanmistir (106). CD14
hiicre membranina glikozil fosfatidil inozitol (GPI) bag ile tutunur (107,108).
CD14 ozellikle Gram (-) bakterilerde bulunan lipopolisakkaritlerin (LPS,
endotoksin) homing reseptoriidiir (108,109). CD14, LPS aracili osteklast
farklanmas1 yoluyla olusan kemik rezorpsiyonunda da rol alabilmektedir.

Mikroglial hiicreler iizerindeki CD14’lin, mikroglia hiicresi i¢in toksik olan
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Alzheimer’in amiloid peptidine baglandig ileri siiriilmektedir. CD14 respiratuar
epitelial hiicrelerinde, korneada, silier cisim epitelial hiicrelerinde, iiroepitelial
hiicrelerinde de rastlanmistir (110,111,112). Ek olarak CD ekspresyonu diiz kas
hiicrelerinde, fibroblastlarda, pankreas  adacik hiicrelerinde ve spermiyumlarda da
tespit edilmistir (113,114). Yapilan ¢aligmalara molekiilin hem seminal plazmada
hem de spermiyum yiizeyinde bulundugunu gostermistir ve erkek iireme sistemi
hiicreleri iizerinde aktivasyon gosterebilecegi iizerinde durulmustur (115). Ancak bu

aktivasyonun ne sekilde gergeklestiginin ayrintilar1 bilinmemektedir.

Bu calismada CD14 antijeni normal normospermik fertil erkek spermiyumlarinda
ve varikosel gruplarinda degisiklik gostermemekteydi. Her 2 grupta da
immunreaktivitenin kuyruk bolgesinde birbirine paralel iki hat seklinde olustugu
izlendi. Ilging olarak spermiyum bagini alttan saran V harfi bicimindeki immun
reaktivite dikkati cekti. V harfi seklinde boyanan bu yapinin postakrozomal
periniikleer tekayi ilgilendirdigi belirgindi. Periniikleer teka cekirdek cevresindki
bir hiicre iskeleti boliimii olup spermiyum basinin bigimlenmesi, akrozom yayilimi
stirecinde ¢ekirdek zari ile hiicre zar1 arasinda bir yapisal destek islevi {istlendigi
One striilmiistiir. Ayrica bu bolgenin spermiyum kaynakli oosit aktive edici faktorii
(sperm borne oocyte activating factor) salgiladigi bilinmektedir ve bu faktoriin
oosit aktivasyonu ve buna bagli olarak basarili bir fertilizasyon i¢in gerekli oldugu
bilinmektedir. CD14’lin bu 6zgilin boyanmasinin periniikleer tekay: ilgilendirmesi

ileride yapilacak caligmalar i¢in bir kaynak olusturucu niteliktedir.

CDh44

CD44 birgok hiicre tipinde bulunan ve klasik olarak hyaluronan reseptorii olarak
bilinen bir hiicre yiizey glikoproteinidir. CD44’lin genis ligand ve ekstraselliiler
matriks molekiillerinden fibronektin (116), kollagen (117) ve fibrine (118)
baglandig ileri siiriilmektedir. CD44’iin hiicresel adhezyon ve migrasyonu, lenfosit
aktivasyonu ve proliferasyonu, NK (Natural Killer) hiicrelerin sitosidal aktivitesi ve
tiimOr metastazi gibi ¢ok cesitli olayda rol aldigi bilinmektedir (119,120,121,122).
CD44 araciligr ile gergeklesen sinyal, sitokin salinimi ve T lenfosit aktivasyonunu
uyarir (121). CD44 molekiiliiniin lenfosit aktivasyonu ve gocii disinda hemopoezde,

tiimor ilerlemesi ve yayilmasinda da rol oynadigi bilinmektedir (123). CD44’lin

63



spermiyumun akrozomunda da eksprese oldugu gosterilmistir (124). Molekiiliin
hyaluronana baglanarak hiicre i¢i Ca konsantrasyonunu arttirip spermiyum

hareketini kolaylastirdig: ileri siirtiilmiistir.

CD44 ile yapilan boyamada fertil normospermik hastalarda ¢ok hafif bir akrozomal
boyanma ve bu boyanmanin yer yer ekvatorial segmenti de ilgilendirdigi dikkati
cekti. Ayrica bu grupta spermiyum kuyrugundaki immun reaktivite belirgindi.
Varikoselli hastalardan elde edilen 6rneklerde ise sadece spermiyum kuyrugunun
tiim uzunlugu boyunca belirgin bir immun reaktivite gosterdigi saptandi. Belirgin
bir sekilde kuyruk bolgesinde eksprese olmasi bu bolgede yer alan hareketi
saglayan aksonem ve diger ipliksi proteinlerle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.
Literatiiriin aksine immun reaktivitenin normal normospermik fertil hastalarda
akrozom bolgesi icin ¢ok hafif ancak baslica kuyruk bolgesinde oldugu dikkati
cekti.

CD155

CD155 proteini (insan polioviriis reseptorii, PVR) nektinle iligkili bir hiicre
adhezyon molekiiliidiir (125) . CD155 proteini immiinoglobulin siiperailesinin bir
tiyesidir.  Deneysel olarak nektinden yoksun birakilan erkek farelerde infertil
olduklar1 gosterilmistir. Bu infertilitenin nedeninin ise spermiyumun oviduktaki
hareketinin azalmasi, spermiyum-zona iligkisinin ve spermiyum-oosit bozulmasina
bagli oldugu ileri siirtilmiistiir (126). CD226’nin ligand1 oldugu diisiiniilmektedir.
CDI155’ten yoksun birakilan farelerde yapilan bir bagka ¢aligmada spermiyumun
bas ve kuyrugun orta pargasinda yapisal bozukluklar olustugunu, etkin bir
spermiyum-oosit penetrasyonunun gerceklesmedigi gosterilmistir. Molekiiliin hiicre
iskeletiyle iligkili oldugu, hiicre gocii ve hiicre adezyonuyla iligkili oldugu molekiil

hakkinda bilinenler arasindadir (126).

Yapilan bu c¢alismada normospermik fertil hastalardan elde edilen spermiyum
orneklerinde belirgin bir kuyruk immun reaktivitesi gozlendi. Bu reaktivite disinda
spermiyumun diger bolgeleriyle ilgili molekiilii ilgilendiren herhangi bir ekspresyon
gozlenmedi. Varikosel grubundan elde edilen spermiyum Orneklerinde ise

boyanmanin yine kuyruk bdlgesini ilgilendirdigi ancak spermiyumun boyun
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bolgesinde kalinlasma, yer yer balonlasma tarzinda bir immunreaktivite izlendi.
Antijenin kuyruk boélgesinde olmasi, hareketiyle ilgili fonksiyonunu diisiindiiriir
yondedir. Varikoselli hastalarda gozlenen immun reaktivite 6zgiinliigiiniin ise
antijenin dagilimindan ¢ok spermiyum gelismesi siirecindeki bir bozuklugu isaret
edebilecegi  lizerinde duruldu. Antikorun spermiyum iglevi {izerindeki
fonksiyonunun degerlendirilmesi i¢in ¢esitli infertil hastalik gruplarindaki
ekspresyonun normalle karsilagtirmali olarak incelenmesi gerektigi sonucuna

varildi.
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SONUCLAR

Bu ¢alisma ileri derecede polarlagmig 6zgiin bir hiicre olan erkek {ireme hiicresi veya
spermiyumun antijenik yapisinit ve buna bagl olarak islevini agiklamaya yoneliktir.
Bu amagla insan spermiyumu iizerinde eksprese oldugu bilinen ve ekspresyonunun
onemli olabilecegini diislindiigiimiiz 80396, CD46, CD52, CD55, CD63, CD173,
LeY, CD14, CD44, CD155 antikorlari ile spermiyumun antijenik yapisi spermiyumun
son zamanlarda tanimlanan aktif bolgeleri yoniinden immunofloresan boyama ile
degerlendirildi. Normal normospermik hastalardaki bulgular1 desteklemek {izere
multifaktoriel bir patoloji olarak gelisen varikoselli hastalardan elde edilen sperm

ornekleri de ¢alismaya dahil edildi.

Sperm yiizey antijenlerinin infertilitedeki islevlerinin normal normospermik ve
varikoselli hastalarda arastirilmasinin planlandigi bu ¢alismada normal ve varikoselli

hastalarin spermlerindeki antijen dagilimlar1 incelendi ve su sonuglar elde edildi:

1. 80396 normal normospermik fertil grupta kuyruk bolgesinde hafif olarak,
varikoselli grupta ise yine kuyruk bolgesinde daha yogun ve graniiler tarzda
boyandig1 gozlendi. Varikosel grubundaki artmis kuyruk immun boyanmanin
kuyrugun sperm basina baglandigi bdlgedeki bozukluk spermiyogenezis
esnasinda sitoplazmik artigin ¢ok abartili bir bigimde gergeklestigini diistindiiriir
yonde idi. Bu tiirden bozukluklarin sperm basiyla hareketli kuyrugun
senkronize bir bi¢imde hareketini engelleyecek bir baglanti olusturabilecegi

diisiiniildii.

2. CDA46 antijeni normal normospermik fertil grupta akrozomda homojen sekilde
eksprese olurken, varikoselli grupta graniiler tarzda bir pattern gosterdi.
Akrozomdaki 2 farkli immun boyanma paterninin anlasilabilmesi i¢in daha ileri

caligmalar yapilmasi gerektigi diistiniildii.

3. CDS52 antijeni normal normospermik fertil hastalarda homojen ve az, varikosel
grubunda ise belirgin bir kuyruk immun boyanmasi yani sira ekvatorial

segmenti de immun boyanma gériildii. Immun reaktivitenin sadece varikoselli
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hastalardan elde edilen sperm orneklerinde goriilmesi ilging kabul edildi ve ileri

calismalarla bunun desteklenmesi diisiintildii.

CD55 antijeni normal normospermik fertil hastalarda boyun bdlgesinde
belirgindi. Varikosel grubunda ise akrozomun immun reaktivitesi yogun ve
graniiler bir dagilim seklinde gozlendi. Iki hasta grubundaki immun boyanma
farkliliginin anlasilabilmesi icin ileri c¢alismalara ihtiyag duyulabilecegi

diisiiniildii.

CD63 antijeni normal normospermik fertil hastalarin spermlerinde kuyrukta
homojen, yogunlugu az bir boyanma seklinde izlendi. Varikoselli grupta ise
kuyruktaki immun reaktivitenin belirgin oldugu; ilaveten akrozomda CD46’ya
benzer tarzda graniiler bir boyanma izlendi. Bu immun boyanma paterninin

daha 1yi anlasilmasi i¢in ileri ¢aligsmalara gereksinim oldugu diistliniildii.

CD173 antijeni normal normospermik fertil hastalarin spermlerinde immun
reaksiyon vermedigi saptandi. Varikoselli grupta ise antijenin kuyrukta ve
ekvatorial segmentte bulundugu dikkati ¢ekti. Bu immun boyanma paterninin

daha iyi anlasilmasi i¢in ileri calismalara gereksinim oldugu diisiiniildii.

CD174 (LeY) antijeni normal normospermik fertil hasta spermlerinde immun
reaktivitesi  bulunmamaktaydi. Varikoselli hastalardan alinan sperm
orneklerinde ise kuyrukta belirgin bir boyanma dikkati ¢ekti. Bu boyanmanin
boyun bdlgesini ilgilendirdigi belirgindi. Bu immun boyanma paterninin daha

iyi anlagilmasi igin ileri ¢aligmalara gereksinim oldugu disiintildii.

CD14 antijeni normal normospermik fertil erkek spermiyumlarinda ve varikosel
gruplarinda degisiklik gdstermedi. Her 2 grupta da immun reaktivitenin kuyruk
bolgesinde birbirine paralel iki hat seklinde olustugu izlendi. Ilging olarak
sperm basini alttan saran V harfi bigimindeki immun reaktivite dikkati ¢ekti. V
harfi seklinde boyanan bu yapinin postakrozomal periniikleer tekayi
ilgilendirdigi belirgindi. Bu ilging immun boyanma paterninin daha iyi

anlagilmasi i¢in ileri ¢aligmalara gereksinim oldugu diisiiniildii.
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9.

10.

CD44 antijeni normal normospermik fertil hastalarda ¢ok hafif bir akrozomal
boyanma ve bu boyanmanin yer yer ekvatorial segmenti de ilgilendirdigi dikkati
cekti. Ayrica bu grupta sperm kuyrugundaki immun reaktivite belirgindi.
Varikoselli hastalardan elde edilen 6rneklerde ise sadece sperm kuyrugunun tim
uzunlugu boyunca belirgin bir immun reaktivite gosterdigi saptandi. Bu immun
boyanma paterninin anlasilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulabilecegi

diistiniildii.

CDI155 antijeni normal normospermik fertil hastalardan elde edilen sperm
orneklerinin  kuyruk kisminda immun reaktivitesi belirgindi. Varikosel
grubundan elde edilen sperm Orneklerinde ise boyanmanin yine kuyruk
bolgesini ilgilendirdigi ancak spermin boyun bolgesinde kalinlagsma, yer yer
balonlagsma tarzinda bir immun reaktivite izlendi. Antijenin kuyruk bolgesinde

olmasi, hareketiyle ilgili fonksiyonunu diistindiiriir yonde idi.
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