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Fertil ve Infertil bireylerde spermiyum kromatin biitiinliigiiniin 151k

mikroskobu diizeyinde karsilastirmal olarak degerlendirilmesi
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OZET
Amagc: KKTC’de spermiyogram degerlerine gore infertil ve fertil olarak ayrilan

bireylerde sperm DNA/kromatin integritesinin veya biitliinliigiiniin toluidin mavisi,
anilin mavisi ve TUNEL boyamast kullanilarak karsilastirmast ve DNA
biitiinliiglinlin infertilite ile olan iligkisinin saptanmasi ve istatistiki olarak
degerlendirilmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: 35 infertil ve 35 fertil bireylere ait semen &rneklerine
spermiyogram testi yapildi. Her 2 gruba ait sperm DNA/kromatin biitiinliigii ve DNA
fragmentasyonu degerlendirmek i¢in asidik anilin mavisi, toluidin mavisi ve TUNEL
yontemi uygulandi.

Bulgular: infertil ve fertil bireylerin sperm konsantrasyonu, motilite ve normal
morfoloji gibi parametreleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulundugu
saptanmis ve ¢aligmaya ait gruplar bu degerlere gore ikiye ayrilmistir (p<0,05).
Infertil bireylerin anilin mavi, toluidin mavi ve TUNEL degerleri, fertil bireylere
gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica infertil bireylerin TUNEL+ degerleri ile
asidik anilin mavi+ ve toluidin mavi+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyonlar oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ancak fertil bireylerin TUNEL+
degerleri ile asidik anilin mavi+ ve toluidin mavi+ degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyonlar tespit edilememistir (p>0,05).

Sonuglar: Bu ¢alismada infertil gurupda DNA kromatin biitiinligiiniin fertil gurupla
kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli dl¢lide bozuldugu saptanmustir. Ulasilan
sonuclar erkek infertilitesini degerlendirmede ve 6zellikle ART kliniklerine bagvuran
hastalarin tedavi protokollerini saptamada DNA integritesi veya biitlinliigliniin
O6nemini ortaya koymustur. Sonuglar ayrica DNA/kromatin integritesini gdsteren
paremetrelerin normal semen degerlerinden bagimsiz ayri bir parametre olarak
degerlendirmesinin uygun oldugunu gdstermistir.

Anahtar Sozciikler: Insan Spermi, DNA kromatin, Anilin mavi, Toluidin mavi,
TUNEL



Comparative evaluation of spermium chromatin integrity at the light

microscopic level in fertile and infertile individuals
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ABSTRACT

Objective: The aim of this project is to compare the chromatin/DNA integrity of the
sperm between a group of infertil and fertile males in Northern Cyprus using aniline
blue, toluidine blue staining and TUNEL method. The purpose of the study is to
determine the relationship between male infertility and sperm chromatin/DNA
integrity. The results will be evaluated by using statistical methods.

Material and Method: 35 infertile and 35 fertile individuals semen samples were
used in spermiogram tests. Acidic aniline blue, toluidine blue and TUNEL staining
methods performed to evaluate the sperm DNA/chromatin integrity and the DNA
fragmentation of each group.

Results: Statistically significant differences found between infertile and fertile
individuals, such as sperm concentration, motility and normal morphology
parameters. Acording to these different values, groups in the study divided as
‘infertile and fertile’ (p<0,05). Aniline blue, toluidine blue and TUNEL results of the
infertile individuals were found to be higher than that of the the fertile individuals.
Also, statistically significant correlations were detected between TUNEL+, acidic
aniline blue+ and toluidine blue+ results of the infertile individuals (p<0,05).
However, there were no significant correlations between TUNEL+, acidic aniline
blue+ and toluidine blue+ results in fertile individuals (p>0,05).

Conclusions: Results of the present study indicated that distruption of
DNA/chromatin integrity showed statistically important correlation with male
infertility. It can be concluded that, DNA/chromatin integrity of the sperm is an
important parameter in the evaluation of male infertility including unexplained
infertility, for both diagnostic and prognostic purposes. Results of the DNA integrity
assays are independent from the convential semen analysis. Therefore can also be
used as a valuable parameter in the evaluation of different treatment protocols in art
clinics.

Keywords: Human sperm, DNA chromatin, Aniline blue, Toluidine Dblue,

TUNEL



1. GIRIS ve AMAC

Infertilite iiretken cagdaki ¢iftlerde bir yillik korunmasiz beraberlige karsin
gebeligin olusmamasidir (Boivin ve ark., 2007). Dinyada 48,5 milyon cift Uzerinden
yapilan degerlendirmede infertilitenin c¢iftlerin %15’inde gortldiigi bildirilmistir
(Agarwal ve ark., 2015; Rives, 2014). Tek basina erkek faktorlniin infertilitenin
%20-30’undan, kadin faktoriiniin %40-50’sinden, %20-30’un da ise erkek ve kadin
faktoriiniin birlikte sorumlu oldugu rapor edilmektedir (Agarwal ve ark., 2015). Bu
oranlar sadece klinige basvuranlara iliskindir. Degerlendirme disinda kalanlarla
birlikte oranlarin daha yiiksek oldugu diisliniilmektedir. Toplumlarin gelismislik,
kiiltiirel ve etnik degerlerine bagli olarak gelisen kisisel ¢ekinceler nedeniyle de
oOzellikle erkek egemen temelli toplumlarda dogru degerlendirme giigtiir. Tek basina
erkek infertilitesinin %40 ve %50 oldugunu rapor eden yaymlar da vardir.
Heterojen ve multi faktoriyel bir patoloji olarak erkek infertilitesinde bilinen
faktorler %30-50 oraninda olup geriye kalan yarisi ise nedeni bilinmeyen veya

idiyopatik grubu olusturmaktadir (Zeqiraj ve ark., 2018).

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde Yardimla Ureme Teknikleri veya IVF
kliniklerine basvuran hastalarda spermiyogram analizi rutin ve ilk degerlendirmedir.
Semen degerlendirilmesindeki konsantrasyon, motilite, morfoloji gibi parametrelerin
esik degerleri WHO (Diinya Saglik Orgiitil) tarafindan tayin edilir ve kitapcik
seklinde yayinlanir (World Health Organization, 2010). Parametreler hem kalitatif
hem de kantitatif yonden fertil erkeklerde infertil olanlara goére yiiksek degerler
gosterir. Ancak fertilite degerlendirilmesinde tam ayirt edici sinirlar olusturmaz.
Fertil ve infertil gurup parametreleri arasinda ortiismeler olabilecegi bildirilmektedir
ki bunun da nedeni genellikle konsantrasyon, motilite, morfoloji gibi parametrelerin
esik degerlerinin gebeligin olugmasi i¢cin en diisik sinirdan se¢ilmesinden
kaynaklanmaktadir (Guzick ve ark., 2001). Yaklasik olarak infertil erkeklerin %151
normal spermiyogram degerleri gosterir (Guzick ve ark., 1998). Bu nedenle kadin
faktorlinlin tamamen normal ve erkeginde fertil spermiyogram degerleri gosterdigi

ciftlerde, gebelik basarisizlifi erkege baglh idiyopatik veya aciklanamayan



infertiliteyi tanimlar ve oran1 oldukga fazladir (Shamsi ve ark., 2011; Zegiraj ve ark.,
2018).

Spermiyogram analizi IVF laboratuvarlarinda altin bir standart olarak tedavi
protokollerinin yonlendirilmesindeki ilk adimdir. Ancak spermiyumun bir hiicre
olarak, DNA'’sinda yazili ile bireysel fonksiyonel yetisine iliskin detayli bilgi
veremez. Bu nedenle uzun bir siredir erkek infertilite c¢alismalart sperm
DNA/kromatin integritesi ve fragmantasyonu ile iliskili tekniklere yonelmistir. Bu
konuda arastirmalarin 2018’1 (Zeqiraj ve ark., 2018) de kapsayacak sekilde devam
etmesi konunun 6nemine kadar karsit goriislerinde bulundugu bir alan olmasindandir

(Agarwal ve ark., 2016; Kim, 2018).

Gunimuzde sperm DNA/kromatin yapilanmasi ve hasarini/fragmantasyonunu
Olgen yontemler direkt sperm DNA integritesini veya biitiinliigiinii 6lgen metodlar ve
anormal sperm kromatin paketlenmesini tayin eden yontemler olmak (izere iki
guruba ayrilabilir. Direkt DNA integritesi terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated deoxyuridine triphosphate nick end labeling (TUNEL) assay ve 1n situ nick
translation (NT) olup, kromatin veya DNA {izerindeki hasarli veya kirik bolgeyi
gosterir.  Indirekt yoldan DNA integritesi ise sperm chromatin structure assay
(SCSA) ve sperm chromatin dispersion (SCD) assay ve COMET y&ntemidir. indirekt
testlerde asidik ortamda protein denatiirasyonu ile dolayli yoldan DNA veya
kromatin Gzerindeki hasarli bolge ortaya cikarilir, bu metotla dlgiilen sperm DNA
fragmantasyonu oldugundan testler sperm DNA fragmentation (SDF) olarak
adlandirilmigtir (Kim, 2018).

Kromatinin dogru paketlenip kompaktlasmasini ise anilin mavisi, toluidin
mavisi ve cromomisin A3 gibi sitokimyasal boyalarla gosterilir (Agarwal ve ark.,
2016; Kim, 2018; Shamsi ve ark., 2011). Dogru paketlenip kendine 6zgii korumali
kompakt yapisint kazanmamis olan sperm DNA’s1 hasarlara agiktir. Anormal
kromatin yapis1 artan DNA parcalanmasi ve yliksek oranda DNA hasari ile birlikte
goriiliir. Bu durum ise bozulmus semen parametrelerine ve erkek infertilitesine isaret

eder (Ajina ve ark., 2017).

Son arastirmalarin ¢ogu heterojen, multi faktoriyel bir patoloji olan erkek

infertilitesinin 6nemli nedenlerinden birinin sperm DNA’sindaki yapilanma sorunu



ve parcalanmalar oldugunu gostermektedir. Buna karsilik erkek infertilitesinde
DNA/kromatinle ilgili testlerin tekrarlayan spontan abortus (RSA) ve agiklanamayan
infertilite vakalarinda daha uygun oldugu ileri siirilmektedir (Ajina ve ark., 2017).
Erkege bagl infertilenin yaklasik %40 yiikksek bir oranda oldugu ve infertilite
nedenlerinin yine buyuk bir béliminln idiyopatik veya nedeni bilinmeyen guruba
dahil oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ART kliniklerine miiracaat eden ciftlerde
spermiyogram analizinden sonra uygulamasi kolay bir DNA/kromatin testinin
yapilmas1 uygulanacak tedavi protokoliinde yol gosterici olmaktadir (O’Neill ve ark.,

2018).

Bu ¢aligma KKTC’de spermiyogram degerlerine gore infertil olan erkeklerde
sperm DNA integritesinin anilin mavisi, toluidin mavisi ve TUNEL teknigi ile
incelenmesi ve normal fertil degerlerle Kkarsilastirilip istatiksel yontemle
degerlendirilmesi amaciyla planlanmistir. Boylece anilin mavisi ve toluidin mavisi
ile spermiyum kromatin yapilanmasinin uygunlugu ve matiirasyonu test edilirken,

TUNEL metodu ile de DNA da tekli ve ¢iftli kiriklar gosterilecektir.

Metodlarin avantajt DNA’nin her iki 6zelligini de test etmesi nedeni ile anlamli,
uygulamasinin ise kolay, pahali yazilim programlar1 gerektirmeyen ucuz ve pratik bir

yontem olmasi nedeniyle degerlidir ve amaca uygundur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spermin Yapisi

Insan sperm hiicresi 60 um uzunlukta olup bas ve kuyruk olmak iizere iki
kisimdan olugur. Oval ve yassi olan bas kismi 4,5x3 um boyutundadir. Basin biiyiik
kismini 23 kromozom igeren transkripsiyona kapali elektron yogun bir niikleus
kaplar, DNA ve iliskili proteinlerden olusur. Basin 2/3 6n kism1 akrozom denen ve
fertilizasyon i¢in gerekli hidrolitik enzimleri i¢eren bir kilif ile ortiiliidiir. Bu yap1
spermatidin Golgi cisimciginden olusur. Akrozomun i¢ ve dis olmak iizere 2 tabakasi
vardir. I¢ akrozomal membran niikleusa sikica tutunurken, dis akrozomal membran
da hiicre zarina bakar. Kapasitasyon yetenegini kazanan spermlerin oosite penetre
olabilmesi i¢in akrozom reaksiyonu gerceklesir. Oosit plazma membrani ile sperm
dis akrozomal membraninin birlesmesiyle, ekzositoz sonucu akrozomal igerik dis
ortama bosaltilir. Hiicre zar1 ve akrozom dis zar1 erir ve sadece akrozomun i¢ zari
kalir. Boylece akrozomal reaksiyon gergeklesir ve sperm oosit ¢evresindeki korona

hicrelerini gecerek zona pellusidadaki ZP3 molekillne baglanir.

Kuyruk dort pargaya ayrilir; boyun, orta parga, esas parga ve son par¢a. Sperm
boynu ¢ekirdege tutunmus proksimal sentriyol ve aksoneme kaynaklik eden distal
sentriyolden olusur. Spermin orta pargasinda 9+2 mikrotiibiiler aksonem, aksonemi
cevreleyen kalin dig fibriller ve hareketlilik igin gerekli enerjiyi saglayan
mitokondrial kilif bulunur. Annulus, mitokondriyon sarmalin son déniimiiniin altinda
yogun bir halka olup orta parcanin esas parcaya doniistiigii bolgedir. Spermin esas
parcas1 annulustan uzanir ve mitokondriyal kilif icermez. Esas parcanin yapisi
aksonem, aksonemi c¢evreleyen kalin dis fibriller, fibr6z tabaka ve plazma
membranindan olusur. Spermin son parcasinda sadece plazma membrani ile sarilmis

9+2 mikrotiibiiler aksonem bulunur (Sekil 2.1) (William ve ark., 2009).
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Sekil 2.1. Spermin yapisi (William ve ark., 2009).

2.2. Spermatogenez

Spermatogonyumdan mitoz ve mayoz boliinmeler sonucu hiicre farklilagmasi ile
olgun sperm olusma siirecine spermatogenez denir (Liu ve ark., 2004; Sakkas ve
ark., 2002). Hiicreler farklilagma siireci boyunca Sertoli hiicrelerinin sitoplazmadaki
girintilerine goémuli halde bulunurlar. Sertoli hiicreleri spermatogenik hicrelerin
korunmasi ve beslenmesini saglarken ayni zamanda kan-testis bariyerini de
olustururlar. insanlarda tiim spermatogenik siire¢ yaklasik olarak 64 gln siirer ve
olgun sperm hiicresinin ejekiilatta goriilmesi ise 74 giin alir. Spermatogenez
puberteden itibaren baslar, 45 yasina kadar aktif sekilde siirer ve 45 yasindan sonra

hiz1 yavaslamakla birlikte yasam boyu strer (Clermont, 1972; Fawcett, 1975).

Spermatogenez siireci lic evreden olusur; spermatositogenez, mayoz Ve

spermiyogenez evresi.



2.2.1 Spermatositogenez (Spermatogonyanin farkhilagsmasi)

Spermatogonyum olarak adlandirilan immatiir (olgunlasmamis) spermatogenik
hiicreler, kiigiik, yuvarlak, diploid germ hiicreleridir. Seminifer tiibiil bazal membrani
tizerinde yer alirlar ve puberteye kadar boliinmezler (Gartner ve Hiatt, 2009).
Spermatogonyumlar, 1s1k mikroskobik incelemede niikleuslarinin belirgin koyu
gorUniimleriyle ayirt edilir ve ¢ tip spermatogonya vardir; Tip A koyu, Tip A agik
ve Tip B (De Kretser ve ark., 1998).

Koyu Tip A spermatogonyumlar: Ince graniiler, yogun bazofilik oval
nlkleuslara sahiptirler. Bu spermatogonyumlarin seminifer epitelin kok ya da rezerv
hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir (Ross ve Pawlina, 2017). Mitoz boéliinme ile
kendilerini yenileyerek yeni Tip A koyu spermatogonyum ile Tip A acik
spermatogonyumlari olusturabilirler.

Acik Tip A spermatogonyumlar: ince graniil kromatinli, soluk boyali oval
nikleuslara sahiptirler (Ross ve Pawlina, 2017). Testosteronun etkisiyle mitoz

boliinmeyle ¢ogalirlar ve yeni Tip A acik hiicreleri ve Tip B hiicreleri olustururlar.

Tip B spermatogonyumlar: Agik Tip A spermatogonyumlara benzerler. Daha
yuvarlak sekilli ve merkezde yerlesen niikleus daha kaba heterokromatini ile ayirt
edilir. Mitozla boltnerek primer spermatositleri meydana getirirler (Ross ve Pawlina,
2017).

2.2.2 Mayoz

Mitotik bdliinmelerini tamamlayan Tip B spermatogonyumlar, son S fazini
(DNA sentezini) tamamladiktan sonra primer spermatositi olusturmak {izere mayoz
bolinmenin profaz evresine girerler. Spermatositler iki mayotik hicre bolinmesi
gecirirler. Bir primer spermatosit, iki adet sekonder spermatositi olusturmak {izere
birinci mayoz bollinmeye girer. Bu asama yaklasik 22 giin siirdiiglinden primer
spermatositler, seminifer tiibiillerde ¢ok sayida gdzlenen hiicrelerdir. Birinci mayoz
boliinmenin sonunda sekonder spermatositler olusur. Bu hiicreler hizli bir sekilde

interfaz asamasi ve ikinci mayoz bolinmeyi gegirir (Sekil 2.2). Bu nedenle testis



doku kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesi oldukga zordur. Her bir
sekonder spermatosit, iki adet haploid spermatid meydana getirir. Sertoli hiicre
¢okiintiilerine yerlesmis spermatidler, yogunlagsmis Kkromatin boélgeleri iceren
cekirdeklere sahiptirler. Meydana gelen spermatidler spermiyogenez surecine girerler
(Kierszenbaum ve Tres, 2004; Sadler, 1985).
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Sekil 2.2. Spermatogenez (Junqueira ve Carneiro, 2009).



2.2.3 Spermiyogenez (Spermatid fazi)

Spermatidler 8 p ¢apinda, kiigiik, yuvarlak, haploid hiicrelerdir. Bu siirecte hiicre
boliinmesi olmaz. Spermiyogenez, haploid spermatidin yapisal degisimler gegirerek
spermiyuma doniismesini tanimlayan, hiicre bigim degisimleri ile birlikte epigenetik
ve kromatinin yeniden yapilanmasini da i¢eren ¢ok dinamik bir siiregtir. Bu siireg
Sertoli hiicrelerinin desteginde gergeklesir (Kierszenbaum ve Tres, 2004; Kimmins
ve Sassone-Corsi, 2005; Oliva, 2006; Rousseaux ve ark., 2005). Bu sirada meydana
gelen degisiklikler nikleus kondenzasyonu ve hiicrenin periferine gitmesi, akrozom
olugmasi, flagellum olusumu, sentriyolden aksonem gelismesi ve sitoplazmanin
cogunun kaybi ve yeniden organizasyonu ile karakterizedir. Sonugta spermiyum
Sertoli hiicre ylizeyinden ayrilir ve seminifer tiibiil liimenine atilir. Bu olaya

spermiasyon denir.
Spermiyogenez 4 evrede incelenir:

Golgi evresi: Spermatid sitoplazmasinda, niikleusun yaninda bulunan Golgi
aygitt, mitokondri, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum
bulunur. Glikoproteinden zengin olan proakrozom graniilleri birbirleriyle birleserek
akrozomal vezikiilii olusturur. Cekirdek membranmi ile iliskili olan bu vezikiiliin
yerlesimi spermin 6n kutbunu belirler. Ayn1 zamanda sentrioller, olusan akrozomun
aksi yoninde ¢ekirdegin arkasina dogru go¢ ederler. Sentriollerden bir tanesi bazal
cisimcik olarak davranir digeri spermin kuyrugunun aksonemini olusturmaya baslar.

Kep evresi: Akrozomal vezikiil, ¢cekirdegin 6n yarisi lizerine dogru yayilir ve
akrozomal kep adin1 alir. Akrozom, hyaluronidaz, akrozin, nérominidaz, asit fosfotaz
ve tripsin benzeri proteaz gibi hidrolitik enzimler icerir. Bu enzimler ovumun zona
pellusidasinin delinmesi igin gereklidir. Sperm oosite temas ettiginde akrozomal
enzimler disar1 salinir. Bu olaya akrozom reaksiyonu denir. Akrozom reaksiyonu ile
disar1 salinan enzimler spermiyumun ovumu c¢evreleyen zona pellusidaya penetre
olmasini saglar.

Akrozom evresi: Spermiyogenezisin en Onemli asamasi olan bu evrede
spermatid morfolojisinde birgok degisiklikler meydana gelir. Hiicre c¢ekirdegi uzar,

niikleozomlarin histon proteinleri protaminler ile yer degistirir ve kromatin
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yogunlagsmast olur. Bu degisim sonucunda niikleusta transkripsiyon sona erer.
Spermatid sitoplazmasi, seminifer tiibiil epitelinin luminal bdlgesine dogru yer
degistirir. Kuyrugun gelisimi devam eder. Flagellum hareketi i¢in enerji kaynagi olan
mitokondriler flagellumun proksimal kisminda toplanirlar ve spermin orta parca
bolgesini olustururlar.

Olgunlasma evresi: Bu evrede spermatid sitoplazmasi ve hiicreler arasi olusan
kopriiler uzaklastirilir. Sertoli hiicreleri fazla sitoplazma kismini fagosite eder.
Hareketsiz ve heniiz fertilizasyon yetenegine sahip olmayan spermiyumlar seminifer
tiibiil limenine salinir. Seminifer tiibiile salinan spermler, epididimise tasinirlar.
Burada yaklasik 2 haftalik bir olgunlagsma siirecine girerler ve ileri hareket yetenegi
kazanirlar. Dolleme yeteneklerini ise disi genital yollarindaki kapasitasyondan sonra

kazanirlar.

2.2.4 Spermatogenez hormonal faktorler

Spermatogenezin gergeklesmesinde FSH, LH, testosteron ve androjen tasiyici
proteinlerin 6nemli rolleri vardir. Pubertede LH, seminifer tiibiillerin arasinda yer
alan interstisyel dokudaki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salgilanmasini
saglar. FSH ve testosteron normal spermatogenez i¢in yasamsal Oneme sahiptir.
Germ hucrelerinde FSH ve testosteron reseptorleri bulunmaz. Seminifer tubuller
icinde sadece Sertoli hicreleri testosteron ve FSH icin reseptorlere sahiptir. Bu
nedenle Sertoli hucreleri, spermatogenezi diizenleyen hormonal sinyaller igin ana
hedef ve spermatogenezin primer dizenleyicisidir. Seminifer tibul icinde yiiksek
testosteron seviyesi (dolagimdaki miktarimin yaklagik 200 kat fazlasi), sperm
tretiminin devamlilifini saglar ve spermatogenik hiicrelerin ¢ogalmas1 ve
faklilagsmas1 i¢in gereklidir. Sertoli hiicreleri, androjen baglayict proteini salgilar.
ABP, androjenleri (testosteron veya dihidrotestosteron) baglar ve ABP-androjen
kompleksi gelisen spermatogenik hiicrelerin ¢evresinde yiiksek androjen seviyelerini
saglar. FSH, Sertoli hiicrelerinden inhibin ve aktivin iiretimini baslatir. Inhibin,
hipofizyal FSH salinimi iizerine negatif feed-back etkisi yapar. Aktivin ise ters bir
etkiye sahiptir.
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2.3. Spermiyogenez Sirasinda Histon-Protamin Degisimleri

Spermiyogenezin ilk evrelerinde, haploid spermatidler, tim somatik hticrelere
benzer bir nikleozomal kromatin yapisina sahiptir ve RNA transkripsiyon aktiviteleri
vardir. Daha sonra spermiyogenez ilerledikge spermatid nikleusu yeniden diizenlenir
ve niikleer yogunlasma gergeklesir. Bu siirecte once spermatid DNA’sinda histon
hiperasetilasyonu  gerceklesir. Sonra niikleozomlar yavas yavas ayrisir.
Topoizomeraz II adli endoniikleaz, DNA’nin siiper heliks yapisini gevsetir. Bu arada
transizyon (gecis) proteinleri (TNP’ler), DNA’ya baglanir ve kompleks olusturur.
Spermiyogenezin son sathasinda ise TNP’ler, protaminlerle yer degistirerek oldukca
sik1 bir niikleoprotamin kompleksi olustururlar. Boylece DNA’nin yiiksek derecede
sikilastirilmasi transkripsiyonu engellemektedir. Protaminler DNA’ya baglanmadan
once fosforillenir ve niikleoprotamin olgunlagmasiyla birlikte protaminler defosforile
olurlar (Sekil 2.3). Protaminler DNA’ya baglandiktan sonra kurulan disiilfid baglari,
niikleoprotamin kompleksini daha da saglamlastirir (Akama ve ark., 2010). Sperm
kromatinin protaminasyonu, sperme 0zgi bir epigenetik dizenlemedir. Boylece
sperm DNA’sin1 niikleaz sindirimine ve radyasyona karsi direncli hale getirir

(Rathke ve ark., 2010).

Spermin ¢ekirdek hacmi somatik hiicrelerin ¢ekirdegine gore kiigiik yapidadir ve
cekirdek DNA’sinin  sarmallanmasi  somatik  hiicrelerden ¢ok  farklidir.
Spermiyogenezis sirasinda spermatid kromatin yapisi yeniden diizenlenmekte ve
cekirdek DNA’s1 protaminler tarafindan sarilarak yeniden paketlenmektedir. Sperm
cekirdek DNA’sinin somatik histonlar yerine protaminler ile sarmallanmasi, DNA’y1
oldukca sikistirmakta ve bdylece DNA hasarina yol agan ajanlarin gecisini
azaltmaktadir. Protamin sarilmas1 ve DNA halkalarmin da distilfit baglar ile ¢apraz
baglanmasi, sperm cekirdegindeki olgunlagsmanin son sathasi ve epididimal gegis
sirasinda ¢ekirdek stabilitesinin daha da fazla artmasini saglamaktadir (Loir ve

Lanneau, 1984).
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Sekil 2.3. Spermin olusumundan fertilizasyon sonrasina kadar olan siire i¢indeki

DNA’da meydana gelen degisiklikler (Mezquita, 1985; Poccia, 1986).
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2.4. Sperm Kromatin Yapisi

Memeli sperm kromatini baslica ii¢ ana yapisal bdlgeye ayrilir: protamine bagh
DNA, histona bagli DNA ve niiklear matriks tutunma bolgeleri (MAR) (Ward,
2009). Mevcut veriler, son iki yapisal elementin fertilizasyon sonrasinda erkek
proniikleusuna aktarildigini ve 6nemli islevsel rolleri oldugu diisiiniilmektedir (Sekil

2.4).

Sperm hiicresinde bulunan histonlarin %90-95’1 arjininden zengin ve sperm
hiicresine 6zgii olan protamin adi verilen niikleer proteinlerle yer degistirmektedir.
Sperm DNA’sinda histonlarin protaminlerle yer degistirmesi spermatozoay1 kimyasal
ve fiziksel hasarlardan korunmada onemlidir. Sperm DNA’s1 protaminler ile ‘can
simidi’ gibi yan yana dizilim gdsteren 50 kb biiyiikliikte toroidler seklinde
sarmalanmistir (Mudrak ve ark., 2009).

Sperm DNA’smin yaklasik %10-15°1 histonlara bagli kalir ve daha gevsek bir
yaptya sahip olan bu kromatin dizileri fertilizasyon ve erken embriyo gelisiminde rol

almaktadir (Gatewood ve ark., 1987; Gineitis ve ark., 2000).

Sperm ve somatik hiicrelerde kromatin her 20-120 kb boyunca, proteinli ntkleer
matriks adi verilen bir yapiya bagli DNA digiim bolgesi olustururlar. Her bir
protamin toroidi tek bir DNA diigiim bolgesi igerir. Her bir protamin toroidi arasinda
niikleaza duyarli bir kromatin segmenti bulunur (Sotolongo ve ark., 2005). Bu ‘toroid
baglayict’ olarak isimlendirilmistir. Bu bodlge ayrica DNA’nin niikleer matrikse
baglanma bolgesi yani MAR’dir. Bu baglayici bolgeler, DNA hasarina karsi oldukca
egilimlidir. Enzimatik veya oksidatif hasar, tekli (ssDNA) veya cift iplikli kopmalara
(dsDNA) neden olabilir (Lone ve ark., 2017). Bu bdolgenin iki 6nemli gorevi vardir.
Birincisi DNA ve niikleer matriks arasindaki iliskiyi saglar. Ikincisi MAR
dollenmeden sonra sperm DNA biitiinliigii icin kontrol noktasi olarak gorev

yapmaktadir (Ward, 2009).
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Sekil 2.4. Sperm kromatinin baglica ii¢ ana yapisal elementi (Ward, 2009).

2.5. Sperm DNA Hasan

Sperm DNA biitiinliigli genetik materyalin gelecek nesillere basarili bir sekilde
aktarilmasi, fertilizasyonun diizgiin bir sekilde gergeklesmesi, kaliteli embriyo
gelisimi ve gebeligin saglanmasi agisindan 6nemlidir. Sperm olusumu siirecinde
DNA’da c¢esitli sebeplerden dolay1 farkli diizeylerde hasarlar meydana gelmekte ve
biitiinliigiinii kaybedebilmektedir. Kromatin ve DNA biitiinliigliniin incelenmesi

klinik olarak iki ana nedenden dolay1 biiyilk 6neme sahiptir. Ik olarak, insan
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spermiyumunda DNA onarim sistemi yoktur ve bu nedenle DNA hasarli spermiyum,
normal ve ART (Yardimci Ureme Teknikleri) ile olusan gebelik sirasinda
fertilizasyon siirecine katilabilir. Bu, DNA hasarli spermiyum gebelikten sonra
embriyo gelisimini etkilemesine veya bu hasarlarin bir sonraki nesillere
aktarilmasina yol acabilir. Dolayisiyla infertil ciftlerin tedavisinde, sperm DNA
hasarinin degerlendirilmesi ¢ocukluk ¢agi kanser ve dogum defektleri riskinin
belirlenmesinde dénem tasimaktadir. Ikincisi DNA fragmantasyon oraninin, normal
ve ART gebelik sonrasi infertilite, fertilizasyon basarisizligi ve diistiklerle giclu
pozitif korelasyona sahip oldugu tanimlanmistir (Simon ve ark., 2014). Sperm DNA
hasarmin olusmasini saglayan {i¢ mekanizma One stiriilmistiir. Bunlar: anormal

kromatin paketlenmesi, basarisiz apoptozis ve oksidatif strestir.

Anormal kromatin paketlenmesi: Spermiyogenez sirasinda, haploid
spermatidler, kromatinin DNA’dan histonlarin ¢ikartilip, gegis proteinleriyle ve daha
sonra protaminler ile yer degistirildigi bir dizi modifikasyon gecirmektedir (Schulte
ve ark., 2010). Protaminler tarafindan saglanan siki paketleme sebebiyle, bu
proteinlerin herhangi bir modifikasyonu veya yoklugu, spermiyum niikleusunun
paketleme isleminde bir anormallige yol agmaktadir ve sperm morfolojisi ile
fertilizasyon kapasitesini etkilemektedir (Kazerooni, 2009). Yuksek oranda arjinin
amino asiti iceren, pozitif yikli olan protaminler sadece olgun spermiyumlarda
bulunur ve paternal genomun paketlenmesinde gorev alirlar. P1 ve P2 olmak tizere 2
¢esit insan protamini bulunmaktadir. P1/P2 orani fertil bireylerde yaklasik bire esittir
ve bu oran spermin dolleme kabiliyeti ile 6nemli bir iliskiye sahiptir (Aoki ve ark.,
2006). Protamin eksikligi ve protamin paketlenme yetersizligi infertil erkeklerde
gozlenmis olup anormal protaminasyon ile sperm DNA hasar1 arasinda yakin iligki
oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢caligmalar degismis PI/P2 oran1 ya da P2 yoklugunun
olmast halinde artmig sperm DNA fragmantasyonu, diisiik déllenme oranlari, diisiik
embriyo kalitesi ve diisiik gebelik oranlart gozlenmistir (Simon ve ark., 2011).
Ayrica infertil erkeklerde sperm histon-protamin degisimi oraninin artmis oldugu,
infertil erkeklerin %5-15’inde protamin eksikligi bulundugu tespit edilmistir (Tesarik
ve ark., 2002).

Oksidatif stres: Arastirmalarda infertil erkeklerin %25-40’min spermiyumunda

ROS diizeyinin yiiksek bulundugu ve sperm morfoloji ile motilitesi iizerine olumsuz
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etkileri oldugu bildirilmistir (Moein ve ark., 2007; Sharma ve Agarwal, 1996).
Olgunlasmamis spermlerde DNA hasar1 ve ROS iiretimi yliksektir. Bu artis 6zellikle
disiilfid baglarinin ve protaminasyonun azalmasiyla goriillen DNA fragmantasyonu
ve kotli semen kalitesiyle iliskilendirilmistir (Agarwal ve Said, 2005). Ayrica agiri
ROS f{iretimi, sperm morfolojisi, motilitesi ve sayisini olumsuz etkilemektedir
(Agarwal ve Said, 2005; Maneesh ve Jayalekshmi, 2006). Genellikle prostat ve
seminal bezden koken alan lokositler yiksek dizeyde ROS uUretmektedirler.
Kontrolsiiz ve asir1 ROS iiretimi spermlerde lipid, protein ve karbonhidrat
peroksidasyonuna, DNA hasar1 ve apoptoz gibi patolojik etkilere sebep olur.
Fizyolojik etki ise diisiik seviyelerde ROS iiretimi ile iligkilidir. Diigiik ROS iiretimi
olgunlagma, kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve sperm-00sit
flizyonu gibi bircok olayda gereklidir (Baker ve Aitken, 2004; Ford, 2004,
Hammadeh ve Hamad, 2009; Kothari ve ark., 2010; Pourova ve ark., 2010; Tvrda ve
ark., 2011). Spermiyum, oksidatif stresten DNA’sini1 iki savunma mekanizmasi ile
korur. Bunlardan biri DNA’nin siki yapida olmasi, digeri ise seminal plazmadaki

antioksidanlarin bulunmasidir.

Apoptozis: Programlanmis hiicre oliimii olarak da bilinen apoptozis hiicre
membran biitiinliigiiniin korundugu, fizyolojik ve patolojik sartlarda ortaya ¢ikabilen,
enerji gerektiren bir hiicresel siirectir. Apoptozise ugrayan hiicreler morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler gosterirler ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder.
Ancak komsu hiicrelere zarar verilmez. Apoptozis sirasinda gergeklesen morfolojik
olaylar; hicre blzulmesi, kromatin yogunlagsmasi ve apopitotik cisimlerin
olusmasidir. Biyokimyasal degisiklikler ise DNA fragmantasyonu, hiicre iskeletinin
yikilmasi ve hiicre membran1 degisiklikleridir. Erkek {ireme sisteminde apoptozis,
anormal gelisim gosteren ve yaslanan spermatogenik hiicrelerin eliminasyonunu
saglar, bu tip hiicrelerin asir1 iiretimini engeller ve testis igerisindeki hiicre tretim
dengesini korur. Apoptozisin spermatogenez sirasinda iki goérevi vardir. Bunlardan
biri anormal spermatozoonlar1 elimine etmek digeri ise germ hiicrelerinin sayisini
Sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi sayida smirlandirmaktir. Testiste germ
hiicrelerinin %75°1 apoptozise ugrar ve bu mekanizma ile bozuk germ hiicreleri yok
edilmis olur. Radyasyon veya toksinlere maruz kalma gibi dis faktorler de germ

hiicre oliimiine sebep olur. Bunun yanisira Fas-FasL etkilesimi sonucu germ hiicre
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olimii gergeklesmektedir (Lee ve ark., 1997). Apoptozis ile olugan germ hiicre kaybi,
spermatogenez sirasinda olusur ve p53, p21, kaspaz, Bcl-2, Bcl-xI ve Fas ekspresyon
diizeylerince degisik yollarla gergeklesmektedir (Martincic ve ark., 2001; Print ve
Loveland, 2000; Said ve ark., 2004). Anormal sperm parametrelerine (diisiik sperm
konsantrasyonu ve morfoloji) sahip kisilerde Fas ve p53 ekspresyon seviyeleri
yiiksek, normal degerlere sahip kisilerde ise diisiik bulunmustur (Sakkas ve ark,

2002).

2.6. Sperm DNA Biitiinliigiinii Degerlendiren Testler

2.6.1 Anilin blue (AB)

Bu teknik lizin ic¢in spesifik bir pozitif reaksiyon saglar ve insan
spermatozoasinin temel niikleer protamin bilesimindeki fakliliklar1 ortaya gikarir.
Anilin blue boyama ile arginin ve sistein bakimindan zengin protaminlerin, lizin
acisindan zengin histonlardan ayrimi gergeklestirilir. Immatiir sperm niikleuslar lizin
iceren histonlar bulundugundan daha koyu mavi renkte boyanirken, matiir sperm
nlkleuslar arginin ve sisteinden zengin protamin igerdiklerinden daha agik renkte
boyanirlar. Analiz i¢in 151k mikroskobu yeterlidir. Anilin mavisi asidik bir boya olup
basit ve ucuz bir tekniktir. Teknigin en onemli dezavantaji heterojen boyanma
olmasidir. Spermde gii¢lii anilin mavi boyanmasi1 kromatinin gevsek paketlendigini

gOsterir.

2.6.2 Toluidin blue (TB)

Katyonik, niikleer bir boya olan TB, sperm DNA’sinda bulunan histonlarin
fosfat gruplarima baglanarak sperm kromatin yogunlasmasini agiga ¢ikarir. Isik
mikroskopta kromatin yapist saglam spermler agik mavi boyanirken, biitiinligii
bozulmus kromatinler ise koyu mavi boyanir. Toluidin mavi boyama yontemi ile
akridine orange, sperm kromatin yapisi analizi ve TUNEL testleri arasinda

korelasyon oldugu bildirilmistir (Erenpreiss ve ark., 2004).
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2.6.3 CMA3 (Kromomisin A3)

Kromomisin A3 guanin-sitozinden zengin boélgelere spesifik bir florokrom olup
protaminden fakir DNA’nin indirek gdzlenmesi yoluyla anormal kromatin
paketlenmesini gosterir. CMA3 ve protaminler DNA i¢inde aymi bolgelere
baglanirlar. Bu nedenle giiclii CMA3 floresanst az protaminasyon diizeyini ve

dolayisiyla gevsek paketlenmis kromatin yapisini ortaya ¢ikarir.

2.6.4 COMET analizi (Tek htcre jel elektroforezi)

Prensip olarak yontemde sperm hicreleri lam (zerinde agaroz icine gémulir ve
alkali kosullarda lizis edilir. Lizise ugrayan hiicrelerin elektroforezi yapilir ve DNA,
floresan bir boya ile boyanir. Hasarlit DNA’lar mikroskopta kuyruklu yildiz seklinde
bir goriintii olustururken, hasarsiz DNA’lar kuyruk olusturmazlar. Comet analizi

niikleus ¢ap1 ve kuyruk uzunlugu esas alinarak yorumlanir.

2.6.5 Akridin orange (AO)

AO, niikleik asite 6zgii katyonik, floresan bir boya olup asit uygulanmasi sonrasi
olusan DNA denatiirasyonunu o6lger. Cift sarmal ya da tek sarmal DNA’ya
baglandiginda eksitasyon ve emisyonu farklidir. Metakromatik AO boyasi ¢ift zincir
DNA’ya monomerik baglanmasi sonucunda yesil, tek zincir yani denatiire DNA’ya
agregasyonu sonucunda ise kirmizi renkte floresan olusur. Mikroskopik inceleme
sirasinda heterojen boyanmanin goriintiiyli kdétiilestirmesi ve renklerin hizli solmasi

teknigin dezavantajlaridir.

2.6.6 Sperm kromatin dispersiyon (SCD)

SCD, sperm DNA fragmantasyonunu belirlemek ic¢in kullanilan basit, hizli,

pahali olmayan, kesin ve tekrarlanabilir son zamanlarda tanimlanan yeni bir
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yontemdir. Bu yontem, denatiirasyona bagli olarak dagilmis DNA’nin olusturdugu
hale yapisinin kontrolii prensibine dayanir. Olusan haleler floresan ya da 151k
mikroskobunda incelenir. Normal DNA’ya sahip spermler genis haleler olusturur.

Yogun DNA fragmantasyonuna sahip spermlerde ise hale yoktur ya da ¢cok kiguktr.

2.6.7 Sperm kromatin yapisi analizi (SCSA)

SCSA testi klinik olarak anlamli diinyada en yaygin olarak kullanilan 6zel
ekipman ve deneyimli personel gerektiren pahali bir yontemdir. SCSA analizi,
denatiire olan DNA 1s1 veya asit ile mumele edildikten sonra akridin oranj ile
boyanmasi ve flow sitometrik analizine dayanmaktadir. Bu boya ile ¢ift zincirli DNA
yesil floresan, tek zincirli DNA kirmizi floresan 1s1ma yapar. Bu analiz sonucunda

DNA fragmantasyon indeksi (DFI) hesaplanir.

2.6.8 TUNEL analizi

Direkt olarak sperm DNA fragmantasyonunu gosteren ve apoptozu isaret eden
TUNEL testi, tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarini belirlemek i¢in flow sitometri ya da
floresan mikroskop araciligi ile dogrudan 6lgme yontemidir. Bu yontem TdT enzimi
tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla dUTP ile isaretlenmis tek veya ¢ift iplikli
DNA kiriklariin saptanmasi prensibine dayanir (Sekil 2.5). Degerlendirme TUNEL
pozitif ya da negatif sperm hiicrelerinin yiizdesi seklinde ifade edilir.
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Apoptozis, gevresel ajanlar,
kriyoprezervasyon, vb. > TdT + dUTP >

OH .. duTP

3 ¥ 3 & 3 &

Hasarlanmamig DNA Fragmente olmus DNA TdT, florofor igaretli dUTPleri
zincir kingindaki 3'-OH ucuna ekler.

Akis sitometrisi
veya
Floresan mikroskop

Sekil 2.5. TUNEL y6nteminin mekanizmasi (Pmar ILI, 2017).

2.7. infertilite ve Erkek infertilitesi

Infertilite, ¢ocuk sahibi olmak isteyen evli ciftlerde bir yil siire ile diizenli,
korunmasiz cinsel iliskide bulunulmasina ragmen, gebelik ger¢eklesmemesi
durumudur. Infertilite, primer ve sekonder olarak iki sekilde incelenir. Primer
infertilite, hi¢ cocuk sahibi olunamamasi, sekonder infertilite ise daha 6nce gebe

kalmis daha sonra gebelik olmamasini tantmlamaktadir.

Normal bir ¢iftin gebe kalma sans1 bir ay icerisinde %20-25, alt1 ay igerisinde
%75, bir y1l igerisinde ise %90’dir (Gnoth ve ark., 2003; Wang ve ark., 2003). Kadin
ve erkek igin 24-25 yaslan fertilitenin en yiiksek oldugu yaslardir. Fertilite oranlari
kadinlarda 30 yastan sonra, erkeklerde ise 40 yastan sonra azalmaktadir. Ancak
erkegin ireme yetenegi ileri yaslara kadar devam etmektedir (Denson, 2006).
Genellikle bir yil igerisinde korunmasiz diizenli cinsel iligkiye ragmen gebe
kalmayan ciftlerin oran yaklasik %15°dir. Infertilite vakalarmin yaklasik yarisindan

erkek faktori sorumlu tutulmaktadir.
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Infertilitede erkegin degerlendirilmesi &ykii, fizik muayene, semen analizi,
genetik ve endokrin tetkiklerini kapsar. Erkek infertilitesinde oOyki alirken

degerlendirilecek faktorler Tablo 2.1°de listelenmistir.

Semen analizi, erkek infertilitesini degerlendirmede en 6nemli tanisal yontemdir.
Semen analizi i¢in 6rnek 2-7 giinliik cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyonla alinmali ve
en gec 1 saat icinde degerlendirilmelidir. Semen analizleri arasindaki
degiskenliklerden dolay1 bir ay ara ile en az iki kez test yapilmasi1 Onerilir. Semen
analizinde WHO, Tablo 2.2°deki referans degerleri Onermektedir. Semenin
incelenmesinde parametrelerden biri tanimlanan referans degerinin altinda ise 6rnek
anormal olarak adlandirilir. Sperm anormalliklerine ait tanimlamalar Tablo 2.3’de

verilmistir.

Tablo 2.1. Erkekte oykii

Yas

Cinsel oykii

Genel saglik (sistemlerin sorgulanmasi, bilinen sistemik hastaliklar)

Cocukluk hastaliklar1 ve gelisim oykiisii

Konjenital anormallikler

Toksinlere maruz kalma durumu (sitotoksik kemoterapi, pestisid, radyasyon)

Gegirilmis operasyonlar (vazektomi, orsiektomi)

Gecirilmis enfeksiyonlar ve tedavisi (kabakulak orsiti, sekstliel gecisli

hastaliklar, genitodriner enfeksiyonlar)

Kullanilan ilaglar ve allerjiler
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Tablo 2.2. Diinya Saglik Orgiitii (WHO, 2010) normal semen referans degerleri

Parametreler En diisiik referans degerleri
Semen hacmi (ml) >1,5

Total sperm sayis1 (10°) >39

Sperm konsantrasyonu (10°/ml) >15

Toplam hareketlilik orani (ileri hareketli

(PR)+yerinde hareketli (NP) =40%

Progresif motilite oran1 (PR, %) >32%

Canlilik testi >58%

Normal morfolojide sperm >4% (Krugerin kriteri)
Ejakulat pH >7,2

Lokosit (10%/ml) <1

Tablo 2.3. Semen Siniflamast Terminolojisi

Normozoospermi: Sperm sayisi, hareketlilik ve morfolojinin normal referans

degerlerinin iistiinde olmasi.

Oligozoospermi: Sperm hiicrelerinin say1 olarak azligini ifade eder.

Astenozoospermi: Sperm hiicrelerinin hareket azligini ifade eder.

Teratozoospermi: Normal morfoloji yiizdesinin, referans degerinin altinda olmasini

ifade eder.

Oligoastenoteratozoospermi: Sperm sayisi, hareketlilik ve morfolojinin normal

referans degerinin altinda olmasi.

Azospermi: Ejakiilatta hi¢ sperm bulunmamasi

Aspermi: Hig ejakilat elde edilememesi durumu

Kriptozoospermi: Santriflij sonrasi ilk degerlendirmeye gore ejakilatta birkag

sperm elde edilmesi

Lokospermi: Ejakiilatta 16kosit bulunmasi.
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2.7.1 Erkek infertilitesinin nedenleri

Erkek infertilitesine; varikosel, agiklanamayan infertilite, ileri yas, inmemis
testis, immiinolojik faktorler, ejakiilasyon bozuklugu, genetik hastaliklar, testis
kanseri, ilag kullanimi, madde bagimliligi, kemoterapi, radyasyon etkisi, sigara, alkol

kullanim1 ve endokrin bozukluklar vs. neden olabilmektedir.

2.7.1.1 Varikosel

Varikosel spermatik kordun pampiniform pleksusunun dilatasyonu olarak
tanimlanir. infertil erkeklerde daha yaygin gériilmektedir ve semen analizlerinde de
anormallikler tespit edilmistir. Boman ve arkadaglari, toplam 118 klinik varikosel ve
astenozoospermi (%50’den az motil sperm) infertil ¢iftlerin klinik sonuglarini
bildirmislerdir. Toplam hareketli sperm sayisi ve gebelik orani varikosel ameliyat
olan erkeklerde ameliyat olmayan gruba gore anlamli olarak daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir (Boman ve ark., 2008). Benzer sekilde Baazeem ve arkadaslari,
toplam 460 varikoseli bulunan oligozoospermi erkeklerin klinik sonuglarini
bildirmistir. Calismada varikosel tamiri, ortalama sperm konsantrasyonu ve
motilitede anlamli bir artisa neden olmustur (p<0,05). Ancak gruplar arasinda

gebelik oranlarinda herhangi bir farklilik kaydedilmemistir (Baazeem ve ark., 2009).

2.7.1.2 Kriptorsidizm

Testisin karin igerisinde ve inguinal kanalda kalarak skrotum i¢ine olan inisini
tamamlayamadigi, en sik goriillen konjenital genitolriner sistem anomalisidir.
Kriptorsidizm, spermatogenezisde bozulma ve testikiiler tiimor riskinde artis ile

iliskilidir.
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2.7.1.3 Diabetes mellitus (DM)

Yapilan ¢alismalarda DM’nin spermatogenez ve sperm kalitesinde bozulmaya,
yuksek oranda niikleer DNA hasarli spermlere, kan-testis bariyerinde degismis
glukoz metabolizmasina, testosteron sentez ve salgisinda azalma ve libidoyu
azaltarak erkek infertilitesine neden oldugu bildirilmistir. Bu degisimlere DM’ye
bagli oksidatif stres ve hormonal degisikliklerin sebep oldugu diisiiniilmektedir
(Alves ve ark., 2013; Khaki ve ark., 2009; Singh ve ark., 2016). Diyabetik hastalarda
genellikle agir1 ROS iiretiminin yani sira antioksidan savunma seviyelerinde azalma
goriilmektedir. DM’nin goriilme oranindaki artisin fertilitede azalmayla yakindan
iligkili oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Dias ve ark., 2014; Jangir ve Jain,
2014). Tip I ve Tip I DM’li geng erkeklerde artan diyabet orani {ireme sagligin
negatif etkiliyor olmasi, yakin gelecekte DM’ye bagl fertilite problemlerinin

artacagi tahmin edilmektedir.

2.7.1.4 Yasam bicimi

Son zamanlarda arastirilan yasam bicimi davranislart erkek infertilitesi ile
iliskilendirilmistir ve bunlar sigara, alkol, madde bagimliligi, obezite, stres, 1s1 ve

elektromanyetik radyasyona maruz kalma ile ilgilidir.

Sigara; sigara kullaniminin seminal plazma, sperm parametreleri ve infertilite
ile iligkisi oldugu bir¢ok caligmada gosterilmistir. Ramlau-Hansen ve arkadaslari
sperm konsantrasyonu, total sperm sayist ve sperm motilitesinin sigara icenlerde
onemli oranda distiigiinii bildirmislerdir (Ramlau-Hansen ve ark., 2007). Ghaffari ve
Rostami, sigara icenlerde spermdeki kreatin kinaz aktivitesinin azaldigini ve sperm
motilitesini etkiledigini gostermislerdir (Ghaffari ve Rostami, 2013). Sigara i¢enlerin
semen Orneklerinde 16kosit konsantrasyonlarinda ve ROS seviyelerinde artis
gozlenmistir. Ayn1 zamanda sigara duman ve icerikleri oksidatif DNA hasarina yol

acmaktadir (Perrin ve ark., 2011; Phillips ve Venitt, 2012).
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Alkol; asir1 alkol kullanimi erkeklerde testis atrofisine, libidonun azalmasina ve
sperm hacmi, sayist ve hareketinde azalma ve sperm morfolojisinde bozulmaya yol

acarak infertiliteye neden olmaktadir.

Obezite; adipoz dokunun kasik bolgesinde birikmesi, testisin 1stnmasina neden
olup sperm {iretim ve kalitesinin diismesine yol agmaktadir. Obezitenin infertilite
tizerine etkileri tam olarak aydinlatilmamistir. Erkek obezitesi ile iligkili oldugu

sperm say1 ve hareketinin azaldig1 gozlenmistir.

Cevresel Zararh Maddeler; organik civa, pestisitler, kursun, ugucu organik
coziicliler, yapistiricilar, bocek ilaglart ve silikon gibi maddeler erkek infertilitesine

neden olan faktorlerdir.

Elektromanyetik Radyasyon; uzun siire cep telefonu kullanimi sperm sayisini,
motilitesini azalttig1 ve normal morfolojiyi bozdugu bildirilmistir. Bu etkilere ROS

seviyesindeki yiikselme ve total antioksidanlardaki diisme sebep olabilmektedir

(Agarwal ve ark., 2009).

Enfeksiyonlar; genital sistem enfeksiyonlari, erkek fertilite bozukluklarinin
yaygin nedeni olarak kabul edilir ve %6-10'luk bir sikliga sahiptir (Schuppe ve ark.,
2017). Semende artmis 16kosit sayist azalmig sperm kalitesi ile iligkilidir. Semende
l6kosit varligit ROS {iretimine neden olan baglica kaynaktir. Bu nedenle sperm
hareketini ve  DNA biitiinliiglinii bozabilir (Kessopoulou ve ark., 1992). Yakin
donemde yapilan ¢alismalarda Chlamydia trachomatis, Ureaplasma spp., human
papilloma viriis, HIV, hepatit B ve C virlisi ve human sitomegaloviriis sperm
kalitesi, konsantrasyonu ve motilitesini azaltarak  infertiliye neden oldugu
bildirilmistir (Gimenes ve ark., 2014).

Immiinolojik Faktorler; erkeklerde orsit, testikiiler travma veya torsiyon,
vazektomi uygulamalari, genital yol ve prostat enfeksiyonlari, testis biyopsi ve
varikosel gibi problemler sperm hiicrelerine karsi antikor olusmasina sebep olabilir.
Bu antisperm antikorlar, sperm fonsiyonunu bozabilir ve sperm parametrelerini

olumsuz yonde etkileyebilir dolayisiyla infertiliteye neden olabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Yakin Dogu Universitesi Hastanesi Uroloji Poliklinigine ve &zel
bir hastanenin kadin dogum iinitesi iiremeye yardimci teknikler merkezine basvuran
erkek hastalara ait arta kalan semen Ornekleri kullanildi. Calisma i¢in Yakin Dogu
Universitesi, Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Etik Kurul’'undan onay alinmistir
(Ek 1). Ornek alinan her hastaya Bilgilendirme Formu verildi (Ek 2). Kendi rizasiyla
kabul eden ve imzalayan goniillii hastalar calismaya dahil edildi. Hastalarin semen
ornekleri en az 3 ginlik cinsel perhiz sonrasi steril kaplara alindi. Ornekler likefiye
olmasi i¢in 37 °C’lik etiivde 30 dakika kadar bekletildi. Hastalara ait spermiyogram
degerlendirmeleri igin Diinya Saghk Orgiiti WHO, 2010 kriterlerine gére yapildi.
Sperm Orneklerinden alinan ince yaymalar fiksasyondan sonra Spermac boyasi ile
boyandi ve sperm morfolojileri 11k mikroskopta x100 objektif biiylitmesi ile
incelendi. Degerlendirmelere gore 70 hastaya ait semen drnekleri; 35 fertil grup ve
35 infertil grup olacak sekilde iki gruba ayrildi. Gruplara ait hasta tayini icin anket
formu hazirland1 (Tablo 3.1). Fertil ve infertil gruplara sperm DNA biitiinligiinii
belirlemek igin asidik Anilin blue (AB), Toludin blue (TB) ve TUNEL boyamalari
yapilarak 151k ve floresan mikroskobu ile degerlendirildi. X100 objektif biyitmesi ile
rastgele secilen alanlardan (+) veya (-) boyanan toplam 100 adet sperm sayildu.
Gruplar aras1 anlamli fark olup olmadigr ve boyamalarin birbirleriyle korelasyonu

istatiksel olarak karsilagtirildi.
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Tablo 3.1. Fertil ve infertil grubu tayini i¢in kullanilan anket formu

ADINIZ, SOYADINIZ:
YASINIZ:
MESLEGINiZ:
KIiLONUZ:
BOYUNUZ:

Evli misiniz? Eveto Hayiro

Cocugunuz var m1? Eveto Hayiro

Is yerinizde direk ya da indirek kimyasal maddelerle (kursun, civa, pestisitler vs.) temasiniz var
mi1? Eveto Hayiro

Is yerinizde radyasyona maruz kaliyor musunuz? Eveto Hayiro

Agir stres, yorgunluk, uykusuzluk probleminiz var mi?  Eveto Hayiro

Kemoterapi veya Radyasyon tedavisi aldiniz mi? Eveto Hayiro

Sigara i¢iyor musunuz?
Evet( ) Hayir( ) Birakmis( )

Evet veya birakmis ise giinde kag adet ve siiresi: ..............

Alkol kullantyor musunuz? Evetn  Hayiro

Evet ise gilinliik miktar1 ve siiresi: .........

Siirekli kullandiginiz ilag var mi1? Eveto Hayiro

Varsa nedir ve ne kadar zamandir kullantyorsunuz? ................

Allerjiniz var mi? Ilag, Astim, Penisilin vs. Eveto Hayiro

Evet ise neye karsi? .......cccoeevevveriiieninnne

Sistemik bir hastaliginiz var m1? Yiiksek tansiyon, seker hastalig1 vs. Eveto Hayiro

Evetise nedir? .......................

Son 3 ay iginde ge¢irdiginiz atesli hastalik var m1? Eveto Hayiro
Herhangi bir nedenle ameliyat oldunuz mu? Eveto Hayiro

Ameliyat olduysaniz tarih ve buna bagli tedavi gordiiniiz mi? ..............

Varikosel var mi? Eveto Hayiro

Evet ise derecesi nedir ve neyle (Fizik muayene/Skrotal doppler USG) tami konuldu?

Varikosel ameliyat1 (tek tarafli/cift tarafli) oldunuz mu? Evet o Hayir o

Evet ise ne zaman ve ka¢ defa oldunuz (2 veya daha fazla)? .................

Cinsel perhiz sureniz? lgino 2 glino 3 guno 4gilin0

5 glin ve daha fazlao
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3.1.Semen Analizi Makroskobik Degerlendirme

Semen oOrnekleri, likefaksiyon, goriiniim, hacim, viskozite ve pH agisindan

makroskobik olarak degerlendirildi.

3.1.1 Likefaksiyon

Sperm ornekleri oda 1si1sinda veya 37 °C’lik etiivde 15-60 dakika likefiye olmasit
beklendi.

3.1.2 Viskozite

Likefaksiyondan sonra semen ornegi 5 ml’lik bir pipete ¢ekildi. Yer ¢ekimi
etkisiyle damlamaya birakildi ve olusan ipligi gozleyerek oOrnegin viskozitesi
degerlendirildi. Anormal viskozite artisinda damla 2 cm’den uzun iplikcik
olustururmaktadir. Viskozite; 1-2 cm’lik bir uzama varsa +1, 2-4 cm’lik bir uzama

varsa +2, 4 cm lizeri bir uzama varsa +3 seklinde degerlendirildi.

3.1.3 pH

Likefaksiyondan sonra bir damla semen 6rnegi pH kagidi tizerine damlatildi ve
30 saniye iginde renk degisimi kalibrasyon ¢ubugu ile karsilagtirilarak pH tayin
edildi. Semenin pH degeri 7,2-8,0 arasindadir.
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3.1.4 GOrunim

Normal likefiye olmus semen 6rnegi homojen ve gri-opelesan goérinumdedir.
Semenin rengi sari-yesil ise enfeksiyon lehine, kahverengi-kirmizi ise eritrosit lehine

yorumlanir.

3.1.5 Hacim

Steril enjektdr veya dereceli pipete ¢ekilerek semen drneginin hacmi 6l¢iildii.

3.2.Semen Analizi Mikroskobik Degerlendirme

Sperm konsantrasyonu ve motilite WHO kriterlerine gore belirlenerek Makler

sayim kamarasi kullanilarak faz-kontrast mikroskobu ile degerlendirildi.

3.2.1 Konsantrasyon

Makler sayim kamarasinin ortasina 1 damla semen 6rnegi damlatilip iist kapak
kapatilarak x20 objektif biiyiitmesinde en az 10 karede sayim yapilarak mililitredeki
sperm sayist tespit edildi. Sperm konsantrasyonunun total hacim ile carpimindan
total sperm sayis1 hesaplandi. Infertil gruba sperm konsantrasyonu 30 M/ml altinda

olan hastalara ait semen 6rnekleri ¢alismaya dahil edildi.
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3.2.2. Motilite

Hareketlilik degerlendirilmesi i¢in numunenin likefaksiyonundan 30 dakika
sonra faz-kontrast mikroskobu ile x20 objektif biiyiitmesinde makler sayim kamarasi
kullanilarak sperm hareketliligi saptanmistir. Spermler ileri (progresif) hareketli,
yerinde (nonprogresif) hareketli ve hareketsiz (immotil) seklinde smiflandirildi.
WHO kriterlerine gore infertil gruba ilerleyici hareketlilik degeri %32’den az olan

hastalar alinarak ¢alismaya dahil edildi.

3.2.3 Aglutinasyon

Hareketli spermlerin antisperm antikorlarinin baglanmalar1 nedeni ile bas-basa,
kuyruk-kuyruga veya karisik sekilde birbirlerine yapismalaridir.  Immiinolojik

infertilite nedeni ile kimelenme olabilir.

3.2.4 Morfoloji

Morfolojik degerlendirme i¢in semen Grneginden lam iizerine 1 damla damlatilip
lamelle yayilarak havada kurutuldu ve Spermac boyama yontemi ile boyandi.
Hazirlanan yaymalar fiksatif sollisyonunda 5 dakika bekletildi. Fiksatif, su ile
uzaklastirildiktan sonra sirasiyla A, B ve C soliisyonlarinda 1,5 dakika boyama
islemi yapildi. Her soliisyondan sonra yikama islemi yapildi. Yaymalar iyice
kuruduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak x100 objektif biiylitmesinde en az
100 sperm hiicresi incelenerek bas, boyun, kuyruk anomalileri ve normal
morfolojideki spermlerin yiizdesi hesaplandi. Degerlendirme sonrasi infertil grup igin

normal sperm morfolojisi %4 lin altinda olan hastalar ¢aligmaya dahil edildi.
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3.3. Boyalarin Hazirlanis1 ve Boyama Yontemleri

3.3.1. Asidik Anilin Mavisi Boyama

1. Oncelikle fosfatli tampon ¢dzeltisi pH’s1 7,2 olan PBS soliisyonu hazirland.

2. 5 gr Anilin mavisi 100 ml PBS ile karistirilip boya ¢ozeltisi kaynayincaya kadar
1sitild1 ve sogumaya birakildi. Soguduktan sonra karisim filtre kagidi ile slizulerek
bir sisede 2 ay siire ile muhafaza edildi.

3. Boya %100’liik asetik asitle titre edilerek pH’s1 3,5’e getirildi.

4. Tespit i¢in %25°lik hazir gluteraldehitden 12 ml alinip PBS ile karistirilarak 100
ml’ye tamamland1 ve %3’lik gluteraldehit elde edildi.

5. Her hastaya ait semen Ornekleri 1200 devirde 5 dakika santrifiij sonras1 PBS ile
yikama yapilarak lam iizerine 1 damla 6rnek damlatilip ince yaymalar hazirlandi ve
oda 1s1sinda kurumaya birakildi.

6. Kuruyan preperatlar %3’liik gluteraldehit ile 30 dakika tespit edildi.

7. Fiksasyon sonrasi 10 dakika pH 3,5 olan asidik anilin mavisi ile boyama islemi
yapild.

8. Preperatlar 2 kez PBS de yikandi ve kurumaya birakildi.

9. Mikroskopta immersiyon yagi damlatilarak x100 objektif buylitmesinde rastgele
secilen alanlardan toplam 100 adet sperm incelenerek pozitif ve negatif seklinde
degerlendirildi.

10. Incelenen drneklerde anormal kromatin kondensasyonu gosteren sperm hicreleri
asidik Anilin mavisi ile koyu mavi (+) boyanirken, normal kromatin kondensasyonu
gosteren sperm hiicreleri ise acik mavi (-) boyandi. Asidik Anilin mavi boyamasi ile

koyu boyanan (+) spermler kromatin kondensasyonu bozuk seklinde degerlendirildi.
3.3.2. Toluidin Mavisi Boyama

1. Oncelikle %50’lik Mcvallin tamponu (pH=3,5) hazirland1. 1,395 gr sitrik asit ile
1,272 gr disodyum hidrojen fosfat karigimi iizerine 100 ml distile su eklendi.

2. Hazirlanan 100 ml Mcvallin tampon ile 50 mg toluidin mavisi karistirilip boya

hazirlandi.

32



3. Zayif asit olarak 0,1 N HCL ve tespit i¢in ethanol/aseton (1:1) karisimi1 hazirlandi.
4. Her hastaya ait semen Ornekleri 1200 devirde 5 dakika santrifiij sonras1 PBS ile
yikama yapilarak lam iizerine 1 damla 6rnek damlatilip ince yaymalar hazirlandi ve
oda 1s1sinda kurumaya birakildi.

5. Kuruyan preperatlar 1 saat siire ile ethanol/aseton (1:1) karigimu ile fikse edildi.

6. Fiksasyon sonras1 havada kurutulan preperatlar +4 derecede bulunan 0,1 N HCL
icerisinde 5 dakika hidroliz edildi.

7. Preperatlar 3 kez 2’ser dakika distile su ile yikandi.

8. 5 dakika %0,05 toluidin mavisi iginde bekletildi ve distile su ile yikandiktan sonra
kurumaya birakildi.

9. Mikroskopta immersiyon yagi damlatilarak X100 objektif blyutmesinde rastgele
secilen alanlardan toplam 100 adet sperm incelenerek pozitif ve negatif seklinde
degerlendirildi.

10. Incelenen 6rneklerde anormal kromatin kondensasyonu gosteren sperm hiicreleri
Toluidin mavisi ile koyu mavi (+) boyanirken, normal kromatin kondensasyonu
gosteren sperm hiicreleri ise acik mavi (-) boyandi. Toluidin mavi boyamasi ile koyu

boyanan (+) spermler kromatin kondensasyonu bozuk seklinde degerlendirildi.

3.3.3. TUNEL Floresan Boyama

1. Her hastaya ait semen ornekleri 1200 devirde 5 dakika santrifiij sonras1 PBS ile
yikama yapilarak pozitif sarjli lam {izerine 1 damla 6rnek damlatilip ince yaymalar
hazirland1 ve oda 1sisinda kurumaya birakildi.

2. TUNEL floresan boyamasi i¢in ¢alismada In situ cell death detection kit (Roche,
Germany, Catolog No. 11 684 795 910) kullanildu.

3. Tespit igin yayma preperatlart %4’liikk paraformaldehit (ph=7,4) ile 1 saat oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletildi.

4. Fiksasyon sonrasi preperatlar PBS ile 3 kez yikandi ve Pap-Pen kalemi ile
incelenecek alanlar isaretlendi.

5. %10’luk sodyum sitrat ile %0,1’lik Triton X-100 ile karistirilarak hazirlanan
gecirgenlik solusyonu iginde 2 dakika buz tzerinde bekletildi.

6. Permeabilizasyon sonrasi preperatlar PBS ile 3 kez yikandi.
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7. 50 pul Vial 1 enzim soliisyonu ile 450 ul Vial 2 label soliisyonu karistirilarak
hazirlanan TUNEL karisim soliisyonundan her bir 6rnege 50 pl damlatildi. Sonra
isaretli alanlarin lizeri parafilm ile kapatilip 1 saat 37 derece etiivde bekletildi.

8. PBS ile 3 kez yikama yapildi.

9. Hazirlanan oOrneklere 1 damla horseradish peroxidase damlatilarak lamel ile
kapatildu.

10. Ornekler floresan mikroskop ile x100 objektif biyiitmesinde toplam 100 adet
sperm incelenerek sayim yapildi.

11. Normal hiicre DNA’simna sahip sperm baslar1 soluk yesil floresan boyama,
apoptotik hiicre DNA’sma sahip sperm baslar1 ise parlak yesil floresan boyama
(TUNEL pozitif) gosterdi.

3.6. Verilerin istatiksel Analizi

Arastirma verileri istatiksel ag¢idan SPSS 24,0 veri analizi yazilimiyla
¢oziimlenmistir. Arastirma kapsamina alinan katilmcilarin  yas ve sperm
parametrelerine (sperm konsantrasyonu, morfoloji, hareketlilik) iliskin tanimlayici
istatistikler icin ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerler
tablolarda  gosterilmistir.  Fertil ve infertil grup arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesi i¢in Mann-Whitney U testi kullamilmuistir. Fertil ve infertil
gruplarin  spermiyogram parametrelerinin  (sperm konsantrasyonu, hareketlilik,
morfoloji ve defektler) degerleri ile AB, TB ve TUNEL boyama degerleri arasindaki
iliskilerin belirlenmesi ve boyamalarin birbirleriyle korelasyonu igin Spearman testi

uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Arastirma kapsamina alinan katilimcilarin yas ve sperm parametrelerine iliskin

tanimlayici istatistikler Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. incelendiginde arastirmaya dahil edilen bireylerin yaslarinin

x=35,9745,30, sperm konsantrasyonu x=43,76+26,42(xM/ml), normal morfoloji
x=3,55£1,39(%), hizli ileri hareketli x¥=18,87+9,84(%), yavas ileri hareketli
x=17,66+£8,48(%), yerinde hareketli x=14,40£7,57(%),
x=49,07£19,47(%), toplam hareketlilik x¥=50,93+£19,47(%), ilerleyici hareketlilik
x=36,53+16,95(%) ve TUNEL+ x=15,00+13,36(%) bulunmustur.

hareketsiz

sperm

Tablo 4.1. Katilimcilarin yas ve sperm parametrelerine iliskin tanimlayici

istatistikler

n x S Min  Max
Yas 70 3597 530 27 49
Sperm Konsantrasyonu (xM/ml) 70 43,76 26,42 1,2 100
Normal Morfoloji (%) 70 3,55 1,39 0 6
Hizli {leri Hareketli (%) 70 18,87 9,84 0 45
Yavas Ileri Hareketli (%) 70 17,66 8,48 0 45
Yerinde Hareketli (%) 70 1440 757 4 40
Hareketsiz sperm (%) 70 49,07 1947 O 80
Toplam Hareketlilik (%) 70 50,93 1947 20 100
lerleyici Hareketlilik (%) 70 3653 1695 O 80
TUNEL+ (%) 40 15,00 1336 2 58

Tablo 4.2. Katilimcilarin gruplarina gore yaslarinin karsilastirilmasina iliskin

Mann-Whitney U testi sonuglar1 gosterilmistir.
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Tablo 4.2. incelendiginde arastirma kapsamina alinan fertil ve infertil grupta yer
alan bireylerin yaglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi tespit
edilmistir (p>0,05). Arastirmaya katilan fertil ve infertil bireylerin benzer yasta
oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.2. Katilimcilarin gruplarina gore yaslarinin karsilastirilmasi (n=70)

Grup n X s Medyan Min Max SiraOrt. Z p
Ferti 35 36,46 5,59 36 28 46 37,23
Yas _ -0,713 0,476
Infertil 35 35,49 5,03 35 27 49 33,77
Yas

Fertil Infertil

Sekil 4.1. Katilimcilarin gruplarina gore yas ortalamalari
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4.1. Sperm Konsantrasyonu ve Hareketlilik

Tablo 4.3.te arastirma kapsamina alman fertil ve infertil bireylerin sperm
konstantrasyonu ve hareketlilik degerlerinin karsilastirilmasina iligskin yapilan Mann-

Whitney U testi sonuglart gosterilmistir.

Arastirmaya katilan fertil bireylerin sperm konsantrasyonu
x=65,91+17,57(xM/ml), hizli ileri hareketli x¥=26,46+7,89(%), yavas ileri hareketli
x=23,14+8,14(%), yerinde hareketli x=17,74+6,87(%), hareketsiz sperm
x=32,66£13,61(%), toplam hareketlilik x=67,34+13,61(%), ilerleyici hareketlilik
x=49,60+13,81(%) bulunmustur. Arastirmaya alinan infertil bireylerin ise sperm
konsantrasyonu x=21,61+9,85(xM/ml), hizli ileri hareketli ¥=11,29+3,99(%), yavas
ileri hareketli x¥=12,17+4,20(%), yerinde hareketli x=11,06+6,80(%), hareketsiz
sperm x=65,49+5,41(%), toplam hareketlilik ¥=34,51+5,41(%), ilerleyici hareketlilik
x=23,46+ 6,40(%) bulunmustur.

Arastirma kapsamina alinan fertil ve infertil bireylerin sperm konsantrasyonu,
hizli ileri hareketli, yavas ileri hareketli, yerinde hareketli, hareketsiz sperm, toplam
hareketlilik ve ilerleyici hareketlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundugu saptanmustir (p<0,05). Fertil bireylerin sperm konsantrasyonu, hizl
ileri hareketli, yavas ileri hareketli, yerinde hareketli, toplam hareketlilik ve ilerleyici
hareketlilik degerleri infertil bireylere gére anlamli diizeyde yiiksek, hareketsiz

sperm degerleri ise diisiik bulunmustur.
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Tablo 4.3. Katilimcilarin gruplarina gore sperm konsantrasyonu ve hareketlilik

degerlerinin karsilagtirilmasi (n=70)

. Sira
Grup n X s Medyan Min Max z p

Ort.

Sperm Ferti 35 65,91 17,57 60 45 100 53,00
-7,259 0,000*

Kons.(xM/ml) Infertil 35 21,61 9,85 26 1 30 18,00

Hizhileri Fertil 35 26,46 7,89 24 15 45 52,37
-6,947 0,000*

Hareketli (%0) Infertil 35 11,29 3,99 12 0 20 18,63

Yavasileri Fertil 35 23,14 8,14 21 10 45 4981
-5,898 0,000*

Hareketli (%0) Infertil 35 12,17 420 12 0 20 21,19

Yerinde Ferti 35 17,74 6,87 20 6 30 44,99
-3,990 0,000*

Hareketli (%0) Infertil 35 11,06 6,80 10 4 40 26,01

Hareketsiz Ferti 35 32,66 13,61 31 0 55 18,00
] -7,222 0,000*

sperm (%0) Infertil 35 65,49 541 65 60 80 53,00

Toplam Ferti 35 67,34 13,61 69 45 100 53,00
N ) -7,237 0,000*

Hareketlilik (%) Infertil 35 34,51 541 35 20 40 18,00

Tlerleyici Fertil 35 49,60 13,81 40 35 80 53,00
N ) -7,222 0,000*

Hareketlilik (%) Infertil 35 23,46 6,40 25 0 32 18,00

*p<0,05

Sperm
Konsantrasyonu (xM/ml)

Fertil Infertil

Sekil 4.2. Katilimcilarin gruplarina gére sperm konsantrasyonu ortalamalari
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Hizli ileri
Hareketli (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.3. Katilimcilarin gruplarina gore hizli ileri hareketli sperm ortalamalari

Yavas ileri
Hareketli (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.4. Katilimcilarin gruplarina gore yavas ileri hareketli sperm ortalamalari
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Yerinde
Hareketli (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.5. Katilimcilarin gruplarina gore yerinde hareketli sperm ortalamalar:

Hareketsiz
sperm (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.6. Katilimcilarin gruplarina gore hareketsiz sperm ortalamalari
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Toplam
Hareketlilik (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.7. Katilimcilarin gruplarina gore toplam hareketlilik ortalamalari

ilerleyici
Hareketlilik (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.8. Katilimcilarin gruplarina gore ilerleyici hareketlilik ortalamalari
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4.2. Sperm Morfolojisi

Tablo 4.4. arastirmaya dahil edilen fertil ve infertil bireylerin normal morfoloji
ve defekt degerlerinin karsilastirilmasina iliskin Mann-Whitney U testi sonuglari

gosterilmistir.

Tablo 4.4. incelendiginde, arastirmaya dahil edilen fertil bireylerin normal
morfoloji degerlerinin x=4,74+0,78(%), bas defekti degerlerinin ¥=49,57+11,00(%),
boyun defekti degerlerinin x=15,11+7,58 (%) ve kuyruk defekti degerlerinin
%¥=26,34+£13,85(%) oldugu saptanmistir.  Infertil bireylerin normal morfoloji
degerlerinin x¥=2,37+0,65(%), bas defekti degerlerinin x¥=51,69+15,09(%), boyun
defekti degerlerinin  x¥=19,3446,01 (%) ve kuyruk defekti degerlerinin
x=30,83+17,88(%) oldugu tespit edilmistir.

Arastirma kapsamina alinan fertil ve infertil bireylerin normal morfoloji ve
boyun defekti degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Fertil bireylerin normal morfoloji degerleri infertil
bireylere gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Infertil bireylerin boyun defekti

degerleri fertil bireylere gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Arastirma kapsamina alian fertil ve infertil bireylerin bas ve kuyruk defekti
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi goriilmiistiir

(p>0,05).
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Tablo 4.4. Katilimcilarin gruplarina gére normal morfoloji ve

karsilagtirilmasi (n=70)

defekt degerlerinin

. Sira
Grup n X s M Min Max p
Ort.
Normal Fertil 35 474 0,78 5 4 6 53,00
N _ -7,372 0,000*
Morfoloji (%) Infertil 35 2,37 065 2 0 3 18,00
Bas Fertil 35 49,57 11,00 50 20 66 33,19
. : -0,953 0,341
Defekti (%) Infertil 35 51,69 15,09 54 18 74 37,81
Boyun Fertil 35 15,11 758 15 4 39 28,10
. : -3,058 0,002*
Defekti (%) Infertil 35 19,34 6,01 20 8 35 42,90
Kuyruk Fertil 35 26,34 13,85 20 10 62 33,39
-0,871 0,384

Defekti (%)  Infertil 35 30,83 17,88 24 4 72 37,61

*p<0,05

Normal
Morfoloji (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.9. Katilimcilarin gruplarina gére normal morfoloji ortalamalari
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Bas
Defekti (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.10. Katilimcilarin gruplarina gore bas defekti ortalamalar

Boyun
Defekti (%)

infertil Fertil

Sekil 4.11. Katilimcilarin gruplarina gore boyun defekti ortalamalari
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Kuyruk
Defekti (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.12. Katilimcilarin gruplaria gore kuyruk defekti ortalamalar

4.3. Sperm Kromatin Kondensasyonu ve Sperm DNA Fragmantasyonu

Tablo 4.5. katilimcilarin gruplarina gore asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve
TUNEL degerlerinin karsilastirilmasina iliskin Mann-Whitney U testi sonuglari

gosterilmistir.

Tablo 4.5. incelendiginde arastirmaya dahil edilen fertil bireylerin asidik anilin
bluet degerlerinin x=10,7748,19(%), toluidin bluet degerlerinin x¥=16,54+13,23(%)
ve TUNEL+ degerlerinin x¥=3,65+1,09 (%) oldugu saptanmustir. Infertil bireylerin
asidik anilin bluet+ degerlerinin x¥=44,60+13,66(%), toluidin bluet+ degerlerinin

x=42,57+14,98(%) ve TUNEL+ degerlerinin X=26,359,70(%) oldugu goriilmiistiir.

Aragtirma kapsamina alinan fertil ve infertil bireylerin Anilin blue+, Toluidin
blue+ ve TUNEL+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugu
tespit edilmistir (p<0,05). Arastirmaya alinan infertil bireylerin Anilin blue+,

Toluidin blue+ ve TUNEL+ degerleri fertil bireylere gore daha yiiksek bulunmustur.
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Tablo 4.5. Katilimcilarin gruplarina gore asidik anilin blue+, toluidin bluet+ ve

TUNEL+ degerlerinin karsilastirilmasi (n=70)

Grup n X S M  Min Max SiraOrt. Z p

Asidik Fertil 35 10,77 8,19 10 2 36 18,96
B -6,807 0,000*
Anilin blue+ (%) Infertil 35 44,60 1366 46 12 63 52,04
Toluidin Fertil 35 16,54 13,23 12 2 39 21,39
. -5,807 0,000*
blue+ (%) Infertil 35 42,57 1498 44 15 65 49,61
Fertil 20 3,65 109 35 2 5 10,50
TUNEL+ (%) -5,441 0,000*

Infertil 20 26,35 9,70 24,5 15 58 30,50

*p<0,05

Asidik
Anilin blue+ (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.13. Katilimcilarin gruplarina gore Asidik Anilin blue+ ortalamalari
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Toluidin
blue+ (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.14. Katilimcilarin gruplarina gore Toluidin blue+ ortalamalari

TUNEL+ (%)

Fertil Infertil

Sekil 4.15. Katilimcilarin gruplarina gore TUNEL+ ortalamalari
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4.4. Sperm Parametreleri ile AB, TB ve TUNEL Degerleri Arasindaki
Korelasyonlar

Tablo 4.6.da arastirma kapsamina alinan fertil bireylerin  sperm
konstantrasyonu, hareketlilik, normal morfoloji ve defekt degerleri ile asidik anilin
blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ degerleri arasindaki korelasyonlarin

incelenmesine dair Spearman korelasyon analizi sonuglar1 gésterilmistir.

Tablo 4.6. incelendiginde fertil bireylerin sperm konstantrasyonu, hareketlilik,
normal morfoloji ve defekt degerleri ile asidik anilin blue+, toluidin bluet+ ve
TUNEL+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmadigi

tespit edilmistir (p>0,05).

Tablo 4.6. Fertil bireylerin sperm konstantrasyonu, hareketlilik, normal morfoloji ve
defekt degerleri ile asidik anilin bluet, toluidin blue+ ve TUNEL degerleri

arasindaki korelasyonlar

Asidik Toluidin

Anilin Blue+ (%) Blue+ (%) TUNEL+ (%)
Sperm r 0,04 0,00 0,19
Konsantrasyonu (xM/ml) p 0,82 1,00 0,41
Toplam r -0,06 -0,01 0,29
Hareketlilik (%) p 0,75 0,96 0,21
Tlerleyici r 0,07 -0,06 0,18
Hareketlilik (%) p 0,67 0,74 0,45
Normal r -0,13 0,24 0,14
Morfoloji (%) p 0,46 0,17 0,56
Bas r -0,11 -0,06 0,03
Defekti (%0) p 0,53 0,73 0,89
Boyun r 0,09 0,18 0,20
Defekti (%) p 0,61 0,29 0,40
Kuyruk r 0,12 -0,10 -0,12
Defekti (%0) p 0,49 0,55 0,62
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Tablo 4.7.°de infertil bireylerin sperm konsantrasyonu, hareketlilik, normal
morfoloji ve defekt degerleri ile asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+
degerleri arasindaki korelasyonlarin incelenmesine dair Spearman korelasyon analizi

sonuglar1 gosterilmistir.

Arastirma kapsamina alman infertil bireylerin sperm konsantrasyonu,
hareketlilik, normal morfoloji ve defekt degerleri ile asidik anilin blue+, toluidin
blue+ ve TUNEL+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon olmadigi

saptanmustir (p>0,05).

Tablo 4.7. Infertil bireylerin sperm konsantrasyonu, hareketlilik, normal morfoloji ve
defekt degerleri ile asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ degerleri

arasindaki korelasyonlar

Asidik Toluidin

Anilin blue+ (%) blue+ (%) TUNEL= (%)
Sperm r 0,12 0,01 -0,05
Konsantrasyonu (xM/ml) p 0,49 0,94 0,82
Toplam r -0,10 0,12 -0,07
Hareketlilik (%0) p 0,59 0,47 0,75
Tlerleyici r 0,25 0,42 0,13
Hareketlilik (%) p 0,16 0,01 0,58
Normal r 0,33 0,14 0,02
Morfoloji (%) p 0,06 0,41 0,94
Bas r 0,05 0,02 0,21
Defekti(%0) p 0,78 0,92 0,37
Boyun r 0,18 -0,03 -0,01
Defekti (%) p 0,30 0,88 0,97
Kuyruk r -0,12 0,00 -0,29
Defekti (%) p 0,49 1,00 0,22
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4.5. Gruplar icinde AB, TB ve TUNEL Degerleri Arasindaki Korelasyonlar

Tablo 4.8.’de arastirmaya dahil edilen fertil bireylerin asidik anilin blue+,
toluidin blue+ ve TUNEL+ degerleri arasindaki korelasyonlarin belirlenmesi

amactyla yapilan Spearman korelasyon analizi sonuglart gosterilmistir.

Tablo 4.8.°¢ gore arastirmaya katilan fertil bireylerin asidik anilin blue+
degerleri ile toluidin blue+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif
yonlii korelasyonlar bulundugu saptanmistir (p<0,05). Buna gore fertil bireylerin

asidik anilin blue+ degerleri arttikca, toluidin blue+ degerleri de artmaktadir.

Fertil bireylerin TUNEL+ degerleri ile asidik anilin blue+ ve toluidin blue+

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar tespit edilememistir
(p>0,05).

Tablo 4.8. Fertil bireylerin asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ degerleri

arasindaki korelasyonlar (n=20)

S _
t >
S > F
= c © +
x 2 3T ¢ m
T = S5 @ zZ
'3 C 5 3 )
< < = o =
Asidik r 1,00
Anilin blue+ (%) p
- r 0,43 1,00
Toluidin blue+ (%)
p 0,01*
r 0,35 0,40 1,00
TUNEL+ (%)
p 013 0,08

*p<0,05
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Tablo 4.9.’da infertil bireylerin asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+
degerleri arasindaki korelasyonlarin belirlenmesi amaciyla yapilan Spearman

korelasyon analizi sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.9. incelendiginde infertil bireylerin asidik anilin blue+ degerleri ile
toluidin blue+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonli
korelasyonlar bulundugu saptanmistir (p<0,05). Buna gore infertil bireylerin asidik

anilin blue+ degerleri arttikca, toluidin blue+ degerleri de artmaktadir.

Arastirma kapsamina alinan infertil bireylerin TUNEL+ degerleri ile asidik
anilin bluet+ ve toluidin bluet+ degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamh
korelasyonlar oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Infertil bireylerin TUNEL+ degerleri

arttikga asidik anilin blue+ ve toluidin blue+ degerleri de artmaktadir.

Tablo 4.9. Infertil bireylerin asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+

degerleri arasindaki korelasyonlar (n=20)

& -
b &
g <c & 4
X S 4 w
T = S5 @ zZ
'3 C 5 3 -
< < = o =
- g g r 1’00
Asidik Anilin blue+ (%)
P
o r 0,607 1,00
Toluidin blue+ (%)
p  0,000*

r 0,567 0,611 1,00
p  0,009* 0,004*

TUNEL+ (%)

*p<0,05
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4.6. Isik Mikroskobik Bulgular

Sekil 4.16. Fertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu normal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gosterilen) agik mavi goriilmektedir.
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Sekil 4.17. Fertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu normal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gosterilen) a¢ik mavi, anormal
kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gosterilen) koyu mavi
gorilmektedir.
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Sekil 4.18. Infertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu anormal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok) koyu mavi gézlenmektedir.
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Sekil 4.19. infertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu anormal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok) koyu mavi gézlenmektedir.
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Sekil 4.20. Fertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gosterilen) agik mavi, anormal
kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gosterilen) koyu mavi
gorilmektedir.
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Sekil 4.21. Fertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gosterilen) agik mavi, anormal
kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gosterilen) koyu mavi
gorilmektedir.
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Sekil 4.22. infertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gosterilen) agik mavi, anormal
kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gosterilen) koyu mavi
gorilmektedir.
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Sekil 4.23. infertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gosterilen) agik mavi, anormal
kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gosterilen) koyu mavi
gorilmektedir.
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4.7. Floresan Mikroskobik Bulgular

Sekil 4.24. Fertil grubuna ait floresan TUNEL boyama sonucu pozitif (+) boyanan
spermler (turuncu ok ile gosterilen) ve negatif (-) boyanan spermler (beyaz ok)
g6zlenmektedir.

60



Sekil 4.25. Infertil grubuna ait floresan TUNEL boyama sonucu pozitif (+) boyanan

spermler (turuncu ok) ve negatif (-) boyanan spermler (beyaz ok) gozlenmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Erkek infertilitesi multifaktoriyel, heterojen, genetik ve cevresel faktorlerin
etkisiyle olusan bir patolojidir. Rapor edilen oranlar degiskenlik gostermekle birlikte
yaklasik infertil ciftlerin %350’sinde erkek faktorii vardir denilebilir. Erkek
infertilitesinde bilinen nedenler %30 ile %50 arasindadir ve kongenital veya
sonradan kazanilmis tirogenital anomaliler sonucu olusurlar. Maligniteler, rogenital
sistemdeki enfeksiyonlar, varikosel de oldugu gibi artan testis 1sis1, endokrin
bozukluklar, kromozom delesyonlari, tek gen mutasyonlar: gibi bilinen genetik
bozukluklar, immiinolojik faktorler baglica bilinen nedenler arasinda sayilir
(Esteves, 2016; Giines ve ark., 2016; Zeqiraj ve ark., 2018). Cogu kez spermiyogram
parametrelerindeki bozulmalarla parelellik gosterir ve geri doniisii ileri tetkiklerle

patolojiye ulasilabilir.

Bilinmeyen nedenler ise bilinenlerin disinda kalan yaklasik yarisini (%30-50)
olusturacak kadar fazladir ve idiyopatik veya agiklanamayan infertilite olarak bilinir.
Her zaman spermiyogram parametreleriyle parelel seyretmezler. Bu durumdaki
erkeklerde patolojiyi etkileyecek gecirilmis bir hastalik yoktur. Fizik muayene,
endokrin ve kalitsal genetik biyokimyasal laboratuvar degerleri normaldir. Idiyopatik
erkek infertilitesi kadin faktoriiniin tamamen normal ve spermiyogram degerlerinin
bazen ileri derecede bozuk, %15 kadar vakada ise normal olmasiyla karakterizedir
(Esteves, 2016; Giines ve ark., 2016; Zeqiraj ve ark., 2018). Bu durumdaki hastalar

da normozoospermic infertilite tanisini alirlar (Bracke ve ark., 2018).

Erkek infertilitesinin etiyolojisindeki bu belirsizlikler arastiricilart semen
analiziyle birlikte sperm DNA/kromatin yapisini incelemeye yoneltmistir. Son 20-25
yildir bu konuda yapilan ¢alismalar devam etmektedir. Kaynaklarin ¢oklugu
kullanilan yontemlerin ¢esitliligi nedeniyle yapilan taramalarda nisbeten daha giincel
ve konuyla direkt iligkili olan kaynaklarin bu calisma i¢in ayristirilmasi zaruri
olmustur. 2016 yilinda yayinlanan olduk¢a genis kapsamli derleme makaleye gore
son 20 y1l i¢inde bu konuda 1500’den fazla calisma yaymlanmig 2016 yil1 itibariyle
bunlarin 1000 adedi ise son alt1 yila aittir (Steger ve Balhorn, 2018).
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Calismaya konu olan erkek iireme hiicresi sperm, spermiyum veya spermatozoa
yaklasik 60 pum uzunlugunda bas, boyun, orta parga ve kuyruk olmak tiizere 4
boliimden olusan yapisal ve islevsel olarak ileri derecede polarlasmis bir hiicredir.
Bas bolimiiniin biiylik kismini, igerisinde sikica paketlenmis DNA ve iliskili
proteinlerin olusturdugu transkripsiyona yani gen agilimina kapali kompakt kromatin

olusturur.

Spermiyum, testis seminifer tdbillerinde spermatogenez ve spermiyogenez
denilen birbirini izleyen iki farklanma siireciyle gelisir. Spermatogenez baslica
haploid spermatidin olusmasini, spermiyogenez ise haploid spermatidin yapisal
degisimler  gecirerek  spermiyuma  dOniismesini  tanimlayan  siire¢lerdir
(Kierszenbaum ve Tres, 2004). Spermiyogenez ¢ok dinamik hiicre bigim degisimleri
ile birlikte epigenetik ve kromatinin yeniden yapilanmasini da i¢eren ¢ok dinamik bir

slrectir.

Spermatogenezde baslayan kromatin yapilanmasi spermiyogenezde de devam
eder, kromatin kompaktlasir. Normal somatik hicrelerdeki histon proteinlerinin
yerini testise 6zgu bazik bir protein olan protamin alir (Kierszenbaum ve Tres, 2004;
Kimmins ve Sassone-Corsi, 2005). Insan spermiyumda DNA’y1 yapilandiran DNA
ipligi ile ilgili proteinlerin %85-95 kadarin1 protamin olusturur. Ancak fertilizasyon
ve erken embriyo gelisimi ile ilgili DNA segmenti veya genler %5-15 oraninda
bulunan histon proteinlerine bagl olarak kalir yani bir degisime ugramazlar.
Protaminler ufak bazik proteinlerdir, asidik DNA’ya yilksek afinitede baglanir.
Protaminler pozitif yiiklii arginin rezidiilerinden zengin oldugu i¢in DNA ipligindeki
fosfodiester bandlarin1 notralize eder. Bu yolla DNA daha esnek bir yap1 kazanir ve
kendi {izerine kivrilip katlanarak kompakt siki bobin gibi sarmallanmis bir yap1
olusturur. Buna tight toroidal complex denir. Bobindeki her bir sarmal digerine sikica
yapismistir. Boylece DNA ve protaminden olusan genetik materyal veya kromatin
tyice sikistirilarak normal wviicut hiicresi c¢ekirdeginin yaklasik kirkda biri
boyutundaki kicuk spermiyum ¢ekirdegi igine sigar. Protaminler sistein
rezidllerinden zengindir. Bunlarin aralarinda ¢apraz disulfit baglar1 olusur bu yolla
kromatin daha kompakt transkripsiyona kapali disardan gelebilecek oOrseleyici

etkilere dayanikli saglam yapisini kazanir (Kimmins ve Sassone-Corsi, 2005).
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Bu yapilanmanin paternal DNA’y1 oositle bulusana kadar, fertilizasyona kadar
distan gelecek Orseleyici/zararli etkilerden korumak gen ifadesini de agilima
kapatarak kromatini daha zor ulasilabilir hale getirmektir. Zira transkripsiyon veya
genlerin kullanima ag¢ilimi1 kromatinin daha gevsek yapilandigr bolgelerde baslar.
Kompakt kromatin heterokromatinde oldugu gibi transkripsiyona yani gen agilimina
kapalidir. Erkek reme hicresi testisi gectikten sonra epidimise, ductus deferens ve
ejakulator kanala ulasan uzun bir yol izler. Ayrica disi tireme yollarinda da bir seri
degisimden gecerek fertilizasyon yetenegini kazanir. Gerek erkek gerekse disi iireme
yollarindaki bu uzun yolculuk spermiyumun oositle bulusana kadar dis etkenlerle

karsilagma olasiligini arttirir (Singh ve Agarwal, 2011).

Fertilizasyonu takiben sperm DNA’sindaki protaminler ortadan kaldirilir. Yerini
oositten saglanan histonlar alir ve kromatinin kompakt yapist acilir. Bu siirecte artik
protaminin koruyucu goérevi sona ermistir. Sperm DNA’s1 da transkripsiyon ve
protein sentezine uygun hale gelmistir. Bu degisimler fertilizasyonu basari ile
tamamlandigin1  gostermektedir. Sperm DNA’sinda orjinal olarak bulunan ve
protaminle yer degistirmemis histonlarda bir degisim olmaz. Bu histonlara bagh
olarak erken gelisim, implantasyon gibi onemli sureclerde rol oynayan paternal
kaynakli genler bulunur. Ancak bu paternal genler daha az korumali histonlarla
iliskili oldugundan fertilizasyona kadar gegen siirede daha kolay etkilenebilir bir
pozisyondadir (Singh ve Agarwal, 2011).

Protamin toroidlerin, gecici olarak yani oositle bulugsana kadar sperm DNA’simin
yapisal saglamligin1 veya integritesini saglayan onemli molekiiller oldugu ortaya
¢ikar. Bu degisim sperm kromatinin uygun kompaktlasip tekrar dekondanse olarak
agtlmasini kontrol eden 6nemli bir epigenetik diizenlemedir. Buradaki herhangi bir
bozukluk kromatin yapisini bozar ve genetik materyali dis etkilerden kolay
etkinebilir duruma getirir. Histon protamin degisimindeki bozukluklar veya yetersiz
degisim kromatin kompaktlasmasimnin bozulmasina neden olur. Buna gelisimini
tamamlayamamis/olgunlagsmamis/immatiir ~ kromatin ~ denir.  Kondensasyonun
bozulmasiyla orseleyici etkilere daha agik olan genetik materyal hasarlanir ve
fragmantasyon veya tekli veya ¢iftli kiriklar gésterir. Kromatinin integrasyonu veya
biitiinliigli bozulur (Erenpreiss ve ark., 2006; Shamsi ve ark., 2008; Singh ve

Agarwal, 2011; Steger ve Balhorn, 2018). Bu durum erkek infertilitesinin en énemli
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nedenlerinden biridir. DNA’daki hasarin temel nedenleri arasinda uygun kromatin
paketlenmesinin olmamasi ve buna bagli gelisen fragmantasyon, tamamlanmamis
veya abortiv apoptoz, antioksidan kapasiteyi asan reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) olusturdugu DNA hasar1 ve oksidatif stres sayilabilir (Erenpreiss ve ark.,
2006; Singh ve Agarwal, 2011; Shamsi ve ark., 2008; 2011).

Sperm hem gelisimi siirecinde testiste hem de erkek ve disi iireme yollarindaki
olgunlagsmasi siirecinde pek ¢ok radikal hiicresel degisimlerden gecer. Bu nedenle
ureme/fertilizasyon kapasitesini bozacak etkilere agiktir. Spermde sitoplazma ¢ok az
oldugundan hiicre tamiri antioksidan kapasite ile ilgili enzimler ¢ok azdir. Hiicre zar1
icerigindeki doymamis fosfolipidler nedeniyle daha akigskan ve dissal etkilere agiktir
(Erenpreiss ve ark., 2006; Singh ve Agarwal, 2011).

Flizyonla oositin baska bir gorevi daha ortaya ¢ikar. Sperm DNA’sindaki bazi
defektler oosit tarafindan onarilabilir ancak bunlar oositin tamir kapasitesi ile
sinirhdir.  Oositte bulunan DNA polimeraz gibi enzimler ile bazi defektler
kapatilabilir (Erenpreiss ve ark., 2006; Singh ve Agarwal, 2011; Steger ve Balhorn,
2018). Bu durum DNA integritesi bozuk olsa bile fertilizasyon surecine kadar
erigmis tek bir spermiyumla elde edilebilecek gebeligin sorunsuz strmesini

saglayabilir.

Erkek infertilitesindeki bilinmeyenlerin yaklasik %30-50 arasinda olmasi
spermiyum DNA/kromatin defektleri ile infertilite arasindaki iliskiyi arastiran sayisi
giderek artan pek ¢ok calismaya konu olmustur. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarin
hemen hepsi denecek kadar blyik c¢ogunlugu erkek infertilitesinin ise
DNA/kromozom  yapisindaki  bozulmalarla dogrudan baglantili  oldugunu
gostermektedir. Kullanilan yontemlerin ¢esitliligi nedeniyle bu konuda varilan
sonuglar1 degerlendirmede yonteme bagli bazi farkli yorumlara neden olmaktadir
(Diallo ve ark., 2015; Shamsi ve ark., 2008; 2011; Sergerie ve ark., 2005; Zeqiraj ve
ark., 2018). Ozellikle bu tekniklerin ART laboratuvarlarinda normal semen
analizlerini tamamlayict bir prognostik ve diagnostik parametre olarak rutin

kullanimi tizerinde goriis birligi yoktur (Shamsi ve ark., 2008; 2011).

Bu ¢alisma KKTC’de spermiyogram degerlerine gore infertil olan erkeklerde

sperm DNA integritesinin anilin mavisi, toluidin mavisi ve TUNEL teknigi ile

65



incelenmesi  ve normal fertil degerlerle Kkarsilastirilip istatiksel yontemle

degerlendirmesi amaciyla planlanmaigtir.

Spermde kromatinin uygun paketlenip yeterli kondensasyonu saglayip
saglayamadigi asidik anilin mavi boyamasiyla ayirt edilir. Anilin mavi boyamasi
lizinden zengin histonlarla arginin ve sisteinden zengin protaminleri birbirinden
ayirir ve lizine baglanarak boyamay1 gerceklestirir. Histondan zengin immatiir veya
olgunlasmamis kromatin lizinden zengindir bu nedenle koyu mavi gorinir. immatiir
kromatin histon protamin degisiminin tam basarilamadigini, histon fazlaligin
gosterir. Protaminden zengin olgun ¢ekirdek ise arginin ve sisteinden zengin goreceli
olarak daha az lizin igerir bu nedenle anilin mavisi ile boyanmadig: i¢in soluk
mavimsi bir renkte gorinur. Olgun/matir gekirdekte protamin histon degisimi olagan
bicimde gergeklesmistir. Anilin mavisi ile boyanma sperm kromatin kondensasyonu
icin iyi bir belirtegtir. Koyu boyanmis ¢ekirdeklerde histon fazlaligi vardir yeterli
histon protamin degisimi olmadig1 i¢in kromatin tam kompaktlasmamis gevsek bir

yapidadir (Shamsi ve ark., 2011). Kirilma ve bozulmalara agiktir.

Bu c¢alismada anilin mavisi ile boyanarak immatir yeterli derecede kondanse
olmamis protaminden fakir gevsek kromatin igeren sperm oraninin infertil grupta,
normale gore anlamli Sl¢iide fazla oranda bulundugu gosterilmistir. Bdylece iyi
yapilanma gdstermeyen kromatinin DNA hasarlarina agik oldugu ve bunlarin da
erkekteki fertiliteyi negatif etkiledigi sonucuna varilmistir. Bu konudaki bulgularimiz
literatiirdeki diger ¢alismalar (Hammadeh ve ark., 2001; Hofmann ve Hilscher, 1991,

Salsabili ve ark., 2009) ile uyumludur.

Toluidin mavisi DNA’daki fosfat rezidiilerine baglanan bazik bir boyadir.
DNA’nin yapisinda fosfat rezidiilerinin bulunmasi kromatinin tam kompaktlasmayip
daha gevsek bir yap1 gostedigini ve DNA da fragmantasyonlar oldugunu gosterir.
Cunkl fosfat iceren deoksiriboz sekeri fosfodiester baglarla birbirine baglanarak
DNA zincirinin ¢atisin1 olustururlar, fosfat rezidiilerinin ortaya ¢ikmasi DNA’daki
yapiin hasara ugradigini gosterir. Boya histonlarin lizinden zengin bdlgelerine
baglaninca koyu mavi mor bir metakromazi gosterir. Boya molekdlleri protamine
baglaninca ise gekirdek soluk mavi gorindr (Ajina ve ark., 2017; Shamsi ve ark.,
2011). Koyu mavi mor metakromatik boyanan cekirdekler kromatin
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kondensasyonunun tam olmadig1 gevsek bir yapilanmay1 ve DNA bozulmalarini da
birlikte gosterir. Bu sekildeki ¢ekirdek kromatini anormal kromatin olarak

adlandirilir ve bu yoniyle sonuclar TUNEL testiyle de uyum gosterir.

Bu ¢alismada anormal kromatin yapist gosteren koyu mavi mor g¢ekirdeklerin
infertil grupta oran olarak anlamli bigimde fazla oldugu gosterilmistir. BOylece
bozuk kromatin yapisinin veya anormal ¢ekirdek kromatininin erkek infertilitesiyle

iliskili oldugu en azindan faktorlerden biri oldugu gosterilmistir.

Bu calismanin bulgular1 2017°de Ajina ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismayla tam uyum gdstermekte ve bizim bulgularimizi desteklemektedir. Ajina
ve arkadaslari, infertil erkeklerde toluidin mavisi ile kromatin yapisini, akridin
orange ile DNA denatlrasyonunu gosterip sonuglari istatistiki olarak fertil erkeklerle
karsilastirip degerlendirmistir. Hem kromatin yapisindaki bozulmanin hem de DNA
pargalanmasinin infertil grupta anlamli olarak fazla oldugu gosterilmistir. Ayrica
anormal kromatin yapisinin (toluidin mavi ile) sperm DNA pargalanma orani
(akridin orange ile) 6nemli 6lcude korelasyon gosterdigi saptanmistir (Ajina ve ark.,

2017). Bu ¢alismanin bulgularinin bizim ¢alisma ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Her iki sitokimyasal boyama (toluidin mavi ve anilin mavi) erkek infertilitesini
gostermede Onemli parametrelerdir. Ayrica bozuk yapilanma gdsteren kromatinin
kirilma, pargalanma gibi etkenlere agik oldugu da goriilmektedir. Caligmanin
sonuglari DNA  protaminasyonunu, kromatin kompaktlasmast ve uygun
yapilanmanin fertilite degerlendirmesindeki primer Onemini ortaya koymasi
acisindan da Onemlidir. Ciinkii kromatin paketlenmesi ve kondensasyonundaki
bozulmalar genomu hasarlara agik korumasiz birakip DNA fragmantasyonu ve
infertiliteye neden olurlar. Bunun bagka bir 6nemli sonucu da vardir. Bu yapi
bozulmalar1 fiizyon sonucu gelismesi gereken kromatin dekondensasyonunu da
engelleyerek fertilizasyonu durdurur (Hammadeh ve ark., 2001). implantasyon ve

gebeligi onleyerek infertiliteye neden olur.

Bu ¢alismanin bulgular1 anilin mavisinde oldugu gibi toluidin mavisi ile sperm
kromatin boyamasmin da her yerde uygulanabilecek ve basit bir teknik olmasina
karsin sonuglarinin pahali ve uzun siiren tekniklerden daha pratik ve anlamlh

oldugunu ortaya koymaktadir.
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Kim ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada toluidin mavi ve anilin
mavi boyamasinin gostergelerinin rutin semen teknigi ile birlikte kullanilip
kullanilamayacagini arastiran bir makale yaymlamistir. Bu makalede yas, strict
morfoloji (sperm yapisinin diinya saglik orgiitii veya baska kuruluslar tarafindan
saptanan morfolojideki iyilik ve kotiiliigli gdsteren c¢ok belirgin yapisal kriterler
tizerinden bir alt deger olusturulmasidir), sperm kromatin yapist ve kondensasyonu
toluidin mavisi ve anilin mavisi ile boyanip korele edilmis. Ayrica rutin semen
incelemesi bilgisayar yardimi ile yapilan 6zel bir analiz ile yapilmistir (CASA
computer assisted semen analysis). Anormal morfoloji oram1 ve sperm
kondensasyonu 3 gruba ayrilan hasta yast ile istatiksel olarak Onemli fark
gostermemektedir yani yasa bagli olmaksizin bu degisiklikler 3 yas grubunda da
goziikmektedir. Ancak strict morfoloji ile sperm kromatin kondensasyonu ve yapisi
arasinda onemli pozitif korelasyon saptanmistir. Sonug¢ olarak eger g¢aligmalarda
CASA ve strict morfoloji kullanildiysa bunun hastanin fertilitesini gosterebilecegi
icin yeterli oldugu diisiiniilmiis ancak sperm kromatin testlerinin RSA (recurrent
spontan abortus) tekrarlayan diisiikler ve idiyopatik infertilite gibi se¢ilmis bazi

olgularda kullanilmas1 uygun oldugu ileri stiriilmiistiir (Kim ve ark., 2013).

Salsabili ve arkadaslarinin 2009°da yaptigi bir ¢alisma eski olmasina karsin
sonuglart agisindan bizim ¢alismamiz i¢in 6nemli bir kaynaktir. Arastiricilar spinal
kord hasar1 (SCI), varikosel ve idiyopatik infertilite hastalarinda ¢ekirdek kromatin
kondensasyonunu anilin mavi ile boyayarak degerlendirmistir. Immatiritenin yani
cekirdek kondensasyon bozuklugunun en fazla SCI’da %98, daha sonra idiyopatik
infertilitede %89 ve varikoselde %88 oraninda bulundugunu rapor etmislerdir.
Hastalarin normale yakin semen parametreleri vardi. Semen parametrelerinde
morfoloji i¢in strict morfoloji kullanilmistir. Bizim arastirmalarimiza gore ilk kez
veya erken tarihte konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi semen parametreleri ile
niikleer kromatin kondensasyonu arasinda korelasyon olmadigini soylemistir. Bu ve
bundan sonraki diger caligmalarin hepsinde sperm fertilite potansiyelini 6lgen
metodlarin  higbirinin  sonuglarinin  semen parametreleri ile korele olmadigi,
bunlardan bagimsiz ayri parametreler oldugu ileri siiriilmiistiir (Salsabili ve ark.,

2009).
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Bu yorumlar bizim c¢alismamizla tamamen uyumlu bulunmustur. Bizim
calismamizda fertil ve infertil bireyler arasinda kullanilan her 3 metodla da varilan
sonuglarin infertiliteyi isaret ettigi gosterilmis ancak semen parametreleri ile
korelasyonu olmadigi bulunmustur. Bu nedenle sperm DNA integritesinin semen
analizlerinden bagimsiz olarak infertiliteyi degerlendirmede 6nemli bir 6lgiit oldugu
diistiniilmektedir. Salsabili’nin ¢alismasindaki diger énemli bir sonug ise idiyopatik
infertilite tanisinda sadece anilin mavi ile boyanmanin taniya gotiirebilecek 6nemli

bir kriter oldugu saptanmuistir.

2011 yilinda Shamsi ve arkadaslarinin yayinladigi derleme makalenin sonuglari
asagidaki sekildedir. Sperm DNA’sindaki cesitli integrite testlerinin konuya olan
katkis1 tartisilmistir. Sperm DNA’sindaki kirilma ve pargalanmalarin fertilizasyon,
implantasyon, embriyo kalitesi, spontan abortuslar, konjenital malformasyonlarla
iliskisi oldugu gosterilmistir. Infertil erkeklerin yaklasik %15’inde normal
spermiyogram degerleri oldugu icin gebelik degerlendirilmesinde kromatin integrite
testlerinin 6nemine deginilmistir. Sperm DNA yapisinin ve biitiinliigiiniin 6zellikle
ART uygulamalar1 ig¢in ¢ok Onemli oldugu distiniilmektedir. Clnki buradaki
uygulamalar dogal sperm oosit bulusma yollarini atlayarak 2 hiicreyi yani oositle
spermi bulusturur. Bu durum o6zellikle ICSI i¢in onemlidir. Kullanilan tek bir
spermin iyi kalitede olmas1t DNA integrasyonunun tam oldugu anlamina da gelmez
(Shamsi ve ark., 2011). Sperm DNA’sindaki fragmantasyon idiyopatik infertilite
gosteren erkeklerde incelenmistir. Calismalarda normal sperm parametreleri gosteren
idiyopatik infertil erkeklerle anormal sperm parametreleri gosteren idiyopatik infertil
erkekler karsilastirilmistir (Host ve ark., 1999 ve 2000; Saleh ve ark., 2002). Her iki
grupta da fertil grupla karsilastirildiginda sperm DNA integritesinin bozuldugu ve
DNA’nin fragmante oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bu ¢aligmalar sperm DNA
incelemelerinin idiyopatik infertilite denen yaklasik tim infertilitenin yarisini

olusturan bozuklugun incelenmesinde de 6nemli oldugunu gdstermistir.

TUNEL testi direkt olarak DNA’daki tekli veya ciftli kiriklart gostermektedir.
Terminal deoksinlkleotidil transferaz (TdT) kullanilarak nonizotopik isaretli
niikleotidler (siklikla biotinli dUTP) kullanilarak isaretli niikleotidin kirik bolgelerine
tutunmasi saglanir. Daha sonra biotinli niiklotidin bulundugu bolgeler floresan veya

enzimatik yontemle goruntilenir. Enzim isaretli yapildiysa 1s1tk mikroskobunda veya
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floresan isaretli belirte¢ kullanildiysa floresan mikroskopta isaretli hiicreler sayilir.
TUNEL pozitif olarak degerlendirilir.

Atig ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, 100 infertil hasta ve 50
fertil erkek arasinda sperm DNA fragmantasyonunu TUNEL testi kullanarak
degerlendirmisler ve infertil hastalarda fertil bireylere gore anlamli derecede yiiksek

oldugunu belirtmiglerdir (Atig ve ark., 2017).

Cui ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptig1 ¢alismada DNA pargalanmasini gosteren
TUNEL, SCD ve COMET gibi metodlarin erkek infertilitesini degerlendirmedeki
Onemine gore karsilastirmistir. Arastiricilar yapilan bu meta analiz sonucu TUNEL
metodunun hizli, kolay uygulanan, hizli sonug veren, digerlerine gore spesifitesi veya

ozgilliigi yiiksek bir yontem oldugunu rapor etmistir. (Cui ve ark., 2015).

Yapilan bu calismada TUNEL teknigi ile gosterilen ciftli ve tekli DNA
kiriklarinin ~ sonuglar1  fertil ve infertil bireyler arasinda anlamli farklilik
gostermektedir. Soyle ki infertil bireylerde TUNEL+ hucreler fertil gruba gore daha
fazladir bu fark istatistiki olarak Onemlidir. Bulgularimiz  infertilite
degerlendirilmesinde DNA kiriklarin/fragmantasyonunun 6nemli bir parametre
oldugunu goéstermistir. Bulgularimiz bu yo6niiyle anilin mavisi ve toluidin mavisi ile
de uyumludur. Kromatin yapilanmasi bozulmus spermiyumda bunu izleyen siiregte
DNA kiriklart  olusmaktadir. Caligmanin  bulgular1 DNA  integritesi ve
fragmantasyonunu gosteren yontemler arasinda TUNEL kullanilan g¢alismalarla

uyumluluk goéstermektedir (Shamsi ve ark., 2011).

Bizim c¢alismamizda infertil ve fertil gurupta immatir ve anormal cekirdek
yapist gosteren sperm oraninin TUNEL teknigi ile korelasyonu caligilmistir. Hem
infertil hem de fertil bireylerin asidik anilin blue, toluidin blue ve TUNEL degerleri
arasindaki korelasyonlarin belirlenmesi Spearman korelasyon analizi ile yapilmis ve
su sonuglar verilmistir; infertil ve fertil bireylerin asidik anilin blue degerleri ile
toluidin blue degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli ve pozitif korelasyonlar
(p<0,05) saptanmistir. Buna gore infertil ve fertil bireylerin asidik anilin blue
degerleri arttikga toluidin blue degerleri de artmaktadir. Infertil bireylerin TUNEL
degerleri ile asidik anilin blue ve toluidin blue degerleri arasinda istatiksel olarak

anlamli korelasyonlar oldugu tespit edilmis (p<0,05) ve infertil bireylerin TUNEL
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degerleri arttik¢a asidik anilin blue ve toluidin blue degerleri de artmaktadir. Sadece
fertil bireylerin TUNEL degerleri ile asidik anilin blue ve toluidin blue degerleri
arasinda istatiksel olarak anlamli korelasyonlar tespit edilememistir (p>0,05).
Boylece hem fertil hem infertil grupta anilin mavi ile elde edilen immatir (histondan
zengin) ¢ekirdek, toluidin mavi ile elde edilen gevsek kromatin yapisi birbirlerini
tamamlayict kromatin yapt bozulmalart olup, fertiliteden bagimsiz olarak
birbirleriyle korelasyon gostermeleri, secilen boyama yonteminin sperm
DNA/kromatin yapilanmasini gostermesi bir biitiin olarak degerlendirmede 6nemli
oldugunu ortaya koymaktadir. Fertil bireylerde hem kromatin olgunlagsmasi (anilin
mavi) hem de kompaktlasmasi (toluidin mavi) normal oldugundan bu degerler
TUNEL ile istatiksel olarak korelasyon gdstermemesi normal bir kromatin yapisinin
TUNEL ile gosterilen DNA kiriklarindan etkilenmedigini gdstermesi agisindan

onemlidir.

Bu calismanin sonuglar1 ve son zamanda bu konuda yapilan diger ¢aligmalarla
uyum halinde olup erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde ve 6zellikle idiyopatik
erkek infertilitesinde sperm DNA integritesinin bozulmasimin fertiliteyi negatif
yonde etkiledigini goOstermistir. Kromatin integritesini ve kiriklarin1i gdsteren
calismalarin sonuglarinin konvansiyonel semen parametrelerinden bagimsiz oldugu
da gosterilmistir. Soyle ki semen parametreleri normal veya bozuk giftlerde de sperm
DNA integritesi ve kiriklar1 her 2 grupta da goriilebilmektedir. Bu nedenle
infertiliteyi degerlendirmede kromatin integritesinin ¢ok 6nemli bir parametre oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bu degerlendirmenin androloji laboratuvarlarinda semen analizleri
ile birlikte rutin tetkike girmemesinin nedeni ¢alismalarin implantasyon ve gebelik

gibi sonuglarin olmamasi nedeniyledir.

2018 yilinda yapilan kapsaml bir ¢aligmada, agiklanamayan infertiliteye iligkin
kromatin bozulmalarinin fertilizasyon hizi, implantasyon hizi, gebelik 6zellikleri ve
dogum orani agisindan incelenmistir. Bunlara goére bir tedavi sonucu Onermistir.
Yapilan ¢alisma 354 adet nedeni bilinmeyen cifte ait olup sperm kirigi gosteren
hastalarin yukardaki degerlerin normale oranla O6nemli Ol¢lide bozuldugunu
gOstermis ve buna dayali olarak da klinisyenlere bir tedavi protokolii 6nermistir. Bu
caligmanin sonuglart ve amaci tedavi protokollerini tartismak olmamasina ragmen

uygulanan yontemin gebelik ve dogum oranlarmi da icermesi nedeniyle rutine
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girmesi gerekli onemli bir parametre oldugunu gostermektedir (O’Neill ve ark.,
2018).

Bu caligmanin sonuglari, erkek infertilitesini degerlendirmede ve 6zellikle ART
kliniklerine basvuran hastalarin tedavi protokollerini saptamada DNA integritesi
veya biitiinliigiiniin O6nemini ortaya koymustur. Bu degerlendirmenin normal
spermiyogram  sonuc¢larindan bagimsiz ayr1 parametre olmasi  Onemini,

kullanilabilirligini ve degerini géstermektedir.

DNA integritesi veya biitiinliigiiniin bozulmasinda DNA/kromatin yapilanmasi
ve kondensasyonun 6nemi, bu degerleri 6l¢en anilin mavi ve toluidin mavi teknikleri
ile gosterilmis infertil erkeklerde bu degerlerin anlamli 6l¢iide azaldig1 ve bununla

paralel olarak DNA kiriklarinin da anlamli dlgiide arttig1 belirlenmistir.

Calismanin orijinalligi, DNA’daki kiriklarin, hasarlarin tamamen ¢ekirdek
kromatinindeki yapilanmanin ve kompaktlasmanin tam olmamasi nedeni ile

olustugunun agikca ortaya konmasidir.

Ornek sayisinin az olmasina karsin bu calismadaki istatiksel degerlendirmenin
KKTC toplumuna 6zgii olmasi ve sonuglarin tiim diinya genelindeki calismalarla
paralellik gostermesidir. Bu nedenle ilerde ART kliniklerine bagvuran hastalarda
uygun DNA hasar1 olmayan spermin se¢imi ic¢in yapilacak caligmalara oncii yol

gosterici olabilecektir.

Bu calismada varilan sonuglarin 1s18inda 6zellikle tekrarlayan diisiikler, erken
gebelik kaybi, fertilizasyon ve implantasyon bozukluklar1 gibi bazi mekanizmalarin
ciddi genetik bozuklukla dogacak bebegi engelleme mekanizmasi olabilecegi

diistinilmiistiir (Zeqiraj ve ark., 2018).

Ayrica oositin fertilizasyon sonrasi bazit DNA kiriklarini tamir etme yeteneginin
yine benzer bi¢cimde genetik kusurlu dogacak bebegi saglikli olmasini saglayacak

dogal bir iyilestirme oldugu diistiniilebilir (Steger ve Balhorn, 2018).
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Ek 2. Aydinlatilmis onam formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

(Arastirmacinin Ag¢iklamasi)

Sperm testi ile ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi ‘Fertil ve Infertil
bireylerde spermiyum kromatin biitinliigiiniin 151k mikroskobu diizeyinde karsilagtirmali olarak
degerlendirilmesi’. Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Bu arastirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan dnce
arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimiz.

Bu aragtirmayi yapmak istememizin nedeni, sperm testinizin infertilite agisindan

degerlendirmektir. Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali ve Kadin Dogum infertilite Anabilim Dallari’nin ortak katilinu ile gergeklestirilecek bu
caligmaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in 6nemlidir.
Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz; Orneginizi testi yapacak olan arkadasa (kabin
lizerinde isim soyad1 ve verilis saati kayit edilerek) teslim ediniz. Bu ¢aligmaya katilmaniz i¢in
sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir. Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak ¢aligsmanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu ¢aligmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir
ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine

¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz.

Katihmael Goriisme tanigi Arastirmaci

Adi, soyadi: Ady, soyadi: Ady, soyadi: Ayse Savasan
Adres: Adres: Adres: YDU Hastanesi
Tel. Tel. Tel. 0533 869 1828

Imza: Imza: Imza
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(Katihmcimin/Hastanin Beyami)

Sayin Prof. Dr. Esin ASAN tarafindan Histoloji ve Embriyoloji/Kadin Dogum Anabilim
Dallari’'nda ‘Fertil ve Infertil bireylerde spermiyum kromatin biitiinligiiniin 151k mikroskobu
diizeyinde karsilastirmali olarak degerlendirilmesi’ konusunda bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam arastirmaci ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da bilyilk 6zen ve saygi ile yaklagilacagma inantyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullamimi sirasinda kisisel bilgilerimin
ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giivence verildi.

Projenin ylriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim
(ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan c¢ekilecegimi Onceden
bildirmemim uygun olacagiin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun
ortaya c¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence
verildi (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda herhangi bir saatte Ayse Savasan’t
0392 675 1000/1026 (is) veya 0533 869 1828 (cep) no’lu telefonlardan veya YDU Mikrobiyoloji
laboratuvar adresinden arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve
katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmig degilim.
Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma
projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidmin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katihmael Goriisme tanigi Arastirmaci

Adi, soyadi: Ady, soyadi: Ady, soyadi: Ayse Savasan
Adres: Adres: Adres: YDU Hastanesi
Tel. Tel. Tel. 0533 869 1828

Imza: Imza: Imza
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Ek 3. Orjinallik Raporu

Ayse Savasan - FERTIL VE INFERTIL BIREYLERDE
SPERMIYUM KROMATIN
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