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OZET

[MENTESOGLU, Pelin]. [infertil vakalarda sperm DNA fragmantasyon indeksi ve
semen galectin-3 miktarinin tespit ve korelasyonu], [ Yiiksek Lisans Tezi], Ankara, [2018].

Galektin-3, lektin ailesinden bir proteindir. Galectin-3 immiin modiilasyon ve kanser
progresyonunda yeralsa da, erkek tireme sisteminde Galectin-3 ekspresyonunun etkileri
aragtirllmalidir. Sertoli hiicrelerinde spermatogenezi destekleyen Galectin-3'iin ve
seminal plazmada prostazomlarda saptanmasi, bu proteinin spermatogenezis veya sperm
fonksiyonu {izerindeki diizenleyici roliinii gosterir. Bu calisma, infertil erkeklerin
seminal plazmasindaki Galectin-3 diizeylerini tespit etmek icin tasarlanmistir. Tespit
edilen Galectin-3'in, temel semen parametreleri ve DNA fragmentasyonu ile
korelasyonu, sperm kalitesi ve miktar1 ile iliskisini saptamak icin yapildi. Calisma
popiilasyonu 152 infertil erkekten olugsmaktadir. Dislama kriterleri sunlardir: tibbi oykii /
fizik muayene, subklinik genital enfeksiyonlar, kriyoterapi, kanser, varikosel, agir sigara
icenlerde (> 20 sigara / glin) anormallikler ve azoospermi. Semen &rnekleri, 2-5 giin
cinsel perhizden sonra mastiirbasyon ile elde edildi ve steril kaplarda saklandi. Temel
semen parametreleri DSO kriterlerine gore degerlendirildi (WHO, 2010). Toplam
progresif sperm sayist (TPMSS) hesaplandi [(toplam ejakiilasyona giren sperm sayist x
progresif hareketli sperm) / 100]. Oligozoospermi sperm sayist <15mil / ml olarak
tanimlandi. Kalan oOrnek, daha once tarif edildigi gibi DNA fragmantasyonunun
saptanmasi i¢in sitometri testi i¢in kullanilmistir (Erenpreisa ve ark., 2003). DNA
fragmantasyon indeksi (DFIL,%) anormal DNA konformasyonlu sperm hiicrelerinin
normal olanlara orani olarak tanimlandi. Seminal plazmadaki Galectin-3, ticari olarak
temin edilebilen bir kit (iSystem, Abbott) tarafindan kemiliiminesans reaksiyonu ile
analiz edildi. Hastalarin yas ortalamasi 34.67 = 5.43 yil (en az 24 maksimum 52) idi.
Olgularm% 16.4'linde oligozoospermi vardi ve % 83.5'inde normozoospermi vardi
(=15mil / ml). Oligozoospermi ve normozoospermi olan hastalarin yas ortalamasi
benzerdi (p> 0.05). Olgularin ortalama DFI's1t % 24.27 idi. DFI, oligozoospermilerde
normozoospermilere  gére  anlamli  olarak  daha  yiiksekti, TPMSS ise
normozoospermilere gore oligozoospermilerde anlamli derecede diisiiktii (% 25 vs. %
21, p = 0.03 ve 0.54 vs. 18.60 x 106, p <0.001). Vakalarin Galectin-3 diizeyleri
ortalamasi 216 ng / mL (min 8.6 ng / mL -max 794 ng / mL), oligozoospermi grubunda
162 ng / mL ve normozospermi grubunda 90 ng / mL idi (p> 0.05). Tiim hastalarin
verileri analiz edildiginde, ne DFI ne de Galectin-3 seviyeleri, semen parametreleriyle
korele degildi. Oligozoospermi grubunda Galektin-3 diizeyleri progresif hareketli sperm
sayisi ile negatif korelasyon gosterdi (r = -0.479; p = 0.024). Daha 6nce yayinlanmis
makalelerde  Galectin-3, seminal plazma iginde prostasomlarda tanimlandi.
Prostasomlar, sperm hareketliligini arttirmak i¢in intra prostasomal kalsiyum
depolarinin verilmesiyle sperm ile birlesir. Normozoospermi vakalarinda konvansiyonel
sperm analizi ve DFI'nin Galectin-3 seviyeleri ile korelasyon géstermemesine ragmen,
bu c¢alismanin sonuglari, seminal plazma Galectin-3 seviyelerinin, oligozoospermi
grubunda progresif motilite ile negatif korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu nedenle,
verilerimiz Galectin-3'iin sperm islevindeki roliinii gosterebilir. Galectin-3'iin insan
spermatogenezisindeki ve sperm fonksiyonundaki olast roliinii aciklia kavusturmak
icin daha biiyiik 6rneklerle gelecek ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Sozciikler : Sperm, Galectin-3, DNA, Fragmantasyon, Prostasom
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ABSTRACT

[MENTESOGLU, Pelin]. [Identification and correlation of sperm DNA fragmentation
index and siren galectin-3 amount in infertile cases], [Master's Thesis] ANKARA,
[2018].

Galectin-3 is a protein from a large growing family of animal lectins. Although
Galectin-3 is involved in immunomodulation, and cancer progression, the implications
of Galectin-3 expression in the male reproductive tract needs to be investigated. The
detection of Galectin-3 in Sertoli cells, that support spermatogenesis, and in
prostasomes in seminal plasma implies a regulatory role of this protein on
spermatogenesis or sperm function. This study is designed to explore the levels of
Galectin-3 in seminal plasma of infertile men. The correlation with basic semen
parameters and DNA fragmentation were performed to identify the association with
sperm quality and quantity. The study population is composed of 152 infertile men.
Exclusion criteria is as follows: abnormalities in medical history/physical examination,
subclinical genital infections, crytptorcidism, cancer, varicocele, heavy smokers (>20
cigarettes/day), and azoospermia. Semen samples were obtained by masturbation after
2-5 days of sexual abstinence and stored in sterile containers. Basic sperm parameters
were evaluated according to World Health Organization criteria (WHO, 2010). Total
progressive sperm count (TPMSC) were calculated [(total ejaculated sperm count X
progressive motile sperm)/100]. Oligozoospermia were defined as sperm count
<15mil/ml. The remaining sample were used for cytometry test for detection of DNA
fragmentation as described earlier (Erenpreisa et al., 2003). DNA fragmentation index
(DFI, %) were defined as the proportion of sperm cells with abnormal DNA
conformation. Seminal plasma Galectin-3 were analysed by chemiluminescence
reaction by a commercially available kit (Architect iSystem, Abbott). The mean age of
the patients were 34.67+5.43 years (minimum 24 maximum 52). 16.4% of cases had
oligozoospermia and 83.5% had normozoospermia (=15mil/ml). The mean age of the
patients with oligozoospermia and normozoospermia were similar (p>0.05). The mean
DFI of the cases were 24.27%. The DFI was significantly higher and TPMSC were
significantly lower in oligozoospermia compared to normozoospermia group (25% vs
21%, p=0.03 and 0.54 vs 18.60 x 10°, p<0.001; respectively). The mean Galectin 3
levels of all cases were 216 ng/mL (min 8.6 ng/mL -max 794 ng/mL), 162 ng/mL in
oligozoospermiaspermia and 90 ng/mL in normozospermia group (p>0.05). When data
of all patients is analysed, neither DFI nor Galectin-3 levels were correlated with semen
parameters like sperm count, motility, morphology, and TPMSC. In oligozoospermia
group, Galectin-3 levels were found to be negatively correlated with progressive motile
sperm count (r= -0.479; p=0.024). In the previously published articles, Galectin-3 was
identified inseminal plasma in prostasomes. And prostasomes fuse with sperm in vitro,
to increase sperm motility by delivery of intra-prostasomal calcium stores. Although,
conventional semen analysis and DFI were not correlated with Galectin-3 levels in
normozoospermia cases, the results from this study shows that there is negative
correlation of seminal plasma Galectin-3 levels with progressive motility in
oligozoospermia group. Therefore, our data might indicate the role of Galectin-3 in
sperm function. In order to clarify the possible role of Galectin-3 in human
spermatogenesis and sperm function, future studies with larger samples are needed.

Key Words : Sperm, Galectin-3, DNA, Fragmentation, Prostasom
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1. GIRIS
1.1 ARASTIRMANIN ONEMI

Spermatogenezde rolii oldugu gosterilen lectin tiirevi olan Galectin-3 proteini ile ilgili
insan ¢alismasi literatiirde mevcut degildir. Hayvan ¢alismalarina dayanan bilgilerden
elde edilen veriler Galectin-3 proteininin de spermatogenezde rolii olabilecegini
desteklemektedir. Bu veriler 1s18inda infertil erkeklerde semen parametreleri, Galectin-3

proteini ve sperm DFI ve bu parametrelerin korelasyonu arastirilmasi planlanmaktadir.
1.2 ARASTIRMANIN AMACI

Bu calismada birincil amag, sperm DNA kiriklarinin ve Galectin-3 diizeylerinin infertil
hasta popiilasyonunda tespitidir. Ikincil olarak, bu parametrelerin semen parametreleri
ile korelasyonunun incelenmesi amaglanmistir. Son olarak da, sperm DNA kiriklarinin

ve Galectin-3 diizeylerinin iliskili olup olmadigini tespit edilmesi planlanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 INFERTILITE

Infertilite bir y1l boyunca giftlerin herhangi bir korunma ydntemi kullanmadan diizenli
cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edememesi durumuna denir. Infertilite problemi
ciftlerin %10-15‘ini etkileyen bir problemdir. Normalde bir ciftin her ovulasyon
doneminde gebe kalma sans1 %25°dir. Korunmayan ciftlerin %57’si ilk 3 ayda %72’si
ilk 6 ayda %85’i ise 1 yilda gebe kalabilmektedir (1). Yardimci: Ureme Teknikleri
(YUT) infertil ciftlerin problemlerini yiiksek basar1 oranlari ile gideren bir segenektir.
YUT, IVF (in-vitro fertilizasyon) ve ICSI (mikroenjeksiyon) gibi tedavileri icerir. ilk
basvuruda infertilite sebebi arastirllir ve cifte uygun tedavi yontemleri secilir.
Giintimiizde infertilite nedenlerinin % 20'si sadece erkek, % 40'1 sadece kadin , % 30u
hem kadin hem erkek faktoriidiir. Bunun disinda kalan %10 ise erkek ve kadin ilk
degerlendirmede normal ¢ikmasina ragmen hala gebelik elde edemeyen hastalar yani
aciklanamayan infertilite grubundan olusur (1). Agiklanamayan infertilite tanisi
koyabilmek i¢in sperm analizinin normal, kadinin ovulatuar ve Fallop tiiplerinin patent,
ek olarak da endometriyal patolojisinin olmadig teyit edilir. A¢iklanamayan infertilitesi
olan ciftlerde standart testlerde bir anomalilik gdéziikmedigi halde, sperm veya oosit
fonksiyonunda anomalilik veya dollenmede problemler, implantasyon ve embriyo
gelisim bozukluklarina rastlanabilir. Ayrica, artan kadin yas1 infertil ¢iftlerde olumsuz
bir faktordiir. Zamanla artan kadin yasi ¢iftlerin gebelik ve fertilizasyon oranlarim
diistirmektedir. Bu sebeple agiklanamayan infertilite hastalarinda kadin yas1 gz oniine
alinarak tedavi siireci ¢cok ertelenmemelidir. Ek olarak, son yillarda bu ciftlerde iistiinde
durulan diger bir olumsuz faktor ise eslik eden artmis sperm DNA fragmantasyonudur.
Halen rutin olarak uygulanmasi 6nerilmese de, tespit edildiginde yiiksek sperm DNA
fragmantasyon indeksi (DFI) tedavi sonucunu olumsuz etkileyen bir diger faktordiir (2).
Infertilite sebebi ile YUT merkezlerine basvuran c¢iftlerde erkek degerlendirmesi igin
standart semen analizi ve muayene uygulanir. Hasta hikayesi detayli alinir. Daha 6nce
gecirilmig operasyon hikayesi not edilir. Varikosel, enfeksiyon hastaliklari, 1siya ve
radyasyona maruziyet bilinmelidir. Semenin incelenmesi ilk basamaktir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) kriterlerine gére semen analizi yapilir (3). Bu inceleme sperm hiicresi

say1s1, morfolojisi, motilitesi, aglitinasyonu, voliimii gibi parametreleri igermektedir.



Semen analizi i¢in 0rnek alinirken steriliteye dikkat edilmeli ve cinsel perhiz siiresi 3-7

giin araliginda olmalidir.

2.2 DSO KRITERLERINE GORE NORMAL KABUL EDILEBILEN SPERM
PARAMETRELERI (3)

« Hacim:15ml(1,4-1,7)

e pH:7,2-8,0

+ Konsantrasyon : 15 milyon/ml (12 -16)

+ Total sperm konsantrasyonu : 39 milyon / ejekiilat (33 -46)
» Progresif motilite : %32 (31 - 34)

» Total (Progresif + non progresif) : % 40 (38 - 42)

* Morfoloji: % 4.0 (3.0-4.0)

Semen analizinde spermatozoa goriilmemesi halinde 3000 devirde 15 dakika santrifii
edilerek tekrar mikroskop altinda dikkatlice gozlemlenmelidir. Hala sperm hiicresi
bulunamayan vakalar azoospermi olarak kabul edilir. Bunun disinda morfolojik olarak
%A4'ten az normal sperm hiicresi var ise bunlara teratozoospermi denir. Sperm sayisi
yukarida belirtildigi gibi 1 ml basina 15 milyonun altinda ise oligozoospermi, total
motilite %40'dan az ise astenozoospermi olarak kabul edilir. Semen hacmi 1,5 ml az
veya hi¢ ejekulat yok ise retrograt ejekulasyon veya kanal tikanikliklar1 géz oniinde
bulundurulur. DSO semen analiz kriterlerine ek olarak sperm fonksiyonlarin1 gdsteren
ileri analiz testleri de mevcuttur. ilk basamak ve rutin infertilite pratiginde bu testler

kullanilmamaktadir. Gerekli hastalarda secilerek uygulanabilir.
Bu testler:

+ Canhlik (vitalite) testi

» Sperm antikor Testi

* Mixed anti-globiilin reaksiyon test



* Immunobeat binding test
» Sperm penetrasyon testi
* Hemizona assay

* Hypoosmotik sisme testi

2.3 SPERM DNA FRAGMANTASYONU

DNA hasari, sperm hiicrelerinin genetik materyalinde biyolojik yada g¢evresel etkiler
sonucu meydana gelen hasarlardir. Son giinlerde sperm DNA fragmantasyonunun
infertilitedeki rolii ile ilgili ok sayida makale yaymlanmustir. Ozellikle aciklanamayan
infertilite grubunda artmis DFI olumsuz etkisi tartisilmaktadir. Mevcut sperm DNA
kiriklari, DNA onarim mekanizmalariyla ve/veya oosit tarafindan telafi edilemeyecek

diizeyde ise gebelik olusumunu ve erken embriyo gelisimini olumsuz etkiler (4).

2.4. SPERM DNA FRAGMANTASYONU NEDENLERI

2.4.1.Cevresel Faktorler (5)
« Radyasyon maruziyeti,

* Sigara kullanima,
« Kemoterapi,
* Yiiksek 1siya maruziyet,

+ Gonadatoksik ajanlar,



» Genital kanal enfeksiyonlar,

» Varikosel

2.4.2.Biyolojik Faktorler

Sperm DNA fragmantasyonu ile sonug¢lanan 3 olay su sekilde siralanabilir; apoptozis,
ROD ve anormal kromatin paketlenmesi.
a) Apoptozis

Iki farkli hiicre 6liimii vardir: Nekroz ve Apoptozis. 1983 yilinda Duke ve arkadaslar:
jel elektroforezi ile apopitozis endoniikleazlarin aktive olarak karakteristik DNA
kiriklarina neden oldugunu gostermistir (6). Bu sayede apopitotik hiicre 6liimiiniin
genetik kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla ortaya ¢ikan bir hiicre 6liimii oldugu
ispatlanmigtir. Canlilarda hiicre bdliinmesinin énemi kadar hiicre 6liimiiniin de dnemi
biiyiiktiir. Hiicre sayisinin kontrolii doku biiyiikliigii homeostaz mekanizmastyla kontrol
edilir. Cok hiicreli canlilarda istenmeyen hiicrelerin oliimleri programlanmis bir
eliminasyon mekanizmasidir. Bir dokuda bulunmasi gereken hiicre sayis1 mitoz
boliinme ve apopitozisin homeostazik dengesiyle korunur. Giinde yaklasik 1 milyon
hiicre apopitozis ile yok edilir ve yerlerine yeni hiicreler yapilir. Bu hizda devam ettigi
stirece 24 ayda biitiin viicut agirlig1 yenilenmis kabul edilir. Apopitotik hiicreler saglikli

dokular iginde homojen dagilmis bir bigimde bulunur.
Organizmada Apopitozun Rol Aldig1 Fizyolojik Olaylar (6)

* Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde (Miiller ve Wolf Kanallarinin olusumu

, Kalp gibi Bazi i¢ organlarin liimenlerinin olusumu )

* Menstrual siklusta endometriyum hiicrelerinde, menopozda folikiil atrezisi,

laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda.



e T lenfositlerinin kontroliinde, immatiir B lenfositlerinin gelisi gibi immun

sistemin diizenlenmesinde.

Apopitozisin  sebep oldugu biyokimyasal degisikliklerden biri de DNA
fragmantasyonudur. Hedef proteinlerden biri olan DNA, endoniikleaz ile ¢apraz bag
yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirirler.
Cekirdek igine giren Ca*® ve Mg bagimli endoniikleaz, DNA kiriklari olusturur.
Kiriklar niikkleozomlarin arasindan mono veya oligoniikleozomal olarak meydana gelir.

180 baz ¢ifti ve katlar seklinde kirilma olusur.
Spermatogenez ve Apopitoz

Spermatogenez sirasinda, spermatid hiicrelerinin gelisimi ve farklilagiminin yanisira
sperm hiicrelerinin 6limii de goriiliir. Testikiiler germ hiicre apopitozisi fizyolojik ve
devamli olarak hayat boyu siire gelir. Apopitozisin spermatogenez siirecinde iki gorevi
vardir. Birincisi Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenebilecek sayida germ hiicre
popiilasyonunu simirlandirmak; ikincisi anormal spermatozoon hiicreleri arasinda
eliminasyon yapmak ve sayilarmi azaltmaktir. Apopitozis mekanizmasinda bazen
hatalar da goriilebilir ve Sakkas 1999 (7) yilinda apopitotik eliminasyon sonucu
ejekiilattaki spermatozoonda goriilen apopitozisi abortif apopitozis olarak tanimlamis ve

bazi hiicrelerin apopitozisten kactigini 6ne stirmiistiir.

Apopitozis hatali genetik bilginin embriyoya ge¢mesini engelleyen son basamaktir.
Ozellikle testislerde spermatogoniumlarin %75’ini yok eden bir basamaktir. Bu hiicreler
islev goremeyecek ya da hatali sayilabilecek genetik materyale sahip hiicrelerdir.

Apoptozisden kagan hiicrelerin ejekulatta tesbiti artmis DFI olarak ifade edilir.
b) Reaktif Oksijen Deriveleri (ROD)

Oksijen insan yagami i¢in muazzam derecede gerekli bir molekiildiir. Normal metabolik
aktiviteler sirasinda ortaya ¢ikan bazit ROD viicuda zarar verme potansiyeline sahiptirler
(8). Genellikle serbest radikallerden olusan ROD oksijen molekiiliiyle karsilastiklarinda
kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlaridir (9) Serbest radikaller, dis
atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren yiiksek

enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Bu ¢iftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik



bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok
biyolojik zarar verirler. Son yapilan arastirmalar 1s1ginda, bu serbest radikallerin
yaslanmay1 tegvik ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt,
bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok
hastaliga sebep olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (8). Canli hiicrelerdeki oksijen
metabolizmasi, ¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler, cesitli tibbi tedavi yollar1 ve
kontamine sular gibi bir¢ok etmen kag¢milmaz bir sekilde ROD olusumuna yol
agmaktadir. Bu radikallerin baslicalari; tekli oksijen , stiperoksit anyonu (O2-), hidroksi
(OH), peroksi (ROO) ve alkali (RO) radikalleridir (10). Reaktif oksijen tiirlerinin
zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma sistemleri serbest radikalleri kontrol
altinda tutmaktadir (8). Asagidaki cizelgede pre-oksidan faktorler ve antioksidan

savunma sistemleri arasindaki denge gosterilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Oksidan kaynaklari ve antioksidan savunma sistemleri (8)

Oksidan Antioksidan

Sigara Dumani Stiperoksit Dismutaz
Egzersiz Katalaz

Atesli Hastaliklar Glutatiyon
Radyasyon Ubikinon

Coklu Doymamis Yag Asitleri ile zengin Selenyum

bir diyet

Iskemi Urik asit
Karsinojenler E — C vitamini

Oksidan-antioksidan dengesi bozuldugunda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. ROD iki

gruba ayrilir: Oksijen merkezli radikaller ve radikal olmayan oksijen tiirleri

Oksijen Merkezli Radikaller
» Siiperoksit ( Oz¢")

* Hidroksil ( OHe)

» Peroksil (RO¢)
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» Lipid peroksil (LOO¢)

Radikal Olmayan Oksijen Tiirleri
» Hidrojen Peroksik ( H,O;)

» Hipokloroz Asit (HOCI )
* 0Ozon (0y)
» Single Oksijen

ROD’nin Biyomolekiiller Etkileri

Lipid: Lipitler biyomolekiiller arasinda serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas
olanidir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve poliansatiire (doymamis) yag asitleri
(PYA) serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer, lipit peroksidasyonu olusturur.
Hiicre membranlarinda lipit serbest radikalleri (LSR) ve lipit peroksit radikallerinin
(LPR) olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROD) neden oldugu hiicre hasarmin 6nemli

bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Protein: Proteinler serbest radikallere karsi yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal zararindan etkilenme derecesi amino asit baglanma
sekillerine baghidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden

kolaylikla etkilenirler.

Karbonhidratlar: Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli iirlinler meydana

gelir ve gesitli patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar.

Niikleik Asit ve DNA: Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA nin
yapisal biitiinliigiinii etkiler ve hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar. Hidroksil
radikali (OHe¢) deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol
acar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H202)
membranlardan kolayca gecer ve hiicre ¢ekirdegine ulasir. Sonunda DNA kalici
"oksidatif hasara" ugrar. Eger hidroksil radikalleri DNA'ya yakin olusursa, purin ve

pirimidin bazlarina saldirarak mutasyonlara ve hatta hiicre 6liimiine sebep olabilirler.
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Lokositler: Erkek semeninde 10kositoz enfeksiyonu isaret eden bir gosterge olarak kabul
edilir. Normalde 16kositler infertil erkeklerde hiicrelerin %10 — 20’si oraninda bulunur.
Semendeki 16kositlerin kaynagi epididim ve prostattir. Nadiren de olsa fertil bireylerde
de 1o6kosit goriilme ihtimali vardir. Lokositlerin %60-70'ini polimorf niikleuslu
notrofiller olusturur. Mikroorganizmalara karsi miicadele verirken ortama siiperoksit
anyonu (O2 <—) salarlar ki bu da diger ROD ve iyonlarla reaksiyona girerek ya da
dismutasyon ile hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OHe ) veya hipoklorid gibi
diger toksik maddelerin olugsmasina neden olur. Lokosit, spermatozoona gore 100 kat

daha fazla ROD iiretebilir.

Serbest oksijen radikallerinin iiretimi, semeninde lokosit bulunan bireylerde anlamli
olarak daha fazladir. Saglikli semen 6rnegi ve yiiksek 1okosit iceren semen Ornegi
karsilastirildiginda DNA hasar1 anlamli derecede artis gosterir. Eger semende 16kosit

konsantrasyonu 3 milyon/ml'yi gegerse fertilizasyonda anlamli bozulma gézlenir.

Spermatozoon: ROD'nin ikinci kaynagi spermatozoonun kendisidir. Erken evre
spermatositler, yuvarlak ve uzamis spermatidler aym diizeyde ROD yaparlar.
Epididimisteki heniiz maturasyonunu tamamlamamis spermatozoon yiiksek oranda
ROD iiretmektedirler. Matiirasyonu bozulan spermatozoon spermiyogenezin son
evresinde fazla sitoplazma artigin1 atamaz. Sonugta spermatozoon normalden daha fazla
ROD yapar ve oksidatif stres belirtileri verir. Zaten ROD diizeyi yiiksek olan
semenlerde glikkoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi de artmistir. Bu enzim sitoplazmik

artigin fazla oldugu semen orneklerinde yiikselmektedir .
ROD, Sperm ve DNA Hasar1 Arasindaki Iliski

Sperm membraninda ¢ok miktarda doymamis yag asiti vardir. Stoplazmalarinda az
miktarda antioksidan maddeler bulunur dolayisiyla ROD’e karsi hedef haline
gelmektedir. DNA Reaktif tiirevleri karsilasmasi sonucu DNA iizerinde kiriklarin
olusmasina, DNA-Protein hatali baglanmasina, Pilirin-Pirimidin degisikliklerine
sebebiyet verebilir. Buna karsilik sperm DNA’sinin paketlenmesindeki protaminlerin

varligi ROD’e kars1 koruma saglamaktadir.

c) Anormal Kromatin Paketlenmesi
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Okaryotlarda en siki paketlenen genetik materyal sperm DNA’sidir. Somatik
hiicrelerden en az 6 kat daha fazla sikilasmistir. Sperm hiicrelerindeki kromatin
katlanmasi somatik hiicrelerden farklidir. Spermiyogenezis esnasinda niikleer histon
proteinleri Once yerini ara proteinlere sonra ise protaminlere birakir. DNA boyutu
itibariyle sperm bas kismina siamayacagindan protaminler sayesinde halkasal bir sekil
alir ve sperm basina yerlesir. Katlanmalar diizenli olmadig1 takdirde spermlerin islevini
diizgiin  gormesi olumsuz etkilenir. Kromatin katlanma evresini  diizgiin
tamamlayamayan sperm hiicreleri DNA fragmantasyonuna sahip spermler olarak

adlandirilir (11).

2.5. SPERM DNAFRAGMANTASYONU TESTLERI

Sperm DNA Fragmantasyonu testleri direkt ve indirekt yontemler olmak iizere ikiye

ayrilir.

1) Direkt yontemler: Direkt olarak DNA kiriklarini tespit eder: Tunel ve Comet Assay,

In situ nick translation (12).

i) Indirekt yontemler : Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), Sperm Chromatin
Dispersion Test (SCD), Acridine orange test (12).

2.5.1.Sperm Kromatin Biitiinliigii Testi (SCSA)
25 yil 6nce kesfedilmis bir yontemdir. Anormal kromatin yapisindaki DNA normal
kromatin yapisina sahip olanlara gore 1siya ve asite karst daha dayaniksizdir. SCSA
akridin oranj testinin bazi Ozelliklerini kullanir. Asitle indiiklenmis olan sperm

hiicrelerinin DNA'sinin duyarliligini 6lgmektedir.(13)

DNA Fragmantasyonu bulunan spermler, Normal DNA biitiinliigiine sahip spermlere
gore daha fazla boya alir. Flow Sitometrisi ile boya alan spermler almayan spermlerden
tek tek ayirt edilip bilgisayar programi ile bir grafik tizerinde gosterilir ve buradan Hasarl

DNA'ya sahip spermlerin yiizdesi belirlenir.
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Sekil 1. Sperm Kromatin Biitlinliigii Testi goriintiisii (13)

2.5.2.Acridine Orange Testi (AOT)
Acridine orange niikleik asitlere 6zgili katyoknik floresan bir boyadir. Ciftzincirli
DNA'ya baglandiginda ortaya ¢ikan gostergeler ile mRNA ya da tek sarmal DNA'ya
baglandiginda ortaya c¢ikan gostergelerin farkli olmasi prensibine dayanir. Bu
teknigin tespitinde floresan mikroskop kullanilir. Teknik hizli basit ve ucuz bir
yontemdir fakat renk ayriminin kolay yapilamamasindan ve renklerin

bozulmasindan dolayi giivenilirligi disiiktiir (14) (15).
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Sekil 2. Akridine Orange Testi mikroskop goriintiisii. (16)

2.5.3.Toluidine Mavisi Testi(TB),
TB anormal paketlenmis kromatinlerin tespitinde biitiinliigli bozulmus kromatinler
arasina girerek sperm hiicresinin mavi renge boyanmasina sebep olur. DNA
fragmantasyonuna sahip olmayan sperm hiicrelerine goére hasarli olanlarin fosfat
rezidiileri boyalara daha duyarlidir. Bundan dolayr hasarli spermler 151k

mikroskopunda koyu mavi goziikecektir. (15)

2.5.4.Aniline Mavisi Testi
Anilin blue asidik bir kimyasal yapiya sahiptir. Kromatin biitiinliigii bozulmus
spermler rezidiiel histonlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bu histonlar kromatin
paketlenmesini olumsuz etkiler dolayisiyla anilin mavisi gibi boyalara duyarlilig

artirir. Hasarli spermlerin mavi géziikmesine sebep olur (17).



15

C). TN
o A = NN
é;‘ :(F". ‘
L4 o;.‘ «”
. -M... » S\ . "~ <
" i \ - .. \1. .
&~
” “' O. g Q
o © '.ﬁz

Sekil 3. Aniline mavisi testi mikroskop goriintiisii (18).

2.5.5.The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase- Mediated Deoxyuridine
Triphosphate (dUTP) Nick End Labeling Testi (TUNEL)
Tek veya ¢ift zincir DNA kiriklarina tdt enziminin katalize ettigi bir reaksiyon ile
DUTP birlestirilir ve bu sekilde isaretlenen spermler hasarli kabul edilir. Toplam

sperm populasyonuna gore oranlanarak DFI belirlenir.

TUNEL (<)

"

y

TUNEL (+)

Sekil 4. TUNEL Testi Goriintiisii (19)
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2.5.6.1n Situ Nick Translation testi (NT)
NT, TUNEL ile benzer bir mekanizmaya dayanir. DUTP'in fragmantasyonlari
DNA'lar ile birlesmesi ilkesiyle ¢alisir. TUNEL yoOnteminin aksine sadece tek zincir

DNA kariklarint gosterir. Diisiik hassasiyetli bir testtir ve basit kullanimlidur.

Sekil 5. NT Testi goriintiisii (20)

2.5.7.Tek Hiicre Jel Elektroforezi Testi (COMET)
Comet Direkt DNA hasar1 tespit yontemlerinden biridir. Yogunlugu azaltilan
spermler agaroz jele yerlestirilip floresan DNA baglayan boya eklenmis
elektroforetik bir gradient ile etkilesime maruz birakilir. Sonra da diisiik molekiil
agirhigina sahip olan DNA pargalar1 elektroforez sirasinda harekete gecer ve
kuyruklu yildiz goriintiisii olusturur. Yiiksek molekiil agirlikli , yani sperm DNA
biitiinliigli bozulmamis DNA'lar hareket etmez. DNA kirigma sahip spermlerde

kuyruk uzunlugu artar ve floresan biitiinliigii goriintiilenerek degerlendirilir.
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Sekil 6. COMET Gériintiisii (21)

2.5.8.Sperm Kromatin Dagilim Testi (SCD)
Sperm Kromatin Ayrilma testi sperm DNA fragmantasyonu tespitinde direkt
yontemlerdendir ve yogunlastirma prensibine dayanir. Bozulmamis spermler agaroz
matriks jele yerlestilir ve denatiire olmasini saglamak igin asit soliisyon eklenir.
Sonra sperm membrani ve proteinlerinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in bir tampon
daha eklenir Bu soliisyondan sonra niikleotid santral bir kor etrafinda ayrilmis DNA
halkalarina bagli periferal bir halo goriintiisii olusturur. Normal DNA hasarina sahip
spermler genis halo olusturur digerleri ise kiiglik halolar olusturur ve total

spermlerden DNA hasarli olanlar oranlanarak DFI tespit edilir.

DFT tespiti amaci ile yapilan bu testlerin prensipleri, yontemler arasindaki farklar,

avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.



Tablo 2. Sperm DNA Fragmantasyonu testleri (22) (23).
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Prensip Yontem Avantaj Dezavantaj
SCSA DNA Akim Standardize Ozel ekipman
denatiirasyonu | sitomerisi olmasi,duyarlilig | gerektirir
na duyarlilik 1 yuiksek, klinik
olarak 6nemli
AOT DNA Floresan Basit ve ucuz Kisiler arasi
denatiirasyonu | mikroskopis degerlendirme farki
na duyarlilik [ ve diger testlerle
korele degil
TUNEL Tek ve ¢ift Akim Duyarlilig1 Ozel ekipman
zincir kiriklar1 | sitometrisi, | yiiksek, klinik gerektirir,
Floresan olarak 6nemli Laboratuvarlar arast
mikroskopis degerlendirme
[ farkliliklar
COMET | Tek ve gift Tek hiicre Duyarlilig1 Zaman alici,
zincir kiriklar1 | elektroforezi | yiiksek, standardize olmamis
, Floresan kantitatif bir test
mikroskopis
[
ANILIN Lizin Parlak alan | Basit ve ucuz Kisiler arasi
MAVi rezidiilerini ve | mikroskopis farkliliklar,
BOYAMASI | artik histonlart | i Heterojen boyama
boyar
TOLUIDIN | Fosfat Parlak alan | Basit ve ucuz Laboratuvarlar arasi
MAVI rezidiilerini mikroskopis degerlendirme
BOYAMASI boyar i farkliliklari,heteroje

n boyama
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2.6. SPERM DNA FRAGMANTASYONU INFERTILITEYE ETKiSi VE
ONEMI

2.6.1. Konvansiyonel Semen Parametreleri ve DFI Tliskisi

In-vivo ve in-vitro orneklerde sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi,
fertilizasyon orani ile koleredir (24). Sperm DNA hasarinin olumsuz klinik sonuglarla
baglantili olabilecegine dair biriken kanitlar 1s1ginda, sperm kromatin biitiinliigiiniin
incelenmesi, androloji laboratuvarlarinda tanisal Onemli bir ara¢ olarak

kullanilmaktadir.

Son yillarda, sperm DNA hasar1 ile semen parametreleri arasindaki korelasyonun
dokiimente edilmesine yonelik pekcok c¢alisma yapilmistir. Caligmalarda semen
parametreleri ve DFI arasinda ters kolerasyon dikkat cekicidir (24). Ozellikle normal
morfolojideki spermatozoa yiizdesi ile DFI arasinda anlamli negatif korelasyon tespit
edilmistir (24). SCSA ile yapilan ¢alismalarda DFI ile semen parametreleri arasinda
zay1f korelasyon bulunmustur (24). Ik degerlendirmede agiklanamayan infertilite tanis
alan hastalarda konvansiyonel semen analizi normal olsa da, bu erkekler de sperm DNA
igerigi bozuk olup, yiiksek DFI’ ye sahip olabilirler (25). DSO cut-off degerlerinin
istlinde semen analiz sonuglarina sahip erkeklerin yiizde 25-40%’1nda bile DFI 9%20-30
olup infertil olduklari bildirilmistir (26). Son yillarda bu konu ile ilgili yapilmis pek ¢ok
calisma mevcuttur. Konvansiyonel degerlendirmede bakilan sperm konsantrasyonu,
motilite ve morfoloji ile sperm DNA fragmantasyonu arasinda ters iliski oldugunu
gosteren ¢aligmalarin yaninda (27-28); bu iliskinin olmadigini gosteren calismalar da

mevcuttur (29-30).

2.6.2. TUI ve Spontan Gebelik ile DFI Arasindaki liski

DFI testi bir ¢iftin dogal yoldan gebe kalma sansini1 dngdren degerli bir testtir. Meta-
analiz sonuglaria gore SCSA ile bakilan DFTI yiiksek ise dogal yoldan gebe kalma sansi
olduk¢a azalmaktadir (OR 7.01 95% CI 3.68-13.36) (31). DFI test sonucu %20-30
arasinda ise dogal yoldan gebe kalma sans1 azalirken, %30 iistiinde olan vakalarda bu
sans yok denecek kadar azdir (26). DFI' nin IUI ile gebe kalma oranlarini oldukg¢a
distirdiigii goziikmektedir (32). Baska bir ¢alismada IUI uygulanan hastalarda gebe
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kalmay1 engelleyen DFI orani %12'dir. DFI orani yiiksek olan hastalarda IUl'da
biyokimyasal gebelik, klinik gebelik ve dogum oranlarinda istatistiksel anlamli bozulma
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alismada TUNEL yontemi ile SDF oran1 %12 {istlinde
oldugunda IUI ile gebelik elde edilemedigi gibi (33); baska bir ¢alismada SCSA
yontemi ile bakilan SDF oran1 %30 {istiinde ise klinik gebelik ve dogum oranlarinin
azaldig1 bilinmektedir (25) (Tablo 3). Asilama ve spontan gebelik denemeleri yiiksek

DFl'dan fazlasiyla etkilenmekte ve olumsuz sonuglar dogurabilmektedir.

Tablo 3. DFI’nin IUI tedavisinde biyokimyasal gebelik, klinik gebelik, canli dogum ve
erken gebelik kayiplar tizerindeki etkisi (32)

Ul
DFI DFI1<%30 DFI1>%30
Siklus Baslangici (n) 321 66
Biyokimyasal Gebelik (n) 77 2
Klinik Gebelik 76 2
Dogum 61 1
Gebelik Kayb1 14 0

Bu veriler goz oniine alindiginda agiklanamayan infertilite veya IUI basarisizligi olan

ciftlerde SDF testi yapilmasi tedavi plani olusturulmasi agisindan 6nemlidir (4).

2.6.3. IVF ve ICSI Uygulanan Hastalarda DFI Etkisi

a) Fertilizasyon Uzerindeki Etkisi

IVF, bircok sperm hiicresinin yumurtaya kendilerinin ylizerek ulagmalart icin
embriyolog tarafindan hazirlanan dish’e birakilmasidir. Sperm ve yumurta bir gece
boyunca inkiibasyona birakilir ve ertesi giin fertilizasyon kontrolii yapilir. ICSI ise

yiizdiirme islemlerinden ge¢cmis sperm hiicrelerinin morfolojik se¢imi yapildiktan sonra




21

yalniz bir spermin yumurtaya enjekte edilmesidir. Bu sebeple ICSI’de sperm
parametlerinden morfoloji ve motilitenin etkisi azaltilmis olur. Yapilan bir¢ok
calismada da DFI’nin ICSI’de anlamli bir etkisi olmadig1 IVF’de ise herhangi bir eleme
yontemi olmadan kullanilan spermlerden dolayr DFI'nin etkisi oldugu ortaya
konulmustur (34). Ahmadi ve Ng (1999) (35) yaptiklar1 ¢aligmada yiiksek DFI‘nin
fertilizasyon oranin1 etkilemedigini fakat blasta gitme oranlarinin azaldigim
gostermistir. Prospektif ¢ok merkezli bir ¢alisma ile SCD yontemi kullanilarak 62
infertil birey ile yapilan ¢alismada DNA hasarinin fertilizasyona etki sinir1 %18 olarak
belirlenmistir (36) (Tablo 4). Lopes ve ark. (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada, sperm
DNA fragmantasyonu %40’dan biiyiik oldugu durumlarda fertilizasyon oranini
etkilemedigi ama %40’dan az oldugu durumlarda ise fertilizasyonu artirdig

belirlenmistir (37).

Tablo 4. Sperm DFI'min IVF ve ICSI uygulanan gruplarda fertilizasyon ile iliskileri
(36).

Sperm DNA Coefficient %95 Confidence interval
Fragmantasyon orani

<18 % 0 -

>18 % -5.52 -10.67 ,-0.37

b) Embriyo Gelisimi Uzerine Etkisi
Benchaib ve ark. (2003) yaptiklar1 bir arastirmada, DFI ile embriyo kalitesi arasinda

dogru bir orantinin olmadig tespit edilmistir. (21).

¢) Klinik Gebelik ve Canli Dogum Uzerindeki Etkisi

IVF hastalarinda hem klinik gebelik hem de canli dogum oranlart olumsuz
etkilenmektedir (39). ki sistemik derlemede, SDF ile konvansiyonel IVF sonuglari
arasinda orta derecede bir iliski gosterilmistir (40-41). Dokuz ¢alismada yiiksek SDF
ile (6 calisma TUNEL yontemi, 3 calisma SCSA) IVF uygulamasinda gebelik
oranlarinda diisiis gosterilmistir (OR 1.57 %95CI 1.18-2.07) (40). ICSI sikluslari i¢in
yiikksek SDF’nin etkilerine bakildiginda gebelik oranlarinda fark olmadigr (OR 1.14
%95 CI 0.86-1.54) soylenebilir (40). Bunu destekleyen bir meta-analizde de yiiksek




22

SDF ile IVF’de gebelik oranlar1 azalsa da, ICSI’de fark gosterilememistir (42). Canli
dogum oranlarini inceleyen sistemik derleme ve meta-analizde ise yiiksek SDF oranlari
IVF’de canli dogum oranlarini etkilese de ICSI hastalarinda bu olumsuz etki
goriilmemistir (43). Bu sonuglar géz Oniine alindiginda yiiksek SDF olan erkeklerde,
ICSI potansiyel tedavi opsiyonu olarak sunulmustur. Ancak bu meta-analize dahil olan
calismalarda SDF farkli analiz yoOntemleri ve farkli esik degerlere gore

degerlendirilmistir.
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Tablo 5. ICSI ve IVF tedavilerinde diisiik ve yiikksek DNA fragmantasyon oranlarinin

canli dogum tiizerinde etkisi meta-analiz verileri (44).

High DNt fragmentation  Low A fragmentation Rizk Ratio (Non-vent) Risk Ratio {Non-event)
Study or Subgroup Events Total  Events Total Weight MH, Random, 85%C1 Year UH, Random, 35% CI
LN
B eval, 204 ! 18 i U TIT84 146 2004 =
FIVIRNAN et ud, 2008 1 8 ¥ 86 179130, 245 2008 —
apeyy ot ok, 2010 1 § A 1§ 8% 1191090,159 o —
Simon et o 2012 13 | i 0 26% 1100103, 0.30) 2003 —+
Sabindal (95% Cy i h1 AL 15150 "
Tolal evenls n 12
Heterogeney, Tau= 0102, Chit= 6.79, df= 3(P=0.08), P= 56%
Tes for verall effeet 2= 252 (F=001)
LIS
Bungut, oval, 24 8 i 0 3% OBpPE0TE T —_T
Chack ~ tal. 2005 i A 1 ks 1118 13 2005 =
(mman  etal, 2d? 0 8 ) 0100 12185, 15 2007 N
Speyr  ecal. 200 § i il o0l 10641, 13 200 —
Bimon  eral 20iz 19 ] 13 11 10408, 147) 2013 N
Subtodal (5% 168 6 5% LI
Tl el -] il
Heleragensity Tau =000, Chf= 256, di=4 P=063) P= 0%
Testior overall fect 1= 202 (P=004)
Totad (954 CI i 852 10008 AT[I0T 28] ¢
Tolal events £ 185
Hetsroeneily Tau?= (00 ChP=10.37 df=0 P= 024 F= 13% |]I5 IJ'l'r 155 é

Testtor averall efect 2= 346 (P =0000)

Testhor subgroug dfferences: Chi=1.49.df=1 P=023.F= 31 7%

High DA FragmentBion Low DNA ragmentafion

Figure 2 Live birth rate in high and low sperm DNA fragmentation groups. IC5| = intracytoplasmic sperm injection.

2.7. GALECTIN-3

Galectin-3 beta-galaktozit baglayan lektin tiirevi bir proteindir. Hiicre etkilesimleri,

kanser progresyonu, bulasici organizmalarin patogenezi ve immunomodulasyonda rol

oynar. Erkek tireme sisteminde; testis, epididimis, vaz deferens, prostat, seminal vezikiil

ve sperm protein dziitlerinde ~ 30 kDa galektin-3 proteini tespit edilmistir (45). Seminal

plazmada; eriyebilir halde bulunur. Prostatta prostasomlar tarafindan salgilanan

kolesterolce zengin ejekulasyon sirasinda seminal plazmaya dahil olan bir protein olarak

bulunur. Bugune kadar yapilan ¢alismalarda memelilerde bulunan 15 ¢esit Galectin
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belirlenmistir. Hiicresel lokalizasyonuna, konsantrasyona,veya posttranslasyonel
modifikasyona bagli olarak farkli 6zellikler gosterebilirler. Galectin-3 bunlardan en
yaygin karakterize edilenlerdendir. Hiicre ic¢i c¢ogalmasi, hiicre-hiicre yapismasi,
apoptoz, immunomodulasyon, hiicre-hiicre dis1 matriks adezyonu, timor progresyonu,

patojen konakgr etkilesimleri, mRNA ekleme gibi islevlerde gorev alir (45).

Galectin-3 proteini, prostazomlarin yiizeylerine yapisik bir sekilde bulunur.
Prostazomlar sperm hiicrelerinin ana bilesenleridir ve prostazom sayis1 sperm hiicre
sayisinin yaklagik iki katidir. Dolayisiyla bir ejekiilasyonda milyonlarca sperm disari
atilirken milyarlarca da prostazom onlara eklenmis olur (46). Prostazomlarin iki temel

fonksiyonel rolii vardir;

1) Kadin iireme sisteminde sperm islevlerinin ve immiin baskilayic1 sistemin

giiclendirilmesi.

2) Prostazomlar laboratuvar ortaminda spermle bir aradayken intra-prostozomal
kalsiyum eklenmesiyle spermin hareketinde artis oldugu ve spermin olgunlasmasini

geciktirdigi bilinir.

Prostazomlarin diger gorevleri ise noétrofillerdeki oksidatif patlamayr inhibe etmek,
16kositlerdeki fagositozu dnlemek ve sperm hiicrelerini kadin immiin sistemine karsi
savunmaktir. Prostazomlarin sperm fonksiyonunu diizenleme ve kadin immiin

sisteminden spermi koruma gorevini Galectin-3 iistlenir.

2.7.1. Galectin-3 ve Spermatogenez

Galectin-3 salinim1 spermatogenezis sirasinda FSH basta olmak {izere bir ¢ok hormon
tarafindan kontrol edilir. Yapilan bir ¢alismada sigan, insan ve domuz testislerinde
Galectin-3 ekspresyonu gozlemlenmistir. Galectin-3 sertoli hiicrelerinde bulunur.
Galectin-3 salimimi testislerde 31 Kda boyutundadir. Testikiiler Galectin-3’iin islevi
arastirilmaya devam edilmekle birlikte germ hiicrelerinin 6liimiinden 1 ay sonra
tetiklendigi diisiiniildiigiinde potansiyel germ hiicre kurtarict ve yeniden olusturucu

gorevi oldugu tahmin edilmektedir. Galectin-3 domuz ve si¢an testisinde sertoli
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hiicrelerinde FSH’1n pozitif kontrolii altinda salinmaktadir. Bu gézlemler Galectin-3’iin

sagkalim Oncesi rolii ile uygun oldugunu gostermektedir (47).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismaya Dabhil Edilme/Dislanma Kriterleri ve Hasta Se¢imi: Arastirmada olusturulan
hasta grubu, semen analizi i¢in klinige bagvuran hastalardan secilen erkek goniilliilerden
olusturulmustur. Goniilliller 18 yasindan biiyiik, 55 yasindan kiiciik olarak secilmistir.
Bireylere onay formu imzalatilmistir. Goniilliilerin erektil disfonksiyon, azospermi
olmas1 halinde bu kisiler arastirmaya dahil edilmemistir. Infertilite tedavi siireci

baslamis olan ¢iftlerden alinan semen Ornekleri arastirma amaci ile kullanilmamastir.

3.1. SPERM DEGERLENDIRILMESI iCiN ORNEK ALIMI iSLEMi

Giivenilir sonuglara ulasabilmek icin ilk basamak érnegin dogru alinmasidir. Ornegi
klinikte almak en dogru segenektir. Mecbur kalmadik¢a disaridan getirilmemistir.
Klinikte steril bir sekilde saklanan ornek kabina hastanin bilgileri cam kalemi ile
yazilmistir. Ornek mastiirbasyon ile verilmistir. Diger yontemler klinik bulgulari
etkileyebilir. Ornek kabimn disina tasirilmamasi énemlidir ve ejekiilatin tamami kabin
icine birakilip sikica kapatilmis olmalidir. Kisinin psikolojik olarak rahat ve giivende
hissetmesi saglanmistir. Ozel durumlarda hasta disaridan 6rnek getirecek ise Ornek
kabinin 151k gecirmeyecek bir sekilde muhafaza edilerek maksimum 30 dakika iginde
klinige getirilmesi gerektigi belirtilmistir. Tiim hastalar i¢in gerekli olan cinsel perhiz

stiresi 3 - 5 giin olarak kabul edilmistir.

Ornek alindiktan sonra 20-30 dakika kadar oda sicakliginda likefaksiyon igin
bekletilmistir. Daha sonra bir pipet yardimi ile homojenizasyon yapilmistir. Makler
kamarasi ile sayillmistir. Hasta ismi, 6rnek verilme tarihi, saati, perhiz siiresi, sperm
sayisi, ejekulat hacmi, morfolojisi, motilitesi not edilmistir (3). Daha sonra DNA

Fragmantasyonu indeksi i¢in asagida anlatilan tespit yontemi kullanilmistir.
3.2. SPERM DNA FRAGMANTASYONU TB YONTEMI ILE TESPITI
a) Boyama islemi basamaklar1

Kaptaki semenden pipet yardimi ile bir damla alinarak lam {izerine damlatilmistir.
Baska bir lam yardimi ile 45 derecelik a¢1 olusturulup lami c¢ekerek yayma islemi

gergeklestirilmistir. Preperat oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra
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ilk olarak fiksatif ile dolu olan saleye birakilip, 30 dakika boyunca buzdolabinda
tutulmustur. Cikarildiktan sonra HCL dolu saleye birakilip, 5 dakika yine buzdolabinda
bekletilmistir. Daha sonra 3 adet distile su ile dolu olan salelerden 2 ser dakika
bekletilerek gecirilmistir. Bu arindirma isleminden sonra ise TB ile dolu olan saleye
birakilip 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak distile su ile
yikanarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra kontrast itk
mikroskobunda 1000X Biiyiitmede immersiyon yagi ile bakilmistir. Gorilintiideki
spermlerden her kisi i¢cin en az 300 olacak sekilde sayilmistir. Hasarli olan (koyu
boyanmuislar), yilizdelik hesaplanarak not edilmistir. Bu iglem tiim hasta grubuna

uygulanmigtir.
b) Toluidine Blue yontemi gereken malzemeler;

1) Aseton

2) %96 extra saf ethanol

3) Toluidine blue

4) Hidroklorik asit (HCI)

5) Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO4)
6) Distile su

7) Lam - lamel

8) Kontrast 151k mikroskobu

9) immersiyon yag

10) 7 adet sale

¢) Malzemelerin Hazirlanist;

1) Fiksatif : 25 ml %96 lik ethanol ile 25 ml aseton sale igerisinde homojenize
edilir. +4 derecede muhafaza edilmistir.

2) HCL: 50 ml distile su ile 5ml HCI sale igerisinde homojenize edilir. +4
derecede saklanmistir.

3) Toluidine blue tamponu : 500ml distile suyun i¢ine 14,2 gr Na2HPO4 ile 9,6

gr sitrikasit eklenip homojenize edilip, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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4) Toluidine blue (%5lik) : 47,5ml tampon ile 2,5 ml toluidine blue boyasi sale

icinde karigtirilip, homojenize edilip, oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.3. GALECTIN 3 ANALIiZi

Galectin-3 analizi klinik degerlendirmeyle birlikte insan serumu, EDTA plazmasi,
semende Galectin-3'in  kantitatif tayini i¢in kullanilir. Bir Kemiliiminesans
mikropartikiil immiinolojik tetkiktir. Numune ve M3/38 anti-galectin-3 kaph
paramanyetik mikropartikiiller birlestirilerek yapilmistir. Numunede bulunan Galectin-
3, anti Galectin-3 kapli mikropartikiillere baglanir. Yikamanin ardindan, 87B5 anti
Galectin-3 akridinyum isaretli konjugati eklenerek bir reaksiyon karigimi elde
edilmistir. Baska bir yikama dongiisiiniin ardindan, reaksiyon karisimina Pre-Trigger ve
Trigger cozeltileri ilave edilmistir. Ortaya ¢ikan kemiliiminesans reaksiyon bagil 151k
birimleri olarak dl¢iilmiistiir. Numunedeki Galectin-3 miktar1 ile ARCHITECT iSystem
(U.S.A. Philadelphia , Malwern) optik sistemi tarafindan saptanan reaksiyon bagil 1s1k

birimleri arasinda dogrudan bir iligki vardir.

3.4. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Verilerin istatiksel degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package Social Sciences)
22.0 istatistik paket programi kullanilmistir. Niceliksel verilerden normal dagilima uyan
degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma, normal dagilima uymayan degiskenler i¢in
ise medyan (minimum - maksimum) degerleri verilmistir. Nicel verilerin normal
dagilima uygunlugunu degerlendirmek amaciyla Kolmogrov Smirrov testi
uygulanmistir. Bu test sonucunda karsilastirmalar i¢in normal dagilan verilerde Student
t Test normal dagilmayan verilerde Mann Whitney U testi kullanilmistir. Degiskenler
arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile degerlendirilmistir. Biitiin istatistiksel

analizlerde dnemlilik seviyesi olarak p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

Calisma stiresince infertilite nedeni ile klinige basvuran 152 hastanin semen analizi
incelenmistir. Incelenen hastalarin yas ortalamasi 34.67+5.43 (minimum 24, maximum

52) dir. Hastalarin yas ve semen analiz sonuglar1 Tablo 6' da verilmistir.

Tablo 6. Hastalarin yas ve semen analizi sonuglari

Standart

Ortalama | Sapma Ortanca | Minimum | Maksimum
Yas (Yil) 34.67 5.43 3400 |24 52
Ejekulat Hacmi (ml) 3.15 1.14 3.00 1 6
Toplam ejakulattaki

6 169.00 |138.25 127.75 3.40 715

sperm say1 ( X10°)
Sperm sayis1 (10°/ml) [53.85 41.29 46.00 (1.2 156
Motilite (%) 59.93 18.85 6550 |0 87
Normal Morfoloji (%) |3.35 2.33 3.00 0 10
Bas Anomalisi (%) 84,49 5,23 85.00 |64 95
Boyun Anomalisi (%) [5.86 3.36 5.00 0 18
Kuyruk Anomalisi (%) [4.97 3.19 4.00 0 14
Sitoplazmik ~ Droplet

2.74 1.69 2.00 1 9
(%)
Ileri hareketli sperm

13.45 9.08 13.00 P 40
sayist (%)
TPMSS ( x10°/eje) 28.12 34.99 1518 0 214.5

TPMSS: Toplam progresif motil sperm sayisi.



30

Tablo 7. Tiim hastalarin DFI analizi ile Galectin-3 analizi sonuglari

Standart

Ortalama Sapma Ortanca Minimum Maksimum
Toplam
Sayilan
sperm 234.67 145.47 200.00 100 800
hiicresi sayis1
(10°)
DFI (%)

24.27 10.74 22.25 6 66.3
Galectin-3

216.19 153.17 178.45 8.6 794.4
(ng/ml)

DFI: DNA Fragmantasyon Indeksi.

Hastalardan 25’inin sperm sayist <I5mil/ml 127’sinin sperm sayist >15mil/ml’dir.
Oligozoospermi grubu (< 15mil/ml) yas ortalamasi 34.87+5.21, normozoospermi grubu
(>15mil/ml’dir) yas ortalamasi 33.62+6.55°dir. Gruplar arasinda yas ortalamalar
yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p:0.336).
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Tablo 8. Oligozoospermi ve normozoospermi gruplarinin tim parametreler agisindan

degerlendirilmesi
Oligozoospermi Normozoospermi
P
(n:25) (n:127)
Yas (Yil)
33.62+6.55 34.87+5.20 0.336
(Ortalama+ SD)
Ejekulat Hacmi (ml)
2.88+1.01 3.21+1.16 0.207
(Ortalama+ SD)
DFI (%)
25 (12-66.3) 21.25 (6-51) 0.032*
Ortanca (min-max)
Sperm sayisi (10°/ml)
8 (1.2-14) 56 (15-156) <0.001*
Ortanca (min-max)
Motilite (%0)
50 (0-80) 67 (9-87) 0.002
Ortanca (min-max)
Normal Morfoloji (%)
1 (0-6) 4 (0-10) 0.002
Ortanca (min-max)
Bas Anomalisi (%)
85 (76-95) 85 (64-94) 0.523
Ortanca (min-max)
Boyun Anomalisi (%)
5.5 (3-18) 5 (0-18) 0.361
Ortanca (min-max)
Kuyruk Anomalisi
4 (1-12) 4 (0-14) 0.492

(%)
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Ortanca (min-max)

Sitoplazmik Droplet
(%)

1.5 (1-3) 2 (1-9) 0.176
Ortanca (min-max)
Galectin-3 (ng/ml)
162.20 (12.5-547.1) 90.00 (7-186) 0.386
Ortanca (min-max)
Ileri hareketli sperm
sayisi 7.61+£8.59 14.5448.78 0.001
(Ortalama+ SD)
Toplam ejakulattaki
Sperm sayisi 21 (3.4-56) 180 (27-715) <0.001
Ortanca (min-max)
TPMSS (%)
0.54 (0-8.40) 18.60 (0-214.5) <0.001

Ortanca (min-max)

DFI: DNA Fragmantasyon Indeksi

TPMSS: Toplam progresif motil sperm sayisi.

*p<0.05: istatistiksel anlamli

Oligozoospermi grubunda DFI, normozoospermi grubuna gore yiiksek istatistiksel

anlamli bulumustur (tablo 3) (%25 vs %21,25) ( p degeri : 0.032).

Oligozoospermi  grubunda motilite,
anlamli diisiiktiir. (%50 vs %67)( p degeri: 0.002)

normozoospermi grubuna gore istatistiksel




33

Oligozoospermi grubunda normozoospermi grubuna gére normal morfolojili sperm

orani istatistiksel anlamli diisiiktiir. (%1 vs %4) ( p degeri: 0.002)

Oligozoospermi grubunda ileri hareketli motil spermlerin orant %7.61 iken

normozoospermi grubunda bu oran %14.54 olarak bulunmustur. (p degeri: 0.001)

Toplam Motil Sperm Sayis1 (TPMSS) parametresi agisindan 2 grup karsilastirildiginda
normozoospermi grubunda oligozoospermi grubuna gére TPMSS istatistiksel olarak
anlaml yiiksektir. (%18,60 vs % 0,54)(p degeri:0,001)

Tiim hastalarin verilerine DFI ile konvansiyonel semen analizi korelasyonunu
aragtirmak {iizere Spearman’s rho analizi uygulanmistir. Yas ve tiim semen
parametreleri analize kondugunda DFI ile iligkili korelasyon bulunamamistir (Tablo

9).

Tablo 9. DFI ile semen analizi kriterleri korelasyonunu

Spearman’s rho
Fragmantasyon Yiizdesi
R P

Yas (Yil) 0.012 0.892
Ejekulat Hacimi (ml) -0.131 0.116
Sperm sayis1 (mil/ml) -0.146 0.077
Motilite -0.160 0.052
Normal Morfoloji -0.085 0.362
Bas Anomalisi 0.040 0.669
Boyun Anomalisi -0.163 0.078
Kuyruk Anomalisi 0.056 0.553
Stoplazmik Droplet -0.029 0.867
Galectin-3 0.112 0.173
[leri hareketli sperm sayisi -0.139 0.094
Toplam ejakulattaki sayisi -0.158 0.061
TPMSS -0.193 0.022

TPMSS: Toplam progresif motil sperm sayisi.
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Tiim hastalarin verilerine DFI, yas ve konvansiyonel semen analizinin Galectin-3 ile

korelasyonunu aragtirmak {izere verilere Spearman’s rho analizi uygulanmistir. Yas ve

tim semen parametreleri analize kondugunda Galectin-3 ile iliskili korelasyon

bulunamamustir (Tablo 10 ). Ancak oligozoospermi grubunda Galectin-3 degerleri ileri

hareketli sperm sayisi ile negatif koreledir (Tablo 11, Grafik 1). Aymi korelasyon

normozoospermi grubunda izlenmemistir.

Tablo 10. Galectin-3 ile diger tiim parametrelerin karsilagtirilmasi

Spearman’s rho

Galectin-3
R P
Yas 0.008 0.932
Ejekulat Hacimi (ml) -0.081 0.336
Sayilan sperm -0.090 0.279
DFI 0.112 0.173
Sperm sayis1 -0.004 0.961
Motilite -0.018 0.828
Normal Morfoloji -0.079 0.396
Bas Anomalisi 0.007 0.939
Boyun Anomalisi -0.005 0.954
Kuyruk Anomalisi 0.114 0.223
Stoplazmik Droplet -0.062 0.720
Ileri hareketli sperm sayis1 -0.030 0.723
Toplam ejakulattaki sayisi -0.054 0.527
TPMSS -0.035 0.684

DFI: DNA Fragmantasyon Indeksi

TPMSS: Toplam progresif motil sperm sayisi.



Tablo 11. Oligozoospermi grubunda Galectin-3 ile DSO kriterlerinin korelasyonu

Spearman’s rho

Galectin-3

R P
Yas |0.084 0.726
Ejekulat Hacimi [0.019 0.931
Hasarli bulunan -0.141 0.521
DFI 10.346 0.098
Sperm sayisi -0.153 0.475
Motilite -0.322 0.126
Normal Morfoloji -0.194 0.471
Bas Anomalisi [0.147 0.586
Boyun Anomalisi -0.183 0.498
Kuyruk Anomalisi -0.019 0.943
Stoplazmik Droplet [0.105 0.895
[leri hareketli sperm sayisi -0.479 0.024
Toplam ejakulattaki sayisi -0.147 0.514
TPMSS -0.395 0.069

DFI: DNA Fragmantasyon indeksi

TPMSS: Toplam progresif motil sperm sayisi.

35



Grafik 1. Ileri hareketli sperm — Galectin-3 korelasyonu
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Tablo 12. Normozoospermi grubu Galectin-3 degerleri ile diger tim parametrelerin

karsilastirilmast

Spearman's rho

Galectin-3

R P
Yas (Yil) -0.025 0.795
Ejekulat Hacimi (ml) -0.110 0.227
Hasarli bulunan -0.004 0.968
DFI 10.084 0.350
Sperm sayist (mil/ml) -0.067 0.465
Motilite 10.014 0.875
Normal Morfoloji -0.078 0.439
Bas Anomalisi -0.016 0.873
Boyun Anomalisi [0.022 0.826
Kuyruk Anomalisi |0.145 0.152
Stoplazmik Droplet -0.104 0.570
[leri hareketli sperm sayisi 10.023 0.797
Toplam ejakulattaki say1 -0.141 0.128
TPMSS -0.076 0.414

DFI: DNA Fragmantasyon indeksi

TPMSS: Toplam progresif motil sperm sayisi.
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5.TARTISMA

Bu ¢alismada, infertil vakalarda sperm DFI ve seminal plazmada bulunan Lectin tiirevi
bir protein olan Galectin-3 miktar1 tespit edilmis olup, ayni zamanda bu iKi
parametrenin korelasyonlari da incelenmistir. Calisma sonuglarinda, semende Galectin-
3 proteininin oligozoospermi grubunda daha yiiksek oldugu gortilmiistiir. Ancak, bu
sonug istatistiksel olarak anlamli olmayip, normozoospermi grubu ile benzer oldugu
sOylenebilir. Korelasyon analizinde ise ¢alismaya katilan hastalarin hepsi incelendiginde
Galectin-3 ile tiim parametreler (semen hacmi, sperm sayisi, motilite, morfoloji ve DFI)
arasinda korelasyon olmamasina ragmen; subgrup incelemesinde oligozoospermi

vakalarinda Galectin-3’tin TPMSS ile negatif korele oldugu gosterilmistir.

DFI tespitinde bircok yontem vardir. Rutin pratikte kullanim alanlar1 kisith olmasi, pek
cok testin mevcut olmasi ve universal kullaniminda kabul edilebilir esik degerlerin
olmamas1 DFI testleri ile ilgili halen arastirmaya gereksinim oldugunu gostermektedir.
Ek olarak klinikte ve arastirma bazli kullanimlarinda maliyetlerinin yiiksek olmasi da
test kullanimini kisitlamaktadir. Bu aragtirmada uygulama kolayligi, nispeten maaliyeti
uygun olmasi ve ayni zamanda arastirmanin verimliligi i¢in TB testi kullanmay: tercih
ettik. DFT testleri icinde SCSA ‘gold standart’ olarak kabul edilmektedir (48). Ancak
flow sitometri gibi ileri ve maaliyeti arttiran ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi sebebi ile
biz aragtirmamizda bu testi kullanamadik. TB testi ise SCSA ile karsilagtirildiginda; TB
kolay ve ucuz bir methottur. J.Erenpreis ve ark. (49) Malmo Universite Hastanesi
fertilite merkezinde yaptiklar1 ¢alismada 35 infertil erkek tizerinde SCSA ve TUNEL
testi ile TB Testinin korelasyonunu arastirmiglardir. 35 kisiye hem SCSA hem TB ile
DFI tespiti yapilmig, 18 kisiye TUNEL yontemi ile DFI tespiti yapilmistir.
Karsilastirma sonucu yliksek DNA fragmantasyonlu sperm hiicreleri TB ile
bakildiginda SCSA ile pozitif kuvvetli yonde korele oldugu gostermistir. Bu sonugta
sectigimiz DFI testi olan TB testinin gold standart test olan SCSA benzer sonuclar veren

giivenilir bir test oldugu sdylenebilir.

Genel populasyonda, Samplaski ve ark. (50) semen analizi igin bagvuran erkeklerde
yaptiklar1 bir ¢alismada 301 erkek calismaya dahil edilmis ve SCSA yontemi

kullanilarak DFI’i belirlenmistir. Calisma sonuglarinda 301 hastanin ortalama DFI
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%39.8 olarak verilmistir (50). Bizim ¢alismamizda da, 127 hasta lizerinde TB Testi ile
DFI oran1 tespiti yapilmis ve infertil hasta populasyonunda ortalama DFI %24.0 olarak
saptanmustir. Samplaski ve ark. tarafindan rapor edilen bu oran bizim ¢alismamizdan bir
miktar yiiksek olmakla beraber se¢ilmis bir hasta grubunu yansitmamaktadir. Budi ve
Utami (51) yaptiklart bir ¢calismada 114 hastay1 incelemistir. Bunlardan 36’s1 fertil 78’1
infertil hastadir ve her iki grup arasinda yas acisindan anlamli bir fark
bulunmamaktadir. DFI tespiti i¢in SCD ydntemini kullanmislardir. infertil grupta
DFI’nin ortalama degeri %29.9 iken fertil grubun DFI %19.9 olarak bulunmustur ve
aradaki fark anlamli derecede yiiksektir. Bizim ¢aligmamizda ise infertil olan vakalarda

benzer sonu¢ bulunmasina ragmen fertil hasta grubu yoktur.

Bizim ¢alismamizda infertil normozoospermi grubunda DFI ortalama %21.0 ve infertil
oligozoospermi grubunda ise DFI ortalama %25.0 olarak saptanmustir. Irvine DS ve ark.
(52) 67 bireye COMET analizi ile DFI tespiti yapmislardir. Calismalarinda
normozoospermi bireyler ile oligozoospermi infertil bireyler arasinda DFI bakimindan
korelasyon olup olmadigini aragtirmiglardir. Normozoospermi grubu normal semen
parametrelerine sahip bireylerden olusmaktadir ve DFI ortalama % 10.4 olarak
belirlenmistir. Oligozoospermi grubunda ise DFI ortalama % 19.8 olarak belirlenmistir.
Calisma sonucunda sperm sayisi ile DFI'nin negatif korele oldugu gosterilmistir. Ancak

bizim ¢alismamizda benzer bir korelasyon saptanmamastir.

Sperm motilitesi ve morfolojisinin  DFI ile iliskisini inceleyen bir¢ok ¢alisma
yapilmistir. Yapilan arastirmalar anormal sperm parametrelerine (Morfoloji , Motilite ,
Konsantrasyon vb. ) sahip bireylerin DFI’lerinin de yiiksek oldugunu gostermistir.
Ancak DFI yiiksek olmasina ragmen semen parametrelerinin normal oldugunu gosteren
calismalarda vardir. Yaptigimiz ¢alismada; oligozoospermi grubunda normozoospermi
grubuna gore, DFI ile birlikte motilite ve morfoloji degerlendirmelerinde de
anomalilerin arttig1 saptanmigtir. Ancak korelasyon analizinde istatistiksel anlamli
sonu¢ bulunamamigstir. Semen kalitesi bozulduk¢a DFI artmis olarak goriilmektedir.
Calismamizin sonuglarina benzer olarak, Boushaba ve Belaaloui’nin ¢aligmasinda 26

infertil ¢iftte Sperm hareketliligi ve sayisin1 DFI ile kolere bulurken, morfoloji ve semen
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hacmi arasinda bir korelasyon saptamamiglardir (53). Literatiirde benzer sonuglari

destekleyen pekg¢ok calisma mevcuttur.

Ilerleyen erkek yasinin sperm parametreleri iizerinde olumsuz etkisi oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda sperm konsantrasyonunun yas ile azalmadigi
bilinmektedir fakat motilite ve semen hacminde azalma oldugu goriilmiistiir. Semen
hacmi her yil ortalama 0,03ml ve motilite ise her yil ortalama %0,7 oraninda
azalmaktadir (54). Mausumi Das ve ark. (55) yaptiklar1 bir arastirmada DFI, erkek yasi
ile pozitif korele bulmustur. Normozoospermik bireylerde DFI, 40 yas alti ile
karsilagtirildiginda 40 yas ve Ustli bireylerde anlamli olarak yiiksek ¢ikmistir (55).
Baska bir ¢calismada Sharma ve ark. (56) DFI'ni erkek yasi ile pozitif korele bulmustur.
Bu ¢alismada yine DFI oraninin giinden giine oxidative stres etkisinde kalan spermlerin
ve yaslandikga kisalan telomerlerin etkisiyle arttigini savunmaktadir (56). Bizim
calismamizda 127 bireyin yas ortalamasi 34.6 olup, DFI ise %24.2 olarak saptanmis
ancak, erkek yasi ile DFI arasinda korelasyon bulunamamistir (p= 0,892). Yukarida
belirtildigi gibi artmis DFI 40 yas iistii hastada daha belirgin olarak goze ¢arpmakta
oldugundan, bizim hasta grubumuzun geng erkeklerden olugsmasi bu sonuglari agiklayici
bir faktor olabilir. Her ne kadar, bizim ¢alismamizda, erkek yasinin DFI {izerinde bir
etkisinin olmadig1 gosterilse de, erkek yasinin DFI tizerinde de olumsuz etkilere sebep
olmasi miimkiindiir ancak DFI c¢evresel bir¢cok faktorden etkilendigi i¢in yas ile

baglantisin1 saptamak oldukg¢a zordur.

Galectin-3 beta-galaktozit baglayan lektin tiirevi bir proteindir. Erkek iireme sisteminde;
testis, epididimis, vaz deferens, prostat, seminal vezikiil ve sperm protein dziitlerinde ~
30 kDa galektin-3 proteini tespit edilmistir (45). Galectin-3'iin spermatogenez esnasinda
bir dizi hormon tarafindan kontrol edildigi bilinir. Galectin-3 saliniminin germ
hiicrelerinin 6liimiinden yaklasik 1 ay sonra aktiflesmesi germ hiicre kurtaricisi roliinde
ve sag kalim oOncesi  calistifini gosterir. Bu sonuglar gozoniline alindiginda
spermatogenez bozuldugunda Galectin-3 seviyelerinin rolatif olarak semende artmasi
beklenebilir. Bizim g¢alismamizda, oligozoosperm grubunda Galectin-3 miktar1 162.2
ng/ml normozoospermi grubundaki ise 90.0 ng/ml bulunmustur. Istatistiksel anlaml1 bir

fark olmasa bile bozulmus olan spermatogenezde kompansatuar siirecte rolii olabilecegi
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distiniilmektedir. Bu sonug goze alindiginda, etkin roliinii belirlemek amaci ile daha

genis popiilasyonlu ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Ek olarak, Jones ve ark. (46) yaptig1 ¢alismada semen icerigindeki Galectin-3 proteini
calisilmis ve spermler iizerindeki prostozomlar ile iliskili oldugu yayinlanmistir. Bu
caligmada Galectin-3’tin semendeki varligt ve miktar1 tizerine yogunlasiimistir.
Prostazomlar semende sperm hiicre sayisindan yaklasik iki kat fazladir. Galectin-3
prostazomlarin  yiizeyinde bulunur. Prostazomlarin  Galectin-3 ile  birlikte
gerceklestirdigi en etkili gorevleri sperm fonksiyonunu diizenlemek ve spermi
korumaktir. Ancak, bu calismada herhangi bir DSO kriteri ya da sperm DNA Hasari ile
Galectin-3 diizeyi iliskisi incelenmemistir (46). Calismamizda seminal plazmada
Galectin-3 diizeyi ve sperm fonksiyonundaki bilinen rolii, TPMSS ile iligkili olarak
gosterilmistir. Tk kez oligozoospermi grubunda, istatistiksel anlaml1 olarak, ileri hizl
sperm sayist azaldik¢a Galectin-3 diizeyinin artigini gosteren bizim g¢alismamizdir.
Prostasomlar in vitro ortamda sperm ile flizyon yapar ve intraprostasomal kalsiyum
depolarin1 salarak sperm motilitesini artirir (46). Calismamizdan elde edilen veriler

Galectin-3'lin sperm motilitesi tizerindeki etkisini kuvvetlendirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son olarak Galectin-3'in spermatogenezdeki rolii kesin olarak hala belirlenemesede
gecmiste yapilan calismalardan yararlanilarak olusturulan datalar Galectin-3 miktari
arttikga apoptosis oraninin distigiinii gostermektedir. Galectin-3 bir¢cok apoptotik
hasara yanit olarak anti apoptotik etki gosterir (47). Farelerde yapilan bir ¢alismada;
Galectin-3 bulunmayan farelerin apoptosa kars1 daha duyarli oldugu belirtilmistir (57).
Bizim c¢alismamizda sperm kalitesini gosteren DFI ile Galectin-3 diizeyinin iliskili
olmamasi kullanilan yontem sebebi ile olabilir. yaptigimiz ¢alismada TB kullanilarak
anormal kromatin paketlenmesinden dolayr olusan sperm DNA fragmantasyonu
Olciilmiistlir. Fakat artmig sperm DNA fragmantasyonunun {i¢ sebebi vardir. Anormal
kromatin paketlenmesi disinda oksidatif stres ve apoptosis DFI'nin artmasina sebebiyet

verir. TB testi oksidatif stres ve apoptosisten dolay1 olusan DFI'ni belirleyememistir.

Calismamizda apoptosis ile ligkili DFI tespiti yapan bir yontem olan TUNEL testi
kullanilsayd: Galectin-3 ile korelasyon ¢ikabilirdi. Bu konu ile ilgili ileri ¢alismalara

ihtiya¢ vardir.

Spermatogenezde Galectin-3 ile ilgili literatiir bilgisi olduk¢a kisithidir. Galectin-3'in
semendeki fonksiyonu ve bozulmus spermatogenezdeki muhtemel koruyucu etkisi

hakkindaki arastirmalar bu konuya 151k tutacaktir.
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