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OZET

Biyolojik sistemlerde oksidatif denge bozuldugu zaman, yani serbest radikal olusma
hiz1 savunma mekanizmalarmn giiciinii agtiinda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir.
Lokospermi ve varikosel varliginda seminal plazmada oksidanlarin artigi, bu
patolojilerin  spermatozoalar {izerine olast zararlarnm agiklamada kullanilan
argiimanlardan biridir. Infertil olgularin yaklagik %25’ini olugturan idyopatik
infertilite’de ise spermiyogram perametrelerindeki bozulmalarn agiklamaya yonelik
aragtirmalar stirmektedir. Bu caligmada idyopatik infertil hastalarda kan ve semen
plazmasinda toplam antioksidan kapasite, toplam peroksit diizeyleri ve bu testlerin
sperm parametreleri (say1, hareket ve morfoloji) ile olan iligkisini ve bu iliski tizerinden
idyopatik infertiliteyi agiklayabilecek bir mekanizmanin varlifini aragtirdik.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’'min Androloji ve
Infertilite Poliklinigi’ne, infertilite nedeniyle bag vuran hastalar ¢alismaya alindi.
Varikosel, 16kospermi, hormonal ve/veya obstriiktif patolojilerin varlig1 gibi bilinen
nedenlere bagh infertilite olgular1 ¢alismadan ¢ikarildi. Toplam 135 hastadan idyopatik
infertilite kriterlerine uygun 32’sinin sonuglan degerlendirildi. Son 1 yil i¢inde gocugu
olan ve semen parametreleri WHO kriterlerine gére normal olan 30 kisi kontrol grubu
olarak alindi. Hasta ve kontrollerde kan ve seminal plazma total antioksidan kapasite ve
total peroksit diizeyleri dl¢iildii ve sperm parametreleri incelendi. Istatistiksel
analizlerde bagimli 6rnekler i¢in ve bagimsiz ornekler igin t-testleri kullanildi. P<0.05
anlamli fark olarak kabul edildi.

Hasta grubunda sperm sayi, hareket ve morfoloji 6l¢timleri kontrol grubundan
anlamli gekilde diigik bulundu. Hem semen hem de plazma oksidatif/antioksidatif
parametreler agisindan hasta ve kontroller arasinda fark belirlenmedi.

Bu g¢aligmanin sonuglarma gore, idyopatik infertii hasta grubunda,
spermiyogram parametrelerindeki distikltgtin oksidatif stres ile agiklanamayacag: ve

bagka faktorlerin olmas1 gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: erkek infertilitesi, total antioksidan kapasite, total peroksit, sperm

parametreleri



SUMMARY

In the biologic systems, when the balance of oxidation impaired that means the rate of
the formation of free radicals exceeds the capacity of the defense mechanisms, oxidative
stress occurs. The increase of oxidants in the seminal plasma in the presence of
varicocele and leukospermia has been used as the one of the explanation modalities of
the possible damage of these pathologies on the spermatazoas. On the other hand, the
studies have been conducting out to explain the damage on sperm parameters in
idiopathic infertility which forms the 25% of total infertile patients. Herein, we studied
the total antioxidant capacity and total peroxide levels in the blood and seminal plasma
of the idiopathic infertile patients, and the relation between these tests and the sperm
parameters (density, motility and morphology) and in addition the presence of a
possible mechanism that can explain the idiopathic infertility with this relation.

The infertile patients who were following at the andrology and infertility
polyclinic of the department of Urology, Harran University Faculty of Medicine,
included the study. Patients who had known causes of infertility such as varicocele,
leukospermia, hormonal and/or obstructive pathologies were excluded. The results of 32
patients among 135 who meet the criteria of idiopathic infertility were evaluated. 30
subjects who had achieved a live birth in one year time and normal sperm parameters
due to the WHO criteria had been arranged as the control group. The total antioxidant
capacity and the total peroxide levels were measured in the blood and the seminal
plasma, and the sperm parameters were studied in the patient and the control group. The
paired t-test and the independent t-test were used in the statistical analyses. A P-value
less than 0.05 was considered statistically significant.

In the study group, sperm parameters (density, motility and morphology) were
significantly worse than the control. The total antioxidant capacity and the total
peroxide levels of both the blood and the seminal plasma have showed insignificancy
between the patient and the control group.

Due to the results of this study, we concluded that some other factors should be
present in the explanation of the low level of sperm parameters in patients with

idiopathic infertility other than the oxidative stress.

Key Words: male infertilty, total antioxidant capacity, total peroxide, sperm parameters
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1. GIRIS VE AMAC

Cocuk sahibi olmak isteyen ¢iftlerin %15’ infertildir. Infertilite nedeni olarak, tek
bagina erkek faktdr varligi %30, erkek ve kadin faktér birlikteligi ise %20 olguda
saptanmigtir. Diger bir ifadeyle erkek faktér, infertil olgularin yaklagik %50°sinden
sorumlu tutulmaktadir (57). Erkek faktoriin normal oldugunu soyleyebilmek igin yeterli
say1l, hareketlilik ve morfolojide spermlerin varlifi, spermlerin gerekli akrozom
reaksiyonunu gercgeklestirip oositlerin zona pellusida tabakasina baglanmalari ve
zigotun fertilizasyonu gerekmektedir. Bu asamalarda olusabilecek herhangi bir
bozukluk infertilite nedeni olabilecektir (44, 45). Varikosel, obstriiktif, hormonal ve
immiinolojik patolojiler gibi infertiliteye neden olabilecek bir ¢ok durum tanimlanmakla
beraber, olgularin yaklagik %25°1 idyopatik olarak kabul edilmektedir (16, 86).

Sperm fizyolojisi ve gamet etkilesimini anlamaya ynelik 6nemli geligmeler
saglanmasina, tedavide intrastoplazmik enjeksiyon (ICSI) gibi ileri yOntemlerin
kullaniliyor olmasina ragmen, 6zellikle idyopatik infertil olgularda patofizyolojiyi
ortaya koymak, tanisal ve klinik uygulamalarda sonug alic1, diislik maliyetli ve giivenilir
modalitelere ulagmak i¢in hiicresel ve molekiiler diizeyde galigmalar siirdiiriilmektedir
(69).

Atom yada molekiillerin dig orbitallerindeki elektronlar genellikle ¢ift
olusturacak sekilde bulunmakta ve kararli bir yap: olusturmaktadirlar. Bu kararh yapi,
atom ya da molekiillerin digardan bir adet elektron almasi, vermesi yada homolitik
pargalanmasi ile bozulmaktadir. Dig orbitalindeki elektronlarin ortaklanmamig oldugu
bu yapilara reaktif oksijen radikalleri (ROS) ad1 verilmigtir. ROS organizmada normal
kosullarda iiretilen, ama endojen ve eksojen antioxidan mekanizmalarla derhal ortadan
kaldirlan, bazen de organizma i¢in yararl olaylarda gérev alan yapilardir (42).

ROS, esas olarak mitokondri ve peroksizomlarda az miktarda da sitozolde olmak
tizere spermatozoalar da dahil tiim hiicre tiplerinde sentezlenmektedir. Normal
fizyolojik stiregte saglanmas: gereken sperm aktivasyonu, kapasitasyonu ve akrozom
reaksiyonlan igin belli bir konsantrasyonda ROS’nin gerekli oldugu (44, 45), bununla
birlikte, oksijen radikallerinin sperm hiicreleri iizerine olumsuz etkilerinin de
olabilecegi bildirilmigtir (5).

Sperm membrani, fertilizasyon igin gerekli fiizyon olaylan ve akrozom
reaksiyonunda olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. Bu 6zellikten dolay: da klinikte sperm
membran patolojileri ve infertilite arasinda 6nemli bir korelasyon gzlenmektedir. Insan

sperm hiicresi plazma membraminda bol miktarda doymamis yag asitlerinin varhig1 ve



ROS’un bu yapilara kars: yliksek afinite gostermesi spermlerin normal fonksiyonlarim
slirdiirmesinde oksidan ve antioksidan dengeyi ¢ok Gnemli bir hale getirmektedir (4).
Bu dengenin oksidasyon lehine bozulmasi sperm hiicresinde yapisal bozukluklara neden
olacak, sperm oosit birlesme kapasitesinde azalma ve fertilizasyon oraninda diismeye
yol agabilecektir (22, 47).

Lokospermi ve varikosel varliginda seminal plazmada oksidanlarin artisi, bu
patolojilerin  spermatozoalar tiizerine olas1 zararlanm agiklamada kullamilan
arglimanlardan biridir. Bu c¢aligmada idyopatik infertil hastalarda kan ve semen
plazmasinda toplam antioksidan kapasite, toplam peroksit diizeyleri ve bu testlerin
sperm parametreleri (say1, motilite ve morfoloji) ile olan iligkisini ve bu iligki tizerinden

idyopatik infertiliteyi agiklayabilecek bir mekanizmanin varliim aragtirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek infertilitesi

2.1.1. Epidemiyoloji

Bir erkegin fertilite agisindan normal bir kadinla evli oldugu halde, 1 yil sonunda
konsepsiyon meydana gelmemesi veya ¢ocuk sahibi olamamasi durumunda erkek faktor
infertiliteden bahsedilir. Normal bir ¢iftin gebe kalma sans1 1. ayda %20-25 ve 6. ayda
%75 olmak iizere 1 yilda yaklagik %90°dir. Toplumda infertilite orani yaklagik %15
olarak bildirilmistir. Infertil ¢iftlerde tedavisiz izlemde saptanan gebelik oram1 ay basina
%1-3 olmak tizere yillik yaklagik %25-35 diizeyinde bulunmaktadir. Genel olarak
infertilitede erkek faktdrlin payi, tek basina %30, kadin faktorle birlikte
diigtintildiigtinde %20 olmak tizere toplamda %350 olarak hesaplanmaktadir (57).
Fertilite sansi, erkek ve kadinda, 24 yagta en yiiksek seviyesine g¢ikmaktadir.
Azoospermik olgular hari¢ diger hastalar steril degil subfertil olarak kabul edilmelidir.

2.1.2. Etyoloji

2.1.2.1. Endokrin nedenler (pretestikiiler nedenler)
Hipofiz patolojileri; cerrahi, timér, RT, enfeksiyon ve infarkt gibi nedenler.

Izole hipogonadotropik hipogonadizm; konjenital (Kallmann send) veya idyopatik.
Fertil nik send; izole LH eksikligi

Izole FSH eksikligi; tek sorun oligo — azoospermidir.

Prader-Willi Send; kisa, sigsman, hipotonik, mental retarde, el ve ayaklan kiigiik hasta.

Laurence-Moon-Bardet-Biedl Send; Hipo-hipo, Retinitis pigmentosa, polidaktili ve

hipomnezi bulunur.

Androjen agirilify: intratestikiiler testosteronu ve negatif feedback ile FSH’1 diigiiriir.
Ostroien agirihigi; ED, testis atrofisi ve jinekomasti yapabilir.

Prolaktin agirilifi; negatif feedback ile LH ve testosteron diisebilir.

Tiroid anomalileri; hipertiroidide dstrojen artrug olabilir.

Glukokortikoid asinligi; LH siipresyonu yapabilir.

Androjen aksiyon anomalileri; 5-alfa rediiktaz sentezi ve reseptor anomalileri.




2.1.2.2. Spermatogenez bozukluklari (testikiiler nedenler)
Kromozom anomalileri; Klinefelter Sendromu (47, XXY), XX Male, XYY Sendromu,

Noonan Sendromu, Y kromozom mikrodelesyonlari, ve diger kromozomal anomaliler.

Bilateral anorsi, kriptorsidizm

Torsiyon; bilateral olmasi definitif testis yetmezligi nedeni iken unilateral olmasi
tartigmalidir.

Varikosel; Prevelans: normal erkeklerde %15 iken infertillerde %30°dur. %90 solda,
%10 bilateraldir. Nedenlerinden bazilar1 sol gonadal venin dogrudan renal vene

agilmasi, solda valvlerin daha siklikla olmamas: ve nutcracker fenomeni (renal venin a.

mezenterika superior ile aorta arasinda sikigmasi)’dir. Isi, metabolit refliiksii, hipoksi,
apoptozis ve hormonal nedenlerle sperm tiretimine zarar veriyor olabilir. Klinikte testis
atrofisi (adolesanda daha belirgin), diisiik motilite (olgularin %90’inda), diisiik dansite
(olgularin %65’inde) ve stres paterni (morfolojide amorf, immatiir ve tapered hiicre
artig1) saptanabilir.

Sertoli Cell Only Sendromu (Del Castillo Sendromu); Y delesyonu ve benzerleri gibi
bir ¢ok nedenle olusmus olabilir. FSH siklikla yiiksek, LH ve testosteron normal
bulunur. Azoospermiktirler. Ancak TESE’de %50’ye kadar sperm bulunabilmektedir.
Orsit; Puberte sonrasi orsitte testikiiler atrofi gelisebilir, bilateral olursa %50 infertilite
riski.

Myotonik distrofi; Testis atrofisi geligebilir, kapasitasyon ve akrozom reaksiyon
bozuklugu olabilir.

Gonadotoksinler; KT, RT, 1s1, gevresel toksinler, ilaglar ve zararh aligkanliklardir

2.1.2.3. Sperm iletim bozukluklan (posttestikiiler nedenler)

Duktal obstruksiyon: obstriiktif azoosperminin (vazektomi disinda) en sik nedenleri vaz
agenezisi ve epididimal (%20-30) obstriiksiyondur.

Ejakiilasyon problemleri; anejekiilasyon ve retrograd ejekiilasyon.

Seksiiel bozukluklar; erektil disfonksiyon, asir1 cinsel iligki ve prematiir ejekiilasyon.

Penis anomalileri; hipospadiyas, epispadiyas ve ciddi kurvatur anomalileri (86).

2.1.2.4. Sperm fonksiyon bozukluklar

Immiinolojik infertilite.

Ultrastriiktiirel anomaliler; Defektler dis dens fiberlerde, mikrotubullerde, mitokondri
ve basta olabilir.



2.1.2.5. idyopatik infertilite

Olgularin %25’inde anormal semenle birlikte etyoloji belli degildir. Birden fazla neden
ile birlikte olabilecegi beklenir. Boyle hastalarin semen parametreleri genis bir aralik
icerisinde degigen bozulmalar gosterir. Her ne kadar siklikla idyopatik oligospermi
olarak so6z edilirse de, bdyle hastalarin biiyiik kisminda semen parametrelerinin
hepsinde de bozulma vardir. Izole bozukluklar ¢ok daha az siklikta goriiliir. Hikaye ve
fizik muayene genellikle belirleyici degildir. Hormonal sonuglar tipik olarak normal
bulunur (86).

2.1.3. Tam
Hasta degerlendirilmesinde altta yatan faktorlerin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.
Infertil erkegin degerlendirilmesi agagidaki bagliklar ile 6zetlenebilir (86).

2.1.3.1. Anamnez

Koit zamanlamas: ve aligkanliklari, gegirilmis hastaliklar (kabakulak orsiti, febril
hastaliklar, testis kanseri ve lenfoma, vs.), radyo/kemoterapi uygulamalari (sperm
tretiminin geri dénmesi 4-5 yil alabilmekte ve e@er stem cell hasarlanmigsa kalici

azoospermi olugabilmektedir), aligkanliklar ve soy gegmis degerlendirilir.

2.1.3.2. Fizik muayene

Sekonder seks karekterleri, jinekomasti (androjen / Sstrojen imbalansi veya prolaktin
yliksekligini gosterebilir), varikosel (ancak valsalva ile palpe ediliyorsa grade I,
spontane palpe ediliyorsa grade II, gozle goriilebiliyorsa grade IIT), skrotum, testis ve
ekleri (atrofi, kriptorsidizm ve kronik epididimal endurasyonlar), penis muayenesi
(hipospadiyas, epispadiyas, peyroni, tliméral olusumlar ve mikropenis gibi anomaliler
bulunabilmektedir), parmakla rektal muayene ve gorme alam muayenesi (hipofiz

patolojileri yoniinden 6nemli olabilir) yapilir.

2.1.3.3. Laboratuvar

A) Baglangi¢ degerlendirmeleri

Bu kapsamda semen analizi ve hormonal testler yer alir.



a) semen analizi;

Ejekiilasyon sirasinda semen, sirastyla littre, cowper, prostat ve vezikiila seminalis (SV)
bezlerinden gelen sivilarla olugmaktadir. Spermlerin ¢ogu distal epididimden, geri
kalam ise ampulladan gelmektedir. SV normalde bir sperm rezervuari degildir. SV yok
veya kanah obstriikkte ise semen volimii diigiik, asidik ve unkoaguledir. Semenin
likefaksiyonundan prostat orjinli proteazlar (PSA ve plazminojen aktivator) sorumludur.
Say1 seminal plazmadaki sperm konsantrasyonunu gosterir. Likefiye olmus semende,
Makler kamera gibi 6zel sayma kameralar ile degerlendirilir. 20 milyon/ml’nin {iistii
normal kabul edilir.

Motilite Sl¢timii yapmak igin WHO 1999 kriterleri kullamlmaktadir. A — hizh ve
ilerleyici hareket, B — ilerleyici ama uyusuk ve yavas, C - ilerleyici olmayan (yerinde)
hareket, D — hareket yok. Normalde A > %25 veya A+B = %50 olmalidir.

Morfoloji en iyi boyali Ornekte incelenmekte ve degerlendirilmesi igin iizerinde
konsensus saglanmig bir sistematik bulunmasa da en yaygin olarak Kruger strict
kriterleri kullamlmaktadir. Buna gére >%14 normal morfolojili sperm saptanmasi
durumunda daha yiiksek fertilizasyon elde edildigi ileri stiriilmektedir.

Normal spermiyogram degerleri Tablo I’de g6sterilmigtir.

Tablo I. Normal spermiyogram degerleri (WHO’99)

Parametre Normal Deger

Hacim 22 ml.

Ph 272

Yogunluk > 20 milyon sperm/ml

Total sayt > 40 milyon sperm

Hareket > 50% (A+B) veya > 25% (A)
Morfoloji > 15% (Kruger)

Canlilik >75%

Beyaz kiire <1 mil/ml

b) hormonal degerlendirme

Olgularin %3’tinde primer endokrin bir neden bulunmaktadir. Sperm sayist <10 mil/ml
oldugunda FSH, LH, testosteron ve prolaktin bagta olmak {izere hormon profilinin
degerlendirilmesi 6nerilmektedir.



Baslangi¢ degerlendirmelerinden sonra ortaya ¢ikacak olas1 durumlar sunlardir (86):
Ejekiilat azlifn veya yoklugu: retrograd ejekiilasyon, emisyon yetmezligi,

hipogonadizm, duktal obstriiksiyonu, vaz ve SV yoklugu veya hipoplazisi, inkomplet
kolleksiyon ve diisiik abstinens periyodu v.b. patolojiler neden olabilir.

Azoospermi; semen iginde sperm olmamasi, tiim erkeklerin %1’inde, infertillerin ise
%!15’inde goriilmekte olup temel olarak hormonal nedenler ve duktal obstruksiyonlara
bagl olarak gelismektedir.

Oligospermi: sperm sayisimn normalin altinda olmasi, izole oligospermide varikosel,
androjen eksikligi ve idyopatik nedenler distiniiliir.

Astenospermi: motilitenin normalin altinda olmasi. Baglica nedenleri; nekrospermi,
ASA, toplama kabinda toksik madde, ejakulatin sicak ve/veya sogufa maruziyeti,
parsiyel duktal obstriiksiyonlar, enfeksiyon, varikosel, agir1 uzun abstinens,
ultrastriktiirel defektler (aksonemal patolojiler) ve idyopatik faktorlerdir.

Teratospermi; normal morfolojiye sahip sperm oranmnin normalin altinda olmasi,
spermatogenez lizerinde gegici hasarlar, varikosel ve akrozom yoklugu 6nemli nedenleri
olugturur.

Oligoastenoteratospermi; baslica nedenleri, varikosel, dig 1s1, i¢ 1s1 (ates gibi), ilaglar,
toksinler, kriptorsidizm, idyopatik ve parsiyel duktal obstriiksiyonlardir.

Aglutinasyon; antisperm antikor gostergesi olabilir.

Fruktoz diistiklGgl veya yoklugu: androjen eksikligi, duktal obstriiksiyonlar, SV
yoklugu (bu durumda fruktoz saptanmayacaktir) ve retrograd ejekiilasyon diigiiniilmeli.

B) lleri degerlendirmeler

Antisperm antikor (ASA); Direk olarak immunobead ve MAR, indirek olarak ise
serumda Ol¢ilebilir. >%20-50 baglanma pozitif kabul edilmektedir. Fertillerde %02,
infertillerde %10 oraminda saptanabilmektedir. Motilite bozuklugu, aglutinasyon,
agiklanamayan infertilite ve patolojik PCT varliginda ASA istem endikasyonu vardir.
Lokosit boyama; Goriildigi diislintilen 16kositler 1/3 hastada gergek pyospermi, geri
kalanlarda aslinda immattir spermlerdir. Boyama monoklonal Ab ve immunhistokimya
kombinasyonu ile yapilabilmektedir. >10-15 round cell / hpf veya >1 milyon / ml ise
boyama yapilmalidir (86).

Ultrastrukturel inceleme; diisiik motilite, yiiksek viabilite varsa yapilmalidir.

Vazografi; temel amag azoospermi ve normal testikiiler biyopsi varlifinda olasi
obstriiksiyonu ortaya g¢ikarmaktir, rekonstriiktif cerrahi ile egzamanli yapilmalidir.



Ultrasonografi _(skrotal, transrektal. abdominal); Konjenital veya edinsel yapisal

anomaliler ve voliim 6l¢iimlerinde 6nemli.

Venografi; Tam ve potansiyel olarak tedavi amagli olarak yapilir.

Sperm Fonksivon Testleri;
Postkoital test (PCT). Sperm-servikal mukus interaksiyonu.
Akrozom reaksiyonu; Akrozom reaksiyon testleri, kapasitasyon sonrasinda
spontan akrozom reaksiyonuna giden sperm yiizdesi (normali <%5) ve inducing
agent sonrasi akrozom reaksiyonuna giden sperm yiizdesi (normali %15-40)
bakilarak saptanur.
Sperm penetration assay (SPA): Zonasi ¢gikarilmig hamster yumurtasina sperm
penetrasyonunu Slger. Bu yiizden sperm-zona etkilesimi bozuklugunu 6lgemez.
Sonuglar: koit sonrasi gebeliklerle iyi koreledir.
Hemizona assay; Herhangi bir zona ikiye ayrilir ve bir pargasina hasta, digerine
fertil donor sperminin baglanmasina bakalir.

Sperm viability assays; Nonmotil spermlerin canli-6lii ayrimim yapar. Canli

sperm Eosin Y ve trypan blue boyalarimi tutmaz.
ROS analizleri; Stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri gibi ROS’lan dlger.
ROS hem sperm, hem de daha fazla olmak iizere 16kosit kaynakli olabilir. ROS’lar bir
yandan yararh (kapasitasyon / hiperaktivasyon) iken diger yandan zararh fonksiyonlara

sahiptirler. ROS lipid membranlarda peroksidatif hasar indiikler, ayrica metabolizma,
morfoloji, motilite, fertilizasyon kapasitesine etkir. Caligilma endikasyonlann agik
degildir. Ayrica bunlar infertiliteye yol agabilecegi gibi infertilite sonucu da geligebilir.

Genetik testler; karyotipik anomaliler, Y mikrodelesyonlar1 ve otozomal mutasyonlar
aragtirilir.

Testis biyopsisi; tanisal biyopsi testis voliimii ve FSH diizeyi normal, vaz1 olan
azoospermik olgularda yapilir (86).

2.2, Radikal Kavrami ve Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, eslenmemis elektron tagiyan kimyasal yapilar olarak tammlanabilir.
Bilindigi gibi atomlarin g¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar belirli enerji
diizeylerinde, birbirine zit momentli ¢iftler gseklinde bulunmaya egilimlidir. En dis
yoriingede bulunan elektron giftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi yada
¢ikmasi ile bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron, atoma (ya da molekiile)

biiyllk bir aktiflik kazandirir. En dig yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunan



molekiil ya da molekiil gruplarina radikal adi verilmektedir ve molekiiliin kimyasal
simgesinin sag (st kOsesine konan nokta veya ¢izgi ile gosterilir (R.,R"). Bu bilesikler
organizmada normal metabolik yollarin igleyigi sirasinda oldugu gibi, cesitli dig
etkenlerin etkisiyle de olusabilmektedir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki
dengesizlik nedeniyle olduk¢a reaktif yapili olan serbest radikaller, ortaklanmamaig
elektronu ¢iftleyebilmek icin tiim hiicre bilegenleri ile etkilegebilme Ozelligi
gOstermektedir (49, 87). Aerob metabolizmasi olan memelilerde serbest radikaller,
baslica oksijenden tliremektedirler. Canlilarin yagsamasi i¢in mutlak gerekli olan oksijen
hiicre i¢inde gesitli reaksiyonlardan gegerek su haline ddntismektedir. Bu sirada hiicre
kendisi i¢in gerekli olan enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siirecte oksijenin % 1-3’{i tam
olarak suya dontigmez, sliperoksit anyonu ve hidroksil radikali olugur (sekil 1). Oksijen
radikalleri, oksijen molekiiliine tek sayida elektron aktarilan basamaklarla seyreden
indirgeme reaksiyonlarinda fazla miktarda agifa cikabilirler. Ayrica organizmada
oksijen tiirevi disinda karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadar.

A0,
02 e 02-. e~ +2H+ H202 e +H+ OH e~ +H+ HZO
o / > V =~
z V2
H,O

Sekil 1. Molekiiler oksijenden reaktif ara iiriinlerin olusumu

Tim dis etkiler yaninda organizmanin oksido-rediiksiyon olaylar1 sirasinda da
6nemli olglide ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, dihidro orotik dehidrogenaz, flavin
dehidrogenaz ve peroksidaz katalizli reaksiyonlar gibi serbest radikaller ac¢iga gikar.
Enzimsel olmayan elektron transfer reaksiyonlarinda (hidrokinon + O, Semikinon + O~
+ H") ve otooksidasyon reaksiyonlarinda da (katekolamin ve flavin oksidasyonu)
serbest radikaller olusabilmektedir. =~ Mikroorganizmalara kargt  aktiflenmig
polimorfoniikleer 10kositler ve makrofajlar ’respiratuvar burst’ olarak bilinen
reaksiyonlarinda stiperoksit anyon (0;) radikali olustururlar. Mitokondrial elektron
transport zincirinden yan tiriin olarak agia ¢ikmalari da 6nemli bir kaynaktir (87).

Organizmada,  serbest  radikallerin  olusumundan  hemen  sonra
etkisizlegtirilmelerini saglayan giliclii savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest
radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece, organizma bu

bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir veya bu zararh



bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma giiciinii asarsa bu denge bozulmakta ve
serbest radikallerin zararli etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Aerob organizmalar biyolojik
yapilar1 nedeniyle serbest radikal olugumuna ve bu bilesiklerin zararh etkilerine
aciktirlar (38, 64).

Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest radikaller, siiper oksit radikali (O5),
hidroksil (OH) ve hidroperoksil (HO;) radikalleridir. Reaktif oksijen tiirevleri
(stiperoksit, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit) sadece sebest oksijen radikallerini
degil, hidrojen peroksit gibi onlarin {iretiminde rol oynayan dier radikal olmayan

tiirevlerini de igerir.

2.2.1. Serbest radikal olusma reaksiyonlar
Kararli bir molekiil {i¢ yolla serbest radikal halini alabilmektedir.

1. Kovalent bagin, bilegenlerinin her birinde ortaklanmamig elektron kalacak

sekilde homolitik par¢alanmasi (X:Y—Xe+Ye)

2. Tek bir elektron kaybetmesi (A:—>As+e)

3. Tek bir elektron almasi (A+e—As)

Biyolojik sistemlerde radikal {iretimi daha gok elektron transferi ile olmaktadir.
Clinkii homolitik flizyon ancak yiiksek 1s1, ultraviyole 151n1 veya iyonize radyasyondan
saglanabilecek yiiksek enerji gerektirmektedir (18). Bir serbest radikal, radikal olmayan
bir yapiyla reaksiyona girerse, bagka bir serbest radikal olugmaktadir. Yani radikaller
radikalleri dogurmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle serbest radikaller zincir reaksiyonu
gosterebilmektedir. Ancak iki serbest radikal, reaksiyona girerlerse radikal 6zelliklerini
kaybederler (84). Heterolitik flizyonda ise kovalent bagin elektronlari, fragmanlardan
sadece birinde kalmaktadir. Bdylece her iki bilesen de serbest radikal degil, yiiklii
iyonlar halini almaktadar.

2.2.2. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller

Oksijen sekiz atom numarali, dogada dioksijen (O;) olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapsi ile
igkilidir. Oksijen aerobik hiicrelerde oksidadif fosforilasyon yoluyla enerji tiretiminde
kullamilan zorunlu bir maddedir (35, 51). Ancak normal oranin (%21) {izerindeki bir
oksijen konsantrasyonuyla kargilasmanin toksik etkiler olusturdugu uzun siiredir
bilinmektedir. Viicuda giren oksijenin biiyiik bir kism1 CO; olarak uzaklastirilmaktadir.
Sekiz elektronlu olan oksijenin elektronlar 1. yoriingede 2 adet, 2. y6riingenin S alt
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enerji seviyesinde 2 ve P alt seviyesinde ise 4 adet olmak iizere diizenlenmiglerdir.
Normal olarak P orbitalinde 6, d orbitalinde ise 10 elektron bulunmaktadir. Yani
oksijenin dig yOrlingesini olusturan p orbitalinde 2 elektron eksik oldugundan
‘diradikal’ olarak kabul edilmektedir (18, 78). Bu kararsiz yap1 oksijen atomun diger
bir oksijen atomuyla dig yoriingelerindeki 2 elektronu ortaklaga kullanmasiyla
giderilmekte ve oksijen molekiilii olugsmaktadir. Oksijen diradikal durumunda iken
radikal olmayan yapilarla yavas, serbest radikallerle ise kolayca reaksiyona
girebilmektedir (18).

Oksijen molekiiliindeki aym yonde donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine
gectiginde veya farkli orbitalarde farkli yonde dondiigtinde singlet oksijen olusur.
Orbitalden birine ters doniislii bir elektron veya ikisine ters doniiglii iki elektron daha
gelirse oksijen radikali elde edilir. Olugan radikal eglesmemis tek elektronu nedeniyle
cok dengesizdir ve hizla ortamdan kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarim
bir bagka molekiile verebilir (rediiksiyon) yada bir bagka molekiilden elektron alarak
elektron ¢ifti olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta nonradikal yapiya doniisebilirler. Bu
ozellikleri ile reaktif oksijen partikiilleri iki ana baglik altinda incelenmektedir,
radikaller ve nonradikaller (Tablo II) (35, 51).

Tablo II. Radikaller ve nonradikaller

Radikaller Nonradikaller

Stiiperoksid radikal (0y) Hidrojen peroksit (H207)

Hidroksil radikal (OH) Lipit hidroksi peroksid (LOOH)

Peroksil radikal (ROO) Hipohaloz asit (HOX)

Alkoksil radikal (RO) N-Halojenil Aminler (R-NH-X)

Semikinon radikal (HQ) Singlet oksijen (0
Azot Dioksit (NOy)

2.2.3. Serbest radikaller

2.2.3.1. Hidrojen peroksit (H202)

Daha ¢ok biyolojik sistemlerde stiperoksit radikallerinden olugmakta ve reaksiyonlarda
hem oksidan hem de rediiktan olarak etki gosterebilmektedir. Bu reaksiyonun enzimi
stiperoksit dismutazdir. Dismutasyon asidik PH degerlerinde hizlamir, Hidrojen peroksit
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gliclii bir oksidan ajandir ve sliperoksit veya demirle reaksiyona girerek hidroksil
radikallerin olugmasina neden olmaktadir (2). Siiperoksit ve hidrojen peroksit gergekten
zararsizdirlar ve katalizor metallerin yoklugunda ortamdan derhal uzaklagtiriimaktadr.
Hidrojen peroksit normalde glutatyon peroksidaz veya katalaz enzimiyle su ve oksijene
dontismektedir (21, 90).

2.2.3.2, Hidroksil radikaller (OH)

Canl1 organizmada olusan en reaktif radikal ttriidtir. Dokular radyasyona maruz
kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su tarafindan absorbe edilir ve radyasyon,
oksijen - hidrojen arasinda kovalent baga neden olup iki radikal meydana gelir.
Radikalden biri hidrojen digeri ise hidroksil radikaldir. Hidroksil radikal’in difiizyonu
kasitl, yar1 6mrii kisadir. Ancak hiicreye gok biiyiik hasar verebilmektedir. Ornegin
membran lipidlerine etki ile membram ciddi gekilde hasara ugratabilmekte ve DNA’da
da hasar yaparak ciddi mutajenik ve onkojenik etki gosterebilmektedir (36).

Hidroksi radikalleri, hidrojen peroksitten demir veya bakir yardimiyla olusabilir.
Hidrojen peroksit’in en iyi bilinen hasari lipid peroksidasyon olayidir. Membran
fosfolipidlerinin doymamug yag asit yan zincirlerine saldirirlar. Bu 6zellikle aragidonik
asitler gibi doymamig yag asit yan zincirlerinin -C- atomunun birinden H atomu ¢ikartir
ve sonugta su olusumuna neden olur. Bu reaksiyon sonunda membranda -C- radikali
kalir, bu -C- radikali oksijen ile birlikte peroksil radikalini olugturur. Peroksil radikaller
ve sitotoksik aldehitler membran proteinlerinde ciddi bir hasara neden olurlar ve
membrana bagli enzimleri ve reseptorleri inaktive edebilirler (21, 51)

2.2.3.3. Siiperoksit radikali (O,)

Radikal olmasina ragmen hasar yapici etkisi ¢ok belirgin degildir. Rediiktan ve orta
derecede etkili bir ajandir. Esas 6nemi hidrojen peroksite kaynaklik etmesi ve gegis
metal iyonlarinin rediiktami olmasidir. Uzun bir yarn Omrii vardir ve lipofiliktir. Bu
nedenle olustugu yerden uzak bolgelere diflizyonla yayilabilmektedir (3). Siiperoksit
radikali hidrojen peroksitin su ve oksijene yikilmasinda gérevli glutatyon peroksidaz ve
katalaz enzimlerini degisik derecelerde inhibe edebilmektedir. Bu radikal aym1 zamanda
fagositoz, endotelde NO radikalinin ortadan kaldirilmasi ve fertilizasyonda da gérev
almaktadir (36, 63).
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2.2.3.4. Peroksil radikali (ROO)

Oksijen radikallerin diger atom ve daha biiyiik molekiillerle kombinasyonunda peroksil
radikali olusabilmektedir. Yari 6mrii ¢ok kisa olup rélatif olarak stabildir. Diflizyon
yoluyla uzak bolgelerde radikal fonksiyonunu gosterebilmektedir (23, 84). Membran
lipidlerinin organik peroksil radikallerine peroksidasyonu, aktif oksijen tiirlerinin
membran araciliftyla meydana gelen bir ¢ok etkisini agiklayan zincir reaksiyonlarini
baslatmaktadir (24). Organizmadaki temel serbest radikal reaksiyonlar1 Tablo III’de

Ozetlenmigtir,

Tablo III. Organizmadaki temel serbest radikal reaksiyonlart

I Oy+e — Oy Siiperoksit radikali

II 20,+H—2HO, Perhidroksil radikali

.  Oy+2e+2H—H202 Hidrojen peroksit

IV Oy+let2H—H202 Hidrojen peroksit

A" 0, +2H—H202+0, Hidrojen peroksit

VI  2H20,+1e+tH—20H+OH+H20  Hidroksil radikali

VI H202+Fe’*—»OH+OH+Fe’ Hidroksil radikali (Fenton reaksiyonu)
VIII H202+0,"—"OH-+OH+02 Hidroksil radikali (Haberweiss reaksiyonu)
IX  O2+Fe3—02+Fe?

X RH+'OH — R*+H20 Alkil radikali

XI R+02— ROO’ Peroksil radikali

2.2.4. Serbest radikallerin biyolojik aktiviteleri ve hiicre hasar
Cesitli kimyasal maddeler, iskemik dokularin reoksijenasyonu yada akut veya kronik
enflamasyonlar ile olusturulan oksidadif hiicre hasari, hiicresel seviyedeki baz1 yap1 ve
fonksiyon degisiklikleriyle kendini gostermektedir. Bu degisiklikler:

a) Hiicre igi tiolleri ve piridin niikleotitlerinin oksidasyonu.

b) Sinyal iletimi ve iyon homeostazisinin bozulmasi.

c) Hiicre iskelet organizasyonun modifikasyonu.

d) Glikolizin inhibiisyonu.

e) DNA hasan ve poli (ADP-riboz) polimeraz aktivasyonu.

f) NAD tiikenmesi.

g) ATP tiikenmesi.
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Fizyolojik ve patolojik durumlarda organizma yiiksek oranda oksidanlarla ve
serbest radikallerle karsilagabilir. Metabolik hizin ve oksijen basincinin artmas: ile
redoks etkinlikli ksenobiyotiklerin alinmasi ve hiicresel antioksidan yetersizligin sonucu
olarak oksidan baskinin artabilecegi gosterilmistir. Bu radikallerin énemli bir kismi
antioksidanlar ve baz1 enzimatik savunma sistemi tarafindan etkisizlestirirler. Oksidan
maddelerin olusumu ile savunma mekanizmalarinin igleyisi arasinda bir denge s6z
konusudur. Bu dengenin oksidan baskimin artmas1 ySniinde bozulmasi hiicrelerin veya
organizmanin hasar ile sonuglanabilir. Oksidan etki sonucu olugan hasarmn biiytikliigii
hasar iiretim hiziyla oksidatif harabiyeti 6nleyen, sinirlayan yada kismen tamir eden
koruyucu mekanizmalar arasindaki dengeye baglidir (28, 34, 40, 41).

Tim biyomolekiiller serbest radikallerden ctkilenebilmektedir. Bu etkilere en
fazla lipidlerin hassas oldugu bilinmektedir. Hiicre membranlar: lipid yoniinden zengin
olduklan i¢in lipid peroksidasyonu denilen bir reaksiyon zinciriyle radikal saldirisindan
zarar gormektedir. Lipid proksidasyonu membran yapilarina direkt, diger hiicre
yapilarmna ise reaktif aldehitlerin tiretimi yoluyla indirekt olarak zarar verebilmektedir
(38).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal olaylar
zinciridir (37, 64). Bu kimyasal olay, organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir
radikalin membran yapisindaki ¢oklu doymamus yag asidi zincirindeki o- metilen
gruplarindan hidrojen atomunu uzaklagtirmasi ile baglamaktadir. Béylece olusan lipid
radikali (L) dayamksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle,
molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugatlari olugmaktadir. Daha
sonra lipid peroksit radikali (LOO’) meydana gelmektedir (10, 32). Bu lipid peroksit
radikalleri de diger bir peroksit radikali ile birlegebilir ya da membran proteinleriyle
etkilesebilir. Fakat en Onemlisi, peroksit radikallerinin membrandaki komsu yan
zincirlerden hidrojen atomlarim g¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonlarin
yaymalaridir. Boylece, lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksit (LOO’)
radikali olugmaktadir. Peroksidasyon bir defa basladiktan sonra ylizlerce yag asidi
zincirleri lipid hidroperoksidlerine déniigtiirtilmektedir (15, 20, 64).

Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle olugturdugu basit
selatlar1 (Fe*>-ADP) hem, hemoglobin ve myoglobini de igeren bazi demir proteinleri,
lipid hidroperoksidlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadirlar. Bu kompleks
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bozulma {irlinleri de etan, pentan, aldehit ve diger karbonil bilesikleridir. Sekil 2’de

lipid peroksidasyonunun asamalar1 gosterilmistir.

Beplanglg COCH on"* COOH
AN TV — L A TN\
Doymamig ¢
yag asiti
— — COOH O0H
/\/ NS —_—

| |
NN TN \eoor

Dien konjugat (R")

COOH
NN NN \COOE  + O s \/\g/\/:\/\

AV ANV VAN pos
+ NNV
9 COCH
Qe Doymamg yag asiti
Lipid hidroperaksil ragilesl ROY

COCH

NN T NANcoor ANV

!

H
lipid hidroperoksit sonlanma
2R — RR
2ROy — O; + ROOR
2ROy +R — ROOR
Sekil 2. Lipid peroksidasyonu agamalari

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere doniligmesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri malondialdehit (MDA)
dir. MDA miktarinin tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile tayin edilmesi lipid peroksid
diizeylerinin olglilmesinde kullamlan yoéntemlerden biridir (60, 66, 76). Lipid
peroksidlerinin pargalanmasi ile olusan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini de son
yillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak kullamlmaktadir (8, 60). Lipid

peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan iiriinler, membran permeabilitesini ve
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mikroviskozitesini 6nemli Slgtide etkilemektedirler. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitleri igeren yapisal proteinlerin oksidasyonu,
membran permeabilitesinin artmasmna ve membrandaki akigkanlifin azalmasina neden

olmaktadir (58). Oksidatif baski sonucu olugan doku hasar sekil 3’de gosterilmigtir,

Qlesidafif stress —— ==  DINA hasadan——k88—

Lipit perolsidasyonunu / \
i p:;m: = J/ Proteinlerde hasar
Intraseltiler Ca ++
rbram serbestlesmesinden arbig
-
ledding)
ATP sentezinde inhibisyon
v
——> NAD ()} Yilim Poly (ADP) riboz
sentetaz aktivasyonu
) . Membran percksidasvonu
Intraselliler serbest Fer artipy ———2 ve haraplanmast
! '
DINA, pretein ve lipidlerde Dolularda metal iyonlarn serbestlesmesi

hasarlann artig ve yalun hiicrelerde hasarlar

Sekil 3. Oksidatif baski sonucu olusan doku hasar

Serbest radikallerin biyolojik etkileri genel olarak, DNA hasan, protein hasar1 ve
enzim aktivitelerinde degisiklikler, membran lipidleri ve organellerin hasari, lipofussin

pigmentlerinin hasar1 ve apoptozisi uyarmasi olarak dzetlenebilir (Tablo IV).

2.2.5. Reaktif oksijen radikali, sperm fonksiyonu ve infertilite

Normal fizyolojik stiregte saglanmasi gereken sperm aktivasyonu, kapasitasyonu ve
akrozom reaksiyonlan igin belli bir konsantrasyonda ROS’nin gerekli oldugu kabul
edilmektedir (45). Sperm hiicrelerin normal fonksiyonlarim siirdiirmesinde oksidan ve
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Tablo IV. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

ROS hedefi Sonuglar

Doymamug yag asitleri ve Protein denatlirasyonu ve capraz baglarin olusumu,

tiol igeren aminoasitler enzim inhibisyonu / membran gecirgenliginde degisiklik

Niikleik asit bazlar1 Hiicre dongiisiinde mutasyon

Kabonhidratlar Hiicre membran reseptdr duyarliliinda degisiklik

Kofaktorler Nikotinamit ve filavin igeren kofakttrlerin miktarinda
ve aktivitesinde azalma

Norotransmiterler serotonin ve epinefrin gibi nérotransmiterlerin
miktarinda ve aktivitesinde azalma

Antioksidanlar E vit ve B karoten ile katalaz ve SOD enzimlerin
inhibisyon GSH Px aktivitesinde degisiklik

Proteinler Peptit zincirinde kopmalar, denatiirasyon

DNA Zincir kopmasi , baz degisikligi

Hyaluronik asid Sinovial siv1 vizkozitesinde degisiklik

antioksidan denge ¢ok 6nemlidir. Bu dengenin ROS lehine bozulmasi sperm hiicresinde
yapisal bozukluklara neden olacak, sperm oosit birlesme kapasitesinde azalma ve
fertilizasyon oraninda diismeye yol agacaktir (sekil 4) (22, 47). Insan sperm hiicresinin
ROS’a duyarl: olma nedeni, plazma membraninda bol miktarda doymamig yag asitleri
icermesidir (4). Sperm hiicresindeki lipid peroksidasyonun ilk basamagini, spermatozoa
membraninda bulunan NADPH oksidaz sistemi tarafindan olugturulan stiperoksit
anyonunun, siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan hidrojen peroksite déniigmesi
olusturur (7). Hidrojen peroksit Fenton reaksiyonuyla hidroksil radikaline déniisiir. Bu
nedenle insan sperm hiicresinin serbest radikal olugturma mekanizmas: fagositik
l6kositlerin NADPH oksidaz sistemine benzemektedir, ve bu sistem de heksoz-
monofosfat sant1 yoluyla NADPH saglanmasma bagimlidir (4, 6 ). Hidrojen peroksit
sperm hiicresindeki komgsu karbon atomlari arasindaki ¢ift baglann kirarak lipid
peroksidasyon zincirini baglatmaktadir. Bu reaksiyonlara demir ve/veya bakir gibi
metallerin eklenmesi zincir reaksiyonunu ve lipid peroksitlerin {iretimini arttirmaktadir.
Lipid peroksidasyonunun baglamasindan ve insan sperm hiicresine toksisitesinden asil
sorumlu oksijen metaboliti hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksite ek olarak
peroksidasyon sonucu olusan diger lipit peroksitler ve bunlarin yikim diriinleri (4-
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hidroksi-2-nonenal gibi) de sitotoksik etki gostermektedir. Bu sitotoksik oksijen
metabolitleri sperm membran gegirgenliginde artis ile degisik hormon ve biiylime
faktorleri igin hiicre i¢i sinyal gbrevi yapan ve kalsiyum dengesini saglayan Ca / Mg
ATP’az gibi membrana bagli anahtar enzimlerde bozukluklara neden olur. Aksonem
hasan (geri donligiml{i) ve intraselliiler ATP’nin tiiketilmesi ile spermde hareket kayb
olusur (Sekil 4).

Infeksiyon .| DNA, protein
inflamasyon » ROS A ve lipid hasar1
(erkek/kadin) N

Antioksidanlar
¥

Oksidatif
Stres

Kemokinler
Spermdeki

LPO N

Diismiis Sperm
Fonksiyonlari

L

Fertilite W

Sekil 4. ROS, antioksidanlar, sperm fonksiyonu ve infertilite arasindaki iligki

2.2.6. Serbest radikallere karsi savunma mekanizmasi

Antioksidanlar, okside olabilen bir substrata karsilik diigiik konsantrasyonlarda bile bu
substratin oksidasyonunu 6nemli olglide geciktiren yada inhibe edebilen her hangi bir
madde olarak, ya da bagka bir ifade ile lipid peroksidasyonun inhibitérleri olarak
tanimlanabilirler (74). Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen
nedenlerle olusan serbest radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele
eden kompleks bir antioksidan defans sistemine sahiptir. Viicudun, olusan oksidan
durumlara karsi redoks ayarimi stirdiirebilmesinde kan ¢ok 6nemlidir. Ciinkii kan,
antioksidanlarm viicudun tiim bélimlerine taginmasini ve dagilmasini saglamaktadir.
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Total antioksidan kapasiteye en biiyiikk katki plazmadaki antioksidan
molekiillerden gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve
seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kiric
antioksidanlar da bulunmaktadir. Albumin, {irik asit ve askorbik asit insan
plazmasindaki total antioksidan kapasitenin % 85’inden fazlasim olugturur. Bu fark
kanda bilirubin, GSH, flavinoidler, a-tokoferol ve p-karoten gibi antioksidan
komponentlere nazaran albumin, tirik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasina
baglidir. Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden dolay
bilegenlerin tek baglarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir etki
olugmaktadir. Bu sinerjizme 6rnek, glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferoliin
yeniden aktiflesmesini saglamasi verilebilir. Total antioksidan durumun 6&l¢iimii,
antioksidanlarin tek tek Slglimiinden daha degerli bilgiler verebilir. Bu ylizden kanin
antioksidatif durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam
antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite Olglimii yaygm olarak
kullamlmaktadir (31, 75). Hiicrede okside edilebilir substratlar; proteinler, lipidler ve
DNA’dir. Antioksidanlar, olusan O,, HyO,, OH, HOCI gibi radikalleri biyolojik
temizleyici olarak islev goriirler veya olusan doku hasarin1 onarmaya ¢aligirlar.

Biyolojik sistemlerde oksidadif denge bozuldugu zaman, yani serbest radikal
olusma hizi savunma mekanizmalarin giiclinli agtii zaman oksidatif stres ortaya
¢ikmaktadir. organizmada agifa ¢ikan serbest radikallere karsi normal kosullarda
endojen savunma mekanizmalariyla savunma yapilmaktadir. Ayrica eksojen
antioksidanlarda degisik mekanizmalarla savunmada rol alabilmektedirler (85).

Genel olarak hiicrelerin serbest radikallere karsi korunmasi doért sekilde
gergeklesmektedir.

a) radikal reaksiyonlarmin sonlandirlmasi: E vitamini, lipit peroksidasyon zincirini
kirarak reaksiyonu sonlandirmaktadir.

b) radikal olusumunun smirlandirlmasy: Transferrin radikal olusumuna yol agan
demirle, alblimin ve seruloplazmin bakirla, haptoglobulin hemoglobinle, hemopeksin
hem ile gelasyon yaparak radikal olugumunu sinirlandirmaktadirlar.

c) olusan radikallerin detoksifikasyonu: Serbest radikaller, superoksit dizmutaz
(SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz enzimleriyle detoksifiye edilmektedirler.

d) oksidatif olarak hasarlanmis biyomolekiillerin tamiri ve uzaklagtirtlmasi: Diger
mekanizmalar serbest radikallerin giderilmesinde tamamen yeterli olamadiklarindan

hasarlanmig maddeler ortamda stirekli birikebilmektedir. Bu nedenle tamir siireglerine
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ihtiyag vardir. Nitekim, hasarlanmig niikleik asitler spesifik enzimlerle tamir edilirken,
hasarlanmus proteinler proteolitik sistemlerle ortamdan uzaklagtirilmaktadir (85).

2.2.6.1. Endojen savunma mekanizmalart

a) Enzimatik antioksidan sistemi: siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
ve rediiktaz,mitokondriyal sitokrom oksidaz ve glutatyon -S- transferaz enzimlerinden
olugur. Bu enzimler eritrositlerde yiiksek oranda bulunmaktadir. Diyetteki bakir, ¢inko,
demir, manganez ve selenyum eksikligi bu enzimlerin aktivitesini diistirmektedir.

i) siiperoksit dismutaz (SOD): Bu enzim siiperoksit anyon radikalinin dismutasyonunu
katalizleyen bir metaloenzim olup, siiperoksit radikaline kars: ilk asama savunmadan
sorumludur. Bilinen tek substrat1 O, radikalidir. Hidrojen, hidrojen peroksitle birleserek
hidroksil radikalinin olugmasina neden olan siiperoksit radikali ortadan kaldirilms
olmaktadir (24, 77). SOD igerdigi metal iyonlarina gére CuZn, Mn ve Fe olmak {izere
tic sifa aynlir (8). Hiicrenin oksijenizasyonunun artmasi, metabolik hizda artma ve
redoks-aktif maddelere maruz kalis nedenli siiperoksit radikal miktarinda artis
stiperoksit dismutaz enziminin sentezinde artiga yol agar (33, 48, 56, 73). Siiperoksit
dismutaz enzimleri hiicreyi 6zellikle DNA’y1 radyasyonun iyonizan etkisine karst da
koruyucu etki gostermektedir.

ii) katalaz: Yapisinda protoporfirin IX Fe (hem) grubu igerdiginden bir hemoprotein
olarak kabul edilmistir. Kan, kemik iligi, karaciger bébrek ve miik6z membranlarda
yiiksek miktarlarda bulunmaktadir (65). Hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene
yikilmasim katalizlemektedir (2H,0,— 0,+2H,0,) (39, 3).

iii) glutatyon peroksidaz (GSH Px): En 6nemli antioksidan enzimdir. Hidrojen
peroksitin indirgenerek ortadan kaldirilmasinda gérev almaktadir. GSHPx’1n insanda
dort tipi izole edilmistir (92). Bu enzimlerin tiimii aktif bolgelerinde selenosistein
seklinde selenyum atomu igerirler. GSHPX, siiperoksit dizmutaz gibi hem sitozol hemde
mitokondride bulundugundan H,O, ¢ikarilmasinda dnem tasir.

iv) glutatyon rediiktaz (GSH-Rx): Organizmamn GSH deposu simrh oldugundan
okside formun ileride kullanilmak {izere tekrar redilkte GSH’a doniistiirtilmesi
gerekmektedir. GSH-Rx, NADPH varliginda GSSG’yi tekrar redikte GSH’ya
doniistiirtir (59, 80).

V) glutatyon-S-transferazlar: Bu enzimler katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida
fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar, hem de hiicre i¢i baglayic1 ve
tagryici rolleri vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri (yabanci maddeleri) GSH’daki

20



sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin suda daha fazla ¢6ziinlir hale gelmesini
saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 bdylece organizmadan atilabilir veya daha ileri
metabolize olurlar (8, 71).

Bir ¢ok pigment (bilirubin, hematin, bromostilfoftalein, indosiyamn gren gibi),

kolik asitler, steroid hormonlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar bu proteinler
tarafindan baglanip taginabilmektedirler (30, 61 ).
vi) mitokondrial sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi, siiperoksidi
detoksifiye eder, fizyolojik sartlarda stirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji {iretimi
saglanir (8, 25, 71).

b) Nonenzimatik antioksidan sitemi:

i) E vitamini (tokoferoller): E vitamini yag ve yagl gidalarda bulunmaktadir. Findik
ve badem iyi birer E vitamini kaynagidir. Tokoferollerin en potent iiyesi a tokoferoldiir.
Plazma ve tiim hiicresel membranlarda bulunan bir lipid-faz antioksidandir. Major
biyolojik rolii karbon merkezli lipit radikallerinin ortadan kaldirilmasidir (23).
Radikalleri daha az aktif formlara doniistiirerek membranlar lipit peroksidasyona karst
korumaktadir. Lipit peroksil radikallerini bozarak etki ettigi i¢in zincir kirict bir
antioksidan olarak bilinmektedir (9, 18).

Tokoferoltin antioksidan etkisi yliksek oksijen konsantrasyonlarinda daha
belirgindir. Bundan dolay1, yiiksek oksijen basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda
Ornegin eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (13).

ii) C vitamini (askorbik asit): Membran disginda gorev yapan, sivisal bir
antioksidandir. Temelde iki mekanizmayla antioksidan etki gosterir. Organizmamn
sitozol, plazma ve ekstraseliiler sivi gibi suda eriyebilir béliimlerinde serbest
radikallerle reaksiyona girerek inaktive etmek ve okside E vit. rejenere etmek (18, 77).
Radikallere karg: ilk agama savunmadan sorumludurlar. Sivisal antioksidanlardan {irat,
sistein, seruloplazmin, transferin ve albumin, direk etkiyle toksik oksijen
metabolitleriyle reaksiyona girerek onlar1 daha stabil bilesiklere doniistiirlirler.
Antioksidan protein ekspresyonunun spesifik regiilator genler yada regulonlarla kontrol
edildigi bulunmugtur (77). Boylece regulonlarin modifikasyonu, oksidatif siireglerde
terapotik bir modalite olarak kullamlabilecektir. Genel olarak diyabet gibi bazi
patolojilerde antioksidan madde destegi gerekli olmaktadir. Normal bireylerde ise sebze
ve meyve gibi antioksidanlarca zengin bir diyeti diizenli bir gekilde almanm en iyi
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yaklasim olacagi sOylenmigtir. Kollesteroliin’de nonenzimatik yollarla oksidanlarin
tutulmasinda sorumlu olabilecegi ileri sﬁrﬁhnﬁstﬁr. Bu antioksidanlarin total
antioksidan kapasiteye katkilari, o — tokoferol i¢in %5, C vitamini igin %135, {irat igin
%25 ve protein ~thiol i¢in %50 olarak bulunmustur (24).

iii) p Karoten (Vitamin A 6n maddesi): B-karoten, yagda ¢6ziinen bir vitamin olup
antioksidan Ozellige sahiptir. Serbest radikalleri biyolojik hedeflerle interaksiyona
girmeden 6nce direkt olarak onlari yakalayabilir ve/veya zincir kiran bir antioksidan
olarak etki ederek peroksit radikalleri olusumunu 6nler. Karotenoidler, 6zel kimyasal
yapilarindan dolay1 singlet oksijeni tutabilirler (14). B-karoten, mikemmel bir
antioksidan olmasina kargin bu etkisi vitamin E’ nin aksine diisiik pO,’de etkilidir.
Boylece P-karoten dokunun parsiyel oksijen basincina bagli olarak vitamin E nin
antioksidan etkisini tamamlar (13).

iv) glutatyon (GSH): Bir ¢ok tiiriin hemen hemen tiim hiicrelerinde bulunan glutatyon,
metabolizmada 6nemli rol oynayan ve glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
olusan bir tripeptittir (67, 68). GSH’ nin oksidatif hasar1 6nleme kapasitesi, onun serbest
radikallerle direkt reaksiyona girme, disiilfitleri direkt olarak indirgeme ve GSH-Px’a
kofaktdr olma yetenegine baglidir (12).

2.2.6.2. Eksojen savunma mekanizmalar

Endojen mekanizmalara benzer gekilde serbest radikallerin yol agtin doku
hasarlanmasim1 gidermekte, temel olarak ii¢ yolla etki gOstermektedirler; oksijen
radikalinin olugsmasim Snleme, olugmus radikali temizleme ve endojen mekanizmalarin

etkisini artirma.

2.2.7. Serbest radikallerin faydalar:
Organizma normal fizyolojik siirecte de serbest radikallere ihtiya¢ gdsterebilmektedir.
Hidrokarbonlarin oksidatif metabolizmas1 ile enerji tiretiminde, ksenobiyotiklerin
enzimatik detoksifikasyonunda, ovulasyonda ve mikroorganizmalarin fagositik yolla
oldiirtilmesinde olmak tizere bir ¢ok siiregte gorev almaktadirlar (11, 26, 46, 50, 77).
Notrofil gibi bir fagositik hiicre, bir uyaranla kargilagtiinda fagosite ettigi
yabanci cismi solunum patlamasi adi verilen bir dizi reaksiyonla etkisiz hale
getirmektedir. Bu olayda NADPH oksidaz, aktive olarak stoplazmadan NADPH

maddesini almakta, elektronlar1 oksijene gegirmekte ve plazma membraminin iginde
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veya dig ylizeyinde stiperoksit radikalinin olugmasina yol agmaktadir. Bu olay zarin dis
ylizeyinde olsa da fagositik boslugun i¢ duvarini bu yiizey olusturdugu i¢in 20, yabanci
cisme etki yapabilmektedir. Kronik graniilomatéz hastalikta, NADPH oksidaz
enziminin herediter eksikligi oldugu i¢in super oksit radikali olusamamakta ve hastanin
l6kositleri patojenleri Oldiirememektedir (52). Makrofaj siiperoksit tiretimi aym
zamanda nétrofil kemotaksisinde de 6nemlidir.

Iyonize radyasyonun serbest radikal {iretimine neden oldugu bilinmektedir.
Terapotik radyasyonun biyolojik etkisinin %60-70’i radikal tiirevlerince olusturulan
indirek iyonizasyona bagli olarak gergeklesmektedir (62). Ribonukleotid rediiktaz gibi
bazi enzimler kataliz islemi sirasinda serbest radikalleri kullanabilmektedirler. Ayrica
radikaller prostoglandin biyosentezinde gbrev alabilmektedirler (50). Serbest radikaller,
degisik agonistlere cevap olarak intraseliiler sinyallerle regiile edilebilen siireglerle
olusabilmekte ve hiicre fonksiyonlarinin kontrolinde haberci olarak iglev
gorebilmektedir. Bu fonksiyonu bir ¢ok hiicre tipinde gosterebilmektedir. Ornegin diiz
kas hiicrelerinde bu tiir bir gérev lislenmis olabilirler. Nitekim serbest radikallerin diiz
kas tonus regtilasyonunda gérev aldiklar ileri siiriilmiistiir (11, 17).

Her ne kadar ROS spermatozoa i¢in membran yapisi, proteinler ve DNA
tizerinde yillarca toksik bir ajan olarak bildirilmis olsa da, fizyolojik reaksiyonlarda
sinyal iletiminde rolii olan molekiiller olarak gereklidirler. Gergektende diigiik
miktarlarda bulunmalar fertilizasyonu desteklemektedir. Semende ROS kaynag:
nétrofiller ve spermatozoalardir. Kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, hiperaktif motilite
ve fagositozun fizyolojik modiilasyonunda gorev alirlar. Diisiik dozda HyO.’min
eklenmesi kapasitasyonu uyarir. Bir antioksidan olan katalaz ise bu olay1 engeller.
Kapasitasyon sirasinda O,’nin olusumunun ilk reaksiyon oldugu ve 15-20 dk igerisinde
pik yapt181, arkasindan diistiigti gosterilmistir. Bu sirada olusan ROS’un adenil siklaz ve
tirozin kinazin aktivasyonunda direkt rolii bulunmaktadir. Siiperoksit anyonunun
kapasitasyon ve hiperaktif motiliteyi uyardigi, bir antioksidan olan stiperoksit dismutaz
enziminin ise bunu 6nledigi bir ¢ok galigmada ortaya konmustur. Biitiin bunlar, ROS’un

sperm kapasitasyonu ve motilitesi i¢in gerekli molekiiller oldugunu gostermektedir (82).

2.2.8. Serbest radikallerin tayin yontemi

Direk serbest radikal tayini, yliksek reaktiviteleri ve kisa yar1 Smiirleri nedeniyle ¢ok
zordur.. Bu nedenle reaksiyon driinleri Olglilmekte yada inhibitor deneyleri
yapilmaktadir. Radikal tayini i¢in hangi y6éntem kullanilirsa kullanilsin, 6rnekleme ve
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Olgme islemleri dikkatle yapilmalidir. Biitiin olumlu gelismelere radmen bu islemler i¢in
halen standardizasyon ve kalite kontrol eksikligi s6z konusudur (27).

2.2.8.1. ESR (electron spin resonance spectroscopy)

ESR, diger adiyla EPR (electron paramagnetic resonance) manyetik bir alanda serbest
radikallerin eslenmemis elektronlarinca olusturulan mikrodalga absorbsiyonunun
Olgtimtidiir. Yani magnetik momentuma sahip bir yapinin manyetik alanda tesbit
edilebilmesi esasina dayanmaktadir. ESR, spin tuzaklar1 denilen bilesiklerin kullantmini
gerektirmektedir. Spin tuzaklar: serbest radikallerle reaksiyona girdiklerinde daha stabil
serbest radikal tirlinleri olusturmaktadirlar. Tuzaklanmig eslesmemis elektronlar yiksek
konsantrasyonlarda birikerek, serbest radikalin ESR ile 6l¢iilmesi saglanmig olmaktadir.
ESR, reaktif tiirlerin tesbit edilmesine imkan veren tek direk yoOntemdir. Fakat
radikaller, ¢ok kisa olan yar1 Omiirleri nedeniyle ESR ile saptanmayabilir. Bu
gerekgeyle NMR  spin  tuzaklama, spektrofotometri ve luminol-bagimli
chemiluminescence gibi yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur (27, 39, 77).

2.2.8.2. indirek yontemler
Oksidatif stres, genellikle hasarlanmig biyolojik iirtinlerin saptanmasiyla yapilmaktadir.
Bu amagla bir ¢ok lipid derivesi Olgiilebilmektedir. Dokuda lipid peroksidasyonun
belirleyicileri olarak aldehitler (malondialdehit veya hidroksinonenal), tiyobarbiturik
asit reaktivitesi, konjuge dienler ve kiiglik miktarlarda olugan ethane ve pentane
(hidrokarbidler), ayrica hidroperoksitler radikal o&lgiimiinde kullanilabilmektedir.
Bunlardan en tartismal1 oldugu halde en ¢ok kullanilan indikator, malondialdehittir (27).
Idrarda DNA deriveleri ve okside proteinler (karbonil veya tiyol gruplari) de
diger okside olmug biyolojik bilesikler olarak radikal Sl¢iimiinde kullanilmigtir. Niikleik
asit yikim {irtinleri ve glutatyon aktivitesine de bakilabilmektedir. Ancak bunlarin
indirek teknikler oldufu unutulmamalidir. Masss Spectrometriyle DNA baz hasarinin
spesifik olgtimii de yapilabilmektedir. Inhibitér deneylerinden stiperoksit dizmiitaz ve
katalaz, spesifik olarak; allopurinol ve deferroksamin, rolatif spesifik olarak; mannitol
ve DEMSO ise noonspesifik olarak serbest radikal tayininde kullanilabilmektedir.
Askorbat radikali, oksidatif stresin bir markeri olarak kullamlmigtir. Okside
antioksidanlarin oksidatif stresin varligimi géstermek i¢in kullanilmasina 6rnek, okside
glutatyonun total glutatyona oraninin degerlendirilmesidir. Ayrica Fricke ferrous sulfate
dozimetriside radikal reaksiyonlarinin indirek tayininde kullanilmigtir (12, 27).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Hasta Se¢imi
Bu galigmaya, Subat 2002 ile Aralik 2003 tarihleri arasinda Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’nin Androloji ve Infertilite Poliklinigi’ne, infertilite
nedeniyle bag vuran ardigtk 135 hasta alindi. Hastalarin fertilite potansiyellerini
etkileyebilecek faktorleri de igeren detayh &ykiileri elde edildi. Genital konjenital
ve/veya edinsel malformasyonlar ile sekonder seks karakterlerine yogunlasan fizik
muayeneleri yapildi. Detaylar1 agagida anlatildid1 sekilde, semenler analiz edildi. FSH,
LH, testosteron ve prolaktin’i igeren hormon profili ¢alisildi. Ilave malformasyonlarin
diistintldigl, fizik muayenenin yetersiz veya siipheli kaldigt olgularda skrotal,
transrektal ve/veya abdominal ultrasonografi yapildi. Varikosel, 16kospermi, hormonal
ve/veya obstiiktif patolojilerin varlig: gibi bilinen nedenlere bagl infertilite olgular
caliymadan ¢ikarildi. Geriye kalan hastalar idyopatik infertilite olarak kabul edildi. Son
1 yil i¢inde ¢ocugu olan ve semen parametreleri WHO 1998 kriterlerine gore normal
olan 30 kisi kontrol grubu olarak alindu.
Idyopatik infertilite i¢in ¢alismaya alinma kriterleri;

i. kadin faktorii normal olup, istemesine ragmen en az 1 yildir g¢ocuk sahibi

olamamasi

ii. yasin 20°nin tistiinde veya 45’in altinda olmas1

iii. klinik varikoselin olmamasi

iv. semen analizinde 15kospermi olmamasi

v. hormonal nedenlerin olmamasi

vi. tiriner enfeksiyon olmamasi

3.2. Orneklerin Toplanmasi Ve Analizi

3.2.1. Semen analizi

Her hastadan en az 1 en ¢ok 3 hafta ara ile olmak iizere iki kez semen 6rnegi alind. Tki
omek arasinda %20 dan fazla fark oldugunda 3’ilincii 6rnege bas vuruldu. Semen
Ornekleri en az ti¢ giinliik cinsel perhiz sonrasi, sabun, krem, tiikiirik ve benzeri
maddeler kullanilmadan masturbasyon ile toplandi. Toplama kab1 olarak temiz ve genis
agizl1 cam kaplar kullanildi. Alinan semen 6rnekleri 37 C° de likefiye olduktan sonra bir
kismu WHO 1998 kriterlerine gore degerlendirilmek iizere ayrildi. Sperm morfolojisi
Gimsa boyama ile, say1 ve hareket ise makler kamera ile degerlendirildi. Geri kalan

semen Ornekleri likefaksiyonu takiben, 20 dk 4000 rpm de santrifiije edilerek
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supernatan kismu total antioksidan kapasite ve total peroksid diizeyleri galisiimak tizere
eksi 80 C° de depolandi.

3.2.2. Venoz kan

Caligmaya katilanlardan antekiibital venden saat 08%- 10% arasinda yaklagik Scc
periferik vendz kan alindi. Uygun sekilde plazmas: ayrilarak total antioksidan kapasite
ve total peroksid diizeyleri ¢aligilmak iizere eksi 80 C° de depolanda.

3.2.3. Toplam antioksidan kapasite dl¢iimii

Depolanan tiim kan ve seminal plazma Orneklerinde toplam antioksidan kapasite
diizeyleri, EREL’in gelistirdigi full otomatik total antioksidan kapasite kiti ile oto
analizérde (Abbott Aeoroset, USA) 6l¢iildii. Bu metoda gbre Fenton reaksiyonu ile
olugan OH (Hidroksil) iyonu ortho-Dianisidin ile renk olugturmaktadir ve olusan rengin
absorbansi otoanalizérde spektrofotometrik olarak dlgiilmektedir. Plazma, serum yada
diger vucut stvilarindaki antioksidan kapasiteye gére rengin siddeti azalmakta ve test
sonuglart mlmol Trolox equiv./L olarak hesaplanmaktadir (25).

3.2.4. Toplam peroksit 6l¢iimii

Kan ve semen plazmalarimn toplam peroksit diizeyleri (TP) enzimatik yontemle 6l¢tildi
(79). Yontemde, peroksidaz enzimi gesitli peroksitleri kullanarak dimetilbenzidin
molekiiliinii oksitler ve olusan renkli tirliniin absorbansi ortamdaki TP diizeyini yansitir.
Semen plazma ve standart drneklerinden 10 uL aliip 200 uL test ayiraci ile karistinilds
ve 450 nm de ilk absorbans 6l¢iiliip 20 dakika inkiibasyonunun sonunda 50 pL 2N
H,80, ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve son absorbans alindi. Testte kalibrator
olarak 5.0 pmol/L diliisyanda hidrojen peroksit kullanildi. Testin sonuglar1 pmol H,0O,
Equiv./L olarak verildi.

3.3. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi farklar bilgisayarda
SPSS istatistik programi (version 11.5) kullamlarak degerlendirildi. Hasta ve kontrol
gruplarimin Karsilagtinlmasinda bagimsiz drnekler igin t-testi, grup ici seminal ve kan
plazmas: arasi farki degerlendirmede bagimhi Grnekler igin t-testi kullanildi. P<0.05
anlamh fark olarak kabul edildi.

26



4. BULGULAR

Calisma doneminde degerlendirilen 135 ardigik infertil hastamin 103’ti ¢alismadan
¢ikarildi. Bu 103 hastanin diglanma gerekgeleri TabloV’da 6zetlendi. Idyopatik infertil
hasta kriterlerine uygun 32 hasta belirlendi. Hasta grubu yas ortalamasi 31.03+4.94,
dagilimi 21-39 yil, kontrol grubu yas ortalamasi 31.30+3.95, dagilim 22-40 yildi. iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p= 0.815).

Tablo V. Yiizii¢ hastanmn galigmadan diglanma gerekgeleri

Hasta sayis1 Diglanma gerekeesi

n (%)

47 (45.60) Varikosel

17 (16.50) Pyospermi

6 (05.82) Hormonal nedenler

3 (02.91) Obstriiktif nedenler

30 (29.12) Diger (yas, kadin faktor,liriner enfeksiyon, vd.)

Hasta ve kontrol gruplari seminal parametreleri Tablo VI’de gosterildi. Hasta
grubunda sperm yogunluk, motilite ve canlilik 6l¢timleri kontrol grubundan anlamli
sekilde diisiik bulundu.

Tablo VI. Hasta ve kontrol gruplar seminal parametreleri

Sperm parametresi  hasta kontrol P
Yogunluk (x10°/ml) ~ 24.59+10.0 51.26+11.86 <0.001
Hareket (%) 35.53+18.76 56.06%7.25 <0.001
Morfoloji (%) 44.75%+18.15 57.1619.65 0.001
Hacim (cc) 2.8310.51 3.80+0.77 <0.001
Ph 7.4310.35 7.3540.32 0.334

Seminal ve ven6z kan plazmalan TAK-TP degerleri hastalar i¢in Tablo VII ve
kontroller igin Tablo VIII de g0sterildi. Her iki grupta seminal plazma oksidan ve
antioksidanlar1 kan plazmas: verilerinden anlamli gekilde farkli bulundu. Her iki grupta
da total antioksidan kapasite seminal plazmada kan plazmasindan oldukga farkli sekilde
(yaklasik 8-9 kat) yiiksek, total peroksit diizeyleri ise seminal plazmada daha diisiik

bulundu.
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Tablo VII. Hastalarda semen - kan plazmasi TAK-TP degerleri

parametre semen kan p
TAK 13.48+2.03 1.46+0.62 <0.001
TP 7.79+0.38 8.38+0.87 0.001
TAK; Total Antioksidan Kapasite

TP; Total Peroksit

Tablo VIII. Kontrollerde semen - kan plazmas1 TAK-TP degerleri

parametre semen kan p
TAK 14.06+2.30 1.7241.70 <0.001
TP 7.84+0.51 8.59+1.08 0.003

TAK; Total Antioksidan Kapasite
TP; Total Peroksit

Hasta ve kontrol gruplari seminal plazma TAK-TP degerleri Tablo IX, kan
plazmasi degerleri Tablo X’da verildi. Hem semen hem de plazma TAK-TP degerleri

agisindan hasta ve kontroller arasinda fark belirlenmedi.

Tablo IX. Hasta ve kontrollerde seminal plazma TAK-TP degerleri

parametre hasta kontrol p
TAK 13.48+2.03 14.061+2.30 0.303
TP 7.79+0.38 7.8410.51 0.680

TAK; Total Antioksidan Kapasite
TP; Total Peroksit

Tablo X. Hasta ve kontrollerde kan plazmasi TAK-TP degerleri

parametre hasta kontrol P
TAK 1.46+0.62 1.72+1.70 0.505
TP 8.38+0.87 8.59+1.08 0.411

TAK; Total Antioksidan Kapasite
TP; Total Peroksit
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5. TARTISMA

Ureme ve nesli devam ettirme yer yiiziinde yagayan tiim canlilarin en 6nemli ve temel i¢
giidiilerinden biridir. Insan s6z konusu oldugunda bu biyolojik i¢ gilidiiye psikososyal
bir boyut da eklenerek, tireme ve nesli devam ettirme daha genis ve derin anlamlar
kazanmaktadir. Cocuk sahibi olmak, yalmzca biyolojik bir devamlilik saglamamakta,
¢ocuklarimizla olan psikososyal etkilesim yoluyla gerek bilingli gerek biling dis1 tlim
ozelliklerimizi onlara aktararak nesiller arast devamlilifi da saglamaktadir. Tim bu
sosyal ve psikolojik durumlar g6z 6niine alindifinda infertilitenin gerek kisisel gerekse
toplumsal bazda ne kadar 6nemli oldugu apagik ortadadur.

Infertilite en az bir yildir birlikte olan bir ¢iftin, istemelerine ragmen gocuk
sahibi olamamalar1 olarak tamimlanmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde evli
giftlerin yaklagtk %15’inde infertilite sorunu oldugu bildirilmekte, tilkemiz igin
glivenilir istatistiksel veriler bulunmamakla beraber, infertilite sikligimin benzer oldugu
kabul edilmektedir. Gegmiste, ozellikle dofu toplumlarinda infertiliteden sadece
kadinlar sorumlu tutulmakta iken, giinlimiizde olgularin yaklagik %50’sinde erkek
faktor ile ilgili problemlerin varlig1 kabul edilmektedir. infertil olgularimn yaklagik
%75’inde varikosel, proksimal veya distal kanal obstriiksiyonlari, hormonal ve
immiinolojik patolojiler gibi nedenler belirlenebilirken, olgularin %25’inde hala
herhangi bir neden bulunamamakta ve bu olgular ‘idyopatik infertilite’ olarak
tanimlanmaktadir (86). Klinigimizde de bu ¢aliyma i¢in izlenen ardigik 135 infertil
hastanin 32 (%23.7)’sinde bilinen bir neden belirlenemedi ve bu olgular ‘idyopatik
infertil” olarak kabul edildi.

Infertilite ile bag vuran ¢iftlerin biiyiik kisminda semen parametrelerinde degisik
diizeylerde bozukluklar saptanmakta ancak yukarida da belirttigimiz gibi her zaman
etyolojiyi ortaya koymak miimkiin olmamaktadir. Ozellikle idyopatik infertil olgularda
patofizyolojiyi ortaya koymak ve tedavi basarisini artirabilmek ig¢in hiicresel ve
molekiiler diizeyde ¢alismalar siirdiirlilmektedir (1, 69, 82, 85). Uzerinde ¢aligilan
alanlardan biri de sperm parametre bozukluklar ve reaktif oksijen radikalleri (ROS)
arasindaki iligkilerdir (3). Ozellikle aerob canli igin yagamsal énemi olan ve biyolojik
agidan hayati bir degere sahip olan oksijenin hiicrelere kargi toksik etkilerinin de
olabilmesi ilging bir ¢eligkidir (88). Sperm hiicre membraninda doymamis yag
asitlerinin varligi, ROS’un bu yapilara olan yiiksek afinitesi, sperm membram lipit

tabakasiyla oksi radikallerin etkilesimi sonrasi lipit peroksidasyonunun meydana
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gelmesi ve membran lipit yapisinin bozulmas: olasilifit ROS’un infertilite igin bir neden
olabilecegini diistindtirmektedir (35). Infertil hastalarnin semen plazmasmda yiiksek
oranda ROS oldugu ve ROS’un yarattid1 oksidatif stres ortammin sperm igin toksik
olabilecegi ¢esitli ¢aligmalarda ileri stiriilmiigtiir. Ivvasaki ve ark., erkek infertilitesi ile
artmig ROS diretimi arasinda negatif bir korelasyonun oldugunu semen plazmasinda
artmig ROS varligimin kotti semen kalitesiyle dogru orantili oldugunu ROS ‘un amorf
bag, akrozomal hasar, stoplazmik artik ve kuyruk defektiyle pozitif korele oldugunu
bildirmiglerdir (47). Chen ve ark., varikoselli hastalarda oksidatif stresin artmis
oldugunu, bununda sperm fonksiyonlarimi olumsuz etkileyen faktor olabilecegini ileri
sirdiiler (19). Bu ¢aligmalarla uyumlu olarak Koca ve ark., asthenozoospermik ve
asthenoteratozoospermik hastalarda antioksidan kapasitenin anlamli derecede diisiik
bulundugunu rapor etmislerdir (54). Koksal ve ark. ise ROS’un sperm fonksiyon
bozuklugunun yaninda infertilite ile iliskili diger bir ¢ok patolojiye de neden
olabilecegini, artan lipit peroxidasyonu ile birlikte testikiiler dokuda patolojik
degisikliklerin olustugunu ve ROS’un testikiiler dejenarasyona da yol agabilecegini
bildirmislerdir (55).

Bu ¢aligmalarin aksine infertilite ve ROS artig1 arasinda bir iligki olmadigini
yada infertillerde ROS’un kontrollerden farksiz oldugunu bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir (29, 43, 53, 70, 91). Yaman ve ark., testikiiler dokuda malondialdehit ve
ksantin oksidaz konsantrasyonlarim1 normal spermatogenezi olan kontrol grubu ile
sertoli cell only sendromu, maturasyon arresti ve/veya hypospermatogenezisi olan
infertil hastalar arasinda istatiksel fark bulunmadifim, spermatogenezi bozan ve
agiklanmaya ihtiyag duyulan ROS dis1 bir takim bagka faktorlerin olmas1 gerektigini
one siirdiiler (91). Kobayashi, Hsieh ve Oner-fyidogan fertil ve infertil hastalarda
seminal plazma SOD aktiviteleri arasinda anlamali fark bulamamiglar ve seminal
plazma antioksidan statusu ile sperm sayr ve hareketlilifi arasinda bir baglanti
olmadigini 6ne siirmiiglerdir (43, 53, 70).

Bizim ¢alismamizda da ROS (TP) ve TAK 6l¢timleri infertil hasta grubumuz ve
kontroller arasinda anlamli bir farklibk gostermedi. Hastalarrmizin idyopatik
infertillerden olugmasi, pyospermi ve varikosel gibi artmig ROS iiretiminin siklikla eslik
ettigi hastaliklarin diglanmig olmasi hasta ve kontrol gruplarmmz arasinda fark
olmamasim agiklayabilir. Bu bulgular, 6zellikle idyopatik infertil hasta grubunda,
spermiyogram parametrelerindeki diigiikltigiin oksidatif stres ile agiklanamayacagim ve

bagka faktorierin olmas: gerektigini diigiindiirmektedir.
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Gerek hiicre i¢i gerek hiicre dig1 kaynakli olusan oksi radikallerin 6nemli bir
kismu, antioksidan sistem tarafindan etkisizlestirilir. Bundan dolay1, oksidan maddelerin
olusumu ile antioksidan savunma mekanizmalarinn igleyisi arasinda bir denge soz
konusudur. Bu dengenin oksidan baskinin artisti yoniinde bozulmasi, hiicrelerin veya
organizmanin hasari ile sonuglanabilir. Gerek endojen gerekse eksojen yollarla olusan
oksi radikallerin protein, lipit, niikleik asit gibi hiicre elemanlari ile reaksiyona girmeleri
sonucunda hiicre fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler meydana gelir. Kaynagi ne
olursa olsun bu {irlinlerin sperm hiicreleri igin toksik oldugu ve bir takim antioksidan
sistemler tarafindan bu toksik etkinin dengede tutuldugu gosterilmigtir. Caligmamizda
hem hasta hem de kontrollerde seminal plazma TAK diizeyleri kan plazmasi ile
kargilagtirildiginda, yaklagik 8-9 kat daha yiiksek olarak belirlendi. Ayni kargilagtirma
TP diizeyleri agisindan yapildiginda, antioksidanlarin aksine, semen plazmasinda
anlamli diizeyde diisiik bulundu. Seminal plazmadaki bu yiiksek antioksidan kapasite,
degisik etkenlere bagli olusabilecek ROS artigin1 ve buna sekonder spermatozoa

hasarini 6nleyebilecek giigte goriinmektedir.
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6. SONUC

Artmug ROS ftiretimi ve/veya ROS’un antioksidanlarca dengelenmesindeki yetmezlige
bagli olarak seminal plazmada oksidatif stres nedeni olarak infertiliteye yol agabilecegi
bilinmekle beraber bu ¢aligmanin sonuglari, bizde, idyopatik infertilitede spermiyogram
parametrelerindeki bozulmalarn oksidatif stresle agiklanamayacadi kanaatini

uyandirmustir.
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