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OZET

ERKEK INFERTILITESINDE DEFB126 DELESYON POLIMORFiZMi

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitiine gére (WHO) bir ¢iftin korunmadan bir yil
iliskiye girmeleri durumunda gebe kalinamamasi olarak tanimlanmistir. Diinya
capinda infertilite %15 civarinda ve %50’sinin erkek faktdriine bagli oldugu
bildirilmistir. Infertil ¢iftlerin %15’inde infertilite agiklanamamustir. Glikozillenmis
bir polipeptit olan B-defensin 126 (DEFB126), immiin korumadan ve spermin kadin
treme sistemindeki mukozal sivilarda verimli sekilde hareket etmesinden
sorumludur. Bu ¢alismada DEFB126 CC delesyon polimorfizminin (rs371674869)
Tiirk popiilasyonunda erkek infertilitesi ile iliskisi 210 fertil ve 206 infertil erkek
bireyde incelenmis, genotip dagilimlar1 karsilastirilmis, anlamhi bir iligki

bulunamamastir.

Sebebi bilinmeyen infertil erkeklerde dominant model analizine gore erkek
infertilitesi ile polimorfizm arasinda anlamli bir iligki bulunmustur ve delesyon
alelinin koruyucu etkisi vardir. Genotipik modelde de heterozigot genotip erkek

infertilitesi ile iliskilendirilmis ve heterozigotlugun koruyuculugu saptanmuistir.

Infertil bireyler dominant modele gore gruplandirilip sperm 6lgiitleri agisindan
analiz edildiginde sebebi bilinmeyen infertilite ve oligozoospermi gruplarinda,

homozigot varyantta diger genotiplere gore spermde total hareket ve ileri hareket
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acisindan anlamh diislis goriilmiistiir. Resesif modellemeye gore sebebi bilinmeyen
infertil homozigot varyant grupta kuyruk anomalisi daha fazla goriilmistiir. Cevresel
faktorler olarak sigara ve alkoliin infertiliteye etkisi arastirllmis ve sperm
parametreleri normal olan ve sebebi bilinmeyen infertil erkekler igin risk faktorii
olarak belirlenmistir. Aciklanamayan infertilitede sigara kullanmanin 6 kat, alkol
kulllanmanin ise 4 kat risk olusturdugu belirlenmistir. Ayrica polimorfizmin infertil
bireylerden alinan sperm parametrelerinin sperm DNA’sinda olusan hasarla iliskisi

analiz edilmis, ancak iliski bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, DEFB126, Defensin, Akridin Turuncusu, Tiirk

poplilasyonu
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ABSTRACT

DEFB126 DELETION POLYMORPHISM IN MALE INFERTILITY

Infertility was defined by World Health Organizastion (WHQO) as inability of a
non-contracepting couple to achieve a pregnancy in one year. Infertility is observed
in 5% of couples worlwide and 50% of cases are caused by male infertility. A
glycolysated polypeptide, B-defensin 126 (DEFB126), is responsible for immune
defency and assist sperm to move effectively in mucosal fluid of female genital tract.
In this project, association of DEFB126 CC deletion polymorphism (rs371674869) in
the Turkish population was investigated in 210 fertile and 206 infertile men by
comparing genotype distributions however no statistically significant difference was

found between groups.

Statistically significant association was found between this polymorphism and
idiopathic male infertility using dominant model, and deletion allele was found to be

a protective.

Infertile patients were classified according to sperm defects and analysed in
terms of their sperm parameters using the dominant model, and a significant
decrease was observed for the homozgous variants in terms of sperm total and
progressive motility in patients with idiopathic infertility and oligozoospermia,

compared to patients with other genotypes. According to the recessive model, tail
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defects were much more frequent in patients with idiopathic infertility, who has
homozygous variant allele. As the environmental factors, the effects of smoking and
alcohol in male infertility were investigated, and both were found as risk factors in
patients with idiopathic infertility. Smoking was found 6 fold, alcohol was found 4
fold risk factors for unexplained infertility. Association of this polymorphism with
DNA fragmentation was also investigated in infertile subjects, however, no

association was found.

Key words: Infertility, DEFB126, Defensin, Akridine Orange, Turkish population
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1. GIRIS
1.1.Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, germ hiicresi olan spermin devamli iiretimi ve erkek
seks hormonlar1 olan androjenlerin sentezi ve salinimidan sorumludur. Erkek iireme
sistemi testis, genital kanal sistemi (epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatuar
ve erkek liretrasinin bir kismi1), yardimcei iireme bezleri (vesikiila seminalis, prostat ve
bulbo tiretral bezler) ve penisten olusur (Sekil 1.1.) (Abraham, 2002: 529-550; Ross,
Kaye ve Pawlina, 2003: 689-696).

Sekil 1.1. Erkek tireme sistemi

Insan testisi iki onemli fonksiyonu olan bir organdir. Birinci fonksiyonu
seminifer tiibiillerde spermatogenez ile sperm olusumunu saglamak, ikinci
fonksiyonu ise interstisyel dokudaki Leydig hiicrelerinden steroid hormonlarinin
(androjenleri) salgilanmasini saglamaktir. Bu salgilanan steroid hormonlarindan biri
testosterondur. Testosteron yalnizca sperm iiretimi i¢in degil, ayn1 zamanda sekonder
cinsiyet karakterlerin geligmesi ve normal cinsel aktivitenin siirdiiriilmesi i¢in de
gerekli olan bir hormondur. Testosteronun bu fonksiyonlar1 6n hipofizden
gonadotropinler (Luteinlestirici hormon (LH) ve Folikiil stimiile edici hormon
(FSH)) salgilanmasi yoluyla kontrol edilir (Turek, 2004: 678-712).

1



1.2. Spermatogenez

Spermatogenez  ergenlikten Once baslar, gonadotropin  diizeyinin
yiikselmesinin etkisiyle yasam boyunca devam eder (Ward, 1993: 1193-1201). 72
giinliik sikluslar halindeki insan spermatogenezi pubertede baslar. Germ hiicrelerinin
cesitli agamalardan gectikten sonra sperm hiicresi haline gelmesi spermatogenez
olarak adlandirilir. Bu siire¢ iginde germ hiicreleri mayoz boliinme sonrasi 46
kromozomlu diploid halden 23 kromozomlu haploid hale gelirler ve yine 23
kromozom igeren haploid yumurta hiicresi ile birleserek 46 kromozomlu yeni bir
bireyin olugmasina olanak saglarlar. Spermatogenez proliferasyon, rediiksiyon-
boliinme ve farklilasma fazlar olmak tizere ti¢ asamada incelenir (Turek, 2004: 678-

712; Isik ve Vicdan, 1999; Delibasi, Balaban ve Ayas 1993: 1-2000) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Spermatogenez

Proliferasyon Fazi: Germinal epitel i¢inde olgunlagma evresinin ilk basamagindaki
hiicreler spermatogonyumlardir. Mitoz boliinme ile olusan bu hiicrelerin bir bolimii
spermatogenez siirecine girerken, bir kismi dejenere olur (Istk ve Vicdan, 1999;
Delibasi, Balaban ve Ayas 1993: 1-2000).

Rediiksiyon-Béliinme Faz1: insanda, koyu tip A, agik tip A ve B spermatogonyumlar
olmak iizere 1ii¢ grup spermatogonyum ayirt edilmistir. Koyu tip A
spermatogonyumlar agik tip A spermatogonyumlara donisiirler. Agk tp A
spermatogonyumlar da tp B  spermatogonyumlara  doniisiirler. Tip B
spermatogonyumlar ise farklilasma siirecine girerek primer spermatositlerin

onciillerini olustururlar. Primer spermatositler ise birinci mayoz bdliinme ile
2



sekonder spermatositleri olusturur. Hemen arkasindan ikinci mayoz boliinmeyi
gecirerek haploid sayida kromozom igeren spermatidleri meydana getirir.
Spermatosit adin1 alan hiicreler genetik materyallerini iki katina ¢ikardiktan sonra 4
ayr1 hiicreye boliiniirler. Bu 4 hiicreden her biri 23 kromozom igermektedir (Isik ve

Vicdan, 1999; Delibasi, Balaban ve Ayas 1993: 1-2000).

Farkhlagsma Fazi: Boliinerek genetik materyallerini yariya indiren bu yeni hiicreler
uzun bir siire¢ sonunda farklilasirlar. Buna spermiyogenez adi verilir. Spermiyogenez
stiresince iireme hiicreleri hem dolleme yeteneklerini kazanirlar, hem de spermlerin
hareket yetenegini saglayan kuyruk gelisir. Tiim bu fazlar sirasinda sperm onciilii
hiicreler seminifer epitelinin derinliklerinden yiizeye, yani seminifer tiibiillerin i¢
bosluguna dogru ilerler (Isik ve Vicdan, 1999; Delibasi, Balaban ve Ayas 1993: 1-
2000).

1.2.1. Spermin iletimi, Olgunlasmasi ve Depolanmasi

Spermin iiretiminden testis, spermatozoalarin olgunlagsmasi, depolanmasi ve
tasinmasindan ise epididimis sorumludur. Testiste hareketsiz olarak bulunan ve
ovumu ddlleme yeteneginden yoksun olan spermatozoalar, epididimisden gectikten
sonra hareket ve dolleme yetenegi kazanirlar. Epididimis 5-6 m uzunlugunda tek bir
tubuli kontortiden ibaret olup bas (kaput), gévde (korpus) ve kuyruk (kauda) olmak
tizere 3 bolimden olugmustur. Epididimis ayni zamanda sperm ig¢in bir rezervuar

veya depo gorevi goriir (Anafarta ve dig., 1998).
1.2.2. Spermatogeneze Etki Eden Faktorler

1.2.2.1. Sicaklik

Normalde testisler viicut 1sisindan 2-3°C daha soguk ortamda bulunurlar.
Spermatogenez i¢in 35°C'lik sicaklik idealdir. Skrotum, testisleri i¢erisinde tasimakla

birlikte kasilip-gevsemesiyle de testislerin belirli bir 1s1da kalmasini saglarlar.

1.2.2.2. Kriptorsidizm

Kriptorsidizm (inmemis testis) gelisim sirasinda testisin skrotal keseye

ulasamamas1 ve abdominal bosluk veya inguinal kanalda kalmasi olayidir. Bu



durumda, normal viicut sicakligi (37°C-38°C) spermatogenezi Onler ve durum ¢ift

tarafliysa infertilite meydana gelir (Ross ve dig., 2003: 689-696).

1.2.2.3. Radyasyon

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde onemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve dolayisiyla radyasyon ve kanser kemoterapisine
direnclidirler. Mitotik olarak boliinen spermatogonyumlar, mayotik bdliinen
spermatositler ve farklilasmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve
radyasyona duyarlidirlar (Abraham ve dig., 2002: 529-550).

1.2.2.4. Kanser Kemoterapisi

Anti-tiimoral ilaglarla tedavi edilen gen¢ erkek hastalar gegici siireyle
aspermatogenik hale gelirler. Tedavi spermatogonyumlarin mitozunu ve
spermatositlerin mayozunu etkileyebilmektedir (Ross ve dig., 2003: 689-696).
Hayvan calismalarinda radyoterapi ve kemoterapinin DNA hasar1 yaptigi, insan
spermlerinde ise andploidi oraninda gecici olarak bir artisa sebep oldugu

gosterilmistir (Stahl ve dig., 2006: 3199-3205).

1.2.2.5. Yas

Chen ve arkadaglarimin yaptigi bir calismada semen hacmi, sperm
konsantrasyonu, total sperm sayisi, motilite ve normal morfolojili sperm sayisinin
yas ile azaldig1 goriilmistiir (Chen ve dig., 2003: 24). Chen ve arkadaslar1 bir bagka
calismada mevsim, yas ve sigara kullanmanin semen parametreleri lizerine etkisini
arastirmistir. Yas gruplari ile semen voliimii, sperm konsantrasyonu, motilite yiizdesi
ve normal morfoloji ylizdesi arasinda anlamli bir iliski bulunamamaistir (Chen ve dig.,
2004: 1-2). Eskenazi ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada ise semen kalitesinde
yasa bagl belirgin bir azalma tespit edilmistir. Ozellikle semen voliimii ve sperm
motilitesi konusunda daha belirgin bir azalis gézlenmistir (Eskenazi ve dig., 2003:
447-454). Yaglanma ile dogru orantili olarak spermin DNA’sinda hasar
olusmaktadir. Yasa bagli azalan sperm motilitesinin ve artan DNA hasarinin
nedeninin, semen icerisindeki 16kositler tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Aitken ve dig., 1998: 1037-1046; Irvine ve dig.,
2000: 33-44).



1.2.2.6. Varikosel

Varikosel testikiiler venlerdeki geri akimla karakterize olup spermatik kordon
venlerinin anormal genislemesi nedeniyle olusur. Varikosel sonucu sperm iiretimi
azalir (Abraham ve dig., 2002: 529-550). Fujisawa ve arkadaslar1 varikoselli
hastalarin testis dokusunda DNA polimeraz seviyesinde ciddi bir azalma oldugunu
ve bu enzim eksikliginin spermatogenez {izerine olumsuz bir etki yapmasi nedeniyle
DNA hasar1 meydana getirebilecegini ileri siirmiislerdir (Fujisawa ve dig., 1988:
795-800).

1.2.3.7. Sigara

Sigara ve sperm parametreleri arasindaki iliskiyi degerlendiren pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Bir kisim yaymlar sperm parametrelerinin sigara
kullanimindan etkilendigini savunurken, yapilan bazi c¢aligmalarda ise sigara ile
sperm parametreleri arasinda anlamli bir iliski saptanmamustir. Infertil Tiirk
erkeklerinde yapilan bir ¢calismada gilinde yirmi adet ve daha fazla sigara i¢enlerde
sperm kuyruk defektlerinin daha fazla oldugu gozlenmis, ancak ilging olarak giinde
yirminin iizerinde sigara icenlerde hafif igicilere gore ileri hareketliligin daha fazla
oldugu saptanmustir (Ozgiir ve dig., 2005: 109-112). Ancak Isve¢ erkeklerinde
yapilan ¢alismada semen hacmi ve total sperm konsantrasyonu disinda semen kalitesi
ile sigara i¢imi arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (Osser ve dig., 1992:
215-218). Buna karsin Trummer ve arkadaslarinin yaptigi calismanin sonucunda
sigara i¢iminin semen parametrelerini etkilemedigi, ancak yuvarlak hiicre ve 16kosit

oranini anlamli olarak artirdig1 gozlenmistir (Trummer ve dig., 2002: 1554-1559).

1.3. infertilite

Ciftlerin yaklasik %15't diizenli korunmasiz cinsel iliskiye ragmen ilk bir yil
icerisinde ¢ocuk sahibi olamamaktadirlar. Olgularin % 20'sinde erkek tek basina
sorumlu bulunurken, % 30-40'inda kadin faktoriine eslik eden bir patoloji mevcuttur.
Dolayisiyla, infertil ¢iftlerin yarisinda bir erkek faktorii s6z konusudur (Moshcr ve
Pratt, 1991: 192-193). Infertilitede eger erkege ait bir problem sz konusu ise, bu
siklikla sperm parametrelerinde bir bozulma ile ortaya ¢ikar. Oysa sperm degerleri

normal olsa da cinsel fonksiyon bozukluklar1 ya da penil deformiteler gibi sorunlar
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da infertilite nedeni olabilir. Ayrica, kromatin hasarlari, fertilizasyon ve embriyo
gelisim bozuklugu durumlar1 da son yillarda {izerinde sik durulan konular
arasindadir. Erkek infertilitesinin yaklasik %40-60"inda altta yatan neden bilinse de
birgogunda etken ortaya konamamakta (%]15) ve agiklanamayan infertilite olarak
kabul edilmektedir. Tam degerlendirilmesi neticesinde, diizeltilemeyecek bir
patolojiye sahip oldugunun anlasilmasi, erkegin gereksiz ve stres yaratacak uzun
tedavi protokolleri igerisine girmesini Onler. Boyle c¢iftler ejakiilat spermi ya da
epididimis veya testislerden elde edilecek spermlerin, in vitro fertilizasyon (IVF)
veya intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI)'nda kullanilmasi ile ¢ocuk sahibi
olabilirler. Biitiin bunlara ek olarak, altta yatan nedenin genetik oldugunun bilinmesi,
dogacak ¢ocugun maruz kalabilecegi anomaliler hakkinda ailenin 6nceden
bilgilendirilmesi bakimindan son derece Onem tasir. Diger yandan, saglikli bir
gebeligin basarilabilmesi i¢in optimal degerlendirme protokolii igerisinde erkek
faktoriiniin normal bulunmasinin yan1 sira kadinda ovulasyon, tubalarin agiklig1 ve
fonksiyonel durumu, uterus kavitesinin durumu ile servikal faktorlerin de ortaya

konmus olmasi gerekir (Aydos ve dig., 2004: 74-172).

1.3.1. Erkek Infertilitesinin Bashca Nedenleri

Erkek infertilitesinin basica nedenleri hormonal bozukluklar, kromozom

bozukluklari, gonadotoksinler, anormal spermatogenez ve ¢esitli hastaliklar olabilir

(Aydos ve dig., 2007: 967-1012; Turek ve dig,, 2004: 678-712).
Hormonal Bozukluklar
e Izole gonadotropin yetmezligi (Kallman sendromu),
e Izole LH ve FSH yetmezligi,
e Hiperprolaktinemi,
e Tiroid hastaliklari,
e Konjenital hipogonadotropik hastalik,
e Hipofizer yetersizlik (timdrler, infiltratif olay, ameliyat, radyasyon),

e Ekzojen hormonlar (androjen-estrojen, glukokortikoid fazla verilmesi).



Kalitsal gen hastalhiklar: ve kromozom bozukluklar:

Klinefelter Sendromu, XX erkek, XYY sendromu,
Turner sendromu,

Y kromozom mikrodelesyonlart,

Myotonik distrofi,

Hemokromatozis,

Orak hiicre anemisi,

Germ hiicre aplazisi (SCOS: Sertoli cell only sendromu).

Gonadotoksinler

Ilaclar, insektisitler,

Radyasyon, manyetik alanlar,

Alkol, sigara ve uyusturucu maddeler,
Gida katkt maddeleri.

Cesitli hastahiklar

Testislere travma ve omurilik zedelenmesi,
Bobrek yetmezligi, karaciger hastaligi,
Immiinolojik hastaliklar, enfeksiyonlar.
Anormal spermatogenez

Kriptorsitizm (inmemis testis),

Varikosel,

Sperm kanallarinda tikaniklik,

Sperm motilite ve fonksiyon bozuklugu,
Sperm morfoloji defekti (bas, kuyruk, akrozom vs),

Maturasyon defekti.



1.3.2. infertil Erkegin Degerlendirilmesi

Normal bir ¢iftin bir ay igerisinde gebe kalma sanslart %20-25, alti ay
icerisinde %75 ve bir yil igerisinde ise %90'dir. Gebeliklerin ¢ogu ovulasyon giinii
veya ovulasyondan onceki ve sonraki ii¢ giin icerisinde bulunan cinsel iligki
neticesinde goriiliir. Hem erkek hem de kadin i¢in 24 yasinda fertilizasyon oranlari
en yliksektir. Fertilizasyon oranlar1 bu yastan sonra her iki cinste de azalmaya baslar

(Kayigil, 2006: 253-261).

Infertil erkegin degerlendirilmesine dykii almak ile baslanir. Ilk degerlendirme
fizik muayene ve baslangi¢ laboratuar incelemeleri ile tamamlanir. Oykii, fizik
inceleme ve laboratuvar sonuglarina goére ayirict tani igin ek Ozel testlere

yonelinmelidir (Asc1, 2008: 1-6).

1.3.3. Anamnez

Infertilitenin arastirilmasima genel iireme hikayesinin alinarak ve 15 giin
arayla 2 semen analizi yapilarak baslamir. Ureme hikayesinde cinsel iliski siklig1 ve
zamanlamasi, infertilite siiresi ve onceki fertilizasyon durumu, cocukluk hastaliklari,
cocukluk ve puberte gelisimi, sistemik hastaliklar ve ge¢irdigi ameliyatlar, cinsel yasam,
cinsel yolla gecen hastaliklar, gonadal toksinlere maruz kalinimi sorgulanmalidir

(Gazvani ve dig., 2000: 251-256).

1.3.4. Fizik Muayene

Infertil erkegin fizik incelemesi tiim sistemleri kapsamaktadir. Hastanin
viicut yapist ve virilizasyonu incelenir. Sekonder seks karakterlerinin gelisimine
bakilir, jinekomasti arastirilir. Genital muayenede peniste kurvatiir varligi ve iiretral
meatusun yeri incelenir. Normal erigkin testis hacmi 24+4 ml'dir. Epididimis
muayenesinde endiirasyonlar, diizensizlikler ve kistik olusumlar muayene ile

saptanabilir (Culha, 2007: 292-296).

1.3.5. Semen Analizi

Hikaye ve fizik muayeneden sonra, erkege ait laboratuvar testleri
yapilmalidir. Her hastanin en az 15 giin araliklarla yapilan, iki ya da {i¢ semen analizi
bulunmalidir. Semen analizi, hastalarin infertil ve fertil gruplar seklinde kesin

ayiriminin - yapilmasint saglamaz. Semen parametrelerinin kalitesi azaldik¢a
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istatistiksel olarak gebelik sansi da azalir. Buna ragmen dogru sekilde yapilmis bir
semen analizi infertil erkegin degerlendirilmesinde dnemli bir aractir (Ford; WHO,

2010) (Tablo 1.1, 1.2).

Tablo 1.1. WHO 2010 semen analizi referans araligi

WHO 2010 Sperm Degerlendirme Kriterleri

Hacim (ml) >1,5
Konsantrasyon (x10°/ml) >15
Total sperm say1s1 (konsantrasyon x hacim) >40
Ileri hareketlilik (%) >32
Total hareketlilik >40
Normal sperm morfolojisi (%) >4

Tablo 1.2. Sperm parametreleri sonucu morfolojik tani kriterleri

Normozoospermi Referans degerleriyle tanimlanmig normal ejakiilat
Oligozoospermi Referans degerinden daha az sperm konsantrasyonu
Astenozoospermi Referans degerinden daha az sperm motilitesi
Teratozoospermi Referans degerinden daha az sperm normal morfolojisi
Oligoastenoteratozoospermi Her {i¢ degiskenin bozuklugunu gosterir

Ejakiilatin bazal degerlendirmesinde hi¢ sperm yokken,

Kriptozoospermi santrifiigasyon sonrasi birka¢ sperm elde edilmesi
Azoospermi Santrifligasyon sonrast hi¢ sperm bulunmamasi
Aspermi Seminal plazma voliimi= 0 ml

Polizoospermi Yiiksek sperm konsantrasyonu (>250 milyon/ml)

Tiirk Androloji Rehberi 2004, Giinalp S, Orhon Esat, Ozgiir K, Segkin B, Tarcan T.
1.3.6. Semen Toplanmasi

Semen en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasi toplanmali ve bu siire 7 giinii
gecmemelidir. Semen laboratuar yaninda 6zel olarak hazirlanmis bir odada gorsel
cinsel uyar1 ve masturbasyon yontemi ile toplanmalidir (Kadioglu ve dig., 2004: 317-
323). Sperm 6rnegi disaridan laboratuara getirilecekse viicut 1sisinda ve 1 saat iginde

ulastirilmalidir (Emir, 2008: 291-298).



1.3.7. Semenin Makroskopik Degerlendirilmesi

Semen toplandiginda koagulum halindedir ve 5-25 dakika arasinda Prostat
Spesifik Antijen (PSA) ve plazminojen aktivator gibi prostat kokenli proteazlar
nedeniyle likefiye olur. Semen voliimii WHO' ya goére 1,5 ml'nin iizerinde olmalidir.
Bunun altindaki degerlerde retrograt ejekiilasyon ve distal kanal patolojileri akla
gelmeli ve buna yonelik arastirmalar yapilmasi gerekmektedir. Seminal sivinin tam
yokluguna aspermi denilmektedir. Normal semende fruktoz konsantrasyonu 120-
450 mg/dl'dir. Dusiik hacimli semende fruktoz tayini mutlaka yapilmalidir (Emir,
2008: 291-298; “World Health Organization Manual for semen analisis’, 2010). Semen
pH'st 7,2 veya lizerinde olmalidir. pH, asidik prostat salgilar1 ve alkalen seminal
vezikiil salgilarmin karisim oranina bagli olarak degisebilir (Aydos ve dig., 2004:
317-323).

1.3.8. Semenin Mikroskopik Degerlendirmesi

1.3.8.1. Sperm sayisi

Fertil popiilasyonda bildirilen ortalama sperm sayist mililitrede 70-100
milyondur. WHO'nun referanslarina gore olmasi gereken en az sperm sayist 15
milyon/ml'dir. Bu degerin alt1 oligospermi olarak adlandirilmaktadir. Ejakiilatta
spermatozoa hiicresinin hi¢ goriilmemesi azoospermi olarak adlandirilir (Aydos ve dig.,
2004: 317-323; ‘World Health Organization Manual for semen analysis’, 2010).

1.3.8.2. Sperm motilitesi

Motilite kuyruk hareketi gosteren sperm yiizdesidir. Alternatif bir sistem
spermi 4 kategoride ele alir: a, ileri hizli hareketi; b, yavas ya da tembel ileri hareketi;
c, ileri olmayan hareketi ve d, hareketin bulunmadigini belirtir. Bu sistemde, her bir
kategoriye giren sperm yiizdesi degerlendirmeye alimir. WHO ‘'a+b' motilitenin
%A40'nin, sadece 'a' kalite motilitenin ise %32'in {izerinde olmasi1 gerektigini
belirtmistir (‘World Health Organization Manual for semen analysis’, 2010). Sperm
hareket bozuklugu (astenospermi) motilitede ya da ileri harekette veya her ikisinde

birden azalmayi ifade eder.
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1.3.8.3. Yuvarlak hiicre sayis1

Semendeki yuvarlak hiicreler immatiir spermatozoalar, genitoiiriner sistem
epitel hiicreleri, prostatik hiicreler ve lokositlerden olusur. Normal semende
yuvarlak hiicre sayist <5 milyon/ml olmalidir. Yuvarlak hiicrelerden klinik olarak
onemli olan Iokositlerdir. Yuvarlak hiicre sayist >1 milyon/ml oldugunda 16kosit
sayisin1 degerlendirmek i¢in myeloperoksidaz testi (Endtz testi) yapilmalidir. Normal
semende 16kosit sayis1 <1 milyon/ml olmahdir (‘World Health Organization Manual

for semen analisis’, 2010).

1.3.8.4. Sperm morfolojisi

Sperm morfolojisi degerlendirmesi, taze semende elektron mikroskop ile veya
faz kontrast mikroskop ile degerlendirilir. Dogru bir morfolojik degerlendirme i¢in
spermin boyanmas1 gereklidir. Bunun i¢in en fazla kullanilan boyama yontemleri
"Papanicolau" yontemi ve "Diff- Quick" yontemidir (Ombelet ve dig., 1997: 1015-
1020). Bir spermin normal kabul edilebilmesi i¢in bas, boyun, orta kisim ve kuyrugun
normal olmast gereklidir (Tablo 1.3; Sekil 1.3 , Sekil 1.4). (‘World Health

Organization Manual for semen analisis’, 2010).

Tablo 1.3. Kruger kesin kriterlerine gére sperm morfolojisi

Uzunluk: 5-6 p

Bas Genislik: 2,5-35 1

Akrozom Basin % 40-70'ini olusturmali
Orta parca Genislik 1 p

Uzunluk 1,5 x bas uzunlugu
Boyu yaklagik 45 p

Uniform

Orta par¢adan daha ince
Kuyruk Kivrilmanns

Kirik igermeyen

Bas alanmin % 30-70'inden az

Sitoplazmik artik Sadece orta pargada lokalize

Sekil 1.3. Normal sperm goriintiist.
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A
matir spermatozoon bas/fi_ > cekirdek
s akrozom
boyun /
o — yl{ vakuol
A

ovde
= / - post akrozom
kuyruk .

(proksimal kisim) - m-itiek-orndriwk

/’ P . 4
(d.sktl;\]”;::,m) // @-perif&mlﬁbriller
cift fibriller
@ \ fibril kilifi
santral fibriller

Sekil 1.4. Normal spermin boliimlerinin gosterilmesi

— hiicre zan

1.3.8.5. Sperm malformasyonlarmnin tipleri

Bas defektleri: Biiyiik ya da kiiciik, konik, piriform, yuvarlak, amorf,
vakuollii (>2’den fazla vakuol, vakuoler alan boyanmasi %20’den fazla), ¢ift bash

veya bunlarin kombinasyonu (Sekil 1.5).

Boyun ve orta kisim defektleri: Basin asimetrik olarak orta parcaya girmesi,

kalin ya da diizensiz olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonu (Sekil 1.6).

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

ve bunlarin kombinasyonlar1 (Sekil 1.7).

Fazla sitoplazma kalintisi: Spermatogenik siirecte iiretilen anormal
spermatozoa ile ilgilidir. Biiylik miktarda diizensiz sitoplazma igerir ve orta kisim

defektleri ile ilgilidir. (Sekil 1.6) (Ford, 2010: 56-63; Orhon, 1995: 17-29).

/x\ ’ ,
{ J
Normal Akrozomal ~ Akrozomal ~ Akrozomal  Akrozom Akrozom

gerik Igerik Menbmn inkomplet Komplet Normal Piriform Yuvarlak Elonge Diadem
Azalmasi  TotalKaybr  Anomalisi  Aynilmasi Ayrilmas Bag Defekti

Sekil 1.5. Sperm bas defektleri (Orhon ve dig., 1995: 17-29)
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'

Normal Sitoplazmik Kinked Bend
Droplet Mid-piece Mid-piece

Sekil 1.6. Sperm boyun defektleri ve sitoplazmik damla (Orhon ve dig., 1995: 17-29)

)]

Dag Coiled Duplikasyon
Defekti Tail

Sekil 1.7. Sperme ait kuyruk defektleri (Orhon ve dig., 1995: 17-29)

Spermin morfolojik incelemesinin spermatogenez kalitesinin ve fertilitenin

duyarl bir gostergesi oldugu ortaya konulmustur (Kruger ve dig., 1986: 118-123).

1.3.9. Uremeye Yardimci Teknikler (UYT)

Fizyolojik yollardan gebeligin saglanamadigi durumlarda UYT kullaniimasi
gerekmektedir. Giiniimiizde 3 g¢esit UYT uygulamasi yapilmaktadir. Bunlar
intrauterin inseminasyon (1UI), in vitro fertilizasyon (IVF), intrasitoplazmik sperm
injeksiyonu (ICSI)’dur. IUl, spermin yikanarak iyi motilite ve morfolojideki
spermatozoanin konsantre halde uterus igerisine bir kaniil vasitasiyla verilmesidir
(Ritossa, 1962: 571-573). IVF, kadindan toplanan oositlerin (OPU: oosit toplama) bir
petri kutusu igerisinde speermatozoa ile 24-48 saat inkiibe edilmesi, arkasindan
olusan embriyolarin uterus kavitesine transferini igerir (Aydos, 2008: 57-66). ICSI ise
tek bir spermatozoanin oosit sitoplazmasit igerisine mikroskop altinda

mikroenjeksiyonudur (Aydos 2008: 57-66).
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1.3.10. Agiklanamayan (Sebebi Bilinmeyen) infertilite

Aciklanamayan infertilite; infertilite nedenleri i¢in yapilan tetkikler sonucunda
herhangi bir neden saptanamamasi olarak tanimlanir. Ciftlerin ortalama %]15°1
aciklanamayan infertilite tanis1 almaktadir (Templeton ve Penney, 1982: 175-182;
‘American Fertility Society’,1992). Agiklanamayan infertilitede olas1 etiyolojiler Tablo
1.4°de belirtilmistir.

Tablo 1.4. A¢iklanamayan infertilite olasi etiyolojileri

1) Antagonist servikal sekresyonlar

2) Erken embriyonel implantasyonda defektif endometrial reseptivite

3) Anormal tubal siliyal aktivite

4) Defektif ovum pick-up mekanizmasi

5) Luteinize unriiptiire follikiil sendromu

6) Ek hormonal anormaliteleri, 6rnek: Luteal faz defekti

7) Bozulmus oosit ve/veya sperm fertilizasyon kapasitesi
8) Minimal veya orta diizeyde endometriozis
9) Immiinolojik faktdrler

10) | Bozulmus peritoneal makrofaj aktivitesi

11) | Bozulmus peritoneal sivi antioksidan fonksiyonu

(Tiras ve Aybar, 2006: 37-41)

1.4. Defensinler

Defensin grubu peptidler, memelilerde en 6nemli antimikrobiyal peptid
gruplarinin i¢inde yer alirlar (Froy, 2005: 1387-1397; Bevins ve Paneth, 2006: 263-
266). Defensinler katyonik, 30-40 aminoasitten olusan, arjinince zengin, [-tabakali
katlanti gGsteren, molekiiler agirhiklar 3,5-6 kDa arasinda olan ve alti sistein rezidiisiiniin
olusturdugu ii¢ distilfit kopriisii igeren molekiillerdir (Muller ve dig., 2005: 1297-1307,
Dommett ve dig., 2005: 903-912; Schneider ve dig., 2005: 587-595). Bilinen tiim insan
defensin genleri 8. kromozomda telomer bolgesine yakin p22-23.1 bolgesinde

bulunmaktadirlar (Fellermann ve Stange, 2001: 771-776).

Defensinler, sistein rezidiilerine ve disiilfit baglarmin yerlesimine gore alfa (o),
beta (B) ve teta (0) defensinler olmak {iizere {i¢ alt gruba ayrilirlar (Bevins, 2006: 263-
266; Fellermann ve Stange, 2001: 771-776). Teta defensinler insanlarda
tanimlanmamustir (Eckmann, 2005: 147-151).
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Defensinler innat immiin sistemle iliskili efektor peptidlerdir. Defensinler ilk
olarak memelilerde, fagositik beyaz hiicrelerde ve mukozal epitel hiicrelerdeki
antimikrobiyal etkileri sayesinde bulunmustur (Ganz, 2004: 539-549; Selsted ve
Oullette, 2005: 551-557). Yapisal olarak defensinler, 6 korunmus sistein i¢eren 29-42
amino asitten olusan katyonik peptidlerdir. Sistein rezidiileri 3 molekiil i¢i disulfit
bagi olusturur, ki bu peptidi aktif konformasyona sokarak proteazlara karsi direng
kazandirir. Insan beta defensinlerinin homologlar1 gevis getirenlerde, kemirgenlerde,
kuslarda, baliklarda, keselilerde ve atnali yengeglerinde tanimlanmustir. Insan
genomunda yaklasik olarak 40 beta defensin geni vardir, ancak, peptid aktivitesi ve
biyolojisi ile ilgili veriler 10 tanesinden daha az1 i¢in ulasilabilirdir; bu verilerin cogu
solunum, sindirim ve iireme sisteminin mukozal epitel hiicrelerinden salinan beta
defensin ifadesiyle ilgilidir (Schutte ve dig., 2002: 2129-2133). Ilging olarak, insanda
beta defensinleri kodlayan mRNA’larin yarisina yakini epididimiste bulunmustur
(Radhakrishnan, 2005: 203-210; Com ve dig., 2003: 95-104). Epididimisteki beta
defensin mRNA’s1 ifadesi kemirgenlerde (Jelinsky ve dig., 2007: 561-570) ve
insanlart da iceren primatlarda iyi karakterize edilmistir. Baslangigta beta
defensinlerin erkek iireme sisteminin innat immun korumasiyla iliskili oldugu
diisiiniilityordu, fakat yeni ¢calismalar DEFB126’y1 da iceren en azindan birkag beta
defensinin tireme fizyolojisinde de rol aldigin1 gostermistir (Radhakrishnan ve dig.,
2005: 203-210).

1.4.1. a-Defensinler

Insanlarda alt1 adet o-defensin ifade edilmektedir. (Eckmann, 2005: 147-151;
Fellerman ve Stange, 2001: 771-776; Bevins, 2006: 263-266; Muller ve dig., 2005:
1297-1307; De Smet ve Contreras, 2005: 1333-1347; Yoshio ve dig., 2004: 304-
311). Dort tanesi nétrofillerden izole edilmistir ve bu nedenle ‘insan notrofil defensini’
olarak isimlendirilmislerdir (HNP 1-4) (Eckmann, 2005: 147-151; De Smet ve
Contreras, 2005: 1337-1347). Baslica islevleri fagosite edilen mikroorganizmalarin
oksijen bagimsiz yol ile dldiiriilmesidir (Dommett ve dig., 2005: 147:151; De Smet ve
Contreras, 2005: 1337-1347).
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1.4.1.1. a-defensinlerin islevleri

a-defensinler epitel kok hiicrelerinin korunmasi, ince barsak kolonizasyonunun
say1 ve bilesiminin dlizenlenmesi, parakrin uyar1 sistemi, T hiicreleri, immatiir
dendritik hiicreler ve monositlerin kemotaksisi, T hiicrelerinden IFN-A, IL-6 ve I1L-10
salinimi, monositlerden TNF-a ve IL-1B salinimi, alveolar makrofajlar, barsak ve
akciger epitel hiicre zincirlerinden IL-8 salinimi, zarfli viriisler, Gram (-) ve Gram
(+) bakterilere karst mikrobisidal etki, yeni damar olusumunun Onlenmesi,
inflamasyon ve anjiyogenez arasinda baglant1 kurulmasi, mast hiicre degrantilasyonu,
yara iyilesmesi gibi pek ¢ok mekanizmada etkilidirler (Dommett ve dig., 2005:
147:151).

1.4.2. B-Defensinler

Bugiine kadar bes grupta toplam 28 B-defensin geni tanimlanmistir (Muller ve
dig., 2005: 1297-1307; Yoshio ve dig., 2004: 304-311). Kromozom 8p22-23.1’deki
grupta sekiz tane B-defensin geni bulunmaktadir: Insan beta defensin (hBD) 1-4 ve
defensin (Def) 105-108 (Muller ve dig., 2005: 1297-1307; Diamond ve Bevins,
1998: 221-225). Tablo 1.5’de B-defensinlerin yerlesimleri ve gorevleri gosterilmistir
(Oppenheim ve dig., 2003:17-21; De Smet ve Contreras, 2005: 1337-1347; Schneider
ve dig., 2005: 587-595; Yoshio ve dig., 2004: 304:311; Harder ve dig., 2001: 5707-
5713; Bensch ve dig., 1995: 331-335). Memelilerde ilk tanimlanan -defensin trakeal
antimikrobiyal peptit (TAP) olarak adlandirilmis ve sigirlarda saptanmistir (Diamond
ve dig., 1991: 3952-3956). Ikinci olarak yine sigirlarda lingual antimikrobiyal peptit
(LAP) izole edilmistir (Schonwetter ve dig., 1995: 1645-1648). Insanlarda gosterilen
ilk p-defensin (hBD-1) ise diyaliz tedavisi alan hastalarin hemofiltratlarindan izole
edilmistir (Bensch ve dig., 1995: 331-335). Ikinci iiye hBD-2, ilk kez psoriatik deride
tanimlanmistir (Harder ve dig., 1997: 387-861). Epitel dokulardaki B-defensin
genlerinin ifadesi enfeksiyon ve inflamasyondan etkilenmektedir. Bunlardan hBD-1
epitel dokularin yapisal bir pargasi olup, hBD-2, hBD-3 ve hBD-4’iin ifadesi ¢esitli
bakteriyel tiriinler (LPS, Gram pozitif bakteriler, Candida tiirleri) ve sitokinlere (IL-
1, TNF-a) cevaben uyarilir (Eckmann, 2005: 147-151; Fellermann ve Stange, 2001:
771-776; Muller ve dig., 2005: 1297-1307).
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Tablo 1.5. B-defensinlerin bulunduklart yerler ve islevler

[B-defensinlerin Bulundugu Yerler
hBD*-1 hBD*-2 hBD*-3 hBD*-4,5,6
Notrofil  ve  Diger | Notrofil  ve  Diger | Deri Epididimis
Lokositler Lokositler Deri
Plazma Plazma Tonsiller Plazma
Idrar Idrar Notrofil ve Diger | Idrar
Lokositler Deri
Hemofiltrat Bagirsak Plazma Mide Antrumu
Akciger Akciger Idrar Notrofiller
Meme Bezleri Urogenital sistem Bagirsak Tiroid
Tiikriik Bezleri Pankreas Akciger Akciger
Deri Deri Timus Uterus
Timus Kemik Iligi Uterus Bobrek Epiteli
Ince Bagirsak Bobrek Bobrek
Testis Mide Kalp
Vajina Timus Iskelet Kasi
Disi Genital Sistem Karaciger
Plasenta
Anne siitii
Bobrek
Pankreas
Prostat
p-defensinlerin Islevleri
Bakteri, fungus, klamidya ve zarfl1 viriislere karsi antimikrobiyal etki
T hafiza hiicreleri, immatiir dendritik hiicreler ve notrofillerin kemotaksisi
Immatiir dendritik hiicrelerin matiirasyonu
Mast hiicre kemotaksisi ve degraniilasyonu
*: insan beta defensin

1.4.3. Teta-defensinler

0-defensinler sadece rhesus maymunlarinda tanimlanmistir. Dolasimda

bulunan 18 amino asit iceren mini defensinlerdir (Froy ve dig., 2005: 903-912).

1.5. DEFB126

Glikozillenmis bir polipeptit olan B-defensin 126 (DEFB126), epididimis
tarafindan dretilir ve sperm yiizeyl tarafindan absorblanir, bu protein immiin
korumadan ve spermin kadin iireme sistemindeki mukozal sivilarda verimli bigimde
hareket etmesinden sorumludur. DEFBI126’larin ¢ogu deride veya mukus
membranlara sunulan antimikrobiyal proteinleri kodlar (Lehrer, 2004: 727-738).
Birgok -defensin epididimiste birincil olarak eksprese edilir (Yudin ve dig., 2003:

118-1128). Bir hipoteze gore bazi beta defensinler mikroplardan kaynaklanan
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enfeksiyonu korumak igin epididimiste ifade edilirler. Ancak epididimal defensinler
arasindan DEFB126 proteinin farkli bir rolii vardir. Bir model organizmada bu
protein sperminin plazma membranm kapladigi gosterilmistir (Yudin ve dig., 2005:
119-129). Makaklarda yapilan fonksiyonel c¢alismalara gore, DEFB126 protein
kilifinin servikal mukustaki sperm penetrasyonuna yardimci olur (Tollner ve dig.,
2008: 400-412), spermlerin kadin immiin sistem tarafindan taninmasini 6nler (Yudin
ve dig., 2005: 1243-1252), ve onlarin yumurta kanali epitelyumuna baglanmasini
tesvik eder (Tollner ve dig., 2008: 2523-2534).

Makaklarda, epididimal DEFB126 yiiksek oranda sinyalize olmus bir
glikopeptitdir ve sperm epididimis boyunca ilerlerken adsorblanir (Yudin ve dig.,
2003: 1118-1128). DEFB126 burada sperm glikokaliksinin bir ana bileseni haline
gelir (Yudin ve dig., 2005: 119-129). DEFBI126 geni insanlarda 20p13’{in
subtelomerik ucundadir ve kopya numarasi varyasyonu gostermez (Hollox ve
Armour, 2008: 113).

Insan DEFBI126 geninin niikleotid dizisi incelendiginde, Tollner ve
arkadaslari, son derece yaygin bir dizi varyantini bildirmislerdir (Tollner ve dig.,
2011). Bu varyant “’del”’ olarak ifade edilmis ve SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
kodu rs371674869’dur.

Kodlanmig protein DEFB126, makak spermlerinin, disi iireme sisteminin {ist
kisimlarinda ilerlemesinde gorev goriir (Tollner ve dig., 2008: 400-412) ve bu
kisimlarda bir immiino koruyucu katman olusturur (Yudin ve dig., 2005: 1243-1252).
Servikal mukustaki sperm penetrasyonunu kolaylastirir (Tollner ve dig., 2008: 2523-
2534) ve spermin yumurta kanali epiteline baglanmasina aracilik eder (Tollner ve
dig., 2008: 400-412). Benzer yapilar ve fonksiyonlar fare ortologlarinda (Bdef22) da
goriliir (Yudin ve dig., 2008: 753-765). Sisteince zengin defensin benzeri peptidler
tireme basarisinda tamamlayici olarak goriiniir (Avila ve dig., 2011: 21-40; Amien ve
dig., 2010).

DEFB126 06zel yapisal ozellikleri olan bir molekiildiir. Kdkensel olarak
makaklarda (Yudin ve dig., 2003: 118-1128; Perry ve dig., 1999: 965-972) bulunur
ve adi epididimis spesifik protein, ESP13.2°dir. Daha sonra ESP13.2 beta-defensin
olarak yeniden simiflandirilmis ve DEFB126 olarak isimlendirilmistir. DEFB126

diger B-defensinlerden farkli olarak 60 amino asitlik karboksil ucu igerir (Yudin ve
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dig., 2003: 118-1128). Bu uzamis karboksil kuyruk 20 adet O-bagh glikolizasyon
bolgesi (serin ve treonin rezidiileri) ve tahminen dimerizasyonla alakali olan
eslesmemis bir sistein rezidiisii igerir (Froy, 2005: 1387-1397). O-glikanaz ile muamele
edilen makak spermlerinin DEFB126’larinin molekiiler agirliklar1 10 kDa’a diiser,
tipik bir beta-defensinden kuyruk olarak daha uzun oldugundan bu sonug tutarlidir
(Lehrer, 2004: 727-738).

Immiinolokalizasyon ve transmisyon elektron mikroskopi calismalari,
makaklardaki DEFB126’nin (Yudin ve dig., 2003: 1118-1128) ve farelerdeki
DEFB22’nin (Yudin ve dig., 2008: 753-765) tniform bir sekilde biitiin sperm
yiizeyine dagildigini gostermistir. DEFB126 sperm yiizeyine kuvvetli bir sekilde
eklenmistir ve santrifiigasyona, yogunluk gradyent soliisyonlarina ve yiiksek tuz
kosullarina direnglidir. DEFB126’nin lipid membranla etkilesimi, kovalent bag
yapmis bir dimer gibidir (Tollner ve dig., 2004: 325-337; Tollner ve dig., 2008: 400-
412). Benzer sekilde, DEFB126’nin sigan spermlerinden izolasyonu sirasinda,
proteinin ¢ogu lipid fraksiyonunda, c¢apraz bag yapmis bir homodimer gibi
bulunmustur. Buradan Defb22’nin lipid tabakaya defensin benzeri ¢ekirdekle iligkili
hidrofobik aminoasit dizisi sayesinde gomiildiigli anlasilmaktadir. DEFBI126
makaklarda, sartlara bagli olarak sperm yiizeyinden kolayca akar (Tollner ve dig.,
2004: 325-337), sperm yumurtaya baglanma ve fertilize etme ozellikleri kazanmak
icin bosalma sonrasinda bir dizi kompleks degisiklikler ge¢cirmek zorundadir (Jaiswal
ve Eisenbach, 2002: 57-117).

1.5.1. DEFB126 Gen Mutasyonu ve Erkek Infertilitesi

Insan popiilasyonlarinda DEFB126 geninde bir dizi varyasyonunun oldugu
bulunmustur. Bu varyasyon 2 niikleotidlik bir delesyondur, ki bu delesyon agik
okuma cergevesinde kayma ve non-stop mRNA olarak bilinen, cergeve i¢i stop

kodonu eksik ve fonksiyonsuz bir mRNA olusturur (Tollner ve dig., 2011).

Delesyon varyantt (del/del) olarak homozigot olan erkeklerden alinan
spermler sperm sayisi, giiglii hareketlilik yiizdesi, normal form ve sekil yiizdesi gibi
yaygin erkek fertilite testleri bakimmdan normal goriinmektedir. Ancak, del/del
erkeklerden alinan spermler, yabanil tip erkeklerden alinan spermlere kiyasla ¢ok

daha diisiik miktarda sperm yiizeyi O-bagl oligosakkariti icermektedir, bu da sperm
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glikokaliksinin anormal oldugunu gostermektedir. Del/del erkeklerden alinan
spermler, servikal mukus benzeri bir yap1 olan hyaluronik asit jelinde belirgin bir

hareket bozuklugu gostermektedir (Tollner ve dig., 2011).

Bu bulgulara gore DEFB126 mutasyonu, spermin servikal mukus i¢indeki
hareketini bozar ve bdylece fertilizasyon olasiligini diisiiriir. DEFB126 mutasyonu
fertilizasyonu bagka yollarla da etkiliyor olabilir, 6rnegin iist disi lireme sisteminde
sperm fonksiyonu kaybi veya iireme sisteminin infeksiyonlardan korunmasi gibi,

fakat bu olasiliklar heniiz kesfedilmemistir.

1.5.2. DEFB126 ve Sperm Glikokaliksi

Sperm disi iireme sistemi boyunca ilerlerken mukozal sivilarin ve
ekstraselliiler matrikslerin bulundugu bir karigimdan ge¢mek zorundadir. Spermler
bazi epitel yiizeylerden gegerken fagositlerden, komplement proteinlerden ve
antikorlardan kagmak zorundadir. Basarili spermatozoa, bu zorlu yolculuk igin
gerekli modifikasyonlara ve yiizey 6zelliklerine sahip olmak zorundadir. Memeli
spermleri yogun bir glikokaliks iligkili oligosakkarit kaplamasi ile ¢evrilidir, Ki bu
kaplama sperm ve disi lireme sisteminin ¢oklu mikro g¢evreleri arasinda primer bir

ara yiizey olusturur (Diekman, 2003: 298-308; Schroter ve dig., 1999: 302-313).

Spermatogenezden hemen sonra, olgun memeli spermi gelismemis bir
glikokalikse sahiptir, fakat spermler epididimisten gegtikleri 3-12 giinliik siire i¢inde
cok genis ylizey modifikasyonlar1 gegirirler (Dacheux ve dig., 2003: 7-17). Bu yiizey
degisiklikleriyle birlikte, sperm hareket ve fertilizasyonu basarma yetenekleri
kazanir. Glikokaliksin 06zel bilesenlerinin sperm korunmasi, kiimiiliis matriksin
penetransi, oolemmanin ve zona pelikulanin taninmasi ve spermin yumurta
membrant ile birlesmesi igin kritik 6neme sahip oldugu daha 6nceki ¢alismalarda
gosterilmistir (Gatti, 2004: 321-339). Bu bulgular, uzamis erkek kanalindaki sperm
glikokaliksinin formasyonunun, spermin disi lireme sistemi i¢inde hayatta kalmasi ve
dogru fonksiyon sergilemesi i¢in kritik 6neme sahip oldugu hipotezine 151k tutmustur
(Schroter ve dig., 1999: 302-313). Ayrica, sperm ve glikokaliks arasindaki bu yakin
iligki hayvanlar arasinda, internal fertilizasyon {iizerinden {iretilen korunmus bir

ozellik olabilir gibi gériinmektedir.
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DEFB126 epididimal gegis sirasinda sperm tarafindan adsorblanir. DEFB126
distal korpusun temel hiicreleri tarafindan salgilanir. Sperm epididimin korpus
bolgesinden gecerken bastan asagi (flagellanin terminal ucuna kadar) DEFB126 ile
kaplanir. Spermler kaulada sperm ylizeyindeki DEFB126’lan stabilize eden sartlar

altinda depolanir.

Insandaki DEFB126 (Rodriguez-Jimenez, 2003: 175-183), sigandaki Defb22
(Jelinsky, 2007: 561-570; Patil ve dig., 2005: 5-17) ve faredekiler (Jelinsky, 2007:
561-570; Yudin ve dig., 2008: 753-765) gozlemlendiginde, ifade paterninin
ortologlar arasinda korunmus oldugu goriilmektedir (Yudin, 2003: 1118-1128; Yudin
ve dig., 2005: 119-129). Ayni sekilde, insan (Tollner, 2011) ve sigan (Zanich ve dig.,
2003: 302-313) spermlerinde ortologlar benzer sekilde dagilmis olarak goriiniir, fakat

bu tiirlerde kaplama daha az iiniform olarak goriinmektedir.

Salgilanmis glikoproteinlerin spermi kaplamasinin  sperm  biitiinligiini
korudugu ve spermin Omriinii uzattigi, semenderler (Sever ve dig., 2004: 1-17),
baliklar (Parenti ve dig., 2010: 1399-1406), yengecler (Sant’Anna ve dig., 2007: 903-
911) ve Drosophila (Wolfner, 1997: 179-192; Avila ve dig. 2011: 21-40) gibi birgok
tirde gosterilmistir. Memelilerde, karbonhidratlar spermi yumurta kanali gegisindeki
epitel hiicrelere baglar, sperm rezervuari olusturularak spermler oviilasyona kadar

glinlerce hatta aylarca korunur (Suarez, 2002: 140-143).
1.5.3. DEFB126 ve Sperm Transportu

1.5.3.1. Spermin Servikal Mukusla Etkilesimi

Primatlar, tavsanlar ve gevis getirenler, ejakulati serviksin i¢i yerine vajinaya
bosaltan tek memeli tiirleridir. Bu tiirlerde, servikal mukus sperm girisinin
kolaylagmasinda ve Kkaliteli spermlerin uterusa yonlendirilmesinde hayat1 role
sahiptir. Baslangicta, spermler disi lireme sistemi kaslarinin kasilmasiyla olusan
basing gradyenti ile igeri gekilir. Sperm transportunun bu pasif fazi1 kisa siirelidir,
ancak, spermin daha sonra servikal kanal i¢indeki hareketi, spermin kendini flagelar
olarak itmesine ihtiyag¢ duyar. Servikal mukustaki sperm yiizlisii, onun
glikoproteinlerin hakim oldugu yapisin1 penetre etmek zorundadir. Bunun i¢in, sperm
yiizlislinlin verimi biiyiik oranda sperm yiizeyinin 6zelliklerine baglidir. Bosalma
sirasinda, makak spermleri DEFB126 ile yogun bir sekilde ve uniform olarak
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sarilmis durumdadir (Yudin, 2003: 1118-1128). Spermler, mukusun igine ve digina
dogru hareketi sirasinda, hem in vitroda hem de dogal giftlesmede DEFB126 kapli
olarak kalirlar (Tollner ve dig., 2008: 2523-2534).

DEFBI126°’ya ekli oligosakkaritler arasinda negatif yiiklii olanlar makaklarda
spermin servikal mukus i¢inde etkin bir sekilde ylizmesi i¢in ¢ok dnemlidir (Tollner
ve dig., 2008: 2523-2534). Spermin ndroaminidaz ile muamelesi terminal siyalik asit
grublarin1 uzaklastirir ve DEFB126°daki negatif yiikleri elimine eder (Yudin ve dig.,
2005: 119-129; Yudin, 2005: 1243-1252) ve bu nedenle spermin yiizey yiikii azalir.
Spermin yiizey ylkiiniin etkin mukus penetrasyonunu nasil tesvik ettiginin
mekanizmas1 kesin olarak bilinmemektedir, DEFB126 tarafindan saglanan yiik
kabugu spermin negatif yiiklii servikal mukusla minimize etmek i¢in gerekli oldugu

tahmin edilmektedir (Yudin ve dig., 2005: 119-129).

1.5.3.2. Sperm Yumurta Kanah Etkilesimi

Cogu memelide yumurta kanalindaki sperm rezervuart formasyonu basarili
fertilizasyonda kritik 6neme sahiptir. Disi lireme sisteminin yiikselisi sirasinda sperm
ejakulatinin sadece kiiciik bir fraksiyonu basarili bir sekilde yumurta kanalinin istmik
bolgesine go¢ eder. Istmik sperm rezervuari fertilizasyon-yeterli spermlerinin
yumurta kanali epiteli hiicrelerine segici olarak baglanmasiyla olusturulur (Suarez,

2002: 140-143).

Makak spermleri yumurta kanali epiteline DEFB126 bagimli bir baglanma
gosterirler. Periovulatuvar yumurta kanalinin istmik yarisindaki epitele sperm
baglanmasi sivi kesici gii¢ler tarafindan engellenir. Ancak sperm OEC etkilesimi
spermden DEFB126’nin  uzaklagtirilmasinin  indiiklenmesi, anti-DEFB126
immiinoglobinleri ile muamele ya da sperm yiizeyi oligosakkaritlerinden siyalik
asitin uzaklastirilmasini takiben yaklasik % 80 oraninda azalir. Sperme ¢Oziinmiis
halde DEFB126 eklenmesi sperm OEC baginin baglanmasinin tamamen geri
kazanilmasi ile sonuglanir. Coziinmiis haldeki DEFB126 spesifik olarak in situ’da
yumurta kanali epitelinin salgi hiicrelerine baglanir ve spermin bas bdolgesinin
yumurta kanalindaki yerlesimiyle c¢akigir (Tollner, 2008: 400-412). Bu nedenle
DEFB126 spermin oosite ulasana kadar yumurta kanali kenetlenmesi ve korunmasini

saglar.
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1.6. Spermatozoon DNA Hasar1 Belirleme Yontemleri

1.6.1. Akridin Oranj (AO) Boyamasi

Spermatozoon niikleer DNA’siin asit ilavesiyle denatlirasyon hassasiyetinin
in situ olgiilmesine dayanir. Metakromatik AO boyasi ¢ift zincir (ds) DNA’da (dogal
DNA) monomer olarak araya sokulurken, tek zincir (ss) (denatiire DNA) agregat
olarak baglanir. sSDNA degerlendirmesinde kullanilan diger yontemlerle giiglii
korelasyon gostermektedir. Ancak floresan mikroskobu kullaniliyorsa goézlemci

Oznelligi sonuglar etkileyebilir (Agarwal A. Ve Said TM., 2004: 99).

1.6.2. Sperm-Hyaliironik Asit Baglanmasi (Sperm HBA testi)

Hyaluranik asit (HA) yiiksek molekiil agirlikli  glikozaminoglikan
yapisindadir ve insan oositini saran kumulus ooforus matriksinin major
bilesenlerinden bir tanesidir. Hyaluranon ile yapilan ilk ¢alismalar in vitro olarak
hyaluronik asit iceren ortamda taze ve donmus-¢oziilmiis ejakulatta sperm hizi,
motilite ve viabiliteyi arttirdigi gosterilmistir (Huzsar ve dig., 2003: 1616-1624).
Sperm motilite ve hizinda meydana gelen bu artis HA’ya kars1 direkt bir yanitin
sonucudur. Bu sonuca iki gézlemden yola cikilarak varilmstir. ilki, sperm HA ile ilk
karsilastigr anda sperm kuyruk hareket frekansinda artis saptanmustir. Ikinci olarak
ise, yogunluk gradyenti santrifiijii sonrast sperm, HA icermeyen normal bir ortama
doniince sperm hiz ve motilite normale doner. Bu iki gézlemden yola ¢ikarak sperm

ve HA etkilesiminin reseptor aracili oldugu sonucuna varilmistir (Prinosilova ve dig.,

2009: 177-183).

Dogal dollenmede, olgun sperm kumulus ooforus matriksinin ana bileseni
olan hyaluronana baglanir; olgun olmayan sperm baglanamaz. HA baglanma testi
HA ile kaplanmis ¢ember seklinde bir lamda gergeklestirilir. Kuvvetli kuyruk
hareketi olup ileri hareket etmeyen spermler HA baglanmasi olan spermler olarak
degerlendirilirken, serbest olarak hareket eden spermler baglanmamis spermler
olarak degerlendirilirler (Sekil 1.8). Baglanma yiizdesi, bagl hareketli spermlerin

toplam hareketli spermlere oraninin hesaplanmasi ile elde edilir.
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Baglanmig motd sperm Baglarmanug motil sperm

Sekil 1.8. HA ile bagli ve bagli olmayan spermin sematik olarak gosterimi

Hyaluronana baglanma, HspA2 saperon proteiin araciligiyla spermiyojenik
olaylarin basariyla tamamlandigini gosterir. Saperonun yoklugunda, mayoz eksikligi,
DNA onarimi, hyaluronan baglanmasi ve spermdeki diger adimlar ortaya ¢ikabilir.
Sperm motilitesi baglanan hyaluronanla uyarilir. Boylece hyaluronana baglanma
yetenegini olgun bir sperm belirler ve olgun sperm orani, bir semen Orneginde

spermin olgunlugunu gosterir (Petersan, 2010: 8-149).

Diisik HBA® skoru, semendeki olgun sperm oranmin diisiik oldugunu
gosterir ve dolayisiyla infertiliteye isaret edebilir. Bunun aksine hyaluronana
baglanan spermler, oositle etkilesim konusunda yeterlidir ve yiiksek genomik
biitiinliikle baglantilidir, bu da zigota olan paternal katkinin kalitesini yiikseltir.
Hyaluronana baglanma, yiiksek ve diisiik fonksiyonel biitiinligli ve fertilize olma
potansiyelini  farklilagtirir.  Fertilite tahmininde, tiim spermin hyaluronana
baglanabilme yetenegine sahip olmasi gerekmez, ancak iyi bir fertilite olasilig1 elde
etmek icin, hyaluronana baglayicilarinin oraninin etkin bir diizeye erismesi gerekir.
Etkin diizeyin iizerinde baglanma, muhtemelen fertiliteyi daha fazla iyilestirmez.
Normal sperm morfolojisi ile olan ilinti temel alinarak, fertilitenin dusiik
beklentisinden daha yiiksek farklilik gosteren Hyaluronana Baglanma Tetkiki diizeyi,
yaklagik %80 olarak tahmin edilmektedir (Tablo 1.6) (Kovacs ve dig., 2011: 49-54).

Tablo 1.6. HBA" Skoru Sonuglarinin Yorumlanmasi

HBA® Skoru Sonuclarmm Yorumlanmasi
HBA® Skoru (% baglanma) Yorum
>%80 baglama Normal olgunluk ve fizyolojik fonksiyon
<%80 baglama Azalmisg olgunluk ve fizyolojik fonksiyon
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2. AMAC

Infertilite ¢iftlerin korunmasiz iliskiye ragmen ilk bir yil igerisinde cocuk sahibi
olamamas1 olarak tamimlanmaktadir. Ciftlerin yaklasik %15°1 infertiliteden
muzdariptir. Erkek infertilitesinin yaklasik %40-60'inda altta yatan neden bilinse de
birgogunda etken ortaya konamamakta ve agiklanamayan infertilite olarak kabul
edilmektedir. Agiklanamayan infertilite, infertilite nedenleri i¢in yapilan tetkikler
sonucunda herhangi bir neden saptanamamasi olarak tanimlanir. Ciftlerin ortalama %
151 agiklanamayan infertilite tamis1 almaktadir. Infertilitede eger erkege ait bir
problem so6z konusu ise, bu siklikla sperm parametrelerinde bir bozulma ile ortaya
cikmaktadir. DEFB126 sperm ylizey proteini, glikokaliks yapisinin spermin
fertilizasyon potansiyeli ile ilgiligi oldugu diisiiniilmektedir. Glikozillenmis bir
polipeptit olan B-defensin 126 (DEFB126), epididimis tarafindan iiretilir ve sperm
yiizeyi tarafindan absorblanir, bu protein immiin korumadan ve spermin kadin {ireme

sistemindeki mukozal sivilarda verimli bigimde hareket etmesinden sorumludur.

Bu tez kapsaminda erkek infertilitesine DEFB126 genindeki CC delesyon
polimorfizminin (rs371674869) Tiirk popiilasyonunda etkisi ve gebe kalmadaki
roliinlin saptanmas1 hedeflenmistir. Hasta ve saglikli bireylerin tasidiklar
polimorfizmlerin alel frekanslar1 karsilastirilarak  bu  polimorfizmin  Tiirk
poplilasyonunda erkek infertilitesine etkisi olup olmadig: belirlenecektir. Ek olarak,
sigara ve alkol kullaniminin erkek infertilitesine etkisi arastirilacaktir. Akridin Oranj
boyama yapilarak DNA hasarimin sperm parametreleri ile iliskisine bakilacaktir.
Ayrica spermlere Hyaluronan Baglanma Testi uygulanarak polimorfizmin sperm
olgunlugu ve infertilite ile iligkisi arastirilacaktir. Bu sayede Tirk erkek
infertilitesinde DEFB126 genindeki CC delesyon polimorfizminin ilk kez
belirlenmesi ve bu konuda yapilacak olan ileriki ¢aligmalar i¢in temel olusturmasi

hedeflenmektedir.
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3. GERECLER

3.1. Cahsmada Kullamilan Ornekler

Bu calismadaki hasta grubunu olusturan bireyler, Eylil 2012-Ocak 2013
tarihleri arasinda Ozel Istanbul Tiip Bebek Merkezi’ne infertilite tedavisi icin
bagvuran ve 1 yildir korunmasiz iliskiye ragmen ¢ocugu olmayan 277 infertil erkek
birey arasindan sec¢ilmistir. Hastalarin yaslari, cinsiyetleri, meslekleri, aile Oykiileri,
sigara ve alkol kullanma aligkanliklar1 ile daha onceki IUI, IVF bilgileri de
sorgulanmistir. Calismaya dahil olma kriterleri, Sperm parametreleri WHO 2010
kriterlerine gore diisiikk olan infertil yetiskin erkek bireyler, infertiliteye neden
olabilecek diizeltilebilir bir hastaligin (varikosel, enfeksiyon, inmemis testis, kanal
tikanikliklar1 ve ejakiilasyon bozuklugu) bulunmamasi, ve 16kospermi olmamasidir.
Bu kriterleri saglayan infertil erkek bireyler analizlere dahil edilmistir. Buna ek
olarak, sperm parametreleri degerlendirilmis ve atilacak olan sperm Grnekleri temin
edilerek lama yayimlari ve boyamalar1 yapilmistir. Sperm parametreleri WHO 2010
kriterlerine gore normal olan yetiskin erkek bireyler ile en az bir cocugu bulunan 234
saglikl yetiskin erkek birey kontrol grubuna dahil edilmistir. Tiim goniillii deneklere
de anket uygulanarak hasta grubu i¢in belirtilen bilgilere ulagilmistir. Hasta ve kontrol
grubu i¢in minumum 18 yas sinir1 gozetilmistir. Hasta ve kontrol grubu ornekleri,
bireylerin calisma hakkinda bilgilendirilmesi ve yazili onaylarinin alinmasindan sonra
toplanmistir. Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulu izni ile gergeklestirilmistir.

3.2.Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan tiim kati ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji
kalitesindedir, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck
(ALMANYA) tercih edilmistir.
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3.3. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

3.3.1.Yanak ici Epitel Orneklerinden DNA izolasyon Tamponlar

Lizis Tamponu

Sodyum Asetat (NaOAC)

Proteinaz K

Saf Izopropanol

Etanol (EtOH)

Fenol (pH =8,0)

Kloroform-izoamil Alkol (24:1)

Low-TE Tamponu (pH=8,0)
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: 50mM Tris pH 8.0

50mM EDTA
50mM siikroz
100mM NaCl
%1 (wiv) SDS

'3 M

: 10 mg/ml

: %70

: Tris ile doyurulmus

:Saf Kloroform ve Izoamil alkol

24’e 1 oraninda karstirilir.

:10 mM Tris (pH=8,0)

0,1mM EDTA (pH=8,0)



3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Saflastirma i¢in Gerekli Kimyasallar

10X MgCl2'siiz Tampon

MgCl2

Deoksiribontikleotidler (ANTP)

dTTP(Fermantas, LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz

PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Primerler

3.3.3. Oligoniikleotid Primerler

: 200 mM (NH4)2S04

750 mM Tris-HCI (pH 8,8)
% 0,1 Tween 20 (Fermantas
LITVANYA)

- dH20’ da25 mM
(Fermantas, LITVANYA)

: 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve

: Rekombinant Taq DNA Polimeraz

(5U/ul) (Fermentas, LITVANYA)

: High Pure PCR Product

Purification Kit

: Tablo 3.1’ de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Bu ¢alismada incelenen polimorfik bolgeleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri (F:

ileri primer, R: Geri primer)

Lokus Primer Dizisi (5°— 3°)

Mnll-F

AGA ATG GTT GGG CAATGT GC

DEFB126 MnlI-R

GTT CAA CCA GTG GGA GAA ACG AG
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3.3.4. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Mnll : 10 U/ul (Fermentas, LITVANYA)
Reaksiyon Tamponu : Buffer G (Fermentas, LITVANYA)
10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
10 mM MgCI2,

50 mM NaCl, 0.1 mg/ml BSA
Tanima Dizisi :5..CCTC(N)|..3
3...GGAG(N)t...5

3.3.5. Elektroforezde Kullamlan Kimyasallar ve Tamponlar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) : 890 mM Tris-Baz,
890 mM Borik Asit,
20 mM Na2EDTA.2H20, (pH=8.3)

Agaroz Jel : 0.5 X TBE Tamponu i¢inde %1 veya
%2 (w/v) agaroz

10X Bromofenol Mavisi (BPB) : 2.5 mg/ml BPB

Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ml

3.3.6. DNA Uzunluk Markorleri
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 baz ciftlik
fragmentler iceren DNA markérii (Fermentas, LITVANYA)
3.3.7. Sperm Boyama Soliisyonlari
Spermac : Spermac Stain Kit
(FertiPro N.V. BELCIKA)
3.3.8. Akridin Orange (AO) Boyama Soliisyonlar:

Tampon 1 : Metanol:Asetik Asit (3:1)
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Tampon 2

Tampon 3

0,1 M Sitrik Asit
% 37°1ik HCI (pH=2,5)
0,3 M Na;HPO,
Distile su
%1°1ik Akridin Oranj

: %1’lik PBS

3.3.9. HBA® Sperm-Hyaluoronana Baglanma Tetkiki

HBA®

3.3.10. Cihazlar

Otoklav

Tartilar

Santrifiijler

Derin Dondurucular

Dokiimantasyon Sistemleri

Yatay Elektroforez Sistemleri
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:ORIGIO MidAtlantic Devices, USA

: Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

: Hassas Terazi XB 220A
(Presica, ISVICRE)
Terazi, KB 400-2 (KERN,
ALMANYA)

: Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus
(Eppendorf, ALMANYA)

1 -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)
-20°C, GSD26410NE (Bosch,
ALMANYA)

: Bio-RAD Universal Hood Il

(BIO-RAD, ITALYA)

: Flowgen (INGILTERE)

Sub-Cell GT
(BIO-RAD, iITALYA)



Gili¢ Kaynaklari : EPS 301
(Amersham Pharmacia Biotech, ISVEC)
PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)
PowerPac Universal (BIO-RAD,

ITALYA)
Is1 Blogu : DB 2D (Techne, INGILTERE)
Manyetik Karistiricilar : MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)
Buzdolaplari : Beko 8742,

Argelik 3061 Plus (TURKIYE)

Spektrofotometreler : Schimadzu UV 1601 (JAPONYA)
Thermo-Cycler : Techne TC-512 (INGILTERE)
Mikroskoplar : Isik Mikroskobu (SOIF, CIN)

(LEICA, ALMANYA)
Floresan Mikroskop
(OLYMPUS, ALMANYA)

Vorteks : Heidolph REAX (ALMANYA)

Su Banyolar1 : Niive BM 402 (TURKIYE)

Su Aritma Sistemi : Millipore Milli Q Synthesis A10
(FRANSA)
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4. YONTEMLER

4.1. Yanak i¢i Epitel Orneklerinden DNA izolasyonu

Ornekler ucunda steril pamuk bulunan bir ¢ubuk yardimiyla yanagm her iki
kismina yaklasik 30 saniye siiriilerek toplanir. Yanak ici epitel doku 6rnegi tagiyan
steril gubuk, 600-700 pl lizis tamponu igeren 1,5ml Eppendorf tiipe aktarilir. Tampon
hacminin en az 500 pl olduguna emin olunduktan sonra 50 ul 10 mg/ml Proteinaz K
ile 55°C’de 1 saat inkiibe edilir. Tercihen gece boyu da inkiibasyona birakilabilir.
Steril ¢ubuk tliplin icinde g¢eperlere ve tliplin agzina bastirilarak emdigi tamponu
hiicrelerle beraber birakmasi saglanir ve tiipten ¢ikarilir. Uzerine 300 pl fenol ve 600
ul kloroform eklenir. 12000 g’de 2 dk. santrifiij edilir. Sulu faz yeni tiipe aktarilir.
Yeni tlipe aktarilan sulu faza esit hacimde (yaklasik 500 pl) CHCls: 1AA (24:1)
eklenir. Tiip 12.000 g’de 2dk. santrifiij edilir. Sulu faz yeni tiipe aktarilir ve 1:10
hacimde 3 M NaOAc eklenip karistirilir. Uzerine toplam hacmin %10’u kadar
izopropanol eklenir. Tiipler -20°°de gece boyu inkiibe edilerek DNA’nin ¢okmesi
saglanir. Inkiibasyondan sonra tiipler 12000 g’de 10 dk. santrifiijlenir ve DNA
coktiirilir. DNA pelleti 500 pl %70 etanol ile 12000 g’de 5 dk. santrifiijlenerek
yikanir. Siipernatant atildiktan sonra tiipler yaklasik 15-20 dakika kurumaya birakilir.
DNA 50 pl Low-TE tamponu i¢inde ve oda sicakliginda 2-3 giin birakilarak

¢oziindiiriiliir. DNA igeren tiipler -20°C derecede saklanabilir.

4.2. izole Edilen DNA’min Analizi

Izole edilen DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline dayanan
spektrofotometrik yontemler kullanilir. Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm
dalga boyunda maksimum absorbsiyon gosterir. Bu nedenle 260 nm’de Olgiilen

absorbsiyon degerleri (A260) saf olarak elde edilen niikleik asitlerin pg diizeyinde
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miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in 1 optik

dansitenin (OD) 50 pul/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli

DNA i¢in miktar tayininde ;

C (ug/ ml) = A260 x 50 x sulandirma faktorii

formiili kullanilir. Ayrica izole edilen DNA’nin ne kadar saf oldugu da dnemlidir.
Bu sebeple protein kontaminasyon varligi, her izolasyon isleminden sonra kontrol
edilmesi gereken bir parametredir. Protein kontaminasyonunun yiliksek olmasi,
sonrasinda uygulanacak PZR isleminde sorunlara sebep olur. Proteinler 280 nm
dalga boyunda maksimum absorbsiyon gosterirler. Bdylece 260 ve 280 nm’de
Olgiilen degerler kullanilarak A260/A280 orani hesaplanir. Saf DNA’da bu oran
1,75-1,80in iizerinde olmalidir. Olgiimlerde UV gegirgen kuvartz kiivetler kullanilir.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan bir
DNA pargasini ¢ogaltmak i¢in primerlerin kullanildigi yapay bir tepkimedir.
Amplifikasyon icin dnce DNA iki oligoniikleotid primer ve dort deoksiniikleotit
trifosfatin (ANTP) varliginda 95°C’ye kadar 1sitilarak denatiire edilir. Daha sonra 55°-
65°C arasinda bir 1siya disiiriilerek 6zgiil primerlerin komplementer dizilerine
yapigmast saglanir. Tipik bir PZR reaksiyonu ¢ogaltilacak DNA’yi, istenilen bolgeyi
hedefleyen ileri ve geri primerleri, reaksiyon tamponunu, MgCl,, dNTP’leri ve Taq
polimeraz enzimini igerir. Taq polimeraz aktivitesi i¢in serbest Mg+2 iyonlarina
ithtiya¢ duyulur. Reaksiyon tamponu enzim aktivitesi i¢in gerekli iyonlar1 igerecek
sekilde hazirlanir ve dNTP’ler de DNA sentezi icin gerekli niikleotidleri saglar.
Niikleotidler iki degerlikli katyonlar1 yakaladigi i¢in Mg*? konsantrasyonu niikleotid
konsantrasyonundan biraz daha fazla tutulmalidir. Mg+2 ve diger tuzlar primerlerin
kalip DNAya hibridizasyonunu da etkileyebilir. Son olarak 72°C’de DNA polimeraz
aktivitesi gosteren ve yliksek 1sidan etkilenmeyen Taq polimeraz enzimi, 5°-3’
yoniinde olmak tizere, ortamdaki niikleotidleri kullanarak, primerlerin 3 hidroksil
ucuna niikleotidleri yerlestirir ve boylece hedef DNA parcasinin bir kopyasi elde

edilir. Sekil 4.1’de PZR asamalar1 gosterilmistir. Bir PZR dongiisii denatiirasyon,
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baglanma ve uzamadan olusan {i¢ asamadan olusur. Her bir siklus sonucunda DNA

miktar1 Ussel olarak artar. Toplam dongii sayist genellikle 25-35 arasindadir

(Temizkan ve dig., 2004 :136).

DENATURASYON
94°C-97°C

SICAKLIK

CIFT ZINCIR DNA
25°%

47°C-60°C

Sekil 4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu asamalari

Polimeraz zincir reaksiyonunun kesin kosullart ve dongiliniin her bir

basamaginin siiresi kullanilan 6rnege, amplifiye olacak hedef bdlgenin uzunluguna

ve primer dizilerine baghdir. Tepkime kosullar1 degisken olup maksimum verim igin

optimizasyona gerek duyulur. Bu nedenle en uygun kosullarin saglanmasi i¢in PZR

bilesenlerinde diizenlemeler yapilir.

Bu ¢aligmada yapilan polimeraz zincir reaksiyonu sartlari Tablo 4.1. ve Tablo

4.2.°de verilmistir.

Tablo 4.1. PZR’da Kullanilan Malzemeler ve Miktarlari

Stok Konsantrasyon Kullamlan Miktarlar (uL)

(NH4),SO, Tampon 10X 2,5uL

MgCl, 25 mM 2,0 uL

dNTP 5mM 2,0 uL

Primer MnlIF 12,5 pmol/uL 1,0 uL

Primer MnlIR 12,5 pmol/uL 1,0 uL

Taq Polimeraz (5U/uL) 5U/uL 0,2 uL

DNA (ng) 30-50ng

Toplam Hacim (uL) 25 uL
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Tablo 4.2. PZR Is1 Dongiisti Sartlari

Asama Sicakhk Zaman
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 62°C 45sn
Uzama 72°C 45sn
Son Uzama 72°C 5dk
Dongii Sayist 30

4.4. Primer Dizayni

Calismada kullanilan Mnll geri primeri, yabanil alel i¢in polimorfik bolgede
T-»C niikleotid degisimi yaparak Mnll kesim bolgesi olusturmaktadir. Primerlerin
gen tlzerinde baglandiklari bolgeler internet tabanli elektronik PZR ile kontrol

edilmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

4.5. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesimi

Restriksiyon enzimleri veya diger adiyla restriksiyon endoniikleazlar g¢ift
zincirli DNA’y1 seker fosfat bagindan kopararak keser. Bu kesim ¢ift zincirin
karsilikli fosfat baglarinda simetrik veya asimetrik sekilde olabilir. Kesim simetrik
ise DNA pargalar1 herhangi bir sekilde birbirine tutunamayacag igin kiit uc olusur,
fakat enzim DNA’nin her iki zincirini tam karsilikli kesmemis ise yapiskan uclar
olusur ve bu uglardaki bazlar hidrojen bagi kurarak birbirine tekrar yapisabilir. Her
restriksiyon enzimi DNA iizerinde 4-6 baz ciftlik belirli diziyi tanir ve ancak bu
tanima bolgesi bulundugu zaman DNA’y1 bu bolgeden veya bu bolgeye belirli bir
uzakliktan ve de her tanima bolgesi icin bir kesim yapacak sekilde ayirir. Bu
bakimdan restriksiyon endoniikleazlari molekiiler biyolojide oldukca kullanigh
enzimlerdir ve glinlimiizde ¢esitli bakterilerden saflastirilan, farkli tanima bolgelerine
sahip, kor ve yapiskan uglu kesim yapabilen pek ¢ok restriksiyon enzimi ticari olarak

mevcuttur.

Farkl1 tanima bolgelerine sahip pek ¢ok enzimin var olusu bu enzimlerin ilgili
gen iizerinde olusan bir mutasyonu veya polimorfizmi taramak ic¢in sikca
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kullanilmasina olanak saglamistir. Teorik olarak bir gen {izerinde olusan nokta
mutasyonlari bir veya daha fazla restriksiyon enzimi i¢in tanima bolgesi olusturabilir
veya aksine, var olan bir tanima bolgesinin kaybolmasina sebep olabilir. PZR ile
cogaltilan ilgili gen bolgesi ¢esitli restriksiyon enzimleri ile in vitro reaksiyona
sokularak gen tiizerindeki polimorfizmler hakkinda yorum yapilabilir. Tipik bir
restriksiyon reaksiyonu PZR iiriinii, enzim tamponu, restriksiyon enzimi ve su igerir.
Reaksiyon tamponu son konsantrasyonda 1X olacak sekilde konur. Reaksiyon
sicaklig1 kullanilan restriksiyon enziminin optimum ¢alisma sicakligi olmalidir. Cok
yiiksek sicakliklar enzimin bozulmasina ve deaktivasyonuna yol acarken ¢ok diisiik
sicakliklarda enzimin aktivitesini diiglirlir veya tamamen durdurabilir. Yiiksek enzim
konsantrasyonu “star” aktivitesine yol acip spesifik olmayan fazladan kesimlere yol
acacagindan enzim konsantrasyonu kullanilan DNA miktarina goére dogru
ayarlanmalidir. Enzim konsantrasyonunun diisiik olmasi ise reaksiyon siiresini uzatir.
Reaksiyon siiresi, kullanilan enzim ve DNA orami ile enzimin tiirline baghdir.
Reaksiyonun siiresinin gereginden uzun tutulmasi yine star aktivitesine yol agabilir.
Bu yiizden enzim miktari, DNA miktar1 ve reaksiyon siiresi dogru ayarlanip optimize
edilmelidir. Bu tezde kullanilan enzimlerin optimize olmus reaksiyon sartlar1 Tablo

4.3.”de verilmistir.

Tablo 4.3. Restriksiyon Enzimi Kesim Sartlar

Kesim Enzimi 10X Mnll Toplam Sicaklik (°C) Siire (saat)
Tampon (10U/uL) Hacim (uL)
Mnll 0,2 uL 2,0 20 37 16

4.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi DNA parcalarmin molekiiler agirliklarina gore
ayrilmasmi saglar. Jeli hazirlamak icin agaroz 0,5 X TBE soliisyonunda yiiksek
sicaklikta ¢ozdiiriiliir. Cozelti 50°C’ye kadar sogutulup i¢ine Etidyum bromiir
(0.5mg/ml) eklenir. Etidyum bromiir DNA bazlar1 arasina baglanarak UV 15181
altinda floresan etki gosterir ve DNA’larin belirlenmesine yardimci olur. EtBr
eklendikten sonra cozelti jel kasetine dokiiliir. Orneklerin yiiklenebilmesi igin
taraklar yardimiyla kuyucuklar olusturulur. Ornekler BPB yiikleme tamponu ile son

konsantrasyon 1X olacak sekilde karistirilir ve mikropipet kullanilarak jeldeki
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kuyucuklara yiiklenir. Elektrik akimi verilmesi ile birlikte DNA anoda dogru hareket
etmeye baglar. Agaroz jeller genellikle 120 Voltta (V) 120 dakika yiiriitiiliir. Voltaj
yiikseldikge agaroz jelin ayirma etkisi azalir. DNA fragmanlarmin optimum
ayirimini saglamak icin 5V/cm akim uygulanmalidir. Elektroforez tamamlandiginda
DNA bantlart UV 15181 altinda gozlenebilir. Bu g¢alismada PZR ornekleri ve
restriksiyon enzimi kesim triinlerinin tamami %2’lik agaroz jelde EtBr boyamasi ile
UV 15181 altinda gozlemlenmis ve goriintiilenmistir. Restriksiyon enzimi kesiminde

Agaroz (Nu micropor, Prona) kullanilmustir.

4.7. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Dizi analizi yapilacak o6rnekler belirlenerek PZR ile amplifiye edilir. PZR
tirtinleri High Pure PCR Purification Kit (Roche) kullanilarak saflastirilir. Filtreli
tiipe 50 pl PZR iirlinii ile 250 pl baglanma tamponu eklenir. 1 dakika 14.000 rpm’de
santrifiij edilir. Siipernatant atildiktan sonra 250 pl yikama tamponu eklenir ve 1400
rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Bu asama ikinci kez 100 ul tampon eklenerek
tekrarlanir ve sonrasinda 100 pl eliisyon tamponu eklenerek 1 dakika bekletilir ve
14.000 rpm’de 1 dakika santifiij edildikten sonra siiziintii 0.2 pl’lik Eppendorf tiipe
aktarilir. %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek saflastirilan PZR {iriiniiniin varligi ve

miktar1 kontrol edilir.

4.8. Dizi Analizi

DNA dizi analizinde giiniimiizde birbirinden farkli iki yOntem
kullanilmaktadir. Bu iki yontem Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi
(Maxam ve dig., 1977) ve Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemidir (Sanger ve
dig., 1977). En yaygin kullanilan yontem ise Sanger-Coulson yontemidir. Bu yontem
enzimatik DNA sentezine dayanir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA zinciri
yeni sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak igin
Klenow, Tag DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi
kullanilabilir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin yani sira deoksiribozun
3’pozisyonunda OH grubu tasimayan dideoksiriboniikleozit trifosfatlar1 (ddNTP) da
substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin

katilmas1 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig: i¢in sentezi durdurur.
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Gilinlimiizde dizi analizlerinde otomatik dizileme sistemleri kullanilmaktadir.
Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart ¢alisma kosullar1 ve
elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir. Otomatik analizde
de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilir.
Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar
ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik iinitelerde
bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu
DNA’nin bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez
stiresince DNA’ya baglanan floresan boya 151k ile taranan bdlgeye geldiginde
uyarilir. Uyarillan boya kendisi igin karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri
yansitir. Yanstyan bu 1sik demeti bir dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen
veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6
bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (Sambrook et al., 1989).
Bu tez calismasinda dizi analizi islemleri lontek A.S. tarafindan yapilmustir.

Dizileme sonuglart ChromasPro programai ile gériintiilenmis ve analiz edilmistir.

4.9. Sperm Orneklerinin Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Ozel Istanbul Tiip Bebek Merkezinde, 2-7 giinliik cinsel perhiz sonrasi
hastalardan mastiirbasyon ile elde edilen semen o6rnekleri 30 dk oda sicakliginda
likefaksiyon i¢in inkiibe edilir. Semen analizi WHO 2010 kriterlerine gore yapilir.
Sperm hacmine serolojik pipet ile bakilir. Konsantrasyon ve hareketlilik analizi
makler kamera tizerine 10 pl semen Ornegi konularak 151k mikroskobunda 20X
objektif ile yapilir. Konsantrasyon analizi, yatay veya dikey yanyana 10 adet kare
igerisindeki spermler sayilarak yapilir, 10° ile carpilarak mililitredeki konsantrasyon
bulunur. Dogru analiz i¢in birbirinden uzak, 3 sira 10 kare sayilip ortalamasi alinir.
Total sperm sayis1 (konsantrasyon/ mililitre x hacim) 40x10° ve iizeri olan sperm
ornekleri normal olarak degerlendirilir. Hareketlilik analizi i¢in 100 adet sperm
sayilir, her bir sperm ileri hareketli, yerinde hareketli ve hareketsiz olarak tanimlanir.

Ileri hareketli sperm sayis1 %32 ve iizeri olanlar normal olarak degerlendirilir.
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4.10. Spermac'™ Boyama ile Sperm Morfoloji Degerlendirilmesi

Morfoloji analizi i¢in 10 pl sperm lama yayilacak, havada kurutulduktan
sonra SpermaCT'VI boya ile ilgili protokol izlenerek boyanir (10 dk fiksasyon, 2 dk A
boyasi, 1 dk B boyasi, 1 dk C boyasi). Morfoloji i¢in Kruger’in kesin kriterleri
(Kruger ve Coetzee, 1999: 172-182) kullanilarak degerlendirme yapilir.

4.11. Akridin Oran (AO) Boyama

Metanol:Asetik asit (3:1) fiksatifinde 16 saat inkiibasyon yapilir. 40 ml 0.1M
sitrik asit ve pH's1 %37°lik HCl ile 2.5 a ayarlanmis 2.5 ml 0.3M Na,HPO4 ve 10 ml
distile suyla hazirlanmis %]1°lik Akridin turuncusu karistirilarak boyama soliisyonu
hazirlanir. Bu soliisyonda karanlik ortamda ve calkalayicida diisiik hizda 5 dk sperm
yayilmis ve havada kurutulmus lamlar boyanir. 2 kez %1°lik PBS ile ¢alkalayicida
diisiik hizda 5 dk yikama yapilir. Lamlarin fazla suyu pegete ile alinir. Lamel
konulup kenarlar1 oje ile kapatilarak lamel sabitlenir. Kuruduktan sonra karanlik
ortamda floresan mikroskobunda 40x objektif ile miimkiin oldugunca ¢abuk sayim
yapilir. En az 100 adet sperm sayilir ve kirmizi ile yesil spermlerin orani ¢ikarilir.
Akridin turuncusunun absorbsiyonu (emisyon) 490nm, eksitasyonu yesil i¢in 530nm
turuncu i¢in 640nm’dir. Sari-turuncu-kirmizi boyanan spermler anormal kabul edildi
(sperm DNA's1 kirik, tek zincirli DNA). Yesil boyananlarin DNA’s1 saglam (¢ift

zincirli) olarak kabul edildi.

4.12. HBA® Sperm-Hyaluoronana Baglanma Tetkiki

Semen, tercihen 2-3 giinliik abstinensi takiben mastiirbasyonla elde edilmeli
ve temiz ve kuru bir kaba toplanmalidir. Sivilagmasi i¢in, semen 30 dakika boyunca
20-30°C’de tutulur. 30 dakika sonra hala agdali olan G6rnekler, insan tubal sivisi
(HTF) gibi esit hacimde bir sperm seyreltme araci ile seyreltilebilir. Semen 6rnegi

tizerindeki tetkiki toplanmasindan sonraki 3 saat icerisinde gergeklestirilir.

Tetkik 20-30°C’de gergeklestirilir. Oncelikle kaptaki semen 6rnegi karigtirilir
ve tetkik bolmesinin ortasina hacmi 7-10puL olan bir damla damlatilir. 45°C’lik
actyla lamel hava kabarcigi kalmadan {izerine yerlestirilir. En az 10, en fazla 20

dakika bekletilir. Ayn1 grid karesi icerisindeki, baglanmamis hareketli spermler ve
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baglanmis hareketli spermler sayilir. 10 dakika igerisinde tiim spermler devinimsiz
hyaluronan katmaniyla temas edip baglanacaktir. 20 dakika sonra zayif hareketli
spermler hareketliliklerini yitirebilir. Baglanmis hareketi spermler, asamali
hareketlerini durduracaklardir, ancak aktif kuyruk sallamalar1 devam edecektir. Olii
ya da hareketsiz spermlerde kuyruk hareketi goriilmez. Baglanmayan hareketli

spermler serbestge yiizerler.

Iyi bir tetkik hassasligi, baglanmis art1 baglanmamis hareketli sperm sayisi
100-200 arasindayken elde edilecektir. En azindan 100 sperm ya da 100 grid karesi
sayilincaya kadar, predominant hareketli sperm smift (baglanmis ya da
baglanmamig) sayilmalidir. Sayim yapildiktan sonra Hyaluronana baglanan sperm

yiizdesi hesaplanir.

Hyaluronan katmanina baglanan sperm yiizdesinin hesaplanmast :

% Baglanma = 100X Baglanmig Hareketli Sperm

Baglanmis Hareketli Sperm + Baglanmamis Hareketli Sperm

4.13. istatistikel Analiz

Genotiplerin, sperm konsantrasyonu, sayisi, hareketli sperm yiizdesi, ileri
hareketli sperm ylizdesi, spermlerin yerinde hareketlilik ylizdesi, DNA
fragmentasyonu, normal morfolojili sperm yiizdesi ve bas, kuyruk veya herhangi bir
diger morfolojik anomaliye sahip olma ylizdesi Olgiitleri agisindan anlamli bir
farklilik gosterip gostermediklerini incelemek amaciyla ilk olarak bu 6zellikleri
genotiplere dagilimlar agisindan normal dagilimda olup olmadiklart Shapiro-Wilk
testi (p<0,05->nonparametrik, p>0,05->parametrik) ile incelenmistir. Anlamlilik
seviyesi 0.05 olarak kabul edilmistir. Shapiro-Wilk testinin sonucuna gore drnekler
parametrik ve nonparametrik olarak ayrilmis ve parametrik Orneklerin gruplar arasi
dagilimlarindaki farkliliklar bagimsiz t-testi ve one-way ANOVA ile analiz edilirken,
nonparametrik  Olgiitler i¢in  Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri

uygulanmistir. Biitiin testler i¢in kabul edilen alfa seviyesi 0.05°tir.
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5.SONUCLAR

5.1.0rneklerin Tanmm

Bu c¢alismada hasta ve kontrol grubu olmak iizere iki Ornek grubu
kullanilmigtir. Kontrol grubunu dogal yolla dogmus, en fazla 7 yasinda ve en az bir
cocugu bulunan 234 fertil erkek birey olusturmustur. Cocuklarin yaslar1 1 ay - 7 yas
arasinda degismektedir, ortalamasi1 37 ayliktir. Kontrol bireylerin yaglar1 22-49 yas
arasindadir ve yas ortalamasi 32’dir. Yanak ici epitel hiicrelerinden DNA izolasyonu

sonrasinda 210 bireyin genotipleri belirlenebilmistir.

Hasta grubunu Ozel Istanbul Tiip Bebek Merkezi'ne infertilite tedavisi igin
bagvuran ve 1 yildir korunmasiz iliskiye ragmen ¢ocugu olmayan 277 infertil erkek
birey olusturmustur. Hasta bireyler sperm parametreleri WHO 2010 kriterlerine gore
secilmis infertil yetiskin erkek bireylerden olusturulmustur. Infertiliteye neden
olabilecek diizeltilebilir bir hastaligin (varikosel, enfeksiyon, inmemis testis, kanal
tikanikliklar1 ve ejakiilasyon bozuklugu) bulunmadigi ve 16kospermi olmayan
ornekler ile calisilmistir. Hasta bireylerin yaslar1 22-53 yas arasindadir ve yas
ortalamasi 35°tir. Bu bireylerden DNA izolasyonunu takiben 206 bireyin genotipleri
belirlenebilmistir. Buna ek olarak, sperm parametreleri degerlendirilmis sperm

orneklerinin lama yayimlar1 ve boyamalar1 yapilmistir.

Tiim hasta bireyler birlikte analiz edildikten sonra sperm parametrelerine gore
alt gruplara ayrilmis (oligozoospermi, astenozoospermi, teratozoospermi, sebebi
bilinmeyen) ve her grup kendi i¢inde ayrica degerlendirilmeye alinmistir. Buna ek
olarak infertil erkek bireylerden eslerinin yas1 37°den kiigiik olanlar (158 kisi) tekrar

gruplanarak analiz edilmistir.

Arastirmanin  yapilabilmesi igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan onay alinmis ve 18 yas iizeri

denekler bilgilendirilerek yazili onaylar1 sonrasinda 6rnekler toplanmistir.
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5.2.DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubunun DNA izolasyonu yanak i¢i epitellerinden
gerceklestirilmistir. Izolasyon sonrast DNA &rnekleri %1°lik agaroz jelde incelenmis
ve DNA’nin parcalanmadan elde edildigi gosterilmistir (Sekil 5.1). DNA
orneklerinin saflik ve konsantrasyon analizleri spektrofotometrik yontemlerle

belirlenmistir.

Sekil 5.1. izole edilen DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi.
5.3. DEFB126 geni Polimorfizm Taramasi

5.3.1. llgili Gen Bélgesinin Cogaltilmasi

DEFB126 genindeki CC delesyonunun belirlenmesi i¢in PZR-RFLP yontemi
kullanildi. Total genomik DNA’ daki DEFB126 geninin polimorfik bolgesi Mnll-F
ve Mnll-R kullanilarak amplifiye edildi. Elde edilen 202 bg’lik PZR iriinleri 100
bg¢’lik DNA markérii kullanilarak %2°lik agaroz jelde gorintiilendi (Sekil 5.2).

100 bg DNA markéni

100bg 1

500bg

100 bg

202 bg'lik PCR iriini

Sekil 5.2. 202 bg¢’lik PZR iiriiniiniin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (MM: master miks).
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5.3.2.Cogaltilan Gen Bolgesinin Restriksiyonu

PZR islemi ile ¢ogaltilan gen bolgesine Mnll enzimi ile 37°C’de gece boyu
bekletilerek restriksiyon islemi uygulanmigtir. Restriksiyon islemi ile referans
kodlama dizisinde CC delesyonu olup olmadigi saptanmistir. Bu gen pozisyonunda
Homozigot yabanil olanlar kesilir ve PZR iiriinii 190 ve 12b¢’lik fragmentlere ayrilir.
Delesyonlu allel degismez ve jelde 202 bg’lik tek bir bant gozlenir. Heterozigot
bireyler i¢in ise 190, 12 ve 202 bg¢ bantlar1 olustugu gozlenir (Sekil 5.3.). Fragment
uzunluklar birbirine ¢cok yakin olan 190 ve 202 bg’lik iiriinlerin ayirdedilebilmesi

icin Numicropore agaroz kullanilmigtir.

100 bg DN A markéni

500 bg

100 bg

Sekil 5.3. Mnll kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriiniimii.

5.3.3.Dizi Analizi

PZR-RFLP yontemi ile saptanan genotipler arasindan DNA dizi analizi ile
konfirme edilmek iizere rastgele olarak homozigot ve heterozigot Ornekler
secilmistir. Dizi analizi yapilacak DNA ornekleri PZR ile ¢ogaltilip saflastirilmistir.
Saflagtirilan PZR orneklerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile teyid edildikten

sonra dizi analizi islemi Iontek A.S. tarafindan gergeklestirilmistir. MnlI-F primeri
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kullanilarak yapilan dizi analizi sonuglar1 Codoncode Aligner ve Chromas Pro
yazilimlar ile incelenerek (Sekil 5.4.) restriksiyon sonuglari ile karsilastirilmis ve
PZR islemi ile ¢ogalan gen bolgesinin dogrulugu ile restriksiyon sonucu elde edilen
genotip bilgisinin dogrulugu kontrol edilmistir.

m

it

I

il
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Sekil 5.4. A) wt/wt B) del/del ve C) wt/del 6rneklerinin dizi analizi goriintiileri.

5.4. Sperm Morfoloji Tayini ve Baz1 Anormalilikler

Sperm morfolojisi i¢in boyama yapildiktan sonra 151k mikroskobu altinda 40x
biiylitmede sayim yapilir. Bunun sonucuna gore sperm morfojik tanis1 konur (Sekil
55-5.8).

Sekil 5.5. Bag anomalisi - Uzun bas ve diizensiz akrozom dagilimi, boyun anomalisi —
sitoplazmik droplet

Sekil 5.6. Boyun anomalisi-kinked
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Sekil 5.7. Kuyruk anomalisi - Dag defect

Sekil 5.8. Bas anomalisi (diizensiz akrozomal dagilim) ve boyun anomalileri ( kalin ve kirik boyun,
sitoplazmik droplet)

5.5. Sperm DNA Fragmentasyonu

Fertil erkeklerle farkli androlojik patoloji gdsteren infertil bireylerin
spermlerinin AO ile boyanmasinda literatiirde dikkat ¢ekici farkliliklar bulunmustur.
AO cift zincirli DNA varliginda niikleustan yesil floresan emisyonu yapar. DNA’nin

denatiire oldugu duurmlarda ise floresanin rengi sari-turuncu-kirmiziya dondsiir.

Boyama amaciyla 15 pl sperm lamlara yayilmis ve havada kurutulan lamlar
Metanol: asetik asit (3:1) fiksatifi igerisinde gece boyu bekletilmistir. 40 ml 0.1M
sitrik asit, 2.5 ml 0.3M Nay;HPO, (pH 2.5) ve distile suda ¢6ziilmiis 10 ml %1'lik AO
ile kanistirilarak boyama soliisyonu hazirlanmistir. Sperm yayimi yapilan lamlar bu
sollisyonda karanlik ortamda ve galkalayici iizerinde boyanmis ve ardindan iki kez
%1'lik PBS ile yikanmistir. Uzerine lamel kapatilarak sabitlenmistir. Floresan

mikroskobunda 40X objektif ileyesil spermler 530 nm filtre, sari-turuncu-kirmizi
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spermler 640 nm filtre kullanilarak sayilmistir. Sari-turuncu-kirmizi boyanan
spermlerde DNA fragmantasyonu oldugu kabul yesil boyananlarin ¢ift zincirli
DNA’ya sahip olduklar1 kabul edilmistir (Sekil 5.9). Sari-turuncu-kirmizi spermlerin
toplaminin tiim spermlere oran1 hesaplanarak DNA fragmentasyon indeksleri (DFI)
hesaplanmistir. DNA fragmentasyonu varligi i¢in DFI >% 30 oran1 temel alinmistir

(Agarwal A. ve Said TM., 2004: 99).

Sekil 5.9. Akridin Oranj boyamasi sonrasinda spermlerin floresan mikroskop ile analizi. 1:hasarsiz-
yesil, 2: az hasarli-sar1, 3 orta hasarli-turuncu, 4: ¢ok hasarli-kirmiz1 hiicre

5.6. Verilerin Istatistiksel Analizi

5.6.1. Erkek Infertilitesinde Es Yas1 Gozetmeksizin Istatistiksel Analiz

DEFB126 geninde yer alan delesyon polimorfizminin arastirilmasi amaciyla
hasta ve kontrol gruplari igin PZR-RFLP yontemiyle belirlenen genotiplerin dagilimi
incelenmistir ve her iki grup da Hardy Weinberg dengesinde bulunmustur (Tablo

5.1-5.3).

Tablo 5.1. Genotip frekanslari

genotip
wit/wt wit/del del/del Toplam
Kontrol 34 107 69 210
Hasta 32 93 81 206
Toplam 66 200 150 416
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Tablo 5.2. Kontrol Grubu Igin Hardy Weinberg Dengesi

Genotip Gozlenen Beklenen
Homozigot yabanil 34 37
Heterozigot 107 102
Homozigot varyant 68 71
X? = 0,559883575
p = 0,454307
Tablo 5.3. Hasta Grubu I¢gin Hardy Weinberg Dengesi
Genotip Gozlenen Beklenen
Homoziot yabanil 32 30
Heterozigot 93 97
Homozigot varyant 81 79
X?=0,379786312
p=0,537718

Cevresel faktorler olarak sigara ve alkoliin infertiliteye etkisi ki-kare tesi ile
belirlemigtir. Shapiro-wilk testi ile sperm Olgiitlerinin genotiplere gore normal
dagilimda bulunup bulunmadigina bakilmistir. p<0,05 ise parametrik olmayan,
p>0,05 ise parametrik test kullanilmigtir. Normal dagilim goéstermeyen olgiitlerin
genotiplere gore anlamli sekilde farklilik gosterip gostermedigi Kruskal-wallis testi
ile, dominant, resesif, aditif ve genotipik modeller kullanilarak belirlenmistir. infertil

ve fertil bireylerin sigara ve alkol kullanma sayilar1 Tablo 5.4 ve Tablo 5.5’de

gosterilmistir.

Tablo 5.4. Sigara icen ve icmeyen bireylerin frekanslari

sigara
sigara- | sigara+ Total
kontrol 77 156 233
grup
hasta 135 133 268
Total 212 289 501
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Tablo 5.5. Alkol igen ve igmeyen bireylerin frekanslart

alkol
alkol- alkol+ Total
kontrol 150 83 233
grup
hasta 206 62 268
Total 356 145 501
Sigara ve alkol kullannmmin erkek infertilitesi ile iliskisi anlamli

bulunmustur, ancak test istatistiklerine gore koruyucu etkinin varlig: tespit edilmistir.

Biyolojik ac¢idan bu yorum dogru olmayacagi igin erkek infertilitesinde genotipik

etkilerin ¢evresel etkilerden daha 6n planda olmasi ve ¢evresel etkileri maskeledigi

distintilebilir (Tablo 5.6). Dominant model analizi sonucuna gore erkek infertilitesi

ile polimorfizm arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,016295) ve delesyon

alelinin koruyucu etkisinden (OR=0,619) bahsedilebilir. Genotipik modelde de

heterozigot genotip erkek infertilitesi ile iliskilendirilmis (p=0,005) ve yine

heterozigotlugun koruyuculugu (OR=0,548)

modellerde infertilite ile hastalik iliskisi bulunmamustir.

saptanmistir (Tablo 5.6). Diger

Tablo 5.6. Genotipik ve ¢evresel etkiler ile infertilite iligkisi

Etki OR p %95CI
Sigara 0.487 1 0,000098 | (. 339-0.700
Alkol 0.586 0.004413 0.385-0.837
Dommant | 0,619 | 0,016295 0,422-0,909
Resesif 1.311 0.192280 0.883 —1.947
Aditif | 0857 | 0.176 0.685-1.072
Genotinik Wd 0,548 0,005 0,358-0.836
TEROUPIR TDd0.730 | 0.174 0,464-1,149

fark bulunamamuistir (Tablo 5.7).
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Tablo 5.7. Genotipler ile hamile kalim iliskisi

Etki OR P %%95CT
Wwd 1.956 | 0.088 0.904-4.234
Genotipik | p4 1859 | 0.123 0.845-4.090
Dominant 1.909 0.084 0.957 -3.81
Resesif 1.023 0.948 0.55— 1.947
Aditif 1.344 0.138 0.909-1.988

Higbir parametre normal dagilim gostermedigi (Shapiro-Wilk p degeri <0,05)
icin 3 genotip arasinda sperm konsantrasyonu, hacmi, sayisi, genel hareketlilik, ileri
hareketlilik ve AO ile boyanma oranlar1 6lgiitleri Kruskal-Wallis testi ile incelenmis
ve sadece genel ve ileri hareketliligin genotip dagilimlar1 arasinda farklilik gosterdigi
belirlenmistir (sirasiyla p=0,16 ve p=0,004). Bu farkliligin miktar1 ve hangi gruplar
arasinda oldugu TUKEY HSD testi ile post-hoc ¢oklu karsilastirmalar yapilarak

belirlenmistir.

Hastalarin ortalama sperm genel hareketlilik yiizdesi %47,56’dir (Min:0,5,
Max:75 SS:15,6). Genel hareketlilik genotipler arasi farklilik gostermektedir (N:272,
H(2):8,288, p=0,016) (Sekil 5.10).

60—

kS —_

307

Mean hareket

204

o T T T
ww wel dd

genotip1
Error Bars: 95% ClI

Sekil 5.10. Hareketliligin genotiplere gore dagilimi
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Homozigot yabanil ve homozigot mutant genotipe sahip kisiler arasinda
sperm hareketliligi onemli olglide farklilik gostermektedir (ortalama fark: 7,321,
p:0,005 %95CI 1,87-12,77). Homozigot yabanil genotipe sahip kisilerde sperm
hareketliligi ortalama %7,321 daha fazladir (Ortalama hareketlilikyw:%50,98,

Ortalama hareketlilikgy4:%43,66) (Tablo 5.8).

Tablo 5.8. Sperm hareketinin genotiplere gore karsilagtirilmasi

(1) () tlean Std. Sig. 95% Confidence Interval
genotipl  genotipl ifference (I- [Error Lower Upper
T) Bound Bound
wd 3.583 2,243 248 -1.70 8.87
ww )
dd 7,321 2,312 005 1.87 12,77
| WW -3.583 2,243  [248 -8.87 1.70
W
dd 3.738 2,346 [250 -1.79 9.27
WW 7,321 2,312 005 -12.77 -1.87
lad
wd -3.738 2.346 250 -9.27 1.79

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Hastalarin (N:270) ortalama sperm ileri hareket yilizdeleri %31,27°dir (Min:2,
Max:55 SS:12,83). Ileri hareketlilik genotipler aras1 farklilik gdstermektedir (N:270,
H(2):11,098, p: 0,04) (Sekil 5.11).

40+

l ©

20

Mean ilerihareket

o T T T
ww wl cld

genotip1
Error Bars: 95% CI

Sekil 5.11. leri hareketliligin genotiplere gére dagilimi
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Homozigot yabanil ve homozigot mutant genotipe sahip kisiler arasinda
sperm ileri hareketliligi 6nemli 6l¢iide farklilik gostermektedir (ortalama fark: 6,429,
p=0,002 %95CI=1,97-10,89). Homozigot yabanil genotipe sahip kisilerde sperm ileri
hareketliligi ortalama % 6,429 daha fazladir (Ortalama ileri hareketliliky:%34,45,
Ortalama hareketlilikg4:%628,02) (Tablo 5.9).

Tablo 5.9. Sperm ileri hareketliligin genotiplere gore karsilastiriimasi

(1) genotipl ~ (J) genotipl | Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
(1-3) Lower Bound | Upper Bound
wd 3,651 1,840 ,118 -,68 7,99
Ww *

dd 6,429 1,891 ,002 1,97 10,89

ww -3,651 1,840 ,118 -7,99 ,68

dd 2,778 1,919 ,318 -1,75 7,30

ww 6,429 1,891 ,002 -10,89 -1,97

wd -2,778 1,919 ,318 -7,30 1,75

Anlamlilik seviyesi <0,05

Sperm morfolojisinin, normal morfolojiye sahip olanlar, bas anomalisi,
kuyruk anomalisi ve boyun anomalisi olanlar olarak genotiplere gore dagiliminda

istatistiksel olarak bir anlamlilik gdzlemlenmemistir.

Hasta grubu dominant modele goére gruplandirilip sperm Olgiitleri agisindan
incelendiginde spermlerin genel ve ileri hareketliligin yani sira AO ile boyanma
oranlar agisindan da farklilik gésterdigi belirlenmistir (Tablo 5.10, Sekil 5.12, Sekil
5.13); (Unareket:6938,5 Z:-2,570, p:0,01 -  Uilerinareket:6492, Z:-3,121, p:0,002-
Uboyanma:84,5 Z:-2,06, p:0,039) .

Tablo 5.10. Biitiin hasta grubunda dominant gruplamaya gére sperm 6lgiitlerinin farklilig:

konsantras | hacim say1 hareket Tleri boyanm | normal Bas Kuyruk Boyun
yon hareket a anormal anormal anormal

Mann- 8101.500 | 8702.500| 7948.500| 6938.500| 6492.000| 84.500]5274.000| 5281.500 4957.000 5009.000
Whitney U

25306500 | 1355350 | 2334850 | 22163.50 | 21543.000| 129.500 | 8677.000 | 13666.500 13213,000| 13394000
Wilcoxon W

0 0 0

A -1.602 -414 -1.001 -2.570 -3121 | -2.060 -035 -,018 -.678 -503
Asymp. p .109 679 317 010 ,002 039 972 .986 498 615
Exact p 049°
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Sekil 5.12. Biitiin hasta grubunda dominant gruplamaya gore sperm hareketliligi
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Sekil 5.13. Biitiin hasta grubunda dominant gruplamaya gore sperm boyanmast
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Hasta grubu resesif modele gore gruplandirilip sperm o6lgiitleri agisindan

incelendiginde

gruplarin

belirlenmistir (Tablo 5.11).

hicbir

Olgit

agisindan

Tablo 5.11. Biitiin hasta grubunda resesif gruplamaya gore sperm odlgiitlerinin farklilig

farklihlk  gostermedikleri

konsantrasyon [ hacim say1 hareket fleri |boyanma| normal Bag Kuyruk | Boyun
hareket anormal | anormal | anormal

Mann- 5393.500(5278.500( 4657.500 [ 4430.500|4350.500| 166.000]2611.500]2618.500|2564.000]2722.500
Whitney
U
Wilcoxon 9048.500 | 8848.500] 8060.500 | 7833.500) 7753.500 [ 376.000 | 4627.500 | 6896.500 [ 6750.000 [ 4867.500
w
Z -.660 -.602 -1.199 -1.660 -1.770 - 438 -1.054 -1.028 -1.112 -.622
Asymp p 509 547 231 097 077 662 292 304 .266 534
Exact 696°
Sig. p

Tiim hastalar i¢in yapilan ve yukarida belirtilen analizler, hastalar arasindan

sadece oligozoospermili olanlar i¢in ayrica uygulanmistir, genotipler ile infertilite

arasinda modellerin higbiri ile anlamlilik bulunamamustir (Tablo 5.12-5.13).

Tablo 5.12. Oligospermili hastalarda genotipik ve gevresel etkiler ile infertilite iligkisi

Etki OR p %95CI
Sigara 0.682 0.096 0. 443 1.050
Al 5. )
Alkol 0.624 0.052 0.392-0.992
Dominant 0.923 0.808 0.574-1.483
Resesif 1.308 0.285 0,823 -2.077
Aditif 1.042 0.769 0.790-1.376
Wd 0,799 0.398 0.474-1.345
Genotipik
Dd 1.062 0.831 0.612-1.841
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miktari,

Tablo 5.13. Oligospermi hastalarda genotipik etkiler ile hamile kalim iligkisi

Etld OR P 0495CT
5 -
Wd 2,083 0.354 0.441.9.844
Genotipik
Dd 0.893 0.886 0.190-4.186
Domiant 1.359 0.730 0,325 -5.686
Resesif 0.556 0.418 0,190 -1.621
Aditif 0.708 0.546 0,383-1,660

Oligospermi hasta grubunda genotipler ve sperm konsantrasyonu, hacmi,

sayis, hizi ve AO ile

gostermemektedir (Tablo 5.14).

boyanma

Olciitleri

acisindan  farklilik

Tablo 5.14. Oligospermi hastalarda sperm parametreleri ile genotip iliskisinin hipotez testi 6zeti

Null hipotez Test p Karar

1 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki Bagimsiz 6rnekler ,245 Null hipotez
konsantrasyon dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

2 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki hacim | Bagimsiz 6rnekler ,950 Null hipotez
dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

3 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki say1 Bagimsiz 6rnekler ,183 Null hipotez
dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

4 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki Bagimsiz 6rnekler ,144 Null hipotez
hareket dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

5 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki ileri Bagimsiz 6rnekler ,096 Null hipotez
hareket dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

6 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki AO Bagimsiz 6rnekler ,708 Null hipotez
boyanma dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

Anlamlilik seviyesi 0,05

Sperm morfolojisinin, normal morfolojiye sahip olanlar, bas anomalisi,

kuyruk anomalisi ve boyun anomalisi olanlar olarak genotiplere gore dagiliminda

istatistiksel olarak bir anlamlilik g6zlemlenmemistir (sirastyla p=0,153; 0,152; 0,280;

0,931).
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Oligospermi hastalarinin dominant gruplandirmaya gore sperm sayisi,

hareket, ileri hareket ve sperm konsantrasyonu karsilastirilmistir. Analiz sonuglar

sayl, konsantrasyon, hareket ve ileri hareket parametrelerinin anlamli farklilik

gosterdigini ortaya koymustur (Tablo 5.15 , 5.16). Gruplar aras1 farkliliklar Sekil

5.14-5.17°de gosterilmistir.

Tablo 5.15. Oligospermi hastalarmin dominant gruplandirmaya gore sperm parametrelerinin analizi

hacim sayl hareket ilesi boyanma | normal Bas | Kuyruk | Boyun | komsanirasyon

harekst anormal | anormal | ancrmal
Mann-Whitney U | 1717,000 | 1160,500 | 1081000 ( 1053,000 ( 12,000 | 671,500 | 668,500 | 857,000 | 808,500 1217.500
z -742| -2.880 3187 -3.240 -728( -1.593| -1.820| -1.518( -248 -3.430
p A58 004 Rili] | 00 A6 A1 105 28 ,808 00

Tablo 5.16. Oligospermi hastalarinda anlamli bulunan sperm parametrelerinin dominant gruplamaya

gore kargilastiriimasi

Olciit Ortalama %95CI Minimum | Maximum
Sperm sayist WW + WD 114,37 78,02-150,72 1 420
Sperm sayisi DD 64,36 49,1-79,63 0 350
Sperm hareketliligi WW + WD 50,41 45,26-55,55 10 70
Sperm hareketliligi DD 39,89 36,17-43,61 5 70
Sperm ileri hareketlilgi WW + WD 34,05 29,47-38,63 5 55
Sperm ileri hareketlilgi DD 24,92 22,10-27,75 2 55
Sperm konsantrasyonu WW + WD 40,67 29,92-51,42 0,5 110
Sperm konsantrasyonu DD 244 18,73-30,08 01 100
g ;
g 100
S0 .
o T T
ww +wd dd
dominant
Error Bars: 95% Cl
Sekil 5.14. Oligospermi hastalarinda dominant gruplamaya gore sperm sayisi farklilig
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Sekil 5.15. Oligospermi hastalarinda dominant gruplamaya gore sperm hareketi farkliligi
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Sekil 5.16. Oligospermi hastalarinda dominant gruplamaya gore sperm ileri hareketliligi farklilig
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Sekil 5.17. Oligospermi hasta grubunda dominant gruplamaya gore sperm konsantrasyonu farkliligi
Oligospermili hastalar resesif gruplandirmaya gore hicbir Ol¢iit acisindan

farklilik gostermemektedir (Tablo 5.17).

Tablo 5.17. Oligospermi hasta grubunda resesif gruplamaya gore sperm parametrelerinin analizi

hadm 51 harskst Den boyanma | pormal | Bas | Bk | Diger | konsanitas
hareket mnormal | aormal | amommal | vom

Manz- 1657500 | 1225500 [ 1070,500 | 1141500 17,000 | 357,500 | 350000 | S16,000( 305,000 | 1500000
Whitney

1]
£ =110 -1498| -LTA0| -1 -462| -LMa| -L193| -l59) 4825 - 856
P B03 134 086 T3 A4 206 J3l 531 a1

Infertilite sebebi aciklanamayan hastalarda da aym analizler yapilmustir.
Genotipik etkiler ile infertilite ve hamile kalim ile iliskisi bulunmamuistir (Tablo 5.18,

5.19)
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Tablo 5.18. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda genotipik ve ¢evresel etkiler ile kisirlik iligkisi

Etki OR p 295CI
Sigara 0.458 0.000167 0.306-0.685
Alkol 0.588 0.18 0.38-0.909
Dominant 0.95 0,888 0.546-1.652
Resesif 1.297 0,272 0.844-1993

Aditif 1.115 0.473 0.829-1.5
- . Wd 0.832 0.539 0.462-1498

Genotipik

Dd 1.132 0.692 0.614-2.084

Tablo 5.19. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda genotipik etkiler ile hamile kalim iligkisi

Etki OR P 95C1
587 «
Wd 0.587 0,394 0.172-1.998
Genotipik
-
Dd 0.833 0.781 0.242-2.909
Domuinant 0.694 0.574 0.22-2.189
Resesif 1.247 0.671 0.537-2.892
Adinf 1.011 0,971 0.562-1.817

Inferlite sebebi bilinmeyen hastalar genotiplerine gére gruplandirilip, sperm
konsantrasyonu, hacim, sayi, hareketlilik ve ileri hareketlilik agisindan
incelendiginde genotiplerin bu Olgiitler agisindan anlamli bir farklilik gostermedigi

belirlenmistir (Tablo 5.20).
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Tablo 5.20. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda sperm parametreleri ile genotip iliskisinin hipotez
testi zeti

Null hipotez Test p Karar

1 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki Bagimsiz 6rnekler ,968 Null hipotez
konsantrasyon dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

2 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki hacim | Bagimsiz 6rnekler ,873 Null hipotez
dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

3 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki say1 Bagimsiz 6rnekler ,560 Null hipotez
dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

4 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki Bagimsiz 6rnekler ,462 Null hipotez
hareket dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

5 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki ileri Bagimsiz 6rnekler ,299 Null hipotez
hareket dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

6 Genotip 1’in tiim kategorilerdeki Bagimsiz 6rnekler ,757 Null hipotez
boyanma dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

Anlamlilik seviyesi 0,05

Sebebi  bilinmeyen infertiliteye sahip hastalar genotiplerine  gore
gruplandirildiginda sperm morfoloji 06zelliklerinde bir farklilik belirlenmemistir

(Tablo 5.21).

Tablo 5.21. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda genotipe ile sperm morfolojisinin hipotez testi dzeti

Null hipotez Test p Karar

1 .
Genotip 1’in tiim kategorilerdeki normal | Bagimsiz 6rnekler ,532 Null hipotez
sperm dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

2 e . . - . :
Genotip 1’in tiim kategorilerdeki bas Bagimsiz 6rnekler ,321 Null hipotez
anormal dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

3 .
Genotip 1’in tiim kategorilerdeki kuyruk | Bagimsiz 6rnekler ,567 Null hipotez
anormal dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

4 .
Genotip 1’in tiim kategorilerdeki boyun | Bagimsiz 6rnekler ,524 Null hipotez
anormal dagilimi aynidir. Kruskal Wallis testi korunur.

Anlamlilik seviyesi 0,05

Sebebi bilinmeyen infertiliteye sahip hastalar dominant modele gore
gruplandirildiginda higbir 6zellik acisindan anlamli bir farklilik belirlenmemistir

(Tablo 5.22). Diger modellerin uygulanmasinin da uygun olmadig1 goriilmiistiir.
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Tablo 5.22. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarin dominant modele gore sperm parametrelerinin

incelenmesi
harim 5371 harzket boyanms | nommal Ewmik | Boym | konsanfrasyon
anormal | anormal
Mann- 1657500 ( 1225500 3 17,000 557,50 516,000 | 595000 1600,000
Whimey 0
U
E -11% -l4ng| - - 462 -1LI10 -1.508 -.625 -834
P JB0E 134 S 226 131 532 3az

5.6.2. Erkek Infertilitesinde Es Yas1 Gozetilerek Istatistiksel Analiz

Es yasinin 37’den biiyiik oldugu vakalar analiz dis1 birakilarak ve hasta grubu

oligozoospermi, astenozoospermi, teratozoospermi ve sebebi agiklanamayan infertil

hastalar olmak iizere daha fazla gruba ayrilarak analizler detaylandirilmistir.

Es yasinin 37’den kiiglik oldugu tiim hastalar ele alindiginda, bu grubun HW

dengesinde oldugu bulunmustur (Tablo 5.23).

Tablo 5.23. Hasta Grubu igin Hardy Weinberg Dengesi

Genotip Gozlenen Beklenen
Homoziot yabanil 23 22
Heterozigot 72 74
Homozigot varyant 63 62
X2 =0,108409049
p =0,741963

Genotipik ve ¢evresel etkiler ile infertilite iligskisi Tablo 5.24’de, hamile kalim

ile iligkisi Tablo 5.25°de, DNA fragmentasyonu ile iligkisi ise Tablo 5.26°te

gosterilmistir. Genetik etkiler ile infertilite, hamile kalim ve DNA fragmantasyonu

arasinda iliski bulunmamustir.
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Tablo 5.24. Genotipik ve ¢evresel etkiler ile infertilite iligkisi

Etki OR p 295CI
3z - g g
Sigara 0.432 0.000026 0. 291 -0.641
- £27 A
Alkol 0.532 0.004019 0.345-0.820
Dominant 1.134 0.668132 0.638-2.014
Resesif 1.355 0.192280 0.882 —2,082
Aditif 1.202 0.233 0.888-1.627
. .. Wd 0,995 0.986 0.542-1.826
Genotipik
Dd 1.350 0.351 0.719-2.534

Tablo 5.25. Genotipik etkiler ile hamile kalim iliskisi

Etki OR p 2095CI
Wd 0.703 0.489 0.259-1.907
Genotipik

D(l 0.750 0.577 0.273-2.060

Dominant 0.725 0.500 0. 284 -1.850
Resesif 0.976 0.944 0.496 — 1.923
.. o ) .
Aditif 0.909 0.694 0.565-1.462

Tablo 5.26. Genotipik etkiler ile DNA fragmentasyonu iligkisi

Etki OR 1] 2095C1
Dominant 0.714 0.782 0.066-7.788
Resesif 1.33 0.888 0.198 — 6.486
Aditif 0.979 0.973 0.282-2.397
. . Wd 0.615 0.719 0.044-8.703
Genotipik
Dd 0.800 0.862 0.065-9.919

Bu hasta grubuna ait sperm parametreleri degerlendirmelerinin genotiplere

gore dagilimlar1 Tablo 5.27°de gosterilmistir
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Tablo 5.27. Sperm parametrelerinin genotiplere gore dagilimlar

Konsantrasyon (milyon/ml)

Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww | 31,27 | 21,65-40,91 | 19,35 4 65
wd 37,59 30,25-44,94 | 24,73 1 85
dd 38,84 29,28-48,40 | 31,83 1 120
Hacim (ml)
Ortalama %95ClI SS Minimum | Maksimum
wWw 2,88 2,38-3,39 1,02 1,5 5
wd 3,19 2,89-3,49 0,99 1,5 6
dd 2,72 2,36-3,07 1,18 0,7 5,5
Sayi (milyon)
Ortalama %95ClI SS Minimum | Maksimum
ww 91,78 56,65-126,91 | 70,64 12 275
wd 118,28 90,95-145,61 | 92,01 4 420
dd 101,6 74,01-129,2 | 91,856 2 480
Hareketlilik (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww | 51,67 | 47,3256,02 | 874 35 70
wd 50,87 47,86-53,88 | 10,12 25 70
dd 48,22 44,07-52,38 | 13,82 15 75
ileri Hareketlilik (%)
Ortalama %95ClI SS Minimum | Maksimum
ww 34,72 30,68-38,77 8,13 20 50
wd 33,37 30,21-36,53 | 10,649 15 50
dd 31,33 27,69-34,98 | 12,126 10 55
Yerinde Hareketlilik (%5)
Ortalama %95CI SS Minimum | Maksimum
ww 16,94 15,21-18,68 3,48 10 25
wd 17,5 16,3-18,7 4,04 10 30
dd 16,89 15,41-18,37 | 4,919 5 30
Normal (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
wWw 3,39 1,84-4,93 3,1 0 12
wd 3,17 2,30-4,05 2,94 0 14
dd 2,58 1,96-3,2 2,07 0 8
Bas Anormal (%)
Ortalama %95ClI SS Minimum | Maksimum
ww 96,91 95,07-98,16 3,1 88 100
wd 96,83 95,95-97,70 2,94 86 100
dd 97,42 96,80-98,04 2,07 92 100
Kuyruk Anormal (%)
Ortalama %95ClI Ss Minimum | Maksimum
ww 20,33 13,39-27,47 | 14,36 6 55
wd 18,78 14,04-23,52 15,96 1 74
dd 18,93 15,40-22,47 | 11,76 1 57
Boyun Anormal (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
wWw 32 22,09-41,91 19,93 3 73
wd | 39,04 | 33,61-44,48 | 18,29 5 84
dd 33 28,91-37,09 | 13,60 10 70
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Biitiin 6l¢iitlerin hem genotiplere hem de dominant ve resesif genetik model
gruplandirmalarina gore farkliliklar1 incelenmistir. Parametrik dlgiitlerin 2’den fazla
kategoriye (genotipik model) gore farkliligi tek yonlii varyans analizi ile (tek yonlii
ANOVA), 2’li kategorizasyonlara (dominant ve resesif model) gore dagilimi ise
iliskisiz grup t-testi (independent t — test) ile analiz edilmistir. Tek parametrik
olmayan &lgiit olan “yerinde hareketlilik” ise genotipik dagilim agisindan Kruskal-
Wallis, dominant ve resesif modellere gore ise Mann-Whitney-U testi ile
incelenmistir. 2’den fazla kategori i¢eren analizlerde anlamli farkliliklarin derecesi
ve yonii post-hoc c¢oklu karsilastirma testlerinden TUKEY HSD testi ile
belirlenmigtir. Konsantrasyon, hacim, sayi, hareket, ileri hareketlilik, normal
morfoloji yiizdesi, bas morfolojisi anormal yiizdesi, kuyruk morfolojisi anormal
yiizdesi ve diger morfolojik anormalligi olan spermlerin yiizdesi Olgiitleri genotipik
gruplarda farkliliklar1 agisindan tek yonlii varyans analizi ile incelendiginde herhangi
bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 5.28). Yerinde hareketlilik dlgiitiiniin genotipler
arast farkliligi Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis ve anlamli bir farklilik
belirlenmemistir (H(2): 1,452 p:0,484)

Tablo 5.28. Sperm parametrelerinin genotipik karsilagtirmasi

Olciit df(grup.grupici) F p
Konsantrasyon 2,155 0.589 | 0.556
Hacim 2.153 0.607 | 0.546
Sayi 2.148 0.354 | 0,702
Hareket 2.147 0.563 | 0.570
Mleri hareket 2.149 0.681 | 0,508
Normal 2.109 0.837 | 0.436
Bas anormal 2.109 0.837 | 0.436
Kuyruk anormal 2,108 0.033 | 0.968
Boyun anormal 2.108 1.998 | 0.141

Konsantrasyon, hacim, sayi, hareket, ileri hareketlilik, normal morfoloji
yiizdesi, bas morfolojisi anormal ylizdesi, kuyruk morfolojisi anormal yiizdesi ve
boyun morfolojik anormalligi olan spermlerin yiizdesi dominant gruplandirmaya
gore farkliliklart agisindan bagimsiz 6rneklem t - testi ile incelendiginde herhangi bir
farklilik belirlenmemistir. Levene varyans esitligi testi sonuglarina gore (biitiin

karsilagtirmalar i¢in p>0.05) varyanslar esit kabul edilmistir (Tablo 5.29).
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Tablo 5.29. Sperm parametrelerinin dominant gruplandirmaya gore incelenmesi

Olciit t df p
Konsantrasyon | -1.036 | 156 | 0.302
Hacim 0.787 | 154 | 0.433
Sayi - 756 | 149 | 0.451
Hareket 0.404 | 148 | 0.686
fleri Hareket | 0.512 | 147 | 0.609
Normal 0.880 | 110 ] 0,381
Bas Anormal -0.880 | 110 | 0.381
Kuyruk Anormal | 0.108 | 109 | 0.914
Boyun Anormal | -1.016 | 109 | 0.312

Ayni olciitler i¢in farkliliklar resesif gruplandirmaya gore incelendiginde yine
anlamli bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 5.30). Diger morfolojik anomali orani
(Levene testi p:0,008) hari¢ biitlin karsilagtirmalar i¢in varyanslar esit kabul
edilmistir (Levene testi p>0.05).

Tablo 5.30. Sperm parametrelerinin resesif gruplandirmaya gore incelenmesi

Olciit t df p
Konsantrasyon | -0.662 156 0.509
Hacim 0.990 154 0.324
Savi 0.100 149 0.921
Hareket 1.064 148 0.289
Tleri Hareket 1,165 147 ] 0.246
Normal 1.209 110 0.229
Bas Anormal -1,209 110 0.229
Kuyruk Anormal | -0.178 109 0.859
Boyvun Anormal 1.273 | 108.895 | 0.206

Yerinde hareketlilik hem dominant hem de resesif gruplandirma agisindan
farklilik gostermemektedir. (Dominant gruplandirma ic¢in U:1238 Z:-0,901 p:0,368,
resesif gruplandirma i¢in U:2562,5 Z: -0,445 p:0,657).

Sigara ve alkol kullanan bireyler analiz dis1 birakilarak sadece genetik
etkilerin erkek infertilitesi ile iliskisi de arastirilmistir. Ancak aditif, kodominant,
dominant ve resesif model analizi sonuglarina gére anlamli bir iligki bulunamamistir

(Tablo 5.31).
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Tablo 5.31. Genotipik etkilerin infertilite ile iligkisi

Etla Genotip B SE. Wald i | sie | Exp@®
Aditif Wirwt 121 251 233 1| 629 1.129
Sabit _252 360 489 1| 4s4 777

Wt/wt 242 2] ss6

Wi/del 078|532 021 1| 8s4 1.081
Kodominant Del/del 23| 544 168 1 682 1.250
L sabi _123] 199 382 1| 536 884
Dominant dominant -.259 547 224 1 636 172
Sabit 134 sis 067 1| 796 1143
Resesif resesif 140 344 165 1 684 1.150
Sabit -140] 216 A18 i It 870

Yukarida belirtilen hasta grubunun i¢inden oligospermili hastalar se¢ildiginde
ve genetik modeller uygulandiginda genetik etkilerin hastalik ile (Tablo 5.32),
hamile kalim ile (Tablo 5.33) ve DNA fragmantasyonu ile (Tablo 5.34) iliskisi
bulunmamastir.

Tablo 5.32. Oligospermi hastalarda es yas1 gozetildiginde genotipik ve cevresel etkiler ile infertilite
iligkisi

Etki OR p %95CI
Sigara 0,736 0,318 0. 402 -1.346
Alkol 0.621 0.157 0.320-1.206
Dominant 1,150 0.742 0.500-2,648
Resesif 1,516 0,181 0.823-2.794
Aditif 1.281 0,273 0.823-1.992
Wd 0.949 0,909 0.390-2.313
Genotipik
Dd 1.458 0,412 0.592-3.592
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Tablo 5.33. Oligospermi hastalarda es yas1 gozetildiginde genetik etkiler ile hamile kalim iligkisi

Etki OR P 9495C1
Wd 0,303 |0.197 0.049-1 861
Genotipik | 0367 | 0,279 0.060-2.252
Dominant 0.333 0.208 0. 060 -1.844
Resesif | 0.894 | 0.843 0.290—2.757
Aditif 0725 | 0.425 0,329-1.598

Tablo 5.34. Oligospermi hastalarda es yas1 gozetildiginde genetik etkiler ile DNA fragmentasyonu
iliskisi

Etki OR p 2%95C1
Dominant 0.333 0.501 0.14-8.182
Resesif 0.200 0.278 0.011-3.661
Aditif 0.420 0.321 0.076-2.324
. . Wd 1 1 0.020-50.394
Genotipik _
Dd 0.200 0.368 0.006-6.664

Sadece oligospermili hastalardan olusan grupta, sperm konsantrasyonu,
hareketli sperm yiizdesi, ileri hareketli sperm yiizdesi, spermlerin yerinde hareketlilik
yiizdesi, DNA fragmentasyonu, normal morfolojili sperm yiizdesi ve bas, kuyruk
veya herhangi bir diger morfolojik anomaliye sahip olma yiizdesi Olgiitleri

genotiplere dagilim agisindan normal dagilim géstermektedir (Tablo 5.35).
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Tablo 5.35.
dagilimlari

Oligospermi hastalarda es yas1 gozetildiginde sperm parametreleri ve genotiplere

Konsantrasyon (milyon/mil)

Ortalama %95CI SS Minimum | Maksimum
ww 8,33 -1,07-17,73 3,78 4 11
wd 5,43 0,60-10,26 | 5,77 1 16
dd 6,36 357915 | 415 1 16
Hacim (ml)
Ortalama %95CI SS Minimum | Maksimum
ww | 2,83 1,39-4,26 | 0,57 25 3,5
wd 3,31 2,60-4,01 0,84 1,5 6
dd 2,33 1,63-3,03 | 1,04 0,7 4
Sayi (milyon)
Ortalama %95Cl sS Minimum | Maksimum
ww | 24,83 -4,30-53,97 | 11,73 12 35
wd | 14,69 4,49-24,89 | 12,20 4 39
dd 13,15 7,74-18,57 | 8,067 2 28
Hareketlilik (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww 43,33 24,36-62,31 | 7,638 35 50
wd | 40,00 | 3453-4547 | 6,54 30 50
dd | 31,82 23,69-39,95 | 12,09 15 50
ileri Hareketlilik (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww 26,67 12,32-41,01 | 5,77 20 30
wd | 23,75 18,88-28,62 | 5,82 15 30
dd | 1864 | 14,11-23,17 | 6,74 10 30
Normal (%)
Ortalama %95CI SS Minimum | Maksimum
ww | 1,67 5,55-8,84 | 2,88 0 5
wd 2,50 0,66-4,34 2,20 0 6
dd 0,82 0,02-166 | 1,25 0 4
Bas Anormal (%
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww | 9833 |91,16-105,50 | 2,88 95 100
wd 97,50 95,66-99,34 | 2,20 94 100
dd | 9918 | 98,34-100,02 | 1,25 96 100
Kuyruk Anormal (%)
Ortalama %95Cl 5SS Minimum | Maksimum
ww | 2667 | -26,05-79,38 | 21,22 12 51
wd | 25,75 10,28-41,22 | 18,49 5 58
dd | 27,27 | 21,64-32,91 | 839 15 43
Boyun Anormal (%)
Ortalama %95Cl 5SS Minimum | Maksimum
ww | 27,67 | -30,93-86,26 | 23,58 3 50
wd | 41,75 25,98-57,52 | 18,86 20 72
dd 30,91 21,97-39,85 | 13,30 11 50
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Oligospermili alt grupta sperm sayis1 hari¢ biitiin 6l¢iitlerin hem genotiplere
hem de dominant ve resesif genetik model gruplandirmalarina gore farkliliklar
incelenmistir. Higbir Olgiit genotipik gruplarda farklilik gostermemektedir (Tablo
5.36).

Tablo 5.36. Sperm o6lgiitlerinin genetik modellere gére grup i¢i farkliliklar:

Olciit df (grup.grupici) F P
Konsantrasyon 2.51 0,233 | 0.793
Hacim 2.49 1.187 | 0.314
Hareket 2.43 0.546 | 0.583
fleri hareket 2,42 0.672 | 0.516
Normal 2.21 1,646 | 0.217
Bas anormal 2.21 1.646 | 0.217
Kuyruk anormal 2,21 0.116 | 0.891
Boyun anormal 2.21 1.454 | 0.256

Oligospermi hastalarda es yas1 gozetildiginde, hem dominant hem de resesif
gruplamaya gore normal morfolojili sperm yiizdesi hari¢ biitiin 6lgiitler normal
dagilim gostermektedir (p>0.05). Normal morfolojili sperm yiizdesi Ol¢iitii dominant
gruplamaya gore dagilimi Mann-Whitney U testi ile incelenmis ve anlamli bir
farklilik belirlenmemistir (Ugominant:28,5, Z:-0,278, p:0,781 Ujesesir:46,5, Z:-1562,
p:0,118) (Tablo 5.37)

Oligospermi hastalarda es yasi gozetildiginde, dominant gruplamaya gore
hicbir ol¢iit farklilik géstermemektedir. Levene varyans esitligi testi sonuglarina gore

(biitiin karsilagtirmalar i¢in p>0.05) varyanslar esit kabul edilmistir.

Tablo 5.37. Sperm élgiitlerinin dominant gruplamaya goére farkliliklarinin belirlenmesi

Olciit t df | p
Konsantrasyon 0.123 | 52 | 0,903
Hacim 1.492 | 50 | 0.142
Hareket 0.660 | 45 | 0.513
ileri Hareket 0.506 | 44 | 0.615
Normal 0.237 | 43 | 0.815
Bas Anormal -0.237 | 22 | 0.815
Kuyruk Anormal | 0.695 | 22 | 0.736
Bovun Anormal | 0.639 | 22 | 0.378
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Ayni olgiitler i¢in farkliliklar resesif gruplandirmaya gore incelendiginde yine
anlamli bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 5.38). Normal morfolojili ve bas
anomalili sperm yiizdesi (her iki 6l¢iit icin de Levene testi p:0,009) hari¢ biitiin

karsilastirmalar i¢in varyanslar esit kabul edilmistir (Levene testi p>0.05).

Tablo 5.38. Sperm olgiitlerinin resesif gruplamaya gore incelenmesi

Olciit t df p
Konsantrasyon | -0.589 52 0.559
Hacim 0.899 50 0.373
Hareket 1,009 44 0.318
fleri Hareket 1.171 43 0.248
Normal 1,791 | 16.808 | 0,091
Bas Anormal -1.791 | 16.808 | 0.091
Kuyruk Anormal | -0.457 22 0.652
Boyun Anormal | 0.961 22 0.347

Tim hasta grubunun iginden sadece astenozoospermili hastalar segilerek

analizler tekrarlanmistir (Tablo 5.39 , 5.40).

Tablo 5.39. Astenospermili hastalarda es yasi gozetildiginde genotipik ve cevresel etkiler ile
infertilite iligkisi

Etki OR P 2095C1

Sigara 0.446 0.072 0.182 -1.095
Alkol 0.728 0.525 0.272 -1.947

Dominant 0.966 0.958 0.265-3.519
Resesif 1.3 0.602 0.483 — 3.501
Aditif 1.128 0.741 0.554-2.298
Genotinik Wd 0.847 0.814 0.213-3.374
P Dd 1.150 0.847 0.280-4.726
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Tablo 5.40. Astenospermili hastalarda es yas1 gozetildiginde genetik etkiler ile hamile kalim iligkisi

Etki OR p %95CT
wd
5 - -
0.667 0.501 0.039-8.11.285
Genotipik
Dd 0.667 0.501 0.039-8.11.285
Dominant 0.667 0.762 0. 048 -9.189
Resesif 0.889 0.906 0.125 - 6.310
Aditif 0.851 0.812 0,224-3.226

Bu grupta hamile kalan olmadig1 i¢in genotipik ve dominant OR degerleri
esittir. Bu gruba dahil edilen 6rmekler arasinda sadece 3 tanesi icin AO boyamasi

yapilabildigi i¢in istatistiksel analizi yapilmamistir.

Astenozoospermili hastalar i¢in sperm parametreleri ve genotiplere gore

dagilimlar1 Tablo 5.41’de gosterilmistir.
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Tablo 5.41. Sperm parametrelerinin temel 6zellikleri ve genotip dagilimlar

Konsantrasyon (milyon/ml)

Ortalama %95CI SS Minimum | Maksimum
ww | 22,33 14343031 | 3,21 20 26
wd | 59,25 45,41-7308 | 8,69 50 70
dd | 49,00 3.97-94,02 | 2829 16 85
Hacim (ml)
Ortalama %95Cl S5S Minimum | Maksimum
ww 3 0,51-5,48 1 2 4
wd 3,25 2,22-4,27 0,64 2,5 4
dd 2,37 1,18-3,56 0,75 1,5 3
Sayi (milyon)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww 65 29,95-100,04 | 14,10 52 80
wd 203 109,41-296,58 | 58,81 150 280
dd | 102,62 | 39,92-165,32 | 39,40 48 135
Hareketlilik (%)
Ortalama %95Cl S5S Minimum | Maksimum
ww | 43,33 24,36-62,31 | 7,638 35 50
wd | 40,00 34,53-4547 | 6,54 30 50
dd | 31,82 23,69-39,95 | 12,09 15 50
ileri Hareketlilik (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww - - - - -
wd | 2875 24,77-32,72 | 2,5 25 30
dd 27,5 22,90-32,00 | 2,88 25 30
Normal (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww | 5,33 2,46-8,20 1,15 4 6
wd 7 2,89-11,11 | 2,58 4 10
dd 4,5 2,91-6,09 1,25 4 6
Bas Anormal (%)
Ortalama %95ClI SS Minimum | Maksimum
ww | 94,67 91,80-97,54 | 1,15 94 9%
wd | 93,00 88,89-97,11 | 2,58 90 9%
dd | 95,50 93,91-97,09 1 94 96
Kuyruk Anormal (%)
Ortalama %95Cl SS Minimum | Maksimum
ww | 20,67 _5,90-47,23 | 10,69 14 33
wd | 16,50 | -21,52-54,52 | 23,89 1 52
dd 13,00 -4,33-30,33 10,89 26
Boyun Anormal (%)
Ortalama %95ClI SS Minimum | Maksimum
ww | 20,67 24,4865,82 | 18,17 6 41
wd | 31,25 0,77-63,27 | 20,12 5 48
dd | 38,00 12,11-63,89 | 16,26 20 59
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Sadece astenospermili hastalardan olusan grupta, hareketli sperm yiizdesi ve
ileri hareketli sperm yiizdesi hari¢ (p<0,05) biitiin Slgiitler genotiplere goére normal
dagilim gostermektedir. Hi¢ bir parametrik Olgiit genotipik gruplarda farklilik
gostermemektedir (Tablo 5.42).

Tablo 5.42. Sperm o6lgiitlerinin genetik modellere gore grup i¢i farkliliklari

Olciit df (grup.grupici) F P
Konsantrasyon 2.15 1.1 0.358
Hacim 2.15 0.366 | 0.700
Sayvi 2.15 1.869 | 0.189
Normal 2.8 2.007 | 0.197
Bas anormal 2.8 2.007 | 0.197
Kuyruk anormal 2.8 0.176 | 0.842
Boyun anormal 2.8 0.774 | 0.493

Genotipik gruplamaya gore non-parametrik Olciitler olan hareketlilik ve ileri
hareketlilik ise Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildiginde hareketlilik yiizdesinin
genotip gruplart arasinda farklilik gdsterirken, ileri hareketlilik oraninin anlamli bir
farklihk gostermedigi belirlenmistir  (Hareketlilik; H(2):6,284 p:0,043; Ileri
Hareketlilik H(2):3,213 p:0,201). Genotiplere gore farklililk gosteren sperm
hareketliligi yiizdesinde farkliligin miktari, yonii ve hangi genotipler arasinda
farklilik gosterdigini belirlemek iizere yapilan TUKEY hsd testinin sonuglarina gore
homozigot varyant genotipe sahip asteno spermili bireylerde sperm hareketliligi
heterozigot bireylere nazaran 6nemli 6l¢iide azalmistir (ortalama fark: %5,8 p:0,041).
Homozigot varyant genotipe sahip bireyler homozigot yabanil genotipli bireylere
kiyasla da azalmis hareketlilige sahip olsalar da bu farkin anlamlilig1 sinir degerdedir

(ortalama fark:%6,82 p:0,09) (Sekil 5.18).
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Sekil 5.18. Astenospermilerde sperm hareketliliginin genotiplerle karsilastiriimast
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Sadece astenospermili hastalardan olusan grupta, normal morfolojili ve
anormal bas morfolojili sperm yiizdesi hari¢ (p<0,05) biitiin Olgiitler dominant

gruplamaya gore normal dagilim gostermektedir.

Astenospermili grup dominant gruplama ile kategorize edildiginde
hareketlilik ve ileri hareketlilik ylizdesinin gruplar arasi1 farklilik gosterdigi
belirlenmistir (thareket(14):2,467 p:0,027 ortalama fark %3,33 ; tijerinareket(14):3,154
p:0,007 ortalama fark %3). Her iki karsilastirma igin de varyans esitligi kabul
edilmemistir (Levene test p degeri<0,05). Normal dagilimda olmayan Olgiitler
(normal morfoloji, anormal bag morfolojisi) dominant gruplamaya gore anlamli bir

farklilik gostermemektedir (Mann-Whitney U testi p degeri>0,05) (Sekil 5.19 , 5.20).

50,00

40,00

30,00

Mean hareket

20,00

10,00

T
ww wickdd

dominant

Sekil 5.19. Astenospermilerde sperm hareketliliginin dominant gruplandirmaya gore incelenmesi
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Sekil 5.20. Astenospermilerde sperm ileri hareketliliginin dominant gruplandirmaya gore incelenmesi
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Resesif gruplandirmaya gore hareketli sperm yiizdesi ve ileri hareketli sperm

yiizdesi hari¢ (p<0,05) biitiin oOl¢iitler normal dagilim gdstermektedir. Higbir

parametrik Olciit resesif gruplandirmaya gore farklilik gostermemektedir. Resesif

gruplamaya gore normal dagilim gdstermeyen genel ve ileri hareketlilik olciitleri

Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde genel hareketlilik yiizdesinin homozigot

varyantlarda 6nemli derecede azaldigi belirlenmistir (Unareketiik:12,5, Z:-2,494,
p:0,013 ; Ortalama sira(ww+wd): 11,86 Ortalama sira (dd):5,79) (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. Astenospermilerde sperm hareketliliginin resesif gruplandirmaya gore incelenmesi

Hasta grubu i¢inden sadece teratozoospermili hastalar secildiginde infertilite

(Tablo 5.43), hamile kalim (Tablo 5.44) ve DNA fragmentasyonu (Tablo 5.45, 5.46)

ile iliskisi bulunamamustir.

Tablo 5.43. Teratospermili hastalarda es yas1 gozetildiginde genotipik ve gevresel etkiler ile infertilite

iligkisi
Etki OR p 2095CI
Sigara 0.834 0.666 0. 365 -1.907
Alkol 0.520 0.169 0.202-1.339
Dominant 0.821 0.736 0.260-2.591
Resesif 0.817 0.689 0,304 -2.199
Aditif 0.858 0.647 0.446-1.652
Genotipik Wd 0.874 OAS_ET 0.261-2.924
Dd 0,739 0.656 0.195-2.795
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Tablo 5.44. Teratospermili hastalarda es yas1 gozetildiginde genetik etkiler ile hamile kalim iligkisi

Etki OR P 0%95CT
Wd 2 0.661 0.090-44,350
Genotipik -~
DA0.667 | 0.810 0.025.18.050
Dominant 1.333 0.849 0. 069 -25012
Resesif 0.381 0.383 0.043 —3.338
Aditif 0.643 0.588 0.130-3.176

Tablo 5.45. Teratospermi hastalarinin genetik etkiler ile DNA fragmentasyonu iliskisi

Etki OR p %95CI
Dominant 538491626 ! 0.000-
Resesif 1615474861 0,999 0,000 —

Aditif 0.999
634698145.402676 0,000 -
Wd 1 1 0.000 -

Genotipik

Dd 1615472020 1 0,000 -

Fragmentasyon ile iligkili sonug¢lar bu sekilde ¢ikmasinin sebebi orneklerin

dagilimindan kaynaklanmaktadir (Tablo 5.46).

Tablo 5.46. Teratospermi hastalarinin DNA fragmantasyonu ile genotip iligkisi

Say1
genotipl Total
WW wd dd
NF 1 2 1 4
DFI
F 0 0 1 1
Total 1 2 2 5

F: Fragmantasyonlu; NF: fragmente olmayan)
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Teratospermi grubunda biitiin Slgiitler genotipik gruplamaya gore normal
dagilim gostermektedirler. Genotipler bu hasta grubunda hicbir 6l¢iit agisindan
farklilik gostermemektedir. Biitiin karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi p
degeri 0,05ten biiyiiktiir. ileri hareketlilik disinda biitiin Sl¢iitler dominant gruplama

icinde normal dagilim gostermektedir.

Dominant gruplama agisindan Olgiitler farklilik gdstermemektedir. Biitiin
dlgiitler i¢in bagimsiz drneklem t-testi p degeri 0,05 ten biiyiiktiir. Ileri hareketlilik
de anlamli bir farklilik géstermemektedir (U:20 Z:-1,410 p:0,159).

Resesif gruplandirma igin biitiin Olgiitler normal dagilimdadir. Fakat bu
gruplamaya gore de anlamli bir farklilik yoktur, hi¢bir karsilastirma igin p degeri
0,05’ten kiiciik degildir.

Sebebi agiklanamayan ve es yasi gozetilerek gruplanan infertil erkekler i¢in
yapilan analizlerde, sigara ve alkoliin infertiliteye etkisi anlamli bulunmustur. Sigara
icen erkeklerin 6,1 kat, alkol kullananlarin ise 3,9 kat infertilite riskleri oldugu
saptanmistir. Genetik modellere gore ise genotiplerin infertilite, hamile kalim ya da

DNA fragmantasyonu i¢in olusturdugu bir risk bulunmamistir (Tablo 5.47-5.49).

Tablo 5.47. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda genotipik ve ¢evresel etkiler ile kisirlik iligkisi

Etki OR p 2%95C1
Sigara 6.117 0. 000047 5 234 -16.029
Alkol 3.848 0.023 1.115-13.283
Dominant 1.360 0.632 0.384-4.815
Resesif 1.449 0.396 0.613 —3.429
Aditif 1.314 0.400 0.696-2.482
Genotinik Wd1.176 0.812 0.310-4.464
P Dd 1.643 0.473 0.424-6.361

Tablo 5.48. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda genotipik etkiler ile hamile kalim iligkisi

Etki OR P 295CT

Wd 1615474791.612774 | 0.999 0.000-

Genotipik | 1y 969284874.967663 | 0.999 0.000-

Dominant | 1292380053.193313 0.999 0.000-
Resesif 0.960 0.965 0.156 — 5.900
Aditif 631 0.476 0.426-6.249
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Tablo 5.49. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda genetik etkiler ile DNA fragmentasyonu iligkisi

Etki OR p 295CI
Dominant - - -
Resesif 0.667 0.810 0.025 - 18.059
Aditif 0.667 0.810 0.025 — 18.059
. . Wd 0.667 0.810 0.025 — 18.059
Genotipik
Dd- - -

Sonuglarin ayni1 ¢ikmasinin sebebi; fragmantasyon degeri hesaplanan higbir

ornegin homozigot varyant olmamasidir.

Biitiin olgiitler genotiplere gore normal dagilimda ve higbir Slgiit farklilik

gostermemektedir (tek yonlii varyans analizi p degeri >0,05).

Hem dominant hem de resesif gruplamaya gore hacim, normal morfolojili ve
anormal bas morfolojili sperm yiizdesi disinda biitiin 6l¢iitler normal dagilimdadir.
Higbir 06l¢iit dominant gruplamaya gore farklilik gostermemektedir. Resesif
gruplamaya goére ise anormal morfolojili kuyruk ylizdesi anlamli bir farklilik
gostermektedir (Sekil 5.22). Bagimsiz 6rneklem t-testi sonucglarina gére homozigot
varyant grupta anormal kuyruk morfolojisi %7,87 daha fazla goriilmektedir (t(17):-
2,1; p:0,05; Homozigot varyant anormal kuyruk yiizdesi : %18,87, Homozigot

yabanil ve heterozigot anormal kuyruk yiizdesi : %11).
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Sekil 5.22. Sebebi bilinmeyen infertil hastalarda sperm hareketliliginin resesif gruplandirmaya goére
incelenmesi
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Sebebi bilinmeyen infertil hasta grubunda sigara ve alkol kullanan infertil bireyler
analiz dis1 birakilarak sperm parametrelerinin dagilimi incelenmistir. Kuyruk ve total
hareket hari¢ biitiin Olgiitler normal dagilim gostermektedir. Bu grupta sperm
parametreleri dagilimlarinin incelenmesi Tablo 5.50 , Tablo 5.51°de gosterilmistir.

Tablo 5.50. Sebebi bilinmeyen ve sigara-alkol kullanmayan infertil hastalarda sperm
parametrelerinin incelenmesi

ANOWVA
Sum of Squares df Mean Sguare F Sig. |

Between Groups 133.487 2 66,733 o7z B3t
konsantrasyon Within Groups B374.533 I 030,504

Total BS0E.000 11

Between Groups 2221 2 1,110 805 58T
hiacim Within Groups 16,508 o 1,824

Total 18.728 11

Between Groups 11087.158 2 5543.578 S04 G620
SaY1 Within Groups SRo82.008 g 10985,779

Total 110048, 1687 11

Betweean Groups 15,417 2 7,708 A28 881
ileriharekst Within Groups 540,833 g Gi0,083

Total 556,250 11

Between Groups 32,533 2 16,267 2473 165
NMORMAL1 Within Groups 38,487 B 6,578

Total T2.000 a8

Between Groups 32,533 2 16,267 2473 165
basancrmal Within Groups 30 487 a 8,578

Total T2.000 g

Between Groups 228.000 2 114,000 1.813 2T5
boyunanormal Within Groups 424 000 | g 708667 |

Total 652,000 | g |

Tablo 5.51. Sebebi bilinmeyen ve sigara-alkol kullanmayan infertil hastalarda total hareket ve kuyruk
anomalileri dagilimlarinin incelenmesi

Total hareket Kuyruk

anormal
Chi-Square ,630 3,869
df 2 2
Asymp. Sig. ,730 ,145

Sebebi  bilinmeyen infertil hastalar resesif gruplandirmaya  gore
gruplandiginda total hareket hari¢ tiim Olgiitler normal dagilim gostermektedir.
Istatistik test sonuglar1 Tablo 5.52, Tablo 5.53’de gosterilmistir.

79



Tablo 5.52. Sebebi bilinmeyen ve sigara-alkol kullanmayan infertil hasta grubunda resesif
gruplamaya gore sperm parametrelerinin analizi

Levene's Test t-test for Equality of Means
for Equality of
\ariances
F Sig. t df Sig. Mean Std. Error | 95% Confidence Interval
(2- Difference | Difference | of the Difference
tailed) Lower Upper
Equal variances |.135 [, 721 [-318 |10 57 |-5,33333 [ 16,75576 | -42,66750 |[32,00083
assumed
konsantrasyon
Equal variances -318 | 9983 | 757 |-5,33333 | 16,75576 |-42,67594 |32,00927
not assumed
Equal variances |.461 |[,512 [,995 |10 343 1,75000 715369 -,92934 242934
assumed
hacim
Equal variances 995 19,018 |,346 |,75000 75369 -,95447 245447
not assumed
Equal variances |,931 |[,357 [,791 |10 A47 | 46,50000 |[58,75441 |-84,41298 | 17741298
assumed
sayl
Equal variances 791 | 8561 [,450 [46,50000 |58,75441 |-87,45690 |180,45690
not assumed
Equal variances | 1,624 [,231 |[,194 |10 850 |.83333 429793  |-8,74306 1040972
ileri assumed
hareket Equal variances 194 8,973 1.851 83333 4.29793 -8,89376 10,56042
not assumed
Equal variances 4,286 |(,077 1,883 |7 102 13,30000 1,75296 -,84508 7,44508
assumed
NORMAL
Equal variances 1,688 | 3404 |.179 |3,30000 1,95533 -2,52521 912521
not assumed
Equal variances §4,286 |,077 [-1883|7 102 |-3,30000 [1,75296 | -7,44508 |,84508
Bas assumed
anormal Equal variances -1,688 | 3,404 [, 179 -3,30000 1,05533 -0,12521 2,62521
not assumed
Equal variances |,010 |[,922 [-1,178 |7 277 |-8,35000 [ 7,00001 -25,11521 |8,41521
Kuyruk assumed
anormal Equal variances -1,212 16,996 | 265 |-8,35000 |6,88882 -24 64133 | 7,94133
not assumed
Equal variances | 11,72 [,011 [-1634 |7 146 |-9,00000 (550844 |-22,02538 |4,02538
Boyun assumed 1
anormal Equal variances -1,482 13672 |,219 |-9,00000 |6,07179 |-26,46796 |8,46796
not assumed
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Tablo 5.53. Sebebi bilinmeyen ve sigara-alkol kullanmayan infertil hasta grubunda resesif
gruplamaya gore sperm total hareketi analizi

Hareket
Mann-Whitney U 18,000
Wilcoxon W 39,000
Z ,000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1,000°

Cogu olciit tek bir parametreli degisken haline geldigi i¢in dominant

gruplama incelenmemistir.
5.7. Sperm Hyaluronana Baglanma Tetkiki (HBA)

HBA skoru >% 80 ise normal olgunluktaki spermdir. Eger < % 80 ise azalmis

olgunluktaki spermdir (Tablo 5.54)

Tablo 5.54. Hyaluronan katmanina baglanan sperm yiizdesi

Baglanmis Baglanmamis % Baglanma
sperm Sperm
80 20 80
del/del 78 26 90
94 23 80.3
112 34 76.2
90 25 78

Bu caligmada 5 del/del genotipine sahip infertil erkek degerlendirilebilmis,
baglanma skorunun %80’in iizerinde ya da ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Ornek

say1s1 az oldugundan istatistiksel analiz yapilamamuistir.
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6. TARTISMA

Defensinler dogal immiin sistemle iliskili efektor peptidlerdir. insan
genomunda yaklagik olarak 40 beta defensin geni vardir. Defensinlerdeki genetik
degisimlerin erkek infertilitesi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. Baslangicta beta
defensinlerin dogal immun korumasiyla iliskili oldugu disiiniiliiyordu, fakat yeni
calismalar ile birlikte DEFB126’y1 da igeren birka¢ beta defensinin iireme
fizyolojisinde de rol aldig1 gosterilmistir (Tollner ve dig., 2008: 400-412).

DEFB126 0zel yapisal o6zellikleri olan bir molekiildiir, bu yap1 sisteince
zengin konikal bir beta-defensin ¢ekirdek motifi ve yiiksek miktarda glikozillenmis
bir karboksil ug¢ icerir. Kokensel olarak makaklarda bulunur ve adi epididimis-
spesifik protein ESP13.2 dir. Glikozillenmis bir polipeptit olan DEFB126, epididimis
tarafindan dretilir ve sperm ylizeyi tarafindan absorblanir, bu protein immiin
korumadan ve spermin kadin {ireme sistemindeki mukozal sivilarda verimli bigimde

hareket etmesinden sorumludur (Yudin ve dig., 2005: 1243-1252).

DEFBI126 yiiksek oranda siyalize olmus bir glikopeptiddir ve sperm
epididimis boyunca ilerlerken adsorblanir, DEFB126 burada sperm glikokaliksinin
bir ana bileseni haline gelir. Ve boylece servikal mukustaki sperm penetrasyonunu
kolaylastirir ve spermin yumurta kanali epiteline baglanmasina aracilik eder (Tollner

ve dig., 2008: 400-412).

DEFB126 geninin makaklarda bulunan biyolojik anahtar fonksiyonlari
sonucunda del mutant alelinin, Cin Japon, Avrupa ve Afrika (allel frekans1 0.44-
0.61) popiilasyon kohortlarinda yaygin oldugu goriilmiistiir (Tablo 6.1). Iki
niikleotidlik delesyon ile olusan ¢ergeve kaymasiyla meydana gelen genetik varyant,
mRNA’da nonstop bir mutasyon olusturur. Delesyon mutasyonu bakimindan
homozigot olan erkeklerin tirettigi spermlerdeki yiizey O-bagl oligosakkaritlerde bir

eksiklik olugur ve bu durum in vitro’da HA jelde penetrasyon zorlugu olusturur.
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Semen kalitesinin 6lgiimleri bakimindan (sperm yogunlugu, hareketli sperm
yiizdesi, ileri sperm hareketliligi ve sperm morfolojisi), WHO kriterlerine gore
normal goriinmektedirler. Populasyon bazli prospektif kohort analizlerine gore
del/del genotipi tasiyan erkekler, bu alleli wild-type tasiyan erkeklere gore daha az
fertillerdir. Bu nedenle DEFB126 genotipi erkek infertilitesinin degerlendirmesinde

kullanigh bir parametre olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Tollner ve dig., 2011).

Tablo 6.1. DEFB126 delesyon varyantinin farkli toplumlarda genotip frekanslari

Populasyon n wi/wt wi/del del/del
kohortu

Tiirk popiilasyonu (Bu calismada) 210 0.16 0.51 033
Cmn (Fertil Kohort) 638 0.29 0.51 0.19
Cm (HapMap) 45 0.33 0.49 0.18
Japon (HapMap) 45 0.22 0.56 022
Utah. Avrupa orjimi (HapMap) 60 0.16 0,58 0,25
Yoruba, Nyjerya (HapMap) 60 0,15 0.48 0.37
Ingiliz 91 0.21 0.60 0.19

DEFB126 delesyon varyantinin farkli toplumlarda genotip frekanslari
gosterilmigtir. Tiirk populasyonunda fertil kontrol icin allel frekanslar1 wt/wt: 0.16,
wt/del:0.51, del/del: 0.33 olup infertil erkek i¢in wt/wt: 0.16, wt/del: 0.45, del/del:
0.39°dur. Alel frekanslarinin etnik farkliliklar gdstermesi bu g¢aligmanin diger

popiilasyonlarda da tekrarlanmasini gerektirmektedir.

Yapilan calismada, erkeklerin DEFB126 proteinini kodlayan gende yiiksek
yiizdede tasidiklart bir fonksiyonel polimorfizmin infertiliteye katkis1i ve gebe
kalmadaki rolii arastirllmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda 206 infertilite gegmisine
sahip erkekten ve 210 saglikli bireyden alinan Orneklerle DEFB126 genindeki
delesyon polimorfizmi calisilmistir. Yapilan PCR-RFLP ¢alismalar1 sonucunda her

bir polimorfizmin alel frekanslar1 elde edilmistir. Bu alel frekanslarinin Hardy-
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Weinberg Dengesi’ne uygunlugu oOlgiilmiistiir. Ciftlerin infertilitesinde kadindan
kaynaklanabilecek tubal faktor, diisiikk over rezervi gibi faktorler elenerek sadece
erkek infertilitesi problemi olan Ornekler calismaya dahil edilmistir. Sonuglar
degerlendirilirken infertil erkeklerin eslerinin yasi1 gozetilerek (es yasi < 37 yas dahil
edilerek) iki farkli istatistiksel analiz yapilmigtir. Hasta ve kontrol gruplart HW

dengesinde bulunmustur.

Es yas1 gozetilmeksizin tiim hastalar dahil edilip erkek infertilitesinde
genotipik etkilere bakildiginda dominant model analizi sonucuna gore erkek
infertilitesi ile polimorfizm arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,016295) ve
delesyon alelinin koruyucu etkisinden (OR=0,619) bahsedilebilir. Genotipik modelde
de heterozigot genotip erkek infertilitesi ile iligskilendirilmis (p=0,005) ve yine
heterozigotlugun koruyuculugu (OR=0,548) saptanmistir (Tablo 5.6). Bu durum del
allelinin baska bir fonksiyonunun heterozigotlarda secici avantaj olusturdugunu
gosteriyor olabilir. Ornegin diger epididimal proteinlerin sperm yiizeyi ile etkilesim
yollarmi degistiriyor olabilir. Bir baska alternatif ise del allelinden, sperme bagh
kalmayan fakat verimlilige katki saglayan bir varyant gen {irlinii sentezleniyor

olabilecegidir (Tollner ve dig., 2011).

Tim hastalar dahil edilip sperm hareketliligine bakildiginda homozigot
yabanil ve homozigot mutant genotipe sahip kisiler arasinda sperm hareketliligi
onemli 6l¢iide farklilik gostermektedir (ortalama fark: 7,321; p=0,005; %95CI=1,87-
12,77); homozigot yabanil genotipe sahip kisilerde sperm hareketliligi ortalama
%7,321 daha fazla bulunmustur (Ortalama hareketlilikyw:%50,98 ve Ortalama
hareketlilikqg:%43,66). Es yast <37 olan infertil erkek grubunda ise iliski
bulunamamistir. Sperm ileri hareketliligine bakildiginda tiim hasta grubunda infertil
bireylerin homozigot yabanil ve homozigot mutant genotipe sahip kisiler arasinda
sperm ileri hareketliligi 6nemli Slglide farklilik gosterdigi goriilmektedir (ortalama
fark: 6,429, p:0,002 %95CI 1,97-10,89). Homozigot yabanil genotipe sahip kisilerde
sperm ileri hareketliligi ortalama % 6,429 daha fazladir (Ortalama ileri
hareketliliky:%34,45, Ortalama hareketlilikyy:%28,02). Es yas1 <37 olan infertil
erkek grubunda ise iliski bulunamamistir. Sonu¢ olarak es yast kriterini
gbzetmeksizin yapilan analizde homozigot varyant bireylerin sperm hareketliligi ve

sperm ileri hareketliliginde belirgin bir diisiis goriilmektedir. Bu da DEFB126 protein
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kilifinin servikal mukustaki sperm penetrasyonunda etkisi olduguna dair bulgulari
destekler (Tollner ve dig., 2008: 400-412). Kadin yas1i gozetmesizin DNA
fragmantasyonuna bakildiginda akridin turuncusu ile boyanma oranlar1 agisindan da
farklilik oldugu belirlenmistir (Upoyanma:84,5 Z:-2,06, p:0,039). Homozigot varyant ile
homozigot yabanil ve heterozigot olan bireyler karsilagtirildiginda akridin turuncusu
boyanmasi arasinda biiyiikk fark vardir, bu da delesyon polimorfizminin DNA
fragmantasyonu ile iligkisine isaret eder. Sigara ve alkol kullanan bireyler analiz dis1
birakilarak sadece genetik etkilerin erkek infertilitesi ile iliskisi de arastirilmustir.
Ancak aditif, kodominant, dominant ve resesif model analizi sonuglarina gore

anlamli bir iligki bulunamamastir.

Oligospermi grubunda es yas1 > 37 olan infertil erkek bireylerde homozigot
varyanta gore sperm sayisi, hareket, ileri hareket ve sperm konsantrasyonu farklilik
gostermektedir. Oligospermi sperm sayist azliginda meydana gelen bir durumdur.
Kadin yas1 > 37 olan infertil erkeklerde hareket ve ileri harekette dominat grupta

belirgin diislis goriilmektedir.

Astenospermi grubunda es yast < 37 infertil bireylerde hareketlilik yiizdesi
genotip gruplari arasinda farklilik gostermektedir (Hareketlilik; H(2):6,284 p:0,043).
Homozigot varyant genotipe sahip astenospermili bireylerde sperm hareketliligi

heterozigot bireylere nazaran dnemli 6lciide azalmistir (ortalama fark: %5,8 p:0,041).

Sebebi bilinmeyen infertilite grubunda, infertil erkek normal sperm
parametrelerine sahiptir, fakat fertilizasyon gerceklesememektedir. Bu ylizden bu
grupda genetik faktorler ile birlikte cevresel faktorler de degerlendirilmis ve ayrica es
yast <37 olanlar ele alinmis, dolayisiyla kadin faktdr olabilecegini diisiiniilen
durumlarin higbiri dahil edilmemistir. ilk olarak sigara ve infertilite icin bir
degerlendirme yapilmis ve aralarinda ¢ok kuvvetli ve anlamli bir iliski bulunmustur
(P=0,000047; OR= 6,117). Yapilan istatistiksel degerlendirmeye gore sigara igenler,
icmeyenlere kiyasla 6 kat daha fazla infertilite riski tagimaktadir. Sigaranin da
infertilite ile iliskisi pek ¢ok ¢alismada dogrulanmis ve infertilite i¢in bir risk faktorii
oldugu kabul gérmiistiir. Infertilite olusumu icin arastirilan diger bir ¢evresel faktdr
ise alkoldiir. Alkol ve infertilite arasinda da 6nemli bir iliski bulunmustur (P=0,023;
OR=3,848). Yapilan istatistiksel analize gore alkol kullananlar 4 kat daha fazla

infertilite riski tasimaktadir.
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Sebebi bilinmeyen infertilite grubunda anormal morfolojili sperm kuyruguna
sahip olanlarda anlamli bir farklilik gorilmektedir. Bagimsiz Orneklem t-testi
sonuclarina gére homozigot varyant grupta anormal kuyruk morfolojisi %7,87 daha
fazladir. Homozigot varyant anormal kuyruk yiizdesi : %18,87 iken, homozigot
yabanil ve heterozigot anormal kuyruk yiizdesi %11 bulunmustur. Sebebi
bilinmeyen infertil hasta grubunda sigara ve alkol kullanan infertil bireyler analiz dis1
birakilarak sperm parametrelerinin dagilimi incelenmistir. Kuyruk ve total hareket
hari¢ biitiin Ol¢iitler normal dagilim gostermektedir. Resesif gruplandirmaya gore
sperm parametreleri analiz edildiginde total hareket hari¢ biitiin 6l¢iitlerin normal

dagilimda oldugu goriilmiistiir.

DEFB126’ya biyolojik a¢idan bakmak insan {ireme sistemini daha iyi
anlamamiza katki saglar, hem de erkek infertilitesi icin tedavi ve teshis alanlarinda
ilerlemeye katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. infertil erkeklerin DEFB126
delesyon polimorfizmi bakimindan genetik analiz, fertilite miidahalelerine karar
verme konusunda yardimeci olabilir. Genotip analizinin yapilmasiyla, klinisyenler [UI
ve IVF gibi dogrudan miidahaleler konusunda daha segici olabilirler, boylece giftler
uzun sliren tetkiklerden, para ve zaman kaybindan kurtulmus olurlar. DEFB126
delesyon polimorfizminin erkek infertilitesine katkilarinin netlesmesi i¢in farklr etnik
gruplarda genotip ve alel frekanslarinin genis hasta gruplarinda ve tiim sperm

parametreleri ve ¢evresel faktorlerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.
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sorumlulugunda Dr.Faruk BENER, Giilgin GULEBENZER ve Himeyra SUBASIOGLU nun yardimer
aragtincihiklarinda “SEPTIN12, CRISP2,DEFB126 Genlerinin Erkek Infertilitesindeki Roliiniin incelenmesi®
baslikl akademik amach arastirma projesi hakkinda ilgi yazimz ve ekleri 05 Mart 2013 tarihinde toplanan Fakithemiz
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunca miizakere edilmis olup; etik agidan uygun olduguna karar verilmigtir,

Bilgilerinizi,durumun adi gegen anabilim dal bagkanhdna bildirilmesini arz ederim.

. Eki Prof.Dr.Fatis ALTINDAS '
1 dosya Klinik Aragtrmalar Btik Kugu! 2
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9. OZGECMIS

1989 yilinda Balikesir’in Gonen ilgesinde dogan Hiimeyra SUBASIOGLU,

ilk, orta ve lise egitimini Gonen’de tamamladi.

Yiiksek ogrenimini Hali¢ Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Bolimii'nde yaptt ve 2011 yilinda mezun oldu.

Yiiksek lisans egitimine Hali¢ Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Bolimi’nde devam etti.

95



