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SEMINAL PLAZMA REAKTIF OKSIJEN TURLERININ (ROS) SPERM DNA
FRAGMANTASYONU VE APOPITOZU SURECINDE INFERTILITEYE OLAN
ETKISININ DEGERLENDIRILMESI

OZET 5
SULE DOGAN

Spermatozoon DNA  hasarimin infertilitedeki ©nemi simdiye kadar farkhi
mekanizmalarla bircok arastirmaci tarafindan aciklanmaya c¢alisildi. Bu mekanizmalardan
protaminasyon, apopitoz ve oksidatif stres iizerinde duruldu. Sigaranin insanda semen
kalitesini ve erkek faktorlii fertiliteyi ROS diizeyini arttirarak etkiledigine dair yayinlar
bulunmakla birlikte sigara ile spermatozoon parametreleri arasinda anlamli iligkinin
saptanmadig1 yayinlarda mevcuttur. Biz bu caligmada sigara i¢cimine bagli olarak seminal
plazma reaktif oksijen tiirlerinin, sperm DNA fragmantasyonu ve apopitozu siirecinde
infertiliteye olan etkisinin degerlendirilmesini amagladik.

Sigara icen ve igmeyen 27 Astenozoospermia’ll, kontrol grubu olarak da sigara icen ve
icmeyen 23 Normozoospermia’li olmak iizere toplam 50 olgu calisma kapsamina alindi.
Biitiin olgulardan toplanan semen Ornekleri, makroskobik, mikroskobik, enzim aktivitesi ve
morfometrik agidan degerlendirildi. Reaktif oksijen tiirlerinin diizeyleri malondialdehit
(MDA), antioksidanlardan Glutatyon peroksidaz (GPX) enzimi ve total protein miktarlar
Olciilerek belirlendi. Mikroskobik degerlendirmede sperm sayist ve motilitesi WHO (Diinya
Saghk orgiitii) kriterlerine gore, morfolojisi de Kruger’in kesin kriterlerine gore
degerlendirildi. Eosin testi uygulanarak 1s1tk mikroskobunda spermatozoon vitalitesi
degerlendirildi. Her bir olgudan alinan semen 6rnekleri sirasiyla DNA fragmantasyonunu
belirlemek i¢in direkt TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling) protokolii, apopitozu
belirlemek icin TUNEL pozitif oraninin %10 ve iizeri oldugu olgularda Annexin V testi
uygulandi. Ultrastriiktiirel inceleme i¢in transmisyon elektron mikroskobu kullanildi.

Calismamizda ROS diizeyinin yiiksek bulundugu astenozoospermia hasta grubunda
spermatozoon DNA fragmantasyonu, kontrol grubundan daha fazlaydi. DNA fragmantasyonu
ile semen parametreleri, vitalite arasinda negatif korelasyon bulundu. Normozoospermia ve
astenozoospermia olgular birbirleriyle karsilastirildiginda sigaranin semen parametrelerine
(konsantrasyon, motilite, morfoloji) etkisinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi.
Sigara icen normozoospermia ve astenozoospermia olgularinda icmeyenlere goére DNA
fragmantasyonu daha yiiksek olmakla birlikte istatistiksel acidan anlamli bulunmadi. Reaktif

oksijen tiireleri (ROS) ile semen parametreleri, vitalite gruplar arasinda farkli olmakla birlikte
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istatistiksel agidan iliski bulunmadi. Ayrica spermatozoon DNA fragmantasyonu ile apopitoz
arasindaki pozitif korelasyon istatistiksel acidan da anlamliydi. Apopitoz ile ROS arasinda
dogrudan bir iliski gosterilemedi.

Sonug olarak sigara iciciligi ile artan ROS diizeyinin apoptozisi indiikledigini ve
dolayistyla infertilitede dogrudan etkili oldugunu iddia eden ¢aligmalarin aksine bu caligmada
sigara i¢iciliginin ROS diizeyine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamis apoptozis ve
infertiliteye etkisi belirlenememistir. Infertillerde sigara i¢cimiyle ROS’un doz bagimli olarak
arttigl bununda apoptozisten farkli bir mekanizma ile DNA fragmantasyonu olusturdugu

gosterilmistir.

Anabhtar kelime: Sperm, DNA fragmantasyonu, TUNEL, Apopitoz, Annexin V, ROS
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EVALUATION FOR THE EFFECT OF SEMINAL PLASMA REACTIVE OXYGEN
SPECIES ON INFERTILITY DURING SPERM DNA FRAGMENTATION AND
APOPTOSIS

The source for spermatozoon DNA damage and it’s significance in infertility have
been explained with various mechanisms by researchers so far. The emphasized subjects were
protamination, apoptosis and oxidative stress. While there are papers submitting that smoking
affects the semen quality in human, there are also papers which establish no significant
relation between the parameters of smoking and spermatozoon. On this study, we intend to
evaluate the effect of seminal plasma reactive oxygen species on infertility during sperm

DNA fragmentation and apoptosis.

Totally 50 cases were evaluated in the scope of the project. Semen samples were
analyzed from twenty seven patients with asthenozoospermia and twenty three patients with
normozoospermia (Smoking and non-smoking). Sperm concentration and motility rates were
evaluated microscopically in accordance with World Health Organization (WHO) criterias
while its morphology was assessed according to the Kruger’s strict criterias by using STAT
IIT stain. For vitality, Eosin Y assay applied to the semen samples and assessed with light
microscopy. Semen samples were separated to three groups after each case. TUNEL assay
was used to detect of DNA fragmentation, MDA assessment for ROS, GPX for antioxidant
enzyme respectively. Annexin V assay used to determine apoptosis in TUNEL positive cases
when apoptosis rate was >%10. Apoptosis was evaluated ultrastructurally by transmission
electron microscopy.

We saw that there is no significantly difference between smoking and semen
parameters (concentration, motility, morphology) in cases with normozoospermia and
asthenozoospermia . There was difference DNA fragmentation between asthenozoospermia
and control group (normozoospermia). A negative correlation was found between DNA
fragmentation and semen parameters, vitality. A significantly difference was found between
the levels of MDA and GPX in two groups. MDA was no significant in spite of difference
between smoking and non smoking groups. There was no significant difference between ROS
and semen parameters, vitality in two groups. A positive correlation was found between ROS
and DNA fragmentation. A negative correlation was found between ROS and GPX. These

findings were supported by ultrastructurally.
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Consequently, on the contrary with papers claiming that ROS levels increased in
smokers induce apoptosis and so directly affect the infertility, in this paper, the effect of
smoking on ROS levels is not found statistically significant and so its effect on apoptosis and

infertility is not established.

Keyword: Sperm, DNA fragmentation, TUNEL, Apoptosis, Annexin V, ROS
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1. GIiRiS VE AMAC

Infertilite sorununun yaklasik %50’si erkek faktorii kaynaklidir. Ik mikroenjeksiyon
uygulamast 1992 yilinda gerceklesmis, o zamandan giiniimiize erkek infertilitesine ¢oziim
arayislar igcin yardimh iireme teknikleri ¢alismalar gelismis, hizlanmis ancak hala yanit
bekleyen bir ¢cok soru kalmistir. Bu sorulardan biri de spermatozoonda olusan DNA hasarinin

nedenleridir.

Spermatozoon DNA hasarmin infertilitedeki 6nemi in vivo ve in vitro ¢aligmalarda
gosterilmistir. DNA hasarli spermatozoon orani arttikca dogal yolla gebe kalma sansi da
azalmaktadir. Yiiksek oranda DNA hasarli spermatozoon bulunan ejakulattan alinan
spermatozoa, IUI (intra uterin inseminasyon), IVF (in vitro fertilizasyon) ve ICSI (intra
sitoplazmik sperm enjeksiyonu)’de sorun yarattigini iddia eden ¢alismalar vardir. Bu soruna
yanit arayan arastiricilar DNA fragmantasyonunun kaynaginin agiklanmasina odaklanmistir.
Ortaya cikan veriler fragmantasyonun maturasyon siirecinde oksidatif stres sonucu yada

apoptotik yolla olusabilecegini diisiindiirmektedir.

Seminal plazmadaki ROS’a bagli spermatozoonda ortaya cikan degisikliklerin
immiinohistokimyasal, ultrastriiktiirel ve morfometrik olarak incelendigi bu ¢aligmanin amaci
sigara i¢imiyle artan ROS diizeylerinin, DNA hasar1 ve apoptozis {iizerindeki etki
mekanizmasim ortaya koymaktir. Bu da semen parametreleri, spermatozoonda DNA hasari,

apopitozis ve spermatozoon ultrastriiktiiriindeki degisiklikler belirlenerek agiklanabilecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogoniumlarin proliferasyonu, mayoz ve spermiyogenez
asamalarindan olusan erkek germ hiicre gelisiminde kompleks bir siirectir. Bu sirada
sitoplazmik yap1 degisir, somatik hiicre histonlar1 protaminlerle yer degistirir (1).
Spermatogenez ergenlikten Once baglar, gonadotropin diizeyinin yiikselmesinin etkisiyle
yasam boyunca devam eder (2,3). Spermatogenez; spermatogonial, spermatosit ve spermatid

faz olmak iizere 3 ayr evreden olusur (4).

2.1.1. SPERMATOGONIAL FAZ

Spermatogoniumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid
spermatogenik hiicrelerdir. Spermatogoniumlar pubertede baslayan basarili mitotik hiicre
boliinmeleri gegirirler. Sertoli hiicreleri ile arasindaki siki baglantilarin altinda yer alirlar ve
bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda kalirlar (1,4). Morfolojik olarak 3 tip spermatogonial
hiicre tanimlanmagtir:

Koyu Tip A (Ak) Spermatogoniumlar: 12 pm ¢apinda, ovoid cekirdekli yuvarlak sekilli
heterokromatinden zengin hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerdeki kok hiicre rezervini olustururlar
ve mitozla boliinerek diger Koyu tip A spermatogoniumlar ve Acik tip A spermatogoniumlari
olusturma yetenegindedir. Bu hiicreler diizensiz araliklarla boéliinerek kok hiicre olarak
kalabilecekleri gibi, koyu tip A (Ak) Spermatogoniumlar1 ya da acgik tip A (Aa)
Spermatogoniumlart da olusturabilirler (1,4). Hangi Ak spermatogoniumun kendini
yenileyecegi hangisinin ise Aa ve B spermatogoniumlart olusturacaginin belirlenmesinde
kesin olmamakla birlikte bir goriise gore c-kit transmembran tirozin kinaz reseptorii
sorumludur. Bu reseptor varliginda hiicreler spermatositleri yapacak sekilde cogalirlarken,
olmadiginda kendilerini yenilemeye devam ederler (5).

Acik Tip A (Aa) Spermatogoniumlar: Acik renk boyanan cekirdekleri ovaldir ve ince
graniiler kromatine sahiptir. Graniilli endoplazmik retikulum(GER), mitokondri ve cok az
miktarda golgi aygiti icerir. Aa Spermatogoniumlar, proliferasyon asamasinda testosteronla
uyarilir. Mitoz boliinme gecirerek sayilarim arttirarak Tip A ve tip B Spermatogoniumlari
olustururlar.

Tip B Spermatogoniumlar: En ¢ok bulunan spermatogonium tipidir. Bazal lamina

izerine oturmalarina ragmen bazal lamina ile baglantilar1 daha azdir. Sentrik ¢ekirdekleri



yuvarlaktir. Cekirdekte bir ya da iki koyu boyanan cekirdek¢ik bulunur. Sitoplazmasinda
diger A tiplerine gore daha fazla ribozom bulunur. Oval yerine yuvarlak olan niikleuslari
disginda agik tip A Spermatogoniumlara benzerler. Mitoz gecirerek primer spermatositleri
meydana getirirler. Tip B Spermatogoniumlar, mayoz béliinme gecirecek olan caplar 18

mikrona ulasan primer spermatositlere doniisiir (1, 4).
2.1.2. SPERMATOSIT FAZ (MAYOZ):

Tip B Spermatogoniumlar mitozdan hemen sonra, DNA sentezindeki S fazin1 tamamlar
ve mayoz boliinmenin profaz asamasina girer. Birinci mayoz boliinme yaklagik 22 giin siiren
uzun bir profaz evresi ile karakterizedir. Uzun olan bu profaz evresinden sonra, kardes
kromatid ciftleri metafaz I, anafaz I ve telofaz I evreleri gecirir ve sekonder spermatositlere
dagilir (6). Birinci mayoz bdliinmede profaz; leptoten (ipliksi), zigoten (eslesen), pakiten
(kalinlasan), diploten (¢ift goriinen) ve diyakinez (uzaklasan) alt evrelerinden olusur (2,3).

Spermatositler iki mayotik hiicre boliinmesi sonrasinda sertoli hiicrelerinin arasindaki
siki baglantilarin hemen iizerinde, seminifer tiibiiliin adluminal boliimiinde yer alirlar.
Boylece, mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde gerceklesir (1). Sekonder sper-
matositler hizli bir sekilde interfaz agamasi ve ikinci mayoz boliinmeyi gegirir. Her bir diploid
sekonder spermatosit iki adet haploid spermatid meydana getirir. Birinci mayoz boliinme
giinlerce siiren bir siire¢ olmasina ragmen ikinci mayoz boliinme dakikalar siirdiigiinden
seminifer tiibiillerde primer spermatositler en ¢ok gozlenen hiicrelerdir. Meydana gelen

spermatidlar spermiogenez siirecine girerler (6).

2.1.3. SPERMATID FAZ (SPERMIOGENEZ):

Spermiogenez olarak adlandirilan siirecte Once yuvarlak olan spermatidler uzamig

yapidaki spermatidleri yaparlar. U¢ ana olay spermiyogenezi karakterize eder:

2.1.3.1. Akrozom Gelisimi
Fertilizasyon i¢in sart olan hidrolitik enzimlerin depolanmasi ve siirekli sentezinin

gerceklestigi akrozomal kesenin olusumudur. Akrozomun gelismesinde; golgi evresi, kep
evresi, akrozomal evre ve olgunlagma evresi olmak iizere 4 olay gerceklesir (Sekil 1).
Golgi Evresi: Spermatidlerin sitoplazmasinda niikleusun yaninda belirgin bir golgi

kompleksi, mitokondriler, bir cift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum



bulunur. PAS (Periyodik-asit Schiff) ile boyanan glikoproteinden zengin proakzomal
graniiller golgi aygitinda birikir sonra bu graniiller tek bir zarla cevrilir (4).

Kep Evresi: Akrozom vezikiilii ve graniiliinden akrozom bashigi olusur ve cekirdegin
tiim on kismim kaplar. Akrozom baslig1 akrozom igerigini saracak sekilde i¢ ve dis akrozom
zarlarini olusturur. Cekirdek zar1 ve i¢ akrozom zari arasinda graniiler filamentdz bir madde

meydana gelir. I¢ tarafindaki kromatin yogunlagmasi nedeniyle daha yogun goriiniir (4).

Akrozom Evresi: Spermatid
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Sekil 1. Spermatogenez

Olgunlasma Evresi: Bu evrede spermatid sitoplazmasi atilir ve sertoli hiicrelerince
fagosite edilir. Kreatin kinaz konsantrasyonu, spermatogenezin son fazi sirasindaki fazla
sitoplazmanin atilma derecesini gosterir (7). Daha sonra sertoli hiicreleri ge¢ spermatidlerin

tiibiil limenine dogru serbest hale gelmesini saglar (4).

2.1.3.2. Flagellumun (kamgt) Geligimi
Flagellum, distal sentriyolden gelisir. Keratin iceren dis yogun lifler ve fibroz kilif ile

cevrili esmerkez dizilimli 942 mikrotiibiil aksonem yapisindadir. Mitokondriler kuyrugun orta
parcasinda sarmal benzeri bir kilif olusturur, spermatid olgunlasma evresi sirasinda gelisip,

flagellum boyunca dizilimlerini tamamlarlar (4). Immatiir spermatozoon kuyruk



uzunluklarinin daha kisa oldugu ve kuyruk uzunluk oraninin, genis bas ekseninin

spermatozoon matiiritesi i¢in ¢ok hassas bir isaret oldugu diisiiniilmiistiir (8) (Sekil 1).

2.1.3.3. Niikleer yogunlasma
Somatik histonlar (HI, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizinden zengin protaminlerle yer

degistirdiginde niikleer yogunlagsma (kromatin paketlenmesi) olusur. Bu da spermatozoon
genomik DNA'sin1 stabilize eder ve korur. Somatik histonlarin protaminlere doniisiimiinden
sonra, niikleozomlar kaybolur ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler
yan yana dizilirler. Cekirdek uzar ve yogunlasir, manget kaudal yonde go¢ eder. Olgunlagma,
cekirdek yogunlasip, manget dagilmaya basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize
oldugunda tamamlanir. Spermiogenezin olgunlasma asamasindan sonra belirgin bir RNA

sentezi yoktur (6).
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Sekil 2. Spermatozoon Kromatin Paketlenmesi

Ward ve Coffey (1991) DNA paketlenme asamalarinda bir model gelistirmislerdir.
Oncelikle DNA yeniden yapilanirken demirli ilmik haline gelir, yogunlasir (histon protamin
yerdegisimi yoluyla) DNA kangallagmis, ortas1 delikli ¢orek benzeri olan kompakt kromatin
aycoregi seklindedir (2,8). Protaminler iizerinde bulunan siilfidril gruplarinin oksidasyonuyla
disiilfid baglan sekillenir. Boylece DNA kangallagsmis, ortas1 delikli ¢orek benzeri olan
kromatin, spiral bir sekil alir. Bu spiraller somatik hiicrenin Solenoid tip DNA’sindan ¢ok

daha dar bir yapiya sahiptir (2,10) (Sekil 2).

2.1.3.3.1. Protamin/Histon degisimi
Spermatogenez ve spermiyogenez sirasinda kromozomal proteinler iizerinde yapilan

calismalar, spermatosit ve erken evre spermatid kromatinleri iizerinde somatik histonlarin ve

testise spesifik TH1 ve TH2B histonlarin bulundugunu, oysa ileri evre spermatidlerde TP1



gecis (tranzisyon) proteinlerinin ve TP2 daha ileride ise artik protamin P1 ve P2 proteinlerinin
yer aldigin1 gostermistir (11) (Sekil 3). Topoizomeraz-II, DNA iplik¢iklerinden birini keserek
aradan bir pargayi ¢ikarir. TP1 bu araya girer. DNA ligaz enzimi de TP1'in iki ucunun orjinal
DNA iplik¢igine baglanmasimi saglar. Daha sonra ortama gelen protaminlerde TP1 {iizerine
tutunurlar ve aralarinda disiilfid baglar1 olusarak, kromatin iplik¢iklerinin birbirlerine
yaklagmasin1 ve neticede kondensasyonu gerceklestirirler. TP1 eksikliginde kromatin
kondensasyonu bozulur. Diger yandan, TP1'in de DNA kiriklarinda tamir edici rolii

bulundugu gosterilmistir (12, 13) (Sekil 3).
2.1.4. SPERMATOZOON YAPISI

Bir spermatozoon bas, boyun ve kuyruk bolgesinden olusur. Toplam uzunlugu yaklagik
60 um kadar olan spermatozoon bas kisminin boyu 3-5 um, eni 2-3 um dir. Basin esas gorevi;
DNA materyalini tasimak ve korumaktir. Bas bolgesi, lizozomal organelin bulundugu
akrozom, fertilizasyon icin oosite tutunma bdlgesi olan ekvator bolgesi ve akrozom sonrasi

bolgeyi igerir (14).

2.1.4.1. Bas Bolgesi
Akrozom: Plazma zarinin hemen altinda bulunan akrozom zan arkaya dogru ilerler,

orada bir katlant1 yapip tekrar on tarafa gelir. Bu paralel gibi duran iki zar arasinda bir¢ok
hidrolitik enzimin paketlenmis olarak bekledigi yer olan akrozomal matriks bulunur.
Cekirdegin iicte ikisini kaplar. Buradaki esas iki enzim hyaluronidaz ve akrozindir bunun
disinda noraminidaz, aril siilfataz, asit ve alkalin fosfotaz, glikosidaz, [-N-
asetilgalaktosaminidaz, B-N-asetilglukosaminidaz(NAG) , B-galaktosidaz, B-glukosidaz, B-
glukuronidaz enzimleri bulunur. Akrozin, proakrozin adi verilen inaktif zimojenlerde tutulan
tripsin benzeri bir proteinazdir. Akrozin; spermatozoonun zonayl geg¢mesini saglar.
Spermatozoonun igerdigi diger zimojen enzim sperminojendir. Bu enzimler akrozom
reaksiyonunda salgilanirlar (1,15).

Peri-niikleer madde: Akrozomun altinda onu cekirdekten ayiran ince tabakaya
periniikleer madde denir. Disiilfit kopriileriyle saglamlastirilmig bu madde, akrozomla niikleus
arasinda sert bir yap1 olup kesintisiz bir tabaka yaparak ¢ekirdegin iizerini kaplar. Akrozomun
arkasindaki bu madde, post akrozom kilifin1 olusturur (1,6).

Cekirdek: Spermatozoon DNA's1 arginin ve sisteinden zengin oldukga bazik proteinler

olan protaminlerle bir kompleks halinde bulunur. Sistein miktar1 nedeniyle disiilfit ¢arpraz



baglar fazladir. Bu, ¢ekirdege saglamlik ve dayaniklilik kazandirir. Cekirdek haploid sayida
kromozom icerir ve oosite girmeden ve protaminler ayrilmadan DNA aktive olamaz (1,4).

Son halka ve bazal plaka: Kuyrugu bas bolgesinden ayiran yapidir. Burada cekirdek
zar1 porlara sahiptir. Bu bolge de elektronca yogun bir maddenin olusturdugu bazal plaka yer
alir.

2.14.2. Boyun Bolgesi
Uzunlugu yaklasik 0,3 pum olup, yapisinda segmentli kolonlardan olusan baglanti

parcasi ve proksimal sentriol bulunur. Proksimalde iki ¢ift boliinmiis siitun, 2 major ve 2
mindr siitun olusturup basin alt kisminda birlesirler. Distal sentriyol ise spermiogenezin ileri
evrelerinde ortadan kalkmaktadir. Bunlar aksonemin olusumu sirasinda 6nemli bir rol oynar.

Proksimal sentriyol 9 adet ii¢lii dig mikrotiibiil icerir. Ortada ise mikrotiibiil ¢ifti yoktur (1,4).

2.14.3. Kuyruk Bolgesi:
Enerji iiretimi ve hareketlilikten sorumlu oldukg¢a gelismis bir bolgedir. Aksonem, 9 dig

cift mikrotiibiil yapis1 ve ortada bir ¢ift mikrotiibiilden olusan kuyrugun 6nemli bir bilesenidir.
Bu mikrotiibiillerin ana yapisinda tiibiilin proteini bulunur ve kendi i¢inde o ve B olmak iizere
2 formdadir. A mikrotiibiiliinde ve ortadaki merkezi tiibiillerde 13 adet protofilaman varken,
B tiibiilii 10 adet protofilamandan olusur. Her A tiibiilinden B tiibiiliine dogru Ca-Mg
bagimli ATPaz izomeri protein olan dynein kollar1 kuyrugun hareket etmesini saglar. Her 9
dis ¢ift, komsu ciftlerle neksin adli bir protein araciligiyla baglanir ve elastik yapilariyla
aksonemin simetrisini korur (1,4). Bir diger 6énemli yap1 spermatozoon aksonem etrafinda
kuyrugun sertliginde rolii olabilecegi diisiiniilen dis yogun liflerdir. Esas parcanin %60'1ina
kadar uzanir ve 3 kisma ayrilir: 2 kisa lif: 3 ve 8 numaralilar (6-8 um), 3 orta boylu lif: 2,4 ve
7 numaralilar (17-21 um), 4 uzun lif: 1,5,6,9 numaralar (31-35 pm). Lifler sisteinden zengin
keratin benzeri protein ve yaygin disiilfit capraz baglan igerir. Bu liflerin ileri derece
kaybinda esas parcanin egriligi meydana gelmektedir (6) (Sekil 1).

Spermatozoon kuyrugu orta parga, esas parca, son parga olarak iice ayrilir.

Orta parca: 3,5 pm uzunlugundadir. Orta parcanin en Onemli sarmal bigciminde
aksonemin ¢evresini saran, tiire Ozgiin sayida mitokondriyonun arka arkaya dizildigi
mitokondri kilifinin varligidir. Bu sarmalin 11-15 dongiisii vardir ve her donemece ortalama 2
mitokondri denk gelir.

Esas parca: Esas parca yapisinda aksonem, cevresinde kalin dis fibriller, fibroz kilif ve

plazma membrani bulunur. En uzun parca capi yaklasik 0,5 pum ve uzunlugu 40 pm’ dir.



Kilif iki periferik yarim daire siitun seklindeki fibroz kilifla sarilir. Fibroz kilif siki
sekilde bir araya gelmis filamanlardan olusur. Uzunlamasina siitunlar 2 kiiciik dig yogun
lifleri (3 ve 8') kaplar ve birlesir. Fibroz kilif, disiilfit baglarindan zengin yapisiyla siki ve
oldukga dayanikli bir bolgedir. Fibroz kilif kuyuk hareketlerini kisitlar ve kontrol eder.

Son par¢a: Fibroz kilifin distal ucundan sonra son parca baslar. 3 pm uzunlugundadir.
Kuyrugun son kisminda kalin fibriller ve fibroz tabaka kaybolur. Bu bolgede dnce dynein
kollar1 yok olur, daha sonra merkezdeki mikrotiibiil ¢iftleri kaybolur ve distaki ciftlerin ikisi
ortaya hareket ederken kalan 7°si onlarin etrafin1 sarar. Bu sirada B tiibiilleri de agilarak

kaybolur. Kuyrugun ucuna gelindik¢e aksonemin mikrotiibiiler yapisi sona erer (1,4).

2.2, SPERMATOZOON DNA HASARI

Spermatozoondaki DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya ciktigi
konusu tam olarak izah edilmis degildir. DNA hasar1 geg¢iren spermatozoon tamir olabilir,
tamir kapasitesini agsmis ise hasarli olarak ¢ogalmasina devam edebilir, spermatogenez bir
seviyede duraklayabilir (maturasyon duraklamasi) ya da hiicre 6liir (16). Erkek infertilitesinde

spermatozoon DNA hasari ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir (17, 18)

2.2.1. MITOKONDRIAL DNA HASARI

Spermatozoon gelisiminin farkli formlarinda bilinen muhtemel delesyonlar; nokta
mutasyonlar ve polimorfizm gibi mitokondrial DNA anomalilerini kapsar. Bu anomaliler
semen kalitesi, motilite ve erkek infertilitesiyle iliskidedir. Mitokondrial DNA (mt DNA)
yardimc1 histonlardan yoksun oldugundan sadece esas tamir mekanizmalarina sahip olduguna

inanilir (19).

2.2.2. NUKLEER DNA HASARI VE KAYNAGI

Onceleri erkek germ hiicre hattindaki DNA hasarmin iki tipi tanimlanmustir. Ilki
replikasyon hatalar1 digeri ise DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarin1 igeren DNA
fragmantasyonudur (20). Insan ejakulatindaki bu anomalilerin kaynagim agiklamada
giiniimiizde farkli mekanizmalar tammlanmistir (19). {1k teori DNA hasarinin, spermatozoon
maturasyonu sirasinda yanhs paketlenmesi ve ligasyonu nedeniyle oldugudur (17). Ikinci
teori apopitozisin yol actigit DNA fragmantasyonu nedeniyle oldugudur (17,21). Ugiincii teori
ise oksidatif stresin DNA hasarina neden oldugudur (22, 23).



Spermatozoon Kromatin Paketlenmesi; Immatiir spermatozoonda muhtemelen
protaminasyon ve kromatin paketlenmesi sirasinda DNA hasar ve ROS (reaktif oksijen
tiirleri) tiretim seviyeleri yiiksektir. DNA zincir kiriklar1 dogal olarak erkek germ hattinda
kondenzasyon sirasinda olusabilir (17,19). Subfertil erkeklerin ejakulatlarinda genelde tespit
edilen DNA fragmantasyonu tek ve c¢ift zincir kiriklart ile karakterizedir (24).

Apopitozis; Apopitozis, sertoli hiicreleri tarafindan desteklenebilecek kapasitede erkek
gametlerinin liretimini ve normal proliferasyon seviyelerini kontrol eder (17). Ejakulattaki
spermatozoon endojen centiklerinin varligi somatik hiicre apopitozisindeki gibi karakteristik
programli hiicre 6liimiiniin bir gostergesidir (19).

Oksidatif Stres; Oksidatif stresin nedeni ROS iiretimi ve antioksidan kapasite
arasindaki dengesizliktir (19). ROS, kromatin ¢apraz baglanmalari, DNA zincir kiriklari,
DNA baz oksidasyonu (21), kromozom delesyonlari, disentrik ve kardes kromatid degisimine
(20) neden olabilir. Oksidatif stres, apopitozisle, DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin sikligiyla
korelasyon gosterir (16, 20, 19).

2.2.3. SPERMATOZOON DNA’SINI ETKILEYEN FAKTORLER

Spermatozoon DNA’sinda olusan hasarlarin baslicalari; kromatin yapisinin bozulmasi,
DNA bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin polimerizasyonun baskilanmasi,
bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin
kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein caprazlamalari, DNA da mutasyonlar gibi bir takim
yapisal bozulmalardir (25). Spermatozoon DNA’sinda hasara neden olan faktorler:

In Vivo Faktirler; Sigara (26,27,28), varikosel (6,25), yas (29,30), radyasyon (6),
kemoterapi (6), alkol (19), kafein (31).

In Vitro Faktérler, Spermatozoonun saklanmasi (32), santrifiij (33), spermatozoonu

semenden ayirma yontemleri (34), ROS’a maruz kalmasi (23), kryoprotektanlardir (25).

2.2.4. SPERMATOZOON DNA HASARI BELIRLEME YONTEMLERI

2.24.1. Asidik Anilin Mavisi Boyamasi
Lizinden zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini protaminlerin ayriminda kullanilan

bir boyadir. Immatiir spermatozoonun lizinden zengin histon tasiyan niikleusu sonug olarak
mavi rengi alacaktir. Matiir spermatozoonun arjinin-sistein zengini protaminli niikleusu ¢ok

diisiik lizin icerdiginden anilin mavisiyle boyanmayacaktir (10) .



2.2.4.2. Toluidine Mavisi Boyamast
Kromatinin metakromatik boyanmasinda kullanilir. Hasarli yogun kromatinde agir bir

sekilde birlesmis hale gelir. Bu boya DNA paketlenmesine hassastir. Zayif spermatozoon
biitiinligiinii ve siddetli DNA hasarimi gosterir (10). Erenpreiss 2004’ te yaptig1 ¢alismada bu
boyanin spermatozoon DNA fragmantasyonu ya da anormal kromatin yapisin gostermede

diger metotlarla korelasyon gosterdigini saptamistir (35).

2.2.4.3. Chromomycin A3 (CMA3) Yontemi
Spermatozoonda zayif paketlenen kromatinde, indirekt yolla protaminden eksik

DNA’nin goriintillenmesinde kullanilan guanin—sitozin spesifik bir boyadir. CMA3 ve
protaminler DNA’da ayn1 yere baglanir. Bu yiizden yitksek CMA3 floresani, spermatozoonun
digik protaminasyonunun isaretidir. =CMA3 yOntemi, spermatozoon kromatin

degerlendirilmesinde diger yontemlerle gii¢lii korelasyon gosterir (36).

2.2.4.4. DBD-FISH (DNA breakage detection-fish) Yontemi
Floresan in situ hibridizasyon c¢oklu mikrodelesyon gibi kromozom anomalilerini

saptamak i¢in kullanilan bir metottur. Hiicreler bir agaroz matriksle bir slayta gomiildiigiinde
bir alkali ¢oziicli (denatiire) solusyonla pargalanir. ssDNA motifleri DNA zincir kiriklaria
doniigiir. Notralize edilir ve protein uzaklagtirilir, ssDNA, biitiin genom yada spesifik DNA
problariyla hibritlenerek floresan yogunlugunda incelenir. Spermatozoon kromatin yapisal

ozelliklerini agi1ga kavusturmasina ragmen pahali, zaman alic1 ve klinik degeri azdir (10, 37).

2.2.4.5. In Situ-Nick Translasyon (NT)Yéntemi
NT yontem biyotinlenen deoksiuridin trifosfatin (dUTP) ssDNA kiriklarinda kalip

bagimli DNA polimeraz I enzimi tarafindan katalizlendigi reaksiyonda kaynasmasi esasia
dayanir. Spesifik olarak endojen DNA hasarini tespit eder ve degisken seviyelerini igeren
spermatozoonu boyar. NT ydntemi spermatozoonda, niikleer DNA’nin yeniden modellenmesi

sirasinda meydana gelen anomalileri gosterir (10) .

2.2.4.6. Akridin Oranj (AO) Boyamasi
Spermatozoon niikleer DNA’sinin asit ilavesiyle denatiirasyon hassasiyetinin in situ

(yerinde) oOlciilmesine dayanir. Metakromatik AO boyasi ¢ift zincir (ds) DNA’da (dogal DNA,
yesil) monomer olarak araya sokulurken, tek zincir (ss) DNA’da (denatiire DNA, kirmizi)

agregat olarak baglanir. ssSDNA degerlendirmesinde kullanilan diger yoOntemlerle giicli
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korelasyon gostermektedir. Ancak floresan mikroskobu kullaniliyorsa gozlemci 6znelligi

sonuclar etkileyebilir (38,39,40).

2.2.4.7. Sperm Kromatin Dagilim Yontemi (SCD) - HALOSPERM®
SCD test prensip olarak; spermatozoonun, liziz solusyonundan 6nce asit solusyonuyla

muamele edildiginde fragmante olmayan DNA’ll spermatozoonda niikleer protein
uzaklagtirmasindan sonra DNA dagilim halolann (fragmante DNA’l1 spermatozoonda bu
halolar ya hi¢ yoktur ya da minimaldir) meydana gelir. DNA kiriklarinin varligi niikleoidin
halo genislemesiyle ilerler. Floresan siddetine ihtiya¢ duyulmadan kullanimi en biiyiik
avantajidir. Basit, kisa siirelidir ve SCSA (sperm kromatin striikktiir analizi) ile

karsilastirilabilir (37, 40, 41, 42, 43, 44, 45).

2.2.4.8. COMET (Cluster Of Motifs E-value Tool) yontemi
Bu yontem DNA hasan analizinde tek hiicre jel elektroforezidir. Hasarli hiicreden

dsDNA zincir migrasyonu seklinde goriiniir. DNA kiriklan COMET’in bas kisminda
yogunlasirken, cift ve tek DNA zincirindeki kiriklar COMET’in kugruguna dogru uzama
yapar. Spermatozoon DNA fragmantasyonunun tespiti alkali kosullarda, notral kosullardan
hem tek hem de cift zincir kiriklarini tespit edebildiginden daha iistiindiir. Floresan
mikroskobu kullanilir. Sonuglarin yorumlanmas: ve goriintii analizi i¢in tecriibeye ihtiyag

duyulur (10,46).

2.2.4.9. TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling ) Yontemi
Kalip bagimsiz TdT (Terminal Deoksinukleotidil Transferaz) enziminin katalizledigi

reaksiyonda tek ve cift zincirli DNA’da dUTP’nin (deoksiuridin trifosfatin) katilimi esasia
dayanir. Bu enzim biyotinlenen dUTP’nin DNA kiriginin oldugu kisimlarda DNA 3’- OH’da
sinyal verir. Normal DNA’l1 spermatozoonda sadece arka kisim floresan boyanir, fragmante
DNA (coklu kromatin 3’-OH uclar1) agik floresan renk olusturur. Genel olarak flow
sitometrik metot daha hassas ve giivenilir olmasina ragmen, karmasik ve pahalidir. Floresan

TUNEL da kontrol parametreleriyle ¢ok iyi korelasyon gostermektedir (40, 47, 48, 49, 50).

2.2.4.10. SCSA (Sperm Kromatin Striiktiir Analizi)
Anormal kromatinli spermatozoon in situ kismi DNA denatiirasyonuna cok hassastir.

Is1 ya da asitle muamele ile DNA denatiirasyonu metakromatik olarak degisen akridin oranj
boyamasi ile flow sitometrik incelenmesi esasina dayanir. SCSA asit metot kullanimi daha

kolaydir. SCSA’da tespit edilen DNA hasar1 DFI (DNA fragmantasyon indeksi) tarafindan
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izah edilir. DFI sinin1 fertil ve infertillerde genelde %30’dur. Flow sitometrik oldugundan hem

pahali hem de teknisyen tecriibesi gerektirir (41, 40, 51, 52, 53).

2.24.11. Yiiksek Performansh Likit Kromotografi Yontemi
Spermatozoonda oksidatif DNA hasar1 yan {iiriinii olan 8-OHdAG (8-hidroksideoksi

guanozin) seviyesi Ol¢iimiinii esas alan bir yontemdir. Bu en yaygin calisilmis oksidatif DNA
hasan biyo isaretleyicisidir. Cesitli oksidatif DNA eklentileri arasindan 8-OHdG, oksidatif
DNA hasarin1 gostermede yiiksek spesifitesi, mutajenik potensiyeli ve DNA’da goreceli

cokluguyla tercih edilir (10) .

225 SPERMATOZOON DNA HASARI VE KLINIK ONEMI

Semen analizi rutin olarak fertilitenin gostergesi olarak kullanilmasima ragmen
standart spermatozoon konsantrasyonu, motilite ve morfoloji ylizdeleri spermatozoon
defektlerini a¢ia ¢ikarmayabilir (20,47). Ayrica zayif DNA kalitesi, DNA fragmantasyonlu

spermatozoon oraninin artigiyla ilgilidir ve fertilitede onem tasir (16, 24, 47).

2.2.5.1.  Spermatozoon DNA Hasari ve Erkek Infertilitesi
Normal testislerdeki germ hiicreleri %5’ten daha az DNA zincir kingina sahiptir.

Yiikselen DNA zincir kirikli spermatozoon sayist artisiyla erkek fertilite parametreleri
arasinda iliski vardir (12). DNA hasarli spermatozoon oram arttikca dogal yolla gebe kalma
sanst da azalmaktadir. Spermatozoon DNA hasari, fertilite potansiyeliyle negatif korelasyon
gosterir. DNA kiriklarinin seviyeleri infertillerde fertillere gore daha yiiksektir (19).

Yapilan caligmalarda testikiiler spermatozoonlarda, epididimis proksimalinden elde
edilenlere gore DNA hasarli spermatozoon orami anlaml olarak daha diisiik bulundu. Bu
farkin nedeninin genital yolda spermatozoonlara etki eden reaktif oksijen tiirleri (ROS)

olabilecegi belirtilmistir (12).

2.2.5.2.  Spermatozoon DNA hasari ve Yardimli Ureme Teknikleri
Spermatozoon DNA hasarlariin infertilitedeki énemi ¢ok sayida in vitro ve in vivo

calismada gosterilmistir (19,46). Baz1 arastiricilar spermatozoon DNA hasarinin fertilizasyon

oranim diistirdiigii (47, 49), bazilan da etkisiz oldugu goriisiindedir (19, 46, 51, 54).
Spermatozoondaki DNA hasari; apopitozis erken embriyo fragmantasyonu ya da daha

sonra diisiiklerle (abort) sonuclanabilir (16). Fakat sonuglar hasta secimi ve yontem

farkliliklarindan dolay1 degisebilir (55). Dort blastomer doneminde paternal genler acildiginda
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spermatozoon DNA’sinin fragmantasyonu ve oksidasyonu nedeniyle embriyo gelisimi
duracak ve erken embriyo Oliimii gergceklesecektir (17, 54, 46).

Ozellikle ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) gibi yardimci iireme
tekniklerinde DNA fragmantasyonlu spermatozoon ile oositin fertilize olma riski yiiksektir
(46). IVF (in vitro fertilizasyon) ile karsilastirildiginda ICSI’de daha diisiik blastokist olusum
oranlar1 (54) ve DNA hasarli embriyo ve beklenmeyen diisiiklerin daha fazla oldugu
gosterilmistir(19). Ciinkii ICSI i¢in spermatozoon secimi, motilite ve iyi morfolojiye
dayanmaktadir. Dogal seleksiyon ortadan kaldirildigr icin defektif paternal genom da
bilinmeden oosit i¢ine enjekte edilmis olabilmektedir (19).

Aksine bulgular da mevcut olup, ICSI olgularinda eger morfolojisi normal
spermatozoon enjekte edilmisse, fertilizasyon ve gebelik oranlarinin DNA hasarh
spermatozoon oranlan ile iliskili olmadigr belirtilmistir (56). Ayrica oosit, spermatozoon

DNA’sinda onceden var olan belli orandaki ¢entikleri tamir edebilme yetenegindedir (9).

2.3.  APOPITOZIS

Morfolojik olarak ayri, dogal ve biyolojik éneme sahip iki farkli hiicre 6liimii; nekroz
ve apopitozistir (57). 1967-1970 yillar1 arasinda biiziisme nekrozu Kerr tarafindan elektron
mikroskobik olarak gosterildi. Kerr, Wyllie ve Currie 1972 yilinda Apopitozisi, hiicresel
morfolojik ve biyokimyasal serileri i¢eren bir genetik mekanizmaya dayanan hiicresel 6liim
modeli olarak tamimladilar (Yunanca: Sonbaharda dokiilen yapraklar). 1983 yilinda Duke ve
arkadaslari, jel elektroforezi ile apopitozis endoniikleazlarin aktive olarak merdiven basamagi
denen karakteristik DNA kiriklarina neden oldugunu gosterdi. Boylece apopitotik hiicre
Olumiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmis ve apopitozisin genetik olarak kontrol edilen
fizyolojik mekanizmalarla regiile edilen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikarilmistir (58).

Organizmada hiicre boliinmesi kadar onemli olan hiicre gogii, hiicre oliimiiniin
regiilasyonu (ya da programlanmasi) siki bir sekilde hiicre sayisinin kontrolii, doku biiyiikliigii
ve homeostozis ile korunur. Cok hiicreli organizmalarda da gelisimsel olarak istenmeyen
hiicrelerin eliminasyonu programlanmis hiicre oliimii ile gerceklesir (58, 59). Apopitozis ve
mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir. Belirli bir dokuda hiicre proliferasyonu mitozla, o
dokuda olmas1 gereken hiicre sayis1 da apopitozis ile belirlenir (59).

Apopitozis, hiicrede yarattig1 degisikliklerle nekrozun bir pargasiymis gibi algilansa da

nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢6ziiniir, plazma zar1 yirtilir. Sitoplazma
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materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden olur. Apopitozis sirasinda ise plazma
membram yirtilmaz. Apopitozisin gerceklesmesi igin yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir.
Hiicre ici ATP seviyesi hiicrenin apopitozis veya nekroz ile Slecegine yon verir. Bu da
mitokondrinin Onemini apopitozisin erken fazinda gosterir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apopitotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile olecektir.
Apopitoziste mitokondri tarafindan sitoplazmaya sitokrom-c gibi bircok madde salinir (57, 58,

60, 61).
2.3.1.  APOPITOZISIN GORULDUGU OLAYLAR

Apopitozis organizmanin bazi doku ve hiicrelerinde siirekli olmakta ve omiir boyu
devam etmektedir. Giinde yaklasik bir milyon hiicre apopitozisi ugrayarak oliir ve yerine yeni
hiicreler yapilir. Bu hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimi bir insanin viicut agirliginin her
24 ayda bir yenilenmesi anlamina gelir. Bu anlamda apopitozis spesifik bir uyarana maruz
kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevaptir. Apopitozisli hiicreler

saglikli doku igcinde dagilmis sekilde bulunur (59, 60).

2.3.1.1. FIZYOLOJIK OLAYLAR
¢ Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde (Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu,
kalp gibi bazi i¢ organlarin liimenlerinin olugsmasi).
e Menstrual siklusta endometriyum hiicrelerinde, menopozda folikiil atrezisi,
laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda.
e Vertebralarin néron gelisimi sirasinda. Barsak kripta epiteli gibi siirekli proliferasyon
gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesinde.
e T lenfositlerinin kontroliinde, matiir T lenfositlerinin antijene bagiml
diizenlenmesinde, immatiir B lenfositlerinin gelisi gibi immun sistemin diizenlenmesinde.
e Derideki keratinositlerin epidermisin en st tabakasi olan stratum korneumu

olusturmasinda goriiliir (57, 62).

2.3.1.2. PATOLOJIK OLAYLAR

e Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofide, otoimmun hastaliklar sitotoksik T

hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimiinde.
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e Her tiirlii neoplastik olusumda; hem biiylime hem gerileme doneminde, hipertermi,
diisitk doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gibi hafif
siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda.

e Pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi parankimden zengin dokularda duktus

tikanmas1 sonrasi patolojik atrofide apopitozis goriiliir (57, 62).

2.3.2. MORFOLOJIK VE BIYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER
Apopitotik hiicrelerde kiiciik parcalara ayrilan hiicre kisimlarinda bozulmamis

organeller, yogunlagmis sitoplazma, kompakt kromatin, niikleer sarilma dikkati ¢eker. Son
olarak da kromatin kondenzasyonu, niikleozomal DNA frgamantasyonu, niikleer membran
yikimi, fosfotidilserinin membran disina yerlesimi ve apopitotik cisimciklerin goriiniimii

apopitoziste gerceklesen degisiklerdir (59).

2.3.2.1. Morfolojik Degisiklikler
Hiicre Biiziilmesi: Sitoplazmasi daha yogundur ve bu yiizden organeller kalabalik

goriiniir. Komsu hiicreye gore daha kiiciiktiir. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre
organelleri yapilarimi korur. Hiicre zan saglamdir, nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar
reaksiyon gozlenmez (59,62).

Kromatin Yogunlasmasi: Cekirdek apopitoziste odak noktasidir ve genellikle biiziisiir
(59). Kromatin cok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek
porlant secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik cekirdek pargalarina
boliiniir (63).

Apopitotik Cisimlerin Olusmasi: Hiicrede dnce yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur.
Bunlardan bazilar1 sitoplazma pargaciklar1 igeren ve siki bicimde paketlenmis organellerden

olusan zarla saril1 apopitotik cisimlere doniisiir (58).

2.3.2.2. Biyokimyasal Degisiklikler
DNA Fragmantasyonu : Hedef proteinlerden biri olan DNA, endoniikleaz ile capraz

bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirirler.
Cekirdek icine giren Ca*™ Mg+2 bagimli endoniikleaz, DNA kiriklar1 olusturur. Kiriklar
niikleozomlarin arasindan mono veya oligoniikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz cifti

ve katlar seklinde kirilma olusur ve merdiven basamagi adiyla karakterizedir (57).
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Hiicre Iskeletinin Yikilmasi: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise hiicre
iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan proteindir. Aktin filamanlarinin yikimi ile
hiicre normal seklini kaybeder (64).

Hiicre Membram Degisiklikleri: Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle iliskisi
kesilir. Hiicre yiizeyindeki mikrovillusler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan
kalkar, hiicre yiizeyi yuvarlaklasir. Kaspazlarin etkisiyle hiicre zarinin asimetrisi bozulur.
Plazma zarmin i¢ yiiziindeki fosfatidilserin yer degistirerek zarin dis yiiziine yerlesir (65, 66).

Ayrica baz1 apopitotik hiicreler hiicre zarlarinda thrompospondin adli adheziv bir
glikoprotein igerirler. Transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde olusan ¢apraz
baglanmalar membranlarin pargalanmasini ve apopitotik cisimlerin olusmasim saglarlar
(58,60). Bu membran degisiklikleri apopitotik hiicrelerin ¢evre fagositler tarafindan fark
edilip fagositozlarini saglar. Apopitotik cisimler ¢cevredeki parenkim hiicreleri ve fagositler

tarafindan fagosite edilerek dokulardan temizlenirler (60).

2.3.3. APOPITOZIS MEKANIZMALARI
Apopitozis, ektrensek ve intrensek olmak {izere iki mekanizma ile gerceklesir (57).

2.3.3.1. Ekstrensek / Reseptor Aractli Yol
Apopitozisin dis yolu Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ailesi hiicre ylizey reseptorlerinin

ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir (Sekil 3). Hiicre Oliimiinii diizenleyen
mekanizmalarin belki de en iyi anlagilmis Ornegi sitokine bagh dis apopitozis yoludur. TNF-a,
TNF ile iligkili apopitozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve Fas ligantlari, baz1 malign ve normal
hiicrelerde kendilerine o6zgii reseptorlerle birleserek o6liime neden olurlar. TNF ailesi
reseptorler (TNF-R1/CD120a, TNF-R2, DR3/Wsl1/Tramp, DR4/Trail-R1, DRS5/Trail-R2,
CAR-1) ve Fas (CD95/APO1) reseptorii, belli bir aminoasit diziliminde ve homologtur (62).
Bu proteinlerin hiicre disi kisimlan ligant baglanmasi icin 6nemlidir. Sitoplazmik
kisimlarinda kismen korunmus olan bir 6liim bolgesi (DD) bulunur. Bu bolgeler sitoplazmik
sinyal proteinlerinin baglanarak apopitozisin basladigi yerlerdir. Ligandlar baglandiginda 3
Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii (TNFR) ya da Fas molekiilii kompleks olusturur. TNFR ve
Fas trimerlerinin sitoplazmik boliimleri sirasiyla TNFR’e bagh 6lim bolgesi (TRADD) ve
Fas’a baglh oliim bolgesi (FADD/Mort-1) denen adaptor proteinlere baglanir. Bu proteinlerin
hem DD hem de proteazlarin 6liim olusturan kisimlarina (DED) baglanan bolgesi vardir.
Reseptorlerin  sitoplazmik kisimlari, adaptdr proteinler ve proteazlar Olimii baglatan

sinyalleme kompleksini (DISC) olustururlar (57) (Sekil 3). Normalde oliim bolgesi

16



susturucusu (SODD) olarak bilinen proteiniyle uyarilmamis reseptorlerin sitoplazmik DD
uclart maskelenerek reseptorlerin kendi kendilerine sinyal iiretmeleri Onlenir. Reseptoriin
uyarilmasiyla SODD 6liim ucundan ayrilarak DED igeren adaptoriin baglanmasina izin verir

(59, 63).

Sekil 3. Apopitozis Mekanizmalari
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*Hengartner 1.0, (20007 The Biochemistry Of Apoptosis Mature | Yol 407'den uvarlanmigtr.

2.3.3.2. Intrensek / Mitokondrial Yol
Mitokondri apopitoziste 6liim programini aktive eden birkac faktor salar. Intraseliiler

stimiile DNA hasar1 gibi genel olarak sadece BH3- Bcl-2 ailesi proteinlerin aktivitesiyle
sitoplazmada mitokondri i¢ membranindan proapopitotik faktorlerin salinimi ile sonuglanir
(64, 63). Bu salinim Bax ve Bak apopitotik proteinleri tarafindan indiiklenir ve antiapopitotik
Bcl-2 ve Bcl-xL proteinleri tarafindan inhibe edilir (Sekil 3). Salinan protein faktorlerden biri
sitokrom c, direkt olarak Apaf-1’i aktive eder ve ATP varliginda multimerik kompleks olan
apoptozomu olusturur (63) (Sekil 4).

Apopitozisin yaygin yolu olan i¢ yol hiicrenin kendi i¢inden, sitotoksik ilaglar gibi hasar

yapici ajanlarla baslar ve i¢ yoldaki apopitotik sinyal iletiminde mitokondri tarafindan
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gerceklesir. AIF (Apopitozis indiikleyici faktor) canli hiicrede i¢ ve dis mitokondriyal
membran arasinda bulunur ve cekirdek tarafindan kodlanan, proteaz ozelliginde olan 57

kDa’lik bir flavoproteindir. AIF sitoplazmik

Apoptotik stimilasyon
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o

'
] | |

faktorler yoklugunda apopitotik cekirdek

degisikliklerini baslatir ve kaspazi aktive eder
(63). Sitokrom c (Cyt-c) mitokondriyal elektron
iletim sisteminin Onemli bir pargasidir.
Normalde mitokondrinin i¢ ve dis membrani

arasinda bulunur. Salinimi Bcl-2 proteinler

tarafindan diizenlenen ve kaspazlarin

Apoptosome

aktivasyonunda gerekli bir kofaktordiir. dATP

Wang X. (2001). The expancing role of mitochondria in apoptosis.Genes & Development 15 24222933 den uyarlanmigtr

(ya da ATP) ve sitoplazmik faktor Apaf-1 ile
birlikte sitoplazmaya salimmi 6nce Kaspaz-9'u sonra da Kaspaz-3'ii aktive ederek diger
kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar. Apaf-1 proteinin kaspazla etkilesme aktivasyonu icin

gereken bilinen tek mekanizma sitokrom-c’dir (62,72) (Sekil 3).
Sekil 4. Apoptozom olusumu

2.3.4. APOPITOZIS REGULATORLERI

Apopitozisi diizenleyen genler cmyc, p53 ve bcl-2 olarak bilinir ve iirettikleri proteinler
aym adi alir. Apopitozisi baskilayan (anti-apopitotik) ya da indiikleyen (pro-apopitotik)
proteinler vardir. P53, Bcl-2 ailesi, apopitozis baskilayici faktor (IAP), Kaspazlar gibi protein

aileleri apopitozis regiilatorleridir (64) .

2.34.1. P53
Anti-apopitotik 6zellikte, 393 aminoasitli bir proteindir ve cevresel sartlara, hiicresel

duruma gore hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA tamiri ve sentezi, hiicre farklilagmasi,
genomik sekillenme ve programli hiicre Oliimiinde gorev alir (62). N-ucunda asidik
transaktivasyon bolgesi, merkezinde DNA’ya baglanan bolge ve C-ucunda tetramerizasyon
bolgesi olmak iizere 3 fonksiyonel bolgesi vardir. DNA hasarlanmasi olan normal hiicrelerde
p53 protein diizeyinde belirgin bir artisla hiicre dongiisii G1'de bloke olur. Biiylimenin
durmasindan sonra DNA onarimi, hiicre DNA' simnin c¢ogaldigi S fazina ge¢gmeden Once

tamamlanir. Genom hasar biiyiik boyutlarda ise hiicre programli hiicre 6liimiine girer (57,59).
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2.3.4.2.  BCL-2 Ailesi Proteinleri
Bcl-2 ailesi apopitotik kaskadin kontroliinde en 6nemli gruptur (72). Bcl-2 ailesi

proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve Bcl-2 gii¢lii bir 6liim inhibitoriidiir (58). Antioksidan
yolda mitokondriden sitokrom-c salimimini engellemede rol oynar. Bcl-2 mitokondri
membram disinda, endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunur. Bcl- 2 ayrica
Raf 1 ve kalsinorine baglanir (62). insanda en az 17 Bcl-2 ailesi iiyesi protein bulunur. Bcl-2
ailesi proteinler birkac¢ a-heliks yumagini iceren benzer protein yapisindadir. Bunlar 4’e kadar
numaralanan Bcl-2’ye benzer (BH) bolgesidir. Bcl-2 ile ilgili proteinler yapisal ve
fonksiyonlarina gore 3 grupta toplanir (60) :

o Bax alt grubu; Hepsi proapopitotiktir. Bax ve Bak'dan olusur. BH1, BH2 ve BH3
bolgelerinde Bcl-2'ye benzerlik gosterirler. Yapi olarak bazi bakteriyel toksinlerin por
olusturan proteinlerine benzerlik gosterirler ve kismen hiicre i¢i zarlarda bulunan mitokondri,
endoplazmik retikulum ve cekirdek zarlarinda kanallar olusturma yetenekleri vardir.

. Bik alt grubu; Proapopitotik Bik, Bid ve Bim'den olusur. Bunlara yalniz BH3 bolgeleri
Bcl-2’ye benzerlik gosterdigi icin BH3 proteinler de denir. Heterodimerler yaparlar ve
boylece eslerinin aktivitelerini diizenlerler (59).

. Bcl-2 alt grubu; Hepsinin antiapopitotik aktivitesi vardir Bcl-2, Bel-XL ve Bel-w'den
olusur, dort bolgeleri (BH1, BH2, BH3, BH4) kuvvetli benzerlik gosterir. Proteinin C ucunda

zara tutunma bolgesi vardir ve mitokondri membraninda bulunur (57).

2.3.4.3.  IAF Ailesi Proteinleri
Anti-apopitotik protein ailesindendir ve bunlar programlanmis hiicre oliimiiniin

negatif diizenleyicileridir. Baz1 memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NIAP, Bruce,
Survivin, plAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu hiicre oliimiinii Kaspaz-3, Kaspaz-7 ve
Kaspaz-9'a direkt olarak baglanip onlar inhibe ederek gerceklestirirler. Apopitozis protein

inhibitorleri kaspazlar 6liim reseptorleri ve mitokondrial yol ile inhibe ederler (60, 62).

2.3.44.  Kaspazlar
Kaspaz; Sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle homolog biiyiik

protein ailesidir (67, 59). Kaspazlar, proteolitik yariklanmasiyla aktiflesen, inaktif graniiller
olarak iiretilir (67). Simdiye kadar yaklasik 100 Kaspaz substrati rapor edilmistir (59). Kaspaz
kaskadini baslatan kaspaz -3,-6 ve -7°dir. Kaspaz ailesi iiyelerinden bazilan kiiciik N-terminal
peptidler (Or: Kaspaz-3,-6,-7) ve genis N-terminal domainler iceren (Kaspaz-2, -8. -9, -10 ve
sitokin asamasinda Kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13). ProKaspaz-7 zimojen tek polipeptid
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zinciri bulundurur. Matiir Kaspaz’n kiiciik ve genis altbirimleri arasinda bir halka bulunur.
Bu alt iiniteler arasinda ProKaspaz-7 aktivasyonu icin boliinme alanlar1 bulunur (Ile195—
GIn196-Alal97-Asp198). Aktivator kaspazin aktif bolgesine baglanmasi i¢in gerekli aktif
bolgedeki esneklikten dolayr bu halka yapisal olarak goriinmez (59). Insanda yapr ve
fonksiyonlarina gore 11 degisik Kaspaz tarif edilmistir:

e Bagslica lenfokin yapiminda bulunan kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE) , -4, -5, -11, -12 ,-13, - 14
e Sonuglandirici(effektor) kaspazlar: Kaspaz-3 (CPP32/Yama) ,- 6, -7

e Baglatic (initiator) kaspazlar: Kaspaz-2, Kaspaz-8 (FLICE/MACH), -9, -10

2.3.5. SPERMATOGENEZ VE APOPITOZ

Normal spermatogenez sirasinda hiicre gelisimi ve farklilanmasina ilave olarak germ
hiicre Oliimii de goriiliir ve bu spermatozoon olusumunda kritik rol oynar. Sonugta
spermatozoon potansiyel sayist tahminen %75’1 kadar azalir. Testikiiller germ hiicre
apopitozisi fizyolojik ve devamli olarak hayat boyu meydana gelir (12). Apopitozisin normal
spermatogenez siirecinde iki 6nemli rolii vardir. Bunlardan ilki Sertoli hiicreleri tarafindan
desteklenebilecek sayida germ hiicre popiilasyonunu sinirlandirmak, ikincisi de anormal
spermatozoonun azaltilmasinda seg¢ici olmaktir (12, 21,56).

Insan spermatozoonda apopitozisin varlig1 yapilan caligmalarda ortaya konduktan
(16,47, 17,24) sonra ejakulatta matiir spermatozoonda apopitozisin varligi bir¢ok arastirmaci
tarafindan gosterilmistir (16, 47, 17, 21, 61, 68). Bu arastiricilar somatik hiicredeki kapsaml
DNA hasarina neden olan endojen endoniikleazlarin aktivasyonuyla, iireme havuzundan
defektli germ hiicrelerinin eliminasyonu gerceklestirecegi goriisiindedirler. Sakkas 1999°da
apopitotik eliminasyon hatas1 sonucu ejakulattaki spermatozoonda goriinen apopitozisi
‘abortif apopitozis’ olarak tamimlamistir ve bu hiicrelerin bir sekilde apopitozisten kactigini
One siirmiistiir (17,21,69).

Apopitozis cesitli patolojilerin ve spermatogenez kontrol sistemlerinin kaldirilmasinin
sonucu olabilir (70). Yapilan bir calismada DNA hasar1 ve muhtemel DNA tamirinin azalan
seviyeleri karsisinda apopitozisin, hatal1 genetik bilginin embriyoya gecmesini engelleyen son
basamak oldugu diisiiniilmiistiir (29).

Erkek iireme sistemine lokositlerin biiylik etkisi gosterilmistir fakat seminal
Iokositlerin iglevi hala netlik kazanmamistir. Spermatozoon apopitozisi semen kalitesiyle

korelasyon gostermeyebilir. Urogenital kanallardaki enfeksiyon yoklugunda; Seminal
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Iokositlerin asil fonksiyonlarindan biri, apopitotik spermatozoonlari ortadan kaldirmak
olabilir (71).

Spermatozoon apopitozisi ve spermatozoon DNA’sinda hasar erkek infertilitesinin
potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilir. Apopitozis ile ortaya ¢ikan germ hiicre kaybu,
spermatogenez sirasinda olusur. p53, p21, CD 95 (17) , Kaspaz-3 (72,74), Kaspaz 1-8 (74),
Bcl1-2, Bel x1 (12,73) ve Fas diizeyleriyle, degisik yollarla saptanabilmektedir. Kaspaz 1-3-8
postakrozomal bolgede, Kaspaz 9 ise orta par¢a (midpiece) bolgesinde gosterilmistir (74).

Son ¢aligmalar antiapopitotik fonksiyon sergileyen ve spermatozoon matiirite isareti
olarak kabul edilen HspA2 adli protein ve erkek fertilitesi iizerinde yogunlasmistir. Is1 soku
proteini A2 (Heat-shock protein, HspA2) bir spermatozoon matiirite isareti Hsp70 saperon
protein ailesinin iiyesi olan testis spesifik proteinidir. Hsp70-2 bloke edilen farelerde mayoz
duraksamasina ek olarak karekteristik apopitotik DNA patern bozulmasiyla germ hiicre
apopitozisi artigt goriiliir. Yapilan calismalarda HspA2 gen ekspresyonu oligozoospermik
grupta normozoospermik gruba gore daha diisiik bulunmustur (75). HspA2 ilk olarak primer
ve sekonder spermatositte, daha sonra plazma membran yeniden sekillenmesi ve sitoplazmik
artikli uzanus spermatidde goriildii. Insan ejakulatinda diisiik seviyede HspA2 tespit
edilmistir. Hsp70’in apopitoziste ¢alisma mekanizmasi, apopitotik enzimler olan Kaspaz-3 ve

-9’un salinmasiyla gerceklesir. Boylece HspA2, apopitotik siirecin olas1 inhibitoriidiir (76).

2.4. REAKTIF OKSiJEN TURLERI (ROS)

Serbest radikal bir ya da daha fazla ciftlenmemis elektronu bulunan atom yada
molekiil olarak tanimlanmistir. ROS yiiksek derecede reaktif oksijenlenmis ajanlara sahip
serbest radikaller simifidir (77). Organizmada gec¢is metallerini (Fe** ve Cu" gibi metaller)
iceren enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi ile oksidasyon
reaksiyonlart meydana gelmektedir (78). Sonug olarak, NADH ve NADPH oksijenden reaktif
oksijen ara {riinlerinin meydana gelmesine yol ag¢maktadir. Bu bilesikler aerobik
metabolizmanin, ilaclar ve cevresel toksinlerle olusan reaksiyonlarin yan {iriinleri olarak
siirekli meydana gelmektedir. Ileri derecede reaktiftirler ve DNA, proteinler ve doymamis
yaglarda ciddi kimyasal degisikliklere neden olurlar. ROS'lar reperfiizyon hasari, kanser,
inflamatuvar hastaliklar ve yaslanma gibi ¢ok sayida patolojiden sorumlu tutulmuslardir (79).

Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen
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tirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen
metabolizmasi1 sirasinda az miktarda olusan siiperoksit radikali (O,""), hidrojen peroksit
(H,0,) ve hidroksil radikali (OH')'dir. Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin
olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli
organik radikaller (R"), peroksit radikalleri (ROQ"), alkoksi radikalleri (RO"), tiyil radikalleri
(RS®), siilfenil radikalleri (RSO®), tiyil peroksit radikalleri (RSO,") gibi cesitli serbest

radikaller olustururlar (80) (Sekil 5).

RNS Reaksiyon ROS Reaksiyon
Nitrik Oksit juog| Siiperoksit Ozt 16" 07,
(N) L-arginine + 0, + 2 NADPH ] - Gitrulline + NO =2 NADP" + 0] | | Radikali (0:7)
t=1x10%s NADPH+20, — NADP® + H' + 20"

Nit‘rug.en NO" + 0; » NO;' rYm—r 0+ H,0 = HOy+ O

Dioksit 2NO;" + H;0— HNO;+HNO; ( nitrik ve nitrus asit tretimi) radikali (HO,)

oz RH +NO;" -R"+ HNO, ( lipit peroksidasyon baslatma) Fenton reaction:

Reaktif olmayan oksijen tirevleri Reaksiyon H0, + 1e'(Fe™ICu’)> Fe™ICu™ + OH" + OH’
Hidroj‘e':gjroksit 20542 H-» W00 HO e o O, Hldrukgl!l[adlkall Hnber.WmZ::_:qHzoz_’ 0t 104 OFF

Hipoklorik asit
(Hoc)

H,04# CI' = HOCI + OH" (hypochlorous acid fomation)

HOCI+ 0,  O; +CI'+ OH' or HOCI+ Fe* = Fe™'+ CI+ OH' (hydroxyl
formation)

HOCI 5 H'+ OCT (hypochlorite formation)

HOCH+ H'+CT 5 Clz# H,0 (chlorine gas formation)

t= 1x10%s

Siilfr radikali
(RS’)

RSH +>C' N %CH +RS'  RSH+OH'5RS'+H,0

RSH + ROO" — RS"+ ROOH
RSH+ Fe"— RS+ Fe*'+ H' or RSH+ Cu™ 5 RS™+ Cu’ + H'

Single:‘. oksijen

RNH2 + HOC- RNHCI + H20 (taurine chloramines) ('0,)
Peroksinitrit 04"+ NO' > ONOO' b= 1x10°s
(ONOQ') ONOO™+ H'-> ONOOH, Alkoksil (RO")
1= 35x10%s Peroksil (ROO)
- t=1x10%sand
Ozon (0y) Cr+0,0,+Cl0 Silva 201dan ayarsarmist te=1x 100 s Stiva 2006'dan wyarlanmighr

Sekil 5. Reaktif Nitrojen /Oksijen Tiirleri

24.1. ROS’UN HUCRESEL SUBSTRATLARI

Lipitler;

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve poliansatiire (doymamis) yag asitleri (PUFA) serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer, lipit peroksidasyonu olusturur (81). Hiicre
membranlarinda lipit serbest radikalleri (L") ve lipit peroksit radikallerinin (LOO") olusmasi,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul
edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna '"nonenzimatik lipit
peroksidasyonu" denir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna neden olur. Bdylece plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesi

sonucu serbest radikal iiretimine "enzimatik lipit peroksidasyonu" denir (78). Malondialdehit
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(MDA) lipit peroksidasyon son iiriiniidiir ve MDA o0lciilmesi lipit peroksit seviyelerinin
indikatorii olarak kullanilir (80).

Protein ;

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.

Karbonhidratlar;

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli iiriinler meydana gelir ve cesitli
patolojik siireclerde dnemli rol oynarlar.

Niikleik Asitler Ve DNA;

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve oliime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen
peroksit (HO,) membranlardan kolayca gecer ve hiicre ¢ekirdegine ulasir. Sonunda DNA
kalic1 "oksidatif hasara" ugrar. Eger hidroksil radikalleri DNA'ya yakin olusursa, purin ve

pirimidin bazlarina saldirarak mutasyonlara ve hatta hiicre 6liimiine sebep olabilirler (80).

2.4.2. ANTIOKSIDANLAR
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar

onlemek icin bircok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma
sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Antioksidan savunma
mekanizmalart hem intraseliilar (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, peroksidaz, ferritin)
hem de ekstraseliilerdir (transferrin, laktoferrin, seroloptazmin, haemopexin, haptoglobin ve
albumin). Bazi serbest radikaller bu antioksidanlardan kurtulup, hasara yol ac¢ma
yetenegindedir (78, 82).

Antioksidan sistemde enzimatik (siiperoksitdismutaz: SOD, Glutatyon peroksidaz /
Glutatyon reduktaz: GPX / GRD, Katalaz: CAT) ve enzimatik olmayan (Askorbat, Urat,
Vitamin E, piriivat, taurin, hipotaurin) antioksidanlar mevcuttur. Bu antioksidanlar ii¢
savunma mekanizmasi igerir. Bunlar: 6nleme, durdurma ve tamir etmedir (81,83).

Endojen Antioksidanlar:

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.
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Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-GPx), glutatyon S-transferazlar (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz (80).
Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: Melatonin, seruloplazmin, transferrin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, iirat, laktoferrin,
alblimin.

Eksojen Antioksidanlar:

Disaridan alinan antioksidanlar sunlardir: o-tokoferol (vitamin E), B-karoten,
askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat), ksantin oksidaz, mannitol, albiimin, barbitiiratlar,

demir selatorleri (78).

2.4.3. INSAN SEMENINDE ROS’UN KAYNAGI

Semende ROS kaynagi I6kositler ve spermatozoondur (84).

2.4.3.1.  Lokosit

Erkek genital sisteminde siirmekte olan enfeksiyon i¢in bir gdsterge olarak kabul edilir.
Biitiin infertil erkeklerin %10-20'sinde bulunur. Semendeki 16kositlerin kaynagi epididim ve
prostattir  (14). Lokositler hem normal hem de infertil erkeklerin semenlerinde
bulunabilir. %60-70'ini polimorf niikleuslu nétrofiller olusturur. Mikroorganizmalara karst
miicadele verirken ortama siiperoksit anyonu (O,"") salarlar ki bu da diger ROS ve iyonlarla
reaksiyona girerek ya da dismutasyon ile hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH")
veya hipoklorid gibi diger toksik maddelerin olusmasina neden olur (78). Lokosit,
spermatozoona gore 100 kat daha fazla ROS iiretebilir (83).

Serbest  oksijen radikallerinin  iiretimi  16kositospermik  (semen  lokosit
kontaminasyonu) orneklerde anlamli olarak daha fazladir. Lokositospermik bireylerde,
saglikli donorler ve 16kositi olmayan hastalarla karsilastirildiginda DNA hasari anlaml
derecede artis gosterir (85). Eger semende 16kosit konsantrasyonu 3 milyon/ml'yi gecerse
fertilizasyonda anlamli bozulma go6zlenir (14). Olumsuz etkilerin ROS, proteazlar ve
sitokinler gibi l6kositlerden bagka faktorlerin araciligina bagli olabilecegi ileri siiriilmektedir
(81,85).

2.4.3.2. Spermatozoon

ROS'un ikinci kaynagi spermatozoonun kendisidir. Insan spermatozonui endojen

ROS’un az bir kismim kontrollii bir sekilde olusturma yetenegine sahiptir (81, 86). Aslinda
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spermatozoon kapasitasyonu i¢in sinyal iletim mekanizmasi sirasinda faydalanilmak iizere az
miktarda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit iiretmektedir (86). Spermatozoonun
H,0,’nin diisiik konsantrasyonuyla inkiibe edildiginde kapasitasyonu (87), hiperaktivasyonu,
akrozom reaksiyonu ve oosit fiizyon yetenegi kazanmasi ile fertilizasyon yeteneginin stimiile
edilebildigi gosterilmistir (81). Erken evre spermatositler, yuvarlak ve uzamis spermatidler
hepsi aym diizeyde ROS yaparlar. Epididimisteki heniiz maturasyonunu tamamlamamis
spermatozoon bunlardan daha fazla ROS iiretmektedirler (87,83). Matiirasyonu bozulan
spermatozoon spermiyogenezin son evresinde fazla sitoplazma artigim1 atamaz. Sonugta
spermatozoon normalden daha fazla ROS yapar ve oksidatif stres belirtileri verir. Zaten ROS
diizeyi yiiksek olan semenlerde gliikoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi de artmistir. Bu enzim

sitoplazmik artigin fazla oldugu semen 6rneklerinde yiikselmektedir (87, 81).

2.4.5. SPERMATOZOON ANTIOKSIDAN SISTEMI
Seminal plazma antioksidan enzimler olan SOD, GPX/ GRD, Katalaz, ve enzimatik

olmayan askorbat, iirat, E vitamini, piruvat, glutatyon, taurin, hipotaurin gibi antioksidanlar
icerir (78). Seminal plazmadaki diisiikk antioksidan kapasite ozellikle katalaz aktivitesi ve
TAK (total antioksidan kapasitesi) anormal spermatozoon etiolojisinde onemli olabilecegi
belirtilmistir (65).

In-vitro, oksidatif stresin aktive lokositlerle gerceklestirildigi ¢aligmalar dahil olmak
tizere, hipotaurin, indirgenmis glutatyon ve N-asetil sisteinin de dahil oldugu ¢cok genis bir
aralikta antioksidanlarin  insan spermatozoonu ekzojen kaynakli toksik  oksijen
metabolitlerinden korumada potansiyel klinik degerleri oldugu gosterilmistir (81).
Spermatozoonlari ekzojen kaynakli ROS'dan koruyan SOD, katalaz, hipotaurin, pentoksifilin
veya vitamin E gibi ajanlarin hicbirinin NADPH'nin indiikledigi oksidatif strese karsi etkin
olmadigi gosterilmis olup bunun nedeni ROS'in intraseliiler kaynakli olmasi olarak
diisiiniilmiistir. Ne yazik ki bugiine kadar antioksidanlarin insan spermatozoonunu endojen

kaynakli ROS'dan koruma kabiliyetlerini gosterecek bir model gelistirilmemistir (88).

2.4.6.  OKSIDATIF STRES VE ERKEK INFERTILITESI

Spermatozoon ROS’a normal hiicrelerden daha hassastir. Ciinkii plazma membranlari
biiylikk oranda poliunsatire (doymamis) yag asitleri ve sitoplazmalar1 da diisiik
konsantrasyonlarda antioksidan sistem enzimleri igerir (80, 81, 82). Normalde serbest oksijen

radikallerinin iiretiminde ve antioksidan sistem arasinda bir denge vardir (82). Spermatozoon,
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oksidatif ajanlardan DNA’sin1 iki savunma mekanizmasi ile korur. Bunlardan ilki, DNA’nin

paketlenerek diizenlenmesi (2), digeri ise seminal plazmadir (19).

Antioksidan sistem ROS (ireten sistem
Superoksit Dismutaz (SOD)
Katalaz {Cat)

Glutatyon Peroksidaz (Gpx)

Polimorfoniikleer Likositler
Hipoksantin-Ksantin Oksidaz
Demir gelatorleri

Vitamin E laclar
Karnitin Rfa‘fl‘-1 on
Glutatyon toplas

Sitoplazmik artik
Immatiir germ hiicresi

Santrifiij
l Kryoprezervasyon

Diyetle alinan antioksidanlar

Seminal Plazma

‘_l

Oksidatif Stres

- V2N

Protein | __| Lipid «|Plazma membran *DNA
Hasan Peroksidasyonu hasan hasan
1 I

l

[Sperm Disfonksiyonu |

Sikka C.Suresh.(2004)'den uyarlannagtir

Sekil 6. Oksidatif Stres ve Erkek Infertilitesi

Oksidatif stresin erkek infertilitesindeki ©nemi, 1943’te Isko¢ androlog John
MacLeod un aerobik sartlarda enkiibe edilen insan spermazoonlarin hareketliliginin katalaz
eklenmesi ile arttigin1 gostermesinden beri bilinmektedir (87). Erkek faktorlii infertilitede,
oksidatif stres siiresince temel degisikler sonucunda spermatozoon DNA’sinda biitiinliik
hasari, DNA fragmantasyonu ve kromatin ¢apraz baglanmalar oldugu bunun da germ hiicre
apopitozisini hizlandirabilecegi ileri siiriilmiistiir (23,83). Yapilan arastirmalarda infertil
erkeklerin %25- %40’ 1nmin semeninde ROS seviyelerinin yiiksek oldugu (22,65), bunun da
spermatozoon morfoloji ve motilitesini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (28). Immatiir
spermatozoonlar tarafindan iiretilen ROS’un matiir spermatozoonlar iizerinde oksidatif hasar

yapabilecegi (12) ve bunun infertilite nedeni olabilecegi diisiiniilmiistiir (83,85).
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Spermatozoonda ROS toksisite mekanizmasi lipit peroksidasyonuyla baslar,
motilitenin bozulmasiyla devam eder ve niikleer DNA hasar1 olusturur (82,83).
Spermatozoonda ROS'un etkisinin ilk gostergesi flagellar salinim siklifinda progressif bir
azalma olmasidir. Bu etki hiicre ici ATP (Adenozin trifosfat) konsantrasyonunun diismesine
bagldir ve aksonem proteinlerinin cAMP-protein kinaz A-bagimli yolla fosforilizasyonunda
bozulmaya yol acan bir takim olaylar zinciri tarafindan tetiklenir. ROS spermatozoon
DNA’smm baz modifikasyonu, DNA zincr kirigi, kromatin karsilikli baglanmasi seklinde
etkiler (83).

5.7. YARDIMLI UREME TEKNIKLER]I (UYTE) VE ROS

Yardimli iireme tekniklerinde immatiir ve anormal spermatozoon, 1okosit
kontaminasyonu, in vitro spermatozoon hazirlama islemleri (yiikksek santrifiij,
kriyoprezervasyon vb.) yiiksek ROS iiretimine neden olmaktadir. Bununla birlikte, serum ,
seminal plasma, spermatozoon hazirlama soliisyonlarindaki antioksidan sistemlerin diisiik
olmasi oksidatif strese sebep olur (82). Ilk kez Aitken tarafindan in vitro ortamda
spermatozoon hazirlanmas1 (UYTE’de) sirasinda ROS iiretiminin arttig1 bildirildi (34).

Seminal plazma spermatozoonu oksidatif stresten koruyacak o©nemli miktarda
antioksidan giice sahiptir. Bu nedenle, spermatozoon seminal plazma igerisinde kaldig siirece,
Iokositosperminin yaratacagi oksidatif stresten bir dereceye kadar korunabilecektir. Seminal
plazmanin uzaklastirilmast i¢in yapilan ejakulat yikanmasi durumunda oksidatif stres etkin
hale gecer ve spermatozoon fonksiyonlar1 da bozulmaya baslar (77, 81).

Yardimli Ureme Teknikleri (UYTE:ART) laboratuarinda spermatozoon hazirligi igin
cesitli medyumlar (tampon soliisyonlar1) ve santrifiij kullanilmaktadir. Woren ve arkadaslar
1987°de yaptiklar1 c¢alismalarinda tekrarlanan santrifiij nedeniyle spermatozoon yikanmasi
sirasinda ROS seviyesinin 20-50 kat artabildigini ve spermatozoon fonksiyonlari iizerine
zararhi etkisinin oldugunu gostermislerdir. Spermatozoonun hazirlanmasi sirasinda seminal
plazmanin atilimi burada bulunan antioksidanlar1 da uzaklastirdigindan ROS’un zarar
vermeye devam etmesine neden olabilmektedir (89). Ayrica baska bir calismada ise santrifiij
siiresinin, santrifiij hizina gore spermatozoon DNA fragmantasyon artisinda daha o6nemli
oldugu sonucuna varilmistir (90). Spermatozoonda ROS’un neden oldugu DNA hasarinin,

fertilizasyon ve embriyo gelisim siirecini nasil etkiledigi hala netlik kazanmamistir (82).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali
Tiip Bebek Merkezine Subat 2008 ile Nisan 2008 tarihleri arasinda bagvuran toplam
spermatozoon motilite bozuklugu olan 27 Astenozoospermia’li (bu gruptan 15’1 sigara igiyor,
12’si ise sigara igmiyordu) kontrol grubu da 23 Normozoospermia’li (bu gruptan 10’u sigara
iciyor, 13’ii ise sigara icmiyordu) toplam 50 olgu calisma kapsamina alindi. Yas araligi 25-45
olan bu olgulardan kontrol grubunun yas ortalamasi 36(£5,3) ve motilite bozuklugu olan
grubun ise yas ortalamasi 32 (+3,2) olarak hesapland1 (65,91).

Normozoospermia ve Asthenozoospermia kriterlerindeki hastalardan alinan ornekler 2
grupta incelendi. Gruplar kendi i¢inde sigara icen ve sigara icmeyenler olarak alt gruplara
ayrilarak normozoospermia sigara icen, normozoospermia sigara icmeyen ve astenozoospermi

sigara igen, astenozoospermia sigara igmeyen olmak iizere ayrica incelendi.

GRUPLAR :
GRUP 1: Normozoospermia (n:23)
a. Sigara icen (n:10)
b. Sigara igmeyen (n:13)
GRUP 2: Astenozoospermia (n: 27)
a. Sigaraigen (n: 15)
b. Sigara igmeyen (n: 12)

Bu gruplar arasindaki farklar yas, hacim, spermatozoon sayisi, total motil say1, motilite
(progressif ileri hareketli, ileri hareketli ve hareketsiz), morfoloji, eosin pozitif oranlart
(vitalite = canlilik diizeyleri), MDA diizeyleri (lipit peroksidasyonu), GPX enzim diizeyleri
(antioksidan), TUNEL oranlarnnt (DNA fragmantasyonu), Annexin V oranlar1 (apopitozis
diizeyleri), ve ultrastriiktiirel 6zelliklerine gore karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Calismamiz kapsamina aldigimiz 58 hastanin semen Orneklerinden 5°i GPX ol¢giimii
yapilamadig1 i¢in, 3’ti de MDA/GPX orani tutarsizlifindan dolay1r calisma dis1 birakildi.
Biitiin parametreler 50 olgu iizerinden incelenirken sadece Annexin V Ol¢iimlerinde TUNEL

pozitif oran1 %10 ve iizeri olan 14 olgu incelendi.
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SEMEN

TUNEL [ Annexin ¥V } [ ROS ] [ Antioksidan J { TEM ]

Lipid GFX
peroksidasyonn

Protein
Peroksidasyonu

Semen ornekleri 3-5 giinliik ideal cinsel perhiz sonrasi elde edildi. Semen 6rnegi steril
ve genis agizl bir kapta toplandi. Oda sicakliginda 15-60 dakika likefiye olmasi i¢in beklendi.

Bundan sonraki asamada her bir olgudan alinan semen ornekleri ii¢ gruba ayrildi.

1) DNA fragmantasyonunu belirlemek icin direkt TUNEL protokolii uygulandi

2) Reaktif oksijen tiirleri etkisi icin, lipit peroksidasyonu son iiriini olan MDA
(malondialdehit), enzimatik antioksidanlardan olan GPX enzimi ve total protein
miktar1 dl¢iimleri yapildi.

3) Apopitozis testi olan Annexin V protokolii uygulandi.

Ayn1 zamanda her iki gruptan (Astenozoospermia ve Normozoospermia) ve onlarin alt

gruplarindan elde edilen ornekler (sigara igen ve sigara igmeyen) transmisyon elektron

mikroskopunda (Transmission Elektron Microscope ZEISS 1200) incelendi.

Calismaya dahil etme kriterlerinde sigara igmeyen olgular icin ‘1 yildan bu yana sigara
icmiyor olmak’ kosulu uygulanmistir. Sigaray1 yeni birakanlar (son 1 yildan 6nce) karigiklik
yaratacag i¢in ¢aligmaya dahil edilmedi. Semen Ornekleri ve semen voliimleri g6z Oniine

aliarak yuvarlak hiicre sayisi gibi parametreler ¢calismaya dahil etme kriterlerimiz oldu.

Giinliik sigara tiikketimine gore olgular su sekilde sinmiflandirildi:
1. Grup giinde 5’ten az sigara icen (1liml1 igiciler)
2. Grup giinde 6-15 sigara igcen (orta diizeyde iciciler)
3. Grup giinde 20’den fazla sigara icen (Agir iciciler)
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Sekil 7. Olgularin Giinliik Sigara Tiiketimi

Sigara icmeyen <5 /giin 1-15/giin  >20/giin  Toplam

Normozoospermia 13 3 4 3 23
Astenozoospermia 12 1 6 8 27
3.1. SEMEN ANALIZI

3.1.1. MAKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Semen; koagiilasyon, likefaksiyon, goriiniim, hacim, viskozite ve pH agisindan

degerlendirildi (14) (Sekil 8).

A) LIKEFAKSIYON: Elde edilen 6rneklerin oda 1s1sinda 15-60 dakika likefiye olmasi
beklendi (14, 92).

B) GORUNUM: Likefaksiyondan sonra 1 saat icerisinde yapildi. Normalde homojen,
gri-opelasan goriiniimde olan semen drnekleri Normal (N) olarak degerlendirildi.

C) VOLUM: Steril enjektdr veya dereceli pipete cekilerek degerlendirildi.

D) VISKOZITE: Likefiye olduktan sonra semen 5 ml'lik bir pipete cekildi ve kendi
agirligr ile pipetin ucundan damlamasi saglandi. Bu sirada akarak uzayan damlanin
boyu olciildii. Viskozite, siibjektif olarak 4 dereceli bir skalada degerlendirildi: (14)

@ : Viskozite normal

+ : Biraz artmis viskozite

++ : Orta derecede artmus viskozite
+++ : Cok artmus viskozite

E) PH: Bunun i¢in 6.1- 10.0 arasinda indikator kagitlar kullanmildi. Bir damla semen
ornegi bu indikator iizerine damlatildi. Olusan renk degisimi, skala ile karsilagtirilarak
pH tayin edildi. Normal degeri 7.2- 8.0 arasindadir. 7.0'm altindaki degerler vaz
agenezi veya seminal vesikiil agenezini, ejakulatuar kanal obstriiksiyonlarini, vb.

diistindiiriir (14).
3.1.2. MIKROSKOBIiK DEGERLENDIRME

Spermatozoon konsantrasyonu ve motil spermatozoon yiizdesi (motilite) WHO

kriterlerine gore belirlenerek faz kontrast mikroskobu ile degerlendirme yapildi (14, 92).
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Spermatozoon konsantrasyonu ve motil spermatozoon yiizdesinin belirlenmesi i¢cin Makler®

Sayim Kamerasi kullanildi (Sekil 8).

A) KONSANTRASYON: Makler® Sayim Kamerasinin ortasina 10 uym semen Ornegi
konup iist kapak kapatilarak x 20 biiyiitme altinda yan yana 10 kare sayilarak
mililitredeki spermatozoon sayisi tespit edildi (14).

B) MOTILITE: Lineer motilitesi olan spermatozoonlarin (+4, +3) toplam yiizdesi ise
toplam hareketlilik olarak belirlendi (14, 92).

Su sekilde siniflandirildi:
e +4 Hizl ileri (progresif)hareketli
e 13 Yavas ileri (progresif)hareketli
e +2 Yerinde hareketli
e +1 Hareketsiz (immotil)

C) TOTAL MOTIL SAYI: mL’deki ileri ve hizl ileri hareketli spermatozoon sayilarinin
oranidir. Total Motil say1 = (mL’deki spermatozoon sayisi x hacim) / Motilite (%)
seklinde hesaplandi. (14, 92).

D) AGLUTINASYON: Motil spermatozoonlara antisperm antikorlarinin baglanmalari
nedeni ile bag-bas, orta parca-orta parca, kuyruk-kuyruk ya da benzer sekillerde
birbirlerine yapismalaridir. immiinolojik infertilite i¢in diisiindiiriicii bir parametredir
(14, 92).

Degerlendirme kriterleri:

@ : Agliitinasyon yok
+ : Artmis Agliitinasyon

++ : Cok artmig Agliitinasyon

E) MORFOLOJI: Morfolojik degerlendirme icin STAT III™ (Dogan medikal
midatlantis) boyamasi1 (Wright’in Giemsa boyamasi) yapildi ve Kruger’in kesin
kriterlerine gore 151k mikroskobik olarak degerlendirildi. Ayrica bu boya ile immatiir

germ hiicreleri ve beyaz kan hiicreleri ayirt edilebilir (14, 92).
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3.1.2.1. STAT III™ BOYAMA PROSEDURU

¢ Semenden alinan bir damla 6rnek lam iizerine yayma preparat hazirlandi. Bu lam 5-15
dakika arasi havada kurutulduktan sonra boyama islemine gegildi.

e Lam 1-2 dk. fiksatif soliisyonunda bekletildi.

¢ Distile su ile yikanip fazla suyun akmas1 beklendi sonra diger asamaya gecildi.

e Lam 1-2 dk. soliisyon I'e (Eosin soliisyonu) batirildi.

¢ Distile su ile yikanip fazla suyun akmasi beklendi sonra diger asamaya gecildi.

e Lam daha sonra 1-2 dk. soliisyon II'ye (azur soliisyonu) batirildi. Fazla soliisyonun
akmasi i¢in bekletildi.

e Distile su ile yikanip oda 1sisinda kurumaya birakildi ve daha sonra immersiyon yagi
altinda x100 ‘liik 151k mikroskobuyla incelendi.

Spermatozoon morfolojisinin degerlendirilmesinde, Kruger kriterleri kullanildi (14).

Sekil 8. Semen Analizi

SEMEN ANALIZI NORMAL DEGERLERI (WHO 1999)
Voliim: 2.0 ml veya daha fazla
pH: 7.2-8.0
Spermatozoon konsantrasyonu: 20 milyon spermatozoa/ml veya daha fazla
Total sperm sayis1: 40 milyon spermatozoa/ejakulat veya daha fazla

Motilite: Ejakulasyonu takiben 60 dakika igerisinde, %50 veya daha fazlasinin ileri progresyon
gostermesi (a + b kategorisinde); veya %25 yada daha fazlasinin hizli (a kategorisinde) progresyon

gostermesi.

Morfoloji: %30 veya iizerinde normal form.

Vitalite: %75 veya lizerinde canli (boya almayan) spermatozoa.

Lokosit: 1 milyon/ml'den az.

Immunobead test: Partikiil yapismis spermatozoa oraninin %20'den az olmasi.

MAR testi: Partikiil yapismis spermatozoa oraninin %10'dan az olmasi.
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3.1.2.2. KRUGER’IN KESIN KRITERLERI:

e Spermatozoon basi ovoid ve diizgiin konturlu olmali, iyi sinirlanmis bir akrozomal kilif
icermelidir.

e Bas boyutlari, 4-6 mikron x2-3 mikron x1,5 mikron olmalidir.

e Akrozom, bas alaninin %40-70’ ini kaplamalidir.

e Akrozom altinda kalan boliimlerin konturlar diizgiin olmalidir.

* Boyun, orta parca ve kuyruk anomalisi olmamalidir.

e Orta parca silindirik ve bag ile aksiyel olmalidir.

e Orta parga eni 1 mikron, uzunlugu bas uzunlugunun 1,5 kati olmalidir.

e Orta parca sitoplazmik artik icermemelidir.

e Kuyruk uniform, orta par¢adan daha ince ve 45—55 mikron uzunlugunda olmalidir.

e Kesin kriterlere gore morfolojik degerlendirmede dikkat edilecek noktalar:

e Spermatozoonun tiimiiniin morfolojik yapis1 degerlendirilmelidir.

e Degerlendirme x100 bilyiitme alaninda yapilmalidir.

e Degerlendirme esnasinda hiicre kiimelerinin bulundugu bolgelerdeki spermatozoonlar
dikkate alinmamalidir (14, 92).

Mikroskobik degerlendirmede spermatozoon sayisi, motilitesi yine WHO kriterlerine gore ve

morfolojisi de Kruger’in kesin kriterlerine gore degerlendirildi (Sekil 9).

Morfolojik elarak normal sperm
Kruger strict kriterleri WHO
Bag iz oval (Oval, diizendi dag hatlar
Akrorom bagin Yed(-T0"ini olugtune, Akrozom bagin 1/3"inden fazlasim olugturar
MNormal digiler;
Uzunluk 5-6 pm Umnluk 3-5 pm
Geniglik 2.5-3.5 pm Geniglik 2-3 pm
Greniglik MUzanlek; 35 veya 273 arasunda olmali Geniglik /Uzunluk; 172 veya 23 arasinda olmal
Borderling bag formlan anormal Borderline anomaliler normal
edarak sanuflane olarak simaflamnr
Boyun Abaksivel implantasyon olmamali
ve intakt olmals
Orta kasim Silindir geklinde Silindir sekdinde
I pm geniglikie ve bay uaunlufumm bag genigliginin 173" dnden az geniglikie,
1.5 kati umanlukia olmal dizgln kenarl, yaklagik 7-8 pm wnanlukta
Bag biylkiiginin ¥4 den bOyik Bag bilylikliiilniin 5" den biyiik
sitoplazmik droplet olmarmali sitoplaemik droplet olmamal)
Kuyruk  Ora kesimdan hafifie ince, kivoim igermeyen  Silindir gibi, dig kesnu dilzenli
45 e ummlukia en oz 45 um umuniukia

Sekil 9. Spermatozoon Morfoloji Kriterleri
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F) VITALITE (CANLILIK) : WHO kriterlerlerine gore normal semende
spermatozoonlarin %75’inin canli olmasi gerekir. Semende canliligin belirlenmesinde
genel olarak iki test kullanilir. Bunlardan biri HOS (hipo osmotik sisme) testi, digeri

de eosin testidir. Caligmamizda eosin testi kullanilarak canlilik degerlendirildi (14,92).

3.1.2.3. EOZIN TESTI PROSEDURU
e 50 ul semen, 2 damla A boyasi (20 ml Eosin solusyonu) steril test tiipiinde karistirildi.

e 30 sn sonra 3 damla B (30 ml Nigrosin solusyonu) boyasi eklenerek dikkatlice

karistirildi.

¢ FEosin boyast hiicreleri boyamada, nigrosin boyasi ise zemin boyasi olarak kontrast

yaratmada kullanilda.

¢ B boyasinin eklenmesini izleyen 30 sn. icinde semen boya karisimindan 1 damla bir

lama kondu ve yayma preparat hazirlandi.

e Mikroskopta x100 biiylitmede incelenerek 100 spermatozoon sayildi. Pembe veya

total olarak beyaz goriinmeyen hiicreler 6lii olarak kabul edildi

¢ Sonuglar permeabilitesi bozulan spermatozoonun boya alarak pozitif renk vermesine

gore ylizde olarak degerlendirildi (14).

G) DIGER HUCRELER: Bunlar; spermatogenik hiicreler, epitel hiicreleri, genital
kanal ve aksesuar bezlerden gelen hiicreler, eritrositler ya da 16kositler olabilirler. Semendeki
diger hiicrelerden en onemlisi ve dikkat edilmesi gerekeni 16kositlerdir. Direkt ve indirekt
olarak spermatozoonu etkilediginden semende bulunma miktar1 6nem tasir. Semende
yuvarlak hiicre miktar1 >1-2 x10° ise lokosit varligina bakilmaldir. Yuvarlak hiicre sayisi
>1x10° /mL ise Iokosit testi uygulanarak 16kosit miktar1 belirlendi. Lokosit sayisi >1x10%mL

pozitif olanlar ¢calismaya alinmadi.
3.1.2.4. LOKOSIT BOYAMA METODU LEUCOSCREEN® TESTI

e Calisma soliisyonu Metot ENDTZ, 1972’a gore belirtildigi sekilde hazirlandi (14).
e 1 mL reaktif 1 icine 30 pl reaktif 2 ilave edilerek dikkatlice karistirldi (24 saat
bekletilebilir).

e Semen 6rneginden 10 pl, karisimdan (¢alisma soliisyonu) 10 ul lama konuldu.
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Pipetle kopiik ¢ikartmadan 1 dakika karistirildi.

Dikkatlice lamel ile kapatildi.

Bir siire sonra kabarciklar olustu ve bu da peroksidaz aktivitesini gosterdi,

Yaklagik 2 dakika beklendikten sonra preparat x40’lik objektifle degerlendirildi.
Kahverengi ve sarn hiicreler peroksidaz pozitif olan lokositler, pembe boyanmis
olanlar ise spermatogenik vb diger hiicrelerdi.

Asagidaki hesaplama yontemi kullanilarak yaklasik 10 farkli alan sayilarak mL deki
lI6kosit sayis1 belirlendi.

(mL’deki spermatozoon sayist x Alandaki kahverengi hiicre sayis1)) = x10 % /mL

o alandaki spermatozoon sayisi

DNA FRAGMANTASYON ANALIiZi- TUNEL PROTOKOLU

DNA kiriginin antikor ile terminal uctan isaretlenmesi esasina dayanir (53,93).
Ejakulat 6rnegi 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmek suretiyle konsantre edildi.
Olusan pellet her defasinda iizerine 1 ml distile su ekleyip homojenize edildikten sonra
3 kez 1200 rpm’de 10’ar dakika santrifiij edildi.

2ml hipotonik soliisyon (KCI; 0,075 M) eklendi. Hafifce vortekslendikten sonra 1200
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant uzaklastirildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Pellet tizerine 2 ml fiksatif metanol: asetik asit (Sigma®) (2:1 orani ile) ) eklendi. 15
dakika -20°C’de bekletildi.

Iki lam iizerine yayma yapildi. 5 dakika fosfat tampon soliisyonunda (phosphat buffer
solution, PBS, Biochrom ag®) (1x), bekletildi. Daha sonra sirayla %70, %85
ve %100’liik etil alkol konsantrasyonlarindan gecirilerek yikandi.

Bu asamada hazir kit soliisyonlarimin uygulanmasina gecildi. Once birinci
soliisyondan 5 pl, sonra ikinci soliisyondan 45 pl alinarak hazirlanan stok soliisyondan
hazirlanmus iki slaytin herbirinin tizerine 25 pl eklendi ve iizerlerine genis birer lamel
kapatildi. Slaytlar kagit 1slak havlu konmus olan mapeye yerlestirildi ve iizerleri

aliminyum folyo ile kapatildi. 45 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
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e Inkiibasyon sonrasi PBS ile 1 dakika boyunca yikandi. Islem 3 kez tekrar edilip
ornekler oda sicakliginda kurumaya birakildi.

e Kurumus slaytlar DAPI (Applichem®) boya ile boyanip ve floresan mikroskopta
FITC filtresi ile degerlendirildi.

DAPI boyasi hazirlanisi ve uygulanisi: Toz boya 200 mL distile suda iyice ¢oziilerek
stok boya hazirland1 ve -20 °C’de aliminyum folyaya sarilarak saklandi. Daha sonra 80 mL
distile suya 64 pL. DAPI konularak salede preparatlar 2-3 dakika boyandi. Preparatlar floresan
mikroskobunda (Olympus BXS51) fotograflanarak her preparat basina ortalama 500 hiicre
sayilarak TUNEL, % olarak hesaplandi (53).

3.3. APOPITOZIS BELIRLENMESI

Apopitozis icin Annexin V (Annexin V Flous Roche®) (AN) yontemi kullanildi.
Annexin V kalsiyum bagimh fosfolipit baglayici proteindir ve PS’e (fosfotidil serin) yiiksek

afinitesi vardir. PS’1n eksternal yerlesimi apoptozun erken asamalarindan biridir (68).

3.3.1. ANNEXIN V BOYAMA PROSEDURU
Apopitozis membran fosfolipitlerinin asimetrisiyle ilgilidir. Canli hiicrelerde

fosfolipitler membranin i¢ tarafindadir, apopitozisin erken asamalarinda ise bu fosfolipitler
icten disa yer degistirir ve membranin dig tarafinda yer alir. Annexin V transloke olmus bu
plazma membranindaki fosfolipitleri 6lger. Ancak Annexin V tek basina apopitozis belirtgeci
degildir Propidyum iyodiirle (PI) (Annexin V Flous Roche®) kullanildiginda apopitozis i¢in
yeterli bir gostergedir. Ciinkii Annexin V nekrotik hiicreleride boyar, PI sadece nekrotik
hiicreleri tespit eder. Annexin V ve PI birlikte kullanilarak apopitozis saptanir (32).
e 1x10° spermatozoa olacak sekilde 6rnekler PBS ile yikandi.
e 200g de 5 dakika santrifiij edildi.
¢ 1 mL tampon solusyon (Annexin V Flous Roche®) i¢ine 20 pL Propidyum iyodiir
(PD (Annexin V Flous Roche®), 20 puL Annexin V(Annexin V Flous Roche®)
reaktifi koyularak Annexin V ¢alisma solusyonu hazirlandi.
e Hiicreler (pellet) falcon® marka tiiplerde iizerlerine 100 pL. Annexin V calisma
solusyonu ile resuspanse edildi.
e 15-20°C’de 10-15 dakika inkiibe edildi.

e Lamlara yayilarak alimiinyum folyo ile kapatildi.

36



¢ Hemen floresan mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekildi.
Preparat bagina yaklasik 500 spermatozoon sayilarak Annexin V (AN) (-) / PI (+) Normal ,
Annexin V (AN) (+) / PI (-) Apopitotik , Annexin V (AN) (+) / PI (+) Nekrotik seklindeki
sonuclar % cinsinden degerlendirildi (32,65).

3.4. ROS VE ANTIOKSIDAN TAYINI

Oksidatif stresin belirlenmesi i¢in, seminal plazmada ya da pellette ROS ve
antioksidan enzimlere ayr1 ayr1 bakilir. ROS ig¢in, lipit peroksidasyon olusumu
spektrofotometrik yolla Olgiiliir. Erkek infertilitesinde kullanilan tanmisal testler arasinda

oldukca etkin oldugu bildirilmektedir (91).

¢ Semen 6rnegi 800g (=yaklasik 2000rpm) de 10 dk santrifiij edildi.

e Siipernatan uzaklastirildi. Eppendorf tiiplerine ayrilarak ¢alisilacag giine kadar -80 °C
‘de bekletildi.

e Pellet PBS ile yikandi, 800g de 10 dk santrifiij edildi.

¢ Bu islem x3 kez yapild1 en son santrifiij sonras1 2ml Ca Mg Free PBS (Immco®) ile
konsantre edilen pellet (spermatozoa) eppendorflara ayrilarak calisilacag: giine kadar -

80 °C ‘de bekletildi (94).

3.4.1. SPEKTROFOTOMETRIK MDA (MALONDIALDEHIT) OLCUMU
e Daha 6nceden —80 °C’deki seminal plazma 10 dakika oda 1s1sinda ¢oziildii.

e 200 pL tiiplere konuldu

e Her tiipe 10’ar pL probukol eklendi. (Bioxytech, oxis research, MDA 586®)

e Her tiipe 640 pL R1 soliisyonundan eklendi.

e Dikkatlice karigtirildi.

e Her tiipe 150 pL. R2 soliisyonundan eklendi.

e Dikkatlice karigtirildi.

® 45°C de 60 dakika inkiibe edilidi.

e Temiz bir siipernatan i¢in 6rnekler santrifiij edildi (6r. 10,000 X g 10 dakika).

e Temiz siipernatan kisim Ol¢iim kiivetine konularak spektrofotometre ile 586 nm

absorbansla 6l¢iildii (HACH-LANGE DR 5000®).
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3.4.2. SPEKTROFOTOMETRIK GLUTATYON PEROKSIDAZ OLCUMU

Daha 6nceden —80 °C’deki seminal plazma oda 1sisinda ¢oziildii.

Spektrofotometre absorbansi 340 nm ye ayarlandi (sicaklik 23-25°C).

Deiyonize su ile sifirlanarak 6l¢iim yapildi.

Cabucak 6rnek tampon soliisyonla 1/10 oraminda diliie edildi (Or 30 pL + 270 pL
tampon) (Bioxytech Oxis research GPx 340®).

Pipetle ol¢iim kiivetine, 350 uLL Tampon soliisyonu, 350 pL. NADPH reaktifi, 70 pL
ornek konuldu.

Kiivet spektrofotometreye yerlestirildi.

Kiivete 350 pL diliie tert-Butyl Hydroperoxide reaktifi eklenerek kopiirtmeden pipetle
karistirildi.

3 dakika boyunca A340 nm’de degisim kaydedildi.

Calisma soliisyonu diliie edildi. 1/100 dilution of tert-Butyl Hidroksit: 0.05 mL tert-Butyl

Hydroperoxide stoktan + 4.95 mL distile su, 1/100 ara soliisyon diliiesi, 0.2 mL ara solusyon

+ 19.8 mL distile su) (HACH-LANGE DR 5000®).

3.4.3. TOTAL PROTEIN OLCUMU

Daha 6nceden —80 °C’deki seminal plazma oda 1sisinda ¢oziildii.
Tiipe 1000pL reaktif 1 konuldu.
20 ornek ilave edildi ve 5 dakika 37 °C ‘de bekletildi.

Sperktrofotometre ile dlgiilerek degerler yazildi.

3.5. ULTRASTRUKTUREL INCELEME

3.5.1. ELEKTRON MIKROSKOBIK DOKU TAKIBI

1400 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen semenden siipernatant kisim uzaklastirildi.
Pellet {izerine 2 mL , %2,5 luk glutaraldehit (Merck®) damla damla konuldu ve 1- 48
saat +4°C’ de bekletildi .

Lam {iizerie agar damlatilarak (%5) kuruduktan sonra kiiciik parcalara boliinerek doku
takibine devam edildi.

Sorensen fosfat buffer ile 3—4 kez degistirilerek 15-20 dakika yikandi (glutaraldehit

siselerinden bosaltilip iizerine tampon soliisyonu kondu).
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1 kistm PBS+1 kisim osmium tetroksit soliisyonu karigimda 1 saat bekletildi.
(ependorf tiiplerin igine 500 ul OsO4 + 500 pl tampon kondu. Bu islem her sise i¢in
yapildi.( otomatik pipetle ) tiipler alimunyum folyo ile kapatildi. Oda 1sisinda 1 saat
karanlik ortamda (¢ekmece icine ) bekletildi.

PBS ile 15-20 dakika yikand1 (Ug kiiciik beher icine PBS kondu. OsO4’ ten cikan
parcalar calkalandi. Cikan parcalar kurutma kagidinda siizdiiriilip en son iginde

tampon olan eppendorf tiipe kondu.)

Dehidratasyon Islemi

% 70 Alkol .................. 10 dakika
%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika
%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika
Propilen oksit .............. 15 dakika
Propilen oksit .............. 15 dakika

Infiltrasyon islemi

Dokudaki propilen oksiti (Merk®), agara gomiilen pellet pargalarimi kurutmayacak
sekilde 1:1 oranindaki propilen oksit+araldit karigimina alindi. Oda sicakliginda 1
saat bekletildi.

Arada hafif hareketlerle karistirildi.

Agara gomiilen pellet parcalart (1:1) araldite cy212 resin (TAAB®) ve DDSA
(dodecenyl suuccinic anhdride TAAB® ) kanistirilarak 2 mL sigelere konuldu. Yeni
araldit karisiminda yaklagik 2 saat bekletildi.

Araldite cy212 resin (TAAB®) ve DDSA (dodecenyl suuccinic anhdride (TAAB®)
(1:1) kanstirlarak icine gomiilecek materyale gore hesaplanarak BDMA (Benzyl
Dimethylamine TAAB®) konuldu ve karistirillarak gomme aralditi hazirlandi. Bu
pellet parcalar1 daha sonra dnceden hazirlanan gomme aralditine alindi.

Bu karisim i¢ine gomiildii ve 60°C ‘lik etiivde 48 saat polimerize edildi.

Daha sonra yar1 ince kesitleri alinarak toluidin mavisiyle boyanarak alan belirlendi.
Belirlenen alanlardan ince kesitleri gridler iizerine alinarak Uranil asetat ve kursun
sitratla kontrastlamas1 yapilarak trasmisyon elektron mikroskobunda (Carl Zeiss Libra

1200) degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. SEMEN ANALIZI

Caligmamizdaki 50 olgunun yas ortalamasi 34,0 (+4,6) iken normozoospermia grubunun
yas ortalamasi 36 (£5.3), astenozoospermia grubunun ise 32 (+3.2) olarak bulundu. Kontrol
grubu olarak kullanilan normozoospermia grubunun yas ortalamasi hasta grubu olarak
kullanilan astenozoospermia grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
biiyiiktii (p<0,05) (Tablo 1).

Bu olgulardan alinan semen voliimleri ortalamasi 3,6 (£1,9) mL iken normozoospermia
grubunda 3,5 (£1.2) mL, astenozoospermia grubunda 3,8 (£2.5) mL idi ve aralarinda

istatistiki a¢idan bir fark yoktu (Tablo1).

4.1.1. SPERMATOZOON SAYISI

Tiim olgularin  spermatozoon sayist ortalamast 55,8 (+26,9) x106/mL,
normozoospermia spermatozooon sayisi ortalamast 74,0 (£29,5) x10%mL  iken
astenozoospermia olgularinda bu ortalama 43,6 (*17,0) x10°/mL bulundu. iki grupta

spermatozoon sayilart arasindaki fark istatistiksel acidan anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 1).

4.1.2. MOTILITE

Semendeki total motil sayilarina bakildiginda, tiim olgularin total motil say1 ortalamasi
98,4 (i86,0)x106/mL, normozoospermia olgularinda 161,0 (4_-100,4)x106/mL iken
astenozoospermia olgularinda 51,7 (£29,0) x10°/mL bulundu. iki grup arasindaki fark
istatistiksel acidan anlaml bulundu (p<0,05) (Tablo 1).

Hareketlilik bakimindan iki grup incelendiginde, toplamda progressif ileri hareketli
spermatozoon (+4) ortalamast %5,3 (+6.4) idi. Normozoospermia olgularinda progressif ileri
hareketli spermatozoon (+4) ortalamas1 %10,3 (£6,49) iken astenozoospermia olgularinda bu
ortalama %1,5 (+ 3,3) idi. iki grup arasindaki bu fark istatistiksel acidan anlamli bulundu
(p<0,05) (Tablo 1).

Tiim olgularin ileri motil spermatozoon (+3) ortalamas1 %41,1 (+13,5) idi.

Normozoospermia olgularinda ileri motil spermatozoon (+3) ortalamast %51,1(£6,8) iken
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astenozoospermia olgularinda bu ortalama %32,8(x10,8) idi. Gruplar arasindaki farklilik

istatistiksel olarak da anlamliydi (p<0,05) (Tablo 1).

Tablo 1. Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplari spermatozoon sayisi, motilite bulgulari

Normozoo Astenozoo Toplam p
N 23 27 50 -
Yas 36 5,3 32 43,2 34,0 +4,6 0,01%*
Voliim 3,5£1,2 3,8 42,5 3,6 £1,9 0,78%*
Spermatozoon Sayisi 74,0 £29,5 43,6 £17,0 55,8£26,9 | 0,000*
(x10%mL)
Total Motil Say1 (x10°) 161,0 £100,4 51,7 £29,0 98,4 +86,0 0,000*
+4 ileri hareketli (%) 10,3 £6,4 1,5 £33 5,3+6,4 0,000%*
Tleri hareketli (%) 51,1 +6,8 32,8 £10,8 41,1 £13,5 0,000*
Yerinde hareketli (%) 13,0 £6,3 18,0 £8,8 15,3 £8,1 0,03*
Hareketsiz (%) 25,7 £6,6 47,3 £16,0 38,0 18,0 0,000*

*Normal dagilim gosteren parametrelerde Student t testi kullamildi. **Normal dagilim gostermeyen

parametrelerde Mann-Whitney U testi kullanildh.

Yerinde hareketli spermatozoon (+2) biitiin olgularda ortalama %15,3 (8,1) iken
gruplara gore bakildiginda normozoospermia grubunda %13,0 (+6.3), astenozoospermia
grubunda %18,0 (£8,8) idi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05)(Tablo
1).

Biitiin gruplardaki hareketsiz (immotil) spermatozoon yiizdesi ortalama %38,0
(£18,0)’d1. Normozoospermia olgularinda hareketsiz spermatozoon yiizdesi ortalama %?25,7
(£6,6), astenozoospermia olgularinda ise %47,3 (£16,0) bulundu. Astenozoospermia
grubunda hareketsiz spermatozoon yiizdesinin fazla olmasi istatistiksel acidan da anlamli

bulundu (p<0,05) (Tablo 1).

Normozoospermia grubunda sigara icen alt grupta (N1) yas ortalamasi 38(%5,8),
icmeyenlerde (N2) ise 34 (£4,3) bulundu. Astenozoospermia grubunda yas ortalamalari
sigara icenlerde (Al) 33 (+2,6), sigara icmeyenlerde (A2) 32 (4,0) olarak hesaplandi.
Spermatozoon sayisi N1 de ortalama 68,7 (£22,6) x10%mL iken N2 de 78,0 (£34,2) x10%/mL

ve gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. N1 grubunda total motil say1
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ortalama 143,9 (£83,2) x10%mL iken N2 grubunda 174,2 (£113,4) x10%/mL ‘ye yiikselirken

bu fark istatististiksel acidan anlamli bulunmadi (Tablo 2).

Tablo 2. Sigaranin Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda bazal degerlere etkisi

Normozoospermia Astenozoospermia
Sigara | Sigara p Sigara | Sigara p
icen icmeyen icen icmeyen
(N1) (N2) (A1) (A2)

n 10 13 - 15 12 -

Yas 38+5,8 | 34+4.3 0,14%*% | 33£2.6 | 32+4,0 0,77*%*

Sperm Sayisi (xlOf’/mL) 68,7 78,0 0,79* 44,3 42,7 1,00*
+22.6 | £34,2 +16,2 | +£18,7

Total Motil Say1 (x10°) 143,9 174,2 0,75% | 52,7 50,3 1,00%*
+83,2 | +x113,4 +29,7 | £29,3

Progressif ileri 11,3 9,5+6,5 | 0,45** | 1,0 2,1+4,5 | 0,69%*

hareketli(%) +6,4 +2.1

[leri hareketli (%) 53,8 49,1 0,60% | 34,7 30,4 0,62%*
+7,3 +5,8 +7,6 +13.,8

Yerinde hareketli (%) 8,3 16,5 0,047* | 19,5 16,0 0,60%*
+4.5 +5,0 49,3 +8,3

Hareketsiz (%) 26,6 24.9 0,99% 44,0 51,5 0,42*
+7.,7 +5,8 +10,0 | £21,0

*Normal dagilim gosteren parametrelerde One way ANOVA testi kullanmildi. **Normal dagilim gostermeyen

parametrelerde Kruskal Wallis testi kullanildi.

N1 progressif ileri hareketli spermatozoon sayis1 ortalama %11,3 (£6,4) iken N2
de %9,5 (£6,5) idi ve aradaki fark istatististiksel agcidan anlamli bulunmadi. N1 grubunda ileri
hareketli spermatozoon ortalama %53,8 (£7,3) iken, N2 grubunda %49,1 (£5,8) idi ve bu
fark da istatististiksel agidan anlamli bulunmadi. N1 grubunda yerinde hareketli
spermatozoon ortalama %8,3 (+4,5) iken N2 grubunda %16,5 (£5,0) idi ve bu fark
istatististiksel ag¢idan anlamhiydi (p<0,05). N1 grubunda hareketsiz spermatozoon
ortalamas1 %26,6 (+7,7) iken, N2 grubunda %24,9 (£5,8) idi ve istatististiksel agidan
anlamli bulunmadi (Tablo 2).

Astenozoospermia grubunda sigara icen alt grupta (Al) sperm sayisi ortalama 44,3
(+16,2) x10%mL iken sigara icmeyen alt grupta (A2) 42,7 (+18,7)x10%mL idi , Al grubunda
total motil say1 ortalamasi 52,7 (i29,7)x106/mL iken, A2 grubunda 50,3 (i29,3)x106/mL 1di

Al grubunda progressif ileri hareketli spermatozoon ortalamas1 %1,0 (¥2,1) iken, A2

42



grubunda %2,1 (+4,5) idi, Al grubunda ileri hareketli spermatozoon ortalamasi1 %34,7
(£7,6) iken, A2 grubunda %30,4 (£13,8) idi, Al grubunda yerinde hareketli spermatozoon
ortalamasi %19,5 (£9,3) iken, A2 grubunda %16,0 (£8,3) idi Al grubunda hareketsiz
spermatozoon ortalamas1 %44,0 (£10,0) iken, A2 grubunda %51,5 (£21,0) bulundu ve

gruplar arasindaki tiim bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. (Tablo 2).

4.1.3. MORFOLOJI

Semen analizi, 151k mikroskobunda Kruger’in kesin morfoloji kriterlerine gore yapilan
incelemede spermatozoon morfolojisi; normal, bas, boyun, kuyruk ve mixed olarak bes ana

grup ve akrozomal defekt, sitoplazmik artik olarak alt gruplarda degerlendirilmistir.

Tablo 3. Morfolojik Kriterlerin Degerlendirilmesi

Normozoo Astenozoo Toplam P
Normal(%) 5,6 £1,6 2,5+1,5 3,8 +£2,1 0,000*
Bas anomalisi(%) 47,0 £7,1 58,3 =154 52,8 £13,6 0,002%**
Akrozomal defekt (%) 9,26 +7,6 13,8 10,2 11,6 £9,2 0,08%*
Boyun Anomalisi(%) 5,2 +5,2 6,8 +6,5 5,7+5,9 0,41%*
Sitoplazmik artik (%) 2,1 4,1 2,7 5,0 2,2 +4.4 0,87**
Kuyruk anomalisi(%) 1,7 #4,0 3,6 £10,2 2,6 +4,6 0,07%*
Mixed anomali (%) 40,57 £10,3 28,3 %15,2 34,3 14,5 0,001*

*Normal dagilim gosteren parametrelerde Student t testi kullamildi. **Normal dagilim gostermeyen
parametrelerde Mann-Whitney U testi kullanildh.

Normozoospermia kriterlerine sahip olgularda normal morfolojik yapi gosteren
sperm oram %5,6 (+1,6), astenozoospermia kriterlerine sahip olgularda ise %2,5 (£l1,5)
bulundu ve iki grup arasindaki bu fark istatistiksel ac¢idan da anlamliydi (p<0,05).
Normozooospermialarda bas anomalisi %47,0 (£7,1) iken, astenozoospermialarda bu
oran %58,3 (x15,4) saptandi. Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel acidan da anlamhi
bulundu (p<0,05) (Tablo 2).

Akrozomal defekt oram normozoospermia olgularinda  %9,26 (£7,6) iken,
astenozoospermialarda %13,8 (£10,2), Boyun anomalisi oram1 normozoospermia

olgularinda  %5,2 (£5,2) iken astenozoospermialarda %6,8 (+6,5), kuyruk defekti
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normozooospermialarda %]1,7 (£4,0) iken, astenozoospermialarda ise %?3,6 (£10,2) bulundu
fakat iki grup arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (Tablo 3).
Sitoplazmik artik orami normozoospermia olgularinda %2,1 (+4,1) iken,
astenozoospermialarda %?2,7 (£5,0) ile kontrol grubuna ¢ok yakindi ve bu acidan istatistiksel
olarak anlaml1 degildi. Normozoospermia grubunun mixed anomalisi oram ortalama %40,57
(£10,3) iken, astenozoospermialarda bu oran yar yartya azaldi ve %28,3 (15,2) ile

istatistiksel acidan anlamli bulundu (p<0,05)(Tablo 3).

Tablo 4. Sigaramin Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda morfolojiye etkisi

Normozoospermia Astenozoospermia
Sigara Sigara p Sigara Sigara p
icen (N1) | icmeyen icen (A2) | icmeyen
(N2) (A2)
N 10 13 - 15 12 -
Morfoloji (%) 54 +1,3 57+1,8 | 097* | 2,4+15 2,7 £1,6 0,97*

Bas anomalisi (%) 46,9+8,7 47,157 | 0,55*%* | 60,1+19,1 | 55,949,3 0,70%*

Boyun anomalisi 6,8+6,2 3,9+4,1 0,33** | 5,846,9 8,1+6,1 0,39%*
(%)

Kuyruk anomalisi 2,2+5,0 1,3+£3,3 | 0,74%* | 2,44+4,2 5,2+6,3 0,28%*
(%)

Mixed anomalisi 38,7¢12,0 | 42,049,1 | 0,94* | 28,3+17,3 | 28,3129 | 1.00*
(%)

*Normal dagilim gosteren parametrelerde One way ANOVA testi kullanmildi. **Normal dagilim gostermeyen

parametrelerde Kruskal Wallis testi kullanildi.

Spermatozoon morfolojisinde sigaramin etkisi gruplara gore incelendiginde
normozoospermia sigara icen alt grubunda normal morfolojideki spermatozoon oran1 %5,4
(£1,3) iken, sigara icmeyenlerde %35,7 (£1,8) bulundu ve istatistiksel olarak anlamli degildi.
Astenozoospermia grubunun alt gruplarinda normal morfolojideki spermatozoon orani sigara
icenlerde %2,4 (£1,5) iken sigara icmeyenlerde %2,7 (x1,6) olarak tespit edildi. Bu farklilik
da istatistiksel ag¢idan anlamli degildi. Ayrica morfolojik olarak bas, boyun, kuyruk ve

mixed anomalileri de istatistiksel olarak anlaml farklilik gostermedi (Tablo 4).

44



4.1.4. VITALITE ve LOKOSIT PEROKSIDASYONU

Biitiin olgularda canlihk degerlendirmesi Eosin testi kullanilarak yapildi ve Eosin
pozitif (boya alan=cansiz) spermatozoon orani ortalama %34,7 (+18,1) bulundu. Gruplara
bakildiginda normozoospermia olgularinda %24,0 (£ 6,3) iken, astenozoospermialarda
yaklagik iki kat1 bir oran %41,6 (x19,2) bulundu ve bu fark istatistiksel a¢idan anlamliydi
(p<0,05) (Tablo 5).

Semendeki yuvarlak hiicre diizeyine (WBC) baktigimizda tiim olgularda ortalama
1,0 (iS,l)xlOﬁ/mL olarak belirlendi. Normozoospermia olgularinda %0,8 (£0,9) iken,
astenozoospermialarda %0,6 (£0,9) ile <1x10°mL olma kosulunu sagladi ve iki grup arasinda

istatistiksel acidan anlaml bir fark bulunamadi (Tablo 5).

Tablo 5. Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda Eosin , Leucoscreen™ testi

Normozoo Astenozoo Toplam P
Eosin + (%) 24,0+6,3 41,6 £ 19,2 34,7+ 18,1 | 0,000*
WBC 0,8+0,9 0,6 = 0,9 1,0+8,1 0,33%*
(Yuvarlak hiicre x10%/mL )
Peroksidaz+ (x10%/mL) 0,2+ 0,3 0,1+ 0,2 0,3+£0,7 0,18%*

*Normal dagilim gosteren parametrelerde Student t testi kullanildi**Normal dagilim gostermeyen

parametrelerde Mann-Whitney U testi kullanildh.

Sigaranin etkisi yuvarlak hiicre ve vitaliteye gore incelendiginde Normozoospermia
alt grubu Nl(sigara icen)’de canlilik belirlemek i¢in kullanilan Eosin pozitif spermatozoon
oram1 %24,4 (£7,6) iken, N2 (sigara icmeyen)’de %?23,7 (5,5) bulundu fakat istatistiksel
acidan bu fark anlamli degildi. Astenozoospermialarda ise Al (sigara icen) i¢in Eosin pozitif
spermatozoon oranmi %39,9 (£13,3) iken, A2(sigara icmeyen)‘de %43,7 (£25,3) olarak
bulundu ve bu farklilik istatistiksel olarak anlaml degildi (Tablo 6).

Normozoospermia alt grubu N1’de yuvarlak hiicre oran1 0,5 (£0,5) x10°/mL, N2'de
1,1 (£1,1) x10°/mL idi ve istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Yine peroksidaz pozitif oram
N1 grubu i¢in 0,1 (£0,2) x106/mL, N2 grubu igin 0,2 (J_r0,3)x106/mL olarak hesaplandi fakat
istatistiksel anlamlilik gozlenmedi. Astenozoospermia alt grubu Al’de yuvarlak hiicre 0,8
(%£1,2) x106/mL, A2’den 0,4 (£0,5) x10%mL daha yiiksek olmakla birlikte istatistiksel ag¢idan

anlamli bulunmadi. Peroksidaz pozitif oranina baktigimizda A1l grubu i¢in 0,1 (+0,2)x10%/mL,
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A2 grubu i¢in 0,0 (£0,1)x10%mL olarak hesapland: fakat istatistiksel anlamlilik bulunamad
(Tablo 6).

Tablo 6 . Sigaranin Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda vitalite ve peroksidasyona etkisi

Normozoospermia Astenozoospermia
Sigara | Sigara p Sigara | Sigara p
icen icmeyen icen icmeyen
(N1) (N2) (A2) (A2)
Eosin + (%) 24,4 23,7 1,00% | 39,9 43,7 0,92%
+7,6 +5,5 +13,3 | £253
WBC (Yuvarlak hiicre | 0,5 1,1£1,1 | 0,10¥* | 0,8 0,4 £0,5 | 0,40%*
x10%/mL) +0,5 +1,2
Peroksidaz+ 0,1 0,2+0,3 | 0,30** | 0,1 0,0 £0,1 | 0,41**
(x10%mL) +0,2 +0,2

*Normal dagilim gosteren parametrelerde One way ANOVA testi kullanmildi. **Normal dagilim gostermeyen

parametrelerde Kruskal Wallis testi kullanildi.
4.2. DNA FRAGMANTASYONU -TUNEL BULGULARI

DNA fragmantasyonu icin uygulanan TUNEL testinde sonuclar % cinsinden
degerlendirilerek incelendi. Biitiin olgularda TUNEL pozitif ortalamas1 yiizde 8,9 (£7,7)’d1.
Gruplar i¢inde normozoospermia grubunda bu deger %35,2 (5,0) iken, astenozoospermia

olgularinda %12,1 (£8,3) idi ve istatistiksel acidan da anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 7).

Tablo 7. Normozoospermia ve Astenozoospermia TUNEL- APOPITOZIS degerleri

Normozoo | Astenozoo Toplam P
TUNEL+ (%) 5,2 45,0 12,1 £8,3 8,9 7,7 0,000%*
Nekrotik AN+/PI+ (%) 31,5+14,8 | 26,6 £10,9 26,1 £11,5 0,65%*
Apopitotik AN+/PI- (%) 11,5 £14,8 | 4,8 £3,7 4,5 5,4 0,93%*

**Normal dagilim gostermeyen parametrelerde Mann-Whitney U testi kullanild.

Sigaranin etkisi normozoospermia grubunda incelendiginde, sigara icenlerde % 5,4
(£2,0) , icmeyenlerde ise %5,0 (£6,5) idi ve bu fark istatistiksel a¢idan anlamli degildi
(p>0,05). Astenozoospermia grubunda sigara icenlerde TUNEL pozitif ortalamasi %13,6
(£10,4) iken, sigara icmeyenlerde %10,1 (+4,3) bulundu, istatistiksel olarak bir anlamlilik
gozlenemedi (Tablo 8).

DNA fragmantasyonu ile diger parametreler arasindaki iliski incelendiginde DNA

fragmantasyonu (TUNEL + orami) ile spermatozoon sayisi arasinda negatif yonde korelasyon
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bulundu (rho: -0,414, p: 0,00) (Tablo 9). DNA fragmantasyonu ile total motil say1 arasinda
negatif yonde korelasyon bulundu (rho: -0,410, p: 0,00) (Tablo 9).

Tablo 8. Sigaranin Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda TUNEL — Apopitozis diizeylerine
etkisi

Normozoospermia Astenozoospermia
Sigara | Sigara p Sigara icen | Sigara P
icen icmeyen icmeyen
TUNEL+ (%) 5.4 5,0 £6,5 0,99* 13,6 10,4 | 10,1 #4,3 | 0,56*
+2,0
Nekrotik 21 (n:1) | 42 (n:1) 0,32%* 1 29,5+12,0 | 20,8 £5,3 | 0,35%*
AN+/PI+ (%) (n:8) (n:4)
Apopitotik 1 (n:1) 22 (n:1) 0,32%* 5,6 +4,3 3,3+1,5 0,44%**
AN+/PI- (%) (n:8) (n:4)

*Normal dagilim gosteren parametrelerde One way ANOVA testi kullanmildi. **Normal dagilim gostermeyen
parametrelerde Kruskal Wallis testi kullanild.

DNA fragmantasyonu ile motilite arasindaki iliski incelendiginde DNA
fragmantasyonu spermatozoon Yyiizdesiyle hizli ileri progressif (+4) hareketli spermatozoon
oran1 arasinda negatif yonde korelasyon bulundu (rho: -0,523, p: 0,00). DNA fragmantasyonu
ile ileri hareketli (+3) spermatozoon yiizdesi arasinda negatif yonde korelasyon bulundu (rho:
-0,486, p: 0,00) (Tablo 9). DNA fragmantasyonu ile hareketsiz spermatozoon orani arasinda
ise pozitif yonde korelasyon saptandi. Boylece TUNEL pozitif oram arttikca hareketsiz
spermatozoon oraninin da arttig1 gézlendi (rho: 0,604 p: 0,00) (Tablo 9).

DNA fragmantasyon orami arttikca normal morfolojideki spermatozoon oraninin
azaldig1 gozlendi, aralarinda negatif korelasyon saptandi (rho: -0,466 p: 0,00) (Tablo 9).
DNA fragmantasyon oram arttik¢ca spermatozoonda bas anomalisinin de arttigi, aralarinda
pozitif yonde korelasyon oldugu belirlendi (rho: 0,330 p: 0,02) (Tablo 9). DNA
fragmantasyon orani arttikca Eosin testi pozitif olan cansiz spermatozoon oraninin pozitif
yonde korelasyonla arttigi gozlendi (tho: 0,426 p: 0,00) (Tablo 9).

DNA fragmantasyonu arttikca ROS parametresi olan lipit peroksidayon (MDA)
oraniin da pozitif korelasyon gostererek arttigimi saptadik (rho: 0,809 p: 0,00) (Tablo 9).
Oksidatif stres belirlenmesindeki diger parametre olan antioksidan GPX orani ile DNA
fragmantasyonu  arasindaki ilisikiye baktigimizda GPX oram arttikca DNA
fragmantasyonunun azaldigini, negatif yonde korelasyonla belirledik (rho: -0,652 p: 0,00)
(Tablo 9). DNA fragmantasyonu ile apopitozis arasindaki iligkiyi inceledigimizde ise DNA
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fragmantasyonu arttikca apopitozisin da arttigimi pozitif yonde korelasyon varligiyla gosterdik
(tho: 0911 p: 0,00). Nekrotik (ge¢ apopitotik) spermatozoon oranmi ile DNA
fragmantasyonunun bir iligkisini bulamadik (rho: 0,191 p: 0,51) (Tablo 9).

Tablo 9. TUNEL ile diger parametrelerin Korelasyon analizi

TUNEL + (%) Korelasyon Katsayisi p N
Spermatozoon sayisi (x10°/mL) -, 414%% 0,00 50
Total motil say1 (x106) -,410%* 0,00 50
+4 ileri hareketli (%) -,523%%* 0,00 50
+3 Ileri Hareketli (%) -,486%* 0,00 50
Hareketsiz (%) ,604%* 0,00 50
Normal (%) -,466%* 0,00 50
Bas (%) ,330%* 0,02 50
Eosin (%) A426%* 0,00 50
GPX (mU/mL) -,652%%* 0,00 50
MDA (uM) ,809%* 0,00 50
Apopitotik (AN+/PI- %) J911%* 0,00 14
Nekrotik (AN+/PI+ %) 0,191 0,51 14

** P<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Spearman's rho analizi kullanild.
4.3. APOPITOZIS BULGULARI

TUNEL pozitif oran1 %10 ve iizerinde olan toplam 14 olguya Annexin V testi
uygulanarak apopitozis belirlendi. AnnexinV, apopitotik spermatozoonlar1 belirlerken
propidyum iyodiir (PI) ise, nekrotik (ge¢ apopitotik) spermatozoonlar1 tespit etti. Sonuglar
nekrotik AN+/PI+ (%) ve apopitotik AN+/PI- (%) olarak belirlendi. Bu 14 olgunun ikisi
normozoospermia, 12°si astenozoospermia olgusuydu. Toplam apopitotik hiicre ortalamasi
%4,5 (£5,4), nekrotik hiicre ortalamas1 %26,1 (+11,5) olarak hesaplandi. Normozoospermia
grubunda apopitotik hiicre oran1 (AN+/PI-) %11,5 (£14,8) iken, astenozoospermialarda %4,8
(£3,7) bulundu fakat bu sonuglar grup sayilar esit olmadigindan istatistiksel acidan anlamli
degildi. Normozoospermia grubunda nekrotik hiicre oran1 (AN+/PI+) %31,5 (£14,8) iken,
astenozoospermialarda %?26,6 (£10,9) olarak bulundu ve bu fark istatistiksel agidan anlaml

degildi (Tablo 7).
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Apopitotik spermatozoon yiizdesi normozoospermia grubunda sigara icen bir olguda
%1 iken sigara igmeyen diger olgu da % 22’idi. Astenozoospermia grubu incelendiginde
sigara icen 8 olguda %5,6 (+4,3) iken, icmeyen 4 olguda ortalama %3,3 (£1,5) olarak
hesaplandi. Grup sayilar esit olmadigindan ya da ornek sayisi yetersiz oldugundan sonuclar
istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 8).

Nekrotik spermatozoon yiizdesi AN+/PI+ (%), normozoospermia grubunda sigara
icen bir olguda %21 iken sigara i¢cmeyen diger olgu da % 42 bulundu. Astenozoospermia
grubunda incelendiginde, sigara icen 8 olguda %?29,5 (x12,0) iken, sigara icmeyen 4 olguda
ortalama %?20,8 (+5,3) olarak hesaplandi ve grup sayilar1 esit olmadigindan sonuclar
istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 8).

TUNEL pozitif oram1 %10 ve iizerinde olan ve annexin V uygulanan toplam 14
olgunun apopitozis bulgular1 ile diger parametreler arasindaki iligski incelendi. Apopitozis
(AN+/PI %) ile spermatozoon sayisi, total motil say1, ileri hareketli (+3) spermatozoon
yiizdesi, hareketsiz spermatozoon yiizdesi, normal morfolojideki spermatozoon orani, eosin
testi pozitif olan cansiz spermatozoon orani arasinda, istatistiksel acidan herhangi bir iliski
goriilmedi (Tablo 10). Bu ¢alismada apopitozis arttik¢a lipit peroksidayon (MDA) orami ve
nekrotik hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (rho: 0,399 p: 0,16)
(rho: 0,329 p: 0,25) (Tablo 10).

Tablo 10. Apopitozis ile diger parametreler arasindaki iliski

Apopitotik (AN+/PI- %) Korelasyon Katsayisi p N
Spermatozoon sayisi (x106/mL) -0,135 0,65 14
Total motil say1 (x1 06) -0,075 0,80 14
+4 ileri hareketli (%) -0,353 0,22 14
+3 Ileri Hareketli (%) 0,24 0,41 14
Hareketsiz (%) -0,09 0,76 14
Normal (%) -0,027 0,93 14
Eosin (%) 0,013 0,96 14
GPX (mU/mL) -0,381 0,18 14
MDA (uM) 0,399 0,16 14
TUNEL (%) 91 1%* 0,00 14
Nekrotik (AN+/PI+ %) 0,329 0,25 14

**P<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Spearman's rho analizi kullanild:.
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4.4, ROS (MDA) ve ANTIOKSIDAN (GPX) DUZEYLERI

Calismamizda reaktif oksijen tiirlerinin diizeyini belirlemede kullanilan lipit
peroksidasyon son iiriinii olan MDA (malondialdehit) oranlan tiim olgularda 10,2 (£3,8)uM
olarak saptandi. Normozoospermia grubumuzda MDA diizeyini 8,9 (£3,8)uM,
astenozoospermia 11,5 (£3,8)uM olan hasta grubumuza gore anlamli 6lciide diisiik bulduk

(p<0,05). Her iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (Tablo 11).

Antioksidan kapasitesi GPX diizeyleriyle saptandi ve tiim ¢alisma grubunda ortalama
4,2 (£3,9) mU/mL’di. Gruplara baktigimizda, normozoospermia olgularinda ortalama 5,9
(£4,6) mU/mL iken, astenozoospermia olgularinda ortalama 2,7 (¥2,4) mU/mL idi. Bu artig
istatistiksel acidan anlamliydi (p<0,05) (Tablo 11). Total protein oranlar1 (g/L), tiim
olgularda ortalama 2,0 (+0.4)g/L, normozoospermia grubunda ortalama 2,2 (x0.3)g/L ve
astenozoospermia grubunda ortalama 1,9 (+0.3)g/L idi. Gruplar arasindaki bu degerler

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Tablo 11).

Tablo 11. Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda MDA, GPX, Total Protein diizeyleri

Normozoo Astenozoo Toplam P
MDA (uM) 8,9+3.8 11,5+ 3,8 10,2 +3,8 | 0,02*
GPX (mU/mL) 59+ 4,6 27+ 24 42+39 |0,01*
Total Protein (g/L) 22+ 0,3 1,9+ 0,3 20£04 | 0,01%*

*Normal dagilim gosteren parametrelerde Student t testi kullanildi.

Normozoospermia grubunda sigara icenlerde MDA diizeyi ortalama 9,6 (£3,3) uM
idi sigara icmeyenlerde 8,4 (+4,2) uM idi, bu fark istatistiksel acidan anlamli bulunamadi
(Tablo 12). Astenozoospermia olgularinda sigara icenlerde MDA diizeyi 12,2 (+3,7) uM
bulunurken i¢gmeyenlerde daha diisiiktii 10,6 (£3,7) uM, fakat bu fark istatistiksel agidan
anlaml1 degildi (Tablo 12).

GPX enzim aktivitesi sigara icen normozoospermi grubunda ortalama 4,7 (+4,2)
mU/mL, sigara icmeyenlere 6,8 (+4,9) mU/mL gore daha diisiiktii fakat bu istatistiksel a¢idan
anlamli degildi (Tablo 12). Astenozoospermia olgularinda sigara i¢enlerde GPX diizeyi 1,6
(£1,1) mU/mL bulunurken i¢gmeyenlerde 4,1 (¥2,8) mU/mL’di. Bu fark istatistiksel agidan
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anlamli degildi (Tablo 12). Total protein diizeyleri (g/L), normozoospermia grubu sigara
icenlerde ortalama 1,9 (£0,1) iken, igmeyenlerde 2,3 (£0,3) bulundu ve istatistiksel agidan
anlamliyd1 (p<0,05) (Tablo 12). Astenozoospermia olgularinda sigara icenlerle (1,9 +0,2) ,
icmeyenlerin (1,9 +0,4) total protein diizey (g/L) ortalamalar1 ise ayniydi (Tablo 12).

Tablo 12. Sigaranin Normozoospermia ve Astenozoospermia gruplarinda MDA, GPX, Total Protein diizeylerine
etkisi

Normozoospermia Astenozoospermia
Sigara Sigara P Sigara Sigara p
icen icmeyen icen icmeyen
N 10 13 - 15 12 -
MDA (uM) 9,6 +3,3 | 8442 | 0,87% | 12,2437 | 10,6 £3,7 | 0,68*
GPX (mU/mL) 47442 | 6,8+49 | 047* | 1,6 1,1 4,1 £2,8 | 0,26*

Total protein (g/L) 1,9+0,1 | 2,3+£0,3 | 0,00% | 1,9+0,2 1,9+0,4 | 0,99%

*Normal dagilim gosteren parametrelerde One way ANOVA testi kullanmildi. **Normal dagilim gostermeyen
parametrelerde Kruskal Wallis testi kullanildi.

Lipit peroksidasyonu ile diger parametreler arasindaki iliski incelendiginde lipit
peroksidasyonu (MDA diizeyi) ile spermatozoon sayisi1 arasinda negatif yonde korelasyon
bulundu fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (r: -0,248 p: 0,08) (Tablo 13). Lipit
peroksidasyonu ile total motil say1 arasinda bir iliski bulunamadi (Tablo 13). Lipit
peroksidasyonu ile motilite arasindaki iliski incelendiginde, hizli ileri progressif (+4) hareketli
spermatozoon yiizdesi, ileri hareketli (+3) spermatozoon yiizdesi, hareketsiz spermatozoon
yiizdesi ile lipit peroksidasyonu arasinda bir iliski bulunmadi (Tablo 13).

MDA ile normal morfolojideki spermatozoon orani, eosin testi pozitif olan cansiz
spermatozoon orani, mL’deki peroksidaz pozitif spermatozoon oranmi arasinda bir korelasyon
saptanmadi (Tablo 13). Lipit peroksidasyonu arttikca DNA fragmantasyon oraninin da pozitif
korelasyon gostererek arttigimi saptadik (r: 0,635 p: 0,00) (Tablo 13). Oksidatif stres
belirlenmesindeki diger parametre olan antioksidan GPX oran1 ile arasindaki iliski
incelendiginde lipit peroksidasyonu arttikca GPX diizeyinin azaldigin1 negatif yodnde
korelasyonla belirledik (r: -0,652 p: 0,00) (Tablo 13).

Lipit peroksidasyonu belirleyici olan MDA diizeyi ile apopitozis arasindaki iliskiyi
inceledigimizde ise TUNEL testinde pozitif oraminin %10 ve {iizeri olan 14 olguya

uyguladigimiz AnnexinV testinde bu olgularda lipit peroksidasyonu arttik¢a apopitozisinde
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artigi fakat bunun istatistiksel ac¢idan anlamli olmadigim belirledik (Tablo13). MDA

diizeyinin nekrotik spermatozoon orani ile bir iliskisi bulunamadi (Tablo 13).

Tablo 13. MDA ve diger parametrelerin korelasyon analizi

MDA Korelasyon Katsayisi p N
Spermatozoon Sayisi (x10%/mL) -0,248 0,08 50
Total motil say1 (x106/mL) -0,167 0,25 50
+4 ileri hareketli (%) -0,201 0,162 50
+3 Tleri Hareketli (%) -0,143 0,32 50
Hareketsiz (%) 0,199 0,17 50
Morfoloji normal (%) -0,046 0,75 50
Eosin+ (%) 0,148 0,31 50
Peroksidaz+ (x10°/mL) -0,204 0,16 50
TUNEL+ (%) ,635%* 0,00 50
GPX (mU/mL) -,608%%* 0,00 50
Apopitotik+ (AN+/PI- %) 0,353 0,22 14
Nekrotik+ (AN+/PI+ %) 0,026 0,93 14

** P<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Pearson Korelasyon analizi kullanild

Antioksidan enzim kapasitesi (GPX) ile diger parametreler arasindaki iliski
incelendiginde antioksidan enzim (GPX diizeyi) ile spermatozoon sayisi arasinda pozitif
korelasyon bulundu fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (r: -0,256 p: 0,07) (Tablo 13).
GPX diizeyi ile total motil say1, hizli ileri progressif (+4) hareketli spermatozoon yiizdesi,
ileri hareketli (+3) spermatozoon yiizdesi arasinda bir iliski bulunamadi (Tablo 14). GPX
diizeyi ile hareketsiz spermatozoon yiizdesi arasinda negatif korelasyon istatistiksel agidan
anlamli degildi (Tablo 14).

GPX diizeyi ile normal morfolojideki spermatozoon orani, eosin testi pozitif olan
cansiz spermatozoon orant mL’deki peroksidaz pozitif spermatozoon orami arasinda bir
korelasyon saptanamadi. Antioksidan diizeyleri diistiikkce bag anomalisi artisin1 negatif yonlii
korelasyonla gosterdik (r: -0,288 p: 0,04) (Tablo 14). Antioksidan diizeyi arttikca DNA

fragmantasyon oraninda azalma oldugunu negatif yonlii korelasyonla tespit ettik. (r: -0,436 p:
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0,00) (Tablo 14). Oksidatif stres belirlenmesindeki diger parametre olan antioksidan MDA
orani ile arasindaki iliski incelendiginde GPX enzim aktivitesi arttikca MDA diizeyinin
azaldiginmi negatif yonde korelasyonla belirledik (r: -0,608 p: 0,00)(Tablo 14).

Oksidatif stres icin belirleyici olan antioksidan enzim GPX diizeyi ile apopitozis
arasindaki iliskiyi inceledigimizde ise TUNEL testinde pozitif oraninin %10 ve iizeri olan 14
olguya uyguladigimiz AnnexinV testi uygulanan olgularda GPX diizeyi arttik¢a
apopitozisinde diistiigiinii fakat bunun istatistiksel acidan anlamli olmadiginmi belirledik (r: -
0,381 p: 0,18) (Tablo 14). GPX diizeyinin artisiyla nekrotik spermatozoon oraninin azaldigini
isatatistiksel olarak negatif korelasyonla saptadik. (r: -0,538 p: 0,05) (Tablo 14).

Tablo 14. GPX Diizeyleri Korelasyon Analizi

GPX (mU/mL) Korelasyon Katsayisi P N
Spermatozoon sayisi (x106/mL) 0,256 0,07 50
Total motil say1 (x106/mL) 0,192 0,18 50
+4 ileri hareketli (%) 0,227 0,11 50
+3 Ileri Hareketli (%) 0,236 0,10 50
Hareketsiz (%) -0,263 0,07 50
Normal (%) 0,176 0,22 50
Bas (%) -,288%* 0,04 50
Eosin (%) -0,24 0,09 50
Peroksidaz+ (x106/mL) 0,02 0,89 50
TUNEL + (%) - 436%%* 0,00 50
MDA (uM) -,608%%* 0,00 50
Apopitotik (AN+/PI- %) -0,381 0,18 14
Nekrotik (AN+/Pl+ %) -,538%* 0,05 14

** P<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Pearson Korelasyon analizi kullanild

Astenozoospermia grubunda doz bagimli olarak giinde 20 ve iizeri sigara icenlerde
icmeyenlere gore MDA (13.9 + 3.1 - 10.6+ 3.7), TUNEL (%) (14,3 + 10,8 - 10,1+ 4,3) ve
apoptozis (%) diizeylerini (6,8 £5,9 - 4,1 £ 3,8) daha yiiksek, GPX diizeylerini ise (1,4 + 1,0
- 4,1 £+ 3,8) daha diisiik bulduk. Bu MDA ve GPX diizeylerinde istatistiksel olarak anlamliyda.
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Normozoospermia grubunda ise doz bagimli olarak giinde 20 ve iizeri sigara icenlerde
icmeyenlere gore MDA (9,8 £2,6 - 8,4 £4,2), TUNEL (%) (5,2 + 1,2 - 4,9 + 6,4) ve GPX
diizeylerini ise (3,3 £ 2,9 - 6,8 £ 4,9) daha diisiik bulduk. Fakat istatistiksel olarak anlaml
degildi ( Tablo 15).

Tablo 15. Sigaranin ROS , TUNEL, Apoptozis ile doz bagiml iliskisi

Astenozoospermia Normozoospermia

Agir Sigara p Agir Sigara p

iciciler icmeyen iciciler icmeyen
n 8 12 3 13 p
MDA 13,9 £ 3,1 10,6+ 3,7 | 0,05% |9,8+2,6 84+42 | 0,60*
GPX 1,4+1,0 4,1+3,8 0,02* |33+£29 6,8+4,9 | 0,27*
Apoptozis (%) | 6,8 5,9 3,315 0,30*%* | 0 22

(n=4) (n=4)

TUNEL (%) 14,3+10,8 | 10,1+4,3 |0,23* |52+1,2 49+64 | 0,94%

*Normal dagilim gosteren parametrelerde One way ANOVA testi kullanmildi. **Normal dagilim gostermeyen
parametrelerde Kruskal Wallis testi kullanildi.

4.5, ELEKTRON MIKROSKOBIK BULGULAR

N1 grubunda normal morfolojide spermatozoonlarin boyun ve kuyruk ultrastriiktiirleri
normal yapidayken bas goriiniimleri ¢ogu hiicrede oval, ¢ekirdek kromatini yogun ve
homojen, akrozom yapisi normal gozlendi. Ancak bir grup hiicrede niikleer vakuolizasyon,
amorf bas ve akrozomal membran invaginasyonu izlendi (Resim 8a,b) (Tablo 16).

N2 grubundaki olgular ise ultrastriiktiirel olarak normal morfolojideydi.
Spermatozoonlarin bas goriiniimleri oval, ¢ekirdek kromatini yogun ve homojen, akrozom
yapis1 normal olarak gozlendi. Akrozom igerigi homojen bir dagilim gosterirken, elektron
yogun bolgeler secildi. Membran yapisimin diizgiin, bas, boyun ve kuyruk kisimlarinin
normal oldugu goriildii. Orta parcada mitokondrilerin siralanist heliks yapisinda izlendi.
Normal morfolojide fakat niikleer vakuolizasyon gosteren spermatozoonlara da az sayida
rastlandi. Ancak az sayida genislemis, fragmante niikleuslu spermatozoonlara da rastlandi
(Resim 9a,b,c ) (Tablo 16).

Al grubunda, niikleer vakuollii ve amorf bash spermatozoonlara sik rastlandi. Hemen

hemen biitiin spermatozoon baslarinda niikleer vakuolizasyon goriiliirken, akrozomal
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membran ayrilmasi ve invaginasyonu gosteren spermatozoonlar saptandi. Diizensize,
geniglemis ya da fragmante sekilli niikleuslu apopitotik hiicrelere, niikleer vakuollere,
kromatin ag kayb1 gibi defektlere rastlandi (Resim 10a, 10b, 11b). Ayrica ¢ok sayida
makrofaj hiicresi ve immatiir germ hiicresi (spermatosit, spermatid) gozlendi (Resim 10b,
11a) (Tablo 16).

A2 grubunda sigara igenlere gore ultrastriiktiirel olarak benzer goriintiiler saptandi.
Spermatozoonda; amorf bas, niikleer vakuoller, sitoplazmik artiklar, akrozomal icerik kaybu,
akrozomal membran hasar1 gozlendi (Resim 12a,b). Apopitotik hiicrelerde, irregiiler,
genislemis ya da fragmante sekilli niikleus, niikleer vakuoller, kromatin ag kaybi ve
akrozomal hasar tespit edildi (Resim 12a, 13a, 13b). Ayrica bu grupta oldukca fazla Bizzare
spermatozoon ve az saylda makrofaj ile immatiir germ hiicreleri (spermatosit) de gézlendi
(Resim 12a, 12b) (Tablo 16).

Apopitozisin ilk morfolojik bulgularindan olan kromatin agregasyonu ve biiyiik
kompakt graniillerin yigilmasi ile niikleer kromatin kondenzasyonu biitiin gruplar ve alt
gruplarda gozlendi. Normozoospermia grubunda hasta grubuna gore apopitotik ve nekrotik
hiicre morfolojilerine daha az rastlandi. Ancak genel morfolojisi normal olan
spermatozoonlarin bazilarinda niikleer vakuolizasyon dikkati cekti. Hem normozoospermia
hem de astenozoospermianin alt gruplarinda ultrastriiktiirel farki yansitacak belirgin bir

karakter gozlenmemistir. (Tablo 16).
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Tablo 16. Elektron mikroskobik spermatozoon histopatolojisi

Akrozomal membran kaybi
AKkrozomal invaginasyon

Akrozomal membranda vezikiilasyon ve

akrozomal icerik kaybi

Graniiler kromatin iceren nukleus
Akrozomal Kist

Akrozom yoklugu (globozoospermia)
Sitoplazmik artik

Cok miktarda yogun sitoplazmik materyalle

cevrili hiperkondense niikleus,

Diizensiz mitokondri heliks yapis1

Immatiir germ hiicresi (spermatid, spermatosit)
Amorf bas

Makrofaj

Diizgiin aksonem yapisi (9+2)

Diizensiz aksonem kalin dis fibril

Ortak akrozomlu Bizarre sperm

Asteno
Sigara  Sigara
+ -
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ =
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ =
+ +
+ -

Normo
Sigara  Sigara
+ -
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ +
+ +
+ +
+ +
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ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR
STAT IIl BOYAMASI

Resim 2 Isik mikroskobik STAT III boyamasi

1. (a) Asteonozoospermia sigara icmeyen olgu. (b) Asteonozoospermia sigara icen olgu. (¢ ) Normozoospermia

sigara icmeyen olgu. (d) Normozoospermia sigara i¢en olgu. Normal morfololideki sperm ( ), akrozomal
. > - Ll 2 s . . <=

kist ( ), Akrozom yoklugu ( ), boyun bolgesinde sitoplazmik artik ( ), yuvarlak bash

globozoospermi (_> ), ¢ift kuyruk anomalisi ( ), kivrik kuyruk defekti (.. *), (f) Lokosit ( ).
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EOSIN BOYAMASI

Resim 2 Isik mikroskobik Eosin boyamasi

2. (a) Asteonozoospermia sigara icmeyen olgu. (b) Asteonozoospermia sigara icen olgu. (¢ ) Normozoospermia

>

sigara igmeyen olgu. (d) Normozoospermia sigara icen olgu. Eosin pozitif (cansiz,6li spermatozoon) (

)s

Eosin negatif (canli, vital spermatozoon) (' : ").
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LEUCOSCREEN™ BOYAMASI

Resim 3 Isik mikroskobik Leucoscreen™ boyamasi

3. (a) Yuvarlak hiicresi >1x10° olan olgulardan Leucoscreen™ uygulanip peroksidaz negatif (I6kosit varhgi) <I

x10° olan olgu. (b) Yuvarlak hiicresi >1x10° olan olgulardan Leucoscreen™ uygulamp peroksidaz pozitif
I 6 . e 1 | 4 LT 2 .
(Iokosit miktar1 >1 x10” olan olgu. Peroksidaz pozitif 16kosit ( ), Spermatozoon ( ), Spermatogenik

hiicre (‘" ).
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FLORESAN MiKROSKOBIK BULGULAR

Resim 4 Floresan mikroskobik TUNEL boyamasi

4. (a) Asteonozoospermia sigara icmeyen olgu. (TUNEL pozitif %21,0) (b) Asteonozoospermia sigara igen olgu

(TUNEL pozitif %40,9) TUNEL+ DNA fragmantasyonlu spermatozoon ( ), TUNEL-DNA

>

-
fragmantasyonsuz spermatozoon (
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FLORESAN MiKROSKOBIK BULGULAR

Resim 5 Floresan mikroskobik TUNEL boyamasi

5. (a) Normozoospermia sigara igmeyen olgu. (TUNEL pozitif %1,5) (b) Normnozoospermia sigara igen olgu

(TUNEL pozitif %6,1) TUNEL+ DNA fragmantasyonlu spermatozoon ( ), TUNEL-DNA

>

-
fragmantasyonsuz spermatozoon (
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FLORESAN MiKROSKOBIK BULGULAR

Resim 6 Floresan mikroskobik Annexin V boyamasi

6. (a) Asteonozoospermia sigara icen olgu. (Annexin V pozitif %14,1) (b) Asteonozoospermia sigara igmeyen

>

olgu (Annexin V pozitif %5,4) Apoptotik spermatozoon AN(+)/PI(-) ( ), Nekrotik spermatozoon

AN)/PIH) (277,
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FLORESAN MiKROSKOBIK BULGULAR

Resim 7 Floresan mikroskobik Annexin V boyamasi

7. (a) Normozoospermia sigara icen olgu. (Annexin V pozitif %1,6) (b) Normnozoospermia sigara igmeyen olgu
(Annexin V pozitif %22,1) Apoptotik spermatozoon AN(+)/PI(-) ( > ), Nekrotik spermatozoon AN(+)/PI(+)

(.--b).
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ELEKTRON MiKROSKOBIK BULGULAR

Resim 8. Normozoospermia sigara icen olgu. (a) Normal morfolojideki spermatozoon bast ( ),boyun

bolimii ( *), globozoospermia (akrozom yoklugu) (_>), sitoplazmik artik (. "’), (b) Diizgiin aksonem

o> -

yapist (942 mikrotiibiil)( ). (c¢) Normal morfolojideki spermatozoon ( ), Niikleer vakuol ( ),

hiperkondanse ve diizensiz nukleus ( *) sitoplazmik artik (. ' *).
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Resim 9. Normozoospermia sigara icmeyen olgu. (a) Niikleer vakuol ( ), akrozom membran diizensizligi
( ), normal morfolojili spermatozoon _( * 3 sitoplazmik artik ( " ). (b) normal morfolojili

spermatozoon ( *), amorf bagli spermatozoon ( ).

65



Resim 10. Asteonozoospermia sigara igen olgu (a). Niikleer vakuol ( ), graniiler kromatin iceren

apoptotik nukleus ( * ), Periakrozomal membran dejenerasyonu olan vakuolizasyon- vezikiilasyon (.'*),

>

apoptotik cisim ( ), ge¢ spermatid (. .*), (b) Niikleer vakuol ( ), mitokondri diizenli heliks yapist

( * ), akrozomal diizensizlik (‘ . ), gec spermatid ("*), 16kosit ( ), dev apoptotik cisim-fragmante

spermatozoon ( ), Parcalanmis plazma ve akrozomal membran ile nekrotik spermatozoon (.' *).
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apoptotik spermatozoon (.' > ),

>)..

Resim 11. Asteonozoospermia sigara igen olgu (a). Niikleer vakuol (

sitoplazmik artik ("’), normal morfolojide spermatozoon ( ), apoptotik cisim, ( ), akrozomal

diizensizlik (<I o ). (b). Niikleer vakuol ( > ), genislemis nukleus ( *) ,apoptotik spermatozoon (.' "),

akrozomal diizensizlik (‘" ), diizgiin aksonem (9+2) yapisi, (".), normal morfolojide spermatozoon

>

( ), akrozomal membran ¢ekilmesi (' e ). (¢) Niikleer vakuol ( ).akrozomal diizensizlik (' e ),
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Resim 12. Asteonozoospermia sigara igmeyen olgu. (a) graniiler kromatin iceren apoptotik nukleus, ( *,) ,

sitoplazmik artik (<I " ), diizgiin aksonem (9+2) yapist (.' *), gec¢ spermatid _ ( ), bizzare spermatozoon
S LL J | 4

cift bagh ortak akrozomlu spermatozoon ( ), ig bash ortak akrozomlu spermatozoon (

). (b).
Niikleer vakuol ( >), myelinize niikleer vakuol ), akrozomal diizensizlik ("*), sitoplazmik artik

< ‘I‘)’

( ), diizgiin aksonem (9+2) yapisi, (."), bizzare spermatozoon cift bash spermatozoon (

Lokosit (7).
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Resim 13. (a) Asteonozoospermia sigara igmeyen olgu. Niikleer vakuol ( >), graniiler kromatin iceren

O o> N NELY 4 . . <= -
apoptotik niikleus ( ), akrozomal diizensizlik ( ), sitoplazmik artik ( ). (b) fragmante ,vakuolli
apoptotik spermatozoon ( >), immatiir germ hiicresi ( ), sitoplazmik artik (‘"), graniiler kromatin

iceren apoptotik nukleus ( *_) , akrozomal diizensizlik (' e ), apoptotik cisim ( ).
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5. TARTISMA

Erkek infertilitesinde, spermatozoon DNA hasarinin kaynag simdiye kadar farkli
mekanizmalarla aciklanmaya c¢alisildi. Bunlardan birincisi spermiyogenez sirasinda
spermatozoon kromatin paketlenmesinde, protaminasyon hatasinin DNA’da hasar
olusturdugu gorigudiar (17, 21, 35). Ikincisi ise oksidatif stresin ROS iiretiminin
spermatozoon fonksiyon bozuklugu, DNA hasarina dolayisiyla erkek infertilitesine neden
oldugu goriisiidiir (22, 23, 24, 47, 54, 68). Ugﬁncﬁsﬁ de defektli germ hiicre eliminasyonunun
saglandig1 apopitozis yoluyla endonukleaz kirik oranimin artmasiyla DNA hasarina neden
oldugu goriistidiir (17, 21, 68, 69, 95). Abortif apopitozis tanimiyla Sakkas 1999°da germ
hiicrelerinde apoptotik siiregten kacan spermatozoonlarin apoptotik eliminasyon hatasi
sonucunda ejakulatta goriinebildigini saptamistir (17).

Nikotin, insanda bir¢ok dokuda sigaranin etkilerinden sorumlu en biiyiik etkendir.
Literatiirde sigara kullamminin insanda seminal kaliteyi ve erkek faktorlii fertiliteyi
etkiledigine dair yaymlar mevcuttur. (96). Baz1 arastiricilar spermatozoon parametrelerinin
sigara kullamimindan etkilendigini savunurken, bazi arastiricilar da sigara ile spermatozoon
parametreleri arasinda anlamli bir iligkinin olmadigim1 savunmaktadir (97).

Biz yaptigimiz bu calisma ile erkek infertilitesindeki spermatozoon DNA
fragmantasyonunun kaynagim arastirdik. Sigara i¢imiyle arttig1 varsayilan ROS diizeylerinin,
DNA hasar1 ve apoptozis lizerindeki etki mekanizmasini ortaya koymay1 ve infertiliteye olan

etkisini degerlendirmeyi amagladik.

Yapilan bir ¢alismada, normozoospermia ve astenozoospermia gruplarinda semen
parametreleri ve DNA fragmantasyonu incelendiginde spermatozoon konsantrasyonu, motilite,
morfoloji, viabilite ve l0kosit yOniinden iki grup arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (24). Irvine ve ark.nin yaptig1 calismada normozoospermia ve hasta
gruplarinda semen parametrelerinden konsantrasyon ve motilite farkliligi bakimindan
istatistiksel olarak anlamlilik gozlenirken, normal morfoloji yoniinden gruplar arasinda fark
goriilmemistir (26).

Biz, yaptigimiz calismada astenozoospermia hasta grubunu, normozoospermia kontrol
grubuna gore konsantrasyon, motilite ve morfoloji yoniinden karsilastirdigimizda,

normozoospermia grubunun degerlerini anlaml derecede daha yiiksek bulduk.
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Trummer ve arkadagslarinin yaptigi ¢alismanin sonucunda sigara icenlerde igmeyenlere
gore semen parametrelerinde fark saptanamamistir. Ancak yuvarlak hiicre ve 16kosit oraninin
sigara icen grupta anlamli olarak arttig1 gézlenmistir (98). Sepaniak ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada sigaranin semen parametrelerini etkilemedigi sonucuna ulasmislardir (26). Fertil
erkeklerde sigara i¢imi, hormon diizeyleri ve semen Kkalitesinin incelendigi bir diger
arastirmada sigara iciminin spermatozoon konsantrasyonu, motilitesi ve iireme hormon
seviyeleri iizerine belirgin bir etkisi yoktur sonucuna varilmigtir (84). Ramlau-Hansen (2007)
sigara i¢ciminin semen kalitesi iizerine tek basina olumsuz etkisini gosterememistir. Ancak
Stillman 1986’da ve Attia 1989’da yaptiklart calismalarla sigara i¢iminin spermatozoon
morfolojisi, motilitesi, konsantrasyonu ve fertilizasyona zararli etkilerini gostermistir (100,
101). Infertil Tiirk erkeklerinde yapilan bir calismada giinde yirmi adet ve daha fazla sigara
icenlerde spermatozoon kuyruk defektlerinin daha fazla oldugu saptanmistir (103). Bagka bir
calismada spermatozoon konsantrasyonu ve ortalama spermatozoon sayist sigara
icmeyenlerde agir icicilere gore daha fazla goézlenmistir ancak sigara i¢imi ile azalan semen
kalitesi arasinda net iliski g6zlenememistir (99).

Calismamizda, sigaranin normozoospermia ve astenozoospermia olgularinda semen
parametrelerine (konsantrasyon, motilite, morfoloji) etkisinin istatistiksel olarak anlamh

olmadigin1 gordiik.

Moustafa ve arkadaglar1 2004°te infertil erkeklerde DNA fragmantasyonu indeksinin
(DFI) fertillerden daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (55, 68). Spermatozoon DNA
fragmantasyonu, anormal spermatozoon parametreli olgularda, normal spermatozoon
parametreli olgulara gore anlamlh 6l¢iide daha yiiksektir (50). Normozoospermia grubunda
hasta grubuna gore DNA fragmantasyonu daha diisik bulunmustur. Infertillerin
ejakulatlarindaki spermatozoon DNA hasarimin yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir (24).
Ancak Weng 2002’deki ¢alismasinda DNA fragmantasyonunun iki grup arasindaki farkini
istatistiksel olarak anlamli bulamamistir (72). Baska bir caligmada ise fertil ve infertil
erkeklerde spermatozoon DNA biitiinliigiinde herhangi bir farklilik bulunmamistir (39).

Calismamizda astenozoospermia hasta grubunda normozoospermia kontrol grubuna

gore DNA fragmantasyonunu istatistiksel olarak daha yiiksek tespit ettik.
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Yapilan caligmalarda DNA fragmantasyonunun spermatozoon konsantrasyon (68),
motilite (24, 31, 47, 48, 49, 104) ve morfolojisi ile arasinda negatif korelasyon saptanmigtir
(21, 24, 31, 48, 49, 57, 68, 103). Ayrica yapilan ¢alismalarda TUNEL, SCSA (51, 94) ve
Toluidine mavisi yontemlerinin {i¢iinde de negatif korelasyon gosterdigi gozlenmistir (24, 35,
49, 55, 104). Spermatozoon morfolojisi kotii olan 6rneklerde TUNEL pozitif oraninin (DNA
fragmantasyonu) daha yiiksek oldugu bildirilmistir (21, 57, 68). Lopes’in 1998’deki
calismasinda ise DNA fragmantasyonuyla spermatozoon konsantrasyonu arasinda iligki
bulunamamustir (47).

IVF sikluslarinda spermatozoon DNA fragmantasyonu TUNEL yoOntemiyle flow
sitometrik olarak incelendiginde DNA fragmantasyon oraninin sinir1 %4 olarak saptanmistir
(16). Floresan mikroskobik incelendiginde %10 (48, 49, 50) - %15 (104) ve iizerinde oldugu
durumda fertilizasyonu negatif etkileyecegi fakat gebelige etkisinin olmayacagi saptanmigtir
(44, 45). Yine bagka bir calismada spermatozoon DNA fragmantasyonunun %20’ nin {izerinde
oldugu durumda ise hi¢ gebelige rastlanmamistir (49). Virro ise bu oran1 SCSA testiyle %30
olarak belirlemistir. Spermatozoon DNA fragmantasyonunun blastokist — gebelik oranini
negatif etkiledigini, abortusla pozitif iligkisini saptamistir (51).

Spermatozoon morfolojisi ile DNA hasar1 arasinda iliski varligini1 akridin oranj boyasi
kullanarak gosteren bir ¢alismada kotii morfolojinin DNA hasart ile anlamh 6lciide iliskili
oldugu tespit edilmistir. Bunun ICSI ile fertilizasyon oranim etkiledigi fakat embriyo
gelisimine bir etkisinin olmadig1 saptanmistir (38, 47). Ancak semen parametreleriyle DNA
biitiinligii arasinda bir korelasyonun saptanamadigi yayinlarda mevcuttur (39). Ayrica
Dominguez-Fandos 2007°de DNA fragmantasyonunu sadece motiliteyle iligskilendirebilmigtir
(105). Brooks 2006’daki c¢aligmasinda TUNEL yontemiyle inceledigi spermatozoon DNA
hasari ile semen parametreleri arasinda negatif ya da pozitif iliski bulamamstir (57).

Bizde calismamizda DNA fragmantasyonu ile konsantrasyon ve spermatozoon
sayisinin negatif korelasyon gosterdigini belirledik. Buna ek olarak calismamizda DNA

fragmantasyonu ile motilite ve morfoloji arasinda da negatif korelasyon saptadik.

Sigaranin seminal plazmadaki ROS’u Onemli Ol¢iide artirdigi ve bu nedenle
spermatozoon DNA hasarina yol agtigr diisiiniilmektedir (25). TUNEL yontemiyle DNA
fragmantasyonu sigara icenlerde icmeyenlere gore farkli bulunmustur (26). DNA hasarl

spermatozoon yiizdesi sigara icen erkeklerde icmeyenlere gore anlamli artis gosterir (16)
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Sigara icmeyen erkeklerde yas artisina bagh olarak DNA fragmantasyon artis1 gosterilmistir.
Bunun artan oksidatif strese bagli olabilicegi varsayilmistir (31). Ancak Viloria 2007’ deki
caligmasinda spermatozoon DNA fragmantasyon oraninin infertil sigara icen ve sigara
icmeyen erkekler arasinda fark olmadigin1 bulmustur (96).

Calismamizda normozoospermia ve astenozoospermia olgularinda, sigara icenlerde
icmeyenlere gore DNA fragmantasyonu daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.

Yapilan bir calismada TUNEL pozitif spermatozoon oramiyla vitalite arasimdaki
negatif iligki istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (103). Ancak Hammadeh ve ark.nin
yaptig1 calismada TUNEL ile vitalite ve membran biitiinliigii arasinda negatif korelasyon
gozlemlenmistir (106).

Biz de calismamizda spermatozoon DNA fragmantasyonu ile vitalite arasinda negatif

korelasyon bulundugunu tespit ettik.

Moustafa ve arkadaslart 2004’te infertil erkeklerde spermatozoon ROS iiriinleri,
apopitozis ve DNA denatiirasyonu arasindaki iliskiyi incelemisler. infertil grupta DNA
fragmantasyonu ve apopitozis arasindaki iligkinin varligim1 gostermistir. Annexin V
baglanmas1 yontemi ve TUNEL arasinda pozitif iliski saptanmis. (68). Ejakulat
spermatozoonunda apopitozis tespitinde Flow sitometrik Olciimlere dayanarak yapilan bir
calismada spermatozoon sayisi, TUNEL pozitif ve Annexin V pozitif (AN+/PI- Apoptotik)
oraniyla korelasyon gostermemistir (103, 61). Bir diger calismada flow sitometrik DNA
fragmantasyon oraninin floresan mikroskobik TUNEL pozitif oranimi karsiladigi bildirilmistir
(93).

Biz de calismamizda DNA fragmantasyonu ile apopitozis arasinda anlamli pozitif

korelasyon belirledik (TUNEL pozitif %10 ve iizeri olan 14 olguda).

Yapilan calismalarda apoptotik spermatozoon orani (%) infertillerde, fertillere gore
anlamli olarak daha diisiik saptanmis (66). Apoptotik oranin normozoospermialarda,
astenozoospermia, astenoteratozoospermia ve oligoastenoteratozoospermia gruplarina gore

daha diisiik olmasi istatistiksel olarak da anlamli bulunmus (70).
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Ancak biz ¢alismamizda apopitozis degerlerinde gruplar arasinda farklilik bulamadik.
Bunun nedeninin TUNEL pozitif oraninin %10 ve {iizeri oldugu olgularda apopitozise
baktigimiz i¢in, olgu sayilarinin gruplarda esit olarak dagilmadigindan kaynaklandigim

diisiindiik. (normozoospermia:2, astenooospermia:12)

Host ve ark. 2000 yilindaki caligmalarinda normal morfolojideki spermatozoonlarin
Annexin V ile isaretlenebilinecegini belirlemislerdir (95). Apopitozisin belirlenmesinde
kullanilan Caspase 3 ve Caspase 9 ile semen parametreleri olan motilite, konsantrasyon ve
morfoloji arasinda negatif korelasyon gozlemlenmis. ROS ile Caspase 3, Caspase 9 ve
sitokrom c arasinda pozitif korelasyon saptanmis (95). Yapilan bir diger calismada DNA
fragmantasyonu (TUNEL) ve Fosfotidil serin translokasyonu (Annexin V) diisiik ve yiiksek
motilitede olan biitiin hastalarda saptanmus. Infertillerde Annexin V baglanmasinin diisiik ve
yiiksek motiliteli fraksiyonlarda miimkiin oldugu goézlemlenmis (107). Singh’in 2000’de
gelistirdigi DNA difiizyon yontemi kullanilarak belirlenen apopitozis ile semen parametreleri
arasinda iligski bulunmus. Kuyruk defektleriyle apopitozis arasinda pozitif korelasyon, motilite
ve morfoloji ile apopitozis arasinda negatif korelasyon bulunmustur (30, 72). Aziz ve
arkadaslarimin 2007 yilindaki yaptiklann c¢alismada apoptotik spermatozoon sayisi,
spermatozoon normal morfolojisi ve spermatozoon deformite indeksi (SDI), apoptotik
olmayan popiilasyona gore anlaml olarak daha diisiik saptanmistir. Akrozomal defekt, orta
parca defekti, sitoplazmik ve kuyruk defektli spermatozoon yiizdesiyle, SDI’'nin iliskili
oldugu gozlemlenmis (69).

Calismamizda normozoospermia grubundaki normal morfolojideki spermatozoonlarda
da TUNEL pozitif, Annexin V pozitif boyanma gozlendi. Apopitozis ile semen parametreleri
arasinda bir iligki bulunamadi. Ayrica TUNEL pozitif oraninin %10 ve {izeri oldugu olgularda
apopitozise baktigimiz i¢in olgu sayilar1 gruplarda esit dagilmadigindan iligki bulunmamais

olabilecegini diisiindiik. (normozoospermia:2, astenozoospermia:12)

Peirouvi 2007'de yaptig1 calismasinda, Annexin V yontemi ile apoptotik ve nekrotik
hiicreleri belirlenmis. Gruplar arasinda farklilik olmadig1 gosterilmistir (66).
Biz c¢alismamizda kontrol ve hasta grubunda nekrotik (AN+/PI+) spermatozoon

oranlarinin ayni oldugunu saptadik.
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Chen’in (2006) yaptig1 calismada apopitozis ile voliim, vizkozite, konsantrasyon,
peroksidaz testi (Endzt) ve yas arasinda herhangi bir iliskiye rastlanmamistir. Baska bir
calismada apoptotik hiicre oraniyla canlilik testi arasinda herhangi bir iliski goriilmemistir
(103). Lachaud (2004) ise cansiz spermatozoon orani tespitinde Eosin testi ile PI testi arasinda
iliski gormiistiir (61).

Biz yaptigimiz calismada, apopitozis ile vitalite belirlenmesinde kullandigimiz Eosin

testi arasinda bir iligki olmadigini saptadik.

Yardimli tireme teknikleriyle ilgili olarak yapilan calismalarda, semendeki ROS ile
IVF fertilizasyon oranlar1 arasinda negatif korelasyon gosterilmistir. ROS’un IVF’te
fertilizasyona olan negatif etkisi istatistiksel olarak anlamlidir. IVF i¢in fertilizasyon orani
tahmininde semen ROS diizeyinin Olctilmesinin kullanilabilirligi bildirilmistir (110). ROS
seviyelerinin infertillerde, donorlere kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir (68, 95 28).
MDA konsantrasyonunun normozoospermia, oligozoospermia ya da astenozoospermia
olgularinda gozlenen fark: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (91). Ancak Irvine ve
ark.nin yaptig1 calismada semen parametreleri ile ROS diizeyleri gruplar arasinda farklilik
gostermemistir (24).

Calismamizda MDA diizeyiyle ilgili elde ettigimiz bulgular, fertil ve infertil gruplarda
seminal ROS’un farkli oldugu goriisiinii destekler nitelikteydi. Normozoospermia ve
astenozoospermia gruplarinda ROS icin bakilan MDA lipit peroksidasyonu farkini

istatistiksel olarak anlamli bulduk.

Moein 2007’de yaptig1 calismada sigara igenlerde igmeyen kontrollerine gore ROS
seviyesinde farklilik saptamistir, fakat bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.
Ancak Magdy’nin (2004) yaptig1 calismada fertil olan grupta sigara icenlerde, igmeyenlere
gore spermatozoal MDA diizeyleri anlaml 6lciide daha yiiksek bulunmustur. GPx enzim
aktiviteleri anlamli olciide daha diisiik gozlenmistir. Infertillerde ise sigara icenlerde,
icmeyenlere gore spermatozoal MDA diizeyleri anlamli 6lciide daha yiiksek bulunurken GPx
enzim aktiviteleri anlamli lgiide daha diisiik saptanmugtir. Infertil olgularda sigara icenlerde,
icmeyenlere gore motilite ve morfoloji parametreleri anlamli olarak daha diisiik belirlenmistir.

Sigaranin spermatozoal kaynakli oksidatif stresle iliskisi oldugu sonucuna varilmistir (108).
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Calismamizda ROS icin 6lgiilen lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA diizeyleri,
hem normozoospermia hem de astenozoospermia sigara icen ve igmeyen gruplarinda farkli
bulundu, ancak istatistiksel olarak anlamlilik gosterilemedi.

Infertil ve fertillerde ROS ile ilgili yapilan bir calismada iki grup arasinda
spermatozoon sayisi, arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (108). Baska bir calismada lipit
peroksidasyonu ile motilite morfoloji arasinda bir iliski bulunamamstir (109). Diger taraftan
yapilan arastirmalarda aksi bulgularda gosterilmistir. Fertil ve infertil gruplar1 arasinda
seminal plazma ROS konsantrasyonu ile ejakulat voliimii, spermatozoon vitalitesi, membran
biitiinliigii, morfoloji, motilite, antioksidan kapasitesi ve fertilizasyon oranlar1 arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. IVF/ICSI gruplarinda seminal plazma ROS konsantrasyonu ile
fertilizasyon oranlarnn arasinda negatif korelasyon, tespit edilmistir. Seminal ROS ile
gebelikler arasinda herhangi bir iligki bulunamamistir (106). Yapilan baska bir ¢alismada
semen voliimii ve spermatozoon sayist lipid peroksidasyonu arasinda negatif korelasyon
bulunmustur. Ultrastriiktiirel incelemede aksonem ve akrozom biitiinliigii ile lipit
peroksidasyonu arasinda negatif korelasyon saptanmistir. Ayrica baska bir caligmada lipit
peroksidasyon oramiyla IVF tedavisiyle fertilizasyon orami arasinda negatif korelasyon
bulunmustur (109). Semen parametreleriyle lipid peroksidasyonu negatif korelasyon
gostermistir (91, 94).

Biz de calismamizda astenozoospermia ve normozoospermia gruplarinda ROS ile
spermatozoon sayisi, motilite, morfoloji ve vitalite parametrelerini inceledik. Gruplar arasinda

fark olmakla birlikte istatistiksel agidan anlamli olmadigin1 belirledik.

Saleh ve ark. 2003’te ROS’un sebep oldugu DNA hasarmin hiicrelerin apopitozisini
hizlandirarak spermatozoon sayisinin azalmasi ile fertiliteye olumsuz etkisini gostermisler
(52). Yapilan calismalarda DNA fragmantasyonu ile ROS {iiretimi arasinda anlamli pozitif
korelasyon saptanmis. Boylece DNA fragmantasyonu ile oksidatif stres arasindaki iliski

gosterilmistir ( 54, 107).

Bizde calismamizda ROS ile DNA fragmantasyonu arasinda pozitif korelasyon tespit

ettik.
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Antioksidan diizeylerine baktigimizda Irvine 2000’de yaptigi ¢alismasinda fertil ve
infertillerde antioksidan diizeylerinin gruplar arasinda farklilhik gostermedigini belirlemistir
(24). Yapilan caligmalarda ROS konsantrasyonu ile antioksidan kapasitesi ve fertilizasyon
oranlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (106) . Hsieh (2006) calismasinda Gpx
aktiviteleri yoniinden fertil ve infertil gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlaml
olmadigini saptamistir (91).

Biz calisgmamizda bu goriislerin aksi bulgular elde ettik. Calismamizda antioksidan
enzim GPX diizeyleri, gruplar arasinda farkli bulundu. Bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
idi.

Ayrica yapilan baska bir calismada Gpx aktivitesi ile spermatozoon konsantrasyonu ve
motilitesi arasinda pozitif fakat anlamli olmayan korelasyon gosterdigi saptanmistir (91).

Bizim c¢aligmamizda GPX ile konsantrasyon, motilite arasindaki pozitif korelasyon

istatistiksel acidan anlamli bulundu.

Spermatozoonun ultrastriiktiirel incelemesinde daha ©Once yapilan c¢alismalarda,
elektron mikroskobik apopitozis bulgulan irregiiler, genislemis ya da fragmante sekilli
niikleus, niikleer vakuoller, fibriller mikrograniiler ag kaybi, nukleer zarf yapisi, akrozom
kismi ya da tamaminin yoklugu, mitokondri azlig1 gibi defektler tespit edilmistir. Gozlenen
kiiresel cisimcikler (spheroidal element) de apoptotik cisimler (apoptotic body) oldugu
diisiiniilmustiir (57, 70).

Yaptigimiz bu calismada astenozoospermia grubunda apoptotik hiicre, amorf bas,
sitoplazmik artik, niikleer fragmantasyon, niikleer vakuolizasyon, akrozom membran

invaginasyonu bulgularin1 kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda saptadik.

Ultrastriiktiirel inceleme yapilan bir baska calisjmada Swim-up ile secilen ve
secilmeyen spermatozoonlarda DNA fragmantasyonu incelenmis. Progressif ileri hareketli
spermatozoon oraniyla DNA fragmantasyonu arasinda negatif korelasyon, immotil
spermatozoon ile DNA fragmantasyonu arasinda pozitif korelasyon ve DNA fragmantasyonu
ile morfoloji arasinda iligki saptanmistir. Spermatozoon konsantrasyonu ve spermatozoon
sayist ile DNA fragmantasyonu arasinda bir korelasyon saptanamamustir. Ultrastriiktiirel
olarak spermatozoonlarda niikleer kromatin parcalanmasi, diizensiz niikleer kromatin bicimi,

anormal sekilli mitokondri, niikleer kromatin i¢inde vakuoller ve bu vakuol i¢inde sitoplazmik
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artiklar, anormal aksonem pozisyonu tanimlanmistir. DNA fragmantasyonuyla mitokondrial
sisme ve sitoplazmik vakuolizasyon arasinda pozitif korelasyon, normal bi¢imli aksonem ile
negatif korelasyon tespit edilmistir (93).

Calismamizda normozoospermia ve astenozoospermia gruplarinda sigara icenlerde
icmeyenlere gore MDA diizeylerinin yiiksek olmasi ile DNA fragmantasyonu ya da niikleer
hasar arasindaki iliskiyi inceledik. Astenozoospermia ve normozoospermia gruplarinda sigara
icenlerde icmeyenlere gére DNA fragmantasyonunu yiiksek saptamamiza karsin istatistiksel
olarak anlamli degildi. Ultrastriiktiirel bulgular da sigara igenlerde, icmeyenlere gore
morfolojik hasarin daha fazla oldugunu destekledi. Ultrastriiktiirel inceleme de TUNEL

bulgularini destekler nitelikteydi.

Yapilan calismalarda ultrastriiktiirel olarak nekrotik spermatozoonlarin, reaksiyona
girmis akrozom yoklugu, parcalanmis plazma membrani, boliinmiis kromatini, sismis
mitokondri varlig1 gosterilmistir. Ayrica apoptotik spermatozoonlarin da kenara itilmis
kromatinli bi¢imsiz niikleus, degistirilmis akrozom, sitoplazmik artiklar iceren karisik
organize olmamis mitokondri, yar1 saydam vakuoller oldugu goriilmiistiir. Immatiir
spermatozoonlar da bicimsiz akrozom, yuvarlak ¢ift nukleus, yogunlagsmamis kromatin ve
sitoplazmik artiklar gozlemlenmistir (111). Ayrica baska bir ¢alismada ultrastriiktiirel
incelemede aksonem ve akrozom biitiinligii ile lipid peroksidasyonu arasinda negatif
korelasyon saptanmistir (109).

Calismamizda lipit peroksidasyonu yiiksek olan hasta grubunda kontrol grubuna gore
DNA hasarinin daha fazla oldugu, ultrastriiktiirel olarak da desteklendi. Normozoospermia
grubunda hasta grubuna goére normal morfolojideki spermatozoon varli§i gosterilirken,
niikleer vakuolizasyon her grupta dikkati ¢ekti. Ayrica apoptotik cisimler ve makrofaj varlig

ultrastriiktiirel olarak gosterildi.

1998’de Zavos ve arkadaslarinin yaptigi ultrastriiktiirel bir calismada sigara icen ve
icmeyen erkeklerde, sigara icen grupta aksonemal defektlerin igmeyenlere gore anlamli
diizeyde yiiksek oldugu, bunun da motiliteyle iliskisi gosterilmistir. Kalin dis fibrilin tekli ya
da ciftli olarak yoklugu, aksonemde gozlenen en sik anomali olarak saptanmistir. Ayrica

merkezi ¢ift tiibiil yoklugu ya da dinein kollar1 eksikligi gbzlenmistir (112).
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Yaptigimiz calismada, kuyruk defektleri, aksonem (9+2 mikrotiibiil) yapis1 ve dis
kalin fibril yapisina bakildiginda gruplar arasinda farklilik gozlemlemedik. Yine sigaranin
aksonemal hasar olusturarak motiliteye herhangi bir etkisini belirlemedik. Aksonemal tiibiil
defektlerine rastlamadik. Sigara igen ve i¢cmeyenlerde aksonemal yapi normal, dis kalin
fibrillerin dizilimi ve yerlesimi diizenli izlendi. Kuyruk defektlerinin sigara icimi ile iligkisi

gozlenmedi .
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6. SONUC VE ONERILER

Spermatozoonda DNA fragmantasyonu ve normalde var olan spermatogenetik
apopitozisin artis1 erkek infertilitesinde énem tagimaktadir. Spermatozoon DNA hasar1 farkli
zamanda farkli mekanizmalarla ya da aym anda farkli mekanizmalarla olusabilir. Ornegin,
matiirasyon sirasinda olugabilecegi gibi ejakulasyon sirasinda da olusabilir. Apopitozis ile
oksidatif stres arasindaki iliski tam olarak ac¢iklanamamis olsa da ROS’ un, spermatozoon

DNA’sinda hasar olusturdugu diisiiniilmektedir.

Astenozoospermia ve normozoospermia olgular karsilastirildiginda,
astenozoospermia olgularinda MDA diizeyleri ve DNA fragmantasyonu daha yiiksek, GPX
diizeyleri ise istatistiksel olarak daha diisitk bulunmustur. Aym gruplarda sigara icen ve
icmeyen olgular karsilastirildiginda ise bu parametreler farkli olmakla birlikte istatsitiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. Ancak TUNEL %10 pozitif olgu sayis1 bu gruplarda esit
dagilmadig i¢in apoptozis bulgulan tartisilamamstir. Tiim olgular ele alindiginda ise artan
ROS diizeyi ile DNA fragmantasyonu arasinda ve %10 pozitif DNA fragmantasyonu
belirlenen olgulardaki apopitozis orani arasinda pozitif korelasyon bulunurken, artan ROS

degerleri ile apopitozis arasinda direkt bir iligki bulunmamastir.

Sonug¢ olarak sigara iciciligi ile artan ROS diizeyinin apoptozisi indiikledigini ve
dolayisiyla infertilitede dogrudan etkili oldugunu iddia eden ¢aligmalarin aksine bu caligmada
sigara iciciliginin ROS diizeyine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamis apoptozis ve
infertiliteye dogrudan etkisi belirlenememistir. Infertillerde sigara icimiyle ROS’un doz
bagimli olarak arttigi bununda apoptozisten farkli bir mekanizma ile DNA fragmantasyonu

olusturdugu gosterilmistir.
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