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KISALTMALAR

(NH4)2SO,4 . Amonyum stilfat

nl : Mikrolitre

pm : Mikrometre

ABP : Androjen baglayici protein
AMH : Antimiillerian hormon

AO > Akridin turuncusu

be¢ : Baz ¢ifti

BPB : Bromofenol mavisi
CENP-E : Sentromer protein E

CEU : Avrupa popiilasyonu

Cl : Gliven aralig1

CO, - Karbondioksit

DFI : DNA fragmentasyon indeksi
dNTP : Deoksi niikleotid trifosfat
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
EST : Ifade edilmis dizi etiketleri
EtBr : Etidyum Bromid

FGF-9 : Fibroblast biiylime faktorii-9
FSH : Folikiil stimiile edici hormon
g : Gram

HCB : Han Cinli popiilasyonu

Hm : Homozigot

Ht : Heterozigot

HW : Hardy-Weinberg

HWP : Hardy-Weinberg p degeri
JPT : Japon popiilasyonu

L - Litre

M : Molar

MgCl, -Magnezyum klortir

MIF : Miller kanali inhibi edici faktor
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OZET

SEPTIN12 ¢.474 G>A Polimorfizminin Erkek Infertilitesindeki Rolii

Infertilite giftlerin yaklagik %8-10"unda gdzlenen bir problem olup %50
oraninda erkek infertilitesi olarak karsimiza ¢ikar. Erkek infertilitesi %15-30 genetik
temellidir ve olgularin 6nemli bdliimiinde etiyoloji aydinlatilamamaktadir. Sperm
tretimi ve testikiiler fonksiyon ile iligkili genlerdeki bazi tek niikleotid
polimorfizmlerinin ¢evresel etmenlerle birlikte sperm sayisi ve hareketliliginde
azalmaya ve infertilite riski olusturduguna dair bulgular mevcuttur.

Bu tezde SEPTIN12 c.474 G>A polimorfizminin erkek infertilitesi ile iliskisi
164 fertil ve 115 infertil Tiirk bireyde incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplari
genotipleri agisindan kodominant, dominant ve resesif modeller karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. Hasta grubu sperm parametreleri
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Hasta ve kontrol gruplarinda sigara i¢gmeyen bireyler ayrica gruplanarak
genotip  frekanslar1  karsilagtinlldiginda  istatistiksel ~ olarak  anlamli  fark
bulunamamistir. Teratozoospermi grubunda boyun anomalileri ortalamalari,
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hareketli ve ileri hareketli sperm sayis1 ortalamalart agisindan kodominant modelle
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Dominant model ile tiim infertil ve

teratozoospermi gruplarinda boyun anomalileri, agiklanamayan infertilite grubunda

XI



konsantrasyon, total sperm sayisi, total hareketli sperm sayisi ve ileri hareketli sperm
sayist ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. A alleli
varhiginin aciklanamayan infertilite vakalarinda hem sperm konsantrasyonunu hem

de sperm hareketliligini olumsuz yonde etkiledigi saptanmustir.
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ABSTRACT

The Role of SEPTIN12 c.474 G>A Polymorphisim in Male Infertility

Approximately 8-10% of the couples are affected by infertility and in 50% of
the cases male infertility is involved. 15-30% of the male infertility cases have a
genetic basis, however, etiology is not clear in most of them. Together with
enviromental factors, some single nucleotide polymorphisms (SNP) in genes
involved in sperm production and testicular function are found to be risk factors for
infertility and cause lower sperm counts and decreased motility.

In this thesis, the association of SEPTIN12 c.474 G>A polymorphism with
male infertility was investigated in 164 fertile and 115 infertile Turkish individuals.
The genotypes of the patient and control groups are compared using codominant,
additive, dominant and recessive models, however, no statistically significant
difference was found. The patient group is classified according to sperm defects and
the effects of the genotypes on sperm parameters are examined. In the
teratozoospermia group, significant neck anomalies are detected in patients with GG
genotype, compared to those with GA genotype.

Nonsmoking infertile and fertile subjects were further grouped and genotype
frequencies are compared, however, no statistically significant difference is obtained.
In the teratozoospermia group, means of the neck defects; in unexplained infertility
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motile sperm count are found statistically significant using the codominant model
group. Using the dominant model, statistically significant results are found in all

infertile and teratozoospermia groups in terms of neck defects; in unexplained
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infertility group in terms of sperm concentration, total sperm count, total motile and
progressive motile sperm count. The presence of the A allele in the unexplained
infertility group is found to have a negative effect on sperm concentration and

motility.

Keywords: male infertility, SEPTIN12, c.474 G>A polymorphism, Turkish

population
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1. GIRIS

1.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi tireme hiicrelerini (gametleri, erkekte spermatozoon)
olusturan iireme organ testis (gonad) ve bu hiicreleri kadin {ireme sistemine ileten

iletici yollar ve eklenti bezlerinden olusur (Sekil 1.1).

Ureter

Vaz deferens'in
ampulla kism

Seminal vezikiil

Ejekulatuar kanallar

Prostat

Bulboiiretral bez

Prostatik iiretra Vaz deferens

Efferent kanallar
Rete testis Epididim

Seminiferdz
tiibiiller

Sekil 1.1. Erkek Ureme Sistemi (Balkan: 2006, Sekil 1°den degistirilerek
hazirlanmuistir.)

Iletici (genital) yollar epididim, vaz deferens, ejakulatuar kanallar ve
tretradan olusur. Testosteron hormonu kontroliinde salgilarim1 genital yollara
bosaltan ve ejakulat olusumuna katkida bulunan bezler ise seminal vezikiil, prostat

ve bulbotiretral bezlerdir (Yildirim, 2012: 247).



1.1.1. Testis

Testis, skrotum igerisinde yer alan, her biri 2,5x3x5 cm boyutlarinda ve
10-15 g agirliginda olan erkekte temel tireme organidir. Spermatozoon ve erkek seks
hormonlar1 olan androjenleri liretir. Fetal donemde karin boslugunda olan testisler
dogumdan hemen 6nce (35-40. haftalar) inguinal kanal ile skrotum igerisine inerler
(Elder ve Dale, 2011: 31; Yildirim, 2012: 247).

Testislerin normal fonksiyon goérebilmeleri i¢in viicut 1sisindan daha diisiik
bir 1s1ya (34-35°C) ihtiyaglar1 vardir. Scrotum yapisindaki ozellikler (derisinde yer
alan bol miktarda ter bezleri ve diger katmanlardaki kas lifleri) ile testislerin viicuda
yakinlagmasi veya viicuttan uzaklasmasini saglayarak 1s1 regiilasyonunu saglar
(Yildirim, 2012: 253; Mader ve Windelspecht, 2012: 369).

Her bir testiste 250-300 adet lobiil olup her lobiil igerisinde 1-4 adet
seminiferdz tiiblil olmak iizere tiim testiste 1000 kadar seminiferdz tiibiil bulunur
(Yildirim, 2012: 248). Bu tiibiiller spermatozoonlarin iretildigi yerlerdir (Sekil 1.2).
Tiibiiller birbirinden kan damarlari, birkag lenfosit, plazma hiicreleri ve interstisyel
hiicre (leydig hiicresi) kiimeleri iceren bag dokusu ile ayrilir (Elder ve Dale, 2011:
31). Interstisyel hiicreler puberte ile birlikte hipofiz bezi kontroliinde androjenleri

salgilayan endokrin hiicrelerdir (Yildirim, 2012: 248).

Interstisyel hiicre Sertoli hiteresi

vaz deferens

;, epididim

lobiil

testis

b. Seminiferdz tiibiller a. Testis

Sekil 1.2. Testis (a) ve seminiferdz tiibiillerin (b) yapisi (Mader ve Windelspecht,
2012: 370, Sekil 16.4’ten degistirilerek hazirlanmistir.)

Seminiferdz tiibiillerden kesit alindiginda epitelinde farkli matiirasyon
asamalarinda germ hiicreleri goriilebilir. Matiirasyonun erken safhalarindaki hiicreler

tabandaki membranda goriilirken daha ¢ok farklilasmis hiicreler tiibiil liimenine
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dogru goriiliir. Tiibiil epitelinde bir de germ hiicrelerini besledigi diisiiniilen
polimorfik, bol sitoplazmasi olan, niikleuslari soluk goriinen sertoli hiicreleri bulunur
(Elder ve Dale, 2011: 32) (Sekil 1.3). Sertoli hiicreleri puberteden sonra ¢ogalmazlar.
Tibiillerin yapisal organizasyonundan sorumludurlar (Ross ve Pawlina, 2011: 789).
Sertoli hiicreleri folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron reseptorleri
igerirler. Seroli hiicreleri testosteronu konsantre eden androjen baglayici protein
(ABP) ve FSH salinimini inhibe eden inhibin hormonu sentezlerler. Ayrica biiylime
faktorleri ve Miiller kanali inhibe edici faktor (MIF) gibi parakrin faktorler salgilarlar
(Ross ve Pawlina, 2011: 802).

bazal lamina

o
sertoli
tip A koyu renk hicresi
spermatogonivm

tip A agik renk (myeloid) hiscreler
spermatogonium  tip B
spermatogonium

Sekil 1.3. Seminiferoz tiibiil epiteli (Ross ve Pawlina, 2011: 791 Sekil 22.6’dan
degistirilerek hazirlanmistir.)

Seminiferdz tiibiiller daha sonra birbirleriyle agizlasmalar yaparak rete testisi
olusturular. Peritiibliler (myeloid) hiicrelerin hareketleriyle rete testise ulasan
spermatozoonlar buradan ¢ikan 10-20 adet eferent kanallar ile epididime ulastirilir
(Ross ve Pawlina, 2011: 791; Yildirim, 2012: 248).



1.1.2. Genital Yollar

1.1.2.1.Epididim

Bir kanal sisteminden ibaret olan epididim spermiumlar i¢in olgunlasma ve
depolama yeridir. Eferent kanallar ile bas kisma (caput) getirilen spermiumlar
epididimde 2-14 giin boyunca kalarak oositi dolleyebilecek kapasiteye erisip kuyruk
kisminda (cauda) depolanir (Yildirim, 2012: 248; Elder ve Dale, 2011: 32).

1.1.2.2.Vaz Deferens (Duktus Deferens)

Ampulla boliimii hari¢ kasli yapisi ile spermiumlarin sadece ejekulatuar
kanala dogru iletimini saglar. Ejekulatuar kanal olusumuna katilmadan hemen 6nce

bulunan ampulla kismi1 spermiumlar igin depolama yeridir (Yildirim, 2012: 249).

1.1.2.3.Ejakulatuar Kanallar

Vaz deferens ve seminal vezikiil ile prostat bezi i¢eriginin karistirilip ejakulat

(semen, meni) olarak iiretradan figkirtilmasini saglar (Yildirim, 2012: 250).

1.1.3. Genital Bezler

Testosteron hormonu kontroliindeki bu bezlerin genel olarak gorevi
spermlerin beslenmesi, hareketinin arttirilmasi, semenin likefaksiyonu ve vajinanin
asidik ortaminin nétralizasyonudur (Yildirim, 2012: 250).

Bu bezlerin hipofonksiyonu veya enfeksiyonu sonucu ortaya ¢ikan seminal
l6kositler nedeniyle semen vizkozitesi artar bu da sperm konsantrasyon ve
hareketliliginin diigmesine neden olur. Erkeklerin %12-29’unda goriilen bu durum

fertiliteyi olumsuz yonde etkiler (Du Plessis ve dig., 2013)

1.1.3.1.Seminal Vezikiil

Seminal vezikiil, ejakulatin %60-70’ini olusturan fruktoz ve diger besleyici
maddelerce zengin hafif alkalik vizkdz bir sivi salgilar (Yildirim, 2012: 250).
Salginin bir fonksiyonu da kadin tireme sistemindeki immiin aktiviteyi baskilamaktir
(Zhang ve Jin, 2007).

Salgiladig1 koagiilan semenogelin proteini prostat bezinden salgilanan prostat
spesifik antijen (PSA) ile degredasyona ugrayarak spermlerin kapasitasyon esnasinda

ileri hareket kazanmasini saglar (Su ve Wang, 2009; de Lamirande, 2007).



1.1.3.2.Prostat

Prostat, genital bezlerin en biiyiigidiir. Ejakulatin %20-30’unu olusturan
alkali bir sivi salgilar. Vajinadaki asit ortamin nétralizasyonunu saglar (Yildirim,
2012: 251).

Eger PSA salgilamasinda bozukluk olusursa seminal vezikiilden salgilanan
semenogelin proteini degrade olamaz ve sperm kapasitasyonu ve dolayisiyla
hareketliligi bozulur (de Lamirande, 2007).

1.1.3.3.Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Bulboiiretral bezler, albumin acisindan zengin, alkali, mukoid bir salgi
salgilar. Ejakulata kayganlik ve akicilik vererek spermlerin iiretra mukozasindaki
idrarin irridatif etkisinden korunmasimi saglar. Salgisi ejakulatin kendine has

kokusunu olusturur (Yildirim, 2012: 252).

1.2.  Seksiiel Farkhlasma, Fetal Testis

Blastokist uterusa implante olduktan sonra ii¢ adet primer germ tabakasina
farklilasirken (gastrulasyon) bir grup hiicre ise primordial germ hiicrelerini (PGH)
olusturur. Onceki jenerasyondan gelen epigenetik bilgi silinir (demetilasyon). XX
genotipindeki hiicrelerde inaktivasyona ugramis olan X tekrar aktive olur (Elder ve
Dale, 2011: 28).

PGH’ler yolk kesesinde ekstra-embriyonik mezodermdeki primitif ¢izginin
arkasina lokalize olup gastrulasyon evresinin sonuna dogru embriyoya goc ederler.
Gonadlart olusturmak iizere koloni olusturana kadar embriyonik doku boyunca go¢
ederler ve mitoz boliinme ile gogalirlar (Sekil 1.4). Knock-out hayvan modellerinde
yapilan aragtirmalarda PGH’lerin gogliniin ve lokalizasyonunun diizenlenmesinde,
hareket ve yenilenmelerinde gorevli birgok gen ve sinyal molekiilii tanimlanmigtir
(Elder ve Dale, 2011: 28; MacLaren, 2003).

Insanda 6.gebelik haftasinda gd¢ tamamlanir. Genital kabartiyr gevreleyen
hiicre gruplar1 farklilasmamis gonada go¢ ederek koloni olusturur (primitif cinsiyet
kordonlar1 olusumu). Cinsiyet kordonlari {izerindeki hiicrelerde Y kromozomu
tizerindeki testis belirleyici faktor (TBF, SRY) geni ifade olarak testis kordonlari
(mediiller kordonlar) ve sertoli hiicrelerinin farklilasmasini uyarir (Elder ve Dale,
2011: 28 ve 31; Sadler, 2003: 337). Sertoli hiicreleri Fibroblast Biiytime Faktorii-9
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(FGF-9) fireterek testikiiler kordonlarinin (seminiferdz tiibiillerin  Onciilleri)
olugmasini saglar. Sertoli hiicrelerinden Antimiillerian hormon (AMH) / Miillerian
inhibe edici madde (MIS) salinarak disi genital sistemini olusturacak olan Miiller
kanalin olusumu inhibe edilir. Sertoli hiicreleri puberteye kadar bu hormonun
tiretimine devam eder. Leydig hiicreleri de 8-10. gebelik haftasindan itibaren
testosteron tiiretimine baglar. Testosteron erkek genital sistemini olusturacak olan
Wolf kanalinin biiylime ve farklilasmasini saglar. Fetal testisler SRY, SOX9, WT],
XH2, SF1, DAX1 gibi genlerin kontroliinde farklilasir (Elder ve Dale, 2011: 31,
Ross ve Pawlina, 2011: 785).

E75 E8 E9 E10.5
" Embriyvonik doniisiin tamamlanmast
] Son barsak epiteli ile - A
Allantois  Germ birlesmis germ Germ :
hiscreleri hiscreleri hiscrelerinin

s

son barsak

. boyunca g&;i‘

Gelisen son
Ekst briyonik bucatk
tstra embriyonik indgut
dokular (hindgot)
Néral plak
& Genital kabarts
olusumu

germ hilcrelerin genital
kabartidan go¢i

Sekil 1.4. Farede primordial germ hiicrelerinin gogii (Elder ve Dale, 2011: 29, Sekil
3.1°den degistirilerek hazirlanmistir.)

1.3. Spermatogenez

Spermatogenez farklilagmamis germ hiicrelerinden sperm gelisimi siirecidir.
Ug asamada gergeklesir: mitotik, mayotik ve post-mayotik (spermiyogenez)
(Papaioannou ve Nef, 2010). Bu kompleks siire¢ esnasinda yuvarlak sekilli diploid
spermatogonium haploid spermatozoona doniisiir (Xiao-Yan ve Jia-Hao, 2011; Eddy,
2002; Baccetti ve Afzelius, 1976). Spermatogenez insanda yaklasik olarak 74 giin
stirer (Ross ve Pawlina, 2011: 798).

Fetal testiste PGH’ler spermatozoal kok hiicrelere (tip A spermatogonium)
farklilagir ve puberte ile birlikte limeni olusan seminiferéz tiibiillerde mitoz

bolinmeye  baslayarak  sayillarim1  arttirirlar  (primer  spermatosit-tip A
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spermatogonium; ¢ift kromatid, 46 kromozom). Her bir mitoz bdliinme ile iki adet
hiicre olusur: primer spermatosit- tip A spermatogonium ve primer spermatosit-tip B
spermatogonium (¢ift kromatid, 46 kromozom). Tip B spermatogonium liimene
yakin kisma hareket eder ve iki mayoz bolinme ile iki adet sekonder spermatosit
(¢ift kromatid, 23 kromozom) olusturur. Her bir sekonder spermatosit de mayoz
boliinmeyle iki adet erken spermatid (tek kromatid, 23 kromozom) olusturur (Zuping
ve dig., 2009; Papaioannou ve Nef, 2010; Elder ve Dale, 2011: 33) (Sekil 1.5).
Spermatogenezde oogeneze kiyasla ¢ok daha fazla boliinme gergeklestiginden

embriyodaki mutasyonlar genelde erkek kaynaklidir (Wistuba ve dig., 2007).

@ Tip A koyu renk
mitoz spermatogonivm
(D Tip A agtk renk
v ... ;p:ﬂril‘aatgiozl:km
R P :
. spermatogonium
mitoz :
EEE<E Tip A agik renk
: mitoz spermatogonium
SBEEPE@®— Torukeu
spermatogonium
CRE R I ) ) B E;
mayoz TipB
FN [N N spermatogonium
‘ Q G rimer spermatosit

Sekonder
spermatosit

— Spermatidler

WW Rezidbel cisiimcikier

"-a-,-,..,\_/' . ’ﬁ’f‘\—i Spermatozoon

Sekil 1.5. Spermatogenez (Sadler, 2003: 25, sekil 1.22’den degistirilerek
hazirlanmistir.)

1.4.  Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatidin oositi dolleyebilecek kapasitede spermatozoona
dontigsmesi i¢in gecirdigi siiregtir. Yaklasik olarak 2 hafta siirer. Hiicre boliinmesi
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olmaz, bir dizi morfolojik degisim (akrozom olusumu, niikleer kondansasyon,

flagella olusumu ve sitoplazmik yeniden diizenlenme) gergeklesir (Papaioannou ve

Nef, 2010; Elder ve Dale, 2011: 33).

Temel olarak dort asamada gergeklesir: golgi fazi, cap fazi, akrozomal faz ve
matiirasyon fazi (Ross ve Pawlina, 2011: 794-796; Elder ve Dale, 2011: 33).

1) Golgi fazi: Golgi kompleksleri birlesir ve glikoproteinlerce zengin
proakrozomal graniilleri olusturulur. Niikleer zara bitisik akrozomal vezikiil
olusur. Vezikiil genisleyerek icerigini bu fazda arttirir. Sentrioller spermatidin
posterior kutbuna go¢ edip sperm kuyrugundaki aksonem yapisinin
olusumunu baslatir.

2) Cap fazi: Akrozomal vezikiiller niikleusun 6n yarisina dagilir ve akrozomal
cap olarak adlandirilan yapi sekillenir. Akrozomal cap altindaki niikleer zarin
porlar1 kaybolur ve zar kalinlasir. Niikleer igerik kondanse olur.

3) Akrozomal faz: Bu asamada spermatid kendi lokalizasyonunu belirler. Bag
sertoli hiicreleri arasina goémiiliir, gelisen flagella seminiferdz tiibiil liimenine
dogru uzanir. Kondanse niikleus yassilagir ve oval sekil alir. Flagella
olusumunu baglattiktan sonra sentriyoller geri gé¢ eder ve boyun kismini
olusturur. Aksonem mikrotubullerinin periferine dogru uzanip nukleus ve
kuyrugu baglayan baglayici kisim olusur. Plazma membrani uzayan flagellay1
sarar. Sitoplazmadaki mitokondriler boyun ve kuyruk kismina dogru hareket
eder.

4) Matiirasyon fazi: Flagella etrafindaki fazla sitoplazma atilir. Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilen bu sitoplazma rezidiiel cisimcikleri olusturur.
Olgun spermatozoon sertoli hiicrelerinden ayrilip liimene salinir (R0SS ve
Pawlina, 2011: 794-796).

Spermiyogenez esnasinda hiicrelerin gelisim hiz1 sabittir ve hormon gibi dis
faktorlerden etkilenmez. Depolanan mRNA’nin translasyon zamani siireci kontrol
eder (Elder ve Dale, 2011: 33).

Sperm niikleusundaki DNA’nin somatik hiicrelerde kapladigi hacmin
%10’undan azin1 kaplamasi gerektiginden farkli bir paketlenme asamasi vardir.
Spermatogenez siiresince DNA, testis spesifik arjinin agisindan zengin histon varyant
proteinleri (H1t, TH2A, TH2B, TH3) ile paketlenir (Meistrich ve dig., 1978;
Papaioannou ve Nef, 2010). Yani histonlar, yer degistirmelerini kolaylastirmak igin
hiper asetile olurlar (Papaioannou ve Nef, 2010; Oliva ve Mezquita, 1986; Hazzouri
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ve dig., 2000; Marcon ve Boissonneault, 2004). Mayoz boliinmeyi takiben sekonder
spermatosit asamasinda histonlar transisyon proteinleri (TP1 ve TP2) ile yer
degistirir. TP’ler spermiyogenez sirasinda histonlarin ayrilmasini, protaminlerin
birlesmesini saglar. Kromatin kondansasyonu diizensiz oldugu i¢in bir¢ok ge¢ donem
spermatidde DNA kiriklar1 olusur (Wistuba ve dig., 2007). Histonlar daha sonra
yiiksek oranda pozitif yliklii protaminlerle yer degistirerek sperm DNA’sinin %85-
95’ini iceren siki halkasal kompleksler olusturur. Bu yogun kompakt yap1
spermiyogenez sirasinda DNA’y1 transkripsiyona kapatir (Papaioannou ve Nef,

2010; Oliva ve Castillo, 2011; Elder ve Dale, 2011: 35).

1.5. Epididimde Sperm Matiirasyonu

Spermatozoon epididimden gecerken protaminler arasinda disiilfit ve ¢inko
kopriileri olusarak kromatin daha da kompakt hal alir (Oliva ve Castillo, 2011).
Spermatozoonun bas kisminda net negatif yiik artig1 olarak sperm zona pelucida ile
etkilesime girebilme yetenegi kazanir. Oosit baglanmasi ve fiizyonunda gorevli
hyaluronidaz, fertilin gibi antijenler biyokimyasal modifikasyonlar ile epididimde
aktive edilir.

Epididimin caput kismida hareketlenmeye baslayan spermatozoon cauda
kisminda ileri hareketli hale gelir. Epididim sivisindaki ileri hareket proteini ve
karnitinin spermin hareket kazanmasinda rolii oldugu diisliniilmektedir. Epididimde
spermin ATP, CAMP ve Mg+2’a maruz kalmasi da hareketlenmeyi tetikler (Elder ve
Dale, 2011: 35). Spermin cAMP, Ca*? ve intraselliiler pH seviyesinde degisiklikler
olur. Bu faktorler protein kinaz ve protein fosfatazlari fosforilleyerek flagella

hareketini diizenler (Ross ve Pawlina, 2011: 798).

1.6. Matiir Spermin Yapisi

Matiir sperm (spermatozoon) 60 pm uzunlugunda olup bas, orta parga ve esas
kisimdan (kuyruk) olusur (Sekil 1.6).

Bas yassidir, 4,5 pm uzunlugunda, 3 pum genisliginde ve 1 pm
kalinligindadir. Akrozom niikleusun 2/3’iinii kaplar ve spermin oositin zona
pelusidasina penetrasyonunu saglayan hyaluronidaz, ndroaminidaz, asit fosfataz ve
akrozin (tripsin benzeri proteaz) enzimlerini igerir (Ross ve Pawlina, 2011: 796).
Spermde sitoplazma azalmistir ve sadece fonksiyonel organeller (mitokondri, golgi,
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ribozom, endoplazmik retikulum) mevcuttur (Alberts ve dig., 2007: 1292-1293). Bas1
orta parcaya baglayici kisim baglar, burada sentriol ve fibrillerin kokii bulunur (Sekil

1.7°de soldaki resim).

:3 akrozom

W post akrozomal
boyun = bolge
| ( orta parga
kuyruk - o S
- son parga

Sekil 1.6. Matiir spermin yapisi1 (Ross ve Pawlina, 2011: 797, Sekil 22.12’den degistirilerek
hazirlanmustir.)

Orta parga 7 um uzunlugundadir. Mitokondri ve g¢evreledigi heliks tarzinda
saritlmis fibriller ile aksonemal kompleks igerir (Sekil 1.7°de sag istteki resim).
Buradaki mitokondriler kuyrugun hareketi i¢in gerekli enerjiyi iiretir ve sperme
hareketlilik saglar. Orta parca ile esas parca arasinda annulus bulunur.

Esas parca 40 um uzunlugundadir ve aksonemal kompleks ve fibrilleri saran
fibroz kilif icerir (Sekil 1.7°de sag alttaki resim).

Son parga flagellanin son 5 pm’lik pargasi olup sadece aksonemal kompleks

ve plazma membrani igerir (Ross ve Pawlina, 2011: 797)
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Sekil 1.7. Spermde bas ve flagellanin yapisi (Ross ve Pawlina, 2011: 797, Sekil
22.12’den degistirilerek hazirlanmigtir.)

Flagella iki adet merkezi mikrotiibiiliin dokuz adet ¢iftli mikrotiibiillerle
sarildig1 aksonem yapisi igerir (Sekil 1.8 (B)). Flagella yapisinin ana proteini tubulin
olup mikrotiibiile bagli dynein kollar1 igerdigi ATPaz ile ATP hidrolizi yaparak
hareket igin gerekli enerjiyi saglar. Bu enerji ile dis taraftaki ¢iftli mikrotibiller
kayarak flagella kivrilir. Sekil 1.8 (C)’de bir mikrotiibiiliin ti¢ boyutlu yapisi
goriilmektedir. a- ve B-tubulin alt {initeleri benzer olmakla birlikte ayn1 degildir ve
mikrotiibiil tubulin alt initelerini polimerize ve depolimerize ederek seklini
degistirebilir. Kartagener sendromlu hastalar genetik olarak dyneine sahip degildir ve
spermlerin hareketsiz olmasi nedeniyle infertildirler. Okaryotik canlilarda <*9+2”
mikrotiibiil yapisi korunmustur. Flagellanin hareketini saglayan asil enerji boyun
bolgesinde lokalize mitokondrilerce saglanir (Gilbert, 2000: Part 2, Chapter 7).

Spermler ejakulasyon ile kadin ilireme sistemine atildiktan sonra burada 2-3
giin canli kalirlar. Bu siliregte oositi dolleyebilecek kapasiteye ulasirlar
(kapasitasyon). Kapasitasyonda adenilat siklaz aktivitesindeki artis nedeniyle CAMP
artist, tirozin fosforilasyonunda artis, Ca*? kanallarmin aktive olmasi nedeniyle
intraselliiler Ca*? seviyesinde artig, sperm basindan seminal sivi glikokonjugatlari
(glikokaliks) atilimi, plazma membranindan kolesterol atilimi ve membrandaki
karbonhidrat ve fosfolipidlerin yeniden dagilimi goriiliir (Ross ve Pawlina, 2011:
840).
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Sekil 1.8. Flagellada mikrotiibiillerin yapisi (Gilbert, 2000, Sekil 7.3’ten

degistirilerek hazirlanmistir.)

12



1.7. Erkek infertilitesi

Infertilite, bir yildir korunmasiz iliskiye ragmen g¢ocuk sahibi olamamak
olarak tanimlanir (Meniru, 2004; Hamada ve dig., 2012). Ciftin gebelik ge¢cmisinin
olmadig1 durumda primer, sonucu ne olursa olsun (ektopik, diisiik, kiirtaj vs) gebelik
geemisi varsa sekonder infertilite olarak adlandirilir (Meniru, 2004).

Herhangi bir kontraseptif kullanmayan ciftlerin %80’1 bir yil iginde,
kalanlarin %10°’u ikinci yil icinde ¢ocuk sahibi olur. Infertil olarak adlandirilan diger
%10’da ise bu siirecte gebelik goriilmez. Bu ciftlerin bazilarinda ileriki yillarda
yardimsiz gebelik olusumu gozlenebilir ancak gebelik elde etme zaman alacagindan
fertilitenin kismen bozuldugu bu kisiler subfertil olarak adlandirilir (Meniru, 2004).
Subfertil tanimi ayn1 zamanda gebeligin dogal yoldan olugmadigi ancak yardimla
tireme teknikleri ile saglandig kisiler i¢in de kullanilir (Garrido ve dig., 2008).

Ciftlerin yaklasik olarak %8-10’unda gozlenen infertilite, %50 oraninda erkek
infertilitesi olarak karsimiza ¢ikar (Hamada ve dig., 2012). Erkek infertilitesi %15-30
oraninda genetik temellidir ve bunlar Y kromozomu mikrodelesyonlari, kromozomal
anomaliler ve tek gen bozukluklarini igerir. Konjenital veya sonradan olusan
tirogenital anormallikler, genital enfeksiyonlar, immiinolojik faktorler, varikosel,
hormonal bozukluklar ve genetik anomaliler erkek infertilitesinin bilinen nedenleri
arasindadir. Vakalarin %60-75’inde ise herhangi bir neden bulunamamaktadir
(Pastuszak ve dig., 2012).

Genel olarak nedeni bilinmeyen erkek infertilitesi iki sekilde tanimlanir:
aciklanamayan ve idiyopatik infertilite. Kadinlarda ise bu iki tanim ayni durumu
ifade eder. Infertil erkeklerde %6-27 oraninda goriilen aciklanamayan infertilite,
esinde infertiliteye yol acan herhangi bir neden olmaksizin ve erkegin iki veya daha
fazla spermiyogram testi sonucunun normal olup erkekte fiziksel veya endokrin
olarak herhangi bir bozuklugun saptanamamasi durumunu ifade eder. Idiyopatik
infertilite ise infertil erkeklerde %31 oraninda goriiliir (Hamada ve dig., 2011) ve
esinin durumuna bakilmaksizin erkeklerin sperm parametrelerinde, fiziksel
muayenelerinde ve endokrin testlerinde herhangi bir bozukluga rastlanmamasi
durumudur (Kumar ve dig., 2006; Garrido ve dig., 2008; Hamada ve dig., 2011).
Idiyopatik erkek infertilitesinde kronik stres, ROS, cevresel, genetik ve epigenetik
etmenler rol oynayabilir (Jungwirth ve dig, 2013). Tablo 1.1‘de erkek infertilitesinin

etiyolojik nedenleri yer almaktadir.
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Tablo 1.1. Erkekte infertilite etiyolojisi ve dagilimi (Hamada ve dig.,2011)

Etiyoloji Dagilim (%)
Immiinolojik -
Idiyopatik 32,6
Varikosel 26,6
Obstriiksiyon 15,3
Aciklanamayan ncidenlejr (normal sperm 107
degerleri)
Kriptorsidizm 2,7
Ejakulatuar bozukluklar 2,0
Endokrin bozukluklar 15
[lag/radyasyon 1,4
Genetik faktorler 1,2
Testikiiler bozukluklar 1,1
Seksiiel faktorler 0,7
Pyospermi 0,5
Kanser 04
Sistemik hastaliklar 0,3
Enfeksiyon 0,2
Torsiyon 0,1
Ultrastriiktiirel 2,1
Toplam 100

Semen analizi sonucuna gore ejakulatta sperm goriilmemesi azoospermi,
sperm konsantrasyonunun diisiik olmas1 oligozoospermi, sperm motilitesinin diisiik
olmas1 astenozoospermi, normal morfolojiye sahip sperm sayisinin az olmasi
teratozoospermi, tim bu anomalilerin birlikte gdzlenmesi

oligoastenoteratozoospermi olarak adlandirilir (Jungwirth ve dig, 2013).
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1.7.1. Septinler ve Erkek Infertilitesi

Septinler ilk olarak boliinen S.cerevisia’da sitokinezde defektlere neden olan
proteinler olarak kesfedilmistir (Hartwell, 1971; Kinoshita, 2003; Ding ve dig.,
2007). Sitokinez (Kinoshita ve dig., 1997; Surka ve dig., 2002) disinda polarite
belirlenmesi (Gladfelter ve dig., 2001; lIrazoqui ve dig., 2004), yiiksek oranda
Ozellesmis hiicrelerde vezikiil trafigi (Hsu ve dig., 1998; Beites ve dig., 1999,
Kartmann ve dig., 2001; Kissel ve dig., 2005) ve hiicre iskeletinin sekillenmesi
(Kinoshita ve dig., 1997; Surka ve dig., 2002, Kartmann ve dig., 2001; Kissel ve dig.,
2005), apoptozis (Larisch ve dig., 2000), neoplazi (Hall ve dig., 2005), morfogenez
(Lin ve dig., 2012) gibi birgok biyolojik siirecte rol alirlar.

Septinler GTPaz aktivitesine sahip olup polimerize edici-GTP-baglayici
proteinler (P-loop GTPaz) sinifina aittir. GTP-baglayici ve hidroliz edici N-terminal
uc Okaryotlarda yiliksek oranda korunmus olup, septinler C-terminal uglarina gore
smiflandirihir (Hall ve dig., 2005; Cao ve dig., 2009; Lin ve dig., 2012). Kinezin,
miyozin ve ras gibi P-loop GTPaz’lar GTP baglayici domeynlerinde G1-G5 olarak
gosterilen en az bes adet korunmus motif icerirler (Leipe ve dig., 2002; Cao ve dig.,
2009). Septinler ise G1, G3, G4 motiflerine sahiptirler (Field ve Kellogg, 1999; Cao
ve dig., 2009). G1 motif niikleotidlerin fosfat grubuyla etkilesime girer (Zhang ve
dig., 1999; Casamayor ve Snyder, 2003; Cao ve dig., 2009), G3 motif hidrofobik
rezidiiler igerir ve Mng2 baglayarak GTP’nin b ve c fosfatazlar ile etkilesime girer.
G4 motif GTP baglama duyarlilig1 acisindan énemlidir (Pan ve dig., 2007; Cao ve
dig., 2009). C-terminal ug septinler arasinda korunmus 53 aminoasitlik septin
elementi igerir (Versele ve dig., 2004; Cao ve dig., 2009). Birgok septinde kivrilmig
demetler olusturan ve diger septinlerle etkilesim icin gerekli olan C-terminal ug
uzantist yer alir (Versele ve Thorner, 2005; Casamayor ve Snyder, 2003; Cao ve dig.,
2009).

Septinler in vitro ve in vivo’da makromolekiiler ve heterooligomerik
filamentler olusturarak fonksiyon gosterirler (Surka ve dig., 2002; Kinoshita ve dig.,
2002; Lin ve dig., 2012). Filament6z yap1 bir¢ok septinde gozlenir ve bir septin
subiinitesinin kayb1 kompleksteki diger subiiniteleri de etkiler (Spiliotis ve dig.,
2005; Kinoshita ve dig., 2002; Kremer ve dig., 2005; Lin ve dig., 2012).

Septinler hiicre igerisindeki spesifik bolgelerde protein organizasyonu igin

sitoplazmada filamentéz omurga olarak gorev yaparlar ve bircok proteinin
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lokalizasyonu septinlere baglidir (Cooper ve Kiehart, 1996; Kinoshita, 2003; Ding ve
dig., 2007).

1.7.2. Memelilerde Septinler

Memelilerde simdiye kadar 14 adet septin (SEPT,SEPTIN) geni tespit edilmis
olup bunlar kompleks bir kirpilma siireciyle bir¢ok farkli transkript olusturur ve
farkli hiicre tiplerinde farkli izoformlarin yer almasina neden olur (Hall ve dig.,
2005; Peterson ve dig., 2007; Ding ve dig., 2007; Lin ve dig., 2012). Baz1 septin
genleri (SEPT13) tiim hiicrelerde ifade edilirken digerleri lenfoid doku (SEPTZ, 6, 9,
ve 12), beyinde (SEPT2, 3, 4, 5, 7, 8, ve 11) daha fazla ifade olur (Hall ve dig.,
2005). Bazilari ise sadece noron (SEPT3 ve SEPTS ) (Xue ve dig., 2004; Son ve dig.,
2005; Lin ve dig., 2012 ) ve germ hiicreleri (SEPT1, 6, 7) (Kissel ve dig., 2005; Ihara
ve dig., 2005) gibi iyi diferansiye hiicrelerde ifade edilir (Hall ve dig., 2005; Lin ve
dig., 2012). Cesitli tiimorlii dokularda septin ifade seviyelerinde farklilik
gdzlenmistir. Ozellikle santral sinir sisteminde 13 adet septin geninin ifade
seviyelerinde farklilik tespit edilmistir (Hall ve dig., 2005).

Norodejenerasyon, erkek infertilitesi, kanser gibi  bozukluklarin
patogenezinde septin proteinlerinde fonksiyon kaybi goriiliir (Hall ve Russell, 2004).

Memelilerde SEPT2, 7, 9’un erkek germ hiicrelerinde hiicreler aras1 koprii
markorii olan testiste ifade edilen gen 14 (TEXTI14) ile birlikte bulundugu
gosterilmistir (Greenbaum ve dig., 2007; Lin ve dig., 2012). Farelerde TEXT14
kaybr1 hiicreler arasi kdpriinlin bozulmasina ve germ hiicrelerinde apoptozis artisina
neden olur (Greenbaum ve dig., 2006; Lin ve dig., 2012).

Memeli somatik hiicrelerindeki sept2, sept6, sept7, sept9 proteinleri farkli
molekiillerle etkileserek somatik hiicrelerde sitokinezin tamamlanmasinda rol oynar
(Spiliotis ve dig., 2005; Zhu ve dig., 2008; Kinoshita ve dig., 1997; Surka ve dig.,
2002; Lin ve dig., 2012).

Sept7 sentromer protein E (CENP-E) ile etkileserek bu proteinin kinetokorda
lokalizasyonunu saglamlastirir ve ekvatorda kromozom dizilimini saglar. Hiicre
modellerinde sept2, sept6, sept7 veya sept9’un susturulmasi ¢ift niikleuslu hiicre
oranini arttirir (Spiliotis ve dig., 2005; Nagata ve dig., 2003; Estey ve dig., 2010);
fakat sept6 eksikligi olan farelerde ise anormal fenotip gozlenmemistir (Ono ve dig.,

2005; Lin ve dig., 2012)
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SEPT4’iin diger septinlerle (SEPT1, 6, 7) birlikte spermatozoonun annulus
kisminda lokalize oldugu gosterilmistir. SEPT4 null erkek farelerde annulus
yapisinin bozulmasi sebebiyle spermde hareket kaybi ve sterilite gozlenmistir (Kissel
ve dig., 2005; Ihara ve dig., 2005; Lin ve dig., 2012). SEPT4 mutasyonlar1 goriilen
bazi astenozoospermi hastalarinda sperm annulusunda organizasyon kaybi oldugu
bulunmustur (Ihara ve dig., 2005; Sugino ve dig., 2008; Lhuiler ve dig., 2009; Lin ve
dig., 2012).

1.8. SEPTINI12 ve Erkek infertilitesi

Insanda spermatogenik defektlerde rol oynadigi diisiiniilen genlerle ilgili
yapilan mikrodizin caligmalarinda bulunan testis spesifik genlerden birisi de
SEPTIN12’dir (Lin ve dig., 2012). Birgok hiicrede ifadesi olsa da testiste daha fazla
ifade edilir (Hall ve dig., 2005; Ding ve dig., 2007).

Sept12’nin genomik DNA dizisi 10 kb olup kromozomdaki lokalizasyonu
16p13.3’diir, 9 ekzon igerir ve kodlayici dizisi 1077 bg’dir (Sekil 1.9 (a)). NCBI veri
bankasindaki Ifade edilmis dizi etiketleri (EST) memelilerde ekzon 4’iin alternatif
kirpilmayla olusturdugu iki matiir transkript oldugunu gostermektedir. (Sekil 1.9
(b)). Bu iki major izoform versiyon 1 ve 2 olarak adlandirilir. Septl2’nin primer
aminoasit dizisi GTP baglayict konsensus dizi (Sekil 1.9 (b)’de kirmizi
gosterilmistir) ve septin 6zgiin element igerir (Sekil 1.9 (b)’de sar1 gosterilmistir). G4
domeyni diger septinlerdeki yiiksek oranda korunmus lizinin (XKXD) aksine arjinin
(ARAD) igerir (Bourne ve dig., 1991; Steels ve dig., 2007). Insanlarda SEPT12,
SEPT9 ve SEPT3 ile birlikte SEPT3 grubunda yer alir ve bu gruptaki tiim septinlerde
kivrilmis demet olusturan C-terminal u¢ uzantis1 yer almaz (Hall ve dig, 2005; Steels

ve dig., 2007; Cao ve dig, 2009).
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Sekil 1.9. SEPT12 geni ve iirlinleri. (b) Septl12’nin GTP baglayici konsensus dizisi
kirmizi, polibazik kismi (PB) mavi, septin-ozgin element (SUE) sari ile
gosterilmistir. (¢) SEPT12 versiyon 2’nin aminoasit dizisin tamami. G1, G3 ve G4
dizileri kutucuk igerisinde, ekzon 4 ise alt1 gizilerek gosterilmistir.

SEPT12, sicanlarda olgun sperm hiicresinin annulus kisminda bulundugu
tespit edilmis olup insanlarda post-mayotik germ hiicrelerinde farkli subseliiler
kompartmanlarinda (spermatidlerde bas ve boyun, matiir spermlerde annulus) ifade
edildigi gosterilmistir (Steels ve dig., 2007; Lin ve dig., 2012). Knock-out farelerde
sterilite, Septinl2 | Septinl2 *"kimerik farelerden elde edilen spermlerde niikleer
DNA hasari, boyun defektleri, immatiir sperm gibi bircok anomalinin saptanmis
olmast SEPT12 geninin ifade seviyesinin germ hiicresi gelisiminde dnemli role sahip
oldugunu gosterir ve bu geni erkek infertilitesinin arastirilmasinda aday gen yapar
(Lin ve dig., 2009; 2011).

Ding ve ark. (2007) testis cDNA kiitiiphanesinden klonladiklar1 SEPT12’nin
HeLa hiicrelerinde SEPT6 ile etkilesime girdigini ve bu etkilesimin SEPT6 nin
filament6z yapisini degistirdigini gosterdiler. Yine ayni calismada SEPT12’nin hiicre
boliinmesinin farkli agsamalarinda farkl lokalizasyonlarda bulundugu gosterilmistir.
Interfazda filamentdz yapi olarak niikleusta, mitoz baslarken bu yapinin kayboldugu,
anafazda merkezi ig iplikciklerinde, sitokinezde ise olusan orta cisimcikte lokalize
oldugu goriilmiistiir.

Miyakawa ve ark (2012) SEPT12 geninde kodlayic1 bolgelerde (ekzon 2-9)

yer alan 8 adet polimorfizmin azoospermi hastalarinda testiste sadece sertoli
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hiicrelerin bulunmasi ile karakterize sertoli cell only sendromuna (germinal aplazi)
neden oldugunu gostermislerdir.

Hipospermatogenez veya matiirasyon aresti goriillen erkeklerin testis
dokularinda saglikli olanlara gore daha diisiik seviyede SEPT12 transkripti seviyesi
bildirilmistir (Lin ve dig., 2009).

Fare SEPTI12 knockout embriyonik kok hiicreler kullanilarak yapilan
caligmalarda bu kok hiicrelerden olusan kimeralarda sperm sayis1 ve hareketliliginde

diisiis ve spermde tiim hiicresel kisimlarda defektler gériilmiistiir (Lin ve dig., 2009).

1.8.1. ¢.474G>A Polimorfizmi ve Erkek infertilitesi

Lin ve arkadaslar1 (2012) anormal sperm parametreleri olan infertil
erkeklerde SEPT12 geninin tiim kodlayic1 bolgesini dizilemis ve on adet tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) saptamiglardir. Bunlardan kodon 474 G>A
(NM_144605.4; rs759991) polimorfizminin infertil erkeklerde fertil kontrollere gore
daha sik bulundugu goézlenmistir. Ekzon 5°’te GTP-baglayici bolgede yer alan bu
SNP’in yeni bir alternatif kirpilma varyanti olusturabilecegi ve yeni transkriptin
olusturdugu kirpilmis proteinin spermde filament olusumunu etkileyebilecegi ortaya
atilmistir. Bu SNP’in bulundugu infertil erkeklerde DNA hasari, kuyruksuz veya
kivrik kuyruklu sperm mevcudiyeti gibi anomalilere rastlanmis ve SEPT12 genetik
varyanti ile infertilite arasinda literatiirde ilk kez iliski kurulmustur.

Miyakawa ve arkadaslarinin azoospermi hastalari ile yaptiklar1 ¢caligmalarinda
(2012) ise c.474 G>A polimorfizmi agisindan hasta (AA %12) ve kontrol gruplari
(AA %10,7) arasinda anlamli fark goriillmemistir (p=0,92).

mRNA’da 738. pozisyonda GTG—GTA degisimine yol acan, fakat aminoasit
degisikligine (V[Val] —V [Val]) neden olmayan (sinonim polimorfizm) bu SNP’nin

popiilasyonlardaki genotip ve allel frekanslar1 Sekil 1.10°da verilmistir.
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2. AMAC

Genlerdeki tek niikleotid polimorfizmlerinin bazi hastaliklara genetik
yatkinliga sebep olduklar1 bilinmektedir. Erkek infertilitesi ile ilgili olarak, sperm
iiretimi gibi Uireme fonksiyonlar ile iligkisi tespit edilen ve testikiiler fonksiyon ile
iligkili olan genlerdeki bazi polimorfizmlerin gevresel etmenlerle birlikte sperm
sayist ve hareketliliginde azalmaya ve infertiliteye sebep olabilecegi belirtilmistir. Bu
gerekce ile, infertilitede rol oynayabilecek genlerdeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin erkek infertilitesi ile iliskisinin arastirilmasi, aciklanamayan
infertilite vakalarinin aydinlatilmasini saglayacaktir.

Bu arastirma gercevesinde erkek infertilitesi ile iliskili oldugu diisiiniilen ve
literatiirde yalnizca Lin ve ark. (2012) tarafindan arastirilmis ve teratozoospermi
vakalari igin risk teskil ettigi bulunmus SEPTIN c. 474 G>A polimorfizminin Tirk
toplumunda erkek infertilitesi igin risk olusturup olusturmayacagi, yine bu
polimorfizmin sperm konsantrasyonu, hareketliligi, morfolojisi ve spermde DNA
hasar1 ve sigara-alkol gibi gevresel etmenler ile iliskisinin belirlenmesi amaglanmustir.
Ayrica esinde infertilite problemi olmayan ve normal sperm degerlerine sahip
erkeklerde bu polimorfizmin etkisine rastlanmasinin agiklanamayan infertilite

vakalarina da 1s1k tutacag diisiiniilmektedir.
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3. GERECLER

3.1. Kimyasallar, Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

Kullanilan kimyasallar molekiiler biyoloji amagli olup, aksi belirtilmedigi

takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck (Almanya) kullanilmistir.

3.1.1. DNA izolasyonu

Buccal Lizis Tamponu: 50 mM EDTA, 50 mM Tris (pH 8.0), 50 mM Siikroz, 100
mM NaCl, %1SDS

Proteinaz K ( 10 mg/ml)

Low TE (pH 8.0); 10 mM Tris (pH 8.0), 0,1 mM EDTA (pH 8.0)

3 M NaOAc

%70 Etanol

%100 isopropanol

Fenol

Kloroform

3.1.2. Sperm Morfoloji Boyama

Spermac™ Sperm Morfoloji Boyasi (Stain Enterprise, Giiney Afrika)

3.1.3. Spermde DNA Fragmentasyonu Belirlenmesi

%1 Akridin Turuncusu (AO) (Sigma, ABD)
0,1 M Sitrik Asit

0,3 M Na;HPO,

Metanol

Asetik asit
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3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

10X MgCl;’stiz Tampon 500 mM (NHy4),SO4

25 mM MgCl,

dNTP set (her biri 200 mM) (Thermo Scientific, ABD)
Rekombinant Tag DNA Polimeraz (5 U) (Thermo Scientific, ABD)

3.1.4.1. Oligoniikleotid Primerler

Bu ¢alismada ilgili polimorfik bélgeyi c¢ogaltmak icin kullanilan primer
dizileri (Macrogen, Kore):
SEPT474F: 5 TATAAACGACAGCAGCAGGG 3°, Tm: 589TC
SEPT474R: 5> ACAGTTCTGAGGGGAGGGTC 3’, Tm: 60,5C
3.1.5. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Analizi
Fast Digest Apall (10 U/ul) (New England Biolabs, ABD)
10X Apall Tamponu

3.1.6. Agaroz Jel Elektroforezi

10X yiikleme boyasi: 2.5 mg/ml BPB, 0,5 M EDTA, %10 SDS, gliserol

Etidyum Bromid (EtBr): 10 mg/mi

%1 veya 2’lik Agaroz Jel: 0.5X TBE Tamponunda %1 veya %2 (w/v) agaroz

3.1.6.1. DNA Biiyiikliik Markérleri

GeneRuler 50 b¢ DNA markoérii: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000 bg fragmentler iceren DNA markorii (Thermo Scientific, ABD)

3.1.7. PCR Purifikasyonu

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Almanya)

3.1.8. DNA Dizi Analizi

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ABD)
BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, ABD)

Pop-7 Polimer (Applied Biosystems, ABD)

36 cm kapiler (Applied Biosystems, ABD)

23


https://products.invitrogen.com/ivgn/product/4337456?ICID=search-product
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=IVGNprodListLink&FeatureType=1201&Feature=2027303

3.1.9. DNA olciimleri

Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Applied Biosystems, ABD)
3.2. Kullamlan Cihazlar

Thermal déngii cihaz1 (Techne, INGILTERE; Applied Biosystems, ABD)
Otoklav (BES, Tiirkiye)

Etiv

Is1 blogu (Techne, INGILTERE)

Dijital gériintiileme sistemi (Bio-rad, italya)

Elektroforez igin gii¢ kaynagi (EC Apparatus Corporation, ABD; Amersham
Pharmacia Biotech, ISVEC)

Hassas terazi (Precisa, Isvigre; Kern, Almanya)

Isiticili manyetik karistiric1 (Elektromag, Tiirkiye, Heidolph, Almanya)
Mikrodalga firin (Philco, ABD)

Mikrosantrifiij (Eppendorf, Almanya )

Vorteks (Heidolph REAX, Almanya)

pH metre (Hanna, ABD)

Pipet takim1 (Eppendorf, Almanya)

Falkon santrifiij (Hettich, Almanya)

Su banyosu (GFL, Almanya)

Calkalayici (Stuart, Ingiltere)

Elektroforez sistemi (Flowgen, ingiltere)

Kapiler elektroforez cihazi (Model 3130, Applied Biosystems, ABD)
Plate vorteksi (IKA MS 3, Almanya), Qubit® 2.0 Florometre (Applied Biosystems,
ABD)

-20°C derin dondurucu (Bosch, Almanya; Argelik, Tiirkiye)

+4°C buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

-80°C derin dondurucu (Thermo Scientific, ABD)

Isik mikroskobu (SOIF, Cin; Leica, Almanya)

Floresan mikroskobu (Olympus, Almanya)

Makler sayim kamerasi (Sefi Medical Instruments, Israil)
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4. YONTEMLER

4.1. Segilecek Orneklerin Tanimi

Etik Kurul onay1 alinmis bu ¢alismada hasta ve kontrol grubu olmak tizere iki
ornek grubu kullanilmistir (Etik Kurul raporu Ek 1’dedir.). Kontrol grubunu dogal
yolla dogmus en az bir ¢ocugu bulunan 164 fertil erkek birey, hasta grubunu Ozel
Istanbul Tiip Bebek Merkezi’ne infertilite tedavisi i¢in basvuran ve en az 1 yildir
korunmasiz iligkiye ragmen ¢ocugu olmayan 115 erkek birey olusturmaktadir. Hasta
seciminde ¢iftlerde kadin kaynakli problem olmamasi i¢in ¢alismaya esinde tubal
faktor, hormonal bozukluklar, diisiik over rezervi gibi problemleri olanlar ve esinin
yast >37 olanlar dahil edilmemistir. Erkeklerin yapilan muayenelerinde varikosel,
enfeksiyon, inmemis testis, kanal tikanikliklar1 ve ejakiilasyon bozuklugu gibi
infertiliteye neden olabilecek diizeltilebilir bir hastaliklar1 bulunmadigina dikkat
edilmistir. Y kromozom mikrodelesyonu olan hastalar ¢aligmaya dahil edilmemistir.
Vakalarin sigara i¢ip igmedikleri ve igiyorlarsa ne sayida oldugu kaydedilmis ve en
az 1 sigara i¢cmeleri durumunda sigara icen gruba alinmiglardir. Vakalarin alkol
kullanip kullanmadiklar1 ve kullaniyorlarsa ne siklikta oldugu kaydedilmis ve sosyal
icici olmalart durumunda bile alkol kullanan gruba alinmislardir. Hastalar sperm
parametrelerindeki anormalliklere gore gruplara ayrilmistir: spermde konsantrasyon,
hareketlilik ve morfoloji degerleri diisiikk olan hastalar sirasiyla oligozoospermi,
astenozoospermi, teratozoospermi gruplarina ve sperm degerleri normal olan hastalar
agiklanmayan infertilite grubuna ayrilmistir.

Calismamiza katilan bireylerden yanak i¢i siirlintii 6rnekleri alinmadan dnce
caligmanin amaci ve yontemi hakkinda bilgi verilmistir. Goniillii katilimci1 olmalari
halinde, kendi iradeleriyle bu ¢alismaya katildiklarin1 gosteren bilgilendirilmis onam

formu imzalatilmis ve kisisel bilgilere ait anket formu doldurulmustur.
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4.2. Sperm orneklerinin toplanmasi ve degerlendirilmesi

Ozel Istanbul Tiip Bebek Merkezinde, 2-7 giinliik cinsel perhiz sonrasi
hastalardan mastiirbasyon ile elde edilen semen ornekleri 30 dk oda sicakliginda
likefaksiyon i¢in inkiibe edilmistir. Semen analizi Tablo 4.1’de yer alan WHO 2010
kriterlerine gore yapilmis ve elde edilen sonuglara gére vakalar Tablo 4.2°de yer alan
kriterlere gore gruplandirilmistir.

Sperm hacmine serolojik pipet ile bakilmistir. Konsantrasyon ve hareketlilik
analizi makler kamera iizerine 10 ul semen 6rnegi konularak 1sik mikroskobunda
40X objektif ile yapilmistir. Konsantrasyon analizi, yatay veya dikey yan yana 10
adet kare icerisindeki spermler sayilarak yapilmis ve 10°ile carpilarak mililitredeki
konsantrasyon bulunmustur. Dogru analiz igin birbirinden uzak, en az 3 sira 10 kare
sayilip ortalamasi alinmustir. Total sperm sayisi (konsantrasyon X hacim) >40x10°
olan ornekler konsantrasyon agisindan normal olarak belirlenmistir. Hareketlilik
analizi i¢in 100 adet sperm sayilmis, her bir sperm ileri hareketli, yerinde hareketli ve
hareketsiz olarak tanimlanmustir. Ileri hareketli sperm sayist >%32 olan 6rnekler
hareketlilik agisindan normal olarak belirlenmistir. Morfoloji analizi i¢in 10 pl sperm
lama yayilmus, havada kurutulduktan sonra Spermac™ boya ile ilgili protokol
izlenerek boyanmustir (10 dk fiksasyon, 2 dk A boyasi, 1 dk B boyasi, 1 dk C
boyas1). Preparat kuruduktan sonra immersiyon yagr damlatilarak 151k
mikroskobunda 100X objektif ile Kruger’in kesin kriterlerine (Kruger ve dig., 1999)
gore degerlendirme yapilmis ve normal morfolojiye sahip sperm sayis1 >4 olanlar

sperm morfolojisi agisindan normal olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1. WHO 2010 Sperm Degerlendirme Kriterleri (Jungwirth ve dig., 2013)

Hacim (ml) >1,5

Konsantrasyon (x10%/ ml) >15

Total sperm sayisi (konsantrasyon x hacim) >40
Ileri hareketlilik (%) >32

Total hareketlilik >40

Normal sperm morfolojisi (%) >4
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Tablo 4.2. Sperm Parametrelerine Gére Hasta Gruplari

Total sperm sayisi < 40 Oligozoospermi
[leri hareketlilik < %32 Astenozoospermi
Normal sperm morfolojisi < %4 Teratozoospermi

4.3. Spermde DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Sperm parametrelerinin yukarida belirtildigi sekilde Ozel Istanbul Tiip Bebek
Merkezinde degerlendirilmesinin  ardindan, kullanilmayacak olan  sperm
orneklerinden 50-100 ul alinarak Hali¢ Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Arastirma Laboratuari’nda Akridin turuncusu (AO) ile DNA fragmentasyonunun
degerlendirilmesi yapilmistir.

AO gift zincirli DNA ile etkilesime girer ve yesil floresan sperm nukleusu
tarafindan emilir, protamin molekiilleri arasindaki disiilfit baglarinin az oldugu
immatiir niikleus ise kolayca denatiire olur ve sperm DNA’s1 kolayca tek zincirli hal
alir. Bu durumda AO molekiilleri niikleusta agregatlar olusturur ve floresanin rengi
turuncuya doniisiir (Talebi ve dig., 2007).

Boyama amaciyla 15 pl sperm lamlara yayilmis ve havada kurutulan lamlar
Metanol: Asetik asit (3:1) fiksatifi igerisinde gece boyu inkiibe edilmistir. 40 ml
0.1M sitrik asit, %37'lik HCI ile pH 2.5’a ayarlanmig 2.5 ml 0.3M Na,HPO, ve
distile suyla hazirlanmigs 10 ml %21'lik AO karistirilarak boyama soliisyonu
hazirlanmistir. Sperm yayilmis ve havada kurutulmus lamlarin bu solisyonda
karanlik ortamda ve calkalayicida (diisiik hizda 5 dk) boyanmasinin ardindan iki kez
%]1'lik PBS ile calkalayicida (diisiik hizda 5 dk) yikama yapilmigtir. Lamlarin fazla
suyu pegete ile alinarak hemen lamel konulup kenarlari renksiz oje ile kapatilarak
lamel sabitlenmistir. Lamlar kuruduktan sonra karanlik ortamda floresan
mikroskobunda 40X objektif ile miimkiin oldugunca ¢abuk sperm sayimi yapilmistir.
AO’nun absorbsiyonu (emisyon) 490 nm, eksitasyonu yesil i¢gin 530 nm, turuncu i¢in
640 nm oldugundan, yesil spermler 530 nm filtre kullanilarak, sari-turuncu-kirmizi
spermler 640 nm filtre kullanilarak sayilmistir. Sari-turuncu-kirmizi boyanan
spermler fragmentasyonlu kabul edilirken (sperm DNA's1 kirik, tek zincirli DNA)
yesil boyananlar normal (sperm DNA's1 saglam, ¢ift zincirli DNA) olarak kabul
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edilmigstir.  Sari-turuncu-kirmizi spermlerin toplaminin tiim spermlere orani
hesaplanarak DNA fragmentasyon indeksleri (DFI) hesaplanmistir. DNA
fragmentasyonu pozitifligi i¢in DFI >% 30 oranm1 siir deger (cut off) olarak kabul

edilmistir.

4.4. Yanak I¢i Epitel Hiicrelerinden DNA izolasyonu

Yanak i¢i siiriintii 6rneklerinden fenol-kloroform metodu ile DNA izolasyonu
yapilmistir. Bu amagla, pamuklu ¢ubuk ile alinan siirlintiiler lizis tamponunda 1 gece
bekletilip daha sonra proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 55°C’de 30 dk-1saat arasi
inkiibe edilmistir. Tiiplere 300 ul fenol eklenip 13000 g’de 3 dk santrifiij edildikten
sonra akoz faz yeni bir tiipe aktarilip esit hacimde Kloroform eklenmis ve 13000 g’de
3 dk santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir Eppendorf tiipe aktarilip iizerine 1/10
hacimde 3M sodyum asetat ve 0,6X izopropanol eklenmistir (toplam hacmin 0,6’s1
kadar). Gece boyu -20°C’de inkiibasyon sonrasinda tiipler 16000 g’de 10 dakika
santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir. Olusan DNA'ya 500 ul %70’lik etanol
eklenmis ve 16000 g’de 10 dk santrifiij edilerek DNA yikanmistir. Siipernatant
atildiktan sonra etanoliin ugmasi igin tiipler 15-20 dk kurumaya birakilmis ve
presipite olan DNA’ya 50 pl low TE tamponu eklenip 2-3 giin beklenerek DNA’nin
tampon igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir. Agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenen

DNA’lar PCR uygulanana kadar -20° C’de muhafaza edilmistir.

4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, ¢ift iplikli DNA molekiiliinde, hedef dizilere iki oligoniikleotid
primerin baglanarak Taq polimeraz enzimi, dort adet dNTP, enzim tamponu ve
MgCI; varliginda hedef dizinin in vitro olarak ¢ogaltilmasidir. Enzim tamponu, Taq
polimeraz enziminin ¢aligmasi i¢in ortam pH’smi ayarlarken MgCl, enzimin
aktivasyonu i¢in gerekli Mg*? iyonunu saglar. Bir PCR dongiisii, denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi ve uzama asamalarindan olusur. Denatiirasyon asamasinda
yiiksek sicaklikta (94-95C) DNA’nin ¢ift ipligi birbirinden ayrilir ve Taq polimeraz
enzimi aktive olur. Sicaklik hedef diziye komplementer primerlerin baglanmasi i¢in
uygun sicakliga (55-657C) distirildiigliinde DNA’nin ¢ift ipligi tekrar hibridize
olmadan primerler DNA’ya baglanir. Tag DNA polimeraz, sicaklik enziminin ideal
calisma sicakligina (70-72°C) disiiriildiiglinde primerlerin 3’°0OH ucuna dNTP’leri
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ekleyerek diziyi 5°-3’yoniinde uzatir. Her dongiide DNA molekiilii tizerinde istenilen

bolge iki katina ¢ikar. Sentezlenen her dizi bir sonraki dongiide primerler i¢in kalip

gorevi gordiigiinden DNA miktar1 PCR sonrasi tistel olarak artar.

Bu tez ¢alismasinda Tablo 4.3’deki miktarlarda reaksiyon hazirlanarak Tablo

4.4’deki termal profil uygulanmistir.

Tablo 4.3. PCR protokolii

Malzeme Miktar
25 mM Mg,Cl, 2.0 ul
5 mM dNTP karigimi 2.0 ul
SEPT474F (12.5 pmol/pl) 1.0 ul
SEPT474R (12.5 pmol/ul) 1.0 ul
10X Tampon ((NH,),SOy4) 2,5 ul
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,2 ul

DNA 30-50 ng

dH,0 25 pl’ye tamamlayacak kadar

Tablo 4.4. PCR’da uygulanan termal profil

Sicakhik Siire Amag
94°C 5dk Enzim aktivasyonu
94°C 30 sn Denatiirasyon
62,2°C 45 sn Primerlerin baglanmasi 30 dongii
72°C 30 sn Uzama
72°C 5dk Son uzama
+4°C sonsuz Muhafaza etme
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4.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Genomik DNA ve PCR iiriinlerini yiiritmek amaciyla toz agaroz sirasiyla %1
ve %2 konsantrasyonunda 0,5 X TBE soliisyonunda yiiksek sicaklikta ¢ozdiiriilmiis,
¢ozelti 50°C’ye kadar sogutulup igine Etidyum bromiir (0.5 mg/ml) eklendikten sonra
jel tankma dokiilmiistir. 8 pl 6rnek BPB igeren 2ul 10X yiikleme boyast ile
karistirtlip polimerize olan jele yiikelnmis ve 120 V elektrik akiminda 15-30 dk
yiritilmistir. Elektroforez sonrasi jel, jel dokiimantasyon cihazinda UV 15181
altinda incelenmistir. Orneklerle birlikte kuyucuklardan birine yiiklenen DNA
markoriine gore elde edilen bantin boyunun istenilen uzunlukta oldugu kontrol

edilmistir.

4.7. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Analizi

Primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan gen bdlgesi,
%?2’lik (0,02 g/ml) agaroz jelde 20-30 dk elektroforez ile goriintiilenmis ve istenilen
boyutta bant (292 bg) alinan &rnekler (50 ng/ul) Apall (0,1 U/ul) restriksiyon enzimi
ve 10X Tampon (1X) ile karistirilip 37 C'de 10 dk muamele edilerek kesimistir.
Apall, 5°..G” TGCAC...3” veya 3’...CACGT ~ G..5” dizisini tanir ve G ve T
niikleotidleri arasindan DNA’y1 keser. Kesilmis orneklerde 155 ve 137 bg
boyutlarinda iki bant olusur. Kodlayict bolgede 474 G>A polimorfizmi olan
homozigot 6rnekler (AA genotipi) kesilmez (292 bg). Bu polimorfizmin goriillmedigi
ornekler, yani homozigot GG genotipine sahip olanlar kesilir ve jelde iki bant
goriiliir. Heterozigot drneklerde (GA) ise jelde 3 bant gozlenir (292, 155 ve 137 bg).

4.8. PCR Piirifikasyonu

PCR diriinlerinin saflagtirilmasi igin kit protokolii uygulanmistir: 50 ul PCR
tirlinii tizerine 250 pl Binding Buffer eklenip karisim kolon iizerine uygulanmis ve
14000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan gecen ve tiipte biriken sivi
dokiilmistiir. Kolon iizerine absoliit etanol eklenmis ve 250 ul Wash Buffer
uygulanmistir. 13000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan gecen ve tiipte biriken
stvi dokiilmiistiir. Kolon tizerine 100 ul Wash Buffer eklenip 13000 g’de 1 dk

santrifiij edilmistir. Kolon 1,5 ml’lik tiip icerisine konulup ve iizerine 40 ul Elution
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Buffer eklenip 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 13000 g’de 1 dk

santrifiij edilerek piirifiye PCR {iriinii tiip icerisinde elde edilmistir.

4.9. DNA ol¢iimleri

PCR piirifikasyonu sonrasi dizi analizi yapilacak drneklerin konsantrasyonlari
Qubit® dsDNA BR Assay kit (2-1000 ng DNA igin) protokoliine uygun olarak
Qubit® cihazi ile belirlenmistir. Buna gore, her 6rnek ve iki adet standart i¢in 199 pl
diliisyon tamponu ve 1 ul florofor boya igeren reaktif karistirilip ¢alisma soliisyonu
hazirlanmistir. Cihazin kalibrasyonu igin 190 pl ¢alisma soliisyonu ile 10 ul standart
1 ve 2 1s1mayi geciren tiiplerde karistirilip 2 dk beklenerek cihaza once standart 1 (0
ng/ul), sonra standart 2 (100 ng/ul) okutulmustur. Ol¢iim hacmi 200 pl oldugundan
her ornek igin 1-20 pl arast DNA ve 200 pl’ye tamamlayacak kadar g¢alisma
soliisyonu konulup 2 dk beklenerek tiipler cihaza okutulmustur. Orneklerin

konsantrasyonlari otomatik olarak ng/ul olarak belirlenmistir.

4.10. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi, Sanger sekans yontemi ile Kkapiler elektroforez cihazinda
(ABI310) yapilmustir. ileri primer kullanilarak tek yonlii okuma gergeklestirilmistir.

Ilgili gen bolgesi igin primerler araciligiyla DNA PCR ile ¢ogaltilirken 3’
ucunda her biri farkli floresan ile isaretlenmis ddNTP’lerden biri olan ¢esitli boylarda
fragmentler olusur. Bu fragmentler polimer ile dolu kapilere enjekte edilir ve
elektroforez gerceklestirilir. Negatif ylikli DNA pozitif ylike dogru goc ederken
ddNTP’lerdeki floresan boyalar lazer araciligiyla belirlenir ve elde edilen veri cihaz
tarafindan diziye doniistiiriiliir. Bu amagla BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit protokolii uygulanmigtir. Tablo 4.5’deki miktarlarda reaksiyon
hazirlanarak ve Tablo 4.6’daki termal profil kullanilarak  reaksiyon

gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.5. Dizi analizi reaksiyonu

Malzeme Miktar
Kullanima hazir reaksiyon karisimi (2,5X) (ANTP’ler, 4 ul
floresan isaretli dNTP’ler, AmpliTaq® DNA Polimeraz) H
BigDye Sekans Tamponu (5X) 2 ul
Primer (1 pmol/ul) 3,6 ul
DNA 3-10 ng
dH,O 20 pl’ye tamamlayacak kadar
Tablo 4.6. Dizi analizi termal profili
Sicakhik Siire Amacg
96°C 1dk Baslangi¢ denatiirasyonu
96°C 10 sn denatiirasyon
> | 25 dongii
50°C 5sn primerlerin baglanmasi
60°C 4 dk Uzama
_
+4°C sonsuz Muhafaza etme

Ornekleri dizi analizi cihazina yiiklemeden &nce baglanmamis floresan
isaretli dANTP’ler ve fazla tuzun orneklerden uzaklastirilmasi gerekir. Aksi halde
kapilerde DNA dizisi ile yarisabilirler ve sonuglarda floresan kirliligi olusturabilirler.
Bu amagla BigDye® XTerminator™ Purification Kit kullanilmistir. Kit
protokoliinde yazdig iizere 6rnekler tizerine 90 ul SAM™ ve 20 ul XTerminator™
soliisyonu konulup plate iizeri seal ile kapatilmis ve 30 dk plate vorteksinde B
modunda ¢alkalanmigtir. 1000 g’de 1 dk santrifiij edilip kapiler elektroforez cihazina
yiiklenmistir.

4.11. Istatistiksel Degerlendirme

RFLP sonuclari agaroz jel kullanilarak belirlenmistir. Bu islem hasta ve
saglikli popiilasyonda tamamlandiktan sonra genotip dagilimlari agisindan hasta ve

kontrol vakalariin Hardy-Weinberg dengesine uygunluklari test edilmistir.
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Asosiasyon analizlerinde 4 model uygulanmistir:

1) GG ve AA genotiplerinin ayni etkiye sahip oldugunun varsayilip GA
genotipine sahip olmanin riski ile GG ve GA genotiplerinin ayn1 etkiye sahip
oldugunun varsayilip AA genotipine sahip olmanin riskinin verildigi
kodominant model,

2) GA genotipinin r kat risk, AA genotipinin 2r kat risk tasidiginin kabul
edildigi aditif model,

3) Tek A alleli tastmanin olusturdugu artmus riski hesaplayan dominant model
(GG ve GA+AA genotipleri karsilagtirilir),

4) A allelinin hastalik olusturmasi i¢in iki kopya bulunmasi gerektiginin kabul
edildigi resesif model (GG+GA ve AA genotipleri karsilastirilir).

Sperm parametrelerinin normal dagilima uygunluklari Shapiro-Wilk testiyle
analiz edilmistir. Dominant, resesif modelde sperm parametreleri karsilastirmalarinda
normal dagilima uyanlar igin t-test, uymayanlar i¢in Mann-Whitney U testi;
kodominant modelde sperm parametreleri karsilastirmalari i¢in normal dagilima
uyanlar i¢in One Way Anova, uymayanlar i¢in Kruskal-Wallis testleri kullanilmustir.
Hasta ve konrol gruplarinda kodominant, aditif, dominant ve resesif modellerde
sigara, alkol kullanimi, gebelik sonuglari, DNA fragmentasyonu iligkileri Lojistik
Regresyon analizi yapilarak karsilagtirilmigtir. Analizler SPSS21.0 progranu

kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0,05 olarak almmustir.
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5. SONUCLAR

5.1. DNA izolasyonu

Yanak igi epitel hiicrelerinden DNA izolasyonu sonrasi Ornekler %1°lik
agaroz jele 5 pl (3 ul DNA + 2 pul 10X yiikleme boyasi) yiiklenerek 15 dk 120 V’ta
yiritilmistir (Sekil 5.1). Bant goriilen 6rnekler PCR yapilmak iizere -20°C’de

saklanlanmustir.

Sekil 5.1. DNA izolasyonu sonrasinda 6rneklerin %1°lik agaroz jel elektroforezi
goruntiisu

5.2. PCR

PCR sonrasi 6rnekler %2’lik agaroz jele 10 ul (8 pl PCR firiinii + 2 pl 10X
yiikkleme boyasi) yiiklenerek 20 dk 120 V’ta yiiritiilmistiir. 292 bg bant goriilen
orneklere (Sekil 5.2) RFLP analizi yapilmustir.

50 bg markor

300bg 292 bg PCR iimiinii

Sekil 5.2. PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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5.3. RFLP

PCR sonrasi 292 bg bant elde edilen 6rnekler Apall enzimiyle 10 dk 37°C’de
kesilmis ve kesim sonrasi ornekler %2’lik agaroz jele 10 pl (8 pl kesim tirtinii + 2 pl
10X yiikleme boyasi) yiiklenerek 20-30 dk 120 V’ta yiiriitilmistiir. AA genotipine
sahip homozigot 6rneklerde 292 b¢’lik tek bant (Sekil 5.3’te 2 numarali 6rnek), GA
genotipine sahip heterozigot 6rneklerde 292, 155 ve 137 bg’lik {i¢ bant (Sekil 5.3’te 1
ve 3 numaral1 6rnekler) ve GG genotipine sahip homozigot 6rneklerde ise 155 ve 137

be’lik iki bant (Sekil 5.3’te 4 numarali 6rnek) goriilmiistiir.

Sekil 5.3. Apall ile kesim sonrasi %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii

5.4. Dizi Analizi

RFLP analizinin dogrulugunu kanitlamak {iizere Orneklere dizi analizi
yapilmis ve elektroferogram goriintiilerinde ilgili niikleotid i¢in tek pik (homozigot)
(Sekil 5.4 ve 5.5) veya ¢ift pik (heterozigot) (Sekil 5.6) varligina gore orneklerin

genotipleri belirlenmistir.

130 140
o 2] E 5 N E 5 0 i N A ®§ &R & & | | B i n
~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ c ~ o~ ~ ~ ~ T o~
- = - g - (=4 < = - — = i~ 1= i~ - o

Sekil 5.4. Homozigot GG 6rneginin dizi analizinde elektroferogram goriintiisii
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Sekil 5.5. Homozigot AA 6rneginin dizi analizinde elektroferogram goriintiisii

120 130 140
B | B | I | h | B | - 8 - = = - i | | | | B | "1
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Sekil 5.6. Heterozigot GA 6rneginin dizi analizinde elektroferogram goriintiisii

5.5. Spermde Morfoloji Degerlendirme

Spermde morfoloji degerlendirilirken Kruger’in kesin kriterlerine gore
degerlendirme yapilmistir. Preparatlar 151k mikroskobunda 100X biiylitmede
degerlendirilip fotograflanmistir. Normal sperm Sekil 5.7°de, hastalarda goriilen bas,

boyun ve kuyruk anomalileri sirasiyla Sekil 5.8, 5.9, 5.10, 5.11°de gosterilmistir.

Sekil 5.7. Normal sperm goriintiisii
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Sekil 5.8. Spermde ¢esitli akrozom anomalileri. A) Akrozomal kist, B) Irregiiler
akrozomal dagilim, C) Akrozomal vakuol

Sekil 5.9. Spermde cesitli bas anomalileri. A) Kiiciik bas (ortada), B) Cift bas, C)
Yuvarlak bas (akrozomun total yoklugu), D) Amorf ve biiyiik bas (solda), E) Uzun
bas
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Sekil 5.10. Spermde ¢esitli boyun anomalileri. A) Sitoplazmik droplet, B)
Mitokondriyal kayip (ince boyun), C) Kirik boyun (bent neck), D) Kalin boyun

Sekil 5.11. Spermde ¢esitli kuyruk anomalileri. A) Cift kuyruk, B) Dag defekti, C)
Kivrik kuyruk (coiled tail), D) Kisa kuyruk

5.6. Spermde DNA Fragmentasyonunun Degerlendirilmesi

AO ile boyama sonrasi preparatlar floresan mikroskobunda 40X objektif ile
degerlendirilip fotograflanmigtir. DNA hasar1 bulunmayan (gift zincirli DNA)
spermler yesil renk, DNA hasar1 bulunan (tek zincirli DNA) spermler sari-turuncu-

kirmizi renk olarak goriintiilenmistir (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. DNA fragmentasyonunun AO boyama ile degerlendirilmesi. A) DNA
hasar1 bulunmayan spermler, B) DNA hasar1 bulunan spermler

5.7. Istatistiksel Bulgular

5.7.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Genotip Dagilimlar:

115 kisiden olusan tiim infertil hasta grubunda ortalama yas 32,9 + 4,5, 164
kisiden olusan kontrol grubunda ise 32,9 + 5,4 yas bulunmustur. Eslerinin yas
ortalamasi ise tiim infertil hasta grubunda 29,8 + 4,2, kontrol grubunda 29,5 £ 5,2 yas
bulunmustur.

45 kisiden olusan oligozoospermi hasta grubunda ortalama yas 32,6 + 4,9,
eslerinin yaslari ortalamasi 29,4 + 4,1 yas bulunmustur.

74 kisiden olusan astenozoospermi hasta grubunda ortalama yas 33,1 + 4,9,
eslerinin yaslari ortalamasi 30,1 + 4,2 yas bulunmustur.

48 kisiden olusan teratozoospermi hasta grubunda ortalama yas 33,0 + 4,4,
eslerinin yaslari ortalamasi 30,1 + 4,3 yas bulunmustur.

16 kisiden olusan agiklanamayan infertilite hasta grubunda ortalama yas 32,9
+ 5,9, eslerinin yaslar1 ortalamasi 29,5 + 5,2 yas bulunmustur.

Tiim infertil ve kontrol gruplari, genotip dagilimlar1 agisindan Hardy-

Weinberg dengesinde ¢ikmistir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. Tim infertil ve kontrol gruplarinda genotip ve allel frekanslari

Genotip Frekanslari Allel Frekanslart XZ HWP (%95 C.1.)
GG AA GA G A
Hasta (115 43 12 60 103 72
kisi) (%37,4) | (%10,4) | (%52,2) | (%89,6) | (%62,6) 1.80 0.17
Frekans 0,37 0,10 0,52 0,63 0,37
Kontrol 68 13 83 151 96
(164 kisi) | (%41,5) | (%7,9) | (%50,6) | (%92,1) | (%58,5) 393 0.072

Frekans 0,41 0,079 0,50 0,67 0,33

Hasta gruplarinda kodominant, aditif, dominant ve resesif modeller
kullanilarak erkek infertilitesi analiz edilmis, ancak hi¢bir modelde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gériilmemistir (p>0,05) (Tablo 5.2).
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Tablo 5.2. Hasta gruplarinda kodominant, aditif, dominant ve resesif modeller ile
erkek infertilitesi analizi

sig. | Bxp®) 2% C.1.
Hasta Gruplar1 B |S.E.|Wald|Df ® | OR) En En
"7 | diistik | yiiksek

Kodominant GG 785 | 2 675
Model | GA[,134],258],269 | 1 [,604] 1,143 | 689 | 1,89
i infertiller > AA|,378|,445| 722 | 1 |,396] 1,460 | ,610 | 3,493
Aditif Model  |,168|,194| ,744 | 1 |,388] 1,182 | ,808 | 1,730
Dominant Model |,171|,250| ,468 | 1 |,494| 1,186 | ,727 | 1,934
Resesif Model  |,303],420| 518 | 1 |.472| 1,353 | ,594 | 3,084

GG 795 | 2 | 672
Kodominant| GA | .-_|350|,710 | 1 |,399| ,745 | 375 | 1,478

295
Model

AA | 301 ,686| 243 | 1 |,622| 713 | 186 | 2736
Oligozoospermi | A jitif Model oap|278| 695 | 1 |,404| 793 | 0,460/ 1,368
Dominant Model | ,|,338| ,791 | 1 |,374| 741 |0,382| 1436
Resesif Model | o |,664| 079 | 1|,778| 830 0,226 | 3,048

Kodominant GG 740 | 2 |,691
Model | |_GA |-1391,296| 220 | 1 {,639] 870 | -139 | 296
Astenozoospermi - AA |,268],498],290 | 1 [,590| 1,308 | ,268 | ,498
Aditif Model  |,028,222|,016 | 1 |,901| 1,028 | ,028 | 222
Dominant Model |-,023[,283],007 | 1 |,936| 977 |-023 | 283
Resesif Model |,394,452| ,760 | 1 |,383| 1,484 | 394 | 452

Kodom GG 2412] 2 [.299
ONCI’(;‘;'er}a”t GA |.563|,363(2,408| 1 |,121] 1,756 | 563 | ,363
Teratozoospermi - AA |,402|643] 391 | 1 |,532| 1,495 | 402 | 643
Aditif Model  |,338],268(1,594| 1 |,207| 1,402 | ,338 | ,268
Dominant Model |,593(,355(2,791] 1 |,095| 1,809 | ,593 | ,355
Resesif Model |,220(,549| ,160 | 1 |,689| 1,246 | ,220 | ,549

Kodominant GG '072 2 ’965
Model | |_GA |-291/1,111 069 | 1 |,793| 747 | 085 | 6,595
Aciklanamayan AA |-066| 543|015 | 1 |,904] ,936 | ,323 | 2,713
infertilite grubu | Aditif Model  |-,032|,273| ,013 | 1 |,908| ,969 | ,567 | 1,656
Dominant Model |-,094| 528,031 | 1 |,859| ,911 | ,323 | 2,565
Resesif Model |-,256|1,072] 057 | 1 |,812| ,774 | ,095 | 6,336

5.7.2. Cevresel Faktorlerin infertiliteye Etkisi

Alkol kullanimi agisindan tiim infertil ve  kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p= 0,033). Bu tez ¢alismasinda kontrol
grubunda alkol kullanan (sosyal igici ve hergiin igcen) bireylerin sayisi tiim hastalara
kiyasla daha fazla bulunmustur (sirastyla, % 33,5 ve %21,7). Hasta gruplar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ise gruplar arasinda alkol kullanimi agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.3).
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Tablo 5.3. Alkol kullaniminin erkek infertilitesine etkisi

95% C.1.

Gruplarda Alkol Sig. | Exp(B)
Kullanimi B SE. | Wald Df (p) (O.R)

Tum infertiller -,597 ,280 | 4,541
Oligozoospermi -, 444 384 | 1,338
Astenozoospermi | -,526 322 | 2,666
Teratozoospermi | -529 | ,381 | 1,926

Agiklanamayan -782 | 662 | 1,399
infertilite grubu

En En
disiik | yiksek
,033* | 551 ,318 ,953

247 ,641 | 0,302 | 1,362
,103 ,591 314 | 1,111
,165 ,589 279 | 1,244

237 ,457 125 | 1,672

[SE RN RN A=y =

Tim infertil ve kontrol gruplarmin alkol aliskanhklart Sekil 5.13’te

sunulmustur.

Gruplar

Wrortral
BHastn

Count

Kmeyen hergun icen sosynl Ko
Alkol

Sekil 5.13. Tiim infertil ve kontrol gruplarinda alkol kullanimi

Sigara kullanimi1 agisindan tiim infertil ve  kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p= 0,00). Bu tez caligmasinda kontrol
grubunda sigara kullanan bireylerin sayis1 tiim infertil hastalara kiyasla daha fazla
bulunmustur (sirasiyla, % 57,3 ve %34,8) (Sekil 5.14). Sperm parametrelerine gore
ayrilan hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasinda da sigara kullanimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 5.4). Gruplar arasinda
sigara kullanimi istatistiksel olarak koruyucu faktor olarak bulunsa da bunu
aciklayacak herhangi bir biyolojik mekanizma yoktur. Bu hastalarda infertilitede
muhtemelen diger genetik faktorler etkilidir.
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Tablo 5.4. Sigara kullaniminin erkek infertilitesine etkisi

Gruplarda Sigara Sig. | Exp(B) 9% C.I.
Kullanims B S.E. | Wald Df ®) (OR) En En
diisiik | yiiksek

Tiim infertiller -,923 ,252 | 13,480 1 ,000* | ,397 243 | 650
Oligozoospermi -,890 349 | 6,490 1 ,011* | ,411 | 0,207 | 0,814

Astenozoospermi | -1,091 ,297 | 13,528 1 ,000* | ,336 ,188 ,601

Teratozoospermi -, 718 335 | 4,597 1 ,032* | 488 253 ,940
Agiklanamayan | 761 | 660 | 7,027 | 1 | 008% | 172 | 047 | 626
infertilite grubu

Tiim infertil ve kontrol gruplarinin sigara aliskanliklar1 (glinde <5 adet, 5-19

adet ve >19 adet sigara igen) Sekil 5.14’te sunulmustur.

Gruplar

W Kontrol
EHasta

igmeyen  <Sadeticen S-19adet >19 adet icen
icen

sigara

Sekil 5.14. Tum infertil ve kontrol gruplarinda sigara kullanimi

5.7.3. Genotip ile Sperm Konsantrasyonu iliskisi

Tim infertil, oligozoospermi, astenozoospermi gruplarinda sperm
konsantrasyonu normal dagilima uymadigindan Kruskal-Wallis testiyle incelenmis,
ancak bu gruplarda genotip ile sperm konsantrasyonu arasinda iligski bulunamamistir
(p>0,05) (Tablo 5.5). Teratozoospermi ve agiklanamayan infertilite gruplarinda
sperm konsantrasyonu normal dagilima uydugundan sperm konsantrasyonu ve

genotip iliskisi One Way Anova testi kullanilarak incelenmis, ancak bu gruplarda
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genotip ile sperm konsantrasyonu arasinda iliski bulunamamistir (p=0,65) (Tablo
5.6). Tum infertil hastalarda sperm konsantrasyonu ortalamalarinin genotiplere gore

dagilimi Sekil 5.15°te gosterilmistir.

Tablo 5.5. Tiim infertil, oligozoospermi, astenozoospermi gruplarinda genotip ile
sperm konsantrasyonu iliskisi

Sperm
Hasta Gruplar Konsantrasyon:
Ortalama + SD
Chi-Square ,964
Tum infertiller 31,97 £29,76 df 2
Asymp. Sig. (p) ,618
Chi-Square 3,737
Oligozoospermi hasta grubu 5,12+ 6,03 df 2
Asymp. Sig.(p) ,154
Chi-Square 2,796
Astenozoospermi hasta grubu 19,97 £ 23,77 df 2
Asymp. Sig.(p) 247

Tablo 5.6. Teratozoospermi ve aciklanamayan infertilite gruplarinda genotip ile
sperm konsantrasyonu iligkisi

Sperm
Konsantrasyonu
Hasta Gruplar: (mil/m) | 2ansn t‘f)a';i'rfl: Df Olf;;e'nf;m F |Sig.(p)
Ortalama + ynag P
S.D.
Gruplar | o56 104 | 2 | 114,052 |185| 831
arasinda
Teratozoospermi 35,46 + 24,37 .G_rup 17687509 45| 615,280
i¢inde
Total [27915,703 47
Gruplar | 5613 938 2 | 1321969 2,213 149
Aciklanamayan arasinda
infertilite grupu | 0231 £2634 | Gruplar 2060 56 13| 597,346
i¢inde
Total [10409,438 15
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Sekil 5.15. Tiim infertillerde sperm konsantrasyonu ortalamalarinin genotiplere gore
dagilimi

Hasta gruplarinda dominant model ile sperm konsantrasyonu analizi yapilmis
ve agiklanamayan infertilite grubunda sperm konsantrasyonu agisindan hastalar
arasinda istatistiksel olarak sinirda anlamli fark bulunmustur (p=0,057) (Tablo 5.7).
GG genotipine sahip bireylerin sperm konsantrasyonu ortalamalart AA ve GA
genotipine sahip bireylerin sperm konsantrasyonundan fazla bulunmustur (Tablo
5.8). A alleli dominant etkiye sahip oldugunda sperm parametreleri normal olan
hastalarda sperm konsantrasyonunda azalmaya yol ag¢maktadir. Diger hasta
gruplarinda dominant model ile sperm konsantrasyonu incelendiginde hastalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.7 ve
Tablo 5.9).
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Tablo 5.7. Hasta gruplarinda dominant model ile sperm konsantrasyonu analizi

Sperm
Konsantrasyonu
Hasta Gruplar (mil/ml)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 627,500
. . 31,97 £29,76 Wilcoxon W 5880,500
Tim infertiller ’ ’
z -,314
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) , 754
Mann-Whitney U 177,500
Oligozoospermi hasta Wilcoxon W 453,500
grubu 5,12 £ 6,03 7 -1,720
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,085
Mann-Whitney U 640,000
i Wilcoxon W 1168,000
Astenozoospermi 19.97 +23.77
hasta grubu Z -,349
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 127
Mann-Whitney U 13,500
Wilcoxon W 58,500
Agiklanamayan |- 0 31, 56 34 Heox
infertilite grubu Z -1,907
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,057*

Tablo 5.8. Aciklanamayan infertilite

sperm konsantrasyonu ile iligkisi

olgularinda A allelinin dominant etkisinin

Dominant Say1 0 I‘t:ll;fnam Sira Toplami
GG 7 11,07 77,50
Sperm konsantrasyonu (mil/ml) | AA+GA 9 6,50 58,50
Total 16

Tablo 5.9. Teratozoospermi grubunda dominant model ile sperm konsantrasyonu

analizi
Varyans
esitligi
Sperm i¢in Ortalama esitligi icin t-test
konsantrasyonu| Levene's
Ortalama + Test
— 5
- F |sig.| T |Df s&g}lj(liiﬁt) Ortalamalar -~ S.E. = CII'En
g y farka farki | Endistk| .
yiiksek
35,46 + 24,37 |,333],567 304 46 , 7162 -2,376050 (7,814957 18.106743 13,354642
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Hasta gruplarinda resesif model ile sperm konsantrasyonu analizi yapilmas,

ancak hasta gruplarinda sperm konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 5.10).

Tablo 5.10. Hasta gruplarinda resesif model ile sperm konsantrasyonu analizi

Sperm
konsantrasyonu
Hasta Gruplari (mil/mi)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 627,500
Wil nw
Tim infertiller 31,97+29,76 11c0X0 5880,500
Z -,314
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 754
Mann-Whitney U 34,500
Oligozoospermi Wilcoxon W 40,500
hasta grubu 5,12 £6,03 Z -1,301
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,193
Mann-Whitney U 196,000
Astenozoospermi Wilcoxon W 2341,000
hasta grubu 19.97+ 23,77 Z -1,597
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,110
Mann-Whitney U 84,000
Teratozoospermi Wilcoxon W 99,000
hasta grubu 35,46 £ 24,37 z -, 794
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 427
Mann-Whitney U 1,000
Agiklanamayan Wilcoxon W 2,000
infertilite grubu 62,31+ 26,34 7 -1,411
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,158

5.7.4. Genotip ile Ejakulat Hacmi Iliskisi

Hasta gruplarinda genotip ile ejakulat hacmi arasinda iliski bulunamamistir

(p>0,05) (Tablo 5.11 ve Tablo 5.12). Tim infertil hastalarda ejakulat hacmi

ortalamalarinin genotiplere gore dagilimi Sekil 5.16°da gosterilmistir.
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Tablo 5.11. Hasta gruplarinda genotip ile ejakulat hacmi iligkisi

Ejakulat hacmi (ml)
Hasta Gruplar Ortalama + S.D.
Chi-Square 748
Tiim infertiller 3,05£1,33 Df 2
Asymp. Sig.(p) 688
Chi-Square 1,301
Oligozoospermi hasta 3,00+ 1,65 Df 2
grubu
Asymp. Sig.(p) 522
Chi-Square 174
Astenozoospermi hasta 2,92 + 1,28 Df 2
grubu
Asymp. Sig.(p) 917
Chi-Square 1,159
Teratozoospermi hasta 3,00+ 1,11 Df 2
grubu
Asymp. Sig.(p) 560

Tablo 5.12. Ag¢iklanamayan infertilite olgularinda genotip ile ejakulat hacmi iliskisi

Ejeku(lr?]tl)hacml Varyansin Kareler Kareler

5 Df F Sig.(p)
Ortalama + S.D. kaynagi toplami ortalamasi

aci;ﬁﬂ?; 1,983 2 991 669 | 529
307119 Gruplar i¢inde 19,267 13 1482
Total 21,250 15
8,09
6,09
E
E
é 40 als
i.E' 12 - 0
2,09 J l
o T : :
AA o A
genotip

Sekil 5.16. Tim infertillerde ejakulat hacmi ortalamalarmin genotiplere gore
dagilimi
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Hasta gruplarinda dominant ve resesif model ile ejakulat hacmi ortalamalari

incelenmis, ancak hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p>0,05) (sirastyla, Tablo 5.13 ve 5.14; Tablo 5.15).

Tablo 5.13. Tim infertil, oligozoospermi ve astenozoospermi gruplarinda dominant
model ile ejakulat hacmi analizi

Ejakulat hacmi
Hasta Gruplar1 (ml)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 1400,000
. . Wilcoxon W 2346,000
Tim infertiller 3,05+1,33
z -,865
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,387
Mann-Whitney U 212,500
i i Wil w 4
Oligozoospermi hasta 3.00 + 1,65 ilcoxon 65,500
grubu z -,933
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,351
Mann-Whitney U 672,000
i Wil nw 157
Astenozoospermi 292+ 1.8 Ilcoxo 575,000
hasta grubu Z ,000
Asymp. Sig. (cift kuyruklu) (p) 1,000

Tablo 5.14. Teratozoospermi ve

model ile ejakulat hacmi analizi

aciklanamayan

infertilite olgularinda dominant

Varyans
. esitligi
EJakUI?t icin Ortalama esitligi i¢in t-test
hacmi L ,
evene's
Hasta Gruplar1 Test
Ortalamaj — 5
+S.D. . Sig. (cift Ortalamalar | S.E. PN L.
F [Sig.| T [Df|kuyruklu) farki farki En En
() diisiik | yiiksek
Teratozoospermi 3,00 & 1,2881,262|,217|46 | ,830 ,0773 ,3571(-,6415| ,7961
Aciklanamayan 307+ )
infertilite ; 10,196(,007(916( 14| ,375 ,55238 (60307 74107 1,84584
grubu ’
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Tablo 5.15. Hasta gruplarinda resesif model ile ejakulat hacmi analizi

Hasta Gruplart

Ejakulat hacmi (ml)
Ortalama + S.D.

Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p)

Mann-Whitney U 650,000
o . Wilcoxon W 5903,000
Tim infertiller 3,05+1,33
Z -,116
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,908
Mann-Whitney U 44,000
Oligozoospermi Wilcoxon W 947,000
hasta grubu 3,00:£1,65 7 -,877
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,380
Mann-Whitney U 263,500
Astenozoospermi 2924128 Wilcoxon W 308,500
hasta grubu Z -,486
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,627
Mann-Whitney U 72,500
Teratozoospermi Wilcoxon W 87,500
hasta grubu 3,00£1,11 Z -1,196
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,232
Mann-Whitney U 1,500
Wil W 2,500
Aglkl_apamayan 3,07+ 1,19 ilcoxon ,
infertilite grubu Z -1,320
,187

5.7.5. Genotip ile Total Sperm Sayas Iliskisi

Hasta gruplarinda genotip ile total sperm sayis1 arasinda iligki bulunamamigtir

(p>0,05) (Tablo 5.16 ve Tablo 5.17). Tim infertil hasta grubunda total sperm sayisi

ortalamalarinin genotiplere gore dagilimi Sekil 5.17°de gosterilmistir.
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Tablo 5.16. Tum infertil, oligozoospermi ve astenozoospermi gruplarinda genotip ile
total sperm sayist iligkisi

Total sperm sayist
Hasta Gruplar (kons. x hacim)
Ortalama + S.D.
Chi-Square 1,195
Tim infertiller 91,78 £ 91,10 df 2
Asymp. Sig. (p) ,550
] ] Chi-Square 3,392
Ollgozoo?Sglerl hasta 1131+ 11,04 Df 2
J Asymp. Sig.(p) ,183
) Chi-Square 2,954
Astenozoii%irml hasta 51,80 + 57.99 Df >
J Asymp. Sig. (p) ,228

Tablo 5.17. Teratozoospermi ve agiklanamayan infertilite gruplarinda genotip ile
total sperm sayisi iliskisi

Total sperm
sayisi (kons x
Hasta Gruplari hacim) \?:ysgfin ‘:f)arlifq: Df orf;lra(ﬂqeary F |Sig.(p)
Ortalama + ynag P
S.D.
Gruplar | 5191 340 | 2 | 1005,670 |,195| 823
. arasinda
Teratozoospermi 103,44 + G
hasta grubu 73,61 >rp 252511,679(45 | 5611,371
iginde
Total [254703,019 47
Gruplar | 30155 50| 2 [15077,760[2,672 ,107
arasinda
Aciklanamayan 180,59 + Gruolar
infertilite grubu 83,07 >rup 73361,089| 13 | 5643,161
iginde
Total [103516,609| 15
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Sekil 5.17. Tum infertillerde total sperm sayisi ortalamalarinin genotiplere goére
dagilimi

Hasta gruplarinda dominant ve resesif model ile total sperm sayisi analiz
edilmis, ancak hastalar arasinda total sperm sayis1 ortalamalar1 agisindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (sirasiyla, Tablo 5.18 ve 5.19; Tablo
5.20).

Tablo 5.18. Tum infertil, oligozoospermi, astenozoospermi ve agiklanamayan
infertilite gruplarinda dominant model ile total sperm sayis1 analizi

Total sperm sayisi
Hasta Gruplart (kons x hacim)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 1370,000
. ) 91,78+91,10 Wilcoxon W 2316,000
Tum infertiller ’ >
Z -1,029
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,303
Mann-Whitney U 180,000
Oligozoospermi Wilcoxon W 456,000
hasta grubu 11,31+ 11,04 Z -1,659
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,097
Mann-Whitney U 642,500
i Wilcoxon W 1170,500
Astenozoospermi 51,80 + 57.99
hasta grubu Z -,322
Asymp. Sig. (cift kuyruklu) (p) (47
Mann-Whitney U 14,000
Wilcoxon W 59,000
Agiklanamayan | o 5 | g3 7
infertilite grubu Z -1,855
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,064
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Tablo 5.19. Teratozoospermi grubunda dominant model ile total sperm sayis1 analizi

Varyans
Total - citligi
sperm .- e
i¢in Ortalama esitligi icin t-test
SaYISL | evene's
(kons x Test
hacim) — 3
Orialama) ¢ | sig. | T | Df ;il)g,ﬁfﬁ}ﬂt) Ortalamalar | SE. |——2C
+ S.D. ' i
®) farki farki diisiik En yiiksek
103,44 + -
7361 794,377 379 46 ,706 -8,94874 |23,59267|-56,43833| 38,54085

Tablo 5.20. Hasta gruplarinda resesif model ile total sperm sayis1 analizi

Total sperm sayist
Hasta Gruplar (kons x hacim)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 607,500
Wilcoxon W 5860,500
Tiim infertiller 91,78 £91.10 Heox
z -,490
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,624
Mann-Whitney U 77,500
O|igozoospermi Wilcoxon W 87,500
hasta grubu 11,31 £ 11,04 Z -,180
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,857
Mann-Whitney U 190,000
i Wilcoxon W 2335,000
Astenozoospermi 51,80 + 57.99
hasta grubu Z -1,696
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,090
Mann-Whitney U 82,000
i Wilcoxon W 97,000
Teratozoospermi 103.44 + 73,61 .
hasta grubu Z -,861
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,389
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 1,000
Agiklanamayan 180,59 + 83,07
infertilite grubu Z -1,629
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,103

5.7.6. Genotip ile Sperm Hareketliligi Iliskisi

Hasta gruplarinda genotipin total hareketli sperm sayisina etkisi
bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.21).
Hasta gruplarinda dominant ve resesif model ile total hareketli sperm sayisi

analiz edilmis, ancak hastalar arasinda total hareketli sperm sayisi ortalamalar
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acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (sirasiyla,Tablo

5.22 ve 5.23).

Tablo 5.21. Hasta gruplarinda genotip ile total hareketli sperm sayisi iligkisi

Total hareketli sperm
Hasta Gruplart sayisi1 (%)
Ortalama + S.D.
Chi-Square 1,662
Tum infertiller 45,87 + 15,86 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,436
) ) Chi-Square ,033
Oligozoospermi 30,58 + 14,51 Df >
hasta grubu .
Asymp. Sig. (p) ,983
) Chi-Square 1,196
Astenozoospermi 37,87+ 14,37 Df >
hasta grubu .
Asymp. Sig. (p) ,550
T ) Chi-Square 1,503
eratozoospermi
hasta grubu 49,58 £12,28 Df - 2
Asymp. Sig. (p) 472
Mann-Whitney U 5,174
Acikd Wilcoxon W 2
¢iKlanamayan
infertilite grubu 60,43 +7,19 Z 075
Asymp. Sig. (¢ift
kuyruklu) (p) 5,174
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Tablo 5.22. Hasta gruplarinda dominant model ile total hareketli sperm sayis1 analizi

Hasta Gruplari

Total hareketli
sperm sayi1si (%)
Ortalama + S.D.

Mann-Whitney U 1160,500
o i Wilcoxon W 1980,500
Tum infertiller 45,87 £ 15,86
Z -1,280
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,200
Mann-Whitney U 176,000
i i Wilcoxon W 366,000
Oligozoospermi 30,58 + 14,51 1icox
hasta grubu Z -,132
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,895
Mann-Whitney U 532,000
i Wilcoxon W 967,000
Astenozoospermi 37.87 + 14,37 11COX
hasta grubu Z -,244
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,807
Mann-Whitney U 202,500
Teratozoospermi Wilcoxon W 307,500
hasta grubu 49,58 + 12,28 z -,817
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 414
Mann-Whitney U 14,500
Wilcoxon W 59,500
_ Aglk_lgmayan 60.43 +7.19
infertilite grubu 4 -1,868
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,062
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Tablo 5.23. Hasta gruplarinda resesif model ile total hareketli sperm sayist analizi

Total hareketli sperm
Hasta Gruplari say1st (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 555,500
o ) Wilcoxon W 5211,500
Tim infertiller 45,87 £15,86
Z -,202
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,840
Mann-Whitney U 30,000
i i Wilcoxon W 36,000
Oligozoospermi 30,58 + 14,51
hasta grubu Z -1,255
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,210
Mann-Whitney U 151,500
i Wilcoxon W 1921,500
Astenozoospermi 37.87 + 1437
hasta grubu Z -1,185
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,236
Mann-Whitney U 84,000
Teratozoospermi Wilcoxon W 94,000
hasta grubu 49,58 + 12,28 z -,160
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,873
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 1,000
A<;1kl_ar_1amayan 60.43 +7.19
infertilite grubu Z -1,689
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,091

Hasta gruplarinda genotipin ileri hareketli sperm sayisina etkisi
bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.24). Tiim hastalarda ileri hareketli sperm sayisi

ortalamalar1 Sekil 5.18’de gosterilmistir.
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Tablo 5.24. Hasta gruplarinda genotip ile ileri hareketli sperm sayisi iligkisi

[leri hareketli sperm sayis1 (%)
Hasta Gruplari Ortalama + S.D.
Chi-Square 2,016
Tum infertiller 30,12 + 12,88 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,365
oli ) Chi-Square ,089
igozoospermi
hasta grubu 18,63 £ 9,90 Df - 2
Asymp. Sig. (p) ,957
] Chi-Square ,290
Astenozoospermi 2228 + 8,98 Df 2
hasta grubu -
Asymp. Sig. (p) ,865
) Chi-Square 2,121
Teratozoospermi 32,92+ 11,19 Df 2
hasta grubu -
Asymp. Sig. (p) ,346
Mann-Whitney U 3,590
Acikd Wilcoxon W 2
¢iklanamayan
infertilite grubu 42,81£7,06 z 166
Asymp. Sig. (¢ift
kuyruklu) (p) 3,590
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Sekil 5.18. Tim infertillerde ileri hareketli sperm sayisi (%) ortalamalarinin
genotiplere gore dagilimi
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Hasta gruplarinda dominant model ile ileri hareketli sperm sayisi analiz

edilmis, ancak hastalar arasinda ileri hareketli sperm sayisi ortalamalar1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05) (sirasiyla, Tablo 5.25; 5.26).

Tablo 5.25. Tiim infertillerde dominant model ile ileri hareketli sperm sayis1 analizi

ileri Varyans

hareketli efg&iﬁ“ Ortalama esitligi icin t-test

Sperm Test
sayist (% - -
O?/tala(m(ja) . Sig. (gift Ortalamalar | S.E 95% C.I.
+SD F | Sig. T Df | kuyruklu) farks fa.rk'1 En En

_ (p) diisiik | yiiksek

31(;1828;E 060 | 807 |-1316]| 106 | 101 3368 | 2559 | -8.441 | 1,705

Tablo 5.26. Hasta gruplarinda dominant model ile ileri hareketli sperm sayis1 analizi

[leri hareketli

Hasta Gruplart sperm sayisi (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 175,000
Oligozoospermi 18,63 + 9,90 Wilcoxon W 365,000
hasta grubu Z -,162
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 871
Mann-Whitney U 533,500
Astenozoospermi Wilcoxon W 968,500
hasta grubu 22,28 + 8,98 Z -,040
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,968
Mann-Whitney U 539,500
Teratozoospermi 32,924 11,19 Wilcoxon W 974,500
hasta grubu Z -,150
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,881
Mann-Whitney U 16,000
Wilcoxon W 61,000
infertite grupy | 4281706 7 1686
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,092

Hasta gruplarinda resesif model ile ileri hareketli sperm sayisi ortalamalari

incelenmis, ancak hastalar arasinda ileri hareketli sperm sayis1 ortalamalar1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamuistir (p>0,05) (Tablo 5.27).
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Tablo 5.27. Hasta gruplarinda resesif model ile ileri hareketli sperm sayis1 analizi

[leri hareketli
Hasta Gruplari sperm sayisi (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 570,500
o . Wilcoxon W 5226,500
Tim infertiller 30,12 + 12,885
Z -,054
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,957
Mann-Whitney U 49,000
Oligozoospermi hasta 18,63 £ 9,90 Wilcoxon W 679,000
grubu Z -,192
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,848
Mann-Whitney U 232,500
Astenozoospermi hasta Wilcoxon W 1943,500
grubu 22,28 + 8,98 Z -,540
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,589
Mann-Whitney U 66,500
i Wilcoxon W 76,500
Teratozoospermi hasta 32,92+ 11,196
grubu Z -,815
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 415
Mann-Whitney U 2,000
Wilcoxon W 3,000
Agiklanamayan 42,81+ 7,06 !
infertilite grubu Z -1,226
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p ,220

5.7.7. Genotip ile Sperm Morfolojisi Tliskisi

Hasta gruplarinda genotipin normal morfolojiye etkisi bulunamamistir
(p>0,05) (Tablo 5.28 ve Tablo 5.29). Tim infertil hasta grubunda normal morfolojiye
sahip sperm sayist ortalamalarimin genotiplere gore dagilimi Sekil 5.19°da

gosterilmistir.

Tablo 5.28. Agiklanamayan infertilite grubunda genotip ile normal morfoloji iligkisi

Normal
morfolojiye
sahip sperm Varyansin Kareler Kareler .
say1st (%) kaynagi toplami f ortalamast F Sig.()
Ortalama +
S.D.
i;‘sjf’n'g; 3,157 2 1579 | 153 | 860
>,78+2,99 Gruplar iginde 113,200 11 10,291
Total 116,357 13
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Tablo 5.29. Hasta gruplarinda genotip ile normal morfoloji iliskisi

Normal morfolojiye sahip

Hasta Gruplari sperm sayist (%)
Ortalama + S.D.
Chi-Square 1,684
Tiim infertiller 3,01+2,79 df 2
Asymp. Sig. (p) 431
. _ Chi-Square 2,721
Ollgozogfsgaml hasta 2,56+ 3.24 df 2
Asymp. Sig. (p) 257
. Chi-Square ,052
Astenoz%c;z%irml hasta 2,60 +2.68 df 1
Asymp. Sig. (p) ,820
_ Chi-Square 1,144
Teratozo;rsupt;aurml hasta 133+ 1,13 Df 2
Asymp. Sig. (p) 564
1
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Sekil 5.19. Tim infertillerde normal normolojiye sahip sperm (%) ortalamalarinin

genotiplere gore dagilimi

Hasta gruplarinda dominant model ile normal morfolojiye sahip sperm sayisi

analiz edilmis, ancak hastalar arasinda normal morfolojiye sahip sperm ortalamalari

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.30 ve

Tablo 5.31).
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Tablo 5.30. Hasta gruplarinda dominant model ile normal morfolojiye sahip sperm
sayis1 analizi

Normal
morfolojiye
Hasta Gruplari sahip sperm
say1st (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 597,000
o . Wilcoxon W 2137,000
Tum infertiller 3,01 £2,79
Z -,950
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 342
Mann-Whitney U 204,000
Astenozoospermi 2,60 +2,68 Wilcoxon W 555,000
hasta grubu Z -,106
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,916
Mann-Whitney U 233,500
i Wilcoxon W 828,500
Teratozoospermi 133+ 1,13 ilcox
hasta grubu Z -,106
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,916
Mann-Whitney U 10,500
Wilcoxon W 55,500
Agiklanamayan | = 5 ;¢\ 5 g9 Heox
infertilite grubu Z -1,629
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,103

Tablo 5.31. Oligozoospermi grubunda dominant model ile normal morfolojiye sahip
sperm sayisi analizi

Normal Var}/ans
morfolojiye e%g&%lnle?;n Ortalama esitligi igin t-test
o sern| e
Ortalama + : Sig. (Gift | 5 amalar | S.E. 95% C.1.
SD. F | Sig. T | Df | kuyruklu) farki farki En En
() diisiik |yiiksek
23”52%: 270| 610 | 1573 16| 135 2364 | 1503 -822 | 5549

Hasta gruplarinda resesif model ile normal morfolojiye sahip sperm sayisi
analiz edilmis, ancak hastalar arasinda normal morfolojiye sahip sperm sayisi

ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05)
(Tablo 5.32).
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Tablo 5.32. Hasta gruplarinda resesif model ile normal morfolojiye sahip sperm sayisi

analizi
Normal morfolojiye
Hasta Gruplar1 | sahip sperm sayisi
(%) Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 278,500
L . Wilcoxon W 2834,500
Tum infertiller 3,01 £2,79
z -,631
Asymp. Sig. (cift kuyruklu) (p) ,528
Mann-Whitney U 3,500
i i Wil w 4,500
Oligozoospermi 2,56+ 3.4 ilcoxon ,
hasta grubu Z -1,012
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 312
Mann-Whitney U 111,000
Astenozoospermi 2,60 + 2,68 Wilcoxon W 741,000
hasta grubu Z -,396
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,692
Mann-Whitney U 60,500
i Wilcoxon W 70,500
Teratozoospermi 133+ 113
hasta grubu Z -1,065
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,287
Mann-Whitney U 6,000
Wilcoxon W 7,000
Agiklanamayan 5,78 £2.99 e
infertilite grubu Z -,126
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,900

Hasta gruplarinda genotipin spermde bas anomalilerine etkisi bulunamamistir
(p>0,05) (Tablo 5.33 ve Tablo 5.34). Tim hastalarda spermde bas anomalileri

ortalamalarinin genotiplere gore dagilimi Sekil 5.20°de gosterilmistir.
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Tablo 5.33. Hasta gruplarinda genotip ile spermde bas anomalileri iligkisi

Hasta Gruplari

Spermde bas
anomalileri (%)
Ortalama + S.D.

Chi-Square 1,684
Tiim infertiller 96,99 + 2,79 Df 2
Asymp. Sig. (p) 431
Chi-Square 2,721
Oligozoospermi hasta grubu 97,44 £ 3,24 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,257
Chi-Square ,261
Astenozoospermi hasta grubu 97,40 + 2,68 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,878
Chi-Square 1,144
Teratozoospermi hasta grubu 98,67 £ 1,13 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,564

Tablo 5.34. A¢iklanamayan infertilite grubunda genotip ile spermde bas anomalileri

iligkisi
Bas anomalisi
(%) Varyansin Kareler Kareler .
Ortalama + kaynagi toplami Df ortalamasi F Sig.(p)
S.D.
ei:;[sjfr:g; 3,157 2 1,579 153 | 860
9421299 G iplar icinde | 113,200 11 10,291
Total 116,357 13
100 —— p— —
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Sekil 5.20. Tum infertillerde bag anomalileri ortalamalarinin genotiplere gore

dagilimi
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Hasta gruplarinda dominant model ile spermde bas anomalileri ortalamalar1

analiz edilmis, ancak hastalar arasinda bas anomalileri ortalamalar1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 5.35 ve 5.36).

Tablo 5.35. Hasta gruplarinda dominant model ile spermde bas anomalileri analizi

Spermde bas
Hasta Gruplart anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 608,500
o i Wilcoxon W 933,500
Tum infertiller 97,02 £2,76
Z -,829
Asymp. Sig. (cift kuyruklu) (p) ,407
Mann-Whitney U 204,000
i Wilcoxon W 340,000
Astenozoospermi 97.40 + 2,68
hasta grubu Z -,106
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,916
Mann-Whitney U 233,500
i Wilcoxon W 338,500
Teratozoospermi 98,67+ 1.13 ilcox
hasta grubu Z -,106
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,916
Mann-Whitney U 10,500
Wilcoxon W 55,500
Agiklanamayan 9421 + 2,99 HeoX
infertilite grubu Z -1,629
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,103

Tablo 5.36. Oligozoospermi grubunda dominant model ile spermde bas anomalileri

analizi
Varyans
Spermde bag| esitligi igin i
anomalileri| Levene's Ortalama esitligi i¢in t-test
(%) Test
Ortalama + Sig. (cift 95% C.1.
S.D. F | Sig. T | Df| kuyruklu) Ortafd;galar fSa rIIEq En En
() diisiik |yiiksek
9;’;2; ,270 | ,610 [-1,573| 16 ,135 -2,364 1,503 | -5,549 | ,822

Hasta gruplarinda resesif model ile spermde bas anomalileri ortalamalari

analiz edilmis, ancak hastalar arasinda bas anomalileri ortalamalar1 ac¢isindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.37).
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Tablo 5.37. Hasta gruplarinda resesif model ile spermde bas anomalileri analizi

Spermde bas
Hasta Gruplar1 anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 275,000
. . 97,02 + 2,760 Wilcoxon W 320,000
Tum infertiller ’ ’
Z -,685
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,493
Mann-Whitney U 3,500
i i Wilcoxon W 156,500
Oligozoospermi 97,44 + 3,240 ilcox
hasta grubu 7 -1,012
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 312
Mann-Whitney U 111,000
Astenozoospermi Wilcoxon W 139,000
hasta grubu 97,40 £+ 2,68 Z -,396
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,692
Mann-Whitney U 60,500
Teratozoospermi Wilcoxon W 1050,500
hasta grubu 98,67 £ 1,136 Z -1,065
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,287
Mann-Whitney U 6,000
Wil w 97,000
A<;1kl_ar_1amayan 0421 + 2,99 1icoxon '
infertilite grubu Z -,126
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,900

Hasta gruplarinda genotipin spermde boyun anomalilerine etkisi
incelendiginde diger hasta gruplar1 arasinda boyun anomalileri ortalamalar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmezken, teratozoospermi hastalari arasinda
boyun anomalileri ortalamalar1 acisindan istatistiksel olarak smirda anlamlilik
bulunmustur (p=0,059) (Tablo 5.38 ve Tablo 5.39). Bu hastalarin genotip dagilimlari
incelendiginde GG ve GA genotipine sahip bireyler arasinda boyun anomalileri
ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (p=0,046) (Tablo
5.40). GG genotipine sahip bireylerde boyun anomalileri ortalamalari GA
genotipindeki bireylere gore daha fazla bulunmustur (Tablo 5.40). Tiim infertil hasta
grubunda spermde boyun anomalileri ortalamalarinin genotiplere gore dagilimi Sekil

5.21°de gosterilmistir.
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Tablo 5.38. Tiim infertil ve oligozoospermi gruplarinda genotip ile spermde boyun
anomalileri iliskisi

Spermde boyun
Hasta Gruplar anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Chi-Square 1,713
Tiim infertiller 37,13+ 18,32 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,425
) ) Chi-Square 1,460
Ollgozogfﬁglrjml hasta 36,28 + 17,25 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,482
Tablo 5.39. Astenozoospermi, teratozoospermi ve agiklanamayan infertilite
gruplarinda genotip ile spermde boyun anomalileri iligkisi
Boyun
anomalileri
Hasta Gruplart | (%) vaansin | Kareler | g | Kareler | g gig )
Ortalama + ynag p
S.D.
Astenozoospemil 37.85 + Gruplar arasinda | 592,589 2 296,294 | ,852 43
h;sta rubupnda 1é 57 Grup iginde |13208,533| 38 | 347,593
g ’ Total 13801,122| 40
reratozoospermil 42.40 + Gruplar arasinda | 1850,792 | 2 | 925,396 |3,028| ,059*
hasta rubEnda 1é 23 Grup i¢inde 13448,527| 44 | 305,648
9 : Total 15209,319] 46
Gruplar arasinda | 91,557 2 45,779 177 1,841
ﬁ%élﬁiﬁﬁimfggﬂ nggsi Gruplar iginde | 2852,800 | 11 | 259,345
g ’ Total 2944357 | 13
Tablo 5.40. Teratozoospermi grubunda boyun anomalileri ortalamalarinimn
genotiplere gére dagimi
() Genotip | (J) Genotip Ortalama S.E. Sig. (p) 95% C.I.
Farki (1-J) En diigiik En yiiksek
GG GA 14,285 5,805 ,046* ,20 28,36
AA 10,135 9,996 572 -14,11 34,38
AA GG -10,135 9,996 572 -34,38 14,11
GA 4,150 9,306 ,896 -18,42 26,72
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Sekil 5.21. Tam infertillerde boyun anomalileri (%) ortalamalarinin genotiplere gore
dagilimi

Tim infertil ve oligozoospermi gruplarinda dominant model ile spermde
boyun anomalilerini analiz edildiginde hastalar arasinda boyun anomalileri
ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05)
(Tablo 5.41). Astenozoospermi grubunda boyun anomalileri ortalamalar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmezken, teratozoospermi hastalarinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmistiir (p= 0,019) (Tablo 5.42). Bu hastalarda
GG genotipine sahip bireylerde boyun anomalileri ortalamasi AA ve GA’ya gore
daha fazla bulunmustur (Tablo 5.43).

Tablo 5.41. Tam infertil ve oligozoospermi gruplarinda dominant model ile spermde
boyun anomalileri analizi

Spermde boyun
Hasta Gruplari anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 543,500
o ) 37.13+ 18.32 Wilcoxon W 2083,500
Tim infertiller ’ ’
z -1,242
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 214
Mann-Whitney U 34,500
i i Wilcoxon W 62,500
Oligozoospermi 36.28 = 17.25
hasta grubu Z -,362
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 717
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Tablo 5.42. Astenozoospermi,
gruplarinda dominant model ile spermde boyun anomalileri analizi

teratozoospermi

ve aciklanamayan

infertilite

Varyans
Boyu.n . csitligi 1&in Ortalama esitligi icin t-test
anomalilerif Levene's
Hasta Gruplari (%) Test
Ortalama + Sig. (¢ift 95% C.1.
SD. | F |Sig.| T |Dfkuyrukiu)|OMaamaar) S& g gy
(p) diisiik | yiiksek
Astenozoospermi| 37,85+
hasta grubu 1857 2,5611,118|1,307|39 ,199 7,800 5,9701-4,276| 19,876
Teratozoospermi | 42,40+ 11 44| 041(2442|45| 019% | 13796 |5,650|2417 | 25176
hasta grubu 18,23
Agiklanamayan | 29,79 + -
infertilite grubu 15,05 ,008 [,929] ,617 |12 548 5,311 8,601 13.430 24,052

Tablo 5.43. Teratozoospermi grubunda dominant modelde boyun anomalileri
ortalamalarinin genotiplere gore dagimi

Dominant|  Say1 Ortalama S.D. S.E.
. GG 13 52,38 21,152 5,867
Boyun anomalisi %
AA+GA 34 38,59 15,706 2,694

Hasta gruplarinda resesif modelde spermde boyun anomalileri ortalamalar

acisindan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05)

(Tablo 5.44).
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Tablo 5.44. Hasta gruplarinda resesif model ile spermde boyun anomalileri analizi

Spermde boyun
Hasta Gruplari anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 270,000
. . 37,13+ 18,32 Wilcoxon W 315,000
Tim infertiller ’ ’
V4 -,695
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 487
Mann-Whitney U 3,000
i i Wilcoxon W 4,000
Oligozoospermi hasta 36.28 = 17.25
grubu z -1,061
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,289
Mann-Whitney U 114,500
i Wilcoxon W 709,500
Astenozoospermi 37.85 + 18,57 11COX
hasta grubu Z -,156
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,876
Mann-Whitney U 84,500
Teratozoospermi hasta Wilcoxon W 1030,500
grubu 42,40 + 18,23 Z -,057
(¢ift kuyruklu) (p) ,954
Mann-Whitney U 5,500
Wilcoxon W 6,500
A<;1kl_apamayan 20.79 + 15,05
infertilite grubu Z -,249
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,804

Hasta gruplarinda genotipin  spermde kuyruk anomalilerine etkisi
bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.45 ve Tablo 5.46). Tim infertil hasta grubunda
spermde kuyruk anomalileri ortalamalarinin genotiplere gore dagilimi Sekil 5.22°de

gosterilmistir.
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Tablo 5.45. Hasta gruplarinda genotip ile spermde kuyruk anomalileri iliskisi

Spermde kuyruk
Hasta Gruplari anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Chi-Square 2,814
Tiim infertiller 20,61 + 15,76 Df 2
Asymp. Sig. (p) ,245
| . Chi-Square 1,613
O“gOZOO?EELmI hasta 28,61 + 18,50 Df 2
9 Asymp. Sig. (p) 446
_ Chi-Square 3,347
Astenozo?z%irml hasta 24,59 + 18,94 Df 2
9 Asymp. Sig. (p) 188
_ Chi-Square 273
Teratozoorsupt;eurml hasta 2277 + 15,50 Df 2
g Asymp. Sig. (p) 872

Tablo 5.46. Aciklanamayan infertilite grubunda genotip ile

anomalileri iliskisi

spermde kuyruk

Kuyruk
anomalileri
ot 0| Vi | Ko | op | ko |
Ortalama + ynag P
S.D.
af;‘;ﬁ:g; 74,325 2 37,163 | 359 | ,706
15.00£9.66 G plar icinde | 1139,675 | 11 | 103,607
Total 1214,000 13
_3520 l 1
E 45
genotip

Sekil 5.22. Tim infertillerde kuyruk anomalileri (%) ortalamalarinin genotiplere gore

dagilimi
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Hasta gruplarinda dominant model ile spermde kuyruk anomalileri analiz
edildiginde hastalar arasinda kuyruk anomalilerinin ortalamalar1 ag¢isindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 5.47 ve Tablo 5.48).

Tablo 5.47. Hasta gruplarinda dominant model ile spermde kuyruk anomalileri analizi

Spermde kuyruk
Hasta Gruplari anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 644,500
- . 20,61 + 15,76 Wilcoxon W 944,500
Tim infertiller ’ ’
Z -,165
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,869
Mann-Whitney U 25,000
i i Wilcoxon W 53,000
Oligozoospermi 28.61 + 18,50
hasta grubu Z -1,224
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 221
Mann-Whitney U 190,500
Astenozoospermi 24,59 + 18,94 Wilcoxon W 541,500
hasta grubu 7 -,122
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,903
Mann-Whitney U 202,000
i Wilcoxon W 293,000
Teratozoospermi 22.77 + 15.50
hasta grubu Z - 452
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,651

Tablo 5.48. Ag¢iklanamayan infertilite grubunda dominant model ile spermde kuyruk
anomalileri analizi

Varyans
S;f ermie esitligi igin Ortalama esitliai icin t-test
uyrlu_l .| Levene's SligtIe
anor(r;/ao)l eri Test
- - 5
Ortalama + . Sig. (sift Ortalamalar | S.E. 95%C.1
SD. F | Sig. T | Df | kuyruklu) fark farky En En
(p) diisgiik |ytiksek
1300% 1 579 | 465 | -707 | 12| 441 4356 |5467| .. |7557
9,66 ' ' ' ' ' ' 16,268| "’

Hasta gruplarinda resesif model ile spermde kuyruk anomalileri analiz
edildiginde hastalar arasinda kuyruk anomalilelerinin ortalamasi agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamuistir (p>0,05) (Tablo 5.49).
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Tablo 5.49. Hasta gruplarinda resesif model ile spermde kuyruk anomalileri analizi

Spermde kuyruk
Hasta Gruplari anomalileri (%)
Ortalama + S.D.
Mann-Whitney U 186,000
. . 20,61 £ 15,76 Wilcoxon W 222,000
Tim infertiller ’ ’
Z -1,359
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 174
Mann-Whitney U 8,000
i i Wilcoxon W 9,000
Oligozoospermi hasta 28.61 + 18.50 1icox
grubu z -,097
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,923
Mann-Whitney U 51,500
Astenozoospermi 24,59 + 18,94 Wilcoxon W 61,500
hasta grubu Z -,785
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) 432
Mann-Whitney U 73,000
Teratozoospermi Wilcoxon W 83,000
hasta grubu 22,77 £ 15,50 Z -,209
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,834
Mann-Whitney U 3,500
Wilcoxon W 94,500
A<;1kl_apamayan 15,00 + 9,66
infertilite grubu Z -,748
Asymp. Sig. (¢ift kuyruklu) (p) ,455

Tablo 5.50’de tiim morfoloji anomalilerinin genotiplere gore dagilimi

verilmistir ve genotipin bu morfoloji anomalilerine etkisi bulunamamistir (p>0,05).

72



Tablo 5.50. Tiim morfoloji anomalilerinin genotiplere gore dagilimi

Morfoloji Genoti N/ Sira p Morfoloji Genoti N/ Sira P
Anomalileri P Total | Ortalamasi Anomalileri P Total | Ortalamasi
GG |17/60 | 30,53 GG |12/22| 12,04
Am‘;;)f bas | AA | 7/60 | 3064 |100| Pinhead% | AA | 2022 | 1225 | 084
GA |36/60 | 3046 GA | 822 10,50
Akrozomal GG | 15/54 | 32,30 GG |10/31| 1545
sekil AA | 7554 | 2521 | og7 | Ywvarakbas | a a0 | g3 833 | 0,23
bozuklugu tip1 %
% GA | 32554 | 2575 GA |18/31| 17,58
. GG | 17/60 | 29,38 GG | 6/26 12,17
Irriiler Yuvarlak ba:
akrozomal AA | 7/60 3664 | 061 | g I AA | 3126 11,83 | 0,74
S 0
dagilim % GA |36/60| 29,83 GA | 17/26| 1426
GG | 15148 | 24,13 GG | 7/28 11,57
Akrozomal Tapered
ist 0% AA | 6/48 32,25 | 0,32 | (konik) bas AA | 3/28 22,33 | 0,10
0,
GA |27148 | 22,98 & GA |18/28| 14,33
GG |14/53| 19,25 . GG | 5/16 8,80
Akrozomal Abeksiyel
AA | 6/53 31,58 | 0,08 | implantasyon | AA | 1/16 6,00 0,80
vakuol % %
GA |[33/53| 2945 GA | 10/16 8,60
Niikleer GG | 13145 | 21,13 . GG | 2/12 5,00
ekil Parsiyel
e AA 5/45 26,8 0,70 | seperasyon AA 2/12 8,50 0,43
bozuklugu %
% GA | 27/45| 2320 GA | 8/12 6,38
GG | 214 11,50 GG | 12/44| 28,83
Diadem - o
defokt %% AA | 2114 8,25 0,18 | Biiyikbas% | AA | 5/44 2570 | 0,07
GA | 10/14 6,55 GA | 27/44| 19,09
GG 5/8 3,90 GG | 14/48| 23,89
Nuklﬁ/ir kist | an - - 0,32 | Kiigiik bas % | AA | 5/48 28,80 | 0,57
GA 3/8 5,50 GA | 29148 | 25,78
GG | 8/28 13,94 GG | 17/56 | 32,50
Niikleer AA | 4/28 1150 | 0,64 | Uzunbas% | AA | 7/56 2264 | 0,36
vakuol %
GA |16/28| 1553 GA |32/56 | 27,66
Ridged GG - - —_— GG 5/8 4,40
(ctkintilr) AA Vi 1,50 034 "M 0}; 3 AA - - 0,87
o,
bas % GA | 36 2,83 GA | 38 4,67
. .| GG 2/6 4,00 Normalbashi | GG | 10/37 | 22725
Diger ¢esitli ama bovun
anomaliler AA - - 0,57 Y AA 4/37 22,88 0,30
% veya kuyruk
GA 4/6 3,25 defektli % GA |23/37| 1691
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5.7.8. Genotip ile DNA Fragmentasyonu Iliskisi

Bu tez ¢alismasinda hasta gruplarinda kodominant, aditif, dominant ve resesif
model ile DNA fragmentasyonu analiz edilmis, ancak hastalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.51). Oligozoospermi,
astenozoospermi, teratozoospermi hasta gruplarinda yapilmis AO boyama sayisi az

oldugundan bu gruplarda analiz yapilamamustir.

Tablo 5.51. Tum infertillerde kodominant, aditif, dominant ve resesif modeller ile
DNA fragmentasyonu analizi

. 95% C.I.
B SE.  |wald|Df|S!9 | EXp(®) —E T g,
() | (OR) | isiik | yiiksek
. GG 494 | 2 ],781
Koﬁmgam GA 20,104/14210,362 ,000 | 1 |,999[5,385E8| ,000
AA  [21,20314210,362,000 | 1 |,999[1,615E9 ,000 | .
Aditif Model 1,945 1,180 |[2,718| 1 [,099] 6,994 | ,693 |70,624
Dominant Model 20,287[14210,362 ,000 | 1 |,999/6,462E8 ,000 | .
Resesif Model 1,735| 1,547 |1,258| 1 |,262| 5,667 | ,273 [117,448

5.7.9. Genotip ile Gebelik Sonugclar iliskisi

Hastalarin tiip bebek tedavisi sonrasi gebelik sonuglari kodominant, aditif,
dominant ve resesif model ile incelendiginde hastalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.52).
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Tablo 5.52. Hasta gruplarinda kodominant, aditif, dominant ve resesif modeller ile
gebelik sonuglari analizi

Sig. | Exp(8) 95% C.I.
Hasta Gruplari B S.E. Wald | Df (p)l (OR) En En
"7 | distik | yiiksek
Kodominant GG 4,095] 2 | 132
Model  |CAl -727 468 [2,415| 1 [,120] 484 | ,193 | 1,209
Tiim infortiller ~ AA| 606 884 470 | 1 [,493| 1,833 | ,324 |10,367
Aditif Model | -,099 341 085 | 1[,770| ,905 | 464 | 1,765
Dominant Model | -,545 454 [1,438| 1 [,231] 580 | ,238 | 1,413
Resesif Model | 1,057 832 |1,614| 1 [,204] 2,878 | ,564 | 14,696
Kodominant GG 2741 2 | 872
Model [GA| -357 682 274 | 1],601| ,700 | ,184 | 2,664
Oligozoospermi AA[20,952(28420,748] ,000 | 1 [,999] 1,256 | 000
Aditif Model 181 566 102 [ 1 [,750] 1,198 | ,395 | 3,629
Dominant Model | -,156 667 055 | 1[,815| ,856 | ,231 | 3,162
Resesif Model |21,146[28420,721] ,000 | 1 [,999| 1,778 | ,147 |21,509
Kodominant GG 2,960 2 | 228
Model  |CA[ =375 544 474 |1 [,401| 688 | ,237 | 1,998
Astenozoospermi — AA[ 1551 | 1,153 [1,809]| 1 [,179]| 4,714 | ,492 | 45,155
Aditif Model 285 393 525 | 1 [,469| 1,330 | ,615 | 2,875
Dominant Model | -,079 521 023 11,880] ,924 | 333 | 2,565
Resesif Model | 1,755 | 1,113 [2,486| 1 |,115| 5,786 | ,516 | 15,052
Kodominant GG 376 | 2 | 829
Model | CA| -486 792 376 | 1 [,540| ,615 | ,130 | 2,905
Teratozoospermi — AA[20,980(23205,429] ,000 | 1 [,999] 1,292 | ,000 .
Aditif Model 401 615 425 | 1 [ 514 1,493 | 447 | 4,983
Dominant Model | -,223 77 082 (11,774 ,800 , 174 | 3,669
Resesif Model | 1,163 | 1,209 | ,925 | 1 [,336] 3,200 | ,299 | 34,241
) GG ,000 | 2 1,000
Kodominant
Model |CA| 000 |44029,199| ,000 | 1 |1,000/ 1,000 | ,000
Aciklanamayan AA (-21,203|17974,844| ,000 | 1 |,999| ,000 | ,000
infertilite grubu | Aditif Model  |-18,475|10273,948| ,000 | 1 |,999| ,000 | ,000
Dominant Model (-20,980| 17974,844 | ,000 | 1 |,999| ,000 | ,000
Resesif Model | 20,392 40192,977| ,000 | 1 {1,000 7,180 | ,000

5.7.10. Sigara icmeyen Bireylerde Genotipin Erkek Infertilitesine Etkisi

Hasta ve kontrol gruplarinda sigara igmeyenler kodominant, aditif, dominant

ve resesif modeller ile karsilastirilmis, ancak hastalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 5.53).
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Tablo 5.53. Sigara igmeyen hasta gruplarinda genotipin erkek infertilitesine etkisi

Sig. | Exp(B) 95% C.I.
Hasta Gruplari B |S.E.|Wald|Df (p). (OR) En En
"7 | disik | yiksek
Kodominant GG 123 697
Model GA |-,172|,352| 241 ,624| 842 | 422 | 1,677
AA |-,488|,599 | ,664 415|614 | 190 | 1,986

Tium infertiller

Aditif Model  |-,217|,261| ,691 406 ,805 | ,483 | 1,342

Dominant Model |-,164(,337| ,238 ,626| ,848 | ,438 | 1,643

Resesif Model |-,226|,547| ,171 679 ,798 | ,273 | 2,329

GG 2,848 241
Kodominant| GA |-,547|,460|1,416 ,234| 579 | ,235 | 1,425
Model -
Oligozoospermi AA 1,5561’107 1,978 160 ,211 | ,024 | 1,845

Aditif Model  |-,644|,374 (2,963 ,085| ,525 | ,252 | 1,093

Dominant Model |-,613|,446|1,889 ,169| ,542 | ,226 | 1,298

Resesif Model |-,555|,824 | ,454 500 574 | 114 | 2,884

GG ,869 ,648

Kocl\’/loé‘;'er}am GA |-347| 391|786 375| 707 | 329 | 1,521
Astenozoospermi - AA |-352,635] ,307 579] 703 | ,202 | 2,443
Aditif Model  |-,237,284| ,698 403| 789 | 452 | 1,376
Dominant Model |-,288[,372| ,599 439| 750 | ,362 | 1,554
Resesif Model |,033],574 ,003 954 1,033 | ,335 | 3,186
Kodominant GG ’618 ’734
Model | |_GA |-.185].463| 161 689] 831 | ,336 | 2,057
Teratozoospermi - AA |-,655,860] ,581 446| 519 | ,096 | 2,799
Aditif Model  |-,266] 351 575 448|766 | ,385 | 1,524
Dominant Model |-,198|,446| ,197 657| 821 | 342 | 1,967
Resesif Model |-,112|,716| ,024 876| 894 | ,220 | 3,640
Kodominant GG ’171 ’918
Model | |_GA |-398]1,167] 113 736| 675 | ,069 | 6,648
Agiklanamayan AA |,077],639]| ,015 ,904| 1,080 | ,309 | 3,780

infertilite grubu Aditif Model ,0451,324| ,020 ,889| 1,046 | ,555 | 1,974

Dominant Model |,005(,621| ,000 ,994| 1,005 | ,298 | 3,391

A NN NN RN G RN N R RS

Resesif Model  |-,437|1,107| ,156 ,693| ,646 | ,074 | 5,650

Hasta gruplarinda sigara igmeyen bireylerin normal dagilima uymayan sperm
parametreleri Kruskal-Wallis testi ile incelendiginde; teratozoospermi grubundaki
hastalar arasinda boyun anomalileri ortalamalar1 agisindan, agiklanamayan infertilite
grubundaki hastalar arasinda sperm konsantrasyonu ve total sperm sayis1 ortalamalari
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (sirasiyla, p=0,019; p=0,018
ve p=0,054) (Tablo 5.54). Teratozoospermi grubunda sigara icmeyen bireylerden GG
genotipine sahip olanlarda daha fazla boyun anomalisi gozlenmistir (Tablo 5.55).
Aciklanamayan infertilite grubunda sigara i¢cmeyen bireylerden AA ve GA
genotiplerine sahip olanlarda sperm konsantrasyonu ve total sperm sayisi

ortalamalar1 GG genotipine sahip olanlara gore daha az bulunmustur. (Tablo 5.56).
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Tablo 5.54. Hasta gruplarinda sigara i¢gmeyen bireylerde genotipin sperm
parametreleri ile iligkisi

. Total feri
Sperm Ejakulat Total | Normal Bas Boyun | Kuyruk
| sperm _|hareketli B o o o
Hasta Gruplan konsantrasyonu| hacmi Hareketli morfoloji|anomalisi|anomalisi [anomalisi
) say1s1 sperm
(mil/ml) (ml) ) sperm % % % % %
(mil/ml) %
Chi-
,218 1,877 | ,077 722 1,450 ,024 ,024 4,796 1,118
Square
Tiim infertiller df 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp.
] ,897 ,391 ,962 ,697 ,484 ,988 ,988 ,001 ,572
Sig. (p)
Chi-
2,084 1,329 | 2,505 | 1,506 | 1,055 ,007 ,007 ,231 413
Square
Oligozoospermi | df 2 2 2 2 2 1 1 1 1
Asymp.
) ,353 ,514 ,286 471 ,590 ,935 ,935 631 ,520
Sig. (p)
Chi-
2,896 1,260 | 1,957 | 1,491 ,191 ,913 ,913 3,633 1,268
Square
Astenozoospermi| df 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp.
) ,235 ,533 ,376 475 ,909 ,633 ,633 ,163 ,530
Sig. (p)
Chi-
574 3,173 | ,008 1,325 | 1,514 | 3,880 3,880 7,945 ,901
Square
Teratozoospermi| df 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymp.
) ,751 ,205 ,996 ,516 ,469 ,144 144 ,019 * ,637
Sig. (p)
Chi-
8,003 1,949 | 5,843 2,204 ,616 1,188
Square
Aciklanamayan
) - df 2 2 2 2 2 2
infertilite
Asymp.
) ,018* ,377 | ,054* ,332 ,735 ,552
Sig. (p)

Tablo 5.55. Teratozoospermi grubunda sigara igmeyen bireylerde genotipe goére
boyun anomalilerinin dagilimi

Say1 Sira Ortalamasi
GG 13 19,35
Boyun anomalisi % GA 14 10,39
AA 2 19,00
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Tablo 5.56. A¢iklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerde genotipe
gore sperm konsantrasyonu ve total sperm sayisinin dagilimi

Say1 Sira Ortalamasi
GG 5 9,90
T
otal sperm s_ay151 (kons x GA 1 1.00
hacim)
AA 7 5,79
GG 5 10,60
Sperm konsantrasyonu
(mil/ml) GA 1 1,00
AA 7 5,29

Aciklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerde bas anomalisi,
total ve ileri hareketli sperm sayis1 parametreleri normal dagilimda ¢iktigindan bu
parametreler One Way Anova testi ile incelenmis ve hastalar arasinda ileri hareketli
sperm sayisi ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiis, total
hareketli sperm sayisi ortalamalart agisindan da istatistiksel olarak ileri derecede
anlaml fark gorilmistiir (p= 0,026 ve p=0,001) (Tablo 5.57). Her iki parametre
acisindan GA genotipine sahip birey sayisi iki olmadigindan anlamliligin ne yonde
oldugunu gormek icin Tukey analizi yapilamamistir. Tablo 5.58’de goriildiigii iizere
AA ve GA genotiplerine sahip bireylerde hem total hareketli hem de ileri hareketli

sperm sayis1 ortalamalart GG genotipine sahip bireylere gore azalmistir.

Tablo 5.57. Agiklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerde genotipin
sperm parametreleri ile iligkisi

Varyansin | Kareler Kareler

Sperm parametres| kaynagi toplami Df ortalamast F Sig.(p)
Gruplar
arasinda 4,452 2 2,226 ,181 ,837
Bag anomalisi (%) Grup
icinde 110,464 | 9 12,274
Total | 114,917 |11
Gruplar N
. arasnda | 491912 | 2 245,956 | 14,066| ,001
Total hareketli sperm sayis1 Gruplar
(%) icinde 174,857 | 10 17,486
Total 666,769 | 12
Gruplar N
o ‘ arasinda | 306293 | 2 153,297 | 5,365 | ,026
Ileri hareket}; sperm sayist Gruplar
(%) icinde 285,714 | 10 28,571

Total 592,308 | 12
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Tablo 5.58. A¢iklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerde genotipe
gore total hareketli ve ileri hareketli sperm sayisinin dagilimi

Sperm
parametresi Say1 Ortalama S.D. S.E.
] GG 5 69,0000 547723 2,44949
Total hareketli GA 1 50,0000 . .
sperm sayisi (%)
AA 7 58,1429 3,02372 1,14286
. ) GG 5 50,0000 6,12372 2,73861
Ileri hareketli GA 1 35,0000 . .
sperm sayisi (%)
AA 7 41,4286 4,75595 1,79758

Hasta gruplarinda sigara igmeyen bireylerin normal dagilima uymayan sperm
parametreleri Kruskal-Wallis testi kullanilarak dominant model ile incelendiginde
tim infertil ve teratozoospermi hasta gruplarindaki hastalar arasinda boyun
anomalileri, aciklanamayan infertilite grubundaki hastalar arasinda sperm
konsantrasyonu, total sperm sayisi ve total hareketli sperm sayisi ortalamalar
agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 5.59). Tiim
infertil ve teratozoospermi gruplarinda GG genotipine Sahip bireylerde boyun
anomalileri daha fazla goriilmistiir (Tablo 5.60). Agiklanamayan infertilite grubunda
ise AA ve GA genotiplerine sahip bireylerde GG genotipine sahip bireylere gore
konsantrasyon, total sperm sayisi ve total hareketli sperm sayisi ortalamalar1 daha az

saptanmugtir (Tablo 5.61).
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Tablo 5.59. Sigara i¢meyen infertil bireylerde dominant model ile sperm
parametreleri analizleri

Sperm Ejakulat ;r%tr?:] Total fleri | Normal Bas Boyun | Kuyruk
Hasta Gruplart konsantrasyonu| hacmi 2“ Hareketli | hareketli |morfoloji|anomalisi {anomalisi|anomalisi
(mil/ml) (ml) (r?wi?;rfwl) sperm % |sperm % | (%) (%) % %
Mann-
Whitney 666,000 671,000 | 542,500 | 552,000 220,000 | 294,500
U
W"WXO” 1227,000 1232,000|1038,500{1048,000 716,000 | 547,500
Tiim infertiller
z -,288 -,235 -,740 -,628 -2,185 -,840
Asymp.
Sig. (6ift 773 814 | 460 | 530 029% | 401
kuyruklu)
(P
Mann-
Wh:jney 71,500 79,000 | 68,500 | 65,500 | 67,500 | 17,500 | 17,500 | 15,000 | 14,000
Wilcoxon
W 162,500 215,000 159,500 | 170,500 | 122,500 | 38,500 | 38,500 | 36,000 | 35,000
Oligozoospermi
z -1,432 -1,108 | -1,558 -,266 -,148 -,081 -,081 -,480 -,643
Asymp.
Sig. (cift
kuyruklu) ,152 ,268 ,119 ,790 ,882 ,935 ,935 ,631 ,520
(p)
Mann-
Wh:jney 318,000 293,000 317,500 | 244,500 | 248,000 | 94,500 | 94,500 | 67,000 | 102,000
Wilcoxon
W 618,000 593,000 617,500 | 497,500 | 501,000 | 199,500 | 230,500 | 203,000 | 207,000
Astenozoospermi
z -,113 -,593 -,123 -,436 -,365 -,736 -,736 -1,872 -,416
Asymp.
Sig. (¢ift
kuyruklu) ,910 ,553 ,902 ,663 715 ,462 ,462 ,061 677
()
Mann-
Whijney 90,500 87,000 | 104,000 | 87,000 | 94,000 | 85,500 | 85,500 | 47,500 | 82,500
Wilcoxon
W 181,500 223,000| 240,000 | 178,000 | 185,000 | 176,500 | 221,500 | 183,500 | 173,500
Teratozoospermi
z -,592 -, 757 ,000 -, 757 -,445 -,842 -,842 -2,480 -,943
Asymp.
Sig. (¢ift
kuyruklu) ,554 ,449 1,000 ,449 ,657 ,400 ,400 ,013* ,345
()
Mann-
Whgney 2,000 17,500 | 5,500 2,500 7,500 11,500 | 10,000
Wilcoxon
W 38,000 32,500 | 41,500 | 38,500 43,500 47,500 | 20,000
Agiklanamayan
infertilite grubu | 7 2635 | -373 | 2,126 | -2,628 1,475 767 | -1,024
Asymp.
Sig. (gift
kuyruklu) ,008* ,709 ,034* | ,009* ,140 443 ,306
()
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Tablo 5.60. Tiim infertil ve teratozoospermi gruplarinda sigara igmeyen bireylerde
dominant modele gére boyun anomalilerinin dagilimi

Hasta Gruplar Dominant Say1 Sira ortalamasi| Sira Toplami
. . GG 22 32,50 715,00
Tim infertiller
AA+GA 31 23,10 716,00
. GG 13 19,35 251,50
Teratozoospermi hasta grubu
AA+GA 16 11,47 183,50

Tablo 5.61. A¢iklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerde dominant
modele gore konsantrasyon, total sperm sayisi, total hareketli sperm sayis1 dagilimi

Sperm parametreleri | Dominant Say1 Sira Ortalamasi Sira Toplami
Konsantrasyon GG 5 10,60 53,00
(mil/mi) AA+GA 8 4,75 38,00
Total sperm say1s1 GG S 9,90 49,50
(kons x hacim) AA+GA 8 5,19 41,50
Total hareketli sperm| GG 5 10,50 52,50
say1si (%) AA+GA 8 4,81 38,50

Tim infertil ve agiklanamayan infertilite gruplarinda normal dagilima uyan
sperm parametreleri t-test kullanilarak dominant model ile analiz edildiginde
aciklanamayan infertilite grubunda hastalar arasinda ileri hareketli sperm sayisi
ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,011) (Tablo
5.62). Tablo 5.63’te goriildiigli lizere A allelinin dominant etkili olmas1 durumunda

spermde ileri hareketlilik oran1 diismektedir.
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Tablo 5.62. Sigara igmeyen infertil bireylerde dominant model ile normal morfoloji
(%) ve bas anomalisi (%) analizi

Varyans
esitligi
igin Ortalama esitligi igin t-test
Sperm  [Ortalama + Levene's
Hasta Gruplar Parametreleri]  S.D. Test
Sig. (cift 95% C.I.
F |sig.| T | Df | kuyrukiy) | Oalmaler) S e g
(p) diisiik | yiiksek
Normal 345+
. . morfoloji ) ,2731,6041,004| 51 ,997 ,003 ,825 |-1,654| 1,660
Tiim infertiller (%) 2,96
Bag 96,55 +
anomalisi ’ ,2731,604 [-,004] 51 ,997 -,003 ,825 |-1,660( 1,654
2,96
(%)
fleri
hareketli
45,31+5,53(,054 |,821 [3,040] 11 ,011* 9,37500 |[3,08382)2,58756(16,16244
Aciklanamayan| — sperm
infertilite sayisi (%)
grubu Bas
anomalisi [93,87+2,43[2,222,167 |-,613| 10 ,553 -1,250 2,038 |-5,791| 3,291
(%)

Tablo 5.63. Agiklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerde dominant

modele gore ileri hareketli sperm sayis1 dagilimi

Dominant Say1 Ortalama S.D. S.E.
Tleri hareketli GG 5 50,0000 6,12372 2,73861
sperm sayisl
%) AA+GA 8 40,6250 4,95516 1,75191

Hasta gruplarinda normal dagilima uymayan sperm parametreleri Kruskal-

Wallis testi kullanilarak resesif model ile analiz edildiginde hastalar arasinda sperm

parametreleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05)

(Tablo 5.64).
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Tablo 5.64. Hasta gruplarinda sigara igmeyen infertil bireylerde resesif model ile
sperm parametreleri analizi

Sperm Ejakulat Total Total Hleri | Normal Basg Boyun | Kuyruk
- | sperm .|hareketli " . .. .
konsantrasyonu| hacmi sayst Hareketli sperm morfoloji|anomalisi|anomalisi|anomalisi
(mil/ml) (ml) (mil/ml) sperm % % % % % %
Mann-
Whitney | 229,500 236,500 | 192,500 | 168,500 | 110,500 | 110,500 | 108,500 | 105,500
U
W"f/sx"” 2575,500 2582,500{ 220,500 | 196,500 | 125,500 |1286,500|1284,500| 120,500
Tim infertiller
z -155 2027 | -553 |-1030 | -202 | -202 | -350 | -442
Asymp.
S1g. (sift 877 978 | 5580 | 303 | ;770 | ;770 | 726 | 659
kuyruklu)
(p)
Mann-
Whitney | 21,500 23,000 | 18,000 19,000 | 4,500 | 4,500 | ,000 | 5,000
U
W"SSXO” 399,500  |401,000| 396,000 22,000 | 55500 | 70,500 | 66,000 | 6,000
Oligozoospermi
z -476 -348 | -775 -317 | -203 | -293 | -1,503 | -,145
Asymp.
Sig. (cift 634 728 | 438 752 | 769 | 769 | 111 | 884
kuyruklu)
(p)
Mann-
Whitney | 85,500  [105,000| 91,000 | 92,500 |112,000| 44,500 | 44,500 | 43,000 | 37,000
U
W"fﬁm” 1120500  |126,000|1126,000| 912,500 | 932,000| 54,500 | 395,500 | 394,000 | 47,000
Astenozoospermi
z -1,449 888 | -1,287 | -912 | -271 | -463 | -463 | -549 | -916
Asymp.
Sig. (sift 147 374 | 198 | 362 | 787 | 643 | 643 | 583 | 360
kuyruklu)
(p)
Mann-
Whitney | 36,000 13,500 | 30,000 | 20,500 | 20,500 | 24,500 | 24,500 | 20,000 | 37,000
U
W"f/sx"” 42,000 | 19,500 | 36,000 | 26,500 | 26,500 | 30,500 | 375,500 | 371,000 | 43,000
Teratozoospermi
z -215 -1,855 | -645 | -1,345 | -1,343 | -1,078 | -1,078 | -1,362 | -,143
Asymp.
Sig. (sift 830 064 | 519 | 179 | 179 | 281 281 173 886
kuyruklu)
(p)
Mann-
Whitney ,000 ,000 | 1,000 | 5000 | 5000 | 5500 | 3,500
U
Wilcoxon| 4 45 1,000 | 2,000 | 6,000 | 71,000 | 6,500 | 69,500
Aciklanamayan W
infertilite grubu z -1,604 -1,645 | -1,369 | -,148 -,148 ,000 -,582
Asymp.
S0 (6ift | 10 100 | 71 | 882 | 882 | 1,000 | 560
kuyruklu)
(p)
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Hasta gruplarinda normal dagilima uyan sperm parametreleri t-test
kullanilarak resesif model ile analiz edildiginde hastalar arasinda sperm parametreleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 5.65).

Tablo 5.65. Tim infertil, oligozoospermi, agiklanamayan infertilite gruplarinda
sigara icmeyen infertil bireylerde resesif model ile sperm parametreleri analizi

Varyans
esitligi
icin Ortalama esitligi igin t-test
Sperm Ortalama + | Levene's
Hasta Gruplan Parametreleri SD Test
Sig. (cift 95% C.I.
F [sig.| T |Df| kuyrukiy) | Oramalar | SE. ey .
®) diisiik | 7"
Tim infertiller Eiakulat
JaK 2,74£0,91 [2,035(,1581,0200 73| 311 4912 4817 | -4688 | 1,4512
hacmi (ml)
Total
. | hareketli
Oligozoospermi sperm 29,70+16,371,004],953|,393| 22 ,698 4,409 11,230 |-18,880 27,698
sayisi (%)
Bjakulat | o1 896(11| 390 | 1,04167 [1,16280(-1,51765| 3,60098
hacmi (ml)
Aciklanamayan S-EJZE’?TI]
infertilite grubul - s [133.45487.73 - [L390{11| 192 | 12691667 (0131300, - 827,89522
(kons x '
hacim)
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6. TARTISMA

Bu arastirmada ilk olarak Lin ve ark. (2012) tarafindan arastirilmis ve
teratozoospermi vakalar1 ic¢in risk teskil ettigi bulunmus SEPTIN12 c.474 G>A
polimorfizminin Tirk toplumunda erkek infertilitesi ile iliskisi 164 fertil ve 115
infertil erkek bireyinde incelenmis, ancak genotip dagilimlar1 agisindan hasta ve
kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sonuca ulasilamamistir (p>0,05). Bu
sonuglar Lin ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda ¢ikan sonuglar ile ¢elismektedir. Lin ve
ark. hasta grubuna azoospermi vakalarin1 da dahil etmislerdir ve AA genotipinde
bulunan 15 hastadan 5 kisi azoospermi vakasidir. Miyakawa ve ark. (2012)’nin
SEPTIN12 geninde tespit ettikleri 8 adet polimorfizmin azoospermi hastalarinda
testiste sadece sertoli hiicrelerin bulunmasi ile karakterize sertoli cell only
sendromuna (germinal aplazi) neden oldugunu gosterdikleri ¢alismalarinda ise bu tez
calismasindaki sonuglara benzer olarak c.474 G>A polimorfizmi agisindan hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda fark goriilmemistir (%10,7 ve %12). Bu calismaya
azoospermi vakalari dahil edilmemistir. Sonraki calismalarda Tiirk toplumunda
azoospermi vakalari bu polimorfizm agisindan arastirilabilir.

Sperm parametrelerinin normal oldugu agiklanamayan infertilite ve kontrol
gruplarinda AA genotipine (sirasiyla, %6,2 ve %7,9) ve GA genotipine (sirasiyla,
50,6 ve %50) sahip bireylerin anormal spermiyogeneze yatkinliklari olabilecegini
sOylenebilir. Diger sperm parametreleri acisindan normal olup konsantrasyon (2 kisi),
hareket (14 kisi) ve normal morfolojiye sahip sperm sayist diisiik (20 kisi) hastalarda
GG genotipine rastlanmistir (sirasiyla 1, 3, 2 kisi). Bu hastalarda diger genetik ve
cevresel etmenler bozulmus spermiyogenezde rol oynayabilir.

Sigara ve alkol kullanimmin seminal plazmada ROS seviyesinde artisa yol
acarak sperm parametrelerini olumsuz yonde etkiledigi (Hamada ve dig., 2012)
gosterilmis, ayrica sperm konsantrasyonu ve total hareketliligi diisiik hastalarda
andploidilere daha fazla rastlanmis ve sigara/alkol kullanimi spermde kromozomal
anomaliler ile iliskilendirilmistir (Hamada ve dig., 2011). Bu ¢alismada gevresel

etmenlerin (alkol ve sigara) erkek infertilitesi ile iliskisi incelenmis, kontrol
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grubunda sigara ve alkol kullanimi hasta grubuna gore daha fazla bulundugundan
sigara ve alkol kullanimlar1 agisindan hasta ve kontrol gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli sonuca ulasilmistir. Bu tez ¢alismasinda alkol kullanimi agisindan sosyal
igiciler de alkol kullanan gruba dahil edilmistir. Literaturde bazi1 ¢alismalarda alkol
kullanimin sperm parametrelerine negatif etkisi oldugu bulunsa da genel olarak in
vitro fertilizasyon uygulamalarinda ve popiilasyon c¢alismalarinda hergiin alkol
kullanilmadig siirece alkoliin sperm parametrelerine etkisi goriilmez (La Vignera ve
ark., 2013). Ayrica alkoliin sperm parametrelerine olumsuz etkisi alkol kullanimi
birakildiginda yok olur. Bu tez calismasinda sigara kullanimi agisindan gruplar
arasinda ileri derecede istatistiksel anlamli fark bulunmustur. Istatistiksel olarak
sigara kullanimi erkek infertilitesi agisindan koruyucu faktor ¢iksa da bunu herhangi
bir biyolojik mekanizma ile agiklamak miimkiin degildir, bu bireylerde genetik
etkiler gevresel etkileri maskeliyor olabilir. Mitra ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda
sigara igmenin diisiik sperm hareketliligi ve artmig sperm morfoloji defektleri ile
iligkisi tespit edilmistir. Davar ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda ise sigara igmenin
sperm parametrelerine etkisi goriillmemistir. Bu tez ¢aligmasinda, kontrol grubundan
sperm alimamadigindan sigara ve alkol kullanimlar1 agisindan sperm parametreleri
karsilastirlamamustir. Ileriki ¢alismalarda daha fazla sigara igen hasta sayisi ile ve
kontrol grubunun da sperm parametreleri ¢aligmaya dahil edilerek daha kapsaml
analiz yapilabilir.

Hasta grubu sperm parametrelerine goére sperm konsantrasyonu
(oligozoospermi), hareketliligi (astenozoospermi) ve morfolojisi (teratozoospermi)
anormal olanlar ve sperm parametreleri normal olanlar (agiklanamayan infertilite)
olarak alt gruplara ayrilmis ve gruplar bu polimorfizmin kodominant, aditif,
dominant ve resesif modellerde erkek infertilitesi agisindan kontrol grubu ile
kiyaslanmistir. Sonuglarda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuca
ulasilamamustir. Hasta gruplarindaki bireyler genotip, dominant ve resesif etkiler i¢in
ayr1 ayri sperm parametreleri agisindan birbirleriyle kiyaslanmis ve teratozoospermi
hastalarinda boyun anomalilerinin ortalamalar1 agisindan hastalar arasinda siirda
anlamlilik elde edilmistir (p=0,059). GG genotipine sahip hastalarda GA genotpine
sahip hastalara gore daha fazla boyun anomalisi goriildiigii sonucuna ulasilmistir
(p=0,046). Ayrica bu hastalarda dominant modelde GG genotipine sahip hastalarda
boyun anomalileri ortalamalart GA genotipine goére daha fazla bulunmustur
(p=0,019). Bu sonuglar varyant A allelinin sperm parametreleri agisindan herhangi
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bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. GG genotipine sahip bu hastalarda goriilen
boyun anomalileri diger genetik ve ¢evresel etkenlerden kaynaklanabilir.

Bu tez ¢alismasinda ¢.474 G>A polimorfizminin sperm hareketliligine etkisi
gosterilememistir. Bu tez calismasinda astenozoospermi hasta grubunu spermde
diger parametrelere bakilmaksizin sperm hareketliliginin anormal oldugu hastalar
olusturmaktadir. Spermde morfolojik diger anomaliler sperm hareketliligini
etkileyebilir. Bu tez calismasinda diger parametreleri normal olup sadece sperm
hareketliligi anormal olan hastalara sayr azligt nedeniyle istatistiksel analiz
yaptlamamistir. ileriki ¢alismalarda bu tarz hastalarla c¢. 474 G>A polimorfizminin
etkisinin arastiritlmasi1 onerilebilir. Sugino ve ark. (2008) SEPT4 genindeki
mutasyonlarin astenozoospermi hastalarinin ayirici tanisinda kullanilabilecegini; Lin
ve ark. (2009) astenozoospermi vakalarinda testiste SEPTIN12 geninin ifade
seviyesinin azaldigim  gostermistir. Ileriki galismalarda astenozoospermi
hastalarinda c.474 G>A polimorfizminin SEPTIN12 geninin ifade seviyesine etkisi
incelenebilir.

SEPTIN12 testiste ifade edilen spermiyogenez agisindan 6nemli bir gendir.
Bu genin testisteki ifade seviyesinin degismesi bozulmus spermiyogenez ve bunun
sonucu ortaya ¢ikan spermde hareket ve morfoloji defektleri ile iligkilendirilmistir
(Lin ve dig., 2009). Ayrica Lin ve ark. (2012) ¢.474 G>A polimorfizmini bozulmusg
sperm morfolojisi ile iligskilendirmislerdir. Bu tez c¢alismasinda bu polimorfizmin
sperm morfolojisine etkisi gosterilememistir. Bu tez ¢calismasinda diger parametreleri
normal olup sadece sperm morfolojisi anormal olan hastalara say1 azlig1 nedeniyle
istatistiksel analiz yapilamamustir. ileriki calismalarda bu tarz hastalarla c. 474 G>A
polimorfizminin etkisinin arastirilmasi onerilebilir.

Lin ve ark. (2012) c.474 G>A polimorfizminin ozellikle kirik kuyruk,
anormal bas ve immatir sperm formlariyla iligkili bulmuslardir. Bu sonug
caligmalarina azoospermi vakalarin1i dahil etmelerinden kaynaklanabilir. Ciinkii
ozellikle non-obstriiktif azoospermi vakalarinda mayotik arest nedeniyle defektif
spermatogenez gerceklesir ve sperm morfoloji anomalileri yogun olarak goriiliir
(Miyamoto ve dig.,2012; Tsujimura ve dig., 2002; Yavetz ve dig., 2001). Ayrica
onlarin ¢aligmasinda sperm degerlendirme kriterleri olarak WHO 1999 versiyonu
kullanildigindan bu tez c¢alismasindaki hasta gruplarmin sperm parametreleri
acisindan degerlendirilmesinde farklilik olugsmustur. Bu calismada AA genotipi ile
spesifik higbir anomali iliskili bulunamamistir, fakat hemen hemen tiim anomaliler
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GA genotipine sahip bireylerde daha sik gozlenmistir. Bu ¢aligmada bir kiside total
pin head anomalisine rastlanmis ve genotipi GG bulunmustur. c.474 G>A
polimorfizminin bu tarz spesifik anomalilere etkisi anlamli sayida hastayla ileriki
caligmalarda bakilabilir. Bu calismada hastalarin ¢oguna birden fazla sperm analizi
yapilamamistir. Sonraki ¢aligmalar i¢in 15 giin araliklarla en az iki kez yapilan sperm
analizlerinin ortalamasinin alinarak ¢alismanin tekrar edilmesi 6nerilebilir.

Bu tez ¢alismasinda sigara igmenin olumsuz etkisini saf dis1 birakarak hasta
ve kontrol gruplarinda sigara igmeyenler kodominant, aditif, dominant ve resesif
modeller ile karsilastirilmis, ancak hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Teratozoospermi grubundaki sigara igmeyen bireyler arasinda
boyun anomalileri ortalamalari, agiklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen
bireyler arasinda sperm konsantrasyonu ve total sperm sayisi ortalamalar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (sirasiyla, p=0,019; p=0,018 ve
p=0,054). Agiklanamayan infertilite grubunda sigara igmeyen bireylerden AA ve GA
genotiplerine sahip olanlarda sperm Kkonsantrasyonu ve total sperm sayisi
ortalamalar1 GG genotipine sahip olanlara gore daha az bulunmustur. A¢iklanamayan
infertilite grubunda sigara igmeyen bireyler arasinda ileri hareketli sperm sayisi
ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiis, total hareketli sperm
sayist ortalamalari agisindan da istatistiksel olarak ileri derecede anlamli fark
goriilmistiir (p= 0,026 ve p=0,001). Her iki parametre acisindan AA ve GA
genotiplerine sahip bireylerde hem total hareketli hem de ileri hareketli sperm sayis1
ortalamalarinin GG genotipine sahip bireylere gore azaldigi goriilmistiir. Hasta
gruplarinda sigara igmeyen bireylerin sperm parametreleri dominant model ile
incelendiginde tiim infertil (p=0,029) ve teratozoospermi (p=0,013) hasta
gruplarindaki hastalar arasinda boyun anomalileri, aciklanamayan infertilite
grubundaki hastalar arasinda sperm konsantrasyonu (p=0,008), total sperm sayisi
(p=0,034) ve total hareketli sperm sayist (p=0,009) ve ileri hareketli sperm sayisi
(p=0,011) ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Tiim
infertil ve teratozoospermi gruplarinda GG genotipine sahip bireylerde boyun
anomalileri daha fazla goriilmiistiir. A¢iklanamayan infertilite grubunda ise dominant
modelde AA ve GA genotiplerine sahip bireylerde GG genotipine sahip bireylere
gore konsantrasyon, total sperm sayisi, total hareketli ve ileri hareketli sperm sayisi
ortalamalari daha az saptanmistir. Sonu¢ olarak genotipte A alleli varlig
aciklanamayan infertilite vakalarinda hem sperm konsantrasyonunu hem de sperm
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hareketliligini olumsuz yonde etkilemektedir. A alleli dominant etkili oldugunda
sperm konsantrasyonunu ve hareketliligini olumsuz etkilerken, resesif etkili oldugu

zaman sperm parametrelerine etkisi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda spermde DNA hasar1 degerlendirilmesinde AO boyama
kullanilmis ve yesil boyanan spermler DNA hasari1 olmayan (¢ift zincirli DNA), sari-
turuncu-kirmizi boyanan spermler DNA hasari olan (tek zincirli DNA) olarak
degerlendirilmistir (Tejada ve dig., 1984; Avci, 2006; Khalili ve dig., 2006). DNA
hasar1 olan spermler total sperm sayisina boliinerek orneklerin DFI degerleri
belirlenmistir. DNA hasar1 cut off degeri yapilan calismalarda %20-50 arasinda
degismektedir (Evenson ve dig., 1999; Zini ve dig, 2002; Gopalkrishnan ve dig.,
1999). Bircok ¢alisma yesil sperm sayisinin <%50 olmasinin spermin oositi dolleme
yetenegine olumsuz etkisi oldugunu gostermistir (Hoshi ve dig., 1996; Variant-Klun
ve dig., 2002; Katayose ve dig., 2003). Bu ¢alismada cut off degeri >30 se¢ilmistir ve
Lin ve ark.(2012)’nin bulgularinin aksine tiim infertil ve aciklanamayan infertilite
gruplarinda genotipin DNA fragmentasyonuna etkisi gosterilememistir. Bu tez
calismasinda agiklanamayan infertilite grubu hari¢ sperm parametrelerine gore
ayrilan diger hasta gruplarinda AO boyama yapilmis preparat sayist az oldugundan
DNA fragmentasyonu agisindan istatistiksel analiz yapilamamistir. Tiim hastalarda
DNA fragmentasyonu olmayan kisi sayisi az (8 kisi) oldugundan daha fazla vaka
sayist ile ¢alismanin tekrarlanmasi Onerilebilir. DNA hasar1 ve sperm parametreleri
arasinda iliski olup olmadigi ve DNA hasar1 Olgiimlerinin fertil ve infertil
bireylerdeki oranlari halen tartisilan bir konudur (Frasel, 2004; Khalili ve dig., 1997
ve 2006). Fertil ve infertil erkeklerden toplanan spermler arasinda DNA hasari
farkliliklarinin ortaya ¢ikarilmasinda yeterince duyarli olup olmadiklar acik degildir
(Khalili ve dig., 2006).

Bu tez calismasinda c.474 G>A polimorfizminin gebelik sonuglar ile iligkisi
bulunmamistir. Spermde konsantrasyon, hareketlilik ve morfoloji bozukluklar1 olan
hasta gruplarinda da genotipin gebelik sonuglarina etkisi goriilmemistir. Bu
calisamada fertilizasyon basarisizligi, embriyo transfer iptali gibi gesitli nedenlerden
dolayr hastalarin tedavi sonuglarma ait gebelik sonucu verilerinin tamami elde
edilememistir. Sonraki ¢alismalarda bu polimorfizmin fertilizasyon, embriyo kalitesi

ve gebelik iizerine etkileri arastirilabilir.
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c.474 G>A polimorfizmi genotipte bulunabilir ancak fenotipik etkisi yoktur
(non-penetran). Bu durum kirpilma mutasyonlarinda genel olarak goriiliir (Lin ve
dig., 2012; Bonnet ve dig., 2008; Quaye ve dig., 2009). insanda kirpilma siirecinde
olusan genetik varyasyonlarin gézlenenden ¢ok daha kompleks oldugu ve kirpilma
mutasyonlarimin fenotipik ifadesi igin bir¢ok faktoriin rol aldig1 gosterilmistir (Lin ve
dig., 2012; Graveley, 2008; Kwan ve dig., 2008; de Souza ve dig., 2011). inkomplet
penetrans birgok genin kirpilma mutasyonlari i¢in genel bir durumdur (Lin ve dig.,
2012; Basel-Vanagaite ve dig., 2009; Rio Frio ve dig., 2009). Boyle durumlarda
SEPTIN12 i¢in kirpilmis proteinin varligi filament olusumunun bozulmasi i¢in ¢ok
diistik olabilir (Lin ve dig., 2012).

Sperm sayisininda ¢arpici degisimler yapan kromozomal andploidiler (Rubio
ve dig, 2001; Bernardini ve dig., 2005) veya Y kromozom mikrodelesyonlar
(Martinez ve dig., 2000) disinda su an i¢in temel sperm analizine tamamlayici
herhangi bir molekiiler diagnostik test bulunmamaktadir. Molekiiler infertilite
markorleri arasinda sperm DNA hasar1 analizinin kullanigsizligr ile ilgili literatiirde
celiskili veriler bulunmaktadir (Evenson ve Wixon, 2006; Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2006). Son yillarda spermde oksidatif
stresin erkek infertilitesi markdrii olabilecegi ile ilgili ¢cok fazla arastirma vardir
(Agarwal ve dig., 2006; Garrido ve dig., 2004). Diger molekiiler markorlerin heniiz
spermin fertilizasyon ve gebelik olusturma yetenegini Onceden tespit edebilme
konusunda etkisi bulunamamistir (Braundmeier ve Miller, 2001; Sullivan, 2004).
Tiim bunlar spermde fonksiyon bozuklugunda bir¢ok faktoriin birlikte rol oynadigini

gostermektedir (Garrido ve dig., 2008).
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