T.C.
KOCAELI UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SPERM PARAMETRELERI iILE SPERM DNA FRAGMANTASYONU VE
KROMOZOM ANOMALILERININ KARSILASTIRILMASI

Ozcan BUDAK

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Programi I¢in Ongordiigii
DOKTORA TEZI

Olarak Hazirlanmigtir

KOCAELI 2014



T.C.
KOCAELI UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SPERM PARAMETRELERI iILE SPERM DNA FRAGMANTASYONU VE
KROMOZOM ANOMALILERININ KARSILASTIRILMASI

Ozcan BUDAK

Kocaeli Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetmeliginin
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Programi I¢in Ongordiigii
DOKTORA TEZI Olarak Hazirlanmistir

DANISMAN: Prof. Dr. Siireyya CEYLAN

KOCAELI 2014






OZET

Sperm Parametreleri ile Sperm DNA Fragmantasyonu ve Kromozom

Anomalilerinin Karsilastirilmasi

Erkek faktorlii infertil hastalarda, gizli sperm defektlerinin belirflenmesi hala
basarisizdir. Erkek faktorlii infertilite hastalarinin yaklasik %15° i normal spermiyogram
gostermektedirler. Semen Orneginin sperm DNA biitiinliigii, iireme etkinligi i¢in ¢ok
onemlidir. Semen analizinin konvensiyonel parametreleri olan morfoloji, motilite ve drnekteki
spermatozoa konsantrasyonu; iireme potansiyelinin degerlendirilmesi ag¢isindan yetersiz
kalmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalar sperm DNA yapisindaki defektlerin erkek
infertilitesinin %20’ sinden sorumlu oldugunu gostermistir. Bu durum yardimci lireme
teknikleri acisindan Ozellikle dnemlidir. Rutin semen analizleriyle karsilastirildiginda DNA

apoptozis ve fragmantasyonunun incelenmesi tanisal ve prognostik olarak daha belirleyicidir.

DNA hasarli spermatozoon orani arttitkca dogal yolla gebe kalma sansi da
azalmaktadir. Yiksek oranda DNA hasarli spermatozoon bulunan ejakulattan alinan
spermatozoa' nin, IUI (intra uterin inseminasyon), IVF (in vitro fertilizasyon) ve ICSI (intra
sitoplazmik sperm enjeksiyonu)’da da soruna neden oldugunu gdosteren c¢alismalar

bulunmaktadir.

Calismamizin amaci; rutin semen analizleriyle, sperm DNA' sindaki hasarin
gosterilmesinin yeterli olmamasi, ayrica WHO kriterlerine gore saglikli olarak nitelendirilen
sperm Omeklerinin gergek anlamda saglikli olup olmadigini belirlemek ve sperm DNA
hasarlarinin gosterilmesinde ileri tekniklerin rutin olarak kullanilmasmin  gerekliligini

vurgulamaktir.

Calismamizda Kocaeli Tip Fakiiltesi Tip Bebek Merkezine c¢esitli infertilite
nedenleriyle basvuruda bulunan teratozoospermik, astenozoospermik ve normozoospermik
vakalarin semen Omekleri kullanildi. Kruger kriterlerine goére morflojisi < %4 olanlar

teratozoospermi, WHO  kriterlerine gdore motilitesi %40’ altinda olan vakalarda
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astenozoospermi olarak kabul edilmistir. Motolitesi % 40' 1n iizerinde olan ve morfolojisi >

%14 olanlar ise normozoospermi olarak ¢alismaya dahil edilmistir (WHO, 2010).

Bu islemi takiben sperm ornekleri Tunel, Immiinhistokimya, Western-Blot ve Fish
analizleri yapmak iizere prosediirler uygulandi. Immiinhistokimya, Immiinofloresan ve
Western-Blot yontemi ile sperm sentrozom yapisindaki iki dnemli protein olan Tubilin ve
Sentrin' in varligina bakilacaktir. Fish analizleri ile X, Y, 13, 18 ve 21 kromozomlardaki

anomaliler incelenecektir. Spermlerdeki hasarin kromozom agisindan kontrol edilecektir.

Calismamizda O6nemle iizerinde durulmasmi istedigimiz durum sperm andploidili
oraninin normozoospermik kontrol grubundada Onemsenecek degerlerde oldugunu
gostermekti. Normozoospermik gruptaki apoptozis orant % 9,1 ve FISH analizlerinde
Nullizomi(18,21), Monozomi (X,Y,13,18,21), Dizomi(X,Y,18,21) ve Trizomi 13 anéploidi
frekanslar astenozospermik ve teratozoospermik gruplarla istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemesine ragmen, bu analizlerde diger iki gruba yakin andploidi frekanslarina sahiptir.
Bu spermlerle yapilan YUT uygulamalarida normal kabul edilen sperm 6rneklerinin erkek
faktorii olarak kabul edilen teratospermi, astenospermi, azospermi gibi sperm Ornekleri kadar

dikkat edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Teratozoospermi, astenozoospermi, erkek infertilitesi, kromozom
anomalileri.



ABSTRACT

The Sperm Parameters Comparison With Sperm DNA Fragmentation and
Chromosomal Abnormalities

It is still difficult to determine hidden sperm defects in infertile patients with male
factor etiology. Around 15% of infertile patients with male factor etiology still present with
normal spermiogram test. DNA integrity of sperm sample is very important for reproductive
efficiency. Morphology, motility and spermatozoa concentration, that are conventional
parameters of semen analysis, remains insufficient for the assessment of reproductive
potential. Recent studies have shown that defects in DNA structure are responsible for 20% of
male infertility. This condition is very crucial for assisted reproduction techniques. When
compared with routine semen analysis, assessment of DNA apoptosis and fragmentation are

diagnostic and prognostic determining factors.

The chance of spontaneous pregnancy decreases as the rate of spermatozoa with DNA
damage increases. There are some studies showing spermatozoa obtained from the ejaculate
containing high levels of DNA-damaged sperm cause problems in IUI (intrauterine

insemination), IVF (in vitro fertilization) and ICSI (intracytoplasmic sperm injection).

The aim of our study is to determine whether sperm samples that are considered as
healthy according to WHO criteria are really healthy or not, and to emphasize the requirement

for the routine use of advanced techniques in demonstration of sperm DNA damage.

Semen samples from teratozoospermic, asthenozoospermic and normozoospermic
cases who admitted to Kocaeli University Faculty of Medicine IVF Unit for various infertility
reasons were included in our study. Patients whose sperm morphology is equal and less than
4% according to Kruger criteria were considered as teratozoospermia, and whose sperm
motility was less than 40% were accepted as asthenozospermia according to WHO criteria.
Patients whose sperm motility is more than 40% and morphology is above 14% were included

in the study as normozoospermia (WHO,2010).
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Sperm samples were then underwent Tunnel, Immunohistochemistry, Western-Blot
and Fish analyses. The presence of two important proteins of centrosome structure, Tubulin
and Centrin, was examined by Immunohistochemistry, Immunofluorescence and Western-Blot
methods. Abnormalities in chromosomes X, Y, 13,18 and 21 were investigated by FISH

analysis. The damage in the chromosomes of spermatozoa will be controlled.

The main condition that we want to focus in our study is to show that the rate of sperm
aneuploidy in normozoopermic control group is also at a substantial level. Apoptosis rate in
normozoospermic group was found to be 9.1%. Although the aneuploidy frequencies of
Nullisomy (18, 21), Monosomy (X, Y, 13, 18, 21), Disomy (X, Y, 18, 21) and Trisomy 13 in
control group did not show a statistically significant difference compared to
asthenozoospermic and teratozoospermic groups, it has an aneuploidy frequency close to these
two groups. These results reveal that sperm samples that are considered as normal in ART
procedures need to be considered as sperm samples as teratospermia, asthenospermia and

azoospermia.

Key Words: Teratozoospermia, male infertility, asthenospermia chromosomal

abnormalities.
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1. GIRIS

Infertilite, bir ¢iftin bir y1l boyunca diizenli cinsel iliskiye girdigi ve korunma yontemi
uygulamadig1 halde gebe kalamama durumudur. Infertiliteye yol acan nedenlerin bir kismu
sonradan olustugu halde bir kism1 da genetik bir temele dayanir. Cinsiyet kromozomlar1 ve
otozomal kromozomlarin her ikisinde de normal cinsiyet karakterlerini belirleyen genetik
yapilar bulunmaktadir (Simpson, 1990). Bu genlerin lokalizasyonlarinda ve yapilarinda ortaya
cikan genetik mutasyonlar seksiiel farklilasma bozukluklar seklinde karsimiza g¢ikmaktadir.
Bu genlerdeki mutasyonlarin gen mutasyonlarinin oligospermi ve azospermiye neden oldugu,
bir kisim genetik degisikliklerinde spermatogenez bozukluklarina yol agtigi gosterilmistir

(Vaffe, 1994).

Yapilan bir arastirmada, azospermik hastalarin %15’inde, oligospermik hastalarin
%S5’inde, normal erkeklerin ise %]1’inden daha azinda kromozom anomaliligi bulundugu,
sperm sayisi arttikga bu oranin azaldigi ve 20 milyon/ml iizerindeki sayilarda ortalama %1’e
diistiigii tespit edilmistir (Kjessler ,1974). Azospermik ve siddetli oligospermik erkeklerin
%10-15’inde ayn1 zamanda Y kromozom mikrodelesyonlarina da rastlandigi bildirilmistir
(Kjessler ,1974). 2372 infertil erkegin kromozom analizlerinde, 33’1 cinsiyet kromozomunda,
18’1 otozomlarda olmak tizere toplam 51 vakada %2.1 kromozom diizensizligi bulunmustur.
Bunlarin yaklagik yarisini1 Klinifelter sendromlu vakalarin olusturdugu goriilmiistiir (Chandley

, 1979).

Bu nedenle azoospermisi ya da siddetli oligospermisi,teratospermisi ve astenospermisi
olan erkeklerin, kromozom anomalisi ve Y kromozom mikro delesyonlari tagiyabilecekleri
konusunda bilgilendirilmeleri gerekir. Bu erkeklerin spermleri intrasitoplazmik sperm
injeksiyon (ICSI) tekniginde kullanilmadan once karyotip analizi ve Y kromozom
mikrodelesyonu testleri istenmelidir. Cinsiyet kromozomunda yer alan gonad belirleyici
yapilar gonadlarin testis ve ovaryum seklinde gelismesine yol agmakta, daha sonra salgilanan
gonad hormonlart genital ve duktal farklilasmayi saglamaktadir. Y kromozomunda mayoz
bolinme sirasinda olusan defektler cinsiyet kromozomu sayisinda anormalliklere,

spermatogenez ve fertilite tizerinde belirgin bozukluklara neden olmaktadir (Kjessler , 1974;



Chandler, 1979). Androjenik hormonlar erkek fenotipik karakterlerinin olusmasi ve
spermatogenez i¢in kritik oneme sahiptir. Androjen sentezi ve biyolojik etkisinden sorumlu
genlerdeki defektler androjen sentezi ve hormonun etkilerini engelleyebilirler veya
kisitliyabilir. Bazi erkek infertilite vakalarinda androjen reseptor genleri ile iligkili reseptor

defektlerinin rol oynadig ileri siiriilmektedir.

Ayrica bircok genetik sendromun, iireme fonksiyonlarin1 dnemli derecede etkiledigi
bilinmektedir (Kjessler ,1974; Chandley , 1979). Infertilite vakalarmm yaklasik yarisinda
erkek iireme yetmezligi ya da disfonksiyonu tam veya kismen rol oynamaktadir. Ozellikle
erkek faktorii olan hastalarin tanist yapilirken mutlaka genetik hasar agisindan
degerlendirilmeleri gerekmektedir. Erkek faktorii sebebiyle dogal yollarla ¢ocuk sahibi
olamayan ¢iftlerde ICSI ve benzeri gelisen teknikler sperm faktoriiniin neden oldugu IVF -
ET basarisizliklarin1 6nemli oranda azaltmistir. ICSI’den 6nce her ¢ifte, mevcut olan genetik
hasarmn, mevcut infertilitenin ve diger degisen fenotipik belirtilerin ¢ocuga ge¢me riski

olabilirligi i¢in bilgi verilmelidir.

Erkek iligkili faktorler, infertilitenin yaygin sebebi olmaya devam etmektedir.
Infertilite vakalarinin yaklasik % 20’ sinden tek basina sorumludur, erkek ve kadm faktoriiniin

bir arada oldugu vakalarin % 30-40° 1nda ek bir artisa neden olmaktadir (Mau-Holzmann

2005; Ferlin, 2005).

Erkek faktorlii infertil hastalarda, gizli sperm defektlerinin belirflenmesi hala
basarisizdir. Cesitli goriisler olmasma ragmen, erkek faktorlii infertilite hastalarinin yaklasik

%15’ i normal spermiyogram gostermektedirler (Jarzabek, 2004).

Normal sperm DNA’ s1 fiziksel ve kimyasal denaturasyona oldukca direnclidir ve
sperm transportu sirasinda DNA hasarina kars1 ¢ift sarmal yapis1 koruma saglar (Jarzabek,
2004). Son yillardaki ¢aligmalarda insan ejekiilat sperminde DNA fragmantasyonunun varligi,
ozellikle semen kalitesi kotli vakalarda gosterilmistir. Memeli spermatogenezisi esnasinda
germ hiicre o0limii esas olarak apoptozis yoluyla goriiliir. Hayvan modellerinden elde edilen

kanitlar, erken germ hiicrelerinin aktif proliferasyonunun, selektif apoptozis tarafindan



dengelendigini gostermistir(Kim,1998). Omegin testikiiler germ hiicre apoptosisi devamli ve
fizyolojik olarak yasam boyunca goriiliir. Apoptozis, normal spermatogenezis esnasinda
onemli iki rol oynar: Germ hiicre popiilasyonunun sayisinin sinirlandirilmast ve anormal

spermatozoanin selektif olarak bitirilmesi (Kim, 1998; De Palma, 2006; Koh, 2005).

Apopitozisin ayird edici anahtari, DNA tek iplik kiriklarinin = varhigidir.
Spermatozoalarda saptanan bu DNA tek iplik kiriklari, ayn1 zamanda apoptozisten bagimsiz
faktorlerce de olusabilir (Koh, 2006). ilave olarak McPherson ve Longo (2008) , kromatin
yapis1 ve niikleoproteinler modifiye edildiginde; uzayan rat spermatidlerinde endojen DNA tek

iplik kiriklarinin varligini gosterdiler (Simoni, 2004; Siffroi, 2000).

Glinimiizde DNA iplik kirilmalarinin tesbitinde TUNEL’ 1 de igeren bir ¢ok metod
bulunmaktadir (Van Opstal, 1999).

Semen Orneginin sperm DNA biitiinliigl , iireme etkinligi i¢in ¢ok 6nemlidir. Semen
analizinin konvensiyonel parametreleri olan morfoloji, motilite ve Ornekteki spermatozoa
konsantrasyonu; lireme potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan yetersiz kalmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar sperm DNA yapisindaki defektlerin erkek infertilitesinin %20’
sinden sorumlu oldugunu gostermistir. Bu durum yardime1 iireme teknikler agisindan 6zellikle
onemlidir. Rutin semen analizleriyle karsilagtirildiginda DNA  apoptozis ve

fragmantasyonunun incelenmesi tanisal ve prognostik olarak daha belirleyicidir.

Spermatozoanin DNA hasarin1 veya kromatin yapismni degerlendirmede ¢esitli
teknikler kullanilmaktadir. Bunlar COMET assay, TUNEL, SCSA ve Insitu nick translation
(ISNT) ve acridine orange testidir. Tiim bu teknikler, sperm kalitesi dl¢iimiinden bagimsizdir
ve DNA biitlinliigli veya kromatin yapisimnin her ikisinin defektlerinin tespit edilmesiyle,
semen kalitesini degerlendirmeyi esas alir. Insan spermatozoasinin DNA hasarindan sorumlu
olan etyolojik faktorler arasinda; artmis reaktif O: drnekleri (ROS) ve oksidatif stres; yiiksek
oranda artmis DNA fragmantasyon indeksiyle (DFI) iliskilidir. Oksidatif stres, tek veya cift
sperm DNA iplik kirigma yol acar. Apoptozis ve anormal kromatin paketlenmesi de DNA
hasariyla iliskilidir (Mennicke, 2005).



Rutin semen parametreleri her zaman sperm DNA kalitesini yansitmaz. Normal
spermiyograma sahip erkekler de infertil olabilir. Bu durumun sebebi anormal sperm DNA’ s1
olabilir (Danziger, 2004). Rutin sperm analizindeki parametrelere ilave olarak, sperm DNA
bitiinliigii degerlendirilebilir ve bdylece spermatozoa kalitesi gosterilebilir. Sperm DNA

kalitesinin belirlenmesi, yardimc1 iireme tekniklerinin bagarisini arttirmak i¢in esastir.

DNA’ lar1 hasarl1 spermler kullanildiginda, dogan canli bebek orani 6zellikle diisiiktiir.
Tekrarlayici ART kayiplari, ciftleri ekonomik, ve ruhsal sikintilara sokmaktadir. Yeni
calismalarda, sperm deformite endeksi (SDI) 1,6’ dan biiyilkse ART yetmezliginin arttig
bildirilmistir (Cuppens ,2004) .

Sperm DNA hasar1 promutageniktir (Van Opstal,1997; Mennicke ,2005). Kiigiik sperm
DNA hasarlari, pre ve post replikasyon onarim mekanizmalariyla onarilabilirken; bliylik DNA
hasarlar1 onarillamayabilir. Boylelikle gercekte infertil bir erkek rutin spermiyogram verilerine
gore goriinliste normal morfolojide spermlere sahip olur, fakat germ hiicreleri ise hasarl
DNA’ y1 barindirir. Bu durum, gebelik kayiplarina veya 61ii dogumlara neden olur; ya da ciddi
dismorfogenetik 6zellikte major veya minor konjenital malformasyonlar veya retinoblastom
benzeri kesin kanser predispozisyonunu arttirir. Boylelikle DNA biitiinliik ¢alismalar;, YUT'
nin kullanimi Oncesinde infertil erkeklerin degerlendirilmesinde son derece 6nemlidir

(Danziger, 2004).

Diinya Saglik Orgiitii’ niin potansiyel fertilite icin agikladig insan semen kalitesi,
cesitli testler kullanilarak arastirilmistir. Geleneksel semen analizleri basarili bir gebelige
ulasilmasinda sinirlt da olsa hatir1 sayilir bilgiler vermesine ragmen, daha fazla teknolojiye
hala ihtiya¢ duyulmaktadir. Gegtigimiz birkac yilda, normal spermatogenezis sirasinda ortaya
¢ikan fizyolojik hiicre 6limiiniin 6nemine dikkat ¢ekilmistir. Yapilan c¢alismalara ragmen,
spermatozoadaki apoptosisin biyolojik 6nemi veya erkek infertilesindeki muhtemel rolii
hakkinda c¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bu bilgi eksikliginin temel nedeni, kismen in vitro

spermatozoa apoptozis basamaklarinin ¢alisilmasindaki gii¢liiklerdir (Dayangag, 2010).



1.1. AMAC ve KAPSAM

Infertilite sorununun yaklasik %50°’si erkek faktorii kaynaklidir. Ik mikroenjeksiyon
uygulamast 1992 yilinda gergeklesmis, o zamandan giiniimiize erkek infertilitesine ¢6ziim
arayislart i¢in yardimci tireme teknikleri ¢alismalar1 gelismis, hizlanmis ancak hala yanit
bekleyen birgok soru vardir. Bu sorulardan biri de spermatozoada olusan DNA hasarlariinin

nedenleridir.

Spermatozoon DNA hasarlariinin infertilitedeki 6nemi in vivo ve in vitro ¢alismalarda
gosterilmistir. DNA hasarli spermatozoon orani arttik¢a dogal yolla gebe kalma sansi da
azalmaktadir. Yiksek oranda DNA hasarli spermatozoon bulunan ejakulattan alinan
spermatozoanin, IUI (intra uterin inseminasyon), IVF (in vitro fertilizasyon) ve ICSI (intra
sitoplazmik sperm enjeksiyonu)’da da soruna neden oldugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu soruna yanit arayan arastirmacilar DNA fragmantasyonunun kaynaginin
aciklanmasina odaklanmislardir. Ortaya ¢ikan veriler fragmantasyonun maturasyon siirecinde

oksidatif stres sonucu ya da apoptotik yollarla olusabilecegini diisiindiirmektedir.

Semen analizi rutin olarak fertilitenin gostergesi olarak kullanilmasina ragmen standart
spermatozoon konsantrasyonu, motilite ve morfoloji yiizdeleri spermatozoon defektlerini
aciga cikarmayabilir. Ayrica diisik DNA kalitesi, DNA fragmantasyonlu spermatozoon

oranmin artistyla ilgilidir ve fertilitede 6nem tagir.

Ozellikle ICSI gibi yardimci1 iireme tekniklerinde DNA fragmantasyonlu
spermatozoon ile oositin fertilize olma riski yiiksektir. IVF ile karsilastirildiginda ICSI’de
daha disiik blastosist olusum oranlar1 ve DNA hasarlt embriyo ve beklenmeyen diisiiklerin
daha fazla oldugu gosterilmistir. Ciinkii ICSI i¢in spermatozoon se¢imi, motilite ve iyi
morfolojiye dayanmaktadir. Dogal seleksiyon ortadan kaldirildigi i¢in defektif paternal genom

da bilinmeden oosit i¢ine enjekte edilmis olmaktadir.



Calismamizin amaci; rutin semen analizleriyle, sperm DNA' sindaki hasarin
gosterilmesinin yeterli olmamasi, ayrica WHO kriterlerine gore saglikli olarak nitelendirilen
sperm oOrneklerinin gergek anlamda sagliklt olup olmadigini belirlemek ve sperm DNA
hasarlarinin gosterilmesinde  ileri tekniklerin rutin olarak kullanilmasmin  gerekliligini

vurgulamak istedik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Testisin Gelisimi

Genetik cinsiyet, fertilizasyon ile saglanir ve X kromozomuna sahip oositin X veya Y
kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine baglidir. Gelismekte olan gonadlar XX veya XY
kromozom kompleksine sahip olurlar. Yedinci haftadan 6nce gonadlarin goriiniimii her iki
cinste de birbirine benzer, dolayisiyla “farklanmamis gonadlar” olarak adlandirilirlar. Erkek
fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomu gereklidir, fakat bu kromozomun yalnizca kisa kolu
cinsiyet belirlenmesi i¢in son derece kritiktir. Testis belirleyici faktor (TBF) i¢in gerekli olan
SRY geninin, Y kromozomunun-cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesik olup Y kromozomu,
farklanmamis gonadin medullas1 iizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir (Berta, 1990;

DiGeorge, 1996).

TBF, primer seks kordonlarini uyararak, onlarin farklanmamis gonadin medulla
derinliklerine dogru sokulmasina sebep olur; kordonlar burada dallanarak birbirleriyle
anastomoz yaparlar ve bdylece “rete testis” olusur. Seks kordonlarmin (seminifer kordonlar)
kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, yiizey epiteli ile olan
baglantilar1 kaybolur. Tunika albugineanin gelisimi, fetusta testikiiler gelisim igin ¢ok
onemlidir. Gelisen testis, asamali olarak dejenere olan mezonefrozun asili baglarindan ayrilir
ve kendi mezenteri olan “mezorchium” ile asili hale gelir. Seminifer kordonlar seminifer

tiibiillere farklanir, onlar1 takip eden tubuli rekti ve rete testis tiibiil agi ile baglant1 kurar.

Seminifer tiibiiller, interstisyel (ara) dokuda yer alan Leydig hiicreleri ve destek
elemanlart olusturan mezensimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri,
androjenik hormonlar1 (testesteron ve androstenedione) salgilamaya baslarlar, bu hormonlar
mezonefrik kanallarin ve dig genital yollarin erkeklik yoniinden farklilasmasini tetiklerler.
Testesteron liretimini insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimule eder, hormonun
miktar1 8-12 haftalik donemde en yliksek degerine ulasir (DiGeorge, 1996). Testesterona ek
olarak fotal testisler glikoprotein bir hormon olan “antimiillerian hormon” (AMH) veya

“miillerian inhibitor madde” (MIS) adi verilen bir hormonu da salgilarlar. AMH, destek
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hiicreleri (Sertoli hiicreleri) tarafindan salgilanir, hormonun salinmasi puberteye kadar devam

eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik (Miillerian) kanallarin gelisimini

baskilar.

Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren limenleri

olusur. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur:

. Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden
geligirler.
. Spermatogonya, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordiyal

germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fotal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde cogunlugu olusturur. Daha sonraki
gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetigkin testisin dis yiizeyindeki mezoteli
olusturur. Rete testis, mezonefrik kanalciklardan olusan efferent kanalciklarla (5-20 adet)
devam eder. Bu kanalciklar, epididimis ile baglantilidir. Epididimis distalinde mezonefrik
kanal, kalin bir diiz kas tabakasi kazanir ve deferens kanalini olusturur. Mezonefrik kanallarin
kaudal uglarmnin lateralinden disa dogru seminal vezikiiller gelisir. Bu ¢ift haldeki bezler
spermlerin beslenmesini saglayan salgiy1 yaparlar. Seminal vezikiillerin kanali ile {iretra

arasinda kalan mezonefrik kanal boliimii, “ejakiilator” kanal olarak bilinir.

2.2. Testisin Genel Yapisi

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde gerceklesen ve sperm tiretimi i¢in gerekli olan bir
hiicresel farklilasma siirecidir. Insanlarda, her bir testis genellikle 15-20 ml hacminde, 4 cm2,5
cm eninde uzunlugunda ve 10-15 g agirligindadir. Skrotum iginde, abdomen disinda, bulunan
cift testisler, “tunika albuginea” denilen siki bir bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir. Tunika
albuginea, 6n ve yan yiizlerinde “prosessus vaginalisin” kalintis1 olan tunika vaginalisin,
visseral ve pariyetal yapraklar ile kaplanmistir . Tunika albugineanin i¢ yilizeyinden bir bag

dokusu bdlmesi (septasi) testisin arkasinda yer alan “mediastinum” bolgesine dogru uzanir.



Bag dokusundan olusan bu bolgenin igerisinde anostomozlasmis bir kanal agi1 goriiniimiindeki

“rete testis” vardir.

Diiz kas fibrillerini de igeren siki bag dokusundan olusmus, tunika albuginea kapsiilii
fizyolojik ve farmakolojik uyaranlara cevap olarak, kasilmay1 saglar . Tunika albugineanin ig¢
yiizeyi ise, gevsek bag dokusu karakterinde ve damarda zengin bir bolge olan “tunika
vaskiiloza” ile komsuluk yapar. Testislerin loblanma derecesi tiirler arasinda farkliliklar
gosterir; lobguklar igerisinde spermatogenezin gerceklestigi seminifer tiibiiller vardir.
Seminifer tiibiiller mediastinum testisten sarmallar seklinde uzanir ve her bir sarmalin iki ucu
“tubuli rekti” denilen diiz tiibiillerle baglantilidir . Bdylece, her bir sarmali olusturan tiibiil
oldukga katlantili bir yap1 gostererek ylizey alanini genisletir. Tiibiil sarmallarinin olusmasi
“immatiir” Sertoli hiicrelerinin gelisim sirasindaki mitotik aktivitenin sonucudur (Barrat,

1997).

Tiibiiller arast dokunun diizeni tiirler arasinda oldukc¢a dramatik degisiklikler gosterir;
kan damarlari, lenfatikler ve sinir liflerini igerir. Tiibiiller aras1 dokudaki Leydig hiicreleri,
damarlarla ve seminifer tlibiillerin “lamina propriyast” ile iliskili olarak gruplar halinde
dagilmistir. Seminifer tiibiillerin disinda ise, “miyoid hiicreler” denilen modifiye diiz kas

hiicreleri vardir.

Testisler, insanlarda ve diger bazi memeli tiirlerinde fetal ya da erken postnatal hayatta
“skrotuma” inerler. Birgok omurgalinin testisi abdominal bdlgede yer aldigindan, insanlardaki
bu durum oldukga ilgi ¢ekicidir (Glower, 1990). Insanlarda testisin skrotumda yer almasi,
viicut 1sisma gore, 2°C ’lik bir 1s1 farkina neden olur. Bir ya da her iki testisin birden
abdominal kavitede asili kalmasina “kriptorsidizm” denir. Bilateral olarak kriptorsidik olan

erkekler infertildirler, ancak unilateral kriptorsidik olan bazi erkekler sperm tiretebilirler.

“Spermatik kord” testiste gelen ve giden kan damarlarini, “vaza deferens” ise
lenfatikleri ve sinirleri igerir. “Pampiniform pleksus” zengin ven kiimesinden olusur; testis
iizerinde testikiiler arteri ¢evreler ve bu arterle kaynasarak spermatik korda uzanir. Insanlarda

ve birgok hayvanda pampiniform pleksus kompleks bir damar sisteminden olusur ve “termo-



regililasyonda” rol oynar. Bu etkin sistem, kani testise girmeden Once sogutur ve testisten
viicuda donen kani ise 1sitir. Bu sistem ayni zamanda testise giden arteriyal kan basincini
kontrol etmede rol alir. Testikiiler venlerin kapakgiklar: vardir ve genellikle “varikoz” haline
gelerek, “varikosel” denilen patolojik duruma neden olabilirler. Varikosellerin daha ¢ok sol
testiste gdzlenmesinin nedeni muhtemelen testikiiler venin renal vene katilirken yaptigi “dik
acidan” kaynaklanabilir. Varikosel sonucunda skrotum i¢i 1smin arttigi ve fertiliteyi etkiledigi
one sirilmektedir (WHO,1992). Ayrica varikoselin, testikiiler hacimde bir azalmaya ve

Leydig hiicre salgisinda da diisiise neden oldugu bildirilmistir.

2.2.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller Germ hiicreleriyle ve Sertoli hiicrelerini igerirler. Testis hacminin
%85-90’nm1 olustururlar. Sertoli hiicreleri sayilart degismeyen, boliinmeyen hiicrelerdir.
Sertoli hiicreleri Tiibiilin bazal membranina(devamli) otururlar. Birbirleri arasinda siki
baglantilar1 vardir ve bdylece kan-testis bariyerini olusturular. Immun sistemin kendiliginden
tanima “self recognition” doneminden ¢ok sonra pubertede spermatozoa ortaya ¢iktigindan bu
bariyer onemlidir. Sertoli hiicreleri, gelisen germ hiicrelerini beslemenin yaninda &ziirli
olanlar1 fagosite etmekle de gorevlidir. Tiibiil liimenine yaklastikca spermatosit ve

spermatidler gdzlenir.

Olgun spermiyumlar Sertoli hiicreleri ile simbiyotik bir evre yasarlar. Tiibiiliin bazal
membran tarafinda ve bazal lamina tlizerinde spermatogoniyumlar bulunur. Germinal ya da
spermatojenik hiicreler bazal membrandan limene dogru asama asama erigkinleserek siralanir.
Spermatogonyumlar bazal membran lizerine direkt otururlar. Tiibiil duvarida germ hiicreleri
13 degisik asamada goriilebilirler. Spermatositler, boliinerek gelisim asamasma katilir ve
spermatidleri olusturur. Bu asamaya kadar olan olaylarin tiimiine “spermatogenez” adi verilir.
Spermatidler de degisime ugraylp spermatozoayr olustururlar ki bu asamaya da
“spermiyogenez, spermiyohistogenez (ya da spermiyositogenez)” denilir. Bu degisim,
cekirdegin yogunlasmasi, Golgi yikimi sonucu akrozom belirmesi, sentriyol gogcii,
sitoplazmanin biiylik oranda kaybi1, kuyrugun gelisip spermin ortasindaki mitokondri ile iliskili

hale gelmesi olaylarini kapsar.
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2.2.2. Sertoli Hiicreleri

Bu hiicreler, seminifer tiibiiliin periferinden liimenine dogru uzanan diploid hiicrelerdir.
Spermatogenez esnasinda ¢ok dnemli rol oynarlar. En 6nemli fonksiyonlar1 germ hiicrelerinin
farklilagsmasi(olgunlagmasi) i¢in gerekli ¢evreyi saglamaktir. Biitin germ hiicre serisi ile
iligkili durumdadirlar. Sertoli hiicrelerinin bazal kisimlari, seminifer tiibiiliin bazal laminast ile
iliskidedir dolayisiyla sistemik sirkiilasyonla gelen maddelere direkt olarak erisebilirler.
Spermatogoniyumlar, Sertoli hiicreleri gibi bazal lamina iizerinde yer alirken, spermatogenik
hiicre serisinin diger hiicreleri Sertoli hiicreleri tarafindan olusturulmus alanlar iginde
yerlesiktirler. Sertoli hiicrelerinin mikroskobik yapist olduk¢a karmasiktir. Cok miktarda diiz
endoplazmik retikulum (DER) ve mikroflamanlar kiimesi seklinde belirgin bir hiicre iskeletine
sahiptirler. En onemli oOzellikleri ise Ozellesmis baglanti kompleksleridir. Cesitli hiicre
tipleriyle baglantilar kurarlar ve hiicre-hiicre kontaktlarini siirdiiriirlerken ayrica germ hiicre
serileri ile de iletisim halindedirler. En 6nemli baglant1 Sertoli-Sertoli hiicresi arasinda kurulan
sik1 baglantidir ve bu baglanti 6zelligi hiicreleri sikica bir araya getirerek, bazi maddelerin
gegisine engel olmaktadirlar. Bu baglanti kompleksleri, kan-testis bariyerini olusturur.
Dolayisiyla seminifer tiibiillerde iki bolge mevcuttur: Seminifer tiibiiliin periferinden hiicreler
arast baglanti kompleksine kadar olan “bazal” kompartiman ve baglanti kompleksinden
tibilliin  liimenine dogru uzanan “adliminal” kompartiman. Spermatogonya bazal
kompartimanda yer alirken ardindan gelen spermatogenik hiicre serisi ise adliiminal

kompartimanda yer alirlar.
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2.2.3. Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokusunda bulunurlar ve kan damarlar1 etrafinda
kiimelenirler. Steroid biyo-sentezinde gerekli olan iyi gelismis DER, Leydig hiicrelerinin tipik
bir 6zelligidir. Ayrica, insanlarda biiytlikliikleri ve sekilleri degisen ve “Reinke kristalleri”
olarak adlandirilan sitoplazmik inkliizyonlara sahiptirler. Bu inkliizyonlar1 icermeyen Leydig
hiicreleri de bulunabilir ve bu durumda bu tiir hiicreler “immatiir” formdaki Leydig hiicreleri
olarak kabul edilmektedirler (Glower , 1990). Leydig hiicreleri arasinda da siki baglanti

kompleksleri vardir.

2.3. Germ Hiicreleri ve Olusum Siireci

2.3.1. Spermatogonya

Diploid sayida kromozoma sahip olan spermatogoniyumlar, seminifer tiibiiliin bazal
laminast lizerinede lokalize olmuslardir ve siirekli mitoz boliinmeler gegirerek, ya diger
spermatogoniyumlart ya da farklilasma siirecine giderek primer spermatositleri iiretirler.
Spermatogoniyumlar {i¢ tiptedirler; i) tip AAO, Al, A2, A3, A4, ii) ara form ve iii) tip B.
Spermatogoniyumlarin gdsterdikleri mitoz bolinmeler ya rastgele (yani bolinmeler AO ile
sonuglanir) ya da senkronizedir (yani boliinmeler spermatogenik siklusa yoneliktir). Her bir
bolinme sonrasinda, kardes  hiicreler arasinda sitoplazmik baglantilar kalir. Tip B

spermatogonya ise spermatosite farklasan tipteki spermatogonyadir.

Spermatogoniyumlarin bu boliinmelerinin mitotik kinetigi olduk¢a karmasiktir ve

giiniimiizde hala tartigsmal1 bir konudur (Ehmcke, 2005).

2.3.2. Spermatositler

Spermatogoniyumlarin boliinmesi sonucu meydana gelen spermatositler mayoz
boliinme gecirerek, haploid sayida kromozom tastyan dort adet spermatid meydana getirirler.

[lk olarak, homolog kromozomlarm gelisigiizel béliinmeleriyle olur, ikinci olarak da, homolog
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kromozomlar arasinda genetik materyalin degis tokusu (crossing over) gozlenir. Bu iki olay
tirlerin yasamasi ic¢in gerekli olan gesitliligi saglar. Mayoz bdliinmenin profaz asamasi
oldukga uzun bir siirecte gerceklesir; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez olmak

tizere safhalar gosterir.

Spermatositler birinci mayoz boéliinmenin profaz asamasina girdiklerinde, seminifer
tibililiin bazal membranindan liimenine dogru hareket ederler. Homolog kromozomlarin
yanyana geldigi zigoten asamasinda ise, bazal membrandan ayrilirlar. Pakiten asamasi,
mayozun ve profaz evresinin en uzun asamasidir ve bu nedenle gegen bu siirecte
spermatositlerin ¢esitli hasarlara maruz kalma olasilig1 en yiiksektir. Spermatosit-I’ler diploid
kromozom (2n) ve diploid DNA miktar1 (4DNA) tasirlar. Birinci mayoz boliinme sonucunda
bu miktarlar yartya iner. Birinci mayoz bdliinme sirasinda genetik materyalin degisimi
“kiazma” noktalarindan gerceklesir ve her bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatosit
olusturur. Olusan sekonder spermatositler ¢ok kisa bir siire varliklarini siirdiirtirler ve ikinci
mayoz boliinmeye giderek, haploid kromozom sayisina sahip olan iki adet spermatid meydana
getirirler. Mayoz bolinme esnasinda, seks kromozomlarmm DNA replikasyonu,

kondenzasyon ve transkripsiyon zamanlamalari, somatik kromozomlardan farkliliklar gosterir.

2.3.3. Spermatidler

Mayoz boliinmeler sonucunda meydana gelen spermatidlerin gelismesi, degismesi ve
seminifer tlibiil limenine spermiyum olarak atilmasi siirecindeki olaya “spermiyogenez” denir.
Basit bir hiicre o6zelliginde olan bir spermatid, yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal
degisikliklere ugrayarak o6zellesmis bir hiicre tipi olan spermatozoayr meydana getirir. Bu
degisim mekanizmas1 gilinimiizde hala agiklanamamistir. Bu siire¢te meydana gelen
degisiklikler, bu hiicrelere 6zgii olaylardir ve diger hicbir hiicre tipinde gdzlenmez.
Spermiyogenez siireci olduk¢a senkronize ve entegredir, dolayisiyla bu siire¢ sirasinda
meydana gelen kiiclik sapmalar infertiliteye neden olabilir. Bu sapmalarin ya da hatalarin

nedeni heniiz agiklanamamistir (Fernandez, 2003).
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Spermiyogenezin basinda spermatid heniiz basit bir hiicre tipinde iken, spermiyumun
temel hiicre iskeletini olusturmak iizere pek cok degisim gecirir. Oncelikle, hiicre cekirdegi
kromatini daha siki yogunlasma (kondenzasyon) gosterir. Spermatidlerin farklilagma
siirecinde, yapist diger hiicrelerden daha kompleks olan Golgi kompleksinin sisternalari
yikilarak akrozomal vezikiilii olustururlar; ¢ekirdegin apikaline go¢ ederek, ¢ekirdegi iistten
saran baghk gibi gelisen bir akrozom sistemini meydana getirirler. Bu yapinin i¢ membrant,
cekirdek membrani ile siki iliskidedir. Akrozom, salgi gorevinde olan ve hiicre ¢ekirdegi ile

yakin iligkide bulunan dev lizozom gibi diisiiniilebilir.

Spermatidde bulunan iki sentriyol ise, gelismekte olan akrozoma zit yonde gog
ederler ve bunlardan bir tanesi 1sinsal bir diizenleme gostererek gelecekte olusacak
spermiyum kuyrugunun “aksonom” yapisini meydana getirirken, bu sentriyole 90°C’lik
actyla konumlanan diger sentriyol ise, kuyrugu cekirdege baglayan baglant1 pargasini
olusturur. Kuyrugun aksonom pargasi uzayarak tabanindaki halka (anulus) yapisina tutunur.
Mekanizmas1 tam olarak bilinememekle birlikte, spermatidde yer alan mitokondriyonlar
boliintirler; dis yogun fibrillerle iliskiye gegerek tipik ¢iftli sarmal (heliks) yapisin1 meydana
getirirler. Spermiyogenez tamamlandiginda, spermatogenik hiicre serisindeki hiicrelerin
Sertoli hiicreleri ile olan sitoplazmik uzantilart kirilir ve spermiyumlar seminifer tiibil
limenine salinirlar. Spermiyogenez siireci Sertoli hiicrelerinin destegi ile gergeklesir; bunun

icin spermatid ile Sertoli arasinda simbiyotik bir yasam vardir.
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2.4. Niikleustaki Degisimler: Niikleik Asitlerin, Proteinlerin Sentezi ve Haploid
Gen Ekspresyonu

Mayoz boliinme sirasmnda, RNA ve protein sentezi maksimum diizeydedir ve erken
spermatogenez sirasinda oldukg¢a azalarak, neredeyse sifir seviyesine iner. Spermatogenez
esnasmnda, hiicre c¢ekirdegi somatik hiicreye benzeyen “niikleozom” yapisini, memeli
spermiyumunun “niikleoprotamin” yapisindaki ¢ekirdek yapisina doniistiiriir. DNA sarmali
arasinda bulunan histonlar 6nce gegis proteinleri (transition proteinler) ile yer degistirirler ve
daha sonra bu gegis proteinleri de yerlerini “arjininden zengin”, kii¢iik bazik proteinlere, yani
protaminlere birakirlar (Ward,1991). Protaminlerin temel gorevleri, fonksiyonel bir
spermiyum i¢in gerekli olan, hiicre ¢ekirdeginin sikica paketlenmesi gibi goriinmektedir.
Spermiyumun DNA’s1, protaminlerle iligskiye girerek c¢izgisel, yan yana olan kromatin
1sinlarin1 olustururken, somatik hiicre DNA’s1 histonlar etrafinda dolanir. Memeli spermiyum
DNA’s1 en siki sekilde paketlenmis olan Okaryotik DNA olup mitotik kromozomlarin
DNA'’sindan en az 6 kat daha fazla kondanse dir (Ward, 1991).

“Haploid gen ekspresyonu”, spermiyumun genotip yapisinin ve fonksiyonunun
aydinlanmasi i¢in 6nemli bir konudur. Ancak, bir ¢ok ileri diizeyde molekiiler biyoloji teknigi
kullanilarak yapilan c¢aligmalar olmasina ragmen, “spermiyumun haploid gen ekspresyonu”
hala tartismalidir. Muhtemel bazi1 haploid gen {irtinleri kesfedilmistir ve giiniimiizde bunlarin
gercekten olup olmadigt ve fonksiyonlar: yogun bir arastirma konusudur (Hecht, N.B., 1990,
Tanaka, 1995). Haploid gen ekspresyonuna 6rmek teskil edebilecek ve muhtemelen en iyi
bilinen 6mek “T locus faredir”. Dominant T aleli homozigot olunca farede kisa kuyruk
meydana getirirken, heterozigot olunca dliimciildiir. Baz1 resessif T allellerinde ise kuyruksuz
hayvanlar meydana gelir. Ayrica t/t spermiyum fareler sperm {iretmelerine ragmen,

infertildirler (Hecht, 1990).

Bu konuda birgok c¢alisma yapilmasina ragmen, Mendel kurallarina uymayan bu
“genetik aktarim” ve “haploid genom” ile olan iliskisi hala bilinmemektedir. Genetik olarak
birbirlerinden farkli olan spermatidler, hiicrelerin senkronize bdlinmesini saglayan 1um

boyutundaki hiicrelerarasi1 kopriilerle adeta bir “sinsisyum” halindedirler. Bu nedenle, bazi
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spesifik mRNA’nin spermatidden spermatide bu kopriiler araciligryla gectigi ve dolayisiyla
biitiin “post mayotik™ genlerin spermatidler arasinda esit olarak dagitildigi ileri siiriilmektedir
(Wrobel, 2005; , Miller, 1997). Bu biitiin {iriinlerin esit olarak dagitildig1 ya da paylasildigi

anlamina gelmez, ancak ileri aragtirma isteyen ilging bir konudur.

Cesitli testikiiler belirteg (marker) proteinlerinin iiretim (ekspresyon) zamani ve
varliklart biyokimyasal ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Ancak, erkek germ hiicre
olgunlagmas1 hakkindaki bilgiler heniiz olduk¢a yetersiz ve smirli olup, siirekli bir yenilenme

halindedir ( Ivell, 1999).

2.5. Deney Modellerinde ve Insanda Spermatogenik Siklus

Bir¢ok hayvan tiirlinde, belli bashi spermatogenik hiicreler sadece belli bash diger
hiicreler ile iliski halindedir. Ornegin; farelerde her bir spermatogonyum bir digeri ile ayn1
anda gelisir, dolayisiyla herhangi bir zaman araliginda seminifer tiibiil kesiti incelenirse,
spermatogonyumdan spermiyuma kadar tiim bir hiicre serisi bir arada goriilebilir. Bu hiicre
iliskisine spermatogenik siklus denir. Gelismeye baslayan her bir spematogonyumdan
potansiyel olarak 64 spermiyum iiretilebilir. Insanda her bir saniyede 20 adet spermatogonyum
spermatogenik silirece baslar. Spermatogenik siklus, spermatogonyumdan spermiyumun
atilmasima dek dort ya da bes kez tekrarlanir . Tirlerde her bir spermatogenik siklusun siiresi
sabittir ve 8 ile 16 giin arasinda degisir (farelerde 9 giin, insanda 16 giin). Insanlarda tiim evre

64 glindiir, artis1 ya da eksisi olabilir.

Yukarida tanimlanan tiirdeki seminifer epitel modeli birgok hayvan tiiriinde mevcut
iken, insanda bu model bu kadar agik degildir. Insan seminifer tiibiil kesitlerinde, birden fazla
degisik spermatogenik siklus seviyesinde olan hiicre varligi ya da bazi germ hiicrelerinin
birbirleriyle olan iligkisinin varlig1 ya da yoklugu gibi bir¢ok diizensizlikler goze carpar. Bu
da, insanda ger¢eklesen spermatogenezin daha diizensiz ya da en azindan daha az koordine

oldugu yoniinde varsayimlara yol agar.
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1984 yilinda, Schulze ve arkadaslari, insan seminifer epitelinin diizeni hakkinda bazi
kanitlar ortaya koymuslardir. Spermatogenezin basamaklarinin, seminifer tiibiilin uzun
eksenine heliks seklinde bir uyum gosterdigini sdylemislerdir. Yani seminifer epitelin
organizasyonu, biyolojide biiyiime ve farklilagsmanin temel prensibi olan “spiral geometrisi”
planina uyum gosterir. Dolayisiyla, insanlardaki seminifer epitelin yapisi, diizensiz ya da
kaotik degildir, aksine kompleks bir organizasyon gosterir. Bu kompleks diizenlenmeyi
kontrol eden mekanizmalar tam olarak bilinmese de, parakrin ve otokrin mekanizmalarin rolii

oldugu tahmin edilmektedir.

2.6. Spermatogenezin Endokrin ve Parakrin Kontrolii

Hipofiz gonadadotropinlerinden olan, folikiil stimulan hormon (FSH) ve Luteinizan
hormon (LH), spermatogenezin 6nemli diizenleyicileridirler. LH, seminifer tiibiillerin arasinda
yer alan intersitisyel dokudaki Leydig hiicrelerini uyararak, androjen iiretimini arttirir ve bu
androjenin primer etki alan1 Sertoli hiicreleridir. FSH ise, germinal epitel ve Sertoli hiicreleri
tizerine etki yapar; androjen iiretimine sadece kiigiik oranda direkt etkiye sahiptir. Kaliteli ve
tamamlanmis bir spermatogenez ic¢in her iki hormonun kontrolii de gereklidir. Kontrol
mekanizmasii genelleyebilmek, tiirler arasindaki belirgin farkliliklardan dolayi, oldukga
zordur. Ayrica, birgok arastirma deney hayvanlarinda yapilmasma karsin insanda
yapilabilecek aragtirma sinirlidir. Biitiin bunlardan 6nemlisi, testis biyokimyasi ve fizyolojisi
homojen bir yap1 olarak disiiniilemez. Belki de, spermatogenezin endokrin / parakrin
kontroliinii anlamanin daha gegekgi bir yolu, tiibiiliin her bir pargasini bir “mikrokosmos”

olarak diisiinmek olmalidir (De Kretser , 1990).

Seminifer epitelin, eksojen FSH ve LH uyarisina cevabi lokal faktorler tarafindan
diizenlenir. Endokrin ve parakrin mekanizmalar arasindaki iligki testisin fonksiyonlarini
belirler. Ancak, bu iliskinin dogas1 ve mekanizmalar1 bu konuda bir ¢ok ¢aligma yapilmasina
ragmen hala tartismalidir. Cok sayida potansiyel parakrin faktorler kesfedilmesine ragmen, bu
faktorlerin in vivo fizyolojik etkilerine dair direkt deliller oldukg¢a azdir (De Kretser , 1990 ;
Skinner, 1991)
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Testisin gesitli hiicre tiplerinin fonksiyonlar birbirleri ile baglantilidir 6regin; Leydig
hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron, peritiibiiler hiicrelere ve Sertoli hiicreleri lizerine etki
yapar; boylece hem germ hiicrelerinin gelisimine 6nayak olur, hem de damar yapisinda bir etki
meydana getirir. Dolayisiyla, testosteron testis dokusunda endokrin bir etkiden ¢ok parakrin

bir iiriin olarak gorev yapar (Sharpe, 1990)

Germ hiicresi ile Sertoli hiicresi arasindaki iliskiyi diizenleyen mekanizmalar heniiz
tam anlamiyla ac¢iklanamamis olsa da, pakiten evresindeki spermatositler, Sertoli hiicrelerini
stimule ederek “androjen baglayici protein” iiretimini ve “adenilat siklaz” aktivitesini stimule
ederler. Yuvarlak spermatidlerin hicbir uyarici etkileri olmadigindan dolay1 bu etkiler hiicreye
ozeldir . Sertoli hiicreleri ayrica, testis i¢i diizenleyiciler olan “transferin” ve “insiilin benzeri
biiyiime faktoriinii” de tiretirler. Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen parakrin diizenleyicilerin
iretimi ve etkileri, seminifer epitel siklusu tarafindan kontrol altindadir. Buna 6rnek olarak,
Sertoli hiicrelerinin “transferin” {iretimi verilebilir (Sharpe, 1992). Sonug olarak, testikiiler
germ hiicrelerinin biiyiimesi ve farklilasmasi, somatik ve germinal elemanlar arasindaki bir
seri kompleks iliskiyi i¢erir. Bu iliskiler endokrin, parakrin ve otokrindir. Bu mekanizmalar,

testisin normal fonksiyonu i¢in ince bir denge saglarlar (Sharpe, 1991).

2.7. Spermatogenezin Verimliligi

Giiniimiize dek yapilan c¢aligmalar biitiin tiirlerin ortak bir 6zelligini ortaya koyar;
spermatogenez esnasinda germ hiicrelerinin  biiyilk bir ¢ogunlugu gelismelerini
tamamlayamazlar. Dolayisiyla, gelismekte olan germ hiicrelerinin biiyiikk bir kisminin
dejenerasyonu fizyolojik bir fenomendir (Obregon, 1997).Ug kritik asamada hiicrelerin kayb1
s6z konusudur; spermatogoniyal gelisme, mayotik bolinmeler ve spermiyogenez. Siganlarda,
Al spermatogoniyumlardan teorik olarak iiretilmesi gereken preleptoten spermatositlerin
sadece %25’inin iiretimi meydana gelir. Insanlarda, daha gelismis teknikler kullanilarak
yapilan c¢alismalarin sonuglarina gore, mayoz sirasinda potansiyel sperm tretiminin %50’si
kaybedildigi belirtilmistir . Spermiyogenez sirasinda ise insanlarda, farelerde, sicanlarda ve

sigirlarda ¢ok az sayida hiicre kaybi soz konusudur. Dolayisiyla, spermatogenez ¢ok verimli
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bir hiicre iiretimi siireci degildir ve insanlarda bu verim diger memelilere gore (siganlar,

primatlar) sadece %25 dolaylarindadir .

Erkeklerde, yasa bagli olarak giinliik sperm iiretiminde bir azalma s6z konusudur ve bu
azalma Sertoli hiicrelerinin kaybu ile iliskilidir . Bu durum daha ¢ok mayoz béliinmenin profaz
asamasindaki germ hiicrelerinin dejenerasyonundan yani primer spermatosit kaybindan
kaynaklandig1 ve aym1 zamanda Leydig hiicrelerinin, seminifer tiibiiller arasindaki diger

hiicrelerin, miyoid hiicrelerin ve Sertoli hiicrelerinin de sayilar azalir .

2.8. Spermiyumun Gorevi Fertilizasyon

Insan gelisimi bir oositin fertilize olmasi ile baslar. Fertilizasyon birbiri ile iliskili
karmagik molekiiler olaylar dizisidir( Acosta, 1994) sperm ile oositin temasi ile baslar ve tek
hiicreli embriyo olan zigotun birinci mitoz boliinmesinin metafaz plaginda anne-baba
kromozomlarinin bir araya gelmesi ile son bulur. Bu olaylar sirasinda herhangi bir asamada
bozukluk zigotun O6lmesine neden olabilir .Gametlerin yilizeyindeki karbonhidrat baglayici
proteinler, fertilizasyon sirasinda gametlerin birbirini taniylp birlesmesinde rol oynar .

Insanlarda fertilizasyon yaklasik 24 saat siirer (Obregon, 2004).

Fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in gerekli olan asamalar su sekilde 6zetlenebilir:

a. Spermin oositin zona pellusidasini cevreleyen korona radiatayi gecmesi

Ovositin zona pellusidasini ¢evreleyen korona radiatadaki folikiiler hiicrelerin
birbirinden ayrilmasi sadece spermin akrozomundan salinan hyaluronidaz enziminin aktivitesi
ile olmaz (Carlson, 1994) , tubal mukozal enzimler de hayaluronidaza yardim eder. Korana

radiatanin delinmesinde spermin kuyruk hareketi nemli rol oynar.
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b. Oosit cevresindeki zona pellusidanin delinmesi

Zona pellusidanin sperm tarafindan delinmesi fertilizasyon baslangici i¢in énemli bir
asamadir. Akrozomdan salinan enzimler zona pellusidadan geciste de 6nemlidir. Bir sperm
zona pellusiday1 gecerse zona reaksiyonu denilen zona pellusidanin 6zelliklerinde degisikler
gergeklesir ve bu sekilsiz (amorf) tabaka diger spermleri gegirmez bir hale doniisiir. Buradaki
ekstraselliiler glikoprotein Ortiiniin igerigi fertilizasyondan sonra degisir . Zona reaksiyonunun,
oosit sitoplazmasinda membrana yakin korteks graniillerinden salinan lizozomal enzimlerin
etkisi ile oldugu diistiniilmektedir. Perivitellin bosluga salinan graniiller ovosit plazma

membraninda degisiklikler yapar ve diger spermlerin gegmesine engel olur .

c. Oosit ve spermin plazma membranlarinin birlesmesi

Oosit ve spermin plazma membranlan birlesir, birlesme noktasindan yirtilma olur,
spermin bassve kuyrugu oosit sitoplazmasina girer. Ancak sperme ait plazma zar1 disarida

kalir.

d. Oositin ikinci mayotik boliinmeyi tamamlamasi ve disi proniikleusun olusmasi

Sperm girdikten sonra, ikinci mayoz boliinmenin metafazinda bekleyen oosit
boliinmesini tamamlar. Olgun bir oosit ve ikinci polar cisimcik olusur. Anneden gelen
kromozomlarin dekondenzasyonu (gevseyip acilmasi) ile olgun oositin niikleusu, disi

proniikleusu olusturur.

e. Erkek proniikleusun olusumu

Oosit sitoplazmasi igerisinde sperm ¢ekirdegi genisleyerek erkek prontikleusu olusturur
ve spermin kuyrugu dejenere olur. Morfolojik olarak erkek ve disi proniikleuslar ayirt
edilemezler. Proniikleuslarin biiyiimesi sirasinda DNA replikasyonu olur. DNAI1-n (haploid)
2¢ (2 kromatid) igerir.
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f. Proniikleuslarin zarlarinin parcalanmasi, kromozomlarin kalinlasmasi ve mitotik

hiicre boliinmesi icin diizenlenme

Doéllenmis oosit ya da zigot tek hiicreli bir embriyodur. Her bir proniikleustaki 23

kromozomun birlesmesi ile 46 kromozomlu bir zigot olusur.

2.9. Sperm Ultrastriiktiirii ve Programlanmis Gorevleri

Spermiyum, kompleks fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in oldukga 6zellesmis bir
morfolojiye sahiptir. Temel olarak iki kisimdan olusur; enerji iiretilmesinden ve hareketlilikten
sorumlu olan kuyruk ile DNA’y1 iceren ve oositin zona pellusidasini taniyarak sperm-ovosit
birlesmesini saglayan bas bdlgesi. Bu her iki temel bdlge de kendi iglerinde fonksiyonlarina

gore alt bolgelere ayrilmislardir.

2.9.1. Kuyruk

Spermiyumun kuyruk bolgesi, enerji lretim bdlgesi olup, sperm hareketinden
sorumludur. Fertilizasyonun gergeklesmesi i¢in hareketlilik gerekli bir 6zelliktir. Spermiyum,
ilk olarak ejakulasyon sirasinda hareketli hale gelir ve hareketlilige postejakulasyonun erken
donemlerinden baslayip, servikal mukusu ge¢mek, utero-tubal birlesimi ge¢gmek ve oosite

ulasmak i¢in ihtiya¢ duyar.

Insan spermiyumu kuyrugu dort ana bdlgeye ayrilabilir; kisa bir baglanti parcasi, orta
parga, esas parga ve son (terminal) parga. Her bir bolgenin fonksiyonuna bagl olarak farkli
yapist vardir. Bu dort bolge, “aksonom” ve “dig yogun fibriller” denilen iki diger yapi ile
birlikte seyreder. Bu yapilar dort par¢anin bazilarinda ortak olduklarindan dolayr ayr yapilar

olarak degerlendirilirler.
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2.9.1.1. Aksonom

Aksonom ya da aksiyel filaman, spermiyumun kuyrugunun dort pargasinda da
mevcuttur ve kuyrugun motor pargasini olusturur. Aksonom yapisi, tiim 6karyotik hiicrelerde
bulunan silya ve flagellum yapisina benzer; klasik 9+2 yapisini olusturan iki adet merkezi
mikrotiibiil ve esit araliklarla dizilmis dokuz adet mikrotiibiil ¢iftinden olusur. Bu benzerlige
dayanarak, spermiyumun hareketini anlamak igin yapilan ¢aligsmalar daha diisiik omurgalilarin

kuyruk yapisini inceleyerek yapilmistir.

Dokuz adet periferal mikrotiibiil ¢ifti saat yoniinde birden dokuza kadar numaralanir.
Bir numarali ¢ift, merkezdeki iki mikrotiibiile dik olarak yerlesen tek tiibiildiir. Her bir
mikrotiibiil ¢ifti A subiinitesi ve serbest uglari ile A subiinitesine tutunan B subiinitesinden
olusur. B subiinitesi enine kesitte C seklinde goriliir. Bu mikrotiibiillerin esas yap1 elemani a
ve b olmak tizere iki formdan olusan, tiiblilindir (Van Blerkom, 1993) Tiibiilin molekiilleri,
protofilamentleri olusturmak i¢in siraya dizilirler ve daha sonra yan yana gelerek mikrotiibiil
duvarini olustururlar. A tiibiili 13, B tiibiilii ise 10 protofilamentten olusur. Bu iki form
arasindaki elektroforetik hareketlilik, aminoasit kompozisyonu ve fosforilasyon bdlgeleri
farki, hem mikrotiibiillerin kendi i¢inde, hem de aralarinda yiliksek diizeyde heterojeniteye
neden olur. Komsu mikrotiibiiliin A tiibiiliinden B tiibiiline dogru bir ¢ift uzant1 (kollar)
vardir. Bu kollar, 24 nm’lik araliklarla dizilirler ve pozisyonlarina goére “i¢” ya da “dig” adin1
alirlar. Kuyruk hareketi sirasinda bu kollar 6nemli role sahiptirler; mitokondriyonlarda olusan
kimyasal enerjiyi kinetik enerjiye cevirerek hareketi saglarlar. Bu kollarin temel molekiilii
Cat+? Mg+ bagimli ATPaz izomer proteini olan “dinein”dir. Dinein kollar1, komsu tiibiillerin
birbirine goreceli olarak kaymalarini saglar ve aynmi kas kasilmasinda gozlenen kayan

filamanlara benzer bir mekanizma ile kuyruk hareketi meydana gelir (Van Blerkom, 1993).

Dokuz adet periferal mikrotiibiil ¢ifti birbirlerine “neksin” proteininden olusan baglarla
tutunurlar. Neksin baglari mikrotiibiil ¢iftlerin boylar1 boyunca 96 nm’lik araliklarla dizilmis
olup “aksonom” yapisinin simetrisini korurlar. Merkezde yer alan iki mikrotiibiil birbirine
diizenli araliklarla dizili baglantilarla baglanirlar ve bu baglant1 noktalarinda mikrotiibiillere

tutunan bir ¢ift spiral fibrille ¢evrelenirler. Bu spiral fibriller merkezi kilif denen yapiy
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olustururlar. Bunlardan periferdeki her mikrotiibiil ¢iftinin A subiinitesine ulasan bir seri
1sisal uzantilar uzanir. Merkezi mikrotiibiil ¢iftinin ve bununla iliskide olan merkezi kilif ve
1smsal uzantilarin fonksiyonlari heniiz net olarak bilinmemektedir; ancak kuyruk hareketinde
rolleri oldugu ileri siiriilmistiir . Bu duruma gore merkezi kilifin iki fibrili zit periferal
mikrotiibiil c¢iftine uzanan 1sinsal uzantillann destekler ve merkezi kompleks bir sekilde
tetiklenerek periferal ¢iftlerin “asenkronize” (ayni anda olmayan) kaymalarini saglar, boylece
kuyruk hareketi olusur. Fakat boyle bir asenkronize aktivasyonun mekanizmasi heniiz agik

degildir .

Sentrozom , c¢ok sayida diizenleyici proteinin bir arada bulunmasiyla olusan memeli
hiicre yapisal bir bilesenidir. Sentrozom, sentriol ad1 verilen ve radial olarak ¢evresini saran
mikroiibiillerden  olusmuslardir, bununla beraber hiicre boéliinmesinde anahtar rol
oynamaktadirlar. Sperm sentrozomu kuyrugun midpiece bolgesinde dik olarak konumlanmis

iki adet sentriyolden olusur.

Sentrozom insanlarda babadan gelen bir kalitsal Ozelliktir. Oositleri sentrozom
tasimazken spermlerde iki tane bulunur. ICSI yapilirken, sperm oosite enjekte edilirken sperm
kuyruguda oosit ooplazmasina dahil olur. Sperm bas kism1 daha yogun hale gelmeden spermin
sentrioler bolgesi yildiz seklindedir, buradaki yildizs1 ag yapist disi proniikleusu erkek
proniikleusa dogru ¢eker. Proniikleer sathada sentrioller duplike olur, ve singamide birbirlrinin
zit kutuplarina g¢ekilirler. Sentrozomun fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in ¢ok onemlidir.
Buradaki denemli gorev sperm sentrozom proteinlerinin disi ve erkek proniikleusunun
organizasyonunu gerceklestirmesidir. Bu yiizden sperm senrtiol yapisindaki bir bozukluk,
diizensizlik vs. direkt olarak fertilizasyon ve devaminda siire gelen embriyo gelisimine zarar

verecektir.

Daha onceki calismalar gosterdiki sentriol fertilizasyondan sonraki ilk mitoz hiicre
boliinmesini kontrol etmektedirler. Sentrozom yapisindaki herhengibir eksiklik fertilizasyon
ve embriyonik gelisimi etkiler. Bunun yaninda sentrozom sperm kuyrugunda lokalize

olmustur ve muhtemeldirki bu durum sperm hareketini etkileyecektir.
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ICSI ,erkek infertilitesi vakalarinda ¢ok dnemli bir tedavi yontemidir, klinik olarak ¢ok
sayida klinik olgunun ortadan kaldirilmasina imkan saglamaktadir (Palermo ve ark.,1992;
Rawe ve ark., 2003). Bununla beraber spermin oosit plazmasi igerisine girdikten sonraki
gelisimlerin diizenlenmesi hakkindaki molekiiler bilgiler hakkinda sinirli bilgi vardir ve sperm
sentrozomal fonksiyonel gorevinin fertilizasyon {izerinde ¢ok dnemli bir gorev tasir. Sperm
oosit plazmasi igerisine girdikten sonra, sentrozom mikrotiibiil organizasyon merkezi
(MTOC), sayesinde mikrotiibiil dairesel dizilimi saglayan igsel yapilar lokalize olur. Bu
organizasyon, disi ve erkek proniikleuslarm organizasyonunu ve hareketi saglarlar( Shatten,
1994; Simerly, 1995). Bu verilerle anlasiliyor ki sentrozom insan fertilizasyonunda 6nemli

ama zor bir gorevi iistlenmistir.

Yapilan paralel ¢calismalarda, sperm sentrozomal fonksiyonun anlasilmasi i¢in, farkl
tiirlerde ICSI sistemleri hazirlanmis, insan spermi, tavsan, sigir oositlere enjekte edilmistir
(Terada ve ark., 2000, 2004; Nakamura ve ark., 2001, 2002). Bu sistemlerde, fertilizasyon
sirasinda sentrozomal kayanagi spermdir, buralardaki sentrozom mikrotiibiil organizasyonu

fertilizasyondaki yapiya benzerlik gosterir ( Terada , 2004).

Fibroz kilif displazisi (DFS), teratospermi vekalarinda nadir goriiliir ve infertilite
nedenidir. DFS sperm orneklerinde, kuyrugun midpiece bolgesindeki hasarindan dolayi
spermlerde hareketsizlik gozlenir (Chemes, 1987; 1998), bunun yaninda sentrozomal
bozuklukta bu hareketsizlikten sorumludur. Bu iki anormalik infertiliteye neden olur ( Rawe,
2002). Bu spermlerle yapilan ICSI islemimde bircok hastada fertilizasyon ve embriyo
gelisimleri kayiplart gézlenir ( Chemes ve Rawe, 2003).
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2.9.1.2. Baglant1 Parcasi

Baglanti pargasi, kuyruk ile sperm bagi arasinda 0.5 pm uzunlugunda kisa bir pargadir.
Ana pargalari; “kapitulum (bascik)” denilen siki, kubbe seklinde bir fibréz yapi ile segmentli
kolonlardir. Kafa-kuyruk baglantisi, kapitulum ve niikleusun kuyruga bakan yiizeyinde uzanan
bazal plak arasinda yer alan c¢esitli proteindz filamanlar tarafindan saglanir. Proksimalde yer
alan iki pargali kolon yapisi kaynasarak, kapituluma gomiilen iki biiyiik ve bes kiigiik kolonlar
meydana getirirken, distaldeki dokuz kolon iist iiste gelerek orta par¢adaki dis yogun fibrillere
tutunurlar (Curry ,1995).

Bu kolonlarin iizerinde, birbirleriyle 6,5 nm araliklarla dizili enine c¢izgilenmeler
vardir. Segmentli kolonlarin fonksiyonu heniiz net olarak bilinmemekle birlikte, bunlarin adeta
bir eklem gibi bir arada oldugu, dolayisiyla spermin boyun biikme hareketlerine kapitulum-
bazal plak baglantisina zarar vermeden esneklik sagladigi diistiniilmektedir (Curry ,1995).

Kapitulum, kuyrugun uzun eksenine dik olarak uzanan proksimal sentriyolii de igerir.
Spermiyogenezin son basamaklarinda distal sentriyol gerilediginden, proksimal sentriyol
geriye kalan bir ¢ift sentriyoldiir. Sentriyoller, spermiyogenez sirasinda aksonom yapisinin
olusmasinda rol alirlar, ancak aksonomun dogru fonksiyonu icin gerekli olmadiklar
bilinmektedir . Sentriyollerin yapis1 aksonom yapisina benzerlik gosterir ancak
mikrotiibiillerin merkezi mikrotiibiil ¢iftini icermez ve aksonomdaki tiibiiler ¢iftlerinin yerine

periferalde yerlesik iiclii yapilardan olusan mikrotiibiillere sahiptirler (Curry ,1995).

2.9.1.3. D1s Yogun Fibriller

Her bir mikrotiibil ¢ifti, bir dis yogun fibril ile iliskidedir ve bunlar par¢ali kolonlarin
distalinden baglayarak esas par¢a kisminda sonlanirlar. Enine kesitlerde, dis yogun fibriller
gozyas1 damlasi seklinde izlenirler ve yuvarlak, genis kisimlar1 dista, daralan kisimlari ise
aksonom tarafindadir. Her biri igte mediilla ve dista onu saran korteksten olusur. Korteks
kesintilidir; yani sadece dis kisimda mevcuttur ve igte yoktur. Mediilla olduk¢a kararli bir

yapidir; ancak, korteks az stabil olup Sodyum Dddesil Siilfat (SDS) uygulamasi ile ¢oziiniir.
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Her bir dis yogun fibril farkli uzunluga sahiptir; 3 ve 8 nolu fibriller (6 um), 2,4 ve 7 nolu
fibriller (17-21 pm) ve 1,5,6,9 nolu fibriller (31-35 um) uzunlugundadirlar .

Bu fibriller, kasilabilir proteinler icermezler ancak ATPaz ya da Ca+? baglayici rolleri
nedeniyle hareketliligin kontroliinde bir rolleri olabilecegi, ayrica, kuyrugun sert yapisini

destekleyerek asimetrik dizilimlerinin kuyrugun hareketlerine izin verdigi diisiiniilmektedir .

2.9.1.4. Orta Parca

Kuyrugun 3,5 pm uzunluktaki orta pargasi, baglanti pargcasinin en distalindeki “anulus”
hizasma kadar uzanir. Anulus orta parca ve esas par¢a arasindaki baglantiy1 isaretleyen
cevresel banttir. Orta parcanin en Snemli ayirict Ozelligi, ¢esitli sayida sarmal dizilimli
mitokondriyonlara sahip olmasidir. insan sperminin mitokondriyonlar1 diizensiz araliklarla
diziliyken, diger tiirlerde bu dizilim yliksek bir organizasyon gosterir . Sperm mitokondrisinin
dis membrani oldukga stabil bir yap1 gosterirken, i¢ membran yapisi diger hiicrelerdekilere
benzer . Bunun nedeni disiilfit baglarnin varligi olabilir. Bu tiir bir dis membranin
fonksiyonunun  kuyruk hareketi sirasindaki  gerilmelere  dayaniklilik  olabilecegi

diistiniilmektedir (Curry , 1995).

2.9.1.5. Esas Parca

Adindan da anlasilacagi gibi, esas parca kuyrugun en uzun pargasidir (55 pm) ve
anulustan terminal par¢anin proksimaline kadar uzanir. Karakteristik 6zelligi, aksonom ve dis
yogun fibrilleri saran sitoiskelet yapisindaki fibréz kilif igermesidir. Bu kilif, merkezi
mikrotiibiil ¢iftinin diizleminde bulunan 2 periferal, longitiidinal kolona sahiptir ve bu kolonlar
sik1 paketlenmis filamanlar olan kurdele benzeri yapilarla birbirlerine baglanirlar. Fibroz
kilifin yapisal proteinleri arasindaki disiilfit baglar1 biitiin yapiy1 oldukca stabil bir hale
getirirler. Gorevlerinin ayni1 dis yogun fibrillerin de oldugu gibi elastik bir korse yapisini

saglayarak kuyruk hareketini kontrol etmek oldugu diisiiniilmektedir (Curry , 1995).
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2.9.1.6. Terminal Parca

Fibroz kilifin ilerisinde kuyrugun 3 pm uzunlugundaki terminal pargasi yer alir. Bu
pargada aksonomun mikrotiibiiler elemanlar1 sonlanir. Once dinein kollarn yok olur ve A
sublinitesi bugulu bir sekilde izlenir . Ortada yer alan mikrotiibiil ¢ifti yok olur ve dis
mikrotiibiil ¢iftlerinden iki tanesi merkeze hareket ederek, 7 adet rastgele dagilmis mikrotiibiil
cifti tarafindan sarilir. Ciftler ayrilir ve B tiibiilleri yok olarak, sadece 1 mikrotiibiilden olusan
ve yalnizca hiicre membrani ile ¢evrelenmis yapiyr olusturur. Dolayisiyla, kuyrugun ucuna

dogru gidildik¢e kalan tiibiillerin miikemmel bir sekilde sonlandirilmasi gergeklesir.

2.9.2. Bas

Sperm basinin fonksiyonlar;; DNA’y1 icermesi, korumasi ve oositin dollenmesi
(fertilizasyon) sirasinda bu igerigini oosite aktarmasidir. Bunu gergeklestirmek icin; a) DNA
erkek proniikleusunun olusmasina kadar stabil bir formda tutulmalidir, b) spermiyum oositin
etrafindaki tabakalar1 gegmeli ve ovosite ulagsmalidir, c) sperm ve oosit tanmnmasi igin tiire
0zgii bir mekanizma olmalidir, d) oosit membrani ile flizyon yeteneginde olmalidir. Sperm
bas1 bu fonksiyonlarmi gergeklestirmek icin az sayida organele sahiptir, bu organeller niikleus
disinda bas bdolgesinde bulunan akrozom ve postakrozomal kiliftir. Sperm basmin temel
organizasyonu biitiin memeli spermlerinde ortaktir ancak hem niikleusun hem de akrozomun
dolayisiyla sperm basmin sekli ve boyutu oldukca farkli ve tiire oOzgiidiir. Insan
spermiyumunda basm sekli pleomorfik olarak tanimlanir ve bu tanim ¢ok heterojen tipteki
sperm seklini ifade eder; dolayisiyla ‘normal’ sekil ve boyut tanimini oldukga giiglestirir.

Bununla birlikte, normal sperm basinin  yaklasik 4-5 pm uzunlugunda ve yaklagik 3 pm

.....

27



2.9.2.1. Akrozom

Akrozom spermiyum niikleusunun 6n kismini gevreleyen bir takke benzeri membrana
bagli vezikiildiir. Insan spermiyumunda akrozom goreceli olarak kiiciiktiir ve niikleusun
yaklasik t¢te ikisini kaplar ancak 6n kenarinin 6tesine uzanmaz. Dis akrozomal membran
hemen hiicre membrani altinda uzanir ve akrozom sapkasmin arka kenarlarinda niikleer kilifin
lizerine uzanan i¢ akrozomal membran ile devam eder. iki membran birbirine paralel uzanir ve
aralar1 dar bir bosluk olan akrozomal matriks ile doludur. Bu matriks ¢ok sayida cesitli
hidrolitik enzimleri igerir. Bunlardan en Onemli iki tanesi ve en iyi tanimlananlar
“hyaliironidaz” ve “proakrozin” denilen inaktif zimojen formunda bulunan tripsin benzeri
proteinaz “akrozin”dir . Bu tiir zimojenlerin inaktif formlar1 akrozomal matriksteki 6zgiin
(spesifik) inhibitdrlerin (baskilayicilarin) kompleks olusturmasiyla uyarilabilir. Akrozomal
matriksteki diger enzimler ise asit fosfataz, fosfolipazlar, Nasetilglikozaminidaz ve
kollajenaz’dir. Baz1 hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda bu ¢esitli enzimlerin akrozomda
rastgele dagilmadiklar1 aksine paketlenmis bir halde bulunduklar1 dolayisiyla sirali bir
aktivasyon mekanizmasiyla salindiklar1 hakkinda kanitlar vardir ( Morales, 2004). Bu

enzimler “akrozom reaksiyonu” denilen temel bir egzositotik bir olayla salinirlar.

Spermiyumun belirgin bir 6zelligi, ekvatoryal bolge denilen akrozomal kilifin arka
sinirinda yer alan stabil bdlgenin varligidir. On akrozomun enzim iceren matriks yapist bu
bolgede mevcut degildir. Insan spermiyumunda ekvatoryal bdlge ayni zamanda vimentin
birikimine sahip bir alandir .Bu 6zellik sitoskeletal elemanlarin varligi ile giiglenen oldukga
stabil bir membran yapisini akla getirir. Akrozomal reaksiyonun ardindan ekvatoryal bolge
bozulmadan kalir. On akrozom ve ekvatoryal bdlge arasindaki sinirda dis akrozomal membran
hiicre mebrani ile birleserek akrozomal sapka kaybinin ardindan hiicre biitinliiglinii korur.
Ekvatoryal bolgenin {izerini orten plazma membrani bdlgesi sperm-ovosit taninmasmin ve
flizyonunun gerceklestigi alandir. Bu nedenle akrozomun ekvatoryal bolgesi bu kritik
membran alaninda 6zellikle zona pellusida penetrasyonu sirasinda sikica stabilize edilmistir

(Virtanen, 1984).

28



2.9.2.1.1. On Akrozomal Bilge

Sperm basimin 6n bolgesini ¢evreleyen plazma membrani iki 6nemli islemde yer alir;
zona pellusiday1 tanima ve baglanma ile eksositotik akrozom reaksiyonu sirasinda alttaki dis
akrozomal membranla birlesme. Bu fonksiyonlarin her ikisi de kapasitasyonla birlikte
meydana gelen membran yapisinm belirgin 6zelliklerin degismesiyle iliskili olabilir. Zonaya
baglanma muhtemelen bu bolgede yogun olan membran glikokaliksinde bulunan kompleks
glikokonjugatlar araciligi ile gergeklesir. Bununla birlikte lektinler, spesifik karbonhidrat
kisimlarin1 tanimalart nedeniyle hiicre ylizey proteinlerinin belirlenmesinde yaygin olarak

kullanilirlar (Baker, 2004).

Lektin baglanma sekillerine bakilarak ortaya konan ejekiilasyon sirasinda olusturulan
glikokaliks kompozisyonu, yeniden bir organizasyona gider ve zona pellusidaya baglanmadan
once kapasitasyon sirasinda kaybolur (Baker, 2004). Membranin potansiyel flizogenik dogasi,
membran akiskanligindaki degisikliklerle, intramembrandz partikiillerin kismi kaybi ile
membran lipid kompozisyonundaki degisimlerle anlasilir. Akrozomal reaksiyonun baslamasi
ile plazma membranmin bu boélgesinin destabilizasyonu ve dis akrozomal membran ile
birlesmesi saglanir. Akrozom reaksiyonunun baslamasindan sonraki ilk goézlemlenebilir
degisiklik, matriksin dekondenzasyonu ve sismesidir. Bunun sonucu olarak dis akrozomal

membran dalga benzeri bir sekil alir.

Bu olay1, plazma membrani ve dis akrozomal membran arasinda noktasal birlesme
bolgelerinin meydana gelisi izler. Bu ilk birlesme, plazma membrani ve dis akrozomal
membranda bir seri deliklerin meydana gelmesini saglar. In vitro kosullarda, yaklasik yirmi
saniye sonra delinme (fenestrasyon) tamamlanir ve noktasal birlesme bolgeleri bir araya
gelerek akrozom yiizeyinin karisik vezikiillerle kaplanmasiyla sonuglanir. Bu karisik
vezikiiller hem plazma membrani hem de dis akrozomal membran pargalarindan olusurlar; bu
vezikiillere “hibrid” vezikiiller de denir (Yudin, 1988). Bu vezikiiller ¢cogunlukla kiiresel
sekilli ve ¢esitli boyutlardadirlar. Bu asamada akrozomal matriks goreceli olarak dagilmamis

olmasina ragmen artik membranlarla smirh degildir. Ug dakika i¢inde matriks tamamen
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kaybolur, membran vezikiilleri hald varliklarini siirdiiriirler ve zamanla kademeli dagilima
giderler. Bu noktada i¢ akrozomal membran spermiyum basinin 6n bdlgesinin smirlayict

membrani1 haline gelir .

Dolayisiyla, dis akrozomal membranm stabil bir yapida olmamasi sperm plazma
membrani ile birlesmesi i¢in gerekliyken, i¢ akrozomal membranim kararli yapis1 (stabilitesi)
ozellikle hiicrenin zona pellusiday1 gecerken maruz kalabilecegi streslere karsi sinirlayict bir

hiicre membrani olmasi agisindan 6nemlidir.

2.9.2.1.2. Ekvatoryal Bélge

Ekvatoryal bolge, ovosit ile sperm membranlarinin birlesmesinin gergeklestigi yegane
bolgedir. Bununla birlikte, sperm-ovosit birlesmesi ancak akrosomal reaksiyon
tamamlandiktan sonra gerceklesebilir (Yanagimachi, 1988). Bu durum akrosomal reaksiyon
sirasinda ekvatoryal bolgede 6nemli fizyolojik membran degisikliklerinin gortldiigii fikrini
dogurabilir, fakat bu fikri destekleyecek onemli bir yapisal degisikligin membranda olmadigi
anlasilmistir. Ekvatoryal bolgedeki membran biilyiik oranda stabildir ve muhtemelen 6n ve
arka postakrozomal membran bdlgeleri arasindaki intramembrandz partikiil gegisini dnleyen

bir bariyer gorevi yapar .

2.9.2.1.3. Periniikleer Materyal

Periniikleer materyal akrozomun hemen altinda onu niikleustan ayiran ince bir
tabakadir. Bu tabaka disiilfit kopriileri ile saglamlastirilmis niikleusu orten devamli bir tabaka
olusturur. Akrozom ve niikleus arasinda ‘¢cimento benzeri’ bir madde olarak rol alir.
Akrozomun arka kisminda bu madde postakrozomal kilifi olusturur. Yapisi kompleks
olmasina ragmen postakrozomal kilifin fonksiyonu hakkinda belirgin bir bilgi heniiz

bilinmemektedir.
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2.9.2.2. Niikleus (Cekirdek)

Sperm niikleusunun kromatini, DNA kompleksi ile arjinin ve sisteinden zengin olan ve
protaminler denilen bazik proteinleri igerir. Somatik hiicre niikleuslarinin histonlarindan farkl
olarak, sperm niikleoproteinleri tiirler arasinda belirgin farkliliklar gosterirler. Birgok memeli
tiiriinde sadece bir adet predominant protamin mevcutken insan ve fare spermlerinde iki adettir
. Bu protaminlerin en 6nemli 6zelligi DNA’daki fosfat-ester ¢atisinin yiikiinii notralize ederek
kromatinin ¢ok siki paketlenmesini saglamaktir. Protaminlerin yiiksek orandaki sistein igerigi

serbest tiyoller arasindaki disiilfit gapraz kopriilerinin olusmasina izin verir.

Niikleusa olduk¢a stabil “keratinoid” karakterini veren bu capraz baglanma
spermiyogenezin ge¢ basamaklarinda baslar ancak esasen epididimisten gegis sirasinda
tamamlanir. Niikleusun bu yiiksek stabilitesi ve bu stabiliteyi bozmak i¢in gerekli olan ciddi
uygulamalar kromatin paketlenmesinin diizenlenmesinin anlasilmasmi zorlastirir. Niikleus
haploid sayida kromozom sayisina sahiptir ve her bir kromozom ¢iftinin bir tanesini igerir.
DNA tamamen inaktiftir ve spermin ovositin i¢ine girmesinden sonra protaminlerin yer

degistirmesine kadar replike olmaz.

Niikleusun sekli, sperm genotipi tarafindan belirlenen ve bir¢ok tiirde tek tip (uniform)
olan tiire 6zgii karakterdedir. insan spermatozoasi ise bu kuralin istisnasmi olusturur. Ciinkii
uzayarak incelenden, kisa yuvarlak niikleuslara kadar degisen ¢esitlilikler gosterir. Bununla
birlikte, niikleus seklinin degiskenligi morfolojik olarak “normal” yani oval sekilli insan sperm
cekirdegini tanimlamayr zorlastirir. Niikleusun seklindeki bu degiskenlik kromatin
kondanzasyonundaki degiskenlige baglanabilir. Ciinkii bir¢ok niikleusta cesitli vakuoller ve
zayif kondanze olmus kromatin alanlari bulunabilir. Ancak bu vakuollerin ve diger
kondanzasyon defektlerinin spermiyumun fertilizasyon kabiliyetini olumsuz yonde etkileyip

etkilemedigi heniiz bilinmemektedir.
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Posteriyor halka (¢izgili bant), plazma membrani ve niikleus zari arasindaki ¢evresel
bir baglanti noktasidir; kiiciik membran partikiillerinden olusan bir seri ¢izgilenmelerden
meydana gelir . Posteriyor halka kuyrugun annulus yapisina benzer olarak membran bolgeleri
arasinda fiziksel bir bariyer olup, kuyruk ile bas bdlgelerini ayiran temel bir boliinme noktasi
olarak gdrev yapar. Bu ¢izgili bandlarin 6n tarafinda yer alan ve niikleer delikler igermeyen
niikkleer kilif, i¢ ve dis laminalari arasinda daralir (Bedford, 1984). Bu sira dis1 6zellikler
muhtemelen yiiksek oranda kondanze olmus kromatin yapisi ile sperm niikleusunun kararl

dogasini yansitir.

2.9.2.3. Sitoplazmik Damla

Sitoplazmik damla, spermiyogenez sirasindaki hiicreninin morfolojik olarak yeniden
sekillenmesinden sonra, arta kalan (rezidiiel) sitoplazma kalintilarini igerir. Hayvan tiirlerinin
bir ¢cogunda sitoplazmik damla epididimise gegis sirasinda distale, kuyruga dogru kayar ve
ejekiilasyon sirasinda da atilir. Bununla birlikte, insan spermiyumu kuyrugun orta parga ve
baglant1 pargasi ¢cevresinde ¢ok sayida ribozom ve mitokondri gibi organel fazlaliklarini igeren

sitoplazmik bir atki gibi ¢esitli miktarda damla igerir..

2.9.2.4. Plazma Membrani

Bircok hiicre tiplerinin aksine yapi1 ve fonksiyon olarak sperm plazma membrani
oldukga heterojendir ve keskin sinirlarla ayrilmis ¢ok sayida membran bdlgesi igerir. Bu
bolgesel oOzellesme fiziksel kimyasal ve immiinolojik parametrelerle kanitlanmistir.
Membranin hem yiizey 6zelliklerini hem de {i¢ boyutlu yapisini yansitir. Ek olarak, erkek
ireme yollarindan gegis sirasinda olusturulan membran bdlgelerinin bilesenleri ve yapilari
sabit degildir; dolayisiyla disi iireme yollarindaki kapasitasyon sirasinda yeniden organize

olur.

Sperm yiizeyi bes belirgin membran bolgesine sahiptir, her biri altindaki hiicre
kompartmaniyla yakindan iliskili olup her biri hiicre fonksiyonunun degisik asamalarinda

gorev alir. Kuyruk orta pargasi ve esas pargasi tizerinde iki farkli plazma membrani bolgeleri
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vardir. Bas bolgesinde ise, ekvatoryal bolge, postakrozomal bdlge ve akrozomu Orten bdlge
olmak iizere ii¢ belirgin plazma membrani bolgeleri mevcuttur. Bu farkli membran bdlgeleri,
bitki lektinlerini baglama afinitelerine goére degiskenlik gosterir . Dolayisiyla glikokaliks
yapilarindaki farkliliklart yansitir. Membran akiskanligi ve lipid igerigi arasindaki farkliliklar
birgok molekiiler prob ile gdsterilmistir . Dondurma-kirma preperatlarn ile yapilan ¢alismalar
plazma membranindaki partikiillerin dagilim farkliliklar1 ve 6zgiin monoklonal antikorlar i¢in
farkli baglanma 6zellikleri gosterirler . Ayrica, membran yiizeyi elektriksel yiikleri arasinda da
farkliliklar vardir . Birbirinden farkli bolgelerin sinirlanmasi gorevini tistlendigi diistiniilen ve
plazma membraninin altinda yer alan hiicre iskeleti elemanlarinin da bdlgesel 6zellesmeleri
oldugu yoniinde kanitlar vardir . Aktin, spektrin ve vimentin dagilimi1 degisik membran
bolgeleri ile iliskilendirilebilir; vimentin ekvatoryal bolgede sinirli iken aktin ve spektrin 6n
akrozom ve esas parcada yer alir . Hiicre oliimiine bolgesel yapilarin kaybinin eslik etmesi
gergegi, membran bolgelerinin biitiinliigiiniin devaminda en azindan kismen, hiicre igindeki
aktif bir siirecin rol aldigmi gdsterir. Ozgiin bdlgesel membran igerigi, kapasitasyon ve

hareketlilik gibi bir cok hiicresel islevin ayni anda basarilmasini kolaylastirir (Friend, 1982).

2.9.2.4.1. Orta Parca Bolgesi

Orta par¢a plazma membrani, mitokondriyal kilifa madde gecisine izin vermek
zorundadir. Burada olusan degisikliklerin, kapasitasyon sirasinda énemli hiicre metabolizmasi
olaylarina aracilik ettigi muhtemel goziikkmektedir. Mitokondriyal kilifi 6rten membran altta
uzanan mitokondriyal sarmali izleyen membran i¢i partikiil zincirleri igerir ve bunlar
mitokondriyalar arasindaki bolgelerde bulunmazlar. Bu bdlgelerde membranin mitokondriyal

kilifa ¢ok yakin oldugu gozlenmistir .

2.9.2.1.2. Esas Parca Bolgesi

Esas par¢a spermiyum hareketi i¢in gereken giicli yaratir ve bu fonksiyonun etkili
olabilmesi i¢in, aksonemal kompleks baglanmamis “membran zarfi” i¢inde kuyruk hareketini
olusturmaktan ziyade, plazma mebranina bagli olmak zorundadir. Bu baglanti “fermuar” diye

adlandirilan uzunlamasina ¢ift sirali diizenlenmis intramembrandz partikiillerden olusur . Bu
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partikiiller membran1 enine katederler ve ayni zamanda mekanik bir baglanti olusturarak,
kapasitasyon sirasinda gozlenen kuyruk vurus seklinin degismesi gibi aksonemal
fonksiyonlarin kontroliinde rolleri olabilir. Bununla birlikte, fibr6z kilifin uzantilarina tutunan
fermuar partikiilleri, fibréz kilifin varligi, partikiiller ve aksonom arasindaki dig yogun

fibrillerin varlig diizenleyici bir fonksiyona zitlik olusturur .

2.10. Spermatozoon DNA Hasan

Spermatozoondaki DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya c¢iktig
konusu tam olarak izah edilmis degildir. DNA hasar1 geciren spermatozoon tamir olabilir,
tamir kapasitesini agmig ise hasarli olarak ¢ogalmasina devam edebilir, spermatogenez bir
seviyede duraklayabilir (maturasyon duraklamasi) ya da hiicre oliir (Sun, 1997). Erkek
infertilitesinde spermatozoon DNA hasar ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (Sakkas , 1999;
Sikka ,2004 )

2.10.1. Mitokondrial DNA Hasari

Spermatozoon gelisiminin farkli formlarinda bilinen muhtemel delesyonlar; nokta
mutasyonlar ve polimorfizm gibi mitokondrial DNA anomalilerini kapsar. Bu anomaliler
semen kalitesi, motilite ve erkek infertilitesiyle iliskidedir. Mitokondrial DNA (mt DNA)
yardimci histonlardan yoksun oldugundan sadece esas tamir mekanizmalarina sahip olduguna

inanilir (Sharma ,2004 ).

2.10.2. Niikleer DNA Hasarn Ve Kaynagi

Onceleri erkek germ hiicre hattindaki DNA hasarinm iki tipi tanimlanmustir. ilki
replikasyon hatalar1 digeri ise DNA tek ve ¢ift zincir kinklarini igceren DNA
fragmantasyonudur (Aitken, 2001). insan ejakulatindaki bu anomalilerin kaynagini agiklamada
giiniimiizde farkli mekanizmalar tanimlanmustir (Sharma, 2004). ilk teori DNA hasarinin,
spermatozoon maturasyonu sirasinda yanlis paketlenmesi ve ligasyonu nedeniyle oldugudur

(Sakkas , 1999). ikinci teori apopitozisin yol agtigt DNA fragmantasyonu nedeniyle oldugudur
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(Sakkas , 1999; Sakkas, 2002). Uciincii teori ise oksidatif stresin DNA hasarma neden
oldugudur (Saleh, 2002; Agarwal ,2003).

Spermatozoon Kromatin Paketlenmesi; immatiir spermatozoonda muhtemelen
protaminasyon ve kromatin paketlenmesi sirasinda DNA hasar ve ROS (reaktif oksijen tiirleri)
iretim seviyeleri yiiksektir. DNA zincir kiriklar1 dogal olarak erkek germ hattinda
kondenzasyon sirasinda olusabilir (Sakkas, 1999, Sharma, 2004). Subfertil erkeklerin
ejakulatlarinda genelde tespit edilen DNA fragmantasyonu tek ve ¢ift zincir kiriklar ile
karakterizedir (Irvine, 2000). Apopitozis; Apopitozis, sertoli hiicreleri tarafindan
desteklenebilecek kapasitede erkek gametlerinin iiretimini ve normal proliferasyon seviyelerini
kontrol eder (Sakkas, 1999). Ejakulattaki spermatozoon endojen ¢entiklerinin varligi somatik
hiicre apopitozisindeki gibi karakteristik programli hiicre 6liimiiniin bir gdstergesidir (Sharma,

2004).

Oksidatif Stres; Oksidatif stresin nedeni ROS iiretimi ve antioksidan kapasite
arasindaki dengesizliktir (Sharma, 2004). ROS, kromatin ¢apraz baglanmalari, DNA zincir
kiriklari, DNA baz oksidasyonu (Aitken, 2001), kromozom delesyonlari, disentrik ve kardes
kromatid degisimine (Aitken, 2001) neden olabilir. Oksidatif stres, apopitozisle, DNA tek ve
¢ift zincir kiriklarinin sikligryla korelasyon gosterir (Sun, 1997; Aitken, 2001; Sharma, 2004).

2.10.3. Spermatozoon DNA’sim1 Etkileyen Faktorler

Spermatozoon DNA’sinda olusan hasarlarin baslicalari; kromatin yapisinin bozulmast,
DNA bazlarmin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin polimerizasyonun baskilanmasi,
bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin
kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein ¢aprazlamalari, DNA da mutasyonlar gibi bir takim
yapisal bozulmalardir (Tiirk, 2006 ).
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Spermatozoon DNA’sinda hasara neden olan faktorler:

In Vivo Faktorler; Sigara (Sepaniak, 2006; Potts, 1999; Moein , 2007), varikosel
(Abraham, 2002; Tirk, 2006), yas (Singh, 2003; Chen, 2006), radyasyon (Abraham ,2002),
kemoterapi (Abraham, 2002), alkol (Sharma, 2004), kafein (Schmid, 2006).

In Vitro Faktorler; Spermatozoonun saklanmasi (Peirouvi, 2007), santrifiij (Shekarriz,
1995), spermatozoonu semenden ayirma yontemleri (Mortimer, 2000), ROS’a maruz kalmasi

(Agarwal, 2003), kryoprotektanlardir (Tiirk, 2005).

2.10.4. Spermatozoon DNA Hasarn Belirleme Yontemleri

2.10.4.1. Asidik Anilin Mavisi Boyamasi

Lizinden zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini protaminlerin ayriminda kullanilan
bir boyadir. Immatiir spermatozoonun lizinden zengin histon tasiyan niikleusu sonug olarak
mavi rengi alacaktir. Matilir spermatozoonun arjinin-sistein zengini protaminli niikleusu ¢ok

diisiik lizin icerdiginden anilin mavisiyle boyanmayacaktir (Agarwal, 2004) .

2.10.4.2. Toluidine Mavisi Boyamasi

Kromatinin metakromatik boyanmasinda kullanilir. Hasarli yogun kromatinde agir bir

sekilde birlesmis hale gelir. Bu boya DNA paketlenmesine hassastir. Zayif
spermatozoon biitiinliigiinii ve siddetli DNA hasarin1 gosterir (Agarwal, 2004). Erenpreiss
2004’te yaptigi ¢alismada buboyanin spermatozoon DNA fragmantasyonu ya da anormal
kromatin yapisini gostermede diger metotlarla korelasyon gosterdigini saptamistir (Erenpreiss ,

2004).
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2.10.4.3. Chromomycin A3 (CMA3) Yontemi

Spermatozoonda zayif paketlenen kromatinde, indirekt yolla protaminden eksik
DNA’nin goriintiilenmesinde kullanilan guanin—sitozin spesifik bir boyadir. CMA3 ve
protaminler DNA’da ayni1 yere baglanir. Bu yilizden yiiksek CMA3 floresan1, spermatozoonun
diisik  protaminasyonunun isaretidir. CMA3 yoOntemi, spermatozoon kromatin

degerlendirilmesinde diger yontemlerle giiglii korelasyon gosterir (Sakkas, 2000).

2.10.4.4. DBD-FISH (DNA breakage detection-fish) Yontemi

Floresan in situ hibridizasyon c¢oklu mikrodelesyon gibi kromozom anomalilerini
saptamak icin kullanilan bir metottur. Hiicreler bir agaroz matriksle bir slayta gomildiigiinde
bir alkali ¢oziicli (denatiire) solusyonla pargalanir. ssDNA motifleri DNA zincir kiriklarina
dontisiir. Notralize edilir ve protein uzaklastirilir, ssDNA, biitiin genom yada spesifik DNA
problariyla hibritlenerek floresan yogunlugunda incelenir(Agarwal, 2004; Fernandez, 2003).

2.10.4.5. in Situ-Nick Translasyon (NT)Y6ntemi

NT yontem biyotinlenen deoksiuridin trifosfatin (dUTP) ssDNA kiriklarinda kalip
bagimli DNA polimeraz I enzimi tarafindan katalizlendigi reaksiyonda kaynasmasi esasmna
dayanir. Spesifik olarak endojen DNA hasarmni tespit eder ve degisken seviyelerini iceren
spermatozoonu boyar. NT yontemi spermatozoonda, niikleer DNA nin yeniden modellenmesi

sirasinda meydana gelen anomalileri gosterir (Agarwal, 2004) .

2.10.4.6. Akridin Oranj (AO) Boyamasi

Spermatozoon niikleer DNA’sinin asit ilavesiyle denatiirasyon hassasiyetinin in situ
(yerinde) Ol¢iilmesine dayanir. Metakromatik AO boyasi ¢ift zincir (ds) DNA’da (dogal DNA,

yesil) monomer olarak araya sokulurken, tek zincir (ss) DNA’da (denatire DNA, kirmizi)

agregat olarak baglanir. ssDNA degerlendirmesinde kullanilan diger yontemlerle giiclii
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korelasyon gostermektedir. Ancak floresan mikroskobu kullaniliyorsa gozlemci 6znelligi

sonugclari etkileyebilir (Cebesoy , 2006 ; Khalili, 2006; Kazim, 2006).

2.10.4.7. Sperm Kromatin Dagilhim Yoéntemi (SCD) - HALOSPERM

SCD test prensip olarak; spermatozoonun, liziz solusyonundan 6nce asit solusyonuyla

muamele edildiginde fragmante olmayan DNA’li spermatozoonda niikleer protein
uzaklastirmasindan sonra DNA dagilim halolar1 (fragmante DNA’li spermatozoonda bu
halolar ya hi¢ yoktur ya da minimaldir) meydana gelir. DNA kiriklarinin varligi niikleoidin
halo genislemesiyle ilerler. Floresan siddetine ihtiya¢ duyulmadan kullanimi en biiylik
avantajidir. Basit, kisa siirelidir ve SCSA (sperm kromatin striktiir analizi) ile
karsilastirilabilir (Fernandez, 2003; Kazim, 2006; Fernandez , 2005; Evenson, 2005; Enciso ,
2006; Muriel, 2006; Muriel, 2006).

2.10.4.8. COMET (Cluster Of Motifs E-value Tool) Yontemi

Bu yontem DNA hasar1 analizinde tek hiicre jel elektroforezidir. Hasarli hiicreden
dsDNA zincir migrasyonu seklinde goriiniir. DNA kiriklan COMET’in bas kisminda
yogunlasirken, ¢ift ve tek DNA zincirindeki kiriklar COMET’in kugruguna dogru uzama
yapar. Spermatozoon DNA fragmantasyonunun tespiti alkali kosullarda, noétral kosullardan
hem tek hem de ¢ift zincir kirklarini tespit edebildiginden daha {istiindiir. Floresan
mikroskobu kullanilir. Sonuglarin yorumlanmasi ve goriintii analizi i¢in tecriibeye ihtiyag

duyulur (Agarwal, 2004; Morris, 2002).

2.10.4.9. TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling ) Yontemi

Kalip bagimsiz TdT (Terminal Deoksinukleotidil Transferaz) enziminin katalizledigi
reaksiyonda tek ve ¢ift zincirli DNA’da dUTP’nin (deoksiuridin trifosfatin) katilimi esasina
dayanir. Bu enzim biyotinlenen dUTP’nin DNA kiriginin oldugu kisimlarda DNA 3°- OH’da
sinyal verir. Normal DNA’l1 spermatozoonda sadece arka kisim floresan boyanir, fragmante

DNA (¢oklu kromatin 3’-OH uglari) agik floresan renk olusturur. Genel olarak flow sitometrik
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metot daha hassas ve gilivenilir olmasia ragmen, karmasik ve pahalidir. Floresan TUNEL da
kontrol parametreleriyle ¢ok iyi korelasyon gostermektedir (Kazim, 2006; Lopes, 1998;
Younglai, 2001; Benchaib, 2003; Huang, 2005).

2.10.4.10. SCSA (Sperm Kromatin Striiktiir Analizi)

Anormal kromatinli spermatozoon in situ kismi DNA denatiirasyonuna ¢ok hassastir.
Is1 ya da asitle muamele ile DNA denatiirasyonu metakromatik olarak degisen akridin oranj
boyamasi ile flow sitometrik incelenmesi esasma dayanir. SCSA asit metot kullanimi1 daha
kolaydir. SCSA’da tespit edilen DNA hasart DFI (DNA fragmantasyon indeksi) tarafindan
izah edilir. DFI smir1 fertil ve infertillerde genelde %30°dur. Flow sitometrik oldugundan hem
pahali hem de teknisyen tecriibesi gerektirir (Kazim, 2006; Lopes, 1998; Virro, 2004; Saleh,
2003; Gandini,2004).

2.10.4.11. Yiiksek Performansh Likit Kromotografi Yontemi

Spermatozoonda oksidatif DNA hasari yan iriinii olan 8-OHdG (8-hidroksideoksi
guanozin) seviyesi 0l¢ciimiinii esas alan bir yontemdir. Bu en yaygin c¢alisilmis oksidatif DNA
hasar1 biyo isaretleyicisidir. Cesitli oksidatif DNA eklentileri arasindan 8-OHdG, oksidatif
DNA hasarini1 gostermede yiliksek spesifitesi, mutajenik potensiyeli ve DNA’da goreceli
cokluguyla tercih edilir (Agarwal, 2004) .

2.10.5. Spermatozoon DNA Hasarn ve Klinik Onemi

Semen analizi rutin olarak fertilitenin gostergesi olarak kullanilmasina ragmen standart
spermatozoon konsantrasyonu, motilite ve morfoloji yiizdeleri spermatozoon defektlerini
aciga cikarmayabilir (Aitken, 2001; Lopes, 1998). Ayrica zayif DNA kalitesi, DNA
fragmantasyonlu spermatozoon oraninin artisiyla ilgilidir ve fertilitede 6nem tasir (Sun, 1997,

Irvine, 2000, Lopes, 1998).
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2.10.5.1. Spermatozoon DNA Hasan ve Erkek Infertilitesi

Normal testislerdeki germ hiicreleri %5°ten daha az DNA zincir kirigina sahiptir.
Yiikselen DNA zincir kirikli spermatozoon sayisi artisiyla erkek fertilite parametreleri
arasinda iliski vardir (Seli, 2005 ). DNA hasarli spermatozoon orani arttik¢a dogal yolla gebe
kalma sansi da azalmaktadir. Spermatozoon DNA hasari, fertilite potansiyeliyle negatif
korelasyon gosterir. DNA kiriklarinin seviyeleri infertillerde fertillere gére daha yiiksektir
(Sharma, 2004 ).

Yapilan calismalarda testikiiler spermatozoonlarda, epididimis proksimalinden elde
edilenlere gore DNA hasarli spermatozoon orani anlamli olarak daha diisik bulundu. Bu
farkin nedeninin genital yolda spermatozoonlara etki eden reaktif oksijen tiirleri (ROS)

olabilecegi belirtilmistir (Seli, 2005 ).

2.10.5.2. Spermatozoon DNA hasari ve Yardimhi Ureme Teknikleri

Spermatozoon DNA hasarlarinin infertilitedeki 6nemi ¢ok sayida in vitro ve in vivo
calismada gosterilmistir (Sharma, 2004; Morris, 2002). Baz1 arastiricilar spermatozoon DNA
hasarinin fertilizasyon oranini diistirdiigi (Lopes, 1997; Benchaib, 2003), bazilar1 da etkisiz
oldugu goriisiindedir (Sharma, 2004; Morris, 2002; Virro, 2001, Henkel, 2004).
Spermatozoondaki DNA hasari; apopitozis erken embriyo fragmantasyonu ya da daha sonra
diistiklerle (abort) sonuglanabilir (Sun, 1997). Fakat sonuglar hasta se¢cimi ve yoOntem
farkliliklarindan dolayr degisebilir (Zini, 2006). Dort blastomer déneminde paternal genler
acildigindaspermatozoon DNA’sinin fragmantasyonu ve oksidasyonu nedeniyle embriyo

gelisimi duracak ve erken embriyo 6liimii gerceklesecektir (Sakkas, 1997, Morris, 2002).

Ozellikle ICSI gibi yardimci iireme tekniklerinde DNA fragmantasyonlu spermatozoon
ile oositin fertilize olma riski yiiksektir (Morris, 2002). IVF ile karsilastirildiginda ICSI’de
daha diisiikk blastokist olusum oranlart (Henkel, 2004) ve DNA hasarli embriyo ve
beklenmeyen diisiiklerin daha fazla oldugu gosterilmistir (Sharma, 2004). Ciinkii ICSI ig¢in

spermatozoon se¢imi, motilite ve iyi morfolojiye dayanmaktadir. Dogal seleksiyon ortadan
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kaldirildigr i¢in defektif paternal genom da bilinmeden oosit icine enjekte edilmis
olabilmektedir (Sharma R.K., 2004). Aksine bulgular da mevcut olup, ICSI olgularinda eger
morfolojisi normal spermatozoon enjekte edilmisse, fertilizasyon ve gebelik oranlarinin DNA
hasarli spermatozoon oranlari ile iliskili olmadigi belirtilmistir (Host, 2001). Ayrica oosit,
spermatozoon DNA’sinda onceden var olan belli orandaki c¢entikleri tamir edebilme

yetenegindedir (De Jonge, 2002).

2.11. Apopitozis

Morfolojik olarak ayri, dogal ve biyolojik dneme sahip iki farkli hiicre 6liimii; nekroz
ve apopitozistir (Brooks, 2006). 1967-1970 yillar1 arasinda biiziisme nekrozu Kerr tarafindan
elektron mikroskobik olarak gosterildi. Kerr, Wyllie ve Currie 1972 yilinda Apoptozisi,
hiicresel morfolojik ve biyokimyasal serileri i¢eren bir genetik mekanizmaya dayanan hiicresel
olim modeli olarak tanimladilar (Yunanca: Sonbaharda dokiilen yapraklar). 1983 yilinda
Duke ve arkadaslari, jel elektroforezi ile apopitozis endoniikleazlarin aktive olarak merdiven
basamagi denen karakteristik DNA kiriklarina neden oldugunu gosterdi. Boylece apopitotik
hiicre dliimiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmis ve apopitozisin genetik olarak kontrol
edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilen bir hiicre 6limii oldugu ortaya g¢ikarilmistir

(Kerr, 2002).

Organizmada hiicre boliinmesi kadar onemli olan hiicre gogili, hiicre Olimiiniin
regiilasyonu (ya da programlanmasi) siki bir sekilde hiicre sayisinin kontrolii, doku biiyiikliigii
ve homeostozis ile korunur. Cok hiicreli organizmalarda da gelisimsel olarak istenmeyen
hiicrelerin eliminasyonu programlanmis hiicre 6liimii ile gerceklesir (Kerr, 2002; Hengartner,
2000). Apopitozis ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir. Belirli bir dokuda hiicre
proliferasyonu mitozla, o dokuda olmasi gereken hiicre sayis1 da apopitozis ile belirlenir

(Hengartner, 2000).

Apopitozis, hiicrede yarattigi degisikliklerle nekrozun bir par¢astymis gibi algilansa da
nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢dziiniir, plazma zari yirtilir. Sitoplazma

materyali hiicre disma gegerek inflamasyona neden olur. Apopitozis sirasinda ise plazma
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membrani1 yirtilmaz. Apopitozisin gergeklesmesi igin yiiksek ATP seviyelerine ihtiyag¢ vardir.
Hiicre i¢ci ATP seviyesi hiicrenin apopitozis veya nekroz ile dlecegine yon verir. Bu da
mitokondrinin énemini apopitozisin erken fazinda gosterir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa
apopitotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile dlecektir. Apopitoziste
mitokondri tarafindan sitoplazmaya sitokrom-c gibi birgok madde salinir (Brooks, 2006; Kerr,

2002; Lachaud, 2004).

2.11.1. Apopitozisin Goriildiigii Olaylar

Apopitozis organizmanin bazi doku ve hiicrelerinde siirekli olmakta ve Omiir boyu
devam etmektedir. Giinde yaklasik bir milyon hiicre apopitozisi ugrayarak oliir ve yerine yeni
hiicreler yapilir. Bu hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimi bir insanin viicut agirliginin her
24 ayda bir yenilenmesi anlamina gelir. Bu anlamda apopitozis spesifik bir uyarana maruz
kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir. Apopitozisli hiicreler

saglikli doku i¢inde dagilmis sekilde bulunur (Hengartner, 2000).

2.11.1.1. Fizyolojik Olaylar

J Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde (Miiller ve Wolf kanallarinin

involiisyonu, kalp gibi baz1 i¢ organlarin limenlerinin olusmast).

° Menstrual siklusta endometriyum hiicrelerinde, menopozda folikiil atrezisi,

laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda.

J Vertebralarin noron gelisimi sirasinda. Barsak kripta epiteli gibi siirekli

proliferasyon gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesinde.

J T lenfositlerinin kontroliinde, matiir T lenfositlerinin antijene bagimli

diizenlenmesinde, immatiir B lenfositlerinin gelisi gibi immun sistemin diizenlenmesinde.
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. Derideki keratinositlerin epidermisin en iist tabakasi olan stratum korneumu

olusturmasinda goriiliir (Brooks, 2006; Elmore, 2007 ).

2.11.1.2. Patolojik Olaylar

. Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofide, otoimmun hastaliklar sitotoksik

T hicreleri ile olusturulan hiicre 6limiinde.

. Her tirlii neoplastik olusumda; hem biiyiime hem gerileme doneminde,
ipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gibi hafif

siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda.

. Pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi parankimden zengin dokularda
duktus tikanmas1 sonrasi patolojik atrofide apopitozis goriiliir (Brooks, 2006; Elmore, 2007).

2.11.2. Morfolojik ve Biyokimyasal Degisiklikler

Apopitotik hiicrelerde kiiciik pargalara ayrilan hiicre kisimlarinda bozulmamis
organeller, yogunlasmis sitoplazma, kompakt kromatin, niikleer sarilma dikkati ¢eker. Son
olarak da kromatin kondenzasyonu, niikleozomal DNA frgamantasyonu, niikleer membran
yikimi, fosfotidilserinin membran disina yerlesimi ve apopitotik cisimciklerin goriiniimii

apopitoziste gerceklesen degisiklerdir (Hengartner, 2000).

2.11.2.1. Morfolojik Degisiklikler

Hiicre Biiziilmesi: Sitoplazmasi daha yogundur ve bu yiizden organeller kalabalik
gorliniir. Komsu hiicreye gore daha kiigiiktiir. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre
organelleri yapilarin1 korur. Hiicre zar1 saglamdir, nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar

reaksiyon gozlenmez (Hengartner , 2000; Elmore, 2007).

Kromatin Yogunlasmasi: Cekirdek apopitoziste odak noktasidir ve genellikle biiziisiir

(Hengartner, 2000). Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir.
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Cekirdek porlar1 segilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik ¢ekirdek

pargalarina boliiniir (Yan ,2001).

Apopitotik Cisimlerin Olusmast: Hiicrede dnce yilizeye dogru tomurcuklanmalar olur.
Bunlardan bazilar1 sitoplazma pargaciklari igeren ve siki bi¢imde paketlenmis organellerden

olusan zarla saril1 apopitotik cisimlere doniisiir (Kerr, 2002).

2.11.2.2. Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu : Hedef proteinlerden biri olan DNA, endoniikleaz ile ¢apraz
bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirirler.
Cekirdek icine giren Ca+2 Mg+2 bagimli endoniikleaz, DNA kiriklart olusturur. Kiriklar
niikleozomlarin arasimmdan mono veya oligoniikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz ¢ifti ve

katlar1 seklinde kirilma olusur ve merdiven basamagi adiyla karakterizedir (Brooks, 2006).

Hiicre Iskeletinin Yikilmasi: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise hiicre
iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan proteindir. Aktin filamanlarinin yikimi ile

hiicre normal seklini kaybeder (Wang, 2001).

Hiicre Membran1 Degisiklikleri: Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle
iliskisi kesilir. Hiicre ylizeyindeki mikrovillusler ve diger hiicrelerle yaptiklari 6zel baglar
ortadan kalkar, hiicre yiizeyi yuvarlaklasir. Kaspazlarin etkisiyle hiicre zarinin asimetrisi
bozulur. Plazma zarinin i¢ yiiziindeki fosfatidilserin yer degistirerek zarmn dis yiiziine yerlesir
(Khosrowbeygi, 2004; Fauser, 1999). Ayrica bazi apopitotik hiicreler hiicre zarlarinda
thrompospondin adli adheziv bir glikoprotein igerirler. Transglutaminaz aktivasyonu ile
membran proteinlerinde olusan c¢apraz baglanmalar membranlarin par¢alanmasini  ve
apopitotik cisimlerin olusmasini saglarlar (Kerr, 2002). Bu membran degisiklikleri apopitotik
hiicrelerin ¢evre fagositler tarafindan fark edilip fagositozlarini saglar. Apopitotik cisimler
cevredeki parenkim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite edilerek dokulardan

temizlenirler .
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2.11.3. Apopitozis Mekanizmalari

Apopitozis, ektrensek ve intrensek olmak iizere iki mekanizma ile gergeklesir (Brooks,

2006).

2.11.3.1. Ekstrensek / Reseptor Aracih Yol

Apopitozisin dis yolu Timdr Nekroz Faktdr (TNF) ailesi hiicre yiizey reseptorlerinin
ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir. Hiicre 6liimiinii diizenleyen mekanizmalarin
belki de en iyi anlasilmis drnegi sitokine bagli dis apopitozis yoludur. TNF-, TNF ile iliskili
apopitozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve Fas ligantlari, baz1 malign ve normal hiicrelerde
kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek 6liime neden olurlar. TNF ailesi reseptorler (TNF-
R1/CD120a, TNF-R2, DR3/Wsll/Tramp, DR4/Trail-R1, DR5/Trail-R2, CAR-1) ve Fas
(CD95/APO1) reseptorii, belli bir aminoasit diziliminde ve homologtur (Elmore, 2007).

Bu proteinlerin hiicre dis1 kisimlar1 ligant baglanmasi i¢in dnemlidir. Sitoplazmik
kisimlarinda kismen korunmus olan bir 6liim bolgesi (DD) bulunur. Bu bdlgeler sitoplazmik
sinyal proteinlerinin baglanarak apopitozisin basladigt yerlerdir. Ligandlar baglandiginda 3
Timor Nekroz Faktor Reseptorii (TNFR) ya da Fas molekiilii kompleks olusturur. TNFR ve
Fas trimerlerinin sitoplazmik bolimleri sirasiyla TNFR’e bagli 6liim bolgesi (TRADD) ve
Fas’a bagli 6liim bolgesi (FADD/Mort-1) denen adaptdr proteinlere baglanir. Bu proteinlerin
hem DD hem de proteazlarin 6liim olusturan kisimlarina (DED) baglanan bolgesi vardir.
Reseptorlerin  sitoplazmik kisimlari, adaptdr proteinler ve proteazlar Oliimii baslatan
sinyalleme kompleksini (DISC) olustururlar (Brooks, 2006) . Normalde olim bolgesi
susturucusu (SODD) olarak bilinen proteiniyle uyarilmamis reseptorlerin sitoplazmik DD
uclart maskelenerek reseptorlerin kendi kendilerine sinyal iiretmeleri onlenir. Reseptdriin
uyarilmasiyla SODD 6liim ucundan ayrilarak DED ig¢eren adaptdriin baglanmasina izin verir

(Hengartner, 2000; Yan,2003).
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2.11.3.2. intrensek / Mitokondrial Yol

Mitokondri apopitoziste dlilm programini aktive eden birkac faktdr salar. Intraseliiler
stimiile DNA hasar1 gibi genel olarak sadece BH3- Bcl-2 ailesi proteinlerin aktivitesiyle
sitoplazmada mitokondri i¢ membranmdan proapopitotik faktdrlerin salinimi ile sonuglanir
(Wang, 2001;Yan, 2005). Bu salinim Bax ve Bak apopitotik proteinleri tarafindan indiiklenir
ve antiapopitotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinleri tarafindan inhibe edilir. Salinan protein
faktorlerden biri sitokrom c, direkt olarak Apaf-1’i aktive eder ve ATP varliginda multimerik
kompleks olan apoptozomu olusturur (Yan, 2005). Apopitozisin yaygin yolu olan i¢ yol
hiicrenin kendi i¢inden, sitotoksik ilaglar gibi hasar yapici ajanlarla baslar ve i¢ yoldaki
apopitotik sinyal iletiminde mitokondri tarafindan gergeklesir. AIF (Apopitozis indiikleyici
faktor) canli hiicrede i¢ ve dis mitokondriyal membran arasinda bulunur ve ¢ekirdek tarafindan
kodlanan, proteaz 6zelliginde olan 57 kDa’lik bir flavoproteindir. AIF sitoplazmik faktorler
yoklugunda apopitotik ¢ekirdek degisikliklerini baslatir ve kaspazi aktive eder (Yan, 2005).
Sitokrom ¢ (Cyt-c) mitokondriyal elektron iletim sisteminin énemli bir pargasidir. Normalde
mitokondrinin i¢ ve dis membraniarasinda bulunur. Salinimi Bcl-2 proteinlertarafindan
diizenlenen ve kaspazlarmaktivasyonunda gerekli bir kofaktordiir. dATP(ya da ATP) ve
sitoplazmik faktor Apaf-1 ile birlikte sitoplazmaya salinimi 6nce Kaspaz-9'u sonra da Kaspaz-
3't aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar. Apaf-1 proteinin kaspazla
etkilesme aktivasyonu icin gereken bilinen tek mekanizma sitokrom-c’dir (Elmore, 2007,

Weng, 2002) .

2.11.4. Apopitozis Regiilatorleri

Apopitozisi diizenleyen genler cmyc, p53 ve bcl-2 olarak bilinir ve {rettikleri
proteinler ayni adi alir. Apopitozisi baskilayan (anti-apopitotik) ya da indiikleyen (pro-

apopitotik) proteinler vardir. P53, Bcl-2 ailesi, apopitozis baskilayici faktor (IAP), Kaspazlar
gibi protein aileleri apopitozis regiilatorleridir (Wang, 2001) .
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2.11.4.1. P53

Anti-apopitotik 6zellikte, 393 aminoasitli bir proteindir ve c¢evresel sartlara, hiicresel
duruma gore hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA tamiri ve sentezi, hiicre farklilasmasi, genomik
sekillenme ve programli hiicre Oliimiinde gorev alir (Elmore, 2007). N-ucunda asidik
transaktivasyon bolgesi, merkezinde DNA’ya baglanan bolge ve C-ucunda tetramerizasyon
bolgesi olmak tizere 3 fonksiyonel bolgesi vardir. DNA hasarlanmasi olan normal hiicrelerde
pS3 protein diizeyinde belirgin bir artisla hiicre dongiisii G1'de bloke olur. Biiylimenin
durmasindan sonra DNA onarimi, hiicre DNA' sinin ¢ogaldigi S fazina ge¢meden Once
tamamlanir. Genom hasari biiylik boyutlarda ise hiicre programli hiicre 6liimiine girer (Brooks,

2006; Hengartner, 2000 ).

2.11.4.2. BCL-2 Ailesi Proteinleri

Bcl-2 ailesi apopitotik kaskadin kontroliinde en énemli gruptur (Weng, 2002). Bcl-2
ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve Bcl-2 giiclii bir 6liim inhibitoridiir (Kerr, 2002).
Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c salinimmi engellemede rol oynar. Bcl-2
mitokondri membrani disinda, endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunur. Bcl-
2 ayrica Raf 1 ve kalsindrine baglanir (Elmore, 2007). insanda en az 17 Bcl-2 ailesi iiyesi
protein bulunur. Bcl-2 ailesi proteinler birkag heliks yumagini igeren benzer protein
yapisindadir. Bunlar 4’e kadar numaralanan Bcl-2’ye benzer (BH) bolgesidir. Bel-2 ile ilgili

proteinler yapisal ve fonksiyonlarina gore 3 grupta toplanir :

» Bax alt grubu; Hepsi proapopitotiktir. Bax ve Bak'dan olusur. BH1, BH2 ve BH3
bolgelerinde Bcl-2'ye benzerlik gosterirler. Yapi olarak bazi bakteriyel toksinlerin por
olusturan proteinlerine benzerlik gosterirler ve kismen hiicre i¢i zarlarda bulunan mitokondri,

endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarlarinda kanallar olusturma yetenekleri vardir.

» Bik alt grubu; Proapopitotik Bik, Bid ve Bim'den olusur. Bunlara yalniz BH3
bolgeleri Bel-2’ye  benzerlik gosterdigi icin BH3 proteinler de denir. Heterodimerler yaparlar

ve boylece eslerinin aktivitelerini diizenlerler (Hengartner, 2000).
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* Bcl-2 alt grubu; Hepsinin antiapopitotik aktivitesi vardir Bel-2, Bel-XL ve Bel-w'den
olusur, dort bolgeleri (BH1, BH2, BH3, BH4) kuvvetli benzerlik gosterir. Proteinin C ucunda

zara tutunma bolgesi vardir ve mitokondri membraninda bulunur (Brooks, 2006 ).

2.11.4.3. IAF Ailesi Proteinleri

Anti-apopitotik protein ailesindendir ve bunlar programlanmis hiicre 6liimiiniin negatif
diizenleyicileridir. Baz1 memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NIAP, Bruce, Survivin,
plAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢gogu hiicre 6liimiinii Kaspaz-3, Kaspaz-7 ve Kaspaz-9'a
direkt olarak baglanip onlan inhibe ederek gergeklestirirler. Apopitozis protein inhibitorleri

kaspazlar1 6liim reseptdrleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler (Elmore, 2007).

2.11.4.4. Kaspazlar

Kaspaz; Sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle homolog biiyiik
protein ailesidir (Donepudi, 2002 ;Hengartner, 2000). Kaspazlar, proteolitik yariklanmasiyla
aktiflesen, inaktif graniiller olarak firetilir (Donepudi, 2002). Simdiye kadar yaklasik 100
Kaspaz substrat1 rapor edilmistir (Hengartner, 2000). Kaspaz kaskadini1 baslatan kaspaz -3,-6
ve -7°dir. Kaspaz ailesi iiyelerinden bazilan kiiciik N-terminal peptidler (Or: Kaspaz-3,-6,-7)
ve genis N-terminal domainler igeren (Kaspaz-2, -8. -9, -10 ve sitokin asamasinda Kaspaz-1, -
4, -5, -11, -12, -13). ProKaspaz-7 zimojen tek polipeptidzinciri bulundurur. Matiir Kaspaz’in
kiiglik ve genis altbirimleri arasinda bir halka bulunur. Bu alt iiniteler arasinda ProKaspaz-7
aktivasyonu i¢in bolinme alanlart bulunur (Ile195 GInl196-Alal97-Asp198). Aktivator
kaspazin aktif bolgesine baglanmasi icin gerekli aktif bolgedeki esneklikten dolay1 bu halka
yapisal olarak goriinmez (Hengartner, 2000). Insanda yap1 ve fonksiyonlarma gére 11 degisik

Kaspaz tarif edilmistir:
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Baslica lenfokin yapiminda bulunan kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE) , -4, -5, -11,-12 ,-13, -
* Sonuglandirici(effektor) kaspazlar: Kaspaz-3 (CPP32/Yama) ,- 6, -7
* Baslatici (initiator) kaspazlar: Kaspaz-2, Kaspaz-8 (FLICE/MACH), -9, -10

2.11.5. Spermatogenez Ve Apopitoz

Normal spermatogenez sirasinda hiicre gelisimi ve farklilanmasina ilave olarak germ
hiicre oliimii de goriiliir ve bu spermatozoon olusumunda kritik rol oynar. Sonucta
spermatozoon potansiyel sayisi tahminen %75’i kadar azalir. Testikiiler germ hiicre
apopitozisi fizyolojik ve devamli olarak hayat boyu meydana gelir (Seli, 2005). Apopitozisin
normal spermatogenez siirecinde iki onemli rolii vardir. Bunlardan ilki Sertoli hiicreleri
tarafindan desteklenebilecek sayida germ hiicre popiilasyonunu sinirlandirmak, ikincisi de

anormal spermatozoonun azaltilmasinda se¢ici olmaktir (Seli, 2005; Sakkas, 2002).

Insan spermatozoonda apopitozisin varligi yapilan ¢alismalarda ortaya konduktan (Sun,
1997; Sakkas, 1999) sonra ejakulatta matiir spermatozoonda apopitozisin varligi bir¢ok
arastirmaci tarafindan gosterilmistir (Sun, 1997; Sakkas, 1999). Bu arastiricilar somatik
hiicredeki kapsamli DNA hasarmma neden olan endojen endoniikleazlarin aktivasyonuyla,
iireme havuzundan defektli germ hiicrelerinin eliminasyonu gergeklestirecegi goriisiindedirler.
Sakkas 1999°’da apopitotik eliminasyon hatasi sonucu ejakulattaki spermatozoonda goriinen
apopitozisi ‘abortif apopitozis’ olarak tanimlamistir ve bu hiicrelerin bir sekilde apopitozisten

kagtigini 6ne siirmiistiir (Sakkas, 2002).

Apopitozis gesitli patolojilerin ve spermatogenez kontrol sistemlerinin kaldirilmasinin
sonucu olabilir (Gandini, 2001). Yapilan bir ¢alismada DNA hasar1 ve muhtemel DNA
tamirinin azalan seviyeleri karsisinda apopitozisin, hatali genetik bilginin embriyoya
gegmesini engelleyen son basamak oldugu diistiniilmiistiir . Erkek tireme sistemine 16kositlerin
blylik etkisi gosterilmistir fakat seminal lokositlerin islevi hala netlik kazanmamuistir.
Spermatozoon apopitozisi semen kalitesiyle korelasyon gdstermeyebilir. Urogenital
kanallardaki enfeksiyon yoklugunda; Seminal lokositlerin asil fonksiyonlarindan biri,

apopitotik spermatozoonlari ortadan kaldirmak olabilir (Ricci, 2002).
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Spermatozoon apopitozisi ve spermatozoon DNA’sinda hasar erkek infertilitesinin
potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilir. Apopitozis ile ortaya ¢ikan germ hiicre kaybi,
spermatogenez sirasinda olusur. p53, p21, CD 95 , Kaspaz-3 , Kaspaz 1-8 , Bcl-2 , Bcel xI
(Cayli, 2004) ve Fas diizeyleriyle, degisik yollarla saptanabilmektedir. Kaspaz 1-3-8
postakrozomal bolgede, Kaspaz 9 ise orta parga (midpiece) bolgesinde gosterilmistir (Paasch,

2003).

Son g¢alismalar antiapopitotik fonksiyon sergileyen ve spermatozoon matiirite isareti
olarak kabul edilen HspA2 adli protein ve erkek fertilitesi iizerinde yogunlasmistir. Is1 soku
proteini A2 (Heat-shock protein, HspA2) bir spermatozoon matiirite isareti Hsp70 saperon
protein ailesinin iiyesi olan testis spesifik proteinidir. Hsp70-2 bloke edilen farelerde mayoz
duraksamasina ek olarak karekteristik apopitotik DNA patern bozulmasiyla germ hiicre
apopitozisi artis1 goriiliir. Yapilan ¢alismalarda HspA2 gen ekspresyonu oligozoospermik
grupta normozoospermik gruba gore daha diisilk bulunmustur (Cedenho, 2006). HspA2 ilk
olarak primer ve sekonder spermatositte, daha sonra plazma membran yeniden sekillenmesi ve
sitoplazmik artikli uzamis spermatidde gériildii. Insan ejakulatinda diisiik seviyede HspA2
tespit edilmistir. Hsp70’in apopitoziste ¢alisma mekanizmasi, apopitotik enzimler olan
Kaspaz-3 ve -9’un salinmasiyla gerceklesir. Boylece HspA2, apopitotik siirecin olasi

inhibitoriidiir (Huszar, 2000).

2.12. Erkek infertilitesi Hakkinda Genel Bilgiler

Eslerin istemelerine ve herhangi bir gebeligi Onleyici yontem kullanmamalarina
ragmen en az 1 yil igerisinde ¢ocuk sahibi olamamalarina primer infertilite denir. Evli ¢iftlerin
yaklasik %15°1 bir yil beklemelerine ragmen ¢ocuk sahibi olamamaktadirlar (Kadioglu, 2004).
Fertilite erkek ve kadin tireme sistemlerinin anatomik ve fonksiyonel olarak normal
calismalarina baghdir. Hem kadinda hem erkekte iireme sistemlerini bozan edinsel ve
konjenital faktorlere rastlanabilir. Ya kadinda ya erkekte, ya da her ikisinde bu faktorlerden
biri veya daha fazlas1 mevcut olabilir. Infertil olgularin %20’sinde erkek tek basma sorumlu

iken, %30-40’1inda kadin faktoriine eslik eden bir patoloji bulunmaktadir (Kadioglu, 2004).
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Erkege ait bir problem s6z konusu ise, bu siklikla sperm parametrelerinde bozulma ile ortaya
cikar. Normal fertil bir erkekte sperm sayisinin mililitrede 20 milyondan fazla olmasi gerekir.
Oligospermi sperm yogunlugunun 20 milyon/ml’den az olmasi durumudur. Sperm sayisinin 5
milyon/ml’den az olmasi siddetli oligospermi olarak adlandirilir. Ejekiilatta hi¢c sperm

bulunmamasina azospermi denir.

Infertilite, énemli bir saglik sorunu olarak ciftlerin %15’ini yasam boyunca etkiler
(Mau-Holzmann, 2005). Daha 6nce idiopatik olarak tanimlanmis olgularin biiyiik kisminda
tan1 yontemlerinin gelismesine bagl olarak nedenler agiga kavusmaktadir(Ferlin, 2005).
Genetik anormallikler infertil ¢iftlerde sik olarak gozlenmekte, erkek infertilitesinde %15
olguda cesitli genetik bozukluklar saptanmaktadir. Konstitiisyonel kromozom anomalileri
oligozoospermik erkeklerin %S5 inde, azoospermik erkeklerin ise %15’inde gozlenmekte iken
Y kromozomunun uzun kolunun mikrodelesyonlari agir oligozoospermide %5-10,
nonobstriiktifazoospermide %10-15 olguda bulunmaktadir (Ferlin, 2005). infertil erkeklerin
%1-2’sinde gozlenen vaz deferensin konjenital bilateral yoklugu (CBAVD) durumunda ise
kistik fibroz transmembran regiilator (CFTR) gen mutasyonlar1 sorumlu tutulmaktadir

(Jarzabek, 2004).

2.12.1. Azospermi

Semen Ornegi incelendiginde sperm igermiyorsa, azospermik oldugu diigiiniiliir; buna
ragmen, sperm igermeyen ejekiilat mutlaka santrifiij edilmelidir. Seminal sivi voliimii
azosperminin etiyolojisini belirlemede 6nemli bir kriterdir. Total ejekiilat sivisinin, yaklagik
%70’ini seminal vezikiiller, %10’unu vas deferens ve %?20’sini prostat olusturur. Normal
semen voliimiine sahip azospermili erkeklerde (>1 mL, pH>7.5) en olas1 etiyoloji
spermatogenetik yetmezlik ya da vazal epididimal tikanmadir. Seminal vezikiiller normal,
ejekiilator kanallar acik ve saglam ise vazal aplazi patofizyolojisi diisiiniilmelidir. Semen
volimii <ImL ve pH<7.5 ise, ya seminal vezikiiller ejekiilata katilamiyordur ya da yoktur

veya hipoplazik ya da tam olarak tikanmistir. Bu durum bilateral ejekiilator kanal

51



obstriiksiyonu olarak tanimlanir. Azosperminin ayirici tanist semen voliimii ve pH’ya dayanir

(Kadioglu, 2004 ).

Azospermik hastalar iki genis kategoride siniflandirilabilir:
1- Spermatogenetik yetmezlige sahip hastalar (nonobstruktif azospermi)
2- Bir obstrukte duktal sisteme sahip ama normal spermatogeneze sahip hastalar

(obstruktif azospermi) (Kadioglu, 2004).

2.12.1.1. Nonobstruktif Azospermi

Nonobstruktif azospermi, testisdeki spermatogenetik potansiyelin spermatozoanin
ejekiilatta bulunup bulunamayacagini belirleyen belirli bir esigin altina diistiigli zaman olusur.
Nonobstruktif azospermili erkeklerin yaklasik %50°’si, testikiiler parankima i¢erisinde bulunan
birkag sperme sahip olabilir. Bu erkeklerin spermatogenezis diizeyleri, ejekiilatlarinda
belirlenebilen sperm liretmeye yetmeyecek kadar diisiiktiir. Fakat bu spermatogenezis diizeyi
ile testis i¢inde sperm bulunabilir ve bu sperm testis dokusundan cesitli yontemler ile
toplanabilir. Testis parankiminde bulunan spermlerin izolasyonu ile fertiliteye sahip olamayan
erkeklerin ICSI ile ¢ocuk sahibi olabilmeleri basarilabilir. Bir organizmanin yagami ve lireme
yeteneginin optimizasyonu evrimsel bir gercektir ve spermatogenezis siki sekilde kontrol
edilen kompleks bir olaydir. Ureme yetmezligine herhangi bir cevresel faktdr sebep
olmamigsa, boyle vakalarin ¢ogunda iireme yetmezligi genetik bir temelden kaynaklanir

(Kadioglu, 2004).
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2.12.1.2. Obstruktif Azospermi

Vazal Aplazi Sendromu, azospermiye neden olan en yaygin genetik durumdur.
Bilateral ya da unilateral vazal aplaziye neden olan en az 3 ayr1 klinik sendrom vardir. Bunlar,
kistik fibrozis (CF), vas deferensin konjenital bilateral yoklugu (CBAVD) ve vaz deferensin
konjenital unilateral yoklugudur (UVY). Erken embriyogeneziste, primitif iirogenital trakt
hem erkeklerde hem kadinlarda benzerdir. Hamileligin yaklasik 7. haftasinda farklilagmalar
(diferansiyasyon) yani mezonefrik (wolfian) farklilagirken, paramesonefrik (miillerian)
kanallar1 kaybolmaya baglar. Yedinci haftadan 6nce mesonefrik kanali olusturan hareketler
renal sistemin morfogenezi kadar reproduktif kanal sistemini de etkiler, daha sonra olusan

yeni hareketler yalniz bir sistemi etkilerken digerini etkilemez (Kadioglu, 2004).

2.12.2. Gonad Farkhlasmasi

Insanda bulunan 23 ¢ift kromozomun bir ¢ifti cinsiyet kromozomudur (erkekte XY,
disilerde XX). Y kromozomun kisa kolunda (Yp) testis gelisimini saglayan genler (Y
kromozomunun seks belirleyicisi bolgesi; SRY) bulunmaktadir (Harley, 1992). Gonad
gelisimi gebeligin 5.-6. haftalarinda gerceklesir. Bu haftalarda SRY bdlgesi normal bir Y
kromozomu varliginda primitif gonadin korteks bolgesi geriler, medulla gelisimine devam
ederek primitif testis halini alir. Y kromozomu yoksa medulla kismi gerileyip korteks
gelismesini siirdiirerek overler olusur (Simpson, 1990). Yp eksik olan kisilerde disi yoniinde
farklilagsma ortaya ¢ikmaktadir. Ancak SRY ’nin lokalizasyonu degisiklikler gosterebilmektedir
(Harley, 1992; Tilford, 2001; Foresta, 2001; Vogt, 1996). Testis gelisimi i¢in Y
kromozomundaki genlere ilave olarak X kromozomu ve otozomal kromozomlarda ki yapilara
da ihtiya¢ duyulmaktadir (Simpson, 1990). X kromozomunun dnemi X’e bagli XY gonad
disgenezilerinde ortaya ¢ikmaktadir. Otozomal faktorler hem erkek hem de kadinda germ
hiicrelerinde hipoplaziye neden olmaktadir. Farelerde yapilan deneysel arastirmalarda
otozomal genlerin testis farklilasmasinda diger faktorleri biitiinleyici bir rol aldig1 kesin olarak

gosterilmistir (Simpson, 1990).
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2.12.3. insan Esey Kromozomlarimin Tarihcesi

Insan esey kromozomlarinin memelilerde ortaya ¢ikmadan evvel siiriingenlerden 300
milyon yil Once 6zdes bir kromozom ¢iftinden olustugu disiiniilir. Bu kromozomlar
tizerindeki genler bugiin hala bazi siiriingenlerde cevresel uyarilara maruz birakildiklarinda
seks belirleyici olarak goriiliir (Graves, 1994). Memelilerde seks kromozomlart muhtemelen
memeli X kromozomu {iizerinde de yapisal homologu olan SOX3’ den SRY geninin
farklilagmasi ile ortaya ¢ikar. SRY ve SOX3 bir progenitor genden olusur. Gelismis SRY geni
ise erkek belirleyici fonksiyon kazanir (Graves, 1994; Stevanovic, 1993). Memeli X ve Y
kromozomunun ayrilmasi sirasinda X kromozomu tizerinde mindr degisiklikler olusurken Y
kromozomunda hizli dejanerasyon olusmaktadir. Ilave olarak Y kromozomunun genis bir
boliimiiniin ters ¢evrilmesini (inversiyon) takip eden mutasyonlar X ve daha kiiglik olan Y
kromozomlar1 arasinda non-rekombinasyona neden olur. Rekombinasyon yoklugunun Y
baglantili genlerin parcalanmasindan sorumluolabilecegi distiniiliir (Graves, 1994; Lahn,
1999). Yq tizerinde P1°den P5’e kadar olan bolgede yer alan palindromik dizilerde meydana
gelen delesyonlarin spermatogenetik yetmezlige sebep oldugu bulunmustur. P5/proksimal P1
delesyonlart 6.2 Mb dizi ve 32 gen ile transkriptinden fazlasini1 kapsarken P5/distal P1
delesyonlar1 7.7 Mb’lik dizi, 42 gen ve transkriptinden fazlasini icermektedir (Reijo, 1995;
Vogt, 1996; Underhill, 2001). Bu palindromik dizilerin analizi ile AZFb ve AZFc bolgelerinin
birbirinden bagimsiz olmayip hatta overlap yaptigir gosterilmistir. Fakat 0.8 Mb’lik dizi
uzunlugundaki AZFa bolgesi AZFb ve AZFc’ den bagimsizdir.

2.13. Erkek infertilitesi ile ilgili Genetik Faktorler

Oligozoospermik erkeklerde kromozom anomalisi rastlanma sikligi normal
erkeklerden 10 kat fazla olarak gézlenmistir (De Palma, 2005). Karyotip anomalisi durumunda
azoospermik olmayan erkekler andploid, diploid ve rekombinant kromozomlar iceren
anormal spermler iretirler (De Palma, 2005). Kromozom analizi ile kromozom say1 ve yap1
kusurlarinin saptanmasi periferik kan lokosit kiiltiirleri ile miimkiindiir. Artmis rastlanma
siklig1 nedeniyle ICSI Oncesi erkek infertilitesi durumunda mutlaka uygulanmalidir (Kim,

1998).
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Erkek infertilitesi ile birlikte goriilen genetik bozukluklar, sperm yapimini bozarak ya
da spermin tasinmasini engelleyerek erkekte infertiliteye neden olurlar. Bu hastalarda ya
azospermi ya da siddetli oligospermi mevcuttur. Erkek infertilitesi ile ilgili dort genetik faktor

bilinmektedir:

1--izole spermatogenez defekti yapabilen Y-kromozom mikrodelesyonlar
2-Konjenital vaz deferens agenezi (yoklugu) olan kistik fibrozis gen mutasyonlar
3-Testis fonksiyonlarin1 bozan kromozom anomalileri

4 Sperm fonksiyonlarini direkt olarak etkileyen genetik sendromlar

2.13.1. izole Spermatogenez Defekti Yapabilen Y-Kromozom Mikrodelesyonlari

2.13.1.1. Insan Y Kromozomu ve Yapisi

Y kromozomu testisde gonadal farklilasma ve spermatogenez icin gerekli genleri
tasiyan yaklasik altmis milyon baz ¢ifti igeren, sentromeri uca yakin yani akrosentrik bir
kromozomdur. Pek ¢ok ilgin¢ biyolojik 6zellige sahiptir. Erkek karakterinin 6zelliklerinin
genetik belirleyicisi olan Y kromozomu fonksiyonel genlerin yan1 sira yiiksek oranda tekrar
elementleri icerir. Y kromozomu Yq ve Yp kollar {izerinde iki tane pseudootosomal bolge
(PABY1 ve PABY2) igerir (Tilford, 2001). Boyanma 0&zelligine gore oOkromatik ve
heterokromatik olmak iizere iki boliimde incelenebilir. Okromatik bdlgenin boyutu hemen her
zaman sabit olup otuz milyon baz ¢ifti uzunlugundayken heterokromatik bolgenin boyutu ¢ok
degiskendir. Okromatik bdlge kromozomun kisa kolunu (Yp), sentromerik bdlgeyi ve uzun
kolun (Yq) proksimalini kapsar . Okromatik bdlge igeriginin en azindan %25°i X kromozomu
ile homologtur. Ayn1 zamanda mitoz ve mayoz sirasinda X-Y eslesmesi ve krossing-over bu
bolgede gerceklesmektedir. Ug kisimlarda pseudootozomal (PABYI ve PABYII) bolgeler
bulunmaktadir ve eslesme sirasmda X kromozomu ile tutunma bu bolgelerde
gergeklesmektedir. Yp’nin 2.7 milyon baz ¢ifti uzunlugindaki pseudootozomal bdliimiinde
haritalandirilmis birgok gen bulunur. Bunlar arasinda MIC2 (monoklonal antikorlar tarafindan

belirlenen antijen) geni ve CSF2RA (koloni stimiile edici faktor) genini sayabiliriz ki bu
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genler Xp tizerindeki genlerle benzerlik gosterirler. Pseudootozomal bolgenin hemen
proksimalindeki 280-kb’lik bdlgede de iic gen gosterilmisti. Bu genler SRY (Y
kromozomunun seks belirleyicisi bolgesi), ZFY (¢inko parmak gen) ve RPS4Y (ribozomal
protein geni) genleridir. Okromatik Yq bdlgesinde AZF geni, H-Y antijen geni, viicut yapisi
ve dis boyutunu belirlemeye yardim eden genler ve X homolog bdlgeler bulunmaktadir.
Heterokromatik bolge ise replike olan fakat transkribe olmayan ¢esitli uzunluktaki DNA’y1
icerir ve uzunlugu bireyler arasinda ¢ok farklilik gosterir. Spermatogenezi ve testisi belirleyen
genler Y kromozomuna 6zgiildiir. Y kromozomunun uzun kolunun spermatogenezis igin
gerekli oldugunun ortaya kondugu yetmisli yillardan sonra Y kromozomundaki yapisal
degisikliklerin erkek infertilitesinde rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Foresta, 2001; Vogt,
1996).

1994°den beri Yq mikrodelesyonlarmin azospermik ve oligospermik erkeklerde
oranlarimi tespit etmek ve infertil fenotip ile delesyonun boyut ve pozisyonunu iliskilendirmek
icin klinik ve molekiiler ¢aligmalar birlikte yiriitilmektedir. Bu bilgilerin edinilmesi, 6zellikle
"sertoli cell-only" sendromlu veya agir spermatogenez bozukluk gosteren hastalarin ICSI
yontemi ile ¢ocuk sahibi olabilmeleri ve bu genetik hasar1 erkek ¢ocuklara gecirme riski

acisindan 6nem tagimaktadir.

2.13.1.2. Pseudootozomal Bolgeler (PABY1, PABY2)

Pseudootozomal (PABYI ve PABYII) bolgeler Y kromozomunun ug¢ kisimlarinda
bulunmaktadir ve eslesme sirasmda X kromozomu ile tutunma bu bolgelerde
gerceklesmektedir . Haritalandirilmis bircok gen, Yp’nin 2.7 milyon baz ¢ifti uzunlugmdaki
pseudootozomal bdliimiinde bulunur. PABY1 (pseudootozomal boundry region on Y
chromosome) ve PABY2 bolgelerinin X kromozomu {izerinde ayni sirada homologlari
mevcuttur. Y kromozomu iizerinde sadece bu iki bolge mayotik bolinmeye katilir. Mayotik
boliinmeye katilmayan bolge Y kromozomunun %95’ini olusturur. Bu bolgeler erkege spesifik
ozellikleri belirleyen bolge (MSY) ismini alir. Bu bdlgeler ti¢ farkli 6kromatik (X transposed,

X degeneratif ve amflikonik sekanslar) ve heterokromatik bolgeden olusur. Pseudootozomal
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bolgeler toplam 156 transkripsiyon iiniti ve 78 proteini kodlayan bir bdlgedir. Giiniimiize

kadar bu bolgelerle ilgili 27 ayr1 protein tanimlanmistir (Sun, 1999; Prasanth, 2003).

2.13.1.3. insan Y Kromozomu Uzerindeki Genler ve Erkek infertilitesi

Y kromozomu iizerindeki toplam 107 gen sembolii, sitogenetik harita pozisyonu, ilave
isimleri ve pek ¢ok karakterize 6zellikleri ile 2002 yil1 aralik ayinda listelenmistir. Ama devam
eden calismalar bu veri bankasina yeni bilgiler ilave etmeye devam etmektedir. Y kromozomu
tizerinde erkek spesifik bolge olarak tarif edilen MSY bolgesi, Y kromozomunun non-
rekombine bolgesinin  (NRY) %95’ini olusturur. En az 156 transkripsiyon {initesini
barindirmaktadir. Bu iinitelerin yarisinin 78 adet protein kodladigi diistiniilir. MSY bdlgesinde
27 ayri protein ya da protein ailesi belirlenmistir. Bunlarin 12 adedi her zaman bulunur ve 11
tanesi sadece testiste salmmaktadir (Skaletsky, 2003). Insan Y kromozomu iizerindeki testis
spesifik genlerin ¢cogunlugu ilging bir sekilde birden (TGIF2LY=TGFB linked Y), ikiye (VCK,
XKRY, HSFY, PRY), iice (BPY2), déorde (CDY= chromodomain region on Y chromosome,
DAZ= deleted on Y chromosome), altiya (RBMY= RNA binding motif protein on Y
chromosome) hatta otuzbese (TSPY= testis spesifik protein, Y- linked) kadar degisen pek cok
kopyaya sahiptir. Bu genler AZF faktorleri kusatan proksimal ve distal palindromik
komplekslere yerlesmistir ve spermatogenetik yetmezlige neden olan silinme gosterirler
(Skaletsky, 2003). Toplam 23 testis spesifik transkripti (TTTYE 23) tanimlanmistir.
Bunlardan 3, 4, 5, 6, 9, 10, 13, 14 nolu palindromik komplekslerin silinmesi spermatogenetik
yetmezlikli hastalarda tanimlanmistir. Ancak yeni ¢alismalar, 777Y4’lin testis ve prostattan,
TTTY10’ nun testis, prostat ve fetal beyinden salgilandigmi, 777Y1, 2, 6, 7, 8, 18, 19, 21, 22
nolu transkriptlerinin ise noncoding oldugunu bildirmektedir (Skaletsky, H.,2003; ,Reijo, R.,
Lee, 1993). Goriildiigii gibi testis spesifik oldugu diisiiniilen transkriptlerin bazilart fertilitenin
regiilasyonundan baska, daha genis biyolojik aktivite gostererek diger somatik dokularda da

kopya edilirken digerlerinin goriinen biyolojik bir aktivitesi yoktur.

Bu genlerden oOzellikle erkek infertilitesi ile iligkili olanlar1 burada sirayla

arastirtlmistir.
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2.13.1.4. Testis Belirleyici Faktor (SRY) Bolgesi ve Geni

Testis gelisimini belirleyen faktor ya da faktorlerin arastirilmasi sirasinda birgok gen
incelenmistir. Bunlar arasinda H-Y antijeni ve ZFY geni de vardir. Ancak bugiin i¢in bu
faktorlerin testis belirlenmesinde rolleri olmadigi kabul edilmistir. Bipotansiyel gonadin testis
yoniine farklilagsmasi icin gerekli gen, “Y kromozomunun cinsiyeti belirleyen bolgesindeki
SRY genidir (Vogt, 1996; Skaletsky, 2003) . Bu gen farklilagsma i¢in gerekli olmakla beraber
yeterli degildir. Yp 11.3 bandinda tanimlanan ve intronsuz olan SRY’nin tek ekzonunun
olusturdugu 1.1 kb boyutundaki transkriplerin {rettigi proteinler, 204 aminoasit
uzunlugundadir. HMG-BOX (High mobility group) homolog dizi igerir. HMG-BOX ileri
diizeyde korunan 79 aminoasitlik DNA baglayici bir motiftir. DNA’nin kivrilmasma yardimci
olarak, hedef genin aktivasyonu veya baskilanmasini ve gendeki transkripsiyonun hizlanmasi
veya yavaglamasini saglar. 46, XY kadinlarda yapilan c¢alismalarda X kromozomunun kisa
kolu iizerinde (xp21.2 — p22.11) SRVX ( X — linked sex reversed locus: cinsiyet doniistiiriicii
gen) adli bir gen haritalanmistir. Ogata ve Matsuo (2008), SRY geni ile SRVX ve testis
olusturan otozomal genlerin iliskisi hakkinda bir hipotez 6ne slirmiislerdir. Buna gére SRY,
SRVX’i baskilamak tizere islev gormekte, SRVX ise otozomal genlerin baskilanmasinda rol
oynamaktadir. 46 XY disilere seks reserved disiler denir ve bu disilerde yetersiz SRY veya
SRY yoklugu bulunmaktadir (Berta, 1990). XY seks reserved disilerde SRVX
duplikasyonundan bahsedilmektedir (Pao, 1993 ). Normal 46, XY erkekler ve bir kisim 47,
XXY Klinefelter erkeklerde SRY geni, SRVX’in aktif tek kopyasini baskilayabilir. Boylece
serbest kalan otozomal lokus testis formasyonunu gergeklestirebilir. 46, XX disilerde SRVX
aktiftir ve otozomal genleri baskilayarak, bipotansiyel gonadin over yoniinde farklilagmasini
saglar. Eger SRVX iki kopya halinde ise ve aktif durumdaysa SRY geni SRVX’in
fonksiyonlarini yeterince azaltmayacak ve testis olusumu engellenecektir. Bu model gonadal

farklilagmada X ve Y kromozomlari ile otozomal genlerin birlikte ¢alistigini agiklamaktadir.
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2.13.1.5. Azospermi Faktor (AZF) Bolgesi ve Genleri

DNA hibridizasyon yontemi ile Y kromozomunun bir delesyon haritasi ¢ikarilmistir.
Bu haritada pseudootozamal bolgeler hari¢ olmak tizere birden dorde kadar olan bolgeler kisa
kol ve sentromeri, besden yediye kadar olan bolgeler ise uzun kolu kapsayacak sekilde 7 ayr

bolge tarif edilmistir.

Sekil 2°de bu bélgeler ve AZF gen lokusu gosterilmektedir. Ik kez 1976 °da Tiepolo ve
Zufuardi, 1170 infertil erkek tizerinde yaptiklari calismada Y kromozomunun iizerinde
spermatogenezden sorumlu bir bolgenin varligina isaret etmisler ve karyotip analizleri
sonucunda 6 hastada Y kromozomunun uzun kolunun delesyona ugradigini gézlemis ve bu
bolgeyi de Azospermi Faktorii (AZF) olarak adlandirmuslardir (Tiepolo, 1976). Infertil
erkekler iizerinde daha sonra yapilan sitogenetik c¢alismalarda insitu hibridizasyon bantlama
yontemleri ile sik delesyona ugrayan bolgenin Y kromozomunun uzun kolu oldugu gézlenmis
ve bu bolge AZF olarak adlandmrilmustir. infertil erkekler iizerinde daha sonra yapilan
sitogenetik ¢alismalarda insitu hibridizasyon bantlama yontemleri ile sik delesyona ugrayan
bolgenin Y kromozomunun uzun kolunun distal bolgesi (Yqll) oldugu gosterilmistir
(Tiepolo, 1976). Infertil erkekler arasinda Y kromozomu mikrodelesyonlarmin prevalansi
ortalama %7’dir. Son ¢aligmalarda Y-mikrodelesyonuna sahip erkeklerin spermini kullanarak

ICSI ile hamileliklerin basarildigi bildirilmektedir (Choi, 2004 ).

Infertil erkeklerde yapilan Y kromozomu molekiiler analizlerinde, 1°den 5’e kadar olan
bolgede herhangi bir delesyon bulunamamis ve rastlanilan tim delesyonlarin 6. bdlgede
oldugu saptanmistir. 1992°’de Vogt, 19 infertil erkegin ikisinde, 6. bolgede delesyon saptamis
ve bu delesyonlardan birinin Yq 11.22’nin distalinde, digerinin ise Yql1.23’lin distalinde
olduklarini gostermis ve sonug¢ olarak bu bolgede azospermiden sorumlu en az iki genin
olmasi gerektigi kanisma vartlmistir (Vogt, 1992). Bugiin Y kromozomu uzun kolu iizerinde
spermatogenezin farkli asamalarinda etkili olan AZF a, AZF b ve AZF ¢ olmak {izere en az 3
bolgenin varligi bilinmektedir. Infertilite sebebi agiklanamayan erkeklerde, bu bélgelerin
delesyona ugramis oldugu goriilmiistiir (Kent- First, 1999). AZFa bolgesi ayn1 zamanda Jolar

Bdlgesi olarak da adlandirilir . Testise spesifik ekspresyon gdsteren her ii¢ gen bdlgesinin hem
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testikiiler histoloji ile ilgili oldugu hem de spermatogenezin evrelerine etki ettigi gosterilmistir.
AZFa bolgesinde X kromozomu iizerinde homologlar1 bulunan ve viicutta yaygin olarak
ekspresse edilen DFFRY, DBY, UTY, TBY genleri bulunurken, AZFc bolgesinde DAZ, CDY,
SPGY, BPYz ve PRY genleri haritalanmistir. AZFb’de ise RNA binding motif kodlayan gen
olarak adlandirilan RBM gen ailesi bulunur ki bu bolgeye ayrica YRRM (Y spesifik RNA
recognition motif) de denilmektedir. AZFb’de bulunan RBM genleri ve AZFc’de bulunan DAZ
genleri testise spesifik ekspresyon gostermekte ve her ikisi de RNA — binding motif i¢ceren
birer proteini kodlamaktadir. Bu genlerin yap1 ve fonksiyonlar: tam anlamiyla bilinmemekle
beraber her ikisinin de spermatogenez esnasinda spermin matiirasyonundan sorumlu olduklari
sanilmaktadir. Kent ve First’in 1996’da yaptiklari ¢alismada AZFb ve AZFc arasi
delesyonlara daha sik rastlandigini, AZFb’nin delesyonlarinin matiirasyon arrestine ve AZFa,
AZFb ve AZFc’nin delesyonlarininda Sertoli Cell Only sendromuna neden oldugu
bildirilmektedir (Kent- First,1996). AZFa delesyonlari, sertoli cell only sendromu ile, AZFb
delesyonlari, pakiten spermatosit evresindeki spermatogenez arresti ile, AZFc delesyonlart ise
spermatid evresindeki spermatogenez arresti ile birlikte gozlenmistir. Infertil erkeklerdeki Y
kromozom delesyonlarinin, en yaygin olarak, 3. bolge yani AZFc’de oldugu gosterilmistir.
Reijo ve arkadaslar1 89 erkek ile c¢alismis ve bunlarin %]13’iniin AZFc bdlgesinin tim
uzunlugu boyunca Y kromozomunun mikrodelesyonlarina sahip olduklarini belirlemislerdir.
Arastiricilar  ayn1  zamanda siddetli oligospermik erkeklerin  %6’smin da AZFc’nin
delesyonuna sahip oldugunu bildirmislerdir (Reijo, 1995). AZFc bdlgesinde delesyon var ise
hastalarin giddetli oligospermiye ya da testikiiler dokuda hi¢ spermin saptanamadigi

azospermiye sahip olma ihtimalleri ytliksektir.

Y kromozomu 50-60 milyon baz ¢ifti igermektedir. Kromozomun her iki ucunda
mayozda krosing over’mn gerceklestigi psddootozomal bolgeler bulunur. Bu iki bolgenin
arasinda ise Okromatin ve heterokromatin bdlgeler vardir. Bu boélgelerde rekombinasyon
gerceklesmez. Azoospermia faktdr (AZF) geni Y kromozomunun uzun kolunda, Yqll’de
yerlesmis sperm iiretiminden sorumlu gendir. U¢ spermatogenez lokusunu, AZFa, AZFb ve
AZFc igerir. Histopatolojik olarak AZFa defekti sertoli-cell-only sendromuna neden olurken
AZFb’nin yoklugu sperm maturasyon arresti, AZFc delesyonu ise cesitli histopatolojik
degisiklikler ile karakterizedir (Koh, 2005).
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Y kromozom mikrodelesyonlari polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile
belirlenir. Azoospermili olgularda siklig1 %2 ile 53 arasinda bildirilmis olmakla birlikte son
yillarda %7 oldugu bildirilmektedir(Koh, 2005). AZFa bolgesi kromozomun sentromere yakin
proksimal kisminda iken AZFb ve AZFc distal uctadir. AZFc bolgesindeki genlerin STS
markerlar1 tam olarak haritalamada polimorfik 6zellikler nedeniyle basarili olamadigindan

mikrodelesyonlarin bolgeleri ile ilgili raporlar arasinda uyumsuzluk siirmektedir(Koh, 2005).

Klinefelter sendromundan sonra Y mikrodelesyonlar1 erkek infertilitesinin en sik
nedenidir (Van Opstal, 1997). AZFc delesyonlar1 Y mikrodelesyonu saptanan olgularin
%79’unda gozlenmekte, bunu %9 ile AZFb, %6 ile AZFb c, %3 ile AZFa ve yine %3 ile
AZFabce (XX erkek) izlemektedir (Simoni, 2004). Y mikrodelesyonu tanisinda uygulanan tani
protokolleri farklilik gostermekte ve yanlis tani olasiligi bulunmaktadir. Standardizasyonu
saglamak amaci ile Avrupa Androloji Akademisi (EAA) ve Avrupa Molekiiler Genetik Kalite
agt (EMQN) 2004 yilinda tanida kullanilmasi gereken temel STS primerlerini onerdikleri
rehberi yayinladilar. Rehbere gére AZF’nin her bdlgesi i¢in en az iki STS lokusunun
taranmas1 gerekmektedir. Ek olarak SRY geninin testis determine edici faktor i¢in kontrol

olarak kullanilmasi onerilmektedir.

Ozetle SRY, ZFY, SY86, SY127, SY254, SY84, SY134, SY255 multipleks PCR ile
tanida kullanilmasi uygun bdlgeler olarak belirtilmekte ve raporlama standartlar
getirilmektedir (Simoni, 2004). Y mikrodelesyonu saptanmasi durumunda genetik danigsma
strasinda delesyonlarin ¢ogunun de novo oldugu vurgulanmalidir (Siffroi, 2000)Ayn1 zamanda
AZFc delesyonlart saptanan erkeklerde Y kromozomunun kaybi sonucunda babanin
gonadlarinda 45,X/46,XY mozaisizmi bulunabilecegi ve ICSI ile X acisindan monozomik
embryo olusabilecegi veya embryonun erken donemlerinde erkek embryoya aktarilan stabil
olmayan Y kromozomu nedeniyle 45,X/46,XY mozaisizmi bulunan siipheli eksternal
genitalya veya mikst gonadal disgenezili erkek cocuk olabilecegi konusunda aileye bilgi
aktarilmalidir (Siffroi , 2000)ICSI gebeliklerinde 45,X/46,XY gonodal mozaisizmi ve Turner
Sendromu i¢in risk artis1 bildirilmis ve eksik X kromozomunun paternal oldugu tanimlanmistir

(Van Opstal, 1997).
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2.13.1.6. DAZ (Deleted in Azoospermia) Gen Gruplan

Bu gen gruplart Y kromozomunun 6. bolgesindeki AZFc’nin distalinde yer alirlar ve
ardisik tekrarlanan 24 aminoasitlik 7-11 kopyadan olusan bir proteini kodlarlar. DAZ geni 10
exon igerir ve spermatozoada ifade edilirr DAZ geni en erken germ hiicrelerinin
spermatogonial ¢izgi boyunca farklilasmasmma yardim eder ya da onlarin farklilanip
farklilanmayacagini ya da yenilenip yenilenmeyeceklerini belirler. DAZ genlerinin 6zellikle
spermatogonia ve spermatositlerde transkribe oldugu gosterilmistir. DAZ geninin tiim
kopyalart AZFc bdlgesinde bulundugundan, bu bdlgenin delesyonu tiim kopyalarinin kaybina
neden olabilmektedir. Y kromozomu {izerinde daginik olarak bulunan ve ¢ok sayida
fonksiyonel kopyast olan genlerin bir veya bir kacmm delesyonu fenotipte ortaya
cikmayabilir. DAZ geninin tiim kopyalarinin kaybi, agir klinik belirtilerle ortaya cikabilir.
Farenin Y kromozomu iizerindeki AZF bolgesinde DAZ veya DAZ benzeri bir gene
rastlanmamistir. 17. kromozomun uzun kolu {izerinde DAZ’a benzer DAZL genine
rastlanmistir. Fakat bu DAZL geni DAZ’1n aksine bir tek DAZ kopyasindan olusmaktadir.
Insanda DAZL’a benzer bir gen dizisi 3. otozomal kromozomun kisa kolunun 3p24 bélgesinde
bulunmus ve DAZLA (DAZ like Autozomal) olarak adlandirilmistir. Yap1 olarak tek DAZ
kopyasindan olusur. DAZL ve DAZLA, RNA binding motif iceren bir proteini kodlamaktadir.
DAZLA’nin otozomal resesif erkek infertilitesinin bazi ailesel olgularindan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. DAZ geninin testise spesifik ekspresyon gosterdigi, insanda DAZ
proteininin sperm kuyrugunda toplandigi ve immatiir germ hiicre populasyonunda da bdyle bir

proteinin bulundugu gosterilmistir (Kadioglu, 2004).

2.13.1.7. RBM (RNA Baglayic1 Motif) Gen Ailesi

Y kromozomunun uzun ve kisa kolu iizerinde yayilmis olarak bulunan 20- 40
kopyadan olusmus bir gen ailesi olan RBM, 32 aminoasitlik bir proteini kodlar. RBM I ve
RBM 2 olmak tizere 2 gen ailesinden olusur. RBM I gen ailesi Yq 11.23’te kiimelenir ve 15
kopyadan olusur. AZFb bolgesinde RBM gen ailesinin en azindan bir fonksiyonel kopyasinin
bulundugu gosterilmistir. AZFb delesyonlu erkeklerde RBM [ gen kaybinin kesin olarak

62



infertiliteye neden olup olmadig:i heniiz bilinmemektedir. Japon infertil erkekler iizerinde
yapilan molekiiler analizler sonrasinda RBM?2 geninin polimorfik oldugu gosterilmis ve bu
genin infertil erkeklerin babalarinda da delesyona ugramis oldugu saptanmistir. Bu durum

oguldaki infertilitenin RBM2 gen delesyonuna bagli olmadigini géstermistir (Arn, 1994).

Ozetlenecek olursa Y kromozomunun diger bdlgeleri korunmus olmakla birlikte DAZ
bolgesinin korunmadigr ve bu bolgede delesyonlara sik¢a rastlandigr dikkat ¢ekmektedir.
RBM 2 geninin infertil erkeklerde delesyona ugradigi gosterilmekle birlikte babalarinda da
ayni delesyona rastlanmasi bunun infertiliteye yol agan bir mutasyondan ¢ok fenotipe

yansimayan bir polimorfizm oldugunu diisiindiirmektedir (Kadioglu, 2004).

Baz infertil erkeklerde RBM 1 geni delesyonu gosterilmis olsa da DAZ bdlgesinin bu
tiir hastalarda daha biiyiik siklikla delesyona ugradiginin gosterilmesi ve ayni zamanda saglikli
fertil erkeklerde de RBM 1 geni delesyonuna rastlanmis olmasi, AZF’ye en gii¢lii aday genin
AZFc bolgesindeki DAZ geni oldugunu ortaya koymaktadir.

2.13.1.8. Y Kromozomu ile Ilgili Anomaliler

Y kromozomu; XY gonadal disgenezi, XYY erkekler, rekiirren spontan abortuslar
(RSA), Turner sendromu gibi seks kromozom anomalilerinde rol oynamaktadir. Buna ragmen
bu anomalilerde Y kromozom baglantil1 genlerdeki degisiklikler ve diizenleyici diziler hala

aciklanamamistir.

2.13.1.8.1. XY Gonad 2.2.1.8.1. XY Gonadal Disgenezi (Swyer Sendromu)

Fenotipik olarak kadin goriintiisiine sahiptirler. XY gonadal disgenezili kadinlar
dogumda normaldirler. Puberte ile gelismemis ¢izgi (strik) seklinde kalinti gonadlar belirir.
Menstruasyon olmazlar. Sekonder seks karakterleri yoktur. Hastalar fenotipik olarak normal
yapidadir. XY gonadal disgenezili kadmnlar normal kadinlardan daha uzundur. Bu durum
kalint1 halinde bulunan gonadlardan androjen salinimi ile agiklanabilir. Turner sendromunun

somatik bulgularma sahip degillerdir. Baz1 vakalarda kliteromegali vardir.
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Swyer sendromunun ii¢ formu gézlenmektedir.

1- STAS Formu: H-Y negatif kisilerde saptanan sporadik testikiiler agenezi formudur.

2- FTAS Formu: Familyar testikiiler agenezi sendromudur. X’e baglh resesif pedigri

gosterirler.

3- FTDS Formu: Ailesel testikiiler disgenezi sendromudur. Hastalar H-Y pozitif
olmalarina ragmen kadin fenotipi gosterirler. Ayrica testis benzeri tlimoral yapilar igcerebilen
strik gonadlara sahiptirler. Mutasyon STAS’ta Y kromozomunda, FTAS’ta ise X
kromozomunda olmasina ragmen her ikisinde de fenotip aynidir. Yapilan bir ¢aligmada iki
vakada Y kromozomunun p kolunda kiiciik delesyonlar bildirilmis ve vakalarin 46 XY kadin
karyotipine sahiptirler. Bu iki vakada lenf 6dem, primer amonera ile birlikte strik gonadlari
iceren Turner sendromunun bazi belirtilerinin de mevcut oldugu bildirilmektedir (Dimitrios,
2004). Hastalarin boylart normal uzunluktayken vakalardan birinde bilateral gonadoblatoma
tanist da koyulmustur. DNA analizi ile her iki hastada da delesyonun farkli oldugu, fakat testis
belirleyici faktdr (TDF) genini kapsayan yaygin bir overlapping bolgeyi igerdigi gosterilmistir
(Dimitrios, 2004; Sher, 2003).

2.13.1.8.2. XYY Erkekler

Ekstra bir Y kromozomuna sahip XYY sendromu uzun boy, diisiik zeka seviyesi, ge¢
konusma, bazi 6grenme problemlerinin gorildiigii bir anomalidir. Hastalik her 1000 canl
dogumda bir goriiliir. Nadiren sendrom babadan ogla geger. Fakat pek cok vakada kalitim
ozelligi gosterilememistir. XYY sendromu genelde gizli kalir ve ciddi bir rahatsizlik
gostermez. Ancak kromozom analizi ile teshis edilebilir. Tiim hiicreler XYY yapisina sahip
olmayabilir. Bu duruma mozaizim denir ve degisik derecelerde gozlenir. Insan Y
kromozomunun, erkek fetiisiin miyadinda gebeliklerinin devam ettirilmesinde rol oynayip
oynamadig1 heniiz tam olarak belirlenememistir. Tekrar eden abortus gozlenen ciftlerden

alinan DNA Orneklerinin analizi, bu yonde bilgi saglayabilir. Ayrica abortus olan fetiisiin
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analizi eger var ise Y baglantili bazi kritik somatik kromozom yerlerini ve dizi modiillerini

anlamamiza yardim edecektir (Sher, 2003).

2.2.1.8.3. Rekiirren

Spontan Abortus (RSA), RSA’ dan sorumlu spesifik bir gen gosterilememesine ragmen
Yq pozitifligi ile artmis abortus riski arasinda bir iligki mevcuttur. 11148 ardisik yeni dogan
cocukla yapilan bir aragstirmada Yq pozitif kromozomuna sahip 58 erkek ¢ocuk goriilmiistiir.
Bu 58 erkek cocugun annelerinin %22 gibi abortus oranina sahip oldugu goézlenmistir. Yq
pozitifligi olmayan normal karyotipli 4895 cocuk ile bu ¢ocuklarin anneleri arasindaki iliskiye
bakildiginda bu oran %13 olarak bulunmustur ve bu oran istatistiki olarak anlamli
degerlendirilmistir (p > 0.001). Arastirma sonuglari uzun bir Y kromozomunun zigotun
canliligmi etkileyebildigini fakat bu mutasyonu tasiyan ebeveynin fertilizasyonunu
etkilemedigini gostermistir. Yani Yqh bolgesinin miyadinda gebeligin saglanmasinda oldukca
onemli bir rolii oldugu goriilmektedir. Arastirmaya gore Yqh materyali ayni1 zamanda fetiise
de zarar vermektedir. Ygh materyalinin nasil olup da babann fertilizasyonuna zarar vermedigi
ise oldukga ilgingtir. Yq bolgesinin bazi agiklanamamis, bilinmeyen mekanizmalar ile babanin
dogumundan sonra Yq pozitif olabilecegi ihtimali oldukca giigliidiir. Bu durum daha sonra
fetiisiin abortusuna neden olan bir genetik bozukluk halini almaktadir (Sher, 2003; Genest,
1985).

2.13.1.8.4. Yqh bélgesi

Ygh materyalinin major kismin1t DYZI satellit fraksiyonu olusturur. Tekrar eden
abortus vakalarinda bu bdlgenin kaybedilmesi ya da sayisinin artmasi 6nemli olabilir. DYZI
satellit fraksiyonu insan Y kromozomunun Ygh bolgesinde 3.4 kb’ lik tek bir dizinin 800 -
4000 kopyasini icermektedir. Tekrar eden abortus vakalarinda DYZI boélgesinin analizi Ygh
bolgesinin fetiise zarar verip vermedigini agiklayacag: gibi ayn1 zamanda normal bir insanda
DYZI kopyalarinin optimal sayisinin da belirlenmesini saglayacaktir. Heterokromatik dizilerin
kaybi ile tekrar eden abortus gozlenen hastalardan alinan DNA 6rneklerinin analizi miyadinda

erkek gebeligin saglanmasinda Ygh bdlgesinin roliinii anlamamizi saglayacaktir.
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2.13.1.8.5. Turner Sendromu (TS)

45,X0 karyotipine sahip turner sendromu, 2500 kiz canli dogumunda bir oraninda
goriilir. X kromozomunun bilinen tek monozomik vakasidir. Saf XO doéllenmelerinin
%090’indan fazlas1 prenatal gelisim esnasinda ya da postnatal donemin ilk aylarinda elimine
olmaktadir. Hem X hem de Y kromozomlarinin kromozomal mozaizmi goriiliir. Yeni bir
calismada turner sendromlu bir hastada DYZI bolgesinde nadir silinme ve anneden kalitilmig
oldugu diisliniilen, Y kromozomundan tiireyen anormal bir markir kromozom belirlenmistir.
Hastadaki DYZI’ deki silinmelerin post zigotik bir sporadik mutasyondan kaynaklandigi

diisiiniilmektedir.

2.13.1.8.6. Aday Turner Sendromu Genleri

Turner sendromu fenotipini agiklamak i¢in, kromozom imbalansi, genomik imprinting,
haplo-yetmezlik gibi pek ¢ok mekanizma 6ne siirilmiistiir. Her bir hiicrede iki X kromozomu
bulunan normal kadmda bir X kromozomu {iizerindeki genler, inaktivedir. Boylece kadinlar
erkekte oldugu gibi X’ e bagli genlerin ayn1 miktarina sahip olmaktadirlar. Bu kuralin disinda
kalan istisnalar ise Y kromozomu iizerinde karsiligi bulunan X baglantili idareci genlerdir.
Idareci genler her iki X kromozomu iizerinde de agik kalarak erkek hiicrelerinin miktarmna esit
olurlar. Bundan da anlagilacagi gibi turner sendromundaki anormallikler haplo yetmezlige
bagl olarak ortaya ¢ikabilir. Ciinkii tek X kromozomunun iiriinii pek ¢ok fonksiyon i¢in
ihtiya¢ duyulan miktarin sadece yarisini olusturmaktadir. Bu hipoteze gore turner sendrom
lokusunun orijinal olarak X ve Y kromozomlarinin kisa kolu {izerindeki pseudootozomal
bolge disinda bulunabilecegi 6ne siiriilmektedir (Quintana-Murci, 2001). Mutasyon analizleri
Xp-Xp pseudootozomal bolgedeki SHOX/PHOX genlerinin TS igin biiyiime genine aday
olabilecegini gostermektedir. Ayrica ilave X’ e bagli lokus ya da anoploidinin de TS
gelisimine katkida bulundugu iddia edilmektedir. X’ e bagli bu ilave lokusun insanda ZFX (X
kromozomu iizerindeki ¢inko parmak motif geni) geni olma olasilig1 oldukca giicliidiir. TS da

kisa boyluluktan baska hi¢bir fenotip X ya da Y kromozomunun spesifik delesyonlari ile ilgili
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degildir. TS lenf 6dem geninin de Yq ya da Yp’ nin distal bdlgesinde olabilecegi yoniinde
bulgular mevcuttur (Zinn, 1998 ).

2.13.2. Konjenital Vaz Deferens Agenezi (Yoklugu) Olan Kistik Fibrozis Gen

Mutasyonlan

2.13.2.1. Ekstra Testikiiler Duktal ve Ejakiilator Sistem Anomalileri

2.13.2.1.1. Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis (CF) kuzey avrupada 1/1600 siklikla goriilen otozomal resesif gegisli bir
hastaliktir. Tasiyict sikligi 1/25°dir. 250 kilobaz uzunlugunda ve 27 ekzon igeren CF geni
7q31°de lokalizedir. Bu gen, epitelle ortiilii liimenlerde klor iyon transmembran transportunun
regiilasyonuna yardim eden, kistik fibrozis transmembran tasima regiilatorii (CFTR) ismi
verilen bir proteini kodlar. CFTR proteininin fonksiyonunun bozulmasi bilateral vaz deferens
ile sonuglanabilir. Azoospermik olgularin %]1.4’tinii olusturan konjenital vaz deferensli
hastalarin  %85’inde CF gen mutasyonu tanimlanmistir (Quinzii, 2000). Normal ve
fonksiyonel CFTR miktart belirli degerlerin altina distii§li zaman respiratuvar sistem ve
pankreatik kanalda sekresyonlar kalinlasir ve yapiskanlasir. CFTR’ nin vazal gelisme ya da
vazal biitiinliigiin devam ettirilmesinde de bir rolii vardir, ¢linkii hemen hemen kistik fibrozisli
tim erkekler bilateral vaz deferens agenezi gosterirler. Kistik fibrozisli hastalarin klinigi
fonksiyonel CFTR protein miktarina baglidir. Fonksiyonel CFTR miktarindaki azalma arttik¢a
hastalarin fenotipik olarak daha fazla etkilendikleri goriilir. Bu nedenle, modifiye
polimorfizimler kadar her bir allel iizerinde olusan mutasyonlarin kombinasyonlart da
hastaligin klinik seyrini belirler. Simdiye kadar, 1000’in iizerinde farkli mutasyon Kkistik
fibrozisli ya da Konjenital bilateral vas deferens yoklugu (CBAVD) olan hastalarda
belirlenmistir. AF508 en siklikla belirlenen mutasyondur ve en az CF’li hastalarin %50’sinde
bulunur. CF’li pek ¢ok hasta AF508 mutasyonu i¢in homozigottur (Mc callum T,2001).
CBAVD obstruktif azospermili hastalarin yaklasik %6’sinda bulunur. CBAVD olan
erkeklerde mutasyon ve polimorfizmlerin kombinasyonlar1 kistik fibrozisli erkeklerde

goriilenden daha az siddetli oldugu icin, CBAVD’li olan erkekler kistik fibrozisli hastalar gibi
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pulmoner yada pankreatik disfonksiyona sahip degillerdir. CBAVD’li hastalarin sahip oldugu
fonksiyonel CFTR proteini miktari respiratuvar ve pankreatik belirtileri dnlemek icin yeterli
diizeydedir. Kistik fibrozisli ve CBAVD’li hastalarin fizik muayenesinde vaz deferensin
bilateral yoklugu ve epididimal kalintinin degisen uzunluklar1 goriiliir. Semen analizi seminal
vezikiilin yoklugu yada hipoplazisine gore asidik sivi ve diisiik volim (<lml) gosterir.
Testikiiler hacim normaldir ve spermatogenezis i¢in uygundur. Klinik kistik fibrozisli ya da
CFTR proteininin fonksiyonel olarak yetersizliginin neden oldugu CBAVD’li hastalarda, renal
anotomi normaldir. Uygun vazal gelismeyi inhibe eden fonksiyonel CFTR protein
miktarindaki azalma yedinci haftadan sonra {ireme sisteminin duktal morfogenezini

engellerken lireteral /renal biiyiimeyi etkilemez (Daudin, 2000).

CBAVD’li hastalarin %90°n1 iki CFTR allelinin en azindan birinde bir anormallige
sahiptir. Hastalarin yaklasik olarak %75°’i ya 2 mutasyona ya da bir mutasyon ve 5T
polimorfizminin bir kombinasyonuna sahiptir. Arastirmalar polimorfizm etkisinin bu genin
irlinlinlin tamamen salgilanmasini inhibe ettigini gostermistir. AF508 mutasyonu bir allel
tizerinde bulundugu zaman, Normal CFTR’nin total miktar1 anlamli olarak azalir. M470
varyant1 gibi diger polimorfizimler, ya direkt olarak genin salmimini etkiler ya da ayni allel
tizerinde diger mutasyon ve polimorfizimlerin yan etkilerini modifiye eder (Daudin , 2000).
CBAVD, kistik fibrozisden daha hafif fenotipik 6zelliklere sahip olmasina ragmen her iki
rahatsizlik da CFTR proteininde ki bir anormallikten kaynaklanir. Ebeveynlerin bebege kistik
fibrozisi ya da CBAVD’yi gecirme riskini belirlemek i¢in mutasyon analizi her iki ebeveyne

birden yapilmalidir.

CF, beyaz Avrupalilarda gozlenen en sik otozomal resesif hastalik olup rastlanma
siklig1 2500°de 1°dir (Mennicke, 2005). CFTR geni 7q31.2 kromozom lokusunda bulunan 230
kb uzunlugunda ve 27 eksondan olusan bir gendir (Danziger, 2004; Cuppens, 2004). Gen
iriinii klor kanali olarak islev yapan Erkek infertilitesinde genetik yaklasim 150 glikozillenmis
transmembran proteindir ve ekzokrin dokularin (akciger, pankreas, ter bezleri, vaz deferens)
epitel hiicrelerinde ifadelenen bir proteindir (Cuppens, 2004). CF olgularinda 1000°den fazla
mutasyon ve 200 polimorfizm belirlenmis olmakla birlikte tek amnioasit delesyonunu igeren

(DF508) mutasyonu en sik mutasyondur (Mennicke, 2005).
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Vaz deferensin konjenital bilateral yoklugu (CBAVD) obstriiktif azoosperminin sik
nedenidir ve erkek infertilitesinde olgularin %1-2’sinden sorumludur (Dayangag, 2004). 51
CBAVD olgusunda yaptig1 calismada IVS8-5T aleli %19.6 oranla en sik mutasyon olarak
gozlenmis ikinci siklikta %14.7 ile D1152H mutasyonu belirlenmis, her iki mutasyonun
calisma kapsamina alan olgularin alellerinin 1/3’linde gozlendigi belirlenmistir (Dayangag

2004).

CF mutasyon taramasi sirasinda toplumlar arasinda etnik kokene bagli farkliliklar
degerlendirilmelidir (Dayangag, 2004). Rutin tarama panelleri Onerilmis olmakla birlikte,
iilkemiz acgisindan farkliliklar g6z Oniinde bulundurulmalidir. CFTR mutasyon testleri
idiyopatik infertilite diisiiniilen erkek olgularda yardimci iireme yontemlerine bagvurulmadan
once uygulanmalidir. Herhangi bir olguda mutasyon belirlenmesi durumunda mutlaka esine de
mutasyon taramasi yapilmalidir. Eslerin her ikisinde de tasiyicilik durumunda cocuklar
acisindan riskler aileye bildirilmeli, gerekli onlemler alinmali, preimplgenetik tani sansi

degerlendirilmelidir .

2.13.2.1.2. Persistan Miillerian Kanal Sendromu ve Young Sendromu

Young Sendromu ve Persistan Miillerian Kanal Sendromu, obstriiktif azospermiye
neden olur. Young sendromlu hastalar kronik siniizit, bronsiektazi ve epididimal
obstriikksiyona ve sekonder azospermiye sahiptir. Epididimal obstriiksiyon mikrocerrahi
rekonstriiksiyonla diizeltilir. Gergek hastalik sebebi belirlenememesine ragmen bazi
calismalarda anormal bir aksonomel yapinin anormal sperm motilitesine yol acabilecegi
bildirilmektedir. Hastaligin diger olasi sebepleri arasinda anormal silier fonksiyon ya da
mukus niteligi sayilabilir (Jaffe T. 1996). Persistan miillerian kanal sendromu, AMH ya da
AMH reseptoriiniin kantitatif, kalitatif yada gegici yetmezligi nedeniyle olugsmakta ve erkek
psodohermafrodizminin nadir bir formunu olusturmaktadir. PMDS’li erkekler siklikla bir
inguinal herni i¢inde bulunan bir uterus, iist vajina ve fallop tiiplerine (miillerian kanal
yapilar1) sahiptir. Bu erkekler siklikla kriptorsittir ve kismi ya da tamamen duktal

obstriiksiyona sahiptir.
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2.13.3. Testis Fonksiyonlarim1 Bozan Kromozom Anomalileri

Normal insan somatik hiicreleri 22 otozom ¢ifti ve 1 seks kromozom ¢ifti igeren 46
kromozomlu diploid hiicrelerdir. Erkekler X ve Y olmak iizere 2 farkli seks kromozomuna
sahiptir. Buna karsin kadmnlar 2 X kromozomuna sahiptir. Gametler yani sperm ve yumurta
haploiddir ve her biri 22 otozom ve bir tek seks kromozomunun tek bir kopyasina sahiptir.
Fertilizasyon sirasinda her iki ebeveynin kromozomlarinin birlesmesi ile normal 46
kromozomlu yapiy1 olusturur. Normal populasyonda var olan %]1’lik kromozom anormallik
orani Infertil erkekteki %5.8°lik kromozomal anormallik orani ile kiyaslandiginda oldukca
anlamli oldugu goriiliir (Diizcan, 2003). Ustelik erkek infertilitesinde seks kromozom

anomalileri otozomal kromozom anomalilerinden daha sik goriilmektedir (%4.2 vs %]1.5)

(Johnson, 1998).

Cizelge 2.1. Azospermik ve Siddetli Oligospermik Infertil Erkeklerdeki Kromozomal

anomaliler
9766 infertil erkek 94465 erkek yenidogan
Kromozomal anomali %5.,8 %0,38
Seks kromozomal %4,2 %0,14
Otomal kromozomal %]1,5 %0,25

Kromozom anomalileri yapisal ya da sayisal olarak simiflandirilabilir. Yapisal
kromozomal anomalileri delesyon, inversiyon, bir kromozomun bir kisminin dublikasyonu ya
da bir kromozomun diger kromozoma bir pargasinin translokasyonunu ve ring kromozom
yapisint igerir. Sayisal kromozomal anomaliler poliploid (tiim kromozomlarin multipl
kopyalarini igeren hiicreler) ya da andploid (bir ya da daha fazla kromozomun bir ilavesini ya
da delesyonunu igeren hiicreler) olarak siniflandirilir. Bazi kanser tipleri hari¢ poliploid
hiicreler genellikle yasayamaz. Infertiliteye neden olan kromozom anomalilerinden Snce
kisaca translokasyon, duplikasyon, delesyon, poliploidi ve andploidi tanimlamalarin1 yapmak

yararli olacaktir.
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X-Otozom ve Y-Otozom Translokasyonlari

Resiprokal X-otozom translokasyonlar1 X iizerindeki kirilma noktasinin yerine bagh
olmaksizin erkek infertilitesine neden olabilir. Spermatogenetik arrest sonucu azoospermi
geligir. Resiprokal Y-otozom translokasyonlari; mayozda anormal cinsiyet krozomozom
eslesmesine bagli spermatogenez anormalliklerine, SRY geni defektine bagli anormal testis

determinasyonuna ve AZF genlerinin hatali transkripsiyonuna yol agabilir.

Resiprokal Otozomal Translokasyonlar

Transloke kromozom segmentlerinde homolog eslesme basarisiz oldugu i¢in mayoz
sirasinda X veya Y kromozomlan ile eslesebilecek genis eslesmemis serbest segmentler
bulunur. X ile eslesen otozomal segmentler spermatogenezde normal X inaktivasyonunu
engeller ve erkek germ hiicrelerinde letal doz etkisine yol agar. Azoospermik ve oligospermik

olgularda otozomal translokasyonlar (%0,9 ve %0,6) normale gore (%0,1) artmistir.

Robertson Tipi Translokasyonlar

Siddetli oligospermik ve azoospermik olgularda Robertson tipi translokasyon
tastyiciligt (%1,6 ve %0,09) fenotipik olarak normal yenidoganlara (%0,8) gore artmis

bulunmustur. Infertil erkeklerde en sik Robertson tipi translokasyon t(13q;14q)’dur (Johnson,
1998).
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2.13.3.1. Kromozom Yapis1 Mutasyonlari

2.13.3.1.1. Delesyon

Kromozomunun kiigiik bir pargasmin kirilma sonucu kopmasi1 demektir. Kopma iki
tiirlii olabilir ya bir darbe sonucu kromozomun terminal parcast koparak kromozomdan ayrilir
(terminal delesyon) yada iki darbe sonucu kopan parca aradan ¢iktiktan sonra kromozomun iki
parcast yeniden kaynasir (insersiyonel delesyon). Terminal delesyon pek miimkiin
goriilmemektedir. Ciinkii kopan ug¢ yapigkan ug¢ halini alir ve delesyondan sonra bir

translokasyon gerceklesir.

2.13.3.1.2. Inversiyon (Ters Donme)

Bir kromozoma iki darbenin gelmesi ve bunun sonucunda kopan parganin delesyona
ugramadan kendi ekseni etrafinda 180 derece dénerek yine eski yerine yapismasi olayidir. Iki
tirlii inversiyon olmaktadir. Perisentrik ve parasentrik inversiyon. Sentromerin diginda olan
ters donmelere parasentrik inversiyon denir ve kirilma uzun ya da kisa kollardan birinde olur.
Kromozomun goriinimii degismemekle beraber gen sirast degismektedir. Perisentrik
inversiyonda ise iki darbe kromozomun kisa ve uzun kollarina gelir. Kirilan aradaki parga
sentromeri de icerir ve bu parca kendi ekseni etrafinda 180 derece ters donerek yapistiginda

hem gen sirast hem de kromozomun yapisi degisir.

2.13.3.1.3. Duplikasyon

Homolog iki kromozomdan birinde ¢ift darbe sonucu kopan parca digerinde tek darbe
sonucu kopan araliga girer ve kaynasirsa duplikasyon gergeklesir. Duplikasyon daha ¢ok
mayoz boliinme sirasinda esit olmayan krossing-over sonucu olusur. Duplikasyon kendini iki
sekilde gosterir. Tandem duplikasyonda genler ardi ardina dizilirken ters tandem

duplikasyonda artan parca kendi ekseni etrafinda ters donerek yeni yerine eklenmistir.
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2.13.3.1.4. Translokasyon

Heterolog iki kromozomdan birinden kopan bir parcanin digerinin kirilan par¢asinin
iizerine yapismasidir. Iki grup igerisinde incelenebilirler. I- Resiprokal (karsilikli)
Translokasyon: Homolog ya da homolog olmayan iki kromozom arasinda kopan pargalarin
karsilikli yer degistirmesi olayidir. 2-Sentrik kaynasma tipi translokasyon: Akrosentrik
kromozomlar arasinda kromozomlarin birinde sentromere yakin kisa kolda digerinde ise
sentromere yakin fakat uzun kolda birer kirilma olur. Sonra iki kromozomun uzun ve kisa
kollar1 Dbirleserek translokasyon kromozomlarini olustururlar. Bu tip translokasyona

Robertsonian Translokasyon da denmektedir.

2.13.3.1.5. Yiiziik (Ring) Kromozom

Bir kromozomun iki ucunda olusan iki kirilma sonucunda, kirik uglarin birbiri ile
kaynasmasi1 sonucunda halka seklinde bir kromozom olusur. Bu kromozoma yiiziik veya ring

kromozom denir.

2.13.3.2. Kromozom Sayis1 Mutasyonlari

2.13.3.2.1. Oploidi

Kromozomlardaki sayisal diizensizlikler olarak bilinirler. Insan esey hiicrelerinde
haploid sayida bulunan 23 adet kromozomun haploid sayinin tam katlar1 kadar ( n=23 ve 3n,

4n,5n.....) artmasi olayidir.

2.13.3.2.2. Anéploidi

Temel kromozom sayisinin tam katlart kadar olmayan artma yada eksilmelere denir ve

oploididen daha sik goriiliir (Nurten, 1999 ).

Klinefelter Sendromu (47, XXY) ve 47, XYY olgular bu baglik altinda incelenebilir.

Klinefelter sendromunda; germ hiicrelerinin yoklugu ve atrofik hyalinize testis sz konusudur.
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Gonadal mozaisizm bulunan olgularda (46, XY;47,XXY) sperm yapisinda yer alan degisen

derecelerde canli XY germ hiicreleri bulunur.

47, XXY erkeklerde testis biyopsisi ile ICSI i¢in spermatozoon elde edilebilen olgular
bildirilmistir. Normal ¢ocuklarin dogumu ile sonuglanan gebelikler de bildirilmistir.
Klinefelter olgularinda elde edilen gebeliklerde preimplantasyon genetik tani yapilmasi
Onerilir. 47, XYY erkekler fertildir ve normal 46, XY erkek ve 46, XX kiz ¢ocuklar olur.
Ancak, bunlarda YY germ hiicrelerinin mayoz sirasinda anormal mayotik eslesmesi sonucu

spermatogenez aresti ve sperm yapiminda siddetli bozulma izlenebilir.

2.13.3.3. Kromozom Yap1 Bozukluklar:

Erkek infertilitesinin siddetli sekilde goriildiigii azospermi ve ciddi oligospermili
hastalarda otozomal ve seks kromozomlarinda veya her ikisinde kromozomal yeniden
diizenlenmeler goriiliir. Ozellikle Robertsonian ve resiprokal translokasyonlar rastgele
secilmis erkek yenidoganlara gore infertil erkeklerde 8.5 kat daha fazladir (Van Asche, 1996).
Benzer sekilde, otozomal inversiyonlar da genel populasyona gore infertil erkeklerde 8 kat
daha fazladir. Tutulan kromozomlara bakilmaksizin, Robertsonian translokasyonlar1 olan
hastalarin ¢ogu anormal seminal parametreler gostermektedir. Resiprokal translokasyon
tastyan erkekler normalden azospermige kadar degisen semen Ozelliklerine sahip olabilir.
Normal bir fenotipe karsin, 46, XX karyotipli bir erkek (XX erkek sendromu) infertildir. Bu
nadir durum yaklasik 20.000 canli dogumda bir goriiliir. Daha 6nce tanimlandigi gibi, bu
sendrom i¢in en olas1 agiklama, ¢ok az hastada olmasa da, testisin Y kromozomu uzun
kolunda bulunan seks belirleyici bolge yani SRY nin X kromozomuna translokasyonudur. Bu
XX erkek hastalar testis biyopsilerinde Sertoli cell-only patolojisiyle birlikte azospermiktir
(Antonelli, 2000). Fenotipik 6zellikleri arasinda jinekomasti, disi killanma modeli ve kiiciik
testisler bulunur. XX erkeklerin yaklasik %10’unda (SRY-negatif) ambigius genitalia veya
hipospadias bulunmaktadir (Antonelli, 2000 )
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2.13.3.4. Kromozom Say1 Bozukluklar

Genellikle, otozomal sayisal bozukluga sahip fetuslar yasamla bagdasmaz. Sadece
trizomi 13, trizomi 18 ve trizomi 21°1i fetuslar doguma dek varligini siirdiiriir ve trizomi 21°1i
hastalar nadirende trizomi 13 ile trizomi 18’ li hastalar reprodiiktif doneme erisebilir.
Otozomal sayisal bozukluga sahip erkeklerde genellikle ciddi oligospermi veya azospermi
vardir (Speed, 1989). Sayisal kromozomal anormalliklerin 6mekleri arasinda Klinefelter
sendromu, mikst gonadal disgenezis ve XYY erkekleri sayabiliriz. Klinefelter sendromu
(XXY) en sik goriilen seks kromozom bozuklugudur ve infertilite kilinigine bagvuran infertil
erkeklerde genel popiilasyona gore 30 kat daha siktir. Klinefelter sendromunun genetik
ozelligi fazladan bir X kromozomunun bulunmasidir. Bu sendroma dogan her 600 erkekten
birinde rastlanir. Hastalik mayotik rediiksiyon bdliinme sirasinda seks kromozom
ayrilamamasindan kaynaklanir. Klinefelter sendromlu hastalar azospermik veya ciddi

oligospermiktir ve azospermi vakalarinin yaklasik %14 linii olusturur (Rives, 2000).

Testis biyopsilerinde siklikla seminifer tiibiillerde skleroz gozlenir. Ancak, nadiren
Sertoli hiicreleri ve spermatozoa da bulunabilir. Seminifer tiibiillerdeki siddetli hasar nedeni
ile hastalarin %50’sinde gonadotropinlerin plazma seviyeleri degisir. Plazma FSH seviyesi
genellikle belirgin olarak yiikselirken, luteinize edici hormon (LH) seviyesi normal ya da
yiikselmis olabilir. Hastalarin %50-60’inda total plazma testesteron seviyesi diigmiistiir.
Klinefelter sendromlu erkeklerin fenotipi degiskendir, ancak kiiciik, siki testisler, artmis boy,
kadm tipi killanma, alt ekstremitede artmis varikozitler, zeka diizeyinde azalma, obezite,
16semi ve nonseminomatdz, ekstragonadal germ hiicre tiimoérlerinin insidansinda artig ve
infertiliteyi icermektedir (Okada, 1999). Ayrica, jinekomastili klinefelter sendromlu hastalarda
meme kanseri gelisme riski artmistir (Okada, 1999). Anne ya da babaya ait gametlerde mayoz
stirasinda kromozomlarin birbirinden ayrilmamalart Klinefelter sendromuna yol acarken, bu
ayritlmanin olmayis1 embriyonun geligmesi sirasinda mitozla ¢ogalan hiicrelerde meydana
gelirse mozaik tablo ortaya cikar. Klinefelter sendromlu hastalarin %10’u 46XY/47XXY
mozaik karyotipine sahiptirler. Hiicrelerin bir kismmin 46XY ve kalan hiicrelerin 47XXY
oldugu mozaik grup hastalar fenotipte daha az siddetli belirtilere sahiptir. Bu hastalar degisen

diizeylerde sperm {retirler ve nadiren de olsa dogal konsepsiyonla hamilelik
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saglanabilmektedir. Daha yaygin olarak iireme teknolojilerinin uygulanmasiyla Klinefelter
sendromlu bazi hastalar dogal yolla hamileligi saglayabilir fakat bu karyotipik anomali bu
hastalarin ¢ocuklarina degisik kromozom diizensizlikleri olarak gegmektedir (Mroz, 1999).
Daha az yaygin olarak, seks kromozom anormallikleri mikst gonadal disgenezili ve XYY’li
hastalarda ortaya ¢ikar. Mikst gonadal disgenezili hastalar fenotipik olarak erkek, kadin ya da
ambigus genitaleli olabilir. Bu hastalar siklikla 45X/46XY mozaik karyotipine sahiptir;
yaklasik olarak 1/3’i normal karyotipe sahiptir. Pek ¢ok hasta bir testise ve streak gonada
sahiptir. Testis kriptorsit ya da skrotumda lokalize olabilir. Testis skrotumda lokalize ise
normal leydig hiicreleri ve sertoli hiicre popiilasyonlar1 genelllikle vardir. Buna ragmen,
seminifer tiibiillerde germ hiicresi yoktur. Bu hastalarin streak gonadlar1 gonadoblastoma igin
malign dejenerasyon riski tasirlar. XYY erkeklerin semen bulgulari normalden azospermiye
dogru degisen bir profil gosterir. Pek ¢ok XYY erkek artmis boy hari¢ fenotipik olarak
normaldir. XYY hastalar spermatogenezis yetmezlige sahiptir ve testis biyopsisinde

matiirasyon arresti ya da sertoli-cell only sendromu gosterirler (Attanasio, 1982).

2.13.3.5. Kromozomal Bozukluklar icin Test

Kromozomal anomaliler ve bazi yapisal defektler giemsa bantlama sitogenetik analizi
kullanilarak belirlenebilir. idiopatik infertil erkeklerin %7-13"ii anormal bir karyotipe sahiptir.
Bu nedenle genelde 5 milyondan daha az sperm dansiteli tiim erkeklere, 6zellikle bir yardimci
ireme teknigini kullanmak icin basvuranlara, yiiksek rezoliisyonlu bantlama sitogenetik
analizini Onerilmelidir. Normal karyotipli bir infertil erkek, germ hiicrelerinde kromozomal
andploidi de bir artisa sahip olabilir (Diizcan, 2003). infertil hasta ejekiilatlarindan morfolojik
olarak normal spermin multikolor FISH , seks kromozom anomalilerinin artmis seviyelerini
ortaya koymustur. Ayrica, azospermik hastalarin testis biyopsilerinde yapilan FISH
caligmalari, hastalarin germ hiicrelerindeki seks kromozom andploidilerinin insidansinda artis
oldugunu gostermistir (Van Asche, 1996). Bu calismalarin her ikisi de, rutin kan karyotipi
veya sperm morfolojisiyle onceden bilinemese de, yardimci ilireme tekniklerinde genetik
olarak anormal spermleri kullanmanm riskini yansitmaktadir. Bundan dolayi, ICSI’den
sonraki hamileliklerde otozomal trizomi ve seks kromozom andploidilerinin daha yiiksek

goriilmesi sasirtict degildir. Bu nedenle, hastada sayisal veya yapisal bir kromozomal anomali
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saptandiginda, hastaya genetik danisma verilerek preimplantasyon genetik tani Onerilmeli,

prenatal genetik tani i¢in amniyosentez veya koryonik villus 6rneklemesi tavsiye edilmelidir.

2.13.4. Sperm Fonsiyonlarini Direkt Olarak Etkileyen Genetik Sendromlar

2.13.4.1. Primer Silier Diskinezi (PCD)

Silial1 hiicrelerin aksonemlerine ait bazi defektleri igeren bir¢ok sendrom
tanimlanmigtir. Kartagener ve Usher bu sendromlarin en bilinen 6rneklerdir. (Elsawi, 1994)
Kartagener sendromu otozomal resesif bir hastalik olup kronik siniizit, bronsektazi, retinitis
pigmentoza ve sagirlik ile karakterizedir. Agir formlarinda mukosilier transportun bozulmasi
ile respiratuar yetmezlige neden olabilir. Semen analizinde normospermiye ragmen motilite
yetersiz ya da tamamen yoktur. Fertilitenin ger¢eklesmedigi vakalarda ICSI uygulanabilir.
Otozomal resesif bir hastalik olmasina ragmen X’e bagli dominant kalittmda bildirilmistir.
Normal silier fonksiyon icin gerekli genin FISH analizi ile 14q 23°de lokalize oldugu
bildirilmistir (Rutland, 1990). Usher sendromu retinal fotoreseptorler ve odyovestibiiler
organlardaki silier defekte bagl olarak retinitis pigmentosa ve sagirlik ile birlikte goriiliir.

Sperm motilitesindeki bozukluk infertiliteye neden olmaktadir (Elsawi, 1994, Rutland, 1990).

2.13.4.2. Noonan Sendromu

Turner sendromunun fenotipik ozelliklerine benzer klinik 6zellikler gosterir. Fasial
dismorfizm, kisa boy, pulmoner ve kardiyak problem, bilateral kriptorsidizm (% 77 erkekte)
en yaygin belirtilerdir. Ozellikle erkek fertilitesi, kriptorsidizm ve yiikselmis plazma FSH
diizeyi ile iliskilidir (Elsawi, 1994). Yiiksek FSH ve kriptorsidizmli erkekte ciddi spermatik
disfonksiyon goriiliir. Semen analizinde azoospermi veya ciddi oligozoospermi saptanir.
Otozomal dominant gecis gosterir ve kromozom yapisi erkekte 46XY, kadinda 46XX’dir. Bu
sendrom ile iligkili farkli kromozomlara ait delesyonlar bildirilmekle beraber heniiz aday bir

gen ortaya konulamamuistir.
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2.13.4.3. Miyotonik Distrofi

Eriskin yaslarda ortaya ¢ikan miiskiiler distrofinin en sik nedeni 19. kromozomun 3’
bolgesinde serin-treonin kinaz proteinini kodlayan gendeki CTG triniikleotid tekraridir. CTG
tekrarlarinin olmasi spermatogenezin azalmasi ile korelasyon gosterir. Katarakt, muskiiler
atrofi, endokrinopati en belirgin 6zellikleridir. Cogu hasta seminifer tiibiil hasarina baglh
olarak infertildir. Yapilan bir ¢calismada 208 kisilik hasta grubunda; 70 miyotonik distrofili
erkekten % 65’inin testikiiler atrofi gésterdigi bulunmustur (Rutland, 1990).

2.13.4.4. Orak Hiicre Anemisi

Hemoglobinopatilerin en tipik ve en sik goriileni B-globin zincirini kodlayan gendeki
utasyon sonucu gelisen orak hemoglobinidir. Onbir nolu kromozomda lokalize olan genin, 3
zincirin 6. pozisyonunda bulunan glutamin aminoasidinin yerine valin aminoasidi gelerek
rahatsizlik olusur. Otozomal resesif gegis gosteren hastalik testikiiler disfonksiyon,
hipotalamik-hipofizer defektler veya ¢ok sayida kan fransfiizyonuna baglh olarak gonadlarda

demir depozisyonu sonucu olugmaktadir (Osegbe, 1987).

2.13.4.5. Genetik Endokrinopatiler

Hormonlar, biiyime faktorleri ve onlarin reseptorleri ve diger ilgili sinyal
transdiiksiyon proteinleri mutasyona ugrayabilir ve hipotalamik pitiiiter gonadal aksi
etkileyebilir. Bu rahatsizliklar nadirdir fakat siddetli erkek infertilite bozuklugu yapabilir.
Rahatsizliklar genellikle, seksiiel gelisme ve fonksiyonun endokrin ya da humoral
reglilasyonunda yer alan spesifik genler i¢inde mutasyonlar, kiiciik delesyonlar ya da

polimorfik genislemelerden kaynaklanir.
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2.13.4.5.1. Gonadotropinler (GnRH)’in Uretim veya Sekresyon Bozukluklart

GnRH’in anormal salinimi ve sentezi ile GnRH’in salinimini takiben FSH ve LH’da
anotomik bir sebep olmaksizin diisiik diizeyde salinim sonucunda olusan bozukluklar idiopatik
hipogonadotropik hipogonadizm (IHH) olarak ifade edilir. Gonadotropinler normal diizeylerde

salgilanmazsa, androjen iiretimi ve spermatogenezis yetersiz olur.

2.13.4.5.2. Kallman Sendromu

Erkek infertilitesinde en sik rastlanilan X’e bagli bozukluktur ve IHH nin bir sebebi
olarak bilinir. Kalman sendromu yaklasik 10000-60000 canli dogumda bir gorilir. X
kromozomunun uzun kolunda lokalize olan Kal (Xp22.3) geninde olusan mutasyon
hipotalamustan GnRH sekresyonunda bozukluga sebep olur. Kallman sendromlu hastalar uzun
boylu ve azospermiktirler. Pubertal gelisim gecikmistir. Bu hastalarda testisin FSH ve LH
stimiilasyonunun yoklugu sebebiyle, spermatogenezis ve testesteron iiretimi yoktur. Bu
erkekler siki prepubertal boyutta testislere ve kiigiilk penise sahiptir. Hastalar konjenital
sagirliga, kraniyum ve yiiz asimetrisine, yaritk damak, serebeller disfonksiyon, kriptorsidizm
ve renal anomalilere sahip olabilir. Kallman sendromlu pek c¢ok hastada fertilite i¢in yapilan
hormon replasman tedavisinin (insan koryonik gonodotropin = hCG ve FSH) sonucu
basarilidir (Bick, 1992). Pek ¢ok gen mutasyonu farkli mekanizmalarla THH’ye sebep
olmaktadir. Bir X kromozom geni olan Dax1, konjenital adrenal hipoplazi ve IHH’ye neden
olmaktadir. Dax1 bir niikleer hormon reseptor siiper familyasini kodlar ve testis epitelyal
biitiinliigiiniin ve spermatogenezisin devamliliginda fonksiyona sahiptir. Gonadotropin
releasing hormon i¢in bir G protein reseptor ¢iftini kodlayan Gonadotropin releasing hormon
reseptorlerinin  mutasyonlari, ilireme disfonksiyonuyla sonuglanan parsiyel ya da tam
hipogonadizme sebep olmaktadir. Gonadotropin releasing hormon sekresyonu PCI1 geni
tarafindan etkilenir. PC1 geni mutasyona ugradigi zaman IHH, obezite ve diyabete sebep

olmaktadir (Ozdiler, 2000).
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2.13.4.5.3. Prader-Willi Sendromu

Obezite, kriptorsidizm, hafif ya da orta mental gerilik ve IHH ile karekterizedir.
Kromozom 15’in kisa kolunda olusan mutasyon ya da delesyon (15q11q13) bu sendroma
neden olur. Hastalik babadan ya da daha az siklikla bu lokusun 2 kromozomal kopyasinin
annesinden geg¢mesi sonucu olusur (Jaffe, 1996).Genetik, erkek ilireme sisteminin pek c¢ok
ozelligini etkiler. Fare modellerinde infertiliteyle ilgili 150°den fazla gen gosterilmistir. Buna
ragmen bu bulgularin insan erkek infertilitesinde bulunmas: ve gosterilmesi oldukca yavastir.
Yine de, farelerde gosterilen infertilite gen silinmelerinin 6nemli bir kisminmn erkek
infertilitesiyle iliskili olmas1 olasilig1 oldukca giicliidiir. Insan erkek infertilitesinin molekiiler
temeli hakkinda daha anlasilmamis pek cok sey vardir. Insanlardaki genetik rahatsizliklar
bozulmus spermatogenezise ve ejekiilasyon bozukluklarina neden olabilir. Erkek
infertilitesinin genetik temelinin anlasilmasi ile yeni tedavi yaklasimlari gelistirilerek bu

hastalarin ¢cocuk sahibi olabilmeleri bagarilacaktir.

2.14. Yardimc1 Ureme Teknikleri Basansizh@ Ve Genetik

Kromozomlardaki polimorfizmler ile ilgili olarak ge¢mis yillardaki bilgiler arastirma
yontemlerinin detaylanmasi ile giderek degismekte ve bazi 6zellikler agikliga kavusmaktadir.
Bugiinkii bilgilerimize gore heterokromatin bdlge biiylikliik polimorfizmleri igerikleri geregi
klinik bulgu vermezler ya da bilinen bir genetik hastaliga yol agmamakla birlikte reprodiiktif
basarisizlik, tekrarlayan spontan diisiikler gibi klinige yansiyan bazi durumlardan son yillarda
kromozom varyasyonlari sorumlu tutulmaktadir (Madon, 2005). Akrosentrik kromozomlarin
yapisinda bulunan satellit bolgesi ve sentromerler heterokromatin biiyiiklik polimorfizmi
gostermektedir. Akrosentrik olmayan 1, 9 ve 16. kromozomlarin uzun kollarinin parasentrik
bolgelerinde ve Y kromozomunun distal bdlgesinde de heterokromatin  biyiiklik
polimorfizmleri bulunmaktadir (Madon, 2005). Bu bdlgelerdeki heterokromatin artist gh+
seklinde karyotipte gosterilirken akrosentrik kromozomlarin kisa kolunda bulunan satellit

artiglar1 ps+ seklinde rapor edilmektedir (Madon, 2005).
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Akrosentrik kromozomlarin kisa kolunda 18S ve 28S rRNA ve ribozomal proteinleri
kodlayan ve nukleolar organize edici bolgeyi (NOR) olusturan genler bulunur. Kromozom en
stk morfolojik varyasyon go6zlenenkromozomlardandir. inv’ un mitoz hatalar1 ve 21
kromozom trizomisi ile birlikte oldugu bildirilmistir (Madon, 2005). Kromozomun perisentrik
bolgesinde 12 heteromorfik kalip belirlemislerdir. Bu bdlgede yer alan tekrarlayan dizilerden
olustugunu bildirmisler, bu dizilerin akrosentrik kromozomlarin kisa kollarindaki diziler ile

homolog oldugunu tanimlamislardir.

Tekrarlayan dizilerin bulundugu sentromerik bolgede mayoz sirasinda olusan degis
tokuslar sirasinda polimorfizmlerin ortaya c¢iktigni ileri siiren g¢aligmalar ile ilgili bir
mekanizmanin  bu sekilde agiklanabilecegini bildirmislerdir. Infertil erkek olgularda
kromozom varyantlarinin insidansinda artis bulundugu, ancak heterokromatin artiginin
cogunlukla raporlarda belirtilmeye gerek duyulmayacak kadar Onemsiz bulundugu
bildirilmistir (Starke, 2002). Heterokromatin polimorfizmi bulunan erkek hastalarda sperm
FISH ile andploidi oranlarinda artis saptanmis, bu olgularda yardimci iireme tekniklerinin
uygulanmasi sirasinda daha yiiksek basarisizlik ve daha diisiik gebelik ve implantasyon
oranlar1 bulundugu bildirilmistir. Heterokromatinin sperm {iiretiminde hangi mekanizmayi
degistirerek etkili oldugu heniiz bilinmemekle birlikte normal varyant olarak degerlendirilen
degisikliklerin detayli olarak arastirmalari ile sperm iretiminde rol oynayan genler ile nasil

etkilestikleri agikliga kavusacaktir.

2.15. Yardimer Ureme Teknolojisi ile Dogan Bebeklerde Perinatal ve Uzun

Donem Prognoz

Yardimci tireme teknolojileri fertilizasyonun laboratuvar ortaminda ovum ve spermin
manipiilasyonu ile gergeklestigi teknolojileri tanimlar. Bu teknikler IVF, ICSI, embriyo
kiiltiiri, preimplantasyon genetik tani (PGT), taze, donmus embriyo transferi ve dondr oositi
ile IVF’yi icerir. 1978 yilinda Ingiltere’de ilk YUT bebeginin dogmasmdan bu yana gecen
yaklasik 30 yilda, diinyada bir milyonun {izerinde bebek bu yontemler sonucu dogmustur ve
giinimiizde gelismis llkelerde tiim gebeliklerin yaklasik %1-4linii bu tip gebelikler
olusturmaktadir (Basatemur, 2008; Reddy, 2007). Ulkemizde ise ilk YUT bebegi 1989 yilinda
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Izmir’de dogmus ve bu teknigin yayginlasmasi sonucunda son ii¢ yilda yaklasik 108,000 tiip
bebek uygulamasi yapilip bunlarin %25°i canli dogum ile sonuglanmistir. Son 30 yilda
YUT’de 6nemli gelismeler olmustur. Embriyo kriyoprezervasyonu ve ardindan daha invaziv
bir yontem olan ICSI, IVF’nin basarisin1 artirmistir. PGT’ nin gelismesi, genetik olarak

anormal embriyolarin tanimlanmasini ve dislanmasini saglamistir (Wright, 2008).

YUT bebeklerinin biiyiik ¢ogunlugu normal ve saglikli olmasima ragmen, giiniimiizde
bu bebeklerin saglik durumlarinin bir¢ok agidan, dogal gebelik bebeklerine gore daha fazla
risk altinda oldugu diisiiniilmektedir. Bunun birgok nedeni vardir; YUT de gogul gebelik riski
yiiksektir ve bu artmis prematiirite ve diisiik dogum agirlig1 orani ile iliskili olarak perinatal
morbidite ve mortalite riskini artirir (Adamson, 2004). Bunun disinda diisiik fertiliteli anne-
babanin biyolojik ve genetik Ozellikleri bebek acisndan riskli olabilir; diisiik fertilite tek
basmna artmis gebelik ve dogum sorunlar ile iliskilidir; ayrica infertilite tedavisi i¢in yapilan
girisimler ve verilen ilaglar, fetusta ve yenidoganda dnemli sorunlara yol agabilir. Bu olumsuz
etkiler oviilasyonun yapay olarak uyarilmasi sonucu follikiil ortaminin ve oosit yapisinin
degismesi, sperm ve embriyonun dogal fonksiyonlarini bozucu ortamlar ile karsilagsmasi, oosit
ve embriyolarin dondurulmasi ve manipiilasyonu (PGT) olarak sayilabilir (Basatemur, 2008;

Halliday, 2007).

Giiniimiizde YUT gebelikleri sonucu dogan cocuklar dnemli bir sayiya ulagsmasina
ragmen, bu ¢ocuklarin prognozlan ile ilgili caligmalarin biiylik cogunlugu yenidogan ve erken
cocukluk doneminin arastirilmasi ile ilgilidir. Oysa bu g¢ocuklarin adblesan hatta erigkin
doneme kadar izlenmesi uzun donemli prognozun daha dogru olarak belirlenmesini
saglayacaktir. YUT gebeliklerinin beraberinde getirdigi maternal, perinatal, neonatal ve uzun
donemli sorunlar ¢ogul gebelikler ve prematiirite, konjenital malformasyonlar ve kromozomal
bozukluklar, norolojik ve gelisimsel sorunlar, fiziksel saglik ve bliylime sorunlart ve malignite

riski basliklari altinda incelenecektir.
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2.15.1. Perinatal Donem Sorunlari

2.15.1.1. Cogul gebelikler ve prematiirite

YUT’iin yaygimlasmas: ile birlikte iyatrojenik ¢ogul gebeliklerde 6nemli bir artis
olmustur. Bunun en ©6nemli nedeni YUT’de basarmin “canli dogumlarm sayisi” ile
degerlendirilmesi nedeniyle yapilan ¢oklu embriyo transferleri ve bunlarm doguma kadar
sagkalimlaridir (Halliday, 2007; Van Voorhis, 2006). Cogul gebelik ve bunun sonucu olan
preterm dogum tek basma YUT gebeliklerinin prognozunu olumsuz etkileyen en 6nemli
faktordiir. YUT gebeliklerinin  %30°dan fazlas1 ikiz veya daha yiiksek sayili cogul
gebeliklerdir ve YUT bebeklerinin yaridan fazlasi (%51) ¢ogul bebeklerdir. Ayrica YUT
gebeliklerinde dogal gebeliklere gore artmis olan monozigotik, monokoryonik ikiz gebeligi
(“monozygotic twinning” dogal gebelikte %0.45, YUT gebeliginde %1.5-4.5) riski de bu
artisa katkida bulunmaktadir (Reddy, 2007; Adamson, 2004; Pinborg, 2005; Alikani, 2003).

YUT de ikiz gebelik riski normalden 22 kat (normali %2), ii¢iiz ve daha yiiksek sayili
cogul gebelik riski ise 50 kat (normali %0.18) artmistir. IVF ve ICSI sonrasinda ¢ogul gebelik
hiz1 Avrupa’da %22.7, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde ise %3 1.7 olarak bildirilmistir.
ABD’de 2000 yilinda 99,629 YUT uygulamasi sonucu 25,228 canli dogum gergeklesmis ve
35,025 bebegin %531 ¢ogul bebek olup, bunun %441 ikiz, %9’u ise iigliz ve daha yiiksek
sayili cogul bebeklerdir. Bu iilkede dogan tiim bebeklerin %0.9’unun YUT sonucu dogdugu,
tiim ikizlerin %12’sinin ve tiim {igiizlerin %43’iiniin YUT bebegi oldugu bildirilmistir
(Reynolds, 2000). YUT dis1 infertilite tedavilerinin kullanimi ve kadinlarin gocuk sahibi
olmayr dogal ¢ogul gebelik riskinin yiiksek oldugu ileri yaslara erteleme egilimi de ¢ogul
gebeliklerin sikliginin artmasina katkida bulunmustur. Bunun yaninda aile istegi de ¢ogul
gebelik sayismi artiran faktorlerden biridir. YUT uygulanan infertil ¢iftlerin yaklasik %20’si
cogul gebelik ile iliskili riskler konusunda ayrintili olarak bilgilendirilmis olsalar bile, cogul
bebek sahibi olmayi istemektedir (Adamson, 2004, Ryan , 2004; Blennborn, 2005).
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Cogul gebelikte gebeligin nasil olustugundan bagimsiz olarak artmis maternal,
uteroplasental ve fetal komplikasyonlar vardir.  Maternal morbiditelerden, o6zellikle
hipertansiyon ve preeklampsi, gestasyonel diyabet, anemi, polihidramniyos, antepartum ve
postpartum kanama ve maternal mortalite riski artmistir. Fetal ve neonatal etkilerin en
onemlileri ise prematiirite, diisiik dogum agirligi, konjenital malformasyonlar, mortalite ve
sagkalanlar arasinda uzun donemli ndrogelisimsel bozukluklardir. Genel popiilasyonda
preterm dogum riski ikizlerde tekizlere gore bes kat fazladir ve ikizlerin %50’si diisiik dogum
agirhikhidir (< 2500 g) (Norwitz, 2005). 2005 yilinda yapilan ve 2003 yilina kadar yapilmis
olan IVF/ICSI ikiz gebeliklerin incelendigi ¢alismalari degerlendiren bir metaanalizde, bu
ikizlerde preterm dogum (OR 1.57, %95 GA 1.01-2.44), sezaryen ile dogum (OR 1.33, %95
GA 1.06-1.67) ve yenidogan yogun bakim iinitesine alinma riski (OR 2.22, %95 GA 1.64-
3.02) dogal ikizlere gore daha yiliksek bulunmustur (McDonald, 2005). IVF/ICSI ikiz gebeligi
olan kadinlarda plasenta previa, antepartum kanama, gestasyonel diyabet ve preeklampsi gibi
perinatal komplikasyonlar daha sik goriiliir ve bunlar esas olarak preterm eylem nedenidir.
Bununla birlikte giiniimiize kadar elde edilen kanitlar, YUT ile olusan ¢ogul gebeliklerin,
dogal yolla olusan ¢ogul gebeliklere gore olumsuz perinatal prognoz igin artmig bir risk
altinda oldugunu diisiindiirmemistir (Reddy, 2007; Smithers, 2003; Joy, 2008). Son yillarda,
YUT’iin neden oldugu ¢ogul gebelik sorununun ¢dziimiine ydnelik olarak bircok iilkede tek
bir IVF/ICSI siklusunda uterusa transfer edilen embriyo sayisina sinirlama getirilmistir (Bergh
, 2005 ). Bazi1 Iskandinayv iilkelerinde yasalar ile “tek embriyo transferi” zorunlu hale getirilmis
ve bu ¢ogul gebelik hizin1 %5’e kadar diislirmiis, buna karsilik transfer basina gebelik orani
%30-40’larda korunmustur (Bergh, 2005). ABD’de 2006 yilinda Yardimci Ureme Teknolojisi
Dernegi ve Amerikan UremeTibbi Dernegi tarafindan giincellenen ve YUT’de transfer
edilecek embriyo sayisi ile ilgili rehberde, 35 yasin altindaki hastalarda tek embriyo transferi
yapilmas1 Onerilmistir . Cochrane grubunun yaptigi ve bir IVF/ICSI siklusunda tek embriyo
transferi ile ¢ift embriyo transferinin prognoz ac¢isindan karsilastirildig: bir sistematik analizde,
her iki grupta benzer gebelik oranlari olmasma ragmen, ¢ift embriyo transferinde ¢ogul
gebelik riski istatistiksel olarak ¢ok yliksek bulunmustur (OR 62.83, %95 GA 8.52-463.57)
(Pandian, 2005). Benzer sekilde ¢ift embriyo transferinde, tek embriyo transferine gore
preterm dogum, diisiik dogum agirligr ve yenidogan yogun bakim iinitesi bakimini gerektiren

neonatal morbiditelerin siklig1 daha fazla bulunmustur (Kjellberg, 2006).
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YUT ile olusan ¢cogul gebelikler perinatal morbidite ve mortaliteyi artirmasina ragmen,
cogul gebeliklerin 6nlenmesi olumsuz perinatal prognoz riskini azaltmada tek basina yeterli
degildir. Literatiirde birgok metaanalizde YUT sonucu dogan tekiz bebeklerde dogal gebelik
sonucu dogan tekiz bebeklere gore prematiirite, diisiik ve ¢ok diisiitk dogum agirligi, gebelik
yasina gore kiiclik olma, yenidogan yogun bakim iinitesinde izlenme ve neonatal morbidite ve
mortalite riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde plasentaprevia,
antepartum kanama, erken membran riiptiirii, preeklampsi ve gestasyonel diyabet gibi
perinatal maternal komplikasyonlar da IVF/ICSI tekiz gebeliklerde daha sik goriilmektedir.
Burada ilging olan nokta bu perinatal komplikasyonlarin IVF/ICSI tekizlerde ikizlere gore
daha fazla olmasidir ( Basatemur, 2008, Jackson, 2004; McDonald, 2005).

Tekiz IVF/ICSI bebeklerin prognozunu belirleyen faktorlerden biri de fetal oliimdiir
(multifetal gebelik rediiksiyonu). Embriyonik déonemde 6. haftadaki IVF ikiz keselerin %25’
20. gebelik haftasinda fetuslardan birinin 6liimii nedeniyle tekize doniisiir, %7’sinde her iki
fetus olir ve %69’ u ise ikiz gebelik olarak devam eder. Bir ¢alismada spontan fetal
rediiksiyon oraninin yiiksek oldugu IVF ¢ogul gebeliklerde (ikizlerde %35, iictlizlerde %52),
spontan fetal rediiksiyon sonrasi kalan tekiz veya ikiz fetuslarin dogumda gebelik yasinin ve
dogum agirliginin, rediiksiyona ugramamis bebeklere gore daha diisiik oldugu bildirilmistir

(Halliday, 2007).

Degisik YUT tiplerinde perinatal morbidite risklerinin farkli olabilecegi de
bildirilmistir. Bir ¢alismada IVF tekiz gebeliklerde prematiirelik riski, ICSI ikiz gebeliklerde
ise 0lii dogum ve intrauterin biiyiime geriligi riski daha yiiksek bulunmustur (Ombelet, 2005).
Bununla birlikte YUT gebeligi ile iliskili degisik olumsuz sonuglara katkida bulunabilecek ve
heniiz etkileri tam olarak incelenmemis bir¢ok faktor bulunmaktadir. Annenin yasi, obstetrik
oykiisii, infertilite nedeni ve siiresi, sigara icme durumu, YUT’iin tipi (IVF veya ICSI) ve
embriyoya kriyoprezervasyon veya fetal rediiksiyon yapilmasi gibi birgok faktdriin prognoz

tizerinde etkisi oldugu diistiniilmektedir.
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2.15.1.2. Konjenital malformasyonlar ve kromozomal bozukluklar

YUT’iin yaygin olarak kullanilmasi ile birlikte bu ydntemlerin konjenital anomali
sikliginda artisa neden olup olmadig1 konusu 6nem kazanmistir. Ancak bu konuda literatiirde
cok sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen, ¢alismalar arasindaki metodolojik farkliliklar,
yetersiz vaka sayisi, standart bir konjenital anomali taniminin olmamasi, infertilite nedeni ve
potansiyel parental genetik katkilarin dikkate alinmamasi gibi nedenlerle sonuglar oldukca
tartismalidir (Sutcliffe, 2997). Bircok metaanalizde YUT bebeklerinde, dogal gebelikler
sonucu dogan bebeklere gore konjenital anomali riskinin %29- 41 oraninda artmis oldugu
gosterilmistir. 2002 yilinda yaymlanan bir ¢calismada dogal gebelik bebeklerinde %4.2 olan
konjenital anomali siklig1 IVF gebeligi bebeklerinde %9.0 olarak bulunmustur. IVF ve ICSI
tekizlerde anne yasi, parite, bebegin cinsiyeti ve kardes Oykiisiiniin etkisi ortadan

kaldirildiktan sonra bu risk i¢in OR 2.2 olarak bulunmustur (Hansen, 2005).

Yakin zamanda yaymlanmis topluma dayali iki calismada YUT bebeklerinde, YUT-
iliskili riskler ve altta yatan parental infertilite nedenlerinden tam olarak ayrilamamasina
ragmen, konjenital anomali riskinin artmis oldugu bildirilmistir . IVF ve ICSI bebeklerinde
konjenital anomalilerin prevalansi ile ilgili bir metaanalizde 19 ¢aligma incelenmis ve
konjenital anomali riski i¢in kiimelenmis OR 1.29 (%95 GA 1.01-1.67) olarak bulunmustur
(Rimm, 2004). Finlandiya’da yapilan, niifus kayitlar1 temeline dayali ve 4559 IVF bebegi,
4467 diger YUT bebegi ve 27,078 kontrol bebegi iceren bir calismada, konjenital anomali
riski icin OR 1.3 (%95 GA 1.1 1.6) olarak bulunmustur. Bu riskin tekiz erkeklerde arttigi,
cogul kizlarda ise azaldigi belirtilmistir. IVF tekiz erkek bebeklerde major tirogenital ve kas-
iskelet sistemi anomalileri daha sik bulunmustur. YUT en giiglii olarak hipospadias ve diger
irogenital sistem anomalileri, noral tiip defektleri, gastrointestinal anomaliler, kas-iskelet
anomalileri ve kardiyovaskiiler anomaliler ile iliskili bulunmustur (Klemetti, 2005). Buna
karsilik IVF ve ICSI yontemi ile dogan bebekler arasinda konjenital anomali riski agisindan
fark bulunmamistir. Danimarka’da yapilan bir ¢aligmada infertil ¢iftlerden dogal gebelik veya
YUT gebeligi sonucu dogan tekiz bebeklerde, fertil giftlerden dogal gebelik sonucu dogan
tekiz bebeklere gore konjenital anomali sikligi daha yiliksek olarak bulunmustur (dogal
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gebelikte OR 1.2, %95 GA 1.07-1.35, YUT’de OR 1.39, %95 GA 1.23-1.57). Infertil
ciftlerden dogal veya YUT gebelikleri sonucu dogan tekiz bebeklerde konjenital anomalilerin
ortalama prevalans1 arasinda dnemli bir fark bulunmamistir. Bu sonu¢ YUT sonucu olusan
gebeliklerdeki artmis konjenital anomali riskinin tedavi tekniginden cok, infertil ¢iftin genetik

ve biyolojik 6zelliklerinden kaynaklandigini diisiindiirmiistiir ( Basatemur, 2008; Zhu, 2005).

YUT de &zellikle, erkek infertilitesi nedeniyle uygulanan ICSI’da sayisal ve yapisal
kromozomal anomalisi riskinin hafif¢e arttigi bildirilmistir. Sekiz bin ii¢ yiiz on dokuz canh
ICSI bebegin incelendigi bir ¢alismada, de novo seks kromozom andploidisi (%0.6 vs. %0.2)
ve yapisal otozomal kromozom anomalisinde (%0.4 vs. %0.07) hafif fakat onemli bir artis
belirlenmistir. Ancak, biitiin bu anomalilerde tedavi etkisinin, infertilite nedeninin etkisinden
ayirt edilmesi miimkiin degildir, ¢iinkii infertil erkeklerde Y kromozomu uzun kolundaki
mikrodelesyonlart ve translokasyonlar1 igeren kromozomal anomalileri daha siktir. Benzer
sekilde YUT uygulanan infertil kadinlarda da kromozom anomalisi riski daha yiiksektir (Van
Steirteghem, 2002).

Konjenital malformasyonlar ve kromozomal bozukluklar disinda YUT bebeklerinde
baska genetik bozukluklar olabilecegi de bildirilmistir. YUT sonras1 Beckwith- Wiedemann
sendromu, Angelman sendromu ve Russel-Silver “dwarfism” gibi seyrek goriilen “imprinting”
bozukluklar riskinin arttigmi bildiren ¢alismalar olmasina ragmen, sonuglar tartigsmalidir.
YUT ile oldukca seyrek goriilen bu bozukluklar arasindaki iliskinin ortaya cikarilmasi icin
daha c¢ok sayida vaka igeren ¢alismalara gereksinim vardir (Paoloni-Giacobino, 2006; Mabher,

2003).

2.15.2. Uzun Donem Sorunlar

2.15.2.1. Norogelisimsel prognoz

Iskandinav iilkelerinde topluma dayali yapilan birka¢ ¢alismada IVF tekiz bebeklerde
dogal tekiz bebeklere gore serebral palsi riskinin 1.6-3.7 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bu calismalardan yapilan regresyon analizi bu artmis riskin daha ¢ok yiiksek ¢ogul gebelik,
prematiirite ve disiik dogum agirhigr sikligr ile iliskili oldugunu gostermistir. Cogul
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bebeklerde tekiz bebeklere gore serebral palsi riski dort kat fazla olmasina ragmen, IVF ikizler
ile dogal ikizler arasinda serebral palsi siklig1 agisindan fark bulunmamistir (Basatemur, 2008,
Stromberg, 2002). 2008 yilinda yayinlanmis bir sistematik derlemede bugiine kadar IVF-ICSI
bebeklerinin ndrogelisimsel prognozu konusunda yapilan ¢aligmalar analiz edilmis ve
bunlardan metodolojisi iyi olan 23’li degerlendirilmistir. Bu derlemede IVF/ICSI’nin tek
basma agir algilama bozuklugu (mental retardasyon) veya noromotor engel (serebral palsi)
riskini artirmadigi, bu riskin YUT’iin preterm dogum ile iliskili olmasindan kaynaklandig1
bildirilmistir. Ayn1 zamanda literatiirde YUT bebeklerinin nérogelisimsel degerlendirmesinin
cogunlukla siit cocuklugu déneminde yapildigi, bu siirenin yeterli olmadigi ve ince motor ve
konusma bozukluklar1 gibi sorunlarin belirlenebilmesi i¢in bu ¢ocuklarin okul ¢agi boyunca

izlenmesi gerektigi belirtilmistir (Middelburg, 2008).

Bunun disinda YUT ¢ocuklarinda epilepsi riskinin orta derecede arttigini destekleyen
kanitlar vardir. Isveg YUT ulusal kayit sistemi verilerine gore 1-11 yas arasindaki IVF
cocuklarinda, dogal gebelik sonucu dogan ¢ocuklara gore epilepsi nedeniyle hastaneye
yatirilma riski daha yiliksek bulunmus (OR 1.54, %95 GA 1.10-2.15) ancak yalnizca
zamaninda dogan bebekler degerlendirildiginde, her iki grup arasinda epilepsi riski a¢isindan
fark bulunmamistir (Ericson, 2002). Danimarka’da yapilan bir ¢alismada subfertil ¢iftlerin
(konsepsiyon icin gecen siire > 12 ay) dogal veya YUT gebeligi sonucu dogan tekiz
cocuklarinda, fertil (konsepsiyon igin gegen siire < 6 ay) ciftlerin tekiz ¢ocuklarma gore 0-6
yas arasinda epilepsi riski daha yiliksek bulunmus (OR 1.38 ve 1.83) ancak, prematiire
bebekler ¢ikarildiginda bu fark kaybolmustur. Bu nedenle YUT cocuklarindaki artmis epilepsi
riskinin biiyiik Olciide parental subfertilite nedenine ve prematiiriteye baghi oldugu
diisiiniilmiistiir (Sun, 2007). Bircok prospektif kontrollii calismada, YUT ve dogal gebelik
cocuklar1 arasinda 5-8 yaslarinda ndrolojik prognoz ile ilgili fark bulunmamistir (Bonduelle,

2005).

YUT ile dogan bebeklerin ndrogelisimsel (algilama, dikkat, konusma, dil yetenegi,
davranig) prognozlart ile ilgili olarak yapilmis arastirmalarin biiylik cogunlugunda, bu
cocuklarda dogal gebelikler sonucu dogan ¢ocuklara gére olumsuz bir sonug belirlenmemistir.
Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada 299 IVF ¢ocugu ve 558 dogal gebelik ¢ocugu 12. ay, 18.
ay, iki ve li¢ yasta psikomotor gelisim acisindan Bayley 6l¢egi ile degerlendirilmis ve her iki
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grup arasinda fark bulunmamistir (Koivurova, 2003). Avrupa’da bes iilkenin katilimi ile
yapilan ve YUT ile dogan, gebelik yas1 > 32 hafta olan, tekiz cocuklarin bes yasma kadar
norogelisimsel izlemlerinin yapildigi bir ¢alismada ise 511 ICSI, 424 IVF ve 488 dogal
gebelik sonucu dogan cocuk karsilastirilmis ve bu ii¢ grup arasinda norogelisimsel 6zellikler
acisindan fark bulunmamistir (Ponjaert-Kristofferse, 2005). PGT yapilan bebeklerin
norogelisimsel izlemleri ile ilgili de az sayida yayin vardir. Yaslar 3 ay-4 yas arasinda degisen
49 PGT ve 66 dogal gebelik sonucu dogan bebegin ndrogelisimsel durumlari arasinda fark

bulunmamistir (Banarjee, 2008).

2.15.2.2. Biiyiime ve fiziksel saghk

Neonatal donem sonrasi bilyiimeyi inceleyen ¢alismalarin bilyiik ¢ogunlugu YUT veya
dogal gebelik sonucu dogan bebeklerin biiylimesi arasinda fark bulmamistir. IVF ve ICSI
bebeklerinin 6-12 ay, 1-3 yas, 5 yas, 8 yas ve 6-12 yasindaki izlemlerinde viicut agirligi, boy
ve bas ¢evrelerinin normal oldugu gosterilmistir (Bonduelle, 2004; Knoester, 2008).

YUT gebelikleri sonucu dogan cocuklarda gocukluk ¢agi hastaliklarinin siklig1 ve
siddeti ile ilgili bilgiler ise tartigmalidir. Aileler ile goriisme sonucu elde edilen verilere
dayanan bir calismada, YUT gebeligi sonucu dogan cocuklarda bes yasina kadar ciddi bir
cocukluk cagi hastaligi gegirme sikligi, dogal gebelik sonucu dogan cocuklara gore daha
yiiksek bulunmustur . Baska bir ¢alismada ise IVF ¢ocuklarinda ii¢ yasina kadar 6zellikle
solunum sistemi hastaliklar1 ve ishalin daha sik goriildiigii bildirilmistir . Benzer sekilde YUT
gebeligi ¢ocuklarnin fizyoterapi, diyet ve ortopedik tedaviler i¢in hastanelere daha fazla
basvurdugu, bu ¢ocuklarin neonatal ddnem sonras1 hastane bakim masraflarinin dogal gebelik
sonucu dogan c¢ocuklara gore 2.6 kat fazla oldugu belirtilmistir (Bonduelle, 2007; Koivurova,
2007). Ancak birgok calismada YUT ve dogal gebelik sonucu dogan ¢ocuklarda sekiz yasina

kadar ¢ocukluk ¢agi hastaliklari ve kronik hastaliklarin sikligi agisindan fark bulunmamastir.
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Literatiirde tekiz IVF/ICSI ¢ocuklarinin daha fazla cerrahi girisim gegirdigi 6zellikle
bes yasmma kadar kiigiik kulak ameliyatlarinin (timpanik dren, adenoidektomi) daha sik
yapildigr bildirilmistir . Baska bir ¢alismada ise IVF/ICSI erkek c¢ocuklarinda genitoiiriner
sistem bozukluklarinin daha fazla olmasi nedeniyle, genitoiiriner sistem operasyonlarinin daha

fazla yapildig: bildirilmistir (Bonduelle, 2004).

2.15.2.3. Malignite riski

YUT bebeklerinin uzun siireli izlemi ile ilgili yapilan ¢alismalarda retinoblastom harig
diger cocukluk ¢agi maligniteleri agisindan artmis bir risk bildirilmemistir. Bir ¢alismada
Hollanda’da bes IVF c¢ocugunda retinoblastom gelistigi bildirilmistir. Hollanda’da
retinoblastom insidansinmn 1/17,000 canli dogum oldugu, bu durumda YUT ¢ocuklarinda %]1-
1.5 olarak hesaplanan insidansmn neden oldugu rolatif riskin 4.9-7.2 arasmnda degistigi
belirtilmistir (Moll, 2003). Literatiirde 1994-2004 yillar1 arasinda yaymlanmis ve IVF
bebeklerindeki kanser insidansini arastiran caligmalarin degerlendirildigi bir meta-analizde
IVF ile ¢ocukluk c¢agi kanserleri arasinda bir iliski bulunmamistir (Raimondi, 2005). Sonug
olarak, YUT bebekleri ile dogal bebekler arasinda perinatal ve uzun dénemli prognoz
acisindan bazi farklar vardir ve bu farklar 6zellikle perinatal donemde tekiz IVF bebeklerde
daha belirgindir. IVF bebeklerde preterm dogum riski daha yiiksektir ve konjenital anomali
riskli %25-40 daha fazladir. Ancak uzun doénemde IVF/ICSI bebeklerinde norogelisimsel
sorunlarin riskinin daha yiiksek olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir. YUT gebeliginde
dogru amag tek embriyo transferi yapilarak tekiz ve saglikli bir bebegin dogmasmi saglamak

olmalidir.
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3. GEREC-YONTEM

Bu ¢alisma Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Yardimla Ureme Teknikleri merkezine
infertilite sikayetiyle bagvuran c¢iftlere g¢aligmanin amaci ve yapilma sekli anlatilarak

goniilliilik esasina gore yazili bilgilendirme formu imzalatilarak yapilmistir.

Calisma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Komitesi tarafindan 6/12 karar

numaralt ve 2013/63 proje numarasi ile 12.03.2013 tarihinde onaylanmustir.
3.1. Ornek Secimi ve Hasta Grubu

Calismada, Normospermik, Astenospermik ve Teratospermik hastalarin sperm
ornekleri kullanildi. Sperm 6rnekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizden sonra merkezimizde sperm
verme odasinda alindi. Sperm Ornekleri likefiye olduktan sonra spermiyogram analizleri
yapildi. 2010 WHO kriterlerine gore numuler Normospermik, Astenospermik ve
Teratospermik olmak iizere {i¢ gruba ayrildi. Kruger kriterlerine gére normal morfolojisi < %4
olanlar teratozoospermi, WHO kriterlerine gore motilitesi %40’ n altinda olan vakalarda
astenozoospermi, normal morfolojisi >4 ve hareketi %40 ' 1n {izerinde olanlar ise
normozoospermi, olarak degerlendirildi. Bu islemi takiben sperm ornekleri TUNEL,

IMMUNHISTOKIMYA, WESTERN-BLOT ve FiSH analizleri i¢in ayrild1.

Calismada normospermik ve astenospermik sperm 6rneklerinin hareket paremetrelerini
karsilastirirken, sentrozom yapisinda bulunan sentrin ve tubilin proteinlerini kullanmay1
amagladik. Immiinfloresan,Western-Blot ve Immiinohistokimya da Primer antikor olarak
SantaCruz firmasina ait Alfa Tubulin antibody Mouse monaklonal, sc-8035(USA) ve Sentrin
Mouse monaklonal sc-365697(USA) , sekonder antikor olarak Goat-anti mouse hrp, Bio Rad
170-5040 (USA) kullanild:.
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Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Yardimla Ureme Teknikleri merkezine infertilite

sikayetiyle basvuran ciftlerden, androloji laboratuvarinda yapilan spermiyogram sonucuna

gore sayisal ve yapisal sperm anomalisi olan 35 astenospermik, 35 teratospermik toplam 70

hasta ile 20 normospermik hastay1 ise kontrol grubu olarak calismaya dahil edildi. Sperm

orekleri WHO(2010) kriterlerine gore analiz edilmistir.

Cizelge 3. 1. 2010 WHO Sperm Kriterleri

Parametreler En Disik
Referans Deger

Semen voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayis1 (106) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR,%) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm,%) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar,%) 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif 16kosit (106 per ml) <1.0
MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (uwmol/ejakiilat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13
Seminal notral glukozidaz (mU/ejakiilat) >20
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3.2. Semen Analizi

3.2.1. Makroskobik Degerlendirme

Sperm Omekleri;  likefaksiyon, goriiniim, hacim, viskozite ve pH agisindan

degerlendirildi.

3.2.1.1. Likefaksiyon

Elde edilen 6meklerin oda 1s1sinda 15-60 dakika likefiye olmasi beklendi (WHO, 2010;
Delilbasi, 2008).

3.2.1.2. Goriiniim

Likefaksiyondan sonra 1 saat igerisinde yapildi. Normalde homojen, gri-opak

goriinimde olan semen 6rnekleri Normal (N) olarak degerlendirildi.

3.2.1.3. Voliim

Steril enjektor veya dereceli pipete ¢ekilerek degerlendirildi.

3.2.1.4. Viskozite

Likefiye olduktan sonra semen 5 ml' lik bir pipete ¢ekildi ve kendi agirlig1 ile pipetin
ucundan damlamasi saglandi. Bu sirada akarak uzayan damlanin boyu o6l¢iildii. Viskozite,

stibjektif olarak 4 dereceli bir skalada degerlendirildi: (WHO, 2010)

O : Viskozite normal
+ : Biraz artmig viskozite
++ : Orta derecede artmis viskozite

+++ : Cok artmis viskozite
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3.2.1.5. pH

Bunun i¢in 6.1- 10.0 arasinda indikator kagitlar kullanildi. Bir damla semen 6rnegi bu
indikator tizerine damlatildi. Olusan renk degsimi, skala ile karsilastirilarak pH tayin edildi.

Normal pH degeri 7.2- 8.0 arasindadir (WHO, 2010).

3.2.2. Mikroskobik Degerlendirme

Spermatozoon  konsantrasyonu ve motil spermatozoon yilizdesi (motilite) WHO
kriterlerine gore belirlenerek faz kontrast mikroskobu ile degerlendirme yapildi (WHO, 2010;
Delilbasi, 2008). Spermatozoon konsantrasyonu ve motil spermatozoon yiizdesinin

belirlenmesi i¢in Makler Sayim Kameras1 kullanild: .

3.2.2.1. Konsantrasyon

Makler Sayim Kamerasinin ortasina 10 pm semen 6rnegi konup iist kapak kapatilarak
X20 Dbiyiitme altinda yan yana 10 kare sayilarak mililitredeki spermatozoon sayisi tespit

edildi (WHO, 2010).

3.2.2.2. Motilite

Lineer motilitesi olan spermatozoonlarin (+4, +3) toplam yiizdesi ise toplam
hareketlilik olarak belirlendi (WHO, 2010; Delilbasi, 2008).
Su sekilde siniflandirildi:

* +4 Hizli ileri (progresif) hareketli
* +3 Yavas ileri (progresif) hareketli
* +2 Yerinde hareketli

* +1 Hareketsiz (immotil)
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3.2.2.3. Total Motil Sayr

Bir ml ’deki ileri, hizli ve ileri hareketli spermatozoon sayilarinin oranidir.
Total Motil say1 = (ml "deki spermatozoon sayisi x hacim) / Motilite (%) seklinde hesapland:.
(WHO, 2010; Delilbasi, 2008).

3.2.2.4. Agliitiinasyon

Motil spermatozoonlara antisperm antikorlarinin baglanmalari nedeni ile bas-bas, orta
parga-orta parga, kuyruk-kuyruk ya da benzer sekillerde birbirlerine yapismalaridir.
Agliitiinasyon imminolojik infertilite i¢in diisiindiiriicii bir parametredir (WHO, 2010;
Delilbasi, 2008)

Degerlendirme kriterleri:

O : Agliitinasyon yok

+ : Artmis Agliitinasyon

++ : Cok artmis Agliitinasyon

3.2.2.5. Morfoloji

Morfolojik degerlendirme i¢in Kruger’in kesin kriterlerine gore 151k mikroskobisinde

degerlendirildi. (WHO, 2010; Delilbasi, 2008).

3.2.2.6. Kruger’in Kesin Kriterleri

. Spermatozoon basi ovoid ve diizgiin konturlu olmali, iyi smirlanmis bir akrozomal
kilif igermelidir.

° Bas boyutlari, 4-6 mikron x2—3 mikron x1,5 mikron olmalidir.

. Akrozom, bag alanmin %40-70" ini kaplamalidir.

. Akrozom altinda kalan boliimlerin konturlar diizgiin olmalidir.
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Boyun, orta par¢a ve kuyruk anomalisi olmamalidir.

Orta parga silindirik ve bas ile aksiyel olmalidir.

Orta parga eni 1 mikron, uzunlugu bas uzunlugunun 1,5 kat1 olmalidir.

Orta parga sitoplazmik artik icermemelidir.

Kuyruk uniform, orta pargadan daha ince ve 45-55 mikron uzunlugunda olmahdir.
Kesin kriterlere gore morfolojik degerlendirmede dikkat edilecek noktalar:
Spermatozoonun tiimiiniin morfolojik yapisi degerlendirilmelidir.

Degerlendirme x100 biiylitme alaninda yapilmalidir.

Degerlendirme  esnasinda  hiicre  kiimelerinin  bulundugu  bolgelerdeki

spermatozoonlar dikkate alinmamalidir (WHO, 2010; Delilbasi, 2008).

Mikroskobik degerlendirmede spermatozoon sayisi, motilitesi yine 2010 WHO kriterlerine

gore ve morfolojisi de Kruger’in kesin kriterlerine gore degerlendirildi (WHO, 2010; Delilbast,

2008).

3.3. Orneklerin FISH Analizine Hazirlanmasi

3.3.1. Orneklerin Yikanmasi

1. Sperm Ornekleri santriftij tiiptine aktarildi. Santiftij tiipti 1800 rpm de 6 dakika

santrifiije edilip ve supernatant atilmistir.

2. Pelet tizerine tekrar 5 ml 0.01M Tris-0.9%NaCl ilave edilip pipetaj yapildiktan sonra

santrifiij edilmis ve ayni islem iki kez daha tekrarlanmistir.
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3.3.2. Preparasyon

1. Son santrifiikasyondan sonra pelet 0.15 ml 0.01MTris-0.9%NaCl ile siispanse
edilmistir.
2. Siispanse edilen peletten, daha once temizlenmis lamlara, iki lama tizerinde bir alan

olacak sekilde yayma yapilmistir.

3. Yayma yapilan preparatlar oda 1sisinda kurutulmustur.

3.3.3. Fiksasyon

Kuruyan preparatlar 3:1 metanol/ asetik asit dolu saleye konmustur. +4 °C de bir gece

bekletilmistir.

3.3.4. Dekondenzasyon

1. Fikse edilmis sperm preparatlart 0.1M Tris/10mM DTT dolu salede 30 dakika oda
1sisinda  bekletilmistir.

2. Siire sonunda prepartlar 01M Tris/10mM LIS/ImMDTT bulunan salede oda 1sisinda
3 saat bekletilmistir.

3. Preparatlar 2xSSC soliisyonunda ¢alkalanarak kurutulmus ve FISH islemine kadar --
-20 °C de saklanmustir.

3.3.5. FISH Tekniginin Uygulamasi

3.3.5.1 .Preparatlarin On Yikamasi ve Denatiirasyonu

1. Preparatlar her biri 1 dakika olmak tizere sirasiyla % 100-70-50-30 luk alkol

serisinden gecirilerek dehidre edilmistir.
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2. Dehidre edilen preparatlar 1 dakika oda 1sisindaki 0.1 XSSC soliisyonundan

gecirilmistir.

3. Ardindan preparatlar 70 °C deki 2XSSC soliisyonuna alinimis ve bu 1sida 30 dakika
bekletilmistir.

4. Stire sonunda 2XSSC soliisyon 1sismnin 37 °C ye gelmesi beklenmistir.

5. Daha sonra preparatlar 1 dakika oda 1sisindaki 0.07 M lik NaOH soliisyonunda

denatiire edilmistir.

6. Denatiirasyonu takiben preparatlar sirasiyla 1 dakika +4 °C de 0.1XSSC ve +4 °C de
2XSSC de bekletilmistir.

7. Sirayla preparatlar % 30 — 50 — 70 — 100 liik alkol serisinde gecirilerek kurumaya

birakilmaistir.

3.3.5.2. Prob Denatiirasyonu

Prob seti su banyosunda 5 dakika 70 °C de bekletilerek denatiire edilmistir.

3.3.5.3. Hibridizasyon

1. Her preparata uygulanacak ¢oklu prob setinin bulundugu ependorf tiipleri santrifiij

edilerek tiim probun dibe ¢okmesi saglanmistir.

2. Denatiire edilen preparatlarda belirlenen 2 alana problar ( 5 pl prob seti-1 ve 5 pl

prob seti-2 ) eklenmis ve her iki alan {izererine 20 mm lik kare lamel kapatilmistir.
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3. Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in yalitilmistir.

4. Preparatlar 37 °C de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmistir.

3.3.5.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

1. Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikartilarak lamellerin ¢evresindeki

yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

2. Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafif¢e calkalanarak lameller

preparatlardan uzaklastirilmistir.

3. Preparatlar 74 °C deki 1XSSC soliisyonunda 5 dakika bekletilmistir.

4. Sonrasinda preparatlar oda 1sisindaki 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dakika
bekletilmistir.

3.3.5.5. Hibridize Olan Bélgelerin Goériintiilenmesi

1. Hibridizasyon sonras1 yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda 2
dakika bekletilmistir.

2. Siire sonunda preparatlardaki alanlara 15 pl antifade eklenmis ve lamel ile

kapatilmistir.

3. Preparatlar inceleme agamasina kadar — 20 °C de ve karanlikta bekletilmistir.
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3.3.5.6 . Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle incelenmistir. ik
once DAPI filtresi kullanilarak uygun metafaz taramasi yapildi. Uygun metafaz tesbit
edildikten sonra, kirmizi ve yesil spektrumlu filtreler kullanilarak sinyaller gosterildi. Her lam
icin prob basina 200 sperm nukleusu degerlendirildi. Floresan mikroskoba bagli bilgisayar
sistemi Applied Image Analyser (USA) ile sinyaller analiz edilmis ve Sensys (Olympus,USA)
kamera araciligiyla resimlendirilmistir. Analiz sonunda sayisal kromozom anomalilerinin

(dizomi, nullizomi ve diploidi v.s.) oran1 ortaya konmus ve sonuclar degerlendirilmistir.

Calismamizda FISH analizlerini, Cytocell-aquaris marka prenatal kit problart ile

gerceklestirildi. Katalog no.LPA 001, problar;

Prob Seti 1:

X sentromer Xpl1.1-q11.1 (DXZ1) Yesil

Y sentromer Ypll.1-q11.1 (DYZ1) Turuncu
18 sentromer 18p11.1-q11.1(D18Z1) Mavi
Prob Seti 2:

13 dizi (13q14.2) Yesil

21 dizi (21g22.13) Turuncu

FISH analizleri kullanilan problara gore yapilmistir.

20XSSC Soliisyonu

NaCl(3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat(0,3 M) 88,24 gr
Distile Su 1000 ml

0,1XSSC Soliisyonu

20XSSC 3 ml

Distile su 597 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir
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0,07M NaOH(Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu)

1M NaOH 14 ml

Distile su 200 ml

Hibridizasyon Sonrasi Soliisyonlar

1XSSC Soliisyonu

20XSSC 10 ml

Distile su 190 ml

2XSSC Soliisyonu

20XSSC 20 ml

Distile su 180 ml

2XSSC/Tween-20 Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir

Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu

DAPI/Antifade Soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPT 100 pl
Distile su 180 ml
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3.4. Western Blot

3.4.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonunu Bio-Rad Protein Extraction Kit (Soluble/Insoluble)(USA)
kullanarak gerceklestirdik. Sperm protein izolasyonu Insoluble sekilde istedigimiz

konsantrasyonlarda elde ettik.

Sperm Srneklerinin bulundugu tiipler islem sirasmda buz iizerinde tutuldu. Omekler
bulunduklan tiipten ¢ikartilarak falkon tiiplere aktarildi ve soguk PBS ile hafifce c¢alkaland:.
15 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant atildi. Daha sonra tiipte bulunan sperm
orneklerinin (yaklagik 250ul) tstlerine 250ul 2-D Rehyration Buffer, 2.5 ul Ampholyte , 2,5ul
proteaz inhibitérii eklendi. Olusan pellet eriyene kadar karistirildi. Daha sonra 10 dakika

vorteks islemi uygulandi. Bu islemden sonra sonikasyon islemi gergeklestirildi.

Sonikasyon probu %70 etil alkol ile temizlendi. Orneklerin, icerisinde buz par¢alarinin
bulundugu bir beherin i¢inde tutuldu. Homojenizatériin probu beher igerisindeki sperm
ormeklerinin  bulundugu cam tiipe yerlestirildi ve homojenizatoriin  forward, reverse
basamaklar1 3’er kez kullanilarak sperm Orneklerinin parcalanmasi saglandi. Cam tiip
icerisindeki 6rnek yeni bir tiipe aktarildi ve 20000 rpm’de 20 dakika 18-20 °C santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda prosediire uygun olarak dokudan protein elde edilmesi islemi

gergeklestirildi.

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) Protokolii

AvirmaJeli (% 12)

Ayirma jeli (% 12) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlands;
Saf'su :1,75 ml

1.5 M Tris.Cl pH 8.8 :1,25 ml

% 30 Akrilamid/bisakrilamid :2 ml

% 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) :50 pl
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% 10 APS (Amonyum persiilfat) :225 pl
TEMED 22,5 ul

Yiikleme Jeli (% 4 )

Yiikleme jeli (% 4) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlandi;
Safsu :1,50 ml

0.5 M Tris.Cl pH 6.8 :625 pl

% 30 Akrilamid/bisakrilamid :325 pl

% 10 SDS 225 ul

% 10 APS :12,5 pl

TEMED 22,5 pl

Iki ucu acik dikdértgen cam plakalar arasina dnce ayirma jeli {istten 5 cm bosluk
kalacak sekilde dokiildii. Ust yiizeyine 2 mm yiikseklige kadar izopropanol pipet ile eklendi.
Jel polimerize olduktan sonra izopropanol saf su ile uzaklastirildi. Kurutma kagidi ile cam
plakalar aras1 temizlendi ve ayirma jeli eklenerek yiikleme taragi yerlestirildi. Polimerize olan
jel tanka yerlestirildi. Protein ¢ozeltileri 95°C’de 3 dakika kaynatilarak buz iizerine alindi ve
kisa bir santrifiijden sonra mikropipet yardimiyla her bir deney grubu igin esit miktarlarda

yiikleme gozlerine pipet yardimiyla eklenerek 180V da 60 dakika jelde yiiriitildii.
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Sekil 3. 1. Western transfer sonras1 Ponceau-S ile boyanmis bantlar

Sekil 3. 2. Protein izolasyonu sonunda SDS-PAGE' de yiiriitiilmiis protein bantlar1
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Protein 6rnekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildiktan sonra jel
nitroselilloz membrana transfer edilerek hedef protein i¢in analiz edildi. Western Blot i¢in yar
kuru transferi saglayan Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazi
kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponunun igine alinarak 10
dakika bekletildi. Siire sonunda sirasiyla 3 whatman kagidi, 7cm’lik jel, membran ve tekrar 3
whatman kagid1 seklinde siralandiktan sonra sabit 15V elektrik akimiyla 30 dakikada negatif
yiiklii proteinlerin katottan (-) anoda (+) gecisi saglandi.

Transfer sonunda membran {izerindeki proteinler Ponceau S (C.I. 27195 Millipore
Merck USA) ile geri doniisiimlii olarak boyanarak transfer verimi ve esit miktarda 6rnek
yiklemesi yapildig1 kontrol edildi. Saf su ile Ponceau S boyasi uzaklastirildiktan sonra
membran %35 bloklama tamponu ile oda 1sisinda 1 saat ¢alkalanarak bloklandi. Siire sonunda
membran 3 kere TBST (Tris- Buffered Saline Tween 20) soliisyonu ile sirasiyla 15- 5-5
dakika calkalanarak yikandi.

Membran ireticinin tavsiye ettigi oranda TBST i¢inde diliie edilen birinci
antikorlardan; Santa Cruz sc-8035 ve sc-365697 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
membran 3 kere TBST soliisyonu ile sirastyla 15- 5-5 dakika calkalanarak yikandi. Ikinci
antikorlardan; Goat-anti mouse hrp, Bio Rad 170-5040 ile belli oranda TBST i¢inde diliie
edilerek eklendi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Tekrar {i¢ kere TBST soliisyonu ile

yikandi ve goriintiileme yapmak i¢in hazirlandi.

Goriintiillemede ECL Western Blotting detection reagents kiti(Bio-Rad) kullanilarak
yapildi. Kemiliiminesans sinyal {iiretimini saglayan reaksiyon ile membran iizerindeki
proteinler belirlendi. Bunun i¢in esit miktarda alinan Immun-Star HRP Peroxide tamponu ve
Immun-Star HRP Luminol/Enhancer (Bio-Rad, ABD) karistirilarak membran iizerine yayildi.
1 dakikalik bir bekleme sonrasinda fazla sivi alind1 ve membran plastik stre¢ film ile sarilarak
Hypercassette (Amersham, Biosciences) igerisine yerlestirildi. Karanlik odada membran
lizerine olusan 15181 algilayabilecek bir X-ray filmi yerlestirildi ve sinyalin film tizerine
yansimasi i¢in bir siire bekletildi. Daha sonra olusan sinyal, film 3 dakika developer

cozeltisinde, 30 saniye saf suda ve 1 dakika fikser ¢ozeltisinde yikandiktan sonra hedef protein
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film tizerinde goriiniir hale geldi. Olusan bantlarin yogunlugu Imaj J(2.1.4.7 windows)
gorliintileme programi kullanilarak o6l¢iildi. Okunan degerler karsilastirilmak {izere

kaydedildi.

3.5. Immiin Floresan Boyama

Boyama protokoliinii takip etmek i¢in, fiksasyon ve boyama basamaklarini boyama
islemini gergeklestirecegimiz parafilmin iizerine yazildi. Kullanmadan 6nce cover-slip leri
distile su ile yikayip kuruttuk, sperm orneklerini PBS ile yikadiktan sonra cover-sliplerin
tizerine 20 pl olarak yaydik ve kurumasini bekledik, daha sonra fiksasyon ve boyama

basamaklari gergeklestirildi,

1. %3 liikk formaldehitte sperm hiicrelerini 20 dakika fiske ettik,

2. Kullanimdan 6nce 50 m M NH4CL, mikro santrifiij tliplerine alarak oda
sicakhigina gelmesini sagladik,

3. Fiksasyon isleminden sonra cover-slipleri 5 dakika 3’ er kez olmak iizere PBS
ile yikadik,

4. Yikama isleminden sonra, cover-slipler 50m M NH4CL, ye 5 dakika siireyle
iesleme alindi,

(Buradaki amag serbest aldehitleri ortamdan uzaklagtirmaktir)

5. Bu islemin ardindan, tekrar 5 dakika X 3 PBS ile yikandi,

6. Cover-slipler, % 0.5 lik Triton —X100' te 2 dakika tutuldu,

7. Yikama islemi 5 dakika X 3 kez yap 1ld1,

8. Yikama isleminden sonra, 1/100 oraninda diliie edilmis primer antikor ile 45
dakika inkiibe edildi,

9. Inkiibasyon sonrasi, 15°,5°5° olmak iizere PBS ile yikama islemi
gergeklestirildi,

10.  Yikama isleminin devaminda 1/100 oraninda diliie edilmis Sekonder antikor
(Teksas Red ile baglanmis) ile inkiibasyon edildi,
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11. Sekonder antikordan sonra tekrar 5°,5°,5° olmak iizere yikama islemi
gergeklestirildi, tiglincli yikama isleminde, 10 ml ye 0.5 mikro litre olacak sekilde diliie
edilmis DAPI kullanildi.

12.  Boyama isleminden sonra cover-slipler, suda 4-5 kez daldirild1 ve tuzlardan
armdirildy,
13.  Slaytlarin iizerleri yaklasik 8 mikrolitre moviol ile kaplanip, mikroskopta

inceleme yapildi.

Hazirladigimiz preparatlar karanlik ortamda immiinfloresan  mikroskop altinda
incelendi, sperm bas yapist mavi renkte kuyruk ve antikorlarin baglandigi alanlar kirmizi

renkte gozlendi.

Sekil 3. 3. Immiin floresan boyama basamaklari. Primer antikorda (Tubilin) inkiibasyon siireci
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3.6. Tunnel Yontemi

Tunnel uygulamasini Millipore, ApotTag- Plus Fluorescein In Situ Apoptosis
Detection Kit S7T111(USA) referanslariyla gerceklestirildi.

1. Sperm hiicreleri 6zel lamlara yayilip oda 1sisinda kurumalari beklendi daha

sonra %1’ lik paraformaldehitte 10 dakika fikse edildi,

2. Iki kez PBS ile 5 dakika yikandi,

3. Boyama islemine kadar +4°C de bekletildi,

4. Boyamaya ge¢meden Once preparatlar, -20 °C de 2:1 oraninda Etanol:Asetik
Asit te 5 dakika bekletildi(Permabilizasyon i¢in),

5. Daha sonra PBS ile 5 dakika 2 kez yiknadi,

6. Equilibration Buffer 10 saniye isleme alindi,

7. Ardinda hizli bir sekilde nemli ortamda 1siktan korunacak sekilde 1 saat 37°C
de Working Strenght TdT Enzyme ile inkiibasyona alindi,

8. Inkiibasyon sonrasi, 10 dakika Stop/Wash Buffer ile yikamaya alindi,
9. Kullanimdan o6nce Anti-digoxionjen conjugate oda sicakligma gelmesi icin
kiictik tliplere alind1,

10.  Stop/Wash Bufferdan sonra preparatlar tekrar 5 dakika PBS ile yikandi,

11.  Yikamadan sonra karanlik ortamda oda sicakhginda 30 dakika Anti-

digoxionjen conjugate ile inkiibasyona alindu,
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12.  Inkiibasyon sonrasi preparatlar 2 dakika 4 kez PBS ile yikandi,

13.  Uzerleri DAPI ile kapland1 ve mikroskopta incelemeye alindh.

Preparatlar floresan mikroskobunda (Olympus BXS51) fotograflanarak her preparat
basma ortalama 200 hiicre sayillarak TUNEL teknigi ile % olarak hesaplandi. Saglikli
spermlerden sinyal alinmazkan, apoptozis olan spermlerde yesil renkte sinyaller alindi. Dapi
kullanildigindan, saglikli spermler mavi renkte goriildii. Ortak filtre kullanildigindan

apoptozise ugramis spermler mavi zeminde yesil renkli sinyalleriyle gézlendi.
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4. ISTATIKSEL ANALIZ

Degiskenler ortalama +/- ss ve medyan (25. - 75. persantil) olarak gosterildi.
Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programu ile
yapildi. Niimerik degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov Testi ile
test edildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olmayan degiskenler icin
Kruskal Wallis Tek Yonlii Varyans Analizi ve Dunn Coklu karsilastirma testi, Mann-Whitney
U testi ile karsilastirildi. Onemlilik i¢in p<0.05 kullanilds.

110



S.BULGULAR

Calismamizdaki normozoospermi grubunun yas ortalamast 31,75 (£1,2),
astenozoospermia grubunun 31,02 (£0,9), teratozoospermi grubunun ise 31,57 (+£0,9) olarak
bulundu. Kontrol grubu olarak kullanilan normospermi grubunun yas ortalamasi ile
astenospermi ve teratospermi gruplarinin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadi. P degeri 0,924 bulduk (Cizelge 5.1).

Calismada kullanilan sperm 6rnek miktarinin ortalamalari normozoospermi grubunda
3,04 ml, astenospermi grubunda 3,41 ml ve teratospermi grubunda ise 3,69 ml idi ve

aralarinda istatiksel agidan bir fark yoktu ve P degerini 0,392 olarak bulduk (Cizelge 5.1).

Tiim olgularin spermatozoon sayisi ortalamasi 55,30 x106/mL' dir , normozoospermi
spermatozooon sayisi ortalamas: 78,24  x10%mL iken astenozoospermia olgularinda bu
ortalama 41,76 x10%mL , teratozospermi grubunun ortalamasi ise 45,91 x10%mL olarak
bulduk. Bu 1ii¢ grupta spermatozoon sayilart arasindaki fark istatistiksel a¢idan anlamli
bulundu (p<0,005) (Cizelge 5.1). Ug¢ grubu kendi igerisinde analiz ettigimizde
astenozoospermi ile teratozospermi arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Astenozoospermi ile normozoospermi gruplart ve teratozoospermi ile normozoospermi
gruplar arasinda ise istatiksel olarak anlamli fark bulundu, sirastyla P degerleri, P< 0,007 ve
P<0,013 bulduk. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda normozoospermi grubunda medyan
degeri 70,50 (x106), astenozoospermi grubunda 41,76 (x106), teratozoospermi grubunda ise

45,91 (x10°) olarak bulduk.

Calisma grublarimizi olusturan olgularin motilitesi i¢in medyan degerleri sirasiyla
normozoospermi %59, astenozoospermi grubu icin %30, teratozoospermi grubu i¢in %50 ve
normozoospermi igin %57 olarak saptanmig ve gruplar karsilastirildiginda Cizelge 5.1de
gortldigl gibi istatistiksel anlamli bir fark bulunmustur (p=0.000). Bu {i¢ grubu kendi
iclerinde karsilastirdigimizda teratozoospermi ile normozoospermi gruplar arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi ve P degeri 1,00 olarak bulduk. Astenozoospermi-
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teratozoospermi ve astenozoospermi-normozoospermi gruplari arasinda yaptigimiz istatiksel

analizde her iki karsilastirmada anlamli farklar buludu, P degerleri sirasiyla 0,000 ve 0,000 dir.

Hareketlilik bakimindan {i¢ grubu inceledigimizde, toplamda progressif hareket icin
medyan degerleri normozoospermi grubunda % 50, astenozoospermi grubunda %19 ve
teratozoospermi grubunda ise % 42,80 olarak bulduk ve bu {i¢ grup arasinda yapilan istatiksel
analiz anlamli bulundu ve P degeri 0,000 olarak bulduk. Ileri hareketli spermatozoon (+4)
medyan degerleri normozoospermi olgularinda % 5,0 , astenozoospermi olgularinda %0,0,
teratozoospermi grubunda ise % 5,0 olarak bulduk ve bu ii¢ grup arasinda yapilan istatiksel

analiz anlamli ¢ikt1 ve P degerini 0,000 bulduk (Cizelge 5.1).

Normozoospermi olgularinda ileri motil spermatozoon (+3) medyan degeri %42,5
iken astenozoospermi olgularinda %18 teratozoospermi olgularinda ise %37 olarak bulduk.
Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak da anlamliydi P degerini (p<0,000) olarak
bulduk (Cizelge 5.1).

Lokosit sayist agisindan degerlendirme yaptigimizda ti¢ grup arasinda istatiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadi, P degerini 0,150 olarak bulduk. U¢ grubun medyan degerleri
sirastyla normozoospermi grubunda 0,5 (x10°), astenozoospermi grubunda 0,8 (x10°),

teratozoospermi grubunda 0,4 (x10°) olarak bulduk (Cizelge 5.1).

Morfolojik yiizde degerleri acisindan inceledigimizde ise li¢ grup arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulundu ve P degerini 0,000 olarak bulduk. Medyan degerleri
normozoospermi grubunda % 8 , astenozoospermi grubunda % 5,0 iken teratozoospermi

grubunda ise % 0 olarak bulduk (Cizelge 5.1).

TUNNEL metodu sonucu olarak yiizdesini belirledigimiz DNA apoptozis sonuglari
her li¢ grup arasinda istatiksel olarak anlamli ¢iktt P degeri 0,013 olarak bulduk. Medyan
degerleri sirasityla normozoospermi grubunda % 6,0 , astenozoospermi grubunda 10,0 ve
teratozoospermi grubunda ise % 13 olarak bulduk (Cizelge 5.1). U¢ grubu kendi icerisinde

ikili gruplar olarak karsilagtirdigimizda normozoospermi-astenozoospermi gruplari arasinda
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anlamli fark bulunamadi. Normozoospermi- teratozoospermi ile astenozoospermi-
teratozoospermi  gruplar1 arasinda ise istatiksel olarak anlamli farklar bulunmustur. Iki

karsilastirmanin P degerleri sirasiyla 0,033 ve 0,046 olarak bulduk.

Sekil 5. 1. Normozoospermi grubu Tunnel boyama yontemi, apoptozis goriillmeyen sperm

mavi renkte DNA yapilar1 gériilmekte,X20 invert Mikroskop
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Sekil 5. 2. Teratozoospermi grubuna ait solda bag, boyun ve kuyruk anomalisi olan sperm X20
invert mikroskop ; sagda immiinfloresan mikroskopta Dapi filtresindeki goriintiisii
X20.

Sekil 5. 3. Sagda Normozoospermi grubuna ait saglikli spermler X20 immiinfloresan, solda

Astenozoospermi grubuna ait saglikli spermleri X40 immiinfloresan
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Sekil 5. 4. Immiinfloresan mikroskopta karanlk alanda Teratozoospermi grubu ¢ift kuyruklu

Sperm X40 goriintiisii
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Sekil 5. 5. Teratozoospermi grubu mavi zeminde yesil sinyaller alinan apoptozise ugramis

spermler X20 objektif

Sekil 5. 6. Normozoospermi grubu apoptozise ugramis ve saglikli spermler X20 objektif
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Cizelge 5. Normozoospermi, Astenozoospermi ve Teratozoospermi gruplari

spermiyogram ve Tunnel bulgulari

Normo | Medyan | Asteno | Medyan | Terato

Medyan P
Spermi | Degeri Spermi Degeri Spermi
Degeri | Degeri

(n=20) (n=35) (n=35)
Yas 31,75 30 31,02 30 31,57 32 ,924
Volum 3,04 3,45 341 3,0 3,69 3,40 ,392
Sperm Say1s1 78,24 70,50 41,76 37 4591 36 ,005
Sperm

59,55 59,00 29,31 30,00 55,60 57,00 ,000
Motilite
Sperm

48,70 50,00 21,57 19,00 42,80 41 ,000
Progresyon
+4 Hareket 6,75 5,0 1,0 0,00 4,14 5,0 ,000
+3 Hareket 41,00 42,5 20,25 18,00 38,65 37,00 ,000
Morfoloji 8,65 8,0 5,40 5,0 0,48 0,0 ,000
Lokosit Sayis1 0,69 0,5 1,36 0,8 0,63 04 ,150
Tunnel 9,1 6,0 10,62 10,0 20,77 13,0 ,013
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Cizelge 5. 2. Normozoospermi ve Astenozoospermi gruplart western-blot , immiinofloresan

bulgular

Normo Medyan | Asteno Medyan
Spermi Degeri Spermi Degeri

Degeri
(n=20) (n=35)

Westemn -blot
Tubilin
Westem- blot

205038,00 | 45378,00 | 18733,54 | 1679,00 | ,000

7656545 | 37677,55 | 10178,60 | 1680,00 | ,000

Centrin
Immiinfloresan

59,00 60,00 38,28 40,00 ,000
Tubilin
Immiinfloresan

54,60 61,00 41,62 42,00 ,016
Centrin

Sentrozom yapisindaki sentrin ve tubilin proteinlerinin western-blot yontemiyle elde
ettigimiz  bantlarin  konsantrasyonlarint  karsilagtirdigimizda  normozoospermi  ve
astenozoospermi gruplari arasinda her iki protein i¢in istatiksel olarak anlamli farklar bulundu.
P degerleri tubilin i¢in 0,000 iken centrin i¢cin 0,000 olarak bulduk. Medyan degerleri tubilin
icin normozoospermi grubunda 45378,00 , astenozoospermi grubunda 1679,00 olarak bulduk.
Sentrin i¢in ise normozoospermi i¢in 37677,55 astenozoospermi grubunda ise 1680,00 olarak
bulduk. Her iki protein igin normozoospermi grubu istatiksel olarak daha yiiksek

konsantrasyona sahiptir (Cizelge 5.2.).
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Sekil 5. 7. Normozoospermi grubu Western Blot bantlar1 (monoklonal Tubilin antikoruna

karst)

Sekil 5. 8. Normozoospermi grubu Westen Blot bantlart (monoklonal Sentrin antikoruna

karst)

Sekil 5. 9. Normozoospermi grubu Western Blot bantlart (monoklonal Sentrin antikoruna

karst)

Sekil 5. 10. Normozoospermi grubu Western Blot bantlari (monoklonal Tubilin antikoruna

kars1)

Sekil 5. 11. Astenozoospermi grubu Western Blot bantlari (monoklonal Tubilin antikoruna

karst)
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Sekil 5. 12. Astenozoospermi grubu Western Blot bantlari (monoklonal Tubilin antikoruna

karst)

Sekil 5. 13. Astenozoospermi grubu Western Blot bantlari (monoklonal Sentrin antikoruna

karst)

I
1l

Sekil 5. 14. Astenozoospermi grubu Western Blot bantlari (monoklonal Tubilin antikoruna

karst)
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(b)

Sekil 5. 15. a. Normozoospermi grubu (monoklonal Tubilin antikoruna kars1) bantlari

b. Normozoospermi grubu (monoklonal Sentrin antikoruna karsi) bantlar

Tubilin ve sentrin proteinlerinin immiinfloresan boyama sonucu elde ettigimiz
sonuglar1 karsilastirdigimizda normozoospermi ve astenozoospermi gruplari arasinda her iki

prtein boyamasinda istatiksel olarak anlamli farklar bulduk P degerleri tubilin i¢in 0,000 ,
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sentrin i¢in 0,016. Medyan degerleri tubilin i¢in normozoospermi grubunda % 60,
astenozoospermi grubunda ise % 40 olarak bulduk. Sentrin i¢in ise medyan degerleri
normozoospermi grubunda %61 astenozoospermi grubunda ise % 42 olarak bulduk (Cizelge
5.2.). Normozoospermi grubu her iki protein i¢in istatiksel olarak daha yiliksek bulduk ve
burada buldugumuz sonuglar western-blot sonuglariyla paralellik gosterdi boylece iki analizde

de Ongordigiimiiz sonuglart bulduk.

Sekil 5. 16. Astenozoopermi grubu Immiinfloresan gériintiileri X20, Dapi ile boyanan sperm

baslar yogunlukta, sperm kuyruklar1 Texas Red ile boyanmamistir.(Sentrin)
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Sekil 5. 17. Normozoopermi grubu kuyruklart kirmizi renkte , bas bolgesi mavi renkte

boyanan spermler (Sentrin) Immiinfloresan goriintiileri X20 Invert mikroskop.

Sekil 5. 18. Normozoospermi grubu spermler Tubilin, Immiinfloresan gériintiileri X20 invert

mikroskop
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Sekil 5. 19. Astenozoospermi grubu sperm Tubilin, Immiinfloresan gériintiileri X20 invert

mikroskop.

Sekil 5. 20. Normozoospermi Immiinfloresan goriintiileri X20 Tubilin
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Sekil 5. 21. Normozoospermi immiinfloresan gériintiileri X20 Sentrin

Sekil 5. 22. Normozoospermi grubu Sentrin Immiinfloresan gériintiileri X20, kuyruklari

kirmiz1 renkte boyanmayan spermler dikkati cekmekte.
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Sekil 5. 23. Astenozoospermi Sentrin immiinfloresan gériintiileri X20, kuyruklart kirmizi

renkte boyanmayan spermler goriintiiledik.

Sekil 5. 24 Normozoospermi grubu yiiksek yogunlukta boyanmis Tubilin Immiinfloresan
gorintileri X20 goriintiileri.
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Sekil 5. 25. Normozoospermi grubu yiiksek yogunlukta boyanmis Sentrin Immiinfloresan

gorintileri X20 goriintiileri.

Sekil 5.26. Normozoospermi grubu farkli yogunlukta boyanmis ve boyanmamis Sentrin

Immiinfloresan goriintiileri X20 griintiileri.
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Sekil 5. 27. Astenozoospermi grubu farkli yogunlukta boyanmis Sentrin Immiinfloresan

gorlintiileri X20 goriintiileri.

Sekil 5. 28. Normozoospermi grubu yiiksek yogunlukta boyanmis Tubilin immiinfloresan

gorintileri X100 gorintiileri.
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Sekil 5. 29. Normozoospermi grubu yiiksek yogunlukta boyanmis Sentrin Immiinfloresan

goriintiileri X100 goriintiileri

Sekil 5. 30. Astenozoospermii grubu yiiksek yogunlukta boyanmis Sentrin Immiinfloresan

goriintiileri X100 goriintiiler
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Sekil 5. 31. Astenozoospermii grubu yiiksek yogunlukta boyanmis Tubilin Immiinfloresan

goriintiileri X100 goriintiler

Sekil 5. 32. Astenozoospermi grubu diisiik yogunlukta boyanmamis ve hi¢ boyanmis Tubilin

Immiinfloresan goriintiileri X100 goriintiiler
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Sekil 5. 33. Normozoospermi grubu diisiik yogunlukta boyanmamis ve hi¢ boyanmis Tubilin

Immiinfloresan goriintiileri X100 goriintiiler

Cizelge 5. 3. Normozoospermi ,Astenozoospermi ve Teratozoospermi

gruplart Nullizomi

bulgulari

Normo [Medyan [Asteno [ Medyan [Terato [ Medyan |

Spermi | Degeri | Spermi | Degeri | Spermi | Degeri

(n=20) (n=35) (n=35) Deger
NullizomiX 0,45 0,00 0,28 0,00 0,88 1,00 ,021
NullizomiY 0,00 0,00 0,05 0,00 0,45 0,00 ,020
Nullizomil3 0,65 0,00 1,02 0,00 1,14 1,00 ,006
Nullizomil8 1,00 0,00 0,17 0,00 0,20 0,00 117
Nullizomi21 0,45 0,00 0,62 0,00 ,68 0,00 ,136
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Her {ic grubumuzda FISH analizleri sonucunda nullizomi frekanslar
karsilagtirildiginda,Nullizomi X, Nullizomi Y ve Nullizomi 13 istatiksel olarak anlaml
bulundu. P degerleri sirastyla Nullizomi X i¢in 0,021 , Nullizomi Y i¢in 0,020 ve Nullizomi
13 i¢in 0,006 olarak bulduk. Nullizomi X i¢in medyan degerleri normozoospermi i¢in % 0,00,
astenozoospermi i¢in % 0,00 ve teratozoospermi i¢in % 1,00 olarak bulduk. Nullizomi X i¢in
normozoospermi ve astenozoospermi gruplar1 arasinda bir fark olmadigini bulduk.
Teratozoospermi grubu ise normozoospermi ve astenozoospermi gruplarindan istatiksel olarak
daha yiiksek oranlara sahiptir (Cizelge5.3). Nullizomi Y i¢in medyan degerleri
normozoospermi grubu i¢in % 0,00 , astenozoospermi grubu i¢in % 0,00 , teratozoospermi
grubu i¢in ise % 0,00 olarak bulduk. Her ii¢ gruptada Nullizomi Y i¢in teratozoospermi grubu
astenozoospermi ve teratozoospermi gruplarindan daha yiiksek bir yiizdeye sahiptir (Cizelge
5.3). Nullizomi 13 i¢in medyan degerleri normozoospermi grubu i¢in % 0,00 , astenospermi
grubu i¢in % 0,00 , teratozoospermi grubu i¢in % 1,00 olarak bulduk . Nullizomi 13 i¢in
normozoospermi ve astenozoospermi gruplari arasinda bir fark bulunamadi. Teratozoospermi
grubu ise istatiksel olarak normozoospermi ve astenozoospermi gruplarindan daha yiiksek

yiizdeye sahiptir (Cizelge5.3).
Fish analizleri sonucunda nullizomi 18 ve nullizomi 21 i¢in ¢alisma gruplarimiz

arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulamadik. P degerleri sirasiyla nullizomi 18 i¢in

0,117 ve nullizomi 21 i¢in ise 0,136 olarak bulduk.
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Cizelge 5. 4. Normozoospermi ,Astenozoospermi ve Teratozoospermi  gruplart Monozomi

bulgular

Normo [ Medyan [ Asteno [ Medyan [Terato [ Medyan [
Spermi | Degeri | Spermi | Degeri | Spermi | Degeri _
(n=20) (n=35) (n=35) Deger
MonozomiX 0,35 0,00 0,20 0,00 0,49 0,00 ,136
MonozomiY 0,15 0,00 0,28 0,00 0,20 0,00 ,288
Monozomil3 0,15 0,00 0,05 0,00 0,17 0,00 427
Monozomil8 0,00 0,00 0,08 0,00 0,31 0,00 ,066
Monozomi21 0,45 0,00 0,62 0,00 0,68 0,00 ,154

Fish analizleri sonucunda monozomi X, monozomi Y, mozomi 13, monozomi 18 ve
monozomi 21 i¢in her li¢ grubumuz arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. P
degerleri sirastyla monozomi X i¢in 0,136 , monozomi Y i¢in 0,288 , monozomi 13 i¢in 0,427,

monozomi 18 i¢in 0,066 ve monozomi 21 i¢in 0,154 olarak bulduk (Cizelge5.4).
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Cizelge 5. 5. Normozoospermi ,Astenozoospermi ve Teratozoospermi  gruplari Dizomi

bulgular

Normo Medyan | Asteno Medyan | Terato Medyan P

Spermi Degeri | Spermi Degeri | Spermi Degeri _

(n=20) (n=35) (=35) Degen
DizomiX 0,35 0,00 0,22 0,00 0,31 0,00 ,364
DizomiY 0,20 0,00 |046 0,00 |0,63 000 |,212
Dizomil3 0,15 0,00 0,29 0,00 0,54 0,00 ,048
Dizomil8 0,20 0,00 0,17 0,00 0,17 0,00 , 728
Dizomi21 0,45 0,00 0,28 0,00 0,77 0,00 ,063

Fish analizleri sonucu ¢alisma gruplarimizda dizomi X, dizomi Y, dizomi 18 ve dizomi
21 igin istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. P degerleri sirastyla dizomi X i¢in 0,364 ,
dizomi Y i¢in 0,212 , dizomi 18 igin 0,728 ve dizomi 21 i¢in 0,063 olarak bulduk. Dizomi 13
ise her ii¢ grubumuz i¢in istatiksel olarak anlamli bulduk, P degeri 0,048. Dizomi i¢in medyan
deperleri Normozoospermi grubu igin % 0,00 , astenozoospermi grubu i¢in % 0,00 ve
teratozoospermi grubu icin ise % 0,00 dir. Teratozoospermi grubu her iki gruba gore daha

yiiksek oranda bulundu (Cizelge5.5).
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Cizelge 5. 6. Normozoospermi ,Astenozoospermi ve Teratozoospermi  gruplarn Trizomi

bulgular

Normo Medyan | Asteno Medyan | Terato Medyan P
Spermi Degeri | Spermi Degeri | Spermi Degeri _
Degeri
(n=20) (n=35) (n=35)
Trizomil3 0,11 0,00 0,23 0,00 0,40 0,00 0,07
Trizomi2 1 0,70 0,00 0,05 0,00 0,63 0,00 ,001

Fish analizleri sonucunda normozoospermi, astenozoospermi ve teratozoospermi
gruplar1 arasinda yapilan istatiksel analizlerde trizomi 13 anlamli bulunmazken ve trizomi 21
icin ise istatiksel olarak anlamli bulundu. Trizomi 13 i¢in Pdegeri 0,070, Trizomi 21 igin ise
0,001 olarak bulduk. Trizomi 21 i¢in medyan degerleri normozoospermi ic¢in % 0,00 ,
astenozoopermi i¢in 0,00 ve teratozoospermi igin ise % 0,00 olarak ulduk.Normozoospermi
grubu istatiksel olarak diger iki gruba gore daha yiiksek trizomi 21 oranina sahipken,
astenozoospermi grubu ise teratozoospermi grubuna gore daha yliksek oranda trizomi 21

yiizdesine sahiptir (Cizelge5.6).
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Sekil 5. 34. Normozoospermi Grubu saglikli X, Y, kromozomlar1 FISH gériintiileri

Sekil 5. 35. Astenozoospermi grubu saglikli 21 ve 13 kromozomlar1 FISH gériintiileri
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Sekil 5. 36. Teratozoospermi dizomi 13 FISH gériintiileri

Sekil 5. 37. Teratozoospermi grubu FISH &ncesi karanlik alan goriintiileri X100
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Sekil 5. 38. Teratozoospermi grubu saglikli olgu FISH gériintiileri

Sekil 5. 39. Normozoospermi grubu Dizomi Y FISH gériintiileri
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Sekil 5. 40. Normozoospermi saglikli olgu FISH gériintiileri

Sekil 5. 41. Teratozoozpermi grubu Dizomi FISH gériintiileri
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Sekil 5. 42. Teratozoospermi grubu saglikli olgu FISH gériintiileri

Sekil 5. 43. Astenozoospermi grubu saglikli olgu FISH gériintiileri
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Sekil 5. 44. Normozoospermi grubu saglikli olgu FISH gériintiileri

Sekil 5. 45. Normozoospermi grubu immiinhistokimya tubilin X20 inverted 151k mikroskop.
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6.TARTISMA

Sentrozom , c¢ok sayida diizenleyici proteinin bir arada bulunmasiyla olusan memeli
hiicresinin yapisal bir bilesenidir. Sentrozom, sentriol ad1 verilen ve radyal olarak ¢evresini
saran mikrotiibiillerden olusmaktadir, bununla beraber hiicre boliinmesinde anahtar rol
oynamaktadirlar. Sperm sentrozomu, sperm kuyrugunun midpiece bolgesinde dik olarak

konumlanmis iki adet sentriyolden olusur(Palermo, 1997).

Sentrozom insanlarda babadan gecen bir kalitsal 6zelliktir. Insan oositleri sentrozom
tasimazken spermlerde iki tane bulunur. ICSI ydnteminde, sperm oosite enjekte edilirken
sperm kuyruguda oosit ooplazmasina dahil olur. Sperm bas kismi olgun hale gelmeden
spermin sentrioler bolgesi y1ldiz seklindedir, buradaki yildizs1 ag yapisi disi proniikleusu erkek
proniikleusa dogru ceker. Proniikleer sathada sentrioller duplike olur, ve singamide
birbirlerinin zit kutuplarina ¢ekilirler(Palermo, 1997). Sentrozom fertilizasyon ve embriyo
gelisimi i¢in 6nemi, disi ve erkek proniikleuslarinin organizasyonunu ger¢eklestirmesidir. Bu
yiizden sperm sentriol yapisindaki bir bozukluk, diizensizlik vs. direkt olarak fertilizasyon ve

devaminda siire gelen embriyo gelisimine zarar verecektir(Schatten, 2008).

Onceki calismalarda gosterildigi gibi sentrioller fertilizasyondan sonraki ilk mitoz
hiicre boliinmesini kontrol etmektedirler(Schatten,2008). Sentrozom yapisindaki herhangi bir
eksiklik fertilizasyon ve embriyonik gelisimi etkiler. Bunun yaninda sentrozom sperm

kuyrugunda lokalize olmustur ve sperm hareketini etkilemektedir.

Sentrozom, hiicreler i¢in biiyiik ve dnemli hiicre organize edici bir merkezdir, ve bu
ozelligini mikrotiibiil organizasyonunun kabiliyetine gore ya direkt kendi koordine ederek
veya etkileyerek yerine getirir. Son yillarda yapilan immiin boyama c¢alismalarinda fareler
hari¢ sentrozom kaynagi olarak dominant yapi spermdir(Manandhar, 2005; Sun, 2007).
Boylece sperm sentrozom fonksiyonunun gorevlerini daha iyi anlayabilmek igin,
aragtirmacilar farkli tiirlerde ICSI islemlerini gozlemlemislerdir(Terada, 2000; Nakamura,
2002). Calismalar sonucunda, sentrozomun sperm hareketini ve fertiliteyi etkiliyebicegini

tespit etmislerdir.
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Fibroz kilifta displazi(DFS), nadir goriilen teratospermi formudur ve infertiliteye neden
olur. DFS spermler immotil olup kuyrugun midpiece kisminda hasara ugramislardir ve
bununla beraber sentrozomlart hasar gérmistiir, tim bu nedenler, infertiliteye neden
olmaktadir (Rawe, 2002) . Bu spermlerle yapilan ICSI isleminden sonra ¢ogu vakada kot
fertilizasyon ve embriyo gelisimine neden oldugu gozlenmistir(Rawe, 2002). Bu ¢alismalarda
sperm mikrotiibiil organizasyonu kotii olan hastalarda, oosit aktivasyonununda diisiik
oldugunu saptamiglardir. Bu hastalara gore sperm mikrotiibiill organizasyonu normal
hastalarda sentrozom fonksiyonu daha yiiksektir bu durumu sigir spermlerindede
gozlemlemislerdir. Sentrozom yapist hasarlt olan spermlerle yapilan ICSI isleminden sonra

fertilizasyon basarisinin zayif oldugu gozlenmsir(Terada, 2009).

Erkek infertilitesinde sperm sentrozom yapist bozuklugu, zigot sentrozom bozuklugu
ve polispermi goriilebilir (Schatten, 1994). Insanlarda fonksiyonel sentriol, fertilizasyonda
osite tasinir.Terda ve arkadaslart 2007 yilinda (Terada, 2009) sentrozomun bu fonksiyonun
erkek ve disi genomun yumurta igerisinde beraber bulundugu zaman prosesin devami igin

onem tasidigini sdylemektedirler.

Normosapermik ve astenospermik hastalarin kuyruk yapilart incelendiginde,
normal gruba gore astenospermik grubun sperm kuyruk yapisinda western blot analizlerinde
daha az miktarda gama ve alfa tubulin yapisimnin goriildigli gozlemlenmistir. Sentrozomal
protein alfa tubulin, Mikrotiibiil ornanizasyon merkezininin fonksiyonel kisimin1 olustururlar
ve sentrom yapisinin olusumunda en biiyiilk gorevi istlenirler(Zheng, 1995; Raff, 1993).
Siemrly ve arkadaslar1 (1999) alfa ve gama tubulinin fertilizasyon esnasinda genetik olarak tek

tarafl1 saglandigin1 gézlemlemislerdir.

Eliza ile yapilan dl¢limlerde normal grupla astenospermik grup karsilastirildiginda,
sentrin miktarlarinin normal grupta daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu sonugla sentrinin
hareket ile ilgili oldugunu sdyliyebiliriz. Sentrin kalsiyum bagimli bir proteindir ve aksonem
hareketinde flagellar yapinin biribirinden ayrilmasina yani hareketin olugsmasinda gorev alir,
ayrica fertilizasyon sirasinda da gorev alir.Sentrin hareketli organellerin fonksiyonel

gorevlerini yerine getirmesinin yani sira sperm kuyruk kismi i¢inde dnem tasir(Laoukili,2000;
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Zoran,1994). Kalsiyum miktarinin intraseliller artmasiyla fertilizasyonun devamliliginda rol
aldigint  savunulmustur. Kalsiyuam miktarinin  artmast fertilizasyon sonrasit hiicre
boliinmesindeki anafaz asamasinda etki edebilecegi sOylenilmektedir. Schatten, sentrinin
oositin igerisine giren spermin oositi aktiflestirme yetenegine sahip oldugunu ve bu 6zelligini
olgun sentrozomal yapilarda daha ¢ok gosterdigini soylemislerdir (Schatten, 1995). Anormal
sentrin miktarlar1 astenospermik erkeklerde gozlenmisdir(Nakamura, 2005). Ozellikle sperm
bas ve kuyruk organizasyonu kotii olan spermlerde bu daha ¢ok goriilmiisdiir(Bomens, 1997;

Whitaker, 1993;Bomens, 1998).

Calismamizda normozoospermi ve astenozoospermi gruplari arasinda western-blot ve
immiinfloresan teknikleriyle yaptigimiz analizlerde, tubilin ve sentrin proteinlerinin
normozoospermi grubunda astenozoospermi grubuna gore daha fazla yogunlukta oldugunu
bulduk. Istatiksel olarak western blot tubilin ve sentrin icin sirasiyla P degerleri 0,000 ve
0,000 olarak anlaml bulunmustur. immiinfloresan analizlerinde P degerleri tubilin ve sentrin
icin sirasiyla 0,000 ve 0,016 olarak bulduk. Caligmamizdaki sonuglar litaratiirdeki ¢aligmalarla
benzerlik gdstermistir. Normozoospermi grubunda astenozoospermi grubuna gore sentrozom

yapisindaki tubilin ve sentrin protein miktarlart daha yogun miktarda bulunmaktadir.

Infertilite nedeniyle IVF merkezlerine bagvuran ciftlerin yaklasitk % 50 sinde
androlojik nedenler s6z konusudur (Attia, 2006; Griffin, 2003). Androlojik nedenler ile
bagvuran olgulartin spermiyogramlarinda azospermi, oligoastenoteratospermi,
oligospermi,astenospermi, oligoteratospermi ve teratospermi bulunmaktaydi . Bu
endikasyonlar, IVF merkezlerine basvuran ¢iftlerde testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ve
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulamalarin1 gerektirmektedir. Tiirkiye’ de
oncelikle kadina uygulanan tedavi yontemleri sayesinde c¢iftlerin bir kisminda hamilelik
gerceklesmektedir. Eger hamilelik olmazsa ikinci segenek olarak erkege tedavi edilmesi
planlanmaktadir. Bu da sorunun erkekte oldugu durumlar i¢cin IVF merkezine yapilan
basvurulardaki artig1 agiklayabilmektir. TESE ve ICSI, IVF merkezlerinde en sik uygulanan
yontemlerdir. Bu yontemlerin uygulamaya girmesiyle, oositlerde dollenme orani artmistir

(Palermo, 1998). Uygulanan yontemin bir sorunu bazen genetik olarak matiir hale gelmemis
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spermlerin oosit i¢ine yerlestirilmesi ve sonugta dollenmemis veya dejenere olmus embriyolar

olusmaktadir.

Spermlerdeki ortalama kromozom anomali diizeyinin saptanmasi i¢in yapilan ilk
calismalar saglikli donorlardan elde edilen spermlerle gergeklestirilmistir. Egozcue ve ark
yaptiklart calismada otozomal kromozomlar i¢in dizomi sikliginin % 0,13; cinsiyet kromozom
anomali sikliginin % 0,37 oldugunu gostermis ve ortalama andploidili sperm oranmin yaklasik
% 6,5 oldugunu rapor etmislerdir (Egozcue, 1997). Yapmis oldugumuz c¢alismada
spermiyogramlart ac¢isindan normal olarak degerlendirilen bireylere bakildiginda bunlarda
goriilen anomali oraninin otozomal kromozomlarda dizomi sikliginin % 0,27 , seks
kromozomlart dizomi siklig1 % 0,28 oldugu goriilmiistiir . Bu normal bireylerden elde edilen
sonuclarin ortalamasi yaklasik % 2,9 bulunmus olup bu oranin Egozcue ve ark tarafindan

bulunan % 6,5 degerinden daha diisiik andploidili gézlendigi goriilmiistiir.

Spermiyogramda gozlenen durumun sperm FISH ileri tetkik yontemiyle incelenmesi
klinisyene PGT uygulamasi sirasinda ek bilgi saglayacaktir. Bu durumda sperm FISH
sonuclart gerekli ve sart olmamakla birlikte PGT uygulayici ekip i¢in uygulama sirasinda
olabileceklerin 6nceden fark edilmesine yardimci olabilecektir. Ayrica ¢alismamizda tespit
ettigimiz sperm FISH anomali siklig1 ile onceki IVF denemesi sayisi arasindaki anlamh
korelasyon, tlip bebek uygulamas: i¢in ilk bagvuru yapan ciftlerde uygulamanin basarisi

hakkinda bilgi saglayici olabilecektir .

Triploid gebeliklerin nedenini agiklamak iizere yapilan bir ¢alismada doksan bir
olgunun altmiginda nedenin baba kaynakli oldugu gosterilmistir. Bu olgularin ¢ogu dispermi
nedeniyle olmasina ragmen az bir kisminda gorilen diploid sperm, triploidinin
gergeklesmesine sebep olmaktadir. Diploid sperm orani, oligospermik olgularin 1/4 iinde,
kriptozoospermilerin 1/2 sinde ve azospermilerin 1/2 sinde goriilmektedir (Egozcue, 2002).
Cinsiyet kromozom anomalilerinin spermlerde sik oldugu bilindigi halde inceleme sirasinda

bir otozomal kromozomu (kromozom no;18) eklenmistir.
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Erkek germ hiicrelerinde olusan DNA hasarlanmas1 yasi ile birlikte artmaktadir. Bu
hasarlanmalar normal kosullarda DNA tamir mekanizmalan ile diizeltilmekte ve sorunsuz
olarak tlireme/fertilizasyon devam etmektedir. Hasarlanmig spermler, tamir edilemeyecek ise
diger tiim hiicreler gibi apoptozis siirecine girecektir. Bu sekilde ejakulat i¢inde inaktif edilmis
spermlerin fertilite yetenegi ortadan kalkmis ve gelecek kusaklar bozuk genlerden korunmus
olacaktir (Gorczyca,1997). Tamir edilebilecek spermlerde bulunan minimal DNA hasari,
embriyo i¢ine tasinabilmektedir. Bu tasinan hasarin birinci boliinme asamasina kadar tamir

edilmesi gerekmektedir (Aitken,1997) .

Spermlerdeki DNA hasarindan s6z edilmesine ragmen, sperm DNA s1 ¢ift sarmalda
bulunan disiilfit baglan ile kondanse yapisini korur ve distan gelebilecek negatif uyaranlara
karst bozulmalarini engeller. Fakat DNA hasarlanmasi normozoospermi erkeklerde bile
meydana gelmektedir. Mckelvey ve ark nin yaptiklan ¢alismada H,O, ve X radyasyonunun
sperm DNA hasarlama etkisinin infertil erkeklerde goriilenden daha fazla oldugunu
gostermistir (McKelvey-Martin, 1997). Hughes ve ark yaptiklart ¢alismada, infertil ve fertil
erkekler arasinda DNA hasarlanma farkliliklarini test etmislerdir. Infertil erkeklerde ilk
asamada alinan spermlerde fertil erkeklere gore DNA hasarlanma farki olmamasina ragmen bu

sperm hiicrelerinin oksidatif ajanlara daha hassas olduklarini gostermislerdir (Hughes, 1998).

DNA hasarn ve fragmantasyonun erkek esey hiicrelerindeki nedeni hala kesin olarak
belli degildir. Irvine ve ark insan sperm hiicrelerinde DNA hasarlanmasini1 gostermek i¢in IVF
merkezine bagvuran erkekleri incelemisler ve infertil hastalarda normal populasyona gore daha
yiksek oranda apoptozis oranlarini tespit etmislerdir (Irvine, 2000). Calismamizda
inceledigimiz sperm apoptozis oranlart normozoospermi grubunda % 9,1 medyan degeri % 6,0
, astenospermi grubunda % 10,62 medyan degeri % 10, teratozoospermi grubunda ise % 20,77
olarak bulduk ve medyan degerleri %13 dii. Her ii¢ grubun ortalama apoptozis orani : % 14,1
oldugu goriilmistiir. Sun ve ark yaptiklart ¢galismada IVF klinigine basvuran olgularda sperm
apotozis oranini yaklasik % 4 olarak bulmuslardir. Sun ve ark ait bu ¢alismadaki ortalama
deger bizim buldugumuz degerden daha azdir fakat Sun ve ark nin ¢alismasindaki apoptozis

oranlar1 olgularin % 27 sinde % 5 ile % 40 arasindaydi (Sun, 1997). Zini ve ark yaptiklar
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calismada DNA fragmantasyonunu % 13,3 bulmuslardir (Zini, 2001). Zini ve ark yaptiklar

calismada elde ettikleri sonuglar bizim sonuglarimiza daha yakindir.

Sperm FISH sonuglari ile sperm apoptozis oranlari ile karsilastirmasi sonucu aralarinda
anlamli iligki bulunmustur. Erkek infertilitesinin sebeplerini aciklamak i¢in yapilan
calismalarda ayr1 ayn olarak kromozom sayr anomalileri ve apoptotik hiicre oranlarn
kullanilmistir. Literatiire bakildiginda bu iki parametrenin birlikte degerlendirildigi ait bir
calisma bulunmustur (Carrell, 2003). Bu c¢alismada tekrarlayan diisiikleri olan ciftlerdeki
erkeklerden elde edilen sperm Orneklerinde sperm FISH anomalileri ile apoptotik hiicre
oranlart birbiri ile uyumlu bulunmustur. DNA fragmantasyonu ile spermlerdeki kromozom
sayt anomali orani1 arasindaki bu uyum ilgi c¢ekicidir. Bu durumu aciklamak igin
spermatogenezis sirasinda gerceklesen mekanizmalara bakilabilir. Spermatogenezis, mayozun
kontrol noktalari ile diizenlenmektedir. Bunlarda gerceklesen mayotik hatalar hiicresel
apoptozisi uyarabilir ve bu sekilde spermlerde sayisal kromozom anomalileri ile apoptozis
oranlar1 arasinda uyum goriilebilir. Bizim buldugumuz sonucun bu c¢aligmada bulunan
sonugtan paralellik gdstermektedir. Caligmamizda, sperm apoptozis oranlari yiiksek ¢ikan
teratozoospermi grubunda Fish analizleri sonucunda andplodili sperm sayisinin daha yiiksek
oranda gozlemledik. Ayn1 sekilde sperm apoptozis oranlar daha diisiik ¢ikan astenozoospermi
grubunda daha anéplodili sperm gozlemlendi, en diisilk sperm apoptozis oranlar1 enaz

anoploidi gbzlenen normozoospermi grubunda gozledik.

Kromozom anomalilerinin orijinini etkileyen mekanizmalart anlamak icin gamet
hiicrelerinin incelenmesi gerekir. Cilinkii boliinme kusurlarinin biiyiik bir boliimii mayoz
sirasinda olusmaktadir. Spontan abortus ve intrauterin 6limlerin en 6nemli nedeni kromozom
anoploidileridir. Germ hiicrelerinde kromozom ayrilamamast (nondisjunction) sonucu
meydana gelen anomaliler, kromozomal anomalili fetus ve c¢ocuklarin dogma olasiliginin

artmasina neden olur (Martin, 2003; Martin, 2008; Mehdi, 2006; Asada, 2000; Schmid, 2004).

Ozellikle iiremeye yardimc: tekniklerin gelismesi ile, de novo kromozom anomalisi
bulunan c¢ocuk olma riskinin arttig1r bildirilmektedir (Martin, 2003; Kirkpatrick, 2008;
Shi,2001). Infertil erkeklerin spermleri kullanilarak gerceklestirilen ICSI gibi yardimli {ireme
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teknikleri sonrasi olusan gebelik sonuglari, bu kromozom anomalilerinin biiyiikk kisminin
paternal kaynakli oldugunu gostermistir (Martin, 2003; Mehdi, 2006). ICSI ile gebelik
saglanan giftlerde, erkegin spermlerinin FISH ile incelenmesi sonucu sperm andploidi oraninin
artmis oldugu bildirilmektedir (Martin, 2003 ;Calogero, 2001). Ayrica semen parametrelerinde
de anormalliklerin olabilecegi bildirilmektedir. Semen parametrelerindeki bu anormallikler

sperm andploidileri ile de iliskilendirilmektedir (Martin, 2003 ; Martin, 2008; Tempest, 2007).

Literatiirde normal somatik karyotipe sahip olan infertil erkeklerde FISH ile sperm
anoOploidilerinin tespitine iliskin 30’un {stiinde ¢alisma bulunmaktadir (Martin, 2008;
Tempest, 2007). Bu ¢aligmalarin biiylik kismmda sperm parametreleri ve sperm kromozom
anomalileri arasinda anlamli bir baglanti oldugu ve diisiik kalitede sperm parametreleri
bulunan olgularda sperm kromozom anomali oraninin, normal donérlerle karsilastirildiginda 2
ila 10 kat yilikseldigi bildirilmistir (Martin, 2008). Bunun yaninda az sayidaki ¢alismada ise
diisiik kalitede sperm parametreleri ile sperm kromozom anomalileri arasinda baglantinin

bulunmadigindan s6z edilmektedir (Martin, 2008; Tempest, 2007).

Calismamizda sperm parametreleri ile sperm kromozom anomalileri arasinda baglanti
bulunmus ve normozoospermik grup ile astenozoospermik ve teratozoospermik gruplar

arasinda kromozom anomali sikl1g1 istatiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde bildirilen ¢alismalara bakildiginda birbirinden farkli kromozomlar igin
anoOploidi oranlar ortaya konmaya g¢alisilmistir. Genellikle gonozomlarin yaninda ¢ok farkli
otozomlar incelenmistir. Calismamizda son literatiirlerde de kullanilmis olan ii¢ renkli FISH
yontemi kullanilmistir. Bu sayede ayni sperm igerisinde ii¢ farkli kromozom sayis1 ayni anda
incelenebilmistir. Yontem diploid ve dizomik spermleri kolayca ayrilmasina ve nullizomilerin

belirlenmesine olanak vermistir.

Caligmaya alinan tiim olgular, normal oosit ile fertilizasyon sonrasi yasamla
bagdasabilecek konseptus olusturabilecek sperm kromozom anomalileri agisindan
degerlendirilmistir. Bu nedenle dizomi 13, dizomi 18, dizomi 21, XY, XX, YY ve diploid

kromozom kurulusuna sahip sonuglar degerlendirilmistir. Bu anomalilere sahip spermler
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fertilizasyon sonrasi toplumda en sik gozlenen ve yasamla bagdasan Patau, Edwars, Down
Sendromu, cinsiyet kromozom anomalileri ve triploidilere neden olmalar1 bakimindan énem

tagimaktadirlar (Martin,2003; Gardner, 2004; Vegetti, 2000).

Calismamizin sonuglarinda oldugu gibi literatiirde de bildirilen bir¢ok calismada
otozom dizomileri (13,18,21) frekans1 agisindan normozoospermik grup ile astenozospermik
ve teratozoospermik gruplar arasinda fark bulunmustur. Calismamizda oldugu gibi diger
calismalarin biiylik kisminda da normozoospermik grup ile karsilastirildiginda en farkli grubu
teratozoospermi olusturmaktadir (Martin, 2003; Calogero, 2001; Martin, 2008; Mehdi, 2006;
Pang, 1997; Vegetti, 2000). Normozoospermi grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik
bulunmustur (p=<0.048).

Sonuglar arasindaki farkliligin olgu sayisi, etnik o6zellik, teknik farklilik, kullanilan
problar gibi ¢esitli sebeplerden kaynaklanabileceginin diisiinmekteyiz.

Cinsiyet kromozom dizomileri XXY (Klinefelter sendromu), XXX ve/veya XYY
sendromlarina sahip embriyo olusumuna neden olur. Bu embriyolarin biiyiik kismi terme
ulasirlar, dogum sonrasinda ¢esitli fertilite, davranig, 6grenme ve mental problemlere sahip
olurlar (Martin, 2003; Vegetti, 2000). Bizim ¢alismamizin sonuglart gibi, literatiirde bildirilen
tim calismalarda teratozoopsermik ve astenozoospermik olgularda yapilan sperm analizinde
sperm cinsiyet kromozomlari i¢in bildirilen dizomilerde (XX, XY, YY) normozoospermik
grup ile Kkarsilastirildiginda farklililk bulunmustur. Cinsiyet kromozomu dizomilerinde
teratozospermik grupta artig bildirilmistir, fakat sadece dizomi 18 de istatiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur. (Martin, 2003; Mehdi, 2006; Calogero, 2001; Tempest,2004;
Asada,2000; Pang,1999; Kirkpatrick, 2008; Vegetti, 2000). Cinsiyet kromozom
dizomilerindeki bu belirgin artis dikkati ¢ekmis ve son yillarda yapilan mayoz arastirmalar
(sinaptonemal kompleks analizi) ile aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Mayoz arastirmalart 6zellikle
sinaptonemal kompleks analizi mayozda homolog kromozomlarin incelenmesine ve mayotik

rekombinasyonun gozlenmesine dayanan bir yontemdir (Kirkpatrick, 2008).
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Yiiksek sperm kromozom andploidisi orani yardimli {ireme teknikleri basarisinda
negatif bir parametredir. Yardime1 lireme tekniklerine en ¢ok yonlendirilen olgu gruplar
oligozoospermik,astenospermik ve teratospermik erkeklerdir. Dogal olarak anoéploid
spermlerin normal spermlerin yaninda zona pellucida gegisinde bir seleksiyona ugradiklari ve
oositi fertilize edemedikleri bilinmektedir. ICSI aneuploid spermler i¢in bir bariyer olabilen
zona pellucida engelini ortadan kaldirmaktadir. Boylece dogal seleksiyon ortadan kaldirilarak,
potansiyel andploid embriyo olusabilme ihtimali artmaktadir (Mehdi, 2006; Varshini,
2011;Mehdi, 2009; Varghhase, 2009; Kumar, 2010)
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Spermiyogramlarda goriilen anomalilerin sayisal kromozom anomali sayisi ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Sperm FISH sonuglar ile sperm apoptozis sonuglari arasinda iliski
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda semen parametreleri (sperm konsantrasyonu, motilitesi,
morfolojisi) ve sperm andploidi oranlart arasindaki iliski gosterilmistir. Yiiksek sperm
anoploidisi oran1 yardimei tireme teknikleri basarisinda negatif bir parametredir. Andploid ve

diploid sperm iiretimine yatkinlik kromozomal olarak anormal konseptus riskini arttiracaktir.

Sonu¢ olarak bu durum implatasyon basarisizligi, gebelik kayiplarmma ve/veya
kromozomal anomalili fetus ve c¢ocuklarin dogma olasiligmin artmasina yol agacaktir.
Ozellikle yardimc1 iireme tekniklerine en ¢ok yonlendirilen olgular olan
teratozoospermik,oligozoospermik ve astenozoospermik erkeklerde sperm andploidi oraninin
belirlenmesinin, reproduktif uygulamalara gegmeden 6nce yardimci bir test olarak dnerilmesi
uygundur. Bu sonuca gore hastalara genetik danigmanlik bilgileri verilmeli, gerekli

durumlarda preimplantasyon tani ve prenatal taniya yonlendirilmelidirler.

Calismamizda o6nemle iizerinde durulmasmi istedigimiz durum sperm andploidili
oraninin normozoospermik kontrol grubundada azimsanmiyacak degerlerde oldugunu
gostermekti. Normozoospermik gruptaki apoptozis orant % 9,1 ve FISH analizlerinde
Nullizomi(18,21), Monozomi (X,Y,13,18,21), Dizomi(X,Y,18,21) ve Trizomi 13 anéploidi
frekanslar astenozospermik ve teratozoospermik gruplarla istatiksel olarak anlamli bir farka
sahip gdstermemesine ragmen, bu analizlerde diger iki gruba yakin andploidi frekanslarina
sahiptir. Bu spermlerle yapilan YUT uygulamalarida normal kabul edilen sperm 6rneklerinin
erkek faktorl olarak kabul edilen teratospermi,astenospermi,azospermi gibi sperm ornekleri

kadar dikkat edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Yardime lireme teknikleri uygulanmasi dncesinde, sirasinda veya sonrasinda genetik
tan1 testlerine basvurulmasi iyi klinik uygulamalarin bir pargasidir. Bu testler dogru tani
koyulmasini sagladigr gibi uygun genetik danigmanligmin verilmesini de miimkiin kilacaktur.

Uygulanacak testlere karar verilmesi sirasinda klinik bulgulara ek olarak aile Gykisiiniin
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genetik danigmanlik sirasinda degerlendirilmesi hastalarin daha fazla yarar goérmesini

saglayacaktir.

Yardimci iireme teknikleri tedavilerine baslamadan Once, Ozellikle erkek hastalara
sperm ile ilgili ileri tekniklerin rutin olarak uygulanmasi, pahali ve uzun siiren bir tedavi olan
yardimci iireme tekniklerinin iilke ekonomisine verdigi zararlar1t 6nemli oranda azaltacaktir.
Basarisiz olan ve tekrarlanan tedavi denemeleri diisiiniildiigiinde {ilke ekonomisine sagliyacagi
katki azimsanmayacak miktarlara c¢ikacaktir. Hasta acisindan degerlendirecek olursak,
basarisiz denemelerin engellenmesi ve hastalarin bilgilendirilmesi tedavide dnemli bir pay1
olan hasta psikolojisinin daha saglikli olmasina yardimci olacaktir. Giiniimiizde genetik
kaynakli hastaliklarin sayismni arttigi diisliniildiigiinde , genetik tani analizlerinin bugiin ve

gelecekte daha sik kullanilmasinin gerekliligi ortaya konulmustur.
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