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1.GIRIS ve AMAC

Infertilite, yaklasik olarak 12 ay korunmasiz ve diizenli cinsel
iligkiye ragmen ¢ocuk sahibi olamama olarak tanimlanmaktadir. Ciftlerin yaklasik
%15 min infertilite nedeniyle tibbi yardima ihtiya¢ duydugu ve fertilite sorunlarmin
yaklasik olarak %350’sinin erkek faktdriine bagh oldugu gozlemlenmistir . Erkek
faktorlii infertilite sebebinin ¢ogunlugunun hatali spermatogenezle iliskili oldugu

anlasilmustir 2.

Sperm Oncelikle kadin lireme sistemine girer ve bu sistem osmotik
basing, farkli iyon konsantrasyonlar1 ve pH ile degisebilen mikro cevreye sahiptir.
Spermin kadin iireme sistemine adaptasyonu sirasinda kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyon olaylar1 gergeklesir, bu siire¢ler ise iyon kanallarinin
normal fonksiyonuna bagl olarak calismasiyla alakalidir. Bu nedenle, iyon kanal
aktivitelerinin sperm fizyolojisi ve aktivasyonu Ustlinde buyuk 6lcude etkisi

gozlemlendiginden dogum kontrolii ve infertilite i¢in kullanilabilecegi diistintilmiistiir
3

Erkek fertilitesini tayin etmek i¢in yapilan spermiyogram testinde,
hastadan alinan 6rnegin likefaksiyon siiresi, rengi, pH degeri, viskozitesi gibi kriterler
degerlendirilir. Analiz sonucu elde edilen degerlerle, sperm konsantrasyonu, hacmi,
hareketliligi, ilerlemesi, 16kosit sayis1 ve morfolojisi gibi parametreler belirlenerek bu
kriterler, WHO (Diinya Saglhik Orglitl)) tarafindan tanimlanan referans degerleri ile
karsilastirilir ve sonuca varilir 4. Spermiyogram analizi sonucunda hesaplanan sperm
sayist 15 milyon/ml’den az ise oligozoospermi, ilerleyici motil spermatozoa yaklasik
%32’ den daha az ise astenozoospermi, normal morfolojideki spermlerin ise yaklagik
%4’ den az olmas1 durumu teratozoospermi olarak tanimlanirken bunlara ek olarak,
spermlerin miktar, bi¢im, hareket bakimindan normal olmas1 normozoospermi olarak

adlandirilmaktadir®.



Sperm hiicresi igerisinde bulunan iyon kanallarinin baslicalari,
Cation Channel Spermia (CatSper), Potassium Channel SubfamilyUl (KCNU1),
Proton Voltage-Gated Ion Channell(Hv1), Transmembrane protein (TMEM16)’dur.

CatSper dort ayr1 gézenek olusturucu alfa(a) CatSper 1-4 alt biriminden
ve CatSpera (alfa), CatSpero (gama), CatSperf (beta) olmak tizere ayrica ii¢ yardimci
alt birimden olugsmaktadir. CatSper 1,2,3 ve 4 diisiik voltaj bagimli, pH duyarli ve her
bir sperm hiicresine 6zgii kalsiyum se¢meli iyon kanallaridir. Pozitif yiikli kalsiyum
iyonlarinin sperm hiicrelerinin i¢ine girmesini kontrol eder ve bu durum sperm
hiperaktivasyonu ve erkek fertilitesi icin gerekli bir stirectir 8. CatSper kanali, diger
iyon kanallar1 ile birlikte sperm motilitesindeki hizli degisiklikler icin gerekli olan
kalsiyum girisini kolaylastirirken, fertilizasyon siireci i¢in de spermin yumurtaya
girmesi esnasinda disi reproduktif sistemin diger kademelerine dogru ilerlemesine
yardimc1 olmaktadir. Spermatozoa erkek iireme sistemi igerisinde hareket
yeteneginden yoksundur, spermatozanin hareket yetenegini kazandigi yer kadin tireme
sistemidir ve bunun i¢in sperm sitoplazmasinin alkalizasyonu gereklidir, CatSper
spermatozoanin hiperaktif motilite kazanmasi ve yumurtayr déllemesi i¢in hiicre i¢i
alkalizasyonu gergeklestirir. Bahsedilen bu gorevlerden dolay1r CatSper kanallarinda
meydana gelen mutasyonlarin insanlarda infertilite ile iliskili oldugu saptanmustir °.
CatSper genlerinin bozulmasi, spesifik motilite parametrelerini 6nemli 6l¢lide azalttig1
gozlemlenmistir. Yapilan bir c¢alismada, CatSperl’siz farelerin sperm yiizme
hizlarinda azalma gozlemlenirken, CatSper’siz fare spermin baslangi¢ motilitesinin
normal oldugu fakat en Onemli sorununun hiperaktif motilite eksikligi oldugu

saptanmigtir 6,

Dogal yolla gerceklesen fertilizasyon da yumurtalarin plazma
membrani sperm ile birlesme siirecinin hemen ardindan, kumulus oophorus ve zona
pellucida (ZP) ya penetrasyon olay1 gergeklesir. Yapilan bir diger calismada ise,
CatSper’in yumurtanin dig katmanlar1 yiizeylerinden penetrasyonu kolaylastirdigini
gostermek icin, enzim kullanilarak dis tabakalari1 kaldirilan zona pellucidasiz
yumurtalar ile normal sperm ve mutant sperm birlestirilmis ve islem sonucunda her iki

durumda da penetrasyon sonrasi fertilizasyon gerceklesmistir ’.



Yapilan bu tez c¢alismasinda, Sperm kriyoprezervasyonu isleminin
semen analiz sonuglar1 farklt olan oligoastenoteratozoospermik,
astenoteratozoospermik ve teratospermik hasta gruplarinda kontrolle kiyasla, Catsper4
iyon kanal ekspresyonlarina etkisinin immunofloresan ydntem uygulanarak
aragtirtlmasi amaglanmis ve kriyoprezerasyon isleminin CatSper4 iyon kanallarina
ekspresyonlarina etkisinin incelenmesinin olumlu ya da olumsuz sonuglarinin klinikte

kullanim bakimindan faydali olacagi diisiintilmiistiir.



2.GENEL BILGIiLER

2.1. Erkek Genital Sisteminin Embriyolojik Gelisimi

Erkek genital sistemi olusturan yapilar baslica {i¢ ana bolume
ayrrilmaktadir; bunlar gonadlar, genital bosaltim kanallar1 ve dis genital organlarindan
olusmaktadir. Uriner sistemin icerisinde bulunan yapilar, erkek genital sisteminin
bosaltim kanallar1 ve gonadlarin bazi1 kisimlar1 mezodermden kdken alir iken, Miiller
kanallar1 olarak bilinen paramezonefrik kanallar ise gestasyon asamasmimn 44. Ile 48.
giinleri arasinda karm boslugunun i¢ yiizey dokusunda bulunan sélom epitelinin iceri

dogru kivrilmas: ile meydana gelir 8.

Erkek genital sisteminin gelisiminde oncelikle SRY (Sex Determining
Region of Y) proteini rol alir, SRY geni bulundurmayan embriyolar, Y kromozomu
icerse bile disi olarak gelisme gosterirler. Sertoli hiicreleri Miilleryan inhibe Edici
Faktor (MIS) ve Androjen Baglayici Protein (ABP) salgilayarak mezenkim
hlcrelerinin testise go¢ etmesini saglarlar ve bdylece erkek germ hiicrelerinin mayoz
bélunmesini engellemis olurlar. Testise go¢ eden mezenkim hiicreleri ise burada
Leydig hiircelerine doniisiir ve bu hiicereler testosteron uretimi yaparlar. Testosteron,
genital dokular ve testislerde bol miktarda bulunur ve Sa -rediiktaz enzimi yardimiyla
di-hidrotestosterona (DHT) doniistiiriilerek, prostat, Uretra, penis, skrotum gelisimi ve

testislerin skrotuma inisinde gorev alir °.

2.2. Erkek Genital Sisteminin Anatomisi

Erkek Ureme sisteminde bulunan organlar dis ve i¢ genital organlar
olmak tizere ikiye ayrilir. I¢ genital organlar, epididim, duktus deferens, prostat, testis,
spermatik kord, seminal kesecikler, ejakulator kanal, Cowper ad1 verilen bulbouretral

bezlerden olusurken, dis genital organlar ise, penis ve skrotumdan meydana gelir °.

Testislerin boyutlar1 yaklasik olarak 4x2.5x3 cm olup, volumi ise >15
ml’dir. Testisler yapilarinda iki ¢esit hiicre tipi bulundurur, bunlardan biri testesteron
hormonu Uretiminden sorumlu Leydig hiicreleri iken digeri spermlerin beslenmelerini
ve inhibin hormonunu salgilanmasindan gorev alan Sertoli hicreleridir. Ayrica,

bahsedilen bu iki hiicre tipi hipofiz bezi tarafindan yonetilir 1. Leydig hicreleri



tiibiiller arasinda bulunan bag dokuda konumlanmis iken, Sertoli hiicreleri ise germinal
hiicreler ile birlikte seminifer tiibiillerde yer alir ve kan-testis bariyerinin olusumunda

rol oynarlar 2.

Epididim, testisin Ust arka kenar kisminda tunika igerisinde kanal
yumagi bi¢iminde bulunur gorevi ise Spermlerin motilite, morfoloji ve fertilite

bakimindan olgunlasmasina yardime1 olmalaridir 3.

Spermatik kord testisin igerisindeki vaskiiler yapilari, sinirleri ve (vaz)
deferensi bulundurur **. Ayrica, duktus deferens inguinal kanal ile birlikte karin
bosluguna uzanir ve seminal kese kanali ile birleserek ejakulator kanali olusturur °.
Seminal keseler, tubiiler yapida bulunan ¢ift bezdir. Fibrinojen, sitrik asit, fruktoz,
prostaglandinler ve birgok spesifik protein igeren salgilar Ureterek ejakulatin
koagulasyonunu, spermatozoanin aktive olmasini ve semene bazik 6zellik kazandirir.
Spermin temel besin kaynagi fruktozdur ve prostaglandinler ise servikal mukusla
etkilesime girerek spermin hareketliligini saglamak i¢in uygun ortam olusturur. Ayrica
bunlara ek olarak, tuba uterina ve uterusta kasilma olusturup spermlerin ovuma
ulasmasini saglar 8, Prostat bezi ise rektumun éniinde lokalize olup, seminal prostat

spesifik antijen (PSA) ad1 verilen asidik salgilari ile semenin likefaksiyonunu saglarlar
17

Volimi yaklasik 2-5 ml olan semen (ejakulat) icerisinde 300 ile 400
milyon araliginda sperm hdcresi bulundurabilir. Semenin %60 1 seminal keselerden,

%30 u prostattan ve %10 u epididim ile diger bezlerden salgilanan sivilardan olusur'®,

2.3. Erkekte Hipotalamus Hipofiz ve Testis Aks1

Erkekte hipotalamo-hipofizer-gonadal (HHG) aksin énemli iki gorevi
vardir, bunlardan biri Greme icin gerekli olan seks hormonlarini salgilamak digeri ise
spermatogenetik hiicrelerin gelisimine katkida bulunmaktrr '°. Hipotalamustan
gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) salinimi1 yapilir ve dolasimdan gegerek
on hipofize gelir burada bulunan gonadotropik hiicrelerin reseptorleri ile baglanarak

luteinize edici hormon (LH) ve follikiil uyarict hormon (FSH) salgilanmasin saglar.



FSH ve LH sistemik dolasim sayesinde testise iletilir. Testesteron LH etkisi ile birlikte
Leydig hiicrelerinden salinirken, FSH ise Sertoli hiicrelerinden inhibin, ABP, aktivin
gibi birgok molekiiliin salgilanmasini saglar. Ayrica, bunlara ek olarak GnRH salinimi

pulsatil gerceklestigi i¢in, FSH ve LH salimmi da pulsatil olur 2°.

Testosteronun
kanda yiksek
olmasi GnRH
ve LH Uretimini
inhibe eder.
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g ;
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Ureme sistemi ve diger organlar

Sekil 1. Erkek Ureme Sisteminin Hormonal Kontrolii 2°.

2.4. Spermin Yapisi, Olusumu ve Fizyolojisi



Mitokondriler

Sentriyoller

- Cekirdek

Bas Orta kisim Kuyruk

Sekil 2. Sperm Hiicre Yapisi L.

2.4.1. Spermaotogenez

Spermatogenez testisin seminifer tiibiilleri igerisinde gerceklesen sperm
hiicresinin farklilagsmasi olayidir. Germ hiicreleri kdkenlerini endodermden alir ve
sperm hicresinin seminifer tubullerinde gergeklesen ilk farklilasma adimlarini hipofiz
bezinden salgilanan gonadotopin hormonunun etkisi ile birlikte spermatogonyumlarin
olusumu takip eder. Hormonal iletisim ve etkilesim puberteden hemen 6nce baslayip
ve hayat boyu devam etmektedir. Puberte dénemi ile birlikte spermatogonyum
hlcreleri mitoz bélinmeler gegirerek ¢ogalmaya baslarlar ve A tipi diye adlandirilan
spermatogonyumlar1t meydana getirirler. Tip A spermatogonyumlarinin bircok kez
mitoz boliinme gegirmelerinin ardindan B Tipi denilen spermatogoyumlar1t meydana
getirirler ve Tip B spermatogonyumlar tekrar mitoz bolinme gecirerek primer
spermatositleri olusturur. Her bir primer spermatosit 46 (44XY) kromozom igerir,
birinci mayoz boliinmelerini gergeklestirdikten yaklasik olarak 21-22 guin sonra profaz
asamasina gecerler ve bu evre sonunda mayoz boliinme tamamlanarak 23 kromozom
iceren seconder spermatositler (22Y ya da 22X) meydana gelir. Seconder
spermatositler tekrar mayoz bdliinme gecirerek spermatidleri olusturur. Sperm
hiicrelerinin farklilagma stirecleri boyunca Sertoli hiicrelerinin etrafinda bulunan
girintilere gomiilii olarak konumlanirlar. Sertoli hiicreleri ise, sperm hiicrelerini

destekleyerek onlar1 korur ve besin ihtiyaglarini saglarlar 2,



Sekil 3: Spermatogenez siirecinde gergeklesen sperm olusum basamaklari 2L,

2.4.2. Spermiyogenez (Spermatid Evre)

Spermiyogenez, spermatidlerin boliinme asamalar1 gergeklesmeden

farklilasarak olgun sperme doniismesi siirecidir. Bu farklilagsma evresi 3 adimda



gerceklesmektedir, bunlardan birincisi Golgi Fazi olarak adlandirilir. Spermatid
hicrelerinin  sitoplazmasinda ¢ekirdek (nucleus), golgi kompleksi, ribozom,
mitokondri ve diiz yapili endoplazmik retikulum bulunur. Akrozomal graniil adi
verilen yap1 Golgi kompleksinde meydana gelir ve sperm hiicresine hareket yetenegini
saglayan flagellum burada olusur. Ikinci asama ise Akrozomal Faz olarak adlandirilir
ve Akrozomal granil burada akrozomu meydana getirir bu sirada nikleus uzar ve
yogunlagir ardindan sentriyol gelisir ve flagellumu olusturur. Sperm hicresinde
bulunan mitokondriler flagellumun proximal béliimiinde yer alip hareketi i¢in enerji
saglarlar ve boylece spermin orta kismini meydana getirirler. Son faz olgunlasma
fazidir, bu asamada ise sperm hiicresinin tiim organelleri tamamlanir ve geriye kalan
artiklar Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek, ardindan olgunlasan spermler
seminifer tubiil lumenine aktarilirlar. Sperm hiicrelerinin islevsel olarak olgun hale
geldikleri kisim epididimdir, buradan da ejakiilasyon yolu ile vaz deferens yardimiyla
iretra boliiniine oradanda disariya atilirlar. Spermatogonyum hicresnin olgun sperm

haline erismesi igin yaklasik olarak gereken siire 64 giindiir .

Olgun sperm hiicresi bas kisminda haploid nikleusu ve nikleusun 6n
bdlgesinde de fertilizasyon igin gerekli olacak enzimleri iceren akrozomu ve yaklasik
olarak 50 um uzunlugunda hareketini saglayan kuyruk bulundurur. Ayrica, orta kisim
esas kisim ve son kisim olmak Uzere ana parcadan olusur. Orta parcada hareket icin
gerekli enerjiyi saglayan mitokondriler bulunur. Spermiyogenez sirasinda haploid
niikleusta bulunan histonlar arjinin ve lizinden zengin protaminlerle yer degistirirler
bunun sonucunda nukleusta transkripsiyon sone erer ve bdylece sperm genomik DNA

sini1 stabilize eder 1.

2.4.3. Spermatogenezde Hormonal Kontrol

Spermatogenez puberte déneminin 6ncesinde baslar ve FSH ile LH
hormonlar1 tarafindan kontrol edilir. Sertoli hucrelerinin ve Leydig hicrelerinin
gelisimleri ve fonksiyonlarmi yapabilmeleri i¢in gerekli olan hormon FSH’ tir.
Puberte ©ncesi donemde spermatogenez olaymin gerceklesmesi igin testosteron

hormonu yeterli degildir, erigkin erkek bireylerde ise Onceden baglamis olan



spermatogenezin devami i¢in, LH’ n etkisiyle salgilanan testosteron en Onemli
hormon olarak gorev alir. Ayrica, FSH ise spermatogenez olayinin mayoz bdlinme
oncesi ve sonrasin da etkisini gostermektedir. Testosteron hormonu ise Sertoli

hiicrelerini uyararak etkisini gosterir 2.,

Hipotalamus bezinde meydana gelebilecek herhangi bir bozuklukta
testislerde atrofi gelisebilir ve boyle durumlarda germ hiicrelerinde azalma, Leydig
hicre hiperplazisi, perittbuler hyalinizasyon gozlemlenmektedir. Bilindigi iizere
LH’im spermatogeneze katkis1 sadece Leydig hiicrelerini uyararak testosteron
hormonu salgilatmasidir, oysaki FSH ve testosteron hormonlarinimn reseptorleri germ
hicrelerinde bulunmadigi igin bunlarin asil etkiledikleri Sertoli hdcreleridir.
Testosteron hormonu Sertoli hiicrelerinin  spermatidlere yapigmasini saglar ve
spermatogenezde bu sekilde gorev alir. Ayrica, Testesteron hormonu ve FSH germ
hlcrelerinin apoptozunu Onler. Testislerin icerisinde yeterli konsentrasyon da
testosteron hormonu yoktur, dolayis1 ile spermatogenezin diizgiin sekilde devam
edebilmesi icin testislerde normalde dolasimda bulunan testosteron seviyesinin en az
100 kat1 kadar testesteron icermelidir. Primer spermatositler ise 6strdjen reseptorleri
bulundurmaktadir ve bu reseptorlerin aktive olmasi spermatogenez esnasinda
gereklidir. Tiroid hormonu ise Sertoli hiicrelerinin yardimu ile spermatogenez de gorev

alir 21,

2.4.4. Diger Faktorler

Testislerde gerceklesen spermatogenezin saglanmasinda yukarida
bahsedilen hormonlarmm disinda birgcok faktor daha etkilidir. Y kromozomunun uzun
kolunda bulunan genlerin spermatogenezin diizenlenmesinde de 6nemli rolleri vardir.
DAZ (deleted in azoospermi) olarak gosterilen gen bunlardan sadece birisidir.
Obstriiksiyonu olmayan azoospermili durumlarda yaklasik olarak % 13’tinde bu genin
olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica, fibroblast bityiime faktorii (FGF), seminifer biytime
faktori, Insiilin benzeri bilyiime faktorii -1 (IGF- 1), mayoz boliinme inhibe edici ve
Onleyici maddelerin yani1 sira otokrin veya parakrin faktorlerin de spermatogenez
strecinde dnemli rolleri bulunmaktadir. Bunlarin en 6nemlileri ise interlokinler (IL-
1, IL- 2 ve IL- 4), leukemia inhibitor faktor (LIF) G , kdk hicre faktoru, kemik

morfogenetik protein-4 gibi proteinlerdir . Insan sperm membran protein-1 (hNSMP-
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1) sperm hicresinin bas kisminda bulunan akrozom bélgesinde lokalize olmus bir
proteindir ve testiste spermatogenezin her safhasinda neredeyse tim germ
hiicrelerinden salimmaktadir ve germ hiicrelerinin farkhilagsmasinda gorev alir 24,
Ayrica, bunlara ek olarak cinko, bakir, kalsiyum ve magnezyum spermatogenez
esnasinda nilkleusta bulunan kromatin yapismin yogunlasmasinda rol oynarlar 2L,
Spermatogenez esnasinda herhangi bir bozukluk gergeklesir ise bu durum testiste
makrofaj sayisinin artmasina sebep olur ve dolayisi ile testikliler makrofaj sayisindaki

artis sertoli hiicre aktrvasyonunu etkiler 2L,

2.4.5. Spermiyogenez ve Apoptoz

Apoptoz siirecinin bir diger adi1 programlanmis hiicre 6limii olup,
hiicrelerin yasamlar1 boyunca yapim ve yikim dengesini diizenleyerek gereksiz
hlcrelerin yok olmasini saglar. Apoptoz siireci boyunca hiicre morfolojisinde birgok
degisiklik meydana gelmektedir, bunlardan ilki hiicrenin biiziismesi ardindan
kromatinin pargalanmasi, hicre membraninda kabarciklarn meydana gelmesi,
nikleus boliminde yogunluk ve slre¢ sonunda ise fagosite edilebilen apoptotik
cisimlere boliinme gerg¢eklesmektedir. Apoptoz ve nekroz birbirlerinden farkli
gerceklesen slreclerdir. Apoptoz esnasinda sitoplazmanin par¢alanma siirecinde
meydana gelen kabartilar makrofajlar tarafindan fagosite edilir ama bunun sonuncunda
herhangi bir enflamatuvar yapi gézlemlenmez iken, nekrozda ise hiicrenin sismesi
ardindan organellerin hacimlerinin artmas: ve patlayarak tim igerigin hiicre disina
atilim1 gerceklesir, dolayis1 ile makrofajlar nekrotik hiicre kalintilarini fagosite

ederlerken enflamatuvar yapmin olusmasimi saglayan molekiilleri salgilarlar 2.

Germ hcreleri de belli asamalar da apoptoz yoluyla yok edilirler. Bu
fizyolojik strec icerisinde Bcl-2 ailesinde bulunan proteinler germ hiicre homeostazisi
icin yasamsal sinyal iletirler. Bcl- 2, Bcl- w, Bcl- xL, Mcl- 1 ve Al proteinleride bu
stregte onemli rol alirlar. Bahsedilen bu proteinler hiicrenin yasamasi igin gerekli
sinyalleri iletirken Bak, Bax, ve Bim proteinleri ise hiicrenin liimiiniin ger¢eklesmesi
icin sinyal yollar. Germ hiicreleri gelisimlerini saghkli sekilde tamamlayamaz ise
apoptoz dongisiine girerek olimleri gergeklesir. Ayrica bunlara ek olarak, toksik
maddeler, radyasyon, transforme edici buyume faktori (TgF), GnRH antagonistler,

stres gibi durumlar apaptoz siireglerini hizlandiran durumlar iken, 0Ostrojen
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hormonunun seminifer tiibiille etkilesimi LIF ve kok hiicre faktorleri ise apoptozu

engel olurlar .

2.4.6. Spermatozoa

Spermatozoa morfolojik olarak matir ancak fonksiyonel olarak
immatir halde bulunan hiicrelerdir. Spermler motil olma 6zelliklerini daha 6nceden
de bahsettigimiz tizere epididim de kazanirlar ve epididim fonksiyonu ise hormonu di-
hidrotestosterondur. Arastirmacilar tarafindan yapilan bir ¢alismada epididimin bas
kismindan alinan sperm hicrelerinin ovumu fertilize etmedigi fakat kuyruk
bolimiinden alman spermlerin fertilizasyonu gerceklestirdigini gozlemlemislerdir ve
dolayisiyla bu arastirma sonunca spermlerin fertilizasyon kabiliyetlerini epididimde

kazandilarini ortaya ¢ikmustir 2,

Spermatozoa, hiicresi yaklasik olarak 60 mikron uzunlugunda olup dort
kisimdan olusmaktadir. Bas bOlim uzunlugu 5- 6 mikron ve genisligi 2x53x5
mikrondur. Bu bdlgede bulunan akrozom yapisi, basin yaklasik olarak %40 - %70 ini
olusturken, orta par¢anin genisligi ise 1 mikron ve uzunlugu 1,5x bas uzunlugu
kadardir. Kuyruk bolimiiniin yaklasik olarak boyu ise 45 mikrondur ve bas

bolimiinin bir kisminin igerisinde paternal DNA iceren cekirdek vardir 2.

2.4.7. Sperm Motilite Fizyolojisi

Spermin motil 6zellik kazanmasi igin sperm hiicresinin igerisine giren
Ca+2 iyonunun Onemli gorevi vardir. CatSper protein ailesi genel olarak sperm
kuyrugunun esas parg¢asinda konumlanmis olup ve Ca+2 iyonunun hiicre igine
alinmasida rol oynar. CatSper geni ortamda bulunan pH’ in degisikliklerinden
etkilenmektedir. Ayrica bu genin yaninda KSper (Slo3) geni de sperm kuyrugunda
bulunmus olup Ca+2 iyonunun hiicre igine alinmasinda etkilidir. Arastirmacilar
tarafindan yapilan ¢alisma da sperm motilite bozuklugu olan olgularda CatSper
geninin  MRNA ekspresyonun daha az gerceklestigi gozlemlenmistir 22,
Spermatogenezde hiicreler arasi su transportunu Aquaporinler (AQP) saglar ve
yaklagik olarak 10 farkli Aquaporin tlrinun varhig: bilinmekte olup iclerinde en
onemlisi AQP-7’ dir ve spermin kuyruk bdluminde localize olmustur. Yapilan baska

bir ¢alismada ise AQP-7 nin negatif sperm &rneklerinde sperm motilitesinin
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yavagladig1 ve epididimal geg¢is boyunca sperm hiicresinin gelisme gostermedigi

anlasilmistir 22

Immotil sperm sayismndan TNF -a, IL1 -p ve IL -6 gibi artnus sitokinler
sorumludur. ROS, hiicre igi sinyallerle sitokinlerden kaynakli durumlara etki eder ve
yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda spermatozoanin motilitesinin yuksek derece de
azaldig1 gozlemlenmistir 22. Olgun erkek bireylerin her epididiminde yaklasik olarak
150 - 200 milyon araligin da sperm hicresi bulunur ve hemen hemen yaris1 6nceden
bahsedildigi tizere epididimin kuyruk bdliminde lokalize olmustur. Epididimin
kuyruk bdlgesinde yer alan spermatazoalar testikiiler sperme gore hareketli olup,

yumurtay1 dolleme oranlar1 da daha yiiksektir 22
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Sekil 4: Akrozom Reaksiyonu %2,

2.5. Semenin Genel Ozellikleri

Semen sivist spermatozoa ve spermatozoalarin digindaki kisim olan
seminal plazmadan olusmaktadir. Semenin yaklagik olarak total volimin % 1 inden

azin1 spermatozoalar meydana getirir. Ejakilat ise hemen hemen 3 - 3,5 ml. dir. Total
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volumin 1,5- 2 ml. “si seminal vezikilden, 0,5 ml.” si prostat bezinden 0,1 - 0,2 ml.
‘si ise Cowper bezi ve Littre bezinden gelen sivilardan olusmaktadir. Ejekiilatin ilk
b6lumi spermden zengin olup daha sonraki kisimlari ise daha ¢ok seminal vezikilden
salgilanan sivilardan meydana gelir. Seminal sivinin yapisi ise Viskoz, hafif alkali olup,
flavine igerdigi icin acik sar1 renk olarak gdzlemlenir 2. Ayrica bunlara ek olarak,
seminal plazmanin pH ’1 ortalama 7,2 - 7,8 olup en énemli gorevleri spermatozoanin

transportunu saglamak ve vajenin pH inda tampon olusturmaktir 24,

Ejakiilatin ilk kismi, sperm ve prostat bezinden gelen sekresyon
sonucunda sitrik asit yoniinden oldukca zengindir. Fruktoz ise seminal vezikullerinden
sekresyon edilen major uriinddr ve seminal plazma sivis1 ylksek konsantrasyonlarda
¢inko, sitrik asit, potasyum, fruktoz, fosforilkolin, prostaglandinler ve serbest amino
asitler icermektedir. Ayrica bunlara ek olarak yiksek oranlarda laktat dehidrogenaz,
asit fosfataz, beta glukronidaz, prostat spesifik antijen (PSA),IgG, IgA, IgE, IgM, FSH,
LH, glikoprotein, inhibin, antitripsin, insilin, kininojen, relaksin, prolaktin, steroid

baglayici proteinlerle birlikte kan grubu antijenlerini de icermektedir 26

Semen sivisinda goriilebilecek diger hiicresel elemanlar ise 16kosit
eritrosit, epitel, sertoli ve prostatik hiicrelerdir 2’. Seminal sivinm igindeki elemanlar
spermatozoalarin fertilizasyon yetenegi ve aktivitesini énemli dlcude etkileyebilirler
bu sebepten dolayi infertil bir durumla karsilasildigi zaman, semen analizinin yani sira

tiim bezlerden sekresyon edilen sivilar da degerlendirilmeye alinmalidir 282930,

2.6. Infertil Erkek Bireylerin Degerlendirilmesi

Infertilite sebebiyle IVF departmanima bagvuran her bir erkegin dykiisii,
Ozgegmisi ve bunlarin yanisira soyge¢misleri hakkinda iyi bilgi edinilip, fizik
muayenesi yapilmalidir 3. Infertil erkek bireylerin degerlendirilmesindeki temel
amaclar sirasiyla ilk olarak dizeltilebilecek durumlar1 belirlemek, daha sonra erkek
hastadan alinan semen drneginin {iremeye yardime1 teknikler (UYT) yardimu ile tedavi
edilebilecek olan veya duzeltilemeyen durumlari belirlemek , ardindan tedavi
surecinde teknikler yetersiz ise sadece dondr inseminasyonu ile dizeltilebilecek

olgulart belirlemek, devaminda ise kisirlikla birlikte olabilecek olan 6nemli
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hastaliklar1 saptamak ve son olarak ise hastayi, dogacak bebegi etkileyebilecek

kromozom kaynakli ve genetik anomali olusturacak durumlar1 belirlemektir.

2.7. Oyku ve Fizik Muayene

Oncelik olarak hastanm infertilite dykiisii dinlendikten sonra sekstiel ve
tibbi Oykiisu, ¢ocukluk caginda ge¢irmis olabilecek herhangi bir hastalik durumu,
cerrahi ve aile Oykiisii detaylica dinlenmelidir. Ayrica bunlara ek olarak, fiziki
muayenede hastanin genel vicut gorinimine, sekonder seks karakterlerine,

skrotumuna, testis volimlerine, epididimler ve vaz deferenaslarina bakilmadilir.

2.8. Laboratuvar ve Goruntileme

Infertil erkek bireyler de oOykii ve fizik muayeneden sonra
degerlendirilecek olan ilk laboratuvar testi semen sivi analizidir. WHO 1999 ve 2010
y1li semen s1vis1 parametrelerinin referans degerleri tablo 1” de belirtilmistir. Ilk semen
testi sonucu normal yeni bir semen analizine gerek olmayabilir ama ikinci kez semen
analizinin yapilmasinda hi¢bir problem yoktur ama eger test sonucunda anormal
durumlar s6z konusu ise bir ay sonra ikinci hatta tglinci kez semen analizi yapilabilir
8 Bunlara ek olarak, daha o©nceden ©neminden bahsedilen HHG aksin
degerlendirilmesi yapilmalidir ve kanda bulunan FSH ve Total Testosteron (TT)
seviyeleri, ayrica gerek duyulur ise LH, Estradiol (E2) ve Prolaktin (PRL) dizeyleri
de Olclliip degerlendirilmelidir. Tiim bahsedilen degerlendirilmelerden sonra eger
gerek duyulur ise skrotal ultrasonografi (USG) veya transrektal ultrasonografi

(TRUSG) gibi goriintiileme sistemlerine basvurulabilir.
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Tablo 1. WHO 2010 yil1 semen parametreleri referans degerleri '

Parametreler Normal Degerler

Voltm (ml) 1,5 7

pH z27.2

Spermatoza sayisi/ml (106/ml) 15 (12-16)

7Tota| Spermato.ﬁ SayIVSrl (106,;é;ak[)|at) 39133-4(%

Total progresif hareketlilik (%)* 32(31-34)

Canli spermatozoa (%) 58 (55-63)

Sekil (normal %) 4 (3,0-4,0)

Peroksidaz (+) Iokosit (106 /ml) <1.0

* Fjakulasyondan sonra 60 dakika icinde, tleri hizl, hareketli ve ileri yavas hareketli
sperm sayisi %40°dan veya ilen hizli hareketh spermlenn sayisi %32'den fazla olmahidir

2.9. Erkek Infertilite Nedenleri
2.9.1. Pre-Testikilar Nedenler

2.9.1.1 Hipotalamus Hastahklarn

Hipotalamus bezi kaynakli hastaliklarin basinda hipogonadizm ile
birlikte ortaya ¢ikan Kallman Sendromu infertilite nedenlerinden biri olarak
bilinmektedir. Olgularin ortalama %211 lik kismi X kromozomlu gen mutasyonu
gosterir iken diger durumlarda otozomal kalitim seklinde gorilmektedir 3. Erken
embriyonik dénemde X kromozomu uzerinde bulunan genindeki delesyondan
kaynakl1 Kallman sendromu, hipogonadotropik hipogonadizm ile tanimlanmaktadir .
Izole LH eksikligi ise bir diger hipotalamus bezinden kaynakli hastaliklardan biridir.
Bu durumda, intratestikuler testosteron Uretimi ve spermatogenezin uyarilmasi igin
yeterli LH ortamda bulunurken virilizasyonu aktif etmek igin yetersiz LH” in tiretildigi
gonadotropin eksikligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu erkek bireylerde testisler normal
blyuklikte olup ejakulatlarinda sperm sayisi az g0zlemlenmistir. Ayrica, plazma FSH
seviyeleri normal gériinse bile serum-LH ve testosteron degerleri diisii seyreder. izole

FSH eksikliginde ise bu sefer FSH iiretimi yetersizdir ancak testis biiytikliikleri,
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testesteron ve LH seviyeleri normal diizeydedir. Ayrica, sperm sayisi olgulara gore
degisik gostermektedir *°. Dogum kaynakl1 hipogonadotropik sendromlar ise Prader -
Willi sendromu gibi genetik obezite, kiigik eller ve ayaklar, gelismede ki gerilik gibi

hipogonadizmle iliskili olup hipotalamik Gn-RH eksikliginden meydana gelmektedir
35

2.9.1.2. Hipofiz Hastaliklar:

Dokularda meydana gelen timér olusumlari, enfarktlar, radyasyona
magruz kalma, infiltratif ve grantlomat6z gibi durumlar bilindigi tizere hipofiz
yetersizligine neden olabilir. Hiperprolaktinemi ise dolasimda bulunan PRL
seviyesinin artmasina baglidir ve bunun en 6nemli nedeni PRL salgilanmasmi
saglayan hipofiz adenomdur. Bu durum sonucunda ise PRL dizeyinin yukselmesi
FSH, LH ve testosteron hormonlarmi azaltarak infertiliteye sebep olur %. Ayrica
bahsedilenlere ek olarak, dolasimdaki Ostrojen veya androjen seviyelerinin fazlaligi
testosteron-ostrojen oraninda dengesizlige sebep oldugu igin erkek infertilitesine
sebep olabilir. Ostrojen ve androjen fazlalig1 hipofizden gonadotropin salgilanmasinin
azalmasina sebep olup boylece sekonder testis yetersizligi sebebiyle infertiliteye neden

olur %,
2.9.2. Testiktlar Nedenler
2.9.2.1. Kromozom Kaynakh

2.9.2.1.1. 46 XX Male Sendromu

XX kromozomuna sahip erkek bireyler disi karyotipi gdsterirken
fenotip goriiniisleri erkektir ve disi genital bulundurmazlar . Rekombinasyonun
gerceklestigi esnada SRY genleri, X kromozomuna baglandigi i¢in gonadlar testise
donlisiim gosterir ama diger taraftan azoospermi faktor (AZF) genleri ise Y
kromozomu Uzerinde baglanti1 yapacagi i¢in XX kromozomlu erkekler azospermik ve

infertil bireylerdir *°.

2.9.2.1.2. Klinefelter Sendromu

Klinefelter Sendromu erkek hipogonadizmine ve erkek infertilitesine

36

sebep olarak en sik goriilen nedenlerin basinda gelmektedir Olgularin
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cogunlugunda kromozomal aberasyon (47, XXY) sebep olur iken, yaklasik %20 sin
de 46, XY / 47, XXY mozaizmi ya da 48, XXYY gibi birden fazla Y kromozomu

gozlemlenmektedir 3.

2.9.2.1.3. 47, XYY Sendromu

Erkek bireylerde mayoz-l1l bolinme sathasinda gergeklesen Y
kromozomunun ayrilmama durumudur ve bu durumlarda genellikle infertilite
gozlemlenmez 3. Dolasimdaki hormonal degerler goz oniine alindiginda ise FSH
yuksek, LH ve testesteron seviyeleri normal seyretmektedir, ayrica bahsedilenlere ek
olarak semen analizlerinde ise genelde azoospermik veya oligospermik olgular1 ortaya
¢ikabilir %,

2.9.2.2. Gonadotoksin Kaynakh

Infertilite nedenlerinin basinda testisler tizerinde negatif etkiye sahip

radyasyon magruz kalma ve kullanilan cesitli ilag igerikleri gelmektedir 3.

2.9.2.3. Sistemik Hastahk Kaynakh

Bazi sistemik hastaliklar karaciger sirozu, bobrek yetmezligi veya orak
hlicre anemisi olarak bilinen gibi farkli mekanizmalar testisler zerine negatif etki

ederek infertiliteye sebebiyet verebilirler °.
2.9.2.4. Defektif Androjen Aktivitesi Kaynakh

2.9.2.4.1. So- Reduktaz Eksikligi

5a- Reduktaz eksikliginde testislerin ve Wolf kanallar1 tiirevlerinin, i¢
genital organlar gibi normal gelisim gostermesiyle beraber bazi belirsiz dis genital
organlarin olusumu gézlemlenir. Normal gelisim evresinde skrotuma inen testislerde
spermatogenez gergeklesmesi tamamlanmis olmasina ragmen bu olgularda infertilite

dis genital fonksiyonlarmnmn bozuklugundan kaynaklanmis olabilmektedir *°.

2.9.2.4.2. Androjen — Receptor Eksikligi

Androjen reseptori geninde olusabilecek herhangi bir mutasyon 46,
XX kromozomlu infertil kadin ve 46, XY koromozomlu azospermik erkek

fenotiplerini meydana getirebilmektedir .
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2.9.2.5. Testis Hasarlanmalan

Bu hasarlanmalar igerisinde orsit, travma veya torsiyon gibi durumlar infertiliteye

sebep olabilir *°.

2.9.2.6. Kriptorsidizm (Inmemis Testis)

Kriptosidizm olarak adlandirilan skrotuma inmemis testis durumlari
genel gelisim kusuru olarak goriilmekte olup ve testisin kanser olma riskini
attrmaktadir. Ayrica, yenidogan bebekte inmemis testis morfolojik olarak normal
edilir iken 2 yasma gelindiginde erken donem germ hicrelerinde yapisal ve

fonksiyonel bozukluklar g6zlemlenmektedir °.

2.9.2.7. Varikosel

Testis toplar damarlarinda neredeyse ergenlik déneminden itibaren
meydana gelen genislemeler ve bunun sonucunca olusan varislesmelerdir. Varikosel
bircok sebeple testisi etkileyerek kisirliga neden olabilirken ayni zaman da testesteron
hormonu azalmasina, kasik ve bacak agrilarina ve ergenlik caginda testisin

boyutlarinm kiigiik kalmasina sebep olabilmektedir .

2.9.2.8. idiyopatik Nedenler

Kisir erkeklerin hemen hemen %25 - %50 inde tanimlanabilecek

herhangi bir neden bulunmamaktadir *°.
2.9.3. Post Testikular Nedenler
2.9.3.1. Reproduktif Yol Obstriksiyonu

2.9.3.1.1. Dogumsal Kaynakh Blokaj Olusumlari

Dogumsal blokaj olusumlarinin ilk swrasinda Kistik Fibrozis olarak
adlandirilan otozomal resesif ile taginan olgu vardir. Burada, CFTR (7q31,20) geninde
olusan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin hemen hemen % 90 1
konjenital bilateral vaz deferens agenezin kaynakli OA’ dir. CFTR geni iyon kanali
olarak gorev yapar ve ayn1 zamanda seminal vezikil, ejakulatuar kanal, vaz deferens
ve epididim distal kismmin biiyiik bdliimiiniin membran proteinini kodlar *. Vaz

deferensin tek tarafli agenezisi genellikle ayni tarafta bulunan bobrek yoklugu
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ilebirlikte gozlemlenir %, Young Sendromu ise hemen hemen Kistik Fibrozis ve
konjenital vaz deferans yoklugundan benzer olsalar da klinik ve etyolojik bulgular
acisindan farkliliklar gostermektedirler. Young Sendromu aslinda kronik siniizit,
azospermi ve bronsiyekrazi ile birlikte gdzlemlenmektedir 3. Eriskin polikistik bobrek
hastaligida yine dogumsal kaynakli blokaj olusumlar1 igerisinde yer almakta olup ve
burada ise seminal vezikiil veya epididimdeki kistten kaynakli tikaniklik kisirliga
sebep olmaktadir. Son olarak, ejakllatuvar kanal blokajin da obstriiksiyon dogal
gozlemlenebildigi gibi dogumsal atrezisi, seminal vezikiilde bulunan taglar, Miiller
kanal kistler, ya da cerrahi bir islem sonrasin da olusabilecek skar dokusunada bagl

olabilmektedir .

2.9.3.1.2. Edinsel Blokajlar

Edinsel blokajlar icerisinde vazektomi operasyonu, bakteriyel

enfeksiyonlar ve kasik ya da fitik cerrahi islemleri yer almaktadir .

2.9.3.1.3. Fonksiyonel Blokajlar

Fonksiyonel blokajlar ise vaz deferans veya seminal vezikuller gibi

yapilarda gergeklesen kasilma kabiliyetlerinin bozulma durumlaridir .

2.9.3.2. Sperm Fonksiyonu ve Hareketliligi ile Ilgili Hastahklar

Spermde hiicresinde olusan defektlerin sebebi aksonemlerinde gorulen
siliyal1 hiicrelerin anormallikleridir, kartagener sendromu bu olguya gulzel bir érnektir.
Testisler de yiiksek oranda antijenik sperm bulunmaktadir, testis ttorsiyonu, vazektomi
veya testis biyopsi sonucu olusan patolojik immun mekanizmalarnin tetiklenmesiyle
sperm antikorlarmin olusumu ve dolayisiyla otoimmun infertilite sebep olmakta ve bu

olgu da immiinolojik infertilite olarak adlandirilmaktadr *.

2.10. Fertilizasyonun Molekuler Temeli

Fertilizasyon sperm hiicresi ile yumurta hiicresi arasinda gergeklesen
birden fazla kompleks etkilesimin gergeklesmesi siirecidir. Spermatogenezin
baglamasinda yaklagik 72 gin sonra olsan sperm hiicreleri epididimin kuyruk
bolgesinde lokalize olur. Sperm hucresi motil olma ve fertilizasyon yetenegini

epididimdeki transport sirasinda adim adim ilerme yaparken kazanir. Ejakulasyon
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slirecinin hemen ardindan semen ilk olarak koagule olur, daha sonra ise yaklasik olarak
30 dakika icerisinde prostat enzimlerinin yardimi sayesinde likefiye olur. Vajenin
icerisi asidik oldugu igin semenin alkali olma 6zelligi sperm hiicrelerini bu bolgede
kisa stireli korumaktadir dolayisi ile sperm hiicreleri vajen igerisinde yaklagik 2 saatten
fazla kalir ise burada fertil olma fonksiyonlarini kaybedirler. Ejakiilasyon siirecinden
yaklasik olarak 90 saniye sonrasin da sperm hiicreleri servikal mukusa ulagmis olur ve
sadece %1 ‘i kadar1 iist genital olarak tanimlanan bdlgeye ulasabilirler *. Erkek
sperminin fertilizasyon yetenegi kazanabilmesi igin bazi hiicresel degisikliklere
ihtiya¢c duyulur ve bu sirecler sperm kapasitasyonu olarak adlandiriimaktadir. Bu
stire¢ sonucunda ise sperm hicresi hiperaktif motilitesini, akrozom reaksiyonunu

gerceklestirebilme ve zona pellusidaya baglanabilme kabiliyetini kazanmis olur 3¢,

2.10.1. Sperm Hiicresinin Kadin Genital Sistemindeki Transportu

Sperm hiicresi kadin genital sisteminde gecen transport sure¢ boyunca
fertilizasyon islemini gergeklestirmek adina birtakim fonksiyonlar kazanmaktadir.
Epididim ve seminal s1v1 igerisinde bulunan kolesterol ve turevi maddeler yolculuk
sirasinda sperm hucresinin yiizeyinden ayrilmaktadir. Yardimci tireme tedavilerinde
kullanilan spermlerin swim-up gibi yontemlerle yikanmasmdaki gaye sperm
kapasitasyonunu saglamak ve ylizeylerinde bulunan kapasitasyon &nleyici
maddelerden spermleri armdirmaktir. Sperm kapasitasyon slreci esnasinda
gerceklesen en O6nemli olaylarm basinda ise protein fosforilasyonu ve kalsiyumun

iyonunun sperm icine girmesi gelmektedir 2°.

Spermin uterotubal bolime yonelme egilimi ve daha sonra yumurta ile
karsilasip onun ekstraselliler matriksine girmesigibi sireclerde bircok 6nemli
molekiiler etkilesim gerceklesmektedir. Bu molekiiler etkilesimlerin basinda spermin
dis katmaninda bulunan B-Defensin-126 (DEFB126) adi verilen protein gelmektedir
ve bu protein gibi turevleri de erkek aksesuvar bezlerinden salgilanmaktadir.
Bahsedilen bu protein kanal epitelleri tzerinde sagladig: elektriksel gevre spermin

kolayca ilerlemesi ve servikal mukustan gecmesini saglamaktadir %.

Sperm hiicresinin kadin genital sistemi igerisindeki transportu sirasinda

tubanin istmus kisminda bulunan mukoza yapisi spermin ampulla bélimine gegisinin
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yavaslamasina sebep olur ve boylece fallop tiipiinde spermin bulunmasi gereken siire
uzatmis olup polispermik fertilizasyon olusumu engellenir. Ayrica yukarida
bahsedilenlere ek olarak, sadece kapasitasyon surecini tamamlayan spermler

ampullaya dogru ilerleme kaydedebilirler 3.

Ejakulatta bulunan yaklasik olarak 200 - 300 milyon sperm hiicresinin
ortalama 1000 sperm hiicresinden daha azi oositin yanina ulasmayi1 basarir. Uterotubal
kismini ge¢gmek igin sperm yuzey membran proteinleri, bunlar, fertilin , calmegin,
testis-spesifik ACE ve Adam proteinlerinden Adam-2, veya Adam-3 gerekmektedir.
Bu proteinlerin bulunmamasi: durumunda ise sperm hiicresinde normal motilite
kabiliyeti ve saglam morfoloji go6zlemlense bile tubal gecisin olusumu
gorilmeyebilmektedir. Uterotubal bliimden gegen sperm hiicrelerinin siradaki adimi
spermler istmus Uzerinde bulunan mukozal yapi1 (zerinde fertilizasyon olay:
gerceklesene kadar beklemektir. Bu siirecte erkek seminal vezikiiliinden salgilanan

Annexin ailesi proteinlerden bazilar1 sperm baglama ve depolamada gérev alirlar.

Kadinda ovulasyon dénemi yaklastik¢a sperm hicreleri de istmusdan
ayrilir ve ampullaya dogru hareketlenmeye baslar ancak bunu sadece kapasitasyon
slirecini tamamlayan sperm hcreleri yapabilirler. CatSper proteini sperm hiicresinde
bulunan katyon kanal proteinleri ailesinde yer almaktadir. Arastirmacilar tarafindan
yapilan bir ¢alismada CatSperl —/— fare spermlerinin istmus epitelinden ayrilamadigi
ve bunun sonucunda ise ampullaya dogru hareket edemediklerini ortaya ¢ikarmislardir
3 Ayrica bunlara ek olarak, CatSper-1 kanal proteini sayesinde kalsiyum iyonunun
hiicre i¢ine alindigini ve dolayist ile sperm hiicresinin hiperaktif hareketlilik yetenegini
sagladig1 gosterilmistir. Dolayist ile, CatSper-1 genini kodlayan proteinde meydana
gelebilecek mutasyonun infertiliteye sebep oldugu ortaya ¢ikmustir. Sperm hiicresinin
mpullaya hareket etmesindeki tek ama¢ kumulus yumurta kompleksini bulmak ve
fertilizasyon islemini gergeklestirmektir. Kumulus yumurta kompleks yapisi ise Zona
Pellusida (ZP) ile c¢evrili ovulasyonu bitmis yumurtadan olusmaktadir. Sperm
hucresinin kumulus yapisina ulagsmasinda gorevli folikiiler sivi ve yumurta hlicresini
cevreleyen kumulus yapismin igerisinde bir¢ok yardimci protein bulunmakta olup

progesteron bahsedilen bu yardime: proteinlere bir ornektir .
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2.10.2. Akrozom Reaksiyonu

Sperm hiicresinin bas kisminda akrozom adi verilen bir yapi bulunur ve burada
gerceklesen molekiiler etkilesime akrozom reaksiyonu adi verilir. Akrozom
reaksiyonunu sadece kapasitasyon siirecini tamamlamis sperm hiicreleri
gergeklestirebilir ve akrozom reaksiyonu yumurta ile sperm hiicresinin birlesmesi i¢in

gereken ilk kosuldur %,

In-vitro ortamda akrozom reaksiyonunun gerceklesebilmesi icin yapilan arastirmalar
zona pellicuda (ZP) yapismnin zedelenmesi ya da bozulmasi gerektigini
gOstermektedir. Ayrica, yaklasik %20 ile %40 oraninda kapasitasyonunu tamamlayan
sperm hiicrelerinin IVF ortaminda akrozom reaksiyonunu gerceklestirdikleri, herhangi
ek tedaviye ihtiyag olmadigi gosterilmistir. Bunun sonucunda ise, in vitro ortamda
toplanan yumurtalarla Kumulus Ooforus denen yap:1 ve ZP olmadan spermlerin
fertilizasyonu gergeklestirdigi gorilmiistiir dolayis1 ile akrozom reksiyonunun

gerceklesmesi igin sperm ve ZP baglantisinin gerekmedigi ortaya ¢ikmustir.
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Akrozom reaksiyonunda kalsiyum iyonunun hicre igine almmasi
sonrasinda fosfolipaz ve aktive PIP2 den diacilgiserol (DAG) meydana gelir boylece
hiicre i¢inden kalsiyum iyonunun salinmasi ve gerekli proteinlerin fosforilasyonu

gerceklesir 3.
2.10.3. Zona Pellusida (ZP)’nmin Biyokimyasal Modifikasyonu ve Penetrasyonu

Zona Pellucida (ZP) nin yapis1 glikolize edilmis Zp-1, Zp-2 ve Zp-3
olarak adlandirilan (¢ ana proteinden olusmaktadir. Arastirmacilar tarafindan yapilan
calisgamalar sonucunda Zp-3 proteininin sperm reseptorii oldugu ve akrozom
reaksiyonunu baslatmada gorev aldigi gosterilmistir. Ayrica, Zp-2 proteininin
akrozom reaksiyonunu tamamlamis Sperm hicreleri igin ise ZP’ den gegerken
etklesimde olunan bir receptér oldugu kabul edilmistir. Fertilize olan yumurta
hlicresinde Zp-2 proteinin Zp-2f olarak adlandirilan bir yapiya doniisiir ve bu doniisiim
donrasida sperm hiicrelerinin ayni1 yamurtay: giris yapmasi engellenir. Diger taraftan
Zp-1 proteini Zp-2 / Zp-3 baglanmasini saglayarak ZP yapisinda ipliksi ag olusumu
saglar. Fareler tlizerinde yapilan ¢alismalar gosterdi ki Zp-1 proteini ve Zp-2 proteinin
olmadigi durumlarda bile ZP yapisi olusmakta ve yumurtanin fertilizasyonu
gerceklesmektedir ama Zp-3 protein yapisinda bozukluk oldugunda ise ZP olusumu
gbzlemlenmezken yine ZP’si olmayan yumurta hicreleri normal sperm hicreleri ile

fertilizasyonlarin1 gerceklestirebilmektedir =°.

Sperm hicre yilzeyinde bulunan proteazlar1 proteinlerin yapisal
biiiitiinligiing bozarak sperm hiicresinin yumurta igine girmesini saglar. Acr olarak
adlandirilan akrozomal enzim akrozom reaksiyonu sonrasinda ortaya ¢ikar. Yapilan
arastrmalar her ne kadar Acr enziminin fertilizasyon igin 6nemli oldugunu ileri
sirseler ~de  Acr enzimi icermeyen sperm  hucreleri  fertilizasyon
gerceklestirebilmektedir bunun sebebinin ise Acr- knock- out farelerde spermlerin
fertilizasyon yeteneklerini alternatif olarak kullanilan proteazlarin sayesinde
olduguortaya ¢ikmistir ve bes adet testis spesifik Serin-proteaz enzimi bulunmus olup

ve Tespl, Tesp2, Tesp3, Tesp4, ve Tesps olarak adlandiriimgtir %,
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2.10.4. Sperm -Yumurta Birlesimi

Zona Pellucida yapisindan gegen akrozom reaksiyonunu tamamlamis
sperm hdcreleri yumurtanin plazma membranina yapisirlar ve sadece akrozom
reaksiyonunu tamamlamis sperm hiicrelerinde bulunan fusogenler olarak bilinen
genler aktive olabilmektedir. Ayrica, Izumo-1, Cd46 ve Mn9 gibi sperm antijenleri
sadece akrozom reaksiyonu gerceklesmis ve bitmis ise antikorlarla reaksiyona
girebililirler. Sperm-yumurta flizyonunu OBF13 olarak adlandirilan monoklonal
antijen engellemektedir ve bunun yanisira ayni aileden olan antijenlerin flizyon igin
onemli gorevleri vardir. Yapilan ¢alismalarda, Izumo-1 antijeninden yoksun farelerin
mutant spermleri ZP yi ge¢meyi basarsalar bile infertildirler. Ayrica, 1zumo-1’den
yoksun erkek farelerin spermleri kullanilarak yapilan ICSI de ki birlesme asamasi
bypass islemi yapilarak yiritildigi igin yumurta fertilize olmus ve uterusa
yerlestirilen embriyonun gelisim devam edebilmistir bu sebepten dolay1 Izumo-1
proteini yumurta ile sperm birlesmesi esnasinda énemli gorevleri vardir. Akrozom
reaksiyonu tamamlandiktan sonra lzumo-1 proteini yumurta-sperm flizyonu
gergeklestiren spermin basinin  6n  kisminda localize olmaktadir. Yukarida
bahsedilenlere ek olarak, yapilan baska bir ¢alismada ise Testis- spesifik Serine kinaz-
6 (Tssk-6) eksikligi olan farelerde ZP yapisina baglanma mekanizmasinda bozulma
gbzlemlenmistir. Yumurta Gzerinde bulunan a-6B1 integrin ise sperm hiicresi igin
onemli bir fuzyon proteini olup, integrin ailesi icerisinde yer alan tetraspan Cd-9
yumurta yiizey proteini de fertilizasyon esnasinda dnemlidir. Izumo-1 proteini sperm
hiicresinin yumurta hicresine baglanmasinda etkili iken, Cd-9 proteini de yumurta

hiicresinin sperm hiicresine baglanmasinda énemlidir *.

2.11. Yardime1 Ureme Tekniklerinde Kriyoprezervasyon

2.11.1. Kriyoprezervasyon (Dondurarak Saklama)

Kriyoprezervasyon dokularin ve hicrelerin sifir derecenin altindaki

1silara magruz birakilip sogutularak butlin biyolojik aktivitelerinin sona erdirilimesi ve
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ileride kullanilmak igin saklanmasini ifade eden islemdir. Buradaki asil ama¢ ¢ok
diisiik 1s1 ortaminda bile canli doku ya da hiicrenin alabilecegi minimum hasar ile
fonksiyon kayb1 yasamadan uzun siireli saklanmasi durumudur ¥. Ayrica, iireme
hicreleri ya da dokularinin dondurulup saklanabilmesi ve gelecekte istenildiginde
¢ozilliip saglikli bicimde kullanilabilmesi Yardimla Ureme Teknolojilerinin (YUT)

gelisimi acisidan 6nemlidir 3,

Spermin dondurularak saklanmasi, azospermik erkek hastalardan 1990’
It yillarda cerrahi yontem uygulanarak alman testikiiler spermin kullanilmaya
baslanmasiyla zorunlu olmustur. Kriyoprezervasyon islemi iiremeye yardimci
tedavilerde basariy1 arttirmis olup, ayni zamanda testis cerrahisi, radyoterapi ve
kemoterapi tedavilerinden 6nce uygulandiginda gelecekteki fertilitenin korunmasina

fayda saglamistir 3°

. Embriyo ve gamet kriyoprezervasyon prosedirindeki ilk
basamak once hiicrelerin veya dokularm Kriyoprotektan maddelerle dengelenmesi
ardindan sogutulmasi, sivi nitrojen tank icinde (-196°C) ’de depolanmasi ve
cozilurken ise kriyoprotektan maddelerden uzaklastirilarak gamet ve embriyolarin

canliliklarin1 koruyabilecekleri fizyolojik ortamlara aktarilmasidir °.

2.11.2. Kriyobiyoloji

Kriyobiyolojide amac¢ hicrenin  izotonik ortam icerisinde
dondurulmasidir ve bu sebepten dolayi 1sinin azalmasiyla birlikte su molekiillerinde
azalma, ortamin osmolaritesinin artmasiyla birlikte olusan hipertonik ortam olusumu,
hiicrenin su kaybetmesi ile sonuglanan dehidrasyon olayidir. Bahsedilen bu hiicresel
degisikliklerde asil dnemli olan dehidrasyon hizidir, ¢linkii bu hiz hiicre canliligmin
devami igin ¢ok 6dnemlidir. Dehidrasyon hizini belirleyen parametreler ise Suya karsi
olusan plazma-membran gecirgenlik yeterliligi, Kriyoprotektan maddenin tlrl ve
aktivasyon enerjileridir 3’. Dondurma ve c¢dzdiirme sonrasi hiicrenin saglikli
kalabilmesi durumu, i¢inde buz kristallerinin olusumu oraniyla baglantilidir. Dolayisi
ile, buz olusumuna neden olan hiicre i¢inde bulunan su miktarmi en alt seviyeye
indiren sogutma ve 1sitma derecelerinin uygulanmasinin yani sira uygun koruyucu
maddeler kullanilmasi da yukarida bahsedilen kristallerin olusumunu ytiksek oranda
azaltmaktadir **. Arastirmacilar tarafindan insan spermleri iizerinde yapilan calismalar

belli sogutma ve 1sitma hizlarimi sperm hucrelerinin tolere ettigini gostermistir.
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Dondurma islemi sirasinda sogutma hizi eger ¢ok hizli gergeklestirilir ise hiicre
icindeki su disar1 ¢ikamaz ve intraselliiler buzlanma denilen yapilar olusup hicre
Oliimleri gergeklesebilir. Ayrica, tam tersine bu islem ¢ok yavas yapilir ise ortamin
osmolaritesindeki artig ve hiicrenin dehidrate hale gelme durumu hasarlanmaya veya
hicre 6limine sebep olabilir. Bahsedilen bu durumlardan dolayi, buz olusumunun
engellenmesi nedeniyle diisiik sogutma hizlar1 tercih edilmeli ancak bu ydntemin de
uzun slre yuksek osmolarite ile karsilasan hiicrenin membran lipoproteinlerinde

denatiirasyon sebebiyle sitoliz olaymnm olusmasidir 2,

Sperm hicresinin saklanma kosullar1 optimal degerler igerisinde
gerceklestirildigi zaman saklanma siresinin  sperm Kkalitesine olumsuz etkisi
gorilmemektedir *!. Kriyoprezervasyon isleminde bes onemli basamak vardr,
bunlardan birincisi; su kristalizasyonu olusumuna sebep olacak hicresel
hasarlanmalar1 azaltan kriyoprotektan maddeler ile ilk etkilesim, ikinci olarak 0°C’
nin altindaki sicakliklara kadar sperm hucresini dondurmak, tguncl basamakta ise
saklamak, dordlincu basamakta ¢6zmek ve son olarak besinci basamakta ise diliisyon
ve kriyoprotektan maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi, fizyolojik ortama geri
donmesi islemleri vardwr. BUtin bu yukarida bahsedilen kriyoprezervasyon
basamaklar1 gerceklestirilirken hiicre hasar1 minimal olup, hiicrenin yapisal biitiinligu
ile birlikte fonksiyonel tiim 6zellikleri korunmalidir. Saklama kosullari igin ideal olan
deger ise -196 °C’ deki siv1 nitrojendir ve bu degere ulasildiktan sonra gegen siirenin

canlilik iizerine herhangi bir negatif etkisi yoktur 384°,

2.11.3. Kriyoprezervasyon Kaynakh Hiicresel Hasarlanmalar

Dondurma islemi sirasinda hiicrelerin maruz kaldigi iki tip stress
mevcuttur, bunlardan birincisi temel stres olup diisiik sicakligin etkileri iken, ikincisi
buz olusumundan kaynakli hiicrede meydana gelen fiziksel degisiklikler. Dondurma
islemi hasar1 sebebiyle ¢6zme sonrasinda sperm motilitesinde yavaslama, sperm-oosit
fuzyon kapasitesinde azalma veya plazma membran-lipid peroksidasyonuna bagli
olarak fertilizasyon olumsuz etkilenebilmektedir. Dondurma hasarmin nedenleri ise

strastyla, hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu, yogun dehidrate ortam olusumu ve
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hicre ici ortamda meydana gelen pH degisiklikleri ve son olarak protein
denatiirasyonudur. Ayrica yukarida bahsedilen dondurma hasarlarina ek olarak, ortam
1s1s1, konsantrasyon farki, hiicrenin gegirgenligi, hiicre yuzey-hacim orani,
kriyoprotektan maddenin niteligi, hiicre zarinin yapisi da etkili faktorler arasindadir.
Dolayisi ile dondurma islemi esnasinda en temel hiicre hasar1 dondurma ve 6zellikle
¢ozme asamasinda gerceklesmekte olup, yavas dondurma ve hizli ¢6zme bu nedenle

kriyoprezervasyon esnasinda en 6nemli asamalardir 4,

2.11.4. Kriyoprezervasyon Isleminde Kullanilan Kriyoprotektan Maddeler

Kriyoprezervasyon islemi sirasinda hiicreyi dondurulma hasarindan
korudugu diisiiniilerek hazirlanan maddelerdir, ancak hucreler icin toksik 0zellik
tagirlar. Hiicre iginde ve disinda kalarak etkinligini gosteren kriyoprotektanlar vardir.
Gliserol, DMSO (Dimetil stilfoksit) ve Pro-H (Propilen gilkol) hiicre igine girebilen
koruyucu maddeler icerisinde olup intraselliler buz kristalleri olusumunu -40 °C’ ye
kadar dustirebilir ve hicreyi solisyonun toksik etkilerinden koruyabilirler. Hiicre
disinda kalanlar ise membrandan gecemeyecek biyiklikte olup, monosakkaritler,
disakkaritler ve trisakkaritlerdir. Bu kriyoprotektan tdrleri ise hiicre zarmi osmotik
basing degisikligine karsi korur iken ayni zamanda ve hiicrenin ¢ézdiirme islemi

sirasinda fazla sismesini de onlerler 4,

Sperm dondurma soliisyonlarinda intraselliiler ajan olarak % 5 - 15” lik
gliserol tercih edilirken aslinda en verimli sonu¢ etilen glikol ile alindigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Ayrica ekstraselliler ajan olarak stikrozin tercih
edilmesinin sebebinin ise biiyiik molekiil olmasi ve hiicre zarindan gegememesidir.
Dolayis1 ile sogutma islemi swrasinda dehidratasyonu baslatir iken ¢6zme islemi
sirasinda da hiicrenin lizisini Onler, konsantrasyon farki sayesinde intrasellGler
kriyoprotektan maddenin hiicre i¢inden uzaklagmasini saglar. Ayrica, dondurulan
sperm hicrelerinin ¢oziildiigll zaman canlilik oranlarmni artirmak icin glisin ya da
yumurta aki gibi ek kriyoprotektan maddeler de katilarak dondurma soliisyonlari

hazirlanabilmektedir 8.
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2.11.5. Kriyoprezervasyon Yontemleri

Dondurma protokdlii esnasinda dondurma hizi her hiicre tipine 6zgun
olmalidir. Optimum hiz, dondurulan materyale gore degisir, 0rnegin parcalanmis
sperm dokularinin homojenizasyonu veya semen ve aspire edilen hicreler
dondurulurken hizli dondurma, doku dondurma ve single sperm dondurma sirasinda
yavas dondurma teknigi tercih edilmelidir. Hizli dondurmanin yavas dondurma
prosedirlerinden en 0Onemli farki kullanilan  kriyoprotektanlarin  yuksek
konsantrasyonda olmasidir. Sperm hiicreleri ejakiilasyondan hemen sonra igleme
alinmaz, semen sivisinin likefaksiyon olmasi beklenir veya spermlerin yikama
isleminden sonra dondurulmas: gerceklestirilir. Likefiye olan semen sivisi
kriyoprotektif ajanlarla birebir oraninda kriyovial ya da straw icerisinde yavas sekilde
30 dakika karistirilirken nitrojen buharinda tutularak 1sinin diigmesi saglanir. Siirenin

sonunda ise strawlar s1v1 azot tankinin icerisine aktarilir 404146,

2.11.6. Kriyoprezervasyon Endikasyonlar

2.11.6.1. Fertilitenin Korunmasi

Fertilite fonksiyonunu bozabilen veya engelleyen islemlerden 6nce
semen sivisinin alinip dondurularak saklanmasi halinde ileride olabilecek herhangi bir
infertilite problemini ortadan kaldirma amacgh olarak kullanilabilir. Kemoterapi,
radyoterapi gibi lreme hiicrelerinde gergeklesen spermatogenezi kalict olarak
bozabilen kanser tedavi islemleri oncesinde ya da orsiektomi, varikoselektomi gibi

testis cerrahi islemlerin dnce gergeklestirilebilmektedir 3841,

2.11.6.2. infertilite Tedavisi

Testikiler veya epididimal yoldan sperm hiicresi elde edilen ve genelde
nonobstriiktif azospermik olgularda, agir oligozoospermik durumlarda, hipotalamo-
hipofizer hipogonadizm i¢in hipogonadotropin tedavisinde, spinalkord travmasi
geciren hastalarda yada retrograt ejakiilasyonla idrar veya genital yoldan alinan

spermler infertilite tedavisinde kullanilmaktadir 4%,
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2.11.6.3. Donasyon Spermleri

Saglikli fertil erkek bireylerden alman sperm hicreleri ileride
kullanilmak iizere dondurulma islemi uygulanarak saklanmaktadir. Erkek
infertilitesinin tedavisinde, genellikle cerrahi yontemlerle alinan testikiiler sperm
hlcrelerinin korunmasinda TESE, TESA ya da MESA gibi, kemoterapi, radyoterapi
gibi uygulamalardan 6nce spermin kriyoprezervasyonu yardimci iireme tekniklerinde

basarty1 6nemli 6lciide arttirabilmektedir °.

2.12. fyon Kanal Siiflandirilmasi

Hiicrenin plazma membraninda yer alan iyon kanallar1 voltaj
gradientine baglh olarak calisir ve bu kapilarin acilip kapanmasi ilebirlikte hiicre
icerisine metabolizma ihtiyacina gore ¢esitli iyonlar alinir ve ¢ikarilir. Voltaj kapili
iyon kanallar1 i¢in bir a- alt birim ve bunun yaninda yardimei alt birimler olarak
adlandirilan B, 6 gibi benzeri yapilar yer almaktadir. Bahsedilen bu iyon kanallarindan
bazilar1 sadece pozitif ( katyon ) ve negatif ( anyon ) yiiklii iyonlarin gegmesini saglarken
,voltaj gradientine dayali olarak ¢alisan iyon kanallar1 ise genellikle Na+ (Sodyum), Ca++
(Kalsiyum) ve K+ (Potasyum) gibi iyonlarin segici iletkenligine bagh olarak ¢alismaktadir.
Ayrica bahsedilen iyon kamallarina ek olarak, ligand kapili kanallar ise bir ligandin kanala
baglanmasiyla birlikte agik kalir veya kapamrr. Ligand kapili kanallarinin  temel

siniflandirilmasi ise primer sinyal transmitterlerine gore diizenlenmektedir #,

2.12.1. CatSper Iyon Kanal Ailesi

Katyon kanal sperm (Cation-Channel-Sperm;(CatSper)) olarak
adlandirilan kanal sperm spesifik ve kalsiyum iyonuna selektif olarak 6zellesmis zayif
voltaj bagimli olarak c¢alisan iyon kanalidir. Sperm hiicrelerinin i¢ine pozitif yiikli
kalsiyum iyonunun giris ve ¢ikisindan sorumlu olup pH duyarlidir. CatSper iyon
kanalmin erkek infertilitesinde ve sperm hiperaktivasyonunda onemi bilyiktir .
CatSper iyon kanali heterotetramerik yapmin gézenek olusumunu saglayan dort farkli
a alt biriminden meydana gelen kalsiyum kanalidir. CatSper kanallar1 kendi igerisinde
CatSperl, CatSper2, CatSper3 ve CatSper4’ e fonksiyon 6zelliklerine gore ayrilir ve
ayrica Ui yardimci alt birimden meydana gelirler, bunlar sirasiyla CatSper-f (beta),
CatSper-y (gama) and CatSper-0 (delta) olarak adlandirilmaktadir. Bahsedilen farkli
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alt birimler CatSper iyon kanalimi daha kompleks yapi1 haline getirirler.
Spermatozoanin fonksiyonel koordianasyonu saglamasi igin flagellada lokalize olup
intraselliiler pH’ a duyarhidir. Ayrica, prostaglandinler, progesteron ve diger proteinler
hticre sinyal molekiillerinin aktivasyonu icin gereklidir. Ilk gézenek yapisini olusturan
CatSper alt birimi, CatSper-1, 2001 yilinda kesfedilmis ve spermatozoa da erkek
tireme sistemi i¢in gerekli oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. CatSper2 iyon
kanali ise sinyal Peptid-Trapping teknigi kullanilarak sperm hiicre spesifik kopya gibi

tespit edilmistir. CatSper3 ve CatSper4 iyon kanallar1 ise daha sonra aydnlatilmistir
51

CatSper iyon kanallar1 diger voltaj kapili kalsiyum kanallarina benzer
dellikler goztermektedir. Cift degerlikli katyonlar olmadigi zaman, sodyum (Na*) ve
sezyum (Cs*) gibi tek degerli katyonlar1 iletebilirler ama CatSper’in ¢ift degerli
katyonlara affinitesi herzaman daha yuksektir. CatSper iyon kanallari, normal
fizyolojik kosullarda, intraselliiler-pH ve sperm memnbran potansiyali gibi degerlerde
minimal seviyede aktif kalir iken, fizyolojik uyaranlarin ya da agonistlerin varliginda
ise potansiyel olarak aktif hale gelmektedirler. Yapilan ¢alismalarda bahsedilen voltaj
kapili iyon kanallarmin bir kismu spermatositler, Spermatozoada ve testiste
g6zlemlenirken, bazi kanal proteinleri ise beyin dokusunda goriilmiistiir. Bu nedenle
Ren ve Xia, 2010 yilinda sperm fizyolojisinde 6nemi buyik olan iyon kanallarini
belirlemek igin birka¢ ayiric1 dzellik Onermislerdir. Oncelikle protein spermde
saptanabilir olmali ve antikor spesifitesi saglamasi agisindan negatif kontrol olarak
sperm O0rnegi ile dogrulanmis olmali, plach-champ kayit methodu ile tiim sperm akimi
saptanabilir olmali, sperm iyon kanal blokdrlerinin uygulanmasi ile sperm hiicrelerinin
dogal fizyolojik aktivitenin bozulmasi ve ayrica hedeflenen genin bozulmasi ile
birlikte sperm fonsiyonunda olusan bozulmanm erkek fertilitesi lizerinde negatif
etkilerinin olmasi durumlarindan dolay1 CatSper iyon kanalinin yukarida bahsedilen
kriterlerin ¢ogunu saglamasindan dolayr spermatozoada fizyolojik olarak Onemi

bilyiiktir 2.

CatSper iyon kanali, insanlarda sperm lhiicresinin flagellum kisminda
lokalize halde bulunur. Kalsiyum iyonun ortama girisi ile spermde intraselliiler

kalsiyum konsantrasyonunda yiikselme gergeklesir ve sperm hareketleri daha da
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guclenerek hizlanir. Ayrica, arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, kalsiyum
kanalmin bu sinifinin hiperaktif sperm motilitesinde, disi tireme epitelyumundaki
sperm hicrelerinin ayrigmasinda, sperm hiicresinin yumurtaya penetrasyonu sirasinda
ve fertilizasyonda gerekli oldugu belirtilmistir. Hiperaktif motilite, asimetrik yiksek
amplitud ve diisiik frekansa sahip flagellar ile karakterize olup, fertilizasyon alanina
ulagmanin ardindan yumurtay1 ¢evreleyen zona pellucidaya dogru penetrasyonun
gerceklesmesi ile sonuglanmaktadir (sekil 7). CatSper iyon kanali, diger iyon kanallar1
ile birlikte sperm motilitesinde gerekli olan hizli degisiklikler igin kalsiyum iyon
girigini kolaylastirmasma yardimci olurken, fertilizasyon igin ise sperm hucresinin
yumurtaya yerlesmesi sirasinda disinin reproduktif sisteminde olusan engellerine
dogru yolculuguna devam etmektedir. Spermatozoa kadin iireme kanalindaki
mikrocevreden birden fazla sinyal alir ve bu isaretler spermatozoanin hiperaktif
motilite kazanmasi ile birlikte yumurtamin fertilize edilmesine yardimci olmaktadir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ise, insan spermlerinde bulunan CatSper iyon

kanallarinda meydana gelen mutasyonlarin infertilite ile iliskili oldugu gésterilmistir
48
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CatSpernullsperm

Normalsperm

Sekil 6. CatSper Proteini bulundurmayan sperm (Null sperm) ve Normal Sperm “8,

Extracellular space

Midpiece

Principal piece

Sekil 7. Sperm flagellasinda lokalize olan CatSper iyon kanalinin fonksiyonu ve
diizenlenmesi **.
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Dort ayr1 gozenek olusturucu CatSper alfa subiinitlerinin her biri alt1
adet transmembran segmentine sahiptir (S1 - S6), ayrica iki adet farkli fonksiyon
Ozelligine sahip modiilii vardir,bunlardan ilki voltaj duyarli alan olusturmasimni
saglayan ( S1-S4 ) modili iken , digeri ise gozenek olusmasini saglayan (S1- P- S6)
modullerdir. CatSper alfa subtnitlerinin igerisinde bulunan CatSper4’ iin dérdincu
transmembran segmenti ( S4 ) lizin-arjinin’li birden fazla pozitif (+) sarjli aminoasit
rezidlleri bulundurmaktadir. CatSperl de aymi sekilde kuvvetli voltaj sensitif
kanallarinda oldugu gibi alt1 pozitif sarjli lizin/arjinin’ li aminoasit igerirler. CatSper2
ise dort rezidu icerir iken, CatSper3-4 ise yapilarinda sadece iki rezidi

bulundurmaktadir 2.

Aragtirmacilar tarafindan yapilan c¢alismalarda CatSper genlerinin
herhangi bir sebeple mutasyona ugramasi sonucunda sperm motilite parametrelerinde
onemli Olctude azalmalar gozlemlenmistir. Canli sperm hicresinin ayrintili motilite
analizi sonucunda normal tip ve mutant sperm hiicresi arasindaki 6nemli farkliliklar
ortaya ¢ikarilabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda, bilgisayar destekli sperm analiz
programlar1 araciligiyla sperm hiicresinin yol, ilerleyici ve rota hizi gibi spesifik
motilite parametrelerinin mutant sperm hicresinde 6nemli 6lciide bozuldugunu
gosterilmistir. CatSperl proteini bulundurmaya farelerin sperm yiizme hizlarinda
azalma bulunmus olup, sperm hiicrelerinin baslangigtaki motilitelerinin normal oldugu
ama en 6nemli problemin hiperaktif motilite eksikligi oldugu gosterilmistir. Normal
sperm hcresinin flagellar aktivitesinin CatSperl bulunurmayan spermatozoa ile
karsilagtirilmasinda mutant spermatozoanin hiperaktif motiliteyi gergeklestiremedigi
ayrica, flagellarmin diisiik egrilik ve simetrik ile kapasitasyon ortaminda yetersiz
oldugu gosterilmistir (Sekil 7). Hiperaktivasyon fonksiyonunun gergeklesmesi,
oviducttaki sperm migrayonu ve ozellikle kadin iireme sisteminde bulunan alt
istmustan uzaklagsmak igin gereklidir. Hiperaktif motilitenin yoklugunda sperm
fizyolojik olarak bir¢ok fonksiyonel eksiklige sahiptir, sperm hiicresinin oviduktta Ki
yiksek viskdz ortama dogru ge¢isinde kusurlar olusurken ayrica yumurtanin
yizeyinde bulunan kumulus oophorus ve zona pellucida gibi koruyucu yapilardan

penetrasyonda basarisizlik gdzlemlenmektedir 2.
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CatSper mutant sperm hiicresinin (CatSper-/-) fertilizasyon yetenegini
analiz edebilmek igin IVF denemesi yapilarak normal tip ve mutant sperm ile
stiperovill normal tip digi matlir yumurtalarin inkiibasyonu karsilastirilmistir,
caligmanin sonucunda ise normal tip sperm ile yumurtalarin yaklasik olarak % 81 inin
fertilzasyonu gerceklestirdigi ama mutant sperm ile fertilizasyonun olmadigi
gozlemlenmistir. Hiperaktif motilitenin eksikliginden dolay1 kaynaklandig: diistiniilen
bazi mutant sperm hicrelerinin yumurtalara yapistig1 fakat penetrasyonda yetersiz
olduklar1 gézlemlenmistir (sekil 8). Fertizasyonun dogal siirecinde, sperm hicreleri
yumurtalarin plazma membranlari ile birleserek kumulus oophorus ve zona pellucida
(ZP)’ya olarak adlandirilan yapilara penetre olurlar. Yapilan bagka bir ¢aligmada ise,
dis tabakalar1 kaldirilmis (zona pellucidasiz) yumurtalar ile mutant sperm ve normal
tip sperm hiicresinin her ikisinde de fertilizasyon ve penetrasyon gerceklesmis dolayisi
ile bunun sonucunda CatSper iyon kanal proteinlerinin yumurtanin dis yiizeyinde

bulunan koruyucu katmanlarin iizerinden penetrasyonu kolaylastirdigi anlasilmustr 3,

Cumulus cophorous
Zona pellucida

Perivitelline space

S Nucleus

Nomalspem
(able 10 pensetrate and
fertikze the egss)

CatSpernullsperm
(unable to penetrale zona
pelucida

Sekil 8. CatSper iyon kanal proteinin fonksiyonel 6nemi.

Spermatogenezis ya da spermiogenezis slreclerin de CatSper iyon
kanalinda meydana gelen bozukluklar da sperm fizyolojisinde kusurlara neden

olmaktadir. Fare modellerinin insan fizyolojisi ile benzerliklerinden dolay: fareler
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tizerinde yapilan ¢alismalarda proteinler arasindaki fiziksel etkilesimlerde CatSper
alfa alt birimlerinin (CatSper 1-4) her birinde fenotipik benzerliklerin oldugu ve
bahsedilen bu dort CatSper protein formlu heterodimerik kanalin bozulmasi
sonucunda erkeklerde infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica, yapilan
calismalara ek olarak infertil hastalarda CatSper 1-2° de olusan mustasyonlarmnin
asthenoteratozoospermi ile iligskili oldugu bildirilirken, CatSper 3-4 olusan

mutasyonlarin herhangi bir infertiliteye sebep oldugu gézlemlenmemistir >*.

2.12.2. Proton Voltaj Kapih iyon Kanah (Hv1)

Proton voltaj kapil1 iyon kanali (Hv1) hlicre membraninda yer almakta
olup, bu kanalda bulunan her bir sensoér kendi proton iletim yolunu icermektedir.
Ayrica, Hv1 sperm flagellumunun ana kisminda lokalize olarak gosterilmistir 47, Insan
spermatozoas1 erkek {iireme sistemi igerisinde hareket yeteneginden yoksundur,
dolayis1 ile aktivasyonunu kadin iireme sistemi i¢ine girer girmez
gerceklestirmektedirler. Bahsedilen bu aktivasyon sireci icin ise sperm
sitoplazmasinin alkalizasyonu gergeklestirilmelidir. Saglam flagellara sahip sperm
hicresinin Hvl kanalindaki voltaj bagimli proton iletkenligi hiicre membranmnin
depolarizasyon ile aktive edilir. Hv1 proton iyon kapili kanal gii¢lii blok6r olmasinin
yani sira proton iyonlarmin sadece disa gonderilmesine izin vermektedirler, bu
sebepten dolayi intraselliler alkalinizasyonun dizenlenmesinde ve spermatozoanin
aktive olmasinda 6nemli gorevleri vardir. Bahsedilenlere ek olarak, Hv1 ve CatSper
iyon kanallarinin hiicre ig¢inde ayni lokalizasyonda bulunmalari sebebiyle etKi
alanlarmin ayni olmasi, Hv1l kanallarindan proton ¢ikis1 intraflagellar alkalizasyonu
indlklenmesine yardimci olurken ayni zamanda CatSper iyon kanallarini da aktif hale
getirebilmektedirler. Bu nedenle, insan spermatozoasinda bulunan Hvl ve CatSper
iyon kanallarinin beraber caligmasi ile kadm iireme sisteminde kalsiyum (Ca+?)
iyonunun gereken sperm aktivasyonunu gergeklestirmesini ve her ikisi birlikte

ortamda bulunan intraselliiler pH degerinin artmasini saglayabilirler 4.
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2.12.3. Potasyum Voltaj Kapil iyon Kanal

Potasyum (K%) iyonu hiicresel migrasyon mekanizmasinda gorev alan asil
elementlerden biridir. Potasyum voltaj kapili iyon kanali (KSper) 6zellikle sperm
flagellumun esas pargasinda lokalize oldugu ve yapilan ¢alismalarda Slo3 geninin
KSper iyon kanali i¢in 6nemi gosterilmistir. Slo3 geninin ortamdaki pH ve voltaj
degerlerine olan duyarliligimmdan dolayr sperm kapasitasyonunda ve akrozom
reaksiyonunda rol aldig: diistiniilmiis olup, ortamdaki intraselliler pH ve membran
potansiyelinde meydana gelen degisikliklerde fertilizasyon icin gerekli olan

fonksiyonlarm gerceklestigi anlagilmistir 47,

Zeng ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alisgamada korpus
epididim spermin 6rneginde gerceklestirilen deneyde hiicre membranin yer alan tim
pH bagimli potasyum (K+) kanal akiminm Slo3 geninde meydana gelen delesyon ile
oratadan kalktig1 gosterilmistir. Fizyolojik iyon gradientleri ile normal tip sperm
hicrelerinde  KSper/Slo3 hiperpolarizasyonu  gergeklesir iken, Slo3 geni
bulundurmayan (SLO3-/-) spermatozoarda ise depolarizasyon gozlemlenmektedir.
Ayrica, yapilan ¢alisamalarda Slo3-/- gen mutasyonu bulunduran erkek farelerin
infertil oldugu, fakat invitro fertilizasyon yontemleri araciligiyla bazen fertilizasyon
gergeklestigi gosterilmistir. Bu sonuglar ilebirlikte, spermatozoada (K*) akimnin
gerceklesmesiyle KSper/Slo3 hiperosmotik ortamlarin olustugu dolayisi ile sperm
motilitesi ve normal morfolojinin kazanilmasinda énemli gorevlerinin oldugu, ayrica

Slo3 geninin fertilite icin dnemli oldugu ortaya ¢ikmustir 4.

2.12.4. Kalsiyum (Ca*?) Iyonu ile Aktive Edilen Kloriir (Cl) Kanah

CaCCs membran kanallar1 yardimiyla intraselliiler depo ya da ortamda
serbest bulunan sitozolik kalsiyum (Ca*?) iyon konsantrasyonunun artirilmasi ile

aktivasyonu gerceklesir.

Insan sperm hiicresi {izerinde yapilan ¢alismalar spermin bas kismmda
gerceklesen iyon kanal aktivitelerinin hiicresel delikli patch clamp ¢alismalari
yardimiyla agikliklar gdsteren klortr (CI") gegirgen kanali meydana ¢ikarmaktadir.
Sperm hucresinin bas kisminin ayr1 boliimlerinde yer alan farkl tipte kanallar mevcut

olup her bir kanalin fonksiyonel goérevi farklidir. Matir insan spermatozoasinin bas
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kisminda yapilan tiim hiicresel akimlarin incelenmesi sonucunda CaCCs akimlarinin
varlig1 tespit edilmis ve bunlarin TMEM16 protein yardimi ile tagindigi diistiniilmiis

fakat CaCCs akimlarmmn sperm motilitesindeki rolii heniiz anlasilamamustir #°.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Se¢imi

Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Fen, Sosyal ve Girisimsel Olmayan
Saglik Bilimleri Arastimalar1 etik kurulunca onaylanan ¢aligmada, 1 Mart 2020 — 1
Haziran 2020 Haziran tarihleri arasinda Medical Park Hastanesi Tup Bebek (I\VF)
iinitesinde bulunan Androloji laboratuvarina semen analizi i¢in bagvuran hastalarin
atik numuneleri ¢aligmaya dahil edilmistir. Ayrica, yapilan ¢alismaya aile dykiisiinde

genetik anomalisi bulunmayan ve varikoseli olmayan hastalar alinmistir.

Hastalarin degerlendirilmesi yapilirken anamnezde yas, primer ya da
sekonder infertil durumunun varlhigi, korunma yontemlerinin kullanilip kullanilmadigi
ve cinsel iligski siklig1 sorulmustur. Ayrica, ailede infertil bireylerin varligi, sigara
kullanimi, ¢ocuklukta gegirilen kabakulak gibi hastaliklarin durumu, orsit, prostatit ve
epididimit Oykiisii gibi durumlar sorgulanmig olup bunlara ek olarak fizik
muayenelerinde ise testis hacimleri, skrotum, epididim, vaz deferens ve varikosel
muayeneleri tamamlanmistir. Ayrica, hormonal olarak total testosteron, FSH, LH ve

prolaktin seviyeleride degerlendirmeye alinmistir.

Calismaya dahil edilen hastalar Avrupa Uroloji Dernegi’nin erkek
infertilitesi guideline’na uygun olarak 4 gruba ayrilmistir. Ik grup, normozoospermi
(kontrol grubu), ikinci grup astenoteratozoospermi, Ugtincl grup teratozoospermi ve

son olarak dérdlnct grup ise oligoastenoteratozoospermidir.

3.2. Iyon Kanallarim Tespit Etmek icin Kullanilan Materyaller

e -196 °C S1v1 Azot Tanki

e Falkon (15 mL) santifj tupu

e Falkon Tup (50 mL)

e Pasteur Pipet

e Santriftj (Sigma, Almanya)

e Isik mikroskobu

e Makler Sayim Kamerasi (Counting Chamber Makler)
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Otomatik Pipetler

Mini Plate Spin
Poly-Lysine Lam
Lamel

PAP-pen

Buzdolab1 (+4°C)
Vortex (Elektro-MAG)

3.2.1. Tyon Kanallarim Tespit Etmek i¢in Kullanilan Kimyasallar

CATSPER4 Polyclonal Antibody, HRP Conjugated Kiti: Bioss Antibodies,
KHL conjugated synthetic peptide derived from human CatSper4, Catalog no:
bs- 6422R-HRP, Boston City, Massachusettes in ABD.

PBS (Phosphate-Buffered Saline), Fosfat Buffer Yikama soliisyonu

%3-5 Paraformaldehit

PB-Sukroz Solusyon (20 pl 0.5M pH:7, Sodyum Fosfat Buffer, 22.5gr stikroz,
500ml’ye distile su ile tamamlanir)

Sigma- Triton-X100

Bloking Solusyon

20 pl CatSper Antibody (1:200)

Immersion oil

Diff-Quik Reangent 1 (EosinG in phosphate Buffer): kirmizi renk solusyon
Diff-Quik Reangent 2 (Thiazne dye in phosphate Buffer): mavi renk solusyon
Distile su (dH.0)

DMSO

Gliserol

DMEM

Serum (%5) FBS (Fetal Bovine Serum)

HSA

Kriyotip
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3.3. Kullanilan Yontemler
3.3.1. Swim-Up Teknigi ve Diff-Quik Boyama

WHO tarafindan onerilen protokole gore, semen analizi i¢in perhiz
siresini tamamlamis normospermik, astenoteratozoospermik, teratozoospermik ve
oligoastenoteratozoospermik hasta gruplarindan mastiirbasyon yoluyla semen
ornekleri Medical Park Hastanesi’nde toplanmis olup likefaksiyon sureleri
tamamlandiktan sonra sperm hazirlama islemine alindi. Oncelikle, semen &rneginin
voliimi, konsantrasyonu, motilitesi ve ayrica I0kosit parametreleri degerlendirildi.

Ardindan morfoloji analizi igin diff-quik boyama teknigi uygulandi.

Swim-up mediumu (DMEM-%3FBS) hazirlandi ve mikroskobik
inceleme ardindan swim-up teknigi kullanilarak semen yikamasi yapildi. 1ml semen
stvist 15ml‘lik  falkon tiipe eklendi, ardindan semen {iizerine 1/1 oraninda sperm
yikama medyumu konuldu ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij
sonunda olusan {ist katmandaki siipernatant pipet yardimiyla falcon tiipten atild1 ve
pellet lizerine 1 ml medyum eklendi. Falkon tiipe 45° lik egim yapilarak inkiibatérde
1 saat 37° C’de bekletildi. Daha sonra, sperm parametrelerini 6lgmek i¢in supernatant

kismindan alinan 6rnegin say1 ve motilitesi incelendi.

Diff-quik teknigi i¢in ise, ilk olarak semen sivisindan pipetor
yardimiyla alinan 6rnekler lam tizerine damlatilip yayma yapilarak oda sicakliginda
kurumaya birakildi, ardindan kurumasmi tamamlayan yayma preparatlar % 3
paraformaldehit soliisyonunun igerisinde fikse olmalar1 i¢in yaklagik 30 dakika
bekletildi. Fiksasyonu tamamlanan preparatlar oda sicakhiginda kuruduktan sonra ilk
olarak Reagent 1: (eosin g in phosphate buffer), kirmizi renk soliisyon i¢erisinde 15
dakika bekletildi ve sonrasinda fazla boya lam preparat tizerinden akitildi. Ayni islem,
Reagent 2: (thiazine dye in phosphate buffer), mavi solusyon icerisinde 15 dakika
bekletilerek tekrarland1 ve sonrasinda fazla boya soliisyonu preparat iizerinden akitildi.
Boyanmalari tamamlanan preparatlar oda sicakliginda kurudukan sonra immersion oil

damlatilarak 151k mikroskobunda morfolojileri gozlemlendi.
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3.3.2. Sperm Kriyoprezervasyon metodu

Sperm dondurma islemi i¢in, her bir hasta grubunun ayni semen
Orneginin yarist kriyoprezervasyon icin isleme almip dondurma sonrasi
immunofloresan yontemi uygulanirken, diger yarisina 6nce immunofloresan teknigi

uygulandu.

e Oncelikle hasta gruplarindan alman &rnekler sperm  konsantrasyon
yogunluklarina goére 1500 rpm de 15’er dakika santrifiij edildikten sonra
supernatant kisimlari atilip, pellet kisimlarmnin tizerlerine 250ul PBS eklendi.

e Daha sonra, 250pl semen sivisindan pipetor yardimiyla alinip kriyotiip igerine
aktarildi, ardindan iizerine hazirlanan sperm dondurma mediumu (4 mL
DMSO, 4 mL Gliserol, 42 mL, PBS) eklenip, pipetor yardimiyla karistirildi.

e Hazirlanan karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra -196 derece
azot tankina konuldu.

e Hasta gruplarindan alinan semen 6rnekleri ¢alisma i¢in yeterli sayiya ulastiktan
sonra, dondurma sonrasi immunofloresan yontemi uygulamak igin sirasiyla
azot tankindan ¢ikartildi.

e (da sicakligina gelen kriyotiip i¢erisinde bulunan 6rneklerin lizerine 37° C’de
sperm yikama (DMEM, %5 FBS, HSA) soliisyonu eklenerek ¢ozuldu.

e Ardindan, ¢oziilen 6rnekler 1500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi ve tist faz
atild1

e Pellet tlizerine 1:1 oraninda medium konularak iki kez 1500 rpm de 10 dakika
santrifilij tekrarlanilarak 6rneklere yikama islemi yapildi.

e Daha sonra, pellet Uizerine 250l medium eklenip karistirildiktan sonra, pipetor
yardimiyla alinan karisim Poly-Lysine’li lamlarin PAP-pen yardimiyla ¢izilen
(+) ve (-) bolimlerinin tizerilerine damlatilarak yayma preparatlar hazirland.

e Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda kurutulduktan sonra %3’lik
paraformaldehit soliisyonunda 30 dakika fikse olmalar1 i¢in bekletildi.

e Sonolarak, fiksasyon slrecleri tamamlanan yayma preparatlar oda sicakliginda
kuruduktan sonra immunofloresan yontem uygulanmasi i¢in hazir hale

getirildi.
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3.3.2. immunofloresan Yontemi

e Sperm kriyoprezervasyon islemi dncesi immunofloresan yontemi uygulamak
amaciyla ayni semen 6rneginin yarisi pipetor yardimiyla alinip Uzerine 250 pl
sperm yikama soliisyonu eklenip 1500 rpm de 15 dakika santrifuj edildi.

e Santrifiij sonrasi 6rnegin siipernatant kismi atild1 ve pellet izerine 250 pl sperm
yikama soliisyonu eklenip yikama islemi tekrarlandi.

e Daha sonra, orneklerin tizerine 1:1 oraninda medium pipetdr yardimiyla
eklenip Poly-Lysine li lamlarin PAP-pen yardimiyla ¢izilen pozitif (+) ve
negatif (-) bolimlerine 3’er pl sperm suspansiyonu damlatilarak yayma
preparat yapild.

e (Oda sicakliginda kurutulan 6rnekler %3 ‘lik paraformaldehit soliisyonunda 15
dakika bekletildi.

e 15 dakika sonrasinda paraformaldehit soliisyonundan ¢ikarilan preparatlar oda
sicakhiginda kuruduktan sonra immunofloresan yontem igin hazir hale getirildi.

e Poly-lysine’li lamlarmn konulacagi preparat kutusunda nemli ortam saglamak
amaciyla gazli bezler 1slatilarak zemine yerlestirildi.

e Dondurma 6ncesi ve dondurma sonrasi hazir hale getirilen yayma preparatlar
preparat kutusuna sirasiyla yerlestirildi.

e Yayma preparatlarin her birinin {izerine hazirlanan PB-Siikroz coOzeltisi
damlatild1 ve +4 °© C’de 1 gece bekletildi.

e Ertesi giin buzdolabindan alinan preparatlarin her biri 3’er kez PBS soliisyonu
damlatilarak yikandu.

¢ Yikama sonrast, preparatlarin iizerine % 3°lik paraformaldehit damlatilarak 15
dakika fikse olmalar1 icin bekletildi.

e 15 dakika sonrasinda drnekler terkardan 3 er kez PBS soliisyon ile yikandi.

e Ardindan, permeabilizasyonu saglamak amaciyla %0,1 Triton-X100
sollisyonu preparatlarin iizerine damlatilarak 15 dakika bekletildi.

e Permeabilizason siiresi biten ornekler PBS ile 3 defa yikandi ve hazirlanan
bloking sollisyonu preparatlarin iizerine damlatilarak oda sicakliginda karanlik

ortamda 1 saat preparat kutusu igerisinde bekletildi.
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e [ saat sonunda ise, yikama islemi yapilmadan sadece pozitif (+) isaretli boliime
20 pl CatSper antibody (1:200) ‘si eklenirken, negatif (-) isaretli boliime ise
sadece PBS eklenerek +4 ° C’de 1 gece buzdolabinda bekletildi.

e Ertesi giin buzdolabindan ¢ikarilan preparatlar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra
antikor olarak 20 ul FITC (Fluorescein (FITC)-AffiniPure Goat Anti-Mouse
IgG (H+L) katalog no:115-095-003) eklenerek 1 saat 37°C etliv de bekletildi.

e 1 saat sonunda alinan 6rnekler tekrar 3 ‘er kez PBS soliisyonu ile yikand.

e Ardindan 3’er kez PBS ile yikamasi yapilan preparatlar oda sicakliginda
kurultuldu ve kapama medium (gliserol) damlatilarak lamel ile UGzerleri
kapatildi.

e Kapatilan O6rnekler floresan mikroskobunda go6zlemlenerek boyanan ve

boyanmayan kisimlarm sonuglari kaydedildi.

3.3.3. istatistiksel Yontemler

Bu ¢alismada dért hasta grubunun karsilastiriimas: Kruskal Wallis Test
ile istatistiksel olarak onemli farklilik gosteren degiskenlerde ise gruplarm ikili
karsilastirilmast Mann Whitney Test ile yapilmistir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlaml1
kabul edilmistir. Ayrica bahsedilen dort hasta grubunun boyama oncesi ve sonrasi

degerlerinin karsilastirilmas1 Wilcoxon Signe Ranks test ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisamada, Mart 2020- Haziran 2020 tarihleri arasinda kullanilan
semen ornekleri, Medical Park Hastanesi Tip Bebek (IVF) Unitesinde bulunan
Androloji laboratuvarina basvuran hastalardan c¢alisma kriterlerine uygun kontrol
grubu normospermik (n:14), teratozoospermik (n:13), oligoastenoteratozoospermik
(n:11) ve son olarak astenoteratozoospermik (n:11) tanisi olan toplam 49 hasta
degerlendirilmeye alinmistir. Toplanan 6rneklere swim up teknigi uygulandiktan sonra
yukarida bahsedilen her bir grubun ayni semen 6rnegi 2’ye boliiniip, 2 semen 6rnegine
kriyoprezervasyon islemi Oncesi CatSper4 iyon kanal ekspresyon analizi igin
immunofloresan yontem uygulanirken, diger kalan Y semen Ornegine ise
kriyoprezervasyon islemi sonrasi immunofloresan yontem uygulanarak sperm
dondurma islemi 6ncesi ve sonrasi CatSper4 iyon kanal ekpresyonlarinda meydana

gelen farkliliklar degerlendirilmistir.

49 hastanin sperm orneklerinin her birinin yaris1 dondurulmadan fikse
edildikten sonra immunofloresan yontemi uygulanarak CatSper4 iyon kanal
ekspresyonlar1 degerlendirilerek sayilar1 hesaplandi ve tim 6rneklere bu islem ayr1
ayr1 uygulandi. Yine ayn1 hasta gruplarindan alinan sperm 6rneklerinin diger yarisina
ise sperm kriyoprezervasyon islemi sonrast immunofloresan yéntemi uygulanarak
CatSper4 iyon kanal ekspresyonlarmndaki farkiliklar degerlendirildi ve sperm
dondurma Oncesi ve sonrast grup arast farkliliklar CatSper4 antikoru yardimi ile
immunofloresan yontemi kullanilarak karsilastirildi ayrica, sperm Kriyoprezervasyon

islemi Oncesi ve sonrasi kalsiyum kanal ekpresyonlar1 degerlendirildi.
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. <

Sekil 9. Diff-Quik boyama teknigi ile boyanan sperm hicrelerinin morfoloji

degerlendirilmesi gorintus, (100X immersiyon objektifi) 151k mikroskobu.
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Sekil 10. Spermde bulunan pozitif ve negatif CatSper4 protein ekpresyonu (100X
floresan mikroskobu goéruntisl, beyaz ok pozitif CatSper4’(i gosterir iken, ok basi

negatif CatSper4’i gostermektedir.) Bar10 pm.
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P degeri Yorumlari sirasiyla agagidaki gibidir;

p<0.05 Istatistiksel anlamlilik

p<0.01 Yiksek derecede istatistiksel anlamlilik

p<0.001 Cok yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik
0.05<=p<0.10 Sinirda anlamlilik.

p>0.10 istatistiksel olarak anlamlilik ifade etmemektedir.
Tablo 2: Normospermi,

teratozoospermi,  oligoastenoteratozoospermi  ve

astenoteratozoospermi hasta gruplarinin spermiyogram laboratuvar bulgularinin

Kruskal Wallis ve Mann Whitney testi kullanilarak iliskilendirilmesi tablosu.

NORMOSPERMI TERATOZOOSPE OLIGOASTENOTERATOZOOSP ASTENOTERATO .
(n=14) RMi (n=13) ERMI (n=11) ZOOSPERMI (n=11) P

YAS 31,71+8,02 35,23+7,64 35,45+6,30 33,36+7,31 0,5600
VOLUM 3,75+1,61 2,92+0,89 3,3621,45 3,90+1,30 0,2550
EONSANTRASYO 66,92+37,60 46,15+33,17 41,29+44,05 46,27+4,56 0,1684
TOTAL + +
KONsANTRAsyo | 281 71E208.07 o0 651995 61 113,34+111,30 188,09+52,83 0,0127
N T,0 T,0

+
MOTILATE 4 16¥ %‘%65 7.3045,94 4.90+6,47 6,45+3,70 0,0012
MOTILITE 3 36.07x1141 57 694785 19,18+11,94 19,095,05 0,0008

T.0A T

MOTILITE 2 13,78+4,85 14,30+4,15 13,72+12,26 11,09+3,21 0,3321
MOTILITE!1 33’2051;’41 50,69+12,87 62,45+18,65 63'09;‘8’51 0,0002

+ +
TOTAL MOTILITE 67’2061;’41 49,30+12.87 37,54+18,65 35'09;7'84 0,0001
MORFOLOJI 6,64%2,31
RO ToA 3,53+8,02 1,09+1,30 0,90+1,04 0,0001
v 7250756  76,15£9,26 69,815,81 67,8119,28 0,1096
MORFOLOJ 8,1415,22 7,07+4,80 11,27+4,61 10,4516,82 0,2457
MORFOLOJI
O O 12,71+7,34 15,3047,51 16,63+3,67 18,72+8,63 0,3339
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Tablo 2’de total konsantrasyon degerleri normospermi grubu ve
astenoteratozoospermi  gruplarma  kiyasla  teratozoospermi  grubu Ve

oligoastenoteratozoospermi gruplarmma gére daha yiiksek gorilmektedir.

Motilite 2, gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli farklilik
gostermezken, total motilite, motilite 4 ve 3, normospermi kontrol grubunda diger
gruplara kiyasla en yuksektir. Motilite 1 ise normospermi grubunda en diisiiktiir.
Ayrica morfoloji normal de en yiiksek oldugu grup ise kontrol grubu olan
normospermidir. Diger degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir.

Dort grubun karsilastirilmasi Kruskal Wallis Test ile; istatistiksel olarak
onemli farklilik gosteren degiskenlerde gruplarm ikili karsilagtirilmasi Mann Whitney

Test ile yapilmustir.
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Tablo 3: Normospermi hasta grubunun boyama Oncesi ve sonrasi degerlerinin

Wilcoxon Signe Ranks Test uygulanarak karsilagtirilmasi tablosu.

NORMOSPERMIi (n=14)

OrtalamazSS
p*
Once Sonra
Yiiksek boyal 77,64+22,83 64,14+19,27 0,001
Diisiik boyal 10,64+4,58 18,42+7,90 0,001
Boya almams 4574231 9,57+4,38 0,001

*: Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tablo 4: Teratozoospermi hasta grubunun boyama Oncesi ve sonrast degerlerinin

Wilcoxon Signe Ranks Test uygulanarak karsilagtirilmasi tablosu.

TERATOZOOSPERMI (n=13)
Ortalama+SS
p*
Once Sonra
Yiiksek boyah 7,69+4,17 5,38+3,09 0,024
Diisiik boyah 13,92+46,60 11,92+46,07 0,040
Boya almamus 71,07+22,48 75,00+23,41 0,026

*: Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tablo 5: Oligoastenoteratozoospermi hasta gruplarinda boyama oOncesi ve sonrasi

degerlerinin Wilcoxon Signe Ranks Test uygulanarak karsilagtirilmasi tablosu.

OLiIGOASTENOTERATOZOOSPERMI (n=11)

Ortalamaz*SS

p*
Once Sonra

Yiiksek boyal 2,36+2,16 0,45+0,82 0,011

Diisiik boyah 8,36+4,01 7,27+3,41 0,072

Boya almamus 80,27+26,87 82,27+27,59 0,261

*: Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tablo 6: Astenoteratozoospermi hasta gruplarinda boyama Oncesi ve sonrasi

degerlerinin Wilcoxon Signe Ranks Test uygulanarak karsilagtirilmasi tablosu.

ASTENOTERATOZOOSPERMIi (n=11)
Ortalama+SS
p*
Once Sonra
Yiiksek boyal 5,45+3,59 3,00+2,05 0,012
Diisiik boyal 10,90+4,21 9,09+3,70 0,007
Boya almamis 74,54+25,19 78,81+26,37 0,005

*: Wilcoxon Signed Ranks Test
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Tablo 7: Normospermi, astenoteratozoospermi, oligoastenoteratozoospermi ve

teratozoospermi gruplarinin sperm kriyopreservasyon iglemi Oncesi ve sonrasi

CatSper4 pozitifliginin karsilastirilmasi tablosu.

CatSper4 Normospermi Astenoteratozoos Oligoastenoteratozsoopermi Teratozoosper

pozitifligi Kontrol Grubu permi Grubu mi Grubu
Grubu

Y liksek

pozitiflik 77,64+22,83 5,45+3,59 2,36+2,16 7,69+4,17

Dondurma 64,14+19,27* 3,00+2,05** 0,45+0,82**

oncesi 5,38+3,09**

Dondurma

sonrasi

Diisiik

pozitiflik 10,64+4,58 10,90+4,21 8,36+4,01 13,92+6,60

Dondurma 18,42+7,90* 9,09+3,70** 7,2743,41** 11,92+6,07**

Oncesi

Dondurma

Sonrasi

Negatiflik

Before cryo 10,64+4,58 74,54+25,19 80,27+26,87 71,07+£22,48

After cryo 18,42+7,90* 78,81+26,37** 82,27+27,59 75,00+23,41

*p<0,001 , **p<0,01, : Wilcoxon Signed Ranks Test

55




Tablo 8. Spearman's rho Korelasyon Analizi sonuglari.

YUKSEK BOYALI

ONCE SONRA FARK

r 0,213 0,207 -0,251

KONSANTRASYON p 0,141 0,153 0,082
n 49 49 49

r 0,462 0,466 -0,441

TOTAL MOTILITE p 0,001 0,001 0,002
n 49 49 49

r 0,440 0,476 -0,404

MORFOLOJi NORMAL p 0,002 0,001 0,004
n 49 49 49

Konsantrasyon, motilite ve morfoloji arttikca dondurma Oncesi- sonrasi arasindaki

fark azalmaktadir.

CatSper4 pozitifligi normospermide yuksek seviyede gorulurken tim diger gruplarda

ise CatSperd yiiksek pozitifliginin sperm motilitesi ve morfolojisi ile pozitif

korelasyonu bulundu.
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5. TARTISMA

Infertilite, bilindigi iizere yaklasik bir y1l diizenli ve korunmasiz cinsel
iliski olmasma ragmen cocuk sahibi olamama durumu olarak tanimlanmaktadir 1.
Erkek faktorlt infertilite nedeninin ¢cogunlugunun ise hatali spermatogenezle ilgili

oldugu goriilmiistiir 2.

Kadin tireme sisteminde sperm osmotik basing, olusan farkli iyon
konsantrasyonu ve pH ile degisebilen mikro ¢evreye sahiptir. Spermin kadin tireme
sistemine girisi ve ortama uyumu sirasinda kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon olaylar1 gergeklesmektedir ve tiim bu siiregler iyon kanallarmin normal
fonksiyonuna bagli olarak ¢alismasiyla miimkiin olmaktadir. Bu nedenle, iyon kanal

aktivitelerinin sperm fizyolojisi ve aktivasyonu istiinde biyiik olgiide etkilidir 2.

Erkek fertilitesini degerlendirmek i¢in uygulanan spermiyogram
testinin analizi sonucu eclde edilen degerlerle, sperm Kkonsantrasyonu, hacmi,
hareketliligi, ilerlemesi, 16kosit sayis1 ve morfolojisi gibi parametreler belirlenir *.
Spermiyogram analizi sonucunda hesaplanan sperm sayisi 15 milyon/ml’den az ise
oligozoospermi, ilerleyici motil spermatozoa yaklasik %32’ den daha az ise
asthenozoospermi, normal morfolojideki spermlerin ise yaklasik %4’ den az olmas1
durumu ise teratozoospermi olarak tanimlanirken bunlara ek olarak, spermlerin
miktari, bicimi, hareketi bakimindan normal degerler araliginda olmasi

normozoospermi olarak adlandirilmaktadir °.

Sperm hiicresi membranlarinda bulunan iyon kanallarinin baslicalari,
Cation Channel Spermia (CatSper), Potassium Channel Subfamily Ul (KCNU1),
Proton Voltage- Gated lon Channell (Hv1), Transmembrane protein (TMEM16)’ dir.
CatSper dort farkl alfa(a) CatSper 1-4 alt biriminden ve CatSper o (alfa), CatSper &
(gama), CatSper B (beta) olmak {izere, bunlara ek olarak ii¢ yardimci alt birimden
olusmaktadir. CatSper 1, 2, 3 ve 4 diisiik voltaj bagimli, pH duyarli ve her biri sperm
hicresine 6zgl iyon kanallaridir. Pozitif (+) yiiklii kalsiyum iyonlarinin sperm
hlcreleri icerisine girmesini kontrol eder, bu kontrol ise sperm hiperaktivasyonu ve

akrozom reaksiyonu icin 6nemli ve gerekli bir stirectir °. CatSper kanali, diger iyon
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kanallar1 ilebirlikte sperm motilitesindeki degisiklikler i¢in gerekli olan kalsiyum
girisini kolaylastirirken, fertilizasyon siirecin ise spermin yumurtaya girmesi sirasin da
digi Ureme sisteminin diger katmanlarina dogru ilerlemesine yardim etmektedir.
Spermatozoa erkek tireme sistemi igerisinde hareket yetenegine sahip degildir, hareket
yetenegini kazandigi yer kadin tireme sistemidir ve bu hareket yeteneginin kazanilmasi
icin sperm sitoplazmasinin alkalizasyonuna ihtiya¢ duyulur, CatSper spermatozoanin
hiperaktif motilite kazanmasi ve yumurtayr dollemesi i¢in hiicre i¢i alkalizasyonu
gerceklestirir. Yukarida bahsedilen CatSper’in bu gorevlerinden dolayr CatSper
kanallarinda meydana gelen mutasyonlarin insanlarda infertilite ile iliskili oldugu
6

ortaya cikmustir Ayrica, CatSper genlerinin bozulmasi, spesifik motilite

parametrelerini de buylk 6lgiide azalttig1 gozlemlenmistir.

Yapilan bu tez ¢alisgmasin da varikosel 6ykusu ve azospermi durumu
olmayan, ayrica genetik parametreleri ve aile 6ykisu normal olan infertil hastalarin
ornekleri ile kriyoprezervasyon isleminin CatSper4 iyon kanali {izerine etKileri

arastirildi

Catsper iyon kanallar1 insan ve farelerde sperm flagellumu (zerinde
bulunan ana par¢ca kisminda localize oldugu bilinmektedir °°. CatSper iyon
kanallarmin temel gorevi ise spermde hiicre ici Ca*? (kalsiyum) konsantrasyonunu
arttirarak sperm hareketinin daha hizli olmasmi saglamaktadir °6. Ren ve
arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alisama da , CatSper iyon kanallarinin normal sperm
motilitesini saglamasi ve spermin yumurtaya penetrasyonu icin dnemli etkiye sahip
olduklarin1 gdstermislerdir >°. Ayrica, yapilan baska bir calisama da ise CatSper iyon
kanali bulundurmayan sperm hicresi ile normal tip farelerde CatSper ‘siz spermlerin
cansizligmm arttig1 ve ileri motilitesinin daha azalmis oldugu gézlemlenmistir ve en
onemli sonuclardan biri ise CatSper’siz sperm hiicresinde kuyruk bdlgesinde olusan

gucli kivrilmalarin dnemli derecede azaldigmnin gézlemlenmis olmasidir *°.

CatSper ‘siz sperm hucrelerinin fertilizasyon yetenegi ise invitro
ortamda yapilan bagka bir ¢alismada degerlendirilmistir ve sonucunda CatSper-‘siz
spermlerin yumurtay1 fertilize etme esnasinda basarisiz olduklarini , saglikli normal

sperm hiicrelerinin ise yaklasik % 80 oraninda fertilizasyonu gerceklestirdigi
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izlenmistir. Fakat bazi CatSper’siz sperm hucreleri yumurta hicrelerine yapismis
halde goriilmiis ancak penetrasyonu basaramamislardir. Zona pellucidast (ZP)
enzimatik olarak kaldirilan yumurta hicreleri ise hem CatSper iyon kanallarini
bulunduran normal sperm hucresi ile hemde CatSper’siz fare sperm hiicreleriyle bir
araya getirildigin de her ikisinin de fertilizasyonda basarili oldugu gosterilmistir
dolayisiyla bunun sonucun da CatSper iyon kanallarmin sperm hiicresinin yumurtaya
penetrasyonu icin &nemli rol distlendigini gdstermektedir®’. Ayrica yukarida
bahsedilenlere ek olarak insan CatSper genlerinin erkek fertilizasyonun da énemli
olmasi erkek kontrasepsiyonu igin ideal bir hedef olmaktadir, CatSper ailesinin yapist,
siirl ekspresyon kapasitesi ve fizyolojik fonksiyonlar1 disiiniildiigiinde, ilaglara
spesifik CatSper’ ler veya yardimci alt birimler motilite ile iliskili infertilite
tedavilerinde kullanilabilir %8, CatSper iyon kanallarinmm epididim, testis ve ejakulat
sperminde sinirli sekilde lokalize olmasindan dolay1 tedavi amacli kullanilacak olan
spesifik bir blokori diger dokulara zarar1 olmayacagindan yan etkilerinin minimum ya

da hi¢ olmayacag diisiiniilmiistiir >’

Marguez ve arkadaglar1 CatSperl sperm ve CatSper2 iyon kanal
proteini bulundurmayan sperm hicrelerinin infertiliteye sebep olduklarmi ve
kapasitasyon sirasinda  hiperaktivasyon yetenegini  gerceklestiremediklerini
gostermislerdir °®. Ren ve arkadaslarinmn yaptig1 bir diger ¢alismada ise CatSperl iyon
kanal proteini bulundurmayan farelerin sperm hiicrelerinin yiizme hizlarinda azalma

gbzlemlemislerdir °°.

Avenarius ve arkadaslar1 ise ¢alismalarinda CatSperl ve
CatSper2 mutasyonlu spermlerin bireyler de astenoteratozoospermiye neden
oldugunu bulmuslardir *°. Lara Tamburrino ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alisama da
CatSperl iyon proteini ekspresyonunun astenospermi hasta gruplarinda azaldigini,
ilerleyici motilite ve akrozom reaksiyonlarinda azalma oldugunu goézlemlerken,
Bhilawadikar ve arkadaslar1 ise gerceklestirdikleri baska bir calisamada ise CatSper2
iyon proteini ekpresyonunun da astenozoospermi hastalarda azalmis oldugunu ortaya
¢ikarmuglardir ®°. Jin ve arkadaslar1 CatSper3 iyon proteini ve CatSper4 iyon proteini
eksikliginde erkek farelerin normal ¢iftlesme davraniglar1 gostermelerine ragmen

infertil olduklarin1 gdzlemlemislerdir. CatSper3 ve CatSper4 iyon proteini

eksikliginde farelerin her ikisi de normal sperm sayisina sahip ve motil olmalarina
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ragmen tamamtyla her iki grubunda infertil oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica, ayni
deney de kapasitasyon ortami saglandiginda normal tip spermler de oda sicakliginda
inkiibasyon stresinin 30 dakika sonrasin da hiperaktivasyon sirecinin gelismeye
bagladig1 izlenirken diger yandan CatSper3 iyon kanal proteini ve CatSper4 iyon kanal
proteini bulundurmayan spermde inkibasyon siurecinden 2 saat sonra ilk motilite
izlenmistir ve bunun sonucunda fonksiyonel CatSper3 iyon proteini ve CatSper4 iyon
proteininin kapasitasyon stiresi boyunca sperm hiperaktivasyonu i¢in énemli oldugunu
gostermistir. Jin ve arkadaslarmin bahsedilen bu caligmalarinin sonrasinda ise
infertiliteyi 3 sebeple agiklamiglardir, bunlardan ilki CatSper3 ve CatSper4 iyon
proteini bulundurmayan sperm hiicrelerin de motilite blyik 6lgiide azalir ve dolayisi
ile sperm hicresinin yumurta hicresine ulasamasinda sorun olusur, ikinci olarak
CatSper3 ve CatSper4 iyon proteini bulundurmayan sperm hucreleri viskéz ortama
penetrasyonu gergeklestirdikleri ama disi iireme sisteminin mukozasinda ilerleme
yapamadiklar1 ve dolays1 ile yumurta hiicresine ulasabilen sperm hiicre sayisinda
azalma gozlemlenebilicegi ve sonuncu olarak hiperaktivasyon eksikliginde
kaynaklanan fertilizasyon sirasinda kumulus hiicrelerine ve zona pellucida yapisina

penetrasyon icin yeterli gii¢ olusturamayabilecegini ifade etmislerdir 5.

CatSper iyon kanal proteinleri sadece sperm motilitesi ve
hiperaktivasyonu i¢in gerekli degil, ayn1 zamanda yumurtaya penetrasyon iginde

gerekli oldugu simdiye kadar yapilan ¢alismalar da da gosterilmistir.

Caligmamizda CatSper4 iyon kanal protein ekspresyonu pozitifligi
normospermik kontrol grubunda diger 3 gruba kiyasla en yiiksek seviyede
gbzlemlenmistir. Ayrica, normospermi, teratozoospermi, astenoteratozoospermi ve
oligoastenoteratozoospermi (OAT) gruplarinin hepsinde CatSper yiiksek pozitifliginin
sperm motilitesi ve morfolojisi ile pozitif korelasyonu bulundu. Kriyoprezervasyon
isleminin Catsper pozitifligi iizerine anlamli negatif etkileri tiim gruplarda

gozlemlenmigtir.

CatSper4 katyon kanal proteinlerinin ekspresyonunun

kriyoprezervasyon iglemi sonrasi negatif olarak etkilendigi normospermi grubunda en

60



yuksek seviyede goriiliirken tiim diger gruplarda CatSper4 katyon kanal protein

ekspresyonunun diisiik seyrettigi anlasilmistir.

Bahsedilen tim bu sonucglar neticesin de sperm Kkriyoprezervasyon
isleminin tiim gruplar i¢erisinde CatSper4 iyon kanal proteini tizerinde negatif etkiye

sahip oldugu saptanmustir.

Catsper ve erkek dogurganlhigi ile ilgili yapilan ¢ok sayida arastirma ile,
Catsper kanalimin hem insan hem de fare dogurganligi icin gerekli oldugunu
kanitlamigtir. Otozomal resesif erkek kisirhigmi gosteren iki akraba ailede rutin bir
semen analizi, her iki ailenin de Catsperl gen anormallikleri oldugu gériilmiistiir 52,
Farkli infertil hastalarda, astenoteratozoospermi teshis edildi ve Catsper2 geninden
yoksun oldugu bulundu 3. Ayrica calismalar, dort Catsper alt biriminin (Catsper1-4)
hepsinin hiperaktive edilmis sperm hareketliligi ve erkek fertilitesi i¢in ayrilmaz
oldugunu, ancak Catsper3 veya Catsper4 eksikliginin sperm iiretimini veya

baslangigtaki hareketliligini etkilemedigini gostermistir ®*.

Buna ilaveten, progesteronla indiiklenen akrozom reaksiyonlar1 ve
progesteronla indiiklenen progresif hareketlilik gdsteren sperm sayisi, normal gruplara

gore Catsperl ile baskilanmis gruplarda anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu gosterildi
65

Catsper kanalinin normal ekspresyonu, progresif motilite ve akrozom
reaksiyonu ile iligkilidir, anormal kanal ekspresyonu, astenozoospermi patogenezinde
rol oynayabilir. Spesifik olarak, farelerde SNHE veya Catsper2 genlerinin bozulmasi,
hareketsiz spermatozoa bulgular1 ve basarisiz hiperaktive motilite bulgular1 ile erkek
infertilitesine neden olur, ancak diger belirgin anormallikler yoktur ®. Tim bu
sonuclar, Catsperl ve Catsper2'nin insanlarda veya farelerde normal erkek
dogurganhgi i¢in gerekli oldugunu gdstermektedir. ilging bir sekilde, Catsper3 ve 4,
sadece testislerde degil diger dokularda da ortaya ¢ikan akrozom reaksiyonunda ve
erkek fertilitesinde dnemli bir rol oynamaktadir %. Ote yandan, Catsperl ve Catsper2
yalnizca memeli testislerinde tespit edilmistir. Toplu olarak bu sonuglar, Catsperl ve
Catsper2'nin spermde Catsper3 ve Catsperd'ten daha 6nemli olan, oldukg¢a 6zellesmis

flagellar proteinler oldugunu gostermektedir. Bizim caligmamizda ise CatSper 4
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ekspresyonunun normospermide oldukga yiiksek oldugunu gosterdik. Buna karsilik
oligoastenoteratozoospermi ve astenoteratozoospermi olgularinda ¢ok diisiik
ekspresyon saptadik. Literatiirde bu konuda hemen higbir ¢aligma bulunmamakta olup
daha genis hasta gruplarinda ve ayrica agiklanamayan infertil olgularda ¢aligilmasi

gerektigini diislinmekteyiz.
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6. SONUC

Yapilan bu ¢alismanim asil amaci, kriyoprezervasyon isleminin insan
sperm hicresinde bulunan CatSper4 katyon kanal proteinlerinin ekspresyonu
uzerindeki etkilerini gostermekti. Kriyoprezervasyon isleminin Catsperd pozitifligi
lizerine anlaml negatif etkileri tiim gruplarda go6zlemlenmistir. TUm hasta
gruplarindan alinan sperm oOrneklerinde kriyopreservasyon islemi sonrasi CatSperd
katyon kanal proteinlerinin negatif olarak etkilendigi normospermi grubunda en
yuksek  seviyede gorulir  iken,  teratozoospermi,  astenoteratozoopermi,
oligoastenoteratozoospermi (OAT) gruplarinda CatSper4 katyon kanal protein

ekspresyonunun diisiik seyrettigi anlasilmistir.

Yapilan calismalar da genellikle CatSper iyon kanal ailesinde meydana
gelen mutasyonlarin infertiliteye sebep oldugunu gostermistir dolayisiyla bahsedilen
mutasyona sahip spermler de yumurtaya yapisma goézlemlenirken hiperaktive ve
motilite eksikliginden dolay1 oosite penetrasyon gerceklesmez ve fertilizasyon

meydana gelmez.

Sonug olarak, yaptigimiz bu calisma da kriyoprezervasyon islemi
sonras1 Ozellikle normospermik olgularda meydana gelen CatSper4 pozitifligindeki
azalis1 agiklamak icin daha fazla olguyu iceren detayli arastrmalara ihtiyac
duyulmaktadir. Kriyoprezervasyon islemi sonras1 CatSper4 protein ekspresyonunda
azalma gozlemlenmesi kriyoprezervasyonun normospermi, teratozoospermi,
oligoastenozoospermi (OAT) ve astenoteratozoospermi gruplarinda katyon
kanallarinin daha az fonksiyon gdsterebilecegini diisiindiirmektedir. Calismamiz
kriyoprezervasyon isleminin Catsper iyon kanal proteinleri lizerinde olumsuz etki
gosterdiginden dolay1 fertilizasyona engel teskil edebilecegi icin bu alanda
yapilabilecek caligmalara destek saglamaktadir. Ayrica, CatSper iyon kanallarmin
fonksiyonlar1 daha belirgin sekilde aydmlatildiginda, inhibitor ya da aktivatorlerin

gelistirilmesi ile de ¢ok sayida infertil hastaya tedavi olanagi saglanabilicektir.
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7. OZET

Sperm Kriyoprezervasyonunun Erkek infertilitesinde Catsper Iyon Kanal
Ekspresyonlar1 Uzerine Etkilerinin immunofloresan Yontem Uygulanarak

incelenmesi.

CatSper membran kanallari, katyon kanallar1 olarak spermin
kemotaksis hareketi, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonu dahil olarak fizyolojisinde
onemli bir yer almaktadir. Katyon kanallarinin infertil erkeklerde dagilimi konusunda
insan calismasi bulunmamaktadir. Ayrica sperm dondurma igleminin sperm DNA
yapisi iizerine olumsuz etkilerinden s6z edilmektedir, ancak kriyoprezervasyon
isleminin CatSper kanal proteinleri iizerine etkileri konusunda da literatiirde bir
calisma bulunmamaktadir. Bu caligmada, oligoastenozoospermi,
astenoteratozoospermi, teratozoospermi olarak U¢ hasta grubu ve kontrol grubu olmak
lizere normozoospermili toplam dort grup calismaya dahil edilerek, sperm
kriyoprezervasyonu isleminin semen analiz sonuglar1 farkli olan hasta gruplarinda
kontrolle kiyasla, Catsper4 iyon kanal ekspresyonlarina etkisinin immunofloresan

yontem uygulanarak arastirilmasi amaglanmistir.

CatSper 4 protein pozitifliginin sperm boyun bdlgesinde lokalize
oldugu ve normozoospermik hasta grubunda diger gruplara kiyasla daha yiksek
oranda oldugu gorilmiistiir. Dondurma oncesi ve sonrasi CatSper4 proteininin
pozitiflik degerleri normospermi grubunda karsilastirildiginda konsantrasyon, motilite
ve morfoloji degerleri yiikseldikce dondurma Oncesi ve sonrasi arasindaki farkin
azaldigi gorilmistiir. Astenoteratozoospermi teratozoospermi ve
oligoastenoteratozoospermi gruplarinda Catsper4 proteini yiliksek pozitifliginin sperm
motilitesi ve morfolojisi ile pozitif korelasyonu ve kriyoprezervasyonun Catsper4

protein pozitifligi tizerine negatif etkileri bulundu.

Sonu¢ olarak c¢alismamiz CatSper 4 iyon kanallarinin 6zellikle
astenoteratozoospermik ve teratozoospermik gruplarda sperm progressif motilitesi ile

iliskili oldugu ve kriyoprezervasyon sonrasi bu iyon kanal protein kaybinin ortaya
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cikabilecegini gostermistir. Normozoospermik grupta ise kriyoprezervasyon sonucu

bu farkliliklar gdzlenmemistir.
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8. SUMMARY (ABSTRACT)

Study of the Effect of Sperm Cryopreservation on CatSper lon Chanel

Expression in Male Infertilite Patients By Using Immunofluorescence Technique

The CatSper membrane chanells which is known as cation channels
play an important roles in capacitation, acrosome reaction and chemotaxis movement
of the sperm phsyiology. There is no any study about the cation chanells distribution
on the infertile male patiens. In addition to these mentioned about, it is well known
that, in the recent years studies include that, cryopreservation techniques have negative
effects on the sperm DNA, but also there is no any analysis about the cryopreservation

effects on the CatSper4 ion chanel proteins in the literature.

In this study, we aimed to investigate the effect of sperm
cryopreservation on a total of 47 patients consisting 4 groups as
oligoasthenoteratozoospermia, asthenoteratozoospermia, teratozoospermia and
normospermia which is controls applied by using immunoflorescence mehtod

compared to control group in patients with different semen analysis results.

CatSper4 protein positivity was found to be localized in the sperm
acrosome region and was higher in the normozoospermic patient group compared to
the other groups in the study. When the positivity values of CatSper4 protein before
and after freezing process were compared in the normospermia group, the difference
between before and after freezing process decreased as the concentration, motility and
morphology values increased. In the asthenoteratozoospermia teratozoospermia and
oligoastenoteratozoospermia groups, the positive correlation of Catsper4 protein high
positivity with sperm motility and morphology and found out that, the negative effects

of cryopreservation on Catsper4 protein positivity.
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10. EKLER

EK 1
ISTANBUL YENIi YUZYIL UNIiVERSITESI

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Degerli katilimci, sizi > Sperm kriyoprezervasyonunun erkek infertilitesinde
Catsper iyon kanal ekspresyonlar1 iizerine etkilerinin immunofloresan yontem

uygulanarak incelenmesi’’ konulu arastirmaya katilmaya davet ediyoruz.

S6z konusu caligma, bir yliksek lisans tez ¢aligmasidir.

Bu Cahsmanin Amaci: CatSper membran kanallari, katyon kanallar1 olarak
spermin kemotaksis hareketi, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonu dahil olarak
fizyolojisinde 6énemli bir yer almaktadir. Bu ¢alismada semen analizi ile birlikte
alman orneklerde Katyon kanal analizi yapilacaktir. Ayrica sperm dondurma ve
¢ozme isleminin bu kanal proteinleri lizerine olumsuz etkilerinin varligi

arastirilacaktir.

Kullanilacak Yontemler: Bu galismaya, 1.grup oligozoospermili vaka, 2.grup
astenozoospermi vaka, 3.grup teratozoospermili vaka ve 4. Grup normospermili
bireyler olarak toplam dort grup dahil edilecektir. Tim gruplara standart semen
analizi uygulanacaktir. Spermiyogram analizi sonrasinda, her bir grubun ayni
semen Ornegi 2’ye boliinilip, 2 semen Ornegine kriyopreservasyon islemi dncesi
CatSper iyon kanal ekspresyon analizi i¢in immunofloresan yontem uygulanirken,
diger kalan '2 semen Ornegine ise kriyopreservasyon islemi sonrasi

immunofloresan yontem uygulanacaktir.
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Aciklamalar:

Bu calismaya katilmay1 kabul ederseniz, sizin 20 dakikanizi alacak bir anketi
cevaplamaniz istenecektir. Elde edilecek tiim veriler anonim olup, tamamen gizli
kalacaktir. Higbir veri baska bir formatta baska bir amacla yaymlanmayacaktir.
Veriler giivenli bir ortamda saklanacak ve sadece arastirmaci erisime sahip
olacaktir. Herhangi bant kaydi veya yazili metin kullanici tarafindan caligsma

tamamlandiginda yok edilecektir.

Bu calismaya katilim goniilliidiir. Bu ¢aligmaya katilmak veya katilmamak, Yeni
Yiizyil Universitesi ile mevcut veya gelecekteki iliskilerinizi etkilemez. Eger
katilmaya karar verirseniz, istediginiz zaman ayrilma hakkina sahip olup tiim

verilerinizin tahrip edilmesini isteyebilirsiniz.

[letisim ve Sorular i¢in liitfen Gen.Bio.Miih. Nergis Ozlem Kili¢ ‘mn 0532 660 65

86 numarali telefonu ile irtibata geginiz.

Riza Beyani :
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Yukandaki bilgileri okudum ve aydinlatildim.

Cahsmaya katilmayi1 kabul ediyorum.

Imza:

Arastirmaci Imzasi:

Tarih :

Tarih :
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