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NCRMOSPERMIK, OLIGOSPERMIK ve AZOOSPERMIK OLGULARIN SEMEN
PROTEIN FRAKSiYON DUZEYLERININ SELOLOZ ASETAT
ELEKTOROFOREZ YONTEMIYLE KARSILASTIRILMASI

COMPARISON OF SEMEN PROTEIN FRACTIONS IN NORMOSPERMIC,
OLIGOSPERMIC AND AZOOSPERMIC MEN BY CELLULOSE
ACETATE ELECTROPHORESIS TECNIQUE
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Bugiine kadar yapilan calismalarda semenin degisik protein elektroforez
ydntemleriyle, protein fraksiyonlar; bulunmus ve bazi arastirmalarda bu
bulgularla infertilite arasinda iliski kurulmaya cahgilmistir. Semen, aksesuar
seks bezlerinin salgilan ve spermlerden olusmakta, bol protein icermektedir.
Calismamizda semen proteinlerini fraksiyonlarnina ayirarak, bunlann infe -
tiliteden sorumiu olup olmadiklarini saptamak amac: gudiimistar.

Semen seminal plozma ve spsrmlerden olusmaktadir. Semenin % 80'ini
yapan seminal plazma; vesicula seminalis, prostat, Cowper, Littre bezierinin
sekresyonlan sonucu interstisye! hiicrelerden salinan testosteron n etkisiy
le meydana gelmektedir. Seminal plazma ortalama 3,5 ml kadardir. Bunun
2-2,5 mi'si prostattan, 0,1-0,2 ml'si Cowper ve Littre bezlerinden geimekteuir
(1-7).

Seminal plazmada potasyum, sitrik asit, fruktoz, fosforil kolin, spermin,
serbest amino asitler, prostaglandinler ayrica asit fosfataz, diamin oksiduz,
beta-glukoronidaz, laktik dehidrogenaz, alfa-amilaz, seminal proteinaz gibi
enzimier ve proteinler bulunmaktadir. Semen % 20 kadarini olusturan sperm
ler I1se spermatogenesis sonucu testislerde olusur (1-4).

ilk olarak 1809'da Reuss, daha sonra Theorell ve Tiselius .arafindan
yapilan ¢alismalarla esas) belirlenen elektroforez yontemi esas olarak, bi-
elektriki alanda kolloidal partikiilerin hareketidir. Bu partikiillerin hareketi

{*) Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dali
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partikQllerin sekline, bilylikliglne, elektrik yiklerine, elektriki alanin genis-
ligine, tampon pH’sina, aynimanin oldudu ortam ile bu ortamin |sisina bag-
lidir (8,9).

MATERYAL VE METOD

Bu calismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali Pa-
liklinigine degigik Uriner sistem yakinmalan ile basgvuran 11 fertil erkek
(% 33, 33) Kontrol grubu, cocugunun olmamas: yakinmas: ile bagvuran 22
erkek (% 66, 67) ise infertilite grubu olarak alinmigtir. infertilite grubundan
12 olgu (% 36,36) oligospermik olup, grup I; 10 olgu (% 30,31) ise azoosper-
mik olup, grup Il olarak alinmigtir,

Her olgunun semeni dort gunlik cinsel perhizi takiben masturbasyon
yoluyla steril petri kutularina alinarak, sperm sayisina motilitesine baxii-
migtir. Sperm sayimi i¢cin Thoma Ikosit sayma pipeti ve Thoma cam kul-
lanilmigtir. Motilite icin de likefiye olmus semenden iki saat soara alinan
bir damla 6rnek, lam ve lamel arasinda incelenmis ve hareketli spermlerin
yilzdesi hesaplanmigtir.

Elektroforez igin alinan semen &rnekleri temiz cam laboratuvar tiple-
rine konarak -20° C'de derin sogutucuda saklanan semen &rnekierine, se-
liloz asetat protein elektroforez islemi Gazi Universitesi Tip Fanliltesi Bi-
yokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda uygulanmigtir. Elektroforaz islemin
de, Helena Laboratories Beaumont firmasiin hazirladidi tampon iginde tam-
ponlanan Titan Il Seliilloz asetat pldgina, otomatik mikropipetle semen 6
nekleri doldurulan oluklu érnek plék 5 saniye slire ile dokundurulmustur.
Sonra seliiloz asetat plad elektroforez kabina yerlestirilmis ve Titan Power
Supply cihazi ile 15 dakika boyunca 180 voltluk akim uygulanmistir. Daha
sonra plék boyanmig, seffaflastinimis ve Helena Laboratories Beaumont
firmasinin dansitometresinde otomatik olarak grafikleri cizilmis ve yiizde
degerleri saptanmistir (Sekiller 1, 2, 3).

Calismada elde edilen protein fraksiyon de§erlerinin ortalama.ar, stan-
dart sapmalar, standart hatalart ve dnemlilik dereceleri ile istatistiksel
testlerden “iki ortalama arasindaki farkin énemlilik testi”" ve “iki es arasin-
daki farkin énemlilik testi” uygulamas: Hacettepe Universitesi Bilgi Islem
Merkezince yapiimistir.

BULGULAR

Kontrol grubunun sperm sayisi ortalamasi 81,54 -+ 3,02 milyon/ml sperm
motilitesi ortalamasi % 73,18 + 2,80, protein elektroforezinde albumir
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Sekil 1: Kontrol grubuna ait Sekil 2: I.gruba ait bir olgunun
bir olgunun semen protein e- semen protein elektroforez grafi-

lektroforez grafigi gi

ekil 3: II.gruba ait bir olgunun
emen protein elektroforez grafi-

i

fraksiyonunun ortalamasi % 12,74 -+ 1,16, alfa-2 globulin fraksiyonunun or-
talamas: % 8,55 + 0,71, alfa-2 globulin fraksiyonunun ortalamasi % 26,29
-+ 1,92 beta globulin fraksiyonunun ortalamasi % 28,03 + 1,28 ve gamma
globulin fraksiyonunun ortalamas; % 32,08 + 1,28 olarak buiunmustur
(Tablo 1).

I. Grup oligospermik olgularin sperm sayisi ortalamast 16,16 - 2.87
milyon/ml, sperm motilitesi ortalamasi % 30,41 4- 3,34, protein elektrufo
rezinde albumin fraksiyonunun ortalamast % 9,82 - 1,27, alfa-1 globulin
fraksiyonunun ortalamasi % 12,74 + 1,16, alfa-2 globulin fraksiyonunun or-

talomasi % 45,26 + 2,17, beta globulin fraksiyonunun ortalamasi % 17,56
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+ 0,65 ve gamma globulin fraksiyonunun ortalamasi % 14,12 -~ 1,82 bu-
lunmustur (Tablo 2).

TABLO: 1
Kontrol Grubu Sperm Sayisi, Sperm Motilitesi, Semen Protein Elektro-
forez Degerleri Ortalamalan ve Standart Hatalar.

Semen Protein Elektroforezi (%) Sperm Sperm
Globulin Sayisi Motilitesi
Alb. Alfa-1 Alfa-2 Beta Gamma x 10¢/ml %
Ortalama 497 855 2620 28,03 32,08 81,54 73,18
Standart
Hatalar +0,56 10,71 +1,92 41,68 +1,29 43,02 +2,80
TABLO: 2

I. Grup Olgulann Sperm Sayisi, Sperm Motiliiesi, Semen Protein
Elektroforez Degerleri Ortalamalar ve Siandart Hatalar

Semen Protein Elektroforezi (%)

Globulin Sperm Sperm
Sayisi Motilite
Alb. Alfa-1 Alfa-2 Beta Gamma x 10¢/ml. (%)
Ortalama 9,82 12,74 45,26 17,56 14,12 16,16 40,41

Standart
Hatalar + 127 + 1,16 -4 217 <+ 065 + 19 <+ 287 -+ 334

Il. Grup azospermik olgularda protein elektroforezinde albumin frak-
siyonunun ortalamast % 3,09 - 0,32, alfa-1 globulin fraksiyonunun orta-
lamasi % 5,83 + 0,54, alfa2 globulin fraksiyonunun ortalamasi % 26,21 +
0,76, beta globulin fraksiyonunun ortalamasi % 64,76 4- 1,00 ve gamma
globulin fraksiyonunun ortalamasi % 0,00 olarak saptanmistir (Tablo 3).

Istatistiksel yonden iki ortaloma arasindaki farkin dnemlilik testi uy-
gulandiginda, semen protein elektroforezi albumin fraksiyonlar arasindaki
farkin kontrol grubu ile |. grup arasinda onemli (P <C0.01), kontrol grubu
ile 1. grup arasinda énemli (P <C0.02) ve I. grup ile Il. grup arasinda énem-
li (P<C0.001) oldugu goriiimustir.

Alfa-1 globulin fraksiyonian arasindaki farkin, kontrol grubu ile 1. grup
arasinda 6énemli (P <C0.01) ve I. grup ile Il. grup arasinda énemli (P < 0.01)
oldugu bulunmustur.
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TABLO: 3
l. Grup Olgularin Semen Protein Elektroferez Dederleri
Ortalamalan ve Standart Hatalan

Semen Protein Elektroforezi (%)

Globulin Sperm Sperm
Sayisi Motilitesi
Alb. Alfa-1  Alfa-2 Beta Gamma x 106/ml. (%)
Ortalama 3,09 5,83 26,21 64,76 0,00 0 0
Standart s '
Hatalor  +032 +054 4 076 =+ 1,00 0,00 0 -0

Alfa-2 globulin fraksiyonlan arasindaki farkin kontrol grubu iie 1. grup
arasinda onemli (P <C0.001), kontrol grubu ile ll. grup arasinda Onemsiz
(P>0.8) ve I. grup ile Il. grup arasinda &nemli (P <C0.001) oldudu sap-
tanmistir.

Beta globulin fraksiyonlari arasindaki farkin, kontrol grubu ile |. grup
arasinda onemli (P <C0.001), kontrol grubu ile Il. grup arasinda 6nemli
(P < 0.001) ve I. grup ile Il. grup arasinda 6nemli (P <C0.01) oldugu go-
rilmiistir.

Gamma globulin fraksiyonlan arasindaki farkin, kontrol grubu ile I
grup arasinda énemli (P <C 0.001), kontro] grubu ile 1. grup arasinda énemli
(P < 0.001) ve I grup ile Il. grup arasinda 6nemli (P <C0.001) oldugu bu-
lunmustur.

iki es arasindaki farkin énemlilik testi uygulandiginda, esler arasindaki
iligkinin kontrol grubunda sperm sayis| ile albumin fraksiyonu arasinda
6énemli (P << 0.001), Alfa-1 globulin fraksiyonu arasinda énemli (P < 0.001),
alfa-2 globulin fraksiyonu arasinda énemii (P < 0.001) beta globulin frak-
siyonu arasinda énemli (P << 0.001) ve gamma globulin traksiyonu arasinda
onemli (P < 0.001) oldugu saptanmigtir (Tablo 4).

Sperm motilitesi ile albumin fraksiyonu arasindaki iligkinin &nemli
(P < 0.001), alfa-1 globulin fraksiyonu arasinda énemli (P < 0.001), alfa-2
globulin fraksiyonu arasinda onemli (P < 0.001), beta globulin fraksiyonu
arasinda énemli (P < 0.001) ve gamma globulin fraksiyonu arasinda énemli
(P < 0.001) oldugu gériuimistir (Tablo 4).

Yine aym testle egler arasindaki iliskiye bakildiginda I. grup olgularda;
sperm sayisi ile albumin fraksiyonu arasindaki iliskinin énemsiz (P>0,05),
alfa-1 globulin fraksiyonuyla dnemsiz (P>0,02), alfa-2 globulin fraksiyo-

Tark Uroloji Dergisi, Ciit: 12, Sayi: 3, 1986 401



nuyla 6nemli (P<<0,001), beta globulin fraksiyonu ile dnemsiz (P>>0,5) ve
gamma globulin fraksiyonu arasinda 6nemsiz (P>0,1) oldugu saptanmistir.
Sperm motilitesi ile albumin fraksiyonu arasindaki iligki énemli (P<<0,001),
alfa-1 globulin fraksiyonu arasinda énemli {P<<0,001), alfa-2 globulin frak-
siyonu arasinda énemli (P<0,02), beta globulin fraksiyonu arasinda énemli
(P<<0,01) ve gamma globulin fraksiyonu arasinda énemli (P<C0,001) oldugu
saptanmistir (Tablo 5).

TARTISMA

Insan semen sivisinin elektroforetik caligmalarinda, sinirsiz elektrofo-
rez ve kagit elektroforezi kullaniimig, son calismalarda ise seliiloz asetat,
poliakrilamid veya agar jel elektroforez uygulanmistir (10, 11). Bizim ¢a-
ismamizda da seliiloz asetat elektroforezi uygulanmistir.

TABLO: 4

Kontrol Grubunun Sperm Sayilari ve Motiliteleri lie Semen Protein
Elektroforez Fraksiyonlarimin Karsilastiriimasi

iki Es Arasindaki Farkin Onemlilik Testi
Kontrol [ki Este Stardart Onemililik
Degisken Sayis1 Ortaloma  Hata T Degeri P Degeri Derecesi

1-3 11 76,57 3,39 22,54 P<0,001 Onemli
1-4 1 72,99 3,26 22,32  P<0,001 Onemli
1-5 11 55,34 3,44 16,08 P<<0,001 Onemli
1-6 11 53,50 3,81 14,04 P<0,001 Onemli
1-7 11 49,46 2,45 20,04 P<0,001 Onemli
2-3 " 68,20 2,84 2400 P<0,001 Onemli
2-4 11 64,62 3,19 2025 P<0,001 Onemii
2-5 1 46,98 4,64 10,10 P<<0,001 Onemli
2-6 11 45,14 1,49 3020 P<0,001 Onemii
2-7 11 41,10 2,51 16,35 P<<0,001 Onemli
Degisken 1: Kontrol Grubunun Sperm Sayisini Gosteren Dedigken
Degdisken 2: Kontrol Grubunun Sperm Motilitesini Gosteren Degisken
Degisken 3: Semen Albumin Diizeyini Gosteren Degdisken
Degisken 4: Semen Alfa-1 Globulin Diizeyini Gésteren Degisken
Degisken 5: Semen Alfa-2 Globulin Diizeyini Gosteren Degigken
Degisken 6: Semen Beta Globulin Dlizeyin Gosteren Dedigken
Degisken 7: Semen Gamma Globulin Dizeyini Gdsteren Degdisken
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TABLO: 5
I. Grup Olgularin Sperm Sayillan ve Motiliteleri lle Semen Protein
Elektroforez Fraksiyonlarimin Karsilastinlmasi

iki Es Arasindaki Farkin Onemlilik Testi
Olgu  iki Este Standart Onemlilik
Degisken Sayisi1  Ortalama  Hata T Degeri P Degeri Dereces:

8-10 12 6,34 3,13 2,01 P>0,06 Onemsiz
8-11 12 3,43 3,13 1,09 P>0,2 Onemsiz
8-12 12 29,10 4,70 6,18  P<<0,001 Onemli
8-13 12 1,40 3,1 044 P>05 Onemsiz
8-14 12 2,04 1,44 1.41 P>0,1 Onemsiz
9-10 12 50,59 2,98 6,90 P<<0,001 Onemli
9-11 12 17,67 3,38 5,21 P<<0,001 Onemli
9-12 12 14,85 5,41 2,74 P<0,02 Onemli
9-13 12 12,85 3,65 3,51 P<0,01 Onemli
9-14 12 16,29 2,26 7,18 P<0,001 Onemli

Degigken 8: I. Grup Olgularin Sperm Sayisini Gésteren Degisken

Dedigken 9: I. Grup Olgularnin Sperm Motilitesini Gosteren Degisken

Degisken 10: I. Grup Olgularin Semen Albumin Diizeylerini Gosteren De-
gigken

Degdigken 11: I. Grup Olgulann Semen Alfa-1 Globulin Diizeylerini Gdste-
ren Dedisken

Degigken 12: 1. Grup Olgularin Semen Alfa-2 Globulin Diizeylerini Goste-
ren Dedisken

Degigken 13: I. Grup Olgularin Semen Beta Globulin Diizeylerini Gosteren
Degisken

Degigken 14: I. Grup Olgularin Semen Gamma Globulin Diizeylerini Géste-
ren Degisken

1935'de Goldblatt, seminal plazmanin yitksek miktarda albumin, az
miktarda niikleoprotein, globulin ve misin icerdigini bildirmistir (12).

1943'de Ross, Moore ve Miller (13) Tiselius Elektroforezi kullanarak

spermatik sivinin alfa, beta ve gamma globulin igerdigini, fakat albumin
icermedigini bulmuslardir.

Raboch (14) kadit elektroforezi yoluyla yaptidi semen protein elektro-
forezin de serum albuminine, aifa-1, alfa-2, beta ve gamma globulin frak-
siyonlarina benzer fraksiyonlar bulundugunu bildirmistir. Lewin ve arka-
daglari (10) insan semen sivisindaki protein fraksiyonlarini seliiloz asetat
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seritlerinde ayirmiglar ve buna benzer sonuglar almiglardir. Searcy, Craig
ve Bergiusy (15) seliiloz asetat elektroforezinde seminal plazma protein-
lerinin serum alfa-1, alfa-2, beta ve gamma globulinlerden olustugunu,
ayrica seminal plazmada serum albuminine benzer bir fraksiyonun da ol-
dugunu gostermislerdir.

Moon ve Bunge (12) yaptikiari calismada seminal plazmadaki total
proteinin kimyasal dederlerini incelemiglerdir. Normal semende total pro-
tein konsantrasyonu sinirlarinin 1,6-8,4 gr/100 ml arasinda degistigini ve
ortalama dederin 3,8 gr/100 ml oldugunu bulmuslardir. Anormal semen
olarak niteledikleri oligospermik, azospermik ve sperm motilitesi dusik
semenlerde protein konsantrasyonunun 1,3-7,0 gr/ml arasinda degistigini
ve ortalama degerin 3,9 gr/100 ml oldugunu bulmuslardir. Normal ve anor-
mal olarak sinifladiklan semenierin protein konsantrasyonlan arasindaki
farkin dnemsiz oldugunu bildirmislerdir,

Calsmamizda ise, seminal sivi proteinlerinin fraksiyonlan daha kanti-
tatif deger olan ylizde (%) deder cinsinden ayri ayr hesaplanmis ve kontrol
grubundaki tim protein fraksiyoniannin sperm say, ve motiliteleri le ya-
kindan iligkili oldugu gérilmistir.

Ayni iliski 1. grupta sperm motilitesi icin gozlenirken, sperm sayisi
icin bu iligki sadece alfa-2 globulin fraksiyonunda énemli bulunmustur.

Oligospern_'lik I. grupta sperm sayisinin kontrol grubuna gére azalma-
sina karsin alfa-2 globulin fraksiyonunun kontrol grubuna gore yilikselmesi
anlamhdir.

Kontrol grubundaki sperm sayisi ile gamma globulin arasindaki ilig-
kinin 6nemliligi oligospermik grupta godsterilmemis olmasina kargin, oli-
gospermik grupta sperm sayisindaki dismeye paralel olarak gamma glo-
bulin fraksiyonundaki azalma kontrol grubu ile karsilastinidiginda. Gnemli
oldudu gérilmistlr. Azoospermik grupta gamma globulin dizeylerinin tes-
pit edilememesi de bize sperm sayisinin ve motilitesinin gamma globulin
fraksiyonu ile yakin iligkisi oldugunu bir kez daha gostermistir,

Raboch (14) ise calismasinda azoospermik grupta sperm olmamasina
paralel olarak kaybolan bir protein fraksiyonu gdsterememistir,

Bizim bu calismamizda sperm sayisinin ve motilitesinin direkt olarak
gamma globulinle iligkili oldugu sperm sayisindaki azalmanin bu frak-
siyonda da azaimaya neden olabilecedi gosterilmistir. Ayrica sperm sao-
yisindaki azalma ile alfa-2 globulin fraksiyonundaki yikselmenin iligkili ol-
dugu gosterilmigse de azoospermik grupta bu fraksiyonun kontrol grubuna
gore farklihk gostermemesi bu fraksiyonun sperm sayisinin yaninda bagka
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faktérlerden de etkilenebilecedini gdstermistir. Raboch (14) da yaptd ca-
lismada oligospermik grupta alfa-2 globulin diizeylerini normale goére yiizde
olarak daha yiitksek bulmus, fakat istatistiksel olarak dederlendirmemistir.

Oligospermik grubun albumin dlzeylerinin kontrol grubuna gére art:
masi, alfa-1 globulin diizeylerinin kontrol grubuna gére yine artmasi ve
beta globulin dizeylerinin azalmasi anlam!i bulunmustur.

Oligospermik grupta sperm sayisi ve motilitesindeki diglkligin bitin
protein fraksiyonlarini etkiledigi gésterilmistir. Normospermik kontrol gru-
buna gore oligospermik |. grupta albumin, alfa-1 ve alfa-2 globulin dizey-
lerinde artma, beta ve gamma globulin diizeylerinde ise azalma s6z ko-
nusudur. Azoospermik grupta ise kontrol grubuna gore albumin ve alfa-1
globulin diizeyleri azalmakta, alfa-2 fraksiyonu hic etkilenmemekte, beta
globuiin dizeyinin ise yikselmekte oldugu gosterilmistir. amma globulin
fraksiyonu ise hic tespit edilmemistir. Boylece azoospermik, oligospermik
ve kontrol grubunun protein fraksiyon dizeyleri arasinda biyiik farkliliklar
oldugu gézlenmigtir,

Alfa-2 globulin fraksiyonu vezikiila seminalis sekresyonu olduguna gé-
re sperm sayisi ve motilitesi azaldi§i zaman bu fraksiyon dlzeyinin art-
masi sperm motilitesi ile vezikilla seminalislerin yakindan iliskili oldugu
fikrini bize vermistir.

Lewin ve arkadaglar (10} ve Raboch (14) albumin, alfa-1, beta ve
gamma globulinlerin prostatik kaynakh oldugunu gdstermislerdir. Calis-
mamizda, gamma globulin dizeyinin sperm sayisi ile dogru orantih olarak
azalmasi ve azoospermik grupta hic olmamasi, bize gamma globulinin
prostat yerine sperm kaynakli oldugunu kamtlamistir, Boylece alfa-1 glo-
bulin dizeylerinde ylukselmeyle, beta globulin diizeyindeki azalmanin sperm
sayis: ile ilgili olmayacadi prostatik patolojiden kaynaklanabilecedi fikrini
bize vermistir. Bu sekilde motilitedeki azalmadan vezikola seminalislerle
beraber prostatin da sorumiu olabilecedi gosterilmistir.

Raboch (14) zaman iginde olgularin protein elektroforetik diizeylerinin
degdisip degismedigi sorusuna yanit vermek amaciyla, ortalama lc¢ aylik
bir zaman icinde ayni olgularda protein elektroforezini tekrarlamis ve pro-
tein fraksiyon dizeylerinde biylik bir degisiklik olmadigini géstermistir.

Semen protein fraksiyonlarinin zaman sirecinde degismemesi, bu yon-
temin semene ait kalici ve degisken patolojilerin tanisinda gtivenilir bir
yontem olabilecedi fikrini vermistir.
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OZET

Calismamizda 11 fertil, 12 oligospermik ve 10 azoospermik olgunun
semen protein fraksiyonlan seliiloz asetat elektroforez yéntemiyle karsiias:
tinlmig ve aralarinda istatistiksel 6nemli farkliliklar saptanmistir. Oligosper
mik olgularda kontrol grubuna oranla alfa-2 gobulin fraksiyonu artarken
sperm sayisindaki azalmaya paraiel olarak gamma globulin frksiyonunur,
azaldin bulunmustur. Azoospermik olgularda ise gamma globulin fraksiyo-
nunun bulunmamasi bize sperm sayisi ile gamma globulinin yakindan ilg:-
li oldugu fikrini vermisgtir.

SUMMARY

In this study, semen protein fractions by celluse acetate electrophoresis
technique in 11 fertil, 12 oligosperic and 10 azoospermic individuals havs
been compared and significant statistical differences have been showed.
Alpha-2 globulin fraction increased in oligospermic patients when compared
with the control group. Gamma globulin fraction decreased paralelly with
the sperm count, since azoospermic cases have no gamma globulin fractior,
we thought that there was a relationship between globulin and ihe sperm
count.
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