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OZET

ERKEK INFERTILITESI TANISI ALMIS BIREYLERIN
SPERMLERINDE OTOFAJi BELIRTECLERININ ARASTIRILMASI

CAN K. N. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve
Embriyoloji Program Doktora Tezi, Aydin, 2018.

Infertilite sadece fizyolojik olarak degil, psikolojik ve sosyolojik yonleri ile de ele alinmasi
gereken &nemli bir saglik sorunudur. Infertilite giiniimiizde iireme ¢agindaki ¢iftlerin % 10-
15’ ini etkilemektedir. Erkek faktoriine bagl infertilite ise bu oranin yaklasik olarak %30-
40’m1 olusturmaktadir. Normal erkek fertilitesinin korunmasi morfolojisi normal, yeterli ve
hareketli sperm iiretimine dayanir. Insan spermatozoasi, otofaji aktivasyonu igin gerekli olan
molekiiler mekanizmaya sahiptir. Bu mekanizma, insan sperm fizyolojisinde canlilifi ve
motiliteyi korumada goérev almaktadir. Otofaji islevselligini yitirmig olan proteinlerin,
sitoplazmik yapilarin ve organellerin par¢calanmasindan sorumlu fizyolojik bir siirectir. Otofaji
mekanizmasinda meydana gelebilecek bir bozulma hiicre canliligi1 olumsuz yodnde
etkilemektedir. Bu bilgiler 15181 altinda biz yapmis oldugumuz bu ¢alismada 4 grup olusturduk.
Grup1: Kontrol Grubu: Higbir infertilite rahatsizlig1 bulunmayan Diinya Saglik Orgiitii (WHO

2010) semen parametrelerine gére normal kabul edilen hastalar,

Grup:2 Varikosel Grubu: Varikosel teshisi almis ve diger infertilite nedeni olan hastaliklari

bulunmayan hastalar ve

Grup:3 Enfeksiyon Grubu: Orsit-Epididimit teshisi almis ve diger infertilite nedeni olan

hastaliklar1 bulunmayan hastalar

Grup 4: Aciklanamayan Infertilite Grubu: Agiklanamayan Infertilite teshisi almis ve diger

infertilite nedeni olan hastaliklar1 bulunmayan hastalar.

Her bir gruba dahil edilen hastalarin sperm parametreleri WHO 2010 kriterlerine gore
degerlendirildi. Ayrica her bir hasta grubundan alinan 6rneklere yayma preparat ile LC3A/B,
Beclin-1, p62, ATG5, ATG12 ve ATG16 antikorlar ile immunohistokimyasal olarak boyama
yapildi. Her bir hasta grubunadan alinan 6rneklere LC3A/B ve Beclin-1 antikorlar1 ile western
blot analizi yapildi ve her bir hasta grubu Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

kullanilarak ultrasitriiktirel olarak incelendi.

Xi



Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda normal insan spermatozoasinda islevsel olarak var
oldugu bilinen otofaji belirteglerinin hasta gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli derecede
arttigin1 gozlemledik. Yapmis oldugumuz western blot analizi ve ultrastriiktiirel incelemelerde
bu elde ettigimiz verileri destektemekteydi. Bu sonuglarda bize varikosel, orsit-epididmit gibi
rahatsizliklarin otofaji mekanizmasinda bozulmaya neden olabilecegini gdstermistir. Bu
mekanizmanin agiga c¢ikarilmasi yeni tedavi segenekleri olusturulmasinin kapisini agacaktir.
Ayrica yapilan tim arastirmalara ragmen agiklanamayan erkek infertilitesi teshisi konmus
vakalarda da otofaji belirteglerindeki bu artisin, yeni teshis ve tedavi alternatiflerinin

gelistirilmesi yoniinden bilime katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: infertilite, sperm, otofaji.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF AUTOPHAGY MARKERS IN THE SPERMS OF MALE
INFERTILITY DIAGNOSED INDIVIDUALS

CAN K. N. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology and
Embryology Program PhD Thesis, Aydin, 2018.

Infertility is an important health problem not only physiologically but also psychologically and
sociologically. Infertility affects 10-15% of the reproductive couples today. Infertility due to
male factor accounts for approximately 30-40% of this ratio. The preservation of normal male
fertility is based on the production of morphologically normal, adequate and mobile sperm.
Human spermatozoa has the molecular mechanism necessary for autophagy activation. This
mechanism is responsible for maintaining vitality and motility in human sperm physiology.
Autophagy is a physiological process responsible for the disruption of proteins, cytoplasmic
structures and organelles that have lost their functionality. A disruption that may occur in the
autophagy mechanism affects the cell viability negatively. In this study we have created 4

groups:

Group 1: Control Group: Patients without any infertility disorders who are considered normal

according to the World Health Organization (WHO 2010) semen parameters.

Group 2: Varicocele Group: Patients diagnosed with varicocele but without other infertile

diseases.

Group 3: Infection Group: Patients diagnosed with Orchitis- epididymitis but without other

infertile diseases.

Group 4: Unexplained Infertility Group: The group in which the patients were diagnosed with

an unexplained infertility diagnosis (without other infertile disease).

The sperm parameters of patients included in each groups were assessed according to the WHO
2010 criteria. Immunohistochemical staining was also performed with LC3A/B, Beclin-1, p62,
ATG5, ATG12 and ATG16 antibodies in the specimens obtained from each patient group.
Samples from each patient groups were subjected to western blot with LC3A/B and Beclin-1
antibodies. In addition, each patient group was examined ultrastructurally using TEM

microscopy. We observed that autophagic markers known to be functionally present in normal
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human spermatozoa increased significantly in patient groups compared to the control group.
The western blot and ultrastructural studies that we have done have also supported the data we
have obtained. These results have shown us that such disorders as varicocele, orchitis-epididitis
may cause deterioration in autophagy mechanism. The discover of this mechanism will open
the door to the creation of new treatment options. In addition, we believe that this increase in
autophagic markers will shed new light on the development of new diagnostic and therapeutic

alternatives for unexplained infertility cases.

Key Words: Infertility, Sperm, Autophagy.
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1. GIRIS

Infertilite medikal, sosyal, psikolojik ve evlilik i¢i uyumsuzluk gibi birgok ydnden giftleri
olumsuz yonde etkileyen kiiresel bir sorundur (Subedi S ve ark, 2016). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) infertiliteyi; bir ¢iftin bir y1l boyunca diizenli korunmasiz cinsel iligkiye girdigi halde
gebe kalamama durumu olarak tanimlamaktadir. Giliniimiizde iireme ¢agindaki ¢iftlerin % 10-
15’ inde infertiliteye rastlanmaktadir. Ciftlerin % 40-50" sinde kadin kaynakli infertilite
mevcutken, % 30-40° inda ise erkek kaynakli infertilite durumu ile karsilasiimaktadir. Bu
ciftlerin yaklasik olarak %10-15" inde ise giiniimiizdeki mevcut standart tanisal testler ile

aciklanamayan infertilite mevcuttur (Speroff L ve Fritz M.A, 2011).

Infertilite nedenlerinin %30-40 ’inda erkek kaynakli infertilite ile karsilasilmaktadir ve
bu yliksek oran bir ¢ok arastirmaciy1 bu konuda ¢alismaya yonlendirmistir. Erkek infertilitesi
olgularinda dikkatli 6ykii ile etyoloji biiyiik bir oranda ortaya konabilir. Bu nedene bagl olarak
erkek hastalarin degerlendirilmesinde O0ykii ¢ok onemlidir. Erkek infertilitesinde en sik

karsilasilan nedenler asagida Tablo 1°de gdsterilmektedir (Kisnisci H.A ve ark, 1996).

Tablo 1. Erkek Infertilitesi Nedenleri ve Goriilme Oranlari (Kisnis¢i H.A ve ark, 1996).

Infertilite Nedeni Yiizdesi %
Idyopatik nedenler 75.1
Varikosel 12.3
Urogenital enfeksiyon 6.6
Immiinolojik faktorler 3.1
Kazanilmig faktorler 2.6
Konjenital anomaliler 2.1
Seksiiel nedenler 1.7
Endokrin Patolajiler 0.6

WHO 2010 tarihinde sperm parametrelerinin alt referans degerlerini giincellemistir.
Semen degerlendirmeleri bu kriterlere gore yapilarak infertilite tanis1 konmaktadir.

Normal erkek fertilitesinin korunmas1 yeterli ve motil sperm iiretimine dayanir, bu
nedenle spermatogenezisin saglikli bir sekilde gergeklesebilmesi i¢in mikro ortaminin dengesi
onemli bir rol oynamaktadir (Aparicio IM ve ark, 2016). Insan spermatozoasi, otofaji

aktivasyonu i¢in gerekli olan molekiiler mekanizmaya sahiptir. Bu mekanizma, insan sperm



fizyolojisinde canlilig1 ve motiliteyi korumada gorev almaktadir (Aparicio IM ve ark, 2016;
Song WH ve ark, 2016).

Kelime anlam1 olarak kendi kendini yeme anlamina gelen otofaji, aglik gibi fizyolojik bir
durumla karsilasan hiicrenin, besin elde edebilmek icin hiicre igerisinde bulunan yapilar1 nasil
pargalandigini anlatabilmek icin kullanilmaktadir. Otofaji, hiicre igerisinde bulunan ve yapisal
olarak iglevi bozulmug yada gorevini yeine getiremeyen organellerin ve hiigre igerisinde
bulunan makro ve mikro molekiillerin bir kesecik ile sarilarak lizozomlara gonderilmesi ve bu
kesecigin lizozom ile birlesmesi sonucu bu yapilarin lizozom igerisinde par¢alanmasina neden
olan bir mekanizmadir (Song WH ve ark, 2016). En az {i¢ ayr1 otofaji mekanizmasi
tanimlanmistir. Bunlar: Makrootofaji, saperon aracili otofaji ve mikrootofajidir. Otofaji
dendiginde genel olarak makrootofaji kastedilmektedir. Otofaji ile baglantili proteinler (Atg
proteinleri) ilk olarak mayalarda yapilan aragtirmalarda saptanmistir. Glinlimiizde Atg geninin
30 dan fazla ¢esidi tamimlanmistir (Kroemer G, 2010). Bu proteinlerin bir kismi otofajik
kesecigin ve otofagozomun olusumunda gorev almaktadir. Otofaji asagida belirtilen bes adimda
gerceklesmektedir: 1) Indiiksiyon 2) Genisleme 3) Tamamlama 4) Yapisma ve fiizyon 5)
Degredasyon. Besin azliginda otofajinin uyarilmasiyla tip I PI3K (Fosfotidilinozitol-3-kinaz)
AKT-mTOR sinyalinin inhibisyonuna ve tip 111 PI3K hVVPS34/Beclin 1 (Drosophilada Atg6 ve
Mayada Atg6/Vps30)’nin da aktivasyonuna neden olur (Papinski D ve ark, 2014). Otofajinin
aktivasyonu i¢in Oncelikle serine/threonine kinaz Atgl’in (Memelilerde ULK 1 ve 2) aktive
olmasi gerekmektedir. Otofajinin aktivasyonuyla beraber Atgl, Atgl3 ile bir kompleks
olusturur. Bu kompleksin olusumunun otofagozomal yapinin olusumuyla ilgili oldugu
diistiniilmektedir (Song WH ve ark, 2016). Fagofor, otofagozom ve otofagolizozom olusumu
en az 30 Atg proteini tarafindan ayarlanmaktadir. Atgl ve Beclin 1 (Atg 6'min memeli
homologu) bu siirecin ilk agamalarina katilirlar. Atg5, Atgl2, Atgl6 arasindaki protein iligkileri
ve Atg8 'in lipidasyonu otofagozom olusumunu indiikler. Mayalardaki memeli
homologlarindan Atg8, mikrotiibiile bagh protein hafif zinciri 3 (LC3) olup, LC3-I ve LC3-II
olmak tizere iki formda bulunur. LC3-1, sitozolde normal olarak bulunan bir 18-kDa polipeptid
iken proteolitik olgunlagsmanin iriinii olan LC3-11 (16 kDa) otofagozomal membranlarda
bulunur. LC3-11, otofajiyi incelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve memelilerde
otofagosomatik bir belirteg olarak diistiniilmistiir (Aparicio I.M ve ark, 2016). Otofaji, embriyo
gelisimi, doku homeostazi ve hastalik sirasinda hiicresel sagkalimi ve hiicre oliimiinii tesvik
eden dinamik bir siiregtir.

Yapilan c¢aligmalar da, otofajinin besin yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri

dontigiimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim ettigi boylelikle hiicre
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homestostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu gosterilmistir (de Bruin EC ve Medema
JP, 2007). Bunlara ek olarak bir ¢ok calisma otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi,
morfogenezis, hiicre farklilasmasi, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sistemin bir pargasi
olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya koymustur (Carew JS
ve ark, 2007; Papandreou ME ve Tavernarakis N, 2016). Ayrica bu ¢alismalarda, otofaji
mekanizmasinda meydana gelebilecek anormalliklerin, ndrodejeneratif hastaliklar,enfeksiyon
hastaliklar1 ve kanser gibi rahatsizliklarin olusumunda O6nemli bir rol oynayabilecegi de
vurgulanmustir. (Aparicio 1.M ve ark, 2016; Papandreou ME ve Tavernarakis N, 2016).

Erkek infertilitesi bir ¢ok farkli hastaliga bagli olarak ortaya ¢ikabildigi gibi idiopatik
infertilite oranlarida olduk¢a fazladir. Sperm parametrelerindeki bozulmalarin molekiiler
mekanizmas1 halen tam olarak anlasilabilmis degildir. Otofajinin genel prensibi hiicre
korunmasina katkida bulunmak olsa da, apopitozu kolaylastirmak, antagonize etmek yada
birlikte calismak, veya bagimsiz olarak hiicre 6liimiinii gergeklestirmek gibi fonksiyonlarida
bulunmaktadir. Saglikli spermler, otofaji aktivasyonu i¢in gerekli olan molekiiler mekanizmaya
sahiptir. Bu mekanizma, insan sperm fizyolojisinde canlilig1 ve motiliteyi korumada gorev
almaktadir.

Biz bu caligmada kiiresel bir sorun olarak ortaya ¢ikan infertilitenin biiyiik bir yiizdelik
dilimini olusturan erkek infertilitesini nedenleri ile siniflandirarak normal fertil erkek
spermlerinde islevsel olarak bulundugu daha onceki ¢aligmaklarda gosterilmis olan otofajik
belirteclerdeki olasi degisiklikleri incelemeyi, erkek infertilitesi olgularinda otofajinin roliinii
arastirmayi ve bu bilgiler 15181 altinda yeni yapilacak olan ¢alismalara 151k tutmayi ve literatiire
katki saglanmay1 hedeflemekteyiz. Calismamiz erkek infertilitesi tanis1 almis bireylerde otofaji

belirteglerinin ¢aligildig1 ilk ¢aligma olarak da 6nem kazanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, asil olarak spermatogenezis ve spermiyogenezis siirecleri sonunda
sperm iiretiminin gergeklestigi ve testesteron gibi androjenlerin sentez ve salgilanmasindan
sorumlu olan testisler ile disariya spermin taginmasindan sorumlu olan genital bosaltim
kanallarindan olugmaktadir. Erkek {ireme sisteminin bir parcasi olan bu genital bosaltim
kanallar1, duktus eferentes, tuktus epididimis, duktus deferentes, duktus ejakulatoryus ve erkek
iretrasinin bir parcasidir. Semenin sperm disindaki kismini olusturmakta gérev alan ve spermin
beslenmesi i¢in besin kaynagi olusturan, vezikiila seminalis, aksesuar cinsiyet bezleri, prostad,
bulboiiretral bezler ve penisten olugsmaktadir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum

AL, 2006).
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X \
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Tunika albuginea r — Mediyastinum testis
. 77 5 /
Tunika vajinalis S A L 7
J 5 7

—

Tubuti rekti Rete testis — — —

Sekil 1. Erkek genital sistem kompetentini gdsteren sematik diyagram (Jangueria LC ve
Carneiro J, 2003)



2.1.1. Testis Embriyolojisi

2.1.1.1. Cinsiyetin belirlenmesi

Embriyonun genetik olarak cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda oositi délleyen spermim
yapisina bagli olarak belirlenmektedir. Seks kromozom kompleksinde bir Y kromozomu
tastyan embriyolarda genellikle testisler gelismektedir (Moore KM ve Persaud TVN). Kisaca
cinsiyet X kromozomu tasiyan bir sekonder 00sitin, X ya da Y kromozomu tasiyan bir sperm
ile dollenmesi sonucu belirlenmektedir. Fertilizasyondan sonra olusan embriyo XX veya XY
kromozom kompleksine sahip olmus olur. Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti
sekonder oositi dolleyen sperm ¢esidi ile fertilizasyon sirasinda belirleniyor olsa da embriyonun
goriiniimii 7. haftaya kadar her iki cinste de birbirine benzer devam etmektedir ve bu safhaya
‘sekstiel gelisiminin farklanmamis safhasi’ denilmektedir. Testislerin gelisimi koordineli bir
seri genin indiiksiyonu ile saglanmaktadir. Y kromozomunun kisa kolunun cinsiyet belirleyici
bolgesinde yer alan SRY geninin varligi ile gonadal cinsiyet belirlenmis olur (Moore KM ve
Persaud TVN, 2002; Sadler T.W, 2005; Ross MH ve Pawlina W 2014; Kierszenbaum AL,
2006).

Erken embriyonik gelisimde SRY geninin ekspresyonu cinsiyetin belirlenmesinden
sorumludur. Y kromozomunda bulunan SRY geninin kodladig1 genetik bilgi erkek bireyin
gelisimi i¢in yeterli degildir. SRY geni otozomal 9, 11, 17 ve 19 numarali kromozomlarda ve
X kromozomunda baz1 genlerin aktivasyon zincirini kontrol eden bir ana sartel olarak gorev
yapmaktadir. SRY geni tarafindan kodlanan testis belirleyici faktor (TNF) olarak bilinen
transkripsiyon faktorii DNA ya baglanan ve DNA’nin molekiiler yapisini degistirebilen bir
yapiya sahiptir. Etkilenen DNA diger transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina izin verecek
sekilde bir halka olusturur. Bu transkripsiyon faktorleri de hem testislerin hem de diger erkek
cinsiyet organlarinin olusumunu baslatan diger genlerin ekspresyonlarina neden olurlar. SRY

geni ile eksprese olan genler ve gorevleri su sekilde siralanabilir;

e WT-1geni: Urogenitel sistemin gelisimi SRY transkripsiyonunun diizenlenmesi

e SOX-9 geni: Miillerian inhibe edici faktoriin sentezlenmesinden sorumlu olan AMH
genini aktive etmesi

e SF-1 geni: Birkag steroidogenik genin ekspresyonunu diizlenmesi

e DAX-1 geni: Niiklear reseptor DAX-1’i kodlamasi



Testisler abdomenin posteriyor duvarinda retroperitoneal olarak lirogenital sistemle yakin
iliski halinde gelisirler ve daha sonra skrotumun igerisine girerler (Ross MH ve Pawlina W,
2014).

Testisler {i¢ kaynaktan koken almaktadirlar.

1. Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)

2. Altindaki mezensim dokusu (embriyonik bag dokusu)

3. Primordial germ hiicreleri (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006;
Moore KM ve Persaud TVN, 2009).

Ugiincii haftada vitellus kesesi duvarinda lokalize olan endodermal primordial germ
hiicrelerinin allantoyisi gecerek bagirsagin arka kisminda radix mesenterii olarak adlandirilan
mezenter kokii’niin saginda ve solunda ve mezonefrozun medialindeki mezotelde plica
genitalis olarak adlandirilan gonadal kabart1 i¢ine girmesi ve buradaki hiicreleri indiiklemesi ile
5. hafta basina denk gelen bir siirecte gonad taslaklar1 gelismeye baslar. Yani gonadal gelisimin
ilk dénemleri 5. haftada ortaya ¢ikmaya baslar. Mezonefrozun medialinde, sag ve solda,
mezotel epitelinde ¢ogalma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin ¢ogalmasi ile
mezonefrozun medialinde bir kabariklik ‘gonadal (genital) kabart1’ olusur. Parmak seklindeki
epitelyal kordonlar primer seks kordonlari1 altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede
bliyiirler. Bu sirada farklanmamis gonad, dista yer alan bir medulladan olusmaktadir. Eger
embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi overe
farklilagir ve medullas1 geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini i¢cermekteyse,
medulla testise farklanir, korteks birtakim kalintilar1 disinda geriler ve dejenere olur (Moore

KM ve Persaud TVN, 2009; Sadler T.W, 2005).

2.1.1.2. Testislerin gelisimi

Primordial germ hiicreleri icerisinde genetik olarak XY kromozomunu tasiyan embriyo
erkek cinsiyet Ozelliklerini gdstererek gelisimini siirdiirecektir. Y kromozomunda bulunan
testis belirleyici faktoriin etkisi ile primitif cinsiyet kordonlar (testikiiler kordonlar) ¢ogalmaya
devam eder ve medulanin i¢ kesimlerine dogru testis ve medullar kordonlar1 olusturmak {izere
ilerler ve daha sonrasinda da rete testisi olusturacak olan ince bir ag yapisi olustururlar.
Testislerin gelisim basamaklarinda dens tunika albuginayanin gelisim asamasi testis gelisiminin
devami i¢in Oonem arz etmektedir. Genisleyen testis artik mezonefrozdan ayrilarak kendi

mezemteri olan mesorchium ile asili hale geger. Testikiiler kordonlar bu asamadan sonra artik,



seminifer tiibiillere, tubuli rektiye ve rete testise farklilanacaktir (Moore KM ve Persaud TVN,
2002; Sadler T.W, 2005).

Gonadal kabarikligin mezensiminden intersitisyel leydig hiicreleri koken alirlar.
Testikiiler kordonlar arasinda bulunurlar ve bu kordonlarin farklanmasindan hemen sonra
gelismeye baglarlar. Seminifer tiibiiller leydig hiicrelerini olusturan mezensimden ayrilirlar. 8.
haftaya gelindiginde leydig hiicreleri artik testesteron ve androstenedion salgilamaya
baslamiglardir. Bu hormonlarin salinimi ile de mezonefrik duktuslarin ve dis genitallerin erkek
yoniinde farklilagsmasi indiiklenmis olmaktadir. Gelisimin dordiincii ayina gelindiginde at nali
seklini alan testis kordonlarinin son kisimlari da rete testisi olusturmaktadir. Testis kordonlari
asil olarak iki elemandan olusmaktadir bunlar; sertoli destek hiicreleri ve primitif germ
hiicreleridir. Sertoli destek hiicrelerinden glikoprotoin bir hormon olan Anti Miillerian Hormon
(AMH) salgilanmaktadir. AMH sertoli hiicrelerinden piiberteye kadar salgilanir daha sonra ise
seviyesi azalir. AMH paramezonefrik duktuslarin gelisimini baskilamaktadir. Seminifer
tiibiillerin puberteye kadar liimenleri olugsmaz. Liimen gelisimi piiberteden sonra baglamaktadir.
Fetal donemlerde seminifer tiiblil duvarinda ¢ogunlukla sertoli hiicreleri bulunmaktadir, daha
sonra ise testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis yiizeyini olusturan mezotel
meydana gelir. Rete testis duktus eferentesi olusturan 15-20 adet mezonefrik tiibiil ile devam
etmektedir. Bu duktus yapilar1 duktus epididimisi olusturan mezonefrik duktus ile baglanir

(Moore KM ve Persaud TVN, 2009).
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Sekil 2. Testis gelisim evrelerinin sematik diyagrami (Ross MH ve Pawlina W, 2014)

2.1.2. Genital Kanallarin Gelisimi

Hem disi hem de erkek karakterde gelisim gosterecek olan embriyo mezonefrik
(Wolffian) kanallar ve paramezonefrik (Miillerian) kanallar olarak iki ¢ift genital kanali da
igerisinde barindirmaktadir. Bu nedenle gelisimin 5. ve 6. haftalarinda embriyoda genital sistem
farklanmamis evrededir. Erkek iireme sisteminin gelisiminde mezonefrik kanallar 6nemli bir
yer tutarken, disi lireme sistemi gelisiminde paramezonefrik kanallar rol oynamaktadir (Sadler

TW, 2005; Moore KM ve Persaud TVN, 2009).

Sekizinci haftada fetal testislerden salgilanan testosteron etkisi ile mezonefrik
bobreklerden idrar akisini saglayan mezonefrik duktuslarin proksimal parcast kivrimli bir hale
gelerek epididimise farklanir. Mezonefrik duktusun kivrimli  kisminin  epididimise
farklanmasindan sonra geriye kalan kanal kismindan duktus deferens ve duktus ejakulatoryus
gelismektedir. Paramezonefrik kanallar mezonefrozlarin lateralinde, mezotelin longitudinal
invaginasyonlarindan olusurlar. Invaginasyonlarin kenarlarmim birlesmesi ve birbiri ile
kaynagmasi sonucu meydana gelen yapilar paramezonefrik kanallardir. Bu kanallarin, periton

bosluguna agilan huni sekilli kraniyal uglar1 vardir. Paramezonefrik kanallar, mezonefrik
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kanallara paralel olarak, kaudal yonde embriyonun gelecekteki pelvik bolgesine ulasincaya
kadar uzanirlar. Bu bolgeye ulastiklarinda ise paramezonefrik kanallar mezonefrik kanallar
ventralde ¢aprazlarlar ve tam orta kisma gelecek sekilde bir birlesme gosterip kaynasirlar. Bu
kaynagma sonucunda Y harfine benzer sekilli, uterovaginal primordiyum’ un olusumu
saglanmis olur. Tibiiler bir yap1 sergileyen uterovaginal primordiyum, iirogenital siniisiin
dorsal duvari i¢ine uzanir, burada bir kabart1 seklinde olan siniis tiiberkiiliinii olusturur (Moore

KM ve Persaud TVN, 2009).

8. haftada testosteron iretimi baslar ve sitimiilasyonundan da insan koryonik
gonodotropin hormonu sorumludur. Mezonefrik duktuslardan erkek genital duktuslarin
gelisimi bu iiretilen testosteron ile uyarilirken, Miillerian inhibe edici hormon (MIS) ile de
epitelial mezensimal transformasyon ile paramezonefrik duktusun kaybolmasi saglanmis olur.
Mezonefrozun dejenerasyonundan sonra mezonefrik duktuslarin bazilar1 kaliciligini devam
ettirerek duktili eferentesi olustururlar. Bu duktulilerin mezonefrik duktusa agildiklart kisim
duktus epididimise doniigmektedir. Mezonefrik duktusun epididimisin distaline gelen kismi
kalin bir diiz kas tabakasi ile sarilir ve artik bu yapiya duktus deferens denir. Son olarak da
mezonefrik duktusun liretra arasinda kalan kismida duktus ejakulatoryusu olusturur (Moore

KM ve Persaud TVN, 2002).
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Sekil 3. A. Gelisimin 8. Haftasinda testisten gecen, testis kordonlari, tunika albuginea ve
primordial germ hiicrelerini gosteren transvers gecit B. 4. ayda testis ve genital
kanallarin genel goriiniimii (Sadler TW, 2005).



2.1.2.1. Genital bezlerin gelisimi

Seminal Vezikiil: Mezonefrik duktuslarin kaudel uglarinin yanlarindan disa dogru
seminal vesikiillerin duktuslar1 geliserek seminal bezleri olusturur. Bezler, spermlerin

beslenmesini saglayan ejakiilat igindeki sivinin biiylik kisminin salgilandigi yapilardir (Moore

KM ve Persaud TVN, 2002).

2.1.2.2. Prostat

Uretranin prostatik parcasindan koken alan ¢ok sayidaki endodermal cikinti kendi
etrafindaki mezensimin igerisine dogru biiyiir. Prostatin glandiiler bez epiteli bu endodermal
hiicrelerden gelisirken, epitel hiicrelerini ¢evreleyen mezensimden ise diiz kaslar ve stroma

meydana gelmektedir (Moore KM ve Persaud TVN, 2002).

2.1.2.3. Bulboiiretral bezler

Uretranin spongioz pargasindan ¢iftler halinde disartya dogru biiyiiyen hiicrelerden
geligirler, goriinimi bezelyeyi andiran bu organlarin diiz kas hiicreleri ve stromasi gevre
dokuda bulunan mezensimden koken almaktadir. Bulboiiretral bezlerin iiretmis oldugu sagl

semen icerigine karigsmaktadir (Moore KM ve Persaud TVN, 2002).
2.1.3. Dis Genital Organlarin Gelisimi

Erkek fetiiste dis genital organlarin gelisimi fetal testisten salgilanan androjenlerin etkisi
altinda gergeklesmektedir. 7. hafta sonuna kadar dis genitallerin gelisimi her iki cinste de
birbirine benzer olarak devam ederken, 9. haftada cinsiyetin farklilagmasi ortaya ¢ikmakta fakat
12. hafta sonlarina kadar dis genitallerin farklilasmasi tam olarak gergeklesmemektedir (Sadler

TW, 2005).

Erkek dis genital organlarin gelisiminde fallus olusumu karakteristiktir. Primitif ¢izgiden
koken alan mezensim hiicrelerinin ¢ogalarak bir sislik seklinde olusturdugu kloakal kivrim
kloakal membranin kranialinde birleserek genital tiiberkiilii olusturur, genital tiiberkiiliin hizla
uzamasi ile bir primordiyal fallus olusur. Bu uzama sirasinda fallus iiretral kivrimi 6ne dogru
cekerek iiretral olugun yan duvarlarmin olugsmasini saglamis olur. Uretral oluk uzayan fallusun
kaudal ucuna kadar gelir ancak en u¢ noktasina ulasamaz bu olugun epiteli endodermal

kokenlidir ve bu epitel iiretral plagi olusturur. Fallusun hizla uzamasi ile penis olusur (Sadler
TW, 2005).
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Ugiincii aym sonunda, penisin ventral yiizeyi boyunca, iirogenital katlantilar, birbirleriyle
birleserek spongioz (penil) iiretra’ y1 olustururlar. Bu kanal fallusun ucuna kadar uzanmaz.
Penisin orta hattinda yiizey ektoderminin birlesmesi ile penil rafe olusur. Penil rafenini olusumu
ile penis igerisine spongioz iiretranin hapsedilmesi saglanmis olur. 4. ay civarinda glans penisin
uc kisminda, iiretranin en distal kismi ige dogru biiyliyen ektodermal kokenli bir kordon
meydana getirir, bu kordon penis kokiine dogru biiyliyerek spongioz tiretra ile birlesir. Daha
sonra bu kordonun kanalize olmasi ve spongioz iiretraya baglanmasi ile iiretranin terminal
parcasi tamamlanmis olur ve dis iiretral aciklik (eksternal uretral meatus) glans penis ucuna

acilmis olur (Sadler T.W, 2005; Moore KM ve Persaud TVN, 2002).

20. haftadaya gelindiginde, glans penisin ¢evre dokusunda sirkiiler olarak ektodermal bir
ice biiyiime gerceklesir. Bu ige biiylime kanalize oldugunda, prepus ad1 verilen ortiicii bir deri
katlantis1 da olusumunu tamamlamis olur. Penisin, korpus spongiozum ve korpora kavernosa
kisimlari, fallus mezensiminden gelisir. Erkekte son olarak skrotal siskinliklerin birbirine dogru
biiyiiylip birlesmesi sonucu skrotum meydana gelir. Bu birlesme sonucu bir birlesme ¢izgisi
olusur ve bu ¢izgi skrotal rafe olarak adlandirilir (Sadler T.W, 2005; Moore KM ve Persaud
TVN, 2002).

Testislerin inisi: Fetal gelisimin 26. haftasinda fetal testisler abdomenden skrotum
igerisine inmektedirler. Testislerin skrotum igerisine inisinde gubernakulumun testosteron
etkisi ile kisalmasi ve abdominal kavitenin de kendi yoniinde embriyonik gelisimi etkilidir.
Testosteron duyarli bir ligament olan gubarnekulum ayrica gelismekte olan skrotal kese ile her
bir testisin inferiyor kismi arasindaki baglantiy1 saglamaktadir. inguinal kanal abdominal kavite
ile skrotum arasinda dar bir ge¢it yapisindadir ve testisler bu yapi icerisinden gecerek skrotum
icerisine inerler. Testislerin skrotum igerisine inisinde; duktus deferens, otonomik sinirler, kan
ve lenf damarlarini ve testislerin anterolateral yiizegini kaplayan tunika vaginalis ad1 verilen
abdominan periton uzantisini da beraberinde gétiiriirler. Kriptorsidizm bir diger ad1 ile inmemis
testis, testislerin skrotum igerisine inmeleri sirasinda testis inisinin obstiiriiksiyona ugrayarak
gerceklesememesi  durumudur. Prematiire dogumlarin yaklasik %30’ unda tam term
dogumlarinda %1’ inde gdzlenen bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Moore KM ve

Persaud TVN, 2002; Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006).

Skrotal kese igerisindeki sicaklik viicut sicakligindan 2-3 derece daha diisiiktiir. Bu diisiik
sicaklik viicut icerisindeki sicaklikta da diretilebilen hormonlar i¢in gerekli olmasa da

spermatogenezisin gerg¢eklesebilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).
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2.1.4. Testis Histolojisi

Yetigkin testisleri, viicut boslugu disinda yer alan ve skrotal kese ad1 verilen cep seklinde
bir yap1 igerisinde uzanan bir ¢ift oval sekilli organdir. Her bir testis anteriér abdominal duvarin
tabakalar1 ile devamlilik gosteren ve skrotum igerisine uzanan uzun bir muskulofasiyal kesenin
ucunda asilidir. Testisler spermatik kordonlar tarafindan abdominal duvara baglhidirlar (Ross

MH ve Pawlina W, 2014).

Her bir testis, sira dist bir kalinliga sahip bag dokusu yapisindaki kapsiil olan tunika
albuginea tarafindan ¢evrelenmistir. Tunika albuginea testisin posterior yiiziinde kalinlagir, bu
kalinlasan bolgeye mediastinum testis adi verilir. Bu fibroz yap testislerin bez yapisina dogru
ilerler ve testikiiler lobiil adi verilen yaklasik 250 ila 300 piramidal lobiil olusturur. Her bir
lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1 ile 4 adet seminifer tiibiil ad1 verilen ince tiibiil yapisi
igerir. Seminifer tiibiilleri ¢evreleyen bag dokusu kan ve lenf damarlarindan zengindir. Bu bag
dokusu igerisinde ayrica sinirler, makrofajlar ve testis bag dokusuna 6zellesmis ve adrojen salgi
yapan Leydig hiicreleri gibi interstisyel hiicreler bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller, asil erkek
iireme hiicresi olan spermatozoonlarin olustugu ve bircok gorevinin yani1 sira
spermatogonyumlara desteklik saglayan sertoli hiicrelerinin bulundugu kisimlardir. Seminifer
tiibiillerin her biri yaklasik 150-250 pm ¢apinda ve 50 cm uzunlugundadir ve seminifer tiibiiller
U seklindeki iki ucu rete testise agilan tiibiil yapilaridir. Seminifer tiibiiller alisilmisin disinda
karmasik yapidaki spermatogenik serileri ve spermatogenik seri hiicrelerine nispeten oldukca
biiylik olan sertoli hiicrelerini iceren ¢ok katli bir epitel ile doselidir. Sertoli hiicreleri, bu
adlandirma disinda destek hiicreleri ya da sustentakiiler hiicreler olarak da bilinmektedir. Bu
hiicreler piiberteden sonra ¢ogalma o6zelliklerini yitiren hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri komsu
spermatogenik seri hiicreleri arasindaki bosluklar1 boylu boyunca dolduran boylelikle seminifer
tiibiillere yapisal olarak diizen veren, ¢ok sayida apikal ve lateral uzantilar1 olan prizmatik
goriiniimde hiicrelerdir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006; Jangueria LC
ve ark, 2006).

Spermatogenik hiicreler diizenli olarak spermatogenezis gegirerek olgun sperme doniisen
hiicrelerdir. Spermatogonium adi verilen kok hiicre gérevi goren immatiir spermatogenik
hiicreler bazal lamina tizerine dizilmislerdir. Spermatid adi verilen matiir hiicreler ise sertoli
hiicrelerinin liimene bakan apikal boéliimlerine tutunmuslardir. Spermatogenenizi takiben
spermin son halini aldig1 spermiyogenezis baslar ve artik olarak spermatid fazinin sonunda
olusan spermler sertoli hiicrelerinin apikalinden liimene birakilir. Peri tiibiiler doku olarak

bilinen tunika propria ¢ok tabakali bir bag dokusudur. Seminifer tiibiilleri ¢evreleyen bu bag
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dokusu bol sayida kan damarlari, yaygin lenf damarlari, seminifer tiibiiliiniin bazal laminasinin
disinda 3-5 tabaka miyoid hiicre ve kollajen fibrillerden olusmaktadir ve igerisinde fibroblast
bulundurmamaktadir. Tunika propria igerisinde bulunan miyoid hiicrelerin ince yapisi
incelendiginde bazal laminalarinda bol sayida aktin filamenti gozlenir, buna bagl olarak
miyoid hiicrelerinin diiz kas ile ilgili 6zellik gosterdigi sodylenebilmektedir. Ayrica bu
hiicrelerin fazla sayida endoplazmik retikulum icermeleri nedeni ile bu hiicrelerin olmayan
fibroblastlar yerine kollajen sentezleme rollerinin de oldugu diisiiniilmektedir. Kivriml
yapidaki her bir seminifer tiibiil sonlanirken lumeni daralir ve tubuli rekti denilen diiz tiibiiller
halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testise baglar. Rete testis,
seminifer epitelyumun triinleri olarak adlandirdigimiz testikiiler sperm, salgisal proteinler ve
iyonlari toplayan kanallar agidir. 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismini baglar
(Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006; Jangueria LC ve ark, 2006).

U " Spermatik kord
1l/8
- . Kan damarlan ve sinirler
/7 Semunifer tibiller
Epididimis (bas)
Duktul1 etterentes
Duktus (vas) deferens Pl S |
Rete Testis SR Ces 290 Testikiler lobuller
Tubiili rekti =1 =5 Septum
Epididimis (gévde) Tunika Albuginea
Tunika Vajinalis
Epididimis (kuvruk)

Sekil 4. Insan testisinin sagital kesitinin sematik diyagrami (Ross MH ve Pawlina W, 2006)

2.1.4.1 Seminifer epitelyum siklusu

Spermatogenetik hiicreler spermatogenezis Oncesi seminifer epitelyum iizerinde daginik
halde rastgele dizilmislerdir. Bir seminifer tiibiiliin herhangi bir boliimiinde farklilagsmanin tim

fazlar1 ardigik olarak olusur ve birbirleri ile spermatogenik kopriilerle baglilarken senkronize
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sekilde mitotik ve mayotik bolinmelerle olgunlasmaya baslarlar. Bu siklik siire¢ icerisinde
tanimlanabilen her bir hiicre toplulugu bir evre olarak tanimlanir ve seminifer tiibiiliin herhangi
bir bolgesinde ayni hiicre birligi ortiisiiniin ardigik olarak iki ortaya cikisi arasindaki evreler
serisi ‘seminifer epitelin bir siklusunu’ olusturmaktadir. Insanda seminifer epitelyum
siklusunda alt1 evre tanimlanmaktadir. Otoradyografik c¢aligmalar seminifer epitelyum
siklusunun siiresinin sabit oldugunu ve insanda yaklasik olarak 16 giin siirdiiglinii ortaya
koymaktadir. Insanda bir serinin spermatogenezisi tamamlayabilmesi i¢in her biri 16 giinden
4-6 siklusa yani ortalama 76 giine ihtiya¢ vardir. Olusan spermatislerin epididimisten gegisini
tamamlamasi iginse 12 giine ihtiya¢ duyulmaktadir. Insan testislerinde giinde yaklasik olarak
toplam 300 milyon spermatozoa liretilmektedir. Siklusun uzunlugu ve spermatogenezis igin
gecen siire sabittir ve her tiir i¢in kendine 06zgiidiir (Ross MH ve Pawlina W, 2014,

Kierszenbaum AL, 2006).

2.1.4.2 Seminifer epitelyum dalgalar

Seminifer epitelyum dalgalar1 seminifer tiibiil uzunlugu boyunca hiicresel evrelerin
diizenli bir bigimde birbirini takip ederek gelismesinin dagilimi olarak tanimlanmaktadir.
Insanda her bir hiicre siklusunun evreleri insan seminifer tiibiiliinde yama benzeri bir dagilima
sahiptir ve buna bagl olarak insan seminifer tiibiiliinden alinan bir transfer kesitte tiibiiliin
cevresi boyunca siklusunun alt1 farkli evresi ortaya konabilmektedir (Ross MH ve Pawlina W,

2014; Kierszenbaum AL, 2006).

2.1.4.3 Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiil epitelinin asil epitelyum hiicrelerini olusturmaktadir.
Sustentakiiler hiicreler olarak da adlandirilan sertoli hiicreleri uzun prizmatik replike olmayan
ve ¢ok tabakali seminifer epitelyumun bazal laminasi iizerine oturmus hiicrelerdir. Sertoli
hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelin baskin hiicrelerdir (Ross MH ve Pawlina W, 2014;
Kierszenbaum AL, 2006).

Puberteden sonra, seminifer epitelde kok hiicre gérevindeki spermatogoniumlarin mitoz
ve akabinde mayoz bdliinmeler gegirerek spermatogenezise baslamasi ile sertoli hiicreleri
seminifer epitelin yaklasik %10’ luk kismini olusturur. Yasin ilerlemesi ve spermatogenezisin
azalmasi ile sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelirler (Ross MH ve Pawlina

W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006; Ovalle ve Nahirney, 2009; Junqueira ve ark, 2006).

Puberteden sonra post mitotik olan sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 organelce

zengindir. Sitoplazmasinda yaygin bir agraniiler endoplazmik retikulum agi, iyi gelismis bir
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graniillii endoplazmik retikulum, anniiler lameller iyi gelismis golgi kompleksi, ¢ok sayida
mitokondri ve lizozom, lipid damlacigi, lipofuksin pigmenti, glikojen graniilleri ve mikrotiibiil
ve ara filamanlardan olusan zengin bir hiicre iskeletine sahiptir. Sertoli hiicreleri aktif
hiicrelerdir. Bu nedenle 6kromatik bir nukleusa sahiptir. Nukleus genelde oval veya {liggen
sekilli olabilmektedir. Oluklu bir yapida olan ¢ekirdek heterokromatin kitleleri igeren biiyiik bir
nukleolusa sahiptir. Niikleusun bulundugu yer ve sekli degiskenlik gostermektedir. Hiicrenin
bazallinde yass1 bir sekilde bulunabildigi gibi, licgen ya da oval sekilli olup hiicrenin bazaline
yakinda konumlanabilmektedir. Insanlarda sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda &zel
inkliizyon cisimcikleri bulunur. Bu inkliizyon cisimciklerine Charcot Bottcher cisimleri
denmektedir. 10-15 mikrometre uzunlugunda 1 mikrometre genisligindeki ince fuziform
kristeloidler 151k mikroskobik olarak da goriintiilenebilmektedir. Ultrastriiktiirel olarak ise 15
nm c¢apinda paralel seyirli filament demetleri seklinde gozlenir. Bu yapilarin, kimyasal
organizasyonlar1 ve istlendikleri roller tam olarak bilinmemesine ragmen son g¢aligmalar bu
yapilarda lipoprotein reseptor (CLA-1) proteinlerinin biriktigini buna bagl olarakta, inkliizyon
cisimciklerinin lipid transportunda ve sertoli hiicreleri tarafindan lipidlerin kullaniminda

fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).

Seminifer tiibiiliin epitelinde yan yana bulunan sertoli hiicreleri, taban ve yan yiizlerinde
bulunan siki baglantilar ile birbirlerine tutunmaktadir. Bu baglant1 ile epitelyum bazal ve
abdominal kompartmanlara ayrilir. Bu sertoli-sertoli hiicresi baglantt kompleksi, seminifer
epiteli bazal ve adluminal kompartmana bolmektedir. Bu yapiya bagl olarak olusan kan testis
bariyeri spermatogonium ve primer spermatositleri yukarida bulunan sekonder spermatosit ve

spermatidlerden ayirir (Ober A, 2006).

Kan testis bariyeri, seminifer tiibiil liimeninin i¢inde bulunan sekonder spermatositleri ve
spermatidleri dolasim sistemi elemanlarindan bir bagka deyisle antijenlerden ayirir. Bu sayede
spermatogenezisini tamamlamis olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlara
kars1 korur (Kierszenbaum AL, 2006; Junqueira LC ve Carneiro J, 2003; Ross MH ve Pawlina
W, 2014).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar1 sunlardir;

1. Spermatogenik serilere yapisal desteklik saglarken onlarm, korunmasi ve
beslenmesinden de sorumludur. Birbirleri ile sitoplazmik kopriiler ile baglanmis olan
spermatojenik seri hiicreleri, sertoli hiicrelerinin sitoplazmik dallanmalar ile fiziksel olarak

desteklenir. Kan-testis bariyeri ile sekonder spermatositler ve spermatidlerin kan dolagimi ile
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baglantis1 kesildigi i¢in, bu hiicrelerin besin aligverisi sertoli hiicreleri vasitast ile

gerceklesmektedir (Junqueira ve ark, 2006).

2. Fagositoz 6zelligi ile spermiyogenezis geciren spermatidlerin rezidiiel cisimcik olarak
adlandirilan fazla sitoplazmasini parcalar bunun yani sira sertoli hiicreleri tarafindan gelisimini
tamamlayamamis hiicreler ve dejeneratif spermatojenik hiicreler de fagosite edilir (Junqueira

ve Carneiro).

3. Embriyonik gelisim sirasinda miiller kanalinin gelisimini baskilayarak erkek yoniinde
ilerleyecek olan fetusta miiller (paramezonefrik) kanalllarinin gerilemesinden sorumlu anti-

miillerian hormonu salgilar (Junqueira ve Carneiro, 2003).

4. Sertoli hiicreleri olgunlagmakta olan spermin seminifer tiibiillerden genital kanallar
yoniinde tasinmasi i¢in kullanilan siviyr liretmektedir. Sertoli hiicreleri androjen baglayici
protein salgilayarak spermatogoniumlarin olgun bir sperm haline donilismesi icin gerekli
testosteronu seminifer tiibiillerin luminal kompartmanina birakmaktadir (Ross MH ve Pawlina

W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006, Junqueira ve Carneiro, 2003).

5. Folliikiil stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda sertoli hiicreleri
androjen baglayici protein salgilayarak spermatogoniumlarin olgun bir sperm haline doniismesi

icin gerekli testosteronu seminifer tiibiillerin luminal kompartmanina birakmaktadir (Ross MH

ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006).

2.1.4.4 Leydig hiicreleri

Intersitisyel hiicreler olarak ta adlandirilan leydig hiicreleri eozinofik boyanan poligonal
hiicrelerdir. Biiyiik olan bu hiicrelerin ¢ekirdegi merkezin disinda ve bir ya da iki ¢ekirdeke¢ik
icermektedir. Hiicre sitoplazmasi testosteron iiretimine bagli olarak yiliksek oranda lipit
icermesine bagli olarak kopiiksii sekilde goriilmektedir. Leydig hiicrelerinde lipofuksin
pigmenti ve ¢ubuk seklindeki sitoplazmik kristaller olan reinke kristalleri bulunmaktadir. Bu
kristallerin kesin yap1 ve fonksiyonu tam olarak bilinemese de hiicrenin bir protein {riinii
oldugu diistiniilmektedir (Ross MH ve Kierszenbaum AL, 2006). Bu kristaloid inkliizyonlar
plberteden once goriilmemektedir ve yas ilerledikce sayilar1 artmaktadir. Steroid salgi yapan
hiicrelere 6zgii bir 6zellik olan siki paketlenmis ve yogun bir diiz endoplazmik retikuluma
sahiptir. Testosteron kolestrolden iiretilmektedir. Kolestrol ya dogrudan diiz endoplazmik
retikulum zarinda sentezlenmekte ya da dolasimdaki diisiik lipoprotoin molekiillerinden
uretilmektedir. Gerektiginde kullanilmak {iizere lipit damlaciklarinda da kolestrol

depolanmaktadir. Kolestrol tasiyici proteinler vasitasi ile mitokondrilerin i¢ zar yapisina taginir
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daha sonra luteinizan hormon etkisi ile kolestrol pregnanola ¢evrilir. Mitokondrion zarindan
diiz endoplazmik retikuluma aktarilan pregnanolon diiz endoplazmik retikulumda bulunan
enzimler tarafindan islenerek testesterona c¢evrilir. Araliksiz olarak sentezi devam eden
testesteron hiicre zarindan difiizyonla gegerek hiicre dis1 alana salinarak dolasimdaki steroid
baglayici proteinlere baglanir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006; Ovalle
ve Nahirney, 2009).

SPERMATOGENIK
HUCRELER

Spermiyum (n)

4
Olgun spermatid

A
Genc spermatid (n)

A
Sekonder Spermatosit (2n)

T

Primer Spermatosit (2n)

T ) P f
Bazal membran : e (\J"ﬁ W B Spermatogonyum

Kapiller w ;
Leydig hiicresi — J \ = Q

Sekil 5. Seminifer tiibiil epitelyum hiicreleri ve c¢evre doku hiicrelerini gosteren sematik
diyagram (Jangueria LC ve Carneiro J, 2003)

Sertoli hiicre cekirdegi

2.1.5. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumlardan olgun sperm olusana kadar gegen siire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Spermlerin tiretildigi bu kompleks siirecte bir seri olay ger¢eklesmektedir.
Puberteden kisa bir siire once, hipofizden salgilanan gonodotropinlerin seviyelerindeki artigin
etkisi ile baslar ve yasam boyu devam eder. Spermatogenez tanimlatici olabilmesi i¢in ii¢ ayri
faza ayrilmaktadir; spermatogonyal faz, spermatosit fazi (mayoz) ve spermatid fazi

(spermiyogenez) (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006).
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2.1.5.1.Spermatogonyal faz

Spermatogonyumlar testis dokusunda bazal kompartmanda bulunan, yaklagik 12 um
capindaki bazal lamina ile direkt olarak iliskide bulunan diploid spermatogenik kok hiicrelerdir.
Spermatogonial kok hiicreler erkek fertilitesindeki yeri ¢ok bliyiiktiir. Bu hiicrelerin kanser
kemoterapisine ve radyasyona direngleri yiiksektir. Bu hiicrelerin somotik hiicreler gibi mitoz
boliinme ile bolinmesi ile hem kendi yerlerine gececek olan hiicreleri hem de primer
spermatositlere ~ farklilasacak  olan  spermatogonyum  hiicrelerini  olustururlar.
Spermatogoniumlar sik mitoz gostermektedirler ve bu mitoz erkeklerde ileri yaslara kadar
devam etmektedir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006). Seminifer tiibiil
epitelinin bazal kompartmaninda, sertoli hiicreleri arasinda yerlesik iki tip hiicre mevcuttur; bu
hiicreler spermatogonyum A ve spermatogonyum B olarak adlandirilmaktadir (Kierszenbaum

AL, 2006).

Niikleuslarinin histolojik goriiniimiine gore spermatogonuyum A kok hiicreler, A tipi
(koyu) spermatogonyumlar ve A tipi (agik) spermatogonyumlar olmak iizere ikiye ayrilir. A
tipi (koyu) spermatogonyumlarin seminifer epitelin kok hiicreleri oldugu diistiniilmektedir ve
bu spermatogoniumlar ya spermatogonium epiteline kaynak olusturacak sekilde ¢ogalan A tipi
(koyu) spermatogonyumlara ya da A tipi (koyu) spermatogonyumlar kok hiicre toplulugunu
terk ederek her biri daha iyi farklanmis A tipi (acik) spermatogonyum dizilerine kaynak
olusturacak spermatogonyumlara farklanirlar. A tipi (acik) spermatogonyumlart da birkag
mitotik bdliinme gegirirler ve A tipi (agik) spermatogonyumlarinda son boliinmesinden sonra
B tipi spermatogonyumlar meydana gelir. B tipi spermatogonyumlarin daha sonra mitoz
bolinme gegirmeleri ile primer spermatosit meydana gelir. Primer spermatositler,
spermatogenezin, mayoz fazinin baslangicin1 olustururlar (Ross MH ve Pawlina W, 2014;
Kierszenbaum AL, 2006). Bir A tipi koyu spermatogoniumun, A tipi acik spermatogoniuma
mitoz ile boliinmesinde bilinen mitoz boliinmeden farki kardes hiicrelerin birbirlerine ince bir
sitoplazmik koprii ile baglanmasidir. Bu baglant1 baslangigtaki A tipi koyu spermatogoniumun
tim soyu icin gegerlidir ve birbirleri ile bir inci dizisi gibi baglidirlar ve bu bag

spermatogenezisin son agamasina kadar devam etmektedir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

2.1.5.2.Spermatosit Faz1 (Mayoz):

Spermatosit fazinda ana amag¢ primer spermatositlerin mayoz boliinme gegirerek hem
kromozom sayilarin1 hem de DNA miktarinin yariya indirmektir. B tipi spermatogonyumlarin

mitotik boliinmeleri sonucunda primer spermatositler meydana gelir. Primer spermatositlerin

18



olusumundan kisa bir siire sonra mayoz bolinmeden hemen 6nce DNA replikasyonu
gerceklesir; boylece her spermatosit iki katt DNA (4c¢) ve normal sayida kromozom (2n) igerir.
Insan primer spermatositleri yaklasik olarak 22 giin siirecek olan mayoz I’ in profazinda
kromozomlar1 olusturacak sekilde yogunlasir. Profaz sonunda homolog kromozomlar metafaz
cizgisinde dizilirler. Mayoz I sonunda DNA miktar1 ve kromozom sayis1 yariya diiser. Birinci
mayoz boliinme ile olusan sekonder spermatosit haploid kromozom (n) ve 2¢ miktarda DNA
igerir. Birinci mayozun profazinda paternal ve maternal DNA’nin homolog kisimlar1 birbiriyle
kars1 karsiya gelir ve kardes olmayan kromatidler arasinda krossing over baslar. Boylece

genetik ¢esitlilik saglanmis olur (Kierszenbaum A, 2006).

Sekonder spermatosit DNA sentezi olmadan ikinci mayotik bolinmenin profazina
gecer. Metafazda kardes kromatidler ayrilir ve boliinme tamamlandiginda 1n kromozom ve 1c

miktarda DNA igeren iki haploid spermatid olusur (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

tip A koyu sparmategonyumlar
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O\ tip A agik spermatogonyumiar

tip A agik spermatogonyumiar

OO OO tip A agik spermatogonyumlar

40@ g ;@O\ tip A agik spermatogonyumlar
/M » Y tip B
OVOYOMOYOONTY OV OXOXONOXO XX spermatogonyumlar
m primer spermatositler

)

\\v \\ \I \_‘;

( ’ { [ ‘ ‘ \ (
WL WL \

LOCOCOTOTOOTOTKO0- rediel csmeiir

/’sz\ \N spermatozoa

Sekil 6. Spermatogenik hiicre serilerini gosteren sematik diyagrami (Ross MH ve Pawlina W,
2014)
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2.1.5.3.Spermatid Faz1 (Spermiyogenez)

Spermiyogenez, spermatogenezin son agamasidir. Spermatid fazinda spermatidler olgun
sperm yapisi kazanmak i¢in yliksek diizeyde yeniden sekillenmeye ugrarlar. Bu asamada artik
daha fazla hiicre boliinmesi gerceklesmez. Haploid yapidaki yuvarlak hiicreler morfolojik
degisime ugrar olusacak olan matiir spermde haploiddir. Bir sperm sadece bir oositi fertilize

ettigi zaman diploid yap1 yeniden olusur (Menscher, 2015).
Spermiyogenez dort fazda meydana gelmektedir:

1. Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasinda belirgin bir golgi kompleksi,
mitokondriyonlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum
bulunur. Bu faz spermatidin golgi kopleksinde bulunan ¢ok sayidaki periodik asit schiff
(PAS) pozitif graniilleri ile karakterizedir. Bu proakrozomal graniiller akrozomal vezikiil
ad1 verilen zar ile ¢evrelenmis bir vezikiil yapist olusturmak icin bir araya gelirler. Bu
akrozomal verzikiil daha sonra akrozomal kepi olusturacaktir. Bu vezikiiliin olustugu
kisim olugacak olan spermin 6n kutbunu belirlemektedir. Bu asamada sentriollerde olusan
bu vezikiiliin tam zit kutbuna giderek olusacak olan spermin arka kutbuna yerlesirler.

2. Kep Fazi: akrozomal vezikiillerin ¢ekirdegin 6n yaris1 lizerinde yayilarak
akrozamal kepi olusturdugu fazdir. Akrozomal kepin altinda bulunan cekirdek zari
porlarin1 kaybeder ve kalinlasir. Niikleer igerik ayni zamanda yogunlagsmaya baglar.

3. Akrozom Fazi: Akrozom fazinda spermatid kendini yeniden hizalar, kondanse
olan (yogunlasan) niikleus yassilasir ve uzar. Bas sertoli hiicrelerinin igerisine tam olarak
gomiiliir sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kismina yerlesik, silindirik bir kilif
olan mangeti olustururlar. Mangset spermatidin arka kutbuna dogru uzanir. Gelismekte
olan flagellum seminifer tiibiiliin limenine dogru uzar. Flagellumun gelisimini baglatan
sentriyoller ¢ekirdegin arka kismina gegerek burada spermin boyun kismini olusturmak
tizere modifiye olurlar. Cekirdege s1g bir oluk ile tutunan sentriyollerden 9 fibril yapisi
gelisir ve kuyrugun igine dogru dis yogun fibrilleri olusturur. Cekirdegin flagellumla
birlestigi kisma baglanti parcasi denmektedir ve baglant1 pargasi proksimal ve distal
sentriyolden olusmaktadir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006).
Flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanan mitokondrionlar daha kalin bir bdlge
olan orta pargayr olusturur. Bu bdlge de bulunan mitokondriumlar spermiyumlarin
hareketi i¢in gerekli olan enerjinin kaynagidir (Oko, 1991). Orta parcanin distalinde iki
stitiin ve ¢cok sayida baglant1 kusagindan olusan esas pargayi saran fibroz kilif flagellumun

neredeyse ucuna kadar uzanmaktadir. Flagellumun ug kisminda kalan fibr6z kilif ile sarili
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bulunmayan kisim son parga olarak isimlendirilmektedir. Akrozom; hyalunoridaz,
néraminidaz asit fosfotaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimleri igerir ve bu yapist ile
Ozellesmis bir lizozom gibi islev goriir. Olgun bir sperm bir sekonder oositle
karsilastiginda akrozomun dis zar1 bircok farkli bolgede plazma zan ile kaynasir ve
akrozom enzimleri hiicre disina salinir. Bu olay akrozom reaksiyonu olarak bilinir ve
fertilizasyonun ilk basamagidir (Kierszenbaum AL, 2006).

4, Olgunlagsma Fazi: Bu fazda somotik histonlar protamin denilen, arjinin ve
lizinden zengin ¢ekirdek proteinleri ile yer degistirir. Bu olay sonucunda olgunlasma
fazinda ¢ekirdekte kromatin yogunlagsmasi gozlenmektedir. Spermin genomik DNA'sin1
sabitlemek ve korumak i¢in gerekli bir siirectir. Somatik histonlarin protaminlerle yer
degistirmesinin  ardindan, niikleozomlar kaybolur ve c¢ekirdek materyalini
yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilirler. Cekirdek uzar ve yogunlasir,
manset kaudal yonde gdc¢ eder. Olgunlasma, cekirdek yogunlasip, manget dagilmaya
basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda tamamlanir (Kierszenbaum
AL, 2006). Spermatidin olgunlasmasinin tamamlandigi bu son fazda flagellumun
cevresindeki fazla sitoplazma baska bir ifade ile rezidual cisimcik sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir. Artik matiir spermatozoa son halini almistir (Ross MH ve

Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006).
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Sekil 7. Spermiyogenez fazinda spermatidlerde meydana gelen degisimleri gosteren sematik
diyagram (Jangueria LC ve Carneiro J, 2003)
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2.1.6. Sperm Yapisi

Spermiyogenezis sonrasi essiz bir hiicre olan matiir sperm olusur. Olgun insan spermi,
60 um uzunlugundadir. Son derece 6zellesmis olan olgun sperm hiicresi iki ana elemandan
olusmaktadir. Bunlar bas ve kuyruk kismidir. Bas ve kuyruk birbirlerine bir baglant1 pargasi ile
baglanmis durumdadir. Sperm 4,5 pum uzunlugunda, 3 pm ¢apinda ve 1um kalinliginda yassi
ve silindir sekilde bir basa sahiptir. Sperm basinin 3/2° lik 6n kismi akrozom ile sarili bir
cekirdek, sitoplazma ve sito iskeletal yapilar olusturur (Sutovsky P ve Manandhar G, 2006).

Akrozomal kep, hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve akrozin adi verilen tripsin
benzeri bir proteaz igermektedir. Akrozomdan salinan bu enzimler, fertilizasyon sirasinda
salinmaktadirlar ve o ana kadar inaktif olarak kalirlar. Matilir spermin ovuma temasi ile
akrozomal enzimlerin salin1 verilmesi akrozoamal reaksiyonun ilk basamagini olusturur. Bu
siire¢ sperm penetrasyonunu ve onun akabinde de fertilizasyonu kolaylastir ve artik ovuma

baska spermlerin girmesi dnlenir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Kierszenbaum AL, 2006).

Sperm kuyrugu proksimalden distale dogru; boyun ya da diger bir adi ile baglanti
pargasi, orta par¢a, esas parca ve son par¢a olmak iizere boliimlere ayrilir (Fawcett, 1975).
Boyun, kuyruk ve bas kisminin baglant1 bolgesidir ve kuyruk boyunca devam eder. Orta parga
mitokondrionlarin sarmal bir sekilde yer aldigi kisimdir ve 7pum uzunlugundadir. Sperm
metabolizmasi ve kuyruk hareketi i¢in gerekli olan enerji bu orta par¢ada sarmal sekilde
bulunan mitokondrionlardan saglanmaktadir. Esas par¢a 40 pum uzunlugunda, fibroz kilif ile
cevrili dis yogun fibrillere desteklik saglayan kisimdir. Son parca olgun sperm de kuyrugun
terminal kismini olusturan yaklasik 5 pm kisimdir ve sadece hiicre zari ile ¢evrili axonemal

kompleksi igermektedir (Ovalle WK ve Nahirney PC, 2009).
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Sekil 8. insanda olgun bir spermatozoanin diyagrami (Ovalle WK ve Nahirney PC, 2009)

2.1.6.1. Testislerin kanlanmasi

Testislerin her biri abdominal aortanin bir dali olan testikiiler arter yolu ile
kanlanmaktadir (Colgar U ve Arict A, 2006). Testikiiler arterler testislere yaklasinca oldukga
kivrimli bir hal alir ve panpiniform ven6z pluksus adi verilen testisten absominak venlere kani
tastyan venoz pluksus ile ¢cevrelenmistir. Bu diizenek damarlar arasindaki 1s1 degisimine bagli
olarak skrotum igerisindeki testislerin daha diisiik sicaklikta muhafaza edilmesini saglamis olur.
Testislerdeki zit yonlii akim sicaklik degisim mekanizmast ile testisten donen soguk vendz kan
ile abdominal bolgeden gelen sicakkan sogutulmus olur. Bunun yaninda kremaster kasi olarak
adlandirilan ve lifleri abdominal duvarin internal obdaminal oblik kasindan koken alan kas
demetinin kontraksiyonu testisleri abdominal duvara yaklastirirken gevsemesi testisleri
skrotumun igerisinde asagiya indirir. Diislik sicakliklarda dartos kasinda kontraksiyonlar
olusturur. Bu kaslardaki kontraksiyonlar ile skrotum igerisinde sicaklik kaybinin diizenlenmesi

skrotal kesenin biiziisiip gevsemesi ile gerceklesir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

2.1.6.2. Kan testis bariyeri

Sertoli sertoli sik1 baglant1 alanlar1 kan testis bariyerinin bulundugu alanlardir. Kan testis
bariyeri seminefer tiibiil epitelinde iyon, aminoasit ve karbonhidrat ve protein bilesenleri i¢in

fizyolojik bir tabakalanmanin olusabilmesi i¢in gereklidir. Bu bariyerin yardimi ile plazma
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proteinleri ve dolasimdaki antikorlar seminifer tiibiil liimenlerinden uzak tutulmus olur.
Spermatogenezis ile spermatogonuyumlarin farklilasmasi sperme 6zgii proteinlerin salinimina
yol acar. Seksiiel olgunlagsma immun bilesenlerin olusumundan ¢ok daha sonra ortaya ¢iktigi
icin diferansiye olan sperm hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve germ hiicrelerinin yok
edilmesine neden olabilecek bir immiin yanita neden olabilir. Kan testis bariyeri gelisen
spermatogenik hiicre serileri ile immun sistem arasindaki herhangi bir girisimi elemine
etmektedir. Kan testis bariyeri seminifer tiibiillere immunoglobiinlerin ge¢mesini engeller.
Boylelikle sertoli hiicreleri vasitast ile seminifer epitelyum herhangi bir otolimmin

reaksiyondan korunmus olur (Ross MH ve Pawlina W, 2014; RO ve ark, 1993).

Adluminal
kompartman (mavi)

Olgun spermatidier ~—_

Geng spermatidler —

Sertoli hiicreleri —————]

Spermatosit

Spermatogonyum —__ |

Bazal kompartman
(kirmmizi)

Miyoid hicre

Endotel
hicreleri

Kapiler lGmeni

Sekil 9. Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kan testis bariyerinin sematik diyagrami (Jangueria LC
ve Carneiro J, 2003)

2.1.7. Testis i¢ci Genital Kanallar

Tubuli rekti, rete testis ve duktus efferentes, testis i¢i genital kanallar olarak

adlandirilmaktadir.
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2.1.7.1. Tubuli rekti

Seminifer tiibiillerin cogu loplu bir yapiya sahiptir, bu tiibiillerin her iki ucu tubuli rekti
ad1 verilen ve dallanma gostermeyip diiz olan tiibiillerle rete testise baglanir. Tubuli rekti,
testisin mediastinumunda yer alan tubuli rektide spermatogenik hiicrelerin dereceli olarak
kaybolmasina bagli olarak bu tiibiillerde artik sadece sertoli hiicreleri bulunmaktadir. Tubuli
rektinin baglangi¢c kismi baglangi¢ siki bag dokusu yapisinda bir kilift ile desteklenmistir ve
kiibik epitelyum ile doseli ana kisim ile devam eder (Jangueria LC ve ark, 2006).

2.1.7.2. Rete testis

Tubuli rekti mediastrimun oldukg¢a vaskiiler bag dokusu icerisinde karmasik bir yapiyla
birbirlerine baglanan kanallarlardan olusan rete testisin igine bosalir. Rete testis apikal yiizeyi
mikrovilluslar ve tek bir sil iceren kiibik epitel ya da algak prizmatik epitelyum ile doselidir.
Rete testiste ulagsan spermlerin kuyruklarinda zayif bir titresim hareketi gozlenmektedir (Ross

MH ve Pawlina W, 2014; Jangueria LC ve ark, 2006).
2.1.7.3. Duktuli efferentes

Insanda yaklasik olarak 20 adet duktili efferentes mediastinumun siiperidr ugundaki rete
testisin kanallarin1 duktus epididimisin proksimal parcasina baglar. Testisten ¢ikan duktus
efferentes son derece kivrimli bir hal alirken 6-10 adet konik kiitle olusturur. Bu yapilar
epididimisin bag kismini olusturur ve koni vaskiilozi adini alir (Ross MH ve Pawlina W, 2014).
Duktuli deferentes luminal ylizeye testere disi goriiniimii veren yalanci ¢ok katl prizmatik
epitelyum ile doselidir. Prizmatik hiicreler arasinda epitelyal kok hiicre olarak gdrev yapan
bazal hiicreler bulunur. Prizmatik hiicreler silyumludur. Silyum bulundurmayan prizmatik
hiicrelerde ise ¢ok sayida mikrovillus apikal yiizeyde invaginasyonlar, pinositotik vezikiiller ve
endositotik yap1 ile iligkili diger sitoplazmik igerik bulunur. Silyasiz hiicreler tarafindan
seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu duktuli efferenteste geri emilir. Silyal1 hiicrenin
saglamis oldugu siv1 akimi ile spermiyumlarin epididimise dogru stipiiriilmesi saglanmis olur.
Duktuli efferentes tiibiilleri epididmise dogru ilerledik¢e birlesip epididimisin duktus
epididimisini olusturur (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Jangueria LC ve ark, 2006, 1993;
Kierszenbaum AL, 2006).

2.1.8. Genital Bosaltim Kanallari

Testiste iiretilen spermiyumlar1 penil yollara dogru tasiyan kanallar duktus epididimis,

duktus deferens (vas deferens) ve duktus ejekulatoryus’dur.
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2.1.8.1. Duktus epididimis

Duktili eferentes ve duktus epididimis ikisi birlikte epididimisi olusturmaktadir. Duktus
epididimis yliksek diizeyde kivrimli bir yapiya sahip, yaklasik 4-6 pm uzunlugunda bir yapidir.
Epididimis {i¢ ana boliime ayrilir; bas, govde ve kuyruk. Bas kismini duktus derefentes
olustururken govde ve kuyruk kismini duktus epididimis olusturmaktadir. Testiste yeni
tiretilmis ve epididinmise giren spermler, duktus epididimiste ilerlemeleri sirasinda hareket ve
fertilizasyon yetenegi kazanirlar ve artik epididimisin son kisminda toplanan spermler, ileri
dogru hareket yetenegi gostermektedirler. Duktus epididimis yuvarlak bazal hiicreler ve
prizmatik ve esas hiicre adin1 alan stereosilyal1 yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir.
Bu hiicrelerin iizerine oturduklar1 bazal lamina, diiz kas hiicreleri ve kan kapillerlerinden zengin
bag dokusu ile ¢evrelenmis durumdadir. Prizmatik esas hiicrelerinin yiizeylerinde bulunan
stereosiliyalar, epididimin bag bolgesinde dallanmalar gosterir ve uzundur. Kuyruk bolgesinde
bulunan prizmatik hiicrelerin stereosilyalari ise daha kisadir. Prizmatik esas hiicreler, lizozom
ve iyi gelismis bir golgi aygitt igerir. Epididimis icerisinde eferent kanalciklarda ve duktus
epididimisin esas hiicreleri tarafindan testikiiler sivinin yaklagik %90’ 1 emilmektedir. Bazal
hiicreler ise bir kok hiicre gorevi iistlenerek esas hiicrelerin farklilagmamig onciilleri olarak
disiiniilmektedir. Ayrica epitelyum igerisinde halo hiicreleri olarak adlandirilan go¢ eden
lenfositler bulunmaktadir. Epididimis epiteli bosaltim kanallar sistemi icerisinde lenfositlerin
bulundugu en iist seviyeyi temsil etmektedir. Duktus epididimisin bag dokusunda bulunan diiz
kaslarin peristaltik hareketleri ile spermin hareket yetenegini kazanana kadar kanallar boyunca

ilerlemesi saglanmis olur (Ross MH ve Pawlina W, 2014).

2.1.8.2. Duktus deferens

Duktus deferens bir diger ad1 ile vaz deferens spermin izledigi yolda en uzun bosaltim
kanali olarak bilinmektedir. Kalin miiskiiler duvarli epididimisin kuyruk kisminin diiz bir tiip
olarak devamidir ve prostatik lretraya agilir. Duktus deferentesin en tipik 6zelligi dar bir
limene ve kalin bir diiz kas tabakaya sahip olmasidir. Duktus deferentes yiizeyi yalanci ¢ok
katli prizmatik epitel ile doselidir ve epitelyum hiicrelerin yiizeyi stereosilyalidir. Elastik
liflerden zengin bag dokusu lamina propriay1 olusturmaktadir. Dista ve icte longitudinal, ortada
sirkiiler kalin bir kas tabakasindan olusmustur. Spermatik kordonun bir pargasi olarak bilinen
duktus deferens prostata girmeden 6nce genisler ve ampulla denilen kism1 olusturur. Bu alan
epitel kalinlagsmas1 ve fazla sayida kivrimlar yapmasi ile karakterizedir. Seminal vezikiiller

ampullanin son kisminda duktusa katilirlar (Junqueira LC ve Carneiro J, 2003).
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2.1.8.3. Duktus ejakulatorius

Duktus deferensin ampullasi, vezikula seminalisin kanali ile birlesir ve ejakulatuar kanal
olarak prostad bezinin igerisine girerek prostatik tiretraya a¢ilir. Ejakulatuar kanalin duvarinda
bir kas tabakasi bulunmayip prostadin fibromiiskiiler tabakasi onun yerini alir (Ross MH ve

Pawlina W, 2014).

2.1.9. Yardimc1 Ureme Bezleri

Vezikiila seminalis, prostat bezi ve bulboiiretral bezler erkek lireme sisteminin yardimci
iireme bezleri olarak adlandirilmaktadir. Vezikiila seminalis ve prostat androjenlerin kontroli

altinda seminal sivinin ¢gogunu tiretir (Junqueira LC ve Carneiro J, 2003).

2.1.9.1. Vezikiila seminalis

Bir diger degisle seminal vezikiiller, mesanenin posteriyoriinde, duktus deferentesin
ampullasina paralel olarak konumlanms, iki adet yaklasik 15 cm uzunlugunda ve yiiksek
diizeyde katlantili tiibiiler bir bezdir (Ross MH ve Pawlina W, 2014). Salg1 histolojik yapist
incelendiginde, protein sentezleyen hiicre yapisina sahip tek katli kiibikten yalanci ¢ok katli
prizmatige dogru degisen bir epitel ile ortiiliidiir ve graniillerinden zengin epitelyum katlantili
mukoza kivrimlar i¢ermektedir. Seminal vezikiillerin dairesel ve uzunlamasina diiz kas
tabakalar1 ile ¢evrili lamina probriasi elastik liflerden zengindir. Seminal vezikiillerin salgisi
viskdz beyazimsi sar1 renktedir. Sperm aktivitesi i¢in gerekli olan fruktozdan zengin bu salgi,
sitrat, inositol, prostaglandinler ve ¢esitli proteinleri de icermektedir. Androjenlerin kontrolii
altinda seminal vezikiiller tarafindan {retilen ve seminal siviya salgilanan fruktoz gibi
karbonhidratlar sperm hareketleri i¢in gerekli enerji kaynagini olustururlar. Seminal vezikiiller
insan ejekiilatinin %70 ini olusturmaktadir (Junqueira LC ve Carneiro J, 2003; Ross MH ve

Pawlina W, 2014).

2.1.9.2. Prostat

Prostat, erkek lireme sisteminin en biiylik yardimer lireme bezidir. Biiylikligi ve sekli
cevize bezeyen prostad dallanmis, 30-50 adet tiibiiloalveoler bezin olusturdugu bir bezdir ve bu
bezlerin kanallar prostatik iiretraya acilir. Prostad bezinin ana gdrevi seminal s1vi olusumuna
katk1 saglar. Yetiskin prostat parankimi, santral zon denilen merkezi bolgedir. Prostad bezinin
icerisinden gecen ejakulatuar kanali ¢evrelemektedir ve bez dokusunun %25’ ini olusturur.

Merkezi zon yalanci ¢ok katli bir epiteli ile doselidir. Ikinci olarak periferik zondan sz edilir;
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periferik zon prostad bez dokusunun %70’ ini olusturmaktadir. Periferik zonun epiteli daha
diizgiindiir ve prostat kanserinin gelistigi baglica bolge periferik zondur. Bir diger bolge olan
transizyonel (gecis) zonu prostadik iiretyay1 ¢evrelemektedir ve prostad bezinin %5’ lik kismini
olusturmaktadir. Son olarakta mukozal ve submukazal bezleri igiren periiiretral zon
bulunmaktadir (Ross MH ve Pawlina W, 2014; Junqueira LC ve Carneiro J, 2003). Prostatik
bezlerin liimeninde genellikle glikoproteinden zengin 0,2-2 mm kiiciik yuvarlak cisimcikler
bulunur. Bunlar korpora amilasea olarak isimlendirilen prostat taslaridir. Sayilar1 yasla birlikte
artan ve cogunlukla kalsifiye olmus bu cisimciklerin islevleri tam olarak bilinmemektedir.
Prostad bezi prostatik asit fosfataz (PAP), fibrinolizin, sitrik asit ve prostad spesifik antijen
(PSA) salgilarlar. Hiicreler bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum ve golgi kompleksine
sahiptir. Salg iirtinleri prostat-spesifik asit fosfataz, prostat-spesifik antijen, amilaz ve semenin
likefaksiyonunda rol alan fibrinolizin igerir. Prostatin salgist pH 6,5 yani asidik degerdedir

(Junquerra LC ve Carneiro J, 2003; Ross MH ve Pawlina W, 2014).

2.1.9.3. Bulboiiretral bez

Bulboiiretral bezler bir diger adi ile Cowper bezleri, iirogenital diyaframda yer alan
caplart 3-5 mm olan bezelye biiylikliigiinde yapilardir. Biilboiiretral bezler preseminal siviy1
salgilayan tek katl kiibik epitele sahip tiibiiloalveoler bezlerdir ve salgilarini penil iiretraya
bosaltirlar. Preseminal sivi, yiikksek miktarda galaktoz, alaktozamin galakturonik asit, sialik
asit, metilpentoz igerir ve kayganlastiric1 bir fonksiyona sahiptir (Junqueira LC ve Carneiro J,
2003; Ross MH ve Pawlina W, 2014).

2.1.10. Penis

Penis baslica iki erektil doku kiitlesi olan korpus kovernozum ve bir ventral erektil doku
kiitlesi olan korpus sipongiozumdan olusur ve distan deri ile sarilmistir. Korpus sipongiozumun
i¢inde iiretranin sipongioz pargasi yer alir. Tunika albuginea ile birbirine baglanmais bu ii¢ yap1
yine tunika albugineanin olusturdugu bir kapsiil ile sarilmistir hem korpus kavernozum hem de
korpus spongiyozum, bir arterle beslenen ve vendz kanallarla bosaltilan siniizoidler igerir.
Korpus kovernozomun diizensiz sekilli vaskiiler bosluklar1 bir diiz kas tabakasi ile
cevrelenmistir. Tunika albuginea igerisinde birleserek korpus kovernozumda capraz gecis
yaparak trabekiilalar olusturan, bu diiz kas demetleri diizensiz vaskiiler bosluklar1 saran
subendotelial yastiklar olarak bulunmaktadir. Prostadin intersitisyel dokusunda ¢ok sayida sinir
sonlanmalar1 ve lenf damarlar1 bulunmaktadir. Ereksiyon sirasinda penise kan akigini arttirmak

tizere dilate olan Helisin arterlerinin kan ile dolmasi ile vaskiiler bogluklarin boyutlar1 ve sertligi
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artmaktadir. Penisin ince olan derisi glans penis harig alttaki gevsek bag doku ile gevsekce bagh
durumdadir. Glans peniste ise deri oldukca incedir ve bag dokusuna sikica baglidir (Ross MH

ve Pawlina W, 2014).

2.2. infertilite

Infertilite fizyolojik, psikolojik ve sosyolojik ydnleri ile belirgin bir sekilde ortaya ¢ikan
etkileri ile dnemli bir saglik sorunudur (Song WH ve ark, 2016). WHO ise infertiliteyi bir yillik
cinsel iliskiden sonra gebe kalamama durumu olarak tanimlamistir. Eger ¢iftler genc ise ve
bilinen bir saglik sorunlar1 yoksa bu siireyi iki yila kadar uzatmak miimkiindiir. Eger kadin yas1
35’ in lizerinde ise bu bir yillik siire beklenmeksizin 6 aylik siire infertilite tetkiklerine baglamak
i¢in yeterli bulunmaktadir. Infertiliteye neden olabilecek birgok etken sayilabilmektedir. Yas,
cinsiyet, meslek ve ¢evre faktorleri ve beslenme sekli gibi etkenler ve bu etkenler iizerinde
yapilan galigmalar infertilite ile bu faktdrlerin baglantili olabilecegini gostermektedir. Ozellikle
ileri yas ile fertilitenin azaldig1 bilinmektedir. 30 yas iizerinde infertilitede artig gézlenirken 35-
40 yas arasinda infertilite belirgin sekilde artar ve genelde 40 yas iistii fertilite neredeyse yok
denecek kadar azalmistir. Saglik sorunu olmayan normal oldugu 6n goriilen ¢iftlerde bir ay
diliminde gebelik elde etme oran1 %20 ile %25 arasinda iken, alt1 aylik bir periyotta bu oran
%75’e ¢ikmakta ve 12 aylik periyotta ise bu oran %90’ lar1 bulmaktadir. Hem erkek hem de
kadinlarda fertilizasyon basarisinin en yiiksek oldugu yas 24 yas olarak kabul edilmektedir.
Ortalama 30 yasindaki bir kadin 6 ay igerisinde gebe kalabilmekte iken 40 yas iistii bir bayanin
bir y1l igerisinde gebe kalma olasilig1, oosit kalitesinin kotii olmasi, menstural siklusta gdzlenen
diizensizlikler, endometriumda gozlenen problemler nedeni ile basar1 sansit oldukca
azalmaktadir. Ileri yas sadece kadinlar1 etkilememektedir. Fakat erkeklerde etkisi daha az
gdzlenmektedir. Infertilite diinya iizerindeki giftlerin yaklasik %15’ini etkileyen diinya ¢apinda
bir saglik sorunudur (Nailwal M ve Chauhan JB, 2017).

Gelismekte olan iilkelerde infertilite daha ¢ok karsimiza ¢ikmaktadir. Ureme ¢aginin iicte
birlik kism1 infertilite sorunu yasayan Sun—Saharan Afrika bolgesi infertilte kusagi olarak
bilinmektedir. 1981 yilinda niifiis sayimlar ile infertilite hizi % 4-6 olarak bulunmustur.
Diinyadaki fertilite calismalarinda Benglades, Nepal, Pakistan ve Srilanka gibi Giiney Asya
iilkelerinde infertilite siklig1 sirasi ile %54, %6, %5, %4 olarak bulunmustur. Ve yapilan
caligmalar her gegen yil tiim diinyada infertilite sikliginda artisa dikkat cekmektedir.
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2.2.1. Erkek infertilitesi

Ureme cagindaki fertil ¢iftlerin 12 aylik periot igerisinde diizenli korunmasiz cinsel
iliskiye ragmen ancak %85’ inde gebelik olusmasi geriye kalan %15’ lik dilimde infertilite
sorunun oldugunun bir gdstergesidir (Delilbas1 L, 2008). Erkek infertilitesinde ana belirteg
indirek olarak kadinin gebe kalamamasi ile belirlenir. infertilite sorunu yasayan g¢iftlerin
yaklasik olarak yiizde 25’ inde erkek ve kadin faktorii birlikte goriilmektedir. Buradan da
anlagilacagi gibi erkek infertilitesi olmas1 durumunda yiizde 50 kadin faktorii de bulunmaktadir

(Cicek NM, 2008).

Ureme cagindaki erkeklerin %6’ sinda iireme problemi karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
olgularin %90’ inda da bozulmus bir spermatogenez gézlenmektedir. Normal fertil bir erkekte
giinde yaklagik olarak 120 milyon sperm yapimi gerg¢eklesmektedir (Colgar U ve Arict A,
2006).

Epidemiyolojik olarak yapilan arastirmalar, cografi ¢esitliligin semen kalitesi ve erkek
tireme sistemi iizerinde bir etkisi oldugunu gdstermistir. Tiim diinyay1 géz oniine aldigimizda,
evli ¢iftlerin yaklasik %15 ila %20’ si infertilite sorunundan etkilemektedir ve bu yiizdelik
dilimin yaklasik %50’ sini erkek faktorii olusturmaktadir. Giiniimiizde sperm kalitesindeki
diistis ve erkek fertilitesindeki dnemli orandaki bozulmaya bagli olarak iireme sagligina iliskin
endiseler de giderek artmaktadir. Erkek infertilitesinin nedeni, ¢ogu zaman bilinmeyen
nedenlere bagli bir sekilde idiopatik olarak gelismektedir. Bu oran erkek infertilite vakalarmin

yaklasik %60-75" i gibi yiiksek bir oranini kapsamaktadir (Famurewa AC ve Ugwuja El, 2017).

Erkek infertilitesi degerlendirilirken hastadan ayrintili olarak tibbi ve iireme Oykiisii, bir
iirolog tarafindan yapilmis fiziksel muayene ve yine bir iirolog tarafindan degerlendirilmek
lizere en az 2 hafta ara ile yapilmis iki semen analiz sonucu gerekmektedir (Colgar U ve Arici

A, 2006).

2.2.1.1 Anamnez ve fizik muayene
Degerlendirmeye ilk olarak infertilite sorunu yasayan ¢iftin ayrintili iireme Oykiisii ile
baglanir. Buradan yola c¢ikarak infertilite etiyolojisinde onemli olabilecek risk faktorleri

saptanmaya calisilir.
Hastada;

e (Cocukluk caginda gegirilmis hastaliklar
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e Tek ya da iki tarafli inmemis testis (kriptorsidizm) varligt ve buna bagli cerrahi
tedavinin ne zaman yapildigi

¢ Gegirilmis lirogenital sistem cerrahi oykiisii

e Herhangi bir nedenle meydana gelmis olan testis travmalari

e Tek ya da iki tarafl testis torsuyonu

e Herni tamir ameliyatlari

e Testiste olusan tiimorler ve bunlara bagl radyoterapi veya kemoterapi oykiisi

e Puberteye girdigi yas, sekonder seks karakterlerinin geligim hizi

e Hipogonadizm varligi

e Cinsel yolla bulasan hastalik dykiisii

e Cinsel iliski siklig1

e [Ejekiilat miktarinda azalma olup olmadig1 ya da ejakulatin tamamen yok olmasi durumu

e Viicut killarinin dékiilmesi, tiras olma sikliginda azalma gibi viicut kil dagilimi ile ilgili
yasanan sorunlar

e Hastanin medikal Oykiisii de dikkatli bir sekilde alinmalidir (Anabolizan steroidler,
kemoterapotik ilag, alfa- adrenerjik reseptor blokerleri ve antibiyotik kullanimi) (Dogan
E, 2011).

Erkek infertilitesi, nedenleri ile incelendiginde {i¢ ana grup olusturulur;
Non-Obstriiktif infertilite
Idiopatik erkek infertilitesi

Obstriiktif Infertilite

2.2.1.2 Non-obstruktif infertilite

Non-obstriiktif infertilite %60 olarak karsimiza ¢ikar ve testisler tarafindan yeterli say1 ve

harekette sperm tiretilememesi durumudur.

Hormonal Bozukluklar: Kallmann sendromu konjenital tipi erkek dogumlariin
1/10000° de goriilen ve gonadotropin salgilatici hormonda eksiklige neden olan baslica
sebeplerden biridir. Ayrica hormonal anomalilerin nedeni olarak beyin tiimorleri ani bas
travmalari ve 151n tedavileri de hormonlarda meydana gelen bozulmaya bagli olarak infertiliteye
neden olabilir. Tiroid bezinde meydana gelen otoimmun ya da farkli sebeplerle olusan
bozukluklar da yiiksek prolaktin seviyesi ve diisiik testesteron seviyesi sperm {iretimini

bozabilmektedir. Bunlara ek olarak, obezite, serum SHBG (Sex hormone-binding globulin)
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diizeyinde azalma ile iligkili olarak serum total testosteron konsantrasyonunda azalmaya neden

olur (Hammoud AO ve ark, 2006; Spratt DI ve ark, 1987).

Genetik Nedenler: infertil erkeklerin yaklasik yiizde 5> inde yapisal ve sayisal
kromozom anormalileri bulunmaktadir. Azospermi olgularinda genetik nedenler daha ¢ok
karsimiza ¢ikmaktadir. Genetik anormallikler genellikle; Y kromozomu mikrodelesyonlari,
andploidi ve kromozomal translokasyonlari icermektedir. Primer hipogonadizm ve Klinefelter
Sendromu sperm sayisindaki anormalligin en Onemli sebeplerinden biridir. Ayrica Y
kromozomu mikrodelesyonlar1 da 6zellikle azospermi ve ciddi oligosperminin 6nde gelen
genetik nedenlerindendir (Ferlin A ve ark, 2007). Y kromozomu uzun kolunda mikrodelesyon
infertil erkeklerin %22’ sinde gozlenmektedir. Y kromozomu uzun kolunda mikrodelesyon
genellikle Yqll bolgesindedir ve bu bolge azospermik faktor (AZF) olarak
isimlendirilmektedir. Reifenstein Sendromu bir bagka deyisle parsiyel androjen insensitivitesi
olan bireylerde; ambigus eksternal genitalya, hipogonadizm ve 6zellikle infertilite gibi klinik
durumlar ortaya cikabilmektedir (Griffin JE, 1992). infertilite tanis1 almis ve genetik
incelemeler sonrasi genetik bozuklugu tespit edilmis bireylerde ya sperm yapi, say1 ya da
motilitede anomali ya da spermin tasindigi genital yollarda bir anomaliye neden olarak
infertiliteye yol agmaktadir. Genellikle bu hastalarda azospermi ya da siddetli oligospermi

gozlenmektedir.

Varikosel: Varikosel pleksus pampiniformisin patolojik dilatasyonu olarak tanimlanir ve
erkege bagl infertilite olgularmin igerisinde biiyiik bir orani kapsamaktadir. Infertil erkeklerde
%12 oraninda goriilmektedir. Infertilite arastirmalari icin beklenen 1 yillik siirenin ardindan
erkekte yapilan fiziksel muayene ve semen analizi testleri sonucunda %90’ 1 sol testiste olmak
lizere bagvuran hastalarin %21-41 oraninda varikosel goriilebilmektedir. Varikosel erkeklerde
bir infertilite nedeni olarak goriilmekte ve tedavi edilmedigi takdirde, semen parametrelerinde,
sayida ve harekette azalmaya, morfolojik olarak bozulmalara neden olabilmektedir (Cigek NM,
2008).

Varikosel gradlendirilmesi: Subklinik Varikosel: goz ile goriilemeyen veya palpe
edilemeyen ancak skrotal termografi ve doppler ultrasonografi, goriintiileme yontemleri ile

saptanabilen varikoseldir.

Grade 1: Valsalva manevrasi disinda goriilemeyen ya da palpe edilebilecek bir

distansiyonu olmayan varikosel
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Grade 2: Valsalva manevrast yapilmadan da palpe edilebilen fakat sadece goz ile

goriilemeyen varikosel

Grade 3: Direk gozle goriilebilen, distansiyone vendz pleksusun skrotum cildinden de

gortlebilir sekilde siskin oldugu varikosel (Cicek NM, 2008; Atan A ve ark, 2013).

Erkek infertilitesi ve varikosel arasindaki iliski tam olarak anlasilamamis olsa da WHO
cok net bir sekilde varikoselin semen anomalileri, testis hacminde azalma ve leydig hiicre
fonksiyonunda bozulma oldugunu gostermektedir. Varikosel sikayeti olan bir bireyin infertil
kabul edilebilmesi igin semen analizi sonu¢larinin WHO semen parametreleri alt referans

degerinin altinda olmasi gerekir (WHO, 2010).

Uriner sistem enfeksiyonu: Uroloji polikliniginde en ¢ok karsilasilan iiriner sistem
patolojisi iliriner sistem enfeksiyonlaridir. WHO,; orsit, epididimit, {iretrit ve prostatit erkek
lireme sistemi enfeksiyonlar1 olarak tanimlamaktadir. Erkek lireme sistemine ait organlar olan;
prostat, epididimis ve testislerin enfeksiyonu ve buna bagli olarak gelisen spermatogeneziste
sperm {iretiminde ve spermatogenezis sonrasi olugsan olgun spermin fonksiyonunda meydana
gelen bozukluklar arasinda siki bir iliski oldugu diisiiniilmekteyse de bu konuda yapilmis olan
bilimsel ¢aligmalarin az olmasi nedeni ile bu iligki tam olarak ortaya konulamamistir (Goziikara

KH ve Goriir S, 2015).

Enfeksiyon olusan hasara karsi vaskiilarize dokunun koruyucu bir yanitidir, hasar
bolgesinde koruma ve iyilestirme mekanizmalarinin c¢alismasini indiikler. Enfeksiyonun
olustugu alanda meydana gelen vazodilatasyon, kan akimmin bu bdlgedeki artisina ve
l6kositlerin enfekte bolgeye yonelmesine yol acar. Aktive olmus lenfosit ve makrofajlarin
salgilamis oldugu sitokinler (kemokinler, interlokinler, biiyiime faktorleri) inflamatuvar
reaksiyonun siddetlenmesini saglar. Erkek genital sisteminde meydana gelebilecek bir
inflamatuar durumda en etkili sitokinler 1, TNF-a, velL-1a yani proinflamatuvar sitokinlerdir.
Enfeksiyon hem spermatogenezis hem de steroidogenezis lizerindeki olumsuz etkileri ile
spermatositik arrestte neden olurken serumda testosteron (T) ve luteinizan hormon (LH)
diizeylerinde diislise neden olarak testislerde olumsuz etkiye neden olmaktadir (Liew SH ve

ark, 2007).

Erkek iireme sisteminde meydana gelebilecek enfeksiyonun lokalizasyonuda spermlere
verdigi hasar acisindan oldukga 6nem tasimaktadir. Prostad, epididimis ve testislerde meydana

gelen enfeksiyonlar en ¢ok karsimiza ¢ikan erkek te gézlenen iiriner sistem enfeksiyonlaridir.
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Prostatit: Prostad bezinin enfeksiyonudur. Sperm parametrelerinin semptomatik
prostatitten ¢ok fazla etkilendigini gosteren bir¢ok arastirma yapilmig, fakat siniflandirma
sistemlerinin birbirinden farkli olmasi, prostatit tanisin1 koymada yasanan sorunlardan dolay1

prostatitin sperm kalitesi lizerine etkisini gosterecek sonuglara tam da net olarak ulasilamamistir

(Ludwig M ve ark, 2003).

Epididimit: Epididimiste olusan enfeksiyon epididimit olarak tanimlanmaktadir. Akut
epididimit, genelde tek taraflidir ve epididimo-orsitin parcasi olarak gelismektedir. 35 yas alt1
olarak adlandirilan geng hasta grubunda genelde cinsel yolla gecen mikroorganizmalar etken
patojen olarak gozlenirken, yasin ilerlemesi ile diger gram negatif patojenler daha siklikla
inflamatuar etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Epididimisler seminifer tiibiillerden liimene
birakilan hareket yetenegi kazanmamis matiir spermlerin depolandigi, olgun bir sperme
donilisme siirecini tamamladigl ve en onemlisi hareket yeteneklerini kazandig1 yerlerdir. Bu
bolgede meydana gelebilecek herhangi bir enfeksiyon sonucunda semen parametrelerinde,
sperm sayilarinda azalma, motilitede bozulma veya islevsel disfonksiyon gibi sorunlar
gozlenebilmektedir. Epididimit sonrasi epididimiste meydana gelebilecek hasara baglh
spermlerde meydana gelebilecek olumsuz etkisi iizerine ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Grabe

M ve ark, 2015).

Orsit: Testislerde meydana gelen enfeksiyon orsit olarak tanimlanmaktadir. Prostatit ve
epididimite gore izole orsit, cok daha az goriilen bir enfeksiyon tiirtidiir. Viriislerin etken oldugu
viral enfeksiyonlar orsitlerin énemli kismini olusturmaktadir. En sik karsilasilan patojen
mumps (kabakulak) viriisiidiir. Viral hastaliklar disinda {irogenital sistem de gdzlenen
enfeksiyonlardan testisler genellikle izole olarak etkilenmemektedir. Genellikle epididimdeki
enfeksiyon kaynagindan dogrudan testislere yayilim sonucu olusan bakteriyel orsitler, hem
testislerin hem de epididimin etkilendigi epididim-orsit seklinde goriiliir. En sik olarak
karsilasilan etkenler; stafilokok, E. coli, P. Aeruginosa, K. pneumoniae ve streptokoklardir
(Doshi SB ve ark, 2012; Dousset B ve ark,1997).

2.2.1.3. Idiopatik erkek infertilitesi

Idiopatik infertilite; infertilite sikayeti ile bagvuran hastada mevcut olan semen analizi
sonucu elde edilen sonuglarin WHO referans degerlerinin altinda olmas1 ve mevcut sartlarda
bu durumun bir nedene baglanamamasi ile ortaya c¢ikmaktadir (Cacuzza M ve Agarval A,
2007). Diizeltilebilecek bir nedenin ortada olmayisina bagli olarak FDA (Gida ve ilag dairesi)

onaylt hi¢cbir medikal yontem agiklanamayan erkek infertilitesinde bulunmamaktadir (Ko Ey
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ve ark, 2012). Literatiirde ise bu hastalara ampirik medikal tedavi yontemleri 6nerilmekte ya da
yardimci lireme teknikleri merkezine bagvurmalart i¢in yonlendirilmektedirler (Schiff JD ve
ark, 2007). Idiopatik infertilitenin etyolojisi tam olarak bilinememesine ragmen genetik,
cevresel ve hormonal olarak bir¢cok farkli parametreyi bir arada barindiran ¢ok yonlii bir

etyolojisinin oldugu diisiiniilmektedir (Abid S ve ark, 2008).

Idiyopatik infertilitenin her ne kadar molekiiler temeli acik¢a gozler dniine serilemese de
oksidatif stres altta yatan mekanizmalardan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Spermde gergeklesen
ve karmagik mekanizmalar olan kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda reaktif oksijen tiirleri
(ROS), gerekli olmasia ragmen, ROS’ taki asirt artisin sperm biitiinliiglinde bozulmaya ve

islevsel kayiplara neden oldugu bilinmektedir (Aktan G ve ark, 2012).

Inmemis Testisler: Testislerin skrotum icerisinde viicudun disinda olmasi
spermatogenezis icin hem énemli hem de gereklidir. Inmemis testislerin abdominal bolgede
kalarak yiiksek sicakliklara maruz kalmasi, spermatogenezisin diizgiin gergeklesememesi ve
sperm yapisinda bozulmalara neden olmaktadir. Inmemis testis bir diger ad1 ile kriptoorsidizm;
testisin fetal gelisim siirecinde skrotuma inememesi abdomende, inguinal kanalda veya diger
ektopik lokasyonlarda kalmasi durumu olarak tanimlanmaktadir. Genelde sol tarafta ve bilateral
(tek tarafli) gozlenebilen kriptorsidizm bazi durumlarda unilateral (her iki tarafta da)
gozlenebilir. Bu neden dogumda inmemis testise sahip bebeklerde iki yasina kadar testislerin
skrotum igerisine yerlestirilmesi yani orsidopeksi yapilmasi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalar
inmemis testisin spermatogeneziste bozulma ve testikiiler tiimor riskinde artis ile iliskili

oldugunu gostermektedir (Rajfer J ve ark 1986).

Gonadotoksinlere Maruz Kalmak: Gonadotoksin olarak adlandirdigimiz maddeler;
cevresel etkenlere bagli olarak maruz kaldigimiz kimyasallar, uyusturucu maddeler, tiitiin,
alkol, pestisitler, herbisitler ve agir metalleri igerir. Yukarida saydigimiz ya da sayamadigimiz
birgok kimyasal ve ilag; 6zellikle spermatogenik seri hiicrelerinde bozulma speermatogenezis
siirecinde aksakliklara neden olarak ve intersitisyel dokuda bulunan leydig hiicrelernin
fonksiyonlarii yerine getirmesini engelleyerek infertiliteye neden olabilir (Raheem AA ve

Ralph D, 2011).

Testis Torsiyonu: Spermatik kordun kendi etrafinda dénmesi sonucu olusan testis
torsiyonu testislerde kanlanmanin bozulmasina neden olur ve bunun sonucunda testislerde
iskemi meydana gelir. Eger 6 saat igerisinde detorsiyonla testislerde meydana gelen torsiyon

diizeltilemezse olusan bu iskemi sonucunda negroz meydana gelir ve bu negroza bagli olarak
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testislerde kii¢iilme ve kalic1 hasarlar olusabilmektedir. Testis torsiyonu tek tarafli gerceklesse
bile tedavi edilmedigi durumlarda diger saglikli testisi etkileyen antisperm antikorlarin tiretimi
s0z konusu olabilir (Raheem AA ve Ralph D, 2011). Genellikle 20 yas oncesi gdzlenen testis
torsiyonu yetiskin donemde gozlenirse geri doniisiimii daha zor bir siirectir (Tiirk H ve ark,

2014).

Testis Tiimorleri: Testis timorleri; saglikli testis dokusunda tahribe neden olarak ve
testis dokusunu sikistirarak infertiliteye yol acar. Testis kanseri tedavisi, orsiektomi, kimyasal
tedavi veya 1s1n tedavisi fertilitede bozulmaya neden olur. Testis kanserlerinde genetik faktorler

onemli bir yer tutmaktadir (Raheem AA ve Ralph D, 2011).

Otoimmiin Infertilite: Sertoli-sertoli hiicre baglantilari ile olusan kan testis bariyeri
otoimmun yanita karsi testisleri korumaktadir. Boylelikle immun bir yanit spermatogenezis ile
yeni olusan spermi etkilemez fakat skrotum iizerine alinmis bir darbe varikosel hastaligi ve
gecirilmis testikiiler ameliyatlara bagli olarak meydana gelebilen kan testis bariyerindeki
bozulmalara bagli olarak immun sistemin bir yanit1 olarak, otoimmun infertilite gézlenebilir

(Raheem AA ve Ralph D, 2011).

2.2.1.4. Obstriiktif infertilite

Obstriiktif Infertilite testislerde normal olarak sperm iiretimi ger¢eklesmekte iken genital
sistemin bir baska bdlgesinde meydana gelmis olabilecek bir tikanikliga bagli olarak
gerceklesen infertilite tipidir. Bir infertilite nedeni olarak gosterilebilecek distal obstriiktif
patolojiler, dogumla birlikte ya da daha sonra edimsel olarak olusan patolojiler olarak iki grupta
incelenebilir (Karakegi A ve ark, 2014). Dogumsal patolojiler arasinda klinik olarak en 6nemlisi
ve en sik rastlanan1 median ve lateral yerlesimli gozlenen kistlerdir. Daha sonra dogumsal
patolojiler arasinda ejakiilator kanalda meydana gelen atrezi ve stenoz da sayilabilmektedir.
Ejakiilator kanalda meydana gelen edimsel patolojiler ise bir enfeksiyon sonrasi olusan tas ya
da kalsifikasyon olusumu olarak tanimlanabilir. Bunun disinda cerrahi ve {iretral girisimler
bagli olarak gelisen sekonder ejakiilator kanal obstriiksiyonlart da sayilabilmektedir (Dik P ve

ark, 1996; Karakegi A ve ark, 2014).
2.2.2. Erkek infertilitesi Degerlendirme Testleri

2.2.2.1. Semen analizi

Erkek infertilitesi arastirmalarinda laboratuvar degerlendirilmesinin temel tasi semen

analizidir (Colgar U ve Aric1 A, 2006). ilk olarak semen analizi 1902 yilinda Edward Martin
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tarafindan yapilmistir. Semen analizinin fertiliteyi belirlemedeki dnemi g6z oniine alindiginda
1980’lerde WHO, semen analizi kriterlerini ayrintili olarak anlattig1 bir el kitab1 ¢ikarmis ve
bdylece semen analizini standardize etmistir (Celik O, 2011; WHO, 2010).

Erkek infertilitesinden siiphelenilen durumda, son 6 ay igerisinde yapilmis olma ve en az
ler ay ara ile yapilmis olma sarti1 saglanarak ortalama 3 ay ara ile en az 2 semen analizi
yapilmalidir. Semen analizi androloji laboratuvari standardinin saglandigi bir laboratuvarda,
gerekli kriterlere uyulmak kosulu ile yapilmalidir. Semen analizi, sperm ve semenin
karakteristik  Ozelliklerinin ~ belirlenmesini ve uzman bir hekim tarafindan

degerlendirilebilmesini saglayan bir laboratuvar test yontemidir (Cigek NM, 2008).

WHO semen analizin yapilmasi gerekli goriildiigli durumlarda cinsel perhiz siiresinin
ortalama 2 ile 7 giin arasinda olmasini 6n gérmektedir (WHO, 2010). Bu siirenin 7 giin ve iizeri
uzamasi durumunda, total semen voliimii igerisindeki hareketsiz spermatogonium sayisi
artmakta ve total motil sperm sayisinda diisiis gozlenmektedir; bu durumun tam tersi olarak
perhiz siiresinin 2 giinden daha az oldugu durumlarda, mililitredeki sperm sayisinda ve buna
bagli olarakta total mililitredeki sperm sayisinda azalma gozlenebilmektedir. Bu iki durumda
testin sonucunu ve testi yorumlayacak uzmani yanlis yonlendirebilecegi i¢in perhiz siiresine
uyulmasit semen analizinde biiyilk Onem tasimaktadir. Semen analizi i¢in androloji
laboratuvarina yonlendirilen hasta laboratuvara yakin 6zel bir odada mastiirbasyon yontemi ile
ornegi kendisine verilen kaba koymal1 ve ilgili personele teslim etmelidir. Semen analizi iki
asamada gerceklesmektedir. Ik olarak mikroskobik bir inceleme yapilir ve akabinde de
mikroskobik olarak degerlendirilme altina alinir. Aliman 6rnek mikroskobik degerlendirilme
oncesi en az 15 dakika 37 °C deki bir inkiibatorde inkiibasyona birakilir daha sonra ejakulatin
mililitresi, viskozitesi, rengi kokusu ph metre Olclimleri, uzman bir kisi tarafindan
degerlendirilerek not edilir. Daha sonra ise 151k mikroskobu altinda bir makler kamera yardimi
ile x 20 biiylitmede mikroskobik olarak ml’deki sperm sayisi, total sperm sayisi, total sperm
sayisinin hareket ylizdeleri ve spermlerdeki vitalite oran1 degerlendirilir. Ayn1 ejakulattan
hazirlanan yayma preparatlarin uygun boyalar ile boyanmasi sonucu morfolojik inceleme yine
151k mikroskobu altinda x 100 biiylitmede yapilir. Semen analizi; 2010 yilinda yayinlanan ve
Tablo 2’te yer alan, WHO semen analizleri el kitabindaki referans degerleri baz alinarak
yapilmaktadir (WHO, 2010).
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Tablo 2. WHO’ya gore semen analizinin en diisiik referans deger araliklar1 (WHO, 2010)

Parametreler En Diisiik 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)
Progresesive Motilite (PR, %) 32(31-34)
Vitalite (Canlt Sperm, %) 58(55-63)
Sperm Morfolojisi (Normal Formlar, %) 4 (3,0-4,0)
pH >7,2
Peroksidaz-pozitif Lokosit (106 per ml) <1,0

MAR Testi (%) <50
Immubead testi (%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) >2.4
Seminal friikktoz (umol/ejakiilat) >13
Seminal notral glukozidaz (mU/ejakiilat) >20

Semen analizi ile ilgili baz1 tanimlamalari igeren terminoloji asagida yer almaktadir:

. Normozoospermi: Sperm sayi, hareket ve morfolojisinin alt referans degerlerinin
izerinde oldugu normal ejakulat

. Oligozoospermi: Sperm sayisinin baz alinan referans degerlerinin altinda oldugu,
referans degerinden daha az sperm konsantrasyonu

. Astenozoospermi: Sperm sayisinin alt referans degeri ve bu degerinin iizerinde
olmasina ragmen, alt referans degerinden daha az motil sperm olmasi1 durumunda
kullanilan terimdir.

. Teratozoospermi: Sperm say1 ve hareketinin normal oldugu fakat sperm morfolojinin
referans degerinin altinda oldugu durumlarda kullanilan terimdir.

. Oligoastenoteratozoospermi: Hem sperm sayisini, hem hareket yiizdesinin hem de

morfolojinin referans degerlerinin altinda oldugu durumlarda kullanilan bir terimdir.

. Azospermi: Ejakulat var fakat icerisinde hi¢ sperm bulunmuyorsa azospermi olarak
tanimlanir.

. Aspermi: Ereksiyon sonrasi hi¢ ejakulat yok ise aspermi olarak tanimlanir.

. Kriptozoospermi: Ejakiilatta, normal sayim yontemleri ile sperm gozlenmiyor fakat
ozel

. Yikama teknikleri sonrasi sperm gozleniyorsa kriptozoospermi olarak adlandirilir

(WHO, 2010; Cigek NM, 2008).

2.2.2.2. Semenin makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirilmesi

Semen analizi; hacim, konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi 6nemli bilgileri iceren

bir testtir. Analiz i¢in hastadan alinan 6rnek likefiye olmasi i¢in 37 °C’lik inkiibattre birakilarak
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15 dakikada bir likefaksiyon degerlendirilmesine alinmali likefiye oldugu saat dilimi not
alimmalidir. Semen analizi ile azoospermi tanist konulurken 6rnek konsantrasyon yikama
teknigi ile (2000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak) yikanmali ve olusan pellet
degerlendirilerek sonug verilmelidir (Cigek NM, 2008)

Likefiye olan 0Ornek makroskobik degerlendirmeye alinmali, makroskobik
degerlendirme sonrasi 151k mikroskobu altinda 20x biiyiitmede makler kamera yardim ile
mikroskobik olarak incelenmelidir. Makroskobik ve mikroskobik degerlendirmede inceleme

altina alinan kriterler asagida verilmistir (WHO, 2010).
Makroskobik degerlendirme;

a) Likefaksiyon

b) Viskozite
C) Gorliiniim
d) Hacim

Mikroskobik degerlendirme;

a) Spermiyogram
b) Vitalite
C) Sperm Morfoloji Testi (Kruger testine gore)

Likefaksiyon: Koagiile bir kitle seklinde olan ejakulat inkiibator icerisine alinarak
likefaksiyon tayini yapilir. Normal sartlarda ejakulat 37 °C de 5 dakika igerisinde likefiye
olmaya baglar ve yaklasik 15 dakika icerisinde likefaksiyon tamamen gerceklesir. Eger ejakulat
60 dakikadan daha uzun bir siirede likefiye oluyorsa ya da hi¢ likefiye olmuyorsa bu 6rnek

viskozite yoniinden degerlendirme altina alinmalidir (Gokge A, 2011).

Viskozite: Ejakulat likefaksiyonunu tamamladiktan sonra uygun bir pipet yardimu ile
homojenize edilerek drnek kabi icerisine geri damla damla dokiilmesi beklenir. Damla damla
diisme gozlenmiyor, 6rnek 2 cm ve daha fazla uzama gostererek akiyorsa viskoz olarak kabul

edilir (WHO, 2010).

Goriiniim: Ejakulat kendine has gri renkte ve opelesan bir goriiniime sahiptir. Eger
ejakulat icerisinde sperm sayisinda anormal bir azalma s6z konusu ise, beyazimtirak bir renk
ve daha az opak bir goriiniim gozlenebilir, ejekulat icerisinde eritrosit yogunlugu fazla ise,
kirmizi-kahverengi bir renk ve pihtili bir goriiniime sahiptir. Ejakulat rengi sarimtirak bir renk

almigsa da bir enfeksiyon durumundan siiphelenilebilir (Vicdan K ve Isik AZ, 1999).
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Hacim: Spermin testislerden penise ulasana kadar kat ettigi yolda seminal keselerden,
prostattan ve az miktarda da bulbouretral bezler ve epididimlerden eklenen seminal plazma ile
ejakulat son halini alir. Bu kanal ve bezlerde meydana gelebilecek bir anomali sonucu ejakulat
hacminde azalma ya da artma gozlenebilmektedir. Semen analizi ile ejakulat hacmi 6l¢iilmek
istenirse ornek kaba koyulmadan once ve drnek kaba koyulduktan sonra iki 6l¢iim yapilarak

aradaki fark semenin net agirlig1 olarak kayit edilir. (WHO, 2010).

Spermiyogram: Spermiyogram mikroskobik degerlendirmenin ilk ve en Onemli
ayagidir. ik olarak mikroskobik degerlendirme 151k mikroskobu altinda ve 20x biiyiitmede
makler kamera yardimi ile yapilmaktadir. 0,4 mikrolitrelik 6rnek mikro pipet yardimi ile alinir
ve makler kameranin cam olan orta kismina damlatilir makler kameranin cam olan {ist aparati

kenarindaki yuvarlak ¢ikintilar saat 12 veya saat 6 hizasina getirilerek sikica kapatilir.

Sperm Sayisi: Mikroskop altinda makler kamera iizerinde bulunan kareli alandan
toplam 100 kare incelenir kareler icerisinde bulunan spermlerin sayisi ve hareket 6zelikleri
WHO 2010 parametreleri baz alinarak sayilir. Elde edilen sonu¢ ml’deki sperm sayisin1 verir.

Mililitredeki sperm sayisi total hacim ile carpilarak total sperm sayisi elde edilmis olur (Celik

0, 2011).

Sperm motilitesi: Sperm motilitesi oda 1sisinda (20- 24 °C) 1s1k mikroskobu altinda
makler kamera yardimi ile degerlendirilir (Delilbas1 L, 2008). 100 kare igerisinde bulunan
spermler WHO 2010 motiliteyi ii¢ ayr1 kritere gore degerlendirmektedir. Bu kriterler, progresif
motilite (PR), nonprogresif motilite (NP) ve immotilite olarak siniflandirmistir (WHO, 2010).

1. Progresif motilite (PR): Makler kamera icerisinde goriintiilenen karelerden bir kareden diger
bir kareye gecebilecek ileri hareketin bulundugu spermlerin dahil edildigi gruptur. Spermlerin
ileri hareketlerinin hizli mi, yoksa yavas m1 olduguna bakilmaksizin ileri dogru hareketinin

degerlendirilmesi ile elde edilir.

2. Nonprogresif motilite (NP): Spermde gozlenen bir hareket mevcuttur fakat spermler sadece
bir kare igerisinde oldugu alanda hareket gdstermektedir. Spermde ileri dogru hareket

gbzlenmez.

3.Immotilite: Bir kare icerisinde duran ve mikroskobik olarak hicbir hareketin gdzlenmedigi
spermleri belirtmektedir. Bu spermler hareketsiz olarak degerlendirilirler fakat cansiz olarak
nitelendirilemezler. Bir spermin canli olup olmadig1 sadece vitalite testi ile anlagilabilmektedir.
WHO 2010 kriterlerine gore sayimi yapilan spermlerin %32’1 progresif motil (PR) olmalidir
(Celik O, 2011).
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Vitalite degerlendirilmesi: Sperm vitalitesi hipoozmatik basing testi ya da spermi
supravital bir boya (eozin, tripan mavisi) ile boyayarak degerlendirilir. Bu yontemlerde hiicre
zar1 intakt olan spermler saptanir ve bdylece canli olup olmadiklar1 anlasilir. HOS testi ile
vitalite testi 6zellikle UYTE merkezlerinde tercih edilir ¢iinkii canli oldugu anlasilan spermler

secilerek ICSI de kullanilir (Colgar U ve Arict A, 2006).

Semende sperm dis1 hiicreler: Semen oOrnegi igerisinde yuvarlak hiicre olarak
adlandirilan epitelyum hiicreleri, spermatogenetik seriye ait hiicreler ya da inflamasyon yanita
ait 1okositler gibi hiicreler bulunabilir. Bir semen analizi sonucu yuvarlak hiicre sayisinin ml’de
5 milyonun lizerine ¢gtkmamasi beklenir. Semen igerisinde bulunan ve bir enfeksiyon belirteci
olan lokositleri de yuvarlak hiicrelerden ayr1 olarak degerlendirilir. Semen igerisindeki 16kosit
sayist alt referans degeri olarak mililitrede 1 milyonun altidir. Semende bulunan 16kositler,
oksidatif stres olusturarak DNA iizerinde olumsuz etki gosterirler sperm DNA biitlinliiglinii
bozabildikleri gibi sperm hareketi lizerine de olumsuz etkilerinin oldugu bilinmektedir

(Tomlinson MJ ve ark, 1993; WHO, 2010; Wolff H, 1990).

Sperm morfoloji testi: Sperm basi, boynu, orta pargasi ve kuyrugu normal olarak
gbzlenen sperm normal olarak kabul edilebilmektedir. Hazirlanan yayma preparatlardan
boyama sonrast 151k mikroskobu altinda incelenen spermler, fiksasyona bagli olarak biraz daha

kiiciik gozlenmektelerse de bu fark goz ardi edilebilir oranlardadir.
Sperm morfolojik degerlendirmesi su asamalardan olugmaktadir (WHO, 2010).

*  Semen analizi sonrasi lam {izerine yayma preparatlarinin hazirlanmasi,

*  Kurutma islemi sonrasi, fiksasyon ve sperm boyama iglemlerinin yapilmasi,

*  Isik mikroskobu altinda ile 100x biiylitmede preparatin incelenmesi,

*  Mikroskop altinda normal ya da normal olmayan bélgelerinin (bas, boyun, kuyruk)
neresi oldugu belirtilerek en az 100 spermin sayilmasi

»  Kontrollii bir sekilde sayimin en az iki defa yapilmasi birbirine yakin sonuglar ¢ikmasi
halinde iki sonucun ortalamasinin aksi takdirde gerekli kontrollerin yapilarak sayiminin

tekrarlanmasi

Bu kriterlere gore yapilan sayimlarda WHO 2010 kriterlerine gore en diigiik referans deger %4
olarak belirlenmistir (Delilbas1 L, 2008; WHO, 2010).

Normal Kruger kriterleri i¢cin (Kruger TF ve ark, 1988; Kruger TF ve ark, 1986):

Bas: Oval ve 5-6 um, uzunlugu ve 2,5- 3,5 pm genisliginde olmalidir.
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Akrozom: %40-70 oraninda sperm basinin 6n kismini kaplamalidir.

Govde: basin uzun ekseni boyunca baglanmis ince, sitoplazmasinda damlacik igermeyen 1,5-

1,75 um genisliginde olmalidir.

Kuyruk: Tek, kivrilmamas, kiriksiz ve yaklasik olarak 45 pm uzunlugunda olmalidir (Colgar U
ve Arict A, 2006).
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3. OTOFAJI

Otofaji, kelime anlami olarak yunanca kendi kendini (auto), yeme (phagy) anlamina gelen
kelimelerin bir araya gelmesi sonucu tiiremis bir kelimedir. Uzun 6miirlii proteinlerin ve hasarl

organellerin geri doniisiimiiniin yiiksek oranda korundugu hiicresel bir mekanizmadir (Ohsumi
Y, 2011).

Otofaji; ayn1 zamanda hiicrenin acglikla karsilastig1 fizyolojik kosullarda, ihtiyag duydugu
besin Ogelerini kazanabilmek icin sitoplazmada bulunan bazi proteinlerin, hiicreye ait
organellerin ve diger hiicre igerisinde bulunan yapilarin lizozomal kompartiman i¢inde yikima

ugratildig1 hiicresel bir yolag: da ifade etmektedir (Izmirli M, 2014).

Hiicre igerisinde olmasi istenmeyen ya da gereksiz olan organeller otofaji mekanizmasi
ile sindirilir ve bu sindirim sonu ortaya ¢ikan hiicrenin yapi taglar1 tekrar hiicre homestazini
korumak i¢in kullanilmaktadir. Otofaji aglik hiicre yaglanmasi ve hiicre 6liimiinde temel bir rol
oynamaktadir. Otofaji, evrimsel siirecte mayalardan insanlara kadar olan okaryot canlilarda
korunmus katabolik bir mekanizmadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda aslinda mayalar i¢in
gelistirilen genetik tarama testlerinin bulunmasi ile memeli hiicre genomunda ‘otofaji ile ilgili

genler’ (ATG) ortaya ¢ikmisdir (Ross MH, 2006).
3.1. Otofaji Mekanizmalar:

Otofaji iyi tanimlanmus ii¢ ayr1 mekanizma ile ger¢eklesmektedir;

1- Makrootofaji; basit otofaji olarakta adlandirilan bu otofaji mekanizmasinda,
sitoplazmanin bir kisminini ya da bir organelin tamaminin endoplazmik retikulumdan olusan
ve 2 ya da daha ¢ok tabakali intraseliller bir zar tarafindan sarilarak otofagozomun

olusturuldugu nonspesifik bir siirectir.

2- Mikrootofaji; normal fizyolojik kosullar altinda kiigiik sitoplazmik ¢oziinebilen

proteinlerin membran invajinasyonu ile lizozom i¢ine tagiarak yikima ugratildig: siiregtir.

3- Saperon aracili otofaji; HSC 73 ad1 verilen 73 kDa 1s1-sok saperon proteini gibi spesifik
sitosolik saperonlarin yardimina ihtiya¢ duyan otofajidir. Besin yoklugu, aclik durumunda
aktive olur, bu siiregte hem yikilan proteinler tizerinde hedefleme sinyallerinin olmas1 hem de
lizozom membraninin {izerinde de spesifik bir reseptoriin bulunmasi gerekmektedir (Ross MH

ve Pawlina W, 2014). Makrootofaji bir diger genel ad1 ile otofafi; Atg gen ailesinin kodladig1
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proteinler ile gerceklesmektedir. Mayalar iizerine yapilan bir dizi ¢alisma sonucunda bulunan
ve 30°‘dan fazla tanimlanmis tiirii vardir (Xie Z ve Klionsky DJ, 2007). Atg proteinlerinin
birgogu ve bir araya gelerek olusturduklar1 protein kopleksleri izolasyon membranlari (otofajik
kesecik) ve otofagozomlarin olusumundan sorumludurlar. Hiicrede otofagozomlar “otofaji
olusum merkezi” ad1 verilen ve memelilerde endoplazmik retikulum ile golgi aygiti arasinda

daginik olarak bulunan otofaji olusum merkezlerinde ortaya ¢ikarlar (Arslan DO ve ark, 2011).

Kokeninin; endoplazmik retikulum, mitokondri dis membran1 ve plazma membrani
olabilecegi varsayilan izolasyon membraninin, otofagozom olusumu ve otofajik yiikiin

lizozomal iletimi igin gerekli olan fiziksel ve fonksiyonel etkilesimi;
I- Tetiklenme (indiiksiyon) faz1
I1- Vezikiil niikleasyon (¢ekirdeklenme) fazi
I11- Vezikiil uzama fazi

IV- Lizozomla birlesme ve yikim fazi olmak lizere 4 fazda 6zetlenebilmektedir (Arslan
DO ve ark, 2011).

l. Tetiklenme (indiiksiyon) fazi:

Hiicre yeterli bir besin ve biiyiime faktorlerine sahip oldugunda mTOR (Rapamisinin
memeli hedefi) olarak adlandirilan ve memeli rapamicin hedefi olarak bilinen bir serin/treonin
kinazin enzimatik aktivitesini stimiile eden mTOR aktivitesinin yliksek olmasi otofaji tizerinde
inhibitdr bir etki gostermektedir. Besin azlig1 yiiksek ates, hipoksi gibi durumlar sonucu mTOR
aktivitesinin olmamasi durumu Atg genlerinin aktivasyonuna neden olur ve bunun sonucunda
da otofaji aktif hale gelir., mTORC1 inaktif halde iken ULK (Uncoordinated-51-Like
Kinase)1/2-ATG13 fosforile olmaz ve mTORC1’den ayrilir. ULK1/2 kendi kendini, Atgl3,
FIP200 (Fokal adhezyon kinaz ailesi 200 kDA'lik Protein) fosforilleyerek aktiflesmesi ile
otofaji tetiklenmis olur (Chen Y ve Klionsky DJ, 2011; Honscheid P ve ark 2014).

Il. Vezikiil niikleasyon (¢ekirdeklenme) fazi

PI3K (fosfatidilinozitol 3-kinaz) izolasyon membrani olusumunda rol oynayan protein ve
protein gruplarim1 kendisine baglanma 0Ozelligi ile kendisine baglayarak PAS’a (pre-
autophagosomal structure) yonlendirmektir. Boylelikle izolasyon membraninin ¢ekirdek yapisi
olusmus olur. mMTORC1’in inhibisyonu PI3K VPS34 (Vacuolar protein sorting 34) aktivasyonu
ve fosfatidilinozitoliin fosforilasyonu ile otofagozom membraninin temel yapitasi olan

fosfolipidlerin tretilmesini saglar. ULK (Beclin-1, Vps34/PI3KC3, p150, Vpsl5/PI3KR4,
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Uvrag, Atgl4L, Bif-1) bilesenlerinin aktivasyonu ile PI3K bilesenlerini aktiflestirir ve
otofagozom olusumu baslatilmis olur. Izolasyon membrani {izerinde toplanan Atg proteinleri
fagofordenilen kii¢iik hilal seklinde kesecigin olusmasini saglamaktadir (Aita VM ve ark,
1999).

1. Vezikil uzama fazi

Cekirdegi meydana gelmis olan otofagazom membraninin uzamasi ve akabinde bir kese
halini almas iki tibikitinlenme benzeri sistem tarafindan kontrol edilmektedir. Atg12- Atg5ve
Atg8-FE (fosfatidilethanolamin) ve bu iki sistem birbiri ile iligkilidir (Dikic I ve Elazar Z, 2018;
Arslan DO ve ark, 2011). Atg12- Atg5 ubiquitin benzeri sistem; bir kovalent baglanma ile Atg7
tarafindan aktive edilen Atgl2 proteininin Atg5 proteinine baglanmas katalizlenir (Arslan DO
ve ark, 2011). Atgl2 ilk olarak, Atg7 ubiquitin-aktive eden enzim E1 olarak aktive gosterir
(Carew JS, 2012). Atgl2’ nin, Atgl0 baglanmasi sonucu Atg7 serbest kalir. Atgl0 ubiquitin-
konjuge enzim E2 olarak gorev yapar. Sonug olarak Atgl2’nin C ucundaki glisin aminoasidi,
Atg5’in lizin aminoasidi ile baglanir. Atgl0’un serbest kalmasi ve Atgl6’nin, Atg5’e
baglanmasi ile otofagozom membrani PAS iizerinde uzar (Qu X ve ark, 2003). Otofagozomlar
PAS ya da izolasyon membrani denilen yapilarda ortaya ¢ikarlar. Otofagozom membraninin
kaynag1 heniiz net olmamakla birlikte son yillarda yapilan calismalar ile ER (endoplazmik
retikulum) kaynakli olabilecegi gosterilmistir (Chen Y ve Klionsky DJ, 2011). Ikinci olarakta,
Atg8 proteini (memelilerde LC3 olarak adlandirilmaktadir), FE ile bir kovalent bag
yapmaktadir. Bu ikinci ubikitin benzeri sistemin gerceklesebilmesi i¢in Atgl2-AtgS-Atgl6
kompleksinin olusmus olmas1 gerekmektedir. Anca bu kompleks olustuktan sonra LC3 FE’ye
baglanabilmektedir. Bu kompleksinde baglanabilmesi i¢in Atg4 proteazinin LC3’in C-
ucundaki bes aminoasiti kesmesi ve FE molekiiliiniin baglanabildigi 6. aminoasit olan glisinin
aciga cikmasi gerekmektedir. LC3’ {in C ucundaki arginin aminoasidi Atg4 (sisteinproteazlar)
enzimi tarafindan kesilir ve LC3-I tipi olusturulur. LC3-I, FE baglanarak LC3-II olusturur. Bu
stire¢ E1-benzeri Atg7 ve E2 benzeri Atg3 konjugasyon sistemleri tarafindan gerceklestirilir
(Ichimura Y, 2000; Tanida I, 2003). Atg4, LC3 tekrar tekrar kullanilabilmesi i¢in gorevini
tamamladiktan sonra yagdan kopararak tekrar kullanima uygun hale getirmektedir. FE’ye
LC3’lin baglanmasi, PAS’da zar uzamasi ic¢in gereklidir. LC3’ iin C ucundaki arginin
aminoasidi LC3-I sitoplazmada bulunur ve 18 kDa’dur, oysa LC3-II otofaji membraninin dig

yiizeyinde bulunur, 16 kDa’dur ve otofaji belirteci olarak tanimlanir (Qu X ve ark, 2003)

Ozellikle Atg 9 ve otofaji ile ilgili proteinlerin cogu otofagozom olusumu i¢in otofazik

membran ve otofajik kesecik olusumunda goérev almaktadir (Mehrpour M ve ark, 2010).
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V. Lizozomla birlesme ve yikim fazi

Otofagozom igeriginin yikilmasi i¢in lizozom ile birlesmesi gereklidir. Lizozom ile

birlesmeden 6nce otofagozomun olgunlagsmasi gereklidir. Bu asamada GTPaz (Rab22,Rab24),
SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor), NSF (N-

ethylmaleimide Duyarli Faktor) gibi proteinler rol alirlar. Rab7 otofagozomun olgunlasmasinda

rol alir, Rab7 mutant hiicrelerde otofagozomun lizozom ile birlesmesini engelledigi ve

otofagozomlarin birikmesine yol agtigi gosterilmistir (Yang YP, 2005). Otofagozomun dis zar1

lizozomla birleserek otolizozomu olusturur. Bu siirecte lizozomal transmembran proteinleri,

LAMP2 (lizozom iliskili membran proteini tip2) gibi proteinler de fonksiyon gosterir.

Otofagozom olusumu sonrasi tasidigi kargonun pargalanmasi lizozoma baglanmasi ile

olmaktadir. Bu protein ve organellerden olusmus olan kargonun yikimi lizozomal enzimlerin

yardimu ile gergeklesir ve agiga ¢ikan aminoasit yag asidi gibi yapi taslari tekrar kullaniimak

tizere hiicreye kazandirilmaktadir. (Shintani T ve Klionsky DJ, 2004; Mehrpour M ve ark, 2010;

Ohsumi Y, 2001; Xie Z ve Klionsky DJ,2007).
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3.2.  Otofajinin Diizenlenmesi

3.2.1. Fagofor ve Otofagozom Olusumu

LC3 konjugasyon ve dekonjugasyon sistemi, ATG12 konjugasyon sistemi, ULK
(Uncoordinated-51-Like Kinase) kinaz kompleksi, P13-kinaz kompleksi ve mATG9/ATGIL1



dongii sistemi tiimii birden ATG protein kompleksini olusturmaktadir (Kraft C ve Martens S,
2012; Lamb CA ve ark. 2013; Mizushima N ve ark, 2011). Golgi ile otofagozomlarin olusumu
arasindaki ana baglantiy1 saglayan protein yine golgide bulunan ATG9 adi verilen bir membran
proteinidir. ATG9 ile isaretlenmis bir endoplazmikretikulumun ULK kompleksi tarafindan
aktiflestirilmesiyle fagoforun olusumu baslatilmis olur (Lamb CA ve ark, 2016; Longatti A ve
ark, 2012; Webber JL ve Tooze SA, 2009, Yamamoto H ve ark, 2012; Takahashi Y ve ark,
2016). Hiicre zarmin klatrin kapl bolgelerinden hiicre igerisine alinan ATG9 ilk olarak erken
endozomlara iletilir daha sonrada transferin reseptorii vasitasi ile geri doniisiim endozomlara
iletimi saglanir. Bu islem gergeklesirken ATG16L1 de hiicre zarinda bulunan AP2-klatrin
yapilartyla etkilesim igerisindedir. Fagoforun olusumu sirasinda omegazom adi verilen
endoplazmikretikulum domainleri de olusur ve boylece ATG12-ATG5-ATG16L1 protein
kompleksinde toplanmasi kolaylastirilmis olur (Davis S ve ark, 2017; Karanasios E ve ark,
2016; Ge L ve ark, 2013).

Mitokondri iliskili membranlar bir bagka deyisle mitokondri endoplazmikretikulum
baglant1 bolgeleri otofagozomlarin olusumuna ATG olusum mekanizmalarinin yogunlastigi
alanlar olarak katki saglamaktadirlar (Tsuboyama K ve ark, 2016; Steegmaier M ve ark, 1998).
Hiicre igerisinde agliga bagli olusan streste rol alan sinyal yolaklarmin baginda mTORCI1
gelmektedir. mTORC1 memelilerde otofaji aktivitesini etkileyen transkripsiyon sonrasi
diizenlemelerden sorumludur (Noda T, 2017). Besin yetersizliginde 6zelliklede kisitli aminoasit
varliginda mTORCI1, ULK1 kompleksinin aktivasyonunu saglayan hiicre i¢i bir sinyal ileti
zincirini baglatir (Bento C ve ark, 2016). ULK1 kompleksi de fosforilasyon, ubikutinizasyon
ve asetilasyona ugrar ve bu diizenegin sonunda da diger otofaji diizenleyici faktorlerle etkilesim
saglanmis olur. Besinlerin varliginda ise mTORCI1, ULK1 1 fosforile ederek otofajinin inhibe
edilmesini saglamis olur (Bento ve ark. 2016). mTORC1'in en 6nemli substrati olan ATG13 ise
defosforilasyonu ile otofagozom olusumunda gorev alarak otofaji mekanizmasina katki
saglamaktadir. Memelilerde otofagozom olusumuna katilan bagka bir komplekste VPS34
kompleksidir. VPS34 kompleksinin olusumu ile otofaji indiiklenir. Beclin-1 bu kompleksin bir
alt birimidir ve aglik aninda ULK1 tarafindan fosforile edilir (Russell RC ve ark, 2013).

3.2.2. Otofagozomun Tasinmasi

Otofagozomun kapanma siirecinde rol oynayan ve genellikle endoplazmikretikulumda
bulunan STX17, SNARE protein kompleksinin bir iiyesidir ve birlesme mekanizmasinin ana

bileseni olarak gorev yapmaktadir (Tsuboyama K ve ark, 2016). ATG14L proteinin STX17
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proteinine baglanmasi ile olusan STX17 ve SNAP29 proteinleri birlikte Q-SNARE
kompleksinin otofagozomlar lizerinde dengeli dagilimini saglayarak membran bagini arttirir ve
birlesmenin gerceklesmesine katkida bulunur. Birlesme asamasinda ilk olarak otofagazomun
dis membrani, lizozom membrani ile birlesir. Lizozomal hidrolazlarin otofagozom ig
membranint sindirmesi ve otofagozom igeriginin lizozom liimenine ulagmasi ile tam bir
birlesme gerg¢eklesmis olur. Bu mekanizmanin kusursuz islemesi otofagozomal bir Q-SNARE
proteini olan STX1’in koordineli bir sekilde ¢alismasi ile gerceklesir (Diao JJ ve ark. 2015;
Tsuboyama K ve ark, 2016).

RAB7, FYCOI’in LC3 ve otofagozom zarmin bir bileseni olan PI3P ’e baglanmasi ile
otofagozomu bir mikrotiiblil motora baglar ve hiicre ¢evresine dogru kinesin esasli hareketi
kolaylastirir. Kolestroliin normal seviyelerde tutuldugu siireclerde RAB7, PILP ve ORP1L’ye
baglanarak periniikleer bolgeye dogru dynein aracili harekete katilir. Diisiik seviyelerde
kolestrol varliginda, ORP1L dynein alimini 6nleyen bir temas bdlgesi olusturur ve periniikleer

bolgeye dogru dynein aracili hareket kisitlanmis olur. (Nakamura ve Yoshimori, 2017).
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2005)

3.3. Otofaji ve Erkek Ureme Sitemi

Otofaji, ¢oklu proteinler tarafindan kontrol edilen ve ¢ok ilgi ¢ekici bir hiicre 6liim
mekanizmasidir. Otofagozomun olusumunun diizenlenmesi ile ilgili olarak en az 30 adet Atg
proteini, 3PI3K, m-TOR, AMPK (AMP-aktif protein kinaz), Beclin-1, gibi otofaji

aktivasyonunda gorev alan proteinler bulunmaktadir (Aparicio IM ve ark, 2016). Hasarlanmis
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ya da islevselligi bozulmus proteinlerin ortadan kaldirilmasi otofaji yolu ile gerceklesmektedir.
Cevresel bir¢ok etken de hiicrelerde otofaji mekanizmasini tetiklemektedir (Komatsu M ve ark,
2007). Hiicre igerisinde sitoplazmik bilesenlerin siiregelen dongiisiinii saglayarak islev géren
otofajiyi etkileyen ¢evresel etkenler, aglik, hipoksi ve strestir. Bu gevresel faktorlere karsi hiicre
homeastazini koruyan ve hiicrelerin stres karsisinda sag kalimini saglayan otofaji, bu gibi stres
durumlarinin yanisira, meydana gelebilecek birgcok patolojik olusumda ve yasin ilerlemesine
bagli meydana gelebilecek durumlarda onemli bir biyolojik olay olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Bellot G ve ark, 2009; Chen Y, 2008).

Aparicio ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis oldugu bir ¢calismada ilk kez saglik insan
sperminde otofajinin diizenlenmesinde gorev alan otofaji protein serilerinin varlig
gosterilmistir. Atg 5, Atg 16, p62 ve LC3 otofagozomun olusumunda rol oynarken, m-TOR,
Beclin 1 ve AMPK, otofajinin ana diizenleyicileri olarak tanimlanmaktadir. LC-3 otofaji de
gorev alan proteinler arasinda bu yolun diizenlenmesinde en 6nemli proteinler arasinda
bulunmaktadir ve otofajinin akigini izlemek igin en ¢ok LC3-11 / LC3-I orani kullanilmaktadir.
LC3-I sitoplazmada lokalizedir ve otofaji aktivasyonundan sonra, otofagozom igeriginin
tamami ile daha da bozularak otofagozomal membranlara islenen LC3-fosfatidiletanolamin
konjligati (LC3-II) olusturmak iizere fosfatidiletanolamine konjuge edilir. Bu ¢alisma, LC3-1'in
LC3-1l 'ye doniisiimiiniin insan spermatozoasinda da gergeklestigini ve LC3-I1 'nin daha sonra
bozuldugunu gostermistir. Farelerde yapilan bir calismada; tiim viicut ve skrotal 1s1
maruziyetinin, testis agirligi, oksidatif stres, apoptotik leydig hiicrelerinde gdzlenen apopitozda
artig ve germ hiicrelerinin azalmasi dahil olmak {izere, farelerin testislerine zararl etkileriyle

sonuglandigini bildirilmistir (Li ve ark, 2013).

Gegici olarak 1siya maruz birakilan fareler iizerine yapilan bir ¢alismada da fare
testislerinde otafaji belirtecleri incelenmis ve g¢alismanin sonucunda, tim viicudun maruz
kaldig1 1s1 maruziyetinin Nrf2 antioksidan sistemini ve otofaji degisimini tetikledigi, sitoplazma
p62 proteinini biriktiren ve Nrf2 antioksidatif sistemi aktive eden otofaji inhibisyonu ile otofaji
indiiksiyonunu tetikledigi ve otofaji indiiksiyonunun mTOR'un disregiilasyonuna neden

olabilecegi gosterilmistir (Li Z, 2018).
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4.  GEREC ve YONTEM

4.1. Materyallerin Toplanmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Calisma, Mugla Sitki Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi, insan Etik Kurulu’nun
28.11.2016 tarihli 07/V numarali karar onayi ile yapilmistir. Calisma i¢in gerekli kimyasal ve
histokimyasal sarf malzemeleri Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri

(BAP) TPF-17038 numarali proje kapsaminda saglanmuistir.

Calismaya 1 Ocak 2017- 1 Ocak 2018 tarihleri arasinda Mugla Sitk1 Kogman Universitesi
Egitim Arastirma Hastanesi Uroloji Polikliniginden Androloji laboratuvarina ydnlendirilen
caligma gruplarma uygun 18-45 yag arasi goniilli katilimcilar dahil edilmistir. Mugla Sitki
Kog¢man Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dalina bagli Androloji Laboratuvarina iiroloji polikliniginden semen analiz tetkikleri i¢in
yonlendirilen hastalar, perhiz siiresi hakkinda bilgi ve randevu almak i¢in androloji
laboratuvarina bagvurmaktadir. Hastalara 3 giinlik cinsel perhiz uygulamalart bu perhiz

sonunda randevu verilen giin ve saatte androloji laboratuvarina gelmeleri sdylenmektedir.

Hastalara verilen randevu kagitlarinda 6rnek verirken dikkat edilecek hususlar ayrintili
olarak yazilmaktadir. Randevu giin ve saatinde androloji laboratuvarina gelen hastalardan
calisma gruplarina uygun olan ve calisma i¢in goniillii olan katilimcilara ¢alisma ile ilgili bilgi
verilerek “Onam Formu” ve “Hasta Anamnez Formu” nu doldurarak imzalamalari istenmistir.
Hastalara rutin androloji laboratuvarinda 6rnek verirken dikkat edilecek hususlar hatirlatilarak,
ornek vermek icin yonlendirildikleri ‘Androloji laboratuvart 6rnek odasinda’ da bu kurallarin

yazili oldugu tekrar belirtilmistir.

Goniillii katilimeilardan alinan &rnekler Niive marka 37 °C’lik inkiibatér igerisinde 15
dakika inkiibasyona birakilmis, likefiye olan semen 6rneklerinden 0,4 mikrolitre makler sayim
kamerasinin uygun boliimiine damlatilarak 151k mikroskobu altinda x20 lik objektifte sperm
sayis1, sperm hareketliligi, I6kosit sayisi, degerlendirilmistir. Bu 6rneklerden hazirlanan yayma
preperatlar1 “Spermac Stain sperm morfoloji boyama kiti” ile boyanarak, boyama sonrasi
morfolojik olarak Kruger kesin kriterlerine gore degerlendirilmis ve elde edilen bulgular

‘Semen Analiz Formuna’ kaydedilmistir.
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Homojenize olmus her bir hasta 6rnegi; immunohistokimyasal degerlendirme, western
blot ve ultrastriiktiirel inceleme i¢in esit olarak {ice boliinmiis ve 3 ayr1 15° lik falkon tiipe
alinarak 1000 rpm ‘de niive marka santrifiijde 10 dakika santrifiij edilmistir. Hasta 6rneklerinin
immunohistokimyasal olarak primer antikorlar ile degerlendirilmesinden elde edilen H-Score
sonuclar1 Spss 22 programina yiiklenerek kayit edilmistir. Western blot i¢in ayrilan pelletler
buz iizerine alinmig ve protein izolasyonu sonrast western blot protokolii uygulanmistir.
Ultrastriiktiirel goriintiileme i¢in ayrilan semen 6rnekleri elde edilen pellet agar igerisine
gomiillis ve bu karisim %2,5 gluteraldehit icerisine alinmis ve akabinde elektron mikroskobi

doku takibi prosediirii uygulanmistir.

Literatiirler dogrultusunda, ¢alismamiz i¢in 4 grup olusturulmustur. Calismaya 1 Ocak
2017-1 Ocak 2018 tarihleri arasinda Mugla Sitki Kogman Universitesi Egitim Arastirma
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Androloji Laboratuvari 'na Uroloji
Polikliniginden yonlendirilen ¢alisma gruplarina uygun 18-45 yas arasi1 goniilli katilimeilar
dahil edilmistir. Calismaya katilmay1 kabul ederek onam formunu doldurup imzalayan goniillii
katilimcilardan hasta anamnez formunu da doldurulmalar istenmistir. Genel muayene sikayeti
ile iiroloji poliklinigine basvuran hastalar; tiim hasta gruplarina dahil edilecek olan goniillii
katilimcilar tiroloji poliklinigine basvurduklarinda troloji poliklinigi tarafindan ilk olarak
ayrintili anamnez alinarak, daha sonra el ile muayene edilmisler ve gerekli laboratuvar testleri
ve radyolojik goriintiileme istemleri yapildiktan sonra semen parametrelerinin

degerlendirilmesi istemi ile androloji laboratuvarina yonlendirilmislerdir.

Hicbir sikayeti olmayan sadece genel muayene igin basvuran, iiroloji poliklinigi
tarafindan da iiremeyi etkileyecek bir rahatsizligi bulunmayan, androloji laboratuvarinda da
doldurmas1 istenen anamnez formunda ¢alisma i¢in uygun kriterleri saglayan goniillii

katilimcilar kontrol grubuna dahil edilmistir.

Uroloji poliklinigine bebek istemi sikayeti ile bagvuran ve yukarida bahsedilen tetkikler
yapildiktan sonra Grade 2 (valsalva manevrasi olmaksizin da palpe edilebilen ancak goz ile
goriilemeyen) varikosel teshisi konan, androloji laboratuarinda doldurmus oldugu anamnez
formunda da bagka higbir liremeyi etkileyen rahatsizlig1 bulunmayan hastalar varikosel grubuna

dahil edilmistir.

Uroloji poliklinigine bebek istemi sikayeti ile bagvuran ve yukarida bahsedilen tetkikler

yapildiktan sonra orsit- epididimit teshisi alan ve androloji laboratuarinda doldurmus oldugu
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anamnez formunda da bagka hicbir liremeyi etkileyen rahatsizligi bulunmayan hastalar

enfeksiyon grubuna dahil edilmistir.

Uroloji poliklinigine bebek istemi sikayeti ile basvuran ve yukarida bahsedilen tetkikler
yapildiktan sonra idiopatik erkek infertilitesi teshisi alan ve androloji laboratuvarinda
doldurmus oldugu anamnez formunda da bagka hicbir iiremeyi etkileyen rahatsizligi

bulunmayan hastalar agiklanamayan erkek infertilitesi grubuna dahil edilmistir.

Kontrol grubuna dahil olan hastalardan genel muayene disinda herhangibir sikayet ile
basvuran hastalar, sigara ve/veya alkol kullananlar, herhangibir lirogenital sistem operasyonu
gecirenler ve liremeyi etkilecek sistemik bir rahatsizligi bulunanlar ¢alisma dis1 birakilmistir.
Diger hasta gruplaria dahil edilecek olan hastalardan grup i¢in belirtilen kriterleri sagladiklar
halde, sigara ve/veya alkol kullananlar, herhangi bir iirogenital sistem operasyonu gegirenler ve
tiremeyi etkilecek sistemik bir rahatsizligi bulunanlar calisma dist birakilmistir. Bu kriter géz

Oniine alinarak ¢alismamiz i¢in 4 grup olusturulmustur.

Grupl (30 hasta): Kontrol Grubu: Higbir infertilite rahatsizligi bulunmayan Diinya

Saglik Orgiitii (WHO, 2010) semen parametrelerine gére normal kabul edilen hastalar,

Grup 2 (30 hasta): Varikosel Grubu: Grade 2 varikosel teshisi almis ve diger infertilite
nedeni olan hastaliklar1 bulunmayan Diinya Saglik Orgiiti (WHO, 2010) semen

parametrelerine gore referans degerinin altinda sperm parametreleri olan hastalar,

Grup 3 (30 hasta): Enfeksiyon Grubu: Orsit-Epididimit teshisi almis ve diger infertilite
nedeni olan hastaliklart bulunmayan Diinya Saghk Orgiiti (WHO, 2010) semen

parametrelerine gore referans degerinin altinda sperm parametreleri olan hastalar,

Grup 4 (30 hasta): Aciklanamayan Infertilite Grubu: Aciklanamayan Infertilite
teshisi almis (diger infertilite nedeni olan hastaliklari bulunmayan) Diinya Saglik Orgiitii
(WHO, 2010) semen parametrelerine gore referans degerinin altinda sperm parametreleri olan

hastalar dahil edilmistir.
4.1.1. Makler Kamera ile Sperm Sayim

Calisma gruplarina dahil edilen her bir 6rnek likefiye olduktan sonra ilk Once
makroskobik olarak inceleme altina alind1 ve akabinde de mikroskobik olarak degerlendirilmesi
yapildi. Alinan Orneklerin makroskobik degerlendirilme oncesi 15 dk Niive marka bir
inkiibatorde 37 °C’ de inkiibasyona birakild1 ve daha sonra ejakulatin mililitresi, viskozitesi,

rengi kokusu ph metre dl¢iimleri degerlendirilerek semen analiz formuna not edildi. Daha sonra
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ise 151k mikroskobu altinda bir makler kamera yardimi ile 20x biiylitmede mikroskobik olarak
ml’deki sperm sayisi, total sperm sayisi, total sperm sayisinin hareket yiizdeleri ve spermlerdeki

vitalite oran1 degerlendirildi.

Resim 1. Isik Mikroskop Atagmanli Makler Kamera

Sperm hareketleri 4 kategoride degerlendirildi;
+4: Hizly, ilerleyici hareketlilik
+3: Yavas hizli hareketlilik
+2: Yerinde hareketlilik
+1: Hareketsiz spermler

Elde edilen sperm sayis1 ml” deki sperm sayis1 olarak, bu sayinin hastaya ait total semen
voliimii ile ¢arpilmasi ile total sperm sayisi elde edildi. Mililitredeki sperm sayisinin yukarida
belirtilen 4 ayr1 kriterde yilizdeleri alinarak motil sperm yiizdeleri ayr1 ayr1 hesaplandi ve son
olarakta, +4 ve +3 motil spermlerin yiizdeleri toplanarak total motil sperm yiizdesi elde edilmis

oldu.
4.1.2. Spermlerin Morfolojik Degerlendirilmesi

Calisma gruplarina dahil edilen her bir hastadan elde edilen semen orneklerinden 0,5
mikrolitre rodajli lam tizerine damlatilarak 45 derecelik ag1 ile yayma preparatlar hazirlandi.
Havada kurutulma saglandiktan sonra Tablo 3’de gosterilen, Spermac Stain (FertiPro Spermac
Stain # FB18S04) boyasi ile boya protokoliine uygun olarak boyandi. Boyama sonras1 37 °C
sicakliktaki inkiibatorde 5 dakika kurumasi saglanan yayma preparatlar 151k mikroskobu altinda

x100 objektifde incelendi. Tiim sahada toplam 100 hiicre degerlendirmeye alinarak bas, boyun
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ve kuyruk anomalileri incelendi ve kruger kesin kriterlerine gore yiizde deger verilerek kayit

altina alindi.

Tablo 3. Spermac Stain boyasi ile Kruger’ e gére morfoloji boyama protokolii

Yapilan islem Uygulama siiresi Boyanan bolge
Tespit 5 Dakika
Soliisyon A 2 Dakika niikleus
Soliisyon B 1 Dakika Boyun ve kuyruk
Soliisyon C 1 Dakika akrozom
Kurutma Tespit sonras1 5 dakika

Boyama sonrasi 37°C de 5 dakika
Inceleme: X100 objektifte 151k mikroskobu

4.1.3. Immunohistokimyasal Boyama Teknikleri

Immunohistokimyasal boyama ile gergeklestirilen analizlerde, hiicre igerisinde var olan
makromolekiillerin ilk olarak isaretlenmesi ve akabinde boyama islemleri ile goriiniir hale

getirilerek incelenmesi esas alinmaktadir.
Asagida belirtilen ii¢ temel unsur isaretlemenin ana prensibidir.

1. Primer bir antikorun 6zel bir antijene baglanmasi

2. Antikor ve antijen kompleksinin 6zel bir konjugasyon enzimi yardimui ile diger ikincil
bir antikorla baglanmasi

3. Substrat ve kromojen varliginda eklenmis olan enzimin, antikor ile antijenin
baglanma bdlgesinde renkli (kahverengi) bir goriintii vermesi ve 151k mikroskobu

altinda histopatolojik inceleme yapilmasi

LC3A/B (D3U4C) XP (Cell Signaling #12741), Beclin 1 (Cell Signaling,
CBOWO0115051), SQSTM1/p62 D5L7G (Cell Signaling #88588) anti-h/m/rATG5 (R&D
System Minneapolis, CEDH011712A), ATG12 (Cell Signaling #2010S), ATG16L1 D6D5
(Cell Signaling #8089S) antikorlar1 kullanilmak iizere her bir gruba dahil toplam 120 yayma
preparat hazirlanarak kurumaya birakildi. Kuruyan yayma preparatlar salelelere dizilerek
Spermac Stain (FertiPro Spermac Stain # FB18S04) marka sperm fiksasyon soliisyonu
icerisinde 15 dakika bekletildi. Fiksatif i¢erisinden ¢ikarilan yayma preparatlar PBS (Fosfat
buffer salin) soliisyonu ile yikanarak kurulandi ve Pap-pen kalem ile sinirlart belirlenerek
¢izildi.

Daha sonra ornekler iizerine %3’ liikk H.O> (Hidrojen peroksit) konularak oda 1sisinda 10

dakika bekletildi. Bekleme isleminden sonra PBS ile iiger defa iyice yikanan orneklerin
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kurutma kagidi ile ile nazik¢e suyu alindi. Daha sonra uygun retrival yontemi uygulanan
ornekler 20 dakila 37 °C derecelik etiivde inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda &rnekler
tekrar PBS soliisyonu ile iiger kez yikanarak fazla siv1 kurulandi. Ornekler iizerinde Pab-pen ile
cizili alan1 kapatacak sekilde peroxidaz dizileme soliisyonu damlatildi. 6 dk sonra PBS ile
yikanan ornekler kurulandiktan sonra iizerlerine bloking soliisyonu damlatildi ve oda 1sisinda
30 dk siire ile bekletildi. Blok soliisyonu yikama yapilmadan dikkatlice uzaklastirildi ve lizerine
uygun sekilde diliie edilen primer antikor konularak +4 derecede bir gece bekletildi. Ertesi giin
PBS ile iyice yikamas1 yapilan preparatlar tizerine primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis
sekonder antikor damlatildi ve kapali nemli kutuda oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. PBS
soliisyonu ile 3 kez yikamasi yapilip kurutulan preparatlar tizerine streptavadin peroksidaz
konjuget eklendi ve oda 1sisinda kapali nemli ortam kabinda 15 dakika bekletildi. 1000
mikrolitre (ul) DAB dilisyonu igerisine 27 ul DAB substrati olacak sekilde 6rnek sayisina gore
DAP karisimi hazirlandi ve inkiibasyon siiresi sonunda 3 ’er kez PBS ile yikanip fazla suyu
alinan lamlar tizerine, DAP karisimi koyulup ortalama 2 dk beklenildi. Preparatlar distile suyla
yikandi. Yayma preparatlarin tizerine Harris Hematoksilen konulup 40 saniye beklenerek zemin
boyamast yapildi ve yine distile suyla yikama yapilan yayma preparatlar kurutulmadan alkol ve

ksilol serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi.

4.1.4. Ultrastriiktiirel Inceleme Ve Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Almis oldugumuz semen ornekleri 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
falkon tiipiin konik kisminda olugan pelletler agar agar icerisine gomiildii ve akabinde % 2,5
‘lik fosfat tamponlu gluteraldehit icerisinde 48 saat 4 °C’lik buzdolabinda fikasyona birakildi.
Daha sonra ultrastriiktiirel goriintiileme i¢in TEM doku takibi protokolii uygulandi. Her bir
ornek doku takibi i¢in uygun kiiclik cam siseler igerisine alind1 ve iizerlerine sorenson fosfat
buffer eklenerek 20 dakika yikama islemi 3 kez tekrarlanarak yapildi. Uzerlerindeki sorenson
fosfat buffer dokiilen siselerin igerisine bire bir oraninda PBS- OsOs (osmium tetroksit,
TAAB®) karisimi eklendi ve icerisinde 6rneklerin oldugu siseler alimunyum folyaya sarilarak
karanlik bir ortamda 60 dakika bekletildi. 60 dakikalik siirenin dolmasina yakin kiigiik 3 adet
beher alinir ve igerlerine PBS sollisyonu konulur. 60 dakikalik siire doldugunda PBS-0OsO4
karigimindan alinan 6rnekler PBS soliisyonlart igerisinden gegirilerek kurutma kagidi tizerinde

kurutulur ve epondorf igerisindeki tampon soliisyonu igerisine 60 dakika birakildi.

Dehidratasyon islemi i¢in asagidaki basamaklar uygulandi;
%70’ lik Alkol 10 dakika
%100’ Lik Alkol 10 dakika
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%100’ lik Alkol 10 dakika
Propilen oksit 15 dakika
Propilen oksit 15 dakika

(b)

Resim 2. (a) Elektron mikroskobu takip protokoliinden bir goriintii (b) Elektron mikroskobu
kesit almak i¢in kullanilan ultratom cihazi

Dehidratasyon isleminden sonra infiltrasyon islemi icin dokular birebir oraninda
hazirlanmis olan propin oksit-araldit karigimi igerisine alinarak oda 1sisinda arada hafif bir
sekilde karistirilarak 60 dakika bekletildi. Daha sonra araldit DDSA (Dodesenil Siiksinik
Anhidrit) karigsimi1 birebir oraninda hazirlandi ve 6rnekler bu yeni karisim igerisine alinarak bir
gece +4 °C de buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan c¢ikarilan 6rnekler igerisine birebir
oraninda BDMA eklenen yeni araldit karisimi igerisine alindi ve bu karigim igerisine gomiilerek
polimerizasyon iglemi i¢in 60°C ‘lik etiivde 48 saat inkiibasyona birakildi. Araldite gomiilmiis
orneklerden yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyandi mikroskop altinda
ultrastriiktiirel goriintli alinacak alanlar belirlendi ve ince kesitler alinarak formuar kapl gritler
tizerine 6rnekler alindi. Kursun sitrat ve uranil asetat ile kontrastlamasi yapilan kesitlerin TEM

altinda goriintiilemesi yapilarak degerlendirildi (Carl Zeiss Libra 1200).

415 Western Blot Analizi

Hastalardan alinan semen Ornekleri kuru buz {izerine alinmis ve Bio-Rad Protein
Extraction Kit (Soluble/Insoluble) (USA) kullanilarak protein izolasyonu gerceklestirildi.
Protein miktarlar1 hesaplanan ve numune, distile su, laemmli buffer (Bio-rad 2xlaemmli Sample

Buffer cat.161-0737) kullanilarak ayni orana getirilen numuneler 95 °C de 5 dakika siire ile
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isitildi. Kilo dalton agirlign géz oniinde bulundurularak degerlendirilmeye alinacak olan
proteinler i¢in uygun yiizde de jel hazirligi yapildi. Her bir kuyucuk i¢in toplamda 20
mikrogram/ml oraninda protein iceren drnekler sirasi ile yiiklendi. ilk olarak 100V 30mA’de
de ayarlanan 6rnekler elektroforezde 15 dakika, daha sonra ise jelin sonuna kadar 80V 30mA’de
yiiriitiildii. Jelin sonuna kadar yiiriiyen proteinlerin elektroforez sonrast membrana gegebilmesi
icin immunoblotting islemi yapildi. Blotlama islemi 30V 90mA’de 3 saat boyunca kuru buz

igerisinde gergeklesti.

Nitroselliiloz membrana proteinlerin transferinin saglanmasinin ardindan, membran 60
dakika boyunca karistirict iizerinde 10x TBS (Blo Rad, #170-6435) ve 10% Tween 20 (Bio-
Rad, #161-0781) soliisyonlarinin karigimi ile elde edilen TBS-T soliisyonu kullanilarak
hazirlanan %5°lik siit tozu ile oda 1sinda blokland. Siit tozu ile bloklama sonrasi ilgili oranlarda
seyreltilen LC3A/B (D3U4C) XP (Cell Signaling #12741), Beclin 1 (Cell Signaling,
CBOWO0115051) antikorlar1 ile ayri ayri muamele edilen membranlar, +4 C’de overnight
karistirici lizerinde inkiibe edildi. Daha sonra TBS-T ile tiger kez 5 dakika karistirici lizerinde
yikama iglemi yapildi. Yikama isleminden sonra membranlar, sekonder antikor ile oda 1sisinda
karistirici lizerinde 60 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile iiger kez
10 dakika karistirici iizerinde yikama yapildi. Yikama iglemi sonrasi membranlardaki bandlarin
goriintlileri alinarak kayit edildi. Ayn1 membranlara striping protokii uygulanarak membranlar
Beta-actin (Cell Signaling #4967S) antikoru ile muamele edildi ve membranlardaki bantlarin

goriintiileri alinarak kayit altina alindu.

Resim 3. (a) Elektroforez sistemi (b) Western blot igslemi goriintiileme cihazi
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4.1. H Skorlamasi

Her bir caligma grubunda bulunan her bir hasta i¢in yapilan immunohistokimyasal
degerlendirme i¢in, her bir hastaya ait yayma preparatlarda rastgele 10 alan se¢ilmis ve bu 10
ayr1 alanda otofaji agisindan hem pozitif hem de negatif hiicreler olmak iizere tiim hiicreler
sayllmig ve yiizdeleri alinmistir. Pozitif boyanan hiicrelerin ise boyanma yogunlugu ‘H-score
yontemi’ kriterlerine gore, zayif (+), orta (++) ve kuvvetli (+++) olacak sekilde 3 kategoride

degerlendirilmistir (Detre Sve ark, 1995; Mazieres J ve ark, 2013).

4.2. istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen tiim veriler SPSS 22.0 programina da istatistiksel olarak
degerlendirildi. Her bir sperm parametresi i¢in Normal Dagilima Uygunluk analizi yapildu.
Normal dagilima uymayan veriler Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. ikili karsilagtirmalar
icin Mann Whitney U testi yapildi. Normal dagilima uygunluk analizi yapilan ve normal
dagilima uyan H-skor sonuglari i¢in, One Way Anova tek yonlii varyans analizi yapildi. Elde
edilen veriler de p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.

Calismamin sonunda elde edilen veriler dogrultusunda Post Hoc Power analizi yapildi.
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5. BULGULAR

Bu calismada Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Androloji
Laboratuvarina, Mugla Sitki Kogman Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Uroloji
polikliniklerinden yonlendirilen 120 calisma kriterlerine uygun erkek katilimcidan alinan
semen oOrnekleri, 151k mikroskobu altinda makler kamera yardimi ile spermiyogram
degerlendirmesi, hazirlanan yayma preperatlar ile morfoloji degerlendirmesi, indirek
immunohistokimya yontemi ile immiinohistokimyasal inceleme, Western Blot ve TEM ile

ultrastriiktiirel incelemeler yapilarak degerlendirilmistir.

5.1. Spermiyogram Sonuclari

Hastalardan alinan detayli anamnez sonrast, {i¢ giinliik cinsel perhiz siiresini tamamlamis
hastalardan alian semen 6rnekleri incelenmistir. Ornekler alindiktan hemen sonra minimum
15 dakika 37°C’de liklefaksiyon igin bekletilmis likefiye olmayan Ornekler her 15 dakikada
kontrol edilmek iizere maksimum 60°dakika etiiv igerisinde bekletilmistir. Likefiye olma
zamani not alindiktan sonra makroskobik olarak, renk, koku, pH, likefaksiyon siireleri ve hacim

ozellikleri yoniinden degerlendirmeye alinmistir.

Likefaksiyon siiresi sonunda viskoz olan ornekler viskdzite yoniinden gradel, grade2,
grade3 olarak degerlendirilmis ve mikroskobik incelemeye gegmeden 6nce 5 ml enjektor ucu
ile mekanik inceltilmis ve mikroskobik incelemeye daha sonra gecilmistir. Mikroskobik
inceleme makler kamera ile 151k mikroskobu altinda x20’lik biiyiitmede yapilmis ve sperm say1

ve hareketliligi degerlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalardan semen 6rnekleri cinsel perhiz siiresinin 3. giinii
alinmustir. Tlim gruplar i¢in ortalama yas 32, ortalama voliim 3 ml olarak bulunmustur. Volim
degeri gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Viskosite degerlendirilmesinde normal yapiya sahip
hasta orani tiim gruplar i¢in, %88,3 olarak bulunmus artis sirasina gore, gradel viskdz; %8
grade 2 viskoz; %4,2 ve grade3 viskdz; %6,7 olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile varikosel
ve aciklanamayan Infertilite gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmis
kontrol grubu ve infeksiyon grubu arasinda ve hasta gruplar arasinda anlamli bir fark

gozlenmemistir (p<0,05).
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Lokosit degerlendirilmesinde; Kontrol Grubu igin ortalama 16kosit degeri; 1x10°,
Varikosel Grubu igin ortalama I8kosit degeri; 1x10°, Enfeksiyon grubu igin ortalama Idkosit
degeri 3 x108, Grup 4: Agiklanamayan Infertilite Grubu igin ortalama enfeksiyon degeri 1x10°

olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Enfeksiyon grubu 16kosit degerleri kontrol ve

diger hasta gruplarina gére anlaml derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Kontrol Grubu i¢in; mililitredeki ortalama sperm sayis1 65,5x 10°%; ortalama total sperm
sayis1 177,5x 10°; ortalama total sperm hareketi %69; +4 (ileri hizli) hareketli sperm sayis1
%30; +3 (yavas ileri) hareketli sperm sayis1 %40; +2 (yerinde) hareketli sperm sayis1 %5; +1

hareketsiz sperm sayist %30; olarak belirlenmistir.

Varikosel Grubu icin; mililitredeki ortalama sperm sayis1 5x10°; ortalama total sperm
sayis1 20x106; ortalama total sperm hareketi %30; +4 (ileri hizli) hareketli sperm sayis1 %0; +3
(yavas ileri) hareketli sperm sayis1 %30; +2 (yerinde) hareketli sperm sayisi %6; +1 hareketsiz

sperm sayist %60; olarak belirlenmistir.

Enfeksiyon Grubu i¢in; mililitredeki ortalama sperm sayis1 8x10°; ortalama total sperm
sayis1 17x106, ortalama total sperm hareketi %30; +4 (ileri hizli) hareketli sperm sayis1 %0; +3
(yavas ileri) hareketli sperm sayis1 %25; +2 (yerinde) hareketli sperm sayis1 %5; +1 hareketsiz

sperm sayis1 %65; olarak belirlenmistir.

Aciklanamayan Infertilite Grubu igin; mililitredeki ortalama sperm sayis1 7,5 x10°;
ortalama total sperm sayis1 22x 10°; ortalama total sperm hareketi %30; +4 (ileri hizl1) hareketli
sperm sayist %1; +3 (yavas ileri) hareketli sperm sayis1 %29; +2 (yerinde) hareketli sperm
sayis1 %7,5; +1 hareketsiz sperm sayis1 %60; olarak belirlenmistir.

Mililitredeki sperm sayisi hasta gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak kontrol
grubundaki mililitredeki sperm sayis1 varikosel, enfeksiyon ve aciklanamayan infertilite
gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplar1 arasinda

anlamli bir fark bulunamamuistr.

Total sperm sayisi istatistiksel olarak hasta gruplan ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak kontrol grubundaki total sperm sayis1 varikosel, enfeksiyon ve acgiklanamayan infertilite
gruplarina kiyasla anlamli derecede yliksek bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplari arasinda
anlaml bir fark bulunamamaistir. Total motil sperm sayisi istatistiksel olarak hasta gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak kontrol grubundaki total motil sperm sayisi varikosel,

enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek
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bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir. +4 hizli ileri
sperm sayist varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite gruplarina kiyasla anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplari arasinda anlamhi bir fark
bulunamamistir. +3 yavas ileri sperm sayist hasta gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak kontrol grubundaki, +3 yavas ileri sperm sayisi varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan
infertilite gruplarma gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. +2 yerinde hareketli sperm sayis1 hasta gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak kontrol grubundaki +2 yerinde hareketli sperm sayisi
varikosel (p=0,14), enfeksiyon (p=0,12) ve aciklanamayan infertilite (p=0,000), gruplarina
kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Hasta gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamamaistir. +1 hareketsiz sperm sayis1 hasta gruplar ile karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak kontrol grubundaki +1 hareketsiz sperm sayis1 varikosel, enfeksiyon ve a¢iklanamayan
infertilite gruplarina gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Hastalardan elde edilen Spermiyogram sonuglari

Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Spermiyogram Sonuglari

Grup/Sperm Kontrol Varikosel Enfeksiyon Agiklanamayan
Parametreleri Med. (Min-Max) Med. (Min-Max) Med. (Min-Max) Med. (Min-Max)
Voliim (ml) 3 (2-5) 3(2-7) 3 (2-6) 3(2-6)
Viskosite 0 (0-0) 0(0-3) 0(0-3) 0(0-3)
Sperm/ml 65.500.00" 5x108" 8x10%" 7.500.00"
(40x10%100x10°) (1x105-10x10°%) (1x105-15x10°) (1x105-14x10°)
Total Sperm 177.500.00" 20x10°" 17x10%" 22x108"
(88x10°-340x10°) (4x105-42x10%) (4x105-60x10°%) (1.5x10°-104x10%)
Total 69 (69-76) 30 (0-40) * 30 (0-40) * 30 (0-40) "
Hareket%
+4 % 30 (15-45) 0 (0-18) 0 (0-19) 1 (0-15)
+3 % 40 (30-50) 30 (0-40) 25 (0-39) 29 (0-37)
+2 % 5 (0-10) 6 (0-10) 5 (0-15) 7,5 (0-20)
+1% 30 (20-40) * 60 (50-95) 65 (50-100) * 60 (40-90)
Lokosit % 1x10%" 1x106™ 3x108% 1x108™"
(1x105-1x10%) (1x108-2x10%) (2x105-20x10%) (1x108-2x10%)
*Kontrol grubu ile Hasta gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)
** Enfeksiyon grubu ve Varikosel grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik(p=0,000)
***Enfeksiyon grubu ve A¢iklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)
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5.2. Yayma Preparatlarin Spermac Stain Boyamasi ile Krugere Gore

Degerlendirilmesi

Mikroskobik degerlendirme sonrasi her bir 6rnekten biri inceleme ii¢li yedek olacak
sekilde 4 yayma preparat hazirlandi. Hazirlanan yayma preparatlar kurumaya birakildi.
Kuruyan preparatlar morfolojik incele igin Spermac Stain boyasi ile boya protokoliine gore
boyandi ve boyama sonrasi elde edilen yayma preparatlar kurumaya birakildi. X100 objektifte
immersiyon yagi kullanilarak 11k mikrokobu ile Krugere gore morfolojik inceleme yapildi.
(Resim 4, 5, 6, 7) Spermler; normal, amorf bas, biiyiik bas, kii¢iik bas, uzun bas, ¢ift bas, boyun
ve mibple, kuyruk, sitoplazmik droplet, serbest bas olmak tizere 10 ayr1 kriterde incelendi ve

sonuglar % degeri olarak verildi.

Normal morfolojiye sahip sperm sayisi istatistiksel olarak gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak kontrol grubundaki normal morfolojiye sahip sperm
sayis1 varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p=0,000). Hasta gruplar1 arasinda anlaml1 bir fark bulunamamigtir. Amorf
basa sahip sperm sayisi gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak kontrol
grubundaki amorf basa sahip sperm sayisi varikosel (p=0,000), enfeksiyon (p=0,025) ve
aciklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina gére anlamli derecede diisiik bulunmustur. Hasta
gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede enfeksiyon grubundaki amorf basa sahip
sperm sayisi varikosel grubuna gore anlamli derecede az bulunmustur (p=0,000), yine hasta
gruplari arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede enfeksiyon grubundaki amorf basa sahip

sperm sayisi agiklanamayan infertilite grubuna gore anlamli derecede az bulunmustur (p=0,03).

Biiyiik basa sahip sperm sayis1 gruplar arasinda karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
kontrol grubundaki biiyiikk basa sahip sperm sayisi agiklanamayan infertilite grubuna goére
anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,19). Kontrol grubu ile varikosel (p=0,831) ve
enfeksiyon (p=0,410) gruplar arasinda biiyiik basa sahip sperm sayisi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Hasta gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede agiklanamayan infertilite grubundaki biiyiik basa sahip sperm sayisi varikosel
grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,021), yine hasta gruplari arasinda
yapilan istatistiksel degerlendirmede agiklanamayan infertilite grubundaki biiyiik basa sahip

sperm sayisi enfeksiyon grubuna goére anlamli fark géstermemistir (p=0,140).

Cift basa sahip sperm sayisi gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak

kontrol grubundaki ¢ift basa sahip sperm sayist agiklanamayan infertilite gruplarina gore
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anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,034). Kontrol grubu ile varikosel grubu(p=0,348)
ve enfeksiyon grubu (p=0,95) arasinda ¢ift basa sahip sperm sayisi arasinda isratistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamamistir Hasta gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Boyun ve mibple anomalisine sahip sperm sayisi gruplar arasinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak kontrol grubundaki boyun ve mibple anomalisine sahip sperm sayisi
enfeksiyon grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,000). Kontrol grubu ile
aciklanamayan infertilite grubu (p=0,261) ve varikosel grubu (p=0,084) arasinda boyun ve
mibple anomalisine sahip sperm sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Hasta gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede enfeksiyon
grubundaki boyun ve mibple anomalisine sahip sperm sayis1 varikosel (p=0,000) grubuna ve

aciklanamayan infertilite (p=0,000) grubuna goére anlamli derecede yiliksek bulunmustur.

Kiiciik basa sahip sperm sayist ve uzun basa sahip sperm sayisi, gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark goriilememistir. Kuyruk
anomalisine sahip sperm sayis1 gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlaml bir fark goériilememistir. Kontrol grubu ile hasta gruplarinin istatistiksel olarak
karsilastirildiklart grafik Tablo 5°de, hasta gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak
karsilastirildiklar grafik Tablo 6°da verilmistir.

Tablo 5. Kontrol grubu ile hasta gruplarinin karsilastirildiklar1 krugere gére morfoloji sonuglari

Grup/Sperm Kontrol Varikosel Enfeksiyon Aciklanamayan
Parametreleri Med. (Min-Max) Med. (Min-Max) Med. (Min-Max) Med. (Min-Max)
Normal 17 (5-36) ~ 1(1-3)" 1(1-3)" 1(1-3)"
Amorf bas 19 (8-40) ~ 34 (18-64) * 20 (10-60) * 30 (2-60)
Biiyiik basg 5(0-20) " 6 (0-10) 8(0-10) " 9,5(0-34) "
Kiigiik basg 4 (0-18) 5 (0-20) 5 (1-20) 6,5 (0-18)
Uzun bas 5 (0-20) 5 (0-21) 5 (0-17) 5 (0-18)
Cift bag 6 (1-20) " 5 (0-40) 4,5 (0-10) 2,5(0-10) "
Boyun mibple 15 (0-40) ~ 20 (0-40) ~ 38 (10-50) " 19,5 (0-39) "

Kuyruk 10 (5-30) 10 (0-20) 10 (0-30) 10 (0-40)
Sitop. droplet 9 (0-20) 5 (0-20) 6 (0-19) 5 (0-20)
Serbest bag 0 (0-20) 0 (0-20) 0(0-19) 0(0-13)

* Kontrol grubu ile Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik (p<0,05)

64




Tablo 6. Hasta gruplarinin karsilastirildiklar1 krugere gére morfoloji sonuglari

Grup/Sperm Varikosel Enfeksiyon Acgiklanamayan
Parametreleri Med. (Min-Max) Med. (Min-Max) Med. (Min-Max)
Normal 1(1-3) 1(1-3) 1(1-3)
Amorf bag 34 (18-64) 20 (10-60) =™ 30 (2-60) ™
Biiyiik bas 6 (0-10)* 8 (0-10)** 9,5(0-34) -+
Kiiciik bag 5(0-20) 5 (1-20) 6,5 (0-18)
Uzun bas 5 (0-21) 5 (0-17) 5 (0-18)
Cift bas 5 (0-40) 4,5 (0-10) 2,5 (0-10)
Boyun mibple 20 (0-40)" 38 (10-50) ™ 19,5 (0-39) ™
Kuyruk 10 (0-20) 10 (0-30) 10 (0-40)
Sitop. droplet 5 (0-20) 6 (0-19) 5 (0-20)
Serbest bas 0 (0-20) 0(0-19) 0(0-13)
* Enfeksiyon grubu ile Varikosel grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik
** Enfeksiyon grubu ile A¢iklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik
+ Aciklanamayan infertilite grubu ile Varikosel grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik
++ Aciklanamayan infertilite grubu ile Varikosel grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p<0,05)

A

\hN ‘o

B

’hN

Resim 4. Kontrol grubuna ait krugere gére spermac stain boyama morfoloji sonuglari: (N;

Normal)
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Resim 5. Varikosel grubuna ait krugere gore spermac stain boyama morfoloji sonuglari: (N;
Normal, BM; Boyun ve Mibple, K; Kuyruk, SD; Sitoplazmik Droplet, SB; Serbest

Bas)
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Resim 6. Enfeksiyon grubuna ait krugere gore spermac stain boyama morfoloji sonuglari: (A;
Amorf Bas, BB; Biiyiik Bas, UB; Uzun Bas, BM; Boyun ve Mibple, V; Vakuol)
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Resim 7. Agiklanamayan infertilite grubuna ait krugere gore spermac stain boyama morfoloji
sonuclar: (BM; Boyun ve Mibple, K; Kuyruk, YB; Yuvarlak Bas, SB; Serbest Bas,
V; Vakuol)

5.3. Yayma preparatlarin immunohistokimyasal Boyama Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Poli lizinli lamlar iizerine hazirlanan yayma preparatlar kurumaya birakildi. Fiksasyon
isleminden sonra immunohistokimyasal boyama yapilan preparatlar, her bir grup icin 6 ayr1
otofaji belirteci ile incelendi (Belcin-1, SQSTM1/p62, LC3A/B, Atg5, ATG12, ATG16L1).
Boyama sonrasi immersiyon yagi yardimiyla X100 objektifte Nikon marka 1sik mikroskobu
altinda goriintiilenen orneklerin her biri icin H skorlamasi yapildi. Bu skorlama yontemi ile

boyama derecesine gore her bir sperme bir deger verildi.
(+) zayif pozitif
(++) orta pozitif
(+++) kuvvetli pozitif

Her 6rnek icin; zayif (+) pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi hesaplandi ve ¢ikan sonug 1
ile carpilarak bir deger elde edildi. Daha sonra orta (++) pozitiflikte boyanan hiicrelerin yiizdesi
hesaplandi ve bu sonucun 2 ile ¢arpilmasi ile de bir deger elde edildi. Kuvvetli (+++) pozitiflikte
boyanan hiicreler i¢in de bu hiicrelerin yilizdesi hesaplanmis ve sonug 3 ile carpilarak {iglincii
bir deger elde edilmis oldu. Daha sonra elde edilen bu 3 deger topland1 ve her hasta i¢in bir “H-

skor degeri” elde edildi. Her bir hasta i¢in H-score degerinin hesaplamasinda asagida belirtilen

formil kullanilmistir:
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H-score = 1 x [zayif (+) pozitiflikte boyanan hiicrelerin % si] + 2 x [orta (++) pozitiflikte

boyanan hiicrelerin % si] + 3 x [kuvvetli (+++) pozitiflikte boyanan hiicrelerin % si]

5.3.1 LC3 A/B primer antikoru kullanilarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme;

LC3 A/B primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucu elde edilen H-skorlari
degerlendirildiginde; kontrol grubu H-skor degerlerinin varikosel grubuna gore (p=0,000),
enfeksiyon grubuna goére (p=0,000) ve agiklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derece az oldugu gosterilmistir. Gruplara ait ortalama H-skor

degerleri ve en diisiik en yiiksek H-skoru degerleri Tablo 7 ve Sekil 12°de gdsterilmistir.

Tablo 7. LC3 A/B primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor

degerlendirmesi
Antikor (LC3A/B) Ortalamaz SS (Min.-Max.)
Kontrol (n=30) 16,28+6,438 (7,23-32,11)
Varikosel (n=30) 252,92+112,838 (20,60-210-78)
Enfeksiyon (n=30) 366,86+141,309 (25,80-314,1)
Aciklanamayan (n=30) 233,92+52,305 (14,4-189)
*kok
400
350
300 s
kokok
o 250
=)
X 200
T 150
100
50
*
0 116,281
KONTROL VARIKOSEL ENFEKSIYON ACIKLANAMAYAN

GRUP

* Kontrol grubu ile Hasta gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)
** Enfeksiyon grubu ve Varikosel grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik(p=0,000)
*** Enfeksiyon grubu ve Ag¢iklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

Sekil 12. LC3 A/B primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor
degerleri
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Kontrol grubunda bulunan spermlerde (-) ve (+) zayif boyanma daha yogun izlenirken,
varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite teshisi almis hasta gruplarinda (++, +++)
pozitif boyanan sperm sayisinin artmis oldugu gozlendi. En yogun boyanmanin enfeksiyon
grubunda oldugu gozlenmistir. Isik mikroskobu altinda x100 objektifte immersiyon yagi

kullanilarak alinan goriintiiler Resim 8’ de verilmistir.
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Resim 8. LC3A/B, x100 biiyiitme. (_A; Kontrol Grubu, B; Varikosel Grubu, C; Enfeksiyon
Grubu, D; Aciklanamayan Infertilite Grubu, N; negatif boyanma, P1; zayif boyanma,
P2; orta boyanma, P3; yogun boyanma)

5.3.2 Beclin-1 primer antikoru Kkullamlarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme;

Beclin-1 primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucu elde edilen H-skorlar1
degerlendirildiginde; kontrol grubu H-skor degerlerinin varikosel grubuna gore (p=0,000),
enfeksiyon grubuna gore (p=0,000) ve agiklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina goére
istatistiksel olarak anlamli derece az oldugu gosterilmistir. Hasta gruplar1 kendi arasinda
degerlendirildiginde; varikosel grubu ile enfeksiyon grubu (p=0,000) ve varikosel grubu ile
aciklanamayan infertilite grubu (p=0,000) karsilagtirildiginda varikosel grubunda H-skor degeri
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istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. A¢iklanamayan infertilite grubu ile
enfeksiyon grubu degerlendirildiginde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir (p=0,059). Gruplara ait ortalama H-skor degerleri ve en diisiik en yiiksek H-
skoru degerleri Tablo 8 ve Sekil 13’°de gosterilmistir.

Tablo 8. Beclin-1 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor

degerlendirmesi
Antikor (BECLIN-1) Median (Min.-Max.)
Kontrol (n=30) 41,63+16,417 (19,70-89,78)
Varikosel (n=30) 419,40+46,605 (318,25-494,89)
Enfeksiyon (n=30) 147,88+44,083 (62,77-229,93)
Agiklanamayan (n=30) 193,56+25,506 (117,51-205,84)
Beclin-1
*kok
450 s
400
350
300
o
O 250
2
2 200 * % * ok ok
150
100 %
50 *
0 4163
KONTROL VARIKOSEL ENFEKSIYON ACIKLANAMAYAN
GRUP

*Kontrol grubu ile Hasta gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)
** Varikosel grubu ve Enfeksiyon grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik(p=0,000)
*** Varikosel grubu ve Agiklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

Sekil 13. Beclin-1 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor
degerleri

Kontrol grubunda bulunan spermlerde (-) ve (+) zayif boyanma daha yogun izlenirken,
varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite teshisi almig hasta gruplarinda (++, +++)
pozitif boyanan sperm sayisinin artmis oldugu gozlendi. En yogun boyanmanin varikosel
grubunda oldugu goézlenmistir. Isik mikroskobu altinda x100 objektifte immersiyon yagi

kullanilarak alinan goriintiiler Resim 9’ da verilmistir.

70



Resim 9. Beclin-1, x100 biiyiitme. (A; Kontrol Grubu, B; Varikosel Grubu, C; Enfeksiyon
Grubu, D; Aciklanamayan Infertilite Grubu, N; negatif boyanma, P1; zayif boyanma,
P2; orta boyanma, P3; yogun boyanma)

5.3.3. P62 primer antikoru Kkullamlarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme;

P-62 primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucu elde edilen H-skorlari
degerlendirildiginde; kontrol grubu H-skor degerlerinin varikosel grubuna gore (p=0,000),
enfeksiyon grubuna gore (p=0,000) ve agiklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derece az oldugu gosterilmistir. Hasta gruplart kendi arasinda
degerlendirildiginde; enfeksiyon grubu ile varikosel grubu (p=0,000) ve enfeksiyon grubu ile
aciklanamayan infertilite grubu (p=0,028) karsilastirildiginda enfeksiyon grubunun H skor
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Yine
aciklanamayan infertilite ve enfeksiyon grubu karsilastirildiginda agiklanamayan infertilite

grubunun H skor degerlerinin enfeksiyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
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daha yiiksek oldugu gosterilmistir (p=0,028). Gruplara ait ortalama H-skor degerleri ve en
diisiik en yiiksek H-skoru degerleri Tablo 9 ve Sekil 14°de gosterilmistir.

Tablo 9. P62 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor
degerlendirmesi

Antikor (p62) Median (Min.-Max.)
Kontrol (n=30) 36,25+17,301 (9,49-81-75)
Varikosel (n=30) 124,77+ 21,224 (91,24-189,05)
Enfeksiyon (n=30) 220,79+37,788 (142,34-294,16)
Agiklanamayan (n=30) 200,39+157,676 (117,52-352,55)

P62

250 ok Rk
* ok
* ok

200
150 o
9 *
[7s]
T 100

50 *
o mas
KONTROL VARIKOSEL ENFEKSIYON ACIKLANAMAYAN
GRUP

* Kontrol grubu ile Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

** Varikosel grubu ile Enfeksiyon grubu ve Agiklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik
(p=0,000)

*** Enfeksiyon grubu ve Aciklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,028)

Sekil 14. P62 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor degerleri

Kontrol grubunda bulunan spermlerde (-) ve (+) zayif boyanma daha yogun izlenirken,
varikosel, orsit-epididimit ve a¢iklanamayan infertilite teshisi almis hasta gruplarinda (++, +++)
pozitif boyanan sperm sayisinin artmis oldugu gozlendi. En yogun boyanmanin enfeksiyon
grubunda oldugu gozlenmistir. Isik mikroskobu altinda x100 objektifte immersiyon yagi

kullanilarak alinan goriintiiler Resim 10’ da verilmistir.
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Resim 10. P62, x100 biiyiitme. (A; Kontrol Grubu, B; Varikosel Grubu, C; Enfeksiyon Grubu,
D; Aciklanamayan Infertilite Grubu, N; negatif boyanma, P1; zayif boyanma, P2; orta
boyanma, P3; yogun boyanma)

5.34. ATGS primer antikoru kullanilarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme;

ATGS primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucu elde edilen H-skorlari
degerlendirildiginde; kontrol grubu H-skor degerlerinin varikosel grubuna gore (p=0,000),
enfeksiyon grubuna gore (p=0,000) ve agiklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derece az oldugu gosterilmistir. Hasta gruplari kendi arasinda
degerlendirildiginde; agiklanamayan infertilite grubu ile varikosel grubu (p=0,000) ve
enfeksiyon grubu (p=0,000) karsilastirildiginda agiklanamayan infertilite grubunun H skor
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Yine varikosel
ve enfeksiyon grublar karsilastirildiginda varikosel grubunun H skor degerlerinin enfeksiyon
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmistir. (p=0,000).
Gruplara ait ortalama H-skor degerleri ve en diisiik en yiiksek H-skoru degerleri Tablo 10 ve
Sekil 15°de gosterilmistir.
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Tablo 10. ATG 5 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor

degerlendirmesi
Antikor (ATG 5) Median (Min.-Max.)
Kontrol (n=30) 27,52+13,554 (10,22-51,83)
Varikosel (n=30) 230,85+36,720 (162,77-318,98)
Enfeksiyon (n=30) 180,51+31,924 (124,82-278,83)
Aciklanamayan (n=30) 367,59+57,518 (251,09-486,86)
ATG5
400 ok
350
300 —
*okok
. 250 # s
2 200
uy
150
100
*
50
0 27,52
KONTROL VARIKOSEL ENFEKSIYON ACIKLANAMAYAN

GRUP

* Kontrol grubu ile Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

** Varikosel grubu ile Enfeksiyon grubu ve Ag¢iklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik
(p=0,000)
*** Enfeksiyon grubu ve Agiklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,028)

Sekil 15. ATG 5 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor
degerleri

Kontrol grubunda bulunan spermlerde (-) ve (+) zayif boyanma daha yogun izlenirken,
varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite teshisi almis hasta gruplarinda (++, +++)
pozitif boyanan sperm sayisinin artmis oldugu goézlendi. En yogun boyanmanin agiklanamayan

infertilite grubunda oldugu gézlenmistir.
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Resim 11. P62, x100 biiyﬁtme._ (A; Kontrol Grubu, B; Varikosel Grubu, C; Enfeksiyon Grubu,
D; Aciklanamayan Infertilite Grubu, N; negatif boyanma, P1; zayif boyanma, P2;
orta boyanma, P3; yogun boyanma)

535.ATG12 primer antikoru Kkullamlarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme

ATGI12 primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucu elde edilen H-skorlar1
degerlendirildiginde; kontrol grubu H-skor degerlerinin varikosel grubuna gore (p=0,000),
enfeksiyon grubuna gore (p=0,000) ve agiklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derece az oldugu gosterilmistir. Hasta gruplari kendi arasinda
degerlendirildiginde; aciklanamayan infertilite grubu ile varikosel grubu (p=0,000) ve
enfeksiyon grubu (p=0,000) karsilastirildiginda agiklanamayan infertilite grubunun H skor
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Yine varikosel
ve enfeksiyon gruplar karsilastirildiginda varikosel grubunun H skor degerlerinin enfeksiyon
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmistir. (p=0,000).
Gruplara ait ortalama H-skor degerleri ve en diisiik en yiiksek H-skoru degerleri Tablo 11 ve

Sekil 16°da gosterilmistir.
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Tablo 11. ATG 12 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor

degerlendirmesi
Antikor (ATG12) Median (Min.-Max.)
Kontrol (n=30) 45,89+30,233 (11,68-183,21)
Varikosel (n=30) 196,18+48,770 (95,62- 299,27)
Enfeksiyon (n=30) 226,25+41,722 (160,58-327,01)
Aciklanamayan (n=30) 182,75+33,434 (89,05-269,34)
*kok
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* ok
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o« 300
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T 200
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100
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KONTROL VARIKOSEL ENFEKSIYON ACIKLANAMAYAN

GRUP

* Kontrol grubu ile Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)
** Varikosel grubu ve Enfeksiyon grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik(p=0,004)
*** Enfeksiyon grubu ve Ag¢iklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

Sekil 16. ATG 12 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor
degerleri

Kontrol grubunda bulunan spermlerde (-) ve (+) zayif boyanma daha yogun izlenirken,
varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite teshisi almis hasta gruplarinda (++, +++)
pozitif boyanan sperm sayisinin artmis oldugu gézlendi. En yogun boyanmanin enfeksiyon

grubunda oldugu gbzlenmistir.
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Resim 12. ATG12, x100 biiyiitme. (A; Kontrol Grubu, B; Varikosel Grubu, C; Enfeksiyon
Grubu, D; Aciklanamayan Infertilite Grubu, N; negatif boyanma, P1; zayif boyanma,
P2; orta boyanma, P3; yogun boyanma)

53.6. ATG16 primer antikoru kullanilarak immunohistokimyasal yontem ile

degerlendirme;

ATG16 primer antikoru kullanilarak yapilan boyamalar sonucu elde edilen H-skorlari
degerlendirildiginde; kontrol grubu H-skor degerlerinin varikosel grubuna gore (p=0,000),
enfeksiyon grubuna gore (p=0,000) ve agiklanamayan infertilite (p=0,000) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli derece az oldugu gosterilmistir. Hasta gruplari kendi arasinda
degerlendirildiginde; enfeksiyon grubu agiklanamayan infertilite grubu (p=0,000) ve varikosel
grubu (p=0,001) ile karsilastirildiginda enfeksiyon grubunun H-skor degerlerinin istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik oldugu gozlendi. Varikosel ve agiklanamayan infertilite gruplari
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,211). Gruplara ait ortalama H-

skor degerleri ve en diisiik en yiiksek H-skoru degerleri Tablo 12 ve Sekil 17°de gosterilmistir.
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Tablo 12. ATG 16 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor

degerlendirmesi
Antikor (ATG16) Median (Min.-Max.)
Kontrol (n=30) 19,56+8,459 (7,30-45,98)
Varikosel (n=30) 176,03+32,836 (113,14-249,63)
Enfeksiyon (n=30) 149,54+39,446 (94,89-259,12)
Agciklanamayan (n=30) 185,75+27,398 (132,85-231,39)
ATG 16
200 ** *k ok
180
160
140
= 120
3 100
T 80
60
40
20 *
. 11956
KONTROL VARIKOSEL ENFEKSIYON ACIKLANAMAYAN

GRUP

*Kontrol grubu ile Hasta gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)
** Varikosel grubu ve Enfeksiyon grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik(p=0,001)
*** Enfeksiyon grubu ve Aciklanamayan infertilite grubu arasindaki istatistiksel anlamlilik (p=0,000)

Sekil 17. ATG 16 primer antikoru kullanilarak yapilan boyama sonrasi elde edilen H-skor
degerleri

Kontrol grubunda bulunan spermlerde (-) ve (+) zayif boyanma daha yogun izlenirken,
varikosel, enfeksiyon ve agiklanamayan infertilite teshisi almis hasta gruplarinda (++, +++)

pozitif boyanan sperm sayisinin artmis oldugu gozlendi.
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Resim 13. ATG16, x100 biiyiitme. (_A; Kontrol Grubu, B; Varikosel Grubu, C; Enfeksiyon
Grubu, D; Aciklanamayan Infertilite Grubu, N; negatif boyanma, P1; zayif boyanma,
P2; orta boyanma, P3; yogun boyanma)

5.3.7. Post Hoc Power Test Sonuclar:

Caligmamizda, LC3A/B antikoru ile elde ettigimiz H-skor degerleri iizerinden etki

biiyilikliigii hesaplandiginda, etki biiyiikliigii Anova testine gore 0,40 iizerindedir. G-power

programinda en tist sinir olarak kabul edilen 0,40 etki biiyiikliigii degeri altinda yapilan Post-
Elde edilen veriler Tablo 13’ de

Hoc power analiz degeri 0,96 olarak tespit edilmistir.

gosterilmistir.

Tablo 13. Post Hoc Power analiz sonuglart

Critical F
Numerator df
Denominator df
Power (1-B err prob)

F tests:
Analysis: Post hoc: Compute achieved power
Input: Effect size f
a err prob
Total sample size
Number of groups
Output: Noncentrality parameter A

ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way

0.40

0.05

120

4
19.2000000
2.6828094
3

116
0.9643178
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5.4. Western Blot Yontemi ile Bulgularin Degerlendirilmesi
5.4.1.Beclin-1 bulgular:

Spermde Beclin-1 antikoru ile yapilan Western blot analizinden elde edilen bant
gorintiileri Resim14’de verilmistir. Kontrol grubu ile hasta gruplar1 karsilagtirildiginda Beclin-
1’in hasta gruplarinda ekspresyonunun daha fazla oldugu gozlemlendi. Yapilan bant yogunlugu
analizi degerlendirmesinde hasta gruplarindaki Beclin-1 ekspresyonundaki artisin kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 14, p<0.05).

Tablo 14. Gruplara ait 1. Jel Beclin-1 bant yogunluklar

Gruplar Alan Yiizde
Varikosel 53176.472 8.104
Varikosel 96346.032 14.682
Enfeksiyon 105295.404 16.046
Enfeksiyon 77778.383 11.853
Agciklanamayan infertilite 82207.241 12.528
Agciklanamayan infertilite 84052.647 12.809
Aciklanamayan infertilite 84326.392 12.851
Kontrol 25833.848 3.937

Kontrol 39790.701 6.064

Resim 14. Gruplara ait Western blot analizi Beclin-1 bantlari (Western blot membraninda
Beclinl-1 i¢in sirayla yiiklenmis olanlar: leader, Varikosel-1, Varikosel-2,
Enfeksiyon-1, Enfeksiyon-2, Agiklanamayan infertilite-1, Agiklanamayan infertilite-
2, Kontrol-1, K

Ayni membran iizerinde yapilan beta-aktin antikoru ile western blot analizinden elde
edilen bant goriintiileri Resim 15 de, 1. Jel beta-aktin bant yogunluklar1 Tablo 15°de

verilmistir.
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Tablo 15. Gruplara ait 1. Jel beta-aktin bant yogunluklari

Gruplar Alan Yiizde
Varikosel 9466.719 6.886
Varikosel 18709.711 13.608
Enfeksiyon 19251.640 14.002
Enfeksiyon 15348.033 11.163
Aciklanamayan infertilite 16295.619 11.852
Aciklanamayan infertilite 16287.560 11.847
Aciklanamayan infertilite 17863.246 12.993
Kontrol 11228.397 8.167

Kontrol 11750.560 8.547

.‘ Cs . -
.. . -

Resim 15. Gruplara ait Western blot analizi 1. Jel Beta-aktin bantlar1 (Western blot
membraninda beta-aktin icin sirayla yiiklenmis olanlar: leader, Varikosel-1,
Varikosel-2,  Enfeksiyon-1,  Enfeksiyon-2,  Agiklanamayan infertilite-1,
Agiklanamayan infertilite-2, Ko

Her bir 6rnege ait Beclin-1/Beta-aktin oranlari ile elde edilen ortalama, yiizde ve kat
degisim degerleri Tablo 16” de ve Beclin-1 ile beta-aktin oranlanmasi sonrasi goriilen kat
degisimleri Sekil 18’ de verilmistir.

Tablo 16. Beclin-1/Beta-aktin ortalama yiizde deger ve kat degisim oranlari

Beclinl/B-Actin Oran % Yiizde Kat Degisimi
Kontrol 2,300760117 100 1
Kontrol 3,38628125 147,1809783 1,471809783
Varikosel 5,617201905 244,1454832 2,441454832
Varikosel 5,149520054 223,8182075 2,238182075
Enfeksiyon 5,46942515 237,7225296 2,377225296
Enfeksiyon 5,06764502 220,2595995 2,202595995
Agiklanamayan infertilite 5,04474491 219,2642715 2,192642715
Agiklanamayan infertilite 5,160542586 224,2972897 2,242972897
Aciklanamayan infertilite 4,720664542 205,1784759 2,051784759
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Sekil 18. Beclin-1 ile beta-aktin oranlanmasi sonrasi goriilen kat degisimleri

Beclin-1 antikoru ve Beta-aktin antikoru ile yapilan Western blot analizinden elde edilen

ortalama degerler ve standart sapma oranlar1 Tablo 17’ da gosterilmistir.

Tablo 17. Beclin-1, Beta-aktin ortalama deger ve standart sapma oranlari

Beclin-1 Ortalama Standart Sapma
Kontrol 328122745 9868,9854
Varikosel 74761,252 30525,48862
Enfeksiyon 91536,8935 19457,47215
Aciklanamayan infertilite 83528.76 1152,624584
Beta aktin Ortalama Standart Sapma
Kontrol 11489,4785 369,2249982
Varikosel 14088,215 6535,782322
Enfeksiyon 17299,8365 2760,266981
Aciklanamayan infertilite 16815,475 907,4052503

Beclin 1 ile beta aktin oranlanmasi sonrasi goriilen ortalama, yiizde ve kat degisim
degerleri Tablo 18’ de verilmistir. Gruplara ait Beclin-1/Beta-aktin oranlamasi sonrasi
belirlenen yiizde degerleri gosteren grafik Sekil 19 ‘da ve gruplara ait Beclin-1/Beta-aktin

oranlamasi sonrasi belirlenen kat degisim degerlerini gosteren grafik Sekil 20 ‘de verilmistir.
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Tablo 18. Beclin-1/Beta-aktin oraninin, ortalama, ylizde ve kat degisim degerleri

Beclinl/B-Actin Ratio Yiizde (%) ortalama Kat Degisimi
Kontrol 2,855854119 100 1
Varikosel 5,306651836 185,8166284 1,858166284
Enfeksiyon 5,29119992 185,2755673 1,852755673

Aciklanamayan 4,967374398
infertilite 173,9365595 1,739365595

250

£

$g™
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=5 £ 150 -

Es

b 100 -
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50

Aciklanamayan

Kontrol Varikosel Enfeksiyon
infertilite

Sekil 19. Orneklerin ortalamast ile Beclin 1 - beta aktin oranlanmasi sonras1 belirlenen

yiizdeler
2,5
2
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Q
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0
Kontrol Varikosel Enfeksiyon Agiklanamayan
infertilite

Sekil 20. Orneklerin ortalamast ile Beclin 1 - beta aktin oranlanmasi sonrasi belirlenen kat
degisim degerleri.

5.4.2. LC3A/B Bulgular:

Spermde LC3A/B antikoru ile yapilan Western blot analizinden elde edilen bant
goriintlileri Resim 16’da verilmistir. Kontrol grubu ile hasta gruplar1 karsilastirildiginda
LC3A/B ifadesinin hasta gruplarinda ekspresyonunun daha fazla oldugu gozlemlendi. Yapilan
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bant yogunlugu analizi degerlendirmesinde hasta gruplarindaki LC3 ekspresyonundaki artisin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu gosterilmistir (Tablo 19,
p<0.05).

Tablo 19. Gruplara ait 2. Jel LC3A/B bant yogunluklari

Gruplar Alan Yiizde
Varikosel 30843.262 5.780
Varikosel 90361.203 16.934
Enfeksiyon 70961.851 13.299
Enfeksiyon 87187.312 16.340
Agciklanamayan infertilite 81613.614 15.295
Agciklanamayan infertilite 82065.739 15.380
Aciklanamayan infertilite 82629.357 15.485
Kontrol 2506.418 0.470

Kontrol 560.154 0.105

Resim 16. Gruplara ait Western blot analizi LC3A/B bantlar1 (Western blot membraninda
LC3A/B antikoru i¢in sirayla yiiklenmis olanlar: leader, varikosel-1, varikosel-2,
enfeksiyon-1, enfeksiyon-2, agiklanamayan infertilite- 1, agiklanamayan infertilite-2,
kontrol-

Ayni membran {izerinde yapilan beta-aktin antikoru ile western blot analizinden elde
edilen bant goriintiileri Resim 17 de verilmistir. Gruplara ait 2. Jel beta-aktin bant yogunluklari
Tablo 20’da ve LC3A/B ile beta-aktin oranlanmasi sonrasi goriilen kat degisimleri Sekil 21° de
gosterilmistir.

Tablo 20. Gruplara ait 2. Jel beta-aktin bant yogunluklar1

Gruplar Alan Yiizde
Varikosel 8197.581 7.696
Varikosel 11590.832 10.882
Enfeksiyon 10725.489 10.069
Enfeksiyon 13427.912 12.606
Aciklanamayan infertilite 11399.225 10.702
Aciklanamayan infertilite 14325.267 13.449
Aciklanamayan infertilite 11358.024 10.663
Kontrol 13135.953 12.332

Kontrol 11793.702 11.072
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Resim 17. Gruplara ait Western blot analizi 2. Jel Beta-aktin bantlar1 (Western blot
membraninda beta-aktin i¢in sirayla yliklenmis olanlar: leader, Varikosel-1,
Varikosel-2,  Enfeksiyon-1, = Enfeksiyon-2,  Acgiklanamayan infertilite-1,
Agiklanamayan infertilite-2, Ko

Her bir 6rnege ait LC3b/B-Actin oranlari ile elde edilen ortalama, yiizde ve kat degisim
degerleri Tablo 21’ de ve LC3b ile beta-aktin oranlanmasi sonrasi goriilen kat degisimleri Sekil
21’ de verilmistir.

Tablo 21. LC3b/B-Actin ortalama yiizde deger ve kat degisim oranlari

LC3b/B-Actin Ratio % Yiizde Kat Degisimi
Kontrol 0,190805951 100 1
Kontrol 0,047496028 24,89232008 0,248923201
Varikosel 3,762483347 1971,889941 19,71889941
Varikosel 7,795920345 4085,784703 40,85784703
Enfeksiyon 6,616187943 3467,495599 34,67495599
Enfeksiyon 6,492991018 3402,928994 34,02928994
Aciklanamayan infertilite 7,159575673 3752,281125 37,52281125
Aciklanamayan infertilite 5,728740623 3002,390965 30,02390965
Aciklanamayan infertilite 7,27497644 3812,761821 38,12761821
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Sekil 21. LC3A/B ile beta-aktin oranlanmasi sonrasi goriilen kat degisimleri

LC3A/B antikoru ve Beta-aktin antikoru ile yapilan Western blot analizinden elde edilen

ortalama degerler ve standart sapma oranlar:1 Tablo 22’ de gosterilmistir.

Tablo 22. LC3A/B Beta-aktin ortalama deger ve standart sapma oranlari

LC3A/B Ortalama Standart Sapma
Kontrol 1533,286 1376,216472
Varikosel 60602,2325 42085,53968
Enfeksiyon 79074,5815 11473,1335
Agiklanamayan infertilite 82102,90333 508,8903136
Beta aktin Ortalama Standart Sapma

Kontrol 12464,8275 949,1147842
Varikosel 9894,2065 2399,390792
Enfeksiyon 12076,7005 1910,901629
Agiklanamayan infertilite 12360,83867 1701,369563

LC3A/B ile beta aktin oranlanmas1 sonras1 goriilen ortalama, yiizde ve kat degisim

degerleri Tablo 23’ de verilmistir. Gruplara ait LC3A/B /Beta-aktin oranlamasi sonrasi

belirlenen yiizde degerleri gosteren grafik Sekil’ 22 da ve gruplara ait LC3A/B /Beta-aktin

oranlamasi sonrasi belirlenen kat degisim degerlerini gosteren grafik Sekil 23 ‘de verilmistir.
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Tablo 23. LC3AB/Beta-aktin oraninin, ortalama, yiizde ve kat degisim degerleri

LC3AB/B-Actin Ortalama Ratio Yiizde (%) ortalama Kat Degisimi
Kontrol 0,123009003 100 1
Varikosel 6,125022002 4979,328232 49,79328232
Enfeksiyon 6,547697486 | 5322,941687 53,22941687
Agiklanamayan infertilite 6,642179026 5399,750326 53,99750326
6000
= 5000
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< E 4000
S
= X 3000
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Kontrol Varikosel Enfeksiyon Agiklanamayan
infertilite

Sekil 22. Orneklerin ortalamasi ile LC3A/B-beta aktin oranlanmasi sonrasi belirlenen

yiizdeler
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infertilite

Sekil 23. Orneklerin ortalamasi ile LC3A/B-beta aktin oranlanmasi sonrasi belirlenen kat
degisim degerleri



5.5.  Transmising Elektron Mikroskobu (TEM) ile Degerlendirilmesi

Tiim hasta gruplarinda TEM mikroskobu ile sperm yapilari incelendi.
Grupl: Kontrol grubunda; diizenli morfolojiye sahip, sperm bas, akrozom, boyun ve orta kisim
biitiinliigli korunmus spermatozoalar gézlendi (Resim 18).
Grup2: Varikosel grubunda, spermatozoalarin morfolojik yapilarinda bozulmalar gozlendi.
Sperm bas, akrozom, boyun ve orta kisim biitiinliigli bozulmus spermatozoalar ¢ogunluktaydi.
Yine bu grupta artmis otofajik vezikiiller 6zellikle bas ve boyun kisminda yogunlagmaktaydi
(Resim 19 ve Resim 20).
Grup3: Enfeksiyon grubunda, spermatozoalarin morfolojik yapilarinda bozulmalar gozlendi.
Sperm bas, akrozom, boyun ve orta kisim biitlinliigli bozulmus spermatozoalar ¢ogunluktaydi.
Yine bu grupta artmis otofajik vezikiiller 6zellikle bag ve boyun kisminda yogunlagsmaktaydi
(Resim 21).
Grup4: Aciklanamayan Infertilite grubunda, spermatozoalarin morfolojik yapilarinda
bozulmalar gozlendi. Sperm bas, akrozom, boyun ve orta kisim biitiinligi bozulmus
spermatozoalar cogunluktaydi. Yine bu grupta artmis otofajik vezikiiller 6zellikle bas ve boyun
kisminda yogunlagsmaktaydi (Resim 22).

Signal A = aSTEM4 D
WD = 3.1 mm STEM Seg. Mode = DF

Resim 18. Kontrol grubunda diizenli yapida gozlenen bir spermatozoa (B; Bas, M; Mitokontri,
S; Sentriol)
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Resim 20. Varikosel grubunda artmis otofagozomal vezikiiller (S; Sentriol, OV;
Otofagozomal Vezikiil)
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Resim 21. Enfeksiyon grubunda artmis otofagozomal vezikiiller (OV; Otofagozomal Vezikiil,
MY Multilameller yap1)

Resim 22. Aciklanammayan Infertilite grubunda artmis otofagozomal vezikiiller (OV;
Otofagozomal Vezikiil)
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6. TARTISMA

Normal bir siire¢ olarak spermatogenez ii¢ farkli asamada ilerler; farklanmamis
spermatogoniumlarin hizli proliferasyona ugradigi mitotik faz; spermatositlerin haploid
spermatidleri olusturdugu mayotik faz ve spermatitlerin karmasik bir farklilagsma siirecine
girdigi sonug olarakta olgun spermatozoanin olustugu spermiogenez fazi (Griswold MD, 2016).
Spermatogenez siirekli olarak ¢cok sayida gametin tliretimini igeren komplike bir mekanizmadir.
Ik olarak, bir canlmin iireme émrii boyunca spermatogenik kok hiicrelerin ve progenitdr
hiicrelerin devamlilig1 gerekmektedir. Ikinci olarakta, terminal diferansiye spermatozoanin
stirekliligini saglayabilmek i¢in yiiksek diizeyde fonksiyonel organizasyon ve hassas kontrol
gereklidir. Ayrica, spermatogenezin diizgiin olarak gerceklesebilmesi, uzamis formdaki
spermatileri tutan sertoli hiicrelerinin ektoplazmik baglantilarina, sertoli-sertoli hiicre
baglantilarinin olusturdugu kan-testis bariyerinin (KTB) yapisal biitiinliigine de baglhdir
(Cheng CY, 2010; Griswold MD, 2016). KTB seminifer tiibiilleri bazal ve luminal olmak tizere
iki kompartmana ayirmaktadir. Bazal kompartman igerisinde, spermatogoniumlar ve geng
spermatositleri (leptoten, zigoten) barindirirken luminal kompartman ise olgun spermatositler
(pakiten), spermatidler ve spermatozoalar1 barindirir (Endo T ve ark,2015). Spermatidler sertoli
hiicrelerinin liimene bakan kisimlarina yerlestikten sonra, haploid hiicreler olan spermatozoaya
farklanirlar ve epididime dogru ilerlemek {izere seminifer tiibiil liimenine gecerler. Yapilmis
bircok calisma endoplazmik baglantilarin yapisal biitiinliigiiniin, yeterli sayida ve kaliteli
spermatozoa olusumu icin gerekli diizenleyici bir faktor oldugunu gostermektedir (Smith LB,
2016).

Otofaji hiicre i¢ci makromolekiillerin ve organellerin hiicre icine c¢ekildikten sonra
lizozomlarla birleserek otofagozom olarak adlandirilan ¢ift zar kesecikleri ile karakterize edilen
katabolik bir islemdir (Izmirli M, 2014). Spermatogenez, biiyiik oranda enerjiye yani besine
ithtiya¢ duyulan bir siire¢ olmasi sebebi ile aglik, kimyasal kirlilik ve radyasyonun neden oldugu
patofizyolojik uyaranlara olduk¢a a¢ik bir mekanizmadir. Bu patofizyolojik kosullar varliginda,
otofajik ve apoptotik molekiiler mekanizmalar arasinda ¢apraz etkilesim oldugu yapilan daha

onceki ¢aligmalarla bildirilmistir (Zhang N, ve ark; Gallagher LE, 2016).

Otofajinin spermatogenez {iizerine etkilerinin arastirlldigi ilk caligmalarda, otofaji
aktivasyonunun, spermatogenik kok hiicrelerin devamliliginda ve spermatogenezin

korunmasinda diizenleyici bir rol oynadig gosterilmistir. Liu ML ve ark. (2015) tireme sistemi
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tizerine toksik oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda bildirilmis bir organofosfat olan tri-orto-kresil
fosfati (TOCP) spermatogenik kdk hiicre kiiltiir ortamina eklemisler ve LC3-11, LC3-11/ LC3-
I, ATG5 ve Beclin-1otofajik belirteglerinin aktivasyonunu incelemislerdir. Calismanin sonunda
sigan spermatogenik kok hiicrelerinde bu belirteglerin tiimiinde artis oldugunu bildirmislerdir.
TEM incelemesinde mitokondri ve endoplazmik retikulumda bozulmalar goézlendigi ve
sitoplazmada igerisinde yogun miktarda otofajik vesikiillerin oldugunu bildirilmisdir. Ayrica
cesitli konsantrasyonlarda TOCP eklenerek yapilan bu c¢alismada otofajideki artis ve hiicre
canliliginda azalmaya karsin apoptotik hiicrelerin sayisinda 6nemli bir farklilik olmadig
gosterilmistir. Yine Xu ve ark. (2016) iireme sistemi iizerine toksik etkisi bilinen farkli bir
organofosfat (saligenin siklik-o-tolil fosfat) ile spermatogenik kok hiicreler iizerine bir ¢alisma
yapmiglar ve bu organofosfatinda otofaji aktivasyonunu belirgin sekilde indiikledigini
gormiislerdir. Ayrica, TEM ile yapmis olduklari ultrastriiktiirel incelemede sitoplazma
igerisinde otofajik vakuollerin oldugunu dogrulamislardir. Bu ¢alismadada kontrol grubuna ait
hiicreler ile organofosfat eklenen gruptaki hiicreler arasindaki apopitoz orani benzerlik

gostermistir.

Erkek germ hiicrelerinin gelisimi ve hayatta kalmasi seminifer tiibiiliin antioksidan
kapasitesine baglidir. Glutatyon (GSH) spermatogenik epitelyumun antioksidan savunmasinda
onemli bir rol oynar. Spermatogenik hiicrelerde GSH eksikliginin otofaji iizerine olas1 etkilerini
inceleyen bir ¢calismada, LC3-II ifadesinde ve otofajik vezikiillerin birikiminde anlamli bir artig
gozlenirken, AMPK ya da ATP igeriginin fosforilasyon seviyesinde bir degisiklige neden
olmadig1 gosterilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen kolektif bulgular, spermatogenik hiicrelerde
indiiklenen otofajinin, apoptozis-inhibitif aktiviteler ile ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik

kosullar altinda sitoprotektif bir rol oynadigini gostermektedir (Mancilla H. ve ark,2015).

Erkek iireme sistemi iizerindeki elektromanyetik alana maruz kalmanin DNA hasar1 ve
otofajiye neden olabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Fare spermatositlerinden tiiretilen
hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada, LC3-11 ifadesinde ve LC3-Il/LC3-I oranininda bir artis
gozlenirken, niikleoporin proteini p62' nin ekspresyonunda bir azalma oldugunu gosterilmistir.
Bu ¢aligmanin sonucunda, manyetik alana maruz kalan spermatositlerde ROS’ taki artisa bagl
olarak AMPK/mTOR sinyal yolu iizerinden otofajide anlamli bir artis oldugu gosterilmistir
(Liu K ve ark, 2014). Dondurma-¢ozdiirme gibi spermatozoa tizerinde hasara neden olabilecek
stres ortamlarinda otofaji mekanizmasinin spermatozoa lizerinde koruyucu etkisinin oldugu

daha onceki calismalarda gosterilmistir. Stres kosullarinda LC3-II ifadesindeki artisin sperm
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sag kalimi1 ve hareketinin korunmasi ile iliskili oldugu savunan ¢alismalar mevcuttur (Gallardo

ve ark, 2012).

Kaliteli bir spermatozoanin olusumundaki ana prensip, diizgiin olarak gergeklesen bir
spermatogenezisdir. Varikosel, orsit-epididimit gibi rahatsizliklarin neden oldugu anormal
spermatogenez, spermatogenik hiicrelerin korunmasinda gorev alan apopitoz mekanizmasinda
bozulmaya, sertoli hiicreleri ile olan endoplazmik baglantilarinda kopukluklara neden olarak,
oligospermi, azospermi, astenospermi, kriptorsizim gibi ileri erkek infertilitesine neden
olmaktadir (Eskandari M, 2016; Lin CY, 2016). Ureme cagindaki ciftlerin yaklasik % 10-
15’inde infertiliteye rastlanir. Bu ¢iftlerinde % 30-40’1nda erkek kaynakli infertilite mevcuttur.
(Speroff L ve Fritz MA, 2011). Erkek infertilitesi nedenleri arasinda ise en biiyiik orani
aciklanamayan infertilite (%75,1) olusturmaktadir. Daha sonra sirasi ile varikosel; ( %12,6) ve
tiriner enfeksiyonlar (%6,6) gelmektedir. Glinlimiizde yapilan bir¢ok kolektif ¢aligma, infertil
erkeklerde fertiliteyi indiikleme veya infertilite tedavileri igin alternatif olabilecek potansiyel
hedefleri aciklamaya yoneliktir. Son donemde, spermatogenik kok hiicreler, spermatogonium,
spermatosit ve spermatozoa dahil olmak iizere, spermatogenik hiicreler lizerindeki otofajinin
etkilerini ve altta yatan mekanizmalarini fizyolojik ve patofizyolojik kosullar altinda

gostermeyi hedefleyen ¢alismalarda literatiire eklenmektedir (Powell MJ,2011).

Testislerde sicaklik artisina bagli olarak hipoksi, oksidatif stres ve abnormal sperm
fonksiyonu gibi varikoselin neden oldugu birgok patoloji spermatogenezis siire¢inde geri
doniislimsiiz hasara neden olabilmektedir. Varikosel siiresinin uzamas: ile testis yapisinda
bozulmalar gergeklesir, seminifer epitelyum tabakasi incelir seminifer tiibiil boyutunda azalma
ve liimeninde diizensizlik gdzlenir ve liimende gézlenen spermatid sayist varikosel siiresi ile
dogru orantili olarak azalir ( Lessene G ve ark, 2008). Bizde yapmis oldugumuz ¢aligmada
grade-2 varikosel teshisi almis hastalarin sperm parametrelerini WHO 2010 kriterlerine gore
inceledigimizde, kontrol grubuna kiyasla total ve mililitredeki sperm sayisinda anlamli bir
diisiis gozlemledik. Yine ayni sekilde total hareket, ileri hizli hareket ve yavas hareket yiizdeleri
de kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diismiistii. Kruger kesin kriterlerine gére yapmis
oldugumuz morfolojik incelemede normal morfolojiye sahip sperm sayisi kontrol grubuna gore
anlamli derecede diisiiktii. Amorf bag anomalisi kontrol grubuna ve diger hasta gruplarina
kiyasla anlamli derecede yiiksekti. Buda bize grade-2 varikosel rahatsizligi bulunan bireylerde
testislerdeki 1s1 artisinin  Gzellikle akrozom ve bas kisminda hasara neden oldugunu
diistindiirmektedir. Varikosel, testikiiler doku hipoksisine yol acabilir ve hipoksinin derecesi

varikosel siiresi ile yliksek oranda dogru orantilidir. Yapilan aragtirmalar, hipoksinin varikosele
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bagli olusan erkek infertilitesi i¢in dnemli bir faktor olabilecegini gostermektedir. Hipoksinin
onemli bir rolii, BNIP3 gibi bir dizi otofaji ile iliskili genleri aktive eden HIF-la' y1
indiiklemektir. Fizyolojik kosullar altinda, Beclin-1 ve Bcl-2, otofaji yolunun aktivasyonunu
inhibe eden kompleks bir bilesik olusturur. Hipoksi kosullarinda ise, HIF-1a' nin ekspresyonu,
BNIP3'i 6nemli 6l¢iide artar. BNIP3, Bcl-2 veya Bcl-XL ile reaksiyona girer ve sonunda,
Beclin-1 / Bcl-2 kompleks bilesiminden Beclin-1'i serbest birakacak olan heterodimeri
olusturur. Ardindan, serbest kalan Beclin-1 otofaji yolunu aktive eder ( Lessene G ve ark, 2008).
Yapmis oldugumuz immunohistokimyasal boyamalar neticesinde Beclin-1 ifadesinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede arttigin1 gézlemledik. Hasta gruplar1 arasindada Beclin-1
ifadesi varikosel grubunda anlamli olarak yiiksekti. Bizim ¢alismamizda Lessene G ve ark
(2008) yapmis oldugu ¢alismay1 destekler nitelikteydi. Otofaji, hiicre i¢i organellerin ve uzun
Omiirli proteinlerin parcalanmasi ve sonrasinda ortaya g¢ikan hiicresel bilesenlerin enerji
tiretiminde tekrar kullanilmak iizere geri doniigiimiiniin saglandig bir siirectir (Zhang M ve ark,
2012). Bu yol varikosele bagli olusabilecek 1s1 stresi ile aktive edildiginde, LC3B-I sitosolik
formunun, membrana bagli bir form olan LC3B-Il ye doniisiimiinii modifiye eder ve boylelikle
ubikitin-proteozom sistemine benzeyen bir konjugasyon sistemi de aktive edilmis olur. LC3B-
IT' nin olusumu, otofagozomlarin uygun sekilde gelisimine ve otofajinin dogru bir sekilde
greeklesmesine yardimer olur. Ayrica konjugasyon sistemi ile otofagozom olusumu, otofaji
slirecinin bir belirtegi olarak diistiniiliir (Zhang ve ark, 2012). Calismamizda LC3A/B ifadesi
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksekti buda bize varikose bagli olusabilecek 1s1

stresinin otofaji mekanizmasini tetikledigi yoniinde bilgi vermektedir.

Blackshaw ve Hamilton (1970), asit fosfataz ve amino-peptidaz reaksiyonlarindaki hizl
DNA yikimi ve degisiminin, siganlarda 1s1 stresine hiicresel bir yanit olarak lizozozmlarda
gergeklesen hiicre yikimini isaret ettigini ileri siirmiiglerdir. Dahasi, otofaji apoptosis ile birlikte
ya da apoptoz basarisiz oldugu durumlarda yedek bir mekanizma olarak da ¢alisabilmektedir
(Durairajanayagam D ve ark, 2015). Otofaji; tetiklenme (indiiksiyon) fazi, vezikiil niikleasyon
(cekirdeklenme) fazi, vezikiil uzama fazi, lizozomla birlesme ve yikim fazi basamaklarindan
olusur. Otofajinin olusumunda bir dizi ATG iiriinii bulunmaktadir. Beclin 1, otofaji siirecinin
baglatilmasinda 6nemli bir rol oynar. Niikleasyon asamasinda, Beclinl Vps34 ve UVRAG ile
birleserek sinif 3 PI3K kompleksini olusturur. Smif 3 PI3K Kompleksi otofaji siirecinde ¢ok
onemli olan Fosfatidilinositol 3-fosfatin (PI3P) olusumunu indiikler. LC3II, otofagozom
membranin ylizeyinin i¢inde ve disinda otofagozom seviyesini yansitan bir biyobelirte¢ olarak

gorev yapar. p62, LC3II ile etkilesir ve otofagozom igerisindeki ubikutin substratlara aracilik
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eder. Dahasi, kendisi ve substratlar, daha sonra, otofagozomda bozunmaktadir (Zhu SM ve
ark,2017).

Zhu SM ve ark (2017) yapmuis olduklar1 bir ¢alismada; ratlarda deneysel olarak varikosel
modeli olusturmus ve kontrol grubu ile HIF-1a, BNIP3 ve Beclin-1 ve LC3II 'in ekspresyonu
western blot yontemi ile test etmislerdir. Kontrol grubuna kiyasla varikosel grubunda bu
protein ekspresyonlarinin arttigini goéstermislerdir. Yapmis oldugumuz western blot analizinde

Beclin-1 ve LC3A/B ifadelerindeki artis bu ¢alisma ile uyumluluk géstermektedir.

Erkek iireme sistemi organlari, testisler, epididim ve prostadlarda meydana gelebilecek
bir enfeksiyon ve buna bagli olarak gelisecek olan inflamasyon, spermatogenik hiicre
serilerinde ve spermatogeneziste bozulma, sperm {iretiminde azalma ve olgun sperm
fonksiyonlarinda gozlenebilecek bozukluklar arasinda siki bir iligki oldugu diistiniilmekteysede
bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarin yetersiz olmasi nedeniyle erkek iireme sistemi
organlarinda goriilen enfeksiyonlar ve erkek infertilitesi arasindaki iligski halen net olarak ortaya
konamamuistir. Aslani F ve ark (2017) testis enfeksiyonuna bagli olarak sertoli hiicrelerinin
hiicre biitiinliigli ve fonksiyonu korunurken spermatogenik seri hiicrelerde bozulmalarin
oldugunu bildirmiglerdir. Bizde ¢alismamizda kontrol grubuna kiyasla enfeksiyon grubunda
semen parametrelerinde diislis gozlemledik. Testislerdeki enfeksiyon apopitoz mekanizmasini
tetikleyerek Bcl-2 seviyesinde artisa neden olabilmektedir. Bcl-2’nin, Beclin-1 ile ULK1
aktivasyonu ve LC3 lipidasyonundan onceki bir adimda etkilesime girerek otofajiyi inhibe

ettigine dair ¢caligmalar mevcuttur.

Han Wu ve ark (2017) 4 haftalik, C57BL/6 farelerden izole ettikleri seminifer tiipiil epitel
hiicrelerinden bir hiicre kiiltiirii ortam1 hazirlamislardir. Bu kiiltiir ortamini kabakulak viriisii
(MuV) ile enfekte ederek testikiiler hiicrelerde meydana gelebilecek olasi degisiklikleri ve
otofaji mekanizmasini incelemislerdir. Yapmis olduklart bu ¢alismada; enfekte olan
spermatoganiumlarda ve makrofajlarda, Beclin-1 ve LC3' i yogun miktarlarda ifade edildigini
gozlenleyerek bu hiicrelerde otofaji mekanizmasinin aktif olarak rol aldigin1 gostermislerdir.
Bizde ¢alismamizda Beclin-1 ifadesinin kontrol grubuna kiyasla enfeksiyon grubunda anlamli
derecede arttigini, Muv ile enfekte hiicre ortamina otofajinin bir inhibitérii olan 3-MA nin
eklenmesi ile LC3-II diizeyleri inhibe edilmistir. LC3-II aktif otofajinin bir gostergesidir
(McLeland CB ve ark, 2012). Dikkat ¢ekici bir sekilde, 3-MA'nin varligi spermatogoniumlarda
ve makrofajlarda MuV yayilimini 6nemli dl¢iide artirmistir. Bu sonuglar otofajinin bu hiicre
tiplerinde MuV yayilimimi kisitladigini gostermektedir. Bu ¢alismada ayrica; Beclin-1 ve LC3

ekspresyonu gRT-PCR ile incelenerek arastirilmis ve elde edilen sonuglara gore, erken déonem
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spermatogenik hiicrelerin mRNA seviyelerinde Beclin-1 ve LC3 proteinlerinin bol miktarda
ifade edildigi gosterilmistir. Ayrica leyding hiicrelerinde ve sertoli hiicrelerinde ekspresyon
diizeylerinin nisbeten daha diisiik oldugu, makrofajlarda ise, Beclin-1 ve LC3 ifadelerinin
belirgin olarak daha fazla oldugu bulunmustur. Western blot ile ayrica testikiiler hiicrelerde
Beclin-1 ve LC3' iin proteinleri incelenmis ve ¢alisma gruplarinda tip 11 LC3 (LC3-11) ifadesinin
varligi bu hiicrelerin otofaji mekanizmasina sahip olduklarini diisiindiirmektedir. Biz de
calismamizda enfeksiyon grubunda LC3A/B ifadesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede arttigin1 hem IHC olarak hemde westen blot analizleri ile gézlemledik. Calismamizda
hasta gruplar1 arasinda da en yiiksek LC3A/B diizeyleri enfeksiyon grubuna aitti ve diger hasta
gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksekti. Ayrica, Beclin-1 ve LC3 ifadelerinin,
makrofajlarda da belirgin bir sekilde saptanmas testikiiler makrofajlarin da otofajik makineler
ile iyi bir sekilde donatildiginin bir gostergesidir. Immiinohistokimyasal olarak yapilan
analizlerde, Beclin-1 'in spermatogonik hiicre serileri ve interstisyel hiicreler igerisinde lokalize
oldugunu dogrulamistir. Daha 6nceki ¢aligsmalar, otofajinin mikrobiyal enfeksiyonlara karsi
hiicresel savunmaya da dahil edildigini gostermistir. Otofagozomlar, enfekte olan dokudaki
virlisleri dogrudan hiicre i¢ine alabilir ve bozabilirler (Deretic V, 2011). Otofaji yolaginda ifade
edilen proteinler ile immiin yanit arasinda karsilikli bir etkilesim oldugu yapilan ¢aligmalarca
gosterilmistir. Otofajinin immiin yanitta indirekt olarak yer almasinin yani sira ATG 16 gibi
otofaji ifadeleri bazi immiin sinyal molekiillerine direkt olarakta baglanabilmektedirler
(Kroemer G ve ark, 2010). Immiin yanitin olusumunda, otofaji, ubikuitin-proteozom sistemi ile
birlikte ¢calismaktadir (Bhoj VG ve Chen ZJ, 2009). Otofaji mekanizmasi hiicre i¢i patojenlerin
dogrudan yok edilmesinde gorev yaptigi gibi, Ozellikle hiicre igi parazit antijenlerinin
olgunlastirilmasinda da énemli bir rol oynamaktadir (Virgin HW ve Levine B, 2009). Ornegin,
otofaji enfekte hiicrelerde Strep. pyogenes gibi bakterilerin hiicre i¢inde yok edilmesi i¢in
gereklidir (Beron W ve ark, 2002). Immiin yanit ile iliskili p47 guanosine trifosfatlar (IRG),
hiicre i¢i patojenlere karsi savunmada rol oynar. Insanda otofaji ile iliskili bir IRG proteini olan
IRGM, otofajiyi uyarmakta ve makrofajlarda bulunan ve bir =zatlirre etkeni olan
mikobakterilerin otofaji yoluyla yok edilmesinde gorev almaktadir. (Singh SB ve ark, 2006).
Otofaji gen ailesinden olan Atg5 proteini, otofagozom olusumunda gérev almakta bu gorevinin
yant sira, patojenik ajanlara kars1 savunmada da aktif bir rol iistlenmektedir. Otofaji siirecinde
hiicre i¢i patojenlerin otofajik vezikiiller tarafindan nasil tanindigi ve vezikil igerisine
alindiklar1 hala tam olarak aydinlatilmamais olsa da bir otofaji reseptorii olan p62 proteininin ve
ibikuitinlesmenin patojenlerin otofajik zarlar tarafindan sarilmasinda etkili olduguna dair

veriler mevcuttur (Ponpuak M, 2010). Patojenlerin otofajik zarlar tarafindan sarilmasi ile ilgili
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3 yontem tanimlanabilir. Bunlar; patojenlerin otofaji baglantili proteinler tarafindan direkt
olarak sarilmasi, icerisinde patojen barindiran endozom veya fagozomlarin otofagozom zarlari
tarafindan distan sarilmasi ve son olarak igerisinde patojen barindiran endozom veya
fagozomlarin, otofagozomlar ile birlesmesi siralanabilir (Nakagawa I, 2004). Bircok bakteri
icin otofaji siirecinin nasil isledigine dair molekiiler mekanizmalar ayrintili olarak
tanimlanamamuistir. Otofaji proteinleri, otofaji yolaklari ve immiin yanit arasindaki karmasik
baglantilar heniiz netlik kazanamamistir. Bu nedenle otofaji, enfeksiyon hastaliklar1 sirasinda
bilinen tedavi yontemlerinin yani sira alternatif tedavi yontemleri i¢in de aragtirmacilarin ilgi

odagi durumundadir.

Aciklanamayan erkek infertilitesinin tam olarak etiyolojisi bilinmemekle birlikte, bazi
kimyasallara maruz kalma, agir metaller, pestisitler, elektromanyetik radyasyon, sigara, alkol
kullanimi, kronik stres ve erkek lireme sisteminde goriilen enfeksiyonlar gibi birgok ¢evresel
etkene baglanmaktadir (Agarwal A ve ark, 2009) Bu faktorlerin ¢ogu da sonunda oksidatif
strese neden olurlar. Ortaya ¢ikan ¢ok sayidaki serbest radikaller, sperm sayisinda ve
motilitesinde azalmaya ve anormal sperm morfolojisinin gelismesine yol agabilen patolojik bir
cevab olustururlar (Walczak JR ve ark, 2013). Yapmis oldugumuz ¢alisgmada agiklanamayan
erkek infertilitei grubunda kontrol grubuna kiyasla azalmis sperm sayisi ve motilitesi
gozlemledik. Normal morfolojiye sahip sperm sayis1 kontrol grubuna kiyasla dramatik olarak
azalmisti. Sperm parametrelerindeki bu diistise ROS birikiminin etkili olabilecegini
diistinmekteyiz. Otofaji mekanizmasinda ROS, otofagozom olusumunda 6nemli bir rol oynayan
Atg4 proteini lizerinden mekanizmaya dahil olmaktadir. ATG4 proteini LC3 proteininin LC3-
I formuna olgunlasmasinda ve LC3’ iin tekrar tekrar kullanilabilmesi i¢in gorevini
tamamladiktan sonra yagdan kopararak tekrar kullanima uygun hale getirilmesinde gorev
almaktadir. ROS ile Atg4 regiilasyonu, Atg4’ {in katalitik bolgesindeki sistein amino asitini
oksidasyonu ile ger¢eklesmektedir. Boylelikle inaktive olan Atg4 otofagozom olusumunu
baskilanmaktadir (Scherz SR ve ark,2007). Otofajinin, enzimatik bir ROS temizleyici olan
katalazin bozulmasma yol actigr bilinmektedir. Hiicrede ortaya ¢ikan ROS birikimi, zar
peroksidasyonuna, zar biitiinliigiiniin kaybina ve sonugta hiicre 6liimiine yol agar. Otofaji
tarafindan katalaz yikimi ve ROS birikiminin, bu sistemde otofaji tarafinda hiicre 6liimiine
katkida bulundugu gosterilmistir (Yu L ve ark, 2006). Yapmis oldugumuz ¢alismada
aciklanamayan erkek infertilitesi grubunda kontrol grubuna kiyasla tiim otofaji ifadelerinde
artis gozlenmistir. ROS otofaji ile baglantili olarak hiicre 6liim ya da hayatta kalmasini degisik

diizeylerde regiile eden bir sinyal molekilidir (Yu L ve ark, 2004). Calismamizda

97



gozlemledigimiz bu artisin agiklanamayan erkek infertilitesinde meydana gelebilecek oksidatif
strese bagli olabilecegini diisinmekteyiz. Ozellikle, hasta gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda, ATGS5 ve ATGI16 ifadeleri en yiiksek agiklanamayan infertilte grubunda
gozlenmistir. Atg5, Atgl2 ile bir dimer olusturarak Atgl6 ile baglanmakta ve otofajik izolasyon
zarinin olusumunda rol oynamaktadir. Cekirdegi meydana gelmis olan otofagazom
membraninin uzamasi ve akabinde bir kese halini almasi iki iibikitinlenme benzeri sistem
tarafindan kontrol edilmektedir. ikinci ubikitin sisteminin baslatilabilmesi i¢in Atg5, Atgl2,
Atgl6 kompleksinin olusmus olmas1 gerekmektedir. Bu komplek olustuktan sonra LC3 formu
LC3-1 ve akabinde LC3-II formunu olusturabilmektedir (Qu X ve ark, 2003). Ortamda
bafilomisin Al varliginda ultrastriiktiirel olarak yapilan incelemerde sperm bas ve boyun
bolgesinde otofagozom ve otolizozomlara karsilik gelen vezikiiler yapilar oldugu gosterilmistir
(Pajak B ve ark, 2012). Yine baska bir ¢alismada, akrozomda, otofajik vakuol igerisinde
lizozomal degradasyona kars1 selektif direng meydana geldiginde olusan ¢oklu lamel govdelere

(MLB) benzer yapilar oldugu gésterilmistir (Aparicio IM ve ark, 2016).

Bizde ¢alismamizda her bir gruba ait sperm 6rneklerini ultrasitriikrtiirel olarak inceledik.
Kontrol grubuna ait 6rneklerde, sperm biitlinliigiiniin korundugunu morfolojik yapinin diizgiin
oldugu gozlemledik. Varikosel grubuna ait Orneklerde, 6zellikle amorf bas yapisina sahip
spermler ¢ogunluktaydi. Ozellikle bas kisminda otofagozomal vezikiiller oldugu diisiiniilen
vezikiiler kesecikler bulunmaktaydi. Enfeksiyon grubuna ait 6rneklerdede yiine amorf bag ve
akrozomal anomaliler gozlenmekteydi. Boyun bdlgesinde ise otofagozomal vezikiiller
oldugunu diisiindiiglimiiz yapilar mevcuttu. Ac¢iklanmayan infertilite grubuna ait 6rneklerde

yine diger hasta gruplarina benzer yapilar gézlenmekteydi.

[lerleyen galismalarda otofaji yolaklarinin daha ayrintili olarak incelenmesi, farkli otofaji
belirteclerinin RT gq-PCR gibi molekiiler yontemlerlede incelenerek desteklenmesi otofaji
mekanizmasi ile diger programli 6lim mekanizmalarinin erkek infertiltesinde birbiri ile
iliskilerinin karsilagtirilmali olarak incelenmesi erkek infertilitesi ile otofaji iligskisine daha ¢ok

aciklik getirecek olup yeni teshis ve tedavi yontemlerinin 6niinii acacaktir.
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7.  SONUC ve ONERILER

Biz bu calismada fertil erkeklerin sperm parametreleri ile fertil erkek spermlerinde
islevsel olarak bulundugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmis olan otofajik belirteclerdeki
olas1 degisiklikleri farkli temele dayali infertilite sorunu bulunan hasta gruplarn ile
karsilastirmali olarak incelemeyi amacgladik. Yapmis oldugumuz bu c¢aligmamin sonucunda
fertil erkekler ile infertilite sorunu bulunan bireyler arasinda; sperm sayisi, hareketli ve
hareketsiz sperm oranlari arasinda anlamli farklililar bulduk. Krugerin kesin kriterlerine gore
sperm morfolojilerini degerlendirdigimizde normal morfolojiye sahip sperm oraninin kontrol
grubunda diger hasta gruplarina oranla anlamli derecede yliksek oldugunu bulduk. En énemli
erkek infertilitesi nedenleri olarak karsimiza ¢ikan varikosel, orsit-epididimit ve agiklanamayan
infertilite olgularinda sperm parametrelerinde 6nemli Sl¢lide diisiis oldugunu gozlemledik.
Yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal boyamalar sonucu elde ettigimiz verilerde tiim
otafaji belirteglerinin hasta gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli derecede arttigini
gozlemledik. Bu sonuglarda bize varikosel, orsit-epididmit gibi erkek infertilitesinin temelini
olusturan saglik sorunlarinin otofaji mekanizmasinda degisikliklere neden olabilecegini
gostermistir. Ayrica yapilan tiim arastirmalara ragmen nedeni bulunamamis erkek infertilitesi
vakalarinda da otofaji belirteclerindeki bu artis agiklanamayan infertilite olgular1 igin
gelistirilecek olan teshis ve tedavi yontemlerinde yeni bir umut 15181 olacaktir. Elde ettigimiz
sonuglar 15181 altinda spermde islevsel olarak gorev alan otofaji mekanizmalariin infertil
bireylere ait spermlerin morfolojisinde, hareket kabiliyetinde olusturmus oldugu bozulmalarin,
spermlerin gerceklestirmis oldugu akrozom reaksiyonu, kapasitasyon gibi molekiiler
mekanizmalar1  {lizerinede etkilerinin olabilecegi gercegi herzaman goz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu mekanizmalar {izerine otofajik siirecin etkilerinin agiga ¢ikarilmasi bu
mekanizmanin kullanilacagi yeni tedavi yoOntemlerinin arastirilmasimin Oniinii agacagi

kanaatindeyiz.
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EKLER

ANAMNEZ FORMU

Calisma Adi: ERKEK INFERTILITESI TANISI ALMIS BIREYLERIN SPERMLERINDE
OTOFAIJi BELIRTECLERININ ARASTIRILMASI

Hastanin Adi Soyadi:

Dosya Numarast:

Yas:

Meslegi:

Evlilik siiresi: Korunma siiresi : Infertilite Siiresi:
Infertilite Cesidi: Primer : Sekonder:

Gegirmis oldugu oprerasyonlar:

Travma:

Inguinal Herniorafi:

Hidroselektomi:

Varikoselektomi:

Vazektomi:

Gecirmis oldugu hastaliklar:

Atesli Hastaliklar:

Kabakuklak:

Spinal kord Yaralanmas:

Tumoral Hastaliklar:

Radtoterapi:

Diger:

Sistemik Hastaliklar:

Diabetes mellitus:

Multiple Sklerozis:

Tuberklozis:

Diger:

Aligkanliklar

Alkol: Giinde:

Sigara: Adet/giin

yil

Kahve: Giin

Diger:

Genetik yatkinlik

Kistik Fibrozis

Y kromozomu Delesyon
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