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TURKCE OZET ve ANAHTAR KELIMELER

Solak, E. (2020). Normospermik Vakalarda Siprofloksasin In Vitro Sperm DNA
Fragmantasyonu ve Sperm Mitokondriyal Aktivitesi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Yiikseklisans Tezi, Biruni Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Istanbul.

12 ay veya daha uzun siireli korunmasiz iliskiye ragmen gebelik olusmamasi durumu
infertilite olarak tanimlanir. Erkek infertilitesi tireme ¢agina ulasmais giftlerin %15’ ini
etkilemekte iken tiim infertil olgularin yarisini olusturur. Infetilite, ¢iftlerin hem ruh
sagligin1 hemde sosyal yasamlarini etkileyen dnemli bir sebeptir. Infertilite %50 kadn,
%40 erkek faktoriine bagl olarak gelismektedir. Toplam infertil vakalarin %10 luk
kismi aciklanamayan infertilite olarak belirtilmektedir. Anormal veya diizensiz
kromatin paketlenmesi sperm DNA hasar mekanizmasinin en 6nemli belirtecidir.
Spermlerdeki gelisimsel anormaliler kromatin kondensasyon siirecine baglidir. Sperm
DNA fragmantasyon indeksi ve maturasyon defekti oranlar fertilizasyon dncesi sperm
seciminde ¢ok dnemlidir. Sperm DNA fragmantasyonu ile birlikte spermin hareket
ederek oosite ulagsmasi igin gerekli olan enerji deposu mitokondrinin aktivitesi
giiniimiizdeki arastirma konularinda 6nem tasimaktadir. Bu ¢aligmada siprofloksasin
antibiyotiginin sperm DNA fragmantasyonu ve sperm mitokondiyal aktivitesi
lizerindeki etkileri belirlenmek iizere Biruni Universitesi Hastanesine rutin kontrol
amactyla bagvuran 30 erkek hastadan elde edilen rnekler kullanilmistir. Oncelikle
semen analizi gergeklestirilen sperm hiicreleri, siprofloksasin antibiyotiginin farkl
dozlar1 uygulanmak iizere ve kontrol grubu olusturmak {izere 3’er esit porsiyona
boliindii. Siprofloksasin, gruplara ayrilan sperm hiicrelerine 7,4 ve 14,8 mikrolitrelik
dozlar halinde uygulanarak iki saat boyunca 36,5 CO° inkiibe edildi. Ila¢ dozlari
uygulandiktan sonra her grupta semen analizleri tekrarlanarak fark gozlemlendi.
Semen numunesi yayma preparat halinde hazirlanarak acridin orange boyama teknigi
ile floresan mikoskobu kullanilarak DNA hasari belirlendi. Yiiksek doz siprofloksasin
antibiyotik ile inkiibe edilen numunede DNA hasar oranlarinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak artis tespit edildi. MTT canlilik testi ile farkli antibiyotik
dozlarinda inkiibe edilen sperm numunelerinin mitokondriyel aktivitesi tespit edildi.
Yiiksek doz antibiyotige maruz birakilan semen numunesinde diisiik doz ve kontrol

grubuna kiyasla anlamli derece canlilik kaybinin oldugu tespit edildi.
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Solak, E. (2020). Investigation of the Effect of Ciprofloxacin on In Vitro Sperm DNA
Fragmentation and Sperm Mitochondrial Activity in Normospermic Cases. Master

Thesis, Biruni University Graduate Education Institute, Istanbul.

Infertiliy is defined as occurence of no pregnancy despite having unprotected sexual
intercourse over a time period of 12 months or more. Male infertility affects the 25%
of the young couples and it forms the half of the all infertility cases. Infertility is a very
important issue affecting both mental state and the social life of couples. Infertility
develops by 50% of female factors and %40 of male factors. 10% of all the infertiliy
cases are defined as unexplainable infertility. Abnormal or irregular chromatin
packaging is the main determinant of sperm DNA damage mehanism. The
developmental abnormalities of sperms are related to chromatin condensation time.
The sperm DNA fragmentation index and the maturation defect raitos very important
in sperm selection before the time of fertilization. The activity of mitochondria, the
energy store which is needed for sperm to move and reach the oocyte, along with the
sperm DNA fragmentation are carrying utmost importance at the current research
topics. In this study, to determine the effects of an antibiotic known as ciprofloxacin
on the sperm mitochondrial activity and sperm DNA fragmentation, the samples
obtained by the 30 male patients that visited the Biruni University Hospital for routine
control procedures are used. First, the semen analyzed sperm cells are divided into
three equal portions to apply ciprofloxacin in different doses and to form the control
group. Ciprofloxacin applied to the divided sperm groups at 7.4 and 14.8 microliters
doses then incubated with the temperature of 36.5 celcius for two hours. After the
application of doses, the semen analyzes are repeated and the differences are
monitored. The DNA damage is determined by using the fluorescent microscope with
acridine painting tecnique and by preparing as semen sample spreading preperation. It
is detected that the group which incubated with high dose of ciproflaxacin had more
DNA damage compared to the control group. The mitochondrial activity of the sperm
samples that are incubated with the different doses of antibiotic are detected with MTT
test it is determined that the semen sample exposed to the high dose of antibiotic lost

its vitality more compared to the semen sample of low dose and the control group.



XVii

Key words: Ciprofloxacin, Male Infertility, Sperm DNA Damage, Sperm
Mitochondrial Activity.



1. GIRIS VE AMAC

Erkek infertilitesi, fertil oldugu bilinen kadin es varliginda ve diizenli cinsel
birliktelige karsin 35 yas alt1 kadinlarda bir yil, 35 yas lizeri kadinlarda ise 6 ay siirede
gebelik goriilmemesi olarak tanimlanir (Looijenga and Dohle, 2009). Erkek infertilite
belirteclerinin en basinda anamnez, fizik muayene ve takiben semen analizi yapildig:
bilinmektedir. Semen analizi, sperm haraketliligi ve sperm morfolojisi hakkinda bilgi
vererek gerekli tedavi planlanmasinda basrol oynar. Semen analizi sperm DNA hasar1
ve sperm maturasyonu hakkinda bilgi vermemekte olup ileri tetkit gerektirir. Sperm
DNA hasari testi rutin laboratuvar uygulamalarinda kromatin kondasyonu ve sperm
maturasyonu hakkinda bilgi verir (Aitken et al., 1995). Son yillarda yapilan DNA
biitiinligliniin belirlenmesine yonelik g¢alismalar erkek infertilitisindeki Onemini
ortaya koymustur (Koyuncu, 2011). Sperm DNA fragmantasyon orani (DFI); Infertil
bireylerde fertil bireylere gore daha yiiksektir (Sun et al., 1997). Fertil bireylerin
infertil bireylere gore DN A hasar onarim mekanizmasi anlamli derecede yiiksek olarak
bildirilmistir(Sun et al., 1997). Literatiirde yapilmis olan birkag c¢alisma
bulunmaktadir. {1k olarak Buffalo {izerine yapilan bir hayvan ¢alismasinda bakteriyal
kontrol i¢in ciprol(CP) kullanilmistir. Dondurulmus buffalo semen numunesinin
¢Oziilme sonrasi kalite ve dogurganligina hasar vermeden bakteriyel kontaminasyonu
kontrol ettigini gdstermistir(Akhter, 2007). Zobeiri ve arkadaslarinin 2012 yilinda
yaptig1 hayvan ¢aligmasinda NMRI farelerde siproflaksisinin DNA hasar1 ve fertilite
potansiyeli kapsaminda embriyonik gelisim tizerine etkisine bakilmistir. DNA hasari
ve kondrotoksisitenin, CPFX tarafindan indiiklendigi bildirilmistir. Testis
fonksiyonlar1 ve yapisindaki bozulmaya CPFX’ in neden oldugu belirtilmistir(Zobeiri
et al.,2012). Ramesh ve arkadaslart 2016 yilinda yaptiklar1 calismalarinda
Levofloksasinin si¢anlarda testis dokusu ve spermatogenez iizerine etkilerini
incelemislerdir. Sonug olarak Levofloxacin, spermatosit hiicreleri iizerinde, 6zellikle

de yiiksek dozda histopatolojik etkilere goriilmiistiir (Ramesh et al.,2016).

Bu tez calismasinda kinolon grubuna ait olan siprofloksasin antibiyotiginin
‘Normospermik Vakalarda in vitro Sperm DNA Fragmantasyonu ve Sperm
Mitokondriyal =~ Aktivitesi  Uzerine  Etkisinin  Arastirilmasi’amaglanmistir.

Siprofloksasin antibiyotiginin, insan spermi {lizerine literatiirdeki ilk ¢alismasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilite Nedir?

1 yillik korunmasiz diizenli iliskiye ragmen 35 yas altindaki ve 6 aylik
korunmasiz diizenli iligkiye ragmen 35 yas lizerindeki kadinlarda gebe kalinmamasi
infertilite olarak tanimlanmaktadir. Bu durumdaki ¢iftlerde infertilitenin nedeni
endokrinolojik, jinekolojik, anatomik, genetik, iirolojik ve psikolojik olarak agiklanir.
Infertilite %50 kadin, %40 erkek faktdriine bagl olarak gelismektedir. Toplam infertil
vakalarm %10 luk kismi aciklanamayan infertilite olarak belirtilmektedir. Infertilite
tanist koyulan ¢ift, kadinin yasi, aile dykiisii, erkek bireyin kiiciikliikte gegirdigi atesli
hastaliklar, infertilite siiresi gibi bir¢ok faktor degerlendirilerek yardimci iireme

teknikleri ile uygun tedavi yontemine karar verilir. (Jungwirth et al., 2012).
2.1.1. Erkek Infertilitesi

Erkek infertilitesi kadin infertilitesine gore daha cok dikkat ¢eken belirgin
sebeplerden meydana gelmektedir. Bu sebebler sperm DNA hasari, sperm motilitesi,
testis travmasi, iireme kanali tikanikliklari, gen mutasyonlari, hormonal bozukluk,
varikosel, kriptorsidizm, kemoterapik ajanlar ve erektil disfonksiyon sayilabilir.
Sperm Uretimi genel olarak erkeklerde ergenlik doneminin baglamasiyla
baslamaktadir. Luteinizan hormon (LH) ve Folikiil stimiile edici hormon (FSH)
beyindeki hipofiz bezinde salgilanir. Sperm olgunlagmasi i¢in bu hormonlarin salinimi
gerekmektedir. Testisler sperm {iretirken gelisimi epididimde tamamlanir. Sperm
kanal1 araciliiyla olgun spermler cinsel iligki esnasinda kadin vajinasina atilir. Bu
esnada veziikiiler seminalisten spermi besleyen ve koruyan sivilar meniye karisir. Bu
islem sperm ftretimi olarak adlandirilirken, erkegin yasami boyunca siirekli olarak
devam eder (Payan-Carreira, 2013). Erkek infertilitesine neden olan bir¢ok genetik
etiyoloji tanumlanmistur.

Bunlar:

1.Kromozomal bozukluklar,

2.Y kromozom mikrodelesyonlart,
3.Hipotalamik-hipofizer-gonadal aks bozukluklart,

4.Steroid ve reseptor defektleri,



5.Ekstratestikiiler duktal ve ejakulatdr sistem anomalileri,

6.Sperm iiretim ve fonksiyon bozukluklart olarak siralanabilir.
> Kromozomal diizensizlikler

Kromozomal bozukluklar subfertil ve infertil erkeklerde siklikla
goriilmektedir.. Kromozom anomalisi infertil erkeklerde %5 civarindadir(Vegetti et
al., 2000). Yapisal ve sayisal olarak kromozom anomalisi degerlendirilir. Hiicre basina
diisen kromozom sayisindaki degisiklikler, sayisal anomali bir veya daha fazla
kromozom  delesyonu/duplikasyonu  yapisal kromozom anomalisi olarak
adlandirilmaktadir. Infertiliteye neden olan sayisal ve yapisal kromozom bozukluklart

asagidaki gibi siniflandirilir(May et al.,2003).
> Saywsal kromozom bozukluklar:

a. Kleinfelter sendromu
b. XYY erkek
c. Miks gonadal disgenezi

d. Otozomal anoploidiler
> Yapisal kromozom bozukluklaru:

a. Robertsonian translokasyon
b. Resiprokal translokasyon

c. Otozomal inversiyon

d. XX erkek sendromu
Y mikro delesyonlari

Parca kaybima ugrayan kromozomlar delesyon admi alir. Iki kromozomun
sinapsis evresinde kesisme noktalarinda kirilmalar olmasi ve boylelikle ortaya ¢ikan
parcalarn farkli kromozomlara yapismasiyla olusabilir (Temizkan, 1994). Genetik
materyalin spontan kayb1 y mikro delesyonu ile iliskilendirilmektedir. Y kromozomun

fonksiyonel haritas1 gosterilmistir(Resim 2.1).
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Resim 2.1: Y Kromozomunun fonksiyonel haritalanmasi (Lahn and Page, 1997)’den

degistirilerek alinmistir.

Kromozom i¢i rekombinasyon olaylar1 Ygl1’de bulunan biiyiik homolog
tekrarlayan diziler arasinda gercekleserek AZFa, AZFb ve AZFc delesyonlarina neden
olmaktadir(Hendry et al., 1999). Déllenmis yumurtalarda veya embriyolarda
delesyonlar ¢cogunlukla de novo(yeni) olarak meydana gelmektedir. Olas1 nedenler

genelde mayotik ya da spermatit kaynaklidir(McElreavey K. 1999).

Hipotalamik-hipofizer-gonadal aks bozukluklaru

Hipotalamo-hipofizer gonadal aksta bulunan genetik diizenleyici faktorler
erkek fertilitesini etkilemekte ve bunlarin anormallikleri infertiliteye neden olmaktadir
(Lahn and Page 1997). Yetersiz androjen salinimi ve spermatogenezdeki bozukluk;
Gonadal yetmezlik veya diisiik seviyede gonadotropinler ile karakterize olan
hipogonadotropik hipogonadizmde, gonadotropin salgilatict hormon, folikiil stimulan
(uyaric1) hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) diizeylerinde diistikliik ile

iliskilendirilmektedir (Maurer and Simoni 2000).



Hormon ve reseptor bozukluklar:

Steroid hormon ve reseptdr bozukluklar1 sebebiyle gelisen infertilite steroid
biyosentezive metabolizmasindaki diizensizliklere baglidir (Griffin and Wilson,
1992).

X kromozomu iizerinde tek gen kopya halinde androjen reseptorii bulunur. Bu
genin bozuklugu halinde agir infertilite ve/veya agir dis genital anomaliler

goriilmektedir (Playan et al.,2006).

> Ekstratestikiiler duktal ve ejakulator sistem bozukluklar:

Bu bozukluklar i¢inde, konjenital bilateral vaz deferens agenezisi, persistan
Miillerian kanal sendromu, Young sendromu, myelodisplazi ve Prune-Belly sendromu

bulunmaktadir (Kadioglu ve ark.,2004).

> Sperm iiretim ve fonksiyon bozukluklaru

Myotonik distrofi, Noonan sendromu, primer silier diskinezi, orak hiicre
anemisi ve B-talasemi, sperm {iiretim ve fonksiyonlaru bozarak infertiliteye neden

olabilmektedir(Fourie et al., 1991).
2.1.2. Erkek Ureme Sistemi
Testis

Erkek iireme sistemi androjen biyosentezi ve sekresyonundan sorumlu olan
testisler, spermatogenezis ve spermiyogenezis evreleri sonunda sperm iiretiminin
gerceklestigi ve spermin tasinmasindan sorumlu olan genital bosaltim kanallarindan

olusmaktadir(Kalfa, 2020).
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Resim 2.2: Erkek tireme sistemi anatomisi (Mescher,2016).

2.2. Erkek Genital Ureme Kanal Sistemi

Erkek iireme sistemi genital bosaltim kanallari, duktus eferentes, duktus
epididimis, duktus deferentes, duktus ejakulatoryus erkek tiretrasinin bir pargasidir.
Semenin sperm disindaki kismini olugturmakta gorev alan ve spermin beslenmesi i¢in
besin kaynagi, vezikiila seminalis, aksesuar cinsiyet bezleri, prostat, bulboiiretral

bezler ve penisten olusmaktadir(Ross and Pawlina., 2014).
Duktili Eferentes

Mediastenden, epididim basinin basina 15-20 adet kiiglik, sikica kivrilmig
kanallar duktuli efferentes olarak adlandirilir. Bu kanal 4-5 m uzunlugundadir. Duktus
epididimidis, epididiminin hem gévde hem de kuyruk bolgesi boyunca uzanir. Kuyruk
bolgesinde kalin, az kivrilmis ve ¢ap1 biiylik olur. Epididimin sonunda duktus
deferens'i olusturmak i¢in diiz yap: halini alir. Bosalma sirasinda spermler duktuli
efferentes ve duktus epididimidis boyunca iki sekilde itilir. ilk olarak kas dokusu,
kasilma yoluyla kanallar1 daraltarak spermi ilerletir. Ikincisi, duktuli efferentes'de
bulunan silialar siirekli sallanma hareketleriyle spermleri ilerletebilir. Sperm ¢esitli

kanallardan gegerken, onlar1 canli tutmaya yardimci olan az miktarda sivi alirlar.



Bu sekresyonlar yiiksek konsantrasyonlarda potasyum, sodyum ve sperm i¢in
bir enerji kaynagi olan gliserilfosforilkolin olarak bilinen bir maddeyi igerir(Gartner

and Hiatt, 2016).
Epididimis

Testisin postero-laterinde yer alan epididim, tek bir kanal olup yaklasik olarak
5 m uzunlugundadir (Junqueira et al., 1992). Kivrilarak 4-5 cm boyunda bir bez halini
alir. Testise efferent kanallarla tutunarak kauda kisminda vaz deferens ile devam eder.
Epididim liimenini yalanci ¢ok katli kolumnar epitel hiicreleri doser. En dis kisimda

serozasi yer almaktadir (Kierszenbaum, 2006).
Duktus Deferens

Erkek iireme sisteminde, vaz deferans olarakta adlandirilan duktus deferens,
epididimisin kuyrugunda, muskiiler bir boru seklindedir. Her duktus deferens,
rezervuar gorevi mesane seviyesinde genisleyerek ampulla ile biter. iki epididimidden
ortaya ¢ikan yapi ve fonksiyon bakimindan 6zdes olan iki ductus deferentes vardir

(Junqueira et al., 1992).
Penis ve Uretra

Penis, hem idrar hem de meninin viicut disina atilmasini saglayan tig silindirik
yap1t ve bunlar1 saran zarlardan olusmaktadir. Giiglii zarla sarilmis olan silindirik
yapilar penisin iist kisminda birbirine paralel sekilde uzanir. Bu silindirik yapilarin i¢
kisimlart siingerimsi yapidadir ve ereksiyon sirasinda kanla dolar. Bu yapilarin alt

kismindan tiretra (idrar yolu) gegmektedir (Junqueira et al., 1992).
2.3. Erkek Genital Sisteminin Yardimci Bezleri
Prostat

Prostat, yuvarlak halde mesane tabaninda yer alir. Baglica 6nemli gorevlere
sahip olan prostat meni sivisinin kokusu, spermlerin beslenecegi maddelerin salgisi ve
meni sivisinin spermler disindaki kismindan sorumlu olup idrar yolunun baslangic

kisminda yer almaktadir (Gartner and Hiatt, 2016). Ejekiilatin %20-30’unu olusturan



prostat bezi giinliik 0,5-2 ml kadar s1v1 salgilar. Vajina icerisinde spermlerin yagamasi

icin bazik olan prostat salgisi, vajinanin asidik ortamini notralize eder.
Seminal Vezikiil

Seminal vezikiil, yaklasik 6 cm boyunda prostatin iist hizasinda yerlesmis
mesanenin arka-alt kisminda yer alan bir ¢ift bezdir. Vaz deferans ile her bir bez
birleserek ejekiilator kanali olusturur. i¢ yiiz tarafinda iireterler uzanirken arka tarafta
rektum ile komsudur. Yalanci ¢ok kath epitel ile doseli olan yapisi yogun bag dokusu
icermektedir. Prostat bezi kan dolasim sistemi ve lenfatikleri ile aynidir. Sempatik

sinirler araciligiyla innerve olur(Kierszenbaum, 2006).
Bulboiiretral Bezler(Cowper Bezleri)

Cowperbezleri olarak adlandirilan bulboiiretral bezler membrandz iiretranin iki
yaninda, prostatin altinda konumlanms iirogenital diafragma i¢inde bulunur. 0.7-1 cm
capinda olan bezler; albliminden zengin, alkali mukoid yapidaki salgilarini {iretraya
bosaltma kanallar1 araciligiyla aktarirlar. Testesteron yoklugunda bulboiiretral bezler
atrofiye olur. Ejekiilasyon oncesi tiretrada kalmis olan idrar kalintisini notralize ederek
kaygan, akic1 ve kendine 6zel kokusu olan iiretranin kayganlagmasini saglayan sivi

salgilar (Kierszenbaum, 2006).
2.3.1. Testisin Gelisimi

Fertilizasyon ile genetik cinsiyet olusur. Oosit X kromozomuna sahiptir. X
veya Y kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesi sonucu cinsiyet XX disi veya XY
erkek olarak adlandirilir. Farklanmamis gonadlar yedinci haftaya kadar ayni
goriiniimdedirler. Y kromozomunun kisa kolu cinsiyet belirlenmesi i¢in kritik dneme
sahiptir. SRY geni testis belirleyici faktor (TBF) i¢in gereklidir (Berta et al., 1990).
TBF primer seks kordonlarimi uyarir. Bu kordon yapilar1 farklanmamis gonad
medullalarinda anastomoz yaparlar ve ’rete testis’’i olustururlar. Seminifer
kordonlar(seks kordonlar1) tunika albuginea gelisiminden sonra yiizey epiteliyle olan
baglantilar1 kaybolur. Testikiiler gelisim fetlis icin ¢ok 6nemli olup tunika
albugineanin gelisimine Onemli derecede baghdir. Testis gelistikce mezonefroz
baglarindan ayrilirak kendi mezenteri olan ‘’mezorchium’’ ile asili hale gelir.

Seminifer tibiiller seminifer kordonlardan farklanarak tubuli rekti ve rete testis tiibiil
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ag1 ile baglant1 kurar. Mezensimde interstisyel(ara) dokuda bulunan leylig hiicreleri ve
destek elemanlar1 seminifer tiibiillerden ayrilirlar. Androjenik hormonlar (testesteron
ve androstenedione) leydig hiicreleri tarafindan sekizinci haftadan itibaren

salgilanmaya baslar.

Erkeklik yoniinden mezonefrik kanallar ve dis genital yollar bu hormonlar ile
tetiklenerek farklilasir. Insan karyonik gonadotropin (hCG) hormonu testesteron
tretimini  stimiile eder. En yiiksek degerine 8-12 haftalik ddnemde
ulagir.“Antimiillerian hormon” (AMH) veya “miillerian inhibitér madde” (MIS) fotal
testis glikoprotein hormondur, testesterona ek olarak salgilanir (Berta et al., 1990).
Sertoli hiicreleri(Destek hiicreleri) tarafindan AMH salgilanir, puberte sonuna dogru
bu hormonun salgisi azalir. Puberteye kadar seminifer tiibiiller solid halde kalirken,
puberteden sonra liimenleri olusur. Testis ylizey epitelinden gelisen ve destek hiicreleri
olan sertoli hiicreleri ile primordiyal germ hiicrelerinden farklanan primordiyal sperm
hiicreleri olan spermatogonya seminifer tiibiil duvarinda bulunur. Seminifer tiibiillerde
sertoli hiicreleri fotal testiste cogunlugu olusturur. Daha sonra testis dis yiizeyindeki
mezotel testisin ylizey epitelinin diizlesmesiyle olusur. Mezonefrik kanalciklardan
olusan efferent kanalciklarla (5-20 adet) rete testis devam eder. Epididimisle baglantili
olan kanalciklar deferens kanali olusturmak iizere epididimis distalinde diiz kas
tabakast kazanir. Mezonefrik kanallardan seminal vezikiiller kaudal uglarin
lateralinden disa dogru gelisir. Mezonefrik kanal seminal vezikiil kanali ile iiretra

arasinda yer alarak “’ejekiilator’” kanal olarak bilinir.
Leyding Hiicreleri(Interstisyel Hiicreler)

Leydig hiicreleri testis dokusu igerisinde bulunur. Loblar arasinda bag doku
bolmeleri erkeklik hormonu olan testesteronu tiretirler. Hipofiz 6n lobundan salgilanan
testesteron, LH nin (Liiteinlestirici hormon) stimiilasyon veya inhibisyonu i¢in ¢ok
onemlidir (Grudzinskas and Yovich, 1995). Testesteron hormonu embriyonik ve fotal
yasam evrelerinde cinsiyet farklilagmasini saglar. Sperm iiretimi ve aksesuar bezlerin
sekresyonunun baglamasi ile sekonder seks karakterlerinin gelisimi puberte
doneminde baglar. Sekonder seks karakterlerinin devamliligi ve eriskinlerde

spermatogenez i¢in testesteron hormonu gereklidir (Gartner and Hiatt, 2016).
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Resim 2.3: Sertoli hiicreleri ile gelismekte olan sperm arasindaki iliskiyi gosteren

seminifer tiibiil kesitinin sematik gdsterimi (Junqueira et al., 1992).

Testis Embriyolojisi

Cinsiyet sec¢ilimi fertilizasyon sirasinda sperm oositi dolledikten sonra sperm
yapisina gore embriyonun cinsiyeti belirlenmektedir. Y kromozomu tasiyan
embriyoda genellike testisler gelismektedir(Moore KM ve Persaud TVN). Sekonder
oosit X kromozomu tasir. X veya Y kromozomu tastyan sperm ile oositin dollenmesi
sonucu embriyo XX veya XY kromozom kompleksine sahip olur. Embriyonun
kromozomal ve genetik cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belli olsada embriyonun
goriinlimii 7.haftaya kadar her iki cins i¢inde yakin benzer goriiniime sahiptir. Bu
benzerlik evresi ‘seksiiel gelisiminin farklanmamis safthasi® olarak adlandirilir.
Testislerin gelisimleri bir seri genin indiiksiyonu ile saglanmaktadir. SRY geni Y
kromozomunun kisa kolunda cinsiyet belirleyici olarak yer alir. SRY genin varligi ile
gonadal cinsiyet belirlenmektedir (Moore et al., 2002). Sry geninin kodladig1 genetik
bilgi erkek bireyin gelisme evresi igin yeterli degildir. SRY geni tarafindan testis
belirleyici faktor (TNF) kodlanir. Transkripsiyon faktorii olarak bilinen TNF,
DNA’nin molekiiler yapisimi ve DNA’ya baglanan molekiilleri degistirebilme
yetenegine sahiptir. Bu transkripsiyon faktorleri erkek cinsiyet organlarinin ve
testislerin olusumunu baslatan diger genlerin ekspresyonlarina neden olarak birtakim

gorevleri bulunmaktadir.
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Bu genler:

DAX-1 geni:DAX-1’1 kodlayan niiklear reseptor

SOX-9 geni:Miillerian inhibe edici faktoriin sentezlenmesinden sorumlu olan AMH
genini aktive eder.

SF-1 geni:Birkag steroidogenik genin ekspresyonunun diizenlenmesinden
sorumludur.

WT-1 geni:SRY genini iirogenital sistem gelisimi i¢in diizenler.
2.4. Testisin Anatomisi

Testisler bir ¢ift organ halinde skrotum igerisinde septum skroti ile birbirinden
ayr1 vaziyette funikulus spermatikusa asili halde bulunurlar. (Hutson, 2006). Testisin
arka kenar medial yiizii peritonsuzken, lateral yiizli epiorsium (lamina visceralis) ile
ortiilii olup diiz , 6n kenar medial ve lateral yiizlialt {ist uglari ile serbast ve parlaktir.
Epididimis testise peritonsuz yiizeyden tutunur (Tortora et al., 2006). Testis eriskin
insanda 20-30 gr agirligindadir. 4-5 cm uzunlugunda, 2-2,5 cm kalinligindadir.
Testisler elastikiyeti az ¢ok sayida kollajen lif bulunduran saglam bag dokusundan
yapilmis kapsiille c¢evrilidir. Tunika vajinalis ve Tunika wvaskiiloza processus
vajinalisin uzantisi olarak kapsiiliin tizerinde bulunur. Testis parankimi 200-300 lobiil
haline tunika albugineadan uzanan bag dokusundan yapilmis septula testis ile ayrilir.
Bu bélmeler birleserek mediastinum testis adi verilen cisim olusur(korpus higmon).
Bu bolge sinir ve damar aglarinin ¢ikis kismidir. Testikiiler kanallar, diiz bir kanal olan
mesiastinuma tubuli seminiferine uzanarak rete testis agin1 meydana getirirler. Bu ag
Heller ag1 adini alir. Duktus efferentes testis tireme hiicrelerini epididimise getirerek

rete testisi yapan kanallarla devam eder(Tortora et al., 2006).
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Resim 2.4: Insan testikiiler parankimi 100 gr doku i¢in 9ml/dk kan ile beslenir
(Schlegel ve Chang 1998).

Testis arterleri aortadan, spermatik kordun i¢cinden gecerek testise ulasirlar.
Renal arterlerin ¢ikis yerinin hemen altinda konumlanmuslardir. Internal spermatik
arter, spermatik kord igerisinde internal iliak arterden gelen diferensiyel arterle
anastomoz yapar. Testisin venleri mediastunum testisten ¢iktiktan sonra spermatik
kordun i¢indeki pleksus pampiniformise bosalirlar. Pampiniform pleksus internal
spermatik ven olarak devam eder. Internal spermatik ven, orta diferensiyel venler,
eksternal spermatik venler testisin ven sistemini olusturur (Tortora et al., 2006).
Testisin arterleri ile venleri arasinda intimal baglantilar vardir. Bu baglantilar ile
arterlerden venlere dogru ters akimli degisme sistemi ile 1s1 alig verisi yapilarak
spermatogenez i¢in testisin maksimum diizeyde sogutulmasi(yaklasik 20°C) saglanmis

olur(Guyton and Hall, 2007).
2.5. Testislerin Kanlanmasi

Testisler abdominal aortanin dali olan testikiiler arter yolu yardimryla kanlanir.
Testikiiler arterler testislere yakin konumda kivrimli halde bulunurlar. Venoz pluksus

yapist testisten absominak venlere kan1 tasir(Mortimer et al., 2013).
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2.5.1. Kan testis bariyeri

Kan testis bariyerinin bulundugu alanlar sertoli-sertoli siki baglanti alanlaridir.
Seminefer tiibiil epitelinde iyon, karbonhidrat, protein ve aminoasit bilesenleri igin
fizyolojik bir tabakalanmanin olusabilmesi i¢in gereklidir. Seminifer tiibiil liimeninden
dolasimdaki antikorlar ve plazma proteinleri kan testis bariyeri sayesinde uzak tutulur.
Kan testis bariyeri gelismis spermatogenik hiicre serileri ile immun sistem arasinda
olabilecek herhangi bir girisimi engelleyerek seminifer tiibiillere immunoglobiiinlerin
gecmesini engeller. Bu mekanizma sayesinde seminifer epitelyum otoiimmin

reaksiyona kars1 korunmus olur (Ross and Pawlina,2014).
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Resim 2.5: Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kan testis bariyerinin sematik diyagrami
(Jangueria et al., 1992).

2.6. Testis Histolojisi

Gametlerin meydana geldigi ve olgunlastifi steroid yapidaki hormonlarin
tiretilip salgilandigr hem ekzokrin hem de endokrin islevi olan organ testis olarak

adlandirilir (Erbengi, 1990).

Testikiiler kapsiil ile ¢evrili olan testisler ii¢ tabakadan meydana gelir (Artan 1991).

1. Tunika vaginalis
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2. Tunika albuginea

3. Tunika vaskiiloza

Fibroz septumlar mediastinumdan testikiiler kitleye dogru uzanarak dokuyu
250-300 lopcuga boler. Seminifiber tiibiilde spermatogenesiz gergeklesir (Junqueira et
al., 1992).

seminifer tiip kesiti.

Resim 2.6: Insan testisinin sagital kesitinin sematik diyagrami (Ross and Pawlina,
2006).

Yaklagik 150 um capta olan seminifer tiibiil 80 cm uzunlugunda kivrintili yap1
halindedir(Kierszenbaum, 2006). Toplam uzunlugu 300-900 m araliginda olan
seminifer tubul 6zellesmis seminifer epitelyum ile doseli limene sahiptir. Hiicre
popiilasyonunu igin sertoli Ve spermatogenetik hiicreler seminifer tiibiilde
ozellesmistir. Tubuli rekti denen diiz tiibiille birlesen seminifer tiibiiller testisteki bag
dokusu igerisinde bulunan mediastinum ile rete testisi olusturur (Blomberg, 2014).
Tubulus seminiferus bazal membran yiizeyi ile kaplidir Leydig hiicreleri interstisiyel
alanda bulunmaktadir. Bu alanda bagdokusu elemanlari, lenfatik damarlar ve sinirler
de yer almaktadir. (Dellmann and Brown ,1987). Seminifer tiibiil i¢erisinde germ
hiicreleri kalin epitelyum halinde 4-7 hiicre katman1 olusturur (Leeson et al., 1985).
Hiicreler, liimene proliferasyonla itilir. Sertoli hiicreleri bazal membran iizerinde yer

alarak tubulus liimenine bazal laminadan uzanir(Johnson, 1991).
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En iri  germ hiicreleri olarak  bilinen  primer  spermatositler,
spermatogonyumlarin biiylimesiyle olusur. Spermatogunyumlar luminal yiize dogru
bazal membrandan ayrilarak ilerlerken luminal yiizeye sekonder spematositler uzanir.
(Leeson et al., 1985). Sertoli hiicrelerinin sitoplazma oyuntularinda baskalasim
gecirmek lizere olan tubulus liimenine ulagmus kii¢iikk yuvarlak spermatidler bulunur
(Tanyolag, 1999). Farklilasan hiicreler spermatozoon olarak epitel katmanindan

limene dogru gecerler (Tanyolag, 1999).

Seminiferous tubule* %=

. Spermatids . ¢ 3 Secondary

spemlatoeyte' 4 <7 o ; . spermatocyte
: - Spermatogonia .

Resim 2.7: Testisin histolojik yapis1 (Fankhauser, 1989).

2.7. Spermatogenez, Sperm ve Yapisi

2.7.1. Spermatogenez

Seminifer tiibiillerde sperm(erkek lireme hiicresi) tiretilmektedir. Seminifer
epitel ve peritiibiilar doku seminifre tiibiilii olusturur. Spermatogenik ve sertoli

hiicreler seminifer epitel hiicreleri olusturur.

Gelismekte olan spermleri spermatogenik hiicreler sertoli hiicreleri araciligiyla
destekler. Seminifer tiibiiliin ¢evresinden liimene kadar olan bolgeyi spermatogenik
hiicreler doldururlar. Tiibiil c¢evresinde erken gelisme evresinde olan hiicreler
bulunurken i¢ kisimda ileri evredeki hiicreler yer alirlar. Sperm ana hiicreleri en dis

kisimda yer alir. Spermatogonyum, farklilasma, kromozom sayis1 yariya indirme gibi
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seri basamaklar sonucunda olgun spermler meydana gelir. Bu olay akisina

spermatogenez denir (Leblond and Clermont, 1992).

Sbermatogonium

Liimen

Primer Sperm
spermatosit hucresi

1. Mavoz
@%@U balinme Z&QX\Q}
hiicresi bilinme

G Sekonder  —p Spermatid
spermatosit

(®)
0\
Q; i ¢

~

=

Spermatogenez

Resim 2.8: Spermatogenez. (Leblond and Clermont, 1992).
2.7.2. Spermatogenez Basamaklar

Spermatogenezin ana basamak elemanlart; spermatogonyumlar, primer ve
sekonder spermatositler, spermatidler ve olgun spermatozoadir. Diploid
spermatogonyumlar tekrarlanan hiicre boliinmeleri ile dncelikli olarak olusur. Primer
spermatositlere ergenlikle birlikte bazi hiicreler farklilagir. Mayoz 1 bu hiicrelerden
meydana gelerek bir birincil spermatositten her biri haploid sayida iki tane ikincil
spermatosit olusur. Ikiser spermatid olusturmak iizere sekonder spermatositler mayoz
II evresinde boliiniirler. Haploid kromozom sayisina sahip olan 4 spermatid bir
spermatositten olusur. Spermatidler olgun spermatozoaya doniisiir. Tiibiiliin
liimeninde farklilasma ve gelisimlerini tamamlayan spermler sertoli hiicreleri ile
iligkilerini kaybederler. Bu hiicreler morfolojik olarak gelismis olsalar bile fonksiyonel

olarak gelismemislerdir.
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Ejekiilasyon sonrasi ve erkek tasiyici kanallarda olgunlagma siireci disi birey

vajinasinda tamamlanir. (Jensen et al.,2013)

Mitoz=
y /g—g \‘\, Sperm ana hilcresi
\ "I 2n)
\\__/” Spermatogonyum
|’ Mayoz 1 l ]I
% Binncil
spermatosit
/ N\
7 4 ™ VAT Ixineil
l\ H ) { H /) spemmatasit
oA e g n)
Mayoz Il / \ j \
I l l Spermalit
| | | | &
| \' ek /‘ L/ / Sperm
‘ ) {n)
K g <
=\ \ S \

Resim 2.9: Spermatogenik hiicre serilerini gosteren sematik diyagrami (Ross and
Pawlina, 2014).

2.7.2.1. Sperm

Erkege ait ireme hiicresine sperm adi verilir. Ergenlikte {iretimi baglayan bu
hiicreler testislerde olusur. Yaklasik olarak 72 giin kadar bir siirecte olgulasma ve
sperm hiicreleri {iretimi tamamlanir. Sperm hiicresinin bas kisminda kalitsal bilgi
(DNA) yer alir, dollenme sirasinda yumurtaya aktarilir. Yalnizca tek bir adet sperm
yumurtay1 doéller ve bir coitus sirasinda yaklasik olarak 150-200 milyon sperm salinir.
Spermin bas kisminda sapka seklinde igerisinde bol miktarda hiicre organeli barindiran
akrozom kisim bulunur. Spermin akrozom kisminda yumurtaya giris i¢in birtakim
enzimler salgilanir. Bu enzimler oositin(disi yumurta hiicresi) ¢evresindeki zar ve

graniiloza hiicre yapisinin eritilmesinde gérev alir(Meyts et al., 2016).
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Resim 2.10: Sperm Mikroskobik Anatomisi.

40-50 jm

2,5-3,5 pm

0,5-1pm

Resim 2.11: Normal spermin 100x biiyiitmeli objektifteki morfolojik goriintiisii

izlenmektedir (Janqueria and Carneiro, 2003).
2.8. Sperm Kromatin Yapisi

Sperm hiicrelerinin kromatin yapis1 somatik hiicrelerin kromatin yapisinin
aksine olduk¢a kompaktir. Niikleer yogunlagma spermiyogenez sirasinda spermatid
niikleusunun yeniden diizenlenmesi ile meydana gelir. ilk olarak H1, H2A, H2B ve
H4 somatik histonlar gecis proteinleri ile daha sonra protamin 1 ve protamin 2 ile yer
degistirirler (Balhorn, 2007).

18



IO it zincirliDNA

halkzilmek

Resim 2.12: Sperm Kromotin Yapisi (Ordueri & Celik-Ozenci).

DNA‘y1 paketleyen histonlar ile spermatogenezin ge¢ haploid fazinda yer
degistiren protaminler arjininden zengin kiiciik proteinlerdir. Embriyonun erken
gelisimi i¢in biiyiik dnem tagiyan histonlarin %10-15’1 sperm genomunda paketli
olarak kalir. Histonlar oncelikli olarak tekrar yapilandirilmakta ve protaminler ile
spermlerin kromatin kondensasyonu son olarak diizenlenmektedir(Basu, 2018).
Kromozomlarin sentromerik ve telomerik bolgelerinde, niikleozom temelli histonlarla
paketli halde sperm genomunun % 15 lik kisminin oldugu saptanmustir. Stabil haldeki
bu paketlenme genomda rastgele bir dagilim gostermez. Yapilan son g¢aligmalarda
embriyonel gelisimde 6nemli gorevler {istlenen genlerin promotor bolgelerinde bu

stabil yapinin kaldigini ifade eden verilere de ulagilmistir.
2.8.1. Sperm DNA hasar:

6 ana mekanizma ile sperm DNA hasar1 indiiklenir;

1) Spermatogenez sirasinda apoptoz

2) Spermiyogenezde kromatinremodellingi sirasinda kol kiriklar

3) Erkek reprodiiktif kanalinda ilerlerkenserbest oksijen radikalleri ile indiiklenen
post-testikiiler DNA fragmantasyonu

4) Endojen endoniikleazlarin indiiklemesi
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5) Radyoterapi yada kemoterapi ile indiiklenme
6) Sigara kullanim1 yada hava kirliligi ¢evresel faktorler yolu ileolusan DNA hasari

(Robinson et al., 2012).

DNA biitlinliigiini bozan en onemli etiyolojik faktor anormal kromatin
paketlenmesi, reaktif oksijen iirlinleri ve apoptozisdir. Asir1 gamet olusumu testisteki
apoptozis ile Onlenir. Testis apoptozisi hasarli DNA ya sahip germ hiicre

proliferasyonunu engeller.

Sperm ve Oksidatif Stres

Oksidatif stress (OS) sperm hiicreleri lizerinde oldukga olumsuz etkilere
sahiptir. Oksidan ve antioksidanlar dengesi bozlunca oksidatif stress olusurmaktadir.
Reaktif oksijen radikalleri (ROS) ileri derecede reskatif oksijenlenmis ajanlara sahip
serbest radikaller smifidir (Aitken et al., 1995). DNA daki iplik hasarina,
fertilizasyondaki bazi protein aktivitelerinin degismesine neden olan ROS sperm
plasma mebraninda lipid peroksidasyonuna sebeb olur. Mutajenik olan siiperoksit(O2-
) ve hidroksil radikalleri kardes kromatin ve kromozom delesyonlarina sebeb
olmaktadir (Shamsi et al.,2008). Spermi ROS hasarindan fertil erkeklerde semendeki
antioksidanlar korur. Semendeki 16kosit konsantrasyonunun 3 milyon/ml’yi ge¢mesi
ROS kaynagidir. Boyle durumlarda anlamli derecede fertilizizasyon bozuklugu

gozlenmistir( Zhou et al.,2007).

Semende ROS kaynaklan
1
1
Endojen | L__Eksojen ]
-Lokosit -Si
-Olgunlasmarmis sperm _.-:Clia:]a
-Sertoh hiicreler -i{advasvon
-Varikosel ROS'un olumsuz etkileri ~Toksinler
" L . e ol
Degistirilmis semen] [ ipid peroksidasy: - hasan
parametreleri I P po— meodifikasvonu pa
==
Kisirhk

Resim 2.13: Erkek tireme sisteminde spermatogenez olay1 (Aitken et al., 2011).
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Yiiksek sperm DNA hasar sonuglari;
Embriyo tutunma basarisinda azalma ve diisiik yapma olasiliginda artis,
Blastokist gelisim yetersizligi,

Semen analiz parametrelerinde anormal sapmalar, seklinde sayilabilir.

2.8.2. Spermatozon DNA fragmantasyon testleri

Sperm DNA biitiinliigii degerlendirme testleri iki grupta incelenir;

1. DNA fragmentasyonunun, harap olan bolgeye problarin inkorporasyonunu
saglayarak dogrudan 6lgiilmesine dayanan tekniklerdir.

2. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling), ISNT (in situ nick translation).

3. Belirli kosullar altinda fragmente olmus DNA’ nin kolaylikla denatiire olma
ozelligine gore 6lciimlerin yapildig: tekniklerdir.

4. DBD-FISH (DNA Breakage Detection-Fluorescent In Situ Hybridization ),

5. SCD (Sperm chromatin dispersion test),

6. SCGE (Single cell gel electrophoresis) veya basit hiicre jel elektroforezi olan
COMET analizi,
7. SCSA (Sperm chromatin structure assay),

8. Akridin oranj boyama teknikleri sayilabilir(Shamsi et al., 2008).

2.8.2.1. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling)

Programlanmis hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen DNA hasarint 6lgmek
icin kullanilirBu yontemde DNA kiriklarmmin  3°OH  ucuna, biyotinlenmis
uridintrifosfat (dUTP) terminal deoksintiikleotidiltransferaz (TdT) enzimi tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla baglanir. Biyotinlenmis DNA streptavidin ile birleserek
suda ¢oziinmeyen renkli bir {irlin ortaya c¢ikarir. Isimanin yogunlugu eslesmemis
dUTP’leri yani DNA’daki centik sayisin1 gostermektedir. FITC, DAPI, PI gibi
floresan boyalar kullanilir ve pozitif hiicrelerde yliksek yogunlukta sinyaller alinabilir

(Ombelet et al., 1995).
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2.8.2.2. In situ ¢entik okuma tayini (In Situ Nick Translation Assay) (NT)

TUNEL testi ile benzer mekanizmaya sahiptir. Sperm DNA hasarinit dUTP‘in
DNA kiriklari ile birlesmesi sonucu tespit eder. TUNEL testi ile olan tek fark: tespit
ettikleri zincir sarmal sayisidir. TUNEL testi hem tek hem de ¢ift zincir DNA
kiriklarmi tespit ederken, NT sadece tek zincir DNA kiriklarini tespit etmektedir. DNA
polimeraz I‘in enzimatik reaksiyon ile katalize ettigi NT testinde DNA hasari tespit
edilir (Ward et al., 1991).

2.8.2.3. DNA breakage detection- FISH (DBD-FISH)Yontemi

DNA iplik¢iginin acilmast i¢in hiicreler alkali soliisyona maruz birakilarak
agaroz matriks igerisine gOmiiliir. Spesifik kromatin problar1 kullanilarak
hibridizasyon gergeklestirir. Sonug olarak tek zincirli DNA olusum miktar1 bize DNA

kirtk miktarini gosterir(Gosalvez et al., 2011).

2.8.2.4. Sperm Kromatin Dispersiyon (SCD) Testi

Intakt DNA'nin kromatin proteinlerinden yoksun sperm nukleus ¢evresinde
ilmek olusturabilme becerisine dayanmaktadir. Tek iplik DNA eldesi i¢in denatiire
edici alkali soliisyon ile spermler muamele edilerek niikleer proteinlerden
temizlenerek agoroza gomiiliirler. Normal DNA'ya sahip spermlerin g¢evresinde
biiylikce bir halo gozlenirken, halonun bulunmamasi veya capinin ¢ok kii¢iik olmasi
fragmente olmus DNA'y1 gostermektedir. Spermde tek dal kiriklart olan DNA'n1n, asit
ile denaturasyon sonrasi yayilma becerisi bulunmadigi i¢in sperm cevresinde halo

olusumu gozlenmemektedir(Resim 2.9.2.).

Resim 2.14: SCD testi ile DNA biitiinliigii analizi (Gosalvez et al., 2011).
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2.8.2.5. Basit hiicre jel elektroforezi (COMET):

Hiicre bazinda DNA hasarini belirleyebilen hizli ve giivenilir yontemdir. Bu
teknik prensip olarak; spermasiispansiyonunun hazirlanmasi, jel yerlestirilmesi,hiicre
lizisi, DNA sarmalinin ¢6ziilmesi, elektroforez,notralizasyon, DNA boyama ve Comet

sekil analizi seklinde tanimlanabilir(Ribas-Maynou et al., 2013).
2.8.2.6. Sperm kromatin striiktiir analizi (SCSA):

Bu test ilk olarak 27 yil 6nce tarif edilmistir. Protokol SCSA asit ve SCSA 1s1
olmak {izere ikiye ayrilir;

Is1 veya asit muamelesi sonucunda denatiire olan DNA metakromatik bir boya
olan akridin oranj ile boyanir. Hasarli DNA (tek zincirli DNA) kirmizi renkte floresan
verirken hasarlanmamig DNA (¢ift zincirli DNA) yesil renkte floresan verir. SCSAasit
protokolii daha kolay ve kullaniglidir. DNA hasari, DNA fragmantasyon indeksi (DFI)
ile ifade edilir (Evenson et al., 1999).

2.8.2.7. Akridin oranj testi (Acridine Orange Test) (AOT):

Akridin turuncusu asitli ortamda yesil renkten kirmizi/turuncu arasi renk alarak
DNA hasarin1 gostermektedir. (Koyuncu, 2011). Akridin oranj testi (AOT), asit
kosullarina dayanan ve denaturant DNA'ya dayanan basit bir mikroskobik prosediirdiir
ve denature DNA akridin turuncu ile boyanir. AOT, AO floresaninin yesilden (dogal
DNA) kirmiziya (denatiire edilmis DNA) metakromatik kaymasini dlger. Acridine
Orange, par¢alanmis DNA'ya baglandiginda kirmizi dogal DNA'ya baglandig1 zaman
yesil 151k sacar. Bir¢ok yazar, 6rnekte >% 50 yesil fliioresansin, infertil vericilerden
alinan 6rnekte AOT i¢in normal bir cut-off degeri oldugunu gézlemlemistir. Floresan
mikroskobu kullanarak AOT, DNA denatiirasyonunun durumunun genel bir resmini
saglar. Benzer sekilde, sitometri ve SCSA Yazilim kullanilarak sperm kromatin yap1
analizi (SCSA), Akridin oranj (AO) floresan yogunlugunu 6lcer. Kirmizi / kirmizi +
yesil orani, DNA fragmantasyon indeksi (DFI%) olarak adlandirilan DNA
fragmantasyonunun yiizdesini verir. SCSA degeri% 15 veya daha diisiik DFI degerine
sahip olan semen numuneleri diisiik seviyeli,% 15'ten biiylik veya esit % 30 DFI
degerleri orta,% 30'dan fazla veya esit DFI degerleri ise yiiksek seviyede DNA

fragmantasyonunu temsil eder (Liu et al., 2015).
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2.9. Mitokondriyal DNA(mtDNA) ve Etkileri

ATP iiretimi esas gorevi olan mitokondri hiicrenin enerji liretim merkezidir.
Bir hiicre igerisinde bulunan mitokondri sayis1 8-2500 arasi1 degiskenlik gosterir.
Kendine 6zgii DNA, RNA ve ribozomlar1 olan mitokondri bolinme ve c¢ogalma
ozelligi tasir. Organel yapisi ¢ift kat zarla ¢evrilmis olup ‘krista’ araciligyla genis i¢

yiizey alanina sahiptir. (Resim 2.10).

Hiburam

Krista

atrix

PMitokondri

Resim 2.15: Spermin normal ve anormal DNA mikroskopik goriintiisii (Venkatesh,
2009).

Oksidatif fosforilasyon mekanizma yapisi ile kristalar iizerindeki enzimler
aracilifiyla mitokondride enerji iiretilir(Sherratt, H., 1991). Sperm hiicreleri déllenme
sirasinda flagella hareketi igin enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bu enerji gereksinimi oldukca
biiyiik oranda kullanilir ve olgun bir spermin boyun kisminda yaklasik olarak 100
mitokondri bulunur (Bowles and Amaral, 2007). Sperm flagella hareketi igin gerekli
olan enerjiyi mitokondrideki solunum mekanizmasi ile beraber ATP olusturur. ATP
hiicresel homeostaz basta olmak iizere c¢esitli fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli
kaynaktir. Solunum mekanizmasina aktarilmak tizere NADH den glikoz, sitrik asit
dongiisii, B oksidasyon yolaklar1 indirgenir. Elektron tasima sisteminde (ETS) NADH
den oksijen molekiiliine elektronlarin taginmasi serbest enerjinin agiga ¢ikmasiyla
sonuglanarak solunum yoluyla ATP {iretilir. Mitokondride kimyasal ETS inhibitorleri
yiiksek diizeyde ROS’a sebep olduklarindan piruvat ve siiksinat gibi kompleks II

subsratlarin eklenmesi ile sperm motilitesinde artis gosterilmistir (Piomboni, 2012).
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Resim 2.16: Oksidatif fosforilasyon mekanizma yapisi ile kristalar iizerindeki

enzimler araciligryla mitokondride enerji iiretilmesi (Sherratt, 1991).

16.569 baz ¢iftinden olusan insan mtDNA's1, niikleus dis1 ve kapali dairesel
halde bir genomdur. Mitokondri genomu iki zincirden olugmaktadir. Guanin
bakimindan zengin olan zincir agir (H-heavy), sitozin bakimindan zengin olan zincir
ise hafif (L-light) olarak adlandirilir. 36 gen bulunan mtDNA’nin 13 geni oksidatif
fosforilasyonda ve mitokondriyel solunumdan gérevli polipeptitlerdir. Geriye kalan 2
tanesi rRNA(16S ve 12S)yi 22 tanesi ise tRNA y1 kodlar (Ambulkar, 2016).
MtDNA’nin niikleer genlerden farki intron bolgelerinin olmamasidir. Kodlama yapan
dizilerin tiimii Dbitisik(contiguous) haldedir ve c¢akismalar (overlapping )
goriilmektedir. 1121 bp’lik bolgesi bulunan mtDNA’nin kodlama yapmayan D-loop(D
ilmegi) kism1 H ipligi replikasyon orjini ve L-H ipliklerinin promotorlerinden olusur.
Niikleer genler tarafindan mtDNA ‘da bulunan diizenleyici faktorler, mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon proteinleri, metabolik enzimler, DNA ve RNA polimerazlar,
ribozomal proteinler kodlanirlar. Oksidatif fosforilasyon iinitesi mitokondrinin 6nemli
boliimiidiir. Oksidatif fosforilasyon 13 alt birimden olugmaktadir;
> Kompleks I (NADH-Q oksidorediiktaz),
> Kompleks Il (7 alt-birimden olusur: ND1- ND2- ND3- ND4-ND5-ND6 ve ND4L),
> Kompleks Il (sitokrom b),
> Sitokrom oksidaz (3 alt birimi; COX I, COX Il ve COX IlI),
> Kompleks IV,

> Kompleks V alt birimleridir(ATPaz 6 ve ATPaz 8) (Resim2.10.2) (Venkatesh,
2009).
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Resim 2.17: Sperm Mitokondri DNA yapisi (Cui et al., 2012).

MtDNA tarafindan proteinlerin altbirimleri kodlanir. Niikleer DNA sadece
kompleks II tarafindan kodlanir. Bu da mitokondriyal islevlerde niiklear DNA nin
islevi oldugunun gostergesidir. Niikleer DNA histonlar tarafindan korunurken
mitokondrial DNA histonlar tarafindan korunamamaktir(Cui et al., 2012). Infertil bir
erkek hastanin mitokondri DNA’s1 niikleer DNA ya kiyasla 8-OHdG miktarinca
oldukga yiiksektir. Astenozoospermi hastalarinda mtDNA mutasyonu ROS ile
iliskilendirilmektedir. mtDNA da biriken mutasyonlar heteroplasmiye sebep
olmaktadir(Bonanno, 2016). Sperm hareketliligindeki azalmanin altinda yatan
sebepler igerisinde 6nemli yer tutan mitokondri hasar1 idiyopatik astenozoospermik ve
oligoaztenozoospermik (OA) vakalarin belirgin kisminda gosterilmistir (Sun, 2007).
Mitokondrinin fonksiyon kaybi ile ROS iiretiminde asir1 artis olarak mitokondri hasari
gelisir. Bu nedenle farklilasan spermatogenez sonucu erkek infertilitesi gelisir (Cui, et
al., 2012). Mitokondri zar potansiyeli(MMP) mitokondri disfonksiyonu Ol¢iilebilir.
MMP miktarindaki azalma yliksek ROS seviyesine sahip infertil erkeklerle
iliskilendirilmistir (Bonanno, 2016). insanda mutant mtDNA tastyan hiicreler; H,O
iiretimi, artan siiperoksit anyonlar ve diisiik solunum fonksiyonu bazi ¢alismalarda
rapor edilmistir (Chen 2013). ROS iiretimi mtDNA hasar1 kaliciligi durumunda lipid

peroksidasyon araciligiyla artar.
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ROS un yiiksek olmast mitokondri membraninin i¢ ve dis membraninda yapisal

bozulma yaratir. mtDNA daki mutasyon artigi spermlerde anormal morfoloji ve

yapisal anomaliye yol agmaktadir(Bisht, 2017).

Tablo 2.1: Erkek infertilitesinde ROS ve mtDNA mutasyonu iligkisi (Diez-Sanchez,

2003).
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2.10. Anamnez ve Fizik Muayene

Genellikle infertilite sorunu yasayan ¢iftlerden tireme oykiisti alinir.

Infertiliteye sebeb olabilecek énemli risk faktorleri saptanmaya ¢alisilir.

Hasta oykiisti;

Cocuklukta ge¢irmis oldugu 6nemli, atesli hastaliklar,

Inmenmis testis dykiisii , buna bagl olarak yapilmis cerrahi tedavi,

Ejekiilat miktar1 ve zamana gore miktar degisimi,

Cinsel iligki siklig1,

Testiste olusan tiimorler ve bunlara bagli yapilmis olan tedaviler, kullanilan
ilaclar,

Puberte baslangic yasi,

Viicuttaki killanma bolgeleri ve yogunlugu,

Herhangi bir sebeble gecirilmis testis travmasi.

Hastanin medikal Oykiisii de dikkatli bir sekilde alinmalidir (Anabolizan
steroidler, kemoterapotik ilag, alfa- adrenerjik reseptor blokerleri ve
antibiyotik kullanimi)

Erkek infertilitesi, nedenleri ile incelendiginde ii¢ ana grup olusturulur;
Non-Obstriiktif infertilite

Idiopatik erkek infertilitesi

Obstriiktif Infertilite (Dogan, 2011).

Non-obstriiktif infertilite

Testisler tarafindan yeterli hareket ve sayida sperm ftiretilmeme durumudur.

Klinikte %60 olarak rastlanir.

Hormonal Bozukluklar

Gonadotropin salgilatict hormonda eksiklige neden olan sebeblerin en basinda

yer alir. Ani bas travmalari, beyin tiimorleri, 1sin tedavileri hormon dengesini

etkileyerek infertiliteye sebeb olmaktadir. Obezite, serum SHBG (Sex hormone-

binding globulin) diizeyindeki degisimler ile iliskili olarak serum total testosteron

konsantrasyonunda azalmaya neden olur(Hammoud et al., 2006).
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2.11. Genetik Nedenler

Genetik temelli nedenler infertil erkeklerde %5 oraninda yapisal ve sayisal
olarak saptanmistir. Genetik nedenler siklikla azospermi vakalarinda rastlanmaktadir.
Genetik anormaliler; Y kromozom mikrodelesyonlari, kromozomal translokasyonlari
ve andploidi igerir. Yiiksek oranda azosperminin ve ciddi oligosperminin temelinde
genetik nedenler yer alir (Ferlin et al., 2007). Y kromozomu Yq11 bélgesinde bulunan
mikrodelesyon, azospermik faktor(AZF) olarak adlandirilir. Infertilite tanis1 almus
bireyler genellikle sperm yapi1 ya da motilitede olabilecek anomaliler yapilan

incelemeler sonucu genetik olarak tespit edilmistir (Griffin, 1992).

Varikosel

Varikosel infertil erkeklerin % 12’sinde goriiliir. Yapilan arastirmalar
sonucunda infertil erkeklerde genellikle sol testiste olmak %21-41 oraninda varikosel
goriilmektedir. Varikosel damar rahatsizlig1 olmakla birlikte testise giden kan akimini
arttirarak bulundugu testis 1s1iya maruz kaldigindan semen parametrelerinde, sayida,

ve harekette azalmaya, morfolojik bozulmalara neden olabilmektedir (Cigek, 2008).

Varikosel gradlendirilmesi

Subklinik varikosel

Goz ile goriilemeyen veya palpe edilemeyen ancak goriintiileme yontemleri ile
saptanan varikoseldir.
Grade 1: Palpe edilebilecek bir distansiyonu olmayan varikosel
Grade 2: Palpe edilebilen fakat goz ile goriillemeyen
Grade 3: Direk gozle goriilebilen varikoseldir(Cigek, 2008).

Inmemis Testisler

Inmemis testisler abdominal bdlgede kalarak yiiksek sicakliga maruz
kalmaktadir. Kriptoorsidizm olarak da adlandirilmaktadir. Testisin fetal gelisim
stirecinde abdominal bdlgeden skrotuma inmemesi durumudur. Genelde sol tarafta

gozlenirken bazi durumlarda her iki taraftada gozlenebilmektedir. Boyle vakalar
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dogumdan sonra iki yagina kadar orsidopeksi (testislerin skrotum i¢ine yerlestirilmesi)
yapilmasi gerekir. Yapilan ¢aligmalar inmemis testis Oykiisii olan erkek bireylern
spermatogenezisinde bozulma ve testikiiler tiimor riskinde anlamli bir artis

gosterilmistir (Rajfer et al., 1986).

Gonadotoksinlere Maruz Kalmak

Uyusturucu maddeler, tiitiin, alkol ve agir metaller gonadotoksin olarak
adlandirilir. Bu kimyasal ve ilaglar; seri hiicreler halindeki spermatogenik hiicrelerde
spermatogenesiz siirecindeki aksakliklara ek olarak intersitisyel dokuda bulunan

leydig hiicrelerinin fonksiyonel islevini yerine getirmesini engelleyerek infertiliteye

neden olabilir (Raheem and Ralph, 2011).

Testis Torsiyonu

Spermatik kordun etrafinda donmesi sonucu olusan testis torsiyonu testisin
kanlanma mekanizmasinin bozulmasina neden olur. Yeterli kanlanmanin olmamasi
durumunda testiste iskemi meydana gelir. iskemi hasar1 6 saat icerisinde testislerde
detorsiyonla diizeltilmezse nekroz meydana gelir. Testis torsiyonu tek tarafl
gerceklesse bile diger testisi etkileyerek antisperm antikorlari {iretimine neden

olmaktadir (Raheem and Ralph, 2011).

Testis Timorleri

Testis kanserinde genetik faktorler onemli yer tutmaktadir. Testis kanseri
tedavisinde kullanilan kimyasal veya 1sin tedavisi fertiliteye sebeb olabilir (Raheem
and Ralph, 2011).

Uriner sistem enfeksiyonu
Uriner sistem enfeksiyonu iiroloji polikliniginde en c¢ok karsilasilan iiriner

sistem patolojisidir. WHO,; orsit, epididimit, prostatit iireme sistemi olarak

tanimlanmaktadir(Goziikara ve Goriir, 2015).
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Epididimit

Epididimitte olusan enfeksiyondur. Epididimit sonras1t meydana gelen hasara
bagli spermlerde meydana gelebilecek olumsuz etkiler iizerine ¢ok az calisma

bulunmaktadir(Grabe et al., 2015).

Orsit

Testiste meydana gelen enfeksiyondur. Nadir goriilen enfeksiyon tiiriidiir.
Viral enfeksiyonlar orsitlerin 6nemli kismini olustururlar.En sik olarak karsilagilan
etkenler; stafilokok, E. coli, P. Aeruginosa, K. pneumoniae ve streptokoklardir(Doshi
et al., 2012; Dousset et al.,1997).

Prostatit

Prostat bezinin enfeksiyonudur. Prostatit tanis1 koymada birtakim sorunlar
yasansa da prostatitin sperm kalitesi tizerine olumsuz etkileri heniiz yapilan ¢caligsmalar

sonucunda net olarak anlagilamamistir(Ludwig et al., 2003).

2.12. Semen ve Mevcut Cahsmada Kullanilan ileri Tam Testleri

2.12.1. Semen

Erkek genital salg1 bezlerinden olusan ve ejekiilasyon ile disar1 atilan grimsi
opak bir sividir. (vesikula seminalis %60, prostat %30, bulbotiretral bez %10).
Semenin %1 lik kismini spermatozoa olusturur. Geriye kalan kisimi(vesikula
seminalis %60, prostat %30, bulboiiretral bez %10) erkek genital salgi bezleri
olusturur. Erkek genital bez sivilarinin esas gorevleri;
- Spermatozanin beslenmesi amaciyla fruktoz tiretmek,
- Vajina ve liretranin asidik ortamini notrolize etmek i¢in alkalin salg tireterek

hareketsiz kalan spermatozoanin hareketliligini saglamak.

Semen igerigi %90 sudur. Bunun yanisira 6nemli 6l¢iide enerji kaynagi olarak

fruktoz bulunur. Ca, Zn, Mg, Cu gibi iz elementlerde semen igeriginde bulunmaktadir.
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Uretra bulboiirtal bezlerin salgist ile ereksiyon sirasinda kayganlagir. Spermium
salimimi duktus deferens ve duktus epididimisin distal kismindaki kaslarin
kontraksiyon giicii sayesinde asit fosfataz ve sitrik asitten zengin prostat sivisi ile
ejekiilasyon baglangicinda salinir. Ejekiilatta fruktoz ve koyu kivamli seminal veziikiil

s1vist kalmaktadir(Barroso et al., 2000).

2.12.2. Semen Analiz (Spermiyogram) Testi

Erkek tiireme potansiyelini belirlemek i¢in yapilan testlerin baginda
spermiyogran testi gelmektedir. Semen analizi, infertil erkek birey i¢in gerekli tedavi
planinin yapimasina 6nemli olglide Onciiliik etmektedir. Semen analizi 2-3 hafta
araliginda minimum iki 6rnek ¢alisma tekrari ile degerlendirilmelidir. Sperm sayis1 ve
yogunlugu giinliik degisebildiginden dolay1 tedavi igin test tekrarinin yapilmasi
kesinlik sunmaktadir. Analiz sonuglari birbirine %20 yakinlikta ise ilave orneklere
gerek yoktur. %20“nin {izerinde ise tekrarlamak daha dogrudur (Kayik¢i ve ark.,
2002).

Normal spermatozoa analizi degerleri

- Volim: 1,5-5ml

- pH:>7,2

- Viskozite: < +2

- Spermatozoa konsantrasyonu: > 20 milyon/ml

- Total spermatozoa sayisi: > 40 milyon

- Motilite ylizdesi: atb > %50 ya da > %25 ileri hizl1 hareket
- Morfoloji: > %30 WHO, > %14 Kruger Strict

- Lokosit: < 1 milyon/ml (WHO 2010).

2.12.4. Semenin Fiziksel Incelemesi Likefaksiyon

Semenin uygun sicaklikta prostatik proteolitik enzimler sayesinde sivi hale
gegme durumudur (Sakkas and Alvarez, 2010). Yaklasik 10-20 dakika igerisinde

37°C’de likefaksiyon ger¢eklesme durumu prostat fonksiyonunun islevsel oldugunun
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gostergesidir. Spermatozoonun hareketlilik kazanmasi agisindan likefaksiyon siiresi

o6nemlidir(WHO, 2010).

Renk: Opak, beyazimsi bir sivi olan semen genital duktus ve yardimci bezlerin
salgisindan olusur. Enfeksiyon veya cinsel perhiz siiresine bagl olarak sarimsi veya

grimsi renk alir. (Simon et al., 2011).

Koku:Prostat salgisi sirasindaki sperm oksidasyonu sonucu koku 6zelligi kazandigi
diistintilen semen, cinsel perhiz siiresi ve enfeksiyon varligina baglh olarak 6zgiin

kokusunda degiskenlik gostermektedir(Kayike1 ve ark., 2002).

Voliim:1,5-5 ml aras1 semen hacmi normal olarak kabul edilmektedir(WHO, 2010).
Semen voliimii 5ml {izeri hiperspermik, 1ml veya daha az voliim miktar1 hipospermik

olarak adlandirilir (Sakkas and Alvarez, 2010).

Viskozite:Likefaksiyon siiresinden sonra yaklasik 1.5 mm agiz genisligi olan plastik
pipete Ornek cekilerek yergekimi etkisi sayesinde pipetten damlamasi beklenir.
Ormegin damla ile pipet arasinda olusturdugu uzunluk numunenin viskozitesi hakkinda
bilgi verir. Kiiciik ve birbirinden ayr1 damla halinde olmasi 6rnegin normal oldugunun

gostergesidir(Zini et al., 2001).

ph:Erkek aksesuar bezleri arasindaki dengeyi pH gosterir (Zini et al., 2001). 7,2-8
arasi normal semen pH araligidir(WHO, 2010)

Mikroskobik Muayene
Bu inceleme spermleri sayi, hareket yetenegi ve morfolojik yapist agisindan

incelemek i¢in yapilmaktadir(Kayiker ve ark., 2002).

Konsantrasyon Ol¢iimii

Erkek fertilitesini belirlemek igin sperm hiicrelerinin ejekiilattaki
konsantrasyonuna bakilmaktadir. Konsantrasyonu belirlemek i¢in Neubauer
hemositometre, Makler kamarasi ve tek kullanimlik sayim cihazlarindan biri (Mikro-
Cell) kullanilmaktadir(Kayike1 ve ark., 2002). Spermatozoa sayimi i¢in giiniimiizde en
cok Makler sayim kamerasi kullanilmaktadir. Makler sayim kamerasinin orta kismi 10

pum derinlige sahiptir. Sayim kamarasinin orta kismina bir damla numune damlatilarak
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0,1 x 0,1 mm boyutlarinda 100 kareden olusan 1mm? boyutlarinda kendine ait olan

yuvarlak grid camu ile kapatilir(WHO,2010).
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Resim 2.18: a- Makler sayim kamerasi (Brito et al., 2016). b- Mikroskop goriintiisii
(Brito et al., 2016).

Makler sayim kamerasi sabit hacim miktar1 ile semen analizini miimkiin kilar.
Grid camu lizerinden 151k mikrosku yardimu ile 100x objektifte 3x10 kiigiik karedeki
sperm sayilir, ortalamasi alimir ve ¢ikan sonu¢ milyon cinsinden 1 ml’deki
spermatozoa sayisini verir. Sperm sayisi tiim ejekiilat i¢in 39 milyon/mL dir. Fertilite
icin biiyiilk 6neme sahiptir ve alt limit 15 milyon/mL’dir. Bu degerin altindaki sperm,
oligozoospermik olarak adlandirilir. Oligozoosperm degeri 5 milyon/mL’ nin altinda

ise siddetli oligospermi olarak degerlendirilir. (Erimsah ve ark.,2006).

Motilite Tayini

Spermatozoalar fallop tiiplinde yumurtayr dolleyebilmeleri igin servikal
mukusu gecgerek aktif hareketli halde olmalar1 gerekmektedir. Farkli laboratuvarlar
arasindaki motilite farki degerlendirmenin subjektif olarak yapilmasindan
kaynaklanmaktadir(Kayikg1 ve ark., 2002). Gebelik sansinin artmasi semendeki motil
sperm sayisiyla dogru orantilidir. Spermatozoanin hareketli olmasi tek basina
dollenme icin yeterli olmamakla birlikte spermatozoay: ileri iten bir hareket
yetenegine sahip olmasi gerekmektedir. Spermatozoanin, disi genital sistemde
ilerlemesi ve oositi kaplayan kiliflarin delinerek dollenmenin gergeklesmesi igin
progresif aktivite adi verilen ileri hizli hareket yetenegine sahip olmasi
gerekmektedir(Niu et al.,2011). Motilite ejekiilasyondan sonra ilk bir saat igerisinde,
likefasksiyondan sonraki 30 dakika igerisinde degerlendirilmelidir(Payne et al.,2005).
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Spermatozoalarin motilite degerlendirmesi:

Diinya Saglik Orgiitii hareketliligi 3 sinifta degerlendirmektedir:

a) Ilerleyici (progresif) hareket

b) Ilerleyici (progresif) olmayan hareket

c) Hareketsiz

DSO kriterlerine gére motilitenin (a+b) <%40 ve/veya ileri dogru hareketin (a) <32%
oldugu erkekler astenozoospermik olarak smiflandirilirlar(WHO,2010). Motil sperm

sayisinin toplam sperm sayisina orani yiizde olarak motilite oranini verir(Irvine et

al.,2000).

2.13. Morfoloji Analizi

Spermatogenezin kalitesi sperm morfolojisi ile belirlenir. Diinya saglik
orgiitii(DSO) kritelerine gore sperm morfoloji anormallikleri bas, boyun ve kuyruk
olarak ii¢ kisimda incelenerek degerlendirilir. DSO kriterlerine gore %30 iizeri
morfolojiye sahip sperm yiizdesi normal olarak kabul edilir. Morfolojik 6zelliklerine

gore spermin normal olarak degerlendirme Olgiitleri Kruger kriterleri ve WHO

kriterleri ile belirlenmistir(Kruger et al., 1986).
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Resim 2.19: Kruger kriterlerine gore anormal sperm morfolojisi goriintiileri (Kruger

etal., 1986).
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2.13.1. Kruger Kriterleri

Bas: Oval yapida ve diizgiin olmali, bas kismin %40-70 ini akrozom kisim
olusturmaktadir. Normal sperm bas Olciisti 3-Sum iken bas genislik ¢ap1 2-3um’dir.
Bas kismindaki sekil bu 6lgiitlere yakin veya sinirda ise belirgin oval yapt disindaki

sekiller anormal kabul edilir.

Boyun: Intakt olmalidir.

Orta kisim: Bas kisma eksen dogrultusunda baglanmis ve silindirik sekle sahip
olmalidir. Yaklasik olarak lum en, uzunlugun ise 1,5 misli boy Olgiisiine sahip
olmalidir. Bas biiytikliigiiniin 1/2” sini gegen sitoplazmik atiklar anormal olarak kabul

edilir.

Kuyruk: Orta kisima nazaran daha ince ve diiz yapida olmalidir. Normal uzunluk 35-
45um olmalidir(Kruger et al., 1986).

2.13.2. WHO Kriterleri

Bas: Diizgiin kenarli ve oval yapida olmalidir. Bas kismi, akrozomal kisim 1/3
oraninda Ortmelidir. Normal sperm bas Olciisii 4,1 um iken bas genislik ¢ap1 2-8

um’dir.

Boyun ve Orta kisim: 0,6 um genisliginde, 4 um uzunlugunda silindirik sekile sahip

olmalidir.

Kuyruk: Diiz kivrimsiz ve silindir seklinde olmalidir. 35-45um uzunlugunda
olmalidir(WHO, 2010). Morfolojik sperm incelemesi i¢in en az 100, tercihen 200 adet
sperm incelenmesi gerekmektedir. Bas, boyun ve kuyruk incelemeleri immersiyon

mercegi altinda morfolojik olarak degerlendirilir(Kayike1 ve ark., 2002).
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2.14. Spermatozoa Viabilite (Canlilik) Testleri

Sperm canlilig1, progresif hareketli sperm oraninin %40’ dan az oldugu
durumlarda hiicre membran biitiinliigiiniin degerlendirilmesi esasina dayanan énemli
bir testtir. Hareketlilik degerlendirilmesinin dogrulugu bu test ile kontrol edilir. Eosin
Y, Tripan blue gibi boyalar ile canli sperm oran1 hipoozmotik sisme yontemleri ile
hiicre zar1 saglam olanlarin degerlendirilmesi ile hesaplanabilir (Payne et al.,2005).
Dogal halde iiretilen veya herhangi atik olarak ortaya ¢ikan ya da kazara ortaya
element, karigim veya bilesiklere kimyasal madde‘denir. Kalitimsal olmayan, erkek ve
disi tireme fonksiyonlarin1 ve kapasitelerini azaltarak dogacak ¢ocugu etkileyen
kimyasal maddelere ise iireme i¢in toksik madde denir. Literatiirdeki ¢aligmalar Erkek
tireme sagligini etkileyen faktorler olarak kemoterdpatik ajanlar, alkol ve madde
bagimliligi, bazi ilag kullanimi, hava kirliligi, sicaklik, radyasyon, kimyasal etmenler,
tarim ilaglari/pestisitler, agir metaller, ergonomik ve psikolojik etmenlerin yer aldigi

calismalar bulunmaktadir.

Literatiirde Akhter ve arkadaslari tarafindan buffalo spermatozaasinda yapilan

calismada ;

Tiim bakteriler siprofloksisin(CP) antibiyotigine kars1 direnglidirler. Bufola
sperminin motilitesi ve canlilig1 agisindan 1000 pg / mL'ye kadar olan CP'nin toksik
olmadig1 bulunmustur. Sonug olarak, bakteriyal kontrol i¢in CP kullanimi, su aygirinin
dondurulmus semen numunesinin ¢dziilme sonrasi kalite ve dogurganligina hasar
vermeden bakteriyel kontaminasyonu kontrol etmede etkili olmustur(Akhter et al.,
2007). Zobeiri ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise NMRI farelerde siproflaksisinin
DNA hasari, fertilite potansiyelive embriyonik gelisim iizerine etkisine
bakilmigtir(Zobeiri et al., 2012). Florokinolonlar (FQ) 1980'den beri rutin olarak
kullanilan bir antibakteriyel ajan grubudur. FQ'larin uygulanmasi idrar, cilt,
gastrointestinal, solunum, kemik ve eklem enfeksiyonlarmin yam sira cinsel yolla
bulasan hastaliklarin tedavisindedir. Siprofloksasin (CPFX), birgok mikrobiyal
enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilan 4-floro-kinolon bir antibiyotiktir.
DNA hasar1 ve kondrotoksisitenin CPFX tarafindan indiikledigi bildirilmistir. Testis
fonksiyonlar1 ve yapisindaki bozulma CPFX in neden oldugu belirtilmistir. Janny ve

Menezo, blastosist boliinme yiizdesindeki azalmanin sperm anomalisi ile Kkorele
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oldugunu gdstermistir. Yapilmis olan bu ¢alismada DNA hasar1 ve kromatin biitiinliigii
ve hayvan modelinde kisirliga etkileri incelenmistir. (Janny and Menezo, 1994).
Ramash ve arkadaslar1 Levofloksasinin Siganlarda Testis Doku ve Spermatogenez
Uzerine Etkileri incelenmistir(Ramash et al., 2016). Levofloksasin, 6zellikle iireme
organlarinda enfeksiyonlar1 kontrol etmeyi etkileyen Flurokinolin antibiyotik
gruplarindan biridir. Cok sayida iilkede terapotik kullanima sahiptir, ancak bulasict
tedavi i¢in kullanildiginda Levofloksasinin spermatogenez {izerindeki etkileri

hakkinda ¢ok az bilgi vardir.

2.15. Siprofloksisin

Siprofloksisin, kinolon grubu antibiyotikler arasinda olup yetiskin iriner
sistem enfeksiyonlar1 tedavisinde siklikla kullanilan bir antibiyotiktir(Bokesoy ve
ark.,2000).

2.15.1. Kimyasal Yapisi

Temel yapisi, 1. pozisyondaki nitrojen(N), 3. pozisyondaki karboksil(COOH)
grubu ve 4. pozisyondaki karbona ¢ift bagl olan oksijen(O)’in bulundugu ikili
halkadan olugsmustur(Nazik ve Ongen, 2010). Tamamen saf kimyasal madde olan
siprofloksasin sentetik olarak {iretilir. Kinolanlar antibiyotik degildir. Diger kinolon

grubuna kiyasla in vitro bakteriyel etkisi gii¢liidiir(Leblebicioglu ve ark., 2003).
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Ciprofloxacin

Resim 2.20: Siprofloksasin kimyasal yapisi
Erisim: 13 Mayis 2019 http://www.biofarma.com.tr/pdf/upload/P25_tr.pdf
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2.15.2. Etki Mekanizmalart

DNA giraz enziminin gérevi; DNA replikasyonu , rekombinasyonu evrelerinde
onarimdir. Siprofloksasin bakterilerin DNA giraz(Topoizomeraz Il)enzimini inhibe
ederek DNA ¢ift sarmal yapisina zarar verir. Boylece bakteriler boliinemezler ve
oliirler. Siprofloksasin bakteri sitoplazma membranint da zedelenerek diger kinolon

gruba kiyasla daha giiclii antibakteriyel etki yapar(Nazik ve H., Ongen, 2010).
2.15.3. Farmokinetik Ozellikleri

Yiiksek lipofilik oOzellikteki ilagtir. Sindirim kanalindan ¢ok iyi emilir.
Karacigerde metabolize edilirler(Herold et al.,2002).

2.15.4. Diren¢ Mekanizmalari

Gram negatif(-) bakteriler:

Bakteri membraninda ilag geg¢irgenligi azalir.

Gram pozitif(+) bakteriler:

DNA-giraz enziminde mutasyon.
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3. GEREC VE YONTEM

Kullanilan Gerecler
Cihazlar
- Mini Spin(Rotalab)
- Isik Mikroskop(Zoomex XSP-42)
- Floresan Mikroskop(Zeiss)
- Etiiv(Eurolab)
- Makler Sayim Kamarasi(Sefi-Medical Instrument)

- -80 C°dondurucu(Thermo Fischer)

Ekipman
- Pasteur pipet(0,5 ml)(Isolab)
- Mikropipet(50ul, 400ul) (Isolab)
- Mikropipet ug seti(50ul, 100ul) (Isolab)
- Falkon tiip(100 ml, 50ml) (Isolab)
- Steril kap
- Lam, lamel
- Sale

Soliisyon

%96 Alkol

Carnoy Soliisyonu

MTT (3 [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
BSA

Kiiltiir mediumu

Acridin Orange boya

Freezing sollisyonu

Hemotoksilen boya

0,1 Molar sitrik asit

0,3 molarNa2HPO4.H20 (Sodyum fosfat)
Metanol

Asetik asit
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Ilag ¢ozeltisi(Cipropol 2mg/ml(200 mg siprofloksasin igerir).
Tampon ¢ozeltisi (Sipfofloksasin laktat:2.54 mg, sodyum kloriir:9 mg, %90
laktik asit: 0,123 mg, enjeksiyonluk su:1 mg, hidroklorik asit pH:3.5-4.6)

Bu tez calismasi, Istanbul Biruni Universitesi Hastanesi iiroloji polikligine
basvuran hastalardan spermiyogram testi ¢aligilan hasta numunelerinden etik kurul ve
hasta onamu ile test ¢alismasi sonunda kalan atik numuneden, Mart 2019-Ocak 2020
tarihleri arasinda gerceklestirildi. WHO 2010 kritelerine gére normospermik olan 30
hasta 2019/27-51 nolu etik kurul kararinca secildi(Etik kurul karar1 ektedir).

3.1. Kullanilan Yontemler

3.1.1. Hasta secimi

Calismada kullanilacak semen ornekleri Biruni Universite Hastanesi’ne
infertilite sikayetiyle bagvurmus, infertilite acisindan erkek faktorii tanimlanmayan,
sadece kadin faktorii tanimlanan ¢iftlerden muayene sonucu spermiyogram testine tabi
tutulan atik semenlerin kullanilmasi yoluyla temin edilecektir. Semen 6rnekleri
herhangi bir kronik rahatsizlig1 olmayan, herhangi bir ilag, bagimlilik yapici madde,
alkol yada sigara kullanmayan normospermik bireylerin semenleri tercih sebebi

olacaktir.

3.1.2. Dislanma kriterleri

Karyotip anomalisi,Y kromozom mikrodelesyonu ve vas defererens ve/veya
seminal vezikiil yoklugu olan hastalar ¢alisma dis1 birakilacaktir. Se¢ilen hastalardan
3 giinliik cinsel perhiz sonunda alinan numuneler steril, toksik madde icermeyen
polypropilen bir kaba toplandi ve ortalama numune durumuna goére 15-25 dakika
likefaksiyon islemi uygulanmasinin ardindan semen analizi yapildi. Koku, viskozite,
renk, voliim, ph, agliinitasyon yoniinden semen numunesi fiziksel muayene edildi.

Sml’lik pipet kullanilarak semen numunesi miktar 6l¢iilerek kaydedildi.
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Mikroskobik inceleme

Semen numunesinden 10 pl alinarak, 0,01 mm derinligi olam Makler sayim
kamarasinin(Sefi - Medical Instruments) orta kismma damlatilarak kamaranin grid
camu ile kapatildi. Isik mikroskobu ile 200x objektif biiylitme altinda degerlendirildi.
Gridin tizerinden spermatozoalar 3 satir veya 3 siitun seklinde 10’arli kare seklinde
sayilarak konsantrasyonu milyon/ml olarak tespit edildi. Es zamanda Motilite
degerlendirilmesi i¢in 100 hiicre sayilarak, en az 3 kareyi kat edenler ileri hareketli
olarak adlandirildi ve motilitesi +4 , karenin disina ¢ikan fakat 1-2 kare sonra geri
donme yetenegi gosteren spermatozoolar +3, bir kare igerisinde olup oldugu yerde bas
veya kuyruk flegalle haraketi gosterenler +2, hi¢c hareket gostermeyen
spermatozoalarin motilitesi +1 olarak degerlendirilerek skorlandi(Makler 1980, WHO
2010).

3.1.3. Morfoloji degerlendirilmesi

WHO 2010 kriterleri gdzoniine alinarak morfolojik degerlendirme yapildi.
Morfolojisi saglam ve normosperm olanlar 400X objektif biiyiitme altinda incelenerek
calismaya dahil edildi. Bu evreden sonra numune c¢aligma grublarina ayrilarak
siprofloksasinin antibiyotigi verilmek iizere hazir edildi. Calismada her grup igin 1
numune, hi¢bir islem uygulanmadan direkt olarak kullanildi. Antibiyotik verilen
numuneler 2 saat boyunca 36,5 C° inkube edildi ve inkiibaasyon sonunda numune
WHO 2010 kriterlerine gére mikroskobik olarak degerlendirildi. Normospermik drnek
caligma sonrasinda akridin orange boyamasi teknigi kullanilarak sperm DNA hasari

incelendi.

Tablo 3.1: Calisma grublari.

1. grup 1l.grup 2.grup 2.grup
pozitif kontrol pozitif kontrol
7,4 ul siprofloksasin 7,4 ul 4,8 ul siprofloksisin 14,8 ul plasebo
antibiyotik plasebo ¢ozeltisi antibiyotik ¢ozeltisi
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3.2. Sperm DNA Fragmantasyonu Degerlendirilmesinde Acridin Orange

Boyama Prosediirii

Mikroskopik-akridin oranj testi(M-AOT) Liu ve arkadaslari (2015 tarafindan
gelistirilen test DNA normalliginin degerlendirilmesi i¢in yapilir . Smearlar Carnoy
fiksatifinde(3: 1 oraninda, metanol: glasiyal asetik asit en az 3 saat siireyle ) tutulur ve

hava ile kurutulur. Slaytlar daha sonra AO boyasina alinir (Liu et al., 2015).

Boya Cozeltisi

STOK AO ¢ozeltisi ve diger soliisyonlar

%1 AO distile suda hazirlanir ( 1gr AO/100 ml distile suda ¢oziiliir)
0,1 Molar sitrik asit  (19,212gr/ 1 litre distile suda)

0,3 molarNa2HPO4.H20 (47,991gr/ litre distile suda)

Carnoy fiksatifi  ( metanol 75 ml, asetik asit 25 ml )

Boya Cozeltisi

%1 Akridin Oranj.................... 2,5 ml
0,1 Mol/L sitrik asit.............. 10 ml
0,3M Na2HPO4............coceentn. 400 pl

Gilnliuk hazirlanir.

Boyanin yapilisi

Boya ¢ozeltisinde lamlar 5 dakika oda sicakliginda ve karanlikta tutulur. Distile su ile
yikanir ve 100°liikk immersiyon objektifinde floresan mikroskopta 450-490 nm dalga
boyunda incelenir. Yesil ve kirmizi floresan veren hiicreler sayilir, 200 hiicre sayilarak
saglikli DNA tasiyan hiicre ylizdesi ¢ikarilir(yesil floresan boyali). Lam tizerine 20 pl
semenden konularak yayma preparat hazirlanir. Havada kurutulur. Carnoy fiksatifi ile
(1/3 asetik asit,metanol) 3 saat fikse edilir. Stok soliisyon; %1 acridin orange (1
gr.acridin orange/100 ml distile suda ¢oziiliir).

0.1M sitrik asit

0.3M Na2HPO4.H20

43



Boya cozeltisi

%1 acridin orange 2,5 ml

0.1Mol/L sitrik asit 10 ml

0.3M NazHPO4.H20 400 pl  giinliik olarak hazirlanir.

Boya c¢ozeltisinde lamlar 5 dk oda sicakliginda ve karanlikta tutulur. Distile su ile
yikanir. 100x immersiyon objektifinde floresan mikroskobunda 450-490 nm dalga
boyunda incelenir.

Yesil ve kirmizi floresan veren hiicreler sayilir, 200 hiicre sayilarak saglikli DNA
tagtyan hiicre yiizdesi c¢ikarilir. Acridin orange boyasi parcalanmis DNA ya

baglandiginda kirmizi, dogal DNA ya baglandiginda yesil 151k sacar.

Red fluorescence Orange fluorescence

Green fluorescence
Yellow fluorescence

Resim 3.1: Acridin orange boyama yesil (normal), kavunigi ve turuncu (defektli)
DNA fragmantasyonunu gostermektedir(100x immersiyon objektifi floresan
mikroskobi goriintiisii). (Franken DR et al. 1992).

3.3. MTT testi

MTT (3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) sari renkte suda
¢oziniir tetrazolium tuzudur. Boya, hiicre viabilitesini ve metabolik aktivitesini

O0lcmede kullanilmakta, metabolik aktivitesi yliksek hiicrelerin tetrazolium tuzunu
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formazana indirgemesi ile aktiviteyi gostermektedir. Boylece olusan formazanin
miktar1 spektrofotometrik olarak, flow sitometrik olarak belirlenebilir ve mitokondri
sayisinin tahmini olarak gdrev yapar ve bu nedenle 6rnekteki canli hiicrelerin sayisi
(Denizot ve Lang, 1986). MTT testi ile tahmin edilebilir. Canli spermlerin orta
kisimlarindaki renk reaksiyonu ile mitokondriyal aktivite belirlenebilir. Manuel

yontemlerle 200 sperm sayilarak % canlilik verilebilir.

Gerekli malzeme

MTT (3 [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
BSA

Kiiltiir mediumu

3.3.1. Spermler icin MTT Canlilik Testi

Somatik hiicreler i¢in rutin MTT analizinde, MTT, 5 mg / mL'de PBS'de (fosfat
tamponlu salin) ¢oziindiiriiliir. Ve daha sonra sterilize etme amaci ile membran
filtresinden gecirilir. Daha sonra, her bir ortam ortanmu (PH 6,7-7,0) i¢in 0.5mg MTT
nihai bir konsantrasyon elde etmek {izere, somatik hiicrelerin ve kiiltiir ortamlarinin
karigimina MTT eklenir. HAMSF10 veya farkli kiiltiir sivilart kullanilabilir . Stok
cozelti 10 misli sulandirilir, % 10 BSA eklenir.inkiibasyon siiresi optimal 30 dak-2
saattir ve 37 °C ortamda tutulmalidir.pozitif reaksiyon canlilik ve metabolik aktiviteyi

gosterir.
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Resim 3.2: MTT boyamast ile Pozitif ve negatif reaksiyon gosteren spermler resimde
gortilmektedir.

3.4. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
Statistical Package for Social Sciences 15.0(SPSS 15.0) programi kullanildi. Caligma
verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel yontemlerin (Ortalama, Standart
sapma) yani sira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda (R 3.5.4) testi, normal dagilim
gosteren parametrelerin - gruplar arasi karsilastirmalarinda Bonforenni  testi
kullanilmigtir. Sonuglar % 95°lik gliven aralifinda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi.
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Calhisma Tablosu

Tablo 3.2: Calisma prosediirii.

NORMOSPERMI

1

Motilite
Konsantrasyon

Akridin Oranj Boyama

7,4 pl siprofloksisin

A 4

7,4 ul plasebo (Kontrol)

1

36,5 C°2 saat inkiibasyon

14,8 ul siprofloksisin

A 4

14,8 ul plasebo (Kontrol)

l

36,5 C°2 saat inkiibasyon

Motilite
Konsantrasyon
Akridin Oranj Boyama
MTT Canlilik testi
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, Mart 2019 ve Ocak 2020 tarihleri arasinda ‘Biruni
Universitesi Hastanesi’ Uroloji klinigine basvuran olgulardan calisma kriterlerine
uygun alkol, sigara, uyusturucu madde kullanmayan, y mikro delesyon ve kromozom
anomali tanist almamis 27 denek rastgele ornekleme yontemiyle segilmis ve yas
ortalamalar1 31.111 + 6.577 olarak saptanmistir. Olgularin yas araligi 23 ila 43
arasindadir(Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Olgularin yas ortalamasi.

Standart o _
Mininum Maksimum
N Ortalama Sapma
Y7 31,111 6,577 23 43

Olgulardan elde edilen semen konsantrasyon degerlerinin ortalama 4,389 +
1,294 voliim degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Alinan degerlere ait minimum deger
2,5 cc ve maksimum deger 6 cc’dir. Konsantrasyona ait degerlerde ise ortalama 81,444
+ 58,157°dir. Olgulardan alinan konsantrasyon degerlerinin 31 ile 215 arasinda

degistigi goriilmektedir. Total konsantrasyonun ortalama degeri 330,778 + 224,748
iken bu degerler 110 ile 860 milyon/1cc arasindadir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Total konsantrasyonun ortalama degeri

N Ortalama Standart Sapma Mininum Maksimum

Voliim/cc 27 4,389 1,294 2,5 6
Milyon konsantrasyon/
1cc 27 81,444 58,157 31 215
lilyon total konsantrasyon/cc 2/ 30,778 224,748 110 860

Olgularin semen Orneklerinin ila¢ uygulamasindan 6nceki motilite degerleri,
7,4 ul ve 14,8 ul ilag uygulamasindan sonraki motilite degerleri ve plasebo degerleri
not edilmistir. [lk motilite degerlerine ait veriler Sekil 4.1°de gosterilmektedir.
[leri hareket eden motilite dagilimin %54,67, yerinde hareket eden motilitenin %11,33

oldugu goriiliirken, %34’{in hareketsiz duran oldugu kaydedilmistir.
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Semen o6rneklerine ait motilite dagilimi

® fleri Hareket Eden
m Yerinde Hareket Eden
m Duran Hareketsiz

Sekil 4.1: Semen orneklerine ait motilite dagilima.

Semen oOrneklerine 7,4 ul ilag aldiktan sonra orneklere ait motilite degerleri
degismektedir. Ileri hareket eden motilite dagiliminin %40,22’ye ve yerinde hareket
eden motilitenin %10,33’¢ azaldigi goriilmiistiir. Bunun beraberinde hareketsiz

duranlarin orani %49,44’¢ yiikselmistir (Sekil 4.2).

7,4 ul ila¢ uygulama sonras1 motilite dagilim

® fleri Hareket Eden
m Yerinde Hareket Eden
m Duran

Sekil 4.2: 7,4 ul ilag uygulama sonrast motilite dagilimu.

27 olgunun semen Ornegi 14,8 ul ilag uygulamasindan sonra ileri hareket eden
motilite oran1 %37,89 ve yerinde hareket eden motilite oran1 %12,22 olmustur. Duran
orani ise %49,89’a yiikselmistir. 14,8 ul ila¢ aldiktan sonraki motilite dagilimi Sekil

4.3’te gosterilmistir.
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14,8 ul ila¢ icin motilite dagilim

 {leri Hareket Eden
® Yerinde Hareket Eden

m Duran Harek

Sekil 4.3: 14,8 ul ilag i¢in motilite dagilimi.

Plasebo grubu i¢in sonuglar Sekil 4.4’te gosterilmektedir. Buna gore ileri
hareket eden i¢in motilite oran1 %40,67, yerinde hareket eden i¢in motilite orani

%13,00 ve hareketsiz olanlar i¢in oran %46,33 tiir.

Kontrol icin motilite dagilimi

m [leri Hareket Eden
m Yerinde Hareket Eden
= Duran

Sekil 4.4: Kontrol i¢in motilite dagilim1

Canli hiicrelerin orani (ylizdesel olarak) Tablo 4.3’de ifade edildigi gibidir.
Buna gore canli hiicrelerin orani plasebo uygulamasiyla 82.55 + 6,84 ortalamayla en
yiiksek degere sahip oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde 6rneklere uygulanan ilag

etken madde dozu artirildiginda canlilik oraninda bir diisiis yasandigi goriilmektedir.
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Tablo 4.3: Canlilik oranlarina dair degerler.

N Ortalama Standart Sapma
Kontrol(plasebo) 27 82,55 6,84
7,4 ul ilag 27 80,44 6,32
14,8 ul ilag 27 70,55 6,69

Sekil 4.5°de goriildiigii izere plasebo grubu her gozlem icin en yiiksek canlilik

oranlarin sahip gruptur. Bunu 7,4 ul ilag¢ ve 14,8 ul ilag¢ gruplari sirastyla takip etmistir.

95
90
85
80
75
70
65
60 -
55
50 -

NEENEEENENENNNNNENENNEENNNEENENNNEEE
SENEEENNNEENNNNNERERNERRERE
EENENENENENENENENENEEREEE
LLLLLELELLERL L))

u Kontrol

7.4 ulilag
m 4.8 ul ilag

Canhilik Oranlar:

LELLLLLELLLRLL L))
EENENENENENNNNNENENEEREEE
AERENENENENNNNNERERRERERE
EENEEENEENEEENNENENNEENENEENEN
NENENENNNNENNNNERNEEN
____-

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27

Gozlemler

Sekil 4.5: Gozlemlerin her 3 grup igin canlilik oranlari.

Canlilik- cansiz yiizdesel oranlar1 Sekil 4.5°de goriilmektedir. Istatistiksel
analizler sonucu her 3 grup arasinda canlilik oranlari agisindan anlamli bir istatistiksel
fark oldugu saptanmistir. (p=0,000) Yapilan ¢oklu karsilastirma testleri bu farkliligin

her 3 6l¢iim diizeyi arasinda da anlamh oldugunu gostermektedir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Canlilik oranlarina iliskin test sonuglari.
Pillai iz p = 0,000*

Coklu Karsilagtirma (Bonferroni)

Kontrol — 7.4 ul : 0,000*
Kontrol — 14.8 ul : 0,000*
7.4 ul-14.8 ul : 0,000*
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100% -
90% -
80% -
70% -

60% -
50% - m Cansiz
40% - m Canli

30% -
20% -
10% -
0%

MTT canhhk yiizdesi

Kontrol 7.4 ilag 14.8 ilag

Gruplara gore ortalama canhlik oranlari.

Sekil 4.6: Gruplara gore ortalama canlilik oranlari.

Kontrol ile 7,4 ul ilag grubu arasinda (p=0,000), kontrol ile 14,8 ul arasinda
(p=0.000), ve 7,4 ul ilag ve 14,8 ul ilag gruplar1 arasindaki fark 0.05 6nem diizeyinde
istatistiksel olarak anlamhi bulunmustur. Canlilik orani iizerinde ila¢ dozajinin

onemli ve olumsuz bir etkisi vardir.

Sperm DNA’larina iliskin ortalama yiizdesel saglamlik oranlar1 Tablo 4.5’de

verilmistir.

Ik olgiimlerde ortalama 90,88 + 4,144 ile en yiiksek saglamlik oranina
sahipken bu deger kontrol i¢in 83,11£13.203 , 7.4 ul ilag i¢in 82,11+5,989 ve 14.8 ul
ilag i¢in 88,33+ 5,602 olarak ol¢iilmiistiir. 7.4 ul ila¢ uygulamasina iliskin dl¢iimler bu

degerlere gore en diisiik saglamhik oranmina sahiptir.

Tablo 4.5: Numune DNA’larina iliskin saglamlik oranlart.

N Ortalama Standart Sapma
Numune 27 90,88 4,144
7,4 ul ilag 27 82,11 5,989
14,8 ul ilag 27 88,33 5,602
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27 gozlemin her birisine iliskin DNA saglamlik oranlar1 Sekil 4.7’de
verilmigstir. Burada 14.8 ul’lik 6l¢timlerin 7.4 ul ilag¢ dlglimlerine gore siklikla daha

diisiik saglamlik oranina sahip oldugu gosterilmistir.

DNA Hasan
100 -
el | THN AN W [P AT I TN TH
o TR IR LM T s
O NN RN RN NN = ontro
5 SO MERNNNNNNNNNNNENNNN RN |,
Z SO RN
O NN RN =250
ol LT HE R e
20 IR RN TN
O I O T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
Gozlemler

Sekil 4.7: Gozlemlere iliskin DNA saglamlik oranlarinin histograma.

Farkliliklarin anlamliligina iligkin analizler yapildiginda (p=0.000) 0.05 6nem

diizeyi i¢in li¢ grup arasinda en az bir tanesinin farkli oldugu goriilmektedir(Tablo 4.6).

Tablo 4.6: DNA saglamligina iliskin test sonuglari.
Pillai iz p = 0,000*

Coklu Karsilastirma (Bonferroni)

Kontrol — 7.4ul : 0,003*
Kontrol — 14.8ul : 0,000*
7.4ul —14.8 ul : 1.000

Coklu karsilastirma testleri gostermektedir ki:

* {1k 6lgiimler diger tiim gruplara oranla DNA saglamlig agisindan istatistiksel olarak
anlamh bir farkhihk gostermektedir.(p1=0,003, p2=0.000)

*Kontrol ile 7.4 ul ilag gruplar arasindaki fark 0.05 6nem diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. 7.4 ul diizeyindeki ilacin DNA saglamlig: lizerindeki
etkisinin tampon malzemenin etkisinden yiiksek olduguna dair istatistiksel bir bulgu

yoktur.
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Buna karsin kontrol ile 14.8 ul ilag diizeyleri arasinda DNA saglamligi

acisindan anlamh bir farkhihk saptanmstir. (p=0,000). Yiiksek dozajda etken

madde iceren ilag DNA saglamligini anlamh derecede diisiirmiistiir.

27 denekten alinan 6rneklerin morfolojik 6zelliklerine iliskin bulgular Tablo 4.7°de

gosterilmektedir

Tablo 4.7: Deneklerin morfolojik 6zelliklerine iligskin bulgular.

N Ortalama Standart Sapma
Basg 27 62,56 22,959
Govde 27 12,04 5,965
Kuyruk 27 16,04 5,467
Normal 27 3,56 0,974

Ilag kullanimina bagli olarak 27 gézlemin hicbirisinde morfolojik bir degisim

gozlemlenmemistir.(Sekil 4.8)

16
14
12
10

O N A~ OO ©

% Morfoloji Normal Numune

m>4

<4

>4

<4

Sekil 4.8: Normal numune morfolojisinde kritik deger etrafindaki frekans.

27 denekten 15 tanesinin normal morfolojik degeri 4 ve tizeri olarak

goriilmekteyken 12 tanesi i¢in bu deger 4’iin altindadir.
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Bas Anomalisi

N

Bas Anomalisi

/

Boyun Anomalisi

a/

| Bovun Anomalisi |

e
.‘

Resim 4.1: Sperm morfoloji degerlendirmesi, anormal morfolojik yapidaki

spermlerin gdsterimi (100x immersiyon objeksifi 151k

mikroskobu goriintiisii). (Kendi

cekimimizdir).
rd
_—
'L
-
s .
MTT bE)yaS| iceren oOli spermler

Resim 4.2: MTT testi, sperm canlilik analizi(100x immersiyon objeksifi 1g1k
mikroskobu goriintiisii). (Kendi ¢gekimimizdir).
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MTT boyasi icermeyen canli spermler pea

=
S

o™

Resim 4.3: MTT testi, sperm canlilik analizi(100x immersiyon objeksifi 1s1k
mikroskobu goriintiisii). (Kendi ¢gekimimizdir).

Resim 4.4: Acridin Orange boyamasi Siprofloksasin antibiyotik uygulama dncesi
Sperm DNA hasar tayini degerlendirilmesi. (Kendi ¢ekimimizdir).
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Hasarli DNA va sahip spermler

Resim 4.5: Acridin Orange boyamasi Siprofloksasin antibiyotik uygulama sonrasi

Sperm DNA hasar tayini degerlendirilmesi
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

5.1. Sonug¢

Bulgularimiz CPFX uygulamasindan sonra sperm DNA hasar1 ve
mitokondriyel aktivitesinde anlamli derecede kontrol grubuna kiyasla fark
gdstermistir. Onceki arastirmalara gore buffalo {izerine yapilan bir ¢alismada
bakteriyal kontrol i¢in CP kullanimi, su aygirinin dondurulmus semen numunesi’ nin
¢oziilme sonrasi kalite ve dogurganligina hasar vermeden 1000 ul ye kadar toksik etki
gostermeden bakteriyel kontaminasyonu kontrol ettigini gostermistir. Bizim
calismamizda ise 7,4ul doz CPFX kullaniminda az derecede anlamli fark 14,8ul de
yiiksek anlamli fark yaratarak DNA hasar1 ve mitokondriyel aktivitelerinde
bozulmalarina neden oldugunu gostermistir(Arda ve ark., 2008). Fatemeh Zobeiri ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise NMRI farelerde siproflaksisinin DNA hasari,

fertilite potansiyelive embriyonik gelisim iizerine etkisine bakilmistir.

Ciprofloksasinin  antibakteriyal =~ mekanizmasi  bakteriyel tip 2
topoizomeraz/DNA giraz enziminin inhibasyonuna dayanir. DNA hasari sirastyla
anilie blue ve akridine orange tteknigi kullanilarak sperm kromatin biitiinligi ve
sperm DNA hasarina bakilmistir. Erkek farelerde dogurganlik potansiyeli
degerlendirilmistir. Sperm hiicreleri kromatin biitlinliiglinii ve DNA hasar1 agisindan
degerlendirilerek DNA hasarinda ve sperm hiicrelerinde protamin eksikliginde artis
oldugu bildirilmistir. Hasar1 ve kondrotoksisitenin CPFX tarafindan indiikledigi
bildirilmistir. Testis fonksiyonlar1 ve yapisindaki bozulma CPFX in neden oldugu
belirtilmistir(Zobeiri ve ark., 2012). Gergeklestirdigimiz calismamizda ise DNA hasar1
tayini i¢in akridin orange boyasi kullanilmistir. Sperm 14,8ul doz siprofloksasin

uygulamasi sonucu anlamli derecede DNA hasar1 olusturmustur.
5.2. Tartisma

Spermatogenez normal olarak ii¢ farkli asamada ilerler. i1k faz olan mitotik faz,
farklanmis spermatogoniumlarin hizli proliferasyona ugradigi fazdir. ikinci faz olan

mayotik faz, haploid spermatidlerin spermatositlerden olustugu evredir. Son faz ise
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spermiogenez  fazi, spermatitlerin karmasik farklilagsma silireci sonunda
spermatozoanin olustugu fazdir(Griswold, 2016). Cok sayida gametin iiretimini
saglayan komplike bir mekanizma olan spermatagonez siirekli halde tiretimi devam
eder. Spermatogenezin diizgiin olarak gerceklesebilmesi kan-testis bariyerinin(KTB)
yapisal biitiinligiine baglidir(Cheng et al., 2010). KTB seminifer tiibiilleri bazal ve
luminal olmak iizere iki kompartmana ayirmaktadir (Griswold, 2016). Insan erkek
sperm kalitesi degerlendirilmesinde referans deger araliklar1 ve laboratuvar
tekniklerindeki degisiklikler sebebi ile antibiyotik kullanimi ile semen kalitesi
arasindaki iliskinin agiga kavusturulmasi gerekmektedir(John et al., 2007). irez ve
arkadaslarin 2018 de yaptiklar1 calismada hafif erkekfaktorlii ve agiklanamayan
infertil erkeklerde sperm kromatin kondansasyonu degerlerinin(anilin mavisi negatif
sperm orani) yani protaminasyonun klinik gebeligi éngdrebilecegi gsterilmistir(irez
ve ark., 2018). Arastiricilar sperm niikleer proteinlerinin ,yani histonlarin
protaminasyonunun fertilizasyon sonrast embriyo gelisiminde ¢ok Onemli rol
iistlendigini ve gebelikle sonuglanan intrauterin inseminasyon ve ICSI olgularinda
pozitif gebeligi dngdrebilecek degerleri gdstermislerdir (Irez ve ark., 2018). Bu tez
caligmasinda siprofloksasin antibiyotiginin sperm motilitesi iizerine etkisini ve
canlilifi iizerine in vitro ortamda degerlendirdik. Kinolon grubu antibiyotikler
amerika, avrupa ve kanada rehberlerinde de ilk tercih ajanlar olarak 6nerilmektedir.
Kinolon grubu antibiyotikler genis spektrumlu aktiviteleri nedeniyle, {iriner sistem
enfeksiyonlarinin yani1 sira kemik-eklem enfeksiyonlari, deri, yumusak doku
tedavisinda oldukg¢a kullanimi yaygindir. Kinolon grubunun siklikla kullanilmasi artan
direng sorununu gelistirmektedir. Bazal kompartman igerisinde, spermatogoniumlar,
geng spermatositler olan leptoten ve zigoteni barindirirken , luminal kompartman ise
olgun spermatosit, spermatid ve spermatozoolar1 barindirir (Simon et al., 2010). Sperm
DNA hasari rutin olarak semen analizlerinde kullanilmamaktadir. Sperm DNA hasar1
cok onemli test olmakla birlikte infertil erkeklerin yaklasik %15’inde normal sinirlarda
semen analizi sonuglarina rastlanmaktadir (Koyuncu,2011). Negatif olarak sonuglanan
gebelik sonuglarinda infertilite nedenini Ongdérmede yeni belirteclere ihtiyag

duyulmaktadir.

Sperm DNA hasart bu belirtegler icerisinde 6n sirada yer alarak infertilite
calismalarinda popiiler arastirma konusudur (Evenson et al., 1999). Yiiksek sperm

DNA hasar1 bulunan semende diisiik konsatrasyon, diisiik motilite ve anormal
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morfolojik bulgular saptanmistir. Semen analizi sonucuna gore normal olarak kabul
edilen semende %8’inde sperm DNA hasar1 saptanmistir (Zini et al., 2001). Sperm
DNA s yatkin hale gelmesinde protamin eksiklikler, oksidatif stress ve DNA tamir
mekanizmasindaki yetersizlikler etkin rol alir. Iyi kalitedeki oositler, spermin kendine
ait say1li tamir mekanizmasi olmasina ragmen spermi tamir eder. DNA fragmantasyon
orani ¢ok yiiksek oldugu durumlarda oosit tamir mekanizmasi yetersiz kalmaktadir
(Simon et al., (2010). Yardimci iireme tekniklerinin basarisini olumsuz yonde
etkileyen DNA hasari tipi heniiz bilinmemektedir. Normal bireylere kiyasla infertil
erkeklerde sperm DNA fragmantasyon hasar orani daha yiiksektir. Ac¢iklanamayan
infertilite endikasyonunu temel alan bir ¢alismada DNA fragmantasyonunun %80
olarak neden oldugu bildirilmistir. Sperm DNA hasarini belirlemek i¢in ¢alismamizda
akridin orange boyasi kullanilmistir. Akridin orange testi (AOT), AO nun yesilden
kirmiziya metachromatik kaymasinin kullanildigi SCSA ile benzer olan prensibine
dayanmaktadir. Asit uygulamasi sonucunda DNA denaatiirasyonunu ol¢gmede
kullanilir. Akridin orange boyamasi sonucu ile yesil renkte floresan 1s1ma veren DNA
normal, Krmizi, turuncu veya kavuni¢i floresans veren DNA hasarli olarak

tanimlanir(Gyllensten et al., 1991).

Ramesh ve arkadaslar1 levofloksasinin siganlarda testis doku ve spermatogenez
tizerine etkileri incelenmistir. Levofloksasin iireme organlarinda enfeksiyonlarin
kontroliiniisaglayan kinolon grubu antibiyotik gruplarindan biridir. Levofloksasinin
spermatogenez tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az bilgi vardir. 100 den fazla tilkede
teropatik kullanimu vardir. Kronik bulagici hastaliklarin tedavisinde ¢ok etkilidir.
Mevcut ¢alisma, levofloksasinin sicanlarda testis dokusunu etkileyip etkilemedigini
belirlemek i¢in tasarlanmistir. Calismada 3 farkli doz kullanilmistir. Sonug olarak
levofloxacin, spermatosite hiicreleri iizerinde, 6zellikle de yiiksek dozda histopatolojik
etkilere sahiptir. Bu nedenle, daha ileri calismalar gerektiren erkeklerde dogurganligi
azaltabilir sonucuna ulasilmistir. Bizim ¢alismamizdaki antibiyotik ise ayn1 gruba ait
olup yiiksek doz kullaniminda sperm DNA hasar1 ve Mitokondriyel aktivitesinde
azalma gostermistir (Ramesh ve ark.,2016). Sperm DNA fragmantasyonuna abortif
apoptoz, protamin yetersizlikler veya oksidatif stres gibi yapisal faktorler neden
olabilir (Chohan et al., 2016). DNA hasarina, bazi ilaglari testis sonrasi oksidatif stres,
bosalma sonrasindaki siire gibi dis etkenler nedeniyle de olusabilir (Gandidi et

al.,2000). Spermi somatik hiicrelerden iki 6zellik ayirir. Bu 6zellikler protaminasyon
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ve DNA onariminin olmamasidir. Transkripsiyon ve spermiyogenez DNA onarimini
sona erdirir, bu evreden sonra epididim ve ejekiilasyon sonrasi gegisler sirasinda hasar
meydana gelirse bu hasar i¢in onarim mekanizmasi yoktur Erken embriyo ve oositlerin
DNA hasarmi onardigi gosterilmistir(Sharma et al., 2010). Bulgularimiz CPFX
uygulamasindan sonra sperm DNA hasar1 ve mitokondrsyel aktivitesinde anlamli
derecede kontrol grubuna kiyasla fark ygostermistir. Onceki arastirmalara gore buffalo
lizerine yapilan bir ¢alismada bakteriyal kontrol i¢in CP kullanimi, su aygirinin
dondurulmus semen numunesinin ¢éziilme sonrasi kalite ve dogurganligina hasar
vermeden 1000ul ye kadar toksik etki gostermeden bakteriyel kontaminasyonu kontrol
ettigini gostermistir. Bizim c¢alismamizda ise 7,4ul doz CPFX kullannminda az
derecede anlamli fark, 14,8ul de yiiksek anlamli fark yaratarak DNA hasar1 ve

mitokondriyel aktivitelerinde bozulmalarina neden oldugunu gostermistir.
5.3. Oneriler

Bu ¢aligma insan semen numunesi {izerinde yapilan ilk ¢aligma olmakla birlikte
antibiyotik etki mekanizmasmin elde ettigimiz sonuglara gore sperm DNA hasari,

sperm canlilig1 ve sperm motilitesi iizerine etki ettigi gozlenerek ileri ¢alismalara 151k

tutacaktir.
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