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OZET
SPERM DNA FRAGMANTASYONU, DNA HASARI VE PROTAMIN ORANININ
BELIRLENMESI VE SPERM PARAMETRELERINE ETKISi
Amacg: Tezde amacimiz infertilite tanis1 konulan ve etiyolojisi a¢iklanamayan hastalarda
sperm dna fragmantasyonu (SDF), DNA hasar1 ve protamin oranin belirlenmesidir. Ayrica,
SDF, DNA hasar1 ve protamin oranini sperm parametreleri ile karsilastirmast amaglandi.
Materyal ve Metot: Calismaya toplam 33 idiyopatik infertil hasta ve 10 fertil erkek
kontrol grubu olarak dahil edildi. Semen parametreleri Diinya saglik orgiitii (World Health
Organisation, WHO) kriterlerine gore degerlendirildi. Hastalarin ve kontrollerin sperm
protamin seviyeleri anilin mavisiyle boyama ile analiz edildi. SDF belirlemek i¢in TUNEL
testi, sperm DNA hasarini 6lgmek amaciyla ELISA testi uygulandi. Degerlendirilen veriler
semen parametreleriyle kiyaslandi.
Bulgular: Protamin seviyelerinin artisinin fertil grup ve infertil grup arasinda anlamli bir
iliski gostermistir (p<0,0001). TUNEL testi sonucunda SDF Sl¢timii yapilan infertil ve
fertil bireyler arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0,829). Infertil
bireyler ve fertil bireyler arasinda DNA hasar1 degerleri bakimindan bir fark bulunamadi
(p=0.119). SDF ve DNA hasari ile sperm parametreleri degerlendirildiginde aralarinda
iliski belirlenemedi. Histon yiizdesinin artis1 ile sperm parametreleri degerlendirildiginde
yas (p=0,01), motilite (p=0,0006), konsantrasyon (p <0,0001) ve sperm morfolojisiyle (p
<0,0001) iligki saptanmadi. DNA hasar1 ve sperm parametreleri arasinda bir iliski
bulunmas: (p>0,05).
Sonu¢: Bu tez calismasi, infertil ve fertil erkeklerin protamin oranlarmin farklilik
gosterdigini ortaya koydu hipotezimizi destekler nitelikte bulundu. Ancak, sperm DNA
hasar1 ve fragmantasyonunun infertilite ile iligkisini tam olarak ortaya koymak i¢in
caligmadaki hasta sayisinin artirilmast ve daha kapsamli bir calisma yapilmasi yararl
olacaktir.
Anahtar kelimeler: Erkek infertilitesi; protaminasyon; sperm DNA hasari; sperm DNA
fragmantasyonu
Dilara EMIRZEOGLU, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Mayzis, 2019



ABSTRACT
CHARACTERIZATION OF SPERM DNA FRAGMENTATION AND DAMAGE,
PROTAMINE RATIO AND THEIR RELATIONSHIP TO SEMEN PARAMETERS

Aim: The aim of this thesis is evaluating sperm DNA fragmentation, sperm DNA damage
protamine ratio and comparing these results in idiyopathic oligoastenoteratozoospermic
(OAT) infertile patients and normozoospermic patients who are not certainly diagnosed
with infertility and fertile men. In addition, we aimed to compare DNA fragmentation,
sperm DNA damage, protamine deficiency and sperm parameters.

Material and Method: Thirty three idiopathic infertile patients and 10 fertile men was
included as control group. Semen parameters was evaluated acording to World Health
Organisation criteria. TUNEL assay ELISA analysis and aniline blue staining methods
were used to investigate sperm DNA fragmentation, DNA damage and protamination,
respectively. These data were compared with semen parameters.

Results: Protamine analysis demonstrated a significant association between infertile
patients and fertile men (p<0.0001). There was no corelation in results of TUNEL test
between infertile men and fertile men (p=0.829). Sperm DNA damage results demonstrated
no association (p=0.119). There was no corelation between sperm DNA fragmentation and
sperm DNA damage. A significant assosiation was found among increase in histone ration
and age (p=0.01) and semen parameters, motility (p=0.0006) and sperm morphology
(p<0.0001). No correlation was found between sperm DNA damage and sperm parameters
(p>0.05).

Conclusion: The thesis demonstrated discrepancy in protamine levels of infertile patients
and fertile controls and support our hypothesis. To understand better the relationship
between sperm DNA fragmentation and sperm DNA protamination in male infertility,
additional studies are required.

Keywords: Male infertility; protamination; sperm DNA; sperm DNA fragmentation

Dilara EMIRZEOGLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, May-2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

WHO : Diinya saglik orgiitii ( World health organisation)

CFTR : Kistik fibrozis transmemnran regiilatorii
SDF . Sperm DNA fragmantasyonu

OAT : Oligoastenoteratozoospermi

KS . Klinefelter sendromu

RT . Robertsonian translokasyonu

AZF  : Azospermik faktor bolgesi

CF . Kistik fibrozis

AR . Androjen reseptorii

AlS . Androjen duyarsizligi sendromu
IVF . Invitro fertilizasyon

ICSI . Intrasitoplamik sperm enjeksiyonu
ROS : Reaktif oksijen tiirleri

CMA3 : Floresan prob kromomisin

TUNEL : Thermal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling
SCD : Sperm kromatin dagilimi testi

SCSA : Sperm kromatin yapisi testi

dUTP : Deoksiiiridin trifosfat

TP . Gegis proteinleri

P1 . Protamin 1

P2 : Protamin 2



cAMP

PBS

PFA

FSH

Siklik Adenozin Monofosfat
Fosfat tamponlu salin
: Paraformaldehit

. Folikul stimiile edici hormon
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1.GIRIS

Infertilite genetik ve epigenetik nedenlerden kaynaklanan karmasik etiyolojili bir
hastaliktir. WHO’ya gore infertilite, 12 ay veya daha uzun siireyle diizenli korunmasiz
cinsel iligki sonrasinda klinik bir gebelik elde etmedeki yetersizlik olarak tanimlanan bir
iireme sistemi hastaligidir (Zegers-Hochschild ve ark., 2009). Uretken yastaki ciftlerin
%10-15"1 infertilite sorunuyla karsilagsmaktadir ve bu ¢iftlerin yarisindaki sorun erkek
faktorii kaynaklidir (Neto ve ark., 2016a). Genel erkek populasyonunun yaklasik %7’si
infertildir (Krausz ve ark., 2015). Ciftlerin yaklasik olarak %15’inde ikinci yil, %14 {inde
tictinci y1l kendiliginden gebelik olusmakta geriye kalanlarin ise%35’1 infertil olarak
kalmaktadir (Jungwirth ve ark., 2012). Infertilitenin heterojenligi nedeniyle bazen altinda
yatan nedenleri saptamak olduk¢a zordur. Infertilite sorununu, sosyo-ekonomik,
demografik ve bolgesel saghk farkliliklar agisindan degisiklik gostermektedir.
Hipogonadotoprik hipogonadizm, kongenital vaz deferans eksikligi, varikosel,
kriptorsidizm ve testikiiler timorler erkek infertilitesinin fenotipi etkileyen faktorleridir.
Diger yandan erkek infertilitesinde bilinen genetik nedenler infertilitenin yaklasik
%15’inden sorumludur (Krausz ve ark., 2015). En sik goriilen genetik nedenler kromozom
anomalileri,  Y-kromozomu mikrodelesyonlari, kistik  fibrosis  regulator  geni
mutasyonlaridir (Gunes ve ark., 2016). Ancak bu bilinen genetik nedenlerin yani sira
infertilitenin yaklasik %30’luk kisminin etiyolojisi hala bilinememekte ve idiyopatik

infertilite olarak adlandirilir (Krausz, 2011).

Spermiyogenezde, mayozun tamamlanmasi ile olusan immatiir spermatidler
olgunlasarak testikiiler ya da olgun sperm formunu alirlar. Bu siirecte spermatid
cekirdegindeki histonlarin yerini protaminler alir (Gunes ve Kulag, 2014). Insanlarda,
sperm DNA’sinin yaklasik olarak %10-15’1 histonlarla paketlenirken DNA’nin geriye
kalan boliimiiniin pakenlenme islenmini daha sikica yapan protaminler iistlenir (Wykes and
Krawetz, 2003). Protaminasyon siirecindeki bozukluk sperm ¢ekirdeginde protamin
oraninda eksiklige yol acabilir. Sperm protamin oranindaki eksiklik 6nemli 6l¢lide sperm
kalitesi, islevi ve sperm konsantrasyonun azalmasiyla iliskilendirilmistir (Aoki ve ark.,

2005a). Ayn1 zamanda protamindeki eksikligin DNA hasariyla da iliskili oldugu kabul
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edilmektedir. Son yillarda, DNA hasar1 ve infertiliteyle ilgili ¢ok sayida g¢aligmalar
yapilmistir (Sharma ve ark., 2010, Simon ve ark., 2011). Bu nedenlerden dolay1 protamin
seviyesindeki anormalliklerle erkek infertilitesi iliskilendirilmistir (Chevaillier ve ark.,
1987).

Erkek infertilitesindeki diger bir belirte¢ SDF’dir. DNA fragmantasyonu
DNA’daki tek zincir veya ¢ift zincir kiriklari olarak tanimlanir (Evenson, 2016). SDF,
fertilizasyon, erken donem embriyo gelisimini, implantasyonu ve gebeligi engelleyerek
fertiliteyi etkiler (Lewis ve ark., 2013). SDF’nin etiyolojisi multifaktoriyeldir. Bir takim
hiicresel olaylar fertilite bozulmasina ve sperm DNA hasarina katkida bulunur. Bu
olaylardan baslicalari, kromatinin anormal paketlenmesi veya spermatogenezde tekrar
modellenmesi, reaktif oksijen tilirlerinin (reactive oxygen species, ROS) asir1 liretimi veya
seminal antioksidanlarin azalmasi ve epididimisde sperm maturasyonu sirasindaki
apoptotik olaylardir (Agarwal ve ark., 2016b). Cevresel toksinler ve Kirlilik, ilaglar, kemo-
radyasyon, sigara kullanimi, atesli hastaliklar, varikosel ve ilerleri yas SDF’yi artiran
faktorler olarak ortaya konulmaktadir (Sharma ve ark., 2013a, Sharma ve ark., 2016b,
Rubes ve ark., 2005). Yiiksek seviyede SDF ise anormal semen parametreleri goriilen

erkeklerde ve infertil ¢iftlerdeki normozospermik partnerlerde bulunur gézlenir (Saleh ve
ark., 2002).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, SDF, sperm DNA hasar1 ve sperm protamin
oranin erkek infertilitesiyle iliskili olabilecegini gostermektedir (Hammadeh ve ark., 2010).
Ancak, erkek infertilitesinin biiyiik oranda heterojenite gostermesi nedeniyle sperm DNA
fragmantasyonu, DNA hasar1 ve protamin oranin semen parametreleri ve farkli 6zellikteki
hastalarla iligkisi tam olarak ortaya konulamamuistir. Dolayisiyla, tezde amacimiz infertilite
tanis1 konulan ve oligoastenoteratozoospermi (OAT) tanisi alan hastalarda SDF, sperm
DNA hasar1 ve protamin oranin belirlenmesidir. Ayrica, SDF, sperm DNA hasar1 ve

protamin oranini sperm parametreleri ile karsilastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Infertilitesi

Diinya saglik orgiitiiniin tanimina gore infertilite, 12 ay veya daha uzun siireyle
diizenli korunmasiz cinsel iligski sonrasinda klinik bir gebelik elde etmedeki basarisizlik
olarak tanimlanan bir lireme sistemi hastaligidir (Zegers-Hochschild ve ark., 2009). Diinya
genelinde yaklagik 140 milyon insan infertiliteyle karsi karsiya kalmaktadir (Esteves,
2013). Infertilite sorunuyla karsilasan c¢iftlerin yarisinda erkege ait patolojiler sdz
konusudur. Bu sayt toplam erkek populasyonunun yaklasik %7°sini olusturmaktadir
(Krausz ve ark., 2015). Ciftlerdeki infertilitenin yaklasik %30’undan erkek faktorii tek
basma sorumlu olurken yaklasik %?20’sinden erkek faktorii ve kadin faktorii birlikte
sorumludur (Leaver, 2016).

Erkek infertilitesi global popiilasyon saglik sorunudur. Agarwal ve arkadaslarinin
yaptig1 c¢alismadan elde ettikleri veriler dogrultusunda erkek infertilitesinin diinya
genelinde 2,5%-12,0% araliginda degistigini ve en yiiksek oranlarin Dogu Avrupa ve
Afrika’da goriildiginii gostermektedir (Agarwal ve ark., 2015). Dolayisiyla infertilite
sorununun etkisinin sosyo-ekonomik, demografik ve bolgesel saglik farkliliklar agisindan

degisiklik gosterdigini bu tarz ¢alismalarla gormekteyiz.

Erkek infertilitesinin  ¢esitli nedenleri vardir. Bunlardan baslicalar
endokrinopatiler, gelisimsel ve anotomik bozukluklar, spermatogenezin azalmasi ve
anormal sperm iglevleri bozukluklaridir. Erkek infertilitesiyle iliskilendirilen cesitli
patolojiler ya dogrudan ya da spermatogenezde rol alan c¢ok sayidaki genin veya bu

proteinlerin anormallikleri ile iliskilidir (Carrell ve ark., 2006).

Semen analizi erkek faktoriinii belirleme ve tan1 koymadaki en temel yontemdir.
Ancak, semen analizi sonucu normal olmasi durumunda bile birey infertilite sorunuyla

karsilasabilir (idiyopatik infertil birey).

Anormal semen analizi ¢esitli formlarda ifade edilebilir. Oligozospermi (sperm
konsantrasyonu < 15 milyon/ml), astenozospermi (sperm motilitesi <%32), teratazospermi

(sperm morfolojisi < %4), oligoastenoteratozospermi (3 parametrede de bozukluk) ve



azospermi (ejakulatta sperm olmamasi) ve aspermi (ejekulat bulunmama durumu) ve

16kositospermi (ejakulattaki 16kosit sayis1 > 1 milyon ml) (Krausz, 2011).

Erkek infertilitesinin %15-30’u genetik nedenlerden kaynaklanmaktadir (Krausz
ve ark., 2015, O'Flynn O'Brien ve ark., 2010). Somatik ve gametik hiicrelerde bulunan
sitogenetik anomaliler erkek infertilitesinin primer nedenleridir. Bunlarin ardindan Y-
kromozomu mikrodelesyonlari ve tek gen mutasyonlari gelir (Gunes ve ark., 2016). Erkek

infertilitesinde goriilen kromozom anomalilerine asagida yer verimektedir:

2.1.1. Kleinfelter Sendromu (47,XXY)

Klinefelter Sendromunun (KS) prevelans: yaklasik 600 canli dogumda bir olup
erkeklerde en ¢ok karsilasilan kromozom anomalisidir (Groth ve ark., 2013). Bu sendrom,
siddetli oligozospermik ve azospermik erkeklerde sirasiyla %5,4 ve %14,8, infertil
erkeklerde ise genel olarak %4 olarak saptanmistir (Stahl and Schlegel, 2012, VVan Assche
ve ark., 1996). KS, erkek faktoriinin neden oldugu infertilitenin en yaygin genetik
nedenidir. KS’li erkeklerin %80’ 47,XXY karyotipine sahipken, %20’si 47,XXY/46,XY
mosaisizmi veya yapisal kromozomal bozukluklara sahiptirler (Neto ve ark., 2016a).
KS’nin nedeni mayoz sirasindaki paternal veya maternal nondisjunctiondir (Neto ve ark.,
2016a). Kiiciik testisler, jinekomasti, spermatogenez yoklugu, hipergonodotoprik
hipogonadizm, folikiil stimiile edici hormon (Follicle Stimulating Hormone, FSH)
salmmminda artis ve algisal bozukluklar KS’li hastalarin klinik semptomlaridir. KS
hastalarin bir kismi mikro cerrahi yontemleri (microTESE) ve in vitro fertilizasyon
teknikleri cocuk sahibi olabilmektedir (Madureira ve ark., 2014).

2.1.2. Robertsonian Translokasyonu
Robertsonian translokasyonu (RT) iki akrosentrik kromozomun kisa kolunu
kaybederek kaynasmasi sonucu olugsmaktadir (13, 14, 15, 21 ve 22 numarali kromozomlar).
Derivatif kromozom iki kromozomun uzun kollarindan meydana gelir ve olusan dengeli
karyotip sadece 45 kromozoma sahiptir. Ribozomal RNA’nin (rRNA) kopyalar1 akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarinda bulundurmalari nedeniyle kromozomlarin kisa kollariin
kayb1 zarar verici bir etki meydana getirmemektedir. RT en sik goriilen yapisal
kromozomal anormalliktir ve yaklagik 1000 yeni doganda bir goriiliir (Therman and
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Susman, 1993). RT’nin dengesiz gametler olusturmasi infertilite sorununa da yol
acabilmektedir. Semen analizi sonucunda oligozospermi tanisi alan erkeklerde RT
prevelanst %]1,5 ve azospermik erkeklerde ise %0,2’dir (Stahl and Schlegel, 2012).
Robertsonian dengeli kromozom tasiyicilarinda fertilitenin azalmasinin nedeni mayozda

trivalan kromozom yapisidir (Mayeur ve ark., 2019).

2.1.3. Otozomal Inversiyon

Inversiyon, bir kromozomda iki kirtk meydana gelmesi ve bu iki kirik arasindaki
bolgenin 180° donmesiyle olusan bir kromozomal yeniden diizenlemelerdir. Perisentrik
inversiyon sentromer bolgesi igerirken, parasentrik inversiyonlar sentromer bdlgesini
icermez. Cogunlukla inversiyonlar fonksiyon degisimine yol agmazlar ve polimorfiktirler
(Anton ve ark., 2005). Bazi caligsmalar, zararsiz bir inversiyon 6rnegi olan 9 numaral
kromozomun perisentrik inversiyonunu erkek infertilitesiyle iliskilendirmistir. Infertil
erkeklerin yaklasik %3-5’1 kromozom 9 inversiyonunu barindirir ve genel populasyondan
13 kat daha yiiksek seviyede goriiliir (Mozdarani ve ark., 2007, Collodel ve ark., 2006, De
Braekeleer and Dao, 1991) .

2.1.4. Y-Kromozomu Mikrodelesyonlari

Y-kromozomunun uzun kolunda (q) lokalize olan azospermi faktori (AZF)
bolgesi sperm gelisimi ve maturasyonundan sorumludur. AZF bolgesi bulundugu yere gore
li¢ gruba ayrilir. Bunlar AZFa, AZFb ve AZFc bolgeleridir (Vogt ve ark., 1996, Skaletsky
ve ark., 2003). Y-kromozomunun g kolundaki bu mikrodelesyonlar erkek infertilitesinin en
¢ok bilinen ikinci nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu AZF delesyonlari bir ya da daha
fazla bolgeyi kismen veya tamamen bozmaktadirlar. Azospermik erkeklerde Y-kromozomu
mikrodelesyonu insidansi yaklasik %10 iken oligozospermik erkeklerde insidans yaklasik
%S5’tir (Krausz ve ark., 2014, Neto ve ark., 2016a).

2.1.5. Tek Gen Mutasyonlari

Kistik fibroz transmembran regulator (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator, CFTR) geni kromozomun 7q31.2 bélgesine lokalizedir ve 230 kb genomik DNA
ve 27 ekzondan olusur. CFTR genindeki mutasyonlar sonucunda kistik fibrzis (CF) olusur.

CF, Kafkas Irkinda goriilen en yaygin genetik bozukluktur ve goriilme siklig1 3500 canli
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dogumda 1’dir (Castellani ve ark., 2009). CFTR geni iizerinde 1950’den fazla mutasyon
tanimlanmistir (Pankow ve ark., 2015). CF’nin genital formu olan kongenital bilateral vaz
deferens yoklugu infertile erkeklerin %1’inde goriiliir ve obstriiktif azospermik erkeklerin
%25 inden sorumludur (Yu ve ark., 2012). Erkek infertilitesi ve CFTR arasindaki iliskinin
mekanizmasi hentiz tam olarak bilinmemektedir (Sharma ve ark., 2014), arastirmacilar wolf
kanalindaki bozukluk (Claustres, 2005), Wnt/B-katenin sinyal sistemi aktivitesinde bir

azalmanin (Chen ve ark., 2012) nedenler arasinda olabilecegi belirtilmektedir.

2.1.6. Androjen Reseptor Geni Mutasyonlari

Androjen reseptorii (AR) geni, birgok diger X’e bagli gende oldugu gibi, testisten
eksprese edilir ve X kromozomunun uzun kolunda lokalizedir (Xq11-q12) (Nuti and
Krausz, 2008). AR geni mayozda ve spermatogenezisde ¢ok Onemli rol oynar,
spermtatositlerin yuvarlak spermatidlere doniisiimiinden sorumludur (De Gendt ve ark.,
2004). Cok sayida androjen reseptorii geni mutasyonlari, veritabanlarinda tanimlanmigtir
(Gottlieb ve ark., 2004). Bu mutasyonlar, 60:1 sikligindadir ve fonksiyon degisimine ya
da AR yoklukguna sebep olmaktadir (Walsh ve ark., 2009). AR mutasyonlari Kennedy
Sendromu ve androjen duyarsizligi sendromuna (androgen insensitivity syndrome, AlS) da
yol a¢gmaktadir. Kennedy sendromlu veya AIS’li hastalar sperm anormalligine sahiptir
azospermi ya da oligospermi ve rastgele bakilan %?2 infertil erkekte bulunur (Ferlin ve ark.,
2006).

2.2. Sperm DNA Fragmantasyonu

Genetik biitiinliigiin degerlendirmesini igeren rutin semen analizinin genisleyen
parametreleri, semen Oregini tanimlamada temeldir. Buna ragmen, sperm DNA hasarinin
derecesini belirlemek, fertilite ve embriyo sagligini belirlemede 6nemli rol oynadig
belirtilmektedir (De luliis ve ark., 2009). DNA hasari tek zincir kiriklar1 ya da gentiklerini,
cift zincir kiriklar1 veya fragmanlarini, delesyon\eklemeleri ve baz modifikasyonlarin
igerebilir. DNA fragmantasyon terimi teknik olarak apoptotik programli hiicre oliimii
sonucunda endoniikleaz- aracili ¢ift zincir DNA kirilmasiyla iligkilendirilmistir (Sharma ve
ark., 2013b) ve erkek subfertilitesinin nedenlerinden biri olarak gosterilmektedir (Osman ve

ark., 2015). Yiiksek SDF, fertilizasyonu engelleyerek fertiliteyi (Zini, 2011), in vitro
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fertilizasyon/intra  sitoplazmik sperm enjeksiyonu (IVF/ICSI) sonrasi fertilizasyon
oranlarini (Zini ve ark., 2008), intrauterin inseminasyon basarisin1 (Borini ve ark., 2006) ve
gebeligi (Henkel ve ark., 2003) etkilemektedir. SDF ve anormal semen parametreleri
arasinda pozitif bir korelasyon gdziikmektedir (Osman ve ark., 2015). Infertil erkeklerin,
fertil erkeklere oranla daha yiiksek seviyede DNA zincir kiriklari ya da diger DNA
bozukluklarina sahip olduklari agikga belirtilmektedir (Zini ve ark., 2001). Ayni1 zamanda,
yiiksek seviyede SDF normal semen parametrelerine sahip erkeklerde (Huang ve ark.,
2005) ve infertil giftlerin normozospermik partnerlerinde (Saleh ve ark., 2002) de
bulunmustur. SDF multifaktdriyel etiyolojili bir hasardir (Sekil 1). Spermatogenez
sirasinda anormal kromatin paketlenmesi (Sakkas ve ark., 2002, Shamsi ve ark., 2008),
asir1 ROS iiretimi (Moustafa ve ark., 2004), seminal antioksidan kapasitesinin azalmasi
(Shamsi ve ark., 2010) ve epididimiste sperm maturasyonu sirasindaki apoptotik olaylar
(Gosalvez ve ark., 2015) fertilite bozulmasina ve sperm DNA hasarma katkida bulunur.
Cevresel toksinlere ve kirlilige maruz kalmak, ilaclar, kemo-radyasyon, sigara kullanimu,
atesli hastaliklar, varikosel ve ilerleyen yas gibi faktorler SDF diizeyini artirirlar (Sharma
ve ark., 2013a, Sharma ve ark., 2016b).
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Hiicreler yasantilar1 boyunca aerobik kosullarda sik¢a oksijen paradoksuyla
karsilagir. Oksijen yasamin devami igin gereklidir, ancak ROS gibi oksijen metabolitlerin
asir1 tiretimi hiicre fonksiyonunu modifiye edebilir ve yasam miicadelesini tehlikeye atabilir
(de Lamirande and Gagnon, 1995). Yani, ROS normal hiicre fonksiyonlarini devam
ettirmek i¢in gerekli olup diisiik konsantrasyonlarda tutulmasi igin stirekli olarak inaktive
edilmelidir (Agarwal ve ark., 2003). Oksidatif stres asir1 ROS {iretimi ve/veya antioksidan
savunma mekanizmasinin bozulmasiyla olusur (Sharma ve ark., 2013b, Sikka, 2001). Son
yayinlarda, infertil erkeklerin %25-40’mnin semen orneginde yiiksek diizeyde ROS
saptandig1 bildirilmistir (Padron ve ark., 1997). ROS’un en yaygn tiirleri H,O,, nitrik oksit
ve superoksit anyonudur (O2¢) (Zini ve ark., 1995). ROS, infertiliteye iki mekanizmayla
yol agar, bunlardan ilki sperm membranina zarar verip spermin oositle birlesme motilitesini
ve Yetenegini azaltmakta, ikincisi ise dogrudan sperm DNA’smna zarar vermektedir
(Tremellen, 2008). Spermatazoa 6zellikle oksidatif stresle indiiklenen hasara karsi hassastir.
Bunun nedeni spermatazoanin plazma zarinin yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidi
ve sitoplazmasinin diisiik konsantrasyonda enzim igermesidir (Alvarez and Storey, 1995, de
Lamirande and Gagnon, 1995). Spermatozoanin asirt ROS ile indiiklenen hasar1 onarma
yetenegi yoktur ¢iinkii spermatozoada bu onarimi basariyla sonuglandirmak ig¢in ihtiyag
duyulan sitoplazmik enzim sistemi yoktur (Aitken ve ark., 1989). Bu durum,
spermatozoanin oksidatif hasara olan hassasiyetini aciklamaktadir. SDF diizeyini
hafifletmek icin bir¢ok strateji ortaya konulmustur. Oral antioksidan alinimi, varikosel
tedavisi, sperm seleksiyon teknikleri ve ICSI ya da morfolojik olarak secilen sperm
enjeksiyonu SDF’i tedavi etmedeki secenckler olarak sunulmustur (Agarwal ve ark.,
2016a).

Son yirmi yi1lda SDF’in analiz edilmesi i¢in ¢esitli yontemler ortaya koyulmustur.
Bu yontemlerin baglicalart TUNEL, COMET, floresan prob kromomisin (CMA3), in-Situ
nick translasyonu, DNA kirik belirleme-floresan in situ hibridizasyon (DBD-FISH), sperm
kromatin dagilimi (sperm chromatin dispersion, SCD) ve sperm kromatin yapisi testi
(Sperm chromatin structure assay, SCSA) dir.Bunlar arasinda en sik kullanilan yéntemler
TUNEL, SCD ve SCSA’dir (Zini ve ark., 2008).



2.2.1. Sperm Kromatin Dagilim Testi

SCD testi, ilk kez 2003 yilinda Fernandez ve arkadaslari tarafindan SDF’nun
analizinde kullanilabilecek bir yontem olarak tanimlanmistir (Fernandez ve ark., 2003).
Test, denatiire edilmis hasarli DNA’dan dolay1r olusan karakteristik halo yapinn,
normalden daha kiiglik ¢apl goriintiilenmesine dayanir (Chohan ve ark., 2006). SCD testi,
semenden SDF analizi i¢in kullanilabilecek basit, hizli, dogru ve tekrarlanabilir bir
metottur. Bir saatten daha kisa bir siirede iglem tamamlanir. SCD testinin dezavantajlari,
DNA hasarini belirleyen halo ¢aplarina iligskin belirli bir standart 6lgiit olmamas1 ve yiiksek

sayida hiicreyle galisiimasimin geregidir (Agarwal ve ark., 2016b).

2.2.2. Sperm Kromatin Yapisi Testi

Sperm kromatin yapisi testi 1980 yilinda Evenson tarafindan bulunan akim
sitometri temelli bir metodtur. SCSA, sperm DNA’sinin 1siya ya da aside maruz kalmasi
durumundaki, hassasiyetinin denatiirasyonunu Olcer. Test, akim sitometreye baghidir ve
¢ok sayida hiicreyi (10.000 hiicre) hizlica degerlendirir (Lewis ve ark., 2013). Bu metot,
akridin turuncusu belirtecinin ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda yesil, tek zincirli DNA’ya
baglandiginda ise kirmizi floresan 1s1ma yapmasiyla tanimlanir (Darzynkiewicz ve ark.,
1975). SCSA’nin avantaji, her kullanici i¢in standart bir protokoliiniin olmasidir. Klinik
esik degeri %30 SDF indeksidir, semen Orneklerinin %30’a kadar hasarli DNA
icerebilecegi ve bununda normal oldugu anlamina gelmektedir. Testin dezavantaj1 ise akim

sitometri gerektirmesi ve yiiksek maliyetli bir ydontem olmasidir (Agarwal ve ark., 2016b).

2.2.3. TUNEL

TUNEL yontemi, DNA fragmantasyonu spermatozoada bulunan ¢ift ve tek zincir
kiriklarinin -~ terminal  niikleotidil transferaz (TdT) katalizorliiglinde dUTP ile
isaretlenmesine bagli olarak degerlendirilmesi prensibine dayanir (Sekil 2). Floresan
etiketli dUTPler DNA’nin serbest 3’0OH wuclarina baglanarak DNA kiriklarinin

tanimlanmasin1 saglar. Isima miktarinin artmast DNA’daki kirik sayist da artis oldugunu
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gostermektedir. TUNEL testi sperm kromatin/DNA bozuklugunu tanimlamak i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. TUNEL yo6nteminin bir¢ok avantaji vardir. En 6nemlilerinden biri
de akim sitometri veya floresan mikroskobundan herhangi Dbirinin analizde

kullanabilmesidir. Az sayida sperm yeterli olup dogrulugu ve hassasiyeti yiiksektir.

Sekil 2: TUNEL caligsma prensibi (Malvezzi ve ark., 2014)

2.3. DNA Hasarn

Spermatazoadaki DNA hasar1 fertilizasyonun azalmasi, embriyonik gelisme
sirasinda preimplantasyonda bozulma, diisiik implantasyon, diisiik artis1, gelecek nesillere
aktarilan hastaliklarda artis ve in vitro ve in vivo fertilizasyondaki azalmayla
iliskilendirilmistir (Lewis and Aitken, 2005).

DNA hasarima neden olan etkenlerin hepsinin bilinmemesine ragmen 1s1 ve
elektromanyetik radyasyon gibi fiziksel etkenler bunun yani sira zenebiyotikler, yag
metabolizmasindaki bozukluklar ve yasin bu siireci etkiledigi ortaya konmustur (Aitken ve

ark., 2004, Aitken and De luliis, 2007).

Aitken ( 2017) DNA hasari etiyolojisi i¢in iki adim hipotezi ortaya koymustur
(Aitken, 2017) (Sekil 3). Germ hiicresinin spermatid evresindeki bir bozulma, kromatin
yeniden diizenlenmesi bununla birlikte spermiyogenezde bozulmaya yol agar. Bu durum

ikinci adim olarak, sperm ¢ekirdek DNA’simin yapisina ve biitiinliigiine etki eden ROS
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ataklarina karsi savunmasiz hiicrelerin olusumuna neden olur (Bennetts and Aitken, 2005).
Spermatozoon yasami boyunca spermiyogenezdeki baskalasimindan epididimisteki
maturasyonu ve depolanmasina kadar herhangi bir zaman diliminde oksidatif saldiriyla
karsilagabilir (Bromfield ve ark., 2017, Chabory ve ark., 2010). Sperm DNA’sina olan
oksidatif atak 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (80OHdG) gibi oksidatif baz eklentilerinin
olusumuna yol agabilir (Aitken, 2017). Bu tarz hasarlara cevaben spermatozoa baz kesip-
¢ikarma onarim yolagindaki ilk enzime bagvurur [8-okzoguanin DNA glikosilaz(OGG-1)]
(Smith ve ark., 2013). Bu glikosilaz, okside bir baza B-eliminasyonu ya da ribozun halka
acma reaksiyonu ve zincir kirigina yol acan riboz-fosfat destabilizasyonu yapan abazik
bolgeyi olusturmak igin yapisir ve DNA dubleksi disinda birakir (Aitken, 2017). Bu

degisimler en sonunda DNA’y1 destabilize eder ve yiiksek oranda fragmantasona yol acar.
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Sekil 3: Spermde DNA fragmantasyonu olusum agsamalar1 (Aitken ve ark., 2013)

2.4. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyum adi verilen farklilasmamais bir diploid sperm kok
hiicresinin yavasca spermatozoon adini alan olduk¢a 6zellikli haploid hiicreye evrilmesini
iceren oldukca karmasik bir olaydir. Spermatogenezin amaci ovumu dolleyebilen ve
yavrular iiretebilen erkek gamet hiicreleri tiretmektir. Puberteden kisa bir siire dnce, pitiiiter
gonadotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisiyle baslar ve yasam boyunca devam eder.
Mitotik ve mayotik bolinmelerin oldugu bu siireg 3 evreden olusur (Sekil 4).
Spermatogonyanin farklilasmasin1 igeren bir seri mitotik bdliinmenin gerceklestigi
proliferatif evre, primer spermatositlerin mayotik boliinmeye ugrayarak kromozom
sayilarin1 azaltarak spermatidlere doniistiigii mayotik evre ve spermatidlerin matiir
spermatozoaya farklilastigi spermiyogenez evresi (Chocu ve ark., 2012). insanlarda
spermatogenezin tamamlanma siiresi yaklagik olarak 74 giin stirmektedir (Heller and
Clermont, 1964). Ancak, daha yakin yillarda yapilan ve normal erkeklerin katildigt
calismada ejakule edilen sperm olusumunun toplam siiresinin 42-76 gilin arasinda
degisebilecegini gostermektedir (Misell ve ark., 2006). Tahmini giinlik sperm tiretimi
miktar1 150 milyon ile 275 milyon arasinda degismektedir (Amann, 2008). Seminifer tiibiil,
pretiibular myoid hiicreler, leyding hiicreleri, sertoli hiicreleri gibi bir¢ok testikiiler yap1 ve

hiicreler spermatogenez siirecinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Neto ve ark., 2016b) .
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Spermatogenez asamalari
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Sekil 4: Spermatogenezin fazlar1 (Gunes ve ark., 2018)

Seminifer tiiblilde germ hiicreleri bazal membrandan liimene kadar oldukca
diizgiin bir sirayla dizilirler. Spermatogonya direkt olarak bazal membranina yatar, primer
spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatid olarak tiibiil liimenine dogru gelisim
gosterirler (Zini and Agarwal, 2011). Spermatogonyalar heterokromatin igerigine bagl
olarak 3 alt birime ayrilirlar: A tipi koyu, A tipi agik ve B tipi spermatogonyalar (Goossens
and Tournaye, 2013). Yogun sekilde koyu boyanmis yumurtamsi ¢ekirdek igeren iyi bir
granuler kromatine sahip A tipi koyu spermatogonyalar seminifer tiibiillerin kok
hiicreleridirler (Zini and Agarwal, 2011). Bu hiicreler mitozla boliinerek A tipi agik
spermatogonyalart meyd ana getirirler. A tipi agik spermatogonyalar ise mitozla B tipi

spermatogonyalara doniigiirler. Daha sonra B tipi spermatogonyalar mitozla boliinerek

primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatidleri olustururlar.
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Spermatositogenez, bazal kompartmanda primer spermatositin mayoz | ve mayoz
I ye ugrayarak haploid spermatidi meydana getirmesini igeren mayotik fazdan olusur.
Primer spermatosit ilk mayotik boliinmeye girer ve sekonder spermatosit formunu alir.

Sekonder spermatosit ise ikinci mayotik boliinmeye ugrayarak spermatidi olusturur (Suresh

ve ark., 2015) .

2.4.1. Spermiyogenez

Yuvarlak spermatid, iireme oOzelliklerine sahip, olduk¢a kompakt ve motil
hiicrelere bagkalasir ve oositi fertilize eder. Bu doniisiim, spermiyogenez ve spermiasyon
olarak iki evreye ayrilir. Spermiyogenez, germ hiicrelerinin bircok organel ve akrozom ve
kamg1 gibi aksesuar yapilarinin kazanimim ifade etmektedir. Insanlarda, spermatid
maturasyonunda morfolojik 6zelliklerine gore tanimlanan 6 farkli evre ortaya konmustur.
Bu evreler, S,—; ve S,—3, Sp—1 Ve Sp—3, Sc—1 ve S.—> S,—1 evresinde golgi kompleksi ve
mitokondri gelismis ve farklilasmistir. Akrozomal vezikiillerin goriiniimiine ek olarak
akrozomal vezikiillere zit hiicrenin bir kutbunda kromatoid cismi gelisir ve proksimal

sentriol ve aksiyal filament goriiniir. S,—; ve Sp—; evrelerinde akrozom olusumu
tamamlanarak, ara pargalar olusur ve kuyruk gelisir. Bu siire¢ S, fazlarinda tamamlanir.

Post-mayotik fazda histonlar transisyonel proteinler aracilifiyla yerlerini protaminlere

birakirlar (du Plessis ve ark., 2014).

2.5. Protaminasyon

Sperm kromatin DNA’sinin  protaminlere baglanmasiyla olusan oldukca
sikistirllmis ve 6zellestirilmis bir yapisi vardir. Protaminler bir¢ok canli ¢esidinin matiir
sperm nukleusunda en ¢ok bulunan niikleoproteinlerdir. Bu kii¢lik ve temel proteinler ilk
kez 1872 yilinda Friedrich Miesher tarafindan somon sperminde kesfedilmislerdir
(Miescher, 1874, Dahm, 2005). Spermatogenez sirasinda, spermatid kromatini temel bir
sikistirilma siireci gecirir. Testise 0zgii ¢ekirdek proteinleri, gecis proteinleri (transition
proteins, TP) ve promatinlerin sorumlu oldugu bu sikigtirilma siirecine protaminasyon
evresi denir. Bu siiregte ilk adim haploid yuvarlak spermatidlerde, somatik histon
proteinleri ile gegis proteinlerinin (TP1 ve TP2) yer degistirmesidir. ikinci adim, uzamis
spermatidlerde gegis proteinlerinin protaminler (P1 ve P2) ile yer degistirmesidir. Sonugta
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somatik hiicrelerden 6 kat daha yogun ve transkripsiyonel olarak susturulmus kromatin

olusur (Balhorn ve ark., 2000).

2.5.1. Sperm Nukleoproteinleri

Histonlar

Histonlar, insanlarda temel sperm c¢ekirdek proteinlerinin yaklasik %20’sini temsil ederler

ve 3 gruba ayrilirlar (D'Occhio ve ark., 2007).

Tablo 1: Histonlar ve niikkleoproteinler (D'Occhio ve ark., 2007)

Niikleoproteinler

Spermatogonya
Spermatosit

Yuvarlak Spermatid

Hlc,H1a,H2A.2,H2A.X,H2B, TH2B, TH2A, TH3,H3.2,HMG1,HMG2
H1t,TH2A,TH2B,H2A.1,H2A.2,H2A.Z,H4, HMG2

H1t,TH2A,TH2B,H2A.1,H2A.2,H2A.Z, H4, HMG1,HMG2

Uzayan ve Sikisilan TP1,TP2,TP4?

Spermatid

Sikilasmis Spermatid TP3?,P1,P2°

Histon Somatik tip Germ hiicrelerinde Testise spesifik
bulunan

H1 H1b,H1lc,H1d,H1le,H1® H1la H1t

H2A H2A.1,H2A.2,H2A.Z H2A.X TH2A

H2B H2B.1 - TH2B

H3 H31.1,H3.2,H3.3 - TH3

H4 Tur yok - -

H:histon ; TH: Testis-spesifik histon ; HGM; Yiiksek mobilite grup protein TP: gegcis proteini;  P:protamine

v . . b . .
® Yaban domuzu, boga, erkekler, fareler, ve koyun hiicrelerinde, insan, aygir ve fare spermlerinde
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Somatik histonlar somatik hiicrelerde ve testislerin spermatogenik hiicrelerinin
cogunda bulunurlar. Germ hiicrelerinde, zengin histonlar adin1 alan diger bir grubu ise
somatik hiicrelerde bulunur fakat testislerin sperm hiicrelerinde ¢ok¢a bulunurlar. Ugiincii
grup olan testise 6zel histonlar sadece sperm hiicrelerinde ve testiste bulunurlar (Meistrich,

1989).

Histon asetilasyonu ve ubikiitinasyonunun, spermiyogenezde niikleozom
yapisindan niikleoprotamin yapisina, sperm kromatin transformasyonunu kolaylastirdigi
diisiiniilmektedir (Dadoune, 2003). Ozellikle histon 4’iin lizinden zengin amino-terminal
ucu, DNA’ya karsi olan afinitesini diisiirmek igin hiperasetilasyona ugrar (McCarrey,
1998).

Gegis Proteinleri

Gegis proteinleri, histon-protamin transferi sirasinda spermatidin en temel
proteinleridir (Meistrich, 1989). Erkeklerde en az dort tane gegis proteini bulunmasina
ragmen TP1 ve TP2 en iyi karakterize edilenlerdir (Luerssen ve ark., 1988). TP1, arjinin,
lizin, histidin ve serin bakimindan zengin olan 54 amino asitlik bir proteindir (D'Occhio ve
ark., 2007). TP2 ise TP1’den daha biiyiiktiir (117-138 amino asit) ve serin, prolin ve
sisteince zengindir (Dadoune, 2003). Diger gegis proteinlerinden TP3 (76-103 amino asit)
ve TP4 domuzlarda ve farelerde bulunur (Akama ve ark., 1995). TP1 DNA’nin erime
noktas1 sicakligini diisiiriir ve niikleozom ¢ekirdek partikiillerinde lokal dengesizlige sebep
olur (Akama ve ark., 1998, Singh and Rao, 1988). Buna karsin ¢inko metalloprotein olan
TP2 niikleozom ¢ekirdeklerindeki DNA’y1 sikistirir ve DNA’nin erime noktast sicakligini
artirir (Kundu and Rao, 1996). Son bulgulara gore, DNA sikismasindaki gorevleri haricinde
gecis proteinleri TP1 ve TP2 spermatid niikleusunda normal olarak olusan DNA kiriklariyla
da 1ilgili olabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (de Saint Groth and Tees, 1975,
Kierszenbaum, 2001).

Protaminler
Protaminler, sperm nukleusunun o6zellikle arjinince (insanda %48 oraninda)
zengin proteinleri olup (Oliva, 2006), yiiksek oranda pozitif yiikleklii major proteinleridir.
Protaminlerin histon H1’den evrimlestiginin kaniti Ausio tarafindan bulunmustur (Ausio,
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1999). Memelilerde, P1 ve protamin3 (P3) ile protamin 4’iin (P4) olusturdugu P2 ailesi
olmak tizere iki tip protamin bulunmaktadir. Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda P1 biitlin
omurgalilarda bulunurken, P2 fareler ve insanlari da igeren belirli omurgalilarda
bulunmustur (Oliva, 2006, Balhorn, 2007) . P1 ve P2 genleri (PRM1 ve PMR2) 16p13.3
bolgesinde lokalize olmustur (Sekil 5). Insan haploid genomda PRM1 ve PRM2’nin tek
kopya olarak bulunur (Domenjoud ve ark., 1991) ve her iki gen de tek intron igerir.
Bunlara ek olarak TP2 ve gene4’de ayni lokusta bulunmaktadir (Schluter ve ark., 1992).
P1-P2-TP2 lokusu 28,5 kb uzunlugundadir (Aoki and Carrell, 2003). P1 bir matiir protein
iken, P2 ailesi onciil proteindir (Francis ve ark., 2014). P3 proteini ayn1 zamanda gene4
olarak adlandirilir (Oliva, 2006) ve P3 ifadesi yanilticidir. P3 asidiktir ve introndan
yoksundur. Arjinin kiimelenmeleri olmadigi ve bunun yerine glutamik asit¢e zengin oldugu

icin P3’lin tahmin edilen amino asit dizisinin protaminlerle ilgisi yoktur (Oliva, 2006).

P1, arjinin ve sisteince zengin 50 amino asit uzunlugunda ve 3 farkli yapisal
domain igeren bir proteindir (Balhorn, 2007). P1’in arjinince zengin bdlgesinin merkezi,
DNA’ya ve sisteince zengin bolgesinin de c¢inkoya baglanmasina imkan sagladig
ongoriilmektedir (Dadoune, 2003). Daha degisken goriinen C-terminal bolgesi hidrofobik

amino asitleri igerir (Dadoune, 2003).
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Sekil 5: Kromozom 16 iizerinde protaminlerin lokasyonlar1 (Oliva, 2006)

P2 histidin bakimindan zengindir ve tiirlere bagl olarak 54-63 civarinda amino
asit icerir (D'Occhio ve ark., 2007). Ug-dért arjininden olusan amino asitler ¢ogunlukla
merkezine kiimelenmistir, histidin ve sistein ise molekiil boyunca diizensiz araliklarla

konumlanmigtir (Dadoune, 2003).

Protamin genlerinin yapisi, transkripsiyonel diizenlemelerinde 6nemli rol oynar.
Ik olarak, P1 ve P2 genleri yuvarlak spermatid niikleusunda metilenmis bdlgede
yerlesiktirler ve bu lokalizasyon niikleer matriks baglantisin1 ve P1-P2-TP2 gen lokusunda
potansiyel artisini kolaylastirir (Choi ve ark., 1997). P1-P2-TP2 ¢ok genli lokus metilasyon

19



yerini olusturan alanin (Alu) tekrarlarin1 igeren matriks baglant1 bolgesiyle kusatilmistir
(Schmid ve ark., 2001). ikincisi, biitiin protamin genleri transkripsiyon faktérlerinin
promotorlerine  baglanmasimi  kolaylastiran TATA kutular1 igerirler. Bu sebeple
transkripsiyonun baslamasinda onemli rol iistlenirler. Uciincii olarak, cAMP cevap
elementi (CAMP-response element, CRE) biitiin protamin genlerinde bulunur ve dizisi
olduk¢a korunmustur ve -57’den -48’e kadar olan bolgede yer alir (Johnson ve ark., 1988).
CRE, c¢esitli CRE proteinlerinin bu diizenleyici bolgeye baglanmasiyla transkripsiyonu
diizenler (Delmas ve ark., 1992, de Groot ve ark., 1993, Delmas ve ark., 1993). Son olarak,
P1 ve P2 promotorleri diizenleyici dizilerinin yukarisi, diger diizenleyici proteinlere

baglanarak transkripsiyonel aktivasyon ya da baskilamay1 yonetir (Aoki and Carrell, 2003).
Protaminlerin baslica islevleri (Oliva, 2006):

(i) Daha siki ve hidrodinamik ¢ekirdekli paternal genom nesli olusturmak.
Hidrodinamik ¢ekirdekli spermatozoa daha hizli hareket eder ve oositi ilk olarak
fertilize edebilir. Dolayisiyla faydali 6zellikleri gelecek nesillere aktarabilir.

(if) Spermatozoa tarafindan tasinan paternal genetik bilginin korunmasi, dis ya da ig
ortamda bulunan potansiyel mutajen veya niikleazlarin, paternal DNA’ya
erisememesini saglar.

(iii) Paternal genomun miihiirlenmesine dahil olma. Protaminlerin kendileri de sperm
genomunun bazi alanlarinda fertilizasyon sirasinda tekrar etkinlesmesini

etkileyen epigenetik izler birakabilir.

2.5.2. Protaminasyon

Protaminler haploid spermatidin post mayotik evresinde ifade edilirler (Aoki and
Carrell, 2003). Spermatogenezdeki gen ifadesinin esas diizenlenmesi ii¢ agamada meydana
gelir: transkripsiyon, translasyon ve post translasyon (Eddy, 2002). Yuvarlak spermatid
evresinde proteinlerin yoklugu barizken, P1 ve P2 mRNA yuvarlak spermatidde
saptanmigtir (Stewart ve ark., 1999). Bu mRNA’larin translasyonu spermatidin uzama
sathasina kadar geciktirilir (Morales ve ark., 1991, Kleene, 1996). Yani uzama sathasindan

birkag¢ gilin 6ncesinde sentezlenen mRNA’lar bu sathaya kadar depo edilir.
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Transkripsiyonel diizenleme ii¢ mekanizma ile diizenlenmektedir. Bunlar, DNA
metilasyonu, trans-acting elementlerin TATA kutusuna baglanmasi, protamin genlerinin
CRE kutusu veya diger belirli promotor bolgeleri ve c¢ekirdek matriksi ile
potansiyalizasyonu (Sassone-Corsi, 2005). Baz1 spermatozoal genlerdeki metilasyon artisi
transkripsiyonun inhibisyonu ile iligkilidir. P1, P2 ve TP2 transkripsiyonda tamamiyla
metillenir (Choi ve ark., 1997). Buna karsin 5° bolgede demetilasyon gosteren TP1 geni
artan gen ifadesiyle iligskilendirilir (D'Occhio ve ark., 2007). TATA kutusu, tiim protamin
genlerinde bulunmaktadir (Oliva and Dixon, 1991). TATAya baglanan proteinlerin TATA
kutusuna baglanmasi P1/P2 transkripsiyonun aktivasyonuyla sonuglanir (Schmidt and
Schibler, 1997). CRE g¢ekirdek faktorii adenil siklaz yolagi iizerinden transkripsiyonel
diizenlemeye araci olur. Bu ¢ekirdek foktorii cAMP yanit elementine baglanan proteinleri
(CAMP-response element binding, CREB) ve cAMP yanit elementi modiilatér proteinleri
(CAMP-response element modilator, CREM) igerir (Steger, 1999). cAMP protein kinaz A
yolagini takiben, CREB ve CREM fosforillenir ve CRE’ye baglanmalarma izin verir. Bu
baglanma da P1/P2 genleri transkripsiyonunu aktive eder (Aoki and Carrell, 2003).

Son olarak uzama fazinda P1-P2-TP2 lokusunun potansiyalizasyonu cekirdek
matriksi ile iliskisi tarafindan saglanmis olmaktadir (Aoki and Carrell, 2003). P1-P2-TP2
lokusunun vaktinden once translasyonu hiicre 6liimiine ve gelisimsel duraklamaya neden
olur (Lee ve ark., 1995). Spermiyogenezde kromatinin segici olarak belirli bolgelere agik
olmasi baskalasim sirasinda bu genlerin ifadesini gerektirir. P1-P2-TP2 lokusunda gen
potansiyalizasyonu kromatinin g¢ekirdek matriksine baglanmasindan sonra olur (Oliva,

2006).

2.5.3. Histonlarin Protaminlerle yer degisimi

Oncelikle testis histonlart DNA biinyesine dahil edilirler; histon H2B varyanti
¢ekirdek histonlarin yerdegisiminden sorumludurlar (Montellier ve ark., 2013). Histonlarin
hiperasetilasyonu onlarin DNA’ya baglanma afinitelerini azaltir. Bu hiperasetilasyon da
tapoisomeraz aktivasyonu yoluyla DNA’nin gevsemesine katkida bulunur (Carrell ve ark.,
2007) ve histonlarin TP1 ve TP2 ile yer degistirmesine olanak saglar (Francis ve ark.,

2014).  Sonrasinda TP’ler fosforillenmis protaminlerle yer degistirir ve niikleusta
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kromatinin toroidal yapisini olusturur. DNA paketlenmesinin daha siki olusu ve kromatin
yogunlugunun somatik hiicrelere oranla 6 kat daha fazla olmasiyla sonuglanir (Balhorn ve

ark., 2000) (Sekil 6).
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Sekil 6: Somatik histonlar ile protaminlerin yer degisimi (Carrell ve ark., 2007)
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2.5.4. Protaminler ve Erkek infertilitesi

Insanlarda P1/P2 oran1 1:1°dir ve 0,8 ile 1,2 arasindaki degerler disinda goriilen
oranlar anormal ifadeyi gosterir (Aoki ve ark., 2006a). P1/P2 oranindaki sapma erkek
infertilitesiyle iliskilendirilir (Carrell and Liu, 2001, Balhorn ve ark., 1988). Infertil
bireylerde fertilllerle kiyaslandiginda P2 eksikligi veya yoksunlugundan olusan P1/P2
oraninda artig gozlenir (Carrell and Liu, 2001, de Yebra ve ark., 1998). Yiikselmis P1/P2
orant genellikle P2’deki diisiisiin sonucudur fakat bazi g¢alismalarda P1’deki yeniden
diizenlenmeleri bazi anormalliklere neden oldugu gosterilmistir (Torres-Moreno ve ark.,
1992). P1:P2 oranindaki degisim sperm morfolojisi, sperm sayisinda azalma ve motiliteyle
baglantilidir (Aoki ve ark., 2006c). Ayrica 0,8’den daha az olan P1:P2 degerinin DNA
fragmantasyonunda artigla ve sperm kalitesiyle iliskili oldugu bildirilmistir (Aoki ve ark.,
2005D).

Sperm morfolojisi, spermiyogenez boyunca devam eden siirecin son triiniidiir, bu
nedenle bu siirecteki degisim morfolojik anormalliklere yol agabilir (Auger, 2010).
Protamin eksikligi, anormal basli spermlerde normallere gére daha sik rastlanmaktadir
(Bianchi ve ark., 1996b). Fakat gesitli ¢alismalarda, normal basli spermlerde de protamin

eksikligi gozlemlemistir (Bianchi ve ark., 1996a).

Azalan P2 degerinden farkli olarak, P1:P2 oranindaki degisim spermiyogenez
sirasindaki histon yerdegisimindeki bir bozukluktan da kaynakli olabilir ve fertil
kontrollere oranla histon seviyesinin infertil erkeklerde daha fazla oldugu gosterilmistir
(Montellier ve ark., 2013). Fertil bireylerde ¢ekirdekte histon oranmi yaklasik %20’dir
(Dadoune, 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma grubu

Bu calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim
Dali’na basvuran, klinik olarak infertilite tanisi alan toplam 32 erkek ¢alisma grubu ve 10
saglikli fertil erkek de kontrol grubu olarak dahil edildi. Tez calismasinin etik acidan
uygunlugu, Ondokuz May1s Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulun’nun 08.12.2016
tarihli Etik Komisyonunda incelenmis ve oy birligiyle onaylanmistir (OMU KAEK:
2016/372). Hasta ve kontrol grubundaki bireyler ¢alisma konusunda bilgilendirildikten
sonra kendilerine ‘Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’ imzalatildi.

Goniillillerden 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon yoluyla semen
ornekleri alinarak Uroloji Polikliniginin Androloji Laboratuvarinda WHO kriterlerine
(2010) uygun olarak semen analizleri yapildi (Cooper ve ark., 2010). Semen analizinde
sperm konsantrasyonunun 15 milyon/ml, sperm motilitesinin %32 ve sperm morfolojisinin
%4’den daha az olmas1 kriterlerine uygun olarak oligo, terato ve astenozoospermi
ozellikleri gosteren bireyler hasta grubuna dahil edildi. Azoospermik hastalar ¢alismada yer

almada.

Calismamizda, histon/protamin oranlarmi belirlemek amaciyla anilin mavisiyle
boyama, sperm DNA fragmantasyonunu belirlemek i¢in TUNEL yontemi ve DNA hasarini
belirlemek i¢in ELISA Kiti kullanildi. Calismaya dahil edilen bireylerden 32 infertil erkek
ve 10 fertil erkekten alinan sperm ornekleri histon-protamin oranlarini belirlemek amaciyla
anilin mavisi ile boyandi, 16 infertil ve 9 fertil kontroliin DNA fragmantasyonunun
belirlenmesi i¢gin TUNEL testi uygulandi, son olarak 26 infertil erkek ve 10 fertil kontrole
DNA hasarin1 belirlemek amaciyla ELISA testi uygulandi. Tezin akis semas1 Sekil 7°de

gosterilmektedir.

Semen analizi sonrasinda drnekler alindi ve 6rneklerin bir boliimii bekletilmeden
anilin mavisi ile boyandi. Yarim saat igerisinde geriye kalan boliimii TUNEL testi
uygulanincaya kadar fikse edildi ve +4 C’de bekletildi. ELISA testi i¢in ise seminal plazma
bekletilmeden -80°C’ye kaldirild1 ve yontem uygulanincaya kadar bekletildi.
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3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
Kimyasal Maddeler
- Triton-X-100 (Amresco)
- Fosfat-tuz tamponu (phosphate buffered saline, PBS) (10X), (Gibco Bylife
Technologies)
- Tri-sodyum Sitrat (Surechem Products, Amerika)
- Pol-lizin soliisyonu (Sigma-Aldrich, Amerika)
- Hidrojen per oksit (%30) (MERCK, Almanya)
- Asetik asit (%99) (Sigma-Aldrich, Amerika)
- Glutaraldehit (%25) (Merck, Almanya)
- Anilin mavi boyas1 (toz) (Merck, Almanya)
- PB-Siikroz, Fosfat seker tamponu
- Yapstirict (CC/Mount) (Sigma, Amerika )
- Etil alkol ( Sigma-Aldrich, Amerika)
- TUNEL Kiti (Roche, Almanya)
- ELISA kiti (Cayman, Amerika)

Cihazlar

- Hassas terazi

- Otomatik pipetler

- Coklu pipetor

- Vortex (Velp Scientific, Amerika )

- Etliv (Dedeoglu, Tiirkiye)

- Inkiibasyon cihazi1 (Innogenetics, Amerika)

- Mikrosantrifiij

- Florasan mikroskobu (Nikon Eclipse E600, Japonya)
- Isik mikroskobu ( Olympus Cx31, Hamburg)
- +4 buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

- -20°C buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

- -80°C Derin dondurucu (Revco, Amerika)
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- ELISA okuyucu (Thermo Scientific, Finlandiya)

3.2. Metot

Semen analizi
ve hastaya tani
konmasi

v

v

TUNEL igin 1 ml
semenin santrifiij
edildikten sonra
%3,6
paraformaldehid
icerisinde +4 C'de
saklanmasi

v

Slayt Hazirlanmasi
-Ekim
-Permeabilizasyon
-Isaretleme

v

Slayt TUNEL
Testine kadar
nemli ortamda

saklanmasi

¥

TUNEL Reaksiyonu

v

Floresan
mikroskopta DNA
kiriklarinin

v

Hasta bilgilendirilmis génalla
olur formu imzalatilmasi

v

Semen ornegi alinmasi ve
galismalar igin bélinmesi

v

Ornekten alinan 1ml semen
santrifijden gecirilip
siipernatantin
uzaklastiriimasi

¥

Slayt Hazirlanmasi
-PBS ile yikama
-Yayma
-Fiksasyon

\

Anilin mavisi sollisyonuyla
boyama

A

Slaytlarin i1sitk mikroskobunda
incelenmesi

\

Tim verilerin toplanmasi ve
istatiksel analiz

v

ELISA igin 1ml
semenin
santrifiij

edildikten sonra
seminal

plazmanin -80

C'de

hekletilmeci

¥

-80 C'den alinan
orneklerin -4 C'de
18 saat
inklibasyonu

v

ELISA Reaksiyonu

¥

ELISA
okuyucusunda
hasarlarin
saptanmasi

Sekil 7: Tezde kullanilan yontemlerin akis semasi
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3.2.1. Anilin Mavisi ile Boyama

Sperm hiicrelerinin kromatin yogunluklari, anilin mavisi ile boyama yapilan Onceki

calismalarin protokoliin optimizasyonu yapilarak test uygulandi (Irez ve ark., 2015).

1)

2)

3)
4)

1)

2)

1)
2)
3)
4)

5)

On hazirhk:

Iml semen Ornegi 1,5 ml’lik santrifiij tiipii i¢ine alinarak 2000 rpm’de oda
sicakliginda 7 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant pipetor ile tiipten uzaklastirildi ve pellete 1 ml 1X fosfat-tuz tamponu
(Phosphate Buffered Saline, PBS) PBS ckleyip hafifce pipetaj yaparak resuspanse
edildi.

Ornek tekrar 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

Bu islem iki kez tekrar edilerek 6rnegin yikanmasi islemi gerceklestirildi.

Boyanin hazirlanmasi:

Toz anilin mavisini asetik asit i¢inde ¢oziindiirerek %5’lik sivi anilin mavisi elde
edildi.

Bu siv1 anilin mavisi 50 ml’lik salelerde %4 ’liik asetik asitle karistirildi ve boyama

soliisyonu hazir hale getirildi.

Boyama islemi:

Iki kez PBS ile yikanan &rnekten 10 pl almarak slaydin tam ortasina damlatildi.
Bagka bir slayt kullanilarak 45°’lik a¢1 ile yayma islemi gerceklestirildi.

Slayt kurumaya birakildi.

Tamamen kurutulan slayt, 0,2 M PBS ile yapilan %3’liik glutaraldehit ile fikse
edildi ve 30 dakika bekletildi.

Slayt hazirlanan boya salesi i¢ine daldirild1 ve 15 dakika beklendi.

Testin analizi:

Isik mikroskobunda, 100X biiylitme kullanilarak 200 tane sperm hiicresi segildi.

Se¢ilen hiicreler boyanmamigsa anilin negatif yani protamince zengin olarak kabul edildi.

Eger hiicreler az boyanmig ya da tamamen boyanmigsa anilin pozitif yani histonca zengin
olarak kabul edildi.
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3.2.2. TUNEL Testi
SDF analizi yapmak amaciyla Insitu Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostic,

Almanya) kullanilarak kit protokiiliine uygun olarak yapild: (Sharma and Agarwal, 2011).

1)

2)

3)

4)

5)
6)

1)
2)

1)

2)

3)

4)

5)
6)

On Hazirhk:

1 ml taze semen Ornegi dibi konik sekildeki 1,5 ml’lik santrifiij tiipline alinarak
2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant pipetdr yardimi ile dikkatlice uzaklastirildi ve pelet 1 ml PBS ile
pipetaj yapilarak karistirildi.

Ornek 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi ve tekrar pipetdr yardimiyla
stipernatant uzaklastirildi.

Hiicrelerin fiksasyon iglemi igin pelet 1 ml %3,6’lik paraformaldehit (PFA) ile
hafifge pipetaj yapilarak yeniden suspanse edildi.

Ornek bir sonraki asamada kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirildi.

Ekim islemine kadar 6rnek her giin ters diiz edilerek ¢alkalandi.

Lamlarin Poli L-Lizin ile Kaplanmasi:
Temiz lamlar 1:9 distile su: poli L-lizin icerisinde 5 dakika bekletildi.
Lamlar stiziildiikten sonra 60°C’de 1 saat etiivde bekletilerek kullanima hazir hale

getirildi.

Orneklerin Ekim Islemi:

Ekim yapilacak bolgeleri belirlemek i¢in lamlarin lizerine hidrofobik kalemle 3 tane
halka ¢izildi (Sekil 8).

Daha 6nceden PFA ile fiksasyonu yapilan 6rnek +4°C’den alinarak 2000 rpm’de 7
dakika santrifiij edildi.

Siipernatant pipetor ile uzaklastirilarak pelet 1-5 milyon sperm bulunacak sekilde
1X PBS ile resuspanse edildi.

Hidrofobik kalemle ¢izilen halkaya 10 pl PB-siikroz damlatildiktan sonra iizerine
300 pl 6rnek ytiklendi.

Slaytlar +4°C’de bir gece saklandi.

Ertesi giin lamlar PBS ile ikiser kere yikanarak ekim asamasi tamamlandi.
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Sekil 8: Hasta grubuna ait bir 6rnegim slayta ekimi

Pozitif Kontroliin Hazirlanmasi:
1) Ekimi yapilan normozospermik 6rnek pozitif kontrol olarak kullanildi.

2) Hasari olusturmak i¢in %30’luk H;0, ¢ozeltisi yuvarlak alanlara damlatildu.
3) Slayt etiivde 1 saat bekletildi ve sonrasinda PBS ile iki kez yikandi.

Permeabilizasyon:
1) %0,1 sodyum sitrat, %0,1 Triton X-100 ¢ozeltisi ile karigtirilarak taze hazirlandi.
2) Karisim her bir halka igine esit oranda damlatildi.
3) Slayt +4°C’de 15 dakika nemli ortamda inkiibe edildi ve 1X PBS ile iki kez yikandi.

TUNEL Reaksiyonu:
1) TUNEL reaksiyonu karanlik ortamda yapildi.
2) Isik mikroskobunda TUNEL reaksiyonu i¢in uygun halka isaretlendi.
3) 1:9 Enzim: Label olacak sekilde TUNEL karisimi hazirlandi.
4) TUNEL reaksiyon karigimi kisa bir siire vortex isleminden gegirildi.
5) Isaretli halkaya 50 pl TUNEL reaksiyon karisimi damlatildi.

6) Slayt karanlik ve nemli ortamda 1,5 saat oda sicakliginda reaksiyona birakild.
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1)

2)

3)

4)
5)

1)

2)
3)

Reaksiyonun Goriintiilenmesi:

1,5 saat sonrasinda reaksiyonun gergeklestigi halka pipetor yardimiyla 1X PBS ile
birkag¢ defa yikandi.

Slayt tamamen kuruduktan sonra su bazli yapistiricidan (CC Mount, Amerika)
birka¢ damla halkaya damlatildi ve lamel ile dikkatlice kapatildi.

Slaytlar floresan mikroskop altinda 180X biiyilitme kullanilarak incelendi.

Her slayttan en az 500 hiicreyi kapsayacak 3 alan se¢ildi.

Secilen alanlarin her hangi bir 1is1ma olmadan yalin haldeki goriintiileri ¢ekildikten

sonra uygun filtreyle FITC sinyallerinin algilandig1 1s1ma yapan goriintiileri ¢ekildi.

Goriintiilerin Analizi:

Istmal1 ve 1s1masiz goriintiiler BS Pro 2000 programi kullanilarak {ist {liste
cakistirildi.

Goriintiiler manuel olarak iki farkli kor gézlemci tarafindan sayildi.

Sayilan hiicrelerin SDF hesab su sekilde yapildi:

%SDF = ( FITC 1s1ma yapan yesil renkteki sperm hiicreleri / tim sperm hiicreleri)
X 100

3.2.3. ELISA Testi

ELISA testi, Oksidatif DNA/RNA Hasar1 Degerlendirme Kiti (Cayman Chemical,

ABD) kullanilarak sperm DNA hasarini tespit etmek i¢in kit protokoliine uygun olarak
yapildi (Hosen ve ark., 2015).

1)

2)

1)

On Hazirhk:

Taze alinan 6rnekler 2500 rpm’de 8 dakika santrifiij edilerek 1000 pl’lik pipetorle
seminal plazma dikkatlice alindu.
Alinan seminal plazma 6rnekleri bir sonraki asamada kullanilmak {izere -80°C’ye

kaldirildi.

Standartlarin Hazirlanmasi:

Tipler 1’den 8’e kadar numaralandirildi.
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2) Bir numarali tiipe 900 ul ELISA tamponu diger tiiplere ise 500 pul ELISA tamponu
eklendi.

3) Bir numarali tiipe 100 pl bulk standart transfer edildi.

4) Bir numarali tiipten seri bir sekilde 400 pl karisim alinarak 2 numarali aktarildi
hafifce calkalandi.

5) iki numarali tiipten 400 pl karisim alinarak 3 numaral tiipe aktarildi ve hafifce
calkaland.

6) Aktarma islemi 8 numarali tiipe kadar ayn1 sekilde devam ettirildi.

085 ) () @) 09 ) (1) ) a0 63 )
s (o1 (32) (32) () 009) () () (16) (1) (35) 657 22
ook oD,
)0 () ()0 (1) 89 () () ) 3 )
E @@Q’(@ K6 @ l?l/z Q@ 1?% @ 28_1/& @
(33 () (08 () @) ()0 () 8312
o)) () 1)) 1) ) (22 3 () 03
()3 (®) ()03 (05 ()8 () )

S1—S8: Standartlar Blk: Blank

K1-K10: Kontrol grubu 1-33: Hasta grubu

Sekil 9: Orneklerin plaka iizerine yerlesim tablosu

Orneklerin Yerlestirilmesi:
1) Her bir 6rnek bir kez seyreltildi.
2) Standartlar ve diger reaktifler protokole uygun olarak belirlenen kuyulara eklendi.

3) 50 ul o6rnekler ve seyreltikleri ait olduklar1 kuyulara eklendi (Sekil 9).
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4) Plaka plastik film ile tamamen kaplandi ve 4°C’de 18 saat inkiibasyon edildi.

1)
2)
3)
4)
5)

1)
2)

3)

Corp.

ELISA Reaksiyonu:

Reaksiyona baglamadan hemen 6nce Ellman’s reaktifi karanlik ortamda hazirlandi.
Kuyular bosaltild1 ve tampon ile 5 kez yikandi.

Coklu pipetor ile her kuyucuga Ellman’s reaktifi hizli bir sekilde eklendi.

Plaka tekrar plastik film ile kaplandi.

Plaka orbital ¢alkalalayicida oda 1sisinda 2 saat bekletildi.

Degerlerin Okunmasi:

Plakanin dibi parmak izleri yok olacak sekilde tamamen temizlendi.

Plastik film yavasca acildi ve plaka ELISA okuyucusuna (Thermo Scientific
MultiscanGo, USA) yerlestirildi.

Okuma 405 ve 420 nm arasinda gergeklestirildi.

3.2.4.Istatistiksel Degerlendirme
Calismadan elde edilen verilerin analizi istatiksel paket programi SPSS V20 (IBM

, Armonk, NY, USA) kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilip dagilmadig test

edildikten sonra parametreler arasindaki iliski X* veya Fisher exact test kullamlarak

degerlendirildi. Farklt gruplarin parametrelerini karsilastirmak i¢cin ANOVA, Mann-

Whitney U testi ve kullanildi. Sonuglar istatiksel yontemlerle degerlendirilerek hipoteze

uygunluk bakimindan test edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismaya, 2017-2018 yillar1 arasinda yaslar1 26 ile 48 arasinda degisen toplam
42 erkek dahil edildi. Oligozoteratozospermi tanisi alan 32 infertil erkek hasta grubunu
olusturdu. Calismaya dahil edilen erkeklerden 10’u iki yasindan kiigiik gocuga sahip fertil
erkeklerdi ve kontrol grubunu olusturdu. Caligmaya dahil edilen biitiin bireylerin semen
ornekleri anilin mavisi ile boyanarak histon-protamin oranlart 6l¢iildi (Sekil 10).
Calismadaki bazi semen oOrneklerinin 6n hazirlik sirasinda kontamine olmasi ve bazi
hastalarda yeterli sperm bulunamamasi nedeniyle 16 infertil erkek ve 9 kontrol olmak iizere
25 semen 6rneginde TUNEL yontemi kullanilarak ve SDF degerleri 6l¢iildii. DNA hasari,
26 infertil erkek ve 10 fertil erkekte toplam 36 erkekte ELISA testi ile dlciildii.

Protamin seviyelerinin artis1 T- testine gore karsilastirildiginda infertil ve fertil
grup arasinda anlamli bir iliski gostermistir (p<0,0001) (Tablo 2). Anilin mavisi ile
boyama analizi sonucunda 32 infertil erkekten 31’1 anilin pozitif, biri anilin negatif olarak
degerlendirildi. Fertil grupta ise 10 erkekten 9’u anilin negatif, biri anilin pozitif olarak
degerlendirildi. Infertil erkeklerde histon yiizde ortalamast %57,5 bulundu, fertil bireylerde
ise bu deger %13,2 bulundu. Yapilan istatiksel analiz sonucunda histon yiizdesi ile DNA
hasar1 arasinda bir iliski bulunamadi [p=0,3052, p=0,2278 (seyreltilmis)]. Histon ylizdesi
ile DNA fragmantasyonu arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p = 0,796). Histon
yiizdesinin artis1 ile bireylerin yaslari arasinda ters bir iligski bulundu (korelasyon katsayisi
=-0,393, p = 0,01). Histon yiizdesinin artis1 ve motilite degerlendirildiginde ise aralarinda
ters bir iliski bulundu (korelasyon katsayis1 =-0,510, p=0,0006). Ayrica, histon yiizdesinin
artis1 ile bireylerin semen konsantrasyonlar arasinda yiiksek diizeyde ters bir iligki bulundu
(korelasyon katsayis1 = -0,733, p<0,0001). Bunlara ek olarak, sperm morfolojisiyle histon
yiizdesi arasinda ¢ok yiiksek diizeyde bir iligki bulundu (p<0,0001). Fertil bireyler ile
infertil bireyler arasinda da sperm morfolojisi acidan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli fark

saptand1 (p < 0,0001).
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Sekil 10: Kontrol grubuna ait bir 6rnegin 151k mikroskobu altindaki farkli alanlardan alinan goriintiileri

(A)(B). Hasta grubuna ait bir 6rnegin 151k mikroskobu altindaki farkli alanlardan alinmig goriintiileri

(C)(D).

a: Boyanmamis sperm; b: Yar1 boyanmis sperm; c: Boyanmis sperm

TUNEL testi sonucunda SDF &l¢iimii yapilan infertil ve fertil bireyler arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p= 0,829). Gruplar degerlendirildiginde
SDF degeri %0 ile %82 arasinda degiskenlik gostermis olup ortalamasi %25,4’tiir. SDF
degerlerinin yas, motilite, konsantrasyon, sigara durumu, DNA hasar1 ve histon ylizdesiyle
iliskisine bakild1 ve bu parametrelerle bir iligki saptanmadi. Seyreltilmis 6rneklerin DNA
hasarina bakildiginda ise istatiksel olarak anlamliliga yakin bir deger bulundu (p=0,052).
Hasta ve konrol grubuna ait TUNEL fotograflar1 Sekil 11-14 yer almaktadir.
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Tablo 2: TUNEL testinin semen parametreleri, DNA hasar1 ve histon orani arasindaki istatistiksel iligki

. . DNA
p degeri Yas Histon Motilite Sigara Konsantrasyon DNA Hasan
(%) Durumu Hasari .
(Seyreltik)
le([)')E'— 0.920 0.796 0.117 0.926 0.870 0.857 0.052
0

Tablo 3: Histon yiizdesi, SDF, DNA hasar1 ve semen parametrelerinin iki grup arasindaki istatiksel iligkileri

Parametre Infertil Erkekler Fertil Erkekler P degeri

Motilite (%) <0.0001
Ortalama 26.2+15.7 54.8+59
Aralik 3-59 45 - 63

Morfoloji 0.491
Ortalama 2.75+1.68 6.90+1.96
Aralik 0-6 6-12

Yas 0.2285
Ortalama 323+5.6 348+44
Aralik 26 - 48 29-42

Sigara Durumu 0.7059
Ortalama 04+0.5 03+0.5
Aralik

Histon Orani (%) <0.0001
Ortalama 57.5+18.5 13.2+52
Aralik 18-90 6-24
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Tablo3 (devam):

DNA Hasari 0.1199
Ortalama 02+0.0 0.2+0.28
Aralik 0.174 - 0.219 0.187 - 0.839

DNA Hasar1 (Seyreltik) 0.1355
Ortalama 0.2+0.0 02+0.2
Aralik 0.19-0.215 0.15-1.10

TUNEL (%) 0.8292
Ortalama 24.8 £20.2 26.7+21.3
Aralik 0-82 0-65

Sekil 11: Hasta grubuna air bir 6rnegin 151k mikroskobu altindaki 6rnegin goriintiisii (A), florasan mikroskobu

altinda FITC 1s1ma yapan fragmante spermlerin goriintiisii (B) ve 1stma yapan goriintii ile asil

goriintiiniin st Giste ¢akigtirilmasi (C)
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Sekil 12: Hasta grubuna ait bir 6rnegin 151k mikroskobu altindaki 6rnegin goriintiisii (A), florasan mikroskobu
altinda FITC 1s1ma yapan fragmante spermlerin goriintiisii (B) ve 1stma yapan goriinti ile asil

gOrlintiiniin st tiste ¢akistirilmasi (C)

Sekil 13: Kontrol grubuna ait bir 6rnegin 151k mikroskobu altindaki 6rnegin goriintiisii (A), florasan
mikroskobu altinda FITC 1s1ma yapan fragmante spermlerin goriintiisii (B) ve 1s1ma yapan goriintii

ile asil goriintiiniin st iste ¢akistirilmasi (C)

Sekil 14: Kontrol grubuna ait ve sigara kullanan bir bireyden alinan 6rnegin 151k mikroskobu altindaki
Ornegin gorintiisii (A), florasan mikroskobu altinda FITC 1s1ma yapan fragmante spermlerin

goriintiisii (B) ve 1s1ma yapan goriintii ile asil goriintliniin {ist tiste ¢akistirilmasi (C).
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DNA hasar verilerinin istatiksel analizi sonucunda seyreltilmis 6rneklerin DNA
hasar1 ve seyreltik olmayanlarin DNA hasarinin motilite, yas, sigara durumu, histon
yiizdesi, morfoloji ve konsantrasyon ile aralarinda anlamli bir iliski bulunmadi. Fakat
seyretilmis orneklerdeki DNA hasar1 ile DNA fragmantasyonu arasinda anlamliliga yakin
derecede bir iliski saptand: (p = 0.052). infertil bireyler ve fertil bireyler arasinda DNA
hasar1 degerleri bakimindan bir fark bulunmadi (p =0.1199).

38



5. TARTISMA

Erkeklerin yaklasik %40°1 normal semen parametrelerine sahiptirler (Esteves ve
ark., 2012). WHO semen analizi parametrelerinin infertilite tanimini yapmakta yetersiz
kaldigin1 bildirmekte ve bu durum tedaviyi olumsuz yonde etkilemektedir. Sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi gerek in vivo gerekse in vitro fertilizasyon
basarisiyla korelasyon gostermektedir (Evgeni ve ark., 2014). Son yillarda yapilan
calismalar sperm DNA hasarinin erkek infertilitesindeki roliinii ortaya koymaktadir
(Sharma ve ark., 2010, Simon ve ark., 2011). Erkek infertilitenin etiyolojisinde rol alan
unsurlardan biri de SDF’tir (Evgeni ve ark., 2014). Yapilan caligmalar, SDF degerinin
%?30’un iizerinde olmasinin gebelik basarisini azalttigin1 gostermektedir (Virro ve ark.,

2004, Bungum ve ark., 2004).

Calismamiz, TUNEL yontemi ile analiz ettigimiz SDF degerinin hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (p=0,829). TUNEL sonuglariyla
DNA hasar1 ve histon-protamin orani karsilastirildiginda da anlamli bir fark elde edilemedi.
Fakat DNA hasar1 sonuglarina baktigimizda seyreltilmis ornekler ile SDF arasinda
anlamliliga yakin bir iligki elde edildi (p=0,052). Ayrica, sperm motilitesi ve
konsantrasyonu, yas ve sigara kullanimi gibi parametreler incelendiginde, bu parametreler
ve SDF degerleri arasinda bir iliski kurulamadi. Daha once yapilan ¢alismalar, bu
parametreler ve SDF degerleri arasinda anlamli bir korelasyonun varligini ortaya
koymustur (Sharma ve ark., 2016a, Simon ve ark., 2014). Calismaya dahil edilen hasta ve
kontrol sayisinin az olmasi bu konuda yapilan onceki g¢alismalarla bizim c¢alismamizin

farkliliginda 6nemli bir dl¢iit olmustur.

Sharma ve arkadaglart (2016), 95 kontrol ve 261 infertil erkegi dahil ettigi
calismada SDF indeksini TUNEL testini kullanarak akim sitometrisiyle belirlemislerdir. Bu
calismada, TUNEL testinin referans degerini %16,8, 6zgilliglinii %91,6 ve duyarliligin
%32,6 olarak belirlemisler ve test sonucu pozitif olan erkeklerde goriilen infertilitenin

SDF ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir (Sharma ve ark., 2016a).
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Sharma ve arkadaslar1 (2010) ¢alismalarinda 194 infertil hasta ve 25 kontrolii dahil
etmislerdir. Hasta ve kontrol grubu arasinda TUNEL analiziyle bakilan SDF degerlerinde
onemli bir fark elde etmislerdir (Sharma ve ark., 2010). Hasta grubu sayisinin yiiksek
olmas1 ve ¢alismada akim sitometrisiyle TUNEL analizi yapilmasi bizim ¢alismamizla bu

caligma arasindaki farklilig1 gosterir niteliktedir.

Simon ve arkadaglar1 (2014), sperm DNA hasar1 ve ART sonuglart arasindaki
iliskiyi belirlemek amaciyla hastalarda DNA hasarin1 ii¢ farkli yontem kullanarak test
etmislerdir. iki yiiz otuz sekiz infertil erkek hastada COMET, TUNEL ve akim sitometresi
kullanilarak kromatin degerlendirilmesi (FCCE) testleriyle, SDF ve anilin mavisiyle
boyama analizi ile histon-protamin oranina bakilmistir. Calismada, TUNEL ve FCCE ile
analiz edilen 6rneklerde SDF ve ART sonuglari arasinda iliski varken COMET ile analiz
edildiginde iliski bulunamamustir. SDF seviyesinin yiiksek olmasiyla histon-protamin
oranindaki arasindaki iligki ii¢ testte de analiz edilmistir. Hastalardaki SDF esik degerleri
ic testte de birbirinden farkli bulunmustur. TUNEL testinin esik degeri %10’dan fazla
oldugunda gebelik basarisinin 6nemli ol¢iide diistiigii gozlemlenmistir. Diger yandan,
COMET ile degerlendirildiginde esik degerinin %82 ve FCCE ile bakildiginda %27 oldugu
gbzlemlenmistir. Sonuglardaki farkliliklar, COMET testinin tiim DNA hasarina bakarken
FCCE testi ve TUNEL testinin potansiyel DNA hasarin1 gostermesi olarak agiklanmigtir
(Simon ve ark.., 2014).

Bir diger ¢alismada, Aoki ve arkadaslar1 (2005) ilk kez 149 infertil erkek hastada
SCSA testiyle SDF ve asit iire jel elektroforezi ile P1/P2 oraninlarini karsilagtirmislardir.
Hastalar, normal ve normalden biraz yiiksek ve yiiksek P1/P2 orani gdzlenenler olarak
gruplandirilmistir. Gruplardaki sperm P1 ve P2 konsantrasyonlarinin SDF ile ters bir iliski

bulundugu gosterilmis ve protaminlerin DNA hasar1 i¢in koruyu olabilecegi belirtilmistir

(Aoki ve ark., 2005b).

Yapilan calismalarda semen parametreleriyle SDF arasinda bir iliski oldugu
gozlenirken Utsuno ve arkadaslar1 (2014) yas, sperm konsantrasyon, motilite ve morfoloji
ile SDF ve protamin eksikligi arasindaki iligkiyi TUNEL ve CMA3 ile degerlendirilmistir.

Caligmanin sonuglar1, yalnizca SDF ve sperm morfolojisi arasinda bir iligki oldugunu
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ortaya koymustur (Utsuno ve ark., 2014). Bizim g¢alisgmamizda da benzer sekilde bu

parametreler degerlendirildiginde bir iligki saptanamamustir.

Calismamizda erkek infertilitesiyle iliskilendirdigimiz diger hipotez Ssperm
kromatin biitiinliigli ve bunun sperm fragmantasyonu ve sperm hasariyla iligkisi ve semen
parametrelerine etkisidir. Spermatogenezde, histon-protamin degisimi sirasindaki niikleer
kromatin kondensyonundaki azalis ve semen 6rneginde anormal histon bulunmas: diger

sperm hiicrelerine gore daha dayaniksiz ve kalitesiz olmasini ifade eder.

Elde ettigimiz verilerde anilin mavisi ile boyama teknigiyle elde ettigimiz
sonuglara gore protamin seviyeleri karsilagtirildiginda fertil grup ve infertil grup arasinda
anlamli bir iligki bulunmustur (p< 0,0001). Gruplar arasinda 32 hasta birey icerisinden 31’
anilin pozitif, 1 birey anilin negatif olarak degerlendirilmistir ve fertil grupta ise 10 kontrol
arasindan 9’u anilin negatif ve 1 birey anilin pozitif olarak degerlendirilmistir. Istatiksel
degerlendirmede, histon-protamin orani seviyesi ile DNA hasari, seyreltilmis 6rneklerdeki
DNA hasar1 (p=0,1184, p=0,1378) ve DNA fragmantasyonu ile histon yiizdesi arasinda
anlamli bir fark bulunamamigtir (p=0,796). Semen parametrelerine bakildiginda histon
yiizdesi ile bireylerin yaslari arasinda (p=0,01) ve motilite degerlendirildiginde ise
aralarinda ters bir iligki bulunmustur (p=0,0006). Ayrica, histon yiizdesi ile bireylerin
semen konsantrasyonlari arasinda yiiksek diizeyde ters bir iliski bulunmustur (p<0,0001).
Bunlara ek olarak sperm morfolojisiyle histon yiizdesi artis1 arasinda ¢ok yliksek diizeyde
bir iligki bulunmustur (p < 0,0001). Fertil bireyler ile infertil bireyler arasinda da morfolojik
acidan ¢ok yiiksek diizeyde anlamli fark saptanmigtir (p < 0,0001).

Infertil grup icerisinde bir bireyin anilin negatif olmasmin nedenini sigara
icmemesi veya diger sigara icmeyen infertil hastalara gére daha az sigara dumanina ya da
kimyasal ajanlara vb. maruz kalmamasiyla agiklanabilir. Ayrica, bu hastanin yast grup
icerisindeki en yiiksek yas olarak verilere ge¢mistir. Bu da bireyin sperm kalitesindeki ileri
yas iligkili bozukluk olmasindan dolay1 infertil olmasii agiklayabilir. Fakat bu bireyde
histon oran1 %18 olarak degerlendirilmis, bu degerde zaten %20 olarak aldigimiz histon
pozitif degerine de olduk¢a yakin bir degerdir. Baz1 ¢calismalarda (Hammoud ve ark., 20009,
Yu ve ark., 2014) histon yiizdesinin esik degerini %15 olarak almislardir. Buna gore
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baktigimizda bu deger yine histon pozitif olarak goriilse de bizim ¢alismamizdaki esik
degeri %20 oldugundan biz bunu negatif olarak degerlendirdik. Kontrol grubundaki bir
bireyin anilin pozitif degerlendirmesi histon yiizdesinin %24 olmasindan kaynaklidir. Yine

bu deger esik degeri olarak kabul ettigimiz %20 oranina olduk¢a yakin bir degerdir.

Yiiksek P1/P2 oranmin infertiliteyle iliskisi bilinmektedir. Aoki ve arkadagslari
(2005) yaptiklar1 g¢alismada diisik P1/P2 oranmin infertiliteyle iliskili oldugunu
gostermislerdir. Bu ¢alismaya 272 infertil hasta ve 87 kontrol dahil edilerek 4 farkli calisma
grubu olusturulmustur. Bu gruplar normal P1/P2 orana sahip fertil bireyler, normal P1/P2
orana sahip infertil bireyler, diisitk P1/P2 oranli olan infertiller ve yiiksek P1/P2 orana sahip
infertil hastalar olarak belirlenmistir. Calismada P1/P2 kantifikasyonu {irik asit jel
elektroforezis ile degerlendirilmigtir. Kontrol grubundaki P1/P2 araligi 0,75-1,26
bulunmus, hastalarda da benzer bir oran bulunduysa da alt ve iist sinirlar1 oldukca genistir
(0,0-2,82). Hasta grubunda 37 bireyde diisiik P1/P2 orani, 108 bireyde ise yiiksek P1/P2
orani saptanmistir. Ayrica kontrol grubunda ise 5 fertil erkegin diisiik orana, 7 fertil erkegin
ise yiiksek orana sahip olduklari belirtilmistir. Gruplar arasinda istatiksel olarak onemli
Olgiide anlamli  fark  bulmuslardir  (p<0,0001). Semen parametrelerine gore
degerlendirdiklerinde ise sperm konsantrasyonun, diisiik ve yliksek P1/P2 oranli oranlh
hastalarda, normal orana sahip olanlara gore daha diisiik oldugu belirtilmistir (p<0,005).
Motilite degerine baktiklarinda yine istatiksel anlamli farklilik bulmuglardir ( P< 0.005)
(Aoki ve ark., 2005a) . Bir¢ok calisma (Carrell and Liu, 2001, Mengual ve ark., 2003)
sadece yiiksek P1/P2 oraninin infertilite ile iligkisi gosterilirken, Aoki ve arkadaslar1 bu
calismalariyla diisiik P1/P2 oraninin da infertiliteyle iliskili oldugunu goéstermislerdir. Aoki
ve arkadaslarinin (2006) bir diger ¢alismasinda (Aoki ve ark., 2006b), 10 fertil erkek ve 69
infertil hasta dahil edilerek jel elektroforezis ile ¢ekirdek protein ekstrasyonu,
immunoflorasan mikroskop ile protamin kantifikasyonu ve TUNEL metodu ile DNA
hasarmi degerlendirmislerdir. Fertil dondrlerde P1/P2 oranit normallik gosterirken hasta
grubunda 14 bireyin diisiik, 26 bireyin yiiksek ve 29 bireyin ise normal P1/P2 oranina sahip
olduklarin jel elektroforezi ile belirlenmistir. DNA hasari, diisiik ve yiiksek P1/P2 oranh
hastalarda normal oranlilara kiyasla daha yiliksek ¢ikmistir (p <0.001). Toplam protamin
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konsantrasyonu ve DNA hasar1 arasinda ise istatiksel olarak ters bir iligki saptamiglardir
(p<0.005).

Hammoud ve arkadaglar1 (2009) ¢alismalarina 78 infertil hasta dahil ederek anilin
mavisi boyama ile histon yiizdelerini ve ftrik asit jel elektroforezi ile protamin
ekstrasyonlarini degerlendirmislerdir. Sonuglar1 histon orani ile infertilite arasinda 6nemli
Olcide  iliski  saptanmigtir  (p<0,0001). Diger yandan, semen parametreleri
degerlendirildiginde normal P1/P2 oran1 olan hastalar ile anormal P1/P2 orani1 olan hastalar

arasinda morfoloji ve motilite degerlerinde bir fark bulunamamaistir (sirastyla p= 0,39 ve p=

0, 66) (Hammoud ve ark., 2009).

Aoki ve arkadaslarinin bir diger ¢alismasinda (Aoki ve ark., 2005b), 149 infertil
hastada DNA biitlinliik yontemi ile SDF ve CMA3 ile protamin seviyesi bakilmistir.

Toplam protamin seviyesi ile SDF arasinda anlamli fark bulmuslardir (p<0,001).

Hammadeh ve arkadaslari (2010) calismalarinda, 116 infertil hastayr sigara
kullanmayan (N=63) ve agir i¢ici (N=53) olarak iki gruba ayirmislardir. Bu hasta grubunda
kromatin kondansasyonu CMA3, SDF TUNEL, c¢ekirdek proteinleri ekstrasyonu jel
elektroforezi ve DNA hasar1 ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, sigara
kullanim1 ile semen hacmi ve sperm konsantrasyonu arasinda bir iligki bulunamamis
(swrastyla p=0,169 ve p=0,940) fakat sperm canlilig1, motilite ve morfoloji ile nemli dl¢iide
iliski bulmuslardir (sirasiyla p=0,03, p<0,001 ve p<0,0005). P1 degeri ile SDF ve histon-
protamin orani arasinda bir iligki bulunamamis (p > 0,005), diger yandan P2 degeri ile
histon-protamin orani arasinda ters bir iliski bulmuslardir (p < 0,05) fakat P2 degeri ile SDF
arasinda bir iligki belirleyememislerdi (p >0,05). Sigara kullananlarin seminal
plazmalarindaki 8-OHdG degerleri igmeyenlere gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,01)
(Hammadeh ve ark., 2010).

Bir bagka ¢alismada Bolan ve arkadaslart (2014) 322 infertil hastayi, 147 agir
iciciler ve 175 sigara kullanmayanlar olarak gruplara ayirmiglardir (Yu ve ark., 2014).
Histon-protamin oranina anilin mavisi boyama yontemiyle bakilmistir. Sperm sayisi

gruplar arasinda farklilik gosterirken (p>0,05) sperm konsantrasyonu, motilite ve sperm
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canliligi gruplar arasinda fark gostermemistir (p> 0,05). Ayrica agir igicilerdeki histon-

protamin orani igmeyenlere gore istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0.01).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar1 degerlendirdigimizde, ¢alismamizda P1 ve P2
oranin bakilmasi durumunda sonuglarimizin daha farkli olacagim gdzlemlemis
bulunmaktayiz. Ayrica, bizim histon-protamin orani ile SDF ve DNA hasarinda bir iliski

bulunamamasinin nedeninin hasta grubu sayisinin ¢ok az olmasiyla iliskilendirmekteyiz.

Calismamizda ELISA yontemiyle analiz ettigimiz, 26 infertil erkek ve 10 fertil
bireyden alinan 6rneklerde DNA hasari iki kez ¢alisildi ve ikincisinde drnekler bir kez daha
seyreltilerek calismaya dahil edildi. Sonuglar degerlendirildiginde, DNA hasar1 ile sperm
parametreleriyle arasinda bir iliski saptanamadi. Benzer sekilde, DNA hasari ile histon-
protamin oran1 ve SDF arasinda da bir iliski bulunamadi. Ancak, seyreltilmis 6rneklerdeki
DNA hasari ile DNA fragmantasyonu arasinda anlamliliga yakin bir iliski saptandiysa da
gruplar arasinda DNA hasari bakimindan bir fark bulunamamistir. Bunun nedenini
kitimizin 96’lik olmasi ve sadece bazi1 drnekleri ¢alismamiz gerekmesi nedeniyle oldukca
az erkegin DNA hasarmin Olglilebilmesi ile acgiklayabiliriz. Seyreltilmis O6rneklerde
istatiksel anlamlilik ¢ikmasa da seyreltildiginde anlamli yakin bir farka ulasilabilecegini

bize gostermektedir.

Hosen ve arkadaglarinin galismalarinda (Hosen ve ark., 2015), 41 infertil ve 25
fertil olmak iizere 66 birey ile ¢alisgtimistir. Calismada infertil ve fertil bireylerde ELISA
testi (Cayman) ile 8-OHdG bakildi. Sonu¢ olarak gruplar arasinda anlamli iligki
saptamiglardir (p = 0,02).

Geoffry ve arkadaglarinin (2009) calismalarinda (De luliis ve ark., 2009) 95
fertilite durumu bilinmeyen donor ve 130 infertil hasta dahil edilmistir. SDF TUNEL
yontemiyle, histon-protamin oranina CMA3 yontemiyle ve DNA hasar1 Biotrin OxyDNA
kiti ile analiz edilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde histon-protamin orani ile DNA
hasari arasinda onemli 6lgiide korelasyon oldugu gosterilmistir (p<0,001). Ayrica, DNA
hasar1 ile SDF arasinda da giiglii bir korelasyon oldugunu saptamiglardir (p<0,001) (De
luliis ve ark., 2009).
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DNA hasar ile ilgili bir diger ¢alisma ise Micillo ve arkadaslarmin (Micillo ve
ark., 2016) 111 infertil hastada SDF ve 8-OHdG baktiklar1 ¢aligmadir. Bulgularina gore
pozitif 8-OHdG ylizdesi ile TUNEL pozitif ylizdesi gliglii korelasyon gostermektedir (p <
0.0001). Calismanin sonucunda oksidatif kaynakli hasarin zayif semen kalitesiyle iliskili

oldugunu vurgulamisglardir.

Yapilan c¢aligmalara bakildiginda SDF, histon-protamin oran1 ve DNA hasari
arasinda korelasyon oldugu goriiliiyor. Bizim ¢alismamizda korelasyon bulunamamasinin

nedeni analiz ettigimiz hasta sayisinin azligiyla digerlendirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Erkek infertilitesi heterojen ve multifaktoriyel bir bozukluktur. Bu olgularin %30-
50’sinin etiyolojisi tam olarak agiklanamamaktadir. Son zamanlarda yapilan caligmalar
SDF, sperm DNA hasar1 ve sperm protamin oranin erkek infertilitesiyle iliskili
olabilecegini gostermektedir. Tez calismasinda, sperm DNA hasari, SDF, ve sperm
protamin oranin erkek infertilitesindeki rolii aragtirildi. Ayrica, SDF, sperm DNA hasar1 ve
protamin oranini sperm parametreleri ile karsilastirildi. Elde edilen veriler, sperm protamin
ve histon oranlarin infertil ve fertil erkekler arasinda anlamli 6l¢tide farklilik gosterdigini
gostermektedir. Ancak, SDF ve sperm DNA hasar ile infertilite arasinda korelasyon
gozlenmedi. Daha biiyiik ¢aligma gruplartyla yapilan ¢aligmalar erkek infertilitesiyle SDF
ve sperm DNA hasar1 arasinda anlamli bir iligki varligin1 géstermistir. Calismamizda, SDF

ve sperm DNA hasarmnin diger semen parametreleri arasinda korelasyonu tespit edilemedi.

Calismamiza dahil edilen infertil ve fertil erkek sayisinin az olmasi nedeniyle
istatistiksel anlamlilik yakalanamamis olabilir. Ayrica, ileri teknolojiler kullanilarak
yapilacak analizlerin sonuglar belirli bir 6lglide sonuglar1 modifiye edebilir. Caligmamizda
degerlendirilen bu ii¢ parametrenin sigara kullanimiyla olan iligkisi de tam olarak ortaya

konulmadir.

SDF, sperm DNA hasar1 ve protamiasyon oranlariin infertilite etiyolojisindeki

roliiniin tam olarak belirlenebilmesi daha genis 6l¢ekli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EKLER

Ek 1 : Bilgilendirilmis goniillii olur formu

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *

ARASTIRMANIN ADI:

Sperm DNA Fragmantasyonu, DNA Hasar1 ve Protamin Oraninin Belirlenmesi ve Sperm
Parametrelerine Etkisi

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir aragtirma ¢aligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastirmanin neden yapildigimi bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
calismanin neleri igerdigini ve olas1 yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek konulari
anlamaniz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve
eger istiyorsaniz 0zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska
calismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsliniiz. Bu
durum sizin aldiginiz tedavinin standardimi etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu Kklinik
caligmaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir.
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CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Calismada oligospermi tanist konulmus ve g¢ocuk sahibi olamayan hastalardan semen
ornekleri alinacaktir. Bu 6rneklerde DNA hasar1 ve fragmantasyonu ve protamin oranlari
belirlenip analiz edilecektir. Bu yontemlerle a¢iklanamayan erkek kisirliginini nedenlerinin
arastirilmasi planlanmaktadir.

CALISMA iSLEMLERI:

Arastirma silirecinde hastaya herhangi bir tedavi veya islem uygulanmayacaktir. Hastadan
alimacak semen ornegi lizerinden ¢alisma yiiriitiilecek olup genetik analizleri yapilacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKIiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve yukarida
anlatilan ¢aligmayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Calisma doktorunuzu
ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de, ziyaretten
ayrilmadan once planlanmalidir. Yine ¢aligmadan once veya g¢aligma sirasinda aldiginiz
baska herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna sdylemeniz dnemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERI, RISKLERIi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?
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Calismaya katilarak bagvurmus oldugunuz merkezde size uygulanacak olan ve sizin teshis
ve tedavi siirecinde uygulanacak islemler haricinde herhangi bir uygulama yapilmayacagi
icin bu ¢alismanin size bir yan etkisi s6z konusu degildir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Bu calisma ile kisirlikla ilgili olarak rutin laboratuvarda yapilmayan testler yapilacaktir.
Test sonuclariniza gore semen 6rneginiz degerlendirilecektir.

GONULLU KATILIM

Bu aragtirmaya katilma kararimi tamamen gonilli olarak veriyorum. Bu ¢alismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve hic¢bir sorumluluk almadan
ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma
nedenlerimi, ayrilisimmn sonuglarini ve izleyen dénemde alacagim tedavileri doktorumla
tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIiYETi NEDiR?

Calismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma destekleyici proje tarafindan
karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya resmi sosyal gilivenlik
kurumuna 6detilmeyecektir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢aligma doktorunuzu gereken tibbi
tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.
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KiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma icin sizin kisisel
bilgilerinizi ( “Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis olacaksiniz.
Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, sigara ve alkol kullanma durumunuz, etnik
kokeniniz ayrica ¢alisma verilerinizin kullanimi ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir
belirlenmig birim tarihi yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onaymizdan
herhangi bir zamanda vazgecebilirsiniz.

Calismanin sonuglar1 tibbi yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda aciklanmayacaktir.

Doktorunuzdan toplanan ¢alisma verileriniz hakkinda bilgi isteme hakkinda sahipsiniz.
Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da
sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onayinizda vazgegerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da
diger kisilerle paylasamayacaktir.

Bu formu imzalayarak, calisma verilerinizin bu formda tanimlandig: sekilde kullanimina
onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr.
Ramazan Ascr’y1 0 (362) 3121919 / 2255 telefon numarasi ile Ondokuz Mayis Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Uroloji ABD’den arayabilecegimi biliyorum.
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CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Yoktur.

YENI BiLGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILIiR

Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amac1 belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen
hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman
gerekceli veya gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul
ediyorum. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda dikkat
edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyad: / Imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1 / Soyad1 / imzas1 / Tarih
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Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyadi / imzasi / Tarih
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Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz Sperm DNA Fragmantasyonu, DNA Hasar ve
Protamin Oraninin Belirlenmesi ve Sperm Parametrelerine Etkisi bashkli OMU KAEK
2016/372 Karar nolu Genetik calisma galismasi nitelikli aragtirma projeniz amag, gerekge,
yaklasim ve yontemle ilgili agiklamalar, Klinik Arastirmalar Etik kurulu yonergesine gore
08.12.2016 tarihli Etik Kurulumuzda incelenmis etik agidan uygun bulunmustur. Ancak
arastirma biit¢esinin maddi destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitge destegi saglanip,
tarafimiza bildirilmesinden sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.
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