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SIMGELER VE KISALTMALAR

ART: Asiste Ureme Teknolojileri (Yardimci Ureme Teknikleri)
ATP: Adenozin tri fosfat

ATPaz: Adenozin Tri fosfat’az

Ca+2: Kalsiyum iyonlar1

cAMP: Siklik Adenosin Mono-Fosfat
cDNA: Tamamlayict DNA

CatSper: Spermin Katyon Kanallari
cGMP: Siklik guanozin monofosfat

CNG: Siklik Niikleotid Kapil1 Iyon Kanali
DAG: Diagilgliserol

DK: Dakika

DNA: DeoksiriboNiikleik Asit

DNAse: Deoksiriboniikleaz

ERK: Hiicre dis1 sinyal mekanizmalariyla regiile edilen kinaz
FSH: Folikiil-Stimiilan Hormon

GnRH: Gonadotropin-releasing Hormon
GPCR: G-Protein Bagli Reseptor

Hv1: Voltaj; Kapili H+ Kanali 1

ICSI: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
KISS1: Kisspeptin Geni

KISS1R: Kisspeptin Reseptor Geni

LH: Liiteinlestirici Hormon

MAPK: Mitojenle Etkinlesen Protein Kinaz

MRNA: Mesajc1 Riboniikleik Asit

Vi



MiRNA: Mikro RNA

IP3: Inozitol 1,4,5 trifosfat

PBS: Fosfat Buffer Salin Solusyon

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

pH: Potansiyel Hidrojen

P1: Fosfotifil inositol

PIP2: Fosfotidilinozitol 4-5-bifosfat

PKA: Protein-kinaz A

PKC: Protein-kinaz C

PKG: Protein-kinaz G

PLC: Fosfolipaz-C

PSA: Prostat Spesifik Antijeni

PTK: Protein Tirozin Kinaz

gPCR: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RAS: G-Proteini bir proto-onkogen ve onu kodlayan gen
RAF: Hizli ivmelenen fibrosarkom kinaz

RNA: RiboNiikleik Asit

RNAse: Riboniikleaz

SAC: Coziiniir adenilat siklaz

SGC.: Coziilebilir Guanilat Siklaz

SNHE: Na+ /Ca2+ exchanger ve sperm-spesifik Na+ /H+ exchanger
STK: Serin/Treonin Protein Kinaz

TRPC: Temel Gegici Reseptor Potansiyeli Kanonik
ZP: Zona Pellusida

ZP2: Zona Pellusida Glikoprotein 2
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ZP3: Zona Pellusida Glikoprotein 3
WES: Tiim ekzom analizi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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KISS1R, G proteinin alt biriminden Gq/11a’yla baglantili G proteiniyle bagh reseptordiir.
KISS1’in KISSIR’ye baglanmastyla Fosfotidilinositol (PI)’ii uyarip fosfolipaz C’nin aktivasyonunu
saglar. Aktivasyonu sonucu fosfatidil inositol bifosfatin {izerinden inositol-trifosfat (IP3) ve
diagilgliserol (DAG) olusumunu saglamaktadir. IP3 Ca2+ salimimini saglamaktadir. Bu dongii ile
KISS1’in sperm hareketliliginde etkisi kabul edilmekle birlikte yeterince bilinmemektedir. Benzer
sekilde spermdeki kalsiyum kanallarindan CatSper3’tin etkinligi CatSperl ve CatSper2’ye nazaran
yeterince arastirilmamigtir. Caligmanin, insan sperminde CatSper3 ve KISS1 ekspresyonlarinin, sperm
motilitesi ile iliskilerinin degerlendirilerek, erkek infertilitesindeki rollerinin belirlenmesine katkida
bulunmasi amaglanmaktadir.

Calisma kapsaminda Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezine rutin
spermiyogram testi i¢in bagvuran 18-45 yas araligindaki 52 erkek birey dahil edildi. WHO ’nun belirttigi
kriterlere gore semen parametrelerinin; semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi,
sperm motilitesi, progresif motilite (PM), hizli progressif motilite, yavas progresif motilite,
degerlendirildi. Calismada 2 grup olusturuldu. Bunlar; birinci grup Normozoospermi Grubu (n=26)
sperm konsantrasyonu 15 milyon/ml’den biiyiik, sperm motilitesi >39 veya PM >30, ikinci grup olarak
da Astenozoospermi Grubu (n=26) sperm konsantrasyonu 15 milyon/ml’den biiyiik, sperm motilitesi
<39 veya PM <30 kosullarin1 saglayanlar olarak belirlenmistir. Semen ornekleri immiinfloresan
isaretleme ile Anti-CatSper3 ve Anti-KissIR primer antikorlari ile isaretlendi. Kesitler, fliioresan
mikroskop altinda degerlendirilerek ekspresyon yilizdeleri belirlendi. Semen 6rneklerinin genetik analizi
yapilarak CatSper3 ve KISSIR gen ekspresyonlarina bakildi. KISS1R ve CatSper3 ekspresyonlari ve
gen ifadeleri gruplar arasinda karsilagtirildi.

Sonuglarimiza gére CatSper3 ekspresyonlarinin, normozoospermi grubunda astenozoospermi
grubuna gore total boyanma ylizdesinde anlamli bir fark gézlenmedi. Ancak boyanma bolgeleri
degerlendirildiginde: normozoospermik bireylerde sperm membran: ve boyun bolgesindeki Catsper3
isaretlenme oraninin astenozoospermik bireylerden daha yiiksek oldugu goriildi. Kiss-Peptin
isaretlenme diizeyleri incelendiginde, normozoospermik bireyler ve astenozoospermi bireylerdeki
ekspresyonlar arasinda anlamli bir istatistiksel fark saptandi. Membran ve bag-kuyruk bolgesinde Kiss-
Peptin isaretlenme yiizdelerinin normozoospermik bireylerde astenozoospermik bireylere kiyasla
anlamli sekilde yiiksek oldugu goriildii. Ote yandan bas bolgesinde Kiss-Peptin isaretlenme
yiizdelerinin normozoospermik bireylerde astenozoospermik bireylerden anlamli bir gekilde diisiik
oldugu tespit edildi. Yapilan genetik analizler sonucunda ise CatSper3, KISSIR gen ifadelerinde gruplar
arast anlamli fark saptanmadi. Sperm hareketliligi i¢in degerli olan bu yolaklarin molekiilleri erkek
infertilitesinin belirtegleri olarak kullanilabilir. Tam1 ve tedavide yeni hedef ve stratejilerin
gelistirilmesine katki saglayabilir.

Anahtar Sozciikler: Erkek infertilitesi, Kisspeptin, KISS1/KISS1R, sperm motilitesi, CatSper3
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KISS1R is a G protein-coupled receptor associated with the Gq/11a subunit of G protein. By
binding of KISS1 to KISS1R, it stimulates phosphotidylinositol (PI) and activates phospholipase C. As
a result of its activation, it provides the form of inositol-triphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG)
from phosphatidyl inositol biphosphate. IP3 provides Ca2+ release. Although the effect of KISS1 on
sperm motility with this cycle is accepted, it is not known enough. Similarly, the effectiveness of
CatSper3, one of the calcium channels in sperm, has not been adequately investigated compared to
CatSperl and CatSper2. The main aim of this thesis is to contribute to determining their roles at male
infertility by evaluating the expressions of CatSper3 and KISS1 in human sperm and their relationship
with sperm motility.

Within the scope of the study, 52 male individuals who are between 18-42 years old and applied
to Selguk University Faculty of Medicine Hospital, In Vitro Fertilization Center for routine spermiogram
test were included. According to the criteria specified by WHO, main parameters of semen;
concentration of sperma, volume, motility of semen, total count of sperma, progressive motility (PM),
fast progressive motility, slow progressive motility were evaluated. Two groups were created in the
study; normozoospermia (n=26) sperm concentration >15 million/ml sperm motility >39 or PM >30 is
the first group. Asthenozoospermia (n=26) sperm concentration >15 million/ml, sperm motility <39 or
PM <30 are the second group, was determined as. Semen samples were labeled with CatSper3 and Anti-
Kiss1R primary antibodies by immunofluorescence staining. The fraction were evaluated under a
fluorescent microscope and expression percentages were determined. Genetic analysis of semen samples
was performed and CatSper3 and KISS1R gene expressions were examined. KISS1R and CatSper3
expressions and gene expressions of them were compared by groups.

Our results showed that no significant difference was observed in the total labeling percentage
of CatSper3 expressions in the normozoospermia group compared to the asthenozoospermia group.
However, when the staining areas were evaluated, it was seen that the percentage of Catsper3 staining
in the membrane and neck in normozoospermia individuals was higher than in asthenozoospermia
individuals. When Kiss-Peptin staining levels were examined, a significant statistical difference was
detected in their expression between normozoospermia individuals and asthenozoospermia individuals.
It was observed that Kiss-Peptin labeling percentages in the membrane and head-tail region were
significantly higher in normozoospermia individuals compared to asthenozoospermia individuals. On
the other hand, it was determined that Kiss-Peptin staining percentages in the Head region were
significantly lower in normozoospermia individuals than in asthenozoospermia individuals. As a result
of the genetic analysis, no significant difference was detected between the groups in CatSper3 and
KISS1R gene expressions. Molecules of these pathways, which are valuable for sperm motility, can be
used as markers of male infertility. It may contribute to the development of new targets and strategies in
diagnosis and treatment.

Key Words: Male infertility, Kisspeptin, KISS1/KISS1R, sperm motility, CatSper3



1.GIRIS
1.1 Erkek Urogenital Sistemi Hakkinda Giris:

Erkek {ireme sistemi, iiriner sistemden net olarak ayrilamasa da tiremeye direkt
katkis1 olan yapilar itibariyle bir ¢ift testis, iiriner sistemle bazi yollar1 ortak olan
genital bosaltim kanallar1 ve bu kanallara yardimci ve eksternal genital organ (penis)

den ve aksesuar genital bezlerden olusmaktadir (Sekil 1.1.).

|

Idrar kesesi —-mesane-

Ureterler

Publk kemik
Duktus deferens ampullas:

Duktus deferens Seminal vezikul

Ejakulator kanal

Urogenital diafram Prostat bezi

Bulbodretral bez

Uretra
Anus
Penis

Glans

Sekil 1.1: Erkek Ureme Sistem Anatomisi (uroklinik.com)

Testisler bir ¢ift olup spermatik kordla asili halde bulunmaktadir. Ekzokrin ve
endokrin islevlere haiz karma bir bezdir. Endrokrin salgisi testosteron, ekzokrin salgisi

ise testikiiler fluid (s1v1) ve spermatozoondur (Kierszenbaum 2021).

Testisler en dista tunica albuginea denilen ve histolojik olarak siki diizenli bag
dokusu yapisinda olan bir kapsiille ¢evrilidir. Tunica albuginea, mediasten testis isimli
kalinlagsmay1 olusturarak testis parankiminin i¢ine dogru kivrilmalari da olusturur.

Mediasten testisten de yine histolojik olarak siki-bag doku yapili septula testisler



meydana gelir ve septulalar testikiiler parankimi 1ginsal olarak yaklasik olarak 250-300
adet lobiile ay1rir. Lobiillerin tepeleri mediastene yonelik olup piramit yapidadir.

Her lobiiliin i¢inde yogun kivrimli olan, yaklasik olarak 1 ila 4 tane seminifer tiibiil
bulunur. Tiibiillerin aras1 intertisyel bag dokusu yapisiyla doludur. Interstisyel Leydig
hiicreleri bu bag doku iginde bulunmaktadir. Leyding hiicreleride seminifer tiibiil ve

sistem i¢in 6nemli hiicrelerdir. (Mescher 2019).

Spermatogenezisin merkezini seminifer tiibiiller olusturur. Eriskin bireylerde
seminifer tlibiil epiteli; Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik hiicre katlarindan olusur,
histolojik olarak c¢ok katli bir epiteldir. Asir1 kivrintili kanallardan tesekkiil eden bu
kanallarin uzunlugu yaklasik olarak 30-40 cm ve kalinlig1 yine yaklasik olarak 150-
250 mikrometredir. Her testisteki seminifer tiibiil toplam uzunlugu ortalama olarak
240-250 metredir. Seminifer tiibiillerin tamamu rete testise acilir. Bu rete testisler ise
bu seminifer tiibiillerin salgilarini toplayan konnektor kanallardir. Lamina proprianin
bazal laminayla baglantisin1 saglayan i¢ hiicreler yassilasarak peritiibiiler kontraktil
hiicreleri veya miyoepitelyal hiicreleri olustururlar. Bu hiicrelerin olusturdugu ritimli
kontraksiyonlar, seminifer tiibiillerde yer alan sivilarin ve spermiyumlarin tibiil
kanallar1 ve genital bosaltim kanallar1 ile ¢ikis hareketlerini saglamakla yiikiimltdiir.
Boylece ejakiilasyonda spermlerin atilmasini  gerceklestirir  (Mescher 2019).
Interstisiyel bag dokusu lenf ve kan kapiller damarlarini, siniizoidler ve interstisyel
dokunun c¢evresinde gruplar halinde androjen iireten intestisiyel-Leydig hiicrelerini

barindirir.

Gelisim halinde bulunan spermatogenetik hiicreler Sertoli hiicreleri tarafindan
desteklenir ve korunur. Spermiyogenez gerceklestikten sonra artik hiicrelerden kalan
atiklar1 yine Sertoli hiicreleri fagosite eder ve spermiasyon esnasinda spermlerin
limene salinimini saglar. Ayrica seminifer tiibillerin limenine iyon ve protein
bakimindan zengin bir sivi salgilar. Bu salgilar spermler i¢in degerlidir. (Kaur ve ark
2014). Spermatogenez sirasinda olusan ve farkli gelisme evrelerinde olan farkli seri ve

tipte olan hiicreleridir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: Testis Kesiti, (Embryology.Ch)
1.Bazal lamina, 2. Myofibroblast, 3. Fibroblast, 4.Sertoli hiicresi, 5.Spermatogonia A

6. Spermatogenezin gesitli asamalarindaki spermatositler, 7. Spermatozoon, 8.Lumen

1.1.1. Spermin Yapisi

Sperm 3 boliimden olusur; bas, akrozom ve nukleus. Bas diizgiin kenarlara
sahip, oval, 3-5 mikrometre uzunluk, 2,5-3,5 mikrometre genislik, en fazla 1,5
mikrometre kalinlikta, ayrica uzunluk/en orani yaklasik 1.5 olan bir bas oranina sahip
olmalidir. Akrozom ise, bas alaninin %40-%70’ini olusturmalidir. Tiim genetik

kalitim materyalini, yani ¢ekirdegi bas tasir.

Boyun bir ¢ift sentriol icerir. Kuyruk ise, en icte 9+2 dizilimli mikrotiibiilden
olusan aksonem yap1y1 igcermekte olup; 9 kolondan olusan dis yogun fibriller ve sarmal
mitokondrial kilif bulunduran orta parca, yogun fibriller ve fibroz kilifdan olusan esas
parca ve sadece aksonem igeren ince son parcadan olusup 55 mikrometre

uzunlugundadir. Spermin hareketliliginden sorumludur (Rogers 2010).

1.1.2. Spermatogenez

Temel tireme olgularindan biri olarak spermatogenez, non-diferansiye erkek
ireme hiicreleri, yani spermatogoniumlarin temel erkek tireme hiicresi olan sperme
dontistiiriilmesidir.  Spermatogenez; spermatosiogenez, mayotik boliinme ve

spermiogenez asamalartyla karakterizedir.



Seminifer tiibiilin epitelinde prepubertal donemde ¢ok fazla miktardaki
Sertoli hiicresi varligina gore primordial germ hiicreleri daha az miktarda bulunur.
Hipofiz 6n lobunda pubertede iiretilip hipotalamustan salinan gonadotropin salgilayici
hormonun (GnRH) etkisiyle gonadotropik hormonlar, yani Liiteinlestirici Hormon
(LH) ve Folikiil uyarict Hormon (FSH) salgilanmasina baglanir. LH ve FSH’mn bir
biitiin halinde uyarisiyla spermatogonyumlar spermatogonyum tip A’lar olusturmak
lizere mitoz boliinme gegirirler. Spermatogonyum Tip A hiicrelerinin bir kismu,
spermatogenezin hayat boyu siirmesi amaciyla kok hiicreler olarak varliklarini devam

ettirirler (Komeya ve Ogawa 2015).

Geriye kalan kisimdaki spermlerse tip B spermatogoniumlara farklanirlar ve
bu tip spermatogonyumlardan primer spermatositler mitoz boliinmesi ile olusum
gosterir.  Primer spermatositler, spermatogenezde mayoz bdoliinme asamasinin
baglangicini saglarlar. 46 kromozom sayisina sahip primer spermatositler genetik
olarak diploid karakterdedirler. Olusan hiicre hizli bir sekilde 1. mayoz bdliinmenin

profaz 1 safhasina girerek boliinmeyi baslatir.

Insanlarda goriilen mayoz béliinmede profaz evresi 22 giin siirer. Hiicrelerde
ilk olarak DNA replikasyonu gerceklesir. Replikasyon sonrasi kromozom sayisi
normal sayisinin iki katina ¢ikar ve DNA miktarlarida iki kat artmistir (Hassa 2003).
Metafaz evresinde homolog kromozom ¢iftleri bu kromozomlarin yan yana
gelmeleriyle olusur. Sentromer tutunma bolgeleri disinda kromozomlar, birbirlerine
sikica kenetlenirler. Cinsiyet kromozomlar: (Y ve X) birbirleriyle homolog olmasalar
da X ve Y kromozomlarimnin kisa kollarinin uglarindaki homolog segmentlerde birer
¢ift olustururlar. Homolog kromozomlardan olusan tetratlar arasinda homolog

kromozomlarin kardes olmayan bolgelerinde crossing over gergeklesir.

Crossing-over olay1, tetrat yapili homolog kromozomlarin sinapsis olusturmasi
sonrasinda boyuna agilarak, kromatinlerde meydana gelen enine kirilmalar ve bu
kirilma sonucu olusan gen pargalarinin giftler arasinda karsilikli parca degistirmesidir.

Parga degisimi ile homolog komozomlarin birbirlerinden ayrilmasi gergeklesir.



Bu arada giftler bir siire daha kromatidler arasinda degisimin oldugu, yani
crossing-over’in yasandigi temas bolgelerinde birbirleriyle sinapsis yapmaya ve

degisim gerceklestirmeyi siirdiiriirler.

Homolog olan kromozomlarin birbiriyle yaptigi X bigimindeki mikroskobik
goriiniime kiazma adi verilir. Kiazmada, crossing-over asamasina gelmis homolog
kromozomlar arasinda, karsilikli gen kiitleleri arasinda degisim gerceklesir, homolog
ciftler de bu sirada birbirinden ayrilmaya devam eder. Sonunda, crossing-over ve
kiazma agamalarini tamamlayan homolog kromozomlar birbirlerinden ayrilirlar,
tetratlar ayrilarak eski diad haline gelir. Kromozom giftinin iki pargasi, ekvatoral
bolgedeki diizenleme ile spindle (bélinme igi), olustururlar. Sonrasinda primer

spermatositler zit (kars1) kutuplara gekilerek ikiye boliiniirler (Hassa 2003).

Mayozda birinci bélinmenin sonunda Primer spermatositlerden iki tane yavru
hiicre olusur. Bu yavru hiicrelerden sekonder spermatosit olusur. Sekonder
spermatositler homolog kromozom ¢iftlerinden birini bulundururlar. Primer
spermatositlere gore hacimsel olarak ufak hiicrelerdir. Sekonder spermatositler 23
kromozom bulundururlar Bunlardan 1 tanesi gonozom (cinsiyet) diger 22 tanesi
otozom kromozomdur. Buna goére 1. mayoz boliinme sonunda DNA miktari 2n ve

hiicreler diploid sayili kromozoma sahiptir.

Sekonder spermatositler, baska bir hiicresel uyaran beklemeksizin ikinci
mayoz boliinmenin profaz fazina gecerler. Mayoz bdliinmede ikinci asamada S fazi
olmadigindan DNA replikasyonu olmaz, mayoz 2 evresinde kromozomlar iki kardes
kromatit barindirir ve kardes kromatitler sentromer bolgelerinden ayrilirlar. Mayoz 2
sonunda, 1n DNA miktarli 1n olan haploit kromozom sayili 4 yavru hiicre olusur. Bu

yavru hiicreler spermatit olarak adlandirilir (Sekil 1.3.).

Gergeklesen iki mayoz boliinmede 1 tane primer spermatositten, 4 tane haploid
kromozomlu spermatid meydana gelir. Bu spermatidlerden iki tanesi 22 + Y diger iki

tanesi 22 + X kromozom bulundurur (Ross 2017).
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Sekil 1.3. Spermatogenez (yenibiyoloji.com)

1.1.3. Spermiyogenez:

konusu olamayacagi bugiin bilinen bir gergektir. Bir spermin fertil bir hiicreye

doniisebilmesi icin gereken adimlar toplami spermiyogenez olarak tanimlanir. Bu

Bir spermin mayoz bdoliinme ile efektif fertil bir hiicreye doniismesinin s6z

dontisme icin gerekli olayda, spermatidte gelisen degisimler sunlardir:

M 0D

Akrozom olusumu
Boyun ve flagellum olusumu
Cekirdek sekil ve biiytikliigliniin degisimi ve kromatin yogunlagmasi

Artik spermatid sitoplazmasinin atilmasi.
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Sekil 1.4. Spermiyogenezis sirasinda spermin maturasyonu i¢in gereken degisimler. (Parihar,
2019) Sekil genel itibariyle 4 temel spermiogenezis asamalarini detayli olarak 6zetlemektedir.

Spermiyogenez, ¢ogunlukla seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerin apikal
sitoplazma kivrimlarinda gegmektedir. Bu sirada spermler spermiasyon denilen islemi
gerceklestirirler. Spermiasyon islemi spermlerin Sertoli hiicrelerinden seminifer tubiil
limenine gegmelerine denir. Liimene gelen ve burada serbest kalan spermler bosaltim
yollarina yavas yavas gegerler. Spermiyasyon sirasinda atik olan cisimleri hiicreler

aras1 kopriler olusturur. Bu kalintilar Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.

Spermatogenezin baslamasindan 72 giin sonra ise spermler kaudal epididime
ulagir. Spermler, epididimal maturasyon sonunda olgunluklarini, yani motilite ve
fertilizasyon yeteneklerini epididimdeki tasinma ve hareketleri sirasinda kazanirlar.
Epididimal maturasyon sirasinda spermler ileri hareketlilik, yani progresif motilite
ozelligini kazanir. Cekirdekte kromatin stabilizasyonu olusur. Ayrica membranlarinda
yeni reseptorler kazanarak hiicre membran molekiil ve yapilarimi degistirir ve

fertilizasyona hazir hale getirirler (Sekil 1.4).



1.1.4. Fertilizasyon Siirecinin Kisa Bir Ozeti:

Fertilizasyon, insan iireme ve neslini devam ettirme agisindan 6nem arz eder.
Siireg ise 3 temel basamakta incelenir; Bunlar spermlerin kumulus hiicreleri arasinda
ilerlemesi, zona pellusidaya baglanmasi ve penetrasyonu ve spermle oosit
membranlarinin birlesmesi sonrasinda spermin belli bolgelerinin oosit sitoplazmasi

icine girmesidir.

Oositin sitoplazmasina giren sperm, bir dizi reaksiyon ile 6zellikle hiicre i¢ine
fosfolipaz C salgisiyla oosit sitoplazmasinda kalsiyum artisina neden olur, kalsiyum
artist ise hiicre i¢i kalsiyum kanalllarini aktive ederek oositin aktivasyonuna yol agar.
Yalniz ve yalnizca aktive olmus oosit, ikinci mayoz bdliinmesini tamamlayabilir,
bdylece ikinci mayozunu tamamlamis oosit, ovuma doniisebilir ve erkek ve disi

pronukleuslarinin olusumu yalnizca bdylelikle gerceklesebilir.

Spermlerin fertilizasyon yeteneklerini kazanmalari, tim bu basamaklari
basarili bir sekilde gergeklestirebilmelerine baghdir. Kapasitasyon siireclerini

tamamlamalari, spermin basarili bir fertilizasyonu basarmasi i¢in gerekmektedir.

Sperm Kapasitasyonu:

Insan disi iireme sistemi iginde spermler servikste depolanir, buradan da
follikiil sivis1 ve oosit kaynakli birgok maddenin uyarisi ile motiliteleri artarak
fertilizasyon bolgesine yonelirler. Uyaranlar spermleri iki mekanizmayla oosite
yaklastirir. Bunlar kemokinezis, yani sperm motilitesini ve metabolizmasini arttirmak
ve kemotaksis, yani spermleri araciliksiz, yani dogrudan olarak oosite

yonlendirmektir.

Spermler disi genital kanallarinda, vajen, uterus ve tuba uterinadaki
sekresyonlarin kimyasal uyartisiyla kapasitasyona ugrarlar. Kapasitasyon, spermin
akrozom reaksiyonunu gerceklestirmesi, yani yumurtaya girebilmesi ve baska
spermlerin yumurtaya girmesinin engellenmesi ve dolayisiyla fertilizasyon
kapasitesini kazanmasi i¢in gecirmesi gereken temel modifikasyondur, disi genital

sisteminin basinda baslar, oositin iginde tamamlanir.



Kumulus hiicrelerinden kapasitasyonu saglamak i¢in yine dnemli miktarlarda
glikoprotein salgilanir. Kapasitasyon siireci, genel olarak spermlerde belirgin yapisal
degisikliklere neden olmasa da kapasitasyon siirecinde sperm membraninda bulunan
bazi intramembrandéz molekiillerin remodelling’1, istteki yilizeyel tabakanin
uzaklastig1 ve sperm zarindaki negatif yiikiin genel olarak azaldig1 goriliir.

Boylelikle sperm reseptdr bdolgelerinin, oositin 6zellesmis reseptorleriyle
karsilagsmasi, oositten gelen kimyasal ve mekanik uyartilar1 almasi kolaylagir.

Kapasitasyon sonunda sperm, akrozom reaksiyonunu olusturabilecek konuma
gelir, zona pellusidaya baglanma ve hiperaktivasyon gibi temel fertil 6zellikleri
kazanir. Sperm kapasitasyonu sonucunda oosit aktivasyonuda gergeklesir (WHO

2021).

Spermin Kumulus Hiicrelerini Ge¢mesi:

Spermlerin  kapasitasyon siirecini tamamladigini  anlamak agisindan
bakilabilecek en dnemli parametre motilite parametrelerinin degisip degismedigidir.
Kapasitasyon siirecini tamamlamis olan sperm hiperaktivasyon 6zelligini kazanirlar
ve bu ozellik hareket kabiliyetini 6nemli 6lgiide artirir. Darbeli matkap veya burgu
olarak tanimlanabilen, sperme 6zgii hareketi kapasitasyon sonunda sperm kazanmis
olur. Bu hareketin en 6nemli 6zelligi sperm kuyrugundaki agilanmay1 genisleterek
lateral hareketleri artirmak ve kumulus hiicreleri arasindaki hareketi mekanik olarak

kolaylastirmasidir.

Spermlerin kumulus hiicreleri arasinda ilerlemesi, iki yolla ger¢ceklesmektedir.
Mekanik yol ile spermler kazanmis oldugu hiperaktivasyonla kumulus hiicreleri
arasinda kendine yol acar. Enzimatik yol ile ise spermler hyaliironidaz salgilayarak

ekstraseliiler matriksi eriterek kumulus hiicreleri arasinda ilerlemeye devam ederler.

Spermin Akrozom Reaksiyonu ve Zona Pellusidaya Penetre Olmasi:

Zona pellusida i¢inde hiicre bulunmayan glikoproteinlerden olugsmuslardir ve
yapilarinda ZP1, ZP2, ZP3 molekiilleri bulunur (Sekil 1.5). Spermler kumulus
hiicrelerini gegtikten sonra zona pellusidaya temas ederler.

Spermlerin zona pellusiday1r gecgebilmesi i¢in Once akrozom reaksiyonunu

gerceklestirmeleri  gerekir. Spermler peneturasyon igin, oositte bulunan ZP
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reseptorlerinden ilk olarak ZP3’e primer olarak baglanirlar ve akrozom reaksiyonunu

tamamlamis olurlar. (Sekil 1.6).

ZONA PELLUCIDA ]\

i“ 0OCYTE

Carbohydrate
residues

-

Sekil 1.5. Zona Pellusida ve molekiilleri (Dun, 2010).

ZP3 ZP2
+

Sekil 1.6. Akrozom reaksiyonu (Dogan, 2008).

Bu baglanma ile akrozomal enzimler (akrozin, hyaliirinidaz) salgilanir ve zona
pellusiday: eritir. Boylece sperm perivitellin araliga gegmis olur. Daha sonra sperm
ZP2’ye sekonder baglanir ve zonaya penetre olur. Ardindan ise oositteki integrin ve
spermdeki disintegrin molekiillerinin de birlesmesi ve spermin ivmesi sonucu

membranlarin deforme olmasi sonucunda sperm ve oosit membranlar fiizyona ugrar.

Sperm ile oositin flizyonu, tam olarak ekvatoryal segmentten olur ve bu
segmentte spermden salgilanan oscillin, zona reaksiyonunda ve oositin

aktivasyonunda Onemli bir rol oynar. Oosit hiicre membraninin altinda bulunan
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kortikal graniiller kortikal reaksiyon olarak adlandirilan bir reaksiyon ile perivitellin
araliga salinir. Kortikal reaksiyon, zonada zona reaksiyonu adi verilen bazi yapisal
degisikliklere neden olur. Bu reaksiyon ile oosite baska baska spermlerin

baglanmalari, yani polispermik reaksiyon engellenmis olur.

1.2. Infertilitenin Epidemiyolojisi: Tanimlar ve Diinya Genelinde Infertilitenin

Onemi:

Infertilite, WHO tanimma goére en az 1 yil siireyle diizenli bir ydntemle,
korunmasiz ve bilingli cinsel iliski olmasina ragmen kadinda fertil bir gebeligin
olmamas: klinigidir. Infertilite, embriyogenetik siireglerde, cesitli travmatik veya non-
travmatik slireclerde veyahut heniiz bilinmeyen cesitli aksakliklar sonucunda ortaya
cikabilir. WHO'un infertiliteyi bir saglik sorunu olarak tanimlamasi, ciftlere gerek
cocuk yapma siirecinde gerekse tibbi danismanlik siireclerinde destek olma amacina
hizmet eder.

Kadinlarda infertilite yayginliginin, gelismekteki tilkelerde dort ¢iftten birinde,
gelismis iilkelerde ise yedi ¢iftten birinde goriildigi diisiiniilmekte, diinyanin bazi
arastirma yapilamayan bolgelerinde -ki buna en iyi Ornek Afrika kitasi olarak
gosterilebilir- infertilite %30'lara kadar ulasmaktadir. Erkeklerin, infertilite
vakalarmin %20-30' unda ¢esitli defektif yapilar sebebiyle sebep olabildigi, ancak tiim
vakalarin %50'sine katkida bulundugu veya herhangi bir tan1 konulamadig: i¢in oyle
oldugu disiiniildiigii bildirilmistir. Diinya genelinde fertilizasyon ¢agindaki ciftlerin

%8-%15’1nin infertiliteden etkilendigi ongoriilmektedir.

Fertilite tarihte soyun devaminin saglanabilmesi amaciyla 6nemli bir yer
tutmustur. Oyle ki; bilinen yazili tarihi belgelerin ¢ogunda buna iliskin kissadan
hisseler, deneyimler, deneyler ya da dykiiler sunulmustur. Erkek infertilitesine kiiresel
acidan bakildiginda hala tartisilsa bile sperm sayisinin giderek azaldigi g6z oniindedir.
1992 yilinda yayimlanan Carlsen ve ark. yaptiklar1 bir arastirmada sperm sayisi ve
konsantrasyonunda 1938-1990 yillar1 igine alan siiregte bir azalma oldugunu
bildirmislerdir (Loughlin, 2012). Yapilmaya devam edilen ¢aligmalarda yillar gegtikte

sperm konsantrasyonunun daha da diistiigii bildirilmeye devam edilmektedir.
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20. Yiizyilin son yillarina bakildiginda ise sosyal ve yapisal degisimlerin
infertilite miktarim biraz kétii bir yonde olsa da degistirdigi bilinmektedir. Ulkemizde
ise ilk niifus sayimi olan 1990°da infertilite oran1 %8,5 olarak tespit edilmistir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin 2004 verilerine gore ise 25-49 yas araligindaki erkeklerde primer

infertilite oraninin %9, ayrica sekonder infertilitenin ise %19 oldugu teblig edilmistir.

Infertilite nedenleri dort ana kategoriye ayrilabilir:
1) Kadin faktorii
2) Erkek faktorii
3) Birlesik faktorler

4) Agiklanamayan infertilite.

Bu kategorilerin her birine kesin ylizde vermek zor olsa da fikir vermesi
acisindan vakalarin yaklasik %35'inde infertilitenin esas olarak bir kadin faktdriine,
%20-30'unun bir erkek faktoriine, %20'sinde de her iki partnerde de tespit edilen
anomalilere bagli oldugu ve vakalarin %15'inde giiniimiiz teknolojisi ile tani

konamayacag bildirilmektedir (Vander Borght, 2018).

1.2.1. Erkek infertilitesi:

Erkek infertilitesine sebep etkenler bazen yapisal olabilir ancak ¢ogunlukla
sonradan ortaya ¢ikmis olan enfektif, travmatik, patolojik veya toksik maruziyetler
erkek infertilitesinde daha yaygin ve 6nem arz etmektedir. Mesleksel ¢evre ve meslek
hastaliklar1, infertilitede en az Onceki sayilan faktorler kadar onemli bir sebeptir.

Ozellikle radyolojik faktdrler gz ard1 edilmemelidir.

Erkek infertilitesinde patofizyolojik olarak neden olan faktorler {i¢ ana gruba
ayrilabilir: psikolojik faktorler, fiziksel faktorler ve kimyasal ajanlar. Bu faktorleri
anlamak i¢in c¢esitli ve insan soyuyla patofizyolojik benzerlikler gdsteren deney
hayvanlar lizerinde yapilan ¢alismalar bir¢ok cevresel etkenin erkek tireme sistemini

olumlu veya olumsuz etkileyecegi gercegini ortaya koymustur.
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Erkek infertilitesi diinya ¢apinda yiikselen bir sorundur. Genellikle erkek
infertilitesinin nedeni belirsizdir, yani soruna yonelik net bir etyopatogenez ortaya
konamaz ve bu etyopatogenez 6ngoriisiiniin olmayisi yine ¢ogunlukla tani ve tedaviyi
engeller. Spermatogenez, testise ve erkek lireme sistemine 6zgii bir¢ok gen tarafindan
diizenlenen karmasik bir siiregtir. Kisirlik, ¢iftlerin %10-15'ini etkiler, bu da onu tireme

cagindaki bireyler i¢in en sik goriilen saglik bozukluklarindan biri haline getirir.

Infertil bir ¢iftin arastirilmasinda en az bir semen analizi her zaman zorunludur
ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan (WHO) 6nerilen prosediir ve teknik kosullara gore
yapilmasi elzemdir. Normal degerler, fertilizasyon kapasitesine sahip hastalari
tanimlamaya yardimci olur; bununla birlikte, ciddi bir oligozoospermi veya azospermi

olmadik¢a, subnormal meni degiskenlerinin prediktif degeri sinirlidir (Diindar, 2013).

Iz metallerin seviyelerindeki bozukluklarin erkek infertilitesi ile iliskili oldugu
ve semen kalitesini tahmin etmede yararli araglar olabilecegi de bildirilmektedir.
Spermatozoa, epididimden gegisi sirasinda maturayona ugramakta ve motilite ve
fertilizasyon yetenegini kazanmaktadir. Ayrica, ejakiilasyondan sonra sperm, disi
tireme sisteminde kapasitasyon gecirmekte ve hiperaktivasyon 6zelligi kazanmaktadir,
bu da yine spermin fertilizasyon yetenegini kazanmasi, yani bir yumurtay: fertilize

edebilmesi i¢in gereklidir.

Epididimal matiirasyon ve sperm hiperaktivasyonu, CAMP (siklik adenosin
monofosfat), protein kinazlar ve fosfatazlar yoluyla etki eden kalsiyum ve pH
degisikliklerini i¢erir. Bu bulgular erkek infertilitesinin temelini daha 1yi biyokimyasal
olarak anlamaya ve erkek dogum kontrol yontemlerine yeni yaklagimlar getirmelidir.
Erkek infertilitesi genellikle idiyopatik veya bilinmeyen nedenleri igerir ve bu da

yardimet iireme teknolojilerine (UYTE) artan bir talebe yol agar (Diindar, 2013).

1.3. Semen Analizi ve Semen Analizinde Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Kriterleri

1.3.1. Semen (Ejakiilat)

Testislerin islevi, post-testikiiler bosaltma kanallar1 ve aksesuar bezlerin
salgilarindan olusan sividir. Ejakiilasyon ile disari atilir. Fertil bireylerde semen, ml’de

en az 15 milyon sperm igerir. Semenin hacmi 1,3 - 4 ml’dir ve semen hafif alkalidir
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(pH 7.2 —7.7). Beyazimsi renktedir. Ejakiilatin %10'dan azin1 spermiumlar, geri kalan
kismini da seminal plazma meydana getirir.
Ejakiilatin seminal plazma iirlinlerini seminal vezikiillerde, prostat bezinde ve

bulboiiretral bezlerde iiretilen sivilar olusturur.

Seminal vezikiillerde tiretilen sivilar seminal sivi hacminin %60’1n1 olusturur.
Bu siv1 viskoéz ve alkali yapida bir sividir. Fruktoz, prostaglandinler ve pihtilagma
proteinleri igerir. Prostat bezinden salgilanan sivi1 prostat sivist olarak adlandirilir. Bu
stvi Seminal s1vi hacminin %25’ini olusturur. Prostat sivisi stitiimsti, hafif asidik bir
sividir. Igerisinde sitrik asit (ATP yapimi igin), asit fosfatazlar ve bircok diger
enzimleri (prostat-spesifik antigen; PSA, lizozim, pepsinojen vs.) bulundurur. Bulbo-
tiretral bez ise alkaline mukusu tiretir. Bu mukus iiretranin kayganlasmasinda nemli

bir salgidir.

1.3.2. Semen Analizinde incelenen Parametreler

1902 yilinda Edward Martin infertilitenin tanimlanmasi i¢in semen analizini
oneren ilk kigidir. Devam ede yillarda Semen analizinde degerlendirilen parametreler
genisletilmis ve detaylandirilmistir. 1980 yilinda Semen analizi i¢in Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan kilavuz hazirlanarak semen parametreleri standart hale
getirilmistir. WHO semen analiz kilavuzunu en son 2021 yilinda revize etmistir.
Gilintimiizde infertilite sikayetiyle gelen ¢iftlerde infertilite sebebinin %40 oraninda
erkege bagli oldugu tespit edilmistir. Erkek infertilitesinin teshisinde en 6nemli etmen
semen analizidir. Semen analizi erkekten aliman ejakiilatin farkli parametrelerce
incelenmesine dayanan bir testtir. Semen analizinde incelenen parametreler baslica
semen icinde bulunan sperm sayisi, motilite (sperm hareketlilii), sperm
morfolojisidir.

Bu incelemeler sonucunda WHO’nun semen analizi kilavuzunda belirttigi

referans degerlerine gore semen parametreleri degerlendirilir (Tablo 1.1)
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PARAMETRELER MiN. REF. DEGERI

EJAKULAT HACMI (mL) 1,4 (1,3-1,5)
SPERM KONSANTRASYONU (10%/mL) 16 (15-18)
TOTAL SPERM SAYISI (10%) 39 (35-40)

TOTAL HAREKETLILIK (“ILERI HAREKETLI” VE “YERINDE = 42 (40-43)
HAREKETLI” SPERM SAYISI, %)

“ILERI HAREKETLIi” SPERM SAYISI (%) 30 (29-31)

CANLILIK ORANI (%) 54 (50-56)

SPERM MORFOLOJISI (%) 4(3,9-4)
' PEROKSIDAZ + LOKOSIT (10%/ml) - N <10

Ph >7.2

Tablo 1.1 Semen Analiz Kilavuzunun Onerilerince Semen Analiz Degerleri (WHO 2021)

Spermiyogram analiz testi i¢in oncelikle 2-5 giinliik bir cinsel perhiz siiresi
gereklidir. Cinsel erhiz siiresi 2 giinden az olmas1 durumunda semende sperm sayisinin
azalmasi, sperm hareketliliginin artmasina sebep olurken perhiz siiresinin 5 giiniin

tistiinde olmasinda ise bu durumun tersi gozlenir.

Semen analizi i¢in verilen ejakiilat, ortam sicakligindan etkilenmemesi i¢in
analiz laboratuvarmma yakin bir odada verilir. Semen analizi i¢in verilen sperm
ornekleri mastiirbasyon ile elde edilmektedir. Islem o6ncesi idrarin tamamen
uzaklastirilmig olmasi gerekir. Penisin ve ellerin yikanip sonra iyice kurulanmasi ve
herhangi bir kayganlastirici madde kullanilmadan, steril semen kaplarinin kapak ve i¢
kismina temas etmeden ve kabin disina tasirilmadan ejakiilatin tamaminin kabin igine

bosaltilmas1 gerekir.

1.3.3. Semen Analizi I¢in inceleme Yéntemleri

Semen analizinin incelenmesinde iki yontem kullanilir. Bu yontemler

Makroskobik inceleme ve mikroskobik incelemelerdir.
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1.3.4. Makroskobik incelemeler

Semen Analizi makroskobik incelenmesi; su asamalar ile gerceklestirilir,
Semen beyazimsi ve viskoz yapidadir. Bu sebeple 6rneklerin likefaksiyonu igin direkt
inkiibatore (37°C) yerlestirilir. likefiye olmasi i¢in 20-60 dk kadar beklenir.
Likefiye olan semende ilk degerlendirilme makroskobik olarak yapilir. Semenin
likefaksiyon siiresi, kokusu, goriiniimii, rengi, hacmi ve viskozitesi degerlendirilir ve

kaydedilir.

Likefaksiyondan sonra ejakiile semen, tek kullanimlik steril pastor pipetiyle
aspire edilereck damlama yontemiyle ejakiilatin vizkozitesi belirlenir. Viskozitesi
normal olan semen, pipetten damlalar halinde diser.

Semen vizkozitesi anormal ise damlalar uzun iplikler olusturarak akar durumdadir.
Yiiksek viskozite sperm motilitesini, konsantrasyonunu, spermin antikorla ekspre

edilmesini etkileyebilir (WHO 2021).

Likefaksiyon sonrasi ejakiilat normal bir sekilde likefiye olmus ise semen
homojen, yar1 opak bir goriiniimde olur. Ejakiilat rengi; hastanin semeninde eritrosit
varsa (hemospermi) kirmizi-kahverengi, vitamin ve ilag kullanomi ya da

hiperbiluribine sebep olan bir hastalig1 varsa sar1 olarak gozlenebilir (WHO 2021).

Semenin hacim 6l¢limii ise steril kaptan semen 6rneginin enjektore ¢ekilmesi

ile olgiliir ve kaydedilir.

Makroskopik  incelemeler sonrasinda semen  mikroskopik  olarak
degerlendirilir. Mikroskopik degerlendirmede semenin konsantrasyonu, motilitesi,
canlilif1, morfolojisi ve agliitinasyonu, pH’s1 ve sperm olmayan hiicreler incelenir ve

bu parametreler yapilan sayimlar ile kaydedilir.

Ejakiile spermin pH’s1 7,2 ile 7,7 arasinda bir degere sahiptir ve hafif baziktir.
Olgiim pH kagitlar ile yapilir. pH, semen numunesinin verilmesini takiben en geg 45
dakika 1 saat i¢inde kesinlikle 6l¢iilmelidir (WHO 2021).
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1.3.5. Mikroskobik inceleme

Semen Orneginin degerlendirilmesi i¢in faz-kontrast mikroskobu kullanilir.
Semen konsantrasyonu i¢in 10x10 kareden olusan Maklar® sayim kamarasi (Sefi
Medical Instruments, Israil) kullanilir (Sekil 1.7). Makler kamaraya 10 ul kadar
damlatilan semen, 3 ayr1 10 karedeki (totalde 30 kare) sperm hiicreleri sayilir ve
sayimin ortalamasi alinarak sperm konsantrasyonu hesaplanir. Sperm hiicreleri
mikroskopta X20 objektif biiyiitmesinde sayilir. Semen 6rneginde ml’de bulunan
sperm say1s1 sperm konsantrasyonunu, total spermium sayisi ise semenin tamamindaki

sperm sayisini belirtir.

Sekil 1.7. MaklarR sperm sayim kamarasi

Makler kamarasi ile sayim yaparken ¢ok az sperm saymak hatali sonuca ve yanlis
teshise ve tedaviye sebep olur. Bu sebeple toplamda en az 200 sperm hiicresi
sayilmalidir (Sekil 1.8.) (WHO 2021).

Sekil 1.8. Makler kamarasi sayim kareleri. (Courtesy of L. Bjorndahl).
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Spermin sayilip-sayilmayacagi baginin lokasyonu ile belirlenirken kuyrugunun
bulundugu alan 6nemli degildir. Kamarada bulunan 3 kenar ¢izgisinden ortancast
kamaranin sinirini belirler. Bag bolgesi i¢ sinirlar icinde bulunan spermler sayima dahil
edilmelidir. Bu sekilde yapilmayan sayimlar hatali sonuglara sebebiyet verebilir. Bag
kismi i¢ smurlar iginde bulunan spermler (beyazla gosterilen daireler) sayima dahil
edilir, dig sinirlardaki (siyah gosterilen daireler) spermler sayima dahil edilmezler.
(Sekil 1.9) (WHO 2021).
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Sekil 1.9. Makler Kamaras1 sperm sayma alanlar1. (Courtesy of C. Brazil).

Sperm sayimi sirasinda dogru sonug igin sadece olgun (bas ve kuyruk bulunan)
spermler sayilir. Sperm konsantrasyonu sayilan sperm sayisinin sayim yapilan kare
sayisina boliinmesi ile bulunur.

C = N/n formiilii ile hesaplama ile yapilir. Bu hesaplamada n: sayilan kare sayisini, N:
sayilan sperm sayisini, C: ml’deki sperm sayisini ifade eder. Total spermium sayisi ise

bulunan sperm konsantrasyonun ejakiilat hacimin ¢arpimi ile hesaplanir. (WHO 2021)

Sperm Motilitesi:

Sperm motilitesi ejakiilat alindiktan 30 dk sonra likefiye olmasi durumunda
tetkik yapilmalidir. Makler kamarasina damlatilan 10pul semen faz- kontrast
mikroskobunda 20X- 40X biiyiitmede (200 veya 400 biiyiitme) incelenir. Inceleme
sirasinda lamenin kenarina yakin alanlarin degerlendirilmesinden kaginilmasi gerekir
(WHO 2021).

Hareketlilik degerlendirilirken dikkat edilen bazi noktalar bulunur. Bunlar:
alan se¢imi rastgele olmalidir, sperm sayisina gore alan se¢imi yapilmamalidir,
spermlerin alana gelmesi beklenmemelidir. Ayni olan alanin tekrar sayilmasini

engellemek icin lamel ve kareler sistematik olarak sayilmalidir.
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En az 200°den fazla spermin yapilmasi degerlendirme i¢in daha uygundur.
Sperm motilitesi hareketlilik kategorisine gore yavas ilerleyenden baslayarak hizli
ilerleyenlere dogru sistematik olarak sayilmalidir. (WHO 2021)
Hem sperm motilitesinin manuel degerlendirilmesi hem de bilgisayar destekli sperm
analizinden elde edilen verilerde hizli ilerleyen spermler 6nem arz eder. Bu sebeple
hareketliligin degerlendirilmesi i¢in dort farkli kategori oOnerilir. Bu kategoriler

sunlardir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. WHO Sperm motilite kategorileri (WHO 2021)

Sperm dogrusal olarak biiylik bir daire i¢inde aktif hareket eder.

Hizli Progresif | Sperm 1 saniyede en az 25 um (%2 kuyruk uzunlugunda) ilerler.

Yavas Sperm dogrusal olarak aktif hareket eder. Sperm 1 saniyede 5 pm-
Progresif 25 um uzunlugunda ilerler.

Non- llerleyici olmayan harekettir. Spermde aktif kuyruk hareketi
progressive goriiliir. Kuyrugun etkisi ile bas kisminda cok kii¢iik hareketler

motilite (NM): | goriiliir.

Immotilite Spermde hi¢ hareket goriillmemesidir.
(IM):
Tablo 1.2. WHO 2021 kriterlerine gore sperm hareketliligini gosteren kategoriler.

Ayrica sperm parametreleri ile yapilan analizler sonucunda sperm
konsantrasyonu, total sayisi, toplam motilitesi ve canlilik durumlarina gore
gruplandirmalar olusturulmustur. Bu gruplar asagidaki tabloda gosterildigi gibidir
(Tablo.1.3.).

Tablo 1.3. WHO Semen parametreleri analizi sonucuna gore tanilar. (WHO 2021)

Normozoospermi | >15 milyon/ml sperm konsantrasyonu, %40 ve daha fazla
toplam motiliteye veya >%30 progresif sperm motiliteye sahip
olmasi. >%4 (Kruger Strict kriteri) normal sperm morfolojisine

ve >%>58 sperm canliligr olmalidir.

Astenozoospermi | Toplam sperm motilitesinin %40’1n altinda ve/veya spermin

progresif motilitesinin %30’un altinda olmasi1 durumudur.
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Oligozoospermi | ml deki sperm sayisinin 15 milyon altinda olmasi veya toplam

sperm sayisinin 39 milyonun altinda kalmasi durumudur.

Oligoasteno- 15 milyon/ml altinda sperm konsantrasyonuna ve/veya 39
teratozoospermi | milyonun altinda toplam sperm sayisinin olmasidir. %40’
altinda total sperm motilitesinin ve/veya %30’un altinda
progresif sperm motilitesi olmasidir. %4 (Kruger Strict

Kriteri)’den az normal sperm morfolojisinin olmasidir.

Teratozoospermi | Kruger Strict kriterlerine gore normal sperm morfolojisi en az

%4 olmalidir.
Azoospermi Ejakiilatta hi¢ sperm bulunmamasidir.
Lokospermi Ejakiilatta normal sinirin iizerinde (=1 milyon) I6kosit

(Lokositospermi) | bulunmasidir.

Aspermi: Ejakiilat olmamasidir.

Nekrozoospermi | Ejakiilatta canli sperm yiizdesi (vitalite) <%58 olmasidir.

Sperm Vitalitesi:

Canli sperm oranmi ifade eder. Sperm hareketlilii ve motilite
degerlendirilmesinde ©nemlidir. Hiicrelerin membran biitlinliigli degerlendirilerek
tahmin edilir. Tiim ejakiilatlarda rutin olarak belirlenmelidir. Fakat sperm total
motilitesinin %40’in altinda oldugu durumlarda 6nem tasir. Sperm canliliginin

referans alt sinir1 ise %58’dir. (WHO 2021)

Canli spermlerin yiizdesi, saglam spermatozoalar belirlenerek degerlendirilir.
Canli spermlerin degerlendirilmesi birden fazla yontemle belirlenebilir. Bu yontemler;
Spermin boya tutumu, hipotonik sisme yolu ile hiicre zarinin saglamligmin tespit

edilmesidir.

Boya Tutma Metodu:

Boyalar ile hiicre zarinin saglamliginin tespitine dayanir. Hasar gormiis hiicre
zarmin bazi boyalari i¢ine alarak boyanmasidir. Bu yontemdeki boyalar; Eosin boyas1

veya Eozin-nigrosin boyalaridir (WHO 2021).

20



Eosin- Nigrosin Boyama Metodu: Plazma zar1 hasar gormiis 6lii spermlerin
boyay1 i¢ine almasi yontemidir. Bu boyama yonteminde spermlerin fark edilmesi i¢in
arka plan ve sperm baslar1 renklerinin arasindaki kontrasti arttirmak i¢in nigrozin
kullanir. Boylece bu da onlar1 ayirt etmeyi kolaylastirir. Zar1 hasar gormiis cansiz
spermler pembe renge boyanirken, canli spermler boyayi igine almadiklari igin

renksizdir (WHO 2021) (Sekil 1.10).

Eosin Boyama Metodu: Bu yéntemde sadece eosin Y kullanilir. Olii sperm

hiicreleri pembe boyanirken, canli spermler boyanamazlar, renksizdirler (WHO 2021).

Sekil 1.10. Eosin-Nigrosin Boyama Metodu: Kirmiz1 veya koyu pembe basli spermatozoa
olii (D) olarak kabul edilirken, beyaz basli spermatozoa (L) canli kabul edilir. (WHO
2021)

Hipoozmotik Sisme Metodu:

Spermin boyanmasinin istenmedigi durumlarda kullanilan yoOntemdir.
Hipoozmotik sisme testi, yalnizca saglam zarlara sahip hiicrelerin (canli hiicreler)
hipotonik soliisyonlarda sisebilme 6zelligine dayanir.

Zarlar1 saglam spermler 5 dakika i¢inde siser. Tiim kamg sekilleri 30 dakika icinde
hareketsizlesir. Spermlerin kuyruklarinin sarmal seklinde olmasi, sismis spermler

olarak tanimlanir (WHO 2021) (Sekil 1.11).
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(a)

(B [c) (d) (e] M

O

Sekil 1.11 Hipoozmotik sisme metodu uygulanmis spermlerdeki morfolojik degisiklikler.
(a)= degisiklik yok, (b)—(g) = kuyruk degisiklikleri gesitleri. Kuyruktaki sislikler taranmis yani
gri alanlarla gosterilmistir. (WHO 2021)

(gl

Sperm Morfolojisi:

Infertilite tamisinda erkek iireme sisteminin degerlendirilmesi icin normal
spermatozoa oraninin belirlenmesi yeterli degildir.

Bu sebeple sperm morfolojisinin degerlendirmesi de dnemlidir.

Spermde morfoloji degerlendirilmesi i¢in; basin, boynun, orta parganin ve
kuyrugun spesifik morfolojisini degerlendirmek spermin dolleme yetenegi gosteren en
onemli parametredir.

Sperm morfolojisinin degerlendirmesi asagidaki adimlardan olusur:

. Ejakiilat yayma preparat hazirlanir.
. Preparat hava ile kurutulur ve sabitlenir.
. Hazirlanan preparat 6zel boyalar ile boyanir. Preparat 1s1tk mikroskobunda

inmersiyon yagi kullanilarak 100x objektif biiytitmesinde incelenir.
. Yaklasik 200 sperm degerlendirilir. (WHO 2021)

Anormal sperm morfolojisi:

Anormal morfolojiye sahip spermler, genel olarak diisiik fertilizasyon
potansiyeline sahiptir. Anormal morfoloji i¢in bag defektleri, boyun defektleri, kuyruk
defektleri bulunmasi gerekir. Spermin anormal morfolojiye sahip oldugunu

sOyleyebilmek i¢in; Basg, boyun, kuyruk bolgelerinde kusurlar olmahidir (Sekil 1.12).
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A. Head defects

(a) (b) () (d) (e (f)
Tapered Pyrifarm Round Amorphous Vacuolated Smiall
acrosomal
No Small f - . ares
acrosome
w v v v L | w
B. Neck and midpiece defects C. Tail defects D. Excess residual
cytoplasm
(g) (n) ] 0] (k) (0 (m) (n)
Bentrmeck  Asymmetrical  Thick Thin Short Bent Coiled > one third
insertion head
")
L - v

Sekil 1.12. Insan sperminin bazi anormal formlarinin sematik ¢izimleri (WHO 2021)

Sperm Bas Anomalisi;

Normal bas oranindan kiiciik ya da biiyiik yapida olmasi, basin sivri ya da
armut yapisinda, yuvarlak, amorf yapida olmasi, spermlerde ¢ift baslilik bulunmasi
veya bu defektlerin kombinasyonlari bulunmalidir.

Bag defektleri degerlendirilirken post-akrozomal bolgeye de bakilir ve bu bolgede
vakuoller bulunmasi, akrozom alanlarmin kiiciik veya biiyiik olmas1 defekt kabul

edilir.

Boyun ve orta parca anomalileri;

Spermin orta pargasinin basa baglandig1 yerin normalden kalin veya diizensiz
olmasi, normal olmayan derecede ince olmasi, baglanti1 noktasinin keskin bir sekilde

kivrilmig olmasi veya bunlardan birkag tanesinin birlikte goriilmesi.

Ana parc¢a defektleri:
Ana parcanin normalden kisa, birden fazla sayida olmasi (gift), kirik, keskin

acil1 biikiilmelerin olmasi, sarmal yapida bulunmasidir.
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Sperm agliitinasyonu:

Semende agliitinasyon Ozellikle motil spermlerde goriiliir. Motil spermlerin
bas-basa, kuyruk-kuyruga ya da spermlerin karisik bir sekilde birbirine yapismasini
ifade eder. Baz1 durumlarda agliitinasyon ¢ok yogun olur ve hareketli spermlerin
hareketleri  kisitlanir.  Bu arada hareketli spermlerin  hareketleri mutlaka

kaydedilmelidir (WHO 2021) (Sekil 1.13).

Aglutinasyonun derecesi

1.izole 2.0rta 3. Genis 4. Yogun
(<10 sperm/ aglitinat,  10-50 sperm (<50 sperm/ aglutinat, Spermlerin hepsi
bircok sperm serbest aglUtinat serbest bazi spermlier serbest aglitine olmus.

"~

A. Bas- basa

B. Kuyruk- kuyruga
Baslar serbest,
aglutinattan uzak

C. Kuyruk ucu-
kuyruk ucuna

D. Karisik
Aglutinasyonlar
acikca secilmiyor.

E. Yumaklasmis
Baslar kuyruklar

birbirine karigmis.

Sekil 1.13. Sperm agliitinasyon derecelerin gosterimi (WHO 2021).

Sperm Agregasyonu:
Hareketsiz (immotil) spermlerin birbirine yapigsmas:t ya da hareketli
spermiumlarin, sperm dis1 hiicrelere, mukus ipliklerine ve kalintilara yapismasiyle

kiimelesme olusturmasi ile tanimlanir (WHO 2021) (Sekil 1.14).
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(d)

(a) (b)

Sekil 1.14. Semende spermlerin agregasyonu. (a): Epitel hiicresi (b): veya bir spermatazoa,
(c,d): ile kiimelesmis sperm goriintiiler (WHO 2021).

1.4. Kalsiyumun Fertilizasyondaki Rolii:

Fertilizasyon siirecinde Onceki boliimde anlatildigi tlizere 3 temel olaymn
gerceklesmesi muhakkak beklenir. Bunlar;
a. Akrozom reaksiyonu
b. Spermin zona pellusidadaki ZP3 proteinine primer olarak baglanmasi

c. Sperm ile oositin sekonder baglanmadan sonra fiizyonu.

Zona pellusiday1 gegmis olan sperm, oosit membraniyla flizyona ugrar ve
membranin  hemen altinda bulunan kortikal graniillerin kalsiyum-bagimli
ekzositozunu uyarir. Ca*?, hiperaktivasyon, kemotaksi, kapasitasyon ve akrozomal
reaksiyon gibi spermde fertilizasyon agisindan gerekli oldugu bugiin bilinen fizyolojik
olaylar tetikler. Fertilizasyonun gerceklesmesinde Ca*? iyonlari sinyal molekiilleri
olarak islev gormektedir. Kalsiyum spermatozoaya girdiginde, enzimler ve bir¢ok
protein iizerinde allosterik diizenleyici etki gosterir.

*2nin molekiiler sinyallesmeye katkida bulundugu, bilinen bir

Bugiin, Ca
gercektir. Kalsiyumla fertilizasyon acisindan iic temel olay, hiperaktivasyon,
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu, diizenlemektedir. Ca*? iyonu, sperm-ZP3
primer baglanmas1 ve spermin akrozomal reaksiyona gegcmesinde en 6nemli rollerden
birine sahiptir. Ayrica kalsiyum iyonu, spermin bas kismundaki zar G-proteinlerini
aktive eder ve bu aktivasyon zona pellusida (ZP) reseptorlerini uyarir. Aktive olan G-
proteinleri, H+ tasiyici kanallarini, hiicre i¢i pH'1 arttirmak icin uyarir, boylece

akrozomal enzimlerin katalizasyonunu saglayarak akrozom reaksiyonunu ve

hiperaktivasyonu indiikler.
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Siklik adenosin monofosfat (CAMP), ¢6ziiniir adenilat siklaz (SAC) ve siklik
guanozin monofosfat (cGMP), ¢o6ziinlir guanilat siklaz (sGC) tarafindan olgun
spermde iiretilir. Bikarbonat sAC'yi kimyasal olarak aktive ettikten sonra folikiiler
stv1, Ca™ ' nin CatSper kanal yoluyla serbest birakilmasi ile sAC'yi uyarir. Bu uyarinin
sonucunda, G-protein aracili sinyal transdiiksiyonu, tirozin fosforilasyonuna neden
olan sAC ve fosfolipaz-C'yi (PLC) aktive eder. Bu olay kapasitasyon, akrozomal
reaksiyon, oosit aktivasyonu gibi temel olaylardan sorumludur. cGMP seviyesindeki
artiglar, PDE3'lii inhibe ederek cAMP'de eszamanli bir artisa neden olur. Bununla
birlikte, artan Ca*?> cAMP'yi dogrudan da katalize edebilir.

Aktive durumdaki sAC, sGC ve PLC, ikinci haberciler ile inositol trisfosfat
(IP3) cAMP, cGMP iiretimini uyarir. IP3 reseptorii (IP3R) ile IP3 baglanmasinm
saglamak i¢in, Ca+2 araciligiyla Ca+2 salimi depolama iyonlar1 eszamanli olarak,
protein kinazlar1 (PKA, PKC ve PKG) aktive ve stimiile eder, sirayla T-tipi kalsiyum
kanallari, siklik-niikleotid kapil1 iyon kanali (CNG) ve benzerleri yoluyla kap1 iyonlari,
proteinin aktivasyonu ile birlikte tirozin kinazlar (PTK) ve serin / treonin protein kinaz
(STK) protein fosforilasyonunun artmasina neden olur. Ek olarak, Ca*?, akrozom
reaksiyonu esnasinda kalmodulin, fosfolipaz-A ve fosfolipaz-D'yi aktive eder. Ca*
artan protein fosforilasyonu ile kapasitasyonu da tetikler.

Hem hiperaktivasyon hem de akrozom reaksiyonu, flagellar atimini arttirir ve sonugta
spermin yumurta dig kismima penetrasyonunda ve daha sonra olgun ovumun

fertilizasyonunda gorev alir (Abraham L.,2006).

1.5. CATSPER (Sperm Katyon Kanallari)

1.5.1. CatSper Kanallarinin Yapisi ve Ozellikleri:

Insan spermine kalsiyum girisinin hangi kanallarca diizenlendigi uzun
zamandir arastirilan, infertilite ag¢isindan da 6nem arz eden bir ¢alisma konusudur.
Testikiiler dokuda, spermatogenik hiicre serilerinde ve olgun spermatozoalarda bir dizi
kalsiyum iyon kanali tanimlanmis olsa da sperme kalsiyumun girebilmesi igin temel
yolun, sperm iizerinde en fazla yerlesim gosteren kalsiyum kanali CatSper’in, yani

spermlere 6zgii kalsiyum kanalinin temel yol oldugu gdsterilmistir.
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CatSper kanallari, kalsiyum iyonunun hiicre igine girisini denetleyip
diizenleyen, sperm-6zgii voltaj kapili kalsiyum kanallaridir. CatSper kanallar1 spermin
fertilizasyon i¢in disi lireme kanalindaki birgok engeli asmasini saglar (Singh and

Rajender, 2015).

CatSper kanallart; 4 ayri alt biriminden olusan CatSper o ve yardimer 3 alt
birim olan CatSper B, CatSper Y ve CatSper 6 alt birimlerinden olusmaktadir.

Fizyolojik olarak, CatSper iiyeleri kalsiyum igin gegirgendir. Bu protein
kompleksleri membran potansiyel enerjisininin ve hiicre i¢indeki iyon dengesinin
diizenlenmesiyle birlikte c¢esitli hiicresel siireclerde, ozellikle de fertilizasyon

stireclerinde 6nemli bir rol oynar.

Bu kanallar yoluyla sperme kalsiyum iyon akisi, sonu¢ olarak hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonunda bir artisa yol agar, bu artis sperm hareketlerinin daha
giiclii ve hizli olmasii kolaylastirir (Xiang- hong Sun, 2017). Ayrica CatSper kanal
smifi spermin depolanmis oldugu disi genital yollarin epitelinden ayrilmasi, zona
pellusidaya primer ve sekonder penetrasyonu ve bir biitiin olarak fertilizasyonda

mutlaka gereklidir.

CatSper aktivasyonu progesteron tarafindan giiclii bir sekilde diizenlenir. Insan
sperminde nanomolar diizeyde progesteron konsantrasyonunun bile CatSper
aracilifiyla kalsiyum akimini1 6nemli derecede artirdigi gozlenmistir (Darszon, A ve

ark, 2011).

Spermde voltaj kapili H+ kanali 1 (Hv1l), K+ kanali (Ksper/SLO3) gibi baz1
iyon kanallarinin ve plazma zarinda bulunan Ca2+ adenosin trifosfataz (ATPaz),
Ca2/Na+ degistirici ve sperm-spesifik H+/Na+ degistirici (sSNHE) gibi baz1 iyon
pompalarinin, CatSper kompleksiyle birlikte calistig1 da bilinmektedir.

CatSper kanal genleri de erkek infertilitesinin arastirilmasi ve tarama testi
olarak kullanilabilmesi i¢in potansiyel bir hedeftir. Baz1 idiyopatik infertilite nedenleri
Catsper kanallarindaki mutasyonlarla agiklanmistir. Arastirmalar, &zellikle alt

tiniteleri CatSper’in sperm hiperaktivitesi ve erkek tiremesinin énemli bir pargasi
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oldugunu gostermistir (Zheng, L.ve ark,2013). Bunun yaninda CatSper alt
birimlerinden herhangi birinin eksikligi de infertilite ile iliskilendirilmistir (Q1, ve ark,
2007). Ozellikle, Catsper 8, CatSper kanal kompleksinin islevselligi i¢in mutlaka
gereklidir. Bazi nakavt ve susturma g¢alismalari, CatSper (1- 4) alt biriminden veya
CatSper o'den herhangi birinin mutlak kaybinin, spermde motilite kaybiyla
sonuglandigint gostermistir (Chung, 2011). Ayni sekilde sperm kuyruguna o6zgi
Catsper d'den yoksun farelerin infertil oldugu ve spermatozoalarinin hem Ca+2 akimi
hem de hiperaktif hareketlilikten yoksun oldugu rapor edilmistir (Chung, 2011). 37
Tiim bu caligmalar iglevsel bir CatSper kompleksinin olusumu i¢in CatSper & alt
biriminin gerekliligini ortaya koymaktadir. CatSper (1-4) kanallar1 ve yardimci ek
tinitelerinin fizyolojik fonksiyonlar1 g6z oniine alindiginda erkek infertilitesinin tani

ve tedavisinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugu agiktir.

Catsper kanal ekspresyonu insanda dogumdan sonra 18. glinden itibaren baglar
ve yetiskin bireylerin testislerinde maksimum seviyeye ulasir. CatSper kanallarinin
hem testiste hem de ejakiilatta {iretiminin oldugu ve sperm membrani ve flagellumun
ana parcasinda da CatSper kanallarinin bulundugu gésterilmistir (Gillian ve ark,2017).
CatSperl, CatSper3 ve CatSperd'iin trlinlerinin ekspresyonu, ge¢ germinal sperm
hattinin  hiicreleriyle ~ sinirliyken, CatSper2 ise spermatogenezin (pakiten

spermatogonia) erken asamasinda eksprese edilmektedir (Sekil 1.15).

Na+/Ca2+

Catsper SLO3 SNHE Ca2+ATPase Hv1 skihanger

-

1
sAC

CO2+H20—HCO3

Sekil 1.15. CatSper kanal fonksiyonlari ve diizenlenmesi (Xiang- hong Sun, 2017).
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1.5.2. CatSper kanallari, Fertilizasyondaki Onemi, Infertilite ile CatSper
Arasindaki iliski:

Catsper kanallarindan kalsiyumun girmesi hiperaktivasyonu tetikler. Yine
farelerde yapilan bir ¢aligmada kalsiyum girisinin spermde kuyruktan bas kismina
dogru kalsiyum iyonu yayilimin tetikledigi gosterilmistir (Liu, J., Xiaet al., 2007).
CatSper kanallar1 ve kalsiyum spermin hiperaktivasyonunu saglayarak oosit
penetrasyonunu etkiler. CatSper genleri ve bu genin triinleri, erkek infertilitesinde
tarama testi gelistirmek agisindan potansiyel bir hedeftir. Baz1 agiklanamayan
infertilite sebeplerini aciklamakla birlikte CatSper kanal alt birimlerinini herhangi
birinin ekspresyonunda hata veya diger bozukluklar infertilite sebebidir (Zheng, et al.,
2013).

Arastirmalar, CatSper 1, 2, 3 ve 4 alt {initelerinin sperm hiperaktif motilitesinin
ve erkek fertilitesinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu gostermistir (Qi, et al., 2007).
Catsper kanallar1 o6zellikle progresif motilite olmak iizere sperm hareketi ile
iligkilendirilmistir. Hiperaktif motilite, spermin oosite ulagsmasi ve penetrasyonunun
vazgecilmez pargasidir. Dolayisiyla Catsper a alt birimlerinden herhangi birinde bir
aksaklik olmasi ve bu kanallarin heterodimer yapisinin bozulmasiyla erkek infertilitesi

meydana gelir.

1.6. KISS1 (Kiss-Peptin) ve KISS1-R

1.6.1. KISS1 ve KISS1R Sistemi

KISS1 pubertede ve eriskinlik ¢aginda, HPG aksamimnin regiilasyonunda
mutlak bir etkiye sahiptir. KISSIR ise puberteye giriste GnRH salgisinin saglanmasi
icin gereklidir. Reseptorler ile aktivasyonu saglanan transdiiksiyon yollarinin
analizleri sonucunda, fosfolipaz-C’ye baglanip bu baglanmanin akabinde intraselliiler
kalsiyumun sekresyonun da KISS1R’in roliiniin nemli oldugu sonucuna varilmistir.
(Min, ve ark, 2014).
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1.6.2. KISS1R Geni:

KISS1R geninin iirlinii olan KISS1 reseptorii ilk sigan beynine ait cDNA’dan
cogaltilmistir fakat o donemde asil islevi tespit edilememistir (Lee, vd., 1999). Ancak
yaklagik 5 yil sonra KISS1 geninin islevi bagimsiz arastirmacilar tarafindan
olusturulan grup sayesinde tanimlanabilmistir (Kotani ve ark, 2001; Muir ve ark, 2001,
Ohtaki ve ark,2001).

1.6.3. KISS1 ve KISSIR iliskisi:

KISS1 reseptorii KISS1R’yi baglanarak uyarmasiyla fosfolipaz C aktivasyonu
saglar ve sonrasinda fosfatidilinositol 4,5-bifosfat hidrolizini saglar. Sonrasinda
inositol trifosfat ile DAG sinyal hattinda birikmesi gergeklesir. Bu yolak kalsiyumun
salmimi gergeklesir (Constantin ve ark, 2009; Liu ve ark, 2008).

1.6.4. KISS1/KISSIR Sisteminin Hiicre i¢i Sinyalizasyon Mekanizmalari:

Kiss-Peptin’in anlasilabilmesi igin gergeklestirilen ilk arastirmalar KISS1
reseptor araciligiyla aktivasyonu saglanan hiicre i¢indeki sinyal yolaklarinin heterolog
olan hiicrelerde incelenmesini kapsiyordu (Kotani ve ark, 2001; Muir ve ark, 2001;
Ohtaki ve ark, 2001). Yapilan ¢alismalar, tiim Kiss-Peptin derivelerinin KISS1R ile
baglandigin1 ve yine KISS1-Reseptoriinii aktiflestirdigini gostermistir. (Castano ve
ark, 2009). Gg/11a (G protein alt birimi) ile baghh G protein-baglh reseptorlerinden
(GPCR) biri olan KISS1R (Kotani ve ark, 2001; Muir ve ark, 2001). Kiss-Peptin
Reseptoriine baglanarak yolaklardan fosfatidil inositol (P1) dongiisiinii uyarir (Stafford
ve ark, 2002). KISS1R’ye KISS1’in baglanmasiyla Gg/11 alt birimi fosforile olarak
fosfolipaz C-B’y1 aktiflestirir.

PLC-B ile hidrolize olan hiicre membraninda fosfolipid fosfatidil inositol
bifosfatin (PIP2)’yle inositoltrifosfat (IP3) ve (DAG) olusumu saglanir. DAG varligi
ile protein kinaz C (PKC) aktive olurken, Endoplazmik retikulum (ER) zar1 lizerinde
bulunan bir kalsiyum kanal reseptdriine IP3 baglanmasiyla reseptor aktiflesir. Sonugta
ER iizerinden sperm hiicresi i¢ine kalsiyumun gegisi saglanir (Kotani ve ark, 2001;
Muir ve ark, 2001; Pampillo ve ark, 2009; Ringel ve ark, 2002; Stafford ve ark, 2002).
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Yolaklarin gerceklestirdikleri sistem, hiicre ile iliskileriyle bir¢ok islevi
saglayan hiicre i¢i kalsiyum sinyal yolaklar1 ¢ok yonlii ikincil haberci olarak gorev
yaparlar. Kalsiyum diizeyinin yiikselmesi, erkek iireme sisteminde hiicresel diizeyde
genel olarak hormon salinimini1 uyarir. (Lamprecht ve Lipkin 2001; Stafford ve ark,
2002). KISS1 potasyum kanallarinin i¢e dogru gecisini gecici reseptor potansiyeli
kanonik (TRPC) gibi kanallar aktiflestirerek DAG ve kalsiyumu ile azaltarak hiicre
igindeki kalsiyum diizeyini artirabilecegi ve GnRH salgilanmasini saglayacagi
diistiniilmektedir (Zhang ve ark, 2008).

KISS1R’nin PLC aktivasyonuyla saglanan kalsiyum sinyal yolundan bagka
Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz (MAPK) yolaklariyla da etkilesim sagladig tespit
edilmistir (Tng, 2015). Bu yolaklarda B-arrestin ve IP3 aktivasyonu saglanir. Bu
aktiflestirme MAPK ’larin fosforillenmesi ile gergeklestirilir. (Oakley ve ark, 2009;
Tng 2015).

PKC’lar bir¢ok ikincil haberciler (MEK 1-2, RAS dahil) sayesinde hiicre dis1
sinyal mekanizmalariyla regiile edilen Kinaz (ERK) 1 ve 2’nin fosforile olmasini
saglar. KISS1R, ERK 1 ve 2’nin aktive olmasini ayrica f2-arrestin yolagiylada saglar
(Wahab ve ark, 2016) (Sekil 1.16).

@ KISS| @KISS| KISSIR
v Hucre membram
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Sekil 1.16. KISS1 ve KISS1R nin Hiicre i¢i sinyal mekanizmasi (Wahab ve ark, (2016)’dan
uyarlanmustir.
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1.6.5. KISS1 (Kiss-Peptin) /KISS1R’nin Sperm Fonksiyonlarina Etkisi

Daha 6nceki bulgular, KISS1’in uterusun belli basl kisimkarinda bulundugu
ve hiicre yiizeyinde yogun olarak eksprese edildigini gostermistir (Gaytan ve ark,
2007).

Veriler, KISSI’in spermin tuba uterinada kazandigi hiperaktivite ve
fertilizasyon vb. olaylarda 6nemli faaliyetleri olacagini gostermistir (Chang ve Suarez,
2010; Visconti, 2009). Insan testisinindeki Sertoli hiicrelerinde ve spermatosit,
spermatid ve sperm gibi farkli germ serilerinde hem KISS1, hem de KISS1R
genlerinden protein eksprese edildigi saptanmistir (Hsu ve ark, 2014; Mei ve ark, 2013;
Pinto ve ark, 2012). Verilere gore spermatogenezde, KISS1R/KISS1 reseptoriin
parakrin ve/veya otokrin roliiniin oldugu ortaya koyulmustur (Wahab ve ark, 2016).
Bu baglamda yapilan ¢alismalarda, KISS1’in sperm motilitesinin diizenlenmesinde

mutlak tesiri oldugu savunulmustur (Pinto ve ark, 2012).

KISSIR ve KISS1 igin insan sperminde yapilan karakterizasyon
arastirmalarinda bu molekiillerin lokalizasyonlarnin spermin bas, kuyruk, boyun
kisimlarinda oldugu bildirilmistir (Pinto ve ark, 2012). Spermde bulunan kalsiyumun
aktivitesini saptamak amaciyla yapilan spektroflurometre calismalari ve konfokal
mikroskop goriintiilemeleri sonucunda, KISS1 verilen spermlerde hiicre ic¢indeki
kalsiyum miktarmin arttig1, spermin progresif motilitesini artirdig1 ve hipermotil faza
gecisi sagladig1 saptanmistir (Pinto ve ark, 2012). Insan spermiumunda KISS1R ve
KISS1’in ekspresyonunun ve spermdeki yerlesim dagiliminin g¢alisildigr bir
aragtirmada immiinfloresan boyama ile her iki molekiil i¢cinde en kuvvetli boyanma,
sperm-oosit fiizyonu i¢in ¢ok dnemli bolgede yani ekvatoral segmentte gosterilmistir

(Bedford ve ark, 1979; Flesch ve Gadella, 2000).

Flagellar aktivasyonunun saglanmasinda 6nemlidir. Kalsiyum depolarinin ve
hareketin kontroliinde, enerji gereksinimi i¢inde 6nemli gorevi olan orta boliimde de
KISST’in ve KISS1R’nin ekspresyonu gosterilmistir (Bedu-Addo ve ark, 2008;
Publicover ve ark, 2008; Suarez ve Pacey, 2006) (Sekil 1.17).
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Sekil 1.17. KISS1’in testisteki etkilesim mekanizmasi (Wahab ve ark, (2016)’dan uyarlanmustir).

Bugiine dek infertil bireylerde KISS1 ve KISS1-Reseptoriiniin sperm motilite
lizerine etkisini gosterdigi yolaklarin neler olduguna dair belirgin bir sonug literatiire
gecmemistir. Yapilan bir deneyde, biyokimyasal yontemler kullanilarak orneklerin
semen ve kan plazmalarinda KISS1 diizeyinin, sperm parametreleri ile 6zellikle total
sperm sayisi, sperm konsantrasyonu ve toplam sperm motilitesi ile iliskili

olabilecegine iliskin veriler sunulmustur.

Bu ¢aligma, heniiz evlenmemis ve cinsel aktif olmayan 18-23 yas arasindaki
erkeklerden elde edilen oOrneklerle gerceklestirildiginden infertilite tanili erkek
vakalara iliskin semen sivisinda KISS1 diizeylerine iliskin net ve somut bir sonug

bulunamamuistir (Zou ve ark, 2019).

Sperm motilitesinin degerlendirilmesi i¢in hiicre i¢i kalsiyum yolaklarinin
arastirilmasi ve anlasilabilmesi; gerekli, 6nemli degerlerden bir digeridir. Fertilizasyon
basarisinda ve sperm kapasitasyonunda kalsiyum yolaklar1 ve kalsiyum kanallarinin
onemli rolii vardir. CatSper ile spermin hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin yiikselmesi
sonucu spermde akrozom reaksiyonu, kapasitasyon ve motilite artis1 saglanir
(Hildebrand, vd., 2010). KISS1’in CATSPER gen ekspresyonlar1 iizerine olasi

etkilerine iliskin bir bulgu bugiine dek literatiirde paylasilmamaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Calisma Plam

e Rutin spermiyogram igin dérnek toplanmasi

e Semen analizi

e (Calisma i¢in uygun ve goniillii bireylerin 6rneklerinin ¢alismaya dahil edilmesi
e Histolojik Analiz (immunoflouresan boyama)

e Genetik Analiz

2.2. Semen Orneklerinin Toplanmasi ve Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Bu c¢alismaya, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tiip Bebek
Merkezi Androloji Laboratuvarina rutin semen analiz testi yaptirmak i¢in bagvuran,
18-45 yas araligindaki ¢alismaya katilmay1 goniillii olarak kabul eden 52 erkek dahil
edildi.

Tiim hastalar ¢aligma ile ilgili bilgilendirilerek goniillii olduklarina dair onam
formu alinmigtir. Calismaya dahil edilen erkekler {ireme doneminde (18-45 yas
arasinda) olup, sigara igcmeyen, Kalsiyum takviyesi almayan varikosel, ¢ocuklukta
atesli bir hastalik ya da sistemik bir rahatsizlik, testis travmasi gibi tiremeyi etkileyen

bir hastalik ge¢cirmemislerdir.

Semen ornekleri 2-5 (en az 72 saat en fazla 300 saat) giinliik cinsel perhiz siiresi
sonrast steril bir ortamda masturbasyon yolu ile elde edildi. Ornek verildikten 20-30
dk sonra hastalarin rutin semen analizleri yapilarak semen parametreleri kaydedildi.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO; 2021)’niin analiz kriterlerine gore degerlendirilen semen
parametreleri; semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, toplam
sperm motilitesi (WHO class A+B+C), immotilite ve normal sperm morfolojisini

kapsamaktadir.

WHO normal sperm parametrelerini; sperm konsantrasyonu 15 milyon/ml’den
fazla, total sperm motilitesini %40’tan fazla veya progresif motilitesinin %30’dan
fazla ve normal sperm morfolojisi >%4 olarak belirlemis olup tiim degerlendirmelerini
bu parametrelere gore gerceklestirmistir.

WHO anormal sperm parametrelerini ise; sperm konsantrasyonu <15
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milyon/ml, total sperm motilitesi %40°tan az ve/veya progresif motilite %3’dan az ve
normal sperm morfolojisi %4 (Kruger Kriteri)’den az olararak belirleyip,

degerlendirmistir.

Yapilan galismada azospermik, oligospermik, siddetli oligospermik bireyler
calisma dis1 tutuldu. Calismaya dahil edilen bireyler 2 gruba ayrildi; Grup 1:
Normozoospermi (n=26); sperm konsantrasyonu >15 milyon/ml, Grup 2:
Astenozoospermi (n=26); sperm konsantrasyonu >15 milyon/ml, sperm motilitesi;

total motilite <%40 ve/veya progresif motilite <% 30.

2.3. Semen Analizi

2.3.1 Makroskobik Degerlendirme

Semen 6rneklerinde makroskopik olarak agsagidaki maddeler degerlendirildi.
e Renk,

e (GOrunim,

e Koku,

e Viskozite,

o Likefaksiyon siiresi,

e pHyve

e Semen hacmi Olciilerek kaydedildi.

Hastalardan elde edilen semen ornekleri ilk olarak likefiye olmalar1 i¢in 37°C
inkiibatorde 20-60 dk arasinda bekletildi. Likefaksiyon stireleri kaydedildi. Likefiye

olan 6rneklerin mikroskopik degerlendirmesi yapildi.

2.3.2. Mikroskobik Degerlendirme

Semen Ornekleri mikroskopik olarak sperm sayisi, sperm motilitesi, vitalitesi
ve morfolojisi agisindan faz-kontrast mikroskobunda Makler sperm sayma lami
tizerine 10 pl koyularak, 20X objektif biiylitmesinde degerlendirildi ve Sonuglart

kaydedildi. Sperm konsantrasyonu (1 milimetredeki sperm sayis1) ve total sperm sayis1

35



(sperm konsantrasyonu x semen voliimii) i¢cin Makler laminda 3 farkli 10’lu alan

toplamda 30 kare sayilarak hesaplandi.

Spermlerin motilite 6zellikleri ve motilite yilizdeleri hesaplandi. Sperm
motiliteleri; +4 motilite (WHO class A): Hizli lineer progresif motilite, +3 motilite
(WHO class B): Yavas (genis dairesel hareketli) progresif motilite, +2 (WHO class C):
Non-progresif (yerinde hareketli) motilite ve +1 motilite: Immotilite (hareketsiz)
(WHO class D) olarak degerlendirildi.

Spermlerin canlilik (vitalite) oranlarini degerlendirmek i¢in Eosin boyama testi
uygulandi. Eosin boyasi ile boyanan semen 6rnekleri faz- kontrast mikroskop altinda
incelendi. Hiicrenin boyay1 alip almamasi yasasina dayanarak, canli ve cansiz spermler
belirlendi. Cansiz sperm hiicreleri plazma membran biitiinliigii bozuldugu i¢in boyay1
hiicre i¢ine aldiklart i¢in pembeye boyandi, canli sperm hiicreleri ise boyay1 almadigi
i¢in renksiz goriiniimde oldu. Test sonrasi semen canlilig (vitalitesi) yiizdelik olarak;

Canli sperm sayisinin total sperm sayisina boliinmesiyle belirlendi.

Normal sperm morfolojisinin belirlenmesi ve sperm morfolojik anomalilerinin
tespiti i¢in semen 6rneklerinden 10-15 pl yaklasik 1-2 damla lamlara yayilarak sperm
yayma preparatlart olusturuldu. Yayma preparatlarin fiksasyonundan sonra preparat
boyamalar1 (Spermac boyasi; Fertipro, Belgium) yapildi ve 40X biiylitmede faz-
kontrast mikroskobunda incelendi. Her preparatta en az 200 hiicre sayildi. Normal
morfolojiye sahip spermlerin total sperm sayisina boliinmesiyle normal morfoloji
yiizdeleri hesaplandi. Spermlerin bag, kuyruk ve boyun bolgesinde bulunan morfolojik

anomalileri detayl1 olarak degerlendirildi.

2.4. Histolojik Analiz ve Genetik Analiz icin Ornek Hazirhig

Rutin semen analizi yapildiktan sonra atilacak semen 6rnekleri histolojik analiz

ve genetik analizde kullanildi.
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Immiinhistokimyasal isaretleme

Histolojik incelemede immunfluoresan yontemi kullanildi. Immunfluoresan
analiz i¢in; semen 6rnekleri lizinli lamlar tizerine yayildi. Oda sicakliginda yaklasik 1
saat kurumaya birakildi. Sperm yayma preparatlari-20°C’de sogutulmus absolu
metanol’de 15 dk boyunca fikse edildi.

Yayma preparatlarin boyanmasinda indirekt immunofluoresan isaretleme
ydntemi protokoliine uygun olarak isaretlendi. Immunoflouresan isaretlemede anti-

CatSper3 ve anti-KISS1R primer antikorlar1 ve anti-rabbit Sekonder antikor kullandi.

Genetik Analiz

Genetik analiz i¢in spermiyogram testi sonrasi atilacak olan Ornekler
karyotiiplere alind1 ve -80 °C de donduruldu.
Dondurulma sonrasi semen Orneklerinden Total mRNA izolasyon kiti ile mRNA
izolasyonu yapildi.
Izole edilen mRNA’lardan cDNA izolasyon kiti ile cDNA elde edildi.
CcDNA’larin referans gen yoniinden amplifikasyonunu saglamak ve hedef- referans
bolgeleri belirlemek icin Faststart Essential Sybrgreen Master Mix (Thermo®) ticari
kiti kullanilarak Real Time PCR yapildi.

2.5. CatSper3 ve Kiss-Peptin’in Sperm Hareketliligine Etkisinin Immunfluoresan

Boyama Yontemiyle Histolojik Analizi

2.5.1. CatSper3’iin Sperm Hareketliligine Etkisinin Floresan Mikroskop ile
Analizi

Caligsma gruplarinda CatSper 3’iin sperm hareketliligine etkisinin belirlenmesi
i¢in indirekt immunhistokimyasal boyama yontemi kullanilmistir. Boyamada iki grup
(Normozoosper ve astenozoosperm) i¢in sperm hiicreleri CatSper-3 polyclonal primer
antikoru (Rabbit polyclonal Antibodies - bs-7136R non conjugated) ile
immunfloresan olarak isaretlendi. Sekonder antikor olarak Donkey anti-rabbit 1gG-
FITC (sc-2090, Santa Cruz Biotechnology, USA) kullanildi. Uygulanan

Immiinfloresan boyama protokolii Tablo 2.1 de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. CatSper3 primer antibody Immiinfloresan boyama protokolii

Sperm yayma preparatlar1 olusturuldu.

Preparatlar -20 °C de sogutulmus absolii metanol ile fikse edildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

%0,25 Triton X-100 igeren PBS’de 10 dakika inkiibasyon. (Sperm hiicrelerinde
Permeablizasyonu arttirmak igin)

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Preparatta boyanacak bolgeler hidrofobik kalem (Pap-Pen) ile ¢izildi

Blok soliisyonunda (Ab 64226, Abcam, UK) 10 dk inkiibe edildi. (non-spesifik
boyanmalar1 6nlemek i¢in kullanildi).

Blok soliisyonu yikama yapmadan pipet ile uzaklastirildi.

CatSper 3 (Rabbit polyclonal Antibodies — bs-7136R non conjugated) (1/100 diliie
edilmis) antikorunda + 4 °C’de 24 saat muamele edildi.

PBS ile 3X5 dakika yikandi.

Preparatlar Donkey anti-rabbit IgG-FITC: (sc-2090, Santa Cruz Biotechnology, USA)
(1/200 diliie edilmis) sekonder antikor ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda
bekletildi.

PBS ile 3X5 dakika yikandi.

Preparatlar DAPI igeren kapatma medyumu kullanilarak kapatildi.

Normozoospermi ve astenozoospermi i¢in yapilan boyamalarda tiim
preparatlar, 40X objektif biiyiitmesinde Olympus BXS51 Trinokiiler fliioresan
mikroskopta incelendi. Her preparatta rastgele 10 farkli alanda secilerek DP72 dijital
kamera ile goriintiileri alind1 ve bilgisayara kaydedildi. CatSper3 molekiiliiniin iki
farkli grupta ekspresyonun karsilastirilmasi i¢in fotograflanan her alanda CatSper-3
eksprese eden spermler sayildi ve total sperm sayisina boliindii. CatSper3 ekspresyon

orani iki farkli grup i¢cinde degerlendirildi ve eskpresyon orani karsilastirildi.

2.5.2. Kiss-Peptin’in Sperm Hareketliligine Etkisinin Floresan Mikroskop ile
Analizi

Caligma gruplarinda  Kiss-peptin’in ~ sperm  hareketliligine  etkisinin
belirlenmesi i¢in indirekt immunhistokimyasal boyama yontemi kullanilmistir.
Boyamada iki grup (Normozoosper ve Astenozoosperm) igin sperm hiicreleri Anti-
KISS1R polyclonal primer antikoru (Rabbit polyclonal Antibodies — STJ93845 non

conjugated) ile immunfloresan olarak boyandi.
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Sekonder antikor olarak Donkey anti-rabbit 1gG-FITC (sc-2090, Santa Cruz
Biotechnology, USA) kullanildi.

Uygulanan immiinfloresan boyama protokolii Tablo 2.2 de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Anti-KISS1R primer antibody immiinfloresan boyama protokolii
Sperm yayma preparatlar1 olusturuldu.

Preparatlar -20 °C de sogutulmus absolii metanol ile fikse edildi.
PBS ile 3x5 dakika yikandi.

%0,25 Triton X-100 i¢eren PBS’de 10 dakika inkiibasyon. (Sperm hiicrelerinde
Permeablizasyonu arttirmak igin)

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Preparatta boyanacak bolgeler hidrofobik kalem (Pap-Pen) ile ¢izildi

Blok soliisyonunda (Ab 64226, Abcam, UK) 10 dk inkiibe edildi. (non-spesifik
boyanmalar1 6nlemek i¢in kullanildi).

Blok soliisyonu yikama yapmadan pipet ile uzaklastirildi.

Anti- KISS1IR polyclonal primer antikoru (Rabbit polyclonal Antibodies —
STJ93845 non conjugated) (1/100 diliie edilmis) antikorunda + 4 °C’de 24 saat
muamele edildi.

PBS ile 3X5 dakika yikandi.

Preparatlar Donkey anti-rabbit IgG-FITC: (sc-2090, Santa Cruz Biotechnology,
USA)

(1/200 diliie edilmis) sekonder antikor ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlik
ortamda bekletildi.

PBS ile 3X5 dakika yikanda.

Preparatlar DAPI igeren kapatma medyumu kullanilarak kapatildi.

Normozoospermi ve astenozoospermi igin yapilan boyamalarda tim
preparatlar, 40X objektif biiylitmesinde Olympus BX51 Trinokiiler fliioresan
mikroskopta incelendi. Her preparatta rastgele 10 farkli alanda secilerek DP72 dijital
kamera ile goriintiileri kaydedildi. Kiss-peptin molekiiliiniin iki farkli grupta
ekspresyonun karsilastirilmasi i¢in fotograflanan her alanda Kisspeptin eksprese eden
spermler sayild1 ve total sperm sayisina boliindii.

Kisspeptin ekspresyon orani iki farkli grup icinde degerlendirildi ve eskpresyon orani

karsilastirildi.
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2.6. CatSper3 ve KISS1R’nin Sperm Hareketliligine Etkisinin Genetik Analizi

Sperm oOrneklerinden genetik analizi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler
sunlardir;

Total mMRNA izolasyon Kiti; mirnaextractor, RPE soliisyon, kloroform, RNse free
distile su ve etil alkol

CDNA izolasyon kiti ve mRNA’dan qPCR Master-mixi

Referans gene ait primerler ve hedef mMRNA’nmin primerleri (CatSper3 ve KISS1R)

2.6.1. Uygulanan Genetik Analiz Protokolii;

Prosediir 1- mRNA izolasyonu:

Sperm O6rneklerini (miRNA Extractor ile) tamamen par¢calanmasini saglamak
i¢in 5-10 dakika inkiibe edildi.

Orneklere 0.2ml kloroform eklendi. 30 saniye vortekslendi. 10 dakika boyunca 4 °
C'de 12.000 x g'de santrifiijlendi. (santrifiij sonrasi ¢alisilan 6rnek 3 farkli faza ayrilir.

Bu fazlardan istteki faz, renksiz faz, sulu faz RNA'y1 igeren fazdir.)
Siipernatant temiz RNAse icermeyen 1,5 ml’lik santrifiij tiipii’ne aktarildi, 1,5 hacim
%100 etil alkol ilave edildi ve birkag kere pipetaj islemi yapildi.

Olusan Cozelti Spin Column TR'ye aktarildi, 2 dakika 12.000 X g’de
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi siv1 atildi. Spin Column TR'ye hacimce 0,5 ml RPE
Soliisyon eklendi, 12,000 x g'de tekraren 30 saniye santrifiijlendi, sivisi uzaklastirildi
(x2). Kolon 30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiijlendi (Etanoliin tamamen
uzaklastirilmasi i¢in yapilir).

Yeni bir 1,5 ml santrifiij tiipine kolon yerlestirildi. Yaklasik 50 pl i¢inde RNAz
bulunmayan su eklenerek ve 2 dk bekletildi. 30 sn boyunca 12.000xG'de
santrifiijlendi.

Protokoliin uygulanmasi sonrasinda mRNA’lar elde edildi ve -80° C’ye kaldirildu.

Prosediir 2- mRNA’dan cDNA sentezi

MRNA’lar thermo-cDNA sentez Kitiyle birikte komplelmenter DNA’ya
doniistiiriildii.

Kit i¢cinde bulunan tiim bilesenler her bir numune igin Tablo 2.3’te belirtilmis

olan hacimlerde hazirlandi. Total voliim 20 pl olmak tizere Kit, kullanim klavuzunda
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yazan protokollere uygun olarak kullanild:.
MRNA’larin, UVS spektrum-fotometrede kantitatif analizleri gerceklestirildi.
Olgiimlere gore her sentezlenecek cDNA igin esit miktarda 1 ng mMRNA ilavesi yapildi.

Tablo 2.3: cDNA mix soliisyon igerigi

RNA 1ug

DNAz ve RNAZ icermeyen Su [lave edilen RNA’ya miktarma gore
ayarlandi.

cDNA master buffer 4 ul

Revers-transkriptaz enzimi 1wl

Hacim Toplami 20 ul

Yapilan bu islemlerin ardindan 1s1 protokolii tablo 2.4’ de belirtilen sekilde Biorad

marka Thermal-cycler cihazinda uygulandi.

Tablo 2.4: cDNA sentez reaksiyonunda inkiibasyon igin gereken siireler

5 dk boyunca 37° C’de inkiibe edilir.

20 dk boyunca 46° C’de inkiibe edilir.

1 dk boyunca 95° C’de inkiibe edilir.

Uzun miiddet 4° C’de inkiibasyonu saglanir.

Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi ve -20° C’ye kaldirildi.

Prosediir 3- Real Time PCR

Referans gen bakimindan cDNA’larin amplifikasyonunu saglamak, hedef-
referans bolgelerini belirlemek amaciyla Faststart Essential Sybrgreen Master Mix
(Thermo®) kiti kullamlarak Real Time RT-PCR Kitinde verilen protokoledeki (tablo
2.5) hacimlerde mix hazirlandi.
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Tablo 2.5. Real Time PCR mix igerigi

Sybrgreen -Master -Mix- 10ul
500 nM - Forward -Primer- Tul
500 nM - Reverse - primer 1l

Sul
Komplementer DNA-
3ul
Su
20 ul

Toplam Hacim

Referans genler hazirlandiktan sonra Real time PCR karisimi ve CatSper3 ve
KISS1R genleri Real time PCR karigimlari uygun cDNA’lar ile LightCycler 96
sistemine ait 96 kuyucuklu plate’lerde bir araya getirildi. Tablo 2.6” da uygulamasi
yapilacak 1s1 protokolii verilmistir. Islemler Lightcycler 96 sisteminde real time PCR

cihazinda gergeklestirildi.

Tablo 2.6: Real time PCR 1s1 protokolii

Denaturasyon 10 dk boyunca 95° C
Amplifikasyon 20 sn kadar 95° C
Bu islem 40 kez tekarlanir. (40 cycle, Ramp- | 20 sn kadar 60° C
rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degisimi) 20 sn kadar 72° C
Melting (erime) Curve 30 sn kadar 95° C

1 dk boyunca 50° C

90 °C

(Acquisitions Three per/°Celsius)
Sogutma asamasi 1 dk boyunca 40 °C de

Genetik analiz sonrasi istatistik analiz

Roche Lightcycler 96 cihazinin quantification analiz programindan her
numunenin referans- hedef genlerin CT degerleri alind1.
Delta delta CT formiilii iizerinden hesaplamalar ile elde edilen sonuglar istatistik analiz

icin kaydedildi.
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2.7. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler, R version 4.1.2. (The R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria; https://www.r-project.org) istatistik programinin

yardimiyla gergeklestirildi. Analizler 6ncesinde verilerin normalligi Shapiro-Wilk’in
normallik testi ve Q-Q grafikleri yardimiyla; grup varyanslarinin homojenligi ise
Levene’nin homojenlik testi ile kontrol edildi. Calismada yer alan sayisal degiskenlere
ait bulgular ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Normozoospermik ve
Astenozoospermik bireylerde toplam CatSper3 ve Kiss-Peptin Boyanma Yiizdeleri
(%) ile bas, kuyruk, membran, bas-kuyruk, boyun, boyun-bas, boyun-kuyruk boyanma
yiizdeleri ve gen ifadeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup
olmadiginin degerlendirilmesi Mann-Whitney U testi ile yapild:.

[statistiksel hipotezlerin degerlendirilmesinde anlam seviyesi %35 alindi.
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3. BULGULAR

3.1. CatSper3 ve KISS1 Ekspresyon Oranlarinin Gruplar Arasinda
Karsilastirilmasi

Calismaya 18-45 yas araliginda 52 erkek hasta dahil edildi.
Normozospermik ve Astenozoospermik bireylerde Catsper-3 ve Kiss-Peptin

Diizeylerinin ¢alisma gruplarina gore kiyaslamali olarak Tablo 3.1°de verilmistir.

CatSper-3 toplam boyanma yiizdeleri incelendiginde, normozoospermik
bireylerde 95.00 + 8.79, astenozoospermik bireylerde 94.58 + 6.33 olarak elde edildi.
Ancak boyanma yiizdeleri arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmadi (p=.169,
Sekil 3.1). Ancak boyanma yiizdeleri bolgesel olarak incelendiginde
normozoospermik bireylerde membran (4.84 + 4.59 vs. 2.15 + 2.22, p=.022) ve
boyunda (1.04 + 1.34 vs. 0.21 + 0.42, p=.005) CatSper3 boyanma yiizdesinin
astenozoospermik bireylerden daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 3. 2). Ote yandan
bas, kuyruk, bas-kuyruk, boyun-bas ve boyun-kuyruk CatSper3 boyanma yiizdeleri

arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmadi (p>.05).

Kiss-Peptin’in tiim hiicredeki total boyanma yiizdeleri incelendiginde,
Normozoospermik bireylerde 96.39 + 6.82, astenozoospermik bireylerde 59.89 +
13.91 olarak elde edildi. Normozoospermik ve astenozoospermik bireyler arasinda
olusan farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<.001, Sekil 1). Ayrica,
Normozoospermik bireylerde, membran (4.08 = 4.38 vs. 1.69 + 2.29, p=.005) ve bas-
kuyruk (46.22 + 19.05 vs. 23.54 + 23.59, p<.001) bolgesinde Kiss-Peptin boyanma
yiizdelerinin astenozoospermik bireylere kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugu
goriildii. Ote yandan Normozoospermik bireylerde bas bdlgesinde Kiss-Peptin
boyanma yiizdelerinin Astenozoospermik bireylere gore anlamli bir bigimde diistik
oldugu tespit edildi (40.12 + 12.46 vs. 62.51 + 22.08, p<.001, Sekil 3.3). Kuyruk,
boyun ve boyun-bas Kiss-Peptin boyanma yiizdelerinin ise Normozoospermik ve
astenozoospermik bireylerde benzer oldugu goriildii (p>.05).

Histolojik analizde immunfloresan isaretleme yonteminde bakilan KISS1 ve
CatSper3 molekiillerinin ¢aligma gruplarinda ekspresyon lokalizasyonlarinin

belirlenmesi i¢in isaretleme yapilan preparatlar floresan mikroskop ile incelenmistir.
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CatSper3 ekspresyonu normozoospermi bireylerde ve astenozoospermi
bireylerde Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’ de karsilastirmali olarak gdsterilmistir.

KISS1 ekspresyonu; normozoospermi bireylerde ve astenozoospermi
bireylerde Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de karsilagtirmali olarak gdsterilmistir.
Genetik analizde CatSper3 (1.72 [IQR, 0.13 — 25.39] vs. 1.14 [IQR, 0.15 — 47.44]) ve
KISS1R (68.02 [IQR, 17.98 — 195.32 vs. 88.84 [IQR, 30.38 — 403.13]) gen ifadeleri
diizeylerinin normozoospermik ve astenozoospermik bireylerde benzer oldugu

goriildii (p>.05).

Tablo 3.1. Normozoospermi ve Astenozoospermi Bireylerde Catsper-3 ve Kiss-Peptin

Diizeyleri

Normozoospermi Astenozoospermi p-

(n=26) (n=26) degeri
Sperm H. Sayisi 222.08 £93.68 182.15+£49.70
Catsper3 isaretlenme (%) 95.00 = 8.79 94.58 £ 6.33 169
Bas 38.90 £21.32 42.61 +£16.28 .255
Kuyruk 13.21 £16.07 10.27 £13.07 .905
Membran 4.84 +4.59 2.15+2.22 .022
Bas ve Kuyruk 43.97 +20.14 4424 +£19.72 >.999
Boyun 1.04+1.34 0.21 £0.42 .005
Boyun ve Bag 0.10+£0.28 0.05+£0.22 .629
Boyun ve Kuyruk 0.06 +£0.33 0.00 +0.00 .336
Kiss-Peptin isaretlenme

96.39 £ 6.82 59.89 £ 13.91 <.001
(%)
Bas 40.12 £ 12.46 62.51 £22.08 <.001
Kuyruk 8.82+12.26 12.29 +£13.57 148
Membran 4.08 +4.38 1.69 +2.29 .005
Bas ve Kuyruk 46.22 £ 19.05 23.54 +23.59 <.001
Boyun 0.50+0.96 1.38 £2.56 .336
Boyun ve Bag 0.29 +1.37 0.15+0.63 >.999
Boyun ve Kuyruk 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 -
CatSper3 gen ifadesi

1.72 [0.13 - 25.39] 1.14 [0.15 - 47.44] 964
(x1000)
KISSIR gen ifadesi

68.02 [17.98 —195.32]  88.84[30.38 —403.13] .234
(x1000)

Veriler ortalama + standart sapma veya medyan [¢eyreklikler] olarak sunuldu.
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(A} Wilcoxon test, W =413, p =0.17, n = 52 (B)  Wilcoxon test, W = 666, p = <0.0001, n = 52
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Sekil 3.1. Calisma gruplarinda CatSper3 ve Kiss-Peptin boyanma yiizdelerinin dagilimini
gosteren bar ve hata grafigi. Grafikteki siyah ¢izgiler ortalama ve %95 giiven aralig1 seklinde
sunulmustur. Mavi noktalar normozoospermik kirmizi noktalar astenozoospermik bireylere ait
(A) CatSper3, (B) Kiss-Peptin diizeylerini gosterir. Wilcoxon testi eslestirilmemis Mann-
Whitney U testini gosterir.

(A)  Wilcoxon test, W = 463.5, p = 0.022, n = 52 (B) Wilcoxon test, W = 476, p = 0.0051, n = 52
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Sekil 3.2. Calisma gruplarinda CatSper3’iin membran ve boyunda boyanma yiizdelerinin
dagilimini gésteren bar ve hata grafigi. Grafikteki siyah ¢izgiler ortalama ve %95 giiven araligi
seklinde sunulmustur. Mavi noktalar normozoospermik kirmizi noktalar astenozoospermik
bireylere ait (A) CatSper3, (B) Kiss-Peptin diizeylerini gosterir. Wilcoxon testi eslestirilmemis
Mann-Whitney U testini gosterir.
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(A)  Wilcoxon test, W =492, p =0.0047, r (B) Wilcoxon test, W = 137, p = 0.00014, (€) Wilcoxon test, W = 528, p = 0.00035,
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Sekil 3.3. Calisma gruplarinda Kiss-Peptin’in membran, bas ve bas-boyunda boyanma
yiizdelerinin dagilimini gosteren bar ve hata grafigi. Grafikteki siyah ¢izgiler ortalama ve %95
giiven araligi seklinde sunulmustur. Mavi noktalar normozoospermik kirmizi noktalar
astenozoospermik bireylere ait (A) CatSper3, (B) Kiss-Peptin diizeylerini gosterir. Wilcoxon

testi eslestirilmemis Mann-Whitney U testini gosterir.
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CATSPER 3

1. Grup Normozoospermi 2. Grup Astenozoospermi

D.

Sekil 3.4. Normozoospermi ve astenozoospermi gruplarinda Catsper3 ekspresyonu: (A) Yesil
floresan izotiyosinat (FITC); sperm bas ve kuyrukta ekspresyon goriilmektedir. (B) DAPI ile
isaretlenmis sperm nukleusu. (C) A ve B goriintiilemelerinin kombinasyonu. (D) Yesil floresan
(FITC); sperm bas ve kuyrukta ekspresyon goriilmektedir. (E)DAPI ile isaretlenmis sperm
nukleusu. (F) D ve E gériintiilemelerinin kombinasyonu. X40 biiyiitme (Olgek 20 um).
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CATSPER3

1. Grup Normozoospermi 2. Grup Astenozoospermi

A. D.

Sekil 3.5. Normozoospermi ve astenozoospermi gruplarinda Catsper3 ekspresyonu: (A) Yesil
floresan izotiyosinat (FITC); sperm bas ve kuyrukta ekspresyon goriilmektedir. (B) DAPI ile
isaretlenmis sperm nukleusu. (C) A ve B goriintiilemelerinin kombinasyonu. (D) Yesil floresan
(FITC); sperm bas ve kuyrukta ekspresyon goriilmektedir. (E)DAPI ile isaretlenmis sperm
nukleusu. (F) D ve E gériintiilemelerinin kombinasyonu. X100 biiyiitme (Olgek 10 pum).
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KISS 1

1. Grup Normozoospermi 2. Grup Astenozoospermi

Sekil 3.6. Normozoospermi ve astenozoospermi gruplarinda KISS1(Kiss-Peptin) ekspresyonu:
(A) Yesil (FITC); sperm bas ve kuyrukta ekspresyon goriilmektedir. (B)DAPI ile isaretlenmis
sperm nukleusu. (C) A ve B goriintiilemelerinin kombinasyonu. (D) Yesil floresan izotiyosinat
(FITC); spermin bas, kuyrukta ekspresyonu goriilmektedir. (E)DAPI ile isaretlenmis sperm
nukleusu. (F) A ve B goriintiilemelerinin kombinasyonu X40 Biiyiitme (Olgek 20 um).
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KISS 1

1. Grup Normozoospermi 2. Grup Astenozoospermi
A D.

Sekil 3.7. Normozoospermi ve astenozoospermi gruplarinda KISS1 ekspresyonu:

(A) Yesil floresan izotiyosinat (FITC); sperm bas ve kuyrukta ekspresyonu goriilmektedir.
(B)DAPI ile isaretlenmis sperm nukleusu. (C) A ve B goriintiilemelerinin kombinasyonu. (D) Yesil
floresan izotiyosinat (FITC); spermin bas bolgesinde ekspresyonu goriilmektedir. (E)DAPI ile
isaretlenmis sperm nukleusu. (F) D ve E goriintiilemelerinin kombinasyonu. X100 Biiyiitme.
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4. TARTISMA

CatSper kanal ailesinden olan CatSper-3, erkek infertilitesinin arastirilmaya
deger bir konusu olup, erkek infertilitesinin taranmasinda bir potansiyele sahip olma
yolunda 6nemli bir proteindir. (Tamburrino,2014) CatSper alt birimlerinin herhangi
birinin dahi infertiliteye sebep olabilecegi de bilinmektedir (Qi, H.,et al, 2007). Ayrica
Qi ve arkadaglari, fare ve insanlar arasindaki 4 CatSper alt iinitesinin genomik
dizilimlerinin benzer oldugunu da gostermislerdir. Bu bilgi, insan ve fare iizerinde

yapilan c¢alismalarin birbiriyle kiyaslanabilmesini kolaylagtirmaktadir.

Insanlarda CatSper kanallarmin herhangi birinde meydana gelen mutasyonlar
erkek infertilitesiyle iliskilendirilmistir (Avenarius, et al., 2009). Ancak bugiine kadar
CatSper3 ve erkek infertilitesi hakkinda yapilan ¢alisma sayisi ¢ok azdir.

Qi ve arkadaslar1, CatSper3 geni tarafindan eksprese edilen proteinlerin hiicre
ici etkilerini bulmak adina CatSper3 icermeyen ayri1 fare serilerini homolog
rekombinasyonla silerek gozlemlemiglerdir. Bu gdzlemleri sonucunda sadece
CatSper-3 geninin yalnizca sperme spesifik oldugunu degil, ayrica sperm
hipermotilitesi i¢in CatSper 4 alt ailesinin de ekspresyonunun gerekli oldugunu da
bulmuslardir. Bu  gozlemlerinde CatSper3 olmayan spermlerde  sperm
hiperaktivitesinin kayboldugunu in-situ hibridizasyon yoluyla tespit etmislerdir. Biz
de insan spermleriyle yapmis oldugumuz ¢aligmamizda insanlarda sperm hareketinde
bozukluk olan bireylerde 6zellikle CatSper3 proteininin eksik boyandigini ve yine

genetik ekspresyonunun da az oldugunu goézlemledik.

Jin ve arkadaslar yine fare testis ve spermlerinde tiim CatSper alt aile protein
ekspresyonlarini degerlendirmis, diger tim kanal ekspresyonlarina ilaveten CatSper3
protein eksikliginde sperm hiperaktif motilitesinde dogrudan azalma ve dolayisiyla
erkek infertilitesinde artis gozlemlemislerdir. Bu ¢alismayi1 CatSper3 ve CatSperd
genleri susturulmus farelerin analizi ve histolojik olarak da hematoksilen-eozin

boyama ile hazirlanan testis ve epididim dokularinda yapmislardir.
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Bu ¢alisma sonucunda CatSper3 susturulmus olan farelerde spermatogenezin
normal sekilde isledigi ancak olusan spermlerde motilite kusurlar1 oldugu
gosterilmistir. Bizim c¢alismamizla kiyaslandiginda paralel sonuglar vermektedir.
Nitekim g¢alismamizda da motilite kusuru olan bireylerde CatSper3 ekspresyonunda

anlaml1 bir azalma goézlenmistir.

Nikpoor ve arkadaslarinin fare testisinde ve insan sperminde yaptigi ¢alismada
ise CatSper gen ekspresyonunun yoklugunda spermin motilitesinde bozukluklar
gozlenmistir. Caligma testis dokusunun alinmig biyopsilerinin materyallerinin genetik
olarak RT-PCR ile incelenmesi {izerinedir. Calismada iki temel sonu¢ bulunmus olup
bunlardan ilki fare seksiiel olgunlagsmasi ile CatSper ekspresyonlarinin gelisimsel
olarak direkt iliskili oldugu yoniindedir. Diger Onemli bir sonu¢ ise sperm
motilitesinde sorun olan bireylerde CatSper ekspresyonunun 3,5 kat daha az oldugu
yoniindedir. Yine bizim ¢alismamiz da bu sonuglart dogrulamaktadir. Calsimamizda
sperm motilitesi az olan erkek bireylerin spermlerinde daha az CatSper3 ekspresyonu

gbzlenmistir.

Wang ve arkadaglar1 ise bir ailedeki infertilite nedeni olarak CatSper3
ekspresyon yetmezligini diislinmiis, bu amagla WES yapmis ve CatSper3 eksikligine
yonelik ICSI planlayarak saglikli bir gebelik elde etmeyi basarmustir. Infertiliteye 28
yasinda bir erkek sahip olmakta olup, herhangi baska bir genital defekti veya
kromozomal anomalisi mevcut degildir. Ancak bireyde homozigot CATSPER3
mutasyonu gozlenmistir. Caligma sonucunda saglikli bir fertilizasyon ve gebelik
saglanmig olup, bu ¢alisma CATSPER3’e yonelik ilk ICSI calismasi olarak kayitlara
gecmistir. Her ne kadar ¢aligma ICSI i¢in net bir endikasyon olmadan yapilmis ve yine
popiilasyonu ¢ok dar ve bir bireyle sinirlandirilmis olsa da bu ¢alisma CatSper3
ekspresyon eksigi olmayan spermlerin ICSI ile fertilizasyonunun olmasi agisindan

degerli bir caligma olup yine ¢aligmamizi destekler niteliktedir.

Hildebrand ve arkadaslar1 2010°da yayimladiklar1 ¢alismada kalsiyum
yolaklarini, kalsiyum kanallarin1 ve bu yapilarin sperm motilitesi ile iliskisini
arastirmiglardir. Calismada kalsiyumun; kalsiyum kanallarinin  ve yolaklarin
aktivasyonu arttirmast ile sperm motilitesini arttirdigini1 ve bdylece kalsiyum

kanallarinin ve yolaklarinin sperm motilitesi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.
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Calismamizda kalsiyum kanallarindan biri olan CatSper3’iin ekspresyonunu
inceledik ve sperm hareketliligine iligkisini arastirdik. Sperm hareketlilik kusuru olan
bireylerde CatSper3’lin, normal sperm hareketliligine sahip bireylerden daha diisiik
ifade edildigini saptadik. Bu dogrultuda Hildebrand ve arkadaslarimin yaptigi
calismada her ne kadar sadece CatSper3 bakmamis olsalarda bu molekiiliinde bir
kalsiyum kanali olmasi goz Oniinde bulunduruldugunda elde ettikleri sonuglar
dogrultusunda, kalsiyum kanallarinin sperm motilitesi 1ile iligkili olabilecegi

konusunda ¢alismamizi destekler niteliktedirler.

KISS1-R geninin proteini olan KISS1 reseptorti, testiste eksprese olmakta
olup, bir ¢aligmada KISSI1 reseptoriiniin esas olarak salgi epitelyal hiicrelerinde ve
myoid hiicrelerde olmasinin ortaya ¢ikmasiyla, sadece hipotalamo-hipopitiiiter aksta
degil, ayn1 zamanda sperm matlirasyonunda ve motilitesinde de rol oynadigini
diistindiirmektedir (Gloria ve ark., 2021).

Ancak yine Catsper3 proteini ve motilite arasindaki iliskide oldugu gibi KISS1R ve

semen motilitesi arasindaki iligskiyi inceleyen makaleler de literariirde ¢ok kisithidir.

Zou ve arkadaslari, seminal plazmada KISSPeptin oraninin yiiksekligi ile
semen kalitesi arasinda yiiksek bir korelasyon oldugunu bulmuslardir. 666 ornekte
yaptiklar1 ¢alismada ozellikle sperm motilitesi ile KISSPeptin seviyeleri arasinda
yiiksek bir korelasyon goézlemlemislerdir. insan sperminde yaptigimizda calismada
bizde bu calisma ile paralel sonuglar elde ettik. Verilerimize gére motilitesinde
diisiikliik olan bireylerde KISSPeptin ekspresyonunun normal motiliteye sahip olan
bireylere oranla daha diisiik oldugunu gozlemledik.

Mele ve arkadaslari, epididimde spermatozoalarin transit trafigiyle ilgili olarak
ratlarda yaptiklar ¢alismada testis ve epididimisi diseke edip elde ettikleri materyali
hem total protein ekstraksiyonu yoluyla hem Western Blot yoluyla hem de
hematoksilen ve eozinle boyayarak immiinohistokimyasal yolla incelemislerdir. Bu
calismada kaput ve kauda kisimlarinda spermde kisspeptin ve KISS1 reseptoriinii izole
etmis ve goriintiilemislerdir. Bu calisma ayrica sperm matilirasyon ve motilitesinin
saglanmasinda KISS1 ve KISSIR ekspresyonlarmin 6nemli oldugunu aciga
¢ikarmustir. Nitekim bizde ¢alismamizda immunfloresan ve gen ifade analizleri ile
motilite kusuru olan bireylerde normal motiliteye sahip bireylere oranla KISS1

ekspresyonunda anlamli bir azalma gézlenmistir.
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Geng ve arkadaslari ise KISS1R defektif varyantlarini arastirmis, bu ¢alismada
ekzom Sanger dizimi ile 3 tane heterozigot missense varyant tanimlamiglardir. 200
hastayla yapilan bu ¢alismada bu 3 varyant sekans veri tabanlarinca muhtemelen
patojen olarak yorumlanmis, bu sonugla KISSIR’nin defektinin yine patolojik
sonuclara yol acgarak motilitede defektler olusturabilecegi savunulmustur.
Caligmamizda sperm hareketliligi az olan bireylerde 6zellikle hareket i¢in 6nemli olan

bolgelerde, normal bireylere oranla ekspresyon azligini1 gézlemledik.

Yine Hsu ve arkadaglari, KISSIR’nin nerede lokalize oldugunu,
immiinohistokimyasal ve immiinofloresan boyama metotlartyla arastirmis,
KISS1R’nin spermatitler ve olgun spermatozoanin akrozomunda eksprese edildigini
bulmustur. Ayrica fluo-4 yiikli spermde kisspeptin-10 tedavisinde yanit olarak sperm
icinde kalsiyum konsantrasyonlarinin 6nemli olgiide arttigini gdzlemlemislerdir.
Boylece c¢alismada hem KISSIR’nin spermde eksprese edildigini hem bu
ekspresyonun eksikliginde kisspeptin analoglar1  verilerek spermin tedavi
edilebilecegini ve boylece IVF ihtiyacinin daha da azalabilecegini, hem de bu sistemin
motilite ve matiirasyonda 6nemli bir rol oynadigim gdstermistir. Incelenen konu
alaninda degerli ve 6nemli bir arastirmadir. Yaptigimiz ¢alismamizda ise KISS1’in
ozellikle bas bolgesinde eskpre olmasi ve sperm azligi bulunan bireylerde daha az

ekspre olmasini gézlemlememiz yoniiyle ¢aligmalar birbirini destekler niteliktedirler.

Bedford ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada; insan sperminde KISS1-
KISS1R’nin ifadesini ve spermdeki yerlesimlerinin dagilimmi incelemislerdir.
Immunofloresan isaretleme yontemi ile incelemesi yapilan molekiillerin en gok
ekvatoral segmentte oldugunu saptamislardir. Ekvatoral segment spermin bas
bolgesinde bulunmaktadir.

Calismamizda spermde bu molekiiliin bas bolgesinde 6zellikle fazlaca ifade edildigini
gostermistir. Bu bilgiler 1518inda Bedford ve ark. yaptigi calismada, c¢alismamizi

destekledigi goriilmektedir.

Yine Flesh ve Gadella ise yaptiklart ¢alismalar sonucunda KISS1-KISS1
Reseptoriiniin  spermin ekvatoral segmentinde bulundugunu belirtmislerdir. Basg
bolgesinde ekspresyonunun oOzellikle fazla oldugunu saptadigimiz KISS1 igin bu

calismada bizim ¢alismamizi destekler veriler sunmaktadir.
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Bedu-Addo ve digerleri yayimladiklari ¢aligmalarinda KISS1 ve KISSI-
reseptoriiniin Sperm hareketinin kontroliinde gorevli bolge olan orta segment yani
flagellum bolgesinde ekspre oldugunu belirtmisler.

Ayni sekilde Puplicove ve digerleri ayni y1l icinde yayimladiklar1 ¢alismada KISS1’in
flageller aktivasyon i¢in 6nemli bdlgelerinde olan spermin orta bdlgesinde ifade
edildigini saptamislardir. Yapilan bu iki calismada, ¢alismamizdan elde ettigimiz

veriler ile paralellik gostermektedir.

Pinto ve arkadaglarinin yaptig1 calisma KISS1 ve KISS1 Reseptoriiniin gen
ekspresyonuna baktiklari bir karakterizasyon c¢alismasidir. Arastirmalarda KISS1 ve
KISS1-R; Sertoli hiicrelerinde, spermin diger germ serilerinde gen ifadelerinin oldugu
saptanmigtir. Ayrica spermdeki kalsiyum seviyelerini de incelemislerdir.

Caligsma sonucunda bu molekiillerin spermin 6zellikle bas, boyun ve kuyruk kisminda
lokalize oldugunu saptamislardir. Yaptigimiz c¢alismamizda KISS1 i¢in insan
sperminde yerlesim dagiliminin 6zellikle bas ve kuyruk bdliimiinde ekspre oldugunu

saptadik. Bu yonden bu ¢alisma yine ¢alismamizi desteklemektedir.

Yine Pinto ve arkadaslart calismalarinda orneklere KISS1 uygulamasi
yapmuslardir ve uygulama sonucunda spermin progresif motilitesinde artis oldugunu
belirtmislerdir. Bizde ¢alismamizda astenozoospermi yani sperm hareketlilik kusuru
bulunan bireylerde; KISS1 ifadesinin, normozoospermi birey yani normal sperm
hareketliligine sahip bireylere gore daha az ekspre oldugunu saptadik. Boylelikle bu

calisma iki arastirma yoniinden de ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Calismamizda son olarak elde edilen verilere bakildiginda CatSper3 ve
KISS1’in ekspresyonlarinin, sperm motilitesi ile iliskili oldugu tespit edildi. iki grup
acisindan bakildiginda CatSper3’iin 6zellikle boyun ve membran bolgesinde az ekspre

oldugunu gozlemledik.

KISST’in ekspresyonunun incelenmesinde sperm motilitesi diisiik olan
bireylerde total boyanma yiizdesi bakimindan anlamli bir azalma tespit ettik.
Lokalizasyon agisindan yapilan incelemede; KISS1 ekspresyonunun spermin bag
bolgesinde, sperm hareket kusuru olan bireylerde normal motiliteye sahip bireylere

gore daha fazla oldugunu gozlemledik. Bunun yani sira Astenozoospermi bireylerde
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spermin bas-kuyruk bolgesinde ekspresyonunda normal motiliteli spermlere oranla
anlamli olarak bir azalma oldugunu tespit ettik. Motilite azlig1 olan bireylerde
normozoospermi bireylere gore bas bolgesinde KISS1’in ekspresyonunun fazlaliginin
ise; spermin hareketinde énemli yeri olan bu molekiiliin; kuyruk bélgesinde az ekspre
olmasi ve bundan dolay1 bas bdlgesine gonderilen bir sinyal mekanizmasiyla bag
bolgesinde bu molekiiliin iiretim uyarilar1 sonucunda olusan bir feedback mekanizmasi

olabilir mi sorusunu akillara getirmektedir.
Bu alanda yapilan ¢aligmalarin kisitli olmasi sebebiyle hem CatSper3 hem de

KI1SS1’in sperm motilitesindeki gorevinin ve oynadigi rolii tam anlamak i¢in 6zellikle,

insan sperminde yeni ve detayli arastirmalara ihtiyag¢ vardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamiz G proteine bagh bir reseptor olarak fosfolipaz C’nin aktivasyonu
araciligr ile Ca2+ salinimimi saglayan KISS1 ve onun etkinligine aracilik eden
reseptorii olan KISS1R’nin ayn1 zamanda spermdeki kalsiyum katyon kanallarindan
CatSper3’iin insan sperminde varligin1 ve lokalizasyonu ortaya koydu. KISS1
proteinin ve CatSper3’iin 6zellikle spermiumun bas kisminda ve kuyruk bolgesinde

bulundugunu tespit ettik.

Catsper-3 toplam boyanma yiizdeleri incelendiginde, bolgesel isaretlenmelerde
normozoospermik bireylerde membran ve boyunda CatSper3 ekspresyonunun

astenozoospermik bireylerden daha yiiksek oldugu goriildii.

KISS1 toplam boyanma oranlarinin semen parametrelerinden motilite ile
iligkili oldugunu; astenozoospermi bireylerde KISS1’in normozoospermi bireylere
gore bas-kuyruk lokalizasyonunda ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigini, ote
yandan bas bolgesinde Kiss-peptin boyanma yiizdelerinin normozpermik bireylerde

astenozoospermik bireylere gore anlamli sekilde diisiik oldugunu tespit ettik.

Bu sonuglar 1s18inda KISS1’in astenozoospermik bireylerde bas bolgesinde
normozoospermi bireylere gore daha fazla ekspre olmasinin nedeninin kuyrukta
hareketlilik i¢in yeterli miktarda Kiss-peptin proteini eksikliginden, bas bolgesinde
tiretimin arttirilmasina yonelik bir feedback mekanizmasindan kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir. KISS1’in hareketlilik saglayan kuyruk kisminda daha az ekspre
olmasina bagl olarak diisiik motiliteye neden oldugunu gézlemledik. Ancak sperm

sayist ile bir iliskisini tespit etmedik.

Ancak literatiirde CatSper3 ile ilgili yaymnlarin ¢ok az olmasi sebebiyle
ozellikle sperm motilitesine etkisinin incelenecegi ¢aligmalarin; CatSper3 yolunun
sperm parametrelerinin incelendigi daha ¢ok calisma gerekmektedir. Ayrica yine az
sayida olan Kiss-Peptin’in ile ilgili semen kalitesi alaninda yapilan g¢alismalarin
oldukca degerli oldugu, 6zellikle sperm motilitesine yonelik yapilan g¢alismalarin

sperm hareketliligine etki eden mekanizmalara 151k tutacagini diistinmekteyiz.
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Sonug olarak ¢aligmamiz kalsiyum kanallarindan CatSper3’iin spermin bas,
kuyruk, boyun bolgelerinde eskpre oldugunu ve sperm motilitesinde roliiniin oldugunu
gostermektedir. KISS1’in insan sperminde ekspresyonunun bas, boyun ve kuyruk
kisminda ifade edildigini ve kaliteli sperm motilitesi a¢isindan gerekli oldugu
gercegini ortaya koymaktadir. Biitiin bu bilgilerden yola ¢ikarak CatSper3 ve KISS1
sperm hareketliligi i¢in gerekli olmakla birlikte, erkek infertilitesinin belirlenmesinde
temel molekiiller olarak kullanilabilirler. Ayrica erkek infertilitesinde ilgili tan1 i¢in

uygulanacak yeni tedavi ve yontemlerin gelistirilmesine katki saglayabilir.
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