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ORJINAL CALISMA

INFERTIL BIREYLERDE SEMEN HACiM VE SPERM
UZUNLUK OLCUMLERININ EZRiN VE N-KADERIN
PROTEINLERI ILE iLiSKILENDIRILMESi

Association of Semen Volume and Sperm Length
Measurements with Ezrin and N-Cadherin Proteins in
Infertile Men

Esra [Bi$'(0000-0001-9030-9068), Nazli Ece GUNGOR ORDUERI?(0000-0003-1868-4140)

OZET

Amag: infertil bireylere ait sperm hacim/uzunluk oranlari ve spermiyogenezin fizyolojik siirecinde aktin
baglayici protein olan ve bir ¢apraz baglayici olarak kortikal hiicre iskeleti ile plazma membran proteinleri
arasinda bulunan ezrin, ile bir transmembran glikoproteinlerin olan N-kaderin kolakizasyonlarinin arastiril-
masi gergeklestirilmistir.

Gereg ve Yontemler: N= 18 infertil bireyde hacim/uzunluk oranlari ve sperm sayimi gerceklestirilen se-
men Onekleri sperm yayma preparatlari Kruger Kriterlerine gére mikroskop altinda incelendi. Her grup igin
sperm uzunluk olgiimleri gergeklestirildi, immiinofloresan boyama ile ezrin ve N-kaderin lokalizasyon ve
ekspresyonlaridegerlendirildi.

Bulgular: Sperm uzunluklarinin hacim yogunluklarina oranla azaldigi ve sperm uzunlugunun sperm sayisi ile
arasinda anlamli korelasyon oldugu tespit edildi. Sperm kuyruk uzunlugu anomalisinin infertilite izerinde
etkin bir durum oldugu ancak ezrin ve N-kaderin lokalizasyon ve ekspresyonlarinda control grubuna gore
anlamli fark olmadigi tespit edildi.

Sonug: Sperm sayisi/hacim ve sperm uzunluk oranlarinin infertil bireylerde spermiyogenezin fizyolojik
slirecine bagli olarak gelisebilecegi ilk kez bu proje ile gosterilmis olup, sperm morfolojik 6zelliklerinin se-
men hacmi ile iliskili olabilecegi ve infertil bireylerde belirli fonksiyonel proteinlerin tespitinin gerceklesme-
sine yonelik ¢alismalarin gerekliligi vurgulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi; Semen analizi; Sperm uzunlugu; Ezrin, N-kaderin

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to investigate the sperm volume/lenght ratios of infertility individuals and
N-cadherin co-localizations, which are the actin binding protein in the process of spermiogenesis, and ezrin,
which are between the cortical cell skeleton and plasma membrane proteins, as a cross-linker.

Material- Method: Semen samples taken from infertilite individuals (N=18) examined by microscopy
after staining and fixation. The volume/length ratio was performed. Sperm morphology was examined as
sperm smear preparations according to Kruger Criteria. Sperm length measurements were performed for
localization and expression parameters of ezrin and N-cadherin were examined by immunofluorescence
staining.

Results: The sperm length of the patients with similar morphological criteria decreased with respect to
volume and there was a significant correlation between sperm length and sperm count. It was found that
sperm tail length anomaly was effective on infertility, but there was no significant difference in localization
and expression of ezrin and N-cadherin compared to control group.

Conclusion: It has been shown for the first time that sperm count/volume and sperm length ratios may
develop depending on the process of spermiogenesis in infertile individuals, it is emphasized that sperm
morphological features may be related to semen volumes and necessity of studies fort he detection of
certain functional proteins in infertile individuals is emphasized.

Key Words: Male infertility; Semen analysis; Sperm length; Ezrin; N-cadherin

115



iBiS ve ark.
infertil Bireylerde Semen Hacim ve Uzunluk

GIRIS
Sperm morfolojisi degerlendirmesi infertil bireylerde
spermin fiziksel o©zelliklerini iceren bir testtir.

Rutin semen analizinde morfoloji spermin fiziksel
ozelliklerinin  gorsel olarak degerlendirilmesidir.
Mikroskobik inceleme, sperm sayisi, hareketliligi,
yuvarlak  hilicre sayisi, agllinitasyonun  varsa
derecelendirilmesi, morfoloji ve yuvarlak hicrelerin
siniflandiriimasini kapsar (Tablo 1). Saglkli bir bireye ait
sperm hiicresi bas, boyun ve kuyruk olarak 3 béliimden
olusur. Normal bir spermin morfoloji 6zellikleri Kruger
strict parametreleri ve WHO kriterleri ile belirlenmistir.
WHO kriterlerine gore spermlerin en az %30 unun
morfolojisinin iyi olmasi gereklidir. Belirlenen kriterlere
gore bas uzunlugu 5-6 um genisligi ise 2,5-3,5 mikron
olmalidir. Akrozom basin %40-%70 ini olusturmalidir.
Orta parganin genisligi 1 mikron uzunlugu ise 1.5 x bas
uzunlugu olmahdir. Kuyruk boyu yaklasik 45 mikron
uniform, orta parcadan daha ince, kivrilmamis, kirik
icermeyen boyu yaklasik 45 mikron olmalidir (1).
Testis, immunolojik olarak ayricalklidir, ve kan-testis
bariyeri seminifer tiiblllerde spermatogenez sirecine
katkida bulunur. Bu bariyerin kontrol mekanizmasinda
yer alan pek cok protein vardir (2). Ezrin bir ¢apraz
baglayici olarak kortikal hiicre iskeleti ile plazma
membran proteinleri arasinda bulunur ve membrane
ylzey yapisina katkida bulunur. Yapilan ¢alismalar
insan testisinde ezrin ekspresyonunun varhgini
gbstermistir. Ezrin plazma zarinin yeniden sekillenmesi
ile gorevli olarak proteindir ve insan sperminde
bulunup kapasitasyonda goérevlidir (3). N-kaderin
kalsiyum bagimli hiicre-hilicre yapismasi ve hiicre igi
sinyalde gorevli transmembran glikoproteindir. Yapilan
calismalarda N-kaderin sibseliler lokalizasyonu ve
dollenme ile iliskisi belirlenmistir. N-kaderin gamet
etkilesimi ile ilgili hiicresel bolgelerde lokalize edilmis
testis kokenli bir sperm proteini olarak belirlenmistir.
Gorev olarak sperm-zona pellisuda etkilesimine
katilmaz ancak sperm-oolemma adezyon ve filizyon
olaylarinda gorevlidir (4). Mikroskobik degerlendirme
sonucunda spermiyogram WHO parametrelerine
gore degerlendirilir (5). Bu bilgilerin 1siginda bu
calisma ile N-kaderin ve ezrin proteinlerinin varhg
ile birlikte sperm hacim/uzunluk degerlendirilmesi
gerceklestirilmistir.
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Tablo 1. Normal Spermiyogram Parametreleri

Parametreer Normal Deger

Semen voliimii (ml) 15

Total sperm savis 30 milyon

Sperm konsantrasyonu 15 milyon /ml

Total motilite 40 (%)

Progressive motilite 32 (%)

Vitalite 58 canli spemm (%6)

Spermm morfolojisl 4 normal formlar (%)

pH =72

Peroksidaz-pozitif 18kosit <10 milyon/ml

MAR festi <50 (%)

Immunobead test <50 (%)

Seminal ¢inko =24 (umol/gjakiilat

Seminal fruktoz =13 (umol/ejakiilat)

Seminal nétral glikozidaz 20 (mU/ejakiilat)
GEREC VE YONTEMLER

Sperm morfolojik analizleri

N=18 infertil, N=18 kontrol bireyin semen analizi
gerceklestirilmistir. 45 derecelik agi ile sperm smear
yapilarak Maygriinwald boyasi ve Giemsa boyasi
uygulanmistir. Nikon Eclipse E100 mikroskop ile
kontroll yapilarak sperm yapilarinin; bas, boyun ve
kuyruk uzunluklari, Nikon DSL arayiiziinde 6lgiimustar.
immiinofloresan analizleri

Preparatlar 1X Tris Buffer icerisinde bekletilen 10 mM
proteinaz K ile nemli ortamda 2 saat inkiibe edildikten
sonra %4 formaldehit ile 1 saat fikse edilmistir. %0.1
Triton 0.1 ml BSA inkiibasyonundan sonra Anti-
ezrin (Kat no: abcam 231907) ve N-kaderin (Kat no:
abcam 76057) hazirlanan 1:100 oranda antikorlarda
gece boyu inkibe edilmis ve PBS ile yikanmistr.
immiinofloresan mikroskop olan Olympus BX61 ile
fotograflandi. Gorintiiler, Photoshop Adobe (version
3.0) ile birlestirilmistir.

Floresan yogunluk analizleri

Sperm yayma preparatlarinda gerceklestirilen ezrin
ve N-kaderin hedef proteinin floresan yogunlugu
ImagelJ 1.45 programi (US National Institutes of Health,

Bethesda, MD;http://rsbweb.nih.gov/ij) kullanilarak
Olgllmustar.

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler GBSTAT bilgisayar programi

kullanilarak Dunnett’s test devaminda two-way ANOVA
kullanilarak, Student’s t testi giftli karsilastirmalari ile
gerceklestirilmistir. (*: p<0.05)
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Tablo 2. infertil Bireylere ait S permiyogram Analizleri

iBIS ve ark.
infertil Bireylerde Semen Hacim ve Uzunluk

Ornek 1 2 2 4 5 -] T 8 9 10 kL 12
numaralan
Par ametreler
Kam Ozgin | Ozgin  Ozzin Ozgin Ozgin | Ozmin  Ozmim | Ozgan  Cegin | Cggin | Ozsin | Ogin
pH g TS5 T g E5 3 T g 5 3 3 B
Teri Hel
Harshoatli Ei 4 3 54 51 75 33 55 55 30 5
Yerinde 2
Hassleoth b1} 3 1 1 15 B 1 7 1 1
Harshostsiz 4 23 51 4 52 37 M 45 Eid 4 L3 43
Momal 2 1 1 4% 37 33 s 40 B 50 4 36
Bag Anomzlizi L o g 31 it 6 n 40 & ES 5 4
Givda B 5 n 10 El 13 T g 3 it 0 El
Fogrruk o 1 § 3 33 16 JE] n T 16 ET vl
Ancenzlis
Vdlim (mT) 15

4 45 Bl 1 15 7 3 3 2 5 15
Lileefatsivon - -

43 el 33 35 40 B 40 40
Tiim sjzkiilat
{mly i 135 153 1375 33 T5 475 140 135 & 355 130
1o ejkiilzt 3

4 17 55 33 30 & g3+ 45 0~ T+ g

infertil Bireylere ait Semen Hacim ve Karakteristik
Sperm Analizleri
Semenanalizlerigerceklestirileninfertil bireylerde WHO
parametrelerine gore hacimsel ve morfolojik ozellikleri
izlenen ve yogun hacimde ki hastalarin degerlendirildigi
sayisal degerler Tablo 2’ de sunulmustur. Orneklerden
8, 10, 11 ve 12'de digger infertil bireylere gore 1 cc’de
olmasi gerekenden daha yiksek hacim tespit edilmistir.
(*:p<0.05)

Yilksek Semen Hacmine Sahip infertil Bireylerde
Morfolojik Boyanma Paterni

Tablo 2’de tespit edilen infertil bireylerde hacimsel
analizlere ek olarak WHO parametrelerine 6zgilin
morfolojik degisiklikler izlenmis (Sekil 1) ve kontrol
bireylere gore (Sekil 1a ve 1b) olarak izlenen hacimsel
yogunlugun oldugu semen o6rneklerinde anlamli bir
fark gozlemlenmemistir. (*; p< 0.05)

Sekil 1. Morfolojik boyama protokoli
uygulanmis sperm yayma preparatlari.

a ve b; Kontrol (fertil birey), c; 6rnek

no 8, d; 6rnek no 10, e; 6rnek no 11,
ornek no 12. Fotograflar 10x buyitme ile
gosterilmektedir. Skala bar: 50 um.
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Yiiksek Semen Hacmine Sahip Olan infertil Bireylerde
Sperm Uzunluk Olglimleri

Sekil 1'de sperm yayma teknigi ile tespit edilen sperm
genel morfolojilerine ek olarak infertile bireylerde
sperm uzunluk Olctimleri gerceklestirilmis (Sekil 2)
ve sayisal degerleri Tablo 3’de sunulmustur. Kontrol
bireylere gore (Sekil 2a ve 2b) olarak izlenen hacimsel
yogunlugun oldugu sperm uzunluklarinda anlamli bir
fark gézlenmemistir (Tablo 3). (*; p< 0.05)

Bozok Tip Derg 2020;10(1):115-21
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Semen Analizi ve Uzunluk Olgiimlerinin istatistiksel
Analizi

Hacim yogunlugu tespit edilen infertil bireylerde sperm
sayisi ve iyi morfolojideki sperm uzunluklari arasinda
zit korelasyon oldugu tespit edildi. Sperm sayisi fazla
olan bireylerde sperm uzunluklarinin daha kisa oldugu
tespit edildi. Sperm olgunlasma sirecinde o6nemli
oldugu bilinen boyun ve kuyruk uzunluklarinin yiiksek
hacimli semen analizlerinde disik oldugu tespit edildi.
(*; p< 0.05).

Sekil 2. Sperm bas, boyun ve kuyruk dlgiimlerinin yogun hacimli semen 6rnekler-
inde incelenmesi. a; 6rnek no 8, b; 6érnek no 10, c;6rnek no 11, d;6rnek no 12.

Fotograflar 40x buyltme ile gosterilmektedir.

(ANIE, 47 m

1518, 51pm =
_.—__._._ .‘-“H‘-.
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Yiiksek Semen Hacmine Sahip Olan infertil Bireylerde
N-kaderin Ekspresyonu ve Lokalizasyonu

Sekil 2’ te gozlenen morfolojik 6zelliklere ek olarak
sperm Olglimlerinde dusik uzunluk tespiti gézlenen
hacimsel olarak yogun semenlere ait sperm
analizlerinde boyun bolgelerinde ezrin ekspresyonu
gosterilmistir (Sekil 3). Secilen 6rnek semenlere ait
sperm bolgesel ekspresyonlari boyun bélgesinde tespit
edildi ve ekspresyon siddetinde 6rnek 8 ile 6rnek 10,11
ve 12 arasinda ekspresyon siddetinde artis gozlenirken,
diger 3 infertil bireyde anlamh N-kaderin ekspresyon
farki gézlenmedi. (Sekil 3a, b, c ve d.)

Tablo 3. interfil Bireylere ait Sperm Uzunluk Olgiimleri

iBiS ve ark.
infertil Bireylerde Semen Hacim ve Uzunluk

Yiiksek Semen Hacmine Sahip Olan Hastalarda Ezrin
Ekspresyonu ve Lokalizasyonu

Detayli morfolojik sperm 6l¢iimlerinde disiik uzunluk
tespiti gozlenen hacimsel olarak yogun semenlere
ait sperm analizlerinde boyun bdlgelerinde ezrin
ekspresyonu gosterildi.  (Sekil 4.) Secilen 0Ornek
semenlere ait boyun bolgesindeki lokalizasyonu tespit
edildi ve anlamh bir ekspresyonu siddetinde fark
gozlenmedi (Tablo 4).

Sperm/Ejakiilat Hasta | Ortalama Standart Referans
Sayis Sapma Aralik
Bas uzunlugu (pm) 17 4,05 1,12 346511
Bovyun uzunlugu (pm) 12 3,96* 243 1.62-2.63
Kuyruk uzunhigu (pm) 12 25,18* 2,56 36.18-
49.75
Total sperm uzunhigu (pm) 17 36,26 11,93 40.45-
54.04
Sperm konsantrasyonu (milyon) 12 3,75 234 1.2-243
Motil sperm konsantrasyonu 12 4.90 5,20 0.075-
milyon/ml) 121.91
Total sperm (milyon) 12 170 141 3-891
Bas anomalisi (%) 455 26,5 25-16

N-kaderin/DAPI

Sekil 3. Yogun hacimli semen
orneklerinde sperm immiinofloresan
boyamalari a; 6rnek no 8, b; 6rnek
no 10, c; 6rnek no 11, d; 6rnek no
12. Fotograflar 40 x buyutme ile
gosterilmektedir. N-kaderin (FITC),
Niikleus boyasi (DAPI).
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Tablo 4. Total Ezrin ve N-kaderin ekspresyonunun yogun hacimli semen 6rneklerinde sperm immiino-

floresan boyama seviyeleri. *:p>0.05

K ontrol | nfertil
Ezrin 123+ 004 435+013*
N-kaderin 157+ 034 3147 2009*

sperm say1si, n=100 her bir yayma preparatinda

Ezrin/DAPI

TARTISMA

Spermatogenez ve daha spesifik olarak spermiyogenez
sirasinda kuyruk uzamasi Sertoli ve germ hiicrelerinden
olusan seminifer tlbdllerin germinal epitelinde ortaya
¢ikar bununla birlikte Sertoli hiicre fonksiyonu basarih
sperm gelisimi ve spermatogenezin tamamlanmasini
belirler (6). Sperm bilesenlerinin toplam uzunluklarini,
ve ejakilat icindeki degiskenlik dereceleri semen
analizinde elde edilen karakteristik ozellikler ile
etkilesimdedir. Benzer sekilde daha diizgiin sperm
uzunlugu olgcimlenen spermin hareketli olma
olasiligi daha yiksektir . CASA verileri PC1 tarafindan
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Resim 4. Yogun hacimli semen

boyamalari a; 6rnek no 8, b; 6rnek
no 10, ¢; 6rnek no 11, d;6rnek

no 12. Fotograflar 20x bliylitme
ile gosterilmektedir. Ezrin (FITC),
Nikleus boyasi (DAPI)

degerlendirildigi Gizere toplam uzunluk &lg¢timlerinin
baska bir bilesenle etkisi yoktur (7). insan sperm
uzunluklari ile hacimsel yogunluk arasinda fazla bir

bilgi yoktur ve semen karakteristik 06zelliklerinin
karsilastirildigi  herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu
calisma ile sperm bilesenlerinin  uzunluklarinin

olgiimleri belirlenmis ve 6nemli regilator proteinlerin
immiunohistokimyasal analizleri yapiimistir. Bu ¢alisma
ile ilk kez, infertil bireylerde daha yliksek sperm
konsantrasyonunun ortalamanin altinda flagellum
Olgltlerine sahip oldugu gosterilmistir ve bu durumun
ejakilat icerigine bagl oldugu dusinilmektedir. Bu

orneklerinde sperm immiinofloresan
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calismanin amaci testislerdeki farkh sperm oélcitlerinin
ejakilat icerigine bagh olarak degisiminin ve sperm
gelisimindeki testise-6zgiin 6nemli motor proteinler
arasindaki iliskinin saptanmasi olarak kurgulanmistir.
Bulgularimiza gore farkli semen analizine sahip
farkh sperm olcitleri oldugu tespit edilmistir. WHO
kriterlerine gore hareketlilik degisikleri icin flagellum
ortalama uzunluklari ve toplam sperm uzunlugu
ile pozitif bir iliski bulunmaktadir. Hem flagellum
hemde toplam uzunluk arasinda anlamh bir iligki
belirlenmistir. Ortalama sperm uzunluklari ve sperm
karakteristik  ozellikleri arasinda bir korelasyon
oldugu belirlenmistir (8). Bulgularimiza gore, infertile
bireylerde ortalama sperm bas ve kuyruk uzunlugunun
yogun konsantrasyonlu semende dislik oldugu tespiti
yapilmistir. Bu durumun spermiyogenezin fizyolojik
sireciyle ve Sertoli-germ hiicre baglanti kompleksleri
etkilesimiyle oldugu distunilmektedir. Bu galisma ile
birlikte sperm uzunlugu ile sperm gelisimi arasinda
bir baglanti oldugu belirlenmis sperm morfolojik
Olgltleri analiz edilmistir. Bu Olgltler istatistiksel
olarak belirlenmistir ve sperm hiicre fonksiyonu ile
baglantisi olabilecegini dusliindirmektedir. Sperm
konsantrasyonu ve sperm aktin baglayici proteinler
ile Sertoli iliskili proteinler incelenmis buna ek
olarak sperm kuyruk olcimlerinin baglantili oldugu
belirlenmistir.

Ortalama flagellum ve total sperm uzunluklari tim
semen Ozellikleri ile fertil bireylerde pozitif yonde
anlamli olarak iliskisi oldugu bilinmekte iken infertile
bireylerde protein regiilasyonunun etkisi gdzlenmistir.
Sperm konsantrasyonu ile protein ekspresyon ve
lokalizasyonlarinda anlamli bir fark gézlenememekle
birlikte  sperm  bilesenlerinin  uzunluklarindaki
degisikliklerin farkli regllatér proteinleri etkisinde
olabilecegini distindlirmektedir.

SONUC

Sonuglarimizda ezrinin Ozellikle boyun ve kuyruk
bolgesinde ekspresyonu gosterilmistir. Boylece ezrin
lokasyonu ile semen analizlerinin iliskisi kurgulanmis
ve ileri ¢alismalar icin semen hacim, sperm uzunluk,
ve reglilator protein ekspresyonlarinin arastirilmasina
olanak saglanacagi distnilmastar. Belirli morfolojik
ozelliklere sahip spermin fertilizasyonu sagladig

iBIS ve ark.
infertil Bireylerde Semen Hacim ve Uzunluk

ancak ejakllat icerigine bagh olarak morfolojik
ozelliklerinin normalden disik syrettiginin gbzlenmesi,
spermiyogenez sirasinda belirli diizenleyici proteinlerin
de rolleri oldugunu disiindiirmekte ve spermiyogenez
fizyolojisi odakli, ejakilat spermdeki rollerinin
arastirilmasi 6n gérilmektedir.
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