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OZET

Ozbek, O. Astenozoospermik Erkeklerde Sigara iciciliginin AKAP4, SEMG],
SEMG2, KLK2 Proteinlerine Etkisi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2022.
Astenozoospermi diinya genelinde yaklasik 50-80 milyonu etkileyen erkek
infertilitesinin 6nemli sebeplerinden birisidir. Bu ¢alismada astenozoospermiyi ve
sperm motilitesini etkileyen faktorler arasindaki iliskinin arastirilmasi amaclandi.
Calismaya alinan hastalar 3 gruba ayrildi.ilk grup sigara igen astenozoospermi
hastalarindan olusuyordu. ikinci grupa ise sigara igmeyen astenozoospermi hastalari
dahil edildi. Ugiincii grup da normospermik hastalardan olusuyordu.Hasta gruplari
etiyolojik olarak astenozoospermiyi agiklayacak bir sebebi olmayan ve infertilite
sikayeti ile bagvuran kisilerdi. Her 3 grupta da yas, fertilite 0ykus(, sigara kullanim
Oykulerine dair veriler kayit edildi.Biitiin hastalara standart fizik muayene yapildi.
Semen analizi, hormon paneli (FSH, LH, Prolaktin, Testosteron, Estradiol) ve semen
analizinden elde edilen sperm 6rneklerinden AKAP4, SEMG1, SEMG2 ve KLK2
proteinleri incelendi. Calismamizda sperm sayisinin, motilitenin ve ileri motilitenin en
fazla sigara kullanimi olan grupta etkilendigi goriildi. Bir diger bulgu ise yas ile
motilite arasindaki negatif iliski olmasiydi. Gruplar arasinda sperm 6rneklerinden elde
edilen ve motilite ile iliskili proteinler arasinda anlamli bir fark bulunmaz iken
Ozellikle AKAP4 proteinin sigara kullanimi1 olan grupta daha diisiik eksprese edilmesi
sigaranin yarattigi oksidatif stres ile iligskili olabilecegini disiindiirdii. SEMG
proteinlerinin viskozite ile iligkili olmasi nedeniyle ejakulat hacmi ile arasinda anlamli
bir iliski bulundu. Yapilan ¢aligmalara ragmen sigaranin oksidatif stres disinda hangi
mekanizmalarla motiliteyi etkiledigi bilinmemektedir.Sonug olarak astenozoospermik
hastalarda sperm Orneklerinden elde edilecek proteinler yardimiyla altta yatan neden

gosterilerek infertilite tedavisi daha kapsamli ve dogru yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler : Infertilite, Astenozoospermi, Sigara, Seminal Protein
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ABSTRACT

Ozbek, O. The Effect of Smoking on AKAP4, SEMG1, SEMG2, KLK?2 Proteins
in Asthenozoospermic Men. Eskisehir Osmangazi University Faculty of
Medicine, Urology Department Residency Thesis Eskisehir, 2022.
Asthenozoospermia is one of the important causes of infertility affecting
approximately 50-80 million men worldwide. In this study, we aimed to investigate
the association between asthenozoospermia and the factors affecting sperm motility.
The patients enrolled into the study were divided into 3 groups. First group was
consisted of asthenozoospermia patient who smoke. In the second group
asthenozoospermia patients without smoking were included.And the third group was
the control group with normospermia patient. The patient groups were those who had
no etiological reason to explain asthenozoospermia and had infertility complaints. In
all 3 groups age, history about fertility, smoking were recorded. They were all
underwent to standart physical examination.Semen analysis, hormone panel (FSH,
LH, Prolactin, Testosterone, Estradiol) and AKAP4, SEMG1, SEMG2 and KLK2
proteins from sperm samples obtained from semen analysis were examined. In our
study, we found that sperm count, motility and advanced motility were significantly
affected in the smoking group. Another finding was the inverse relationship between
age and motility. There was no significant difference between the motility-related
proteins obtained from sperm samples between the groups, but the lower expresssion
of AKAP4 protein in the smokers group suggested that it may be associated with
oxidative stress caused by smoking. Since SEMG proteins are associated with
viscosity, a significant correlation was found with ejaculate volume.As a result,
infertility treatment may be more comprehensive and accurate by showing the
underlying cause with the help of proteins obtained from sperm samples in

asthenozoospermic patients.

Key Words: Infertility, Asthenozoospermia, Smoking, Seminal Protein
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1.GIRIS

Infertilite 1 yillik korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen klinik olarak
gebeligin olmamasi durumu olarak tanimlanir. Ureme ¢aginda bulunan ¢iftlerin
%15’inde infertilite oldugu ve infertilitenin yaridan fazlasmm erkek faktoriinden

kaynaklandig1 saptanmstir (1).

Taze ejakulat 6rneginde azalmis motilite veya sperm hareketliliginin olmamasi
astenozoospermi olarak tanimlanir. Astenozoospermi erkek infertilitesinin en énemli
nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Siddeti degismekle birlikte erkek
olgularda infertilitenin %80’inden sorumlu tutulmaktadir (2). Bununla birlikte ¢ogu
olguda sperm hareketliliginin bozulmasindaki altta yatan nedenler tam olarak

bilinmemektedir. Bu da etkin bir tedavinin saglanamamasina sebep olmaktadir.

Tip biliminin ilerlemesi ve teknolojinin gelismesi ile birlikte erkek
infertilitesinin tan1 ve tedavisinde de yenilikler yasanmaktadir. Ozellikle son
zamanlarda molekiiler genetik araglar ve semen orneginden yapilan protein analizleri

ile birlikte astenozoospermiye yol agan protein ve genetik kusurlar saptanmustir (2).

Astenozoospermi etiyolojisindeki bilinen bir diger etken ise sigara ve sigaranin
yarattig1 oksidatif strestir. Sigara degistirilebilir risk faktorleri arasinda yer almaktadir.
Titlin i¢iminin neden oldugu toksinlerin semen parametreleri iizerine negatif etkisi
oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir. Bu etkiler iizerinden de erkek faktoriinde
infertiliteye sebep oldugu bilinmektedir(3). Ozellikle eksojen ROS kaynagi olan
sigaranin azalmis sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi ve sperm morfolojisindeki
degisikliklerle iligkili oldugu bilinmektedir (4).

Sigaranin sperm kalitesi ve motilitesi lizerine etkisi tam olarak bilinmemekle
birlikte erkek infertilitesine genel etkisi artmis oksidatif stres, DNA hasar1 ve artmis
hiicre apoptozunun birlikte rol aldig1 patolojik siiregten kaynaklanir. Bu patolojik
siirecin sonunda da azalmis semen kalitesi, bozulmus spermatogenez ve azalmis sperm

hareketliligi ortaya ¢ikmaktadir (5).

Yapilan bir¢ok ¢aligmada sigaranin erkek infertilitesi iizerine etkileri net olarak
anlasilamamaktadir ve sperm hareketliligini nasil etkiledigi hala tam olarak

bilinmemektedir. Biz de ¢alismamizda sperm hareketliligi lizerine etkili proteinlerin



sigara ile iligkisinin degerlendirilmesi ve bdylece astenozoospermik hastalarin

tedavisinde uygulanabilecek yeni yontemlere katki saglanmasi amaglanmstir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Erkek Ureme Fizyolojisi

Erkek tireme sistemi hormonal siire¢lerin kontrolii altinda iyi bir organizasyon
strecidir. Bu sistem genital organlarn gelisimi, addlesan cag ile birlikte iireme
potansiyelinin a¢iga ¢ikmasi ve yetiskin donemde cinsel fonksiyonlarin devam
etmesinden sorumludur. Erkek Gireme sisteminde bulunan organlar penis, prostat bezi,
seminal vezikul ve testislerdir. Testisler 0zellikle erkek tireme fizyolojisindeki 6nemli
bir hormon olan testosteronun iiretildigi organdir. Ayrica sperm Uretimi de testislerde
olmaktadir. Dogurganlik acgisindan disiintildiigiinde erkek iireme sisteminin temel
islevi sperm tiretimidir. Sperm Uretimi spermatogenez, spermiyogenez ve spermiasyon
olmak (zere li¢ asamadan olusan karmasik bir siirectir. Genellikle bu U¢ stirecin
tamamini tanimlamak i¢in literatiirde spermatogenez terimi kullanilir. Spermatogenez
stireci endokrin sistemin kontroltinde ilerler. Hipotalamik-hipofizer-gonadal (HPG)
aks bu siiregte gorev almakla birlikte bu aksin diizenli ve kontrollii ¢alismasi i¢in

bir¢ok kisa ve uzun negatif feed-back mekanizmalar1 bulunur (6).

HPG aksm ii¢ komponentinden ikisi (hipotalamus, hipofiz bezi) yalnizca
irettikleri ve salgiladiklar1 hormonlar araciliiyla diizenleyici bir igleve sahiptir.
Ancak ti¢ilincii komponent olan testisler endokrin mekanizmalar diginda erkegin cinsel

Ozelliklerini ve bununla birlikte davranislarini da diizenler (7).

Hipotalamus, periyodik olarak ©n-hipofiz iizerinden aksi baslatacak olan
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salgilar. GnRH ise sonrasinda 6n-hipofizden
liteinize edici hormon (LH) ve follikul stimulan hormon (FSH) salinmasini saglar.
GnRH’m pulsatil salimimlar1 LH ve FSH’in da benzer sekilde dolasima katilmasini
saglar. Normal ve saglikli erkekte giin igerisinde 6-8 saatlik periyodlarda 2-4 kez LH
ve FSH salinimi1 meydana gelir. Kandaki dstrojen ve testosteron diizeyleri negatif feed-
back ile LH duzeyini regiile eder. LH ve FSH testislerde hedef hiicrelerle etkilesime
girer. LH’m testisteki hedef hiicresi Leydig hiicresi iken FSH Sertoli hiicresini uyarir.

LH Leydig hiicreleri Uzerinden testosteron sentezini aktive eder. (Sekil 2.1)

FSH Sertoli hiicresi iizerinden ergenlikte seminifer tiibiil gelisimini eriskin

donemde ise spermatogenezi aktive eder. FSH salimiminin etkisiyle birlikte Sertoli



hiicrelerinden androjen baglayici protein (ABP), transferrin ve prostoglandin gibi
bir¢ok enzim salgilanir. Bu hormonal diizenleme sirasinda Leydig hiicreleri {izerinde

LH’m etkisini arttirmak i¢in prolaktin hormonu da gorev alir (6).

Sertoli hucreleri seminifer tibllerin bazal membraninda yer alan hiicrelerdir.
Bu hiicrelerin en 6nemli 6zelligi hiicreler aras1 baglantilar arasinda en sik1 baglantilar1
olusturmasidir. Bu baglantinin bu denli sik1 olmasiyla birlikte kuvvetli bir kan-testis

bariyeri olusarak sperm hiicreleri immiinolojik faktorlerden korunabilmektedir (6).

N _ ACTH Stimdlan
Hipotalamus ——

-
>

inhibitdr
GnRH Cift etkili

Hipofiz bezi  |e=— m—— I

I

FSH LH Prolaktin =————

. |

v Testis

[

Testosteron

— |

Adrenal Bez | —

!

Kortizal

Sekil 2.1 : Erkek tUreme sisteminin diizenleyicisi olan HPG aks ve feed-back

mekanizmasi (1)

2.2 Erkek Ureme Orgam

Insanda iireme organlar1 birincil ve ikincil organlar olmak {izere 2 grupta
incelenir. Birincil ireme organlar1 gonadlar1 igerirken, ikincil organlar ise gametlerin
olgun siirece doniisiimiinde ve bu hiicrelerin iletilmesinde gorevli olan organlardir.

Testisler, skrotumda tunica albuginea kapsiilii ile ¢evrili birincil iireme organidir.



Testis morfolojik ve fonksiyonel gorevleri diisiiniildigiinde 2 ana pargadan olusur.
Tiibiiler komponenet seminifer tiibiilleri ve bu tiibiiller arasindaki hiicreler arasi
boliimleri igerir. Bu intertiibiiler alandaki yapilarda vaskiiler ve immun sistemle ilgili

yapilar yer alir (8).

Seminifer tubuller testis hacminin %60-80’ini olusturur. Seminifer tiibiiller
epitel hiucresi ile cevrili olup Sertoli hiicresi ve spermatogenik hticreler olmak Gzere
2 tip hicre icerirler. Sertoli hiicresinin gorevi, spermatogenez stireci boyunca spermin
gelisimini saglamaktir. FSH tarafindan uyarilan bu hiicreler negatif ve pozitif feed-
back durumuna gore inhibin ve aktivin hormonlarini tiretir. Leydig hicreleri ise
testosteron ve insilin benzeri biyume faktori-3 (IGF-3) Gretiminden sorumlu
hicrelerdir (8).

2.3. Spermatogenez

Olgun sperm genetik materyali tasir ve neslin devamliligini saglar. Bu nedenle
olgun sperm olusumunun eksiksiz ve verimli olmasi tiirlerin devamliligi igin 6nemli
bir surectir. Spermatogenez, birbiriyle bagimli spermatogonyal kdk hiicrelerin kendini
yeniledigi, testikiiler ~mikrocevrenin yardimiyla fonksiyonel spermatozoaya
farklilastig1 iyi bir organizasyonla ve hiyerarsik bir diizende ilerleyen dinamik bir
stirectir (9,10). Bu sirecte, Sertoli hiicrelerinin yapisal desteginin yani sira endokrin
faktorlerin de etkisiyle, diploid kromozom sayisindaki spermatogonyum seminifer

tiibiillerde haploid kromozom sayisindaki spermatozoaya doniistir (11).

3 ana agamadan olusan bu doniisiim sirasiyla spermatogonyumlarin mitoz ile
cogaldig1 asama olan spermatositogenez, olusan spermatogonyumun mayoz bélinme
ile DNA yapismin yariya diistiigii asama ve tiire 0zgii sekle sahip olgun spermin
olusumu i¢in bir dizi morfolojik degisime maruz kaldig1 spermiyogenez asamalarini
icerir (9,12). Kok hiicre yapisindaki spermatogonyumun matiir sperm hiicresine

doniisiimii ortalama 74 giinde meydana gelir (13).

Spermatogenez seminifer tiibiillerde bazal membrana bitisik halde bulunan
spermatogonya’nin mitotik boliinmesiyle baslar. Seminifer tiibullerde meydana gelen
spermatogenezin asamalar1 sirasinda bir¢ok intrinsik ve ekstrinsik faktor rol

almaktadir (12,14). Bu mitotik bolinme sonucunda A tipi ve B tipi spermatogonya



admnda 2 farkl hiicre olusur. A tipi hicreler kok htcreleri yenilerken B tipi hucreler
olgun spermatozoa olusumunda rol oynarlar. Bu olusumda 6nce B tipi hiicreler
spermatositlere doniisiirler. Primer spermatositler spermatogenez sirecindeki en
biuyuk hucrelerdir. Ardindan bu hiicreler de 2 adet mayoz bdlinme sonucu Once
sekonder spermatositlere sonrasinda spermatidlere doniistirler. Spermatidler de
spermiyogenez islemi ile matiir sperm hiicresini olustururlar. (Sekil 2.2)

Spermatogenez addlesan ¢agda baslar ve 6liime kadar araliksiz devam eder. (15) .
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Sekil 2.2 : Spermatogenez asamalar1 (8)

2.4. Spermiyogenez

Spermatidler olustuktan sonra spermiyogenez fazi baglar. Spermiyogenez
cekirdek ve cekirdek etrafindaki organellerin degisimi, golgi aygit1 tarafindan
olusturulan akrozomik sistem, flagellum yapisinin olusturulmasi, hiicre yiizeyinin
diizenlenmesi ve olgunlasma ile sonuglanan bir sitoplazmik reorganizasyondur. Bu

fazda artik hiicre boliinmesi gergeklesmemektedir (16).



Spermiyogenez olgun sperm hiicresinin olustugu spermatogenez siirecinin son
basamagidir. 4 farkli asamadan olusur ve bu asamalar swrasiyla golgi fazi,
sapka/akrozom asamasi, kuyruk olusumu ve olgunlasmadir. Golgi fazinda
proakrozomal vezikiiller tek ve biiyiilk bir graniil olan akrozomu olusturmak icin
birlesirler. Sapka/akrozom asamasinda ise olusan akrozomal vezikiil diizleserek
spermatid ¢ekirdegin lizerine yayilir. Bundan sonraki asamada ise sentriollerden birisi
flagella olusumu icin uzar. Periniikleer halkadan olusan uzayan sperm kuyruguna
uzanan mikrotiibiil yapisini1 ve aktin filamentlerini iceren manset yapisi ise sperm
basinin sekillendirilmesinde rol oynar. Spermatidlerin uzamasi tamamlandiktan sonra
sitoplazma ve organellerin ¢cogu Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Sonug
olarak spermiyogenez fazinin sonunda sitoplazmasi azalmis, nukleus ve cevre

elemanlarin son halini aldig1 bir sperm hiicresi elde edilmis olur (17). (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3 : Spermiyogenez asamalar1 (17)
2.5. Spermatogenezdeki Hormonal Dizen

Seminifer tiiplerde germ hiicrelerin gelisimi sirasinda birgok endokrin, parakrin
ve otokrin etkilesim s6z konusudur. Hipotalamo-hipofiz-gonadal (HPG) aks
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) araciligiyla bu diizenlemenin baslica
belirleyicisidir. HPG aks embriyojenik donemde fenotipik gelisimden sorumluyken
erigkin donemde hem cinsel fonksiyonlar hem de testisin fonksiyonlarindan
sorumludur. Ureme sistemindeki hormonlar peptid ya da streoid yapisindadir. LH ve
FSH peptid yapisinda olup hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak ikincil haberciler
lizerinden etki ederler. Ostrojen ve testosteron ise steroid yapida olup hiicre ici

etkileriyle diizenlerler. GnRH LH ve FSH (zerinden Sertoli ve Leydig hicrelerini



uyararak steroidogenez ve spermatogenez siireglerini baglatir. Puberte 6ncesi dénemde
testosteron hormonu spermatogenez igin yeterli degilken eriskin donemde LH’mn
etkisiyle salinimi gergeklestirilen testosteron spermatogenezin devamliligi agisindan
blylk dneme sahiptir. Spermatogenezin devamliliginda kalitatif olarak testosteron,
kantitatif olarak ise FSH gerekmektedir (18).

Ureme sisteminin en Gst merkezi olan hipotalamusun fonksiyonel hasarinda
HPG aksta bozulma ve bunun sonucunda testislerde atrofik degisiklikler meydana
gelir. Bunun sonucunda Leydig hiicrelerinde hiperplazi ve germ hiicrelerde sayica
azalma gerceklesir. LH’in spermatogenez siirecindeki katkisi Leydig hiicrelerini
uyararak gerceklestirdigi testosteron saliimidir. FSH ve testosteron ise etkilerini
Sertoli  hiicreleri lizerinden yapmaktadir. Testosteron Sertoli hiicrelerinin
spermatidlere tutunmasini saglayarak spermatogenezi etkiler. FSH ayni1 zamanda germ
hicrelerinde meydana gelecek apoptozu da onlemektedir. Testis hicrelerindeki
parakrin ve otokrin siirecler de spermatogenezde gorev almaktadir. Bu siireclerin
baslamasinda yine gonadotropinler rol oynamaktadir. Basta interlokin-1 (IL-1) ailesi
ve diger biiytime faktorleri (IL-6, TNF gibi) germ hiicre proliferasyonunu arttirirken

Leydig ve Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarini da etkiledigi gosterilmistir (19).
2.6. Spermin Yapisi

Spermiyogenezin sonucunda matlr sperm hiicresi meydana gelir. Matir sperm
hiicresinin uzunlugu 60 pum’dir. Spermatozoa dollenme icin temel olarak bas ve
kuyruk yapis1 olmak (zere 2 boliimden olusur. Oval ve yassi yapida olan bas kismi
4,5x3 mikron boyutundadir. Bas yapis1 ayrica akrozomal bolge ve haploid kromozom
yapisini igeren ¢ekirdege boliiniir. Akrozomal bdlge akrozomal vezikiili ve akrozomal
keseyi Orten plazma zarini igerir. Spermatozoa ovuma yaklastiginda akrozom igindeki
enzimleri ortama salarak akrozom reaksiyonunu olusturur. Bu enzimler de ovumun
etrafini saran yapilari (hiicre tabakalari, zarlar) eritir. Enerji iiretimini saglayan ayrica
sperm hiicresini disi tireme sisteminde ilerleten kuyruk yapisi ise mitokondrinin yer
aldig1 orta parga, ana parca ve son par¢a olmak iizere 3 boliimden olusur. (Sekil 2.4)
Kuyrugun orta pargast “anulus” adi verilen bolgede sonlanir. Kuyrugun orta
par¢asinda motilite yetenegi olmamasmma ragmen kuyrugun geri kalan kisminin

hareket kabiliyeti icin gerekli rijiditeyi saglar. Ana parca ise longitudinal olarak



aksonal yapilardan ve bunlar1 birbirine baglayan yapilardan olusup hareketi saglayan
esas kisimdir. Sperm flagellumu, sperm hareketliligi ve fertilizasyon i¢in gerekli olan

hareketli bir siliyer yapidir (20,21).

Orta Parga
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Mitokondri Membrani  Flagellun

/ﬁ\’\\f
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Sekil 2.4 : Spermin yapisi (5)
2.7. Sperm Motilitesinin Fizyolojisi

Sperm spermatogenez siireci sonunda iiretildikten sonra sirasiyla rete testis,
efferent kanallar, kaput epididim ve son olarak da depolanacagi yer olan kauda
epididime geger. Bu epididimal gecis siireci boyunca da biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere ugrayarak hareketlilik ve kapasitasyon yetenegi kazanir. Spermin
epididim boyunca gegirdigi siirecte dig ortam degisiklik gosterir. Liimen igerigindeki

asidik ortam spermi hareketsiz tutar (20).

Viicuttaki diger hiicreler gibi insan sperm hiicresi de hareketliligini ve
akrozomal vezikiildeki salgilarin ekzositozu icin ATP’ye ihtiya¢ duyar. Erkek germ
hiicresinde bulunan glikolitik enzimler flagellar yapinin ana pargasinda bulunur.
Sperm motilitesinin kazanilmasinda baska bir etken de epididimdeki glikojen sentaz
kinaz-3 (GSK-3) aktivitesindeki diisiistiir. Immotil spermlerin oldugu kaput
epididimdedeki GSK-3 aktivitesinin, motil spermlerin oldugu kaudal epididime gore

6 kat fazla oldugu gosterilmistir (22).

Sperm hareketliligini diizenleyen temel iyon kalsiyumdur. Kalsiyum ayrica
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonununda da énemli bir rol oynar. Hiperaktivite icin

gerekli olan spermin alkalizasyonundan da sorumlu olan kalsiyum, membrandaki
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kanallar araciligiyla dis ortamdan alinir. Bunun i¢in de CatSper kanallar1 rol oynar

(20,23).

Ayrica spermin orta boliimiinde bulunan mitokondrinin iki 6nemli islevi vardir.
I1ki enerji Uretimi, digeri ise apoptoz ile esey hiicrelerini ortadan kaldirmaktir. Spermin
kuyrugunda bulunan flagellumun yapisimdaki mitokondriler, mikrotiibiillerin etrafinda
yerlesim gostererek hareketliligi saglarlar. Mitokondride meydana gelen genomik

mutasyonlar infertilitede, 6zellikle de astenozoospermide saptanmistir (24).

Spermin motilitesi kalsiyum ve mitokondiriyal aktivite disinda birgok
metabolik yolaga ve mekanizmalara baglidir. Spermatogenez sonrasi islevsel olarak
hareketliligini tam olarak kazanmayan sperm hiicreleri epididim iginde motilite
ozelligini kazanmis olur. Bu kazanimla ilgili ilk sinyal mekanizmalarindan birisi

spermdeki fosfoprotein fosfataz 1 (PPP1) aktivitesinin kontroliidir (25).
2.8. Motilite Uzerine Etkili Diger Proteinler
2.8.1 A-kinaz Baglayici Proteinler (AKAP)

A-kinaz baglayici proteinler (AKAP) insan sperm hiicresinde siklik AMP’ye
(CAMP) bagimli protein kinazlar1 baglayarak fosforilasyonda ve sinyal iletim
mekanizmalarmin baslatilmasinda rol oynar. AKAP3 ve AKAP4 fibroz kilifta bulunan
yapisal proteinler i¢inde en ¢ok bulunan olup cAMP’ye bagimli protein kinaz A’y1
(PKA) baglamada gorev alir (26,27). AKAP4, X kromozomu Uzerindeki tek bir gen
tarafindan kodlanir ve testislerde sperm farklilasmas1 sirasinda post-mayotik evrede
proAKAP4 adli Oncii bir proteinden 188 aminoasitin salinmasi ve islenmesiyle
meydana gelir. AKAP4 sperm motilitesi ve hipermotilitesinde goérev alan bir dizi
protein fosforilasyonundan sorumludur. Bu nedenle yapilan hayvan deneylerinde
AKAP4’ten yoksun farelerde sperm sayisinda azalma olmadigi ancak flagellum
yapisinda kisalma, fibroz kilif ile iligkili sinyal transdiiksiyonunda indiiksiyon ve
hareketlilikte azalma oldugu goriilmiistiir. Ozelikle AKAP4’iin fibroz kilifin
biitlinliiglinden ve saglamligindan sorumlu bir yapisal protein oldugu goriilmiistiir

7).
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2.8.2 Semenogelin (SEMG)

Insan seminal plazmasi ejakulasyon sonrasinda spermatozoa ile karsilastiginda
sperm motilitesinin inhibisyonuna sebep olmaktadir. 1996 yilinda seminal plasma
motilite inhibitdrii (SPMI) olarak tanimlanan ve seminal sividaki bir baska diizenleyici
protein olan semenogelin (SEMG)’ dir. Kaynagi seminal vezikil olup eppine bagli bir
sekilde bulunur ve sperm hareket kabiliyetini azaltmaktan sorumlu ¢ok yonli bir
proteindir. SEMG’nin 2 formu mevcuttur. Semenogelinl seminal vezikiillerde bolca
bulunan ancak epididim, prostat gibi genital sistemin diger yapilarinda bulunmayan
1,8 kilobaz (kb)’lik bir mRNA tarafindan kodlanir. Semenogelin 2 ise seminal
vezikullerde bulunmasinin yani sira epididimde bulunup 2,4 kb’lik mRNA tarafindan
kodlanir. Her iki formun aminoasit dizilisine bakildiginda %78’lik bir 6zdeslik oldugu
gorilmektedir (28). Insan seminal plazmasi ejakulasyondan hemen sonra sperm
hiicrelerinin yer aldig1 yar1 kati halde bulunan jelatinimsi bir kiitle halinde

kendiliginden pihtilagir.

SEMG, semen icerisinde sperm hareketliligini engelleyen bir protein olup
prostat spesifik antijen (PSA) tarafindan daha diisiik molekiiler kiitleli polipeptidlere
parcalayarak semenin daha da sivilasmasini saglayarak spermin hareketliligi baslatir
ve kapasitasyonun devamliligini saglar. Sperm motilite kusuru olan hastalarda
SEMGT1’in asir1 dizeyde eksprese edildigi ve bunun sonucunda semendeki spermler

etrafinda jel yapida bir matriks olusturarak hareketliligi azalttig1 goriilmistiir (29-31).
2.8.3 Kallikrein ile Tliskili Peptidazlar (KLK)

Kallikrein ailesi 15 proteinden olusur. Kallikrein ile iliskili peptidazlar da
seminal sivida bulunur ve o6zellikle semenin vizkositesinden sorumlu tripsin ve
kimotripsin benzeri aktivasyon gosteren serin protez ailesinin tiyeleridir. KLK’ler pre-
pro-KLK olarak iiretilir ve bobreklerden, karacigerden, tiikiiriik bezlerinden ve erkek
ve kadin genital sisteminden salgilanan aktif KLK lar1 lireten bir dizi proteolitik kaskat
ile aktif hale gelir. Ejakulattaki sperm hiicreleri SEMG’ler, fibronektin ve kollajenden
meydana gelen seminal koagulum icinde tutulur. Bu protez ailesinin Uyeleri insan
semeninin sivilagtirilmasini seminal pihtilarin 6zellikle SEMG’lerin enzimatik yollarla
bozunmasini saglayarak yaparlar. Bu sayede spermin hareketliligi ortaya ¢ikar (32,33).

Seminal sivinin Vviskozitesi hem sperm parametreleri hem de sperm motilitesi
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acisindan 6nemlidir. (Sekil 2.5) Semen hiperviskozitesi olan hastalarda da yapilan

caligmalar oksidatif stresin arttigin1 gostermistir (34).

1 Lokosit
$ TNF-a,IL-6,IL-10

| p

ROS | oisicat <

Semen ¥ Katalaz aktivitesi
Hipervizkositesi *Total Antioksidan Kapasite

= Stess | Antioksidan
Antioksidan Tedavi = l Sistem
! 1
t P'\rllol:t)(:n S ! Motilite
t Karbonilasyonu DNA.protein || §Kromatin Butinluga

ve lipid hasari

\

Erkek infertilitesi

Sekil 2.5.: Artmus viskozite sonucu oksidatif stres artisi ve sperm hareketliliginde

azalma sonucu infertilite (34)
2.9. Sperm DNA Hasan ve Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Mevcut kanitlar dahilinde oksidatif stresin infertiliteye, sperm motilitesinde
azalmaya, sperm DNA hasarina ve tekrarlayan abortusa sebep oldugu gdsterilmistir.
Idiyopatik infertilite i¢in diisiiniilen mekanizmalardan birisi oksidatif stres ve artan
ROS’tur (35). Belirli bir seviyedeki ROS miktar1 spermatozoanin olgunlagmasi,
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi fizyolojik olaylar icin gereklidir. Ancak

artmis ROS seminal plasmadaki antioksidanlarin ndtralize etme kabiliyetini azaltir

(35,36).

Oksidatif stres ile iliskili mekanizmalarin infertilite olgularinin %40-50’sinde
rol oynadig1 diigiinilmektedir. Oksidatif stres ile uyarilan erkek genital sisteminde
testisin antioksidan savunma sistemi fazla tiretilen ROS ajanlarina karsi yetersiz kalir.

Siperoksit anyonu, hidroksil radikali gibi oksijen tlrevi serbest radikallerdir ve
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hidrojen peroksit ROS ajani olarak gosterilmistir. Serbest radikaller i¢in en 6nemli
endojen kaynak enerji tretiminden sorumlu olan mitokondridir. Mitokondrinin i¢
zarinda farkli substratlar oksitlenir ve sonucunda ATP (adenozintrifosfat) sentezi ve
molekiiler oksijenin suya indirgendigi bir dizi elektron akisi olur. Bu elektron akisi

sirasinda ise kompleks | ve kompleks 111 tizerinden siiperoksit radikali olusur (37).

Fizyolojik seviyelerdeki ROS normal hiicre iglevleri i¢in gerekliyken agirt ROS
seviyesi ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik nedeniyle lipid
peroksidasyonu (LPO) ile baslayan siire¢ sperm DNA fragmantasyonu ve germ

hiicrelerin apoptozu ile sonlanir (38). (Sekil 2.6)
2.9.1. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Sperm hiicresinin plazma zarmmda konjuge olmayan ¢ift baglara sahip olan
coklu doymamis yag asitleri bulunur. Bu baglarin metilen gruplarina yakin halde
olmas1 metil karbon ve hidrojen bagini1 zayiflatarak yapisindaki hidrojenin oksidatif
hasara karsi duyarli hale getirir. ROS’un hiicre i¢i seviyelerindeki kontrolsiiz artis
LPO ile sonuglanan bir reaksiyon zincirini baglatir. Bu reaksiyon zinciriyle birlikte
hiicre membranindaki yag asitleri kaybolur, hiicre zarmin akiskanligi azalir,
membranda bulunan reseptorler ve enzimatik aktivasyonlar inhibe olur. LPO

fertilizasyonda anormallige yol agan, otokatalitik yayilan bir kimyasal reaksiyondur.

LPO baslangicinda karbon-karbon ¢ift baglarindan hidrojen ayrilir sonrasinda
lipid radikalleri olusur ve oksijen ile tepkimeye girerek peroksit radikalleri meydana
gelir. Bu radikaller bakir ve demir gibi metallerin varliginda otokatalitik reaksiyon
zincirini devam ettirme 6zelligine sahiptirler. Peroksil ve alkil radikallerinin olugumu
son ve kararli iiriin olan malonaldehit (MDA) olusturana kadar devam eder. Bu
nedenle MDA spermatozoay etkileyen oksidatif hasarin seviyesini belirlemek i¢in

kullanilir (39).
2.9.2. Sperm DNA Fragmantasyonu

Fertil erkeklerden alinan sperm Orneklerinde belirli bir diizeyde DNA
kirilmalar1 vardir. Ancak infertil erkeklerde bu oran daha fazla olmaktadir. DNA’da
meydana gelen bu kirilmalarda hem endojen hem de ekzojen faktdrler bulunmaktadir.

Kromatin yapisindaki zayiflama sperm hiicresini dis faktorlere karst DNA hasarma
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daha savunmasiz kilar. Sperm hiicresinde DNA onarim mekanizmasinin olmamasi da

bu duyarlilig1 agiklamaktadir.

Oksidatif stresin DNA fragmantasyonuna yol agan en énemli eksojen etken
oldugu disiiniilmektedir. Artan ROS miktarlar1 ve antioksidan sistem arasindaki
dengesizlik sonucunda DNA’da kirilmalar meydana gelir. Yiksek ROS seviyeleri tek
basina sperm DNA’s1 iizerinden hasar olusturmaz bunun yaninda mitokondiriyal
DNA, hiicre zar1 ve apoptotik mekanizmalar {izerinden de etkisini gosterir. Sperm
kromatininin kusurlu oldugu durumlarda normal ROS seviyelerinde bile DNA

fragmantasyonu ve yiiksek duyarlilik olabilir (35,40).
2.9.3. Germ Hiicre Olumu

Apoptoz hiicre i¢i sinyal mekanizmalarinin ve diizenleyici sistemlerin neden
oldugu programlanmig hiicre oliimidir. Apoptoz germ hicrelerinin  Sertoli
hiicrelerinin kapasitesi ile uyumlu olarak korunmasinda ve kusurlu germ hiicrelerinin

olgun sperm hiicresine doniistimiinii engellemede dnemli bir rol oynar.

Testikiiler apoptozun iki yolu vardir. Endojen yol veya mitokondriyal yol ve
eksojen veya 6lim reseptori yolu. ROS seviyeleri her iki yolu da modiile etmektedir.
Oksidatif stres sonucu olusan ROS’lar mitokondriyal membran bozulmasma yol
acarak sitokrom-c sinyal molekiiliiniin salinmasina ve apoptoz ile ilgili kaskatlarin
aktive olmasma sebep olur. Infertil erkeklerin seminal plasmalarinda sitokrom-c
diizeylerinin yiiksek olmasi da bunun bir gostergesidir (38). TUmor nekroz
faktord/sinir blyidme faktori (TNF/NGF) ailesinin bir Gyesi olan Fas/FasL ayni
zamanda germ hiicrelerinin apoptotik mekanizmalarida da gorev almaktadir. Mayoz-
1 fazina giren germ hiicrelerinin yaridan fazlasi Fas ile isaretlenir ve gerektiginde
Sertoli hucreleri tarafindan elimine edilir. Testiste artan ROS seviyeleri Fas/FasL

yoluyla da germ hiicre 6limdnd indiklemektedir (37).
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Sekil 2.6.: ROS ve antioksidan sistem arasindaki iligki (41)
2.10. Antioksidanlar
2.10.1. Enzimatik Antioksidanlar

Semende bulunan ana enzimatik antioksidanlar superoksit dismutaz (SOD),
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim triadidir. Siiperoksit anyonlarinin dismutasyonu

icin katalizOrler stiperoksit dismutaz ya da oksidorediiktazlari igerir.
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SOD’lar hiicre i¢inde ya da disinda olmak tizere iki sekilde olusur.Hiicre i¢i
formlardan ilki, sitoplazmada bulunan merkezinde bakir-¢inko elementlerini igeren
bakir-¢inko SOD’dur ve SOD1 olarak tanimlanir. Digeri ise merkezinde manganez
elementini bulunduran, mitokondriyal matriste yer alan manganez SOD’dur ve SOD’

olarak adlandirilir. Bu iki izoenzim prostat kaynaklidir.

Katalaz ise hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve suya ayrismasini saglar.
Katalaz merkezinde demir olan bir hem sistemidir. Hiicreden hiicreye degismekle
birlikte peroksizomlarda, mitokondride ve sitozolde aktivasyon gosterir. Katalaz

antioksidan mekanizma disinda sperm kapasitasyonunda da rol oynar.

Glutatyon peroksidaz ise fosfolipidlerin peroksitleri dahil olmak tizere hidrojen
peroksit ve diger organik peroksitlerin indirgenmesini katalize eder. Bu enzimin
merkezinde ise selenosistein yapisinda olan selenyum bulunmaktadir. Spermde esas
olarak mitokondriyal matriste aktivasyon gosterir. Bununla birlikte kromatin

yogunlagma siirecinde de aktif rol oynayan ¢ekirdek formu da mevcuttur (42).
2.10.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzim sistemi disinda sperm hiicresini oksidatif stresten koruyan enzimatik

olmayan antioksidanlar da mevcuttur.

Bu grup hicre solunumunda rol oynayan mitokondride yiksek dizeyde
bulunur ve igeriginde koenzim Q10 bulundurur. Koenzim Q10 oksidatif stresin
yaratmis oldugu sperm hiicrelerindeki fonksiyon kaybina karsi koruma 6zelligi
gosterir ve siiperoksit olusumunu inhibe eder. Yapilan ¢alismalarda koenzim Q10 ile
hidrojen peroksit arasinda anlamli bir negatif korelasyon oldugu ve koenzim Q10

seviyelerinin artig1 ile semendeki sperm sayisinin ve motilitenin de arttig1 gériilmiistiir.

Selenyum ise yapisinda bulundugu selenoenzimler ile sperm DNA’sini
oksidatif hasara karsi1 korumaktadir. Spermin yapisal biitlinliiglinii korumak adma
25’ten fazla selenoprotein mevcuttur. Selenyum eksikligi sonucu ortaya ¢ikan en

onemli morfolojik anomali spermin orta par¢asinda goriiliir (42).
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Tablo 2.1.: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin konumu ve islevi (42)

Antioksidanlar Konumu

Glutatyon Protein olmayan tiyol

Karotenoidler Membranda yagda ¢oziinen
antioksidan

E vitamini Membranda

C vitamini Sitozol,mitokondri,peroksizom

SOD Tum o6karyotik htcreler

Katalaz Peroksizom,mitokondri

Glutatyon Stoplazma, mitokondriyal matris

peroksidaz

2.11. ROS’un Kaynaklar

2.11.1 Endojen Kaynaklar

Islevi

Serbest radikalleri devre
dis1 birakir
Hiicre zarmin

biitiinliigiinii korur
Lipid peroksidasyonu
urunlerini
detoksifikasyonu
Hidrojen peroksitin
detoksifikasyonu
Oksijenin kararli
seviyesini diisiiriir
Hidrojen peroksit
seviyesini diisiiriir
Hidrojen peroksit

seviyesini diisiiriir

Sperm hiicrelerinin kendi metabolik aktivitesi onemli bir ROS kaynagi olup

bununla birlikte semendeki olgunlasmamis sperm hiicreleri de serbest radikal

kaynaklaridir.

Endojen serbest radikaller sperm hiicresinde gerceklesen metabolizma sonucu

bir yan 0rtn olarak Uretilebilir. Hicrenin orta bélimiinde yer alan mitokondrinin

aktivitesi glikoliz ile birlikte motilite ve kapasitasyon icin gereklidir. Mitokondrilerde

bulunan elektron tagima sistemi ve oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretilir. ATP Uretim

mekanizmasi esnasinda da kompleks | ve kompleks Il1’te stiperoksit ve hidroksil

radikalleri olusur.
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Diger bir endojen olusum mekanizmasi ise olgunlasmamis sperm hiicreleri
tarafindan meydana gelir. Spermatogenez sonucunda olugsan sperm hiicrelerinde
sitoplazmanin tutulmasi hiicrede nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH)
uretilmesine neden olur. Hicre igindeki NADPH NADPH oksidaz enzimi ile

NADP’ye doniistiiriiliirken stiperoksit radikali de yan iiriin olarak olusur (41).
2.11.2. Eksojen Kaynaklar
Varikosel

Erkek infertilitesinin en yaygin diizeltilebilir nedeni olan pampiniform
pleksusun dilatasyonu sonucu meydana gelen vendz kapakgiklardaki yetersizlik kan
akisinda azalmaya sebep olur. Bu durum viicut sicakligindan ortalama 2 °C daha az
olmasi1 gereken testis 1sismin yiikselmesine neden olur. Bunun sonucunda da reaktif
oksijen tdrlerinin artisina ve antioksidan dizeylerinde azalmaya sebep olur.
Varikoseldeki klinik derecelerin artisma bagli olarak bu sistemdeki bozulma daha

fazla olmaktadir (41).
Enfeksiyonlar ve Lokospermi

Enfeksiyonlarin sonucunda meydana gelen lokosit aktivasyonu 6nemli bir
oksidatif stres kaynagidir. Her ejakulatta belli miktarda 16kosit olmasma ragmen
enfeksiyonlar sonucu bu say1 artar. Bu da l6kospermi olarak adlandirilir. Semendeki
bu lokosit artignin motilite, morfoloji ve konsantrasyon gibi farkli semen

parametrelerine etkisi oldugu gosterilmistir (41).
Alkol ve Tatun

Alkolle ilgili siganlarda yapilan bir arastirma sonucunda kronik alkol alimmin
sonucu olarak testiste glutatyon miktarinda ve SOD aktivitesinde diisiise sebep oldugu,
DNA hasarinda ise artisa neden oldugu gosterilmistir. Farkli ¢alismalarda ise kronik
etanol kullaniminda apoptozun indiiklendigi bu artigin Fas ligandi iizerinden
gerceklestirildigi gosterilmistir. Yine tiitiin kullaniminin oksidatif stres yaratarak DNA
fragmantasyonunda artisa ve sperm motilitesinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir

(41).
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Fiziksel Egzersiz ve Is1 Stresi

Yapilan caligmalarda diizenli egzersizin dogurganlig: arttirdigi vurgulanirken
hareketsiz ve sedanter yasama sahip kisilerde semen parametrelerinin ve sperm
kalitesinin bozuldugu gosterilmistir. Ancak yogun fiziksel egzersiz ve bisiklet
sporlarinin bu durumun aksine oksidatif streste artisa ve sperm hareketliliginde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Uzun siire ve siirekli yapilan saunanin ve dar ig¢
camasirt kullanmanin ise skrotal 1siy1 etkileyerek sperm kalitesini azalttig1

gosterilmistir (41).
Radyasyon ve Cevre Kirliligi

Radyasyon iyonlastirici ve iyonlastirici olmayan olarak iki grupta tanimlanar.
Iyonlastirict olmayan radyasyon insan hayatinda sik¢a kullanilan telefon, mikrodalga
firm ve radarlar icerir. Ozellikle cep telefonunun yaymis oldugu radyasyonun lipid
peroksidasyonunu indiikleyerek ROS artisia ve antioksidan kapasitede azalmaya yol
actig1 gosterilmistir. Bunun disinda diziistii bilgisayarlarin kullanimi sirasinda WIFI

ile birlikte DNA hasarinda artis ve semen parametrelerinde azalma saptanmistir (41).

ROS iiretiminde artisa ve sperm kalitesinde azalmaya yol agan bir diger
eksojen faktor ise gevre kirliligidir. Yapilan ¢alismalarda trafik kirliligine maruz kalan
kisilerde yapilan sperm analizi sonucu araba egzozundan kaynaklanan dumanin
membran lipitlerini etkileyerek, DNA hasar1 olusturarak ve spermatogenezde gorevli

proteinlerini etkileyerek infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir (41).
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DNAHasan mDNA Infertilite Genetik Hastaliklar ~ Azalmig "
Kromozal e Tekrarlayan Cocukluk Sperm Membran Lipid
‘ Anomaliler hasari dustikler Maligniteleri Motilitesi Peroksidasyonu

Sekil 2.7. : Endojen ve Ekzojen ROS kaynaklari (8)
2.12. Semenin Genel Yapisi ve Analizi

Infertil erkegin degerlendirilmesinde yapilmas: gereken ilk sey semen
analizidir. Semen icerigini spermatozoa, prostat ve seminal vezikillerden gelen
salgilar olusturur. Semenin igerigine bakildigi zaman %1’den azin1 olusturan
spermatozoadir. Ortalama 3-3,5 ml olan semen hacminin de biiyiik bir kismini seminal
vezikiillerden gelen salg1 olusturur. Ejakulatin ilk kismi spermden zenginken sonraki
kisimlarmi diger bezlerden gelen salgilar olusturur. Seminal siv1 hafif alkali 6zellik
gOstermektedir. Seminal sivinin pH degeri 7,2-7,8 arasindadir. Normal araligin
iizerinde olmasi seminal vezikiillerde akut enfeksiyonu ya da ejakulatin fazla
bekletilmis oldugunu gosterirken diisiik olmasi ejakulator kanalin tikanikligini
gosterir. Bu pH degerinin en dnemli 6zelligi spermatozoanin taginmasi ve vajendeki

asidik ortami tamponlamaktir (21,43,44).

Yapilan ¢aligmalarda semen analiz parametrelerinin ejakulat 6rneginin nasil
verildigi, toplama kabinin 6zelligi ve cinsel perhiz siiresine kadar birgok faktore baglh

olarak degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Semen 6rnegi 2-7 gunlik cinsel perhiz
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sonrasit mastiitbasyon ile toplanwr. Semen Orneginin tamami toplama kabma
alimmalidir. Semen 6rneginin sicaklik degisimine ve zaman kaybina sebep olmamak
icin laboratuvara yakin bir odada bu islem gerceklestirilmeli ve 6rnek 20-37 °C
derecede korunmalidir. Semen 6rnegi alindiktan sonra ise makroskobik olarak hacim,
pH, renk, viskozite ve koku gibi fiziksel 6zelliklerine bakilirken mikroskobik olarak
ise say1, motilite ve morfoloji degerlendirilir. Ardindan hesaplanan degerler DSO

tarafindan hazirlanan referans degerler (Tablo 2.2.) ile kiyaslanir (43,45).

Tablo 2.2 : DSO 2010°daki normal semen 6rneginin 6zellikleri ve alt smir degerleri

Parametreler En diisiik referans degeri
Semen volimu (mL) 1,5(1,4-1,7)

Toplam sperm sayis1 (10° /ejakiilat) 39 (33-46)

Sperm konsantrasyonu (10%/mL) 15 (12-16)

Total motilitesi (PR+NP,%) 40 (38-42)

Progressive motilite (%) 32 (31-34)

Sperm canlilig1 (%) 58 (55-63)

Morfoloji (%) 4 (3-4)

pH >7,2

DSO tarafindan belirlenen referans araliklarma gére semen Ornegi
incelendikten sonra yukarida belirtilen parametrelerden birindeki anormallige gore
patoloji (Tablo 2.3.) tanimlanir. Normozoospermi sperm sayisinin, spermdeki

hareketliligin ve morfolojinin normal olmasini kapsar (46).
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Tablo 2.3.: Sperm anormalliklerine gore yapilan tanimlamalar (46)

Aspermi Semen miktarinin ve spermin olmamasi

Astenozoospermi ileri hareketli spermlerin (PR) yuzdesi alt referans
limitin altinda

Astenoteratozoospermi hem morfolojik olarak normal spermlerin hem de
ileri hareketli spermlerin (PR) yuzdesi alt referans
limitlerinden diisiik

Azoospermi Ejakullatta spermin olmamasi

Kriptozoospermi

Ejakullatta sperm olmamasma ragmen

santrifiijlenmis pellette spermin bulunmasi

Hemospermi/ Lokospermi

Ejakulatta eritrosit/ 16kosit bulunmasi

Nekrozoospermi Ejekiilattaki canli sperm yiizdesinin referans
degerinin altinda olmasi ve hareketsiz/6lii sperm
sayisinin yiiksek olmasi

Normozoospermi Normal sperm sayisi, progresif hareketli yuzdesi ve

normal morfolojinin referans degerlerinin {istiinde

olmasi

Oligoastenozoospermi

Progresif hareketli sperm sayis1 ve toplam sperm

sayisinin referans degerlerinden az olmasi

Oligoastenoteratozoospermi

Toplam sperm sayisi, progresif hareketlilik ve
normal morfoloji referans degerlerinin altinda

olmasi

Oligoteratozoospermi

Toplam sperm sayismin ve normal morfoloji

referans degerlerinin altinda olmas1

Oligozoospermi

Toplam sperm sayisinin referans degerinin altinda

olmasi

Tetrazoospermi

Normal morfoloji yilizdesinin referans degerinin

altinda olmasi
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2.13. infertilitenin Tanim ve Onemi

Klinik olarak gebelik olusturabilme kapasitesi fertilite olarak tanimlanir.
Infertilite ise 1 yillik diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebeligin
olusmamasi durumu olarak tanimlanir (47). Infertilite primer ve sekonder olarak ikiye
ayrilmaktadir. Primer infertilite hi¢c gebelik Oykiisii olmamasi olarak tanimlanirken
sekonder infertilitede daha 6nce klinik olarak gebelik goriilmiis olup giincel durumda
bu durumun tekrarlanamamasidir. Bu durum diinya genelinde yaklasik 50-80 milyonu
etkileyen ve sikg¢a karsilasilan bir problemdir. Bu kisilerin ise biiyiik ¢ogunlugu
gelismekte olan iilkelerde yasamaktadir. Ciftlerin %8-12’sini etkiledigi ve sadece
erkek faktorinin %20-30’unda etkili oldugu gorulmektedir. Toplam vakalarin ise
%50’sinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda
genetik faktorlerden yasam tarzina, hormonal sebeplerden kullanilan ilaglara kadar

cesitli etmenler oldugu goriilmektedir (48,49).
2.14. Infertil Erkegin Degerlendirilmesi

Erkek infertilitesinin bilinen nedenlerine bakildig1 zaman {irogenital
sistemdeki anormallikler, endokrin sebepler ve genetik kusurlar oldugu goriilmektedir.
Genetik kusurlar incelendiginde baslica AZF bolgesindeki mikrodelesyonlarin oldugu
bunun haricinde kromozom anormallikleri, tek gen kusurlarinin da eslik edebilecegi
saptanmustir  (50). Erkek infertilitesi konjenital ve edinsel hastaliga seckonder
olabilecegi gibi saglikli ve ek hastaligi olmayan bireylerde de goriilebilmektedir.
Vakalarin %30-40’1nda sperm parametrelerini bozacak ve bunu agiklayacak bir faktor
bulunmaz ve bu durum idiyopatik infertilite olarak adlandirilir. Ejakulattaki spermin
anormal olmasma sebep olacak durumlar ise testikiiler bir patoloji, testisin
uyarilmasindaki veya olgunlagsmasindaki patolojiler (Tablo 2.4.) olabilir (51). Erkek
infertilitesinin degerlendirilmesi sirasinda tibbi 6zgecmis, lireme gegmisi, fiziksel
muayene, semen analizi ve hormonal degerlendirme mutlaka yapilmasi
gerekmektedir. Hastanin tibbi 6zgegmisi, fizik muayene bulgulart ve semen
parametrelerinin degerlendirilmesi sonucunda genetik testler ve goriintiileme

yontemleri tantya yardimci olmasi amaciyla istenebilmektedir (51).
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Infertilite sikayetiyle gelen erkek hastalarmn degerlendirilmesinde ¢iftin cinsel
aktivitelerine yonelik ayrintilar, iliski zamanlamasi, sikli§1 ve erkek cinsel iglev

bozukluguna yonelik bilgiler 6grenilmelidir.

Genitodriner enfeksiyon oykiisii, genital travma, gegirilmis ameliyat ve tibbi
durumlar dahil olmak {izere infertiliteye neden olacak tibbi1 6zge¢mis ayrintili bir
sekilde sorgulanmalidir. Hastanin kullandig: ilag gecmisi, sigara, alkol, obezite gibi
yasam tarzindaki risk faktorleri ve cevresel etmenler detaylandirilmalidir. Total
kolesterol ve fosfolipid diizeylerinin daha kotii sperm morfolojisi ile baglantili oldugu
gosterilmistir. Diyabetli kisilerde ise infertilite prevelansinin arttig1 saptanmistir. Tibb1
0zgegmisinde otoimmin hastaliklar da mutlaka sorgulanmalidir. Yapilan ¢alismalarda
multipl skleroz, romatoid artrit ve otoimmiin tiroidit gibi hastaliklar infertil erkeklerde

daha fazla gorulmektedir (52).

Kronik renal yetmezligi (KRY) olan kisilerde infertilitenin yine sik goriilen bir
durum oldugu goriilmektedir. KRY erkek ve endokrin fonksiyonlar {izerinde negatif
bir etki gosterir. Bu sebeple KRY ’li hastalarda spermatogenezde bozulma goriilebilir.
Bu olumsuz etkinin nedenleri arasinda testiste gergeklesen kronik yapisal
degisiklikler, HPG akstaki bozulmalar ve bagisiklik sistemindeki bozukluklar olabilir
(53).

Tibbi 6zge¢misi sorgulanan hastada bir sonraki adimi ayrintili fizik muayene
izler. Hastanin genital muayenesi yapilirken biitiin yapilar (testis, epididim, vas
deferens ve spermatik kord) ayri ayr1 palpe edilmelidir. Sperm Uretimi konusunda
testis yapismin biiylikliigii ve kivamu fikir verebilir. Epididimdeki dolgunluk ise post-
testikller bir obstriksiyonu isaret ederken vas deferensin tek tarafli ya da ¢ift tarafli
yoklugu kistik fibrozis agisindan ileri tetkik gerekliligini gosterebilir. Spermatik kord
muayenesinde palpasyon ve valsalva manevrasi ile varikosel varligi mutlaka
bakilmalidir (54). Ayrintili bir tibb1 6zgegmis sorgulamasi ve fizik muayeneden sonra
hormonal degerlendirmenin de yapilmasi infertiliteye neden olacak patolojileri
belirlemede rol oynar. Infertiliteye neden olabilecek durumlari belirlerken semen
analizindeki sonuclar da yardimei olacaktir. Seminal siv1 voliimiindeki azlik ejakulator
kanal tikanikliklarina, gecirilmis mesane boynu cerrahisine, diyabete ya da spinal kord

yaralanmalarma bagl olabilir. Hipogonadotropik hipogonadizm, spermatogenezdeki
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genetik bozukluklar, gecirilmis kabakulak orsiti azospermi ile neticelenebilir.

Spermatozoanin yapisal defektleri,

astenozoospermiye yol agabilir (21).

genital sistem enfeksiyonlari, varikosel

Tablo 2.4.: Infertilite ile birlikte goriilebilecek bazi durumlar (21)

Diisiik ejakulat voliimii

-Gegirilmis mesane boynu cerrahisi
-Retroperitoneal cerrahiler
-Ejakulator kanal obstruksiyonu
-Diyabetes Mellitus (DM)

Azospermi

A.Hipogonadotropik Hipogonadizm
-Kallmann Sendromu

-Hipofiz tumdrleri
B.Spermatogenez bozukluklari
-Kromozom bozukluklar1

-Toksinler, Orsit

-Idiyopatik
C.Duktal Obstruksiyon
-Konjenital  bilateral vas deferen

agenizisi,Epididim Obstruksiyonu

Oligoastenoteratozoospermi

-Inmemis testis
-Ilaglar,toksinler,sistemik enfeksiyon

-Idiyopatik

Normospermi

-Jinekolojik Bozukluklar
-Akrozomal defektler
-Antisperm antikorlar

-Idiyopatik

Astenozoospermi

-Spermatozoadaki  yapisal defektler
Antisperm antikorlar

-Varikosel

-Idiyopatik
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2.15. Astenozoospermi

Diinya saglik orgiitiiniin tanimlamasma gore semen analizinde progresif
motilite oranmmn <%32 olmasi astenozoospermi olarak tanimlanir. Izole
astenozoospermi erkek infertilitesinde %19’luk bir oran1 kapsarken baska patolojilerle
birlikteligi (oligo, terato) %63’lere ¢ikmaktadir. Yasam tarzi, ilag kullanimi, toksinler,
ejakulator kanal tikanikliklari, uzamis cinsel perhiz varikosel, genital enfeksiyonlar

bilinen nedenleri olup idiyopatik de olabilmektedir (55).
2.15.1. Astenozoosperminin Degerlendirilmesi

Astenozoosperminin altinda yatan nedenler arasinda genetik faktorler hala tam
olarak bilinmemektedir. Sperm flagellasindaki defektler ise motilite bozukluklarinin
en 6nemli nedenlerinden birisidir. 2 farkli kuyruk sorunu tespit edilmistir : Non-
spesifik flagella anomalisi (NSFAS) ve siliyer diskinezi veya genetik kokenli fibroz
kilifta meydana gelen flagella bozukluklari. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
ile sperm kuyrugunda bulunan fibréz kiliftaki yapisal defektler saptanabilir. Aksonem
ve periaksonem yapidaki hiicre iskeletinde meydana gelen displastik gelisim fibréz
kiliftaki yapisal degisikliklere neden olur. Fibréz kilifta en bol bulunan yapisal
proteinler AKAP3 ve AKAP4’diir. Bu nedenle bu proteinlerde meydana gelen yapisal
ve genetik defektler motilite bozukluklarina yol a¢gmaktadir. Flagellar patolojiler
arasinda NSFAs siddetli astenozoospermide en sik rastlanan patolojidir. Edinilmis
sebepler genellikle NSFAs’a yol acar ve altta yatan etiyoloji diizeltilirse NSFAs
diizelir. Bunun sonucunda da spontan gebelik gergeklesebilir (56,57).

Astenozoospermik erkeklerde farkli mitokondriyal degisiklikler de
bildirilmistir. Bunlarin arasinda sayisal eksiklikler, disorganizasyon, matriks
yogunlugunda artis ve mitokondriyal kiliftaki defektler sayilabilir. Spermin
kuyrugundaki orta parcasinda meydana gelen mitokondriyal bozukluklar

astenozospermi ile sonucglanan nadir patolojilerden birisidir (57).
2.15.2. Astenozoosperminin Bilinen Nedenleri
Varikosel

Erkek infertilitesinde birden fazla faktor rol alsa da varikosel en sik gorilen

bulgudur. Primer infertilitesi olan kisilerde %19-41, sekonder infertilite olgularinda
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ise %45-81 oraninda prevelansi vardir. Varikosel ile birlikte gelen skrotal sicakligin
artigy, renal ve adrenal kaynakli metabolitlerin geri akisi, kan akiminda azalma ve buna
bagli anoksi/hipoksi diisiiniilen mekanizmalardir. Varikoseli olan erkeklerde semen
analizinde oligospermi, astenospermi, teratospermi ya da bunlarin birliktelik
gosterdigi durumlar kargimiza gelebilir. Varikosel ayni zamanda cerrahi tedavi
gerektiren ve cerrahi islem sonrast semen parametrelerinde diizelme sagladigi

gosterilen bir hastaliktir (58).
Inmemis Testis

Inmemis testis (kriptorsidizm) yeni dogan erkeklerde goziiken insidans1 %2-5
olan konjenital bir anomaliliktir. 3 aylikken insidanst %]1-2’ye kendiliginden
diismektedir. Fizik muayenede skrotumda ele gelmeyen testis ile saptanmaktadir.
Inmemis testisin en yaygin olarak saptandig1 lokalizasyon inguinal kanaldir (%63).
Inmemis testis, erkek infertilitesinin iyi bilinen bir nedeni olup spermatogenezi
baskilamaktadir. Inmemis testis dykiisii olan hastalarm semen analizi incelendiginde

oligospermi, astenozoospermi ya da teratospermi ile karsilagilmaktadir (59).
Diyabetes Mellitus (DM)

Diyabetin etkileri uzun vadede bircok organda islevsel bozukluklara yol
acabilir. Erkek (reme sistemi Uzerine de diyabetin etkileri bilinmektedir.
Spermatogenezin dogru bir isleyise sahip olabilmesi i¢in glukoz metabolizmasiin da
dogru islemesi 6nemlidir. Olgun sperm olustuktan sonra da motilite ve kapasitasyon
yeteneklerini de etkilemektedir. Diyabetik hastalara bakildigi zaman sperm
motilitesinin, DNA biitiinliigiiniin ve seminal plasmadaki diger bilesinler iizerinden

sperm kalitesini olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir (60).

Yasam Tarz Faktorleri
Alkol

Spermatozoanin alkole maruz kalmasi1 doza bagimli olarak sperm motilitesi ve
morfolojisi i¢in zararli bulunmustur. Alkoliin sperm hiicresi lizerine etkisi diginda
HPG aksm her asamasma da etkisi bulunmaktadir; GnRH, LH, FSH ve testosteron

liretimini azaltt1g1, testisteki Sertoli ve Leydig hiicre disfonksiyonuna neden oldugu
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goriilmektedir. Sonu¢ olarak spermatozoa iiretimi, morfolojik gelisim ve

motilitekazaniminda bozulmaya yol agmaktadir (5).
Ilac ve Toksinler

Esrar, kokain, narkotik analjezikler, anabolik steroidler HPG aksini, testisin
yapisint ve sperm fonksiyonlarini bozmaktadir. Diizenli esrar kullaniminin sperm
konsantrasyonunu ve toplam sperm sayisini diistirdiigli ve bu etkinin esrarin bagka
yasadisi ilaglarla kullanildiginda arttig1 saptanmistir. Endojen kannabinoid sisteminin
regiilasyonunda bozulma spermatogenezi ciddi anlamda bozdugu ve bunun da immotil

sperm hiicreleri ile sonuglandig1 gosterilmistir (5).
Obezite

Fazla kilo ve obezite, viicut kitle indeksi (BMI) kullanilarak degerlendirilen
olmas1 gerekenden fazla yag birikimi ile iligkili bir durumdur. Fazla kilolu (BMI 25-
30 < kg/m?) ve obez (BMI > 30 kg/ m?) olan erkeklerde sperm kalitesinin azaldig1 ve
infertilite oraninin arttig1 gériilmiistiir. Obez olan erkeklerde DNA fragmantasyonunun
artt1g1, anormal morfoloji gelistigi ve mitokondriyal membran potansiyelinin azaldig:
bunun sonucunda da oligospermi, teratospermi ve astenozoospermi ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir.

Obez hastalardaki fizyopatolojik sirecte, fazla yag dokusunun testosteron
Ostrojen doniisiimiinii arttirdigi ve buna ikincil olarak da HPG aksi etkileyerek
gonadotropin saliniminda azalmaya neden oldugu saptanmistir. Yine obezite insiilin
direncine sebep olarak sistemik inflamasyon ve oksidatif strese yol acabilir. Skrotal
yaglanmanin artig1 testikiiler 1s1 artisini ve oksidatif stresi tetikleyebilir. Bu
mekanizmalarin sonucunda meydana gelen oksidatif stres sperm motilitesini, DNA

yapisini ve sperm-oosit birlesimini etkilemektedir (5).
Psikolojik Stres

Stres birgok yonden erkegin lireme sistemine zarar vermektedir. Strese karsi
viicudun verdigi yanit sempatik sistemin aktivasyonudur ve bunun da bir etkisi olarak
HPG akstaki degisimlerdir. Bu stres yaniti, HPG aksta inhibisyon ve testosteron

seviyesinde azalmaya yol agmaktadir. Testosteron salgilanmasindaki degisiklikler
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psikolojik stresin spermatogenez iizerinde yarattig1 patolojik etkilerin esas nedenidir

(5).

Toplamda 29914 katilimcmin oldugu 57 kesitsel ¢alismanin meta-analizi
sonucunda psikolojik stresin sperm motilitesi Uzerine negatif etkisi oldugu

gosterilmistir (61).
Sigara

Sigara igmek erkek infertilitesinin azalmasina sebep olan potansiyel bir risk
faktorudir. Ozellikle ekzojen ROS kaynagi olan sigaranin azalmis sperm
konsantrasyonu, spermin motilitesi ve spermin morfolojisindeki degisikliklerle iliskili

oldugu bilinmektedir (4).

Sigaranim sperm kalitesi ve motilitesi lizerine etkisi tam olarak bilinmemekle
birlikte oksidatif stres iizerinden gerceklesen bir mekanizma iizerinden oldugu
diistiniilmektedir (62). Sigaranin metabolitlerinden kaynaklanan toksinler, spermin
kuyruk yapisindaki mitokondriyal aktiviteyi diisiirerek hareketliligi etkilemektedir.
Ozellikle giinde 20°den az sigara icen kisilerde daha agir sigara icen kisilere gore
spermiyogramlardaki bozulmanin daha az oldugu saptanmistir. Bu nedenle sigaray1
birakmak bir yana azaltmanin bile semen parametrelerini iyilestirdigi desteklenmistir
(63). Agir sigara igen kisilerde aksonal mikrotiibiillerde ve flagellumda yapisal
degisiklige yol a¢tig1 goriilmiistiir (64).

Sigara erkek infertilitesinin bozulmasindan sorumlu olmakla birlikte DNA
hasarindaki artisa, andploidilere ve spermde mutasyonlara neden olmaktadir. Sigara
icen erkeklerin semen kalitesinde bozulmaya, DNA pargalanma oranlarinin artiginin
ve Chkl ekspresyonunun azalmasinin yol ac¢tigi 6ne siiriilmektedir. DNA hasarina
karsilik Chk1’de artis olmamasi sperm onarmminda bozulmaya bunun sonucunda da
apoptoza yol agmaktadir. Sigara i¢cmenin erkek infertilitesine genel etkisi artmig
oksidatif stres, DNA hasar1 ve artmis hiicre apoptozunun birlikte rol aldig1 patolojik
sirecten kaynaklanir. Bu patolojik siirecin sonunda da azalmis semen Kkalitesi,

bozulmus spermatogenez ve azalmis sperm hareketliligi ortaya ¢ikmaktadir (5).
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2.16. infertil Erkegin Tedavisi
2.16.1 Bilinen Nedenlere Yo6nelik Tedaviler

Infertil erkegin tedavisi planlanmadan 6nce dogru tam koyulmalidir.
Genitolriner muayenede saptanacak bir varikosel bulgusunun tedavisi testis hacmi ve
artmug FSH degerleri ile birlikte degerlendirilerek planlanmalidir. Tedavi segenekleri

arasinda cerrahi duizeltme, skleroterapi ve embolizasyon gibi teknikler mevcuttur (65).

HPG akstaki ve bu aksin etkiledigi hormonal diizendeki bozukluklar sonucu
erkegin fertilizasyonunda patolojiler saptanabilir. Erkek hipogonadizmi primer veya
sekonder olabilir. Primer hipogonadizmde esas patoloji testiste olup konjenital ya da
edinsel olabilir. Primer hipogonadizmi olan erkeklerde saptanan en yaygin kromozal
anomali olan Klinefelter sendromu (47,XXY) siddetli oligospermiden azospermiye
varan genis bir etkiye sahip olabilir. Bu hastalar nadiren dogal yolla fertilizasyona
sahip olmakla birlikte ana tedavi ICSI’de kullanilan testikiiler sperm ekstrasyonu
(TESE)’dur. Azospermi gosteren Y kromozomu mikrodelesyonlarinda da seminifer

tubillerde fokal spermatogenez saptanabilir (65).

Sekonder hipogonadizmi olan olgularda ise patoloji konjenital ya da edinsel
olabilir. Patolojinin ana kaynagi hipotalamus veya hipofiz bezi olabilir. GnRH’daki
anormal sentez ve salmimin sonucunda azalan FSH ve LH konsantrasyonuna bagli
olarak spermatogenezde ve androjen Uretiminde yetersizlik olabilir. Hipofiz bezindeki
bir adenomda hormonal sekresyonlar sonucu HPG aksi etkileyebilir. Ozellikle
prolaktin salgilayan bir hipofiz adenomu GnRH’m pulsatil salinimmi etkileyerek

infertiliteye sebep olabilir (65).

Ejakulatta hem spermatozoa hem de spermatogenetik hiicrelerin olmamasi ve
seminal kanallarn tikanikligi ile karakterize obstriiktif azospermi de Onemli bir
infertilite nedenidir. Transrektal ultrasonogrofi, vazografi, semen analizi gibi
yontemlerle tan1 konduktan sonra obstriiksiyonun lokalizasyonuna bagli olarak TESE

ya da mikrocerrahi epididimal aspirasyon (MESA) tedavi olarak uygulanabilir (65).
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2.16.2. Iidiyopatik Infertilite ve Non-Spesifik Tedaviler

Idiyopatik oligoastenoteratozoospermili hastalar i¢in cesitli ilaglarin kullanimi
(antiostrojenler, aromataz inhibitorleri, pentoksifilin, vitaminler (A,C,E), arginin,
karnitin) mevcuttur. Tamoksifen ve klomifen gibi antidstrojen ilaglarin
kullanilmasindaki ama¢ FSH ve LH salinimini dolayli olarak uyarmaktir. Aromataz
inhibitorleri ise testosteronun estradiole doniisiimiinii engelleyerek testisteki
testosteron diizeyini arttirirlar. Testosteron seviyesi diisiik olan ve yliksek estradiol
seviyeleri olan hastalarda bu tedavi uygulanarak spermatojenik akvite arttirilabilir

(65).

Pentoksifilin kullanimu ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise sperm motilitesinin ve
konsantrasyonunun iyilestirildigi gosterilmistir. Bununla birlikte ilacin kullanimi in
vitro olarak dogrulanmis olsa da in vivo ile ilgili sonuglar belirsizdir. Idiyopatik
infertilite tedavisinde kullanilan diger ampirik tedaviler gibi uygun segim kriterleri
belirlenerek kullanilabilir (65).

Yiiksek ROS seviyeleri ile iliskilendirilmis infertilitede ise antioksidan
tedaviler kullanilmaktadir. Antioksidan tedavi sonrast ROS’ un yarattigi DNA hasar1
azaltilabilir ve fertilizasyon yetenegi arttirilabilir. Antioksidan etki gdsteren ajanlar
tokoferol (E vit), askorbik asit (C vit), asetilsistein ve glutatyondur. Bu ajanlarin
IVF’deki fertilizasyon basarisimi arttirdigi goriilmiistiir. Glutatyon oral kullanimdan
sonra seminal plasmaya ulasarak etkisini gdsterebilir. Glutatyon uygulamasi sonrasi

sperm hareketliliginde ve morfolojide iyilesme oldugu goriilmiistiir (65).

Erkek infertilitesinde verilen tedaviler belli bir zaman araligindan sonra
fertilizasyonu  saglamiyorsa yardimecr iireme teknikleri (YUT) kullanilr.
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) infertil erkeklerdeki son tedavi yontemidir.
Epididimden (MESA) ya da testisten (TESE) alinan bir sperm 6rnegi fertilizasyonu
miimkiin kilabilir. FSH 1 spermatogenetik siireglerdeki rolii énemli oldugu i¢in
YUT’de spermin morfolojisini ve bunun sonucunda fertilizasyon oranlarmi
tyilestirmek i¢in FSH kullanilmaktadir. FSH’1n bu tedavideki amaci spermdeki DNA

yogunlagmasinin saglanmasi, motiliteyi iyilestirmesi ve hiicre 6liimiinii azaltmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza, ESOGU Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Bagskanligi’nin 24.11.2020 tarihli ve 30 sayili karar1 ile onay alindiktan sonra baslandi.
Hastalar, ¢caligmaya dahil edilmeden 6nce ¢alisma protokolt konusunda bilgilendirilip
aydinlatilmis onam alindi. Poliklinigimize infertilite nedeniyle bagvuru yapan erkek
hastalarda anamnez, fizik muayene, sigara i¢iciliginin sorgulanmasi, hormon paneli ve
semen analizi sonuglarmin degerlendirilmesinin ardindan idiyopatik astenozoospermi

saptanan hastalar tespit edildi.

Calismada goniilliiler, kontrol grubu ve iki hasta grubu olmak iizere baslica {i¢
gruba ayrildi. (Grup basma 15’er kisi) Kontrol grubu sigara kullanimi olmayan,
normospermik (sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi normal) goniilliilerden; hasta
gruplar1 ise sigara kullanimi olan veya olmayan, semen analizinde astenozoospermi
tespit edilen goniilliilerden olusturuldu. Astenozoospermiyi agiklayabilecek hormonal
patolojiler, testis timord, varikosel, inmemis testis Oykiisii gibi etiyolojik faktor

olanlar ve sperm sayisi referans araliginin altinda olanlar ¢alismaya dahil edilmedi.

Hastalarin degerlendirilmesi i¢in Oncelikle infertilite sikayetiyle basvuran
hastalardan tiroloji polikliginde anamnez alindi, hastalara fizik muayene yapildi ve veri
kayit formu dolduruldu. Infertilite sikayetiyle basvuran hastalardan sperm analizi
sonucu astenozoospermi olarak raporlananlara en az 2 kez daha sperm analizi yapilarak
bu tanilar1 dogrulandi. . Bu hastalarda rutin olarak FSH, LH, Testosteron, Prolaktin ve
Estradiol’den olugsan hormon paneli bakildi.

Caligmaya dahil olma sartlarin1 yerine getiren hastalarin semen 6rneklerinden
sperm ornekleri elde edilerek ESOGU Biyokimya AD’da -80 °C’de sakland1. Bu izole
sperm O6rneklerinde asagida detaylar1 verilen Real-Time PCR (gPCR) ve Western-Blot
analizleri gergeklestirilerek c¢alisma kapsaminda belirtilen motilite ile iliskili

proteinlerin (semgl, semg2, klk2 ve akap4) sigara kullanimu ile olasi iligkisi arastirildi.

3.1.Kullanilan Cihazlar

% Vorteks Karistirici: DragonLab MX-S Vortex Mixer
% Derin Dondurucu: Thermo Scientific, ULT 1386-5-V40
% Sogutmali Santriftij: Jouan MR22 Refrigerated Centrifuge

K/
*
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X3

A5

UV-Vis Spektrofotometre: NanoDrop™ 2000/2000c, Thermo Scientific
Florometre: Denovix QX Fluorometer

PCR Cihaz:: SimpliAmp™ Thermal Cycler, Thermo Fischer

QPCR Sistemi: StepOnePlus™ Real-Time PCR System

Elekroforez Cihazi: Invitrogen Mini Gel Tank, Thermo Fisher Scientific
Western Cihazi: iBind™ Flex, Thermo Fischer Scientific

Blotlama Cihaz:: iBlot™ 2 Dry Blotting System, Thermo Fisher Scientific
Goruntiileme Sistemi: GEN-BOX ImagER CFx Western Blot Scanner
Otoanalizdr: Roche Cobas e801 Module, Roche Diagnostics

X3

A5

X/
o

X/
o

X/
o

X/
o
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o
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o
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o

w
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. Biyokimyasal ve Molekuler Analizler

3.2.1 Hormon Duzeyleri

Goniillillerden vakumlu jelli tiiplere alinan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek serum Ornekleri elde edildi. Serum o&rneklerinde FSH, LH,
Testosteron, Estradiol ve Prolaktin hormon diizeyleri Roche Cobas e801 Otoanalizér
(Mannheim, Almanya) yardimiyla Elektrokemiliiminesans immun Ol¢iim prensibine
dayali olarak 6l¢iildii. Sonuglar FSH ve LH i¢in mIU/mL, Testosteron i¢in ng/dL,

Prolaktin icin ng/mL, Estradiol icin ise pg/mL cinsinden verildi.

3.2.2 Real-Time PCR Analizleri

RNA izolasyon Prosediirii

PCR analizleri i¢in sperm dérneklerinden ticari RNA izolasyon kiti (A.B.T.™;
cat #102-01-05) kullanilarak total RNA izole edildi. izolasyon islemleri igin her bir
ornek basma 500 pl Tampon L ve 10 ul Merkaptoetanol olacak sekilde Lizis tamponu
hazirlandi. Sperm ornekleri tizerine 200 pl PBS, 10 ul Proteinaz K ve 500 ul Lizis
tamponu eklenerek 2 dakika vortekslendi. 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi;
uzerine 500 pl Tampon P eklenerek iyice vortekslendi ve 3 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda karisima 200 pl Kloroform: izoamilalkol (49:1)
karigimi1 eklendi; alt-iist edilerek karistir1ldi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
Karigim sogutmali santrifiijde +4 °C’de 12000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi ve
santriflij sonrasi en iistte bulunan sivi fazdaki siipernatan (yaklasik 600 pl) yeni bir
tiipe aktarildi. Uzerine 1.25 kat hacimde (yaklasik 800 pl) saf etanol (%99.8) eklendi

ve pipetleme yapilarak karistirildi. Elde edilen lizatin 700 pl’si spin kolona transfer
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edildi ve oda sicakliginda 12000 x g’de 20 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
koleksiyon tiip igerigi dokiildii ve kolon tekrar tiipe yerlestirilerek tiim lizatlar kolona
transfer edilinceye kadar bu basamak tekrarlandi. Kolonun iizerine 700 pl Yikama
Tamponu I eklendi ve oda sicakliginda 12000 x g’de 20 saniye santrifiij edildi. Tiip
icerigi dokiildii ve kolon tiip lizerine yerlestirildi. Kolonun iizerine 600 pl Yikama
Tamponu II eklendi ve oda sicakliginda 12000 x g’de 20 saniye santriflij edildi. Tiip
icerigi dokiildii ve kolon tiip lizerine yerlestirildi. Kolonun {izerine tekrar 600 pl
Yikama Tamponu II eklendi ve oda sicakliginda 12000 x g’de 20 saniye santrifiij
edildi. Tiip igerigi dokiildii ve kolon tiip tizerine yerlestirildi. Kolon 1 dakika siireyle
maksimum hizda santrifiij edilerek kolonda kalan yikama tamponunun
uzaklastirilmasi saglandi ve kolon 1,5 ml’lik yeni tiip {lizerine yerlestirildi. Kolonun
merkezine olacak sekilde 50 pl 65-70 °C’de 6nceden 1sitilmis RNaz icermeyen su
eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. 12000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda tiiplerde izole RNA 6rnekleri elde edildi ve 6rneklerdeki
RNA miktar1 NanoDrop cihazinda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Her bir 6rnegin
saflik kontrolii i¢in A260/A280 orani kullanild:.

cDNA Sentez Prosedirt

RNA Izolasyonu sonrasi elde edilen drneklerdeki RNA miktarlar1 6l¢iildiikten
sonra Ornekler ticari cDNA sentez kiti (VitaScript™ FirstStrand cDNA Synthesis Kit;
cat #PCCSKU1301) kullanilarak cDNA’ya gevrildi. cDNA sentez islemleri i¢in RNA
miktarlar1 belirlenen O6rneklerin her birinden 200 ng alinacak sekilde hesaplama
yapilarak her bir numuneden ne kadar hacimde pipetlenmesi gerektigi belirlendi. TUm
Kit bilesenleri -20 °C buzdolabindan ¢ikarilarak ¢6ziildii, hafifce karistirildi ve buz
iizerinde tutuldu. Potansiyel DNA kontaminasyonunu kontrol etmek i¢in VitaScript™
Ters Transkriptaz icermeyen negatif kontrol reaksiyonu ¢alisildi (Enzim mix yerine 1
ul nikleaz icermeyen dH2O kullanildi). Steril bir tiip alinarak bir 6rnek basina 4 pL
5X VS Reaksiyon Tamponu ve 1 uL Enzim-Miks olacak sekilde 6rnek sayisinin birkag
fazlas1 kadar kati ile carpilarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Pipetle c¢ek-birak
yapilarak hafifce karistirildi ve striplere 5’er pL hacimde dagitildi. Son total hacim 20
puL olacak sekilde yukarida hesaplanan cekilecek numune hacmi plLsi + 5 plL
toplanarak 20 pL’den ¢ikarildi ve eklenecek RNaz i¢cermeyen su hacmi bulundu.

Striplere pipetlenen 5 pL’lik karisimin {izerine, hesaplanan hacimlerde numune ve su
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ilave edilerek cek-birak islemi yapildi Stripler SimpliAmp™ Thermal Cycler
(Applied biosystems, Thermo Fischer) cihazina yerlestirildi ve cDNA Data Sheet’e
uygun olacak sekilde reaksiyon kuruldu. Reaksiyon sonucunda deney gruplarindaki
her bir hastaya ait cDNA ornekleri elde edildi ve analiz guinune kadar -20 °C’de
buzdolabinda muhafaza edildi.

Real Time-PCR (gqPCR) Proseduri

gPCR analizleri i¢in B-aktin (kontrol geni), klk2, akap4, semgl ve semg2
markirlarinin liyofilize formlardaki “forward” ve “reverse” primerlerinin her birinden,
kullanim klavuzlar1 (Sentebiolab, Ankara)’'nda belirtilen hacimlerde, nikleaz
icermeyen su kullanilarak 100 uM’lik stok primer soliisyonlar1 hazirlandi. Caligma
sirasinda stok primer soliisyonlart 1:10 oraninda diliie edilerek kullanildi. PCR

reaksiyonunda kullanilan primer dizileri asagida verilmistir.

Tablo 3.1. : PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri

Markir Primer Dizisi

B-AKTIN Forward 5’-GCC AAC TTG TCC TTA CCC AGA-3’ (21 bp)
Reverse 5’-AGG AAC AGA GAC CTG ACC CC-3’ (20 bp)

KLK2 Forward 5’-CTC TCC ATC GCC TTG TCT GT-3’ (20 bp)
Reverse 5’-CTT CTC ACACTC CCAGCC TC-3’ (20 bp)

SEMGL Forward 5’- TCC AGG CAC CAA ATC CTA AGC-3’ (21 bp)
Reverse 5’- ATC CAATCC CCC ATG AGA TCC-3’ (21 bp)

SEMG?2 Forward 5’-ACT ATG GAG GAA AGA GCA CGC-3’ (21 bp)
Reverse 5’-AGT AGG TCTTGT TTG CTATCT GC-3’ (23 bp)

AKAP4 Forward 5’-ACATCA TTC CAG GGT CCT ACA-3’ (21 bp)
Reverse 5’-CAG GGT GGA CAC ATC GAC AA-3’ (20 bp)

qPCR reaksiyonu i¢in bir 6rnek basina 10 uL SYBR-Green Master Mix (A.B.T.™; cat
#QO03-02-01), 0.7 pL forward primer (dilte), 0.7 uL reverse primer (dilie) ve 6.6 uL
niikleaz icermeyen su olacak sekilde karisim hazirlandi. Kuyucuklarin her birine bu
karigimdan 18 pL ve 200 ng cDNA iceren 6rneklerden 2 uL pipetlenerek toplam hacim
20 pL’ye tamamlandi. Plate lizerine Adhesive Seal dikkatle yapistirilarak aplikator
yardimiyla hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iyice yapismasi saglandi ve cihaza
yerlestirildi. Semgl, semg2, klk2 ve akap4 markirlar1 ve ayrica kontrol geni olan -

aktin icin StepOnePlus™ Real-Time PCR cihazinda uygun prosediir kuruldu ve
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MRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildi. Ilgili markirlarimn mRNA ekspresyonunun
kontrol grubuna gore kag kez arttig1 ya da azaldig1 3-aktin ekspresyonu internal kontrol
olarak kullanilarak relatif olarak belirlendi. Bu amagcla, kontrol ve hasta gruplarina ait
B-aktin ve diger markirlar i¢in Ct degerleri 6lgtldu. Her bir markirm Ct degerlerinden
[-aktin Ct degerleri ¢ikarilarak ACt (Delta Ct) degerleri hesaplandi. ACt degerlerinden
kontrol grubunun ortalama ACt degeri ¢ikarilarak AACt degerleri bulundu. Sonuglar

288t formiilil Gizerinden hesaplanarak verildi.

3.2.3. Western-Blot Analizleri

Protein izolasyon Prosediiri

Western-Blot analizleri igin her biri 15 hastadan olusan gruplara ait sperm
ornekleri 5’erli rastgele alt gruplar halinde birlestirilerek havuz olusturuldu ve protein
izolasyonlar: ticari kit (RIPA Lysis Buffer System, ChemCruzTM; cat #sc-24948)
prosediriine uygun olarak yapildi. Protein izolasyonu igin Calisma Soliisyonu
hazirlandi. Bunun i¢in 3 ml RIPA lizis tamponu, 10 ul proteaz inhibitér kokteyli, 10
ul Na-orthovanadate ve 10 ul PMSF karistirildi ve sperm ornekleri tizerine 400 ul
pipetlenerek vortekslendi. Sogutmali santrifiijde +4 °C’de 15000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Sipernatanlar almarak protein miktar tayini i¢in 1:50 oraninda
seyreltildi.

Protein izolasyonu sonrasi elde edilen érneklerdeki protein miktar tayini icin
ticari kit (Qubit™ Protein Assay Kit; Thermo Scientific™; cat #Q33211) prosediiriine
uygun olarak Calisma Soliisyonu hazirlandi. Soliisyon 6rnek basma 199 ul protein
tamponu ve 1 ul protein reagent olacak hacimde toplam 6rnek sayisina gore hazirlandi.
Standartlar i¢cin 190 ul solisyon ve 10 ul standartlardan (0, 200 ve 400 ng/ul)
pipetlendi. Numuneler igin ise 198 ul soliisyon ve 2 ul siipernatan pipetlendi. 15 dakika
karanlikta inkiibasyon sonrasinda DeNovix marka florometre cihazinda protein
konsantrasyonu &lgiimleri yapildi. Orneklere ait protein konsantrasyonlar: standart
Ol¢timleri tizerinden hesaplandi. Jele yiiklenecek her bir 6rnegin protein miktar1 50 pg
olacak sekilde oranti kurularak hesaplamalar yapildi ve elektroforez islemlerine

gecildi.
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Western-Blot Prosediru

Elektroforez islemleri i¢in ependorflara her bir 6rnek basina 2.5 uL LDS 6rnek
tamponu, 1 pL redikleyici ajan, 50 pg protein hesabima gore belirlenen 6rnek ve su
pipetlenerek jeldeki her bir kuyucuga yiiklenecek final hacim 10 pL olacak sekilde
ayarland1. Ornekler jele yiiklenmeden dnce 70 °C’de 10 dakika bekletilerek denatiire
edildi. SDS Yiurutme Tamponu (20X) solisyonu 1X olacak sekilde seyreltildi ve
elektroforez tankma dolduruldu. Protein 6rnekleri ve protein standardi (Seeblue Plus2
prestained standard, ThermoFischer Scientific; cat. #LC5925) %4-12 Bis-Tris
poliakrilamid jele yiklendi. B-aktin, klk2, akap4, semgl ve semg2 proteinleri igin ayr1
ayri jellere yiiklemeler yapildi. 200 Volt ve 500 mA’da 30 dakika stireyle elektroforez
yurdtulerek proteinler jel Gizerinde ayristirildi.

Yiriitme islemi ardindan elde edilen jellerdeki proteinlerin nitroseliiloz
membranlara transfer islemi iBlot™ 2 Dry Blotting System (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) cihazinda gergeklestirildi. Transfer islemi tamamlandiginda
membranlara, ticari iBind™ Flex Solution Kit (Invitrogen™; cat # SLF2020)
kullanilarak bloklama islemi gergeklestirildi. Kit prosediriine uygun olarak, 10 ml
iBind Flex 5X buffer, 39.5 ml dsu ve 0.5 ml iBind Flex 100X Additive eklenerek
iBind™ Flex soliisyonu (1X) hazirlandi. Membran bu soliisyon igerisinde karanlik
ortamda 15 dakika bekletildi. B-aktin, klk2, akap4, semg1l ve semg 2 proteinlerine 6zgl
primer (1:1000) ve sekonder (1:250) antikorlar -20 °C’den ¢ikarilarak ayn1 soliisyonla
seyreltildi (1998 ul soliisyon + 2 ul primer antikor; 1992 ul soltsyon + 8 ul sekonder
antikor). iBind™ Flex kart1 iBind™ Flex Western cihazina yerlestirildi; kart tizerine
10 mL 1X iBind™ Soliisyonu uygulanarak kartin tamamen 1slanmasi saglandi.

Membranlarin yerlestirilecegi bolgeye tekrar bu soliisyon uygulandi,
membranlar yerlestirilerek hava kabarciklar1 uzaklastirildi. Cihazda yer alan
kuyucuklara 2 ml dilue primer antikor, 2 ml iBind™ Flex soliisyonu (1X), 2 ml diliie
sekonder antikor ve 6 ml iBind™ Flex soliisyonu (1X) pipetlendi. Pipetlemeler
sonrasinda cihaz kapatilarak 2.5 saat sureyle beklemeye birakildi. Bu antikor baglama
islemi sonrasinda membranlar ¢ikarilarak dsu ile yikandi (daha temiz goriintii igin
blocking soltisyonuna konuldu). Bu asamada, 1s1ma ve bantlarin goriintiilenmesini
saglayan Elektrokemiliminesans solusyonu ticari kit (Pierce™ ECL Plus Western
Blotting Substrate (Thermo Scientific™; cat #32132) kullanilarak hazirlandi. Bunun
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icin 1 ml Luminol/Enhancer solisyonu ve 1 ml Peroksidaz solusyonu (1:1)
pipetlenerek membran bu soliusyona alindi. Membran (zerine sollisyon pipetle gek-
birak yapild1 ve karanlik ortamda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda GEN-
BOX ImagER CFx cihazinda goriintiileme islemine gegildi. Cihaza yerlestirilen
membranin fotograflar1 bilgisayar programiyla c¢ekilerek kaydedildi. Bantlarin
dansitesinin hesaplanmasinda ImageJ programi kullanildi ve sonuglar her bir markirlar

icin B-aktine oranlanarak verildi.

3.3. istatiksel Analiz

Her grup icin yas, semen analizi, hormon paneli, sigara kullanimi, per ve
western blot analizleri kayit altina alindi. Verilerin analizi SPSS 26.0 progranu ile
yapilmis ve %95 giiven diizeyi ile ¢alisilmistir. Kategorik (nitel) degiskenler i¢in
frekans (n) ve yiizde (%), sayisal (nicel) degiskenler i¢cin ortalama (X), standart sapma
(ss), minimum, maksimum, medyan (M) istatistikleri verilmistir. Calismada her bir
grupta 15 6rnek bulunmasi nedeniyle (normal dagilim varsayimi i¢in Merkezi Limit
Teoremine gore 30 ornek gereklidir) parametrik olmayan yontemler kullanilmistir.
Calismada sayisal 6lgiimlerin gruba gore farklilik gostermesi (ikili) Mann Whitney
testi, (Ucli) Kruskal Wallis testi ile analiz edilmistir. Olgiimler arasindaki iliskiler
Spearman Korelasyon ile test edilmistir. Mann Whitney; bagimsiz iki grubun sayisal
Olciim bakimindan karsilagtirilmasinda kullanilan test teknigidir. Kruskal Wallis;
bagimsiz k (k>2) grubun sayisal 6l¢iim bakimindan karsilastirilmasinda kullanilan test
teknigidir. Spearman Korelasyon; iki nicel 6l¢iim arasindaki iliskinin yoniiniin ve
giicliniin belirlenmesinde kullanilan test teknigidir. Gruplar arasi karsilastirma

analizleri diginda 6l¢iimler arasi iliskiler her grup icin ayr1 test edilmistir
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen kontrol grubundaki normospermik 15 kisi,
astenozoospermik ve sigara kullanim1 olan 15 kisi veya sigara kullanim1 olmayan 15

kisinin yaslari, cinsel perhizleri ve semen analizleri gruplar i¢inde analiz edildi.

Normospermik gruptaki kisilerin yas ortalamas: 31,47 (25-40), sigara
kullanim1 olan gruptaki hastalarin yas ortalamasi1 32,6 (24-41) ve sigara kullanimi
olmayan gruptaki hastalarin yas ortalamasi 35 (25-45) olarak saptandi. Gruplar

arasinda yas acisindan anlamli bir fark bulunmadi. (Tablo 4.1.)

Tablo 4.1.: Olgiimlerin Gruplara Gére Coklu Karsilastirilmasi (Yas ve Semen Analizi)

Normospermi Asteno,sigara(+) Asteno,sigara(-)

Max- Max- Max- p

Min(M) Orttss Min(M) Orttss Min(M) Orttss
Yas 4&'32)5 31,47+4,78 | 41-24 (31)| 32,645.44 | 45-25(33)| 35¢629 | 0,332
g;:‘fﬁz' 7-3(4) | 42132 | 63(4) | 427208 | 7-3(5) | 487£1,19 | 0,156
Sperm 147-18 | 59 73432 19 | 69-15 (33) | 33,87+16,08 | 91-15 (26) | 34,73+22,37 | 0,014*
sayis1 (65)
E;i'r;‘;'at 71(3) | 333173 | 4-05(2) | 1,99+1,01 |6-02(25)| 2.81+1,61 | 0,063
Toplam 951 1 76 67411,35 | 50-0 (31) | 30,87+16,61 | 49-23 (33) | 33,47+7,08 | 0,000
motil (76)
fleri motil 8(77'52 70,6+12,83 | 30-0 (15) | 12,87+10,7 | 28-0 (14) | 14,4+8,12 |0,000*
Morfoloji | 25-4 (10)| 12,2+6,84 | 26-4 (16) | 13,847,409 | 19-4(6) | 8,07+5,13 | 0,052

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

Bu hastalardan semen analizi sonrasinda yapilan ve calismaya dahil olma
kriterlerinden hormon panelinin arastirilmasi i¢in hastalardan FSH, LH, Estradiol,

Testosteron ve Prolaktin hormonlar1 bakildi.

TUm hastalarin hormon degerlerinin referans araliginda oldugu tespit edildi.

Gruplar arasinda hormon degerleri agisinda anlamli fark goriilmedi. (Tablo 4.2.)
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Tablo 4.2. : Olgiimlerin Gruplara Gore Coklu Karsilastirilmasi (Hormon paneli)

Normospermi Astenozoospermi Astenozoospermi
P Sigara(+) Sigara(-) D
Max- Max- Max-
Min(M) Ortss Min(M) Ort+ss Min(M) Ort#ss
FSH 8,9-1,7 ) 10,9-0,8
(mIU/mL) (7.46) 6,25+2,4 | 9,3-1,6 (4,5) | 4,8+2,75 (5.3) 5,62+2,7 | 0,405
. 34,9-
Estradiol ' 37,9-10,2 38,7-14,4 | 24,67+8,5
13,4 25,2346,3 y ’ 24+8,66 y ! ! "~ 10,914
LH 8,4-2,1 ) )
(MIU/mL) 4.1) 5,15+2,06 | 8,5-2,1 (5,4) | 4,93+2,33 | 8,5-2,8(5) | 5,1+1,67 | 0,914
Testosteron 32123' 550,03:71 | 894-254 |42693%17| 520-258 | 3851348 | [ oo
(ng/dL) (365) 7,06 (356) 6,29 (362) 4,96 !
. 23,4-
Prolaktin i 23,4-7,6 13,41+45| 23,4-7,2 | 12,35+4,0
(ng/mL) (1652) 10,79+3,85 (12,5) 4 (11,1) 5 0,093

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi

Yapilan semen analizi ve hormon paneli sonrasinda calismaya dahil edilen

hastalarm sperm ¢rneklerine Semgl-2, KIk-2 ve Akap4 proteinlerinin arastirilmasi

icin PCR ve Western Blot analizi yapildi. (Tablo 4.3.)

Tablo 4.3: Olgtimlerin Gruplara Gore Coklu Karsilastirilmas: (Semgl-2, Klk-2 ve

AKAP4 proteinleri i¢in yapilan PCR ve Western Blot analizi)

Normospermi Asteno,sigara(+) Asteno,sigara(-)
. . Max- p
Max-Min(M) | Orttss | Max-Min(M) | Orttss Min(M) Orttss
Akap4
(kat 16830.34 15 61416| 134-0(0,8) | 1.65+331| 2403 | 1964244/ 0,108
e (12) (0,9)
degisimi)
?E;'ggl 558,8-43,5 | 105,06+ | 15823-84 |32104517| 431,418 | 1521641 | o oo
. (130,64) 159,49 (172,3) 43 (128,8) 12,51 '
degisimi)
Semg?2
(kat 17,65-1,31 1669%46 | 557 09 42) | 6,116,390 | 11 | 5554385 0,671
e e (6,03) 3 (4,6)
degisimi)
Klk2 2,54-0,19
(kat (1.17) 1,2+0,7 12-0,4 (1) |2,06+3,14 | 3,1-0,3 (1) | 1,26+0,78 | 0,946
degisimi) '
Akap4/ p-| 0,78-0,413 |0,64+0,1 ) 2,5-0,4
aktin (0.728) 7 4,7-0(0,8) | 1,84+2,12 0.6) 1,16+0,96 | 0,480
Semg?2/ g-| 0,588-0,184 |0,34+0,1 ) 1,7-0,2
aktin (0,243) 8 3,8-0,1(0,2) | 1,35+1,78 0.6) 0,82+0,67 | 0,181
Klk2/ p- 7,32-4,853 |6,31+1,0 15,7-3,1
aktin (6.763) 9 16,3-4 (8,9) | 9,7245,22 (4.8) 7,8845,8 | 0,111

*p<0,05 anlamh fark var, p>0,05 anlamh fark yok; Kruskal Wallis testi
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Gruplar arasinda Sperm sayisi, toplam motilite, ileri motililite 6lcimleri
bakimindan istatistiksel anlamli fark bulundu (p<0,05). Normospermi grupta Sperm
sayist (59,73), Toplam motil (76,67), ileri motil (70,6) 6lclim sonuclar1 en yiiksek;
sigara icen grupta Sperm sayis1 (33,87), Toplam motil (30,87), ileri motil (12,87)

sonuglarinin ise en diisiik oldugu tespit edildi.

Diger dlglimler igin gruplar arasi farklar istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05). Bu verilerin degerlendirilmesi sonrasinda gruplar kendi ig¢inde 2’serli

gruplandirilarak bir kez daha istatiksel analizi yapildi. (Tablo 4.4.)

Tablo 4.4.: Olgiimlerin Gruplara Gére ikili Karsilastiriimasi

Normospermi- Normospermi- Asteno,sigara(-)-
Asteno,sigara(+) Asteno,sigara(-) Asteno,sigara(+)
Yas 0,617 0,176 0,271
Cinsel perhiz 0,439 0,083 0,163
Sperm sayisi 0,009* 0,016* 0,835
Ejakulat hacmi 0,022 0,436 0,125
Toplam motil 0,000* 0,000* 0,547
ileri motil 0,000* 0,000* 0,802
Morfoloji 0,693 0,047 0,029
FSH 0,220 0,467 0,406
Estradiol 0,709 0,740 0,884
LH 0,678 0,917 0,755
Testosteron 0,983 0,950 0,934
Prolaktin 0,046 0,101 0,520
Akap4 (kat degisimi) 0,042 0,237 0,300
Semgl (kat degisimi) 0,633 0,604 0,787
Semg?2 (kat degisimi) 0,395 0,534 0,787
KIk2 (kat degisimi) 0,868 0,950 0,709
Akap4/ g-aktin 0,115 0,599 0,599
Semg?2 / g-aktin 0,115 0,599 0,115
KIk2 / g-aktin 0,115 0,115 0,115

*p<0,017 anlamh fark var, p>0,017 anlamh fark yok; Mann Whitney testi (Bonferroni diizeltmeli)

Normospermi grup ile Asteno/sigara igmeyen grup arasinda Sperm sayisi,
Toplam motil ve ileri motil 81¢iimleri bakimindan istatistiksel anlamli fark dikkat cekti
(p<0,017). Diger 6lgtimlerde bu farklar anlaml degildi (p>0,017). Asteno/sigara i¢en
grup ile Asteno/sigara igmeyen grup arasinda tiim Olglimler bakimindan farklar

anlamli degildi (p>0,017).
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Tablo 4.5. : Sperm Sayisi, Ejakulat Hacmi, Motil Ol¢iimlerinin Olgiimler ile Iliskisi

Grup Olgiim Sperm sayisi Eﬂg;;ﬂ?t Toplam motil | Tleri motil
Yas 0,047 -0,107 0,018 0,056
Cinsel 0,079 0,332 -0,074 0,075
perhiz
Morfoloji 0,222 -0,290 -0,235 -0,176
Normospermi | FSH 0,007 -0,151 0,031 0,041
Estradiol 0,184 -0,046 0,258 0,194
LH 0,212 0,028 -0,367 -0,264
Testosteron 0,263 -0,290 0,417 0,306
Prolaktin -0,199 -0,244 -0,455 -0,430
Yas -0,257 0,235 0,227 -,562"
Cinsel 0,350 0,137 0,367 0212
perhiz
_| Morfoloji 0,053 0,493 0,397 0,107
éizt::‘a"?f)%perm' FSH 20,441 -.658" 0,034 20,339
Estradiol -0,254 -0,364 577 0,317
LH -0,183 -0,328 -0,046 -0,055
Testosteron 0,434 0,177 -0,012 0,211
Prolaktin 0,122 0,119 0,259 -0,081
Yas 0,018 -0,051 0,067 0,041
Sl 0,062 0,262 -0,097 0,018
perhiz
[ Morfoloji -0,291 -0,145 0,264 -0,196
éf;::‘aofgos'oerm' FSH -.605" 0,434 0,265 20,130
Estradiol -0,434 0,347 -,621 0,157
LH -0,065 0,124 0,104 -0,145
Testosteron -0,304 0,407 -0,425 0,146
Prolaktin -0,110 0,191 0,362 -0,270

*p<0,05 anlamh iliski var, p>0,05 anlamh iliski yok; Spearman Korelasyon testi

Normospermi grupta sperm sayisi, ejakulat hacmi, motil 6l¢timleri ile yas,
cinsel perhiz, morfoloji, FSH, Estradiol, LH, Testesteron ve Prolaktin 6lcimleri

arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunmadi (p>0,05).

Astenozoospermik ve sigara icen grupta ejakulat hacmi ile FSH &lgimi
arasinda negatif yonli, istatistiksel anlamli iliski bulundu (r=-0,658 ; p<0,05). Toplam
motil ile Estradiol 6lglimii arasinda negatif yonli, istatistiksel anlamli iliski bulundu
(r=-0,577 ; p<0,05). ileri motil ile yas arasinda negatif yonlii, istatistiksel anlaml iligki
goraldu (r=-0,562 ; p<0,05). Diger 6lgtimler iligkili degildi (p>0,05).

Astenozoospermik ve sigara icmeyen grupta ejakulat hacmi ile FSH élcimi
arasinda negatif yonli, istatistiksel anlamli iligki bulundu (r=-0,658 ; p<0,05). Sperm

sayist ile FSH 6l¢iimii arasinda negatif yonlil, istatistiksel anlamli iliski bulundu (r=-
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0,605 ; p<0,05). Toplam motil ile Estradiol 61¢iimii arasinda negatif yonli, istatistiksel
anlaml iligki tespit edildi (r=-0,621 ; p<0,05). Diger 6l¢timler iliskili degildi (p>0,05).

Tablo 4.6.: PCR Analizinin Olgiimler ile iliskisi

Akap4 Semgl Semg?2 Klk2
Grup Olgiim (kat (kat (kat (kat
degisimi) degisimi) degisimi) degisimi)
Yas -0,179 -0,135 -0,263 0,065
Cinsel perhiz -0,488 -0,324 -0,356 -0,375
Sperm sayisi 0,143 -0,075 -0,061 -0,039
Ejakulat hacmi -0,291 0,135 -0,005 -0,466
Toplam motil -0,073 0,097 0,331 0,508
Normospermi Tleri mot_i_l -0,134 -0,081 0,120 0,312
Morfoloji -0,048 -0,422 -0,337 0,165
FSH 0,002 -0,022 0,034 -0,115
Estradiol 0,029 0,159 0,273 -0,016
LH 0,149 -0,007 -0,074 -0,265
Testosteron 0,214 -0,002 -0,063 0,352
Prolaktin 0,151 -0,007 -0,232 0,002
Yas 0,079 0,077 0,371 -0,174
Cinsel perhiz -0,025 -0,188 -0,363 0,033
Sperm sayisi -0,063 -0,508 -0,484 -0,038
Ejakulat hacmi 0,428 0,341 0,286 0,326
Toplam motil 0,064 0,134 0,000 0,154
Astenozoospermi | ileri motil 0,137 -0,106 -0,189 0,263
Sigara(+) Morfoloji 0,127 0,241 0,347 0,216
FSH -0,304 -0,018 -0,054 -0,345
Estradiol -0,214 -0,254 -0,129 -0,256
LH 0,143 0,370 0,429 0,372
Testosteron 0,166 -0,018 0,020 526"
Prolaktin -0,120 -0,052 0,143 0,272
Yas 0,002 -0,021 0,005 0,006
Cinsel perhiz -0,418 -0,006 -0,129 -0,245
Sperm sayisi -0,265 -0,206 -0,144 -0,170
Ejakulat hacmi 0,114 576" 0,188 -0,092
Toplam motil 0,344 0,165 0,317 0,329
Astenozoospermi | ileri motil -0,244 -0,254 -,633" -0,487
Sigara(-) Morfoloji 0,340 -0,042 0,360 0,249
FSH 0,091 0,206 0,152 0,020
Estradiol -0,027 0,059 -0,213 -0,149
LH 0,417 0,245 0,342 0,349
Testosteron 0,345 0,335 0,109 0,177
Prolaktin ,664" 0,510 ,614" 611"

*p<0,05 anlaml iligki var, p>0,05 anlaml iligki yok; Spearman Korelasyon testi

Normospermi grupta PCR o&lcumleri ile tim oOlcumler arasinda istatistiksel

anlaml1 iligki bulunmadi (p>0,05).
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Astenozoospermik ve sigara igen grupta Kilk2 (kat degisimi) Olgimi ile
Testosteron Slgiimil arasinda pozitif yonlii, istatistiksel anlamli iligki dikkat gekti

(r=0,526 ; p<0,05). Diger ol¢iimler iliskili degildi (p>0,05).

Astenozoospermik ancak sigara igmeyen grupta Akap4 (kat degisimi) 0lgtimu
ile Prolaktin Olgimii arasinda pozitif yonlii, istatistiksel anlamli iliski bulundu
(r=0,664 ; p<0,05). Semgl (kat degisimi) Ol¢iimii ile ejakulat hacmi 6lglimii arasinda
pozitif yonlii, istatistiksel anlamli iliski bulundu (r=0,576 ; p<0,05).

Semg2 (kat degisimi) Olglimii ile Prolaktin 6lgiimii arasinda pozitif yonli
(r=0,614), Ileri motil l¢iimii ile arasinda negatif yonlii (r=-0,633), istatistiksel anlamli

iliski gorildu (p<0,05).

Klk2 (kat degisimi) Olgimu ile Prolaktin 6l¢iimii arasinda pozitif yonlii,
istatistiksel anlamli iliski bulundu (r=0,611 ; p<0,05). Diger 6l¢imler iliskili degildi
(p>0,05).
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Grup Olgiim Akap4/ g-aktin Semg2 / g-aktin KIk2 / g-aktin
Yas 0,029 -0,029 -0,057
Cinsel perhiz 0,000 -0,150 -0,150
Sperm sayisi 0,057 -0,227 -0,283
Ejakulat hacmi 0,241 0,106 -0,135
Toplam motilite -0,256 0,170 0,426
Normaspermi Tleri mot_i_lite -0,256 0,057 0,313
Morfoloji 0,009 -0,123 -0,133
FSH -0,199 -0,313 -0,114
Estradiol -0,085 -0,426 -0,340
LH -0,218 -0,351 -0,133
Testosteron -0,199 -0,085 0,113
Prolaktin 0,190 0,038 -0,152
Yas -0,228 -0,228 -0,228
Cinsel perhiz 0,197 0,301 0,197
Sperm sayisi -0,257 -0,171 -0,257
Ejakulat hacmi 0,086 -,575" 0,086
Toplam motilite -0,076 -0,095 -0,076
Asteno {leri motilite -0,105 -0,095 -0,105
sigara(+) Morfoloji 0,323 -0,209 0,323
FSH -0,076 ,586" -0,076
Estradiol 0,170 0,510 0,170
LH -0,426 0,028 -0,426
Testosteron 0,085 -0,028 0,085
Prolaktin 0,057 0,057 0,057
Yas -0,265 -0,303 -0,303
Cinsel perhiz -0,227 -0,425 -0,425
Sperm sayisi 0,210 0,334 0,334
Ejakulat hacmi -0,105 -0,211 -0,211
Toplam motilite -0,085 -0,171 -0,171
Asteno Ileri motilite 0,019 -0,332 -0,332
sigara(-) Morfoloji 0,244 0,137 0,137
FSH -0,284 -0,227 -0,227
Estradiol 0,038 -0,151 -0,151
LH -0,246 0,189 0,189
Testosteron -0,076 0,019 0,019
Prolaktin -0,095 0,095 0,095

*p<0,05 anlamh iliski var, p>0,05 anlamh iliski yok; Spearman Korelasyon testi

Normospermi grupta WB Olcimleri ile tim 6Olciimler arasinda istatistiksel

anlaml1 iligki bulunmadi (p>0,05).

Sigara icen grupta semg2/ p-aktin 6lcuimu ile Ejakulat hacmi 6l¢timii arasinda

negatif yonlu (r=-0,575), FSH 6l¢limii ile arasinda pozitif yonlii (r=0,586), istatistiksel

anlamli iligki tespit edildi (p<0,05). Diger olgiimler iligkili degildi (p>0,05). Sigara

icmeyen grupta WB o6lglmleri ile tim olglimler arasinda istatistiksel anlamli iliski
bulunmad: (p>0,05).
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5. TARTISMA

Infertilite diinya genelinde bir saglik problemi olup iireme cagindaki ¢iftlerin
%8-12’sini  etkilemektedir. Erkek faktorii ise bu olgularm en az yarisini
olusturmaktadir. Diinya niifusu diisiiniildiigii zaman bu say1 30 milyona ulagsmaktadir

(66).

Taze ejakulat 6rneginde azalmis motilite veya sperm motilitesinin olmamasi
seklinde tanimlanan astenozoospermi de erkek infertilitesinin en 6nemli nedenlerinden
birisidir. Degisken derecelerine gore astenozoospermi erkeklerdeki infertilitenin
yaklasik %80’inini olusturmaktadir ve izole tek basina gozlenen astenozoospermi en
stk goriilen sperm kusuru olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bununla birlikte
astenozoospermi olgular1 incelendiginde c¢ogu zaman etiyolojide bir neden
bulunamamistir; bu da etkili bir tedavinin eksikligine neden olmaktadir. Son
zamanlarda gelisen teknoloji ile birlikte astenozoospermi i¢in genetik taramalar
yapilmis olup birgok gen kusuru saptanmistir. Buna karsin sperm kuyrugundaki
karmasik yap1 nedeniyle astenozoospermiye neden olacak genetik faktorler, motilite

tizerine etkili protein yapilar g6z Oniine alindiginda, bilgiler hala sinirhi diizeydedir (2).

Saglikli ve olgunlasmig bir sperm hiicresi yardimci iireme tekniklerinin
kullannm1 srrasinda basarili fertilizasyonu saglamak i¢in ¢ok onemlidir. Yardimci
ireme tekniklernin gelistigi bu c¢agda, instrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
giinimiizde tedavi edilemeyen siddetli ve sendromik astenozoospermi olgularinda
tercih edilen bir yontemdir. Ancak boyle bir durumda bu patolojinin bir sonraki kusaga
aktarilmasi acisindan da risk barindirmaktadir. Bu nedenle astenozoospermi ig¢in

patolojinin belirlenmesi klinik agidan 6neme sahiptir (2).

Idiyopatik ~astenozoospermi vakalarinda sperm proteinlerinin anormal
ekspresyonu s6z konusudur. Astenozoosperminin molekiler patofizyolojisinde rol
oynayan proteinleri belirlemek adina karsilastirmali sperm proteomik g¢alismalar
yapilmugtir. Sperm hareketliligindeki azalma enerji metabolizmasindaki islevsel
bozukluklar, sperm kuyrugunun yapisindaki protein bilesenlerinin kusuru gibi bir¢ok
sperm proteinlerinin ekspresyonunun sonucu oldugu distiniilmiistiir. Nowicka-Bauer
ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada astenozoospermik hastalarda tanimlanan

differansiyel olarak eksprese edilen proteinleri, molekiler etiyolojide sperm
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hicresindeki mitokondiriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stres yarattigi durum
ile iligkilendirilmistir (67).

Bu raporlar oksidatif stresin, mitokondiriyal fonksiyonu ve bununla birlikte
enerji metabolizmasini bozdugunu gostermektedir. Bu etkinin de yapisal proteinlerin
ekspresyonunu degistirerek spermin hareketliligini azalttigi sonucuna varilmistir.
Bizim calismamizda da, astenozoospermik infertil erkeklerde, sigaranin yarattigi
oksidatif stresin sperm Orneklerindeki protein ekspresyonlar1 ve motilite Uzerindeki

olasi etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Gelismis iilkelerde su anda ilk ebeveynlik yaslar1 g6z 6niine alindiginda anne
ve baba yaslarinda artis oldugu goriilmiistiir. Baba yaslarindaki artigin semen kalitesi
ve DNA hasar1 iizerine etkilerinin arastirilmasi konusunda son zamanlarda biiyiik bir
ilgi vardir. Levitas ve arkadaslarmin yaptigi bir c¢alisgmada, normal sperm
konsantrasyonuna sahip 6022 erkekte yas ve semen parametreleri arasindaki iliski
incelenmistir. Bulgulara gére sperm motilitesinin yas ile negatif yonli bir iligskisinin
oldugu ve motilitenin yasla birlikte azaldigmi gostermistir (68). Bir baska ¢alismada
Mukhopadhyay ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada iki farkli dekatta toplamda
3729 infertil erkegin semen parametrelerinin yas ile iligkisi incelenmistir. Calismanin
sonucunda her iki dekattaki hasta grubunda artan yas ile birlikte semen hacmi disinda
diger tiim parametrelerde disiis oldugu gosterilmistir (69). Winkle ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada ise infertil 320 hasta ve 84 normospermik hastanin yasi ile semen
parametreleri ve DNA fragmantasyonu arasindaki iliski arastirilmistir. Bulgular
sonucunda ne hasta grubunda ne de kontrol grubunda erkek yasi ile semen

parametreleri arasinda anlamli bir iligki tespit edilmemistir (70).

Bizim ¢alismamizda her ii¢ grubun yas ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir (p: 0,332). Ancak O6zellikle sigara kullanimi olan astenozoospermik
erkeklerde progressif motilite ile yas arasinda negatif yonlii, istatistiksel anlamlr iligki
bulunmaktadir. (r=-0,562 ; p<0,05) Calismamizdaki bu bulgular literattrle benzer bir
sonug elde edildigini bununla birlikte 6zellikle sigara kullanimi olan grupta anlaml
farkin ¢ikmasinm yastan bagimsiz olarak sigaranin yarattig1 oksidatif stresin neden

oldugunu diistindiirmiistiir.
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Sigara kullanimi tireme saghgmnin degistirilebilir risk faktorlerinden birisidir.
Sharma ve arkadaslarinin yaptigi1 calismada iireme ¢agindaki erkeklerin %37’si tiitiin
ve titin Urini kullanmaktadir. TUtOn igiminden kaynaklanan toksinler semen
parametrelerinde (sayi, motilite, morfoloji) ve semen kalitesinde olumsuz etkiler
olusturmaktadir. Semen kalitesindeki bozulmanin yani sira, yarattigt DNA hasar1 ve
oksidatif stres ile de infertiliteye neden olmaktadir. Rehnam ve arkadaslarinin yaptigi
calismada sigara icenlerde icmeyenlere gore sperm hareketliliginin %5,25 oraninda
azaldig1 goriilmiistiir. Yine sperm sayisinin sigara icen grupta 17.7 milyon daha diisiik
oldugu bulunmustur (71). Sharma ve arkadaglarinin yaptig1 5865 katilimei ile yapilan
20 caligmanin meta-analizinde sigara igmenin sperm sayisini, motilitesini ve
morfolojisini 6nemli dlgiide azalttign gosterilmistir. Ozellikle agir icicilerde hafif
icicilere gore semen parametrelerinin daha fazla bozuldugu goriilmiistiir (4). Buna
karsin Bundhun ve arkadaslarinin yaptig1 10.823 infertil erkek katilimcinin oldugu
(5257 sigara igen ve 5566 sigara igmeyen) 16 calismanin metaanalizi ise sigara

kullanmanim motiliteyi etkilemedigini géstermistir (72).

Bizim g¢alismamizda ise gruplar arasindaki sperm sayisi, toplam motil ve
progresif motil degerlerinde anlamli fark saptanmis olup en diisiik sperm sayisi ve
motilitenin sigara kullanimi olan grupta oldugu gorilmistir. Ancak sperm
morfolojisinde ve semen hacminde anlamli fark bulunmamistir. Bizim ¢alismamizdaki

bulgularmn da literatiir ile benzer oldugu goriilmektedir.

Titlin igiminin ireme hormonlarmin seviyesini etkileyerek de infertiliteye
sebep oldugu bilinmektedir. Ancak bu etkinin nasil oldugu bilinmemektedir. Testiste
Leydig hiicrelerinden salgilanan androjenlerle ilgili olarak Blanco-Mufioz ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada sigara igen kisilerde testosteron diizeyini arttirdigi
gosterilmistir (73). Bu konuda yapilan bir bagka ¢alismada Pasqualotto ve arkadaslari

sigara icenlerde ortalama testosteron seviyesinin degismedigini gostermistir (74).

Boeri ve arkadaslarinin yaptigi 189 infertil erkegin degerlendirildigi bir
caligmada sigara kullanimmin yiiksek LH ve FSH degerleriyle iliskili oldugu,
testosteron seviyelerinde anlamli bir fark olmadig1 gosterilmistir (75). Bu gozlemsel
calismalarda Orneklem biiyiikliiglinlin az olmasit calismalarin kisithiligi olarak

gosterilmistir. Bizim ¢alisjmamizda da sigara icen grupla sigara igmeyen gruplar
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arasinda hormonal diizey arasinda anlamli fark olmadigi tespit edilmistir ve literattirde
de sonuglarimizi destekleyecek sonuglar oldugunu goriilmiistiir. Ancak Orneklem
biiyiikliigiiniin arttirilmasi ve sigara igen grup i¢inde igme miktarina bagl olarak alt

gruplar olusturularak bu sonuglarin yeniden degerlendirilmesi faydali olacaktir.

Ureme hormonlarinin semen parametrelerine etkisi iizerine de birgok ¢alisma
yapilmistir. FSH 6n hipofiz bezi tarafindan ¢esitli uyarilar dogrultusunda salinan bir
hormondur. FSH testis ve hipotalamus arasindaki geri bildirimler sonucu sperm
iretme yetenegini yansitabilmektedir. Gordetsky ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, 610 infertil erkek degerlendirilmistir. FSH seviyesinin sperm
konsantrasyonunda ve morfolojide bozulmaya yol agtig1 gosterilirken semen hacmi ile
iliskili olmadig1 saptanmistir (76). Jensen ve arkadaslarinin 349 Danimarkali erkek
iizerinde yaptig1 calismada, FSH i sperm konsantrasyonu ile negatif bir iliski
gosterdigi bildirilmistir (77). Jensen ve arkadaslarinin yaptigi bir bagka ¢aligmada ise
1558 Danimarkali erkekte semen kalitesi ve iireme hormonlar1 arasindaki iligki
incelenmistir. Calismanin sonucunda LH ve FSH tiim semen parametreleri ile iligkili
bulunurken testosteron sadece sperm motilitesi ile korelasyon gdstermistir. Buna
karsin estradiol ile herhangi bir semen parametresi arasinda korelasyon goriilmemistir
(78). Baska bir ¢alismada Uhler ve arkadaslar1 tarafindan fertilizasyon problemi
olmayan 145 erkekte LH ve testosteronun semen parametreleri arasinda iliski olmadig1

FSH’1n konsantrasyon, motilite ve morfoloji ile iliskili oldugu bildirilmistir (79).

Bizim ¢alismamizda da literatiir ile benzer sonuclar saptanmistir. Hem sigara
icen hem de sigara igmeyen astenozoospermik erkeklerde FSH’1n ejakulat hacmi ve
sperm sayist ile negatif yonlii bir iligkisi oldugu gosterilmistir. Literatiirden bagimsiz
olarak ise sigara kullanimi olan astenozoospermik grupta estradiolun motilite ile
negatif yonlii iliskisi anlamli bulunmustur. Oztekin ve arkadaslarinm yaptigi bir
calismada viicut kitle indeksinin (VKI) iireme hormonlar1 {izerine etkisi arastirilmistir;
obezitenin testosteron ve T/E2 oranmmi azaltarak fertilite lizerine etkisi oldugu
gosterilmistir (80). Bu baglamda diisiiniildiigiinde 6rneklem biiyiikliigiiniin arttirilmasi
ve astenozoospermik gruptaki hastalarin VKi’nin de hesaplanmas: ile estradioliin

semen parametreleri tizerindeki etkisi daha net bir sekilde gosterilebilir.
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Calismamizda analiz edilen bir baska detay ise motilite tGzerine etkili seminal
proteinlerin sigara ile iligkisinin olup olmadigmnin gosterilmesidir. Normospermik grup
ile sigara kullanimi olan astenozoospermik grup arasinda AKAP4 proteinin PCR
analizinde fark bulunmustur (p:0,042). AKAP4 proteinin sperm hucresinin
yapisindaki fibroz kilifta bulunan ve yapisal destekle ilgili bir protein oldugu
bilinmektedir. Bacetti ve arkadaglarinin yaptig1 bir olgu sunumunda AKAP4/AKAP3
baglanma bolgelerinin silinmesi ve fibroz kilifta immunflorasan incelemede AKAP4
proteinin saptanamamasi fibroz kiliftaki displazi ile iligkili bulunup bu fizyopatoloji
ile infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir (56). Turner ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada ise AKAP4’iin fibroz kilif displazisinde rol oynamadigi ve buna yonelik bir
kanit bulunamadig bildirilmistir (81). Choowong-In ve arkadaslarinin yaptigi hayvan
deneyinde ise kronik hafif stresin AKAP4 ve Tirozin-fosforile proteinlerin
spermatozoadaki ekspresyonunu azalttigi, bunun sonucunda da sperm motilitesinin
azaldig1 gosterilmistir (82). Bizim ¢alismamizda da 0zellikle sigara kullanan grupta
AKAP4 ekspresyonunun anlamli azalmasimnin, Sigaranin yarattigi oksidatif stres ile

iligkili oldugu sonucuna ulasilmistir.

AKAP4 ile ilgili calismamizdaki bir diger bulgu ise prolaktin ile pozitif yonlii
bir iliski bulunmasidir (r=0,664 ; p<0,05). Daha 6nce literatiirde prolaktin ve AKAP4
arasindaki iliskiye yonelik bir ¢alisma yapilmamistir. Ancak Fukuda ve arkadaslarmin
yaptig1 hayvan deneyi ¢alismasinda, fare prolaktininin spermatozoa tizerindeki yararl
etkilerinin gosterilmesi amaglanmstir. Bu ¢alismada spermlerin hareketlilik oraninin
prolaktin iceren bir solusyon icerisinde birakildiklarinda daha iyi korundugu

gosterilmistir.

Bununla birlikte sonuclar oligozoospermi ve astenozoospermik erkeklerde
prolaktinin klinik uygulamalar1 agisindan fikir vermistir (83). Bir baska ¢alismada ise
Baker ve arkadaslar1 tarafindan insan spermatozoasinda bulunan proteinlerin kapsamli
bir analizi yapilmistir. Bu ¢aliymanin sonucunda insan sperm hiicresinde 6 farkli alt
tipte reseptor bulunmustur. Bunlardan birisi de tirozin kinaz/fosfataz reseptorlerinden
prolaktin reseptdr Onclsinin izoformu-1 olarak tanimlanmistir. Bu bilgilerin
dogrultusunda da prolaktinin kapasitasyon, motilite gibi etkileri sistemik olarak
incelenebilmektedir (84). Bir baska hayvan deneyinde ise Yanqiu insanlarda ve

farelerde X kromozomu zerinde ortak saptanan spermatogenezde islev goéren genleri



51

gostermistir. Calismanin 6nemli detaylarindan birisi hem insanlarda hem de farelerde
X’e baglhi AKAP4’in spermin hareketliligini diizenlenmesidir. AKAP4 gibi
prolaktinin de sperm motilitesini etkiledigi ve bu etkinin de AKAP4 ile birlikte ayni
tirozin fosforilasyon yolundan calistigir gosterilmistir (85). Biz de ¢alismamizdaki
AKAP4 ve Prolaktin arasimdaki pozitif yonlii iliskiyi ayni tirozin fosforilasyonunun
kullanilmasina ve ikisinin de motilite {izerine pozitif anlamda etki etmesine bagladik.
Ancak daha fazla molekiiler calisma ve hasta sayismin arttirilmasiyla bu iliski daha

fazla detaylandirilabilir.

Calismamizda PCR ve Western Blot analizi ile sonuglar1 elde edilen bir diger
protein ailest SEMG’dir. Yu ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alisma astenozoospermi i¢in
yapilan ilk mikrodizi ¢aligmasidir. Bu calismanin sonuglarinda astenozoospermik
erkeklerde normospermik grup ile karsilastirildiginda SEMG1’in up-regule oldugu
gosterilmistir. Bu bilgiler 1s181nda astenozoospermik erkeklerde SEMGI1’in diisiik
motiliteden sorumlu oldugu disiiniilmiistir (86). Zhou ve arkadaslarmn yaptigi
astenozoospermik ve normospermik grubun karsilastirildigi bir galismada SEMG1’in
ekspresyonlar1 incelenmistir. Calismanin sonucunda SEMGI1’in astenozoospermik
grupta daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir. Bu ekspresyon seviyesinin de diistik
sperm hareketliligi ve anormal morfoloji ile iligkili oldugu gosterilmistir (87). Bizim
calismamizin sonucunda da SEMG1 ekspresyonunun en fazla sigara kullanimi olan
astenozoospermik grupta oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da
Olciilen degerlerde fark saptanmis olup gruplardaki kisi sayisinim arttirildigi takdirde

literatiirle benzer sonuglar elde edilecegini diisiinmekteyiz.

Yamasaki ve arkadaslarinin yaptigi bir baska calismada ise SEMG ile
isaretlenen grup ve SEMG ile isaretlenmeyen grup arasinda sperm hareketliligi
acisindan negatif korelasyon oldugu gdosterilmistir. Bununla birlikte sperm motilitesi
normal dahi olsa SEMG ile isaretlenmenin daha fazla oldugu gosterilmistir. Bu
caligmanin sonucunda da SEMG spermin motilitesinden bagimsiz olarak infertilite ile
iligkili olabilecegi gosterilmistir (88). Legare ve arkadaglarinin yaptigi bir baska
caligmada ise infertilite nedeniyle IVF prosediirii uygulanan hastalarda déllenmenin
basarisiz oldugu olgular incelenmis. Ve ¢alismanin sonucunda bu olgularmn sperm

orneklerinde SEMG1’in asir1 eksprese oldugu goriilmiistiir. (89)
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Bizim galismamizdaki bulgular da literaturle benzerlik gostermektedir.
Yaptigimiz calismanin sonucunda SEMG2’nin PCR analizinde sigara i¢gmeyen
astenozoospermik grupta progresif motilite ile negatif korelasyon oldugunu ve
istatiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir (r=-0,633) (p<0,05). Ancak sigaranin
SEMG proteinleri Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmasa da 6l¢tilen
degerlerde fark goriilmistiir. Bu sonucun olas1 nedeni olarak, SEMG proteinlerinin
daha cok viskozite ile iliskili olmasi ve oksidatif stres ile iliskili olmamasi

diistiniilmektedir.

Calismamizdaki bir diger sonu¢ ise SEMG ve ejakulat hacmi arasindaki
iliskidir. Insan seminal plazmasi ejakulasyondan hemen sonra sperm hiicrelerinin yer
aldig1 yar1 kat1 halde bulunan jelatinimsi bir kiitle halinde kendiliginden pihtilagir.
SEMG’nin KLK tarafindan pargalanmasi seminal plazmanin sivilagsmasini saglar. Bu
bilgiler dogrultusunda bizim c¢alismamizdaki SEMG ve ejakulat hacmi arasindaki

iliskinin SEMG’nin yarattig1 viskoziteden kaynakli olabilecegini diistindiirmiistiir.

Calismamizda seminal sividan analiz edilen motiliteyle iliskili bir baska
protein ise KLK’dir. Ejakulatin artan viskozitesi infertil erkeklerde yaygin goriilen bir
bulgudur. Emami ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ejakulatin sivilagsmasindaki
gecikmede ve semen hiperviskozitesinin patolojisinde KLK’lerin rol oynadigi
goOsterilmistir. Semenin sivilasmasinda anormallik olan ve hiperviskdz semeni olan
kisilerde KLK2’nin daha diisiik konsantrasyonlarda oldugunu saptanmistir (32).
Ancak bizim ¢alismamiz KLK2 diizeyinin gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini
gOstermistir. Bunun diginda motilite, ejakulat hacmi ve sperm sayist gibi semen
parametrelerine de etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Ozellikle sigara kaynakh oksidatif
stres ve KLK2 diizeylerinin yaratabilecegi semen hiperviskozitesi tizerinden oksidatif
stres arasindaki iliskinin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Ancak yapilacak prospektif
calismalar ve 6rneklem biiyiikliigiiniin arttirilmasiyla birlikte anti-oksidan tedavilerin
oksidatif stresi azaltarak KLK2 seviyelerini degistirebilecegi ihtimal dahilindedir. Bu

da infertilite tedavisinde bize yol gosterecek bir parametre olabilir.

KLK2 ile ilgili bir diger bulgu da sigara igen astenozoospermik grupta
testosteron ile pozitif yonll istatiksel anlamli iligki bulunmasidir (r=0,526 ; p<0,05).

KLK ailesinin seminal plasmada bulunan ve SEMG’lerin hidrolizinde gorevli bir
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protein yapist oldugu bilinmektedir. Semende sperm hiicrelerin hareketliligi igin
gerekli olan PSA’dir. Normalde katalitik 6zelligi olmayan pro-PSA KLK2 tarafindan
aktif PSA’ya doniistiiriilerek katalizor 6zelligi aktiflenebilir. Bu yiizden de KLK2 PSA
icin fizyolojik bir aktivator roliindedir. S&vblom ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmanin sonucunda, hem fertil hem de infertil grupta diisiik PSA seviyesinin sperm
motilitesini negatif yonde etkiledigi bu yiizden de infertilite mekanizmasi igin hem
KLK2 hem de PSA seviyelerinin énemli oldugunu gostermistir (90). Elzanaty ve
arkadaslarinin yaptig1 bir bagka ¢alismada ise PSA seviyesinin hareketli sperm yiizdesi
ile pozitif korelasyon saptamis olup PSA seviyesinin hareketli sperm yiizdesini tahmin

etmede en 6nemli ve bagimsiz parametre oldugunu gostermistir. (91)

Lovgren ve arkadaglarinin KLK2 nin enzimatik etkilerini gosterdigi bir baska
calismada ise KLK2’nin salinimmimn androjenler, progestinler, glukortikoidler ve
mineralokortikoidler tarafindan uyarildigi vurgulanmaktadir (92). Bitin bu sonuglar
ve c¢alismalar dahilinde, androgenlerin KLK2 salinimi etkilemesi ve KLK2’nin
PSA’nin aktivatorii olmasi ¢alismamizdaki testosteron ile iliskisini ac¢iklamaktadir.
Androjenlerin direkt salinimi etkilemesi disinda testosteron, KLK2 ve PSA arasindaki
molekiler yolagin daha fazla prospektif c¢alismayla aydinlatilabilecegini

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Sperm proteomik ¢aligmalar erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde, altta
yatan nedenin arastirilmasi ve uygulanacak tedavi agisindan Onemlidir. Bizim
calismamizda da analizleri yapilan proteinlerden SEMG2’nin motilite lizerine etkili
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte AKAP4 proteinin de sigara kullanimi olan
grupta ekspresyonun normospermik gruba gore diisiik oldugu gdosterilmistir. Bu
bulgular 1s1¢1nda, bu proteinlerin sperm motilitesinin belirlenmesinde etkili olabilecegi
kanaatindeyiz. Yine bu proteinlerin bazilarinin prolaktin ve testosteron gibi hormon
seviyelerine etkileyebilecegini ve bir takim yolaklar vasitasiyla dolayli yoldan da
fertilite tizerinde etkili olabilecegini diisiindiirebilecek bulgular elde edilmistir. Sigara
iciminin ise sperm motilitesi Gzerindeki etkilerini SEMG, AKAP4 gibi proteinler
tizerinden gosteriyor olabilecegine dair istatistiksel olarak anlamli olmayan ancak
Oonemli bulgulara ulagilmistir. Sigara biraktirmanin birgok semen parametresi tizerine
etkisi disinda motilite tizerine etkili proteinlerin ekspresyonunu da olumlu yénde
etkileyecegini diisiinmekteyiz. Ancak daha biiyilk hasta gruplar1 ile yapilacak

randomize prospektif ¢alismalara ihtiyag oldugu agiktir.

Calismamizin  sonucunda rutin semen analizlerine ilaveten oOzellikle
astenozoospermik erkeklerde yapilacak seminal proteinlerin tayininin infertilite
tedavisine ve altta yatan molekiiler patolojiyi tanimlaya yardimci olabilecegini
diistinmekteyiz. Dolayisiyla, astenozoospermik erkeklerde seminal proteinler gibi
biyobelirte¢ ekspresyon diizeylerinin tanisal olarak kullanilmas1 infertilite tedavisini

olumlu yonde etkileme sans1 olacaktir.
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