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OZET

Sperm olgunlasmast ve fonksiyonunun biyokimyasal belirtecleri giiniimiizde
onemli bir aragtirma konusudur. Sadece olgun spermlerin Hyaliironik Asit’e (HA)
baglanabildikleri 6nceden ortaya konmustur. Boylece, klinik uygulama amaciyla,
HA’e baglanma ile olgun ve normal kromozomal yapili sperm se¢imi, Intra
Sitoplazmik Sperm Injeksiyonu (ICSI) igin giivenli ve etkili bir ¢6ziim saglayabilir.
Spermatogenetik kusurlann, insan spermatozoasinda karyotipik degisikliklere ve
yapisal kromozom sapmalarina sebep oldugu bilinmektedir. Fertilizasyon yetenegi ve
sperm konsantrasyonu diisiik olan erkeklerde, anormal karyotipli sperm gériilme
siklig: artar ve bu erkekler genellikle ICSI ile tedavi olan kisilerdir. Dolayisiyla bu
calismada, spermin hyaliironik asite baglanabilme ya da baglanmama &zellifine
dayanarak, farkli ybntemlerle spermin kromatin yapisi, hiicresel olgunlugu ve
kromozomal yapist arasindaki potansiyel iliskinin aragtirilmasi amaglanmugtar.

Calismada, normozoospermik ve oligozoospermik Orneklerden spermler
hazirlanarak ve gerek secilmemis gerekse HA ile secilmis spermatozoalarda anilin
mavisi boyamasi ile kromatin, CK-B immiinoflorasan boyamas: ile hiicresel
matiirasyon degerlendirildi. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) teknigi
kullanilarak semen, HA’e baglanan ve HA’e baglanmayan spermlerin ii¢ boyutlu
yap1 degisiklikleri incelenerek, baglanan spermlerin ince yapisi ile hiicre membram
biitiinltigii iliskisi kiyaslandi. Aynica hamster ya da fare ovositleri, metafaz
asamasinda bulunan insan spermine ait kromozomlarin deZerlendirilmesi igin
kullamlda,

Uygulanan farkli teknikler sonucu, HA’e baglanma yetenegi ile sperm
olgunlagmas: arasinda gii¢lii bir iliskinin oldugunu gériildii. Baglanan sperm matiir
tipte kromatin yapisina sahipken sitoplazmik tutulum gOstermedi. Elde ettifimiz
veriler, spermin plazma membraninda yer alan HA baglayicilan vasitasiyla
hyaliironik asite baflanma Ozellifinin, tamamlanmis bir spermiyogenetik
olgunlagmay: ifade ettigi kanaatini vermektedir.

Sonug olarak, spermiyumun HA’e baglanma kapasitesi ile sitoplazmik
tutulum (CK-B) diizeyi ve olgunlasmasi, dolayisiyla kromatin organizasyonu
arasinda bir iliski vardir. Spermiyuma ait RNA’larla ilgili yeni bilgilerden yola
cikarak, fertilizasyondaki kompleks mekanizmalar1 aydinlatabilmek i¢in molekiiler
diizeyde aragtirmalar yapilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sperm matiiritesi, fertilizasyon, hyaliironik asit sperm
seleksiyonu, ¥CSI, kromozomal anomaliler.
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ABSTRACT

Biochemical markers of sperm maturity and function are important research
subjects in the last years. It has been concluded that only mature sperm are able to
bind to Hyaluronic acid (HA). Thus, HA sperm selection provides a new, safe, and
efficient solution for selection of mature, chromosomally normal sperm for clinical
application in assisted reproduction. It is well known that spermatogenetic defects
may also cause structural chromosomal aberrations, or karyotypic changes in human
spermatozoa. Indeed, in men with diminished sperm concentrations and lowered
fertility, the frequencies of sperm with abnormal karyotypes are increased and these
men are candidates for Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSID). Therefore, in the
present study it has been purposed to investigate the potential relationship between
chromatin maturity, cellular immaturity and chromosomal structure in human sperm
by using different techniques based on their ability to bind HA.

In the present study, after preparation of samples originated in oligospermic
and normospermic men, the sperm chromatin maturity and cellular maturity were
assessed by aniline blue staining and CK-B immunofluoresance staining
respectively, in HA-bound and unbound sperm fractions. Three dimensional
structural changes were examined by Transmission Electron Microscopy (TEM), and
ultrastructural properties and membrane integrity were compared in semen, HA-
bound or —unbound sperm fractions. On the other hand, hamster or mouse oocytes
were used to see human sperm chromosomes at metaphase stage.

It has been shown that there was a strong relationship between sperm
maturity and the ability of HA-binding after application of different techniques. HA-
bound sperm showed no cytoplasmic retention having mature chromatin structure.
Our data supported the idea of sperm binding to HA via the plasma membrane
receptors represents unequivocal evidence of completed spermiogenetic maturation.

As a result, HA-binding capacity and the extent of cytoplasmic retention in
individual sperm are related to each other and also to chromatin maturity. Further
investigations needs to be done on molecular level based on the recent knowledge on
spermatozoal mRNA to highlight the complex mechanisms about fertilization.

Key Words: Human sperm maturity, fertilization, Hyaluronic acid sperm selection,
ICSI, chromosomal aberrations.
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Hyaliironik asit ile kapli Cell-Vu Slayti
Pisum sativum ile boyannus insan spermleri
Hamster ovositlerinin donduruldugu ticari kamuglar.

Coziilmiis hamster ovositlerinin IVF medyumu icerisindeki
goriiniimii

Fiksasyon sonrasi hamster ovositi i¢inde goriilen insan
spermleri.

Islem gérmemis semen ve HA’e baglanan spem
orneklerinde goriilen anilin mavisi boyamasi.

Semen ve HA’e baglanan sperm gruplarinda Anilin
mavisi ile acik, orta veya koyu olarak boyanan sperm yiizdeleri.

Islem gormemis semen ve HA’e baglanan spem
Orneklerinde goriilen CK-B immunofloresan boyanma gériintiileri.

Semen ve HA’e baglanan sperm gruplaninda CK-B
immunofloresan boyanma yiizdelerinin gosterilmesi.

HA'’e baglanan sperm Orneklerine ait TEM goriintiileri.
HA’e baglanan sperm orneklerine ait TEM goriintiileri.
HA’e baglanmayan sperm 6rneklerine ait TEM goriintiileri.
HA’e baglanmayan sperm Srneklerine ait TEM goériintiileri.

Semende goriilen normal ve anormal morfolojideki spermlere
ait TEM goriintiileri.

Fiksasyon islemi sonrasinda hamster ovositine ait kromozomiar ve
kromatin yapisi ile hamster ovositi icerisinde goriilen dekondense
olmus sperm baslar1.

ICSI i¢in hazirlanan 6zel odacik.

Hamster embriyolarninda gézlenen polispermi durumu.
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1

GIRIS ve AMAC

1. Hipotezin Temeli ve Amag
Son willarda yapilan pek ¢ok calismada, sperm olgunlasmasi ve

fonksiyonunun biyokimyasal belirtecleri tizerinde yofunlagilmistir. Semenlerinde,
+ yiiksek kreatin fosfokinaz B isoformu [1] bulunan erkeklerin fertilite sans: diisiiktiir,
- bu semen Orneklerindeki spermlerin ise biiyiik ve anormal sekilli bag morfolojisine

sahip oldugu bilinmektedir [2-6]. Spermiyogenezin son evielerinde gerceklesmesi
gereken fazla sitoplazmanmn atihmunin dogru sekilde gerceklesmedifi durumlarla
(sitoplazmik tutulum), spermde yitksek CK-B aktivitesi arasinda bir iligki oldugu
belirlenmistir [2, 4] Bu tiir spermler, yiiksek CK-B konsantrasyonuna ve fazla
sitoplazmik tutuluma sahip olup, azalms olgunlasma ve fonksiyon gdsteren
spermlerdir [1, 2, 4, 5, 7]. Son yillarda, 151 soku [8] proteini A2 [9] olarak tamimlanan
(70 kDa testis — spesifik saperon protein ailesinin bir liyesi) bir proteinin, sitoplazmik
atilm ile es zamanh olarak sentezlendifi ve regille edildifi gosterilmistit [4].
HspA2’'nin varhifi, olgun spermin bir karakteristigidir ve spermin fertilizasyon
kapasitesi hakkinda bilgi verir [9]. Bu bilgi, Huszar ve arkadaslarinin “sitoplazmik
tutuluma sahip olgun olmayan spermler, zona pellusidaya yetersiz baglanma
gostermistir” seklindeki bulgulan ile desteklenmektedir [10].

Daha 6nce yapilan caligmalarda, insan sperminde kromozomal andploidiler
ve hiicresel olgunluk arasindaki iligkiyi gésteren sonuclar bulunmaktadir Bu temel
sonuclar soyle Gzetlenebilir: 1) Sperm enzimi laktat dehidrogenaz-C4 (LDHC4),
mayotik siirecin baglamasinda, gelisen erkek germ hiicresinde ifade edilmektedir.
Diisiik HspA2 proteini oranlan ve sitoplazmik tutulumlu sperme sahip erkeklerin
yaklastk %40’ min  diisiik sperm laktat dehidrogenaz-C24 (LDHC24)
konsantrasyonlan gosterdigi de ortaya konulmustor [11]. (ii) Ayrica insan sperminde,
fare Heat-shock proteini70-2 (HSP70-2) saperon proteininin insan homologu olan
HspA2'nin tanimlanmasi oldukga Snemlidir. Ciinkii insan erkek germ hiicrelerindeki
HspA2, spermatositlerde ve terminal spermiyogenezde (daha ¢ok uzamus
spermatidlerde ve spermlerde) olmak {izere iki dnemli noktada ifade edilmektedir
[9] Bu proteinin yoklugunun, hem sitoplazmik atilimin basarisizifina hem de
mayotik siirecin kusurlarina bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. (iii) Kemirici
modelde, 70 kDa saperonun sinaptonemal kompleksin bir pargasi oldugu ve HSP70-
2 nakavt fare modelinde erkeklerde mayotik siirecin bozuldugu da ileri siiriilmektedir
[8, 12, 13]. Sperm olusum siitecinde, mayoz boyunca sinaptik anomaliler,
kromozomal anomaliler ve erkek infertilitesi birbirleri ile iligkilidir. Bu kromozomal
anomalilerde temel faktor, biiyiik bir olasihikla, HspA2’nin diisiik ekspresyonu ve
mayotik kusurlarla ilgilidir.

Bu kaynak bilgiler arastincilari, olgun ve olgun olmayan spermatozoa’da
kromozomal antploidilerin insidansim aragtirmaya yoneltmistir. Olgun olmayan
spermler, sitoplazmik tutulumun varhd: vasitasiyla tammlanmustr. ki sperm
populasyonunda andploidiler, tig-renkli (X, Y vel7 kromozom problan) fluoresan in
situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile sentrometrik kromozom problar kullamlarak
belirlenmistir {14]. Farkhh olgunluk asamasinda olan spermlerde, anoploidi




frekanslarmn da farkli oldugu ve Y kromozomu iizerinde yapilan calismalarda,
sitoplazmik tutulum ile andploidi frekansi arasinda bit korelasyon oldugu
" pulunmustur (1=0.78-0.7) [14]. Ctinkii olgun olmayan spermde sitoplazmik tutulum,
. sperm seklinin degigmesine de neden olur. Olgunlasma gerilifi (immaturite) ve
* xromozomal andploidiler de sperm morfolojisi ile iliskili degildir {15]

Spermatogenetik kusurlar, insan spermatozoasinda karyotipik degisikliklere
ve yapisal kromozom sapmalarina neden olabilir. Fertilizasyon orant ve sperm
konsantrasyonu diisiik olan erkeklerde, anormal karyotipli sperm goriilme sikli81
artar ve bu erkekler genellikle ICSI ile tedavi olan kisilerdir. Bu ybntemde,
kullanilacak olan sperm bir embriyolog tarafindan tamamen morfolojik yapisina ve
hareketliligine bakilarak segilmekte ve direkt ovosit icine injekte edilmektedir.
Ancak, bu uygulama sekli ile ICSI yontemi erkek infertilitesinin ideal bir ¢oziimil
olmaktan oldukca uzaktir; ¢linkii embriyolog tarafindan tamamen subjektif kriterlere
dayanarak secilen spermde genetik bozukluklar bulunabilir. Bununla birlikte ICSI
yontemi ile diinyaya gelen gocuklarda, normal yolla diinyaya gelen ¢ocuklardakine
gore, 4-5 kat artrmig oranda seks kromozomu anomalisi olmas: ilging bir tartigmayi
giindeme getirmektedir [16]

Sperm maturitesi ve genetik igerigi arasindaki iligki, ICSI yonteminin klinik
uygulanmasinda snemlidir,. Bu bakimdan FISH yontemi oldukca gilivenilit bir
yontem olmasina ragmen g¢ok zaman alicidir; ayrica, FiSH uygulanarak genetik
yapist belirlenen bir sperm ICSI yontemi igin kullanillamaz Dolayisiyla, sperm
seciminde kullanilabilecek hizli ve dogru bir yonteme ihtiyag vardar.

Olgun ve olgun olmayan spermatozoa’nin hyaliironik asite (HA) cevapta
uzun-siire hareketli kaldign ve artmus iz gosterdigi bilinmektedir 4, 17, 18];
muhtemelen bu iglem bir reseptor ailesi tarafindan gergeklestirilmektedir. Sperm
olguniasmas: ve plasma membranmin yeniden modellenmesi arasindaki iligkiye
dayanarak, olgun olmayan spermde degil de olgun spermde HA reseptoriiniin varthg:
[19, 20], HA kapls bir yiizey, ICSI i¢in kromozomal anomaliler bakimindan diisiik
frekansa sahip, olgun bit spermin se¢imini kolaylastirabilir. Gergekten, HA se¢imi,
_ diploidi ve disomili spermleri elimine eder. HA dencylerinde gézlenilen seks
kromozom disomiletinin 4 kat azalisi, ICSI gocuklannda kromozomal sapmalarda
rapor edilen artis ile tutarhdir. Ornek fakliliklarina kargin, HA-bagli fraksiyonlarda
diploidi ve anoploidi oranlan insan zona pellusidasmna baglanan sperm popiilasyonu
ile karsilastinlabilir (% 0.04-0.131iik dar bir aralifa dismektedir) Bu nedenle, klinik
uygulamada HA’e baglanma ile sperm segimi, olgun ve normal kromozomal yapili
spermlerin segimi icin giivenli ve etkili bir ¢dziim saglayabilir [4, 17]. Bu bilgiler
sifinda  hipotezimiz insan spermi nukleer materyali anormalileri ile sperm
olgunlasma siireci arasinda bir iligki olabilir. Dolayisiyla amacimiz, spermin
hyaliironik asite baglanabilme ya da baflanamama ozellifine dayanarak, farkls
yontemlerle spermin kromatin yapisi, hiicresel olgunlugu ve kromozomal yapist
arasindaki potansiyel iliskiyi arastirmaktir.




TEMEL BILGILER VE KAYNAK

2.1. Tarihsel Yakiasim

Tiim ileri gelismis organizmalarda oldugu gibi, insanlarda da soy siirdiirme
esey hiicreler aracilifiyla olmaktadir. Soy devamlilifi, erkek ve disi gametlerin
birlikteliginin -birlesmenin- soniasinda yeni olusan hiicre birimine dayandirilmis bir
gizemin baslangicim ifade eder. Bu baglamda esey hiicrelerinin varlif1 yeni birey
olusumunda temel faktSrdiir Bu faktorlerden “atak” davianan erkek hiicrenin
kaynagi, erkek gonad (testis) ile ifadesini bulur. Erkek gonadlarin gorevlerini
anlamak icin insanoglu uzun uZrasilar vermistir. Merak edileni anlamak ve pratikte
ne ise yaradifim belirlemek ve ‘bilim-bilgi’ iiretme amacma gtre bilinmeyeni
dfrenme istegi, her alanda gelisen bugiinkii bilgi diizeyinin hazirlayicist olmustur.
Iste insanoflunun soy devamliliini saglayan esey hiicrelerinin gizemlilifi ve
olugturduklarn yeni olugumlar, bu baglamda anlagilabilmistir.

Kisirlagtirmanin (kastrasyon) etkisi antik ¢aglarda dahi bilinmesine ramen
[21], testis ve fertilite arasindaki iliski 17. yiizyila kadar acik degildi. Aristo, i6 400
yillarinda testikiiler anatomniyi gosteren oldukca dofru ¢cizimler yapmstir, fakat
testislerin fertilite icin gerekliligi bilinmiyordu. De Graaf tarafindan yapian
incelemeler sonucunda, testislerin genel yapisi ve fonksiyonu dogm bir sekilde
gosterildi [22]. Graaf’in gozlemlerini takiben 1667 yilinda, van Leeuwenhoek
spermatozoay1 seminal sivi igerisinde gozlemledi [22]. Von Kolliker’in calismalarina
degin, spermatozoay: iireten birimler (seminifer tiibiiller) ve spermatozoanin
olusumu arasindaki iliski net olarak bilinmiyordu. Bu arastirmaci, spermatozanin
seminifer tiibiillerde gecirdifi bir seri gelisim siireci sonunda {iretildifini ortaya
koydu; spermatozoamn (retimi ile noktalanan bu hiicresel degisiklikler
“spermatogenez” olarak adlandinldi {23].

Kastrasyonun hormonal etkisinin oldugu yine Aristo zamaninda bilinmesine
1agmen, bu konuya Berthold’un deneysel calismalarn 11k tuttu [24]. Berthold,
horozlarda yaptii calismalarda, kastrasyondan sonra ibik yapisinda azalma ve 6tme
eyleminin kaybolmasinin, testis transplantasyonu ile geri déndiigiinii ve diizeldigini
gosterdi. Bouin ve Ancel adli arastirmacilar, erkeklik (maskiilen) faktdriin Leydig
hiicrelerinden salindifin1 1903 yilinda ortaya koymasina ragmen [25], testesteronun
izole edilmesi ancak 1935 yilinda David ve arkadaslari tarafindan gergeklestirildi.

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda mikroskop alaninda gergeklesen
ilerlemeler, spermatogenezin  Ozellikleri hakkindaki bilgi dagarcifimizi
genisletmistir. Ayrica, kromozomlann kesfedilmesi, mitoz ve mayoz olaylannin
ortaya konulmasi da erkekte gamet iiretimi olaymi anlamamizi bilyik Olciide
kolaylastirmustir.

2.2, Testis ve Bagh Kanallarin Gelisimi

Genetik cinsiyet, fertilizasyon ile saglanir ve X kromozomuna sahip ovositin
X veya Y kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine baghidir. Gelismekté olan
gonadlar XX veya XY kromozom kompleksine sahip olurlar. Yedinci haftadan énce
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gonadlann goriiniimii her iki cinste de birbirine benzer, dolayisiyla “farklanmarms
gonadlar” olarak adlandinlilar. Erkek fenotipinin gelisimi icin bir Y kromozomu
gereklidir, fakat bu kromozomun yalnizca kisa kolu cinsiyet belirlenmesi igin son
derece kritiktir Testis belirleyici faktér (TBF) icin gerekli olan SRY geninin, Y
kromozomunun-cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesik olup Y kromozomu,
farklanmarmug gonadin medullas: {izerinde testis belitleyici etkiye sahiptir [26-28].
TBF, primer seks kordonlarini uyararak, onlann farklanmamis gonadin medulla
derinliklerine dogru sokulmasina sebep olur; kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece “rete testis” olusur. Seks kordonlarmin
(seminifer kordonlar) kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra,
ylizey epiteli ile olan baglantilan1 kaybolur. Tunika albugineanin gelisimi, fetusta
testikiiler gelisim igin ¢ok Onemlidir. Gelisen testis, asamah olarak dejenere olan
mezonefrozun asili baglarindan aynlir ve kendi mezenteri olan “mezorchium?” ile
asth hale gelir. Seminifer kordonlar seminifer tiibiillere farklamr, onlan takip eden
tubuli rekti ve rete testis tiibiil ags ile baglant: kurar.

Seminifer tiibiiller, interstisyel (ara) dokuda yer alan Leydig hiicreleri ve
destek elemanlan olusturan mezensimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren
Leydig hiicreleri, androjenik hormonlann (testesteron ve androstenedione)
salgilamaya baglarlar, bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dis genital yollarin
etkeklik yoniinden farklilagsmasim tetiklerler. Testesteron iiretimini insan koryonik
gonadotropin (hCG) hormonu stimule eder, hormonun miktar: 8-12 haftaik donemde
en yiiksek degerine ulagir [28]. Testesterona ek olarak fotal testisler glikoprotein bir
hormon olan “antimiillerian hormon™ (AMH) veya “miillerian inhibitsr madde”
(MIS) adi verilen bir hormonu da salgilarlar AMH, destek hiicreleri (Sertoli
hiicreleri) tarafindan salgilanir, hormonun salinmas: puberteye kadar devam eder,
daha sonra ise seviyesi azalr. AMH, paramezonefiik (Miillerian) kanallann
gelisimini baskilar.

Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren
liimenleri olugur. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur:

* Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin ylizey epitelinden
gelisirler.

* Spermatogonya, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordiyal
germ hiicrelerinden farklanlar.

Fotal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olustuiur
Daha sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, mezonefrik kanalciklardan tiirevlenen
efferent kanalciklarla (5-20 adet) devam eder. Bu kanalciklar, epididimis ile
baglantihdir. Epididimis distalinde mezonefrik kanal, kalin bir diiz kas tabakas:
kazanit ve deferens kanalini olusturur. Mezonefiik kanallarm kaudal uglarinmn
lateralinden disa dogru seminal vezikiiller gelisir. Bu ¢ift haldeki bezler spermlerin
beslenmesini saglayan salgiy: yaparlar. Seminal vezikiillerin kanali ile iiretra
arasinda kalan mezonefrik kanal bolimii, “ejakiilatdr” kanal olarak bilinir.




2.3. Testisin Genel Yapisi

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde gerceklesen ve sperm iiretimi igin
gerekli olan bir hiicresel farklilasma stirecidir. Insanlarda, her bir testis genellikle 15-
20 ml hacminde, 4 cm uzunlugunda ve 10-15 g agirhifindadur.

Skrotum i¢inde, abdomen disinda, bulunan cift testisler, “tunika albuginea”
denilen siki bir bag dokusu kapsiilii ile cevrilidir. Tunika albuginea, én ve yan
yiizlerinde “prosessus vaginalisin” kalintisi olan tunika vaginalisin, visseral ve
pariyetal yapraklari ile kaplanmgtir [29]. Tunika albugineanin i¢ yiizeyinden bir bag
dokusu bolmesi (septasi) testisin arkasinda yer alan “mediastinnm” bdlgesine dogru
uzanir. Bag dokusundan olusan bu bélgenin igerisinde anostomozlagmis bir kanal agi
goriintimiindeki “rete testis” vardr,

Diiz kas fibrillerini de iceren siki bag dokusundan olusmus, tunika albuginea
kapsiilii fizyolojik ve farmakolojik uyaranlara cevap olarak, kasilmay: saglar {30]
Tunika albugineanin i¢ yiizeyi ise, gevsek baf dokusu karakterinde ve damardan
zengin bir bélge olan “tunika vaskiiloza” ile komsuluk yapai. Testislerin loblanma
derecesi tlirler arasinda farkliliklar gosterir; lobguklar icerisinde spermatogenezin
gerceklestigi seminifer tiibiiller vardur. Seminifer tiibiiller mediastinum testisten
sarmallar seklinde uzanir ve her bir sarmabin iki ucu *tubuli rekti” denilen diiz
tiibiillerle baglantihidir [31]. Boylece, her bir sarmali olusturan tiibiil oldukca
katlantili bir yapi gostererek yiizey alanimi genisletir. Tiibtil sarmallarinin olusmast
“immatii’” Sertoli hiicrelerinin gelisim sirasindaki mitotik aktivitenin sonucudur
[32]. Tiibiiller aras1 dokunun diizeni tiirler arasinda olduk¢a dramatik degisiklikler
gosterir; kan damarlari, lenfatikler ve sinir liflerini igerir. Tibiiller aras: dokudaki
Leydig hiicreleri, damarlarla ve seminifer tiibiillerin “lamina propriyas:” ile iliskili
olarak gruplar halinde dagilmistir. Seminifer tiibiillerin disinda ise, “miyoid hiicreler”
denilen modifiye diiz kas hiicreleri vardur.

Testisler, insanlarda ve diger baz1 memeli tiirlerinde fetal ya da erken post-
natal hayatta “skrotuma” inerler. Birgok omurgalinin testisi abdominal bélgede yer
aldigindan, insanlardaki bu durum oldukga ilgi cekicidir [33] Insanlarda testisin
skrotumda yer almasi, viicut 1s1s1na gére, 2°C’lik bir 1s1 farkina neden olur. Bir ya da
her iki testisin birden abdominal kavitede asili kalmasina “kriptorsidizm” denir.
Bilateral olarak kriptorsidik olan erkekler infertildirler, ancak unilateral kriptorsidik
olan bazt erkekler sperm tiretebilirler.”

“Spermatik kord” testiste gelen ve giden kan damarlarini, “vaza deferens”
ise lenfatikleri ve sinirleri igerir. “Pampiniform pleksus™ zengin ven kiimesinden
olusur; testis iizerinde testikiiler arteri gevreler ve bu arterle kaynagarak spermatik
korda uzamir. Insanlarda ve bircok hayvanda pampiniform pleksus kompleks bir
damar sisteminden olusur ve “termo-regiilasyonda” rol oynar. Bu etkin sistern, kam
testise girmeden Once sogutur ve testisten viicuda donen kani ise 1sitir. Bu sistem
aynt zamanda testise giden arteriyal kan basincin: kontrol etmede rol alu. Testiktiler
venlerin kapakgiklar1 vardir ve genellikle “varikoz” haline gelerek, “varikosel”
denilen patolojik duruma neden olabilirler. Varikosellerin daha ¢ok sol testiste
gozlenmesinin nedeni muhtemelen testikiiler venin renal vene katilirken yaptig1 “dik
acidan” kaynaklanabilir. Varikosel sonucunda skrotum igi 1sinin arttifi ve fertiliteyi




etkiledigi ©One siirlilmektedir [34]. Ayrica varikoselin, testikiiler hacimde bir
azalmaya ve Leydig hiicre salgisinda da diisiise neden oldugu bildirilmistir.

2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her evredeki germ hiicreleriyle bunlarr destekleyen Sertoli hiicrelerini
icerirler. Testis hacminin %85-90’mim1  olustururlar. Sertoli hiicreleri sayilan
degismeyen, bolinmeyen hiicrelerdir. Tiibiilin bazal membranina otururlar.
Birbitlerine sik1 baglan vardir ve bdylece kan-testis bariyerini olugturular. fmmun
sistemin kendilifinden tanima “self recognition” déneminden ¢ok sonra pubertede
spermatozoa ortaya ¢iktigindan bu bariyer dnemlidir Sertoli hiicreleri, gelisen germ
hiicrelerini beslemenin yaminda 6ziirlii olanlan fagosite etmekle de gorevlidir. Tiibiil
limenine yaklastik¢a spermatosit ve spermatidler gozlenir. Olgun spermiyumlar
Sertoli hiicreleri ile simbiyotik bir evre yasarlar. Tiibiiliin bazal membian tarafinda
ve bazal lamina iizerinde spermatogoniyumlar bulunuz.

Germinal ya da spermatojenik hiicreler bazal membrandan liimene dogru
asama agama eriskinleserek siralann. Spermatogonyumlar bazal membran lzerine
direkt otururlar, 13 degisik asama gsteren germ hiicreleri limene dogru, tiibiil
duvarinda segmental olarak gozlenirler. Primitif hiicreler (spermatogonya) boliinerek
yenilendigi gibi sonradan spermatosit olacak olan hiicrelere de dOniigtizler
Spermatositler, boliinerek gelisim asamasmna katilir ve spermatidleri olugturur. Bu
asamaya kadar olan olaylann tiimiine “spermatogenez” adi verilir. Spermatidler de
degisime ugrayip spermatozoay! olustururlar ki bu asamaya da “spermiyogenez,
spermiyohistogenez (ya da spermiyositogenez)” denilir. Bu degisim, gekirdedin
yogunlasmast, Golgi yirkimi sonucu akrozom belirmesi, sentriyol go¢ii, sitoplazmanin
biiyiik oranda kayb, kuyrugun gelisip spermin ortasindaki mitokondriya ile iligkili
hale gelmesi olaylarin1 kapsar.

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Bu hiicreler, seminifer tiibiiliin periferinden liimenine dogru uzanan diploid
hiicrelerdit. Spermatogenez esnasinda ¢ok Onemli rol oynarlar En Onemli
fonksiyonlar1 germ hiicrelerinin farklilasmasi icin gerekli ¢evreyi saglamaktir. Biitiin
germ hiicre serisi ile kontakt halindedirler. Sertoli hiicrelerinin bazal kisimlan,
seminifer tiibiiliin bazal laminasi ile iliskidedir dolayisiyla sistemik sirkiilasyonla
gelen maddelere direkt olarak erigebilirler. Spermatogoniyumlar, Sertoli hiicreleri
gibi bazal lamina iizerinde yer aluken, spermatogenik hiicre serisinin diger hiicreleri
Sertoli hiicreleri tarafindan olusturulmus kompartimanlar iginde yerlesiktirler.

Sertoli hiicrelerinin mikroskobik yapisi oldukca karmasiktin. Cok miktarda
diiz endoplazmik retikulum (DER) ve mikroflamanlat kiimesi seklinde belirgin bir
hiicre iskeletine sahiptirler. En Onemli Ozellikleri ise Ozellesmis baglanti
kompleksleridir. Cesitli tiplerde baglantilar kurarlar ve hiicre-hiicre kontaktlarini
stirdiirtirlerken ayrica germ hiicre serileri ile de iletisim halindedirler. Siiphesiz ki, en
tnemli baglanti Sertoli-Sertoli hiicresi arasinda kurulan siki baglantidir ve bu
baglant: 6zelligi hiicreleri sikica bir araya getirerek, bazi maddelerin gegisine engel
olmaktadutlar, Bu baglanti kompleksleri, kan-testis bariyerini olusturur Dolayisiyla
seminifer tiibiillerde iki kompartiman mevcuttur: Seminifer tiibiiliin periferinden
hiicreler arasi baglanti kompleksine kadar olan “bazal” kompartiman ve baglanti




kompleksinden tiibiilin limenine dogru uzanan “adliiminal” kompartiman.
Spermatogonya bazal kompartimanda yer alirken ardindan gelen spermatogenik
hiicre serisi ise adliiminal kompartimanda yer alirlar.

2.3.3. Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokusunda bulunurlar ve kan damarlan
etrafinda kiimelenirler. Steroid biyo-sentezinde gerekli olan iyi gelismis DER,
Leydig hiicreletinin tipik bir 6zelligidir. Aynca, insanlarda biiyiikliikleri ve sekilleri
degisen ve “Reinke kristalleri” olarak adlandinlan sitoplazmik inkliizyonlara
sahiptifler. Bu inklizyonlar icermeyen Leydig hiicreleti de bulunabilir ve bu
duramda bu tiir hiicreler “immatiir” formdaki Leydig hiicreleri olarak kabul
edilmektedirler [33]. Leydig hiicreleri arasinda da siki baglanti kompleksleri vardir.

2.4. Germ Hiicreleri ve Olusum Siireci

2.4.1. Spermatogonya

Diploid sayida kromozoma sahip olan spermatogoniyumlar, seminifer
tiibiilin bazal laminas: tizetine dayanik sekilde lokalize olmuslardir ve siirekli mitoz
bolinmeler gecirerek, ya difer spermatogoniyumlat ya da farklilasma siirecine
giderek primer spermatositleri iiretirier. Spermatogoniyumlar iig tiptedirler; i) tip A-
AD,A1,A2,A3,A4, ii) ara form ve iii) tip B. Spermatogoniyumlarin gosterdikleri
mitoz bolinmeler ya rastgele (yani bolinmeler AQ ile sonuclamr) ya da
senkronizedir (yani bbliinmeler spermatogenik siklusa yoneliktir). Her bir boliinme
sonrasinda, kardes hiicreler arasinda sitoplazmik baglantilar kalwr. Tip B
spermatogonya  ise  spermatosite  farklasan tipteki  spermatogonyadur.
Spermatogoniyumlarin bu bolinmelerinin mitotik kinetigi oldukca karmagiktir ve
giiniimiizde hala tartigmali bir konudur [35, 36].

2.4.2. Spermatositler

Spermatogoniyumlarm bollinmesi sonucu meydana gelen spermatositler
mayoz boliinme gegirerek, haploid sayida kromozom tagtyan dort adet spermatid
meydana getiriler. Ilk olarak, homolog kromozomlarin rastgele ayrilmasi olur, ikinci
olarak da, homolog kromozomlar arasinda genetik materyalin degis tokusu (crossing
over) gozlenir. Bu iki olay tiirlerin yagamas i¢in gerekli olan cesitliligi saglar.

Mayoz bolinmenin profaz asamasi oldukg¢a uzun bir siirecte gergeklesir;
leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez olmak tizere baz: safhalar gdsterir.
Spermatositler birinci mayoz boliinmenin profaz agamasina girdiklerinde, seminifer
tiibiilin bazal membranindan limenine dofru hareket ederler. Homolog
kromozomlarin yanyana geldii zigoten asamasinda ise, bazal membrandan
ayulular, Pakiten asamasi, mayozun ve profaz evresinin en uzun asamasidir ve bu
nedenle gecen bu siireg zarfinda spermatositlerin gesitli hasarlara maruz kalma
sanslar1 en goktur. Spermatosit-I'ler diploid kromozom (2n) ve diploid DNA miktan
(4DNA) tasirlar. Birinci mayoz boliinme sonucunda bu miktarlar yariya iner. Birinci
mayoz boliinme sirasinda genetik materyalin degisimi” “kiazma” noktalanndan
gergeklesir ve her bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatosit olusturur
Olusan sekonder spermatositler ¢ok kisa bir siire varhiklarim siirdiirtitler ve ikinci
mayoz béliinmeye giderek, haploid kromozom sayisina sahip olan iki adet spermatid




meydana getiritler. Mayoz béliinme esnasinda, seks kromozomlarinin DNA
replikasyonu,  kondenzasyon ve transkripsiyon ~zamanlamalars,  somatik
kromozomlardan farkliliklar gosterir.  Spermatosit-II hiicreleri, somatik mitoz
bolinmeye benzeyen 2 mayoz boliinme gegiritken, kromozomlarin kromatidlerine
es olusturmak igin 2DNA’min yarisint bir kromatin, digerini de ikinci kromatine es
olusturmak i¢in kullamr

2.4.3. Spermatidler

Mayoz boliinmeler sonucunda meydana gelen spermatidlerin geligmesi,
degismesi ve seminifer tiibiil liimenine spermiyum olarak atilmast siirecindeki olaya
“spermiyogenez” denir. Spermiyogenez oldukga 6nemli ve egsiz bir siiregtir. Clinkii;
basit bir hiicre dzelliginde olan bir spermatid, yapisal, fonksiyonel ve biyokimyasal
degisikliklere ugrayarak ozellesmis bir hiicre tipi olan spermatozoayr meydana
getirir. Bu degisim mekanizmas: giintimiizde hala agiklanamamustir [37] Bu stiregte
meydana gelen degisiklikler, bu hiicrelere 6zgii olaylardir ve difer hicbir hiicre
tipinde gozlenmez. Spermiyogenez stireci oldukca senkronize ve entegredir,
dolayisiyla bu siireg sirasinda meydana gelen kiiciik sapmalar bile infertiliteye neden
olabilir; ne yazik ki bu sapmalarin ya da hatalarin nedeni heniiz agiklanamamustir.

Spermatid, “spermiyogenezin” basinda heniiz basit bir hiicre tipinde iken,
spermiyumun temel hticre iskeletini olusturmak iizere pek cok degisim gecirir.
Oncelikle, hiicre gekirdegi kromatini daha siki yogunlagma (kondenzasyon) gisterir.
Spermatidlerin farkhlagma siirecinde, yapisi diger hiicrelerden daha kompleks olan
Golgi kompleksinin sisternalan yikilarak akrozomal vezikiilii olustururlar; gekirdegin
apikaline gt¢ ederek, cekirdegi iistten saran bir kilif (takke) gibi gelisen bir akrozom
sistemini meydana getirirler. Bu yapinin ic membram, ¢ekirdek membrani ile siki
iliskidedir. Akrozom, salgi gbrevinde olan ve hiicre gekirdegi ile yakm iligkide
bulunan dev “lizozom” gibi diistiniilebilir.

Spermatidde bulunan iki sentriyol ise, gelismekte olan akrozoma zit yonde
goc ederler ve bunlardan bir tanesi isinsal bir diizenleme gostererek gelecekte
olusacak spermiyum kuyrugunun “aksonom” yapistm meydana getiritken, bu
sentriyole 90°C’lik agiyla konumlanan diger sentriyol ise, kuyrufu cekirdege
baglayan baglant: parcasmi olusturur  Kuyruun aksonom pargasi uzayaiak
tabanindaki halka (anulus) yapisina tutunur.

Mekanizmas1 tam olarak bilinememekle biilikte, spermatidde yer alan
mitokondriyonlar boliiniirler; dis yogun fibrillerle iliskiye gecerek tipik ¢iftli sarmal
(heliks) yapisim meydana getiritler.

Spermiyogenez tamamlandiginda, spermatogenik hiicre serisindeki hiicrelerin
Sertoli hiicreleri ile olan sitoplazmik uzantilarn kirthr ve spermiyumlar seminifer
tiibiil limenine salinirlar. Spermiyogenez siireci Sertoli hiicrelerinin destegi ile
gerceklesir; bunun i¢in spermatid ile Sertoli arasinda “simbiyotik” bir yagam vardir.
Olgun bir spermatozoanmn sitoplazmasimn yaklasik "%70°1 geride kalu ve
muhtemelen Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.




~ 2.5. Niikleustaki Degisimler: Niikleik Asitlerin, Proteinlerin Sentezi ve Haploid
Gen Ekspresyonu

: Mayoz boliinme sitasinda, RNA ve protein sentezi maksimum diizeydedir ve
© erken spermatogenez sirasinda oldukga azalarak, neredeyse sifir seviyesine iner.
Spermatogenez esnasinda, hiicre cekirdegi somatik hiicreye benzeyen “niikleozom™
yapisint, memeli spermiyumunun “niikleoprotamin” yapisindaki gekirdek yapisina
doniistiirir. DNA sarmall arasinda bulunan histonlar 6nce gegis proteinleri (transition
proteinler) ile yer degistiritler ve daha sonra bu gegis proteinleri de yerlerini
“arjininden zengin”, kiigiik bazik proteinlere, yani protaminlere birakirlar [38].
Protaminlerin temel gorevleri, fonksiyonel bir spermiyum igin gerekli olan, hiicre
cekirdeginin sikica paketlenmesi gibi goriinmektedir, Spermiyumun DNAst,
protaminlerle iliskiye girerek cizgisel, yan yana olan kromatin igtlarim olugtururken,
somatik hiicre DNA’s1 histonlar etrafinda dolamir. Memeli spermiyum DNA’s1 en
siki sekilde paketlenmis olan okaryotik DNA olup mitotik kromozomlarin
DNA’sindan en az 6 kat daha fazla “kondanze” dir [38].

“Haploid gen ekspresyonu”, spermiyumun genotip yapisiin - ve
fonksiyonunun aydinlanmasi igin 6nemli bir konudur. Ancak, bir ¢ok ileri diizeyde
molekiiler biyoloji teknigi kullamlarak yapilan calismalar olmasina ragmen,
“spermiyumun haploid gen ekspresyonu” hala tartismalidir. Muhtemel bazi haploid
gen tiriinleri kesfedilmistir ve giinlimiizde bunlanin gergekten olup olmadifi ve
fonksiyonlari yogun bir arastirma konusudur [39, 40].

Haploid gen ekspresyonuna ornek teskil edebilecek ve muhtemelen en iyi
bilinen dinek “T locus faredir” Dominant T aleli homozigot olunca farede kisa
kuyruk meydana getiritken, heterozigot olunca Sliimeiildiir, Bazi resessif T
allellerinde ise. kuyruksuz hayvanlar meydana gelir Ayrca v/t spermiyum fareler
sperm firetmelerine ragmen, infertildirler [39].

Bu konuda birgok ¢aligma yapilmasina ragmen, Mendel kurallarina uymayan
bu “genetik aktannm” ve “haploid genom” ile olan iliskisi hald bilinmemektedir.
Genetik olarak birbirlerinden farkli olan spermatidler, hiicrelerin senkronize
bolinmesini saglayan 1um boyutundaki hiicreleraras1 kopriilerle adeta bir
“sinsisyum”™ halindedirler. Bu nedenle, bazi spesifik mRNA’nin spermatidden
spermatide bu kopriiler aracthfiyla gegtigi ve dolayisiyla biitiin “post mayotik™
genlerin spermatidler arasinda esit olarak dagitildif ileri stiriilmektedir [32, 41, 42].
Bu biitiin Giriinlerin esit olarak dagitildid: ya da paylagildig1 anlamina gelmez, ancak
ileri arastirma isteyen ilging bir konudur.

Cesitli testikiiler belirteg (marker) proteinlerinin tiretim (ekspresyon) zamani
ve varliklar1 biyokimyasal ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Ancak, erkek germ hiicre
olguniasmas hakkindaki bilgimiz heniiz olduk¢a yetersiz ve stnurhn olup, stirekli bir,
yenilenme halindedir [39, 43]

2.6. Deney Modellerinde ve Insanda Spermatogenik Siklus

Birgok hayvan tiiriinde, belli bash spermatogenik hiicreler sadece belli bash
diger hiicreler ile iliski halindedir. Oregin; farelerde her bir spermatogonyum bir
digeri ile aym anda gelisir, dolaysiyla herhangi bir zaman araliinda seminifer tiibiil




kesiti incelenirse, spermatogonyumdan spermiyuma kadar tiim bir hiicre serisi bir
arada goriilebilir Bu hiicre iligkisine spermatogenik siklus denir. Gelismeye baglayan
her bit spematogonyumdan potansiyel olarak 64 spermiyum iretilebilit. Insanda her
bir saniyede 20 adet spermatogonyum spermatogenik siirece baslar. Spermatogenik
siklus, spermatogonyumdan spermiyumun atilmasina dek dort ya da bes kez
tekrarlamr [32]. Tiirlerde her bir spermatogenik siklusun siiresi sabittir ve 8 ile 16
giin arasinda degisir (farelerde 9 giin, insanda 16 giin). Insanlarda tiim evre 64
giindiir, artis1 ya da eksisi olabilir.

Yukanda tamimladifinmz tlirdeki seminifer epitel modeli birgok hayvan
tiiriinde mevcut iken, insanda bu model bu kadar agik degildir Insan seminifer tiibiil
kesitlerinde, birden fazla degisik spermatogenik siklus seviyesinde olan hiicre varligi
ya da bazi germ hiicrelerinin birbirleriyle olan iligkisinin vatlift ya da yoklugu gibi
birgok diizensizlikler gdze garpar. Bu da, insanda gerceklesen spermatogenezin daha
diizensiz ya da en azindan daha az koordine oldugu ydniinde varsayimlara yol agar.
1984 wyilinda, Schulze ve meslektaslart [44], insan seminifer epitelinin diizeni
hakkinda bazi kamtlar ortaya koymuslardir, Spermatogenezin basamaklarnn,
seminifer tiibiilin uzun eksenine heliks seklinde bir uyum gosterdigini
sOylemislerdir. Yani seminifer epitelin organizasyonu, biyolojide bilyiime ve
farkhilagsmanin temel prensibi olan “spiral geometrisi” plinina uyum gosterir.
Dolayisiyla, insanlardaki seminifer epitelin yapisi, diizensiz ya da kaotik degildir,
aksine kompleks bir organizasyon gosterir. Bu kompleks diizenlenmeyi kontrol eden
mekanizmalar tam olarak bilinmese de, parakrin ve otokrin mekanizmalann rolii
oldugu tahmin edilmektedir.

2.7. Spermatogenezin Endokrin ve Parakrin Kontrolii

Hipofiz gonadadotropinlerinden olan, folikiil stimulan hormon (FSH) ve
Luteinizan hormon (LH), spermatogenezin Onemli diizenleyicileridirler. LH,
seminifer tiibiillerin arasinda yer alan intersitisyel dokudaki Leydig hiicrelerini
uyatarak, androjen iretimini arttirir ve bu androjenin primer etki alami Sertoli
hiicreleridir. FSH ise, germinal epitel ve Sertoli hiicreleri iizerine etki yapar; androjen
iiretimine sadece kiiciik oranda direkt etkiye sahiptir. Kaliteli ve tamamlanms bir
spermatogenez i¢in her iki hormonun kontrolii de gereklidir.

Kontrol mekanizmasim1 genelleyebilmek, tiirler arasindaki  belirgin
farkhliklardan dolayi, oldukca zordur. Ayrica, birgok arastirma deney hayvaniarinda
yapilmasina kargin insanda yapilabilecek arastirma simihidir. Biitiin  bunlardan
dnemlisi, testis biyokimyas1 ve fizyolojisi homojen bir yap1 olarak diisiiniilemez.
Belki de, spermatogenezin endoktin / parakrin kontroliinii anlamanin daha gecekei
bir yolu, tiibiiliin her bir pargasim bir “mikrokosmos” olarak diisiinmek olmalidir
[45].

Seminifer epitelin, eksojen FSH ve LH uyarisina cevabi lokal faktorler ,
tarafindan diizenlenir. Endokrin ve parakrin mekanizmalar arasindaki iligki testisin
fonksiyonlarint belirler. Ancak, bu iliskinin dogas: ve mekanizmalar1 bu konuda bir
cok calisma yapilmasina ragmen hala tartismalidir. Cok sayida potansiyel parakrin
faktorler kesfedilmesine ragmen, bu faktbrlerin in vivo fizyolojik etkilerine dair
direkt deliller oldukga azdir [45-47]
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Testisin ¢esitli hiicre tiplerinin fonksiyonlar: birbirleri ile baglantilidir
ornedin; Leydig hiicreleri tarafindan tretilen testosteron, peritiibiiler hiicrelere ve
Sertoli hiicreleri iizerine etki yapar; boylece hem germ hiicrelerinin gelisimine
onayak olur, hem de damar yapisinda bir etki meydana getirit. Dolayisiyla,
testosteron testis dokusunda endokrin bir etkiden gok parakrin bir iiriin olarak gérev
yapar [48].

Germ hiicresi ile Sertoli hiicresi arasindaki iliskiyi diizenleyen mekanizmalar
heniiz tam anlamuyla agtklanamarmus olsa da, pakiten evresindeki spermatositler,
Sertoli hiicrelerini stimule ederek “androjen baglayici protein” tiretimini ve “adenilat
siklaz” aktivitesini stimule ederler. Yuvarlak spermatidlerin hicbir uyarici etkileri
olmadigindan dolay: bu etkiler hiicreye 6zeldir [49]. Sertoli hiicteleri ayrica, testis igi
diizenleyiciler olan “transferin” ve “insiilin benzeri bitylime fakttriinii” de tiretitler,
Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen parakrin diizenleyicilerin iiretimi ve etkileri,
seminifer epitel siklusu tarafindan kontrol altindadu. Buna ornek olarak, Sertoli
hiicrelerinin “transferin” iretimi verilebilir [46, 48, 50]

Sonug olarak, testikiiler germ hiicrelerinin biiylimesi ve farklilasmasi, somatik
ve germinal elemanlar arasindaki bir seri kompleks iliskiyi icerit. Bu iliskiler
endokrin, parakrin ve otokrindir. Bu mekanizmalar, testisin normal fonksiyonu igin
ince bir denge saglarlar [51].

2.8. Spermatogenezin Verimliligi

Giintimiize dek yapilan calismalar biitiin tiirlerin ortak bir 6zelligini ortaya
koyar; spermatogenez esnasinda germ hiicrelerinin biiyiikk bir c¢ogunlugu
gelismelerini tamamlayamazlar. Dolayisiyla, gelismekte olan germ hiicrelerinin
biiyiik bir kisminin dejenerasyonu fizyolojik bir fenomendir [52].Ug kritik agamada
hiicrelerin kayb: séz konusudur; spermatogoniyal gelisme, mayotik bolinmeler ve
spermiyogenez. Sicanlarda, Al spermatogoniyumlardan teorik olarak iiretilmesi
gereken preleptoten spermatositlerin sadece %25°inin iiretimi meydana gelir.
Insanlarda, daha gelismis teknikler kullanilarak yapilan ¢alismalarin sonuglanna
gire, mayoz sirasinda potansiyel sperm iiretiminin %50’si kaybedildigi belirtilmistir
[53]. Spermiyogenez sirasinda ise insanlarda, farelerde, sicanlarda ve sigirlarda ok
az sayida hiicre kayb1 s6z konusudur. Dolayisiyla, spermatogenez ¢ok verimli bir
hiicre tiretimi siireci degildir ve insanlarda bu verim difer memelilere gire (siganlar,
primatlar) sadece %25 dolaylarindadir [53].

Etkeklerde, yasa bagli olarak giinlilk sperm iiretiminde bir azalma stz
konusudur ve bu azalma Sertoli hiicrelerinin kayb ile iliskilidir [32]. Bu durum daha
¢ok mayoz boliinmenin profaz asamasindaki germ hiicrelerinin dejenerasyonundan
yani primer spermatosit kaybindan kaynaklandii ve ayni zamanda Leydig
hiicrelerinin, seminifer titbiiller arasindaki diger hiicrelerin, miyoid hiicrelerin ve
Sertoli hiicrelerinin de sayilan azalir [32].
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2.9. Spermiyumun Gorevi Fertilizasyon

Insan gelisimi bir ovositin fertilize olmas ile baglar. Fertilizasyon birbiri ile
iliskili karmasik molekiiler olaylar dizisidir [54], sperm ile ovositin temas: ile baglar
ve tek hiicreli embriyo olan zigotun birinci mitoz bolinmesinin metafaz plaginda
anne-baba kromozomlaninin bir araya gelmesi ile son bulur Bu olaylar sirasinda
herhangi bir asamada bozukluk zigotun Slmesine neden olabilir [55] Gametlerin
yiizeyindeki karbonhidrat baglayict proteinler, fertilizasyon sirasinda gametlerin
birbirini taniyip birlesmesinde rol oynar [56] Insanlarda fertilizasyon yaklagik 24
saat stirer [52].

Fertilizasyonun gerceklesmesi icin gerekli olan asamalar su sekilde
Ozetlenebilir:

a.Spermin ovositin zona pellusidasim cevreleyen korona radiatayi
gecmesi

Ovositin zona pellusidasini gevreleyen korona radiatadaki folikiiler hiicrelerin
birbirinden ayrilmas: sadece spermin akrozomundan salinan hyaluronidaz enziminin
aktivitesi ile olmaz [57], tubal mukozal enzimler de hayaluronidaza yardim eder.
Korana radiatanin delinmesinde spermin kuyruk hareketi 6nemli rol oynar.

b.Ovosit cevresindeki zona pellusidanin delinmesi

Zona pellusidanin sperm tarafindan delinmesi fertilizasyon baslangici i¢in
onemli bir asamadir. Akrozomdan salinan enzimler zona pellusidadan geciste de
Onemlidir. Bir sperm zona pellusidayr gegerse zona reaksiyonu denilen zona
pellusidanin Szelliklerinde degisikler gerceklesir ve bu sekilsiz (amotf) tabaka diger
spermleri gecirmez bir hale doniisiir. Buradaki ekstraselliiler glikoprotein ortiiniin
icerigi fertilizasyondan sonra -degisir [58]. Zoma reaksiyonunun, ovosit
sitoplazmasinda membrana yakin korteks graniillerinden salinan lizozomal
enzimlerin etkisi ile oldugun diisiintilmektedir. Perivitellin bosluga salinan graniiller
ovosit plazma membraninda degisiklikler yapar ve difer spermlerin gegmesine engel
olur [59-61].

¢.Ovosit ve spermin plazma membranlarinin birlesmesi

Ovosit ve spermin plazma membranlan birlesir, birlesme noktasindan
yirtiima olur, spermin bas ve kuyrugu ovosit sitoplazmasina girer. Ancak sperme ait
plazma zar disarida kalir.

d.Ovositin ikinci mayotik béliinmeyi tamamlamas: ve disi proniikleusun
olusmasi

Sperm girdikten sonra, ikinci mayoz boliinmenin metafazinda bekleyen ovosit
boliinmesini tamamlar. Olgun bir ovosit ve ikinci polar cisimcik olusur. Anneden
gelen kromozomlarm dekondenzasyonu (gevseyip agilmasi) ile olgun ovositin
niikleusu, disi proniikleusu olusturur.

e.Erkek proniikleusun olusumu

Ovosit sitoplazmas: icerisinde sperm c¢ekirdegi genisleyerek erkek
proniikleusu olusturur ve spermin kuyrugu dejenere olur. Morfolojik olarak erkek ve
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disi proniikleuslar ayut edilemezler. Proniikleuslann biiylimesi sirasinda DNA
replikasyonu olut. DNA1-n (haploid) 2¢ ( 2 kromatid) igerir.

f.Proniikleuslarin zarlarmm parcalanmasi, kromezomlarin kalinlasmasi
ve mitotik hiicre b6liinmesi icin diizenlenme

Dollenmis ovosit ya da zigot tek hiicreli bir embriyodur. Her bir
proniikleustaki 23 kromozomun birlesmesi ile 46 kromozomlu bir zigot olusur,

2.10. Sperm Ultrastriiktiirii ve Programlanmig Gorevleri

Spermiyum, kompleks fonksiyonlarim yerine getirebilmek igin oldukca
Ozellesmis bir morfolojiye sahiptir. Temel olarak iki kisumdan olusur; enerji
iiretilmesinden ve hareketlilikten sorumlu olan kuyruk ile DNA’y1 iceren ve ovositin
zona pellusidasim tamyarak sperm-ovosit bitlesmesini saglayan bas bolgesi. Bu her
iki temel bolge de kendi iclerinde fonksiyonlarina gore alt bélgelere aynilmislardir.

2.10.1. Kuyruk

Spermiyumun kuyruk bolgesi, enetji liretim bdlgesi olup, sperm hareketinden
sorumludur.  Fertilizasyonun gerceklesmesi icin hareketlilik gerekli bir ozelliktir.
Spermiyum, ilk olarak ejakulasyon suasinda hareketli hale gelir ve hareketlilige post-
ejakulasyonun erken donemlerinden baglayip, servikal mukusu gecmek, utero-tubal
birlesimi ge¢gmek ve ovosite ulagmak i¢in ihtiyag duyar.

Insan spermiyumu kuyrugu dort ana bélgeye aynlabilir; kisa bir baglant:
parcasi, orta parca, esas parca ve son (terminal) parca. Her bir bblgenin fonksiyonuna
bagl olarak farkli yapisi vardu. Bu dort bolge, “aksonom” ve “dig yogun fibriller”
denilen iki difer yap ile birlikte seyreder. Bu yapilar dort parcanin bazilarmda ortak
olduklarindan dolay: ayr1 yapilar olarak degerlendirilirler

2.10.1.1. Aksonom

Aksonom ya da aksiyel filaman, spermiyumun kuyrugunun dért parcasinda
da mevcuttur ve kuyrufun motor parcasim olusturur. Aksonom yapist, tiim dkaryotik
hiicrelerde bulunan silya ve flagellum yapisina benzer; klasik 9+2 yapisini olusturan
iki adet merkezi mikrotiibiil ve esit araliklarla dizilmis dokuz adet mikrotiibiil
ciftinden olusur. Bu benzerlige dayanarak, spermiyumun hareketini anlamak igin
yapilan calismalar daha diisitk omurgalilarin kuyruk yapisim inceleyerek yapilmastir.
Dokuz adet periferal mikrotiibiil ¢ifti saat yoOniinde birden dokuza kadar
numaralanir.Bir numarali ¢ift, merkezdeki iki mikrotiibiile dik olarak yerlesen tek
tiibiildiir. Her bir mikrotiibiil ¢ifti A subiinitesi ve serbest uglarn ile A subiinitesine
tutunan B subiinitesinden olusur. B subiinitesi enine kesitte C seklinde goriiliir.

Bu mikrotiibiillerin esas yapt elemani o ve B olmak iizere iki formdan olusan,
tiibiilindir [62, 63]. Tibiilin molekiilleri, protofilamentleri olusturmak igin suaya
dizilirler ve daha sonra yan yana gelerek mikrotiibiil duvarim olustururlar. A tiibiilii
13, B tiibiilii ise 10 protofilamentten olusur. Bu iki form arasindaki elektroforetik
hareketlilik, aminoasit kompozisyonu ve fosforilasyon bolgeleri farki, hem
mikrotiibiillerin kendi iginde, hem de aralarinda yiiksek diizeyde heterojeniteye
neden olur. Komsu mikrotiibiiliin A tiibiilinden B ftiibiiliine dogru bir ¢ift uzant
(kollar) vardir. Bu kollar, 24 nm’lik araliklarla dizilirler ve pozisyonlarina gore “i¢”
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ya da “dig” adim alirlar. Kuyruk hareketi sirasimda bu kollar 6nemli role sahiptirler;
mitokondriyonlarda olusan kimyasal enerjiyi kinetik enerjiye cevirerek hareketi
saglarlar. Bu kollarin temel molekiili Ca** Mg* bagimli ATPaz izomer proteini olan
“dinein”dir. Dinein kollari, komsu tiibiillerin birbirine goreceli olarak kaymalarini
saglar ve ayni kas kasilmasinda gozlenen kayan filamanlara benzer bir mekanizma
ile kuyruk hareketi meydana gelir [62].

Dokuz adet periferal mikrotiibiil ¢ifti birbirlerine “neksin” proteininden
olusan baglarla tutunurlar. Neksin baglann mikrotiibiil ¢iftlerin boylan1 boyunca
96nm’lik araliklarla dizilmis olup “aksonom” yapisiin simetrisini korurlar.
Merkezde yer alan iki mikrotiibiil birbirine diizenli araliklarla dizili baglantilarla
baglamrlar ve bu baglanti noktalarinda mikrotiibiillere tutunan bir ¢ift spiral fibrille
cevrelenirler. Bu spiral fibriller merkezi kilif denen yapiy: olustururlar. Bunlardan
periferdeki her mikrotiibiil ¢iftinin A subiinitesine ulasan bir seri 1sinsal uzantilar
uzanir. Merkezi mikrotiibiil ¢iftinin ve bununla iliskide olan merkezi kilif ve 1simsal
uzantilanin  fonksiyonlar1 heniiz net olarak bilinmemektedir; ancak kuyruk
hareketinde rolleri oldugu ileri stirtilmiistiir [64]. Bu duruma gore merkezi kilifin iki
fibrili zit periferal mikrotiibiil ¢iftine uzanan isinsal uzantilan destekler ve merkezi
kompleks bir sekilde tetiklenerek periferal ciftlerin “asenkronize” (aym anda
olmayan) kaymalarim saflai, bdylece kuyruk hareketi olusur. Fakat boyle bir
asenkronize aktivasyonun mekanizmasi heniiz agik degildir [64].

2.10.1.2. Baglant: Parcasi

Baglant pargasi, kuyruk ile sperm bagi arasinda 0.5 um uzunlugunda kisa bir
parcadir. Ana parcalary; *kapitulum (base¢ik)” denilen siki, kubbe seklinde bir fibroz
yap: ile segmentli kolonlardir. Kafa-kuyruk baglantisi, kapitulum ve niikleusun
kuyruga bakan yiizeyinde uzanan bazal plak arasinda yer alan cesitli proteindz
filamanlar tarafindan saglanir. Proksimalde yer alan iki parcali kolon yapisi
kaynasarak, kapituluma gomiilen iki biiyllk ve bes kiicikk kolonlan meydana
getirirken, distaldeki dokuz kolon iist iiste gelerek orta parcadaki dig yogun fibrillere
tutunurlar [65].

Bu kolonlarin iizerinde, birbirleriyle 6,5 nm araliklarla dizili enine
cizgilenmeler vardu. Segmentli kolonlarin fonksiyonu heniiz net olarak
bilinmemekle birlikte, bunlarin adeta bir eklem gibi bir arada oldugu, dolayisiyla
spermin boyun bilkkme hareketlerine kapitulum-bazal plak baglantisina zarar
vermeden esneklik sagladig diisiiniitmektedir [65].

Kapitulum, kuyrugun uzun eksenine dik olarak uzanan proksimal sentriyolii
de igerit. Spermiyogenezin son basamaklarnda distal sentriyol gerilediginden,
proksimal sentriyol geriye kalan bir ¢ift sentriyoldiir. Sentriyoller, spermiyogenez
sirasinda aksonom yapisimin olusmasinda rol aliwlar, ancak aksonomun dogru
fonksiyonu i¢in gerekli olmadiklan bilinmektedir [66]. Sentriyollerin yapist aksonom
yapistna benzerlik gosterir ancak mikrotiibiillerin merkezi mikrotiibiil ¢iftini igermez
ve aksonomdaki tiibiiler ciftlerinin yerine periferalde yerlesik {iglii yapilardan olusan
mikrotiibiillere sahiptirler [65]




2.10.1.3. D1s Yogun Fibriller

Her bir mikrotiibiil ¢ifti, bir dis yogun fibril ile iliskidedir ve bunlar parcali
kolonlanin distalinden baslayarak esas parca kismunda sonlanirlar. Enine Kkesitlerde,
dis yogun fibriller gbzyas: damlas: seklinde izlenirler ve yuvarlak, genis kisimlar
digta, daralan kisimlari ise aksonom tarafindadir. Her biri icte mediilla ve dista onu
saran korteksten olusur. Korteks kesintilidir; yani sadece dis kisitmda mevcuttur ve
icte yoktur. Mediilla oldukga kararli bir yapidir; ancak, korteks az stabil olup
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) uygulamasi ile ¢oziiniir. Her bir dig yogun fibril farkls
uzunluga sahiptir; 3 ve 8 nolu fibriller (6 um), 2,4 ve 7 nolu fibriller (17-21 um) ve
1,5,6,9 nolu fibriller (31-35 pm) uzunlugundadiriar [67].

Bu fibriller, kasilabilir proteinler icermezler ancak ATPaz ya da Ca**
baglayici rolleri nedeniyle hareketlilifin kontroliinde bir rolleri olabilecegi, ayrica,
kuyrugun sert yapisimi destekleyerek asimetrik dizilimlerinin kuyrugun hareketlerine
izin verdigi diistiniilmektedir [67].

2.10.1.4. Orta Parca

Kuyrugun 3,5 pm uzunluktaki orta pargasi, baglanti parcasinin en
distalindeki “anulus” hizasina kadar uzanir. Anulus orta paica ve esas parga
arasindaki baglantiy1 isaretleyen cevresel banttu. Orta parcanin en Snemli ayiici
ozelligi, cesitli sayida sarmal dizilimli mitokondriyonlara sahip olmasidir. Insan
sperminin mitokondriyonlar diizensiz araliklarla diziliyken, diger tiirlerde bu dizilim
yiiksek bir o1ganizasyon gosterir [68]. Sperm mitokondrisinin dis membram oldukga
stabil bir yap1 gosterirken, i¢ membran yapis: difer hiicrelerdekilere benzer [69, 70].
Bunun nedeni disiilfit baglarinin varlifi olabilir. Bu ttir bir dis membranin
fonksiyonunun kuyruk hareketi sirasindaki gerilmelere dayamiklhilik olabilecegi
diigtiniilmektedir [65].

2.10.1.5. Esas Parca

Adindan da anlagilacagi gibi, esas par¢a kuyrugun en uvzun pargasidir
(55um) ve anulustan terminal pargamin proksimaline kadar wzanw. Karakteristik
Ozelligi, aksonom ve dis yogun fibrilleri saran sitoiskelet yapisindaki fibréz kilif
icermesidir. Bu kilif, merkezi mikrotiibiil ¢iftinin diizleminde bulunan 2 periferal,
longitiidinal kolona sahiptir ve bu kolonlar siki paketlenmis filamanlar olan kurdele
benzeri yapilarla birbirlerine baglanirlar. Fibi6z kilifin yapisal proteinlert arasindaki
distilfit baglan biitiin yapiy1 oldukga stabil bir hale getirirler. Gorevlerinin ayni dig
yogun fibrillerin de oldugu gibi elastik bir korse yapisim saglayarak kuyruk
hareketini kontrol etmek oldugu diisiiniilmektedir [65].

2.10.1.6. Terminal Parca

Fibrdz kilifin ilerisinde kuyrugun 3 pm uzunlugundaki terminal pargasi yer
alir Bu parcada aksonomun mikrotiibiiler elemanlan sonlamr. Once dinein kollan
yok olur ve A subiinitesi bugulu bir sekilde izlenir [71]. Ortada yer alan mikrotiibiil
¢ifti yok olur ve dis mikrotiibiil ¢iftlerinden iki tanesi merkeze hareket ederek, 7 adet
rastgele dagilmis mikrotiibiil ¢ifti tarafindan sarilir. Ciftler aynlir ve B tiibiilleri yok
olarak, sadece 1 mikrotiibiilden olusan ve yalmzca hiicre membran ile cevrelenmis
yapiyt olusturur. Dolayisiyla, kuyrugun ucuna dogru gidildikce kalan tiibiillerin
miikemmel bir sekilde sonlandinlmas: gerceklesir.
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2.10.2. Bas

Sperm basinin fonksiyonlari; DNA’y1 igermesi, korumasi ve ovositin
dollenmesi (fertilizasyon) sirasinda bu igerifini ovosite aktarmasidiz. Bunu
gerceklestirmek igin; a) DNA erkek proniikleusunun olusmasina kadar stabil bir
formda tutulmalidir, b)spermiyum ovositin etrafindaki tabakalar1 gegmeli ve ovosite
ulagsmalidir, ¢) sperm ve ovosit taninmasi icin tiire 6zgili bir mekénizma olmalidu, d)
ovosit membrani ile fiizyon yeteneginde olmalidir. Sperm bas: bu fonksiyonlarini
gerceklestirmek igin az sayida organele sahiptir, bu organeller niikleus disinda bas
bolgesinde bulunan akrozom ve postakrozomal kiliftu. Sperm bagmin temel
organizasyonu biitlin memeli spermierinde ortaktir ancak hem niikleusun hem de
akrozomun dolayisiyla sperm bagimn sekli ve boyutu oldukga farkli ve tiire zgiidiir.
Insan spermiyumunda bagin sekli pleomorfik olarak tanimlanir ve bu tamm g¢ok
heterojen tipteki sperm seklini ifade eder; dolayisiyla ‘normal’ sekil ve boyut
tammini oldukea giiclestirir. Bununla birlikte, normal sperm baginin yaklasik 4-5 pm
uzunlugunda ve yaklasik 3 pm genisliginde oldugu kabul edilir.

2.10.2,1. Akrozom

Akrozom spermiyum niikleusunun 6n kismini gevreleyen bir takke benzeri
membrana bagl vezikiildiir. Insan spermiyumunda akrozom goreceli olarak kiigiikttir
ve niikleusun yaklagik iigte ikisini kaplar ancak ©n kenarinin dtesine uzanmaz. Dig
akrozomal membian hemen hiicre membram altinda uzanir ve akrozom sapkasimin
arka kenarlarinda niikleer kilifin Uizerine uzanan i¢ akrozomal membian ile devam
eder. Iki membran birbirine paralel uzanir ve aralari dar bir bosluk olan akiozomal
matriks ile doludur. Bu matriks ¢ok sayida cesitli hidrolitik enzimleri igerir.
Bunlardan en ¢nemli iki tanesi ve en iyi tammlananlan “hyallironidaz” ve
“proakrozin” denilen inaktif zimojen formunda bulunan tripsin benzeri proteinaz
“akrozin™dir [72]. Bu tiit zimojenlerin inaktif formlar akrozomal matriksteki dzgiin
(spesifik) inhibitorlerin (baskilayicilarin) kompleks olusturmasiyla uyarabilir.
Akrozomal matriksteki diger enzimler ise asit fosfataz, fosfolipazlar, N-
asetilglikozaminidaz ve kollajenaz’dir. Baz: hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda
bu ¢esitli enzimlerin akrozomda rastgele dagilmadiklarn aksine paketlenmis bir halde
bulunduklar1 dolayisiyla sirali bir aktivasyon mekanizmasiyla salindiklarn hakkinda
kamtlar vardir [73, 74]. Bu enzimler “akrozom reaksiyonu” denilen temel bir
egzositotik bir olayla salinirlar.

Spermiyumun belirgin bir 6zelli§i, ekvatoryal bodlge denilen akrozomal
kalifin arka sinmrnda yer alan stabil bolgenin varligidir. On akrozomun enzim iceren
matriks yapisi bu bolgede mevcut degildir. Insan spermiyumunda ekvatoryal bolge
aynt zamanda vimentin birikimine sahip bir alandir [75]Bu ozellik sitoskeletal
elemanlarin varh ile gliclenen oldukca stabil bir membran yapisim akla getirir.
Akrozomal reaksiyonun ardindan ekvatoryal bslge bozulmadan kalir. On akrozom ve
ekvatoryal bolge arasindaki sinirda dis akrozomal membran hiicre mebram ile
bolgenin tizerini Orten plazma membram bolgesi sperm-ovosit taminmasimin ve
flizyonunun gergeklestigi alandir. Bu nedenle akrozomun ekvatoryal bolgesi bu kritik
membran alaninda Szellikle zona pellusida penetrasyonu sirasinda sikica stabilize
edilmistir [65].
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On Akrozomal Bolge

Sperm basinin 6n bolgesini ¢gevreleyen plazma membram iki dnemli islemde
yer alir; zona pellusiday: tamima ve baglanma ile eksositotik akrozom reaksiyonu
- grasinda alttaki dis akrozomal membranla birlesme. Bu fonksiyonlarin her ikisi de
kapasitasyonla bitlikte meydana gelen membran yapistmn belirgin Szelliklerin
degismesiyle iligkili olabilir. Zonaya ba§lanma muhtemelen bu bolgede yogun olan
membran glikokaliksinde bulunan kompleks glikokonjugatlar aracihf ile
gerceklesir. Bununla birlikte lektinler, spesifik karbonhidrat kisimlanni tanimalar
nedeniyle hiicre yiizey proteinlerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilirlar [76].
Lektin baglanma sekillerine bakilarak ortaya konan ejekiilasyon sirasinda olusturulan
glikokaliks kompozisyonu, yeniden bir organizasyona gider ve zona pellusidaya
baglanmadan Once kapasitasyon suasinda kaybolur [77, 78]. Membranin potansiyel
fiizogenik dogasi, membran akiskanhiZindaki degisikliklerle, intramembrandz
partikiillerin kismi kayb: ile membran lipid kompozisyonundaki degisimlerle
anlasihr. Akrozomal reaksiyonun baslamasi ile plazma membraninin bu bolgesinin
destabilizasyonu ve dis akrozomal membran ile birlesmesi saglamir. Akrozom
reaksiyonunun baslamasindan sonraki ilk gozlemlenebilir degisiklik, matriksin
dekondenzasyonu ve sismesidir. Bunun sonucu olarak dis akrozomal membran dalga
benzeri bir sekil alir. Bu olayi, plazma membrami ve dis akrozomal membran
arasinda noktasal birlesme bdlgelerinin meydana gelisi izler. Bu ilk birlesme, plazma
membrani ve dis akrozomal membranda bir seri deliklerin meydana gelmesini saglar.
In vitro kosullarda, yaklasik yirmi saniye sonra delinme (fenestrasyon) tamamlanir
ve noktasal birlesme bolgeleri bir araya gelerek akrozom ylizeyinin kangik
vezikiillerle kaplanmasiyla sonuglanir. Bu kangik vezikiiller hem plazma membram
hem de dis akrozomal membran pargalanindan olugurlar; bu vezikiillere “hibrid”
vezikiiller de denir [79]. Bu vezikiiller cogunlukla kiiresel sekilli ve gesitli
boyutlardadirlar. Bu asamada akrozomal matriks goreceli olarak dagimamus
olmasina ragmen artik membranlarla smuh degildir, Ug dakika iginde matriks
tamamen kaybolur, membran vezikiilleri hald varliklarim stirdiiriirler ve zamanla
kademeli dagilima giderler. Bu noktada i¢ akrozomal membran spermiyum basinin
On bolgesinin sinirlayict membram haline gelir [79].

Dolaysiyla, dis akrozomal membranin stabil bir yapida olmamasi sperm
plazma membiam ile birlesmesi igin gerekliyken, i¢ akrozomal membranin kararh
yapis: (stabilitesi) 6zellikle hiicrenin zona pellusiday1 gecerken maruz kalabilecegi
streslere kars: sinirayict bir hiicre membram olmasi agisindan 6nemlidir [80].

Ekvatoryal Bolge

Ekvatoryal bolge, ovosit ile sperm membranlannin birlesmesinin
gerceklestigi yegine bolgedir. Bununla birlikte, sperm-ovosit birlesmesi ancak
akrosomal reaksiyon tamamlandiktan sonra gergeklesebilir [81]. Bu durum
akrosomal reaksiyon sirasinda ekvatoryal bodlgede Onemli fizyolojik membran
degisikliklerinin goriildiigii fikrini dogurabilir, fakat bu fikri destekleyecek 6nemli
bir yapisal degisiklifin membranda olmadifi anlasitimustir. Ekvatoryal bolgedeki
membran biiylik oranda stabildir ve muhtemelen 6n ve arka postakrozomal membran
bolgeleri arasindaki intramembrandz partikiil gecisini Onleyen bir bartyer gorevi
yapar [81].
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Periniikleer Materyal

Periniikleer materyal akrozomun hemen altinda onu niikleustan ayiran ince
bir tabakadir. Bu tabaka disiilfit kopriileri ile saglamlastinlims niikleusu orten
devamli bir tabaka olusturur. Akrozom ve niikleus arasinda ‘cimento benzeri’ bir
madde olarak rol alr. Akrozomun arka kisminda bu madde postakrozomal kilifi
olusturur. Yapis1 kompleks olmasma rafmen postakrozomal kihifin fonksiyonu
hakkinda belirgin bir bilgi heniiz bilinmemektedir.

2.10.2.2. Niikleus (Cekirdek)

Sperm niikleusunun kromatini, DNA kompleksi ile arjinin ve sisteinden
zengin olan ve protaminler denilen bazik proteinleri igerir. Somatik hiicre
niikleuslarinin histonlanndan farkli olarak, sperm niikleoproteinleri tiirler arasinda
belirgin farkliliklar gosterirler. Birgok memeli tiirtinde sadece bir adet predominant
protamin mevcutken insan ve fare spermlerinde iki adettir [82]. Bu protaminierin en
tnemli ozelligi DNA’daki fosfat-ester catisimn yiikiinil notralize ederek kromatinin
cok siki paketlenmesini saflamaktir. Protaminlerin yiiksek orandaki sistein icerigi
serbest tiyoller arasindaki disiilfit capraz kopriilerinin olugmasma izin verir.
Niikleusa oldukca stabil “keratinoid” karakterini veren bu ¢apraz baglanma
spermiyogenezin ge¢ basamaklarinda baglar ancak esasen epididimisten gegis
sirasinda tamamlanir. Niikleusun bu yiiksek stabilitesi ve bu stabiliteyi bozmak i¢in
gerekli olan ciddi uygulamalar kromatin paketlenmesinin diizenlenmesinin
anlasiimasini zorlagtirir. Niikleus haploid sayida kromozom sayssina sahiptir ve her
bir kromozom ciftinin bir tanesini icerir. DNA tamamen inaktiftit ve spermin
ovositin igine girmesinden sonra protaminlerin yer degistirmesine kadar replike
olmaz.

Niikleusun sekli, sperm genotipi tarafindan belirlenen ve birgok tiirde tek tip
(uniform) olan tiire zgii karakterdedir. Insan spermatozoasi ise bu kuralin istisnasim
olusturur. Ciinkii uzayarak incelenden, kisa yuvarlak niikleuslara kadar degisen
cesitlilikler gosterir. Bununla birlikte, niikleus seklinin degiskenlifi morfolojik
olarak “normal” yani oval sekilli insan sperm cekirdegini tanimlamay1 zorlagtirir.
Niikleusun seklindeki bu degiskenlik kromatin kondanzasyonundaki degigkenlie
baglanabilir Ciinkii birgok nikleusta gesitli vakuoller ve zayif kondanze olmus
kromatin alanlar1 bulunabilir. Ancak bu vakuollerin ve diger kondanzasyon
defektlerinin spermiyumun fertilizasyon kabiliyetini olumsuz yOnde etkileyip
etkilemedigi heniiz bilinmemektedir.

Posteriyor halka (gizgili bant), plazma membran: ve niikleus zart arasindaki
cevresel bir baglanti noktasidir; kiigiik membran partikiillerinden olusan bir seri
cizgilenmelerden meydana gelir [83]. Posteriyor halka kuyrugun annulus yapisina
benzer olarak membran bolgeleri arasinda fiziksel bir bariyer olup, kuyruk ile bag
bolgelerini ayiran temel bir béliinme noktast olarak gorev yapar. Bu cizgili bandlarin

on tarafinda yer alan ve niikleer delikler icermeyen niikleer kilif, i¢ ve dig laminalar1 «

arasinda daralir {84]. Bu sira dist 6zellikler muhtemelen yliksek oranda kondanze
olmus kromatin yapist ile sperm niikleusunun kararh dogasini yansitir.
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2.10.2.3. Sitoplazmik Damla

Sitoplazmik damla, spermiyogenez surasindaki hiicreninin morfolojik olarak
yeniden sekillenmesinden sonra, arta kalan (rezidiiel) sitoplazma kalintilarini igerir.
Hayvan tiirlerinin bir gogunda sitoplazmik damla epididimise gecis sirasinda distale,
kuyruga dogru kayar ve ejekiilasyon sirasinda da aulir. Bununla birlikte, insan
spermiyumu kuyrugun orta parca ve baglanti pargasi cevresinde ¢ok sayida ribozom
ve mitokondri gibi organel fazlaliklarim iceren sitoplazmik bir atki gibi gesitli
miktarda damla icerir. {84].

2.10.2.4. Plazma Membram

- Birgok hiicre tiplerinin aksine yap: ve fonksiyon olarak sperm plazma
membrani olduk¢a heterojendir ve keskin sinirlarla ayrilmis ¢ok sayida membran
bolgesi igerir. Bu bolgesel o&zellesme fiziksel kimyasal ve immiinolojik
parametrelerle kanitlanmigti. Membranin hem yiizey 6zelliklerini hem de ii¢ boyutlu
yapisint yansitir. Ek olarak, erkek iireme yollanndan gegis sirasinda olugturulan
membran bé&lgelerinin bilesenleri ve yapilan sabit degildir; dolayisiyla disi lireme
yollanindaki kapasitasyon suasinda yeniden organize olur.

Sperm yiizeyi bes belirgin membran bodlgesine sahiptir, her biri altindaki
hiicre kompartmaniyla yakindan iliskili olup her biri hiicre fonksiyonunun degisik
asamalarinda gorev alir. Kuyruk orta pargasi ve esas pargasi iizerinde iki farkl
plazma membrani bolgeleri vardu. Bas bolgesinde ise, ekvatoryal boige,
postakrozomal bolge ve akrozomu orten bolge olmak lizere li¢ belirgin plazma
membrani bolgeleri mevcuttur. Bu farkhh membian bolgeleri, bitki lektinlerini
baglama afinitelerine gore degiskenlik gosterir [85]. Dolayisiyla glikokaliks
yapilarindaki farklihklar: yansiti. Membran akiskanhifi ve lipid igerifi arasindaki
farkliliklar bircok molekiiler prob ile gosterilmistir [86]. Dondurma-kirma
preperatlart ile yapilan calismalar plazma membrammdaki partikiillerin dagilim
farkliliklar1 [86] ve ©Ozgiin monoklonal antikorlar igin farkli baglanma &zellikleri
gosterirler [87]. Ayrica, membran yiizeyi elektriksel yiikleri arasinda da farkhiliklar
vardu [88]. Birbirinden farkli bolgelerin simrlanmas: gérevini iistlendigi diisiiniilen
ve plazma membraminin altinda yer alan hiicre iskeleti elemanlarinin da bdélgesel
Ozellesmeleri oldugu yoniinde kamitlar vardir [88]. Aktin, spektrin ve vimentin
dagihm degisik membran bolgeleri ile iliskilendirilebilir; vimentin ekvatoryal
bolgede sinirh iken aktin ve spektrin 6n akrozom ve esas parcada yer alu [89]. Hiicre
Oliimiine bolgesel yapilarin kaybimin eslik etmesi gergegi, membran bdlgelerinin
biitiinliigiiniin devaminda en azindan kismen, hiicre i¢indeki aktif bir stirecin rol
aldigim1 gosterir Ozgiin bolgesel membran igerigi, kapasitasyon ve hareketlilik gibi
bir ¢ok hiicresel islevin ayn: anda bagarilmasini kolaylagtirir.

Orta Parca Bolgesi

Orta parga plazma membiani, mitokondriyal kilifa madde gegisine izin
vermek zorundadir. Burada olusan degisikliklerin, kapasitasyon sirasinda onemii
hiicre metabolizmast olaylarina araciik  ettifi muhtemel goziikmektedir.
Mitokondriyal kilifi Srten membran alita uzanan mitokondriyal sarmali izleyen
membran igi partikiil zincirleri igerir ve bunlar mitokondriyalar arasindaki bélgelerde
bulunmazlar. Bu bdlgelerde membranin mitokondriyal kilifa ¢ok yakin oldugu
gozlenmistir [65].
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Esas Parca Bolgesi

Esas par¢a spermiyum hareketi icin gereken giicti yaratir ve bu fonksiyonun
etkili olabilmesi igin, aksonemal kompleks baglanmamg “membran zarfi” icinde
kuyruk hareketini olusturmaktan ziyade, plazma mebranina bagli olmak zorundadir.
" Bu baglanti “fermuar” diye adlandinlan vzunlamasina ¢ift swrali diizenlenmis
. jntramembrandz partiktillerden olusur [89] Bu partikiiller membran: enine katederler
ve aynt zamanda mekanik bir baglant1 olusturarak, kapasitasyon sirasinda gozlenen
kuyruk vurus seklinin defismesi gibi aksonemal fonksiyonlarin kontroliinde rolleri
olabilit. Bununla birlikte, fibréz kilifin uzantilarina tutunan fermuar partikiilleri,
fibroz kibifin varhidi, partikiiller ve aksonom arasindaki dis yogun fibrillerin varlifs
diizenleyici bir fonksiyona zitlik olusturuz [89].

2.11. Spermatozoanm Kromozomal Ozellikleri

2.11.1. Kromozom Analizi: Sitogenetik
Kromozom ad: verilen hiicre organellerinin islev ve morfolojilerini inceleyen
sitogenetik, sitoloji ve genetik bilimlerinin birlesmesiyle ortaya ¢ikmustir.

Insan kromozomlan ilk kez 1857 yilinda Virchow tarafindan goriilmiis fakat
kromozom sozciigii 1888 yilinda Waldeyer tarafindan kullamlmis ve bu zamana
kadar insan kromozomlarindan birisinin (“aksesuvar kromozom™) her zaman igin
esinin olmadifina inamlmustir. 1905 yilinda ise Wilson ve Stevens insan cinsiyet
kromozomlan eslesmesini diistinmiisler ve boylece “aksesuar kromozom™un esi de
bulunmustur. Daha sonra insan kromozomlarim elde etmek igin ¢alismalar yapilmis
ve ilk kez 1917 yilinda Wieman tarafindan X ve Y kromozomlar1 tanimlanabilmistir.
Ancak insan kromozomlarinin kesin sayisim Sgrenebilmek igin 1956 yilina kadar
beklemek gerekmistir. Ciinkii bu yila kadar her somatik hiicrede 48 kromozom
bulunduuna inamlmustir. 1956 wihnda Tjio ve Levan, insan fetal akcifer
fibroblastlariyla yaptiklan: kiiltiirde, insan kromozom sayisimin 46 oldugunu kesin
olarak ortaya koymuslar ve cinsiye t kurulusunun XX (disi) ve XY (erkek) biciminde
oldugunu desteklemiglerdir. Daha sonra yapilan calhismalar, arastiricilarn
bulgularinin  dogru  oldugunu  kesin  olarak ortaya koymustur.  Insan
kromozomlarindan cinsiyetin belirlenmesi ile iliskili olan X ve Y kromozomlanna
gonozom geriye kalan 44 kromozoma da otozom adz verilir.

2.11.2. Kromozomlarm Morfolojik Ozellikleri

Kromozomlara iligkin kalitsal kusurlari iyi anlayabilmek icin oncelikle
kromozomlarnn morfolojik dzelliklerinin ne oldufunun anlasilmas: gerekir. Sayilari
23 cift (2n=46) olan insan kromozomlan 1sik mikroskobu kullamlarak mitoz
béliinmenin metafaz evresinde incelenirler. Kromozomlar elektron mikroskobu ile
incelemek igin biiyitk gelitler ve bu mikroskopta fibrillerden olustukiarnt gériiliir
Kromozomlar 151k mikroskobu altinda incelendiklerinde, kimi morfoloji dzellikleri
hemen dikkati ceker. Bu 6zellikler su sekilde 6zetlenebilir:

2.11.2.1. Sentromer (flksel Biiziintii ya da ilksel Darhk)

Kromozomun en soluk boya alan kismi olan sentromer, “kinetokor” adim da
alir. Kinetokor terimi fonksiyonel olan sentromeri ya da metafazdaki sentromeri
anlatmak {izere kullamlu. Her kromozomda yalmzca bir tane olan ve hiicre




poliinmesi  sirasinda  kromozomlanin iF iplikgiklerine tutunmasim  saglayan
sentrometin, “C-banding” gibi sentromer bantlama teknikleri kullamlarak yalmzca
kendisi boyanip izlenebilmektedir.

2.11.2.2. Sekonder Darlik

Sekonder biiziintii, sekonder darlik gibi adlar da verilen bu olugsum, sentromer
distndaki niikleolar (NOR) ya da niikleolar olmayan tiim darliklan kapsamakta olup
sentromerden ayn1 dzelliklere sahiptir. Sentromerin tiim kromozomlarda bulunmasina
karsilik, bu olusumlar ancak belirli kimi kromozomlarda (6zellikle 1, 3, 9 ve 16
numarall) goriiliifler ve aynca sentromerden daha agik boyamirlar., Kromozomlarin
uzun kolunda olup sentromere bitigiktirler ve uzunluklan farklihiklar géstermektedir.
Akrosentrik kromozomlarda goriilen sekonder darlik (niikleolar sekonder darlik),
yani satelliti gdvdeye baglayan “sap” ise gekirdekgik olugumu ile ilgilidir.

2.11.2.3. Satellit (Uydu)

Ince bir sapla belitli kimi kromozomlana kisa kollanina baglanan, yuvarlak
diigme bicimindeki kromatin materyaline satellit ad1 verilmektedir. D(13-15) ve
G(21-22) grubu kromozomlarin hepsinin kisa kollarinda bir satellit bulunur ve kimi
zaman akrosentrik kromozomlarin satellitleri birbirine ¢ok yaklagarak satellit
asosiasyonu gosterirler. Bunlar telofaz eviesinden sonraki interfaz evresinde
¢ekirdekgigi yeniden olusturan olusumlardir:

2.11.2.4. Kromomer

Bir akrosentrik kromozomun kisa kolunda satellit, sap ve heterokromatin kisa
kol olmak iizere ii¢ kisim bulunmaktadir. Sap kismu ribozomal RNA (185 ve 285
1IRNA) kodlayan ¢oklu kopya icermektedir ve IRNA*daki baz siras1 hemen hemen
tlim akrosentrik kromozomlarda aynidir. NOR ya da AgNOj; boyama ile boyanan bu
kesime “nukleolar organizer region” da denilmektedir. Isik mikroskobu altinda,
mayotik ve mitotik profazdaki kromozomlarm hemen hepsinde yogunlagmsg
kromatid ya da kromozom kesimleri fark edilmektedir ki degisik yogunlukta boya
alan enine bantlar ya da tesbih taneleri seklinde goriilen bu clugumlara kromomer
denmektedir. Fakat kromomerik yapi kromozomlarin daha kondanse oldugu metafaz
ve anafaz evrelerinde hemen kaybolur ancak boyanacak olursa yeniden fark
edilebilir. Gorevi tam anlasilmamakla birlikte hiicre boliinmesinin  degisik
evrelerinde, aym genomdaki her kromozomda zel ve sabit bir yap: kazamir. Aynt
genomdaki kromozomlarmm mikroskop altinda birbirlerinden  ayrilmalarin
sagladiklarina inamlmaktadir. Fakat kromozom bantlan ile iliskili degildir,

2.11.2.5. Kromatin
Genetik maddenin ya da kromozomun interfaz donemindeki (G; ve S) adina
kromatid denilmektedir. Aym madde G, evresinde “kromatin” adin1 almaktadir.

Yani genetik materyalin interfaz donemindeki kiimelesmis ve yumaklasmus

durumuna kromatin denmektedir. Diger bir deyisle hiicrede kromozomu olusturan
DNA ve protein karsimina verilen addu. Iki tiirlii kromatin bilinmektedir:
a)Heterokromatin b)Okromatin, Hiicre siklusu boyunca ¢oziilmeden kalan ve bu
nedenle koyu olarak boyanan ya da heteropiknoz gosteren kromozom ya da
kromozom kesimlerine heterokromatin adi verilmektedir Kromozomun bu
ozelliginden ¢ok yararlaniimaktadir. Ornefin normal kadinda X kromatinini
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olusturan X kromozomu heterokromatin &zelligi gostermektedir. Kromozomdaki
heterokromatin bolgesi genetik olarak inaktiftir. Bunlar ya hi¢ gen igermezler ya da
inaktif genleri tagirlar, Hiicre boliinmesinin S evresinde daha kondanse olduklar igin
skromatinden daha geg replike olurlar ve iki gruba aynlirlar:

1. Konstitiif heterokromatin: Kromozom giftlerinin homolog bolgelerinde
bulunurlar ve daima inaktiftirler. Ormnegin telomerik ve sentromerik
heterokromatin bu tiirdendir.

2. Fakiiltatif heterokromatin: Kromozomlarin kondanse olmasi durumunda
inaktif hale gelen genleri tagpirlar. Omegin Barr cisimcigi fakiiltatif
heterokromatindir.

Boliinme asamasinda yogunlagan fakat telofaz ve daha sonraki interfaz
dénemlerinde gevseyerek ¢oziilen, ultraviyole mikrospektrofotometreyle niikleik asit
bakimindan daha zengin bulunan ve normal boyanan kromozom kesimlerine
“skromatin” denmektedir. Bunlar genetik yonden aktif olan kromatinlerdis.

2.11.2.6. Kromonema

1896 yilinda Wilson tarafindan kromozom ve kromatidlerde 151k mikroskobu
ile goriilebilen en kiigiik dallari anlatmak iizere kullamlmugtir, Ozellikle DNA'min
kromozom olatak paketlenme bigimini agiklamak fizere eskiden beri iizerinde
durulan kromonemanmn 2, 4 ya da daha ¢ok iplikten olugtuu ve bunlarm gzel
sarmallar yaparak kromatidleri ortaya koydugu ongoriilmektedir. Isik mikroskobunda
bzel yontemlerle goriilen kromonemanin DNA-histon iplikgiklerinin kendi iizerine
katlanmasiyla olustugu sanilmakta fakat bu iplik¢igin kromozom icerisinde nasil
paketlendigi tiim ayrintilan ile hala bilinmemektedir.

2.11.3. Kromozomlar1 Adlandirma Sistemi

1956 yilinda Tjio ve Levan tarafindan insan kromozomlarmnin tam sayist
bulunduktan sonra (2n=46), ortaya konulan kromozom hastaliklarninda da belirgin
artma goriilmiistiir. Fakat kromozomlar: tamimlayan yayinlar arasinda belli bir
sisteme uyma durumu olmadifi icin giderek kangikliklar goriilmeye baglanilmustir.
Bunun iizerine bulgulan standartlastirmak ve belli ilkeleri saptamak i¢in 1960 yrlinda
Denver’de (A B.D) genetikgilerin ilk uluslararas: toplantist yapiimugtir. Bu toplantida
kabul edilen sisteme “Denver sistemi” ya da “klasifikasyonu” denir. Ancak ortaya
konulan sistemin eksikliklerini tamamlamak fizere daha sonra bir dizi toplantilar
yapilmustu: 1963 Londra, 1966 Chicago,1971 Paris ve digerleri. Boylece Denver
sistemi daha da gelistirilmis ve insan kromozomlan standardizasyona tabii tutularak
ortak bir adlandirma sistemi kabul edilmistir. Buna gore tiim bilgi bir formiil
icerisinde toplanmakta; once total kromozom sayisi yazilmakta sonra cinsiyet
kromozomlarimin  yapisi ve daha soma da varsa kromozom anomalileri
belirtilmektedir.

Kabul edilen sisteme gore insan kromozomlarn 7 gruba ayrilmakta
(A,B,C,D,E,F,G) ve cinsiyet kromozomlari disindaki kromozomlar en biiyiikien
baglamak iizere 1-22 arasinda numaralanmaktadir. Buglin icin geligtirilen yeni
yontemler sayesinde (Grmegin bantlama) kromozomlar hem gruplarina hem de
numaralarina gore kesin olarak ayrilabilmektedirler. Ayrica hangi kromozomda
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hangi yapisal ve sayisal deisiklik olmugsa bu da kesin olarak ortaya
konabilmektedir.

Kromozom tamsinda 5 esas kriter bulunmaktadur.
a) Uzunluk; toplam ve ayn ayn kol uzunluklari
b) Sentromer pozisyonu
¢) Sekonder darligin bulunup bulunmamasi ve varsa yeri,
d) Kromozomlarin bant dzellikleri
e) Otoradyografik ozellikler.

Bu kiiterler esas ahnarak aynlan kromozomlar, Denver sistemine gore
siralanarak  karyotip hazulani. Yani kromozomlarin belli bir sisteme gore
siralanmalanna “karyotip” denir Oysa aym karyotipin sema halinde g¢izilmesi
“jdiyogram” adim alir. Bilindigi gibi, insan kromozomlarinin toplam say1st 46 ya da
diger bir deyisle 23 gifttir. Bunlardan iki tanesi cinsiyet kromozomlandir. X ve Y.
Geride kalanlar ise otozomal kromozomlardur. Iste 1 — 22 arasinda numaralanan ve 7
gruba ayrilan kromozomlar otozomal kromozomlardir,

2.11.3.1. A Grubu Kromozomlar: Bunlar 1, 2 ve 3 numarali kromozomiardir.
Sentromerleri ortada ve en biiyiik kromozomlardan olusurlar. En bilyilk median
kromozom 1 numarali kromozomdur. iki numarali kromozom, 1 numarali
kromozomdan daha kiiciiktiir ve sentromeri biraz merkezden uzaklasgtif1 igin difer A
grubu kromozomlara gore daha submediandir.

5.11.3.2. B Grubu Kromozomlar: Submedian olan bu kromozomlar 4 ve 5 olarak
numaralandmhirlar. Bazi merkezlerde 6 numarah kromozom da bu grup igerisinde
diisiiniiliir ve boylece B grubu lig cift kromozomdan olusur. Normal olarak 4 ve 3.
kromozomlar birbirlerinden ayut edilemezler ve aralanindaki tek fark 5 numarah
kromozomun 4 numaralidan biraz daha kiigiik olmasidir. Fakat bantlama yontemi ile
iki kromozom kolaylikla birbirinden ayurt edilir.

2.11.3.3. C Grubu Kromozomlar: Submedian ve orta bilytklikteki kromozomlar
olup 6 (ya da 7) —12 numarali kromozomlar arasindaki yedi (ya da alu) cift
kromozomdan olusur Standart teknikle birbirinden ayrilmalar1 oldukga giictiir, fakat
bantlama yontemi ile kolayhkla ayirt edilirler. Ayrica 9 numarali kromozomda
sekonder darlik goriiliir.

2.11.3.4. D Grubu Kromozomlar: Difer gruplardan kolaylikla ayrilan akrosentrik
kromozomlardir. Bu gruptaki 13, 14 ve 15 numarali kromozomlarn birbirinden
ayirmak ¢ok giigtiir, fakat otoradyografi ve bantlama yontemlerinden yararlanilarak
ayiimlan kolayca yapil. Her tig ciftin de kisa kollarinda satellit bulunur. Bunlara
hityiik akrosentrik kromozomlar da denir.

&

2.11.3.5. E Grubu Kromozomlar: Uc cift kromozomdan olugan bu grup (16, 17 ve

18 numaral) kiiciik ve submedian kromozomiardir Bununla beraber 16 numaralt-.
kromozom mediana ok yakindir ve uzun kolun proksimalinde sekonder darlik: -
goriiliir. R




2.11.3.6. F Grubu Kromozomlar: ki cift kromozom (19 ve 20 numaralr) igeren bu
grubun kromozomlan kiiglik ve median sentromerlidir. Goriiniigleri goBunlukla
kelebege benzer. Klasik boyama ile iki cifti birbirinden aymmak oldukga giic
olmasina karsin bantlama yontemleri ile farkliliklan kolayca ve kesin olarak ortaya
konur.

2.11.3.7. G Grubu Kromozomlar: Son iki kromozomu, yani 21 ve 22 numarali
kromozomlar1 iceren bu grup en kiiciik ve akrosentrik kromozomlardan olusur.
Birbirinden ayrilmalan pek giictiir, fakat bantlama ydntemleri kullanilatak ayrimlari
yapilir, Ornegin, daha once 21 numarali kromozom oldugu samlan Philadelphia
kromozomunun, yeni teknikler kullamlarak 22 numaralh kromozom oldugu kesin
olarak ortaya konulmustur.

2.11.3.8. Esey (“Gonozomal”) Kromozomlari: Ayr bir numaras: ve ayn bir grubu
olmayan bu kromozomlar X ve Y kromozomlarndir. Bunlardan X kromozomu, C
grubunun biiytikk kromozomlarina benzer ve bu grup igerisindeki en median
kromozomdur. Biiyiiklikk bakimindan 6 numarali kromozomdan sonra gelir. X
kromozomunun karyotipteki yeri heniiz kesinlik kazanmamustir. Kimileri 6 numarali
kromozomdan sonra koyarken, kimileri 12 numarali kromozomdan sonta koyar ve C
grubu iginde yer alu. Kimileri ise Y kromozomu ile birlikte 22 numarah
kromozomdan sonra ayri bir grupmusg gibi koyar. Esey kromozomlarinin ikincisi olan
Y kromozomu G grubu kromozomlara benzemekle birlikte, koyn boyanmas: ve uzun
kollarimin birbirine yakin olmasi nedeniyle G grubu kromozomlardan morfolojik
olarak ayrilir. Karyotipteki yeri 22 numarali kromozomdan sonradir.

2.11.4. Kromozom Bicimi

Kromatin materyalinin en ucundaki kiiciik terminal olusuma da uydu (satellit)
denir. Denver siniflandirmasina gore, metafaz ve anafaz kromozomlari, sentromer
lokalizasyonu ile total ve kol uzunluklarina gére su sekilde gruplara aynlir:

a) Metasentrik (median) kromozom
Sentromeri ortada ve iki kolu birbirine esit olan kromozomlardir.
b) Submetasentrik (submedian) kromozom
Sentromeri merkezden uzak ve iki kolu birbirine esit olmayan kromozomlara
denir:
¢) Akrosentrik kromozom
Sentromeri kromozomun bir ucuna ¢ok yakin olan kromozomlara denir.
d) Telosentrik kromozom
Sentromer en ugta bulunur. Normal olarak insanda goriilmez.
Bunlann disindaki 6rnekler genellikle normal sayilmazlar:

2.11.5. Kromozom Diizensizlikleri

Ozelligin kusaktan kusaga degismeden aktarilmasini saglayan kromozomlar
sekil, biiyiikliik, sayr gibi pek ¢ok bakimdan her canli tiirii ve o tiir igindeki ait
oldugu kisi bakimindan sabit ve aymnci niteliktedir. Normalde 46 olan (2n = 46)
insan kromozomlar: kimi zaman hem sayi, hem sekil ve hem de yapr bakimindan
degisiklik gosterebilir ki bu durum kromozomal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina heden
olur. Toplumdaki her 200 kisiden birinde kendini gosterebilen kromozomal
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diizensizlikler, kullamlan yeni teknikleile (bantlama, floresans, otoradyografi,
rekombinant DNA, FISH gibi) bugiin i¢in kolaylikla saptanmaktadir.

2.11.5.1. Kromozomlardaki Sayisal Diizensizlikler

Bilindigi gibi, insan esey hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunur ve bu say:
insan icin haploid (n) sayidir. Ayrica, haploid kromozom takimina genom da denir.
Fakat genom terimi kimi yazarlarca “herhangi bir insamin genetik kurulusu” olarak
tanimiamyr. Insanin somatik hiicrelerindeki sayinin ya da haploid kromozom sayisinin
iki katidir yani diploid (2n = 46) dir. Kromozom sayisindaki artiy ya da azalislar
teme!l kromozom sayisimn (n = 23 tam katlan kadar oluyorsa buna Oploidi
(“euploidy”) ve sayiya da oploid (“euploid”) denir. Oysa kromozom sayisindaki
temel kromozom sayisinin katlar: kadar olmayan artma ya da eksilmeler anploid
(“aneuploid”) adim alir ve olguya da andploidi (“aneuploidy”) denir. Poliploidi
(“polyploidy”) de bir dploid durumudur ve temel saymin ikiden daha ¢ok artmasi
duramunda (3n, 4n, 5n gibi) kullanilir. Yani iki tiir sayisal diizensizlik szkonusudur.
i) Oploidi, ii) Antploidi.

Oploidi (“euplody”)
Bu durumda hiicrelerdeki kromozom sayisi, o organizmada tiirii i¢in normal
olan haploid sayinin, yani temel gametik saytmn tam kati kadar artmigtir.

Bashca Oploidi Tipleri

1 — Haploidi (“haploidy”) (n = 23). Esey hiicrelerindeki temel kromozom
sayisinin gosterir.

2 — Diploidi (“diploidy”) (2n = 46). Fertilizasyon sonucu, insan hiicrelerinde
ulagilan kromozom sayisidir ve boyle hiicrelere diploid denir.

3 — Triploid (“triploidy”) (3n = 69). Temel kromozom sayisinin g kat
artmast durumu olup béyle hiicrelere triploid hiicreler denir, yani hiicrede 69 adet
kromozom bulunmaktadir.

4 — Tetraploidi (“tetraploidy”) (4n = 92). Hiicrede temel kromozom sayisinin
4 kati kromozom bulunmasi durumudur ki béyle hiicrelere tetraploid hiicre adi
verilir.,

5 — Diger Oploidiler. Kurumsal olarak temel kromozom sayisini sonsuza
kadar artirmak olasidir, fakat bu ploidiler insan icin hentiz gdsterilememistir.

6 — Miksoploidi (“mixoploidy) ya da mozaisizm (“mosaicism’) Ayni
zigottan kaynaklanan organizma ya da herhangi bir dokunun degisik hiicrelerinde,
degisik kromozom kurulusuna rastlanmasi durumudur. Ornegin, bir hiicrede 2n
kromozom bulunurken bir digerinde 3n kromozom bulunmaktadir.

Oploidinin Olus Sebepleri

Oploid ya da poliploid hiicre ya da organizmalar, ya esey hiicresindeki zaten
var olan poliploididen dolay: ya da hiicre boliinmesi sirasindaki kusurdan dolayr .
ortaya gikar. Ornegin, tetraploid erkegin spermiumlari diploid olarak ve bu esey -
hiicresi normal kadimn ovumu (n =23) ile birlesecek olursa, ortaya ¢ikacak olan
yavru triploid olacaktir. Hiicre bokiinmesi suasmdakl kusurlar nedeniyle ortaya ¢itkan
Sploidi durumlar ise asagida siralanmugtir, Oploidide temel kusur, hiicrede gekirdek
bolinmesi oldugu halde sitoplazma boliinmesinin olmasidir. Basilica iki sebeple
olur:



1. Endomitoz (“endomitosis’) Hiicte boliinmesine hazithk olarak kalitsal
madde, yani kromozomlar kat1 kadar cogalir, mitoz béliinmenin ilk iki evresi
(profaz ve metafaz) gerceklesir, fakat anafaz ve telofaz olmaz, hiicre ve
sitoplazma boliinmesi olusmaz Boylece kromozom sayilar: her boliinmede
kat1 kadar artmus olur.

2. Endorediiplikasyon (*‘endoreduplication’”) Endomitozda oldufu gibi diger
bir deyisle kromatidler boliiniir, fakat hiicre béliinmesi ger¢eklesmedigi icin,
sentromerlerinden birbirine tutunmus durumdaki ¢ok sayida kromatidden
olusmus olan (4 ~ 8 kromatid) kromozomlar ortaya cikar. iste bu olgu
endorediiplikasyon olgusudur. Bu olguya iliskin 6rnekler, insan habis tiimoér
dokularinda ve spontan diigiik matetyalinde bol bol gosterilmigtir. Fakat
megakaryositler normalden 8 — 16 kat daha fazla haploid kromozom sayisina
sahip olduklan i¢in (128 C deger) insan kemik ili§inde normal olarak
goriiliirler. Buradaki C degeri bir haploid hiicredeki DNA miktarim gosterir
(haploid hiicredeki DNA — 1C, diploid hiicredeki — 2C) ve DNA nin sarmal
sayisi ile iliskili degildir.

Andploidi (“aneuploidy”)

Temel kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma ya da eksilmelere
andploidi denir. Andploidi olgulan 6ploidi olgularindan daha sik goriiliir ve pek ¢ok
kromozomal sendromun olusmasina neden olur.

Andploidinin Olus Nedenleri
Hiicrenin bollinmesi sirasinda ortaya c¢ikan kusurlar nedeniyler andploidiler
olusur ve baslica iki yolu vardir: 1 — “Nondisjunction”, 2 — “Anaphase lagging”.

1. Kromozom Ayrilmamasi (“nondisjunction’)

Boéliinmeye hazirlik doneminde kendini iki katina ¢ikaran kalitsal madde ya
da kromozomlar, metafaz evresinde ekvatoriyal diizlemde toplanular,
sentromerlerinden vzunlamasina ikiye boliinerek her yarim ayri bir kutba gider ve
bélinme olgusu tamamlanir. Kimi zaman kromozomlar uzunlamasina boliinmez ve
bir kutba iki yarim birden giderken diger kutba kromozom gitmez. Iste kromozom
ayrilmasina (“nondisjunction”) denen durum budur. Bu olay hem mitoz hem de
mayoz boliinmede ortaya gikan sonug da degisik olur. Ornegin mitoz boliinmedeki
kromozom ayriimamasi, dollenmeden sonraki evielerde olacak olursa, kusurun
ortaya ¢iktifi zamana bagli olarak, kisinin hiicrelerinin kromozom sayis: bir kisimda
normalden fazla, bir kisimda normalden az olacaktir. Yani kisinin hiicrelerinin bir
kistu monozomik bir kismi trizomik olacak, dolayisiyla kisi mozaik olacaktir.
Kromozom aynlmamasimun bu tiirine “mitotik kromozom aynlmamasi” adi
verilmektedir.

Kromozom ayrilmamasimin ¢ok goriileni ve Onemli olani mayoz hiicre
béliinmesi sirasinda ortaya gikamidir, Kromozomun ikiye boliiniip her birinin ayri
ayn kutuplara gidememesi sonucu hiicrelerden bitinde sdzkonusu kromozom hig
bulunmazken diger hiicrede bir yerine iki tane bulunur. Tki kromozomlu gamet
notmal kromozomlu gametle birlesecek olursa, ortaya c¢ikacak kisi ilgili
kromozomdan iki yerine ii¢ tane icerecek, yani trizomik olacaktir. Buna karsilik,
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. poliinme kusuru sonucu ilgili kromozomu tasimayan gamet normal gametle
pirlesecek olursa, 0 zaman da kiside normalden bir kromozom eksik olacak ki
boylelerine de monozomik denilmektedir.

2. Kromozomlarin Anafazda Geri Kalmas: (“anaphase lagging’)

Anafazda geri kalma, anafaz gecikmesi, anaphase lag ya da anaphase lagging
gibi adlar verilen bu olay, ashnda kromozom aynimamastna benzer. Normal olarak
uzunlamasina bolinerek kutuplara gekilmekte olan kromozomlardan biri anafazda
geri kalir. Hareket etmekte ge¢ kalan bu kromozom ya 6zdesinin bulundugu
kromozom grubuna katilir ya da bolinme sirasinda ortadan kaybolur, Eger 6zdeginin
pulundugn hiicrede kalacak olursa, bir hiicrede aym kromozomdan bir yerine iki tane
bulunurken diger hiicrede hi¢ bulunmayacagl icin sonug bakimindan kromozom
aynlmasina benzer. Fakat sitoplazmanin bolinmesi sirasinda kaybolacak olursa,
hiicrelerden biri normal kromozoma sahipken, digerinde bir kromozom eksik
olacakitis.

Andploidi Tiirleri
Anbploidi, kromozomlardaki artma ya da eksilmeye gore ikiye ayrilu:
“hyperploidy” ve “hypoploidy”.

1. Hiperploidi (“hyperploidy”). insanlardaki normal diploid sayisindan bir ya da
daha ¢ok sayida fazla kromozom bulunmas: durumudur. Yani diploid say1 art1 fazla

kromozom demektir. Ornegin, 2n + 1. Sik rastlanan hipeploidi 6rnekleri trizomi ve
tetrazomilerdir.

a — Trizomi (“trisomy””); Insan kromozonﬂanndan__herhangi birinin iki (bir
cift) yerine 3 tane bulunmasi durumudur, yani 2n + 1 = 47, Ornegin Down sendromu
47.XX+21 ve Klinefelter sendromu 47, XXY.

b — Tetrazomi (“tetrasomy”): Kromozomlarda gbzlenen bu diizensizlik iki
sekilde olmaktadir: Ya belli bir homolog kromozom ciftinden iki yerine 4 tane
bulunmaktadir. (2n + m2 = 48;48,XXXX) ya da iki ayr homolog ¢iftin trizomisi
vardir. [2n+2 = 48; 48 XX, (+1;+4)].

2. Hipoploidi (“hypoploidy”). Karyotipteki diploid kromozom sayisindan 1 ya da
daha cok kromozom eksilmesidir. (Ornegin, 2n— 1).

a — Niillizomi (“nullisomy” ya da “nullosomy™). Herhangi kromozom
ciftlerinden birinin bulunmamasi, yani karyotipten 1 ¢ift kromozomun eksik olmasi
durumudur. (2n — 2 = 44) Insan igin niillizominin letal etkisinden dolay: fetus
erkenden atilmaktadir.

olmasina denir. (2n - 1 = 45). Yani karyotipte, bir ¢iftin es iki tiyesinden 1 tanesi
bulunmaktadir. Ornegin, Turner (45,X) ve monozomi G (45,XX, G-) sendromlarn.

b — Monozomi (monosomy”). Diploid kromozomdan 1 kromozomun eksik# v



‘Mozaisizn (mosaicism”)

: Ayni zigottan kaynaklanan bir organizmada, kromozom sayilan birbirinden
farkl1 birden ¢ok doku ya da hiicre bulunmasi durumuna “mozaisizm”, boyle kisilere
- de “mozaik” denir. Mozaisizm nedeni mitoz boliinmedeki kromozom aynilmamasl ya
da kromozomlann anafaza geri kalmasidi. Soma hiicrelerinde ortaya ¢ikan bu
- durum, kisinin hiicrelerinin degisik sayida kromozom icermesine neden olur. Aslinda
" mozaisizm derecesi kisinin yastyla da iligkilidir. Eger kromozom ayrilmamasi ya da
-anafazda geri kalma olaylarn zigotun erken evrelerinde ortaya gikacak olursa
mozaiklik derecesi fazla, fakat geg evrelerinde ya da dogumdan sonra ortaya cikacak
olursa mozaiklik derecesi az olur Yani mozaiklik derecesi kisinin yasi ile ters
orantihdir.

Sonucn bakimindan mozaisizme benzeyen bir baska olgu “kimerizm”
(“chimerism”) dir. Kimerizmmin mozaisizmden farki, kromozom yapilari defisik
hiicrelerin aym zigottan degil, bagka baska zigotlardan kaynaklasmus iki ya da daha
cok genotipin ya da hiicrenin bulunmasidir.

Uniparental Dizomi

Uniparental dizomi, fertilize ovumda iki homolog kromozomun bir paternal
liyeden, ya anneden ya babadan gelmesidir. ilk tammlandigindan giinimiize kadar,
6.7,11,13,14,15,16,21,22 numarali kromozomlarla XY ciftini ilgilendiren uniparental
dizomi olgular1 bildirilmigtir. Klinikte genellikle normal kromozom kurulusu ile
anomalili fenotip goriilir Buna karsiik 13,21,22 numarali kromozomlar normal
fenotipe sahip olgularda vardir. Uniparental dizomiyi en kesin ortaya koyma yolu ,
a-satellit problar gibi DNA markerlan kullanarak taniya gitmektir.

2.11.5.2. Kromozomlardaki Yapisal Diizensizlikler

Sayisal diizensizliklerin olusmasina neden olan durum hiicre boliinmesindeki
kusuriardan kaynaklanmaktadir. Oysa yapisal diizensizliklerin nedeni ayn1 ya da
degisik kromozomlardaki kinlma ve yeniden diizenlenmelerdir. Bunlarin belli
baglilar1 asagida belirtilmistir,

Yer Degistirme (Translokasyon)

Yer degistirme ya da translokasyon terimi, bir kromozomdan kopan parganin,
diger bir kromozoma yerlestiini ifade eder. Yani, kilma gosteren heterolog iki
kromozomdan birinin kinlan pargasimn, difer kromozomun kirilan pargasinin
{izetine yapismasina translokasyon denilir. Translokasyonlar t¢ grup icerisinde
incelenebilir:

1- Karsilikl: transjokasyon
2- Sentrik kaynagma tipi translokasyon
3- Insersiyonel translokasyon ya transpozisyon.

Karsilikh Translokasyon ( Resiprokal translokasyon) -

Bir kirilma sonucy, homolog ya da homolog olmayan kromozomiardan kopan
parcalarin karsilikli yer degistirmesine denir.
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Sentrik Kaynasma (Fiizyon) Tipi Translekasyon

Homolog olmayan akrosentrik kromozomlarda goriilen 6zel bir resiprokal
traslokasyon tipidir. Bu translokasyonda, kromozomlardan birinde sentromere yakin
kisa kolunda, digerinde ise yine sentromere yakin fakat uzun kolunda birer kirtlma
olur. Daha sonia iki kromozomun uzun ve kisa kollar: birleserek translokasyon
kromozomlarini olustururlat. Ancak, ortaya ¢ikan bu anormal kromozomlardan
kiigiik olani ¢ogunlukla bir sonraki boliinmede dejenere olarak kaybolup gider. Bu
translokasyona Robertson tipi (Robertsonian) translokasyon da denilmektedir.

Gerek resiprokal translokasyonda gerekse sentrik kaynagma tipinde,
translokasyonunun olusmasim saglayan kirilmalar biiyiik bir parca kaybina neden
olmamaktadir. Dolayisiyla kiside fazla bir gen kaybi olmayacak ve boyle bir
kromozom tasiyan kisinin, genetik yapisinda ve fenotipinde bir degisiklik
goriilmeyecektir. Boyle transiokasyonlara dengeli translokasyon (balanced
translocation), bu translokasyon kromozomunu tasiyan kisiye de dengeli
translokayon tasiyicis1 (balanced translocation carrier) denmektedir. Bu nokta tibbi
genetik agisindan oldukc¢a Snemlidir. Ciinkii translokasyon tastyicisi olan kiginin
cocuklarinda trizomik ve monozomik bireyler ortaya ¢ikmaktadir.

insersiyonel Translokasyon ya da Transpozisyon

Homolog olmayan iki kromozomdan birinde iki noktada, diferinde ise bir
noktada kirilma olur. ki kilma olan kromozomdaki parca tek kilma olan
kromozoma gider ve kaynagir. Iste bu insersiyonel translokasyon ya da
transpozisyodur, Bu kromozomlardan birisinde eksilme ve digerinde artma stz
konusudur. Bu tiir dengeli kromozom tastyicilars saglikli olurlar fakat gocuklanna
artma ya da eksilme gosteren kromozomlarimi (fakat ikisini birden degil)
aktarabilirler ve onlarin kromozom anomalisi gstermelerine neden olabilirler.

Eksilme (Deletion)

Eksilme ya da delesyon, bir kirilma sonucu, kromozomun kiigiik bir
par¢asinin kopmasi demektir. Kopma iki tlirlli olabilir; ya bir darbe sonucu kirilan
kromozom pargas1 kopar (terminal delesyon) ya da iki darbe sonucu kopan parca
aradan giktiktan sonra iki parga yeniden kaynagir (insersiyonel delesyon). Ancak
terminal delesyon pek olasi degildir. Ciinkii kopan kromozom kolu yapiskan durunda
kalir ve yeni bir pargamin buraya eklenmesi beklenir. Oysa delesyondan sonra bir
translokasyon gériilmemigtir. Yani delesyon iki darbe sonucu kromozom kolundan
bir par¢anin kopmast ve iki pargamin yeniden birbiri ile birlesmesidir. Delesyonun en
tipik ©megi, 5p delesyonu sonucu ortaya ¢ikan kedi miyavlamasi (“cii du chat”)
sendromudur. Kopan parca sentromersiz olursa hiicre boliinmesi sirasinda kaybolur
gider. Sentromeri olduBu zaman ise, parga ne kadar kiigiik olursa olsun ig ipliklerine
tutunarak kutuplara cekilir ve hiicrede kendini gosterir.

Artma ( Duplication)

Homolog iki kromozomdan birinde ¢ift darbe sonucu kopan parga, digerinde
tek darbe sonucu kopan aralifa girerek kaynasacak olursa artma ya da duplikasyon
olgusu ortaya gikar. Ancak duplikasyon daha ¢ok mayoz boliinmede goriliir ve bir
kromozom segmentinin iki kopya halinde bulunmasim anlatir. Mayoz boliinme
sirasinda bir “esit olmayan” (unequal) krosing over sonucu ortaya ¢ikar ve mayotik
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kromozomlardan birisinde dublikasyon varken digerinde delesyon goriiliir.
Dublikasyonlar translokasyon, inversiyon ya da izokromozomlu eslerdeki mayotik
olaylar sonucu da ¢ikabilir. Dublikasyonlar delesyonlardan daha sik goriilmelerine
daha az zararhdirlar. Molekiiler seviyedeki kiiciik bir dublikasyonun eviim acisindan
gen farklilagmalarinda 6nemli bir rol oynadifina inanilmaktadir: Bu tiit gen aileleri
ya da kiimeleri kimi zaman ayn1 fonksiyonu (IRNA ya da histon genleri), kimi
zaman da benzer fonksiyonu yaparlarken ([-globin kiimesi, kollagen genler ya da
renkli gérme genleri), kimi zaman farkli fonksiyonlar1 yerine getirirler (faktdr VIII
ve seruloplazmin).Bazen de tamamen fonksiyonsuz hale gelitler (psddogenler).

Homolog kromozomlardaki artmada, gen dublikasyonu olur. Fakat
dublikasyon kendini iki tipte gisterir:
1- Tandem dublikasyon
Genler ardarda dizilmislerdir.
2- Ters tandem dublikasyon
Artan parga tersine donerek yeni yerine eklenmistir.

Ters Donme ( inversion)

Bir kromozoma iki darbenin gelmesi ve bunun sonucunda kopan parcanin
kaybolmadan yani delesyona ugramadan kendi ekseni ¢evresinde 180° donerek yine
eski yerine yapismasina ters donme ya da inversiyon denir. ki ttirlii ters donme
olmaktadir: 1-parasentrik 2- perisentrik.

1-Parasentrik inversiyon: Sentromerin disinda olan ters dénmelere verilen
addir. Kinlma uzun ya da kisa kollardan birinde olur, aradaki parga ters ddner.
Kromozomun goriiniisiiniin degismemesine karsin gen siras1 degismis olur.

2-Perisentrik inversiyon: ki darbe, kromozomun uzun ve kisa kollarina
gelir, kinlan aradaki parca kendi ¢eviesinde 180° donerek eski yerine yapisirsa
perisentrik ters donme ortaya ¢ikar. Bu tiir ters donmelerde hem gen sirasi hem de
kromozom sekli degisir.

Halka (Ring) Kromozom

Bir kromozomun iki ucunda, iki darbe sonucu , iki kirtima olur ve bu kirik
uclara baska bir parca birlesmeden iki u¢ kaynasirsa halka seklinde bir kromozom
ortaya ¢tkar ki buna halka, yiiziik ya da ring kromozom adi verilir. Kirllma sonucu
kopan parcamin bilyiikliifline gore, ortaya ¢ikan diizensizligin de durumu degisir.
Halka kromozoma oldukg¢a sik rastlanir ve X-isinlamasindan sonra, tiimoilerde,
gonadal disgenezisde tarif edilmigtir.

Izokromozom

Metafazda ig ipliklerine sentromerleriyle tutunan kromozomlar normal olarak
boylamasina boliinerek iki kromatide aynlirlar Boylece ayr ayn kutuplara giderek
yeni hiicreyi olusturacak iki kromozom yarimi, hem &zgiin kromozomun hem de
birbirinin Ozdesidir. Ancak bir hata sonucu olarak, boylamasina boliinecek olan
sentromer, enlemesine de bdliinebilir. Bu durumda yavru hiicrelerden birisinde
yalmzca kromozomun kisa kollari bulunurken diferinde yalmizca uzun kollar
bulunur. Buna karsilik hiicrelerin birinde kisa koldaki, digerinde uzun koldaki genler
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hi¢ bulunmaz ve olusacak yeni kromozomun iki kolunda da ayn: genler bulunur. Iste
sentromerin enine boliinmesi sonucu ortaya ¢ikan median goriiniimli kromozomlara
izokromozom denir. X kromozomuna iligkin izokromozom en ¢ok Turner sendromu
olgularinda (45,X) tarif edilmektedir

2,12. insan Spermatogenezinin Genetik Bozukluklar

insan spermatogenezini etkileyen genetik bozukluklarin yaklasik olarak
%30 oldugu tahmin ediimektedir. Bu bozukluklar genellikle “azospermi” (semende
hi¢ sperm bulunmamasi) ve “idiopatik oligospermi” olarak fenotipe yansir. Spermin
ovosit sitoplazmas igerisine enjeksiyonu yontemi (ICSI) ciddi erkek infertilitesinin
degerli bir tedavi yontemi olmasmna ragmen bu yontemle diinyaya gelen bebege

asagidaki soruniar: aktarabilir:

1-Sterilite (monogenetik mutasyon riski),
2-Tekrarlayan diisiik (kromozomal anploidiler),
3-Gonadal defektler,

4-Dominant gen mutasyonlar,

5-Bazi hastaliklarin poligenik kahtimi,
6-Somatik gen defektleri.

Bu genetik bozukluklann, ICSI ile diinyaya gelen bebeklere aktarilma riski
bulundugundan, bu ciftlerin rutin genetik konsiiltasyona tutularak ~genetik
bozukluklar hakkinda bilgilendirilmeleri gerekir. Buna ek olarak, uzman androloglar
seks kromozomu ve otozomal andploidiler hakkinda bilgili olmalidirlar. Bunlar,

1- Seks kromozom anoploidileri;

a) X kromozom poliploidisi: 47, XXY Klinefelter sendromu. Insidans 1/500.

b) Y kromozom poliploidisi: insidans 1/750, fertil olabilirler fakat sik perinatal 8lim
ve ¢ocuklarinda kromozomal anomaliler gozlenir.

¢) 46, XX karyotipindeki azospermi: Insidans 1/20000.

2- Otozomal andploidiler;

a) Sayisal otozomal andploidiler: Fertil ve infertil Down sendromu,
b)Yapisal otozomal bozukluklar: Infertil erkeklerde 10 kat fazla translokasyonlar ve
inversiyonlar mevcuttur.

3-Gen mutasyonlait.

Son yirmi yilda infertilitenin tedavisinde dramatik degisiklikler oriaya
cikmustir. Buna carpict dtnekler olarak, ozellikle yardimer iireme tekniklerinden in
vitro fertilizasyon (IVF), parsiyel zona diseksiyonu (PZD), sub-zonal inseminasyon
(SUZI) ve ICSI yontemlerinin kesfini verebiliriz [90).

Tahribe ugrams ya da bozuk DNA’ya sahip bit spermin ovositi igine injekte
edilmesiyle ne gibi sorunlar ortaya ¢ikarabilir? Bu soruya yanit olarak:

}-ovosit spermi reddeder ve fertilizasyon gerceklesmez,

31




2-ovosit DNA’y1 tamir edebilir ve fertilizasyon tamamlanabilir,
3-DNA’y1 tamir etmeye baslar fakat tamiri tamamlayamadan fertilizasyon
tamamlanabilir.

ik iki durumda ¢ok biiyiik problemler ortaya ¢ikmayabilir ancak, 3. durum
defektif paternal genomun kalitimina neden olarak, bu etkinin belli asamalarda
ortaya ¢ikmasini saglayabilir. Bu asamalar; gebelik sirasinda, dofumda, yavrunun
hayat: boyunca ya da ikinci jenerasyonda meydana gelen problemler olabilir[91].

Birgok veriye gore; spermlerin %10’u kromozomal anomaliler tasir, fakat,
erkekler arasinda kayda deger bir varyasyon sdz konusudur. Infertil erkeklerde %7.1
olan yapisal kromozomal anomalilerden bahsedilitken [92], seks kromozomu
anomalilerinin yiiksek orandaki goériilme siklifs daha sik rapor edilmigtir [93].
Ornegin, sperm karyotiplendirmesi yapilan 1140 ICSI adayr erkeklerin toplam
%4 .48’inde kromozomal anomali varhig: ortaya cikmustir ve bunlardan %2.96’s1
otozomal ve %1.52’si sayisal ya da yapisal seks kromozomu anomalisidir [94].

ICSI’nin bir sonucu olarak meydana gelebilecek kromozomal anomalilerin
disiden de kaynaklanabilecei diistiniilmektedir[95]. ICSI ciftleri ile yapilan bir
calismada, yapisal kromozomal anomalilerin artmag frekansi rapor edilmistir [96].
ICSI ile tedavi edilen 434 cift ile yapilan bir bagka ¢alismada, ciftlerin %3.7’si
yapisal kromozomal anomalilere ve %22.1°i diger kromozomal bozukluklara sahip
olduklar1 bildirilmistir [97]. Bu ¢aligmalanin da gosterdii gibi, ICSI’den faydalanan
infertil ¢iftlerde kromozomal bozukluklarin beklenmedik artigt bu hasta
popiilasyonundaki diisiik fertilizasyon oranini agiklayabilmektedir.

2.13. Sperm Analizi

Erkek infertilitesini belirleyebilen anahtar faktorleri bulmak izere, sperm
saymmu, hareketlilii, akrozomal yapisi, hiicre membran bitiinltigi, morfolojisi,
morfometrisi ve niikleer kromatin biitiintiigii hakkinda bugiine kadar birgok ¢alisma
yapilmgti. Ancak, hicbir laboratuar testi bir erkegin total fertilitesi hakkinda bilgi
veremez [98] Semen parametrelerinin fertilite {izerine biitiin ya da bireysel etkileri
Onemli bir arastirma konusudur

Semen kalitesi konvansiyonel olarak bir ejekiilattaki sperm sayist,
hareketliligi ve motfolojisine goére belirlenir [34]. Buna bagli olarak, genellikle bu
semen parametreleri ve fertilizasyon yetenei arasinda bir iligkinin oldugu kabul
edilmistir [99]. Sperm morfolojisi fertilizasyon oranlariyla en yakin iligkili parametre
olarak goriinmektedir [100]. IVF, SUZL ICSI gibi yardimci tireme tekniklerinin kegfi
ile spermlerin sayisi, hareketliligi ve morfolojisinin erkefin fertilite durumu
hakkinda gergek bir belirteg olamayacag: giderek artan bir oranda kabul gérmektedir.

Benzer semen parametrelerine sahip hastalarda, belirgin farkliliktaki fertilizasyon

oranlartmin rapor edilmesi daha duyarl bir teste olan gerekliligi ortaya koymaktadir

2.14. Genetik Bozukluklar ve Yeni Nesil -

Spermatogenez bozukluklan ile iligkili bir seri sitogenetik anomaliler
yetersiz erkek fertilitesi ile sonuglanir ve oligospermik ya da azospermik erkeklerin
tedavisinde ICSI yonteminin kullamlmasi, yavrulara genetik mutasyonlarin ya da
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kromozomal anomalilerin aktarimi veya yeni varyasyonlarn ortaya ¢ikmasi ile
sonuglanabilir Azospermik ve oligospermik olan 9766 infertil etkekten yapilan 11
taramanin sonucunda kromozomal anomali insidansinin %5.8 oldugu bulunmustur
[101]

ICSI yonteminin giivenilirligi ve yeni nesle olan potansiyel riskleri hakkinda
bazi endiseler mevcuttur [102, 103]. Bu endiseler genel olarak 4 gruba ayrilabilir:
Potansiyel olarak genetik bozukluk tasiyan spermin kullanilmasi riski, yapisal
defektlere sahip spermlerin kullanilma riski, ovosit icine yabanci bir materyalin girigi
ile meydana gelebilecek mekanik ve biyokimyasal hasar riski ve dogal secim
yollarim devre digt birakan bir yontemin meydana getirebilecegi riskler. Ciddi
anormal sperm parametrelerine sahip olan nonobstriiktif ya da obstriiktif azospermili
erkeklerdeki artrmis anormal kromozomal yapili sperm oramindan dolayr ICSI
uygulanan erkeklerde bu kromozomal anomalilerin yeni nesillere aktarilmasi riski
biiyiik bir endise konusudur [104-107].

Amniyosentezle yapilan 585 gebelifin prenatal taramasmnda, %2 anormal
karyotip, %1 yeni anomaliler ve %! yapisal anomalilerin dogrudan baba
karyotipinden yeni nesile aktarilmis oldugu belirlenmistir [106-108].

Ureme, genetik olarak riskli bir siire¢ olup dollenmede en sik rastlanan
sonug embriyonik ya da fetal 8liimiin meydana gelmesidir. Bu Sliimlerin en biiyiik
nedeni fetal veya embriyonik diisiik dokularinda gozlenen yikksek orandaki
kromozomal anomalilere baglanmaktadir. Buna ek olarak, canh dogumlarin %2-
3°tinde majér konjenital malformasyonlar mevcuttur. Bu risklere ek olarak, ICSI
yontemi ile infertilite tedavisi gtren hastalar genel populasyona gore bu tiir genetik
riskleri yeni nesillere aktarmakta daha fazla sansa sahiptirler.

2.15. Sperm Matiirasyonunun Biyokimyasal Belirtecleri

2.15.1. Kreatin-N- Fosfo Kinaz (CK) ve Heat Shock Protein A2 (HspA2)

Insan sperminin fertilizasyon potansiyelinin biyokimyasal bir belirtecin
olabilecegi ihtimali tizerine calismalar devam etmekteyken, spermin enerjisinin
iiretimi ve kullanilmasinda Snemli rolii olan kreatin-N-fosfotransferaz enzimininin
cabisiimast sonucunda [109, 110]; normospermik ve oligospermik hastalarin sperm
konsantrasyonlar1 ve CK-aktiviteleri arasinda ters bir iliskinin ortaya ¢ikmast, iistelik
“swim-up” yontemiyle sadece hareketli spermler segildiginde, aym semen Orneginde
bu spermlerin farkli miktarlarda CK aktivitesi gostermesi, sperm CK aktivitesinin bir
ejakiilatta degisik sperm subpopiilasyonlarim ayut edebilen bir biyokimyasal sperm
matiirasyonu belirteci oldugunu ortaya koymustur 3, 111].

Oligospermik ve normospermik orneklerdeki CK miktar: hesaplandifinda,
spermdeki CK miktarindaki artisin ayn zamanda diger sitoplazmik proteinlerin artist
ile de paralel oldugu ortaya ciknmstir [111]. Bu durum, spermiyogenezin son
asamasinda, fazla sperm sitoplazmasimin adliiminal alafna artik cisimcik seklinde
atilimt esnasinda meydana gelen gelisimsel bir sperm defektinin olabilecegi ileri
siriilmiistiir. Dolayisiyla, bir semen Srnegindeki artmug sperm CK aktivitesi, o semen
orneginde artmis oranda matiirasyon gerili§i gOsteren sperm olabileceginin bir
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- gt‘)stergeSi olabilir. Ayrica, spermin tamamlanamayan gelisimi ve atilamayan fazla
. sitoplazmasinin sonucunda, anormal bas morfolojisine sahip spermlerin meydana
; geldigi, artmis CK-aktivitesi ile anormal sperm basi morfolojisi arasinda bir iliski
' oldugu agiklanmustir [2]. CK antikoru ile immiinohistokimyasal olarak boyanmalari
- sonucunda spermin anormal sekli ve sitoplazmik tutulum arasinda siki bir iliski
* gardir [2, 111] yani, sperm baginin biiyiikligtiniin ve yuvarlakliliginin artmas: ya da
amorf sekilde olmasi, CK immiinopozitif spermler olarak kendini gdsterir [112]
Buna ek olarak, CK ile boyanan sperm-hemizona komplekslerinde, zona pellusidaya
paglanan spermler sitoplazmik tutulumu olmayan matiir tipteki spermler oldugu
kanitlanmistir [3}

Semende bulunan HspA2 oranmin %10'nun altinda olmasi, erkeklerde
azalms fertililitenin bir belirtecidir [9]. Erkekler normospermik ya da oligospermik
degil de, HspA2 oranlarina bakilarak cok ya da az matiir sperm igermelerine gore
siniflandinldiklannda; sitoplazmik tutulum derecesi, sperm immatiiritesi orani ve
xromozomal andploidiler arasinda istatistiksel olarak belirgin bir korelasyon
(r=0.70-0.78) oldudu ortaya konmusgtur [14].

4.15.2. Anilin Mavisi Boyamasi

Bir spermatidin olgun bir spermatozoa haline gelmesi, lizince zengin
histonlarin gegis (transition) proteinleri ve daha sonra da bunlarin protaminlerle yer
degistirmesi gibi pek ¢ok yapisal ve kimyasal olaylar dizisini gerektirir. Bu iglem “
sperm kromatin kondensasyonu” admi alr ve bylece sperm DNA’s1 daha siki bir
yap1 kazanmug olur. Spermatogenez boyunca kromatin kondensasyonu ve sonrasinda
da dekondensasyonu bagarili bir fertilizasyon igin de oldukca 6nemli olaylardur.

Terquem ve Dadoune (1983) asidik anilin mavisi boyamasi ile lizince
zengin histonlarm segici olarak boyanabilecegini gostermistir [113]. Bu nedenle
anilin mavisi boyamasi, defektif kromatin kondensasyonuna sahip spermatozoanin
teshisi ile fertilitenin degerlendirilmesinde bir belirteg olarak one siirtilmektedir {114-
116]. Bununla birlikte zayif kromatin paketlenmesinin ICSI sonrasinda sperm
kondensasyonunun bagansizigi ile iliskili olabilecegini belirten cabigmalar da
bulunmaktadir [117]. Bu nedenle sperm kromatin yapisindaki degisiklikler, IVF ve
ICSI galismalarinda dikkate alinmaya deger olaylardir.

Spermatid gelisimi boyunca somatik histonlanin spesifik protaminlerle
degisimi [118] ve nukleer kondensasyon nedeniyle, uzamis spermatidler asidik anilin
mavisi boyas: ile boyanma yeteneklerini Yyitirirler Normal matiir spermatozoa
boyanmadan kalirken, histonlarin bulundugu yetersiz kromatin kondensasyonuna
sahip spermatozoa boyanma gosterir [119].

34

FESESFE T



GEREC ve YONTEM

3.1. Sperm Orneklerinin Toplanmasi

Hasta popiilasyonu, Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum
Departmani, Sperm Fizyolojisi Laboratuanna semen analizi icin bagvuran
erkeklerden olusmustur. Arastirmanin insan materyali boyutu, Yale Universitesi Tip
Fakiiltesi Insan Arastirmalan Komitesi (etik kurul) tarafindan onaylanmustir.

Sperm Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) goriintiilerinin elde
edilmesi icin, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali Androloji
Bilim Dali'na semen analizi icin bagvuran erkeklerden aliman semen Ornekleri
kullanitmistir.  Ayrica, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu onay:
alinmustir.

3.2. Sperm-Hyaliironik Asit Baglanmas: (Sperm HBA testi)

Sperm-HA baglanmasi calismalari icin bir tarafi kaplanmamus (A odactdy) ,
diger tarafi (B odacigy) ise kati formda hyaliironik asit ile kaplanmig Cell-Vu slaytlar
kullamld: (Biocoat INC. Fort Washington, PA) (Sekil 1). Bu slaylarin yam sira
kullanilan lameller de Szel bir tzellige sahiptir. Oyleki bu lamellerin iizerinde sperm
sayrmu yapmaya olanak saglayan (10x10) =100 kare bulunmaktadir. HA’e bajlanan
hareketli sperm yiizdesini belirlemek i¢in su formiil kullamldi:

Semen 6rneginin HA’e baglanma yiizdesi= 100- 30XA
mxc

A: Rastgele 10 karede baglanmayan sperm sayisi

m: %motilite

¢: konsantrasyon X10°

Ornegin sperm konsantrasyonu 20 X10°, motilitesi %40 olan bir hastamn A
deperi 2 olarak sayllmustir. Buna gore;

Semen Smeginin HA™ _ g | 5049
Baglanma Yiizdesi 20x40

100

= 100- _100
8
= 100- 125

= % 7.5 tur.
HA’e-baglanma ile ilgili calismalarda, 7ul islem gbrmemis semen Omnegi ya

da yikanarak seminal sividan anndmimis sperm Grnekleri HA slaytlar kullamilarak
degerlendirildi. A odaciginda sadece semen Ornefindeki hareketli sperm sayisi
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hesaplandi B odaci@inda ise HA e baglanan spermler secildi Bu amacla 7ul semen
HA yiizeyinde oda 1sisinda 5-10dk. inkiibe edildikten sonra, %0.5 Bovine serum
albumin (BSA) iceten human tubal fluid (HTF, Iivine Scientific, Irvine, CA)
medyumu ile cok dikkatli bir sekilde yikandi Boylece HA’e baglanmayan
spermlerin uzaklastirilmasy saglanmis oldu. Daha sonra slaytlar havada kurutuldu ve
% 3.7’lik formalin ya da metanol asetik asit ile amaca yonelik olarak fikse edildi

Sekil 1. A yiizii kaplanmamns, B yiizi hyaliironik asit ile kapli Cell-Vu Slayt

3.3. Sperm Kromatininin Degerlendirilmesi: Anilin Mavisi Boyamasi

Elde edilen semen ornekleri, %0.3 BSA ve 30 mM salin (tuz) imidazol
(SAIM) igeren solisyonunda siispanse edildi. Semen drnekleri, 1200 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi Siipernatant atildiktan sonra, sperm peleti tekrar SAIM solusyonu
ile stispanse edildi. HA’e baglanan ve baglanmayan spermler se¢ildikten sonra;
spermler %5°lik Anilin Mavisi (pH=3 5) boyas: ile boyanarak, islem gérmemis
semendeki ve HA’e baglanan spermlerin kromatin yapilan incelendi Immatiir
(olgun olmayan) kromatin yapisina sahip, histonlarca zengin sperm koyu mavi
olarak boyandi

3.4. Sperm Hiicresel Matiirasyonunun Degerlendirilmesi: Kreatin Kinaz
(CK) Immiinofioresan Boyamasi

HA’e baglanan spermlerin secimi vapildiktan sonra, islem g&rmenis
semen ve HA’e baglanmis sperm fraksiyonlair %3.7°1ik formaldehit ile 20dk oda
wisinda fikse edildi. Formaldehit uzaklastinilarak siikroz iceren fosfat tamponu
(PB-suc) ile slaytlar 3 kez yikandi Ardindan, spermler %3’lik bovine serum
albumin (BSA) solusyonu ile oda 1sisinda 1 saat bekletildi. Bloklama asamasindan
sonra, slaytlar 1:1000 dilusyonunda poliklonal anti-CK-B antiserumu (Chemicon
Co, Temecula, CA) ile muamele edildi PB-suc ile tekrarlanan yikama
asamalarindan sonra 1:1000 dilusyonunda biyotinlenmis anti-goat sekonder
antibadi uygulandi Ardindan, slaytlar 1:200 dilusyonunda fluorasan Avidin D
(Vector Laborotories, Burlingame, CA USA} ile 30 dk. bekletildi. PB-suc ile 3
kez yikandiktan sonra Vectashild kapama solusyonu (Vector Laborotories,
Burlingame, CA USA) ile kapatilarak florasan mikroskopta degerlendirme yapild:

3.5, Sperm Ultrastriiktiirii icin TEM Metodu

Semende, HA’e baglanan ve baglanmayan spermlerde, ince yapi ve ii¢
boyutlu yapr degisiklikleri [Iransmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile .
incelenerek, baglanan spermletin ince yapisi ile hiicre membran: buittinltigii iliskisi ‘
kiyaslandi TEM tekniginin uygulanmasi konusunda Akdenxz Universitesi Tip
Fakiiltesi TEMGA Unitesi ile is birligi yapildi
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3.5.1. Sperm Incelemeleri igin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
Protokolii

1. Semen en az 2 kat hacminde %4 gluteraldehit fiksatifi ile oda 1sisinda
kanstirildi ve 30-60 dk tespit edildi.

2. 600 g’de 10 dk oda isisinda santrifiij edildi.
3. Supernatant uzaklastirilds ve esit hacimde yikama solusyonu ilave edildi.
- 4. Buislemler (2 ve 3. basamaklar) bir kez daha tekrarlandh.

5. Supernatant uzaklastuild: ve postfiksasyon amaciyla semenin ilk hacmiyle
esit hacimde %2’lik Os0; ilave edilerek, 60 dk oda 1sisinda tespit edildikten
sonra 600 g’de 10 dk oda 1sisinda santrifiij edildi

6. Supernatant uzaklastinildi ve olusan pelet 5 ml distile su ile siispanse edildi.

7. 600 g’de 10 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi.

8. Buislemler (6 ve 7. basamaklar) bir kez daha tekrarlandi.

9. Supernatant uzaklastinlds ve pelet iizerine toplam hacim 0.3 ml olacak
sekilde distile su ilave edildi.

10. 600 g’de 10 dk oda 1s1s1nda santrifiij edildi.

11. Supernatant uzaklastirilds ve olugan pelet, 200ul %10’luk BSA soliisyonu ile
yavasca siispanse edilerek 60 dk oda 1s1sinda bekletildi.

121500 g’de 15-20 dk oda 1si1sinda santrifiij edildi.

13 Supernatant uzaklastiuildi ve pelet ilizerine yavasca 200Ul %?2.5°lik
tamponlanmig  gluteraldehit fiksatifi eklendi. Bu asamada peletin
dagilmamasina dikkat edildi ve gece boyu +4°C bekletildi.

14 Ertesi giin, ependorf tiipii bistiiri ile kesilerek pelet dikkatlice ¢ikarild1 ve cam
slayt iizerinde pelet 1mm’den kiigiik parcalara béliindii. Bu asamada,
parcalann kurumamasina 6zen gosterildi. Parcalar 10 ml’lik cam tiiplerde
aktarild: ve iizerlerine 3 ml %1’lik uranil asetat eklenerek 60 dk oda 1sisinda
bekletildi.

15. Uranil asetat uzaklastirildi ve yerine 3 ml %80’lik etanol eklenerek 3 kez
10’ar dk oda 1sisinda bekletildi. Ardindan sirayla;

16. 3 ml %90’ ik etanol oda 1s1sinda 3 kez 10’ar dk.

17. 3 ml %96°lik etanol oda 1s1sinda 3 kez 10’ar dk.




18. 3 ml %100’litk aseton oda 1s1sinda 3 kez 10’ar dk.

19. %100’liik etanol uzaklastirild: ve 6mekler 3 ml propilen oksit igerisinde
+4°C’de 2 kez 10’ar dk. bekletildi.

20. Stok Araldit Ana Kansimi (AAK) (91 ml araldit ve 84 ml DDSA
karisimundan  olusur) kullamlarak gomme asamasma gegildi. Pargalar
asagidaki karisimda gece boyu rotatorda bekletildi;

(Propilen oksit) + (AAK + BDMA-DY-062 )......(1:1)oraninda kanstuildi

21. Gémme soliisyonunun kalan miktarina (50 ml’sine) 1 ml BDMA-DY-062
(plastiklestirici) ilave edildi ve dokular 60°C’de 48 saat bekletildi.

22. Polimerize olan araldit karisimindaki dokulardan nce yan ince ve ardindan
ince kesitler ultramikrotom ile alinarak, TEM gozlemleri yapildi.

3.6. HA’e Baglanma ve Karyotip Analizi

Projenin diger bir asamas: olarak HA’e baglanan ve baglanmayan spermler
secildikten sonra, spermatozoalann hamster ya da fare ovositlerini dollemesi
saglanilmaya ¢alistldi.  Amag; disi ve erkek proniikleuslanin  gozden
kaybolmasindan sonra, insan spermine ait metafaz asamasindaki kromozomlann
analizini yapmakt. '

3.6.1. Kullamlan Teknikler

Dondurulmus hamster ovositlerine insan sperminin injeksiyonu (ICSI)
Dondurulmus hamster ovositleri ile insan spermi inkiibasyonu (IVEF)
Taze hamster ovositleri ile insan spermi inkiibasyonu (IVF)

Taze fare ovositleri ile insan spermi inkiibasyonu (IVF)

Taze fare ovositlerine insan spermi injeksiyonu (ICSI)

U L

3.6.2. insan Sperminin Hazirlanmasi

1. 0.5-1ml likefiye olmus semen, %0.3 oramnda insan serum albumini (HSA)
iceren Biggers, Whitten, and Whittingham (BBW) medyumu ile 1: 2
oraninda dilue edildikten sonra 400X g’de 10 dk santrifiij edildi.

2. Altta kalan 1ml’lik kisim hari¢ {iistte kalan siipernatan dikkatlice
uzaklagtirild. Tiip 37°C’de inkiibatorde 30dk siireyle bekletildi. Boylece
yukart dogru yiizebilen, hareketli spermlerin segilmesi saglamldi (swim-up
yontemi).

3. Ustte kalan hareketli spermce zengin 0.5ml’lik siipernatant alindi. Sperm
kapasitasyonu i¢in 6mM CaCl; ve 60uM progesteron resiispansiyona
eklendi.

4. 2-3 saatlik inkiibasyon sonrasinda, drnek 10 dakika 400xg santrifiij edildi ve
sperm peleti %3.5’luk HSA, 6 Mm CaCl, ve 3.0 uM progesteron igeren
BWW medyumu icerisinde resiispense edildi.
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5. Bunlaia ilave olarak, deneylerden dnce, akrozom reaksiyonunun gergeklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek amaciyla islem gdérmemis ve inkiibe edilmisg
sperm orneklerine Pisum Sativam boyamas: yapildi. (Sekil 2).

Sekil 2. Pisum sativum ile boyanmus insan spermleri Boyanma derecelerindeki
farkhiliklar dikkati cekmektedir

3.6.3. Dondurulmus Hamster Ovositleri

Dondurulmus Hamster ovositlerine (Embryotech Laboratories, Wilmington, MA
USA) insan sperminin mikroenjeksiyonu Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Kadmn
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Reproduktif Endokrinoloji ve Infertilite
boliimii, IVF Laboratuvari’nda vapildi. Hamster ovositleri asagida belirtilen
prosediire uygun olarak ¢ozildi

1 Kamus siv1 nitrojen tankindan ¢ikarildiktan sonra, 2 dk siireyle oda isisinda
tutuldu.

2. QOda sisinda inkiibasyondan sonra, kanus 37°C’lik su banyosunda en az 1 dk
stireyle bekletildi

3. Su banyosundan gikarilan kamms hafifce silindikten sonra sekil 3’te ok ile
belirtilen yerlerden bir makas yardimiyla kesildi

4 Kamusmn igerigi oda 1sisinda ¢ok dikkatli bir sekilde steromikroskop altinda
M2, (pH=7 0-7.4) medyumuna (Embryotech Laboratories, Wilmington, MA
USA) aktarildi Medyum igerisinde 10 dk rehidrate edilen ovositler kullanima
hazir oldu.

Semen Ornegine enjeksiyon Oncesinde, motiliteyi azaltmak amaciyla 10%’luk
polyvinylpyrrolidone (PVP;Irvine Scientific) ilave edildi Enjeksiyon sonrast
ovositler M 16 kiiltiit medyumu igerisinde inkiibe edildi (Sekil 4) Deneyler siiresince
embriyo ve doku kiiltiiriinde kullanilan ya§ soliisyonu (SAGE-In vitro Fertilization,
CT, USA) icerisinde calisildy
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Inkiibasyon sonrasinda, ertesi giin, zona pellusida asit tyrode (pH 2 1-2.5; Irvine
Scientific) ile uzaklastinildi Daha sonra, embriyolar asagida belirtilen fiksasyon
teknigine gore fikse edildi

Sekil 3. Hamster ovositlerinin donduruldugu ticari karmslar.

Sekil 4: Dondurulmus hamster ovositlerinin ¢oziildiikten sonra, insan spermi
injeksiyonu sonrasinda IVF medyumu igerisindeki durumu.

3.6.4.Taze Ovosit Toplanmasi, Sperm ile Ko-inkiibasyon

1. Disi Syrian golden hamsterleri postostrus vajinal akintilarmin gérilldagi
sabah, 30IU pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) ve bunun 60 saat
ardindan 301U human koryonik gonadotropin (HCG) injeksiyonu ile
stipetovule edildi.

Fare ovositlerinin elde edilmesi icin ise 7.5IU PMSG ve bunun 48
saat ardindan 7.5IU HCG injeksiyonu yapild1

2. HCG injeksiyonundan 16.5-17 saat sonra hamsterler, 14 saat sonra da fareler
oldiirildii Oviduktlan izole edilerek PBS solusyonuna aktarildi Diseksiyon
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mikroskobu altinda, oviduktlar hyaliironidaz igeren HEPES tamponlu kiiltiir
medyumu igerisinde parcalandi. Hamster bagina, ortalama, 30-60 ovosit elde
edildi

. Ovositler HEPES tamponlu M2 kiiltiir medyas ile yrkandi ve %0.1°1ik tripsin

soliisyonu ile zona pellusida uzaklastirildi.

Ovositler BWW-%3 5 HSA medyas ile yikand1 ve %5 oraninda CO; igeren
37°C’lik inkiibatdide bekletildi.

Ortalama 5 000-10 000 hareketli sperm igeren 2-5ul’lik sperm siispensiyonu
bu damlacign igine eklendi ve inkiibasyona devam ediidi.

1.3 saat sonra ovositler, plasma membranlarina tutunmus spermleri
uzaklastirmak icin %20 fetal bovine serum (FBS) iceren HAM’s F10
medyumu ile yikandi. Deneylerin bir kismunda HAM’s Fi0 medyumunun
diginda BWW-%3.5 HSA ya da M2 kiiltlir medyumlar: ile de inkiibasyon
yapildy

12-13 saat siireyle inkiibasyona devam edildi. Bu siire zarfinda ovositler
kontrol edilerek, prontikleuslarin  olusup olusmadig1 tespit edildi.
Proniikleusiarin  goriildiigi ovositler, 04ug/mi kolsemid (Gibco) igeren
HAM’s FI0/FBS medyasina alindi. Tek veya daha fazla proniikleusa sahip
embriyolar da birbirinden aynldt.

224 saat siireyle kolsemid inkiibasyonu boyunca, 1’er saat arayla yapilan
kontrollerle embriyolarda proniikleuslarin kaybolmast icin gozlem yapildi

3.6.5. Fiksasyon ve Kromozom Yaymalarimn Hazirlanmasi

Normal morfolojiye sahip ovositler kromozomal analiz igin kullanildi. Bu

amagcla Mikamo ve Kamiguchi tarafindan tarif edilen gradual- fiksation/air drying
teknigi kullanildi [120]

1.

2.
3

Ovositler oda 1sisinda, hipotonik sofiisyon (75mM KCl) igerisinde 10dk
inkiibe edild\.
Fiksatif T (metanol: asetik asit:H>O, 5: 1:4)’de 5 dk beklenildi

 Ovositler fiksatif 1’den alinarak temiz lamlar iizerine aktarildi ve Fiksatif 11

(metanol: asetik asit,3:1) kaplanildi

Fiksatif I'den 2-3 dakika sonra 1 dakika siireyle fiksatitf III (metanol: asetik
asit:H,0, 3:3:1 ile muamele edildi (Sekil 5).

Ardindan lamlar havada kurutuldu ve fikse edilmis preperasyonlar Wright
boyasl ile boyandi. )

flerleyen ¢alismalarda fikse edilmis slaytlar iizerinde G-banding boyama
yonterni uygulandi.
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Sekil 5. Mikroinjeksiyondan sonra fikse edilen hamster ovositi ve iginde yer alan
insan spermi

3.6.6. Kromozom Bantlarimin Analizi: G- Banding

Embtigfolarm vaslanma stirecini gerceklestirmek icin lamlar G-banding
oncesinde 80°C’de 30 dk inkiibe edildi. Bu siire¢ sonrasinda sogumalan igin oda
1s1sinda birkag dakika bekledikten sonra, 8 dk 56°C’lik su banyosunda phydrion
tamponu ile muamele edildi Ardindan tripsin damlatld:. Bunu takip eden basamakta
ise Giemsa bovyasi ile 40 saniye boyandi. G- banding icin en kritik asama tripsin
asamasidi. Clinkii tripsin siiresi, ortamun 1sisindan nemine kadar pek ¢ok faktor
tarafindan degisebilmektedir. Bu nedenle her boyama icin ortamin 1s1s1 ve neminin
bilinmesi, bir sonraki boyamada rehber olarak kullanild:

3.7. istatistiksel Analiz

Sperm parametreleri SigmaStat (Version 20, Jandel Corporation, San
Rafael, CA, USA) programu kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel olarak anlamlilik
derecesi (p < 0.05) olarak alind1.
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BULGULAR

4.1. HA e Baglanma ve Kromatin Matiirasyonu

Sperm kromatin matiirasyonu ile spermin HA’e secici olarak baglanmasi
arasindaki potansiyel iliskiyi ortaya koyabilmek icin, islem gdrmemis semen ve
HA’e baglanmus sperm gruplari anilin mavisi ile boyanarak iki grup birbiri ile
karsilastnilds  Anilin mavisi, segici olarak immatiir spermde mevcut histonlars
boyamaktadir. Bununla birlikte matiir spermde histonlar protaminlerle yer
degistirdigi igin, bu spermler anilin mavisi ile agtk mavi renkte boyanular. Buradan
yola gikarak, boyanma yogunluguna gbre spermler 3 ayri grup alinda siniflandinldi:
acitk mavi boyanan ya da hi¢ boya almayan (matiir sperm), orta derecede mavi
boyanan (ara formda sperm) ve koyu derecede mavi boyanan (immatiit sperm)
(Sekil 6a,b).

Islem gormemis semen ve HA’e baglanan gruplar igin her hastadan 200
sperm degerlendirildi. Elde edilen veriler sekil 7°de gosterilmistit Buna gore, acik
renkte boyanan matiir sperm orammn HA’e baglanan grupta daha fazla oldufu
goriildi (semen: %78+7; HA'e baglanan: %91+5) (n=30, konsantrasyon=34 8+22.9
x10° motilite= %53£12, P<0.001) (Sekil 6b). Dolayisiyla, HA’e baglanan grup,
matiirasyonu az olan spermin eliminasyonu bakimindan bagarili olmugtur.
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Sekil 6. Islern gérmemis semen drnegi (a) ve HA’e baglanan spem timeklerinde (b)
goriilen anilin mavisi boyamas: Kromatin ogunlagmas: (matiirasyonu)
diizgiin olarak gergeklesmis olan spermlerin anilin mavisi ile agik renkte
boyandiklan gézleniyor.
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Kromatin matiirasyonu ve HA'e baglanma
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Sekil 7. Anilin mavisi boyasi contasinda semen ve HA’e baglanan sperm gruplarnda agik
(matiir), orta {intermediate) ve koyu (immatiir) boyanan sperm yiizdelerini gosteren

histogram.

4.2. HA’e Baglanma ve Hiicresel Matiirasyon: CK-B immunofiuoresan Boyama

Matiir bir spermi, matiir olmayan bir spermden ayiran primer gorsel ozellik,
sitoplazmik bir protein olan CK-B ile immuno boyama sontasinda bu spermde
sitoplazmik tutnlumun varhgt ya da yoklugudur Mevcut cahsmada, HA e baglanma
ve anilin mavisi cahsmasinda kullanilan deneysel manti3a benzer bis sekilde, sperm
matiirasyonu ve HA’e baglanma arasindaki iliskiyi degetlendirdik. Bu amaca uygun
olatak islem gdrmemis ve HA'e baglanan sperm gruplan formaldehit ile fikse
edilerek immunofluoresan boyama yapildi (n=13, konsantrasyon=36 4+22 6x10°,
m=%522+156) Semen ve HA’e baglanan gruplar icin her hastadan 200 sperm
degetlendirildi Anilin mavisi boyamasinda oldugu gibi, immunofluoresan boyama
sonrasinda da 3 farkli boyanma grubu gzlemlendi: agik ya da boya almayan {matii1
speim), orta dercede immiinofioresan gosteren (ara formda sperm) ve koyu dercede
immiinofloresan gosteren (immatiil sperm) (Sekil 8a,b)

Semen grubunda Anilin mavisi ile ilgili ¢cahsmalairda elde edilen sonuclarla
tutarll olarak, sitoplazmik tutuluma sahip koyu (%5x1) ve intermediate (%21+3)
renkte boyannus sperm orant HA'e baglanan gruba gore daha fazla idi (swrasiyla
%] 420.2; %12+1, P<0.001) (Sekil 9)



Sekil 8. Normal ve anormal morfolojideki spermlerin - Kreatin  Fosfokinaz (CK)
immunoflorasan ile gdsterilmesi. Sitoplazmik tutulumu olan spermler, CK antikoru
ile fazla sitoplazmalarindan dolayr pozitif olarak boyanular Buna kargiik
matiirasyonu diizgiin olarak gerceklesmis olan ve fazla sitoplazma igermeyen
spermler ise CK antikoru ile negatif olarak boyanirlar.(a) Islem géimemis semen
ornegi (b) HA’e baglanan semen drnegi.

Hicresel matiirite ve HA'e baglanma

100

yiizde (%)
(9]
o

semen HA'e baglanan

Sekil 9. CK-B immunofluoresan boyama sonrasinda semen ve HA e baglanan sperm
gruplarinda agik (matiir), orta (intermediate) ve koyu (immatiir) boyanan sperm
yiizdelerini gisteren histogram ¢
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4.3. TEM Bulgular

Ultrastriiktiirel bulgu olarak gozlenen garpici Szellikler her ti¢ gruptaki sperm
morfolojisi baglaminda kiyaslanarak belirlendi. Ozellikle sperm niikleusu,
niikleus kromatini, akrozom, orta parcadaki mitokondriyal diizen ve kuyruk
pargasindaki tiibiller yapi ile fibrilller diizeni kiyaslandi Gozlemler asagidaki
sekilde ozetlendi.

4.3.1. HA’e Baglanan Spermler

Akrozomal vezikiil normal goriiniimde olup igerikleri homojen bir yap:
gosterdi. Bazi spermlerde plasmalemma ve akrozomal vezikiil membranlarn
birbirine uyumlu olarak dalgalanmalar gosterdi. Genel goriiniimii ile oval sekilli
veya fuziform goriiniimlii bazen sivi uglu olabilecek bir yapi diizeninde, diizgiin
bir bas ve ardindan diizgiin bir orta parga gdsteren, uzun kuyruklu spermler
yaygin olarak gozlendiler (Sekil 10a-d).

Bu grupta, sitoplazmik tutuluma sahip spermiyumlar ¢ok nadir gozlendi.
Ancak bazi orneklerde akrozomal vezikiil ve plazmalemma gok hafif ayrniimalar
gosterirken kuyruk bolgesindeki fibriller elemanlar, eksen mekigi, 9+2 tiibiiler
sistemn ve cevredeki dis yogun fibril kolonlars net olarak gozlendi (Sekil 11a-c).
HA’e baglanmayanlarda goriilen ileri derecedeki kromatin graniillesme ozelligi
gozlenmedi. Akrozomal vezikiil ve 9+2 yapisindaki aksonem yapisinda herhangi
bir bozukluk goriilmedi.

4.3.2. HA’e Baglanmayan Spermler

Yaygin sekilde sitoplazmik tutulum vardi. Diizglin goriiniimléi matiir sperm
sayist azdi, Tleri derecede sekil bozukluklan ile akrozomal vezikiil ve sperm bagi
tam olgunlasmamus goriindii (Sekil 12a). Niikleusta yer yer multivezikiiler
elemanlarin olmasi, plasma membranindaki ondiilasyon ve niikleus ile akrozom
vezikiilii arasinda herni olusturmus yofun materyal mevcuttu (Sekil 12b}.En
snemli 6zellik ise nukleer kromatinin heterokromatik 6zellikte olup ileri diizeyde
graniillesme ve yogun partikiiller haline doniisme Ozelligi gostermesi idi (Sekil
12¢).

fleri diizeyde sitoplazmik tutulumun goriildiigii uzamis ve yuvarlak immatiir
spermatidlerle birlikte, kuyruk bolgesinde de sitoplazmik kitlelerin varkig:
karakteristik bulgular olarak gozlendi (Sekil 13a).

Anormal bas goriiniimiii spermlerin, genellikle vakuol, elektron yogun
yapilartyla sitoplazmik elemanlar, membran siskinlikleri, bolgesel sakiilasyonlar
dikkat gekiyordu (Sekil 13b).

Sitoplazmik artiklan tasiyan Orneklerde, ozellikle mitokondriyal spiral
bolgede yapi diizeni bozulmus, organel sistemleri ile karmaga gosteren tiibiilo
fibriler elemanlar yogundu ( Sekil 13a-c).

4.3.3. Semen

Beklendigi gibi her tiirfii degiskenlife agik sperm tipleri ve yapt elemanlar:
birlikte gozlendiler. Orta pargadaki spiral mitokondriyal yapilar, fibriller
elemanlar ve kuyruk esas parcasindaki 9+2 tiibiiler sistem ile bunlarin
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cevresindeki dig yofun fibril yapisini agik olarak gosteren spermiyum
orneklerinin  yaninda, bas ve orta pargadaki dejenere yapilar ve yogun :
sitoplazmik tutnlum ile karakterize siskin akrozomal kesecikler ve diizensiz :
niikleer yap: 6zelligi tastyan spermiyum tipleri de yaygindi (Sekil 14a-d).

Sekil 10.  (a) Tipik sperm bag1 ve elemanlarim gosteren spermiyumun plazmalemma,
homojen igerikli akrozomal vezikil (A) ve nitikleer kromatin, boyun ¢
bolgesindeki mitokondriyal diizen ve baglanti pargast gozleniyor.(b)
Plazmalemma ve akrozomal vezikiill membranlaninin uyum gosterdigi
dalgalanma (normal spermiyum yapisinda olmayan) dikkat ¢ekiyor (siyah
oklar) (c,d) Bu mikrograflar; akrozomal vezikiil ve niikleer kromatinin
homojen bir dagilm yansittifim gosteren spermiyumun 6n bag ve arka bas
kisimlarinin detayl: goriintiilerini gostermektedir. N: niikleus
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Sekil 11.

a) Plazmalemma ve akrozomal vezikiil iliskisinde ¢ok hafif ayrilmaldr
gbzlenmesine karsin akrozomal vezikiil membrani ve plazmalemma diizgiin
bir ahenk gostermektedit. Spermiyumun bas, boyun kismlarinda herhangi bit
sitoplazmik  tutulumun  goriilmemesi  dikkati gekicidir  (b) Kuyruk
boigesindeki fibril elemanlar: ve eksen mekigi, mitokondriyal diizen net
olarak goriiliiyor (¢} 9+2 yapisim tagtyan kuyruk bolgesinden gegen enine
kesitte, diizgiin aksonem yapisinda herhangi bir bozuklugun oldugunu
gisteren anomali gozlenmiyor N: Niikleus
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Sekil 12,

'3

Hyaliironik asite baglanmayan spermlerin ince yapr gériintilleri. (a) Sekilce
anormal goriiniislii spermlerin ince yapilarinda da birgok anormal elemanlar
dikkat cekiyor Sitoplazmik fazlaliklar ve niikleusta multivezikiiler birikimler
gozleniyor (b) Normal olmayan bir niikleus ile sitoplazmik inkliizyonlarin bir
arada bulundugu, plazma membranindaki ondiilasyon ile anormal yapidaki
akrozomal vezikiill yapilari bu grubun belirgin Gzellikleriydi. (c) Niikleer
kromatinin ileri derecede graniillli ve elektron yogun yapilar icermesi ilging bir
bulgudur. N: niikleus.
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Sekil 13, (a) Sitoplazmik tutulum (ST) gosteren spermiyumlarda patalojik yapt yansitan

niikleus ile degisik hiicresel elemanlarin yer aldifi orta ve kuyruk bolgesinde

sitoplazmik kitlelerin varhigr dikkat gekiyor (b) Vakuol ve clektron yogun

yapilann gozlendigi anormal bas yapilan ile (c) organel sistemlerinin karmasa

gosterdifi, niikleer diizenin bozuldugu immature sperm yapist bu grubun (HA’e
baglanmayan) yaygin goriintiileridir.




(a) Orta pargadaki mitokondriyal yapilar (kizmizi oklar) ve fibrilller elemanlar

(sivah ok) normal bir diizende gozleniyor (b) Homojen goriiniimlii niikleer

kromatin ve akrozomal vezikiil igerigi gosteren sperm yapis;; (¢) genel
goriintimii  itibariyle plazmalemma ve akrozomal vezikilde yapisal
diizensizligin gdriiniimii, ondiilasyonlar (kirnmzi oklar) ile karakterize anormal
bir sperm yapist; (d) sperm populasyonunun gesitliligini yansitan normal ve
anormal gériiniimlii spermlerin bir arada bulunmas:
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4.4. HA’e Baglanma ve Yapisal Kromozomal Anomaliler

4.4.1. Metodoloji ve Degerlendirmeler

Ureme biyolojisi lizerinde yapilan pek ¢ok ¢alismada Syrian Golden Hamstex
ovositleri ¢cok yaygin olarak kullamimaktadir. Bununia birlikte ¢ok diizenli ve
senkronize bir sekilde birbirini takip eden dért giin siiren Sstrus dénglisiine sahiptirler
[121, 122] Zona pellusidalarinin uzaklastirilmalar: ile insan dahil gesitli memeli
tiirlerine ait spermler ile kaynasabilitler [123]. Bu ozellikleri nedeniyle insan sperm
fonksiyonlan [124-126] ve kromozom komplementlerinin[127-1291,[120, 130] elde
edilmesinde kullanilabilirler.

4.4.1.1. Dondurulmus Hamster Ovositleri

Mevcut literatiir bilgileri dogrultusunda ¢alismamizda &ncelikle dondurulmusg
hamster ovositleri  kullanildi. Bu ovositlere insan spermi injeksiyonu
gerceklestirilerek, insan spermine ait kromozom yaymalan elde edilmeye calisildi
(n=93 ovosit). Dondurulmus hamster ovositlerinin ¢oziilme prosediirii ve
partenogenetik aktivasyonunu da sadece medyumun injekte edildifi mock-injeksiyon
ve higbir injeksiyonun yapiimadifi sadece ¢Oziilmiis ovositlerden olusan Kontrol
grubu ile test edildi

Cozme islemi sonrasinda ovositlerin mikroskobik olarak degerlendirmesi
yapildi Inkiibasyon siitesi sonrasinda bazi embriyolar dejenere olmustu
Inkiibasyonu takibeden fiksasyon islemi sonrasinda slaytlar boyandifinda,
embriyolarin bir kismunda sadece hamster kromozomlart meveut iken (Sekil 15a), bir
kisim embriyoda sadece kromatin yapisi goriiniiyordu (Sekil 15b). Bununla birlikte
embriyolarin ¢ogu dekondense olmus sperm baslarina sahip idi (Sekil 15 ¢). Ancak
fiksasyon sirasinda hiicrelerin biiylik oranda kaybi s6z konusu olmustur.

Dondurulmus hamster ovositleri iizerinde yapilan galismalarda, inkiibasyon
sonucunda embriyo gelisimi belli bitr asamadan sonra tamamlanamamaktaydi Bunun
nedeni muhtemelen kullamlan ovositlerin dondurulmug ovositler olmasi olarak
degerlendirildi (Dr. Gerald Shatten, Department of Obstetrics, Gynecology &
Reproductive Sciences, University of Pittsburgh School of Medicine, Pittsbuigh,
Pennsylvania, USA. kisisel goriisme). Dolayisiyla daha sonraki deneyler igin taze
hamster ovositleri kullanilds.

Sekil 15. (a) Fiksasyon islemi sonrasinda hamster ovositine ait kromozomlar;
(b) kromatin yapist;
(c) hamster ovositi icerisinde dekondense olmus sperm baglan goriilmektedir.
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4.4.1.2. Fare Ovositlerine Insan Spermi injeksiyonu :

Fare ovositlerine insan spermi mikroenjeksiyonu igin 146 fare ovositi
kullanilds, Injeksiyon islemi icin hazirlanan kiigiik odaciklar sekil 16 ‘da
gosterilmistir Gerek injeksiyon teknigi ve kullamilan mikromaniplator, gerekse fare
ovositlerinin kolay aktive olmasi nedeniyle ¢ok olumlu sonuclar alinamad.

» M2 Medyum damlaciklari

o| & o0

» Yag
» 22X40mm’lik lamel
» Cam levha

Sekil 16. Fare ovositlerine insan spermi injeksiyonu icin kullamlan odacik

4.4.1.3. Fare ya da Hamster Ovositlerinin Insan Spermi ile inkiibasyonu

Fare ya da hamster ovositlerinin insan spermi ile in vitro fertilizasyonu (IVF)
iizerinde yapilan denemeler sonucunda fare ovositlerinin insan spermi ile in vitro
fertilizasyonu sonucunda dollenme belirtisi gdzlenemezken hamster ovositleri bu
amaca uygun olarak goriildii. 16 dondurulmus hamster ovositi ile 35 adet fare ovositi
aym deney kosullarinda insan spermi ile inkiibe edilerek bu degerlendirme yapildi.
Toplam 65 dondurulmus hamster ovositinin insan spermi ile inkiibasyonu
gerceklestirildi

Taze hamster ovositlerinin eldesi icin hayvanlarin vajinal akintilar her giin
kontrol edilmek suretiyle sikluslarinin ilk giinti belirlenerek hayvanlar superovule
edildi. Toplam 395 taze hamster ovositi ile insan spermi  inkiibasyonu
gerceklestirildi. Bazi slaytlarda hamstere ait kromozomlar ve dekondense olmusg
sperm baglar1 goriilse de insan kromozomlarina rastlandamadi.

Zona pellusida tamamen uzaklastinilmadan, tizerinde degisik caplarda delikler
acilmak  suretiyle deneyler yapildi Cilinki Zzona pellusida  tamamen
uzaklastirldiginda fiksasyon stirecinde embriyolar cok kiriigan hale gelmekteydi.
Kisa ve uzun siireli (gece boyu) kolcisin inkiibasyonu da kargilagtuilarak en uygun
inkiibasyon kosullar1 belitlenmeye gahgildi. Cinkd kolgisinin insan sperminde
kromozom anomalilerini artirdigina dair galismalar bulunmaktadur [131]. Bu nedenle
de kiiltiir ortamindaki kolgisinin uzun ya da kisa stireli varlifi embriyonal gelisimi
etkileyebilir.

4.4.1.4. Zona Pellusida’nim Uzaklagtirilmasi ,
Sperm ve ovosit prontikleuslarinin elde edilmesindeki sorunlar1 ¢ozebiime
icin farkh soliisyonlar kullanilarak deney sonuclart degerlendirildi. Bu amagla, ilk
olarak zona pellusidamn uzaklagtrdimasinda kullamlan farkli soliisyonlar ile
deneyler yapilarak, bunlarin iginden en uygun olant segildi (n=70 ovosit) , Goriilen
proniikleus (PN) sayisina gtre veriler asagida tabloda sunulmustur (Tablo 1)
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Tablo 1. Zona pellusidanin uzaklastiriimas: igin farkh soliisyonlann kullanilmasi sonucu
elde edilen proniikieus sayilat

0PN 1 PN 2PN | Dejenete

embriyo
Asit tyrode-PVP soliisyonu; Zona (-) 5 8 - 3
%0.1 Tripsin-BWW soliisyonu; Zona (-) 5 23 5 -
Tripsin-mHTF soliisyonu; Zona (-) 5 3 - -
Zona pellusidada delikler; Zona (+) 9 4 - -

Elde edilen sonuglara bagh olarak daha sonraki deneylerde %0.1 Tripsin-
BWW soliisyonu kullanilmstir.

Tripsinin zona pellusiday: agin miktarda eritmesi de ovositlerin fertilizasyon
kapasitesini etkilemektedir. Ciinkii bu isiem sirasinda pek c¢ok plasma membran
reseptoriiniin sindirimi de gergeklesebilir. Bunu onleyebilmek amacryla farkl tripsin
konsantrasyonlartnin yani sira diisiik bir tripsin konsantrasyonu ile cahsihip farkli
siireler denenerek zona pellusidamin eritilmesi iglemi gergeklestirildi Veriler tablo
2’de sunulmustur. Ayrica tripsin uygulamasindan sonra, mevcut tripsin aktivitesini
ve bylece devam eden sindirimi dnlemek amaciyla tripsin muamelesinden sonra
tripsin inhibitérii (Sigma) kullanild:

Tablo 2. Farkl: tripsin konsantrasyon ve siirede tripsin muamelesi sonucu gozlenen
proniikleus sayilan.

Siire (saniye) |OPN | 1PN 2PN
%0.05 Tripsin(n=8 ovosit) 28 5 2 1
%0.05 Tripsin (n=7 ovosit) | 57 2 5 -
%0.05 Tripsin (n=10 ovosit) | 65 5 4 1
%0.05 Tripsin (n=10 ovosit) | 150 3 3 3
%0.01 Trpsin (n=8 ovosit) 390 5 4 1

Ancak farkli siirelerde tripsin uygulamasina karsin yapilan preparasyonlarda
insan spermine ait herhangi bir kromozoma rastlanilamadi.

4.4.1.5. Inkiibasyon Medyumu

Embriyo gelisimi agisindan, embriyonun i¢inde bulundugu medyum bityiik
Snem tasimaktadir. Calismarmzda literatiir bilgileri dogrultusunda, sperm ve ovosit
ko-kiiltiirii icin kullanilan farkli inkiibasyon medyumlari da degerlendirilmistir.
Ayrica, farkli konsantrasyonlar da birbiri ile karsilastinlmust. Bu amagla %3.5 .
HSA-BWW (n= 50 ovosit), %3.5 BSA-BWW (n=56 ovosit), %0.3 HSA-BWW ¢
(n=27), %50 HSA/BSA-BWW (n=30 ovosit), HAM'S F10-20% fetal bovine serum
(FBS) (20 ovosit) , %0.3 BSA-TALP (Tyrode’s albumin-lactat-priivat) (n_='_30_'0_v_0__sit)
kullanildi. Farkli medyumlarnin denenmesine kargin, fiksasyon sonras, _slaytlarda
hamstera ait kromozomlar goriilse de, higbirinde insan spermine altkromozomlara
rastlanilamadt. AR T




4.4.1.6. insan Spermi-Hamster Ovositi Ko-inkiibasyon Siiresi

Insan spermi ile hamster ovositlerinin inkiibasyon stiresi, ovosit aktivasyonu
ve polispermi durumlatimin olusabilmesi agisindan biiylik ©nem tagimaktadir.
Bununla birlikte, inkiibasyondan ¢nce sperm kapasitasyonunun gergeklesmesi
gerekir. Bu nedenle, deneyletimizde sperm hazirlanmasi miimkiin oldugunca erken
saatlerde gergeklestirilmis, CaCl, ve progesteron iceren BWW gibi spermin kapasite
olmasini kolaylastiran bir soliisyon tercih edilmistit. Gametlerin ko-inkiibasyonu
i¢in, spermin motilitesine de bagh olarak 2.5 ( n= 28 ovosit) ve 5 (n= 31 ovosit)
saatlik farkli inkiibasyon siireleri de birbiri ile karsilastrdmstir  Fiksasyon
sonrasinda 5 saat siireyle inkiibasyonun gerceklestigi grupta polispermi orani daha
yiiksek bulunmustur (Sekil 17). Ancak olusan proniikleuslarin kaybolmas: ve
metafaz kromozomlarinin eldesi yine de miimkiin olamamustir.

Sekil 17: Insan spermi ile inkiibasyon sonrasinda Hamster embriyolarninda gozlenen
polispermi durumu. PN: proniikieus.

4.4.1.7. Hamster Ovositlerinin Etanol ile Aktivasyonu
Pronuklear asamadan sonta gelisimin durmas: nedeniyle etanol (HAM’S F10
medium +%8 etanol) ile hamster ovositleri aktive edilmeye calisildi (Tablo 3).

Tablo 3: Etanol kullanilmak suretiyle ovositlerin aktive edilmesi sonucu elde edilen
proniikleus sayilan.

Ftanol muamele siiresi OPN | IPN | 2PN
3 dakika 5 2 5
5 dakika 7 3 2

2 proniikleusa sahip embriyolar gorilmesine karsin fiksasyon islemi sonrasinda
yapilan boyamada herhangi bir insan kromozomuna rastlanilamadi
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4.4.1.8. Fiksasyon Teknigi

Fiksasyon tekniginden kaynaklanabilecek embriyo kaybini en aza indirmek iizere
bu teknik tizerinde baz1 degerlendirmeler yapild1.

1. Bu amagla, baz1 deneylerde zona pellusida lazer yardimuyla uzaklastirildi. Az
da olsa kalan zona pellusida pargalan embriyonun lama yapigmasina yardimci

olabilirdi.

2. Bunlara ek olarak, teknik sorunun kullanilan hipotonik soliisyondan
kaynaklanabilecegi glindeme geldi ve 2 farkls hipotonik soliisyon kullamilarak
aralarinda fark olup olmadig1 goriilmeye ¢alisildL.

3. Ayrica, bir grup lam poli-lizin ile kaplandiktan sonta kullamldi,

4. Diger bir degerlendirme ise, fiksasyon isleminin sale igerisinde ya da
damlatilmak suretiyle yapilmasi seklinde oldu. Hazirlanan lamlar sekil 18 a

ve b’de ifade edilmistir.
Fiksasyon sale icetisinde
gergeklestirildi

AL
4 h

a

0.075 M KCl
4 embriyo

1% Na-sitrat
4 embriyo

Fiksasyon sale icerisinde
gergeklestirildi

N
- N

0075MKCl 1% Na-sitrat
4 embriyo 4 embriyo

Fiksasyon, fiksatifin damlatilmasi ile

gergeklestirildi

_A
4 A

0.075 M K(Cl
4 embriyo

1% Na-sitrat
4 embriyo

Fiksasyon, fiksatifin damlatilmasi ile
gergeklestirildi

_A
4 N

1% Na-sitrat
4 embriyo

0.075 M KCl
4 embriyo

Sekil 18. a) Poli-lizin kaplanmamig lamlar b} Poli-lizin kaplanmis lamlar

Boyama sonuglarmza gore fiksatif olarak kullanmitan metanol-asetik asitin
damlatilarak muamele edildigi ve hipotonik soliisyon olarak ise 0.075M KCl ‘in




kullanildig: grup daha iyi sonu¢ verdi Bununla birlikte farkit KCI stireleri de birbiti

ile karsilastirildi (Sekil 19a, b, c).

Sekil 19. Dollenmis fare ovositinin (DOFO) fiksasyondan sonra potasyum kloriir (KCl) ile

farkh siirelerdeki inkiibasyon sonuglar arasinda farklilik gézlendi
a) DOFO’nun fiksasyonda KCl ile 9 dakikalik inkiibasyonu

b) DOFO’nun fiksasyonda KCl ile 12 dakikalik inkiibasyonu

¢) DOFO’ nun fiksasyonda KCl ile 15 dakikahk inkiibasyonu

Dolayisiyla asagidaki sonuglara vanldi:

1

4

5

Proniikleus olusumu acisindan taze hamster ovositlerinin kullanilmas: daha
iyi sonuglar verdi. Bununla birlikte, inkiibasyon soniasinda embriyo geligimi
belli bir asamadan sonra ilerlememekteydi. Bu nedenle, vyapilan
preparasyonlarda insan spermine ait kromozomlara rastlanilamadi.

Zona pellusidanin uzaklastirilmasi icin kisa siirelerde tripsin muamelesi (Dr
Barry Bavister, Department of Biological Sciences, University of New
Otleans, New Orleans, USA. kisisel goriismeler) ya da zona pellusidada
delikler acarak sperm penetrasyonunun gergeklestirilmesi, gerek fertilizasyon
gerekse fiksasyon i¢in daha uygun goriildii. Bdylelikle polispermi olasilhig: da
azaltilmus oldu.

Inkiibasyon icin HSA ya da BSA kullanilmasi proniikleus olusumunu
etkilemedi.

Teknik ile ilgili olarak, kisa siireli kolgisin uygulamasi gece boyu
inkiibasyona gore daha saglikli kromozom yaymalari elde etme sansi tanid
Fiksasyon i¢in uzun siireli KCI uygulamas: daha iyi sonuglar verdi.

Tablo 4: Farkli calismalara ait karyotipleme basart oranlanmmn karsilagtinlmast.

Grup Vetrici sayist Semen Analiz edilen sperm sayist
ornekleri
saylst Deney Toplam
basina
Rudak ve ark. 1 7 > 10 60
Martin ve ark. 18 18 13.3 240
Martin ve ark. 33 33 30.3 1000
Brandriff ve ark. 11 56 44.1 2468
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TARTISMA

Son yillarda yapilan pek ¢ok ¢alismada, sitoplazmik atithm ve HspAZ2 saperon
protein ekspresyonu gibi sperm maturasyonunda anahtar rol oynayan molekiiler
belirtecler lizerinde yogunlasilmistir {2, 3, 6, 11, 132, 133] Spermiyogenezde
sitoplazmik atilim ile es zamanli olarak sperm plazma membranminda da yeniden
diizenlenmeler olur. Bu degisiklikler, zona pellusida ve HA’e baglanma alanlarinin
olusumunu kolaylastirr [1] HA ile ilgili calismalarda, spermin HA’e ¢ok siki bir
sekilde baglandif1 gosterildi [4]. Bununla birlikte, aym semen &Srnegindeki biitiin
spermierin ayni derecede HA’e baglanma yetenegine sahip olmadig1 ortaya konuldu
[17, 18] Bu nedenle bu ¢alismarmzda, spermin hyaliironik asite baglanabilme ya da
baglanmama oOzelliginin, spermin kiomatin yapisi, hiicresel olgunlufu ve
kromozomal yapisi ile iliskisini ortaya koymaya cahistik. Bunlara ek olarak sperm
ultrastriiktiirli ve hiicresel maturasyon arasinda iligki irdelendi. Elde ettigimiz veriler
bu iliskinin gecerliligini ortaya koymaktadir. Ayrica, sperm matiirite ve
fonksiyonunun gesitli biyokimyasal belirtecleri kullandarak HA’e baglanan spermler
ile boyle bir segimin yapilmadify semen grubundaki spermlerin &zellikleri de
kargilastirild.

Cesitli belirteglerle yapilan calismalara iligkin veriler, HA’e baglanmanin
sperm matiiritesi ile iliskili oldugu fikrini desteklemektedir. Daha Onceki
calismalarda sitoplazmik tutulumun goriilmedigi sadece matlit spermlerin zona
pellusidaya baglandigi ve bununla birlikte HA’e baglanan spermin hemi-zona’ya
baglanan olgun spermin sekil 6zelliklerini tagidig1 ortaya konmusgtur [5, 134]. HA’e
baglanmayan immatiix sperm, CK-B gibi sitoplazmik tutulum belirteci olan bir
protein ile koyu olarak boyanmistir. Bununla birlikte hemi-zona deneylerinde oldugn
gibi, HA’e baglanan spermler, sitoplazmik tutulumun olmadif1 simetrik oval bas
goriintimiine sahip matiir spermlerdir [3].

Sitoplazmik yapinin yani sira, ¢alismamizda anilin mavisi boyasi ile sperm
niikleusundaki kromatin yapis1 da degerlendirildi. Anilin mavisi, protaminletle yer
degistirmemis olan histonlar: tespit etmektedir. Bilindigi iizere olgun bir spermde
histonlar protaminlerle yer degistiritler [118] Anilin mavisi ile koyu boyanmms
sperm insidansinin, anormal sperm morfolojisi, DNA'nin gecikmis dekondansasyonu
ve erkek infertilitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir [135-137]. Bizim ¢alismamizda
islem gormemis semen grubunda, spermlerin gesitli mattirasyon Ozelliklerinin bir
gostergesi olarak, anilin mavisi ile degisik boyanma yogunluguna sahip pek ¢ok
sperm bulunmakta idi. Buna karsin, HA’e baglanan grupta, agtk mavi boyanan bas
yapisina sahip, yiiksek oranda matiir sperm boyanmasi goézlenmesi ilging bir
sonugtur. Bulgularimiza gore, islem gormemis semen ve HA’e baflanan sperm
gruplarinda, gerek sitoplazmik tutulum gerekse kromatin matiirasyonuna dayanan
veriler, matiir ve immatiir sperm karakterlerinin ¢ok net bir sekilde birbirinden farkl
oldugu gostermistir,
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Sperm matiiritesi ve fonksiyonu hakkinda bilgi veren, CK ve HspA2 gibi
cesitli  objektif biyokimyasal belirtecler kullarlarak  erkek fertilitesinin
degerlendirilmesi yeni bir yaklastmdir [9, 112, 133]. Sperm CK matiirite eksikligi
gosteren spermlerdeki sitoplazmik tutulumu gosteren bir olgliyken, 70 kDa
molekiiler aguligindaki HspA2 saperon proteini ise sperm  gelisimi  ve
matiirasyonunu gosteren bagimsiz bir 6lgiit olarak kabul edilmektedir. Diger saperon
proteinler gibi HspA2 da spermin yeniden sekillenmesi i¢in gerekli olan yapisal
proteinler ile DNA tamir enzimleri ve protaminler gibi ¢ok cesitli proteinlerin
taginmasinda rol oynamaktadi {13, 132, 138]. Gergekte, HspA2 mayoz béliinme
swrasinda olusan sinaptonemal kompleksin bir pargas: oldugundan, HspA2’nin
yetersiz ekspresyonu andploidiler gibi mayotik defektlere de neden olmaktadyr [132]
Ayrica, HspA2’nin terminal spermiyogenezle ayni zamanda yani sitoplazmik atilim
sirasinda ikinci kez temel bir ekspresyon géstermesi Snemlidir {132]. Boylece,
HspA2 sitoplazmik atthmin dogru bir sekilde gerceklesmesini saglayarak anormal
sperm morfolojisinin ortaya ¢ikmasini engellemektedir [132).

Bu arastirmada uygulanan anilin mavisi ve immunofluoresan boyama ile HA-
baglanmasi deneylerinden su temel sonuglar ¢ikarilabilir: Her bir spermdeki anilin
mavisi boyamasi ve asiri sitoplazmik tutulum birbiriyle ve spermin HA-baglanma
yeteneBiyle iliskilidir. Hyaltironikasite baglanan sperm sitoplazmik tutulum ve anilin
mavisi boyamasindan yoksundur. Bu nedenle HA’e baglanma matiit sperm
popiillasyonunu icin gegerli bir aymag olarak kabiil edilmelidir. Spermin HA’e
baglanmasi plazma membran HA reseptorleri iizerinden gerceklestifinden akrozomal
reaksiyonu olmus sperm HA-baflanma yetenegini kaybedebilir.

Nitekim bu sonuclara destek veren TEM bulgulanimiz, HA’e baglanan
spermlerin baglanmayan spermlere kiyasla daha homojen bir yap gosterdigi ve daha
diizgiin bir morfolojiye sahip oldugunu ortaya koydu. Semen grubunda ise TEM
sonuglant  degerlendirildiginde beklendigi iizere, farkh gorlintiiler  sperm
popiilasyonunun morfolojik cesitliligini yansitti. Normal goriiniimlii bas, boyun, orta
parca ve kuyruk yapis: ile dikkat ¢eken spermlerin yani sira, kiit veya yuvarlak bagl,
siskin orta bolgeli, anormal goriintiiletle karakterize sperm tiplerini bir arada gérmek
miimkiin oldu Bununla birlikle HA slaytlarindan baglanan spermlerin toplanmasi
isleminin sperme zarar vermedigi sonucunun gozlenmesi nemli bir bulgudur. Ciinkii
bu sonug ayni zamanda HA’e baglanan bir sperminin mikroenjeksiyon pipeti ile
alinarak cok rahat bir sekilde ICSI’de kullamlabilecegi anlamina da gelmektedir. Bu
bakimdan klinik anlamda ¢ok biiyiik anlam ve Snem tasimaktadir HA’e baglanan
sperm  populasyonu igerisinde kromatin yapisi bozuk oldugu birka¢ spermin
gorilmesi ise HA’ baglanan spermlerin toplanmasi sirasinda kontaminasyondan
kaynaklanabilecegi olasilifim akla getirmektedir

Ureme biyolojisi tizerinde yapilan pek ¢ok ¢alismada Syrian Golden Hamsts;r
ovositleri ¢ok yaygmn olarak kullamlmaktadir Bununla birlikte ¢ok diizenli ve
senkronize bir sekilde birbirini takip eden dért giinliik bir 8strus gevrimine sahiptirler
[121, 122} Zona pellusidalarmin uzaklastinlmalart ile insan gibi ¢esitli memeli
tiirlerine ait spermler ile kaynasabilirler [123]. Bu 6zellikleri nedeniyle insan sperm
fonksiyonlan {124-126] ve kromozom komplementlerinin [120, 127-130] elde
edilmesinde kullanilabilirler. Zonasi uzaklagtirilmis (zona-free) hamster ovositleri




kullanilarak insan spermine ait karyotiplerin elde edilmesindeki basar bilylik oranda
spermatozoanin dolleme kapasitesine baghdir [139]. Bu nedenle sistem, hareketli ve
akrozomal reaksiyonu olmus milyonlarca sperm gerektirit. Ayrica konsantrasyon,
motilite, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi cesitli sperm parametreleri
birbirinden bafimsiz diistiniilmemelidir [120, 140]. Bu nedenle bdyle durumlarda
sperm kromozom komplementlerinin eldesinde alternatif bir metoda ihtiya¢ vardir.

Boyle bir alternatif metod ise, spermin mikroinjeksiyonu ile elde edilebilir.
Literatiire bakildifinda hamster ovositlerine insan sperminin mikroinjeksiyonu
sonucu karyotiplerin elde edilmesi ¢ok zor bir teknik olmakla birlikte bu konu ile
ilgili ¢ok az basarili rapor bulunmaktadir [127-129, 140, 141]. Bununla bitlikte
injekte edilen ovosit sayisina kiyasla elde edilen karyotip basart orani oldukga
diisiiktlir. Kamiguchi ve Mikamo (1986) literatiirde belirtilen raporianinda gergek
oranlarin belirtilmemis olmasiyla birlikte kullanilan ovositlerin sadece % 5 — 10’nun
kromozom analizi i¢cin kullanildigin ifade etmektedir [120]. Ayrica, bu ¢calismalarda
belirtilen metafaz resimlerinde kromozom yayma ve fiksasyonunun yetersiz kalitede
oldugu belirtilmektedir. Farkli gruplar tarafindan yapilan karyotip basari oranlan
kiyaslanarak belirtilmistit (Tablo 4).

Hamster ovositleriyle yapilan mikroinjeksiyonun diisiik basar1  orani
nedeniyle insan sperminin fare ovositlerine mikroinjeksiyonu da denenmistir.[142,
143]. Bununla birlikte fare ovositlerinin mikroinjeksiyon prosediirii ile ¢ok daha
kolay hasar gormeleri dikkate alinmalidir [144, 145). Diger taraftan hamster
ovositleri ¢ok sert mikroinjeksiyon metotlarinda bile hayatta kaldiklarindan [146,
147], ICSI sonrasinda insan sperm Srneklerinin karyotip analizi daha uygun goriiliir.
Meveut literatiir bilgileri dogrultusunda ¢ahsmamiza 6ncelikle dondurulmus hamster
ovositlerine insan sperminin mikroinjeksiyonu ile baslanilmistiz. Dondurulmus
hamster ovositlerinin ¢oziilme prosediirii ve partenogenetik aktivasyonunu da sadece
injeksiyonunun yapildigi ancak spermin aktarilmadi®i, mock-injeksiyon ve hicbir
injeksiyonun yapilmadig: sadece ¢oziilmiis ovositlerden olusan kontrol grubu ile test
edilmistir. Buna ragmen insan spermine ait kromozomlarin elde edilememesi
nedeniyle taze hamster ovositleri ile ¢alismaya devam edilmistit. Ancak, hamster
ovositleri ile ICSI sonucunda karyotip tayini miimkiin olamamistir.

Hamster ovositlerinin insan spermi ile inkilibasyonu ya da injeksiyonu
sonrasinda igeriye giren spermatozoonun, kromatin dekondensasyonu, proniikleus
olusumu, DNA replikasyonu ve kromozom kondensasyonu asamalarini gegerek
mitotik metafaza girmesi beklenit. Bu asamalardan herhangi birindeki zayiflik
fizyolojik olmayan kosullar altinda gerceklesebilir Bu nedenle bu asamalarin
sistematik olarak deBerlendirilmesi literatiirde 1apor edilen diisiik sperm karyotip
oranina neden olan faktdileri tanimlamaya yardimci olabilir Bu faktdrlerden birisi,
yukarnida belirtilen asamalar etkileyebilen kiiltiir kosullar olabilir {148] Bu mantikla
yola cikarak calismamuzda kiiltiir medyumlan {izerinde degerlendirmeler yapildi.
%35 HSA-BWW, %35 BSA-BWW, %03 HSA-BWW, %50 HSA/BSA-BWW,
HAM’S F10-20% fetal bovine serum (FBS) , %0.3 BSA-TALP (Tyrode’s albumin-
lactat-priivat) gibi degisik konsantrasyonlarda farkli soliisyonlar kullanilarak
deneyler gerceklestirildi. Ancak buna ragmen bazi slaytlarda hamstere ait
kromozomlar ve dekondense olmus sperm baslari goiiilse de insan kromozomlarina
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rastlantlamamuisty Bununla birlikte fiksasyon sirasinda hiicrelerin biiyiik oranda
kaybi stz konusu olmustu.

Sperm  dekondensasyonunu  etkileyebilecek  diger bir faktor de
mikroinjeksiyon teknigi olabilir [149] Giiniimiizde ICST oldukca etkili bir terapitik
yaklagim olarak erkek faktoriine bagh infertilite tedavisinde kullanilmaktadir. Sperm
defekti ne olursa olsun hem fertilizasyon hem de gebelik oranlarinda yiiksek basan
ortaya koyarak ilk rapoilann cesaretlendirici sonuglari tip uzmanlaimi ideal bir
¢Oziim bulduklar: diislincesine sevk etmistir. Ancak aym zamanda ICSI’nin tedavi
olarak kullamldig: durumlarda gelecek nesillere aktarilabilecek olan negatif genetik
kompozisyon hakkinda bir tartisma ve endiseyi de beraberinde getirmistit [103].
Dogada, insan iireme siirecinde meydana getirilmis olan evrimsel sperm secim
mekanizmalarin atladigy bilinmesi bu yardimeil: iireme teknifine daha da endise ile
bakilmasina neden olmustur. ICST’nin insan iiremesine uygulanmasi, diger memeli
tiirleri ile ¢aligmalar yapmaktansa insanlardan elde edilen sonuclar deneysel kayitlar:
olusturmustur.

Sperm karyotiplerinin elde edilme basarisimi etkileyen ticiincii faktér ise
ovositlerin partenogenetik aktivasyonu olabilit. Hamster ovasitlerinin partenogenetik
aktivasyonu injeksiyon prosediirii (injeksiyon—iliskili partenogenetik aktivasyon,
IRPA) ya da postoviilatdr yaslanma nedeniyle olabilit {147, 150, 151}
Partenogenetik olarak aktive olmus ovositler IVF ya da ICSI sonrasinda erkek
proniikleusn olugturamazlar [152-154]. Omegin fare ovositlerine insan spermi
mikroenjeksiyonu ile ilgili ¢alismalarimizda gerek injeksivon tekniginden gerekse
fare ovositlerinin kolay aktive olmasi nedeniyle ¢ok olumlu sonuclar alinamarmustir,
Bu noktada kullanilan mikromaniplatriin 6zelligi de biiyiikk ¢énem kazanmaktadir,
Ciinkii literatlirde fare ovositlerine insan spermi injeksiyonu igin “Piezo drive”
denilen 6zel mikromaniplatorlerin kullanildii belirtilmektedii. Bu bakimdan teknik
sartlar da oldukca 6nemlidi.

Literatiirde belirtilmemis olmasima ragmen calismamizda fare ovositleri ile
insan sperminin inkiibasyonu da denendi. Fakat berhangi bir ddllenme belirteci
gozlenmedi Bu degerlendirmemiz hamster ovositlerinin  insan  sperminin
penetrasyonuna izin veren tek grup oldugu hakkindaki literatlir bilgisini de
desteklemektedir [123, 124].

Akrozomal reaksiyonun gereklilifi spermiyumuon genis kumulus kiitlesi ve
zona pellusidaya penetrasyon sirasinda hidrolitik enzimlerin salinmasiyla detayli bir
sekilde anlagilmistiz. Ancak bu gozlemi dikkate aldifimizda ¢ok sayida agik
anormallikler vardir. Efer akrozomun igerigi spermin zona yiizeyine ulasmasi igin
kumulus matriksini gegmekte kullaniliyorsa zona pellusida penetrasyonunu
kolaylagtiracak hi¢bir enzim kalmayacaktir. Bu problemin tistesinden gelmek igin i
akrozomal membrana bagh akrozinin varligi 6ne siirtilmiistiit. Ancak, hayvan
tiirlerinde dikkatlice incelenen akrozom reaksiyonunu gecirmis spermiyumda bu tiir
enzimin varhift gosterilememistir [155]. Ek olarak, akrozomu saflam spermler
kumulus hiicre kitlesini gecebilme ve zona yiizeyine ulasabilme kapasitesindedirler.
Akrozomal enzimlerin zona penetrasyonu sirasindaki rolleri de agik degildir;
spermiyum tarafindan olusturulan oldukca dar, keskin sinirh olarak tamimlanan
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penetrasyon arahdi zonamn enzimatik sinditimi ile iliskili goriinmemektedir. Bu
nedenle hiperaktif motilite ile giiclendirilen mekanik bir penetrasyonun varlig:
tartisiimaktadir. Bununla bislikte, yapilan galismalarda spermiyumun zonay: sadece
giic kullanarak ge¢mesi miimkiin gibi griinmemektedir, enzimlerin ve ileriye dogru
hamle kombinasyonunun penetrasyon aralifimin olusmasiu  sagladifi  One
siiriilmiistiiy  {156] Cahigmalarimizda da sperm Omedi kullanilmadan Once
kapasitasyonunu kolaylastiian CaCl, ve progesteron igeren BWW solusyonu
icerisinde inkiibe edilmigtit. Bunlaza ilave olarak deneylerden &nce, hicbir iglem
yapilmadan Once (initial) ve inkiibasyon sonrasinda sperm ornekleri tizerinde
akrozom reaksiyonunu kontrol etmek igin pisum sativum boyamas: da yapildt
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SONUCLAR

Calismamizda objektif biyokimyasal parametreler kullanarak, sperm secimi
icin yeni ve umut verici bir ydntem olan HA’e baglanma metodu degerlendirildi.
ICSI tekniginin uygulanmasi sirasinda sperm segilirken daha giivenilir ve tutarli bir
yontemin gerekliligi, bu yolla diinyaya gelen ¢ocuklarnin emniyeti acisindan oldukca
onemlidit. HA’e basarili bir sekilde baglanan ya da baglanmayan spermin
Ozelliklerini gosteren veriler ile sperm olgunlasmasi arasinda gliclii bir iliskinin
oldugunu gostermektedir Baglanan sperm matiir tipte kromatin yapisina sahipken
sitoplazmik tutulum gostermedi. Elde ettifimiz veriler, spermin plazma memraninda
yer alan HA baglayicilar1 vasitasiyla hyaliironikasite baglanma 6zelliginin,
tamamlanmus bir spermiyogenetik olgunlasmay: ifade ettifi kanaatini vermektedir.
Sonug olarak, spermiyumun HA’e baglanma kapasitesi ile sitoplazmik tutulum (CK-
B) diizeyi ve olgunlasmasi, dolayisiyla kromatin organizasyonu arasinda bir iliski
vardir. Spermiyuma ait RNA’lardan yola ¢ikarak, bu iliskinin molekiiler diizeyde
arastinlmas1 gerektigi kanisi olusmustur.

fleri Arastirma Ufku

Yapilan tiim degerlendirmeler sonucunda, insan spermine  ait
kromozomlarin elde edilememesi déllenme mekanizmasinin tahmin edilenden ¢ok
daha komplike oldugu sonucunu da dopurmaktadir. Insan sperminin “genetik
parmak izi” tanimlanmis olsa da, bunun fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi
iizerindeki rolii hala pek ok bilinmeyen icermektedit, Ornegin son yillarda
yapilan bazi calismalarda, fertilizasyonda sperme ait paternal RNAlann ovosite
transferi ortaya konulmustur [157]. Bu RNA’larn bir kismi degrade olurken,
bazilan fertilizasyon ve erken embriyonik gelisimde rol alifar. Bununla birlikte
lipid tasinmasi, membran dinamifi, stres, proteinlerin stabilizasyonu, apoptoz
indiiksiyonu-inhibisyonu ve fertilite oraninin artirilmast gibi 6nemli olaylarda rol
oynayabilitler Bu bilgiler 1s18inda sperm RNA’sinin gen imprinting (gen
inaktivasyonu) islemine de yardime: oluyor olabilecegi gitindeme gelebilir. Belki
de sperme ait RNA’larin ovosite aktarimi, hamster ovositi-insan spermi sisteminde
de Onemli roller tistlenmektedir ve literatiirde elde edilen diistik karyotip oranina
bir cevap olusturmaktadir. Belki de elde edilen bu kromozomlara ait spermlerdeki
gen inaktivasyonu, hamster ovositine ait genler ile uyusmakta ve genomik
imprinting nedeniyle gelisim mitotik metafaza kadar devam etmektedir. Bu ve
bunun gibi pek ¢ok konu yeni bir arastirma alani olusturmaktadiz.

63




10.

11.

12.

13.

14.

KAYNAKLAR

Huszar, G, et al, Sperm plasma membrane remodeling duiing
spermiogenetic maturation in men: relationship among plasma membrane
beta 1,4-galactosyltransferase, cytoplasmic creatine phosphokinase, and
creatine phosphokinase isoform ratios. Biol Reprod, 1997. 56(4). p. 1020-4.
Huszar, G. and L. Vigue, Incomplete development of human spermatozoa is
associated with increased creatine phosphokinase concentration and abnormal
head morphology. Mol Reprod Dev, 1993, 34(3): p. 292-8.

Huszar, G., M. Corrales, and L. Vigue, Correlation between sperm creatine
phosphokinase activity and sperm concentrations in normospermic and
oligospermic men. Gamete Res, 1988. 19(1): p. 67-75.

Huszar, G, et al, Hyaluronic acid binding by human sperm indicates cellular
maturity, viability, and unreacted acrosomal status. Fertil Steril, 2003. 79
Suppl 3: p. 1616-24.

Huszar, G, L. Vigue, and S. Oechninger, Creatine kinase
immunocytochemistry of human sperm-hemizona complexes: sclective
binding of sperm with mature creatine kinase-staining pattern Fertil Steril,
1994. 61(1): p. 136-42.

Huszar, G., L. Vigue, and M Corrales, Sperm creatine kinase activity in
fertile and infertile oligospermic men. J Androl, 1990. 11(1): p. 40-6.

Sidhu, R.S., R.K. Sharma, and A. Agarwal, Relationship between creatine
kinase activity and semen characteristics in subfertile men. Int ¥ Fertil
Womens Med, 1998. 43(4): p. 192-7.

Allen, TW, et al.,, HSP70-2 is part of the synaptonemal complex in mouse
and hamster spermatocytes. Chromosoma, 1996. 104(6): p. 414-21.

Ergur, AR, et al, Sperm maturity and treatment choice of in vitro
fertilization (IVF) or intracytoplasmic sperm injection: diminished sperm
HspA2 chaperone levels predict IVF failure. Fertil Steril, 2002, 77(5): p. 910-
8.

Huszar, G., Jakap A, Ozenci CC, Sakkas D, Kovacs T and Vigue L., Sperm
Testing by Hyaluronic acid binding: Andrologic Laboratory assesment and
sperm selection., in Biotechnology of Human Reproduction. 2002, Parthenon
Publishing Group: NY. p. 149-157.

Lalwani, S., et al., Biochemical markers of early and late spermatogenesis:
relationship between the lactate dehydrogenase-X and creatine kinase-M
isoform concentrations in human spermatozoa. Mol Reprod Dev, 1996. 43(4):
p. 495-502.

Eddy, EM., Role of heat shock protein HSP70-2 in spermatogenesis. Rev
Reprod, 1999. 4(1): p. 23-30.

Dix, DJ, et al, Targeted gene distuption of Hsp70-2 results in failed
meiosis, germ cell apoptosis, and male infertility. Proc Natl Acad Sci U S A,
1996. 93(8): p. 3264-8

Kovanci, E , et al., FISH assessment of aneuploidy frequencies in mature and
immature human spermatozoa classified by the absence or presence of
cytoplasmic retention. Hum Reprod, 2001, 16(6): p. 1209-17.

64




15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Celik-Ozenci, C, et al, Human sperm maintain their shape following
decondensation and denaturation for fluorescent in situ hybridization: shape
analysis and objective morphometry. Biol Reprod, 2003 69(4). p. 1347-55.
Bonduelle, M., et al., Incidence of chromosomal aberrations in children born
after assisted reproduction through intracytoplasmic sperm injection. Hum
Reprod, 1998. 13(4): p. 781-2.

Huszar, G., M. Willetts, and M. Coriales, Hyaluronic acid (Sperm Select)
improves retention of sperm motility and velocity in normospermic and
oligospermic specimens. Fertil Steril, 1990, 54(6). p 1127-34.

Shracia, M., et al., Hyaluronic acid substantially increases the retention of
motility in cryopreserved/thawed human spermatozoa. Hum Reprod, 1997
12(9): p. 1949-54.

Ranganathan, S., AK. Ganguly, and K. Datta, Evidence for presence of
hyaluronan binding protein on spermatozoa and its possible involvement in
sperm function. Mol Reprod Dev, 1994. 38(1): p. 69-76.

Kornovski, B.S., et al, The regulation of sperm motility by a novel
hyaluronan receptor. Fertil Steril, 1994. 61(5): p. 935-40.

Steinach, E., Forty Years of Biological and Medical Experiments. 1940, New
York: Viking Press.

Graaf, RD., On the human reproductive organs, transiated by ND Jocelyn
and BP Setchell. J Reprod Fertil, 1972((Suppl 17)).

Kélliker, R V., Bertiage zur Kenntniss der Geschlecht-versaltsmisse und der
Samen-flussigkeit wirbelloser Thiere und die Bedeutung de sogenannten
Samenthiere. 1841, Berlin.

Berthold, A., Transplantation der Hoden. Arch Anat Physiol Wiss Med, 1849,
16: p. 42-46.

Bouin, P., Recherches sur les cellules interstitieelles der testicule des
mammiferes. Arch Zool (Stockh.), 1903 1: p. 437-523.

Berta, P, et al., Genetic evidence equating SRY and the testis-determining
factor. Nature, 1990. 348(6300): p. 448-50.

Thompson MW, MR, Willard HE, Thompson & Thompson Genetics in
Medicine. 1991, Philadelphia: WB Saunders.

DiGeorge, A., Hermaphroditism In: Behrman RE, Kliegman RM, Arvin AM
(eds). Nelson Textbook of Pediatrics. 1996, Philadelphia: WB Saunders.
Leeson, T.S. and L. Adamson, The mammalian tunica vaginalis testis: its fine
structure and function. Acta Anat (Basel), 1962 51: p 226-40.

Holstein, A F and C. Weiss, [On the effect of the smooth musculature in the
tunica albuginea in the testes of rabbits; measurement of the interstitial
pressure]. Z Gesamte Exp Med, 1967. 142(4): p. 334-7.

Hermo, L., M. Lalli, and Y. Clermont, Arrangement of connective tissue
components in the walls of seminiferous tubules of man and monkey. Am J
Anat, 1977 148(4): p 433-45.

Barrat, C., Spermatogenesis. In: Grudzinskas JG and Yovich JL (eds).
Gametes- the spermatozoon. 1995, Cambridge University Press. p. 250-267.
Glower TD, B.C., Tyler JJP, Human male fertility and semen analysis. 1990,
London Academic Press. p. 247.

65




34,

35.

36.

37.

38.

39.

40,

41.

42,

43.
44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51,

52.

WHO, WHO laboratory manual for the examination of human semen and
sperm cervical mucus interaction. 1992, Cambridge University Press:
Cambridge. p. 1-107

De Rooij, D.G, FM Van Dissel-Emiliani, and A M. Van Pelt, Regulation of
spermatogonial proliferation. Ann N Y Acad Sci, 1989. 564: p. 140-53.
Ehmcke, J., D.R. Simorangkir, and S. Schlatt, Identification of the starting
point for spermatogenesis and characterization of the testicular stem cell in
adult male rhesus monkeys. Hum Reprod, 2005 20(5): p. 1185-93.

Hamilton DW, W.G, Cellular and molecular events in spermiogenesis.
Scientific basis of fertility regulation., in World Health Organization. 1990,
Cambridge University Press. p. 334.

Ward, WS, and D.S. Coffey, DNA packaging and organization in
mammalian spermatozoa: comparison with somatic cells. Biol Reprod, 1991.
44(4): p. 569-74.

Hecht, N B., Regulation of 'haploid expressed genes’ in male germ cells. J
Reprod Fertil, 1990. 88(2): p. 679-93.

Tanaka, H. and T. Baba, Gene expression in spermiogenesis. Cell Mol Life
Sci, 2005. 62(3): p. 344-54.

Wrobel, G and M. Primig, Mammalian male germ cells are fertile ground for
expression profiling of sexual reproduction. Reproduction, 2005. 129(1): p -
7.

Miiler, D.,, RNA in the ejaculate spermatozoon: a window into molecular
events in spermatogenesis and a record of the unusual requirements of
haploid gene expression and post-meiotic equilibration. Mol Hum Reprod,
1997. 3(8): p. 669-76

Ivell, R., 'All that glisters is not gold'--common testis gene transcripts are not
always what they seem. Int J Androl, 1992. 15(2): p. 85-92.

Schulze, W. and U. Rehder, Organization and morphogenesis of the human
seminiferous epithelium. Cell Tissue Res, 1984. 237(3): p. 395-407

De Kietser DM, SY., Drummond AE, Gonzales GF, Robertson DM,
Riosberbriger GP. In: Asch RH, Balmaceda JP, Johnson I (eds), in Serono
Symposia. 1990: USA. p. 19-30.

Bellve, AR. and W Zheng, Growth factors as autocrine and paractine
modulators of male gonadal functions. J Reprod Fertil, 1989. 85(2): p. 771-
93,

Skinner, M K., Cell-cell interactions in the testis. Endocr Rev, 1991, 12(1); p.
45-77.

Sharpe, R M., Intratesticular control of steroidogenesis. Clin Endocrinol
{Oxf), 1990 33(6): p. 787-807.

Djakiew, D and M. Dym, Pachytene spermatocyte proteins influence Sertoli
cell function. Biol Reprod, 1988. 39(5): p. 1193-205.

Sharpe, R M., Monitoring of spermatogenesis in man--measurement of
Sertoli cell- or germ cell-secreted proteins in semen or blood. Int J Androl,
1992. [5(3): p. 201-10.

Sharpe, R., Regulation of spermatogenesis, in Physiology of Reproduction,
N.lLe. In: Knobil E, Editor. 1994, Raven Press: New York.

Obregon, E.B. and O. Ramirez, Ageing and testicular function in Octodon
degus. Andrologia, 1997. 29(6): p. 319-26,

66




53. Johnson, L, Spermatogenesis and aging in the human, J Androl, 1986, 7(6): '.
p- 331-54 .

54.  Acosta, A A, Process of fertilization in the human and its abnormalities:
diagnostic and therapeutic possibilities. Obstet Gynecol Surv, 1994, 49(8): p.
567-76.

55.  Asch, R, et al, The stages at which human fertilization arrests: microtubule
and chromosome configurations in inseminated oocytes which failed to
complete fertilization and development in humans. Hum Reprod, 1995 10(7):
p. 1897-906.

56.  Boldt, I, et al, Carbohydrate involvement in sperm-egg fusion in mice. Biol
Reprod, 1989 40(4): p. 887-96.

57.  Calson, B, Human Embryology and Developmental Biology 1994,
St Louis: Mosby.

58. Moos, I., et al., Composition of the human zona pellucida and modifications
following fertilization. Hum Reprod, 1995. 10(9): p. 2467-71.

59.  Chen, C and A H. Sathananthan, Early penetration of human sperm through
the vestments of human eggs in vitro. Arch Androl, 1986. 16(3): p. 183-97.

60.  Bercegeay, S, et al., Composition of human zona pellucida as revealed by
SDS-PAGE after silver staining. Mol Reprod Dev, 1995. 41(3): p. 355-9.

61.  Wassarman, PM., The biology and chemistry of fertilization Science, 1987.
235(4788): p. 553-60.

62. Farrell, K W., Purification and reassembly of tubulin from outer doublet
microtubules. Methods Cell Biol, 1982. 24: p. 61-78.

63.  Van Blerkom, J, et al, Nuclear and cytoplasmic dynamics of sperm
penetration, pronuclear formation and microtubule organization during
fertilization and early preimplantation development in the human Hum
Reprod Update, 1995. 1(5): p. 429-61.

64d. Pedersen, H., Observations on the axial filament complex of the human
spermatozoon. J Ultrastruct Res, 1970. 33(5): p. 451-62.

65. Curty MR, W.P., Sperm stiucture and function, in Gametes- the
spermatozoon, 1.G.J.a.Y.J. (eds, Editor. 1995, Cambridge University Press. p.
45-69.

66. Woolley, D.M. and D.W. Fawcett, The degeneration and disappearance of the
centrioles during the development of the 1at spermatozoon. Anat Rec, 1973,
177(2): p. 289-301.

67.  Sertes, C., D. Escalier, and G. David, Ultrastructural morphometry of the
human sperm flagellum with a stereological analysis of the lengths of the
dense fibres. Biol Cell, 1983. 49(2): p. 153-61_

68. Phillips, D., Mitochondiial disposition. in mammalian spermatozoa. |
Ultrastruct Res, 1970(58): p. 144-154.

69. Keyhani, E. and B.T. Storey, Oxidation rates of Krebs cycle carboxylic acids
by the mitochondria of hypotonically treated rabbit epididymal spermatozoa
Fertil Steril, 1973. 24(11): p. 864-71. ‘

70. Bedford, I M. and H.I Calvin, Changes in -S-§- linked stiuctures of the
sperm tail during epididymal maturation, with comparative observations in
sub-mammalian species. J Exp Zool, 1974. 187(2): p 181-204.

71.  Pedersen, H, Further observations on the fine structure of the human
spermatozoon. Z Zellforsch Mikrosk Anat, 1972. 123(3): p. 305-15.

67




72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88,

89.

90.

Siegel, M.S., et al, Partial purification and characterization of human
sperminogen. Biol Reprod, 1987. 36(4): p. 1063-8.

Holt, W.V,, Development and maturation of the mammalian acrosome. A
cytochemical study using phosphotungstic acid staining. J Ultrastruct Res,
1979. 68(1). p. 58-71

Morales, P, et al., Extracellular localization of proteasomes in human sperm.
Mol Reprod Dev, 2004. 68(1): p. 115-24.

Virtanen, 1, et al., Distinct cytoskeletal domains revealed in sperm cells. [
Cell Biol, 1984. 99(3): p. 1083-91.

Elgavish, S. and B. Shaanan, Lectin-carbohydrate interactions: different
folds, common recognition principles. Trends Biochem Sci, 1997 22(12): p.
462-1.

Cross, N.L. and J.W. Overstreet, Glycoconjugates of the human sperm
surface: distribution and alterations that accompany capacitation in vitro.
Gamete Res, 1987 16(1): p. 23-35.

Baker, SS, M. Thomas, and CD. Thaler, Sperm membrane dynamics
assessed by changes in lectin fluorescence before and after capacitation. J
Androl, 2004. 25(5): p. 744-51.

Yudin, AL, W Gottlieb, and S. Meizel, Ultrastructural studies of the early
events of the human sperm acrosome reaction as initiated by human follicular
fluid. Gamete Res, 1988, 20(1): p. 11-24,

Huang, T.T.,, Jr. and R Yanagimachi, Inner acrosomal membrane of
mammalian spermatozoa: its properties and possible functions in fertilization.
Am J Anat, 1985, 174(3): p. 249-68.

Yanagimachi, R, Mammalian fertilization In: Knobil E, Neill ID et al.,
(eds), in The Pysiology of Reproduction. 1988, Raven Press: New York p.
135-185.

Kolk, AH and T Samuel, Isolation, chemical and immunological
characterization of two strongly basic nuclear proteins from human
spermatozoa. Biochim Biophys Acta, 1975. 393(2): p. 307-19.

Pedersen, H.,, The postacrosomal region of the spermatozoa of man and
Macaca arctoides J Ultrastruct Res, 1972. 40(3): p. 366-77.

Bedford IM, HD., The mammalian spermatozoan: mo:phology, biochemistry
and physiology, in In: Lamming GE (ed) Marshall's Physiology of
Reproduction. 1990: Edingurgh:Churchill Livingstone. p 379-368

Koehler, J K., Lectins as probes of the spermatozoon surface. Arch Androl,
1981. 6(3): p. 197-217.

Friend, D.S., Plasma-membrane diversity in a highly polarized cell. J Cell
Biol, 1982.93(2): p. 243-9.

Villarroya, S and R. Schollet, Regional heterogeneity of human spermatozoa
detected with monoclonal antibodies. J Reprod Fertil, 1986. 76(1): p. 435-47.
Yanagimachi, R, et al,, The distribution of negative surface charges on .
mammalian spermatozoa. Am J Anat, 1972. 135(4): p 497-519.

Friend, D.S. and D W. Fawcett, Membrane differentiations in freeze-
fractured mammalian sperm. J Cell Biol, 1974 63(2 Pt 1): p. 641-64.
Palermo, G., et al, Pregnancies after intracytoplasmic injection of single
spermatozoon into an oocyte. Lancet, 1992 340(8810): p. 17-8. ‘

68




91.
92.
93.

94.

95.

96.
97.

98.
99.

100.
101.

102.
103.
104.

105.

106.

107.

108.

Sakkas, D., et al., Origin of DNA damage in ejaculated human spermatozoa
Rev Reprod, 1999. 4(1): p. 31-7.

Retief, AE., et al., Chromosome studies in 496 infertile males with a sperm
count below 10 million/ml Hum Genet, 1984. 66(2-3): p. 162-4

De Braekeleer, M. and T.N. Dao, Cytogenetic studies in male infertility: a
review. Hum Reprod, 1991 6(2): p. 245-50.

Scholtes, M.C., et al, Chromosomal aberrations in couples undergoing
intracytoplasmic sperm injection: influence on implantation and ongoing
pregnancy rates. Fertil Steril, 1998. 70(5): p. 933-7.

Meschede, D, et al , Genetic risk in micromanipulative assisted reproduction.
Hum Reprod, 1995 10(11): p. 2880-6.

Peschka, B, et al., Type and frequency of chromosome aberrations in 781
couples undergoing intracytoplasmic sperm injection. Hum Reprod, 1999
14(9): p. 2257-63.

Montag, M., et al., Success of intracytoplasmic sperm injection in couples
with male and/or female chromosome aberrations. Hum Reprod, 1997,
12(12): p. 2635-40.

Amann, RP., Can the fertility potential of a seminal sample be predicted
accurately? J Androl, 1989. 10(2): p. 89-98.

Kruger, T.F, et al., Sperm morphologic features as a prognostic factor in in
vitro fertilization. Fertil Steril, 1986. 46(6): p. 1118-23.

Oehninger, S, et al,, Corrective measures and pregnancy outcome in in vitro
fertilization in patients with severe sperm morphology abnormalities. Fertil
Steril, 1988. 50(2): p. 283-7.

Johnson, M.D., Genetic risks of intracytoplasmic sperm injection in the
treatment of male infertility: recommendations for genetic counseling and
screening. Fertil Steril, 1998. 70(3): p. 397411

Patrizio, P., Intracytoplasmic sperm injection (ICSI): potential genetic
concerns. Hum Reprod, 1995. 10(10): p. 2520-3.

Cummins, JM. and AM. Jequier, Treating male infertility needs more
clinical andrology, not less. Hum Reprod, 1994 %(7): p 1214-9.

In't Veld, P, et al, Sex chromosomal abnoimalitics and intracytoplasmic
sperm injection. Lancet, 1995. 346(8977): p. 773,

Bonduelle, M., et al , Comparative follow-up study of 130 children born after
intracytoplasmic sperm injection and 130 children born after in-vitro
fertilization Hum Reprod, 1995 10(12): p. 3327-31.

Bonduelle, M., et al., Prospective follow-up study of 877 children born after
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), with ejaculated epididymal and
testicular spermatozoa and after replacement of cryopreserved embryos
obtained after ICSI. Hum Reprod, 1996. 11 Suppl 4: p. 131-55; discussion
156-9.

Bonduelle, M., et al., Prospective follow-up study of 423 children born after
intracytoplasmic sperm injection. Hum Reprod, 1996. 11(7): p. 1558-64,
Wisanto, A, et al, Obstetric outcome of 904 pregnancies after
intracytoplasmic sperm injection Hum Reprod, 1996 11 Suppl 4: p. 121-9;
discussion 130

69




109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122,

123.

124,

125,

Tombes, RM and BM. Shapiro, Metabolite channeling: a
phosphorylcreatine shuttle to mediate high energy phosphate transport
between sperm mitochondrion and tail. Cell, 1985, 41(1): p. 325-34
Wallimann, T., et al., Creatine kinase isoenzymes in spermatozoa. J Muscle
Res Cell Motil, 1986. 7(1): p. 25-34.

Huszar, G, L. Vigue, and M. Corrales, Sperm creatine phosphokinase
activity as a measure of sperm quality in normospermic, variablespermic, and
oligospermic men. Biol Reprod, 1988, 38(5): p. 1061-6.

Huszar, G. and L. Vigue, Spermatogenesis-related change in the synthesis of
the creatine kinase B-type and M-type isoforms in human spermatozoa. Mol
Reprod Dev, 1990. 25(3): p. 258-62.

Terquem, AaD.J, Aniline blue staining of human sperm
chromatin:evaluation fo nuclear maturation, in The sperm cell 1983,
Martinus Nijhoff: London.

Auger, I, et al., Aniline blue staining as a marker of sperm chromatin defects
associated with different semen characteristics discriminates between proven
fertile and suspected infertile men. Int J Androl, 1990. 13(6): p. 452-62.
Foresta, C., et al, Sperm nuclear instability and staining with aniline blue:
abnormal persistence of histones in spermatozoa in infertile men Int J
Androl, 1992, 15(4): p. 330-7.

Hammadeh, MLE., et al., Predictive value of sperm chromatin condensation
(aniline blue staining) in the assessment of male fertility. Arch Androl, 2001.
46(2): p. 99-104.

Sakkas, D., et al., Sperm chromatin anomalies can influence decondensation
after intracytoplasmic sperm injection. Hum Reprod, 1996. 11(4): p. 83743,
Meistrich, M L., et al., Nuclear protein transitions during spermatogenesis.
Fed Proc, 1978. 37(11): p. 2522-5.

Dadoune, 1.P.a.AMF., Ultastructural and cytochemical changes of the head
components of human spermatids and spermatozoa. Gamete Res, 1986. 14: p.
33-46.

Kamiguchi, Y. and K. Mikamo, An improved, efficient method for analyzing
human sperm chromosomes using zona-frec hamster ova. Am J Hum Genet,
1986. 38(5): p. 724-40.

Orsini, M.W ., The external vaginal phenomenon characterizing the stages of
the estrous cycle, pregnancy, pseudopregnancy, lactation and the anestrous
hamster, Mesocticetus auratus. Proc Animal Care Panel, 1961. 11: p. 193-
206.

Bavister, B.D, A consistently successful procedure for in vitro fertilization of
golden hamster eggs. Gamete Res, 1989. 23(2): p. 139-58

Yanagimachi, R., Zona-free hamster eggs: their use in assesing fertilizing
capacity and examining chromosomes of human spermatozoa. Gamete Res,
1984. 10: p. 187-232. ,
Yanagimachi, R, H. Yanagimachi, and B J. Rogers, The use of zona-free’
animal ova as a test-system for the assessment of the fertilizing capacity of
human spermatozoa. Biol Reprod, 1976. 15(4): p. 471-6.

Rogers, B.J, et al, Analysis of human spermatozoal fertilizing ability using
zona-free ova. Fertil Steril, 1979 32(6): p. 664-70. '

70




126.

127.

128,

129,

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

Aitken, RJ., Assessment of sperm function for IVE. Hum Reprod, 1988.
3(1): p. 89-95.

Rudak, E., P.A. Jacobs, and R Yanagimachi, Direct analysis of the
chromosome constitution of human spermatozoa. Nature, 1978, 274(5674): p
911-3.

Martin, R H., et al., Direct chromosomal analysis of human spermatozoa:
preliminary results from [8 normal men. Am J Hum Genet, 1982. 34(3): p.
459-68.

Brandriff, B., et al, Chromosomal abnormalities in human sperm:
compatisons among four healthy men Hum Genet, 1984. 66(2-3): p. 193-
201.

Alvarez, R., et al, Hamster origin of metaphases with multiple chromosome
rearrangements in first cleavage human-hamster embryos. Hum Reprod,
1997. 12(10): p. 2176-82.

Marquez, C., et al, Colcemid increases the frequency of chromosome
abnormalities in human sperm Cytogenet Cell Genet, 1996. 72(2-3): p. 164-
70.

Huszar, G., et al, Putative creatine kinase M-isoform in human sperm is
identifiedas the 70-kilodalton heat shock protein HspA2. Biol Reprod, 2000,
63(3): p. 925-32.

Huszar, G., L. Vigue, and M. Morshedi, Sperm creatine phosphokinase M-
isoform ratios and fertilizing potential of men: a blinded study of 84 couples
treated with in vitro fertilization  Fertil Steril, 1992. 57(4): p. 882-8.

Gergely, A, et al.,, Morphometric assessment of mature and diminished-
maturity human spermatozoa: sperm regions that reflect differences in
maturity. Hum Reprod, 1999 14(8): p. 2007-14.

Mortimer, D., Practical laboratory andrology. 1994, New York: Oxford
University Press. 209-212.

Aitken, I, C. Krawmsz, and D. Buckingham, Relationships between
biochemical markers for residual sperm cytoplasm, reactive oxygen species
generation, and the presence of leukocytes and precursor germ cells in human
sperm suspensions. Mol Reprod Dev, 1994. 39(3): p. 268-79

Franken, D.R,, et al., Normal sperm morphology and chromatin packaging:
comparison between aniline blue and chromomycin A3 staining. Andrologia,
1999 31(6): p. 361-6.

Tsunekawa, N., et al., The Hsp70 homolog gene, Hsc70t, is expressed under
translational control during mouse spermiogenesis. Mol Reprod Dev, 1999
52(4): p. 383-91. AT

Johnson, A.R., et al., Conditions influencing human sperm capacitation and
penetration of zona-free hamster ova. Fextil Steril, 1984. 41(4): p. 603-8,
Brandriff, B., et al, Chromosomes of human sperm: variability among
normal individuals. Hum Genet, 1985. 70(1): p. 18-24. .
Martin, RH, et al, The chromosome constitution of 1000 huthan
spermatozoa. Hum Genet, 1983. 63(4): p. 305-9.

Rybouchkin, A, et al, Intracytoplasmic injection of human spermatozoa into
mouse oocytes: a useful model to investigate the oocyte-activating capacity
and the karyotype of human spermatozoa. Hum Reprod, 1995. 10(5): p. 1130-
5‘. R - L

71




143.

144,

145.

146.

147,

148,

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

Lee, 1.D., Y. Kamiguchi, and R. Yanagimachi, Analysis of chromosome
constitution of human spermatozoa with normal and aberrant head
morphologies after injection into mouse cocytes Hum Reprod, 1996 F1(9):
p. 1942-6.

Markert, C.L., Fertilization of mammalian eggs by sperm injection. J Exp
Zool, 1983. 228(2): p. 195-201.

Kimura, Y. and R. Yanagimachi, Intracytoplasmic sperm injection in the
mouse. Biol Reprod, 1995. 52(4): p. 709-20.

Uehara, T. and R Yanagimachi, Microsurgical injection of spermatozoa into
hamster eggs with subsequent transformation of sperm nuclei into male
pronuclei. Biol Reprod, 1976. 15(4): p. 467-70.

Uehara, T. and R. Yanagimachi, Activation of hamster eggs by pricking. J
Exp Zool, 1977. 199(2): p. 269-74.

Ogura, A. and R. Yanagimachi, Round spermatid nuclei injected into hamster
oocytes from pronuclei and participate in syngamy. Biol Reprod, 1993, 48(2):
p. 219-25.

Jonhson, R.CalL., Factors related to successful microinjection of hamster
eggs: the effect of sperem species, technical experience, needle dimensions
and incubation medium on egg viability and sperm decondensation following
microinjection Theriogenology, 1988. 30: p. 447-460.

Austin, CR., Activation of eggs by hypothermia in rats and hamster. J.
Exp.Biol,, 1956. 33: p. 338-347.

Yanagimachi, R and M.C. Chang, Fertilizable life of golden hamster ova and
their morphological changes at the time of losing fertilizability. J Exp Zool,
1961. 148: p. 185-203.

Komar, A., Fertilization of parthenogenetically activate mouse eggs. I
Behaviour of sperm nuclei in the cytoplasm of parthenogenetically activated
eggs. Exp Cell Res, 1982. 139(2): p. 361-7

Jedlicki A, B.C., Salgado AM, Effects of in vivo oocyte aging on sperm
chromatin decondensation in the golden hamster Gamete Res, 1986. 14: P
347-354

Rybouchkin, A , De Sutter, P. and Dhont, M, Influence of the mode of oocyte
activation on the quality of fertilization after ICSL J Reprod. Fertil , 1996.
Harrison, R A, JE. Flechon, and C R Brown, The location of acrosin and
proacrosin in 1am spermatozoa J Reprod Fertil, 1982 66(1): p 349-58.
Green, D P, Sperm thrusts and the problem of penetration Biol Rev Camb
Philos Soc, 1988. 63(1): p 79-105

Ostermeier, G.C, et al,, Reproductive biology: delivering spermatozoan RNA
to the oocyte. Nature, 2004 429(6988): p. 154.

72




OZGECMIS

1979 yilinda Kars’ta dogdu. Bkﬁgr‘enimjni 1991 yilinda Antalya Emekevler
flkokulunda, Orta Ofrenimini 1994 yilinda Antalya Yenimahalle Ikdgretim
Okulu’'nda ve Lise 6grenimini 1998 yilinda Antalya ingilizce afilikli Karatay
Lisesi’nde tamamlad1 Lisans egitimini, 2002 yilinda Hacettepe Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde, Fakiilte ve Biyoloji Boliimii birincisi olarak
tamamladi Bu &diillere ek olarak yine 2002 yilinda Hacettepe Universitesi tarafindan
ihsan Dogramaci Ustiin Basan1 Odiilii ve Ogrenci Basart Odiili’nii kazandi. 2002-
2003 Egitim-Ogretim yili giiz doneminde Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisti Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na bagli Ureme Biyolojisi Yiiksek
Lisans Programi’na giris smavlarim kazanarak, burada Yiiksek Lisans eZitimine
basladi. Yiiksek lisans tezinin bir kismunt Yale Universitesi Tip Fakiiltesi
Reprodiiktif Endokrinoloji Boliimii Sperm Fizyolojisi Laboratuvari’nda tamamlad:
Halen Akdeniz Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisiinde Arastirma Gorevlisi olarak
gorev yapmaktadir. Giiler Leyla SATT nin, Science Citation Index’e kayith 2 makale
ve 1’1 ulusal 5’ii uluslararasi kongrelerde olmak iizere 6 kongre bildirisi vardir.

73




