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BEYAN

Bu tez galismasimn kendi ¢alismam oldufunu, tezin planlanmasindan yvazimina
kadar tiim agamalarda etik disn highir davramsimin olmadifim, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettifimi, bu tez caligmas: sonucu elde edilmeven
biitiin bilgi ve yorumlar igin kaynak gésterdifimi ve bu kaynaklan da kaynaklar listesine
aldifaimm, yine bu tezin ¢ahsilmas: ve yazim sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici
bir davramsimin olmadifim beyan ederim.

Yeliz Hatiboglu
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SiIMGE VE KISALTMALAR
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1. OZET

Infertil ciftlerin yaklasik %20’sinde sadece erkek faktorii temel nedendir. Infertil ve
fertil erkekleri birbirinden ayirmak i¢in sperm DNA biitiinliigii {izerine yapilan ¢alismalar
artmistir. Sperm kromatininin biitiinligi, ozellikle intrastoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) uygulamalarinda, fertilizasyon basarisinda onemli rol oynar. Infertil erkeklerde
sperm DNA hasar1 yiiksek olarak saptanmaktadir ve yardimla tireme tekniklerinin basari
oranlari ile ters iligkilidir. Yardimla iireme tekniklerinde sperm DNA hasar1 varligini tespit
etmek i¢in uygulanan testler bulunmaktadir. Sperm DNA hasar oran1 anilin mavisi, toludin
mavisi ve sperm kromatin dagilim testi ile degerlendirilebilir.

Toluidine mavisi; sperm kromatin biitiinligiinii degerlendirmek i¢in kullanilan temel
boyadir. Zayif paketlenmis kromatine veya hasarli DNA’ya sahip niikleustaki sperm
DNA’sinin fosfat rezidiileri toluidin mavisi gibi baz boyalara baglanmaya daha egilimlidir.
Bu nedenle, 151k mikroskobunda hasarli sperm mavi ile boyanirken normal sperm renksiz
kalacaktir. Bu testin DNA yapis1 ve paketleme igin hassas bir test oldugu bildirilmistir.

Anilin mavisi; sperm kromatin biitiinliiglinii degerlendirmek i¢in kullanilan asidik bir
boyadir. Hasarli DNA’ya sahip sperm siklikla rezidiiel histonlar1 agiga ¢ikarmaktadir. Bu
rezidiiel histonlar zayif kromatin paketlenmesine, ana niikleoproteinlere kolay ulagilmasina
ve de anilin mavisi gibi asidik boyalara baglanmaya yatkinliga yol agmaktadirlar. Anilin
mavisi, spermde kondansasyon anomalisi ile birlikte morfolojisini de degerlendiren bir
boyadir. Anilin ile boyama sonucunda olgun sperm baslari (matur sperm) agik mavi,
olgunlasmamis sperm baslar1 (immatur sperm) koyu mavi boyanir.

Sperm kromatin dagilim testi; sperm DNA fragmantasyonu ile direkt iliskili uyarilmig
kondensasyon (yogunlastirma) prensibine dayanmaktadir. Cok kiigiik halo veren ya da hig
halo olusturmayan spermler fragmante DNA iceren spermlerdir. Bu test spermdeki
DNA'nin pargalanma oranini gdstermektedir.

Bu ¢alismamizda semen alinan hasta orneklerine toludin mavisi, anilin mavisi ve
sperm kromatin dagilim testi kullanilarak infertil erkeklerin sperm DNA hasar oranlarini
karsilastirmay1 amaglamaktay1z.

Anahtar Kelimeler: sperm, toluidin mavisi, anilin mavisi, sperm kromatin dagilim testi

(SCD).



2. SUMMARY

Toluidine Blue, Aniline Blue And Sperm Chromatin Distribution (SCD) With Tests
of Sperm DNA Damage Ratio Comparison

Men factor is the only basic reason, in almost 20 percent of infertile couples. There are
more studies about DNA integrity in order to separate infertile an fertile men from each
other. Entrity of spermatozoa chromatin, especially at the ICSI implementations, has an
important role in fertilization achievement. Ratio of spermatozoa DNA damage high in
infertile men, however this is related inversely to success ratio of asisted reproductive
technique. There are some tests to find spermatozoa DNA damage in assisted reproductive
techniques. Spermatozoa DNA damage can be evaluated with aniline blue, toluidine blue
and sperm chromatin dispersion tests.

Toluidine blue is the basic color evaluate sperm chromatin integrity. Wead-packed
chromatin or spermatoza DNA's phosphate residue which have damaged DNA at nucleus
tend to join basic color like toludine blue. For this reason, while damaged spermatozoa is
being staining with blue, in light microscope, normal spermatozoa will remain colorless.
This test is stated as a sensitive test for DNA structure and packing.

Aniline blue is the asidic color that is used to evaluate spermatozoa chromatin
integrity. Spermatozoa which has DNA damage frequently reveal residual histones. These
residual histones cause weak chromatine packing, main nucleoprotein to reach easily and
the tendency of connecting to asidic color like aniline blue. Aniline blue is the color which
evaluate not only condonsation abnormal but also its morphology. As a result of mature
sperm head staining with aniline, light blue, immature sperm heads is painted dark blue.

Sperm chromatin dispersion test is based on principle that is induced condensation
principle related to sperm DNA fragmentation directly. Spermatozoa including fragmented
DNA are the spermatozoa which have small halo or not having halo at all. This test
indicate ratio of DNA's fragmentation in spermatozoa.

In this project, we objective to compare spermatozoa DNA damage ratio of infertile
men by using test of toluidine blue, aniline blue and sperm chromatine dispersion.

Key Words : Spermatozoa, toluidine blue, aniline blue, sperm chromatin dispersion test
(SCD).



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite her evli giftten %10-15 inde goriilmeye baslanmis olup, giiniimiizde
infertilite problemi yasayan ciftlerin sayis1 giderek artmaktadir. Erkek faktoriiniin neden
oldugu infertilitede sperm DNA'sinda olusan hasarin arastirilmasina yonelik ¢alismalar
artig gostermeye baslamistir (1, 2).

Yardimla iireme tekniklerinde (YUT), erkege bagl infertilitenin nedenlerini bulmak
icin; semen analizi ile sperm sayisi, spermin morfolojik yapist ve sperm hareketliligi
degerlendirilir. Rutin semen analizi ile fertil ve infertil erkegi ayirmak giic oldugundan,
yapilan c¢aligmalar sperm DNA biitlinliigii tizerine yogunlagmistir. Sperm sayisi normal
olan bireylerde (normospermi) de sperm DNA'sindaki hasara bagli olarak doéllenme
problemleri yasanmaktadir (2, 3).

Sperm DNA yapisindaki biitinliigin tanisinin  konmast igin bir ¢ok test
gelistirilmistir. Bu testler; Akridin Turuncu Testi (Acridine Orange Test- AOT), Toludin
Mavisi  (Toluidine Blue- TB), Anilin Mavisi (Aniline Blue-AB), TUNEL
[TheTerminalDeoxynucleotidyl Transferase- Mediated Deoxyuridine (TdT) Triphosphate
(dUTP) Nick EndLabeling Assay], Asil Centik Okuma Tayini (In Situ Nick Translation
Assay NT), Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET), Sperm Kromatin Ayrilma Testi
(Halosperm Test- Sperm Chromatin Dispersion Test-SCD), Sperm Kromatin Yapisi
Tayinidir (Sperm Chromatin Structure Assay-SCSA). Her uygulanan testin ayni sonucu
verip vermedigi ile klinikte uygulanma siireleri ve belli bir standarda sahip olup
olmadiklari fertilizasyondaki basarida 6nemlidir (4, 5).

Bu c¢alismada infertilite sorunu yasayan erkek bireylerden alinan semen orneklerinde
Toluidin Mavisi, Anilin Mavisi ve Sperm Kromatin Dagilimi1 (SCD) testleri kullanilarak
sperm kromatin yapist ve yogunlasmasi arasindaki iliskileri karsilastirma yaparak
uygulanan sperm DNA hasar oranlari testlerinden hangisinin daha verimli oldugunu tespit

etmeyi amaglamaktayiz.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. TESTISLER

Erkek iireme sistemi skrotum iginde asili bulunan iki adet testis, epididimis, genital
kanallar, yardimci tireme bezleri ve penisten olusmaktadir (6).

Testisler karin boslugunun disinda skrotum icinde ayr1 boliimlerde yerlesmis oval
sekilli organlardir. Karin boslugunun disinda olmalarindan dolay1 testislerin 1silar1 viicut
1s1sindan 2 °C daha diisiiktiir ve bu deger spermatogenez igin idealdir.

Testislerin ¢evresinde tunika albugenia denilen fibromiiskiiler yapidan olusan bir bag
dokusu tabakasi bulunur (7, 8). Tunika albugenia testisin arka yiiziinde kalinlasir ve
mediastinum testisi olugturur. Burada bezin icine giren fibréz septumlar dokuyu testikiiler
lobiillere ayrilir. Her lobiilde bir ile dort adet kivrimli yapida olan seminifer tiibiil bulunur.
Seminifer tiibiillerin duvar1 epitel ile doselidir. Mediastinum testis icinde yer alan,
bosluklar agi olarak bilinen yapiya rete testis denir. Bu yap1 seminifer tiibiillerin epitel
duvari; testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar1 toplayan kanallar agindan olusur (7,
8, 9) (Sekil 1).

Testisler hem sperm {iretimi hem de androjenleri (testosteron ve tiirevlerini) lireterek
salgilarlar. Testisler, bilesik tiibiiler yapida i¢ salg1 (endokrin) ve dis salgi (ekzokrin) bezi
gibi distintilebilirler. Ekzokrin salgisi, canli sperm hiicreleridir. Endokrin salgi Leydig

hiicreleri ve Sertoli hiicreleri arasindaki iligkiler ile ayarlanir (7, 10).



Eferent
kanallar  Epididimis

Duktus (vaz)
deferens

Rete testis

Tunika
albuginea

Seminifer
tiibdiller

Testikiiler
lopcuk

Sekil 1. Testis ve kanallar1 (11)

4.1.1. Seminifer Tubiiller

Seminifer tiibiiller duvarlarinda birkag hiicre tabakasi kalinliginda epitele sahiptirler
ve merkezde bir liimen tasirlar. Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler,
fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla ¢evrelenmistir (7, 8).
Yuvarlak sekle sahip olan seminifer tiibiiller kan damarlariyla birlikte bir miktar lenfosit,
plazma hiicresi ve Leydig (interstisiyel) hiicrelerini iceren az miktarda bag dokusu ile
birbirinden ayrilmiglardir (12).

Seminifer tiibiillerin epiteli; sertoli hiicreleri ve gelismekte olan germ hiicrelerini
(spermatogenik seriyi: Spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit,

spermatid, sperm) igeren hiicrelerden olusur (13) (Sekil 2).



SPERMATOGONYUM

SERTOLI
HUCRELERI

SPERMATID

Sekil 2. Seminifer tiibiil histolojik yapis1 (14)

4.1.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis
primordial hiicrelerdir. Puberteye kadar daha baskin olan hiicreler, puberteden sonra
sayilar1 azalarak germinal hiicreler arasina dagilmistir (6, 7, 8). Sertoli hiicreleri, tiibiilleri
boyunca birbirleri ile siki baglantilar (gap junction) yaparak seminifer tiibiiliin epitelini
ikiye ayirir.

1) Taban boliimii (bazal kompartman)

2) Limen alt1 boliimii (adluminal kompartman)

Bazal kompartmanda, spermatogonyumlar, limenaltt kompartmanda ise mayoz
boélinmenin cesitli asamalarindaki primer spermatositler, sekonder spermatositler ve
spermatidler yer alir (10).

Siki baglantilarla birbirlerine baglanan sertoli hiicreleri spermatogenez sirasinda

destek hiicreleri olarak islev goriir. Siki baglantilar ile bazi yapilarin kandan seminifer



tiibiil limenine gegisini engelleyerek 'kan-testis bariyeri' olustururlar. Kan- testis bariyeri
ile spermler kan dolasiminda bulunan antikorlardan koruyarak, hiicrelerin iyonik ve
kimyasal alisverisi saglanir (6, 8, 12).

Sertoli hiicrelerinin testisin ana islevlerinin diizenlenmesinde 6nemli gorevleri
vardir. Bu hiicreler:

1-Gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin desteklemesini, korumasmi ve
beslemesini,

2-Kan-testis bariyerinin kontroliinii,

3-Folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimima cevap verirler. FSH androjen
baglayici protein (ABP) sentezini ve sekresyonunun diizenlenmesini,

4-Artik cisimlerin fagosite edilmesini,

5-Germ hiicrelerinin seminifer tiibiil liimenine dogru pasif hareketlerini
(spermiasyon),

6-Seminifer tiibiil limenine proteinler ve iyonlardan zengin bir siv1 salgilanmasini,

7- Spermatogenezin parakrin kontoliiniin ger¢eklestirilmesini,

8-Leydig hiicreleri ve peritiibiiler hiicrelerin fonksiyonlarinda parakrin kontrolii

saglar (6, 9, 10, 15).

4.1.1.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, steroidogenezin diizenlenmesinde ve testis homeostazinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Leydig hiicreleri interstisyel alanda diizensiz sekilde
seminifer tiibiillerin etrafinda bulunurlar. Bu alanda ayni zamanda bol miktarda kan
damari, lenf damar1 ve sinirler de bulunur (16, 17).

Leydig hiicreleri erkek steroid hormonu olan testosteronun {iretim ve
salgilanmasindan sorumlu olan hiicrelerdir. Viicutta bulunan testosteronun %95'

testislerde, Leydig hiicreleri i¢inde kolesterolden sentezlenerek yapilir (16, 18).



4.2. GAMETOGENEZ

Gametler ikinci hafta boyunca epiblastin i¢cinde olusan ve daha sonra yolk kesesine
gb¢ eden primordial germ hiicrelerinden (PGH) koken alirlar. Primordial germ hiicreleri
dordiincii haftadan itibaren, bu sefer yolk kesesinden, gelismekte olan gonadlara dogru yer
degistirmeye baslarlar ve hedeflerine besinci haftada ulasirlar. Gog siireci ile devam eden
mitoz boliinme, gonada ulastiktan sonra da devam eder. Daha sonra germ hiicreleri
fertilizasyona hazirlik igin 6zellesmis tireme hiicreleri olan gametlerin gelisimini kapsayan
gametogenez siirecine girerler (19, 20).

Gametogenez diploid gamet hiicresinden mayoz boliinme ile haploid gamet hiicresi

olan sperm ve yumurtanin olusma siirecidir (19, 21).

4.3. SPERMATOGENEZ

Spermatogenezis; erkek germ hiicrelerinin olusmasini, sayilarinin artmasinit ve
olgun spermlere donlismesini saglayan bir siirectir. Her biri spesifik germ hiicre tipiyle
baglantili olmak tizere ii¢ evrede incelenebilir;

- Spermatositogenez (proliferasyon): Spermatogonyum
- Mayoz boliinme (rediiksiyon): Spermatositler

- Spermiyogenez (farklanma): Spermatidler (12, 21) (Sekil-3).
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4.3.1. Spermatositogenez

Spermatogonyumlar kendi i¢lerinde {i¢ farkli sekilde ayrilirlar; Acik A, koyu A ve B
spermatogonyumlar. A¢ik veya koyu A tipi spermatogonyumlar B tiplerinden daha azdir.

A tipi spermatogonyumlarin sitoplazmasinda organeller daginiktir, mitokondrileri yuvarlak



sekillidir ve ¢ekirdek yakininda bulunurlar. Bunlarda belirgin golgi kompleksi ve daginik
ribozomlar izlenir. Oval ve yuvarlak bu hiicreler yaklasik 12 pm. ¢apindadir ve her biri
bazal lamina {istiine otururular. Ag¢ik A tipi spermatogonyumlar yedek hiicre olup,
gerektiginde spermatogenezi baslatirlar. B tipi spermatogonyumlar en ¢ok bulunan tip
olmakla birlikte ¢ekirdegi merkezi olarak yerlesmis ve yuvarlak sekle sahiptir. Bazal
lamina {izerine otururular fakat bazal lamina ile baglantilar1 daha azdir. Sitoplazmalarinda
A tipine gore daha fazla ribozom igerirler (8, 10).

Pubertededen sonra seminifer tiibiillerin germinal epitelindeki kok hiicreler ( tip A
spermatogonyum) araliklarla DNA'larimi ikiye katlayarak mitoz ile boliiniirler. Her bir
mitoz boliinme iki kardes hiicreyi olusturur: bir diger tip A spermatogonyum ve ikinci tip
hiicre olan B spermatogonyum (12).

Tip B spermatogonyumlar mitoz yoluyla diploid yapida olan primer spermatositleri
olusturur. Biitlin spermatogonyum hiicreleri seminifer tiibiilin bazal bolimiinde
bulunurken, primer spermatositler limene komsu boliime geger. Bu siire¢ insanda 3 giin

kadar kisa bir siirede gergeklesir (12, 15).

4.3.2. Mayoz

Dinlenme evresindeki spermatositler mayoz boliinme i¢cin DNA sentezlemeye
baglarlar ve ardindan mayoz béliinmenin uzun profaz evresine girerler (21). Bu sirada
belirgin bir biliylime gostererek caplart 18 mikrona ulasir. Hiicrelerin sitoplazmast
spermatogonyumlarinkine benzerdir. DNA sentezinin baslamasiyla hiicreler bazal
membrandan uzaklasirlar ve sertoli hiicreleri arasinda kurulmus olan kan testis bariyerini
asarlar (10). Spermatositler kan-testis bariyerini gectikten sonra, iki 6nemli olay gelisir.
Birincisi spermatositler ile sertoli hiicre yiizeyinde ve sertoli hiicreleri arasinda
spermatogenezin sonunda kadar siirecek olan yapisal ve islevsel bir iliski gelismesidir.
Ikincisi ise mayoz béliinmenin profaz evresinden itibaren, spermatositlerin yeni yiizey
antijenleri gelistirmeye baslamalaridir. Bu ozellik spermatogenez sonuna kadar
stirmektedir (21).

[k mayoz béliinmeden hemen dnce primer spermatositler DNA'larini replike ederler.
Boylece 46 kromozom yapisina sahip primer spermatosit ilk mayoz béliinmeden sonra 23

kromozoma sahip sekonder spermatosit olarak adlandirilir. Sekonder spermatositler ikinci
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mayoz bolinmeyi tamamlayarak yeni spermatid hiicrelerini olustururlar. Spermatid
hiicreleri 23 kromozom yapisina sahiptir. Spermatidler spermleri olusturmak igin

spermiyogenez (matiirasyon) siirecinden gegerler (12).

4.3.3. Spermiyogenez

Erken donemde spermatidler nispeten kiigiik, kiiresel sekilli hiicrelerdir. Niikleuslar
ince kromatinlidir, arada yogun kromatin yumaklar1 vardir. Kiigiik hiicre zarinin altinda
dizilmis olan mitokondriler spermatid sitoplazmasimin taninmasini kolaylastirir.
Spermiyogenez; spermatidin sperme farklilasmasini saglayan 3 ana olay ile karakterizedir.
Bunlar; flagellum (kamg¢1) gelismesi, akrozom gelismesi ve niikleer yogunlasmadir (7, 10)
(Sekil 4).

1) Flagellum (kuyruk) gelismesi: Kuyruk distal sentriyolden gelisir. Keratin igeren
yogun dis lifler ve fibroz kilif ile g¢evrili aksoneme sahiptir. Mitokodriler kuyrugun
proksimal boliimii ¢evresinde sarmalimsi kilif olusturur (22).

2) Akrozom gelismesi: Dollenme i¢in gerekli olan hidrolitik enzimlerin depolanmasi
ve siirekli sentezinin gergeklestigi akrozomal keseyi igerir. Akrozom gelismesi dort ardisik
evreden olusur: Golgi evresi, kep evresi, akrozomal evre ve olgunlasma evresi (7).

- Golgi Evresi: Spermatidlerin sitoplazmasi, niikleusun yakininda belirgin bir golgi
kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazma
retikulumu tiibiilleri igerir. Proakrozomal graniiller golgi kompleksinde birikirler ve bunun
hemen sonrasinda birleserek membranla sinirlanmig bir akrozomal vezikiiliin i¢inde yer
alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar. Akrozomal graniil giderek koyulasip biiyiir.
Sentriyol ¢iftleri niikleusun kars1 tarafinda hiicre yiizeyine yakin konuma gelirler.
Sitoplazmadaki mitokondriler hiicre ¢eperine dogru dizilirler (9, 10).

- Kep Evresi: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilarak akrozom bagligint olusturur. Akrozom baslhigl akrozom
icerigini kapsayacak bicimde i¢ ve dis akrozom zarlarimi olusturur. Niikleus zar1 ve i¢
akrozom zar1 arasinda graniiler - filament6z bir madde meydana gelir Akrozom
bolgesindeki niikleus zar1t porlarint kaybeder ve daha yogun goriintir. Buna neden i¢

tarafindaki kromatin yogunlagmasidir (9, 23, 24).
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- Akrozomal Evre: Akrozomal evre spermatid morfolojisinin ¢ok sayida dgisiklige
ugramasi ile karakterizedir. Akrozom; hyaluronidaz, asit fosfataz, akrozin, néraminidaz ve
tripsin benzeri proteaz olan hidrolitik enzimleri igerir. Hiicrenin akrozomu igeren 6n kutbu,
seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelirken, niikleus daha yogun hale gelir. Niikleus
yogunlagir, hafifce diizlesir ve incelip uzar, hiicre membraninin {izerine dogru ilerler ve
burada tam bir sperm basini olusturur. Niikleus koyu renkli, kiigiik, armut sekilli bir yap1
alir. Bu arada distal sentriolden ¢ikan mikrotubiiller aksonem denilen yapiy1 olusturur ve
kuyruk uzamaya baslar. Mitokondriler kuyrugun proksimal pargasi etrafinda toplanarak
orta parca olan kalinlagmis bolgeyi olustururlar (9, 24, 25).

- Matiirasyon Evresi : Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya g¢ikan
hiicreler ayrilmaz ve sitoplazmik kopriiler ile birbirlerine bagli kalirlar. Spermatogenez
siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik kopriiler artik cisimeik olarak
dokiilmeye baslarlar. Spermatidin arasindaki protoplazmik kopriilerin kalkmasiyla artik
cisimcikler sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek, spermler seminifer tiibiiliin
limenine dogru birakilir. Olgunlagan spermlerde; sperm basi, sentriyoller ile
mitokondrilerden olusan kuyruk boliimi sekillenir. Mitokondriden olusan bir kilif gerekli
enerjiyi saglar. Testis i¢inde spermlerin metabolik ihtiyaglar1 sertoli hiicreleri tarafindan
saglanirken, testis disinda epididimden ve sekonder seks organlarindan salgilanan
maddeler ile beslenirler (10, 15, 24).

3) Niikleer Yogunlagsma: Somatik histonlar (H1, H2A, H2B, ve H4) arjinin- ve
lizin-zengin protaminlerle yer degistirdiginde niikleer yogunlagsma olusur. Bu somatik
histonlarin protaminlere doniismesinden sonra, niikleozomlar kaybolur ve niikleus
materyalini yogunlastirmak igin diiz kromatin lifler yan yana dizilirler. Protaminlerdeki
disiilfid ¢apraz baglar saglam bir yap1 kazanarak kromatinin direngli olmasini,

stabilizasyonunu saglar (7, 26).
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Sekil 4. Spermiyogenez (27)

4.4. SPERMIN YAPISI

Bir sperm; bas, boyun ve kuyruk bolgesinden olusur. Toplam uzunlugu yaklasik 60
um kadar olan spermin boyu 4-5 pm, eni 3 um' dir. Spermin bas ve kuyruk boliimlerini bir

plazma membrani sarar (23) (Sekil 5).

4.4.1. Bas

Sperm basinin fonksiyonlar;; DNA’y1 icermesi, korumasi ve oositin ddllenmesi
(fertilizasyon) sirasinda bu igerigini 0osite aktarmasidir. Sperm basi; kondanse niikleus,
akrozomal kese ve plazma membrani olmak iizere ii¢ bolgeden olusur.

Kondanse Niikleus: Arginin ve sisteinden olduk¢a zengin bazik proteinlerle kaplh

genomik DNA'y1 igerir. Somatik histonlarin yerine protaminler bulundugundan dolay1
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nukleozomlar1 yoktur. Sistein miktarinin fazla olmasindan dolay: disiilfit capraz baglar
fazladir. Bu da niikleusa saglamlik ve dayaniklilik kazandirir (7, 23).

Akrozomal Kese: Akrozomal kese 3 6geden olusur. 1) Dis akrozomal membran, 2)
I¢ akrozomal membran, 3) Hidrolitik enzimler.

Akrozomal kesenin incelmis bolgesi kuyruga dogru uzayarak ekvatoryal segmenti
olusturur. Dis akrozomal membran ile i¢ akrozomal membran arasinda yer alan hidrolitik
enzimler akrozomal matriks igerisinde yer alirlar. Proakrozin onciilerinden koken alan
hyaluronidaz ve akrozin esas iki enzimdir. Bu enzimler fertilizasyonun baslamasina
yardimet olurlar. (7, 22).

Plazma Membrani: Plazma membrani elemanlari; Zona pelusidaya kuvvetli
baglanma yatkinligina sahip sperm reseptorleri ve fertilindir. Fertilin disintegrin protein
ailesi iginde yer alan heterodinamik bir proteindir. Fertilin sperm-oo0sit plazma

membranlarinin flizyonuna katilir (7).

4.4.2. Boyun

Sperm bas1 ile kuyrugu arasindaki kisa parcadir. Boliinmiis kolonlar ve yogun fibroz
yapidan olusmaktadir. Uzunlugu yaklasik 0,3 pm olup, yapisinda baglanti pargasi ve
proksimal sentriol bulunur. Proksimalde iki ¢ift béliinmiis siitun, 2 major ve 2 mindr siitun
yapmak {izere basin alt kisminda birlesirler. Distalde ise her siitun birbiri iizerine
caprazlasir ve orta parcada dis yogun liflerle birlesir. Bu siitunlarin gorevi, boyun
bolgesine esneklik kazandirmak ve bazal plak baglantisinda gerilim yaratmadan biikiilmeyi
saglamaktir. Distal sentriyol ise spermiyogenezin ileri evrelerinde ortadan kalkmaktadir.
Bunlar aksonemin olugumu sirasinda dnemli bir rol oynar. Proksimal sentriyol 9 adet tiglii

dis mikrotiibiil i¢erir. Ortada ise mikrotiibiil ¢ifti yoktur (10, 24, 28).
4.4.3. Kuyruk

Hareketlilik ve enerji liretiminden sorumlu olan bélgedir. Sperm kuyrugu; orta parga,
esas parga ve son parga ii¢ parcadan olusur.

Orta parca: Sarmal olarak dizilmis mitokondrilerin olusturdugu tabaka, 9+2

mikrotiibiiler aksonem ve dig yogun lifler adi verilen sperm boynundaki baglanti
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parcasindan kuyruk boyunca uzanir. Orta parcada mitokondriler sarmal seklinde
diizenlenmistir ve enerji icin gerekli yapidir. I¢ mitokondriyal membran enerji iiretiminden
sorumludur ve flagella motiliteden sorumludur. Proksimalden distale gittikge ¢ap1 azalir.
Orta parca, mitokondriyel sarmalin son halkasi olan annulus ile sonlanirken 9+2 tiibiil
yapisi 7 parga halinde devam eder (7, 24).

Esas parca: Kuyrugun en uzun parcasidir, uzunlugu 40 pm. kadardir. Yedi dis
yogun lifce sarili merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur. Fibroz kilif, es uzakliktaki
uzamina kolonlardan ¢ikan dairesel iskelet tarafindan olusturulur. Hem dis yogun lifler
hem de fibroz kilif, spermin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma igin
saglam bir iskelet olusturan proteinler olan keratin igerir (7, 23).

Son par¢a: Dis yogun lifler ve fibréz kilifin erken sonlanmasindan dolay1 sadece
aksonem bulunan kuyrugun son pargasidir. 3 pm uzunlugundadir. Kuyrugun son kisminda
kalin fibriller ve fibroz tabaka kaybolur. Bu bolgede 6nce dynein kollar1 yok olur, daha
sonra merkezdeki mikrotiibiil ¢iftleri kaybolur ve distaki ¢iftlerin ikisi ortaya hareket
ederken kalan, 7’si onlarin etrafin1 sarar. Bu sirada B tiibiilleri de agilarak kaybolur.

Kuyrugun ucuna gelindik¢e aksonemin mikrotiibiiler yapist sona erer (10).

4
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4.5. SPERM MEMBRAN!I

Sperm membrani oositi tanima, oosite yapisma ve spermin oositi dollemesi agisindan
onemli bir role sahiptir. Sperm membrani; lipid, protein ve karbonhidrat yapisindadir.
Lipidlerin  esas gorevi membran yapisin1 olusturarak stabilizasyonunu saglamak,
kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve oosit-sperm birlesmesinde rol almaktir. insan
spermleri; yiiksek oranda fosfotidil kolin, fosfotidil etanolamin ve sfingomiyelin igerir.
Fosfolipidlerle birlikte kolesterol sperm membraninin biitiinliigiinii ve impermeabilitesini
saglar. Sperm membraninin yapisinda, mannoz ve glukoz gibi monosakkaridler ile
disakkaridler bulunur. Tirozin, triptofan ve histidin ise esas aminoasit yapisini
olusturmaktadir .

Sperm membraninda bilinen molekiiller; tirozin kinaz reseptorii, protein kinaz,
galaktozil transferaz, spermadezin, progesteron reseptdrii gibi spesifik antijenler,
ekstraseliiler matriks proteinleri (vitronektin, fibronektin, laminin, kollajen), hiicre-hiicre
ya da hiicre matriks etkilesimini yiiriiten nonspesifik proteinler, PH-20, PH-30, G
proteinlerinden olusmaktadir. Sperm plazma membrani biitlinliigli kayb1 sonucu normal
semen parametreleri gézlenirken erkek infertilitesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (29, 30,
31).

4.6. SPERM DNA YAPISI

Sperm niikleuslarindaki yaklastk 1 m. uzunlugundaki DNA, somatik hiicre
niikleusunun  %10'undan daha kii¢ilk bir volim igine sigabilmek i¢in sikica
paketlenmelidir. Memelilerde sperm niikleusu niikleer halka denilen tek tip bir yapi icerir.
DNA spermatogenez sirasinda sperme 0zel protaminler ile niikleer histonlarin bir araya
gelmesiyle sikilagtirilmaktadir. Sistein bakimindan zengin protaminler arasindaki distilfit
capraz baglantilar1 sperm niikleusunun sikistirtlmasi ve stabilizasyonundan sorumludur.
Bu niikleer sikistirma oksidasyon veya sicaklik yiikselmesi gibi dis faktorlerden sperm
genomunu korumak i¢in gerekli oldugu diisiinilmektedir (12, 32).

Spermatogenez sirasinda DNA Oncelikle histonun kullanildig1 primer kompaktlagsma
ile niikleozomlar i¢inde paketlenir. Mayoz boliinmeyi izleyen spermiyogenezin sekonder

spermatosit evresinde histonlar Once transizyonel proteinlerle ve daha sonrada
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protaminlerle yer degistirir. Sikilasmis DNA, protaminler {izerinde bulunan siilfidril
gruplarin oksidasyonuyla sekillenen distilfid baglar1 sayesinde bir arada tutulan
kangallasmus, ortasi delik bir halka olan kromatin, bir spiral sekildedir. Sperm niikleusunun
DNA’s1 bu halkaya demirlenmis bir sekilde bulunur. (12, 33).

4.7. SPERM DNA HASARI

Sperm DNA biitiinliigii; dogal ve yardimer yontemlerle basarili bir fertilizasyon igin
aynit zamanda embriyo, fetiis ve ¢ocugun normal gelisimi i¢in nemlidir. Sperm DNA
hasar1 ve apoptoz erkek faktorii verimliligi i¢in 6nemli gostergelerdir ve erkek infertilitesi
ile anlaml bir iliskisi vardir. Fertil erkeklerin de diisiik yiizdelerde sperm DNA hasarina
sahip olduklari tespit edilmistir (33, 34, 35). Cesitli i¢ ve dis faktorlerden dolayr sperm
DNA'sinda hasar meydana gelmektedir. Sperm DNA hasarina neden olabilecek ii¢ olast
mekanizma mevcuttur. Bunlar; abortif apoptoz, anormal kromatin paketlenmesi ve
oksidatif strestir (36). Bu mekanizmalara neden olan faktorler sperm DNA'sinda bulunan
tek ve ¢ift ipliklerin kirilmasiyla sperm DNA hasarint meydana getirmektedir. DNA hasari,
tek ve ¢ift DNA iplik kiriklarinin her ikisiyle karakterizedir ve 6zellikle infertil erkeklerin
ejakiilatinda siktir. Bu hasarlarin baglicalar;; kromatin yapisinin bozulmasi, DNA
bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin polimerizasyonun baskilanmasi,
bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin
kirtlmasi, DNA-DNA ve DNA-protein c¢aprazlasmalari, DNA da mutasyonlar gibi bir
takim yapisal bozulmalardir (32).

Spermiyogenez siirecinde karsilagilan sorunlardan dolayr protamin eksikligi, sperm
kromatin yapis1 anomalileri ortaya ¢ikmaktadir. Infertil erkeklerde yaklasik % 5 -15%
arasinda bir protamin eksikligi goriiliirken, fertil erkekler tam bir protamin eksikligine
sahip degillerdir (32).

Sperm DNA hasar infertil erkeklerin % 25'inde ejakiilat icinde tespit edilmis olan
yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek seviyeleri ile iligskilendirilmistir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) I6kositler tarafinda iretilir. Diisiik diizeyleri normal sperm
fonksiyonu i¢in gerekli olmasina ragmen, yiiksek diizeyde ROS iiretimi sperm kromatin

tizerinde hasarlandirici etkiye neden olur (32, 36).
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4.8. ERKEK INFERTILITESI

Ureme ¢agindaki ¢iftlerin bir sene boyunca diizenli cinsel iliski sonrasinda ancak
%85'inde gebelik olugmasi, ¢iftlerin % 15'inde infertilite sorunu oldugunu gostermektedir.
Ciftlerde erkek faktoriiniin neden oldugu infertilite oran1 %40 kadardir (3, 37).

4.8.1. Semen Analizi

Semen sivisi, spermin testis ve epididimis salgisinin, ejakiilasyon sirasinda prostat,
seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilarinin birlesmesiyle olusur. Sonug olarak,
olusan viskozitesi yiiksek sivi semen adin1 alir. Bu salgida sperm, semen sivisinin %5’ini
olusturur. Normal semen miktart kisiden kisiye farklilik géstermek ile birlikte 2-6 ml.
arasindadir (38).

Semen analizi ile semen igerisinde bulunan spermlerin motilite, morfolojisi ve
canlilik oranini tespit etmek miimkiindiir. Semen Ornegi alindiktan sonra 5-30 dakika
icerisinde likefiye (37°C) edilir. Likefikasyondan sonra semenin hacmi, pH'si, rengi,
kokusu, viskozitesi degerlendirilir. Daha sonra morfolojik degerlendirme i¢in mikroskobik
inceleme yapilir. Tlk mikroskobik degerlendirme sirasinda konsantrasyon, motilite, mukus
iplikleri formasyonu, sperm agregasyon ve agliitinasyonu ve spermden farkli hiicresel
elemanlarin degerlendirmesi yapilabilir (39). Spermin mikroskobik incelenmesinde,

spermin sayimi, harektliligi (motilite), ve morfolojik degerlendirilmesi 6nemlidir (2, 12).

4.8.1.1. Sperm Hiicresi Sayim (Konsantrasyon)

Ejakiilatta bulunan sperm sayisi likefikasyonunu tamamlamis 6rnekte iki yontemle
degerlendirilebilir; 1) spermlerin hepsi immobilize edilerek sayim yapilir, 2) hareketli ve
harektsiz spermler birlikte degerlendirilir. Sperm sayimi i¢in hemositometre, microcell,
CellVU, Standart Count, Makler gibi ¢esitli sayim kamaralari kullanilmaktadir. Sperm
konsantrasyonu milyon/ml olarak degerlendirilir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO)

standartlarina gére 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi normal kabul edilmektedir (21, 38).
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4.8.1.2. Sperm Hareketliligi (Motilitesi)

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gore sperm hareketliligi ‘a’, 'b’, 'c’, 'd' olmak
tizere dort kategoride degerlendirilmektedir.

a) Hizli, progresif hareketli sperm.

b) Progresif hareketli sperm; yavas veya duraklayarak hareket eden spermleri
tanimlar.

c¢) Nonprogressif hareketli sperm; yerinde hareketliligi tanimlar.

d) Hareketsiz sperm. (38, 40).

4.8.1.3. Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Semen analizinde en Oonemli kriter spermin morfolojik olarak siniflandirilmasidir.
Spermin morfolojik olarak degerlendirilmesi hem WHO (Diinya Saglik Orgiitii)
kriterlerine hem de Kruger kriterlerine gore yapilabilmektedir (10) (Sekil 6).

Normal spermin morfolojik Kruger kriterleri ve WHO kriterlerine gore 6zellikleri su
sekildedir:

Kruger Kriterleri:

Bas; Diizglin oval yapida olmali, akrozom basin 6n kismiin %40-70’ni
kaplamalidir. Normal bag 6lgiimlerinde uzunluk 3-5 um, en ise 2-3 um’dir. Basin eni,
uzunlugunun 3/5 ve 2/3’i arasinda degismelidir. Sinirda normal bas sekilleri oval sekle
yakin bag ile beraber belirgin bir sekil bozuklugu olmasa da bu anormal kabul edilir.

Boyun; implantasyon basin uzun ekseni boyunca ve intakt olmalidir.

Orta Kisim; Silindir sekilli ve basa uzun ekseni dogrultusunda baglanmis olmalidir.
Eni yaklagik Ipum'dur. Yaklagik olarak bas uzunlugunun 1,5 kati olmalidir. Higbir
sitoplazmik artik olmamalidir.

Kuyruk; Diizgiin yapida, uzunlugu 35-45 um, orta kisimdan biraz daha ince
olmalidir. Kivrim ve biikiilme varda anormal kabul edilir (6, 37, 41).

WHO Kriterleri:

Bas; Oval sekilli ve diizgiin kenarli olmalidir. Akrozom basin 1/3' ten fazlasim

kaplamalidir. Normal bas 6lgtimleri uzunluk 4-5 um, en 2-3 um’dir. Basin eni boyunun
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1/2-1/3’1 arasinda olmalidir. Yuvarlak, armut, igne seklinde, ¢ift olan ve sekilsiz baglar
daima anormal kabul edilir.

Boyun; WHO kriterlerinde boyun hakkinda bir degerlendirme mevcut degildir.

Orta kisim; Silindir sekilli ve kuyruktan hafifce kalin olmalidir. Dis kismi diizenli
olmali, eni boyunun 1/3’den az olmamalidir. Basin biyikligiiniin 1/2°sini gegen
sitoplazmik artiklar anormal kabul edilir.

Kuyruk; Silindir seklindedir. Kivrim ve biikiilme olmamalidir. Diizgiin dis yapiya

sahip, 45um uzunlugunda ve tek olmali, biikiilmemis olmalidir (37, 41, 42).

4.8.1.4. Semen Degiskenlikleri i¢cin Terminoloji

Sperm hiicresi sayisi, motilitesi, morfolojisi ve miktarina gore yapilan siniflandirma
seklidir (38, 40, 43).
Normospermi: ml.'deki sperm hiicresi sayinin 20 milyon/ ml. ve {izeri olmasidir.
Polispermi: ml.'deki sperm hiicresi saymin 20 milyon/ ml.'den ¢ok fazla olmasidir.
Oligospermi: ml.'deki sperm hiicresi saymin 20 milyon/ ml.'den az olmasidir.
Azospermi: Tiim ejakiilatta hi¢ sperm hiicresinin bulunmamasidir.
Astenospermi: Motilitenin diisiik (%30'dan daha az) olmasidir.
Aspermi: Seminal plazma {iretiminin olmamasidir.
Nekrospermi: Sperm hiicrelerinin lii olmasidir.
Teratospermi: Morfolojik olarak anormal sperm hiicrelerinin ¢ogunlukta olmasidir.
Lokositospermi: Semende 16kositlerin 1milyon/ml.'den fazla olmasidir.
Hiperspermi: Semen hacminin 6 ml.'den daha fazla olmasidir.
Hipospermi: Semen hacminin 1 ml. veya daha az olmasidir.
Globozoospermi: Sperm hiicresinde akrozom bulunmamasidir.
Niikleer Anomali: Sperm hiicresinin basinin toplu igne seklinde olmasidir (pinhead).
Kriptozoospermi: Taze oOrnekte spermatozoa olmayip, yiiksek hizda santrifiij sonrasi

goriilmesidir.
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4.8.2. Sperm Morfolojik Anomalileri

Morfolojik degerlendirmede baz alinan normal goriiniim disinda; bas, boyun ve
kuyruk bolgesinde gozlenebilecek olast morfoloji anomalileri bulunmaktadir.

Bas anomalileri: Biiyiik ya da kiigiik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, vakuolli
(>2’den fazla vakuol, vakuoler alan boyanmasi %20’den fazla), cift basli veya bunlarin

kombinasyonu seklinde goriilebilmektedir (Sekil 7 ve Se kil 8).

Normal Piriform Yuvarlak Elonge Diadem
Bas Bas Defekti

Sekil 7. Sperm bas anomalileri (1)

Normal Akrozomal ~ Akrozomal  Akrozomal Akrozom Akrozom
igerik icerik Membran  inkomplet Komplet
Azalmasi Total Kaybi Anomalisi Ayrilmast Ayrilmasi

Sekil 8. Sperm bas anomalileri (1)
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Boyun ve orta kisim anomalileri: Basin asimetrik olarak orta parcaya girmesi, kalin

ya da diizensiz olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonudur (Sekil-9).

)

Normal Sitoplazmik Kinked Bend
Droplet Mid-piece Mid-piece

Sekil 9. Sperm boyun anomalileri (1)

Kuyruk anomalileri: Kisa, birden ¢ok, kirik, keskin agili, koil sekilli, diizensiz ve

bunlarin kombinasyonlaridir (Sekil 10).

2P

Dag Coiled Duplikasyon
Defekti Tail

Sekil-10. Sperm kuyruk anomalileri (1)

Fazla sitoplazma kalintis1: Spermatogenik siiregte {liretilen anormal sperm ile
ilgilidir. Biiyiik miktarda diizensiz sitoplazma igerir ve orta kisim defektleri ile ilgilidir. Bu

anormal asir1 artmis sitoplazma sitoplazmik droplet degildir (1).
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4.9. ERKEK INFERTILESINDE TANI YONTEMLERI

Erkek infertilitesinin tespiti oncelikli olarak semen analizi ile konulmaktadir. Fakat
fertil ve infertil erkekleri birbirinden kesin ayiracak yeni yontemlere ihtiyag duyulmus ve
sperm DNA hasar1 iizerindeki c¢alismalar ile sperm fonksiyonuna yonelik testler
gelistirilmistir (2). Bu testler sperm fonksiyonuna yonelik ve sperm kromatin yapisini

incelemeye yonelik olarak ayrilmaktadir.

4.9.1. Sperm Fonkisyon Degerlendirme Testleri

Spermin oositi fertilize etmesinden gebelik olugsmasina kadar gegirilen asamalar ve
basaril1 bir gebeligin olugmasi ancak sperm fonksiyonunun normal olmasi ile miimkiindiir.
Fonksiyonel olarak normal bir sperm; iyi morfolojiye sahip olmali, hizli hareket yetenegi
olmali, membran gegirgenligi normal olmali, akrozom reaksiyonunu gergeklestirebilmeli,
oosit zona pellusidasini penetre edebilmeli ve oosit sitoplazmasinda iyi kondanse
olabilmelidir. Sperm fonksiyonunun tespit edilmesinde kullanilan testler sunlardir:

e Antisperm antikorlar1

e Postkoital test

e Hipoozmolar sigsme testi (HOS)

e Akrozin tayini

e Akrozom reaksiyonu,

e Hamster yumurta penetrasyon testi,
e Hemizona baglanma testi

e Servikal mukus penetrasyon testi

e Hyaluronik asit baglama testi (HBA) (44, 45).

4.9.2. Sperm Kromatin Yapisi Testleri

Diisiik say1, motilite ve anormal morfoloji gibi bozuk semen parametreleri siklikla
yiiksek sperm DNA hasar1 ile birliktelik gostermektedir ancak normal semen
paramaterelerine sahip hastalarin %8’inde sperm DNA hasar1 oldugu da bilinmektedir (2).

Sperm DNA'sinda meydana gelen hasarlari tespit etmede kullanilan testler sunlardir:
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e Sperm kromatin yapisi testi (SCSA)

e Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili “Nick-end Labelling” ( TUNEL) assay
e Sperm kromatin dekondansasyon testi (SDS- EDTA)
e Sperm kromatin dagilimi1 (SCD)

¢ Anilin mavisi testi

¢ DNA ayrilim testi (FISH)

e in situ nick translation (Asil ¢centik okuma tayini)

e Acridine orange

e Kromomisin A3 (CMA3)

e Toluidin mavisi testi

¢ 8-OHdG ol¢iimi

¢ COMET (Tek hiicre jel elektroforezi) (2, 5, 26).

4.10. ANILIN YAPISI VE OZELLIKLERI

Aromatik aminlerin bazlig1 alifatik aminlerden daha diigiiktiir. Bunun sebebi ise azot
atomu tizerinde bulunan ortaklasmamus elektron ¢iftinin halkaya verilerek, azot atomunun
disaridan gelecek olan bir protonu kuvvetli olarak tutamamasindandir. Anilin ve tiirevleri,
lastik, boya, petrol, tekstil ve ilag endiistrisinde oldugu kadar ¢esitli analitik amagh
uygulamalarda da eskiden beri ¢ok kullanilan ve zamanla da 6nemleri artan zayif bazik
karakterli maddelerdir. Renksiz, yag goriinimiinde, 6zel kokulu ve zehirlidir. Molekiil
agirligr 93.126 g., donma noktasi - 6°C, kaynama noktas1 184°C, yogunlugu 1.022 g/cm3
olan bir sividir. Anilin, amino grup benzen ve fenilamin olarak da adlandirilir (46) (Sekil
11).

Sekil 11. Anilin kimyasal yapisi (46)
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4.10.1. Anilin Mavisi ve Ozellikleri

Fenilmetan boyalarina 3 hidrojen atomu yerine fenil grubu girerse trifenil metan
boyalar1 olusur. Anilin mavisi triamino trifenil metan boyalar1 grubuna girmektedir (47).
Anilin mavisi ¢dzliniir bir boya oldugundan dolayi, ¢6ziiniir mavi veya Cin mavisi olarak
da adlandirilmaktadir (48) (Sekil 12).

Anilin mavisi spermlerin boyanmasinda sitokimyasal boya olarak sperm DNA's1
kromatin yogunlagmasinin tespiti i¢in kullanilan standart bir test olarak kabul edilir (49).
Spermin gelisme derecesi, arginin ve sistein bakimindan zengin protaminlerin, lizin
acisindan zengin histonlardan ayrimi anilin mavisi boyama ile degerlendirilir. Nukleusta
bulunan histon ve protaminler, ¢ok sayida diamino-monokarboksilik amino asitlerce
zengin olduklarindan izoelektrik noktalar1 yiiksektir. Her protein kendi 6zgii izoelektrik
noktas1 vardir. Bu ozellikleri nedeni ile proteinler izoelektrik noktalarinin altindaki pH
larda anilin mavisi gibi asidik boyalar ile boyanirlar. Hiicre organelleri farkli izoelektrik
noktalar1 yiiziinden farkli boyanirlar (47).

Olgunlasmamis (immatur) sperm niikleuslar: lizin i¢eren histonlara sahip oldugunda
daha koyu mavi renkte boyanirken, olgunlagsmis sperm nukleuslar1 arginin ve sisteinden
zengin protamin icerdiklerinden daha agik renkte boyanmaktadirlar (50). Anilin mavisi
boyama ile anormal akrozom bozukluklari ve akrozomal membran biitiinliigliniin tespiti

yapilabilir.

NH,

=
N N
H H*

Sekil 12. Anilin mavisi kimyasal yapisi (48)
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4.11. TOLUIDIN MAVISi YAPISI VE OZELLIKLERI

Toluidin mavisi, tolonyum klorit i¢eren katyonik bir boya maddesidir (51). Molekiil
agirligi 305,84 g/mol olan toluidin mavisi tiazin grubunun iiyesidir. Tiazin grubundaki
katyonik boyalar bazi hiicre yapr taslarmmi boyanin asil renginden farkli boyar.
Metokromazi olarak tanimlanan bu 6zellige sahip toluidin mavisi soliisyon halindeyken
mavi-mor renklidir; amino dimetil aminotolufenatiazonyum klorit’in ¢inko Kklorit ¢ift
tuzudur. Su ve alkolde kismen ¢6ziiniir (47, 52) (Sekil 13).

Hiicre niikleusundaki deoksiriboniikleik asit ile hiicre sitoplazmasindaki riboniikleik
asit tolonyum klorit’i spesifik olarak sabitler. Niikleik asitlerin yiikleri ilk basamakta
fosforik asit gruplariin iyonlarma ayrilmasiyla olusur. izoelektrik nokta ¢ok diisiiktiir ve
niikleik asitler (-) yiklidiirler. Bu nedenle niikleik asitlerin boyanmasinda toluidin mavisi
kullanilir (47).

Katyonik bir boya olan toluidin mavisinin DNA veya niikleohistonlara interkalasyon
(araya girme) veya agregasyon (kiimelesme) yoluyla baglandigi diisiiniilmektedir. Toluidin
mavisi sperm DNA'sinda bulunan histonlarin fosfat gruplarina baglanarak sperm kromatin

yogunlagsmasinin ortaya ¢ikmasini saglar (49, 53).

H4C N Cl

+ CH
H,N S SN

I
CHj

Sekil 13. Toluidin mavisi kimyasal yapisi (54)
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. HASTA GRUPLARI

Bu galismaya infertilite problemi ile tiip bebek merkezine basvuran, yaslar1 22-42
arasinda degisen, normospermik, oligospermik, astenospermik 47 erkek bireyden alinan

semen ornekleri dahil edildi.

5.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Semen Ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin
adinin, soyadinin yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alindi. Sperm
likefikasyonu saglandiktan sonra mililitredeki sperm sayisini belirlemek {izere, Makler
sayma kamarasina (Counting Chamber Makler, Sefi Medikal Instruments, Israil) kiiciik bir
damla semen 6rnegi konuldu.Toplam sperm sayis1 ve progresif hareketli ve immotil sperm
sayist ile motilite degerlendirmesi yapildi. Makler sayma kamarasina (Makler chamber,
Sefi Medikal Instr.Israil) 10ul semen koyularak ve X20 biiyiitme altinda 10 kare sayilarak
konsantrasyon ve motilite belirlenerek morfolojisi, faz kontrast mikroskopta, X100

biiyiitmede Kruger kriterlerine gore degerlendirilip, not edildi.

5.3. HISTOKIMYASAL YONTEM

Alman semen Orneklerine sirastyla; toludin mavisi, anilin mavisi ve sperm kromatin

dagilim (SCD) testleri uygulandi.

5.3.1. Toluidin Mavisi ile Boyama Yéntemi

Hastalardan alinan semen Orneklerinde yikama yapilarak lam iizerine 10 pl. semen

ornegi damlatilarak yayma (Smear) yapildi. Yayma yapilan preparatlar havada kurutulup
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%4 formalin ile fikse edilip kurutuldu. 4 °C 'de 0.1 N HCI de 5 dk boyunca hidroliz edilip,
2'ser dakika distile suda 3 kere durulandi. Daha sonra % 0.05 lik toludine blue ile 10 dk
oda sicakliginda boyandi. Boyama sonrasi preparatlar 1'er dk 2 kere distile suda durulanda.
Kisa bir siire kurutulduktan sonra Ecomount ile kapatilarak, faz kontrast mikroskopta X100

bliylitmede immersion yagi ile incelenerek, 100 sperm sayildi.

5.3.2. Anilin Mavisi ile Boyama Yontemi

Hastalardan alinan semen orneklerinde yikama yapilarak lam {izerine 10 pl. semen
Ornegi damlatilarak yayma yapildi. Yayma (smear) yapilan preparatlar havada kurutulup,
oda sicakliginda %4 formalin ile fikse edilip kurutuldu. Preparatlar 1'er dk olmak tizere 2
kere durulanip, % 4 asetik asit (pH 3.5) ¢ozeltisi i¢inde % 5 anilin mavisi ile 10 dakika
boyandi. Boyama sonrasi 2'ser dakika 3 kere distile su ile durulanan preparatlar havada
kurutulup, Ecomount ile kapatildi. Faz kontrast mikroskopta immersion yagi ile X100

biiylitmede incelenerek, 100 sperm hiicresi sayildi.

5.3.3. Sperm Kormatin Dagilimi (SCD)- Sperm DNA Fragmantasyon Analizi

Semen Ornegi konsantrasyonu 5-10 ml/10~* olacak sekilde sperm yikama soliisyonu
ile sulandirildi. Agaroz igeren eppendorf i¢inde mikrodalga firinda akiskan hale gelene
kadar yaklasik 3-4 dk cevrilir. Agarozdan 20 pl semenden 15 pl alinarak iyice karistirilip,
14 ul karisimdan lam tizerine koyularak {izerine lamel kapanir. Buzdolabinda yaklasik 5
dk. bekledikten sonra lamel siyrilarak yavasga ¢ikartildi. Lizis soliisyonunda oda
sicakliginda bekletildi. Asit denaturant soliisyonu hazirlandi (10 ml distile suyun igerisine
80 ul denaturant soliisyon eklendi). Asit denaturant soliisyon inkiibasyon yapilacak kabin
igine dokiliip, Lam yatay bir pozisyonda denaturant soliisyonu igerisinde 7 dk. bekletildi.
10 ml lizis soliisyonu farkl bir inkiibasyon kabina dokiildii. Lam yatay bir pozisyonda lizis
soliisyonu igesirinde 25 dk. bekletildi. Lizis soliisyonunu uzaklastirmak i¢in lam, yeterli
miktarda distile su igeren inkiibasyon kabinda 5 dk. bekletildi. Lam yatay olarak dénce %70
etanol, %90 etanol ve daha sonra %100 etanol iceren kaplarda 2'ser dk. tutulup, lam oda

sicakliginda kurumaya birakildi. Boyama i¢in, yatay tutulan lamin iizerine Eosin soliisyonu
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(kirmiz1) damlatildi ve 6 dk. bekletildi. Eosin soliisyonu lamin tizerinden dokiilerek Azur B

soliisyonu (mavi) damlatilip 6 dk. bekletildi. Lam oda sicakliginda kurutuldu.
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6. BULGULAR

6.1. SPERM SAYISINA GORE TOLUIDIN MAVIiSi, ANILIN MAVISIi
VE SPERM KROMATIN DAGILIM (SCD) TESTLERI
SONUCUNDAKI DNA HASARI ORTALAMALARI

Sperm sayisina gore toluidin mavisi, anilin mavisi ve sperm kromatin dagilimi

testleri sonucundaki DNA hasari ortalamalar1 Tablo 1'de gosterilmektedir.

. TOLUIDIN MA VISt ANILIN MAVISE SCD
DEGISKENLER
il X S8 P il X 88 P n| ¥ *8§ p
SPERM  |NORMOSPERMI | 38| 35,26+ 15516 38| 25,92 +14 557 38| 9,55+6,603
,001 004 006
SAYISI
OLIGOSPERMI 33| 48,55 + 17,057 33| 35,64 = 12,449 33| 143047634

Istatiksel anlamlilik (p<0.05)

Tablo 1. Sperm sayisina gore toluidin mavisi, anilin mavisi ve sperm kromatin dagilim

testleri sonucundaki DNA hasar1 ortalamalari

Hastalarin sperm sayisina gore toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalar1 incelendiginde normospermik grupta DNA hasari ortalamasi1 35,26 + 15,516
iken oligospermik grupta 48,55+17,057 oldugu saptanmistr. Sperm sayisina gore anilin
mavisi testi sonucundaki DNA hasar1 ortalamalar1 incelendiginde normospermik grupta
25,92 + 14,557 iken oligospermik grupta 35,64 + 12,449 oldugu saptanmistir. Sperm
sayisina gore sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasar orami ise;
normospermik grupta 9,55 + 6,603 iken oligospermik grupta 14,30 + 7,634 oldugu
saptanmigtir (Tablo 1).

Hastalarin sperm sayisina gore toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalar1 karsilastirildiginda; normospermik ve oligospermik hastalarin DNA hasari
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir (p<0.05).

Hastalarin sperm sayisina gore anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasari
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ortalamalar1 karsilastirildiginda normospermik ve oligospermik hastalarin DNA hasar1
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir (p<0.05).
Hastalarin sperm sayisina gore sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki
DNA hasar1 ortalamalar1 karsilastirildiginda normospermik ve oligospermik hastalarin
DNA hasar1 ortalamalarinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu (p<0.05),
oligospermik hastalarin sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalarinin normospermik hastalarin sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki

DNA hasar1 ortalamalarina gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=,006).

6.2. SPERM MOTILITESINE GORE TOLUIDIN MAVIiSi, ANILIN
MAVISI VE SPERM KROMATIN DAGILIM (SCD) TESTLERI
SONUCUNDAKI DNA HASARI ORTALAMALARI

Sperm motilitesine gore toluidin mavisi, anilin mavisi ve sperm kromatin dagilimi

testleri sonucundaki DNA hasari ortalamalar1 Tablo 2'de gosterilmektedir.

.. TOLUIDIN MAVist ANILIN MAVISi 5CD
DEGISKENLER
a| §x88 p 1 % SS p a| ¥ £88 P
SPERM  |NORMOSPERMI | 35| 41 49+18 762 35| 28 17 + 13 481 35| 7.63+4243
L. ' ‘ 982 ' ' 193 ' : 000
MOTILITEST
ASTENOSPERMI | 36| 41,39 +16,357 36| 32,64 + 15,056 36| 15,787 721

Istatiksel anlamlilik (p<0.05)

Tablo 2. Sperm sayisina gore toluidin mavisi, anilin mavisi ve sperm kromatin dagilim

testleri sonucundaki DNA hasar1 ortalamalari

Hastalarin sperm motilitesine gore toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalar1 incelendiginde normospermik grupta DNA hasar1 ortalamasi 41,49+18,762
iken astenospermik grupta 41,39 +16,357 oldugu saptanmistir. Sperm sayisina gore anilin
mavisi testi sonucundaki DNA hasar1 ortalamalar1 incelendiginde normospermik grupta
28,17 + 13,481 iken astenospermik grupta 32,64+ 15,056 oldugu saptanmistir. Sperm

sayisina gore sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasar orani ise;
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normospermik grupta 7,63+ 4,243 iken astenospermik grupta 15,78+ 7,721 oldugu
saptanmustir (Tablo 2).

Hastalarin sperm motilitesine gore toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalar1 karsilastirildiginda normospermik ve astenospermik hastalarin DNA hasari
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

Hastalarin sperm motilitesine gore anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalar1 karsilastirildiginda normospermik ve astenospermik hastalarin DNA hasari
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 saptanmustir (p>0.05).

Hastalarin sperm motilitesine gore sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki
DNA hasar1 ortalamalar1 karsilastirildiginda normospermik ve astenospermik hastalarin
DNA hasar1 ortalamalarinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu (p<0.05),
astenospermik hastalarin sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasar1
ortalamalarinin normospermik hastalarin Sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki

DNA hasari ortalamalarina gére anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=,000).

6.3. SPERM KROMATIN DAGILIM (SCD) TESTI SONUCUNDAKI
DNA HASARININ SPERM SAYISINA, SPERM MOTILITESINE
GORE YORDANMASINA ILiSKiN BULGULAR

6.3.1. Sperm Kromatin Dagilim (SCD) Testi Sonucundaki DNA Hasarinin Sperm

Sayisina Gore Yordanmasina iliskin Bulgular

Sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasarinin sperm sayisina

gore yordanmasina iligkin regresyon analizi sonuglart Tablo 3' te gosterilmektedir.

Modelin Ozeti
. - p
Duzeltilmis R? Tahmini Standart Hata
Model R R2
a ,166
1 ,166 ,028 ,013 7,392

a. Yordayici: (Sabit), sperm sayisi

b. Bagimh Degisken: SCD

Tablo 3. Sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasarinin sperm sayisina

gore yordanmasina iligskin regresyon analizi sonuglari
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Analiz sonuglari incelendiginde sperm sayisinin SCD testi sonucunda elde edilen
DNA hasarinin anlamli bir yordayicisi olmadigi goriilmektedir ( R=0.166, R?= 0.028,
p>0.05) (Tablo 3).

6.3.2. Sperm Kromatin Dagilim (SCD) Testi Sonucundaki DNA Hasarinin Sperm

Motilitesine Gore Yordanmasina iliskin Bulgular

SCD testi sonucundaki DNA hasarmin sperm motilitesine gore yordanmasina iliskin

regresyon analizi sonuglar1 Tablo 4'te gosterilmektedir.

Modelin Ozeti

Tahmini Standart p
Model R R? Duzeltiimis R? Hata

1 631° 308 389 5818] +000

a. Yordayici: (Sabit), sperm motilitesi
b. Bagimli Degisken: SCD

Tablo 4. Sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasarinin sperm

motilitesine gore yordanmasina iliskin regresyon analizi sonuglari

Analiz sonuglari incelendiginde sperm motilitesinin SCD testi sonucunda elde edilen
DNA hasarimin anlamh bir yordayicisi oldugu gériilmektedir (R= 0.631, R’= 0.398,
p<0.05) (Tablo 4).
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6.4. TOLUIDIN MAVIiSIi TESTi SONUCUNDAKI DNA HASARININ
SPERM SAYISINA, SPERM MOTILITESINE GORE
YORDANMASINA ILISKIN BULGULAR

6.4.1. Toluidin Mavisi Testi Sonucundaki DNA Hasarmmin Sperm Sayisina Gore

Yordanmasina iliskin Bulgular

Toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm sayisina gore yordanmasina

iligkin regresyon analizi sonuglar1 Tablo 5'te gosterilmektedir.

Modelin Ozeti

Tahmini Standart p
Model R R2 Duzeltiimis R? Hata

1 3457 119 106 16,504 003

a. Yordayici: (Sabit), sperm sayisi

b. Bagimli Degisken: toluidin mavisi

Tablo 5. Toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm sayisina gore

yordanmasina iligkin regresyon analizi sonuglari

Analiz sonuglar1 incelendiginde sperm sayisinimn toluidin mavisi testi sonucunda elde
edilen DNA hasarimin anlamli bir yordayicist oldugu goriilmektedir (R= 0.345, R?=0.0119,
p<0.05) (Tablo 5).

6.4.2. Toluidin Mavisi Testi Sonucundaki DNA Hasarmmin Sperm Motilitesine Gore

Yordanmasina iliskin Bulgular

Toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasarmin sperm motilitesine gore

yordanmasina iliskin regresyon analizi sonuglar1 Tablo 6'da gosterilmektedir.
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Modelin Ozeti

Tahmini Standart|] p
Model R R? Duzeltiimis R? Hata

1 048 002 -,012 17,563| /689

a. Yordayicl: (Sabit), sperm motilitesi

b. Bagimli Degisken: toluidin mavisi

Tablo 6. Toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm motilitesine gore

yordanmasina iliskin regresyon analizi sonuglari

Analiz sonuglari incelendiginde sperm motilitesinin toluidin mavisi testi sonucunda
elde edilen DNA hasarmin anlamli bir yordayicist olmadigi goriilmektedir (R= 0.048,
R?=0.002, p>0.05) (Tablo 6).

6.5. ANILIN MAVISI TESTI SONUCUNDAKI DNA HASARININ
SPERM SAYISINA, SPERM MOTILITESINE GORE
YORDANMASINA ILiSKIN BULGULAR

6.5.1. Anilin Mavisi Testi Sonucundaki DNA Hasarimin Sperm Sayisina Gore

Yordanmasina iliskin Bulgular

Anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm sayisina goére yordanmasina

iliskin regresyon analizi sonuglar1 Tablo 7'de gésterilmektedir.

Modelin Ozeti

Model R R? Duzeltilmis R? | Tahmini Standart Hata

1 3369 113 1100 13,639] -004

a. Yordayici: (Sabit), sperm sayisi

b.Bagimli Degisken: aniline mavisi

Tablo 7. Anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm sayisina gore

yordanmasina iligskin regresyon analizi sonuglari
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Analiz sonuglart incelendiginde sperm sayisinin anilin mavisi testi sonucunda elde
edilen DNA hasarinin anlamli bir yordayicisi oldugu goriilmektedir (R= 0.336, R?=0.113,
p<0.05) (Tablo 7).

6.5.2. Anilin Mavisi Testi Sonucundaki DNA Hasarinin Sperm Motilitesine Gore

Yordanmasina iliskin Bulgular

Anilin  mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm motilitesine gore

yordanmasina iligkin regresyon analizi sonuglar1 Tablo 8'de gosterilmektedir.

Modelin Ozeti

Tahmini Standart p
Model R R? Duzeltiimis R? Hata

1 2017 040 026 14,186| /094

a. Yordayici: (Sabit), sperm motilitesi

b. Bagimli Degisken: aniline mavisi

Tablo 8. Anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasarinin sperm motilitesine gore

yordanmasina iligkin regresyon analizi sonuglari
Analiz sonuglari incelendiginde sperm motilitesinin anilin mavisi testi sonucunda

elde edilen DNA hasarmin anlamli bir yordayicist olmadigi goriilmektedir (R= 0.201,
R?=0.040, p>0.05) (Tablo 8).
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6.6. SCD, ANILIN MAVISI VE TOLUIDIN MAVISI TESTLERI
SONUCUNDAKI DNA HASARININ SPERM SAYISI, SPERM
MOTILITESINE GORE YORDANMASINA ILISKiN BULGULAR

6.6.1. SCD Testi Sonucundaki DNA Hasarmmin Sperm Sayis1 ve Sperm Motilitesi
Degiskenlerine Gore Yordanmasma iliskin Coklu Regresyon Analizi Sonuclarina

fliskin Bulgular
Sperm sayis1 ve sperm motilitesi degiskenlerine gore SCD testi sonucundaki DNA

hasarinin  yordanmasina iliskin ¢oklu regresyon analizi sonuglari Tablo 9'da

gosterilmektedir.

Tanimlayici Istatistik

X +SS n
SCD 11,76 £ 7,442 71
Sperm Sayisi 47,20 + 48,131 71
Sperm Motilitesi 44,72 + 23,794 71
Korelasyon
SCD Sperm Sayisi| Sperm Motilitesi
r SCD 1,000 -,166 -,631
Sperm Sayisi -,166 1,000 ,276
Sperm Moatilitesi -,631 ,276 1,000}
p SCD . ,083 ,000
Sperm Sayisi ,083|. ,010
Sperm Moatilitesi ,000 ,010].
n SCD 71 71 71
Sperm Sayisi 71 71 71
Sperm Motilitesi 71 71 71

37



Modelin Ozeti

Tahmini p
Model R R? Duzeltiimis R? Standart Hata
1 6317 | 308 380 5,860 ,000

a. Yordayici: (Sabit), sperm motilitesi, sperm sayisi
b. Bagimh Degisken: SCD

Tablo 9. Sperm sayisi ve sperm motilitesi degiskenlerine gore SCD testi sonucundaki

DNA hasarinin yordanmasina iliskin ¢oklu regresyon analizi degerleri

Yordayict degiskenlerle (sperm motilitesi ve sperm sayisi) bagimli degisken
arasindaki ikili ve kismi korelasyonlar incelendiginde, SCD testi sonucundaki DNA hasar1
ile sperm motilitesi arasinda negatif ve orta diizeyde bir iliskinin (r=-0.631) oldugu, ancak
diger degisken kontrol edildiginde iki degisken arasindaki korelasyonun r=-0.617 oldugu
belirlenmistir. Sperm sayist ve SCD testi arasinda negatif ve diisiik diizeyde (r=-0,166) bir
iliski oldugu, ancak diger degisken kontrol edildiginde iki degisken arasindaki
korelasyonun r=0.011 oldugu saptanmustir (Tablo 9).

Sperm sayis1 ve sperm motilitesi degiskenleri birlikte, SCD testi sonucundaki DNA
hasar1 ile anlamh bir iliski vermektedir (R= 0.631, R*= ,398, p<0.01) (Tablo 11). Sperm
sayist ve sperm motilitesi birlikte, SCD testi sonucunda DNA hasarindaki toplam

varyansin %39,8’in1 agiklamaktadir.

6.6.2. Toluidin Mavisi Testi Sonucundaki DNA Hasarmin Sperm Sayis1 ve Sperm
Motilitesi Degiskenlerine Gére Yordanmasina Iliskin Coklu Regresyon Analizi

Sonugclarina iliskin Bulgular
Sperm sayis1 ve sperm motilitesi degiskenlerine gore toluidin mavisi testi

sonucundaki DNA hasarinin yordanmasina iliskin ¢oklu regresyon analizi sonuglar1 Tablo

10'da gosterilmektedir.
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Tanimlayici istatistik

X +8S n
Toluidin Mavisi 41,44 + 17,457 71
Sperm Sayisi 47,20 +48,131 71
Sperm Motilitesi 44,72 + 23,794 71
Korelasyon
Toluidin Mavisi | Sperm Sayisi| Sperm Moatilitesi
r Toluidin Mavisi 1,000 -,345 -,048
Sperm Sayisi -,345 1,000 ,276
Sperm Moatilitesi -,048 ,276 1,000
p Toluidin Mavisi ,002 344
Sperm Sayisi ,002|. ,010
Sperm Moatilitesi 344 ,010].
n Toluidin Mavisi 71 71 71
Sperm Sayisi 71 71 71
Sperm Moatilitesi 71 71 71
Modelin Ozeti
Tahmini Standart p
Model R R? Duzeltilmis R? Hata
1 3482 121 096 16,602 /012

a. Yordayici: (Sabit), sperm sayisi

b. Bagimli Degisken: toluidin mavisi

Tablo 10. Sperm sayist ve sperm motilitesi degiskenlerine gore toluidin mavisi testi

sonucundaki DNA hasariin yordanmasina iligkin ¢oklu regresyon analizi degerleri
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Yordayict degiskenlerle (sperm motilitesi ve sperm sayisi) bagimli degisken
arasindaki ikili ve kismi korelasyonlar incelendiginde, toluidin mavisi testi sonucundaki
DNA hasari ile sperm motilitesi arasinda pozitif ve ¢ok diisiik diizeyde bir iliskinin (r=-
0,048) oldugu, ancak diger degisken kontrol edildiginde iki degisken arasindaki
korelasyonun r=0.052 oldugu belirlenmistir. Sperm sayist ve toluidin mavisi testi arasinda
negatif ve diisiik diizeyde (r=-0,345) bir iliski oldugu, ancak diger degisken kontrol
edildiginde iki degisken arasindaki korelasyonun r=-0.346 oldugu saptanmistir (Tablo 10).

Sperm sayist ve sperm motilitesi degiskenleri birlikte, toluidin mavisi testi
sonucundaki DNA hasari ile anlamli bir iliski vermektedir (R= 0.348, R?= 0.120, p<0.05)
(Tablo 10). Sperm sayisi ve sperm motilitesi birlikte, toluidin testi sonucunda DNA

hasarindaki toplam varyansin %12,1’ini agiklamaktadir.

6.6.3. Anilin Mavisi Testi Sonucundaki DNA Hasarimin Sperm Sayis1 ve Sperm
Motilitesi Degiskenlerine Goére Yordanmasmna iliskin Coklu Regresyon Analizi

Sonugclarna iliskin Bulgular

Sperm sayis1 ve sperm motilitesi degiskenlerine gore anilin mavisi testi sonucundaki
DNA hasarinin yordanmasina iliskin ¢oklu regresyon analizi degerleri Tablo 11'de

gosterilmektedir.

Tanimlayici istatistik

X *SS n

Anilin Mavisi 30,44 + 14,376 71
Sperm Sayisi 47,20 £48,131 71
Sperm Motilitesi 44,72 + 23,794 71
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Korelasayon

Aniline Mavisi | Sperm Sayisi| Sperm Motilitesi
r Aniline Mavisi 1,000 -,336 -,201
Sperm Sayisi -,336 1,000 ,276
Sperm Moatilitesi -,201 ,276 1,000
p Aniline Mavisi . ,002 ,047
Sperm Sayisi ,002]. ,010
Sperm Motilitesi ,047 ,010].
n Aniline Mavisi 71 71 71
Sperm Sayisi 71 71 71
Sperm Motilitesi 71 71 71
Modelin Ozeti
Tahmini p
Model R R2 Duizeltiimis R? Standart Hata
1 3547 125 100 13,641 011

a. Yordayici: (Sabit), sperm motilitesi, sperm sayisi

b. Bagimli Degisken: anilin mavisi

Tablo 11. Sperm sayist ve sperm motilitesi degiskenlerine goére anilin mavisi testi

sonucundaki DNA hasarinin yordanmasina iligkin ¢oklu regresyon analizi degerleri

Yordayic1 degiskenlerle (sperm motilitesi ve sperm sayisi) bagimli degisken
arasindaki ikili ve kismi korelasyonlar incelendiginde, anilin mavisi testi sonucundaki
DNA hasari ile sperm motilitesi arasinda negatif ve ¢ok diisiikk diizeyde bir iligkinin (r=-
0.201) oldugu, ancak diger degisken kontrol edildiginde iki degisken arasindaki
korelasyonun r=-0,119 oldugu belirlenmistir. Sperm sayis1 ve anilin mavisi testi arasinda
negatif ve diisiik diizeyde (r=-0.336) bir iliski oldugu, ancak diger degisken kontrol
edildiginde iki degisken arasindaki korelasyonun r= -0.298 oldugu saptanmistir (Tablo 13).

Sperm sayis1 ve sperm motilitesi degiskenleri birlikte, anilin mavisi testi sonucundaki
DNA hasari ile anlaml bir iliski vermektedir (R= 0.354, R*= 0.125, p<0.05) (Tablo 13).
Sperm sayis1 ve sperm motilitesi birlikte, anilin mavisi testi sonucunda DNA hasarindaki

toplam varyansin %12,5'ini agiklamaktadir.
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6.7. SPERM SAYISI ,SPERM MOTILITESI, TOLUIDIN MAVISI,
ANILIN MAVISI VE SCD TESTLERiI ARASINDAKIi ILISKIYE
YONELIK BULGULAR

Sperm sayisi, sperm motilitesi, SCD, toluidin mavisi, anilin mavisi testleri arasindaki

iliski Tablo 12'de gosterilmektedir.

Korelasyon
Sperm Sayisi Sperm Moatilitesi Toluidin Mavisi | Aniline Mavisi SCD
Sperm Sayisi 1 1 276 -,345" -,336" -,166
p ,020 ,003 ,004 ,166
n 71 71 71 71 71
Sperm Motilitesi 276" 1 -,048 -201| -6317
p ,020 ,689 ,094 ,000
n 71 71 71 71 71
Toluidin Mavisi  r -,345" -,048 1 438" 215
p ,003 ,689 ,000 072
n 71 71 71 71 71
Aniline Mavisi  r -336" -,201 438" 1 294"
p ,004 ,094 ,000 ,013
n 71 71 71 71 71
SCD r -,166 -,631" 215 , 294 1
p ,166 ,000 072 ,013
n 71 71 71 71 71
* p< 0,05
** p< 0,01

Tablo 12. Sperm sayisi, sperm motilitesi, SCD, toluidin mavisi, anilin mavisi testleri

arasindaki iliski

Sperm sayisi ile sperm motilitesi arasinda pozitif yonde anlamli bir iliski (r=0.276,
p<0.05) oldugu bulunmustur. Sperm sayisi ile toluidin mavisi testi arasinda negatif yonde
anlaml bir iliski (r=-0.345, p<0.01) oldugu belirlenmistir. Sperm motilitesi ile toluidin

mavisi arasinda negatif yonde, ¢ok diisiik bir diizeyde ve anlamli olmayan bir iliski oldugu
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(r=-0,048, p>0.05); Sperm sayist ile anilin mavisi testi arasinda negatif yonde anlamli bir
iliski (r=-0.336, p<0.01) oldugu belirlenmistir. Sperm motilitesi ile anilin mavisi testi
arasinda negatif yonde fakat anlamli olmayan bir iliski (r=-0.201, p>0.05) oldugu tespit
edilmistir. SCD testi ile sperm sayis1 arasinda negatif yonde anlamli olmayan bir iligki (r=-
0.166, p>0.05); Sperm motilitesi ile SCD testi arasinda negatif yonde ve orta diizeyde
anlaml bir iligki (r=-0.631, p<0.01) oldugu belirlenmistir (Tablo 12).

Testler arasinda iliski durumlaria bakildiginda; toluidin mavisi ile anilin mavisi testi
arasinda pozitif yonde ve yiiksek diizeyde anlamli bir iliski (= 0.438, p<0.01) oldugu
bulunmustur. Toluidin mavisi ile SCD testi arasinda ise diigiik diizeyde ve anlamli olmayan
bir iliski (r=0.215, p>0.05) oldugu belirlenmistir. Anilin mavisi ile SCD testi arasinda da
diisiik diizeyde ve anlamli bir iliski (r=0.2094, p<0.05) oldugu bulunmustur (Tablo 12).

Toluidin mavisi ile boyama yapildiginda immatur sperm baslar1 (olgunlagsmamis /
DNA hasart olan) agik mavi/mor gozlemlenirken, matur (olgun) sperm baslar1 koyu
mavi/mor seklinde gozlemlenmektedir (Resim 1-2-3). Anilin mavisi ile koyu mavi
boyanan sperm baglar1 immatur (olgunlagsmamis / DNA hasar1 olan) sperm, boya almayan
acik renk olanlar ise matur (olgun) sperm olarak gézlemlenmektedir (Resim 4-5-6). Sperm
kromatin testi sonucu sperm basinda halo olusturmayan spermler, immatur sperm
(olgunlasmamis/ DNA hasar1 olan) olarak gozlemlenirken, halo olusturan spermler, matur

(olgun) sperm olarak gézlemlenmektedir (Resim 7-8-9).
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Normospermi

N

e

Oligospermi

Astenospermi

Resim 1. Toluidin mavisi (TB) ile boyanan Normospermi(a), Oligospermi (b),
Asthenospermi (c). ( == ) ile gosterilen spermler DNA hasar1 olan (koyu mavi-mor

boyanan) spermler. ( B ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler

(agik mavi-mor boyanan). Biiyiitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi
b B

~’ D

Oligospermi

N\

Astenospermi

Resim 2. Toluidin mavisi (TB) ile boyanan Normospermi(a), Oligospermi (b),
Asthenospermi (c). ( =) ile gosterilen spermler DNA hasar1 olan (koyu mavi-mor
boyanan) spermler. ( ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler

(agik mavi-mor boyanan). Biiyiitme: X 100 (immersiyon)
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Astenospermi

Resim 3. Toluidin mavisi (TB) ile boyanan Normospermi(a), Oligospermi (b),
Asthenospermi (c). ( =) ile gosterilen spermler DNA hasar1 olan (koyu mavi-mor

boyanan) spermler. ( ) ile gdsterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler

(agik mavi-mor boyanan). Biiyiitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi

Oligospermi

DA ey

Astenospermi

Resim 4. Anilin mavisi

(AB)

ile boyanan Normospermi(a),

Oligospermi

(b),

Asthenospermi (c). ( = ile gosterilen spermler DNA hasar1 olan (koyu mavi boyanan)

spermler. ( ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler (agik mavi

boyanan). Biiyiitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi

N\

P

Oligospermi

Astenospermi

Resim 5. Anilin mauvisi

(AB)

ile boyanan Normospermi(a),

Oligospermi

(b),

Asthenospermi (c). (=) ile gosterilen spermler DNA hasari olan (koyu mavi boyanan)

spermler. ( I ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler (a¢ik mavi).

Biiyilitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi

Oligospermi

Q

Astenospermi

Resim 6. Anilin mauvisi

(AB)

ile boyanan Normospermi(a),

Oligospermi

(b),

Asthenospermi (c). (=) ile gosterilen spermler DNA hasar1 olan (koyu mavi boyanan)

spermler. ( ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler (a¢ik mavi).

Biiytitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi

Oligospermi

Astenospermi

Resim 7. Sperm kromatin dagilim testi uygulanan Normospermi(a), Oligospermi (b),

Asthenospermi (c). (==) ile gosterilen spermler DNA hasart olan (halo olusturmayan)

spermler. ( B ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler (halo

olusturan). Biiyiitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi

Oligospermi

Astenospermi

Resim 8. Sperm kromatin dagilim testi uygulanan Normospermi(a), Oligospermi (b),

Asthenospermi (c). (=) ile gosterilen spermler DNA hasart olan (halo olusturmayan)

spermler. (W ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler (halo

olusturan). Biiyiitme: X 100 (immersiyon)
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Normospermi

N\
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Oligospermi

/
-

Astenospermi

Resim 9. Sperm kromatin dagilim testi uygulanan Normospermi(a), Oligospermi (b),

Asthenospermi (c). (=) ile gosterilen spermler DNA hasar1 olan (halo olusturmayan)

spermler. (I ) ile gosterilen spermler normal DNA'ya sahip olgun spermler (halo

olusturan). Biiylitme: X 100 (immersiyon)
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7. TARTISMA

Infertil ¢iftlerin yaklasik %20’sinde erkek faktorii sadece temel nedendir. Sperm
DNA biitiinliigiinii farkli yonlerden degerlendiren birgok test olmakla birlikte, optimal
teknik veya uygun klinik esik deger seviyesi konusunda heniiz bir fikir birligi yoktur. Son
on yillik stirecte, erkek infertilitesinde sperm DNA biitiinliigiiniin roliinii arastiran
caligmalar artmistir (2). Bu galismalar sperm DNA biitiinliigiiniin, genetik materyalin
iletimi ve basarili gebelik saglanmasi i¢in hayati 6nem tasidigini ortaya koymaktadir (4).
Son yillarda yapilan degerlendirmeler sonrasinda sperm DNA hasarini ortaya koyan testler
ile fertil ve infertil erkek taniminin daha net olarak yapilabilecegi tezi ortaya atilmistir (3).

Dadoune JP. ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada, kromatin yogunlagsmasinin sperm
kalitesinin bir gdstergesi olup olmadigini arastirmislar ve bu ¢alisma icin spermleri asidik
aniline mavisi (AAB) ile boyayarak incelemislerdir. Sonuglar morfolojik olarak
incelendiginde; yalnizca canli ve boyanmamis sperm baslariin yiizdeleri arasinda anlaml
farklilik bulmuslardir (55).

Auger J. ve arkadaslar1 da fertil ve infertil erkekler arasindaki farki gostermek i¢in
anilin mavisi boyama metodu kullanmislar ve rutin semen analizine gore fertil ve infertil
erkegi ayirt etmede sperm basinin olgunlugunun degerlendirilmesinin gelistirilebilir
oldugunu belirtmislerdir (56).

Sellami A, infertil erkeklerde kaliteli sperm se¢imi igin uygulanan gradyan yogunluk
yonteminin, olgun sperm se¢mede etkili olup olmadigini spermleri aniline mavisi yontemi
ile boyayarak incelemistir. Bu ¢aligmada; spermin olgunlasmamasi ve akrozom anomalileri
arasinda anlamli bir iliski oldugu belirlenmistir (57).

Konuya iliskin, Sperm DNA parcalanmasi ve dekondenzasyon {izerinde erkek bireyin
yasinin etkisi de arastirilmis; sperm DNA parcalanmasini degerlendirmek i¢cin TUNEL
(Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili 'Nick-end Labelling' testi) testi kullanilirken,
kromatin yogunlagsmasi, kromomisin ve anilin mavisi ile degerlendirilmistir. Son iki
boyama tekniginde de sperm DNA'smin paketleme kalitesi ve atipik formlarin yiizdesi
arasinda negatif bir korelasyon gosterilmistir. Arasirmacilar kromomisin ile o6lgiim
yaptiklarinda, artan yas ile sperm DNA pargalanmasinin ve dekondenzasyonun da arttigin
bildirmislerdir. Ancak test anilin mavisi kullanarak gergeklestirildiginde, ters bir iliski
goriilmektedir (58).
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Kazerooni T. ve arkadaglari, kromomisin A3 ve anilin mavisini kiyasladiklarinda
olgu grubundaki hastalarda, kontrol grubundaki hastalara gére kromomisin A3 (CMAZ3) ve
anilin mavisinin (AB) istatiksel olarak anlamli oldugunu gdstermislerdir. Sperm
morfolojisi ve ileri hareketliligi kiyasladiklarinda, kromomisin A3 (CMA3) [(p=0.001 ve
p=0.043)] ve anilin mavisi (AB) [(p=0.015 ve p=0.031)] arasinda negatif korelasyon
oldugunu gormiislerdir. Bu arastirmacilar, kromomisin A3 (CMA3) ve anilin mavisi (AB)
ile spermin kalitesinin degerlendirilmesini yaptiklarinda, spontan tekrarlayan diistiklerde
ve erkek faktoriiniin degerlendirilmesinde; semen analizini tamamlayici testlerden biri
olarak belirlemislerdir (59).

Franken DR. ve arkadaslari, normal morfoloji ve kromatin boyamasi arasindaki
iligkiyi, kromomisin A3 (CMA3) ve asidik anilin mavisi (AAB) kullanilarak
incelemislerdir; normal morfoloji ile kromatin paketlenmesi arasinda negatif ve anlamh
korelasyon bulmuslardir (60).

Semen analizinin incelenmesine katki saglamak i¢in sperm DNA hasarini tespit
etmede bir ¢ok test karsilastirilarak arastirilmaya devam edilmistir. Toluidin mavisi ve
anilin mavisi boyama yontemi ile anormal sperm kromatin yapist ve kondensasyon
yiizdeleri morfolojik olarak iki farkli grup arasinda kiyaslama yapilarak ortaya konmustur.
Bu ¢alismanin sonucunda normal ve anormal morfolojiye sahip gruplar arasinda anlaml
farkliliklar bulunmustur. Tekrarlayan spontan diisiiklerde ve agiklanamayan infertilitede,
ciftlerin  degerlendirilmesinde ~ sperm  kromatin  testlerinden faydalanabilinecegi
belirtilmistir (61).

Fertil ve infertil erkeklerin ayrimim1 yaparken erkek fertilite potansiyelinin
degerlendirilmesi igin toluidin mavisi testi, standart semen analizine ek test olarak
kullanilabilirlik i¢in 6nerilmistir. Toluidin mavisi ile koyu boyanan sperm (immatur sperm)
orani arttikca infertilite oraninin da artacagi ongdriilmiistiir (62).

Bunlarin yaninda IVF uygulamalarinda, sperm inkiibe edildikten sonra niikleer DNA
ve kromatin yapisinin 6nemli Olclide etkilendigi tespit edilerek, inkiibasyon sonrasi
toluidin mavisi ile boyanarak degerlendirmeye alinmistir. Sperm DNA parcalanmasi ve
toluidin mavisi ile koyu boyanma gosteren sperm orani arasinda gii¢lii bir pozitif
korelasyon oldugu belirtilmistir (63).

Sabina Valeanu ve arkadaslari; kaliteli olgun spermlerin se¢iminde kullanilan

gradyan yogunluk yonteminin etkinligini incelemek i¢in yaptiklar1 bir arastirmada, sperm
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kromatin yapisini toluidin mavisi ile boyayarak degerlendirmislerdir. Bu arastirmacilar
gradyan yogunluk yonteminin, normal morfolojiye, saglikli kromatin yapisina ve yiiksek
motilitiye sahip spermlerin ayrilmasinda etkili bir yontem oldugunu kanitlanmiglardir (64).

Carretero MI. ve arkadaslar1 at spermleri tizerinde toluidin mavisi (TB) ve sperm
kromatin dagilim (SCD) testleri ile sSperm kromatin yapisina kriyoprezarvasyon siirecinin
etkisini degerlendirmek igin yaptiklar1 ¢alismada; toluidin mavisi ve sperm kromatin
dagilim testleri arasinda 6nemli bir fark gozlemlememislerdir. Bu arastirmacilar; toluidin
mavisi ve sperm kromatin dagilim testlerinin, kromatin yapisini degerlendirmek igin
kullanilabilir olabilecegi; farkli in vitro islemler i¢in kullanilan bu ydntemin at spermi
tizerindeki etkisinin de degerlendirmeye yardimei olabilecegini belirtmislerdir (65).

Bunlarin haricinde, fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada ise etanoliin; sperm sayisi
ve sperm motilitesi lizerindeki etkisi incelenmistir. Bunu analiz etmek i¢in sperm kromatin
yogunlagsmasi ve DNA biitiinligii; kromomisin A3 (CMA3), toluidin mavisi (TB), sodyum
dodesil siilfat (SDS), ve sperm kromatin dagilim (SCD) testleri ile degerlendirilmistir.
Sperm apoptozu da TUNEL testi ile degerlendirilmistir. Sonug olarak farelerde alkoliin,
sperm parametrelerinde; kromozom/ DNA biitiinliigii ve apoptoz iizerinde olumsuz etkilere
neden oldugu gosterilmistir (66).

Chohan KR. ve arkadaslari, yaptiklari ¢alismada sperm kromatin yapisi testi (SCSA),
TUNEL testi, sperm kromatin dagilim (SCD) testi ve akridin turuncu boyama yontemi
kullanmiglardir. Calisma sonucunda sperm DNA pargalanmasini incelediklerinde; TUNEL,
SCD ve SCSA arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu gostermislerdir. Bu testler ile DNA
parcalanmasina bakildiginda benzer degerlerin tespit edildigini belirtmislerdir (4).

Kopek spermi iizerinde yapilan bir ¢alismada, sperm kromatin dagilim (SCD) testi
kullanilarak DNA fragmantasyon indeksi incelenmistir. Bu ¢calismada, dondurarak saklama
yonteminin, sperm motilitesi ve morfolojisi iizerinde hasar verici etkiye sahip olup
olmadigina bakilmistir. Bir kontrol grubu ile beraber, dondurma isleminden Once ve
¢Oziindiikten sonra spermler degerlendirmeye alinmistir. Dondurulup ¢oziilmiis sperm,
SCD testi ile degerlendirildiginde DNA'da hasar meydana gelmedigi goriilmiistiir (67).

Ribas-Maynou J. ve arkadaslari, sperm kromatin dagilimi (SCD) testi, sperm
kromatin yapist (SCSA), TUNEL, alkali COMET (Tek hiicre jel elektroforezi ) ve ndtr
COMET testleri arasindaki farklari; fertil ve infertil erkekler arasinda kiyaslamislardir.
TUNEL, SCSA, SCD ve alkali COMET testlerinde fertil ve infertil erkekler arasinda
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sperm DNA pargalanmasinda farkliliklar bulunurken, ndtr COMET testi ile incelendiginde
bu iki grupta sperm DNA pargalanmasinda fark bulmamislardir. Bu ¢alismanin
sonucunda; notr COMET testi disindaki SCSA, TUNEL, alkali COMET, SCD testlerinin
fertil ve infertil erkeklerin ayirt edilmesinde yararl oldugunu belirlemislerdir (68).

Wang YJ., tekrarlayan gebelik kayb1 (recurrent pregnancy loss- RPL) oykiisii olan
hastalarda, sperm DNA fragmantasyonunu sperm kromatin dagilimi testi (SCD) ile
incelemistir. Tekrarlayan gebelik kaybina sahip olan grup ile fertilitesi kanitlanmis grup
arasinda, sperm motilitesinde anlamli bir fark gozlemlemistir. Sperm DNA fragmantasyon
orani, RPL (tekrarlayan gebelik kaybi) olan grupta artig gostermistir. Sonug olarak; RPL
oykdisii olan erkekler ile fertil erkekler kiyaslandiginda, RPL 6ykiisii olan erkeklerde DNA
hasar1 ve motilite diisiikliigiiniin yiiksek oldugu belirlenmistir (69).

Absalan F. ve arkadaslari, tekrarlayan gebelik kaybi Oykiisii olan hastalar ile fertil
bireyler arasinda, sperm DNA hasar oranlarim1 degerlendirmislerdir. Bu c¢alisma
sonucunda; tekrarlayan gebelik kaybi Oykiisii bulunan hastalarda, bilinen sperm
parametrelerine ek olarak, erkek faktoriiniin degerlendirilmesinde SCD (sperm kromatin
dagilimi) gibi testlerin 6nemli oldugunu vurgulamislardir (70).

Velez de la Calle JF ve arkadaslarmin 622 c¢ift iizerinde yaptiklar1 galismada;
fertilizasyon orani, embriyo kalitesi ve tahmini gebelik sonucuna gore sperm DNA
pargalanmasini, sperm kromatin dagilim (SCD) testi ile arastirmislardir. Bu arastirmacilar
sperm DNA pargalanma hiz1 ile sperm motililitesi, morfolojisi ve konsantrasyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski g6zlemlemislerdir. Ayrica sperm DNA fragmantasyon
orani ve fertilizasyon orani arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulmuslardir. Aym
calismada embriyo kalitesi ile ilgili olarak, sperm DNA pargalanmasi ve embriyo kalitesi
arasinda bir iliski gozlemlemislerdir. Klinik gebelik ve sperm DNA fragmantasyonu
arasinda da anlamli bir iliski bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucu olarak; sperm DNA
parcalanma degerlendirilmesi i¢in sperm kromatin dagilim (SCD) testinin yararli oldugunu
teyit etmislerdir (71).

Yaptigimiz bu ¢aligmada literatiirde daha 6nce kiyaslanmayan; toluidin mavisi, anilin
mavisi ve sperm kromatin dagilim (SCD) testlerini kullandik. Bu testler ile normospermik,
oligospermik ve astenospermik gruplardaki DNA hasar oranlarimi tespit ettik. Toluidin
mavisi ve anilin mavisi testine géore SCD' nin daha anlamli bir farklilik gosterdigini

bulduk. Ayni zamanda sperm kromatin dagilim testi ile sperm motilitesini
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karsilagtirdigimizda; motilitenin artarken, sperm kromatin dagilim oranmin azaldigim
tespit ettik. Daha detayli ¢alismalar planlandiginda hasta sayisi arttirilip; ayrica yas, sigara
kullamim1 ve alkol tiiketimi gibi parametreler de g6z oOniinde bulundurularak, IVF
uygulamalarinda kullandigimiz toluidin mavisi, anilin mavisi ve SCD testlerinden, “ SCD

testi” nin gilivenirliliginin daha fazla 6ne ¢ikacagini diistiniiyoruz.
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8. SONUC

Calismamiza infertilite nedeni ile IVF merkezine bagvurmus olan yaslart 22-42
arasinda degisen 47 erkek birey dahil edildi. Bu bireylerden alinan semen orneklerine rutin
semen analizi disinda sperm kromatin dagilim testi, toludin mavisi testi ve anilin mavisi
testleri uygulanip sperm DNA hasar oranlar1 saptandi.

Sperm sayisi ile sperm motilitesi tizerinde SCD, toluidin mavisi ve anilin mavisi
testlerinin etkilerini karsilastirdigimizda;

1. Toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasar1 ortalamalar1 hastalarin sperm sayisina
gore karsilastirildiginda normospermik ve oligospermik hastalarin DNA hasari
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptandi (p<0.05).

2. Anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasar1 ortalamalar1 hastalarin sperm sayisina gore
karsilastirildiginda normospermik ve oligospermik hastalarin DNA hasar1 ortalamalarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptandi (p<0.05).

3. Oligospermik hastalarin sperm kromatin dagilim testi (SCD) sonucundaki DNA hasari
ortalamalarinin normospermik hastalarin Sperm kromatin dagilim testi (SCD) sonucundaki
DNA hasari ortalamalarina gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p<0,05).

4. Toluidin mavisi testi sonucundaki DNA hasari ortalamalar hastalarin sperm motilitesine
gore karsilastirildiginda normospermik ve astenospermik hastalarin DNA hasari
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: saptandi (p>0.05).

5. Anilin mavisi testi sonucundaki DNA hasar1 ortalamalar1 hastalarin sperm motilitesine
gore karsilagtirildiginda normospermik ve astenospermik hastalarin  DNA hasari
ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: saptandi (p>0.05).

6. Sperm motilitesine gore sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasar1
ortalamalar1 karsilastirildiginda normospermik ve astenospermik hastalarin DNA hasari
ortalamalarinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu (p<0.05), astenospermik
hastalarin sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasar1 ortalamalarinin
normospermik hastalarin sperm kromatin dagilim (SCD) testi sonucundaki DNA hasari
ortalamalarina gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p=,000).

7. Sperm sayisinin SCD testi sonucunda elde edilen DNA hasarinin anlamli bir yordayicisi

olmadig: goriildii (p>0.05).
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8. Sperm motilitesinin SCD testi sonucunda elde edilen DNA hasarinin anlamli bir
yordayicisi oldugu goriildi (p<0.05).

9. Sperm sayisinin toluidin mavisi testi sonucunda elde edilen DNA hasarmin anlamli bir
yordayicisi oldugu goriildi (p<0.05).

10. Sperm motilitesinin toluidin mavisi testi sonucunda elde edilen DNA hasarimnin anlamli
bir yordayicisi olmadigi goriildii (p>0.05).

11. Sperm sayisinin anilin mavisi testi sonucunda elde edilen DNA hasarinin anlamli bir
yordayicisi oldugu goriildi (p<0.05).

12. Sperm motilitesinin anilin mavisi testi sonucunda elde edilen DNA hasariin anlamli
bir yordayicisi olmadigr goriildii (p>0.05).

13. Sperm sayisi ile sperm motilitesi arasinda pozitif yonde anlamli bir iligski (r=0.276,
p<0.05) oldugu bulundu.

14. Sperm sayisi ile toluidin mavisi testi arasinda negatif yonde fakat anlamli bir iliski (r=-
0.345, p<0.01) oldugu belirlendi. Sperm motilitesi ile toluidin mavisi arasinda negatif
yonde, ¢ok diisiik bir diizeyde ve anlamli olmayan bir iliski oldugu (r=-0,048, p>0.05);
15.Sperm sayist ile anilin mavisi testi arasinda negatif yonde anlaml bir iliski (r=-0.336,
p>0.01) oldugu belirlendi. Sperm motilitesi ile anilin mavisi testi arasinda negatif yonde
anlamli olmayan bir iligki (r=-0.201, p>0.05) oldugu tespit edildi.

16. SCD testi ile sperm sayis1 arasinda negatif yonde anlamli olmayan bir iliski (r=-0.166,
p>0.05); Sperm motilitesi ile SCD testi arasinda negatif yonde ve orta diizeyde anlamli bir
iliski (r=-0.631, p<0.01) oldugu belirlendi.

Testler arasinda iliski durumlarina bakildiginda; toluidin mavisi ile anilin mavisi testi
arasinda pozitif yonde ve yiiksek diizeyde anlamli bir iligski (r= 0.438, p<0.01) oldugu
tespit edildi. Toluidin mavisi ile SCD testi rasinda ise diisiik diizeyde ve anlamli olmayan
bir iliski (r=0.215, p>0.05) oldugu belirlendi. Anilin mavisi ile SCD testi arasinda da diisiik
diizeyde ve anlamli olmayan bir iliski (r=0.294, p>0.05) oldugu bulundu.

Yapilan arastirmalar infertil erkeklerin degerlendirilmesinde bir cok literatiirde
belirtildigi gibi rutin semen analizine ek olabilecek testler kullanilmasi gerektigini
sOylemektedirler. Bu testlerin karsilastirilmalart ile ilgili literatiir calismalari glin gectikce
artmaktadir. Bizim c¢alismamizda, literatiirde onceden yapilan ¢alismalar dogrultusunda
sperm kromatin dagilim (SCD) testinin diger testlere gore daha giivenilir oldugu gorildii.

Bu bilgiler 15181nda, sperm kromatin hasar yapisini tespit etmek icin kullanilan yontemler
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icerisinde SCD testine yer verilerek, IVF merkezine bagvuran erkeklerde fertilizasyon
basarisinin artacagini diisliniiyoruz. Ayrica daha dnce de belirttigimiz gibi hastanin yas,
sigara kullanimi ve alkol tiiketimi gibi parametrelerin de arastirmaya eklenerek, SCD

testinin giivenirliliginin daha da artacagini ummaktayiz.
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