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OZET

SEMINAL PLAZMADAKI ANTi MULLERIAN HORMONUN SPERM MORFOLOJiSI
VE SPERM DNA HASARIYLA iLiSKiSi

Gurkan TURHAN
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD
Tez Yéneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Nazli CiL
Ocak 2020, 31 Sayfa

Bu tezde seminal Anti Mallerian Hormon (AMH) dizeyleri ile Kruger morfolojik
siniflamasina goére bag, boyun ve kuyruk anomalili ve normal morfolojili spermlerin
karsilastirilmasi amacglanmistir.  Ayrica sperm DNA fragmantasyonu Terminal
Deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) yontemiyle incelenmis
ve sonugclar AMH duzeyleri ve Kruger morfolojisiyle karsilagtiriimigtir.

Gonulli hastalardan toplanan semen ve kan ornekleri alinmistir. Semen analizi
sonugclarina goére hastalar normozoospermi (n=46), oligoastenoteratozoospermi (n=18),
azospermi (n=19), teratozoospermi (n=68) olarak dért gruba ayrilmistir. Kan FSH, LH
ve Testosteron dizeyleri biyokimyasal olarak ve kan ve semen AMH dizeyleri ELISA
yontemiyle oOlgulmustlr. Hastalarin ejekulatlarindan hazirlanan yayma preparatlarina
TUNEL boyamasi yapilmistir ve apopitotik indeks hesaplanmistir. Elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda sperm voliumunun azospermik grupta
normozoospermik gruba gore anlamh olarak disuk oldugu saptanmistir (P= 0,0001).
Total motil sperm sayisi, total progresif motil sperm sayisi normozoospermik grupta
diger butin gruplara gore istatiksel olarak fazla bulunmustur. Hareketsiz sperm orani
oligoastenoteratozoospermik grupta anlaml olarak en yuksek bulunmustur. Kruger
morfolojisi degerlendirmesinde bas anomalisi teratozoospermik grupta anlamli olarak
yuksek bulunmustur (P=0,0001). Bu hastalarda bas anomalisi orani ile TUNEL (+)
hicre varligl arasinda (-) korelasyon varken, boyun ve kuyruk anomalisi arasinda (+)
korelasyon saptanmistir. FSH ve LH dlzeyleri azospermik grupta anlamli olarak
yuksek bulunmustur. Kan ve semen AMH duzeyleri azospermik grupta en yuksekti ve
istatistiksel olarak anlamh  bulunmustur. TUNEL pozitif hicre sayisinin
normoozoospermik hastalarda ylksek ¢ikmasi, Tip Bebek Merkezlerine gelen normal
sperm parametrelerine sahip olgularda da sperm DNA hasari olabilecegini
gOstermektedir. Bu da sperm DNA kiriklarinin idiopatik infertilite nedenlerinden biri
oldugunun kanitidir. Calismamizda AMH'nin Kruger morfolojisi ve sperm DNA
kiriklanyla iligkisi bulunmamistir.

Anahtar kelimeler: Sperm, DNA, Anti Mdllerian Hormon, TUNEL

Bu calismada PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje no:2018SABE013)
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ABSTRACT

RELATIONSHIP OF SEMINAL PLASMA ANTI MULLERIAN HORMONE
CONCENTRATION WITH SPERM MORPHOLOGY AND SPERM DNA DAMAGE

TURHAN, GURKAN
M.SC Thesis in Histology and Embryology
Supervisor: Ast. Prof. Nazl CiL
January 2020, 31 Pages

In this thesis, we aimed to compare seminal Anti Mllerian Hormone (AMH) levels
with head, neck and tail anomalies and normal morphology sperm according to Kruger
morphological classification. We also analyzed the relationship between these
parameters and sperm DNA fragmentation studied by Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay.

Semen and blood samples collected from volunteer patients. According to semen
analysis results, patients were divided into four groups as normozoospermia (n=46),
oligoastenoteratozoospermia (n=18), azospermia (n=19) and teratozoospermia (n=68).
Blood FSH, LH and Testosterone levels were measured biochemically and blood and
semen AMH levels were measured by ELISA. TUNEL staining was performed on
smear preparations prepared from ejaculates of patients and apoptotic index was
calculated. Appropriate statistical analysis was carried out and the p-value was set to <
0.05 for statistical significance.

Sperm volume was significantly lower in the azoospermic group compared to the
normozoospermic group (p=0,001). Total motile sperm count and total progressively
motile sperm count were statistically higher in the normozoospermic group than in all
other groups. The immotile sperm ratio was found to be significantly higher in the
oligoasthenoteratozoospermic group. In the morphological evaluation of sperm
performed according to Kruger strict criteria, the head anomaly was found to be
significantly higher in the teratozoospermic group (p=0,001). A negative correlation
between head anomaly rate and TUNEL (+) cell presence was found in these patients.
Also, there was a positive correlation between neck and tail anomaly and TUNEL (+)
cell presence. FSH and LH levels were significantly higher in the azoospermic group.
Blood and seminal plasma AMH levels were most elevated in the azoospermic group
and were statistically significant. The high number of TUNEL positive cells in
normoozoospermic patients indicates that sperm DNA damage may also occur in
subjects with normal sperm parameters coming to IVF Centers. This is proof that
sperm DNA damage is one of the causes of idiopathic infertility. In our study, we
couldn’t find any association between seminal plasma AMH was not associated with
sperm morphology and sperm DNA damage.

Keywords: Sperm, DNA, Anti Mullerian Hormone, TUNEL
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1. GIRIS

infertilite diinya Uzerindeki ciftlerin yaklasik dortte birini etkilemektedir. Bu vakalarin
yarisi erkek faktorlerinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte erkek kaynakl infertilite
nedenlerinin %50’si hala daha tam olarak belirlenememistir. Bu alanda yapilan
calismalarin gogu daha kaliteli spermlerin eldesine yéneliktir. Daha kaliteli sperm eldesi
icin ginimuizde uygulanan yontemler olmasina karsin bunlar yeterli degildir ve yeni

yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Singh vd, 2011).

Sperm hucreleri genetik materyalini gelecek nesillere aktaran énemli unsurlarin
parcasidir. Bu ylzden sperm DNA’si ile ilgili yapilan g¢alismalar daha da 6nem
kazanmaktadir. Spermlerde DNA hasarinin belirlenmesi, semen analizinde son yillarda

kullaniimaya baslanmig, maliyetli ve sireg alan bir testtir.

DNA hasarinin daha kolay belirlenecedi yeni veya daha basit testlere ya da ek

belirteclere ihtiyac vardir.

Anti Mullerian Hormon kadinlarda yumurta rezervini gésterdigi ve ayni zamanda
cesitli hastaliklarla olan iligkisi nedeniyle rutin olarak kullanilan testler arasinda yerini
almaktadir. Gunumizde AMH dulzeylerinin belirlenmesi tani, tedavi planlama gibi
islemler oncesi tercih edilmektedir. AMH o6lcimu basit bir test olup guvenirliligi

yuksektir.

Bazi kicguk Olgekli calismalarda erkeklerde Anti Millerian Hormonu ile sperm

motilitesi arasinda iligkili oldugunu gdsteren sonuglar bulunmustur (Fujisawa vd, 2002).

1.1. Amag:

AMH’nin erkeklerde sperm parametreleri ve sperm DNA kiriklari ile olasi iligkisinin
arastiriimasi amaclanmistir. Sperm DNA kiriklariyla, AMH arasinda iliski olmasi halinde
referans degerlerin elde edilmesi icin yeni c¢alismalarin da ©ondndn agiimasi

hedeflenmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Testis:

Hem endokrin hem de ekzokrin goérevi vardir. Cift halinde bulunur. Vicut disina
konumlanmistir. Skrotum denilen bir yapi icerisinde yer alan erkek Ureme sistemi
organidir (Ovalle WK ve Nahirney PC 2009).

2.1.1. Testis gelisimi:

Fertilizasyondan sonra X veya Y kromozomunun bulunmasiyla cinsiyet genetik
olarak belirlenirken, testis gelisimi embriyonik gelismin yedinci haftasindan sonra baslar
(Ross MH ve Pawlina 2016). Genital sistem daha erken dénemde her iki cinsiyette
birbirine benzerdir (Moore KL vd 2016).

Farklilasmamis gonad dokulari Uriner sistem ile yakin iligkili olarak gelisir ve U¢

kaynaktan koken alirlar.

e Ara mezoderm: Posterior abdominal duvarda ara mezoderm Urogenital
kabartilar olarak bilinen cikintilar olusturur. Ara mezodermal hlcreler Leydig
hucrelerinin ve miyoid hlcrelerin kaynagidir.

e Mezodermal epitel: Sertoli hlicreleri mezodermal epitelden kéken alir ve bu
hicreler Grogenital kabartilar doser.

e Primordiyal germ hcreleri: Yolk kesesi duvarinda gelisen germ hicreleri
urogenital kabartilardan olusan gonadlara gogerler ve burada bdlunerek

spermatogonyumlara farkhlasirlar.

Farklilasmamis gonadlarin gelisiminin ilk safhalari mezonefrozun mediyalinde,
mezotelyal bir kalinlasma ile birlikte embriyonun 5. haftasinda gonadal kabarti olarak
ortaya c¢ikar. Primordial germ hucreleri, gonadal kabartilardaki mezodermal hulcreleri ve
epiteli prolifere ederek primer seks kordonlarinin olusumunu baslatir. Bu kordonlar,
altinda bulunan mezensim icerisine dogru buytrler. Farklanmamis gonadlar, dista
korteks icte de medulla adi verilen yapilardan olusmaktadir. Embriyonun XX seks
kromozomlarini tasimasi korteksin gelismesine ve gonadlarin ovaryum ydéninde
farllasmasina, XY seks kromozomlarini tasimasi medullanin gelismesine ve

gonadlarin testise farklilasmasina neden olur.



Erkek fenotipin gelismesi Y kromozomu (zerinde yer alan SRY geninden TDF
(testis belirleyici faktor) ile testikuler farklilasma saglanmaktadir. Fgf-9 ve Sox-9

genlerinin ekspresyonu ile seminifer kordonlarin olusumu saglanir.

Olusan seminifer kordonlar TDF etkisi ile duz tubdlleri, diz tdbdllerin anastamozu
ile de rete testis olusturur. Semifer tubdiller, intertisyel hicreleri (Leyding hicreleri)
olusturan mezenkimden ayridir. 8. haftadan itibaren testosteron ve dihidritestosteron

salgilanmaya baglar.

Fetal testislerden (Uretilen testosteron, dihidritestosteron ve Anti Mdullerian

Hormonlarinin etkisi ile 7. haftadan baglayan erkek genital sistem gelisimi olaylanir.

Testosteron 8 ile 12. Haftalardaki periyotta en ylksek degere ulagir. Ayrica
seminifer tlbullerdeki sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan Anti Millerian Hormonu
uterus ve tuba uterus farkhlasmasini baskilar. Bu hormon dizeyi puberteye kadar

yuksek seviyede kalirken puberteden sonra seviyesi dislse geger.

Seminifer tibuller puberteye kadar solid halde kalir, puberteden sonra limenli yapi
olusur. Seminifer tubdllerde iki tip htcre bulunur. Bunlar sertoli ve spermatogonyum
hicreleridir (Ross MH ve Pawlina2016, Moore KL vd 2016).

2.1.2. Testis histolojisi:

Cift halinde bulunan oval sekilli testisler digtan tunika albuginea adi verilen beyaz
siki fibroelastik bir kapsul ile gevrilidir. Daha dig katmanda tunika vajinalis kapsulu ile

saril olarak skrotum icerisinde asili halde yer alir.

Tunika albuginea tabakasinin i¢ kisminda daha gevsek bagd dokusu olan tunika
vaskiloza yer alir. Bu tabakada kan damarlar bulunur. Bu tabakalardan uzanan
septumlar ile her bir testis yaklasik 250 adet lobullere ayrilir. Her lobdl, kivrimh
histolojik kesitlerde tam olarak goézlenemeyen 1 ile 4 arasi seminifer tlbdlleri ayica
tibuller arasi bag dokusu ve leyding (intertisyel) hicreleri igerir. TUbullerin ug¢ kisimlari
daha diz yapida olan diz tubdlleri olusturur. Diz tabdller birbirleri ile anastamoz
yaparak rete testisleri meydana getirir. Rete testisler de birleserek 6 ile 8 arasinda
duktuli efferentes olugur. Duktuli efferentes ise epididimisin proksimal kismina baglanir.
Bdylece seminifer tiblllerde Uretilen sperm hicreleri ve tibiler siviyi epididimise kadar
iletiimesini saglayan tubuller organizasyonu olusturur (Ross MH ve Pawlina 2016,
Ovalle WK ve Nahirney PC 2009).



2.1.2.1. Seminifer tubuller:

Tunika propriya tarafindan gevrelenen seminifer epitelden olusur. Bu epitel iki tip

hicreden meydana gelir. Bunlar;

2.1.2.2.Sertoli Hiicreleri:

Tabulin bazalinden limenine kadar uzanan prizmatik replike olmayan hicrelerdir.
Sertoli hucrelerinin nukleuslarn 6kromatik nikleuslu genellikle oval ya da Uc¢gen sekilli
de olabilen yapidadir. Sertoli hlcrelerinin bélinmesi puberteye kadar gerceklesir.
Puberte sonrasi hucre bolinmesi durur. Sertoli hlcreleri spermatogonyumlari ve

gelismekte olan spermleri ¢cevreleyen hicrelerdir.
Sertoli hiicrelerinin goérevleri:

o Gelismekte olan sperm hicrelerine fiziksel ve metabolik destek saglar.

o Sertoli-sertoli siki baglantilar ile kan testis bariyerini olusturarak gelisen
sperm hucrelerini otoimmun yanittan korur.

e Sperm rezidiel cisimlerini ve gelisemeyen anormal sperm hicrelerini
fagosite ederek ortadan kaldirir.

e Seminal siviya da katilan fruktoz bakimindan zengin hicrelerin taginmasini
kolaylastiran sivi salgilar.

e Inhibin, transferrin, androjen baglayici hormon ve Anti Miillerian Hormonu

sentezler.

2.1.2.3. Spermatogenik hiicreler:

Spermatogonyumlar ve bu hicrelerden gelisen sperm hacreleridir. Gelisim
safhalarina gore spermatogonyumlar ve gelisen sperm hdicreleri tibul bazalinden
Iimene dogru ¢ok kath seminifer tibdl epitelini olusturur. Gelisimin ileri safhasina sahip
hucreler limene yakin hicreler iken daha erken safhalara sahip hicreler bazale yakin
konumda yer alir. Gelisimini tamamlayip olgunlasan sperm hicreleri serbest halde
[imene birakilir. Bu sperm gelisimi 6zel olarak spermatogenez olarak adlandirilir (Ross
MH ve Pawlina 2016, Ovalle WK ve Nahirney PC 2009).

Puberteden kisa bir slire 6nce baslayip yasam boyu devam eden bir olaydir. Ug

fazda incelenedbilir.



Spermatogonyal faz: Spermatogonyumlar mitoz bélinmeler gegirerek kendi yerine

gececek ve farklilasarak spermatosit hiicrelerinin olusturuldugu fazdir.

Spermatosit fazi: Spermatositlerin mayoz bélinme gegcirdikleri sonugta 4 hiicre

olusturduklar safhadir.

Spermatid (spermiyogenez) fazi: Spermatidlerin olgun sperm hicrelerine

donustagu fazdir.

2.1.2.3.1. Spermatogonyal faz:

Spermatogonyum kok hiicrelerini seri mitoz bollinmelerle kendi yerine gegecek yeni

kok hucreleri ve gelisecek spermatogonyumlari olusturdugu fazdir.

Rutin histolojik perparatlarda nulkleus goérinimlerine goére 3 tip olarak

siniflandiriimaktadir.

1. Tip A koyu [type A drak (Ad)] spermatogonyumlar, ince granulli kromatinli,
yogun bazofilik, oval nikleuslu hicrelerdir. Semifer epitelin kdk hucresi
oldugu dastnilen hdcrelerdir. Mitoz bolinmeler ile yeni tip Ad ve tip Ap
spermatogonyumlari olusturur.

2. Tip A acik [ type A pale (Ap)] spermatogonyumlar, acik renkli boyanan ince
kromatinli oval nikleuslu hiicrelerdir. Seri birka¢ mitoz bélinmeler gegirerek
sayllarini arttirnir

3. Tip B spermatogonyumlar, yuvarlak nikleusa sahip merkezi nukleolusun

¢evresinde genis kiimeler olusturan yogun kromatinleri bulunan hiicrelerdir.

2.1.2.3.2. Spermatosit fazi:

Tip B spermatogonyumlardan olusan primer spermatositlerin 2 mayotik bollinme ile

4 sayida haploid hicrelerin olustugu ve ayrica genetik cesitliligin gerceklestigi fazdir.

Olusan primer spermatositler mayoz bolinme déncesi DNA'sini replike ederler.
Bdylece primer spermatositte normal sayida kromozom (2n) ve iki kati miktarda DNA
(4d) icerir.

Mayoz 1 boélinmesi ile bélinen hiicrelerdeki diploid (2n) kromozom sayilari yariya
inerek haploid (n) saylya ulasir. Crossing-over olarak adlandinlan homolog
kromozomlarda parga degisiminin gerceklestigi homolog kromozomlarin birbirinden
ayrildigi mayoz 1 bélinmesi ile haploid (n) sayida kromozomlu ve ¢ift (2d) kromatidli
sekonder spermatositler olugur. Mayoz 2’den 6nce DNA replikasyonu olamadigi igin
mayoz 2 bdlinmesinde de c¢ift kromatidlerin ayrildigi hucre bdélinmesi gergeklesir.

Bdylece haploid (n) sayida ve tek (d) kromatidli sekonder spermatositler olusur.



2.1.2.3.3. Spermatid (spermiyogenez) fazi:

Hucre bolinmesi tamamlanan sekonder spermatositlerin olgun sperm hicrelerine

farkhlastigi evredir. Yeniden sekillenmenin oldugu bu evre 4 fazda incelenebilir.

Golgi fazi: Cok sayida golgi kompleksinde olusan preakrozomal grandllerin
olusturdugu niikleusa komsu akrozomal vezikillerin olustugu ve akrozomal vezikulin
iceriginin genigleyip arttigi evredir. Ayni zamanda akrozomun bulundugu nikleusun
arka kutbuna sentriol yerleserek plazma zar ile dik bir agl yapacak sekilde spermin

kuyrugunu olusumunu baglatir.

Kep fazi: NuUkleus siki paketlenip igerigindeki porlari kaybedip yogunlasirken,
olusmaya devam eden akrozomal vezikul nukleusun 6n kismina yayilir. Akrozomal kep

olusur.

Akrozom fazi: Bu faz da spermatit yeniden hizalanmasi olusur. Gelisen kuyruk
bazale dogru olan konumundan limene dogru déner. Sikilasan sperm basi iyice sertoli
hicresi iceresine gdémulerek nukleusu uzar, yassilagir. Akrozom nikleusa komsu 6n
kisimda pozisyon alir. Sitoplazma geriye dogru itilerek sitoplazmik milkrotibullerden

manset olusur.

Mitokondriler sperm kuyrugunun boyun kisminda go¢ ederek olusan kuyruk ile kilif

arasinda heliks yapacak sekilde konumlanirlar.

Olgunlasma fazi: Spermatidin yeni bir morfolojiye kavustugu bu fazda fazla olan
sitoplazmik vezikuller atiir. Tip Ad spermatogonyumdan itibaren olgun sperm
olusumunun bu fazina kadar devam eden, hicre bélinmesi sonrasi olusan hiicreler
arasi sitoplazmik kopruler, reziduel cisimlerin olgun spermlerden ayrilmasinda reziduel
cisimleri birbirine baglar. Bu sayede bagimsiz olgun sperm hicreleri Iimene birakilir
(Moore KL vd 2009, Ovalle WK ve Nahirney PC 2009).

Olgunlagip seminifer tabdlin limenine birakilan olgun sperm hicreleri
hareketsizdirler. Seminifer tuballn sivisi ile 6nce rete testise oradan duktus efferentese
yoénlendirilen spermeler, ejekllasyonla atilmak Uzere epididimiste depolanirlar. Ayrica
duktus epididimise gecen sperm hicreleri hareketlilik ve oositi fertilize etme yetenegi
kazanirlar. Androjen bagimlisi matir sperm hucreleri epididimiste yuzey-iligki
dekapasitasyon faktoru iceren epididimal sivi ile modifiye olur. Dekapasitasyon adi
verilen bu olayda, spermlerin fertilize etme yetenegi geri donlisimli olarak inhibe edilir.
Spermler digi ureme kanalinda fertilizasyondan 6nce kapasitasyon sirasinda fertilize

etme yetenegini geri kazanir (Moore KL vd 2016).



2.2. Semen:

Semen; testisten gelen spermleri ve sivilari, epididimis, duktus deferens, prostat,

vezikila seminalis ve boulbolretral bezlerden gelen salgi Urlnlerini icermektedir.

Semen kadin genital sistemindeki asidik ortama karsi hafif bazik 6zelliktedir.

Ejakulasyonla atilan normal semen yaklasik 3 ml hacimdedir. Her mililitresinde 100

milyon sperm igerir ve bu hlcrelerin %75’i motil spermlerdir (Moore KL vd 2016).

Kuyruk

Sekil 2. 1 Normal sperm goruntisu, (ok) boyun. Diff-Quick boyama 100X

Tablo 2 1 Dinya Saglik Orgiti’nin 2010 yili sonrasi verilerine gére semenin

karakteristik alt referans limitleri soyledir:

Parametre Alt referans limiti
e Semen hacmi (ml) 15

e Toplam sperm sayisi (10%ejakdlat) 39

e Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15

e Total motilite (PR+NP,%) 40

o lleriye dogru hareketlilik (PR, %) 32

o Vitalite (canh sperm,%) 58

e Sperm morfolojisi (normal formlar,%) 4
Uzlasilan diger esik degerler

e pH 272
e Peroksidaz pozitif Iokositler (10%/ml) <10
e MAR testi (partikullere bagl hareketli spermler,%) <50



e [mmunobead test (boncuklarin baglandigi hareketli <50

spermler,%)

¢ Seminal ¢inko (umol/ejakilat) 224
e Seminal fruktoz (umol/ejakulat) =213
e Seminal nétral glikozidaz (mU/ejakulat) 220

Yukarida verilen alt referans degerler, partnerleri 12 ay ve daha kisa slrede gebe
kalmis fertil erkeklerin semen kalitesi referans alinarak belirlenmistir. Ug kitada ve sekiz
Ulkede vyapilan yaklagsik 400-1900 semen numunesinden elde edilen veriler
kullaniimistir (WHO laboratuvar el kitabi, 2010).

2.3. Hormonlar:

LH ve FSH hormonlar: Erkek ve kadinda cinsel islevin kontroli blyUk oranda
hipotalamustan salinan gonadotropin-serbestletici hormon (Gn-RH) salgisi ile baslar.
Bu hormon hipofizin 6n lobunu uyararak gonodotropin adi verilen iki hormonun
salinmasini saglar. Bunlar luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormondur
(FSH).

LH: Testislerin interstisiyel leyding hicrelerinden testosteronun salgilanmasi
hipofizden salinan LH ile saglanir. Leyding hicrelerini salgiladigi testosteron
hormonunun kandaki orani arttikca, hipotalamusa etkisi sonucu GnRH salinimi azalir.

Dolayli olarak LH ve FSH salinimi da azalmis olur.

FSH: Seminifer tubdllerde, sertoli hiicrelerine baglanarak hicrelerin bliyimesini ve
sertoli hucrelerinin spermatogenetik maddeleri salgilamasina neden olur. Ayni
zamanda leyding hucrelerinin sagiladigi testosteron da spermatogenezde trofik etkiye
sahiptir. Spermatogenez igin FSH ve testosteron da gereklidir. Sertoli hucrelerinin
salgiladigi bir diger hormon inhibin hormonu, sertoli hlicresinin salgisinin artmasi ile de
hipofiz Uzerinde etkili olarak FSH salinimi azaltir. Boylece fazla sperm Uretimi

dengelenmis olur.

Testosteron: sperm Uretimini tesvik edici bir hormon olmasi disinda pek ¢ok islevi

vardir. Bunlar;

e Fetal ddbnemde erkek vicut dzelliklerinin gelisiminden sorumludur.
e Testislerin skrotuma inmesini saglar.
e Yetiskin erkeklerde birincil ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelisimini saglar.

e Vicut killarinin dagiliminda etkilidir.



o Erkek tipi kellige neden olur.

e Deri kalinlasmasina neden olur.

e Kas geligimini uyarir.

e Kemik biylimesini ve kalsiyum depolanmasini arttirir.
e Bazal metabolizmay arttirir

e Eritrositler Uzerine arttirici etkisi vardir.

e Ayrica elektrolitler ve su dengesi Gizerine de etkisi vardir (Hall EJ 2017).

AMH (Anti Millerian Hormon): Glikoprotein yapisinda bir hormondur. ilk olarak fetal
testislerdeki sertoli hiicreleri tarafindan salinmaya baslayan ve puberteye kadar ylksek
seviyelerde salinmaya devam eden bir hormondur. Erkelerde fetal dénemde Anti
Mdallerian Hormonu miillerian kanalin gelisimini inhibe ederken, kadinlarda folikiil

gelisiminin inhibisyonunda kullanilir.

Kadinlarda AMH, primordial, preantral ve 4 mm’ altindaki antral folikillerden
FSH’tan bagimsiz olarak salgilanir. AMH kadin folikdl gelisimi ve dolayli olarak
ovaryum rezervi hakkinda belirte¢ olarak kullaniimaktadir (Duru vd, 2008). Ayrica AMH
sperm hareketliligi ile de iligkili oldugu J.M. Andersen ve arkadaslari tarafindan
belirtiimistir (Andersen vd 2016)

2.4. DNA hasart:

Sperm DNA’si viucut hicrelerine gore oldukga kompakt, sikistiriimis bir
organizasyonda bulunur. Sperm hucrelerinde yapisi geregdi yeterli alan bulunmadigi igin
somatik hiicrelerdeki paketleme yapilari olan histonlarin yerine daha siki paketleme

sistemlerine ihtiyag duyulur.

Sperm DNA iplik¢ikleri arjinince zengin protamin denilen protein yapilari tarafindan
paketlenir. Bdylelikle sperm DNA paketlenme birimi olan toroidler olusur. Toroid

katlantilar arasindaki molekiller arasinda ¢apraz baglantilar ile DNA daha da sikilasir.

Sperm hucrelerinin morfolojisi ve motilitesi iyi olmasina ragmen DNA hasari olmasi

muUmkudndur.

DNA fragmantasyonu, sperm DNA’sindaki hasarlar ve genomik kararsizliklar
sonucu goralir. Fragmantasyon, genellikle sperm DNA’sinda tek ve cift sarmal
kopmasi ile olusur. Sigara, radyasyon, kemoterapi gibi ¢evresel kosullarin yaninda,
I6kospermi, varikosel ve kanser gibi patolojik ve fizyolojik olgularin da etkili olugu

bilinmektedir. Ayrica sperm dondurma islemlerinde de fragmantasyon olusabilmektedir.
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Bu anomaliler; kromatin paketlenme anomalileri, oksidatif strese veya radyasyona

bagh DNA kiriklari, apopitozis, kromozomal hasarlar olarak 4 sinifta toplanabilir.

DNA paketlenmesi esnasinda katlanmalar sirasindaki kivrim ve burkulmalarin
siddeti ile sperm DNA kiriklari olusabilir (Yuksel, 2019).

Ayrica seminal plazmada reaktif oksijen tirlerine karsi antioksidanlar olmasina
ragmen, akrozom reaksiyonlari, kapasitasyon ve matirasyon gibi asamalarda asiri

reaktif oksijen tarleri agiga ¢ikabilir ve bunun sonucu olarak da DNA hasari olugabilir.

Testislerde olusan sperm hicrelerinin miktarinin asiri artmasini 6nlemek ve
anormal spermlerin imhasi igin sperm hlcrelerinde apoptotik yolaklar vardir. Hicre
apoptotik yolaktan kacarak aborfit apoptozis adi verilen semendeki DNA hasarlar

spermleri olusturabilir.

Bazi erkeklerde Y kromozomuna bagli mikrodelesyonlar sperm yapimindaki DNA

hasarina yol agabilir. Bu nedenle de sperm sayisinda dusius ve DNA hasari goérilebilir.

2.4.1. DNA hasarini degerlendiren testler:

DNA Hasarinin belirlenmesinde;

TUNEL (Terminal Uridine Nick-End Labeling), SCSA (Sperm kromatin yapi analizi-
Sperm Chromatin Structure Assay), SCD (Halo sperm ydntemi-Sperm Chromatin
Dispersiyonu), KOMET (tek hticre elektroforez) ve Toluidine Blue gibi boyama

yontemleri kullanilabilir.

2.4.1.1. Komet (tek hiicre elektroforez) yontemi:

Sperm DNA kiriklarinin dogrudan degerlendirildigi yontemdir. Alkali pH’ll tampon
ortaminda DNA molekillerinin ortaya ¢ikariimasindan sonra farkh molekil agirhkli DNA
molekullerinin elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri prensibine dayanir. Hasarsiz
DNA’lar elektroforezde kuyruk olusturmazken, hasarli DNA’lar ise farkli molekul
agirhklarindan dolayi farkli hareket edecegdi icin kuyruklu yildiz seklinde goéruntu

olusturur. Bu sayede DNA hasarli spermler tespit edilebilir.

2.4.1.2. TUNEL (Terminal Uridine Nick-End Labeling) yontemi:

Terminal DeoxynuUkleotidil Transferaz (TdT) denilen DNA polimeraz enziminden
faydalanilir. Bu enzim tek veya cift zincirli DNA 3’-hidroksil gruplarina rastgele
baglanarak deoksiribonukleotidler (dUTP) olusturur. Bu olusan dUTP’ler etiketlenerek

gorintileme yapilir. Sonuglar ylzde olarak hesaplanir.
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2.4.1.3. Sperm kromatin yapi analizi-Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA):

Bu yontem anormal yapili spermlerdeki DNA’larin is1 ve asit denatiirasyonuna daha
yatkin oldugu prensibine dayanir. Akridin orange boyasinin metakromatik 6zelligini

kullanan SCSA sperm DNA’sinin in situ asit ya da 1si kaynakl denatlrasyonunu olcer.

2.4.1.4. Halo sperm yontemi-Sperm Chromatin Dispersiyonu (SCD):

SCD testi DNA kiriklarini direk olarak tespit eder. Lama aktarilan sperm agaroz
matriksine daldirilir, denatlre etmek igin asit ¢dzeltisi kullanilir. Membran ve proteinler

uzaklastirildiktan sonra boyama yapilarak goruntilenir (Yuksel, 2019).

2.5 Hipotez:

Hipotez 1: Kan ve seminal AMH dizeyleri erkeklerde sperm parametreleriyle
iligkilidir.

Hipotez 2: TUNEL boyamayla saptanan DNA fragmantasyon artmasiyla sperm

morfolojisi bozulur ve seminal AMH miktari duser.
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3. GEREG VE YONTEMLER:

Hastalardan orneklerin alinmasi:

Pamukkale Universitesi Hastanesi Androloji Laboratuvarina semen analizi igin
gelen hastalardan 60116787-020/8324 sayili 30.01.2018 tarihli, 03 sayili girisimsel
olmayan klinik arastirmalar etik kurul onayi ile gonulli hastalardan semen numuneleri
alindi. Gegmis dyklstnde kriptorsidizm, kemoterapi ve kanser tedavisi géren hastalar

galisma disinda birakildi.

Semen ornekleri, Dinya Saglk Orgatinin “WHO laboratuvar el kitabi insan
semeninin incelenmesi ve islemlerden geciriimesi” adh kitapta anlatilan kurallar
cercevesinde degerlendirildi. Semen analizi sonuglarina gére hastalar 4 gruba ayrildi.
Normozoospermi (n=46), oligoastenoteratozoospermi (n=18), azospermi (n=19),

teratozoospermi (n=68) olarak belirlenen hasta gruplarinin semen analizleri yapildi.

3.1. Semen analizi:

Laboratuvara yakin 6zel bir odada ejakulasyon yontemi ile alinan semen
numuneleri sperm icin toksik olmayan steril kaplara alindi. ilk 15 dakika icerisinde
37C"lik tablaya alinarak likefiye olmasi beklendi. Normal semen numunesi ilk 15
dakika igerisinde likefiye olarak analiz igin uygun hale gelir. 15 dakika igerisinde likefiye
olmayan semen numunelerinin yarim saat iginde likefiye olmasi da normal olarak not
edildi. Yarim saatten uzun suren likefaksiyon sureleri kaydedildi ve semen
likefaksiyonu igin kimyasal islem uygulandi. Esit miktarda fizyolojik medyum fosfat-
tamponlu salin kullanilarak likefiye edildi. Semen analizininin sperm konsantrasyonu

hesaplanirken bu dilisyon orani da hesap edildi.

Likefiye olan sperm numunelerinin ilk 1 saat icerisinde viskozite, volim, sperm
konsantrasyonu, canlilk, pH 6lcimu, motilite ve Kruger morfolojisi i¢in 1slak yayma

preparatlarinin hazirlanmasi iglemleri yapildi.

Semen analizi i¢in 6zel olarak Uretilmig dereceli sperm toplama kaplarina alinan
semenin hacmi 6lguldu. Renk ve gorunum degerlendirildi. Semen numunesi toksik
olmayan pipetler yardimi ile iyice karistirildi ve viskozitesi kontrol edildi. Viskoz olan
semen numunesi hafifce pipetlenerek ¢dézulmesi saglandi. Cozulmeyen numunelerde
likefaksiyon ¢dozme yontemi uygulandi ve viskozite not edildi. Viskozite icin esik deger
semenin damlatma esnasinda 2 cm’den daha uzun uzamalar yapmasi olarak kabul
edildi.
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Sperm sayimi i¢cin uygun hale gelen semen numunesi sperm sayimi icin 6zel
geligtiriimis olan Makler kamarasina damlatilarak sayildi. Sayim icin olusturulan
karelerdeki hucreler hareketli, hareketsiz ve yerinde hareketli olarak siniflandirilip
sayim tamamlandi. Hacmi bilinen sayim alani sayesinde toplam sperm sayisi, motilite,
motil sperm sayisi hesaplamalari yapildi. Sperm sayim islemi en az iki tekrar yapilarak
degerler karsilastirildi. WHO kriterlerine gdre uygun araliktaysa iki degerin ortalamasi

alinarak sayim tamamlandi. Degilse tekrar iki sayim yapildi ve ortalamasi alindi.

Egder sperm sayisi dusikse ve maklerde sperm goérilmemis ise lam-lamel arasina
karigtiriimis sperm 6rnedi damlatilip tarama yapildi. Sperm gdérilmesi halinde sonug¢
raporlandi. Eger tekrar sperm goérilmemesi durumu var ise semen dérneginden 1 ml
sivilasmis semen santrif(j igin santriflij tiplne konuldu ve 15 dakika 3000 g’de santrifij
edildi. Dipte olusan pelletin tamami lama aktarilarak lamelle kapatildi ve kontrol

edilmemis alan birakmayacak sekilde sperm taramasi yapildi. Sonuglar not edildi.

Semen analizi biten semen numunesinden Kruger morfolojisi i¢in 1slak yayma
yapildi. Karistirihp homojenize edilen numuneden bir damla numune, kimliklendirilen
lamin ucuna birakilarak ikinci bir lam ile yayma yapildi. Kurumaya birakilan lam

sonrasinda Diff-quick hizli boyama seti ile boyama yapildi.
Boyanan sperm hiicrelerinin WHO kriterlerine gére degerlendiriimesi su sekildeydi;

Bas defektleri: BUyuk veya kuguk, sivri, armut sekilli, yuvarlak, vakuolli (2
vakuolden fazla veya boyanmamig vakuolli alanlari bagsin % 20’sinde daha buyuk)
spermler bas defekti kabul edildi. Ayrica post akrozomal bélgede bir vakuol icermesi
veya akrozomun kuguk veya blyuk olmasi (basin alaninin <% 40 veya >% 70’ini isgal
etmesi) ¢ift bagliik ve bunlarin kombinasyonlarinin goéraldigid spermler de bu

gruptaydi.

Boyun ve orta parca defektleri: Kisa, birden fazla sayida, kirik, basin merkezi ile
ayni konumda olmayan, keskin agi ile kivrilmig, normalden ince veya kalin, sarmal

veya bunlarin kombinasyonlari dahil edildi.

Ana parc¢a defektleri: Kisa, birden fazla sayida, keskin acili bikilmeler, sarmal,

dizensiz geniglik ve bunlarin kombinasyonlari dahil edildi.

Asiri rezidlel cisim: Bol miktarda dlizensiz boyanmis, spermin basinin lgte birinden
veya daha fazla sitoplazmali siklikla orta parga ile iligkili olup bu spermler anormal
kabul edildi (WHO EI Kitabi, 2010).
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Sekil 3. 1 Sperm morfolojik degerlendirilmesi. A) Normal Sperm (ok), B) Bas anomalisi
(ok), C) Boyun anomalisi (ok), D) Kuyruk anomalisi (ok). Diff-Quick boyama 100X

Her hasta i¢cin 200 sperm hucresi sayilip ylizde bas, boyun, kuyruk anomalisi ve
normal spermler tespit edilip 2. tekrari yapildi. iki sayim arasi fark kabul edilebilir
seviyede ise ortalamasi alinip sonuglar not edildi.

Sayim alanlari rastlantisal olarak segildi. Sayilan spermin tekrar sayimini énlemek
icin sayim alani taramasi tek tarafa dogru yapildi.

LH, FSH, ve total testosteron hormonlari, Pamukkale Universitesi Arastirma

Hastanesi Merkez laboratuvarinda degerlendiriimis olup sonugclar kayit altina alindi.

3.2. AMH testi:

Semen ve hastalardan alinan kan oOrnekleri 20 dakikalik 3000 g de santrifijin
ardindan elde edilen vicut sivilari kimliklendirilerek — 80 C”de saklandi. Ve asagidaki
ELISA protokoliine gére degerlendirildi.

3.2.1. Kimyasallarin hazirlanmasi:

Tam kitler kullaniimadan 6nce oda sicakligina getiriimek lGzere islem éncesi uygun

sicakliga gelisi beklendi.
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o Wash Buffer: 30ml’lik konsantre yilkama tamponu deiyonize su veya distile su
ilave edilip 750 ml'ye tamamlanarak seyreltildi.

e Standart Solusyonlari: Standart tlp icerisindeki tim kiti toplamak igin 10.000xg
1 dakika santrifijlendi. 1 ml Referens Standart ve Sample DilGent eklendi, 10
dakika beklendi ve birkag kez ters diuz edildi ve pipetlenerek karistirildi. Daha
sonra seri diliisyonlar yapildi. Ornegin: AMH igin Referans Standart 6000
pg/mL. Seri dilisyonlar ile 6000 — 3000 — 1500 — 750 — 375 — 187,5-93,75-0
pg/mL’dir. Sample Dilient'ten 7 ayn tipe 500 pl koyuldu. 6000 pg/mL
referanstan 500 ml’lik ilk tipe koyulup pipetlendi. Sonra her tipe bir &ncekinden
500 ml bir sonraki tupe aktarilarak seri dilusyonlar yapildi.

e Biotinylated Detection AB working solution: 100x’lik stok kit 1x’e seyreltilerek
kullanima hazir hale getirildi.

e Concentrated HRP Conjugate working solution: 100x ‘lik stok kit 1x’e

seyreltilerek kullanima hazir hale getirildi.

3.2.2.ELIiSA yontemi

1. Calismadan o6nce kitler, malzemeler ve o6rnekler oda sicakligina gelinceye
kadar beklendi.
25X’lik yikama tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi.
Calismaya baglamadan 15 dk 6nce, 100X biotinlated detection Ab 1X’'e dilue
edildi.

4. Calismaya baslamadan 15 dk 6énce, 100X consantarted HRP Conjugate 1X’e
dilie edildi.

Assay Proseduru:

1. 100 pl standart sollisyon ve ornekler kuyucuklara koyuldu. 90 dk 37 C”de
inklibe edildi.

2. Kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi ama yikama yapilamadi. 100 pl biotinle
tespit edilmis antikor eklendi. 1 saat inkiibasyona birakildi.

3. lInkibasyondan sonra kuyucuklardan sivilar uzaklagtiridi. inkibasyon
sonrasinda aspirasyon yapildi ve 3 defa yikama tamponu (350 pl) ile
yikama iglemi yapildi.

4. Kuyucuklara 100 pyl HRP konjugat eklendi. 30 dakika 37 C”de inklbe edildi.
inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki sivilar aspirasyon edildi ve 5 defa
yikama tamponu ile yikama iglemi yapildi.

6. Kuyucuklara 90 ul Substrate reagent eklendi. 15 dakika 37 C”de inkube
edildi.
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Kuyucuklara 50 ul Stop soliisyonu eklendi. 450 nm’de mikroplaka okuyucu
cihazi (ELISA) ile okuma islemi yapildi.

Sonuglar hesaplanip analiz edildi.

3.4. TUNEL BOYAMA:

TUNEL boyama protokolu: Alinan semen 6rnekleri lamlara yayma islemi uygulanip

kuruduktan sonra fiksasyon islemi uygulandi;

1.

o gk~ w N

%4 tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde 10 dakika bekletilerek fiksasyon iglemi
yapildi.

Lamlar PBS ile yikandi.

Yikama sonrasi lamlar % 70’lik etil alkolde 5 dakika bekletildi.

% 95lik etil alkolde 5 dakika bekletildi.

% 100’luk etil alkolde 5 dakika bekletildi.

Lamlar kurutulup +4 °C’de saklandi.

Boyama islemi asagidaki basamaklara gore yapildi;

1.

© N o Ou

Rehidratasyon iglemi uygulandi.

a. % 100 etil alkolde 5 dakika,

b. %95 etil alkolde 5 dakika,

C. % 70 etil alkolde 5 dakika bekletildi.

d. PBS ile yikama yapildi.
% 3 H2O, 5 dakika bekletildi. (Not: DNA ya zarar verebilecegi icin 5
dakikadan daha fazla bekletiimemesi gerekmektedir.)
3 kere 2 ser dakikalik araliklarla PBS ile yikma yapildi.
0,2% Triton X-100, Tween-PBS Cozeltisi ile 30 dakika bekletildi (%0,2
olacak sekilde Tween-PBS icerisinde seyreltildi) (0,5 ml Tween 20 ve 2 ml
Triton X-100, 1 L PBS' ye ilave edildi).
Proteinaz-K 50 pl ilave edilip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
PBS ile yikama 3 kere 2 ser dakika yapildi.
Pre-incubation buffer solisyonundalO dakika bekletildi.
TdT reaction: TdT Reaction Mixture 2 saat 37 °C de nemli ortamda (5ul TdT
Enzyme reagent-45ul TdT Label Reagent karistirilarak)l saate inkube
edildi.
PBS ile 3 kere 2 ser dakika yikama yapildi.
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10. 50 pl Background reducing buffer sollisyonunda oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi.

11. PBS ile 3 kere 2 ser dakika yikama yapildi.

12. Mouse anti-DIG soliisyonunda 1 saat 37 °C nemli ortamda inkiibe edildi.

13. PBS ile 3 kere 2 ser dakika yapildi.

14. HRP label polymer solliyonunda 30 dakika bekletildi.

15. PBS ile 3 kere 2 ser dakika yapildi.

16. DAB Chromojen uygulamasi 20 dakika boyunca yapildi.

17. Hematoksilende 30 saniye bekletildi.

18. Akar suda yikama yapildi.

19. % 95 etil alkol 5 dakika bekletildi.

20. % 100 etil alkol 3 er dakika 2 kez dakika bekletildi.

21. Ksilen 5 er dakika 2 kere bekletildi.

22. Entellan ile kapama islemi uygulandi.

Boyama sonrasi lamlarda hicre degerlendirmesi yapildi. Sayim alanlar
rastlantisal olarak secildi. Sayilan spermin tekrar sayimini 6énlemek icin sayim alani
taramasi tek yone dogru yapildi. 2 tekrarli 200 hiicre sayilip TUNEL pozitif yizde

oranlari hesaplandi ve sonuglar kaydedildi.

Apopitotik indeks: TUNEL metodu kullanilarak boyanan sperm yayma
preparatlarindan nikleusu kahverengi boyanan spermler TUNEL pozitif olarak

degerlendirildi. Apopitotik indeks hesaplandi:

Apopitotik indeks (Al) :Pozitif hiicreler X 100/Total Hiicre sayisi

3.5. Istatistiksel analiz:

Veriler SPSS 25.0 [IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY:IBM
Corp.)] paket programiyla analiz edilmistir. Strekli degiskenler ortalama * standart
sapma ve kategorik dediskenler sayl ve yizde olarak verilmistir. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmigtir. Parametrik test varsayimlari
saglandiginda Tek yonll varyans analizi; parametrik test varsayimlari saglanmadiginda
ise bagimsiz grup farkhliklarin karsilastiriimasinda Kruskal Wallis varyans analizi
kullaniimistir. Ayrica sUrekli degiskenlerin arasindaki iligkiler Spearman korelasyon
analiziyle ve kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar ise Ki kare testi ile

incelenmistir. Anlamhlik degeri P< 0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR:

Sperm Voliimleri:

Gruplarin sperm parametreleri degerlendirilirken ilk olarak sperm volimleri
karsilastirildi. Sperm volumu igin gruplar kendi aralarinda karsilastinldiginda sperm
volimU azospermik grupta normozoospermik gruba gére anlamli olarak distk bulundu.
(P=0,0001) (Tablo 4.1)

Sperm parametreleri:

Gruplar arasinda normozoospermik grupta konsantrasyon anlamli olarak fazla
saptandi (P=0,0001). Bununla birlikte gruplarin kendi aralarinda karsilastiriimasinda

anlamli farlilik bulunmadi.

Total sperm sayisi, total motil sperm sayisi, total progresif motil sperm sayisi
gruplar arasindaki fark istatiksel olarak anlamliydi (P=0,0001). Total motil sperm sayisi,
total progresif motil sperm sayisi normozoospermik grupta diger bitin gruplara goére
istatiksel olarak fazlaydi. Non progresif hareketli sperm sayisi azospermi grubu dista
birakildiginda gruplar arasinda anlaml farkhlik bulunamadi. Hareketsiz sperm oranlari
ise gruplar arasinda anlaml olarak farkliydi. Hareketsiz sperm orani
oligoastenoteratozoospermik grupta anlamli olarak en yiksek bulundu. Onu
teratozoospermik  grup izledi. Normozoospermik  grupta diger gruplarla
karsilastirildiginda ise hareketsiz sperm orani anlamh olarak dusik bulundu
(P=0,0001).

Tablo 4. 1 Gruplar arasi sperm parametrelerinin istatistiksel sonuclari

Normozoospermi Oligoastenoteratozoospermi Azospermi Teratozoospermi
(L. Grup) (2.Grup) (3.Grup) (4. Grup)
Med Med Med Med Gruplar arasi ~ Gruplar aras! ikil
+ t t t
AO£SS (min - maks) AO£SS (min - maks) AO£SS (min - maks) A0S (min-maks)  pdegeri korelasyonlar
Volim (m) 33156 35(15-102) 32+17  285(14-74) 2024135 2(001-45) 338166 3(07-97) 00001+ 34,13
Frzi’l‘;:";"say‘)” V282 5425 397288 355(01-125 080 0(0-0)  7TL6:402 6L5(001-230) 0000 34131224

(T;:;'Spermsay's‘ MIT4L15635 2045(84-840) 11185749 114037-30)  0£0  0(0-0) 2217516094 1835002-722) 0000%  34,1:3,12,24,14

TodMoe(®) 1261102 7T3(46-90)  3306£9%5  F(4-43  0:0  0(0-0) 6641080  65(45-89  0000F 34131224
;‘;‘;’s‘“ﬁi‘l)s"erm 2010654 207(54-609 3691253 375(005-88) 040 0(0-0) 1509612315 120(2-55) 0000 12,13 14,2434

TOADOUESE oo tp7y 1525 2188120 205(003-48) 00 0(-0) BT 1208504 0000 12,13 142434
sperm sayis! (mil)

Pogesii () 617481229 62(34-8)  2011:69  20(8-3) 080 0(0-0) 5413:1226  53(32-80) 0000 12,13 14,23 24,34
Nonprogiesi (%) 11114895  10(3-6) 12894448 135(4-2)  0£0  0(0-0)  1209¢495  11(4-26)  0000% 13,2334
Haskelsiz () 2841£1136  275(9-5) 67922 G3(7-86) 080 0(0-0) 33371084 35(12-55 0000 12,1323 24,34
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Kruger morfolojisi

Kruger morfolojisi dederlendirmesinde bas anomalisi teratozoospermik grupta en
yuksek (90,6815,13) daha sonra oligoastenoteratozoospermik ve normozoospermik
grupta sirasiyla (89,39+22,51), (82,1+6,37) bulunmustur. istatistiksel olarak anlamidir
(P=0,0001). (Tablo 4.2)

Tablo 4. 2 Gruplar arasi Kruger kriterlerine gbére normal, bas, boyun ve kuyruk
anomalilerinin istatiksel degerleri

Normozoospermi Oligoastenoteratozoospermi Azospermi Teratozoospermi
(L. Grup) (2.Grup) (3. Grup) (4.Grup)
Ned Med Ned Med  Gruplararasi  Gruplararasi i
A0£59 (min- mak) A0239 (min- maks) A0£59 (min- maks) A0£59 (min-maks)  pdeder Korelasyonlar
KrugerNomal (%)~ 463083 4(4-7) 07608  1(0-3) 010 00-0) 2164105 30-3  0o0r 1213, 14,2434
KrugerBas (%) ~ 8216£637  82(58-92) 8930:2251  9%(0-%) 010 00-0) 9088513  92(2-100)  0000F 1213142334
KgerBopn ()~ 83+327  85(3-20) 276188 2(L-6) 010 00-0) 451249 40-15) 00001 12,1:314,2:3,34
Kuger Kuyuk (%)~ 4934384 4(L-25) 1824113 1(L-4) 0:0  00-00 271428 20-16)  0000F 1213142334

4.1. Hormon analizi sonuglari:

FSH dlzeyleri gruplar arasinda anlamh olarak farlilik géstermistir (P=0,001) (Tablo
4.3). FSH duzeyi azospermik grup (A.O 4,45 + 2,3) normozoospermik grup (A.O 18,55
+ 17,5) karsilastirildiginda anlamli olarak yuksek bulunmustur (P=0,001) (Tablo 4.3).
Oligoastenoteratozoospermik grubun FSH dizeyi (A.O 8,51 £ 6,07), teratozoospermik
gruba (4,42 + 3,78) gbre anlamli olarak yuUksek bulundu (Tablo 4.3). LH dizeyi
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlaml farkhhklar vardi (Tablo 4.3). Azospermik
grupta (A:O 8,51 £ 6,07), normozoospermik (5,19 + 2,06) ve teratozoospermik (5,47 *
2,43) gruplara gbére LH duzeyi anlamh olarak yuksekti (Tablo 4.3). Azospermik
hastalarda kan AMH duzeyi (955,1 + 1300,89) yukseldiginde, kan FSH (8,51 + 6,07)
(r=0,845, p=0,000) ve LH (11,57 £ 8,89) (r=0,701, p=0,001) duzeyleri anlamli olarak
yukseldigi saptandi (Tablo 4.3). Testosteron seviyesinde gruplar arasi anlaml farkhlik
yoktu (Tablo 4.3). Kan AMH duzeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,018) (Tablo 4.3). Kan AMH dizeyi en yuksek azospermi gruplarindaydi
(955,1£1300,89) (Tablo 4.3). Gruplar kendi aralarinda kargilastirildiginda kan AMH
dizeyi teratozoospermik grupta (522,47 * 1003,22), oligoteratoastenozoospermik
gruba (681,38 + 703,74) gore anlamli olarak duguk bulundu. (Tablo 4.3) (Grafik 4.1)
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Grafik 4. 1 Gruplarin kan AMH duizeyleri (*: ikili korelasyonlar)

Semen AMH dizeylerinde de gruplar arasinda anlamli farlilik vardi (P=0,043).

Gruplar kendi arasinda karsilastirildigi zaman normozoospermik hastalarin semen
AMH seviyesi oligoastenoteratospermi grubuna gére anlamli olarak disik bulundu.
Gruplarin kan ve semen AMH dlzeyleri arasinda herhangi bir kolerasyon saptanmadi.

(p>0,05) (Grafik 4.2)
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Grafik 4. 2 Gruplarin semen AMH duzeyleri (*: ikili korelasyonlar)

Gruplarin TUNEL degerlendiriimesinde gruplar arasinda anlamh farklihk
bulunamadi. (Tablo 4.3) (Sekil 4.1)
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Tablo 4. 3 Gruplar arasi FSH, LH, testosteron, AMH ve TUNEL degerlerinin
istatiksel analizi

Normozoospermi Oligoastenoteratozoospermi Azospermi Teratozoospermi
(L Grup) 2.Grup) (3.Grup) (4.Grup)

Med Med Med Med  Gruplararasi  Gruplar arasi i

AD239 (min-maks) AD£39 (min-maks) AO£SS (min- maks) AO£SS (min-maks) ~ pdederi  korelasyonlar

FSH 445823 40B(0-1L02)  B51+607 663(L28-2557) 18954175 146(042-625) 442378 369(086-2883) 0000 24,3413
H 510:206  53(0-1165) 6484433 629(01-1914) 1157+89% 1008(069-3430) 547:243 516(0L-17112) 000 313

Testosteron 412172 419(0-849)  408:207 3%2(01-8%4) 33+174 3H(011-822) 48318 423(124-103) 0072

2368 681,38 55,1t 1266 (146-
A + . . + t -
HKan 52515184985 (0445- 550 o 4573 (0,58 2743) 08 47,2584 - 4879) 522,47+ 10032 ) 0.018 24,
IIARES 2,76+ 5055 (7,15-
+ . < - t ¥ -
AMH Semen 104,11+ 24565 3611 (0-1522) 5 19.27(0-2027) S 57,68 (11,38-2075) 273,07 532,12 79 0.043 12
TNEL 26262187 A0L-% 204168  185(2-60) - - 18981781 12(L-69) 0.163

Azospermik hastalarda sperm volumu arttikga semen AMH seviyesi de yukseldigi
saptandi (r=0,658, p=0,006).

Teratozoospermik hastalarda Kruger morfolojisinin bas anomali orani ile TUNEL (+)
hicre varhdi arasinda (-) korelasyon (r=-0,337, p=0,016) varken, boyun ve kuyruk
anomalisi arasinda (+) korelasyon saptandi. (Sirasiyla r=0,323, p=0,021 r=0,297,
p=0,035) (Grafik 4.3)
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Grafik 4. 3 Gruplar arasi TUNEL (+) apoptotik hicre degerlendirmesinin grafiksel
gOsterimi.
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Sekil 4. 1 TUNEL boyama: ok; TUNEL pozitif hucreler, *; TUNEL negatif hucreler,
100X
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5.TARTISMA

Calismamizda hem semen hem de kan AMH duzeyleri ile Kruger morfolojisi ve
sperm DNA kiriklariyla iligkili bulunmamigtir. Guplarin timinde TUNEL (+) hdcre varligi
DNA kiriklarina dikkat cekmektedir.

Semen analizi rutin olarak spermatozoanin konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi
gibi Ozelliklerle birlikte degerlendirilir. Semen parametreleri normal olsa bile bazi
erkekler oldukga disik fertiliteye sahiptirler (Takeda vd, 2015). Onceki ¢alismalarda
belirtildigi gibi sperm parametreleri normal olsa bile %15,5 erkekte idiyopatik infertilite
goriulmektedir. (Venkatesh vd, 2011). Bireyin sperm kalitesi, abstinans suresi, ategli
hastalik, stres ve hatta 6rnek toplama ile ilgili problemler gibi faktérlerden dolay! bluyik
Olclide degisebilir (Saleh vd,2002).

Andersen ve arkadaslarinin (2016) yaptigi calismada bulunan AMH seviyeleri,
Ozellikle seminal plazmada, bireyler arasi buyuk farkhliklar goéstermektedir. Seminal
plazmada AMH sperm uretiminin bir belirteci olarak islev gorebilir, ancak prediktif deger
araligi dusiktir (Andersen vd, 2016). Serumdaki AMH, bebekler ve ¢ocuklar icin testis
fonksiyonunu tahmin etmek icin yararli bir klinik olgidir (Lee vd, 1997). Bununla
birlikte, serum veya seminal plazmada AMH, yetiskin erkeklerde klinik arastirma icin
kullaniilmaz. AMH, olgun Sertoli hiicrelerinde Uretilen testis spesifik bir hormon oldugu
icin, semen kalitesinin bir belirteci olarak potansiyele sahip olabilir (Andersen vd, 2016).
Bununla birlikte, spermatogenezde AMH'nin rolu ile ilgili sinirli kanit vardir. Serumdaki
AMH, normal erkeklerle karsilastirildiginda subfertil erkeklerde disik seviyelerde
bildirilmistir (Al-Qahtani vd, 2005; Muttukrishna vd, 2007; Goulis vd, 2008), ancak bdyle
bir iliski baska ¢alismalarda tutarh bir sekilde bulunamamistir (Tuttelmann vd, 2009; El-
Halawaty vd, 2011). Bizim ¢calismamizda ise bu yayinlarin tam tersi olarak kan AMH
dizeyi en vyiksek azospermi gruplarindaydi. Gruplar kendi aralarinda
kargilastirildiginda da kan AMH  dizeyi teratozoospermik  hastalarda
oligoteratoastenozoospermik hastalara goére anlamh olarak disuk bulundu. Bu
bulgulara dayanarak erkek hastalarda infertilitenin degerlendirimesinde kan AMH

duzeyinin bakilmasinin yaniltici olabilecegini diginmekteyiz.

Klguk olcekli calismalar seminal plazma AMH ve sperm konsantrasyonu arasinda
pozitif bir iligki oldugunu goéstermistir. (Fenichel vd, 1999; Fujisawa vd, 2002; Mostafa
vd, 2007), ancak bu iligki bagkalan tarafindan gézlemlenmemistir (Fallat vd, 1996; Al-
Qahtani vd, 2005). Zit sonuglar seminal AMH ve sperm motilitesi iligki agisindan da
bulunmustur. (Fallat vd, 1996; Mostafa vd, 2007).



25

Duville ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda seminal AMH degerini normal
parametreleri olan hastalarda ortalama degeri 97,08 pmol/L (£135,15) (n=34),
Oligozoospermik hastalarda 62,02 pmol/L (£93,33) (n=23), Azospermik hastalarda
13,12 (£31,94) (n=67) olarak saptanmistir. Bizim ¢alismalarimizda seminal plazma
AMH konsantrasyonu bu c¢alismaya zit olarak normozoospermik hastalarda daha
dusuk saptanmistir. Calismamizda normozoospermik hastalarin semen AMH seviyesi
oligoastenoteratospermi grubuna gore anlamli olarak dusuk bulundu. Yani sperm

parametreleri duzeldikce semen AMH dlzeyinin azaldigi saptandi (Duville vd, 2008).

Bagka bir calismada infertil ve fertil erkek gruplarinda serum ve seminal AMH
duzeyleri serum FSH, LH, Testosteron ve Prolaktin dizeyleriyle karsilastiriimigtir.
Seminal AMH dlzeyi, sperm motilitesi, sinif A sperm orani ve sperm canlilidi ile pozitif
korelasyon gosterdigi bulunmustur. (P <0.05), Ancak cinsel hormon seviyesi ile
korelasyonu saptanmamistir. (P> 0.05). Seminal AMH duzeyi serum AMH dizeyinden
anlaml derecede yuksek bulunmustur. (P <0.01). Fakat seminal AMH ile serum AMH
arasinda anlamli bir korelasyon olmadigini gdstermislerdir. (r = 0.026, P> 0.05)
(Kanhg-sheng, 2017).

AMH erken evre spermlerin olgunlasmasini tesvik eder. Spermatogenez, hicre
olgunlagsmasi ve farklilasmasinin sirali bir ardisik islemidir. Bu hormona baglh streg, bir
hipotalamo- hipofiz- gonad ekseni tarafindan duzenlenir. Hormonlar hipotalamustan
salinan gonadotropin (GnRH), hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH, interstisyel
hicreler tarafindan salgilanan T kangimidir. Spermatogenetik hucrelerle dogrudan
etkilesime girmek yerine, FSH ve T 6nce Sertoli hucreleri Uzerindeki reseptorlere
baglanir, daha sonra spermatojenik hucreleri bir parakrin sistemi ile besler. Sertoli
hicreleri tarafindan salgilanan AMH seminal plazmada gorular, ancak nadiren
testislerin kan testis bariyerinden gecger, bu nedenle seminal plazmada AMH seviyesi
serumdakinden ¢ok daha ylksektir. Kang-sheng ve arkadaglari Seminal AMH
dizeyinin serum AMH dizeyinden anlamli derecede yuksek oldugunu gostermislerdir
(P <0.01) ve seminal AMH ile serum AMH arasinda anlamh bir korelasyon olmadigini
bildirilmistir (r = 0.026, P> 0.05) (Kanhg-sheng, 2017). Bizim ¢aligmamizda kan serum
AMH dlzeyleri semen AMH diizeylerinden daha dislik bulundu. Kang-sheng ve
arkadaslarinin yapti§i ¢alismaya uyumlu olarak calismamizda higbir grupta kan ve

semen AMH duzeyleri arasinda herhangi bir kolerasyon saptanmadi (p>0,05)

Dollenme surecinde uygun zamanda dekompanse edebilen kararli DNA, bir
spermatozoonu verimli olarak degerlendirmek igin gerekli kriterlerden biridir (Amann,
1989)



26

DNA hasari, tek zincirli kopmalar veya centikler, ¢ift zincirli kopmalar veya
fragmanlar, delesyonlar, eklentiler veya baz modifikasyonlari igerebilir (Takeda vd
2015).

Sperm DNA hasari genellikle sperm kromatik yapi deneyi (SCSA), tek hicreli jel
elektroforezi (Comet deneyi) ve terminal deoksintkleotidil transferaz aracili dUTP nick
uc etiketlemesi (TUNEL) ile test edilir (Takeda vd, 2015). TUNEL deneyi, esas olarak
reaktif oksijen turleri (ROS) ve dlsuk apoptozunun neden oldugu DNA iplik kopmalarini
tespit eder (Sharma vd, 2013).

Sperm DNA batanliginin, sperm motilitesi gibi standart sperm parametrelerinin
aksine sperm fonksiyonunun daha objektif bir belirteci oldugu ileri strGimektedir (Zini
vd 2001, Evenson vd, 2002). Bizim ¢alismamizda teratozoospermik hastalarda Kruger
morfolojisinin bas anomali orani ile TUNEL (+) hlicre varlidi arasinda ters korelasyon
(r=-0,337, p=0,016) varken, boyun ve kuyruk anomalisi arasinda (+) korelasyon
saptandi. Bu da bize DNA hasarinin sperm morfolojisiyle zit bir iligki icerisinde

oldugunu gosterdi.

Motilite gibi sperm parametreleri ve apoptoz arasindaki iliski oldugu gosterilmistir.
Yiksek dizeyde apopitozisin spermde daha az motiliteye yol acabilecedi
bildiriimektedir (Cohen-Bacrie vd, 2009). p53 donemli bir apoptoz regulatoridiar, p53
fonksiyonu, sperm motilitesi ve DNA fragmantasyonu arasindaki iligki olma olasilig
yuksektir (Moradi vd, 2018).

Bogalar uzerinde yapilan bir ¢alismada taze, dondurulmus ve 1 hafta +5°C de
tutulan sperm o6rneklerinin TUNEL indeksleri saptanmigtir. Dondurulan ve +5°C de
bekletilen semende anlamh olarak TUNEL (+) hucreler yuksek bulunmustur (Takeda K
2015). Bir bagka calismada ise 40 astenozoospermik 40 normozoospermik hastada
sperm ornekleri alinip TUNEL yontemiyle incelenmistir. TUNEL pozitif hicrelerle motil

sperm sayllari arasinda ters kolerasyon saptanmistir (Moradi vd, 2018).

Sperm DNA iplik kopmalari her ejakllatta meydana gelir ve ayrica ROS ile
induklenebilir (Irvine vd, 2000). Henkel ve arkadagslari IVF programindan alinan 249
hastanin semen &rneklerini DNA fragmantasyonlarini incelemek icin toplamiglardir.
Bunlardan 167 hastanin érneginde TUNEL boyama islemi uygulamiglardir. Motil sperm
sayisiyla TUNEL boyama arasinda anlamli korelasyon bulmuslardir. Ayrica yiuksek
oranda DNA fragmantasyonu saptadiklari hastalarda gebelik oranlarinin disukIigi
goérmaslerdir. TUNEL pozitif sperm ylzdesi ile déllenme orani ve gebelik arasinda
dogrudan bir korelasyon gbézlenmese de, yuksek TUNEL pozitif spermatozoa ylzdesi

(>% 36.5) olan hastalarda anlamli olarak daha digsik TUNEL pozitif sperm yuzdesi
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disik (<% 35.5) olan hastalardan ortalama gebelik orani (% (19.05'e kargl 34.65%)
go6zlenmistir (Henkel vd, 2004).

Saleh ve arkadaslari yaptigi calismada 21 normal sperm parametrelerine sahip
hastayla 71 anormal sperm parametrelerine sahip hastayr DNA fragmantasyon
indeksine bakarak karsilastirmiglardir. Normal sperm parametrelerine sahip infertil
erkeklerde DNA fragmantasyon indeksini anlamli olarak yuiksek bulmuslardir (Saleh vd,
2002). Bizim calismamiz da bu calismayl destekler niteliktedir. Normozoospermik
hastalarda TUNEL pozitifligi yuksek bulunmustur.

Karimi ve arkadaslar 32 diyabetik ve 35 nondiyabetik erkeklerde sperm dOrnedi
almiglar ve sperm parametrelerine ve DNA fragmantasyonuna TUNEL ydntemiyle
bakilmis. Diyabetik olmayanlar icin ortalama DNA fragmantasyonu orani % 19.22 +
3.63 ve diyabetli hastalar i¢cin% 41.09 + 9.55 (ortalama £ SD) dir.Sonuglar diyabetik
olmayanlar ve diyabetliler arasinda anlamli bir fark oldugunu géstermektedir (P <0.001)
(Karimi vd, 2012).

Testiste Sertoli hucreleri ve germ hicrelerindeki apoptozis farkli sekilde
dizenlenmis goérinmektedir. FSH yoksunlugunun primer spermatositlerde ve
spermatidlerde kaspaz aktivitesi Uzerinde herhangi bir etki yapmaksizin DNA
fragmantasyonunu arttirirken, Sertoli hicrelerinde hicbir etki gdstermemistir. Bu
bulgulara zit olarak bizim ¢alismamizda Oligoastenoteratozoospermik grupta FSH
dizeyi teratozoospermik gruba gére anlamli olarak yUksek bulunmustur. Azospermik
grupta normozoospermik ve teratozoospermik gruplara gore LH dizeyi anlamli olarak
yuksektir. Testiste testosteronun geri c¢ekilmesi, Sertoli hicrelerinde kaspaz
aktivitesinde ve DNA pargcalanmasinda Onemli bir artisa yol acar; ancak germ
hicrelerinde etki gostermez (Tesarik vd, 2002). Bununla iligkili olarak ¢alismamizda

testosteron seviyesinde gruplar arasi anlamli farklilik saptanmamisgtir.

6.SONUC

Kan ve seminal AMH duzeylerinin erkeklerde sperm parametreleriyle iligkisi tespit
edilememistir. Tum gruplarda TUNEL (+) hdcreler tespit edilmis olup, bu sayi
normozoospermik grupta en yuksek bulunmustur. Gruplar arasi n sayisi sinirl
oldugundan bu bulgunun ileri calismalarda daha yluksek vaka sayilari ile teyit edilmesi
Onem tasimaktadir. Normozoospermik grup dahil yuksek sayida TUNEL (+) sperm
tespit edilmesi, idiyopatik infertilite vakalarinda DNA kiriklarinin tespitinin énemine
dikkat cekmektedir.
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