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Bir takim tutarsizliklarla birlikte, obezitenin sperm parametrelerini olumsuz yonde etkiledigi
bircok calisma tarafindan bildirilmistir ancak viicut agirhginin oksidatif DNA hasari ve apopitoz

zerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Bu calisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiip Bebek Merkezi Klinigi’ne ve Saghk
Bilimleri Universitesi Konya Egitim Arastirma Hastanesi Tiip Bebek Merkezi Klinigi’ne
infertilite sikayeti ile gelen, spermiogram testi yapilan, sigara ve alkol kullanmayan, operasyon
(varikosel gibi) gecirmeyen, kemoterapi, radyoterapi gibi bir tedavi almayan, sperm
parametrelerini degistirdigi bilinen baska bir neden olmaksizin, 25-40 yas araliinda bulunan,
World Health Organization (WHO, Diinya Saglik Orgiiti)) VKI kriterlerine gére obez sinafina
giren 20 birey ile normal kilolu sinifina giren 20 (kontrol grubu) bireyin onayi alinarak, erkek
obezitesinin, sperm kalitesini, morfolojisini, apopitozu ve oksidatif DNA hasarini nasil etkiledigi

degerlendirilmek igin yapiimistir.

Apopitozu belirlemek icin; effektér kaspazlardan 3 ve baslatici kaspazlardan 8 ve 9 kullanilarak
imminhistokimya boyama ile bakilmistir. Oksidatif DNA hasarini belirlemek i¢gin; oksidatif DNA
hasarina 6zgin, yan Uriin olan 8-OHdG (8-hidroksideoksi guanozin) oranlarina imminhistokimya

bayama ile bakilmistir.

Yapilan bu calismada, obez bireylerde, motilitenin, sperm konsantrasyonunun, normal
morfolojiye sahip sperm miktarinin anlamli (p<0,05) diizeyde az oldugu, apopitozu belirten
kaspaz 3-8-9 degerlerinin ve teratozoospermi indeksinin anlamli (p<0,05) diizeyde ve oksidatif
DNA hasarini gosteren 8-OHdG degerinin anlamli olmamakla (p>0,05) birlikte daha yiiksek

oldugu g6zlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Oksidatif DNA hasari, Apopitoz, infertilite, Obezite

Vi
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Along with some inconsistencies, It has been reported by several studies that obesity adversely effects
sperm parameters, but little is known about the effects of body weight on oxidative DNA damage and
apoptosis.

This study was done to determine the effects of male obesity on sperm quality, morphology, apoptosis
and oxidative DNA damage by approval of 20 individuals in normal weight range and 20 individuals
who are considered obese by BMI standards of World Health Organisation (WHQ). The individuals
were chosen among the ones who came to IVF Clinic of Selcuk University Medical Faculty Hospital
and IVC Clinic, Health Sciences University, Konya Training and Research Hospital with complaints
of infertility who had semen analysis test, who doesn’t smoke or drink alcohol, who didn’t have an
operation (such as varicocele), who isn’t undergoing chemotherapy or radiotherapy and without any
known causes of change in sperm parameters, who is between the ages of 25-40.

To determine apoptosis, immunhistochemical staining was used with Efflux kaspazs 3 and initiator
kaspazs 8 and 9. To determine oxidative DNA damage, immunhistochemical staining was used to
check 8-OHdG (8-hydroxy-2' -deoxyguanosine) which is a marker of oxidative DNA damage.

In this study, motility, sperm concentration, the number of sperm with normal morphology was
significantly lower (p<0.05), caspase 3-8-9 values indicating apoptosis and teratozoospermia indices
were found to be significantly higher (p<0.05) and 8-OHDG values showing oxidative DNA
damage were found to be higher without statistically significant (p> 0,05) in obese individuals.

Keywords: Oxidative DNA damage, Apoptosis, Infertility, Obesity
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1. GIRIS

Dinya genelinde farkli nedenlerden dolayi erkek infertilitesinde bir artis
gorulmektedir. Bu nedenlerden biri de obezitedir ancak, obezite ile erkek infertilitesi
arasindaki iliski son zamanlara kadar g6z ardi edilmistir. Obezitenin, son yillarda
hizli bir artista olmasi, sismanhgin genel olarak sagliga ve 6zellikle Greme islevine

olan olumsuz etkilerini ortaya ¢cikarmistir (Hammoud ve ark).

Aktif Greme dénemimde bulunan erkeklerde obezite, son 30 yilda neredeyse
Uc kat artmistir. Obezitenin, erkek Ureme potansiyelini olumsuz etkiledigi, sadece
sperm kalitesini dustirmekle kalmayip, 6zellikle testislerde, sperm germ hiicrelerinin
fiziksel ve molekdler yapisini degistirdigi ortaya ¢cikmaktadir. Obezitenin, bu zararh
etkilerinin tersine cevrilmesi icin, spermatogenez sirasinda gerceklesen molekdler
mekanizmanin daha iyi bilinmesi gerekmektedir. Vicut agirh§inin, apopitoz
Uzerindeki etkileri hakkinda az sey bilinse de obez erkeklerde reproduktif
performansin azalmasinin ardindaki potansiyel patolojik mekanizmalardan biri sperm
oksidatif stresidir (Palmer ve ark 2012).

Obez hastalarda geleneksel sperm parametreleri (semen hacmi, sperm
konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, hareketli spermatozoa ylzdesi, normal
morfolojili spermatozoa yuzdesi) normal kiloya sahip bireylere gére daha koti

bulunmustur (Hofny ve ark 2010).

Obezite, sistemik oksidatif stresin klinik bir érnegidir ve buyik bir literatr,
artmis oksidatif stresin, sperm membrani, kromatin ve DNA butunligl Uzerindeki
zararh etkilerini gostermistir. Buna gore, normal agirlikli erkeklere kiyasla obez
erkeklerde DNA parcalanma indeksinin belirgin olarak yiksek oldugunu

bulmuglardir.

Bircok calisma erkek vicut kutle indeksinde (VKI) meydana gelen artisin,
seks hormonu baglayici globulinin (SHBG) plazma konsantrasyonun da azaldigi ve
buna bagl oldugu bilinen 6strojenin plazma konsantrasyonun da arttigi gézlenmistir
(Aggerholm ve ark 2008).

Dusuk testosteron ve yiksek ostrojen konsantrasyonlari kismen infertilite ile
iliskilidir ve hipotalamik-hipofizer-gonadal (HPG) eksen dongusunin bozulmasi ile



hipogonadizm yoluyla sperm sayisini azaltmistir ve bu nedenle obezite erkek
fertilitesinin klinik belirtecleri arasindadir (Handelsman ve Swerdloff 1985).

Gelismekte olan germ hiicrelerinin sertoli hiicrelerine yapismasi, testosteron
duzeylerine baghdir ve testosteron seviyelerinin azalmasi, olgun spermatidlerin
fagositozuna ve sperm sayisinin azalmasina neden olur (Kerr ve ark 1993). Follikil
uyarici hormon (FSH)/liteinizan hormon (LH) oranlari, inhibin B ve SHBG
duzeyleri gibi sertoli hicre fonksiyonunun ve spermatogenezisin diizenlenmesinde
yer alan diger hormonlarin hepsinin VKIi yiiksek olan erkeklerde daha diisiik oldugu

g6zlenmistir (McPherson ve Lane 2015).

Obez bireylerde, sistemik inflamasyonun artmasi, reaktif oksijen tdrlerinin
artmasina ve sperm DNA parcalanmasina neden olur. Ayrica hareketsizlik nedeniyle

artmis testis sicakliklari spermatogenezi bozar (Kahn ve Brannigan 2017).

Bu nedenle, bu calisma artan viicut agirhginin konvansiyonel (konsantrasyon,
motilite ve morfoloji) ve konvansiyonel olmayan sperm parametrelerine etkilerini
degerlendirmek icin yaptlmistir. Bunu yapmak icin, 20 normal kilolu ve 20 obez
erkekte sperm apopitozunun bulgularint  ve oksidatif DNA hasarini

immdunhistokimyasal boyama yontemi ile degerlendirdik.

1.1. infertilite

infertilite, 1 yil diizenli, korunmasiz cinsel iliskiye ragmen basarisiz gebelik
olarak tanimlanir. infertilite, alt ciftten en az bir tanesini etkileyen, diinya capinda
onemli bir sorundur. infertil ciftlerin  %30-40’1n1 erkek faktor olustururken, %40-
50’sini kadin faktor olusturmaktadir. Dogurganhgi her iki tarafin etkiledigi ciftlerin
orani %20-25dir. infertil ciftlerin %15’inde ise yapilan tetkiklere ragmen infertilite

nedeni agtklanamamistir (Tournaye ve Cohlen 2012).

Bir ¢iftin bir gocuk sahibi olmak icin cabalari yasam boyu deneyimleri
dikkate alindiginda oldukca farkli bir tablo ortaya cikmaktadir: Oxford ve
Kopenhag'daki calismalar, ciftlerin en azindan doértte birinin ¢ocuk sahibi olmada

beklenmedik gecikmeler yasadiklarini ortaya koymaktadir (Balen 2014).



1.1.2. Erkek infertilitesi

Erkek faktorler tek basina tim infertilite vakalarinin  %30-40"1n1 olusturur.
Erkek infertilitesinin bilinen etyolojileri arasinda kriptorsidizm, obezite, testikuler
torsiyon veya travma, varikosel, seminal kanal enfeksiyonlari, anti-sperm antikorlari,
hipogonadotropik hipogonadizm, gonadal disgenezis, genetik nedenler ve Ureme
kanallarinin tikanmasi sayilabilir (Shayeb ve Bhattacharya 2009). Ayrica erkek
infertilitesinin bircok nedeni arasindan oksidatif stres (OS), dogurganlik durumunu

etkileyen faktorlerden biri olarak tanimlanmistir (Makker ve ark 2009).

Erkek infertilesi ¢ocuk isteyen bireyler icin onemli bir sorundur ve erkek
infertilesinin belirlenmesi icin; hastanin dykusinin alinmasi (gecirmis oldugu
hastaliklar, ameliyatlar, toksinlere maruziyet, kullanilan ilaglar), semenin

laboratuvarda degerlendirilmesi gerekir (WHO 2010).

1.2. Obezite

Obezite, yiyerek dolgunlasan anlamina gelen Latince obezustan’ tliremistir.
ilk once 1620'de Thomas Venner'in yazilarinda bu terim gorilebilir. Bununla
birlikte, obezitenin bir bireyin saghgi tzerindeki olumsuz etkisi daha uzun stredir
bilinmektedir ve Hippocrates, Galen ve Avicenna’'nin yazilarinda bahsedilmistir. ibni
Sina, ansiklopedik tibbi kitabinda ‘El kanun fit’tip (Tibbin kanunu)’ obezite ile erkek
infertilitesi arasindaki iliskiyi tanimlayan ilk Kisidir. ibni Sina, asiri kilonun saglk
acisindan dezavantajlar’ bashkli bir bolimde, obez erkek bireylerin dustk sperm
parametrelerine sahip oldugunu ve basarili fertilizasyon saglayamadigini séylemistir
(Hammoud ve ark 2008).

Obezite, beyaz yag dokusunun asiri bir sekilde vicutta birikmesi sonucu
saghgr olumsuz etkileyebilecegi, potansiyel olarak émri azaltabilecegi disunilen
tibbi bir durumdur. Ayrica, boy uzunluguna gére vicut agirhginin istenilmeyen
sekilde artmasi olarak tanimlanmaktadir. Vicut kitle indeksi (VKI) kilogram
cinsinden kisinin agirhginin, metre kare cinsinden boy uzunluguna bélinmesiyle
(kg/m ?) hesaplanmaktadir. VKIi, 18.5-24.9 kg/m? arasinda olanlar normal kilolu
bireyleri olustururken, 25-29.9 kg/m? arasinda olanlar fazla kilolu, 30-39.9 kg/m?
arasinda olanlar obez ve 40 kg/m® ve ilizerinde olanlarda morbid obez olarak

siniflandiriimaktadir. Erkeklerde yag dokusu vicut agirhgmin %215-%18ini



olusturur. Bununla birlikte, 6zellikle merkezi karin boélgesinde viicut yaglarinin

dagihmi da bir hastayi obez olarak teshis etmek i¢in kullaniimistir (Katib 2015).

Diinya Saglik Orguti'ne gore, 2014'te, 18 yas ve lzeri 1,9 milyardan fazla
yetiskinin asirt kilolu, 600 milyondan fazla yetiskinin obez oldugu tespit edildi.
Bircok is biciminin giderek yerlesik olmasi, kentlesmenin artmasi nedeniyle fiziksel
hareketsizlikteki artis ve yiksek enerjili gidalarin alimimnin artmasi bu durumun

sebepleri arasinda sayilabilir (Organization 2016).

1.2.1. Erkek infertilesi ve Obezite

Bircok c¢alismanin sonucuna gore, kilolu erkeklerde anormal semen
parametrelerinin olma ihtimali ve erkek bireyin obez oldugu ciftler arasinda
infertilite riski artmaktadir. Bu nedenle, obezite erkek infertilitesiyle yuksek oranda
iliskilidir (Du Plessis ve ark 2010).

Erkek bireylerde artan yag ile artmis dstrojen seviyelerinin baglantili oldugu
gorulmektedir. Aromataz enzimi yag dokusunda bulunan testosteronun ostradiol ve
Ostrona donusuminid sagladigindan obez bireylerde yag dokusunda bu enzimin
artmasina bagli olarak androjenlerin 6strojene donusimuinin arttigi ve testosteron

seviyesinin azaldigi bildirilmektedir (Jarow ve ark 1993).

Erkek bireylerde yag artisi skrotal sicakliklarda artisa neden olarak, erkek
infertilitesi Uzerine hem dogrudan hem de dolayli olarak etkisinin olabilecegi, sonug
olarak erkek bireylerdeki sperm bozuklugunun ortaya ciktigr belirtilmektedir.
Obezitenin yayginhgi, dogurganlik Uzerindeki etkilerinin, altta yatan mekanizmalarin
daha iyi anlasilmasinin ve tedavi yollarinin arastiriimasinin klinik olarak daha iyi

degerlendirilmesini gerektirmektedir (Du Plessis ve ark 2010).

1.3. Erkek Ureme Sistemi

Erkek reme sistemi, testisler, genital kanallar, aksesuar bezleri ve eksternal
genital organlardan olusmaktadir (Sekil 1.1.A.). Testisler sperm Uretmekle
birlikte erkek Ureme fizyolojisini yonlendiren testosteron gibi hormon salgilayan
endokrin hucreler de icerir. Testosteron, spermatogenesis, embriyonik ve fetal
gelisme sirasindaki cinsel farklilasma ve hipofizdeki gonadotropin sekresyonunun

kontroll icin 6nemlidir. Testosteron metabolitleri olan dihidrotestosteron, ergenlik



doneminde birgok dokuda (6rn, erkek yardimci bezleri ve kil kokl) gorilmektedir.
Genital kanallar ve aksesuar bezleri sperm aktivitesi igin gerekli salgilari Gretir. Bu
salgilar erkek Greme sistemi ile sinirli iken spermatozoa icin besin maddeleri

saglar. Spermler ve aksesuar bezlerinin salgilari, semeni olusturur (Ross 2006).

Testis 900'den fazla sarili seminifer tuplerden olusur ve bunlarin her biri
ortalama yarim metre uzunlugunda olup spermlerin olustugu yerdedir. Sperm daha
sonra epididime bosaltilir. Her testis, yogun bag dokusu olan tunika albuginea’nin
kapsullyle cevrilidir. Tunika albuginea, mediastinum testis (kan ve lenf damarlarinin
gectigi bolge) olusturmak igin testisin arka tarafinda kalinlasir. Mediastinum testis,
testisi yaklasik 250 piramidal bolmeye veya testis lobultne béler (Sekil 1.1.B.), ve
lobiller arasinda sikca iletisim vardir. Her lobillde dort adet erkek Gireme hiicrelerinin
(spermatozoon, sperm, spermiyum) Gretim yeri olan seminifer tibil (Tubulus
seminiferus) bulunur. Seminifer tiballer erkek treme htcrelerini (spermatozoon,
sperm, spermiyum) Uretirken, interstisyel hicreler testosteron ve androjenleri
salgilarlar (Hall 2015).

Her seminifer tabdl, germinal veya seminiferdz epitel olarak adlandirilan
kompleks, 6zellesmis bir epitel ile astarlanmaktadir. Seminifer6z epitel iki htcre
tipinden olusur; besleyici ve ayni zamanda destekleyici sustentakuler hicreler

(Sertoli hticreleri) ile germ ya da spermatogenik hiicrelerdir (Hall 2015).

Testis, testis torbasi (skrotum) icinde yer alir. Testis embriyonik karin
boslugunun dorsal duvarinda periton zarin arkasinda gelisir. Fetal gelisim sirasinda
hareket ettirilir ve sonunda skrotomik kordonlarin uglarindaki skrotumun iki
tarafinda askiya alinirlar. Karin boslugunda bobreklere yakin olarak yer alan testisler,

fetus gelistikge dogumdan 6nce skrotum’a inerler (Hall 2015).

Sicaklik, spermatogenezin dizenlenmesinde o6nemlidir ve bu sicakhk
37°C'nin altinda olmasi gerekir. Cesitli mekanizmalarla skrotal kesede yaklasik
34°C'lik bir testikuler sicaklik muhafaza edilir. Her testikiler arter, arteryal kanindan
karsi akimli bir 1s1 degistirme sistemi ile 1s1 ¢ekebilen, testisten daha serin bir kanla

zengin bir pampiniform vendz pleksus ile gevrilidir (Ross 2006).

Epididim, yaklasik 6 metre uzunlugunda bir sargi tuptdur. Epididim, prostat

bezine baglanan, spermatozoonlarin iletimini saglayan vas deferens ile devam eder.
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Epididime gelen spermatozoonlar burada depolanir, olgunlasir ve hareket yetenegi
kazanirlar. Epididim olgunlasan spermatozoonlari vas deferense iletir (Hall 2015).

Son olarak, testisten disa gecen son baglanti Gretra hatticir. Uretra, gok
sayidaki Uretral bezlerden ve bulbolretral bezlerden (Cowper bezleri) tretilen mukus
salgilanir (Hall 2015).
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Sekil 1.1. Erkek genital sistemi ve testis ve epididim ayrintili yapisi (Hall 2015).

1.3.1. Spermatogenez

Ergenlikte ilkel bir germ hicresi olan spermatogonyumun ileri derecede
farklanmis spermiyum olusumuna kadar erkek germ hicrelerinin gosterdigi

histolojik siire¢ spermatogenez olarak adlandirilir (Ross 2006).

Embriyon olusumunda, primordiyal germ hcreleri testislere go¢ eder ve
seminifer tubullerin i¢ ylzeylerinin iki veya (¢ katmaninda bulunan
spermatogonyum  denilen  olgunlasmamis germ hicreleri  haline  gelir.
Spermatogonyum, ergenlik cagindan (puberte) baslayarak, mitoz ve mayoz béliinme
ile belirli gelisim evreleri boyunca sperm olusturmak igin surekli olarak ¢ogdalir
(Gartner ve Hiatt 2007).



Spermatogenesis, ortalama 13 yasinda baslayan ve hayatin geri kalan
bélimuniin cogunda devam eden ancak yaslilik doneminde belirgin sekilde diisen 6n
hipofiz gonadotropik hormonlarin uyarilmasi sonucunda seminifer tiballerde gorultr
(Ross 2006).

Spermatogenezi uyaran birka¢ hormonun o6nemli rol oynadigina dikkat

edelim. Bunlardan bazilari sunlardir:

1) Testosteron; interstisyumunda bulunan Leydig hicreleri tarafindan
salgilanir, sperm olusumunda germinal hiicrelerin biyumesi ve boélinmesi igin

gereklidir.

2) Luoteinizan hormon (LH); 6n hipofiz bezi tarafindan salgilanir, leydig

hlcrelerini uyararak testosteron salgilanmasini saglar.

3) Folikdl stimile edici hormon (FSH); 6n hipofiz bezi tarafindan salgilanir
ve sertoli hucrelerini uyarir; bu uyarilma olmadan, spermatidlerin sperm haline

donustimu (spermiyogenez sureci) meydana gelmez.

4) Ostrojen; FSH tarafindan uyarilan sertoli hiicrelerinde testosteron ile

birlikte yapilir, olusan 6strojenler spermiyogenez icgin gereklidir.

5) Buytime hormonu; testislerin temel metabolik fonksiyonlari icin gereklidir.
Buyume hormonu spermatogonyumlarin erken bolinmesini tesvik eder (Hall 2015).

Spermatogenez 3 asamada incelenir; spermatogenez, spermatogonial,

spermatosit (mayoz) ve spermatid faz (Sekil 1.2.) (Gartner ve Hiatt 2007)

Hipofiz gonadotropik hormonlarin (FSH ve LH) etkisiyle spermatogonyum,
mitozla bolinerek A tipi spermatogonyum hicrelerini - olusturur. A tipi
spermatogonyumun bir kismi seminifer tibillerde kok (stem) hicre olarak depo
edilirken, bir kismi birka¢ kez bdlinmeye ugrar ve B tipi spermatogonyumu
olusturur (Gartner ve Hiatt 2007). Her bir B tipi spermatogonyum daha sonra, mitoz
bolinmeye ugrayarak okromatik cekirdekli kiresel hiicreler olan birincil (primer)
spermatositi olusturur (Gartner ve Hiatt 2007) (Ross 2006).



Primer spermatosit, DNA sentez basamagi S fazini tamamlayip, yaklasik 22
guin suren mayoz bélinmenin ilk fazi olan profaz evresine girer (Ross 2006). Profaz;
leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez olmak (zere bes evreden olusur (de
Kretser ve ark 1998).

Mayozun ilk evresinin sonunda 46 (44 + XY) kromozom (diploid) sayisina
sahip olan primer spermatosit DNA replikasyonu gegcirip, boltinerek kromozomlari
iki kromatidli, 23 kromozoma (22 + X veya 22 + Y) sahip sekonder spermatositi
olusturur. Sekonder spermatositler testis kesitlerinde nadirdir, ¢clinki bunlar kisa sure
canli kalmis hicrelerdir. Her sekonder spermatositin boltinmesi, her kromozomun
kromatidlerini ayirir ve her biri 23 kromozom igeren spermatid adi verilen iki

haploid hticre olusur (Ross 2006).
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1.3.2. Spermiyogenez

Spermiyogenezis, sperm Uretiminin son asamasidir ve spermatidlerin, DNA'yI
barindiran olgun erkek hiicreler olan spermatozoa’ya (spermiyum) déntisme surecidir
(Ross 2006).

Bu islem sirasinda hiicre bolinmesi meydana gelmez. Spermatidler, kucuk
boyutlart (7-8 m capinda), yiksek dizeyde yogunlasmis kromatin ile haploid
cekirdekler ve seminifer tubullerin limenine yakin konumlari ile ayrilabilir.
Spermiyogenez, akrozomun olusumunu, cekirdedin yogunlasmasi ve uzamasini,
kamgi gelisimini ve sitoplazmasinin ise yaramayan kismini kaybetmesini icerir.
Sonugta, daha sonra seminifer tlpln limenine salinan olgun spermatozoon bulunur
(Ross 2006).

Spermiyogenez dort asamaya ayrilir; golgi evresi, kep evresi, akrozomal evre
ve maturasyon evresi (Ross 2006) (Sekil 1.3.).

Golgi safhasi, spermatidlerin sitoplazmasinda c¢ekirdegin yakininda belirgin
bir golgi aparati bulunur. Golgi kompleksi; mitokondri, bir ¢ift sentriyol, serbest
ribozom ve agraniler ER agina sahiptir. Kigik glikoproteinden zengin
proakrozomal vezikiller golgi aparatinda birikir daha sonra, ¢ekirdegin bir ucuna

yakin bir bélgede akrozomal vezikil olusturacak sekilde birlesir.

Akrozomal vezikul genisleyerek nukleusun 6n yarisini kaplayacak sekilde
yayilir ve 2/3’nu kaplar. Akrozomal kep (akrozomal sapka) olusturularak 6n kutup
belirlenmis olur. Sentrioller, hlcre yizeyi yakininda, akrozomun karsisinda bir yere

goc eder ve aksonemi olusturan parcalar bir araya gelir (Gartner ve Hiatt 2007).
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Sekil 1.3. Spemiyogenez (Kahn ve Brannigan 2017).

Akrozom asamasinda, akrozomal bas, yogunlasan cekirdegin yaklasik
yarisini kaplayacak sekilde yayilir. Akrozom, hiyaltronidaz, néraminidazlar, asit
fosfataz ve akrozin olarak adlandirilan bir tripsin benzeri proteaz da dahil olmak
Uzere bircok hidrolitik enzim iceren 6zel bir lizozom tdrtdir. Bu enzimler
spermotozoa bir oositle karsilastiginda ve akrozomanin dis zariyla sperm plazma
membrani ile kaynastiginda salinir, aktif hale gelir. Korona radiyata hucrelerini
ayirirlar ve yumurta cevreleyen her iki yapidaki zona pellusida’yl da sindirirler. Bu
sireg, akrozomal reaksiyon, dollenmedeki ilk adimlardan biridir (Ross 2006).

Ayrica spermiyogenezisin bu safhasinda spermatidler sertoli hucrelerinin
tabanina yonlendirilir ve aksonemler tlpln limenine dogru cikinti yapar. Buna ek
olarak, cekirdekler daha uzundur ve kromatin yogunlasir, nikleozomlarin histonlart,
protaminler adi verilen kiiglik bazik peptidlerle degistirilir. Flagella biylmesi devam
eder ve mitokondri, kamginin proksimal kisminin etrafinda toplanir ve orta parca
olarak bilinen kalinlasmis bir bélge olusturur, burada sperm hiicrelerinin hareketleri
icin ATP'nin Uretildigi bolge bulunur. Flagellumun hareketi ATPaz aktivitesi olan bir
protein olan ATP ve dynein’in mikrotubllerinin etkilesimlerinden kaynaklanir (Ross
2006).

Somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizin zengin protaminlerle yer

degistirdiginde nukleer yogunlasma olusur. Bu somatik histonlarin protaminlere
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donusiminden sonra, nukleozomlar kaybolur ve c¢ekirdek materyalini
yogunlastirmak icin diz kromatin lifler yan yana dizilir. Spermiyogenezin
olgunlasma asamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi yoktur (Kierszenbaum
2006).

1.3.3. Olgun Sperm Yapisi ve Fizyolojisi

Sperm vicuttaki birgok hiicreden daha kiguktir, ashinda, bir sperm
hlcresinin hacmi kadin gametinkinden 85.000 kat daha azdir. Her gin yaklasik 100
ila 300 milyon sperm Uretilirken, kadinlarda yumurta Gretimi ayda bir gériilmektedir
(Rogers 2010).

Spermatidler ilk kez olustugunda epiteloid hicrelerin olagan 6zelliklerine
sahiptirler, fakat yakin zamanda farklilasip, uzayarak spermatozona doniismeye
baslarlar (Hall 2015).

Sperm hcresinin uzunlugu yaklasik 60 pm dir bas kisminin boyu 3-5 pm, eni
2-3 ym dir. Her spermatozonun ayirici bir bas, boyun, orta par¢a ve kuyruk bolgesi
vardir (Sekil 1.4.) (Rogers 2010).

Sperm basi ¢ok az sitoplazma ile son derece kompakt DNA materyalini
tasiyan haploid cekirdegi icerir. Bas kismini; yogunlasmis hiicre ¢ekirdegi, ince bir
sitoplazmik kisim ve hucre zari tabakasi olusturmaktadir (Gartner ve Hiatt 2007).
Basin dis kisminin Ugte ikisini golgi aygitlarindan olusan akrozom adi verilen kalin
bir tabaka olusturur. Akrozom adi verilen bu yapi, hiyalGronidaz (dokularin
proteoglikan liflerini sindirebilen) ve gucli proteolitik enzimler (proteinleri
sindirebilen) de dahil olmak (Uzere, tipik bir hucrenin lizozomlarinda bulunan
enzimlere benzer bircok enzim icerir. Bu enzimler, spermlerin yumurta icine

girmesine ve dollemesine izin verirken 6nemli rol oynamaktadir (Hall 2015).
Flagellum denilen sperm kuyrugunun (¢ ana bileseni vardir:

1) Aksonem olarak adlandirilan 11 mikrotiiblden olusturulmus merkezi bir
iskelet

2) Aksonemi kaplayan ince bir hiicre zari
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3) Kuyruk proksimal kisminda (kuyruk gévdesi olarak adlandirilir) aksonemi

cevreleyen mitokondri toplulugu vardir.

Kuyrugun ileri geri hareketi (flagella hareketi) sperm icin hareketlilik saglar.
Bu hareket, aksonemi olusturan, 6n ve arka tubuller arasindaki ritmik kayma hareketi
sonucu olusur. Bu islemin enerjisi, kuyruk govdesindeki mitokondriyum tarafindan
sentezlenen adenosin trifosfat ile saglanir. Normal sperm, akiskan bir ortamda 1-4
mm/dakika hizda hareket eder (Ross 2006).

Spermin seminifer tlbullerde olusumdan sonra, altt metrelik epididimin
tibdllerinden gecmesi birkag gun ahir. Seminifer tibdllerden ve epididimin ilk
bolimlerinden c¢ikan sperm nonmotile (hareketsiz) olup yumurta dolleyemezler.
Bununla birlikte, spermler 18-24 saat epididimde olduktan sonra, hareketlilik

yetenegini kazanirlar (Ross 2006).

Spermlerin testislerde depolanmasi; genc bireylerin testislerinde yaklasik 120
milyon sperm olusturulur. Bunlarin kigik bir kismi epididimde depolanir.

Depolanan spermler en az bir ay boyunca fertilizasyon (délleme) yetenegini korurlar.

Bu sure zarfinda, kanallarin sekresyon sivilainda bulunan ¢ok sayida énleyici
madde ile hareketsiz durumda tutulurlar. Sertoli hiicreleri ve epididimis epitelleri,
sperm ile birlikte 6zel bir besin sivisi salgilarlar. Bu sivi, hormonlari (testosteron ve
ostrojen), enzimleri ve sperm olgunlastirmasi icin gerekli 6zel besinleri icerir
(Alberts B 2002).

Olgun Spermler, normal hareketli, fertil (Ureme yetene@i olan) sperm, sivi
ortamda dakikada 1-4 mm hizda hareket edebilmektedir. Sperm aktivitesi, notr ve
hafif alkali bir ortamda biylk 6l¢tide gelisir, ancak hafif asitli ortamda buyuk oranda
baskilanir. Giclu asidik bir madde, spermlerin hizli 6lime neden olabilir. Sperm
aktivitesi, sicaklik arttikca belirgin bir sekilde artmakta, ayni zamanda metabolizma

hizini da arttirmakta ve sperm dmrinu 6nemli 6lglide kisaltmaktadir.
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Sekil 1.4. Olgun sperm kisimlari

1.4. Semen Analizi

Meni, vas deferensten gelen sivi ve sperm (toplamin yaklasik %10'u), seminal
vezikilerden gelen sivi (neredeyse %60), prostat bezinden gelen sivi (yaklasik %30)
ve mukus bezlerinden, 6zellikle de bulbouretral bezlerden kiicik miktarda gelen
sivilari icerir. Spermanin ortalama pH degeri yaklasik 7.5'tir, bunu, alkali prostatik
sivi, hafif asidik olan semen sivisini nétralize ederek saglar (Hall 2015).

insan spermasi, hiicresel ve kimyasal bilesenleriyle bu siviyr ireten

organlarin islevsel dzellikleri hakkinda bilgi saglar (Eliasson 2010).

Semen analizi, yeni atilmis spermanin laboratuvar testidir. Mikroskop altinda,
spermlerin sayisi, sekli ve hareketi Olcullr. Bir semen analizi, erkek infertilitesinin
teshis edilmesinin 6nemli bir parcasidir. Semen analiz degerleri Diinya Saghk Orgtii
kriterlerine gore (WHO) (Cizelge 1.1.) su sekildedir:

Cizelge 1.1. Duinya Saghk Orgituiniin alt referans degerleri (WHO 2010).

Parametre Alt Referans Siniri
Sperm morfolojisi (normal sekiller %) 4 (3,0-4,0)

Sperm konsantrasyonu (10° ml basina) 15 (12-16)

Toplam sperm sayisi (10°ejekiilat basina) | 39 (33-46)

Toplam motilite (PR+NP %) 40 (38-42)

Hizli motilite (PR %) 32 (31-34)

Semen volimi (ml) 1,5(1,4-1,7)
Vitalite (canl spermatozoa) 58 (55-63)

Semen pH >7.2
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infertil sikayetiyle gelen ciftlerin tibbi arastirmalari yapilirken, erkek bireye
semen analizi testi uygulanir. Semen analizi; WHO tarafindan onaylanmis
yontemleri kullanan 6zel bir laboratuvarda yapilmalidir, dogru bir semen analizi

yapmak i¢in 6zel ekipman ve uzmanhga ihtiya¢ duyulmaktadir (McLachlan 2014).

Dizenli sperma analizi, sperm Uretimi, sperm motilitesi ve canliligi, erkek
genital sisteminin acikhgi, aksesuar organlarin salgilari hakkinda yararl bilgiler
saglar. Bu tahlil, infertil erkegi ilk degerlendirmede kullanish bilgiler ortaya koysa
da, spermatozoon’'un fertilizasyon potansiyeline dair bilgi saglamaz. Sonugclar
dogurganlik ile iliskili olabilir fakat dogrudan dogurganlik ol¢lisi degildir (Vasan
2011).

Semenin iki 6lculebilir 6zelligi vardir;

Toplam sperm sayisi: bu, testislerde sperm Uretimini ve testikller kanal

sisteminin agikligini yansitir

Cesitli aksesuar bezlerinin katkida bulundugu toplam sivi hacmi: bezlerin

salgi aktivitesini yansitir.

Spermatozoa’nin canhiliklari, motilitesi ve morfolojisi ve seminal sivi

bilesimi, sperm fonksiyonu icin énemlidir (WHO 2010).

Semen Kalitesinin laboratuvar ol¢limlerinin sonuclari su maddelere bagh
olacaktir; tam bir numunenin toplanip toplamadigi, epididimal spermatozayi
seyrelten sivilari olan aksesuar cinsiyet bezlerinin aktivitesi, bir dnceki cinsel perhiz
slresi, sperm sayisini etkileyen testisin buytkligudur. Degisen ve buyik oOlcide
kontrol edilemeyen bu faktorler, spermanin bireyler arasindaki farkliligi

aciklamaktadir.

Semenin bulundugu numune kabi ilk 5 dakika icinde, likefaksiyon
(sivilastirma) icin (37°C) inklbatore yerlestirilmelidir. 30 ila 60 dakika arasinda,
semenin gorindstnin degerlendirilmesi, semen hacminin ve pH’sinin élgimi

yaptimalidir.

Spermin bulundugu sicakligin degisimemesi igin, sperm érneginin toplanmasi

ve analiz arasindaki slreyi kisa tutmak gerekir, bu nedenle sperm 0rnegi
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laboratuvarin yakinindaki 6zel bir odada alinmalidir. Ornek, en az iki giin ve en ¢ok
yedi glnluk cinsel perhiz suresi sonunda toplanmalidir. Erkek bireye, semen
orneginin toplanmasi ile ilgili net yazili ve s6zlu talimatlar verilmelidir (Jeyendran
2003).

Semen analizi yapilacak erkek bireyin, adi, dogum tarihi ve Kisisel kod
numarasi, perhiz siresi, toplanma tarihi ve saati, sperm analizinin baslamasi ve
toplanmasi arasindaki stre kaydedilmelidir. Numune (semen) 6rnegi, spermatozoa
icin toksik olmadigi teyit edilen cam veya plastikten yapilmis temiz, genis agizh bir
kap icine alinmahdir. Spermatozoa alindiktan sonra spermleri etkileyebilecek biylk
sicakliktak degisimlerden kaginmak igin, numune kabinin ortam sicakligi 20°C ile
37°C arasinda tutulmahdir. Erkek bireyin adi ve kimlik numarasi ile toplanma tarihi
ve saati ile etiketlenmelidir. Semen likefiye olurken, numune kabi laboratuvar

sehpasi tzerine veya inkubatore (37°C) yerlestirilir (Jeyendran 2003).

Semen disi gelen kaynaklardan kaginilmali, kontaminasyon onlenmelidir.
Numune kaplari, pipet uclari ve karistirma icin kullanilan pipetlerin steril olmasi
gereklidir (McLachlan 2014).

Semenin makroskopik degerlendirilmesi; semenin likefaksiyonu sonrasi ilk
degerlendirme gozle muayene ile baslar. Dehidratasyon veya sicakliin semen

kalitesini etkilemesini 6nlemek icin yaklasik 30 dakika sonra baslanmalidir.

Likefaksiyon; semen &rnegi alindiktan hemen sonra, tipik olarak yari Kkati
koagilasyonlu bir yapidadir. Oda sicakliginda birka¢ dakika iginde, sivilasmaya
baslar, sivilasma devam ederken meni daha homojen ve oldukca sulu hale gelir ve
son safhalarda sadece kiglk koagilasyon (pihtilasma) alanlari kalir. Numune
genellikle oda sicakliginda 15 dakika icinde sivilasir, ancak nadiren 60 dakika veya
daha fazla surebilir (McLachlan 2014).

Semen vizkositesi; viskozite, seminal sivinin likefaksiyonunu 6lcer. Semen
ornegi, tek kullammhik plastik pipet icinden aspire edilerek, damlamaya
birakildiginda olusan iplikcigi gozlemleyerek, numunenin viskozitesi tahmin
edilebilir. Viskozite normal ise; pipetten belirgin kic¢ik damlalar seklinde duser.
Viskozite anormal ise; damla 2 cm’den uzun iplikgik olusturur. Yiksek viskozite,

sperm hareketliliginin, konsantrasyonunun saptanmasina yardimci olur. likefaksiyon
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basarisizligi genellikle, proteolitik enzimler olan fibrinolizin, fibrinojenaz ve
aminopeptidaz'in  prostat tarafindan yetersiz saliniminin  bir isaretidir. Ote
yandan, pihtilasma yoklugu, ejakulatuar kanal tikanikhgini veya konjenital seminal

vezikdllerin yoklugunu gosterebilir (Vasan 2011).

Semenin gorinimdi; likefiye olmus normal semen 6rnedinde homojen, gri
opak bir gorinim bulunur. Sperm konsantrasyonu c¢ok dusuk ise daha az opak
gorunebilir, kirmizi kan hocreleri mevcut oldugunda (hemospermi) kirmizi-
kahverengi renkte gorilir veya vitamin, ilag alan bir erkek bireyin érnegi sari renkli
olabilir (WHO 2010).

Semen hacmi; ejakilatta bulunan toplam spermatozoa ve sperm disi hucre
sayisinin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi icin, semen hacminin 6l¢imu gerekir,
hacim, numunenin toplandigi kabin tartilmasiyla 6lcilir. Numuneyi ©nceden
tartilmis, temiz, tek kullanimhk bir kapta toplayin. Kabin agirhgini cikartin.
Spermanin yogunlugunun 1 g/ml oldugu varsayilarak 6rnek agirhgindaki hacim
hesaplanir veya dereceli cam kaplar kullanarak dogrudan yapilabilir. Semen hacim
degerleri cinsel perhiz siresi ardindan verilen semen 6rneginin normal hacmi 2-6 ml

civarindadir, alt sinir degeri 1,5 ml’dir (Vasan 2011).

Semen pH’1; Normal sperma pH’1 7.2-8.2 araliginda yer alir ve bosalmadan
sonra zamanla artma egilimi gosterir, pH kagidi numuneye batirilarak renk degisimi

gozlenir ve pH degeri yazilir (Vasan 2011).

1.4.1. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik incelemede 100 kat (100X) buytltmeli faz kontrast mikroskobu
kullanihir. Boyanmamis semen preparatlari baslangicta faz kontrast mikroskobu ile
incelenir, mukus iplik¢ik olusumu, sperm agregasyonu ve aglutinasyonu,
spermlerden baska hucrelerin varligi, or. Epitel hcreleri, "yuvarlak hicreler”
(I6kositler ve olgunlasmamis germ hucreleri) ve izole edilmis sperm baslari veya
kuyruklari goralar (WHO 2010).

Daha sonra, mikrokop biyltmesi 200X veya 400X’e (20X veya 40X
objektifli 10X okulerin kombinasyonu) ¢ikarildiginda, sperm motilitesinin, sperm
sayisinin dogru olarak degerlendirilmesi yapihr (WHO 2010).
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Sperm agregasyonu; spermlerin birbirlerine veya hareketli spermlere, mukus
iplikgiklerine, sperm olmayan hiicrelere veya ¢oplere yapismasi, spesifik olmayan
toplanma olarak kabul edilir (WHO 2010).

Sperm aglutinasyonu; hareketli spermlerin, birbirine bas basa, kuyruk
kuyruga veya karisik bir sekilde yapismasi olarak belirtilir. Sperm antijenlerine
immunolojik koruma, kan testis bariyerini olusturan sertoli hacrelerinin siki
baglantilariyla saglanir. Spermatozoon, bu bariyerin bozuldugu kosullarda sistemik
bagisiklik savunma sistemine maruz birakildiginda bagisikhik tepkisini uyandirir ve
antisperm antikorlarinin (ASA) olusumuna neden olur. Bazi ASA'lar sperm hiicresi
Uzerinde sitotoksik bir etkiye sahiptir ve hiicre 6limine ve sperm hicrelerinin
immobilizasyonuna neden olabilir. ASA'larin diger etkileri, spermlerin servikal
mukusta gecisini engelleyen, bdlgenin baglanmasi ve gecisini engelleyen, hareketli

spermlerin aglutinasyonlu kiimelerinin olusturulmasini igerir (Vasan 2011).

1.4.2. Sperm Motilitesinin Degerlendirilmesi

Progresif sperm hareketliliginin derecesi, gebelik oranlart ile iliskilidir.

Manuel sperma analizi, sperm hareketini 6lgme yeteneginden yoksundur.
Bilgisayar yardimli sperm analizini iceren (CASA) yontem, sperm hareketini (sperm
bas ve kamci hareketi) analiz etme kapasitesinden dolay: yararlidir; sonuglarin in

vitro fertilizasyon (IVF) sonucuyla iliskili oldugu gosterilmistir (Vasan 2011).
Bazi 6nemli parametreler séyledir:

Egrisel hiz (VCL): belirli bir siire boyunca sperm basinin hareket hizinin

olcusadar.

Ortalama yol hizi (VAP): spermatozoonunun ortalama yolu boyunca olan
hizdir.

Diz hat hizi (VSL): hiicrenin dogrusal veya ileri hizidir.

Dogrusallik: ileri ilerlemenin dogrusalligi (LIN), VSL'nin VCL'ye oranidir ve

yuzde olarak ifade edilmistir.
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Genisligi: sperm basinin yanal kafa yer degistirmesinin (ALH) genisligi,
hicrenin ilerleme ekseni veya ortalama yolu etrafindaki yan sapmasindan hesaplanir
(Vasan 2011).

Sperm motilitesinin, dehidrasyonun, pH degerinin veya sicakligin sperm
uzerindeki olumsuz etkilerini sinirlamak igin, sivilastiktan sonra tercinen 30 dakika
veya bir saat icinde degerlendirilmelidir. Semen 6rnegi iyice karistiktan hemen sonra
sperm preparat zerine yayilir ve faz kontrasth optik ile 200X veya 400X buyttmede
incelenir. Farkli motil kategorilerinin yuzdesi icin lam basina en az bes alanda
yaklasik 200 sperm oranini degerlendirilir, ileri hareket (PR), yerinde hareket (NP),
hareketsizlik (IM) degerleri, kabul edilebilir derecede yakin olup olmadigini kontrol
etmek icin karsilastirilhir (WHO 2010).

WHO kilavuzuna goére, sperm motilitesinin  degerlendirilmesi  ve
siniflandiriimasi  yapilmistir. Spermatozonun ileri hareketli, yerinde hareket,
hareketsiz olarak siniflandirilmasi onerilmektedir. Her sperm spermatozunun
motilitesi asagidaki gibi derecelendirilir (WHO 2010).

ileri hareket (Progresif Motilite; PR): hizdan bagimsiz olarak dogrusal veya

genis bir cevrede aktif sperm hareketleridir.

Yerinde hareket (Nonprogresif Motilite; NP): ilerlemenin yoklugu ile
motilitenin diger tum desenleridir, yani klclk dairelerde yiizme, basi zorla yerinden
oynatan kamgisal kuyruk hareketi veya sadece kuyrugun kamgci hareketi

g6zlemlenebilir.
Hareketsizlik (immotilite; IM): hareketin olmamasidir.

Sperm motilitesini bildirirken toplam hareketlilik (PR + NP) veya ilerleyici
hareketlilik (PR) belirtilmesi 6nerilir. Kademeli olarak hareketli spermin yiizdesinin
gebelik orani ile iliskili oldugu iyi bilinmektedir ve dogru olciimleri saglamak igin

biylk 6zen gosterilmelidir (Franken ve Oehninger 2012).

1.4.3. Sperm Canlihgi

Hicrelerin membran butinlugind degerlendirerek, tim numunelerde rutin
olarak belirlenebilir, yaklasik %40'tan az ilerleyen motil spermlere sahip Ornekler

icin vitalite ozellikle 6nemlidir. Olii hiicrelerin yiizdesi, immotil spermatozoa oranini
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asmamas! gerektigi icin, motilite degerlendirmesinde bir kontrol saglar. Canli
hicrelerin ylzdesi normalde hareketli hicrelerin ylzdesini asar. Canli spermlerin
yuzdesi bozulmamis hicre zari olanlari, boya tutmamasi veya hipotonik sisme testi
ile belirlenerek degerlendirilir. Boya tutma ydntemi, canhi olmayan (610) hiicrelerde
hasar gormis plazma zarlarinin gecirgen olmasindan boyanin hiicre igine girmesine
izin vermesi ilkesine dayanir. Hipoozmotik sisme testi, bozulmamis membrani olan

hlcrelerin hipotonik sollsyonlarda sisecegini varsaymaktadir (WHO 2010).

Sperm canlihgi, dehidrasyonun veya sicakhgin canlilik Uzerindeki olumsuz
etkilerinin gozlenmesini énlemek icin semen érneginin likefiye (sivilasma) olduktan

sonra, tercihen 30 dakikada veya bir saat iginde, degerlendirilmelidir (WHO 2010).

Eozin-nigrozin kullanarak sperm canlili§i testi; eozin nigrozin sperm
boyamasinin temeli, 610 spermlerin zar yapisi bozuldugundan, boyay! iceri almasi ve
boyanmis goriinmesi esasina dayanir (Bjorndahl ve ark 2003). Bu tek asamali
boyama teknigi, arka plan ile sperm kafalari arasindaki kontrasti artirmak igin
nigrozin kullanir; bu da onlar ayirt etmeyi kolaylastirir. Ayni zamanda, lamlarin
yeniden degerlendirme ve kalite kontrol amaciyla depolanmasina izin verir (WHO
2010).

Aydinlik alan optiklerinde, canli spermlerin baslari beyaz seffaftir ve 6li
spermlerin baslari kirmizi veya koyu pembe renktedir. Soluk pembe kafall

spermatozoa canli olarak degerlendirilir.

Tek basina eozin kullanilarak yapilan sperm canliligi testi; bu yontem basit ve
hizlidir, ancak 1slak preparatlar kalite kontrol amaciyla depolanamaz (WHO 2010).

Canli spermlerin beyaz veya acik pembe, 61U spermlerin kirmizi veya koyu
pembe renkte baslari vardir. Boyanma, boyun bdlgesinin sadece bir kismi ile
sinirliysa ve bas bolgesinin geri kalan kismi boyanmamissa, bu hucreler canli olarak
degerlendirilmelidir. Soluk pembe renkteki boyanmayi ayirt etmek zor ise, arka
planin kontrastini artirmak icin nigrozin kullaniimalidir (WHO 2010).

Hipoozmotik sisme ile sperm canliligi testi; Spermlerin boyanmasindan
kacinildigr durumlarda, canlihgi degerlendirmek icin hipoozmotik sisme (HOS) testi

kullanilabilir. Saglam membranl spermler hipoozmotik ortamda bes dakikada siser
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ve kamgisal (flagellar) sekillerin timi 30 dakika icinde stabilize olur. HOS testinde,
canli hicreler hipoozmotik ortam igerisine yerlestirildiginde, su, sitoplazmaya girer
ve hucrenin sismesine neden olur, bu test spermlere zarar vermez. HOS, sperm

fertilitesi konusunda sinirli bir kabiliyete sahiptir (Vasan 2011).

Sismis spermler, kuyrugun sarmal sekli almasi gibi hicrenin seklindeki
degisikliklerle tanimlanir. Canli hiicreler sperm kuyrugunun sismesi ile ayirt edilir.

1.4.4. Sperm Sayisi

Ejakilat basina toplam sperm sayisi ve sperm konsantrasyonu gebelik igin bir
gostergedir. Toplam sperm sayisi” ve sperm konsantrasyonu’ terimleri farkl
kavramlari tanimlamaktadir. Sperm konsantrasyonu, spermanin birim hacim basina
sperm sayisini ifade eder ve salinan spermatozoa sperm sayisinin, seyrelten sivi
hacminin bir fonksiyonudur. Toplam sperm sayisi, ejakulatin tamamindaki sperm
sayisinin toplamina karsilik gelir ve sperm konsantrasyonunu semen hacmiyle
carparak elde edilir. Sperm konsantrasyonu (birim hacim basina disen sperm sayisi)
kastedildiginde, "sperm yogunlugu” (birim hacim basina kitle) terimi

kullanilmamalidir (Franken ve Oehninger 2012).

Ejakulattaki sperm sayisi, semen degerlendirmesinde 6lgllen spermatozoanin
konsantrasyonundan hesaplanir. Normal ejekilat icin, erkek Urme kanallarinda
tikaniklik yoksa ve pehriz suresi kisaltildiginda, verilen 6rnekteki toplam
spermatozoa sayis! testis hacmi ile korelasyon gosterir. Buda, treme kanallarinin
acik ve testislerin spermatozoa retme kabiliyetinin oldugunu gosterir. Spermatozoa

konsantrasyonu, fertilizasyon ve gebelik oranlari ile iliskilidir (WHO 2010).

Likefiye olmus, iyi karistirilmis, seyreltilmemis bir semem 6rnegi cam bir
lama koyulup Uzeri lamelle kapatilarak, uygun dilisyon ve sayim igin uygun
kameralar belirlenir. Sayim kamerasi icin; 100 pm (mikrometre) derinlikte
hemositometre kameralari kullanilmasi onerilir. Sperm olarak tanimlanamayan
numuneler santrifuje tabi tutulmali ve pelet sperm varhgi acisindan incelemelidir.
Hemositometre kamerasi ile sayim yaparken hatanin kabul edilebilir bir distklikte
olmasi gerekir, cok az sperm sayilmasi tani ve tedavide yanhslga yo agacaktir, bu
yuzden alinan iki Ornekte ikiser kez 200 spermlik iki alan, en azindan toplam 400

sperm sayllmasi gerekir. Sayim hatasi kabul edilemez diizeyde ise, dillisyon hatasl,
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spermlerin esit dagilmayisi olabilir, bu durumda yeni preparat hazirlamak gerekir.
Bazi durumlarda iki incelemede de sperm gorilmezse santrifiij yapilir ve incelenir,
buna ragmen hi¢ sperm goérulmiyor ise azospermiden siphelenilebilir. Asagida

sperm durumlarina gére yapiimis siniflandirmalar verilmistir (Vasan 2011).

Azoospermi ejakdlatta hi¢ sperm olmamasidir.

Kriptozoospermi taze preparatlarda sperm  olmamasina  ragmen

santrifiijlenmis pellette gozlenir.

Hemospermi (hematospermi) ejakilatta eritrositlerin varligidir.

Lokospermi (I6kosito-spermi, | ejakilatta esik deger ustiinde 16kosit varhigidir.

piyospermi)

gjakilatta dusik yilizdede canh ve ylksek ylzdede

Nekrozoospermi cansiz spermlerdir.

alt referans limitlerine esit veya yuksek toplam sperm

Normozoospermi sayisi, PR ve morfolojik olarak normal spermatozoa
yuzdeleridir.

Oligozoospermi alt referans limitinden dlsuk toplam sperm sayisidir.

Astenozoospermi PR yuzdesi alt referans limitin altindadir.

Teratozoospermi alt referans limitinden dusik yizdede morfolojik olarak

normal spermlerdir.

Oligoastenozoospermi alt referans limitlerinden disik toplam sperm sayisive

ileri hareketli spermazoa ylzdesidir.

Oligoteratozoospermi alt referans limitlerinden dislk toplam sperm sayisi ve

morfolojik olarak normal spermlerin yiizdesidir.

Astenoteratozoospermi PR ve morfolojik olarak normal spermlerin yiizdesi alt

referans limitlerinden disuktur.

Oligoastenoteratozoospermi alt referans limitlerinden disik toplam sperm sayisi, PR

ve morfolojik olarak normal spermlerin yizdeleridir.

Aspermi semenin yoklugudur.

1.4.5. Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi, fertilizasyon yetenegine sahip,
morfolojik gorinimi normal spermlerin tanimlanmasini  saglar. Bazi sperm
morfolojisi kriterlerinin uygulanmasiyla, normal formlarin yuzdesi ve fertilite
arasinda iliski kurulmustur. Klinik etkileri belirlenirken morfoloji, diger

parametrelerle birlikte kullaniimahdir. Dunya saglk o6rgutt (WHO) kriterlerine gore
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toplam sperm morfolojisinin en az %30’unun normal olmasi gerekir. (Aggerholm ve
ark 2008).

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde kullanilan Kruger Kkriterlerine

gore normal sperm morfolojisi icin sinir deger %4 olarak kabul edilmektedir.

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi; bas, boyun, orta parca ve kuyruk
kismindan olusan spermin morfolojisinin normal kabul edilmesi igin; bas bdlgesinin,
duzenli, sinirh ve oval olmasi, akrozom bdlgesinin bulunmasi ve akrozom disi
bolgenin vakuol icermemesi gerekir, boyun ve orta parcanin, ekseni sperm basinin
ana ekseni ile ayni hizada ve yaklasik sperm basi uzunlugunda olmahdir (WHO
2010).

Anormal sperm morfolojisi; insan semen drnekleri, farkli morfolojilere sahip
sperm icerir. Defektif spermatogenezis, anormal sekillerdeki sperm yuzdesinin
artmasiyla iliskilidir. Anormal sperm genellikle, anomalilerin tipine bagh olarak
dollenme potansiyelinin daha disik olup anormal bir DNA'ya da sahip olabilir.
Morfolojik kusurlar genellikle karisiktir. Morfolojik kusurlara, DNA parcalanmasi,
artmis yapisal kromozomal bozukluk, olgunlasmamis kromatin ve andploidi neden
olabilir (WHO 2010).

Sperm morfolojisinin anormal kabul edilebilmesi igin; bas bolgesinin, buyuk,
kicuk, sivri, akrozom icermeyen bdlgede vakuol olmasi, cift bashihk gibi
kombinasyonlarin olmasi gerekir, boyun ve orta parcanin, ekseni sperm basl
eksenine asimetrik baglanmasi, kivrilmis, kalin, duzensiz gibi kombinasyonlari
goraldr (Sekill.5.) (WHO 2010).

Asin reziduel sitoplazma (ARS); bu durum, hatali spermatogenik slirecten
uretilen anormal spermatozayla iliskilidir. Diizensiz boyanmis sitoplazma, sperm
basi, boyutunun Ucte biri veya daha fazlasi, genellikle bozuk orta parcalar ile

iliskilidir ve anormal sperm olarak degerlendirilmelidir (WHO 2010).
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Sekil 1.5. Sperm anormal morfolojiye sahip formlari (WHO 2010).

1.5. ROS, Antioksidanlar ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen turleri (ROS), bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran serbest radikal grubuna ait, oldukca reaktif oksitleyici ajanlardir. Bunlar
oksijen metabolizmasindan gelen yan (rtnler olarak (retilen oksitleyici
ajanlardir. Dis kabuktaki eslesmeyen elektron nedeniyle, oldukca reaktif molekdller
olustururlar. ROS genis bir radikal ve radikal olmayan molekuller [6rnegin hidroksil
iyonu (OH-), stiperoksit iyonu (O,-), nitrik oksit (NO), peroksil (RO,), lipid peroksil
(LOO) ve thiyil (RS-9), singlet oksijen (*0.), hidrojen peroksit (H20,), hipoklorik
asit BHOCL), lipit peroksit (LOOH) ve ozon (Og3)] toplamini temsil eder (Agarwal ve
ark 2014).

ROS’ un, normal hticre fonksiyonunu strdirmek igin az miktarda bulunmasi
gerekir. Seminal plazma, oksidanlara karsi spermatozoay!r korumak icin bir dizi

antioksidan icerir (Agarwal ve Said 2005).

Antioksidanlar, seminal plazmada ROS'un sabit halini korur. Antioksidanlar,
spermatozoa’yt ROS'dan korumak igin serbest radikal temizleyici olarak hareket
eder. Sitoplazmik enzimlerin yetersizligi nedeniyle spermatozoa oksidatif hasari
tamir edememektedir. Calismalar antioksidanlarin androlojide yaygin bir etkisi
oldugunu gostermistir. Bunlar spermatozoa’yl ROS'dan korur, lokositler tarafindan
uretilen ROS'u temizler, DNA parcalanmasini 6nler, sigara i¢enlerde sperm kalitesini
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iyilestirir, erken sperm olgunlasmasini onler. Bilinen biyolojik antioksidanlar
arasinda, stperoksidin hidrojen peroksite donismesini katalize eden antioksidan bir
enzim olan, siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz
(GPX, GRD) ve katalaz (CAT) 6nemli bir role sahiptir. Buna ek olarak, sperma, C
vitamini, E vitamini, piruvat, glutatyon ve Kkarnitin gibi enzimatik olmayan
antioksidan molekdlleri icerir. Bu antioksidanlar, sperm sitoplazmik enzimlerin
kaybini telafi eder. SOD, kendiliginden O, ve H,O, olusturmak Uzere (O, -)
anyonunu parcalarken, katalaz H,O,yi O, ve H,O'ya cevirir. SOD spontan O,
toksisitesi ve lipid peroksidasyonu (LPO) karsisinda spermatozayi korur (Agarwal ve
ark 2014).

Oksidatif stres (OS), yaygin olarak ROS olarak bilinen oksijen ve oksijen
tirevi oksidanlardan kaynaklanan artmis hiicre hasar orani ile iliskili bir durumdur.
OS, ROS dretimi ile vicudun antioksidan savunma mekanizmalari arasindaki
dengesizligin bir sonucudur. OS erkek infertilitesinin disinda, ateroskleroz, kanser,
diyabet, karaciger hasari, romatoid artrit, katarakt, AIDS, enflamatuar barsak
hastaligi, merkezi sinir sistemi bozukluklari, parkinson hastaligi, motor ndéron
hastaligi gibi birgok diger insan hastaliginin patogenezinde rol oynar (Makker ve ark
2009).

Lipidler, proteinler, nukleik asitler ve sekerler de dahil olmak Uzere tim
hlcresel bilesenler OS’nin potansiyel hedefleridir. OS ile olusturulan hasarin kapsami
yalnizca ilgili ROS'un dogasina ve miktarina degil, ayni zamanda ROS maruziyeti
stiresine ve sicaklik, oksijen basinci ve gevredeki ortamin bilesimi gibi hticre disi
faktorlere de baghdir (6rn. iyonlar, proteinler ve antioksidanlar) (Makker ve ark
2009).

1.5.1. Erkek infertilitesinde Oksidatif Stresin Rolii

Ciftlerin %15 ila %25'i infertilite ile micadele etmekte ve tibbi yardim
almaktadir. Diinya Saghk Orguti (WHO) kilavuzlarina gore, bu vakalarin yaklasik

yarisina erkek faktor neden olmaktadir (Agarwal ve ark 2014).

Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda, patofizyolojik nedenler, hormonal ve
gonadal hastaliklar, bobrek rahatsizliklari, varikosel, kriptorsidizm, enfeksiyonlar,

ureme sistemindeki obstriksiyonlar (tikanikhiklar), kistik fibroz gibi erkek
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infertilitesinin nedenleri ile birlikte, 6nemli bir neden, oksidatif stres (OS) olarak
kabul edilmistir. Bu faktorler ve bozukluklar gegici veya kalici olarak bozulmus
spermatogenezise neden olabilir, sperm hareket yetersizligi nedeniyle kot
morfolojiye neden olur ve bunlarin hepsi fertilizasyon icin gerekli olan sperm

fonksiyonunu etkiler (Cocuzza ve ark 2007).

Oksidatif stres (OS) dogurganlik durumunu etkilemektedir ve bu nedenle son
yillarda kapsamli olarak incelenmistir. Spermler diger aerobik htcreler gibi strekli
'oksijen kullanimi’ ile karsi karsiyadir. Oksijen, normal hicre fonksiyonlarinin
strdirtlmesi ve hayat devamlihgi icin sarttir. Tersine, reaktif oksijen turleri (ROS)
gibi drunler, hiucre fonksiyonu ve sagkalim igin zararli olabilecegi kanitlanmistir
(Cocuzza ve ark 2007).

Oksidatif stres, vicuttaki reaktif oksijen turleri (ROS) ile antioksidanlar
arasindaki dengesizligin sonucudur. Sperm hasarina, deformasyonuna ve sonugta
erkek infertilitesine neden olabilecek glgli bir mekanizmadir. Asiri ROS Uretimi
veya bozulmus antioksidan savunma mekanizmalari oldugunda, oksidatif stres (OS)
olusur ve bu da spermatozoal islev bozuklugu ve infertiliteye yol acar (Cocuzza ve
ark 2007).

Memeli spermatozoa membrani, doymamis yag asitleri bakimindan zengin
oldugu icin ROS saldirisina karsi ¢ok hassastir. ROS'un kugtk fizyolojik seviyeleri,
sperm kapasitasyonu, akrozom tepki ve sperm-oosit flizyonu gibi normal sperm
fonksiyonlarinin duzenlenmesi icin gereklidir, ancak ROS fazlahgi patolojik bir
reaksiyona neden olarak hicre ve dokulara zarar verir. Spermatozoalar 6zellikle
ROS'un zararh etkilerine karsi savunmasizdir. Oksidatif stres aktivitelerini etkiler,
mitokondriye ve DNA yapisina zarar verir, apopitozu hizlandirir, bu nedenle sayilar
dusdrdr, motiliteyi ve normal morfolojinin gelisimini engeller ve fonksiyonu
bozar. Bu da infertiliteye neden olur. Spermdeki ROS'un ana hiicresel kaynagi
olgunlasmamis sperm hcreleri ve beyaz kan (I0kosit) hucreleridir (Walczak—

Jedrzejowska ve ark 2013).

Spermotozoa, bozulmus metabolizma, morfoloji ve motilite ile birlikte lipid
peroksidasyonu ve degistirilmis membran fonksiyonuyla disfonksiyona ugrar. Lipid

peroksidasyonu, hiicre butlnliglnin bozulmasina, enzimin inaktivasyonuna,
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DNA'nin yapisal hasarina ve hiicre 6limine neden olan membran butinlGgunin
kaybini tetikler. insan spermatozooa'sinin fosfolipidlerinde ¢oklu doymamis yag
asidi  peroksidasyona oldukca duyarhidir. Spermlerle Uretilen serbest oksijen
radikalleri, sitotoksik son drunlerin  Uretiminde rol oynayabilir.  Lipid
peroksidasyonun (LPQO) son urini olan malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyon
seviyesini temsil eder. MDA dizeyleri ile gosterilen yiksek lipid peroksidasyonu,
spermde degisiklige neden olabilir ve fertilizasyonu azaltabilir. insan spermatozasi
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatiyon peroksidaz (GPX) gibi
savunma enzimlerine sahiptir ve bu da sperm fertilizasyon potansiyelinin tahmininde

faydal olabilir (Cocuzza ve ark 2007).

Seminal plazmada bulunan ROS, cesitli endojen ve eksojen kaynaklardan
kaynaklanmaktadir. Asiri miktarda sigara icimi ve alkol tuketimi gibi cesitli yasam
tarzi faktorleri, radyasyon, toksinler gibi cevresel faktorler, eksojen ROS’a katkida
bulunurken, l6kositler, basta notrofiller, makrofajlar ve olgunlasmamis spermler,

ROS'un ana endojen kaynag olarak kabul edilmektedir.

OS ayrica ateroskleroz, kanser, diyabet, karaciger hasari, romatoid artrit,
katarakt, AIDS, enflamatuar bagirsak hastaligi, parkinson hastali§i, motor néron
hastaligi ve prematir dogum ile iliskili durumlar gibi bircok diger insan

hastaliklarinin patogenezinde rol oynar (Cocuzza ve ark 2007).

1.5.2. Erkek Ureme sisteminde ROS kaynaklarti;

1. Lokositler, 0Ozellikle notrofiller ve makrofajlar, asirt ROS Gretimi ile

iliskilendirilir ve nihayetinde sperm islev bozukluguna neden olurlar.

2. ROS'un diger bir 6nemli kaynagi olgunlasmamis ve morfolojik olarak

anormal spermlerdir.

3. ROS {retimi, sigara icme ve kirlilik gibi yasam tarzi faktorlerine bagli
olarak da artmaktadir. Sigara, ROS Uretimini arttirir, sperm DNA hasarina neden olur

ve hem semende hem de serumda antioksidanlari bastirir (Samant 2011).

1.5.3. Spermatozoa tarafindan reaktif oksijen turleri (ROS) tretimi

Yapilan arastirmalar, insan spermatozasinin ROS (retecegini gostermektedir.

ROS dretiminin sperm duzeyleri orijinal semende spermin Kalitesi ile negatif
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korelasyon gosterir. Zayif sperm kalitesi ve artmis ROS (retimi arasindaki baglanti,
anormal sperm hucrelerinde asiri sitoplazmik kalinti (sitoplazmik damlaciklarin)
olmasi gosterir. Reziduel sitoplazmayr tasiyan germinal epitelden salinan
spermozoalarin olgunlasmamis ve islevsel olarak kusurlu oldugu disunulmektedir.
Rezidlel stoplazmanin spermatozoa’da birikimi, sitosolik enzim glikoz-6-fosfat-
dehidrogenaz (G6PD) aracili olabilecek mekanizmalar yoluyla ROS olusumu ile
pozitif korelasyon gostermektedir. Bu enzim, heksoz monofosfat yan yoluyla glikoz
akis hizini kontrol eder; bu da, nikotinamid adenin dinukleotid fosfatin (NADPH)
hiicre ici mevcudiyetini kontrol eder, ikincisi, NADPH oksidaz olarak bilinen bir
enzim sistemi ile ROS dretimini hizlandirmak ic¢in sperm hcreleri tarafindan

elektron kaynagi olarak kullantlir (Samant 2011).
Spermatozoa iki sekilde ROS olusturabilir:

1. Sperm plazma membran seviyesinde NADPH-oksidaz sisteminin bir

sonucu olarak.

2. Mitokondriyum seviyesinde NADH-bagimh oksidorediiktaz (difoseraz)

sonucu olarak (Aitken ve ark 1992).

infertil erkeklerdeki spermatozoa'daki ROS'un ana kaynagi mitokondriyal
sistemdir. insan spermatozasinda dretilen primer ROS, siiperoksit anyonudur (O,).
O2nin bu bir elektron indirgeme Grind, superoksit dismutaz ile blyik o6lcide
hizlandirilan bir hidrojen peroksit (H,O,) Uretmek icin kendisiyle ikili olarak
reaksiyona girer. Demir ve bakir gibi gecis metallerinin varhginda, H,O, ve O,
asagidaki denklemde gosterildigi gibi son derece tehlikeli hidroksil radikali (OH )

uretmek icin etkilesime (Haber-Weiss reaksiyonu) girebilir.
0O, +H,0, - OH+OH + 0,

Alternatif olarak, hidroksil radikali, esitlikte gosterildigi gibi, askorbat veya
demirli iyonlar gibi bir indirgeyici ajan gerektiren hidrojen peroksitten (Fenton
reaksiyonu) uretilebilir:

H,O, + Fe? — Fe® + OH + OH
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Hidroksil radikalinin lipit peroksidasyon kaskadinin son derece gulgcli bir
baslatici oldugu distunulmekte ve sperm fonksiyonlarinin kaybedilmesine neden
olabilmektedir (Samant 2011).

1.5.4. Lokosit tarafindan reaktif oksijen turleri (ROS) Uretimi

Peroksidaz pozitif l16kositler, semende ROS’un ana kaynagidir, tim seminal
Iokositlerin %50 ila %60'1n1 temsil eden polimorfonukleer l6kositler (PMN)
(granulosit) ve tim seminal l6kositlerin %20 ila %30'unu temsil eden makrofajlari
icerir. Semende peroksidaz pozitif Iokositler, blyik oranda prostat ve seminal
vezikdller tarafindan olusturulur. Lékositlerin ROS tretme kapasiteleri, iltihaplanma
ve enfeksiyon da dahil cesitli uyaranlara yanit olarak ortaya cikabilecek
aktivasyonlarina baghdir. Aktivasyon sirasinda, NADPH Uretimi artar ve l6kositlerin
miyeloperoksidaz sistemi aktive olur ve oksidatifpatlamaya yol acar ve daha sonra
yuksek ROS seviyeleri serbest birakilir. Boyle bir oksidatif patlamanin, enfeksiyon

vakalarinda mikroplari 6ldiren savunma oldugu dustnilmektedir (Samant 2011).

1.5.5. ROS ve Sperm Fonksiyonu

ROS, insan spermlerine karsi toksik olarak kabul edilir. Bununla birlikte,
spermlerin  fertilizasyon kabiliyeti kazanmasi icin az miktari gereklidir.
Spermatozoa’nin nihai hedefi, yumurtanin basarili déllenmesidir. Bunu saglamak
icin, spermatozoa erkek genital bolgede olgunlasmali, kadin lreme sisteminden
gecmeli, kapasitasyon ve akrozom tepkime altina girmeli, yumurtalik zona pellucida
zarint gecmeli ve oolemma'ya baglanmalidir. Dlsik ROS seviyeleri insan
spermlerinin  zona pellucida baglanma kabiliyetini artirabilir. Ayrica distk
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit, sperm kapasitasyonunu, hiper aktivasyonu,
akrozom tepkisini ve oosit fuzyonunu uyardigini bulmustur. Nitrik oksit ve
stperoksit anyonu gibi hidrojen peroksitten baska reaktif oksijen turleri de sperm
kapasitasyonu ve akrozom tepkimesini destekledigi gosterilmistir. Teorik olarak
semende hicresel hasar, asirt ROS veya azalmis antioksidan nedeniyle
prooksidanlara dogru bir kayma olan ROS (retimi ve atma aktiviteleri, yani pozitif
oksidatif stres durumu (OS) arasindaki uygun denge olmamasinin sonucudur
(Samant 2011).
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infertil erkeklerdeki seminal plazmada antioksidan seviyeleri 6nemli derecede
dustktir. Bununla birlikte, infertil erkeklerden alinan spermlerde saptanan ROS
patolojik dizeyleri, muhtemelen, seminal plazmanin antioksidan kapasitesinde
azalma olmaktan ziyade, artmis ROS dretiminin bir sonucudur. Memeli spermleri,
coklu doymamis yag asitleri bakimindan zengindir ve bu nedenle, muhtemelen,
aksonemal hasara yol acan hucre i¢i ATP'nin hizh bir sekilde kaybedilmesi, sperm
canlihginin azalmasi ve morfoloji defektlerinin artmasiyla, sperm motilitesinin
azalmasina neden olan ROS saldirisina karsi oldukca duyarhdir. infertiliteye yol acan
bu ROS ile induklenen sperm hasarinin anahtar mekanizmasi sperm membraninin

lipid peroksidasyonu olarak dustnilir (Samant 2011).

1.6. Apopitozis

Klasik Yunanca'daki apopitoz terimi, agaclardan c¢icek veya tac
yapraklarindan "diisme™ "birakma" ya da intihar anlamlariyla "apopitoz" kavramlarin

cogunu kapsar (Weng ve ark 2002).

Apopitoz, hiicrelerin gelisimi ve homeostazinda merkezi bir rol oynayan geri
donustimstz  bir olaydir. Son yirmi yilda yapilan arastirmalar, apopitozun
baslatiimasi, uygulanmasi ve diuzenlenmesini kontrol eden vyizlerce genin

tanimlanmasina yol acti (Yan ve Shi 2005).

Apopitoz, potansiyel olarak zararli, sitotoksik hiicre ici maddelerin artmasiyla
hicre 6limune giden yolda bir dizi asamali durumdan olusur. Apopitoz sirasinda
olaylarin sirasi, farklihiklari, hiicre turine ve 6lime yol acan nedene veya duruma
bagli olarak degisir. Bununla birlikte, morfolojik ve biyokimyasal benzerlikler
mevcuttur ve bunlar, hiicre populasyonlarinin boyutunu kontrol etmek icin tasarlanan

ayni biyolojik islemin farklhiliklaridir(Weng ve ark 2002).

Apopitoz gelisme ve yaslanma sirasinda, dokulardaki hiicre populasyonlarini
korumak icin homeostatik bir mekanizma olarak gerceklesir. Apopitoz immin
reaksiyonlarda oldugu gibi hicreler hastalik veya zararli ajanlar tarafindan hasar
gorduginde de savunma mekanizmasi olarak gorilur. Hem fizyolojik, hem de
patolojik olarak apopitozu tetikleyebilecek ¢ok cesitli uyari ve kosullar olmasina
ragmen, tim hicrelerin ayni uyariya tepki olarak élmesi zorunlu degildir. Radyasyon

veya kanser kemoterapisi icin kullanilan ilaglar, bazi hiicrelerde DNA hasariyla

29



sonuglanir ve bu da p53'e bagli bir yol izleyerek apopitotik élimle sonuclanabilir
(Elmore 2007).

Bazi hicreler, ligand baglama ve protein ¢apraz baglama yoluyla apopitozise
yol acabilen Fas veya TNF reseptorlerini ifade eder. Ayrica apopitozu nekrozdan
ayiran, bagimsiz olarak, ayni anda ortaya c¢ikabilen iki slre¢ arasinda bir ayrim
vardir. Bazi durumlarda, hicrelerin apopitoz veya nekrozla 6lup gortlmeyecegini
belirleyen uyari turii ve derecesi belirler. Disuk dozlarda, 1s1, radyasyon, hipoksi ve
sitotoksik anti kanser ilaglari gibi cesitli zararli uyaranlar apopitozu indiikleyebilir,
ancak ayni uyaranlar daha yiksek dozlarda nekroza neden olabilir. Apopitoz ile
hicre 6limu morfolojik temelde nekrozdan farklidir; Bununla birlikte, apopitoz,
nekrotik hiicre 6lumua ile bazi ortak mekanizmalari paylasmaktadir. Bir hiicrenin
nekroz veya apopitoz ile 6lup 6lmemesi kismen hiicre 6liim sinyali, doku turd, doku
gelisim evresi ve fizyolojik ortamin dogasina baglidir. Konvansiyonel histolojiyi
kullanarak, apopitozu nekrozdan ayirmak her zaman kolay degildir, uyaricinin
yogunlugu ve suresi, ATP tiketilmesinin derecesi ve kaspazlarin mevcudiyeti gibi
faktorlere bagli olarak ayni anda ortaya cikabilir. Nekroz kontrolsiiz ve pasif bir
stre¢ olup genellikle genis hicrelerin alanlarini etkilerken, apopitoz kontrollt ve
enerjiye bagimhdir, bireysel veya hicre kiimelerini etkileyebilir (ElImore 2007).

1.6.1. Apopitozis Sirasinda Morfolojik ve Biyokimyasal Degisiklikler

Apopitozun ayirici morfolojik strecini ve temel bir biyolojik sure¢ olarak
onemi gozden gecirildi. Apopitozis sirasinda nukleer degisiklikler (nlkleer
yogunlasma ve bozulma), organellerde sisme meydana gelmez, lizozomlar agiga
citkmaz ve apopitotik cisimler meydana gelir. sitoplazmik ve hiicre zari seviyelerinde
hicresel degisiklik meydana gelir. Hucrenin buzlismesi ile hiicrelerin boyutlari
kugulur, sitoplazma yogun hale gelir. Cekirdek zari yer yer erir, ¢cekirdek DNA’sI
parcalara ayrilir. Nukleer yogunlasma kromatin yogunlasmasinin bir sonucudur ve

bu apopitozun en karakteristik 6zelligidir (Cohen 1993).

Apopitozda niikleer degisiklikler; Apopitoz sirasinda kromatin yogunlasmasi
ve nukleer parcalanma meydana gelir, laminin ve aktin, i¢ niikleer kilif ile iliskili ara
filamentlerdir ve cekirdek iskeletini, kromatin ile nukleer kilifin birlestirilmesi igin
bir cerceve olusturmak (izere organize eder. Laminin ve aktin flamentlerinin

kesilmesi sonucu sitoplazma cekilmeye ve kigllmeye baslar, cekirdek kiculdr,
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kromatin yogunlasir. Kromatin ve cekirdekte bulunan yapisal proteinlerin
parcalanmasi sonucu gekirdekte yogunlasma baslar. Apopitoz sirasinda lamin ve
aktin flamentlerinin ayrilmasi, proteoliz ile olusur; bu da, endonikleazlara erisim
saglamak icin matris baglanma bolgelerinin serbest birakilmasina izin vererek DNA
fragmanlarinin olusumunu tesvik edebilir. Kromatinin cekirdek zari yuzeylerine
kitlelere yerlesir ve hilal seklini alir. Hiicre blzuslp kucilmeye davam ederek icinde
organlarin oldugu, membrenla cevrili apopitotik cisimler meydana gelir (Trump ve
ark 1997).

Apopitozun bu o6nemli 6zelligi, DNA par¢alanmasi, endonukleazlarin
aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu endontikleazlar kromatin yapisini 300 kb
oligoniikleozom boyutlu fragmanlarina, daha sonra 50 kb uzunlugunda daha kiguk
DNA parcalarina indirgemektedir (Rogalinska 2002) (Weng ve ark 2002).

Apopitozda stoplazmik degisiklikler; Erken nikleer degisikliklerle birlikte,
sitoplazma yogunlasma belirtileri gosterir. Sitoplazmik yogunlasma, yari saydam
sitoplazmik vakuoller olusur. Toplam hiicre hacminde azalma, hiicre yogunlugunda
bir artis, bazi sitoplazmik organellerin sikilasmasi ve endoplazmik retikulumun
genislemesi, apopitoz sirasinda morfolojik degisikliklere eslik eder. Bununla birlikte,
mitokondrinin apopitotik slre¢ boyunca butinlugini strdurdGgu gosterilmistir.
Cekirdegin ve sitoplazmanin, ‘kabarcik’ olarak da adlandirilan ¢ok sayida, kugik
membran ile gevrili apopitotik cisimlere ayrilmasi hiicre ylizeyi zerindeki ¢ikintilar
olarak gorulir. Cesitli boyut ve sayidaki kiresel veya ovoid sekillerdeki bu zarla
kapli apopitotik cisimler ya epitelyal yizeylerden limene ekstriizyon (disari atim)
yapilir ya da ¢evreleyen makrofajlar tarafindan fagositize edilir. Hucrelerde apopitoz
sirasinda hucresel modifikasyonlardan biri, mikrotubullerin ve mikrofilamentlarin
bulundugu hiicre iskeletinde meydana gelir. Protein kinaz C tarafindan aktive edilen
aktin flamentlerinin ayrilmasi apopitotik cisim bulunan kicuk pacalara ayriima
islemi icin gerekli oldugu gorilmastir. Apopitoz, gelismis transglutaminaz (TG)
Enzimi aktivitesi ile de iliskilidir ve Ca* varliginda bu enzim, bu apopitotik
cisimlerde proteinlerin capraz baglanmis iskeletini Ureten reaksiyonu katalize eder
(Brooks 2005).

Apopitozda hiicre membranindaki degisiklikler; apopitoz sirasinda apopitotik

hicrelerin  membranlarinda bir dizi biyokimyasal degisimler olur. Bu
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degisikliklerden biri, makrofajlarin apopitotik hiicrelere baglanmasinda rol
oynayabilen  apopitotik  hicrenin  plazma membraninda  karbonhidratlarin
degistirilmesidir. Apopitotik hicrelerin indirgenmis anyonik yukleri vardir, bu da
terminal sialik asit kalintilarinin kaybedilmesi anlamina gelir, béylece glikoprotein
yan zincir sekerler ortaya ¢ikar. Bu hiicreler, fagositik hicrelerin hizla taninmasini ve
cikariimasini saglayan hicre yuzeyi belirteclerini gosterir. En belirgin degisim
normalde hiucre membraninin sitoplazmik yizeyinde yer alan negatif yukli
fosfotidilserin (PS) birimlerinin hiicre membranin dis yuzeyine c¢ikmasidir. Bunun
sonucunda kollektin (C1q) adi verilen cesitli proteinler apopitotik hicre zarina
baglanmaktadir. Ayrica normalde hiicre zarinda gizlenmis olan N-asetil glikozamin
molekdlleri apopitozda a¢iga ¢ikarlar ve makrofajlar tarafindan taninirlar. Apopitotik
hicrelerde gorilen morfolojik membran degisimlerinden biri de hiicre iceriklerini
icine alan ve membranla gevrili vezikiller biciminde apopitotik hicrelerden kopan
tomurcuklardir. Bu kuglk vezikiller apopitotik cisim olarak da adlandirilirlar. Bu
degisimler apopitotik sirecin sonlarina dogru gorilir. Baska bir mekanizma
makrofajlar tarafindan trombospondin (TSP) trombositler (birlestirici 6zellik
gosteren glikoproteindir) sekresyonunu, apopitotik plazma membrani ve makrofaj
membrani arasinda bir molekuler kopri olusturmayi igerir. Bu olusumlar,
apopitotiklerin taninmasi ve ortadan kaldiriimasinda 6énemli rol oynar (Yan ve Shi
2005).

1.6.2. Apopitoz Uyariminin Mekanizmalari

Apopitoz mekanizmalari, enerjiye bagl oldukca karmasik molekiler olay
dizisinden olusur. Apopitozu aktive etmek icin hiicre tipine gore cesitli yollar vardir.
Bugline kadar yapilan arastirmalar, iki ana apopitotik yol olduguna isaret ediyor:
ekstrinsik veya Oliim reseptori yolu ve intrinsik veya mitokondriyal yol. Bununla
birlikte, iki yolun birbirine bagh oldugunu ve bir yoldaki molekullerin digerini

etkileyebilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (Igney ve Krammer 2002).

T lenfosit hicresinin aracilik ettigi perforin-granzim’e bagl olarak hicrenin
oldaralmesini iceren ek bir yol vardir. perforin-granzim yolu, ya granzim B ya da
granzim A aracihgiyla apopitozu indikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzyme B
yollari ayni yiritme yolunda birlesir. Bu yol, kaspaz 3'0n bolinmesi ile baslar ve

DNA parcalanmasi, nikleer proteinlerin bozunmasi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi,
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apopitotik cisimlerin olusmasi, fagositik hiicre reseptorleri icin ligandlarin
ekspresyonu ve son olarak fagositik hicreler tarafindan alinmasi ile sonuglanir
(Elmore 2007).

1.6.3. Ekstrinsik ve Reseptor Baglantil Yol

Apopitozun dis yolu, spesifik ligandlar tarafindan baslatilan apopitoz
sinyallerini ileten 6lim reseptorleri (hiicre yuzeyi reseptorleri) vasitasiyla olusur.
Apopitozu bagslatan ekstraksiyon sinyal yollari, transmembran reseptor aracili
etkilesimleri icerir. Bunlar, tumor nekroz faktori (TNF) reseptor gen super ailesinin
uyesi 6lum reseptorleri icerir (Locksley ve ark 2001).

TNF reseptor ailesinin Gyeleri yaklasik 80 aminoasit iceren alana sahiptir. Bu
6lum alani, sinyalin hiicre yuzeyinden hicre ici sinyal yollarina iletilmesinde kritik
bir rol oynamaktadir. TNF ailesi reseptorleri TNF-R1/CD120a, TNF-R2,
DR3/WslI1/Tramp, DRA4/Trail-R1, DR5/Trail-R2,CAR-1ve Fas (CD95/APO1)
reseptorudir. TNF ailesi reseptorlerinin dis kisimlari ligant baglanmasi igin
onemlidir (EImore 2007).

Apopitozun ekstrinsik fazini tanimlayan olaylarin dizilimi, FasL/FasR ve
TNF- o /TNFR1 modelleriyle en iyi sekilde karakterize edilir. Bu modellerde
reseptorlerin ligand ile baglanmasi vardir. Ligand Gzerindeki alicilara karsilik gelen
6lum alanlarina sahip olan sitoplazmik adaptér proteinleri ile ligant baglanma
gerceklesir. Ligand fas reseptoriine baglanmasi, timoér nekroz faktor reseptor
(TNFR) ya da Fas molekull kompleksi olusturur. Bu kompleks, TNFR’e bagli 6lim
boélgesi (TRADD) ve Fas’a bagl 6lum bélgesi (FADD) denen adaptor proteinlere
baglanir. Fas ligandi (FasL) ve tumor nekroz faktori (TNF) gibi bazi hiicre yuzeyi
molekdllerinin uyariimasi, genellikle apopitoz ile hicre oOlimind indikleyerek
hicreleri birkag saat icinde oldirebilir. FADD, 6lim efektdr alaninin dimerizasyonu
yoluyla prokaspaz 8 ile iliskilidir. Bu reseptor-ligand kompleksi, daha sonra proteaz
alaninin kendiliginden aktivasyonunu indukleyebilen bir éncu enzim olan kaspaz 8
(FLICE/MACH) icin tanima molekili haline gelir. Kaspaz 8'in alinmasi proteolitik
aktivitenin kendiliginden aktiflesmesine ve interlokin-1B-dénustirict enzim (ICE)
proteaz kaskadinin tetiklenmesine neden olabilir. Daha sonra kaspaz 8'i aktive etmek
ve apopitozu indiklemek Uzere bir yolda FADD kaspaz 8, o6lim reseptorleri

sinyalinde tanimlanan baslica baslatici kaspazdir (ElImore 2007).
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1.6.4. Intrinsik veya Mitokondri Aracili Apopitotik Yol

Mitokondriyum, sitokrom c¢ salinimiyla apopitozun tesvik edilmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. i¢csel yol, biiyiime faktorii yoksunlugu ve DNA hasarini iceren
stres uyarimlari tarafindan tetiklenir. Bu yol, apopitoz sirasinda mitokondriden gelen
ic mitokondriyal zarin dis yuzeyi Uzerindeki bir proteinin (sitokrom c) salinmasini
icerir.  Apopitoz sirasinda mitokondriyal intermembrandan salinan  diger
mitokondriyal proteinler Smac/DIABLO ve HtrA2/Omidir. Bu proteinler kaspaza
bagimli mitokondriyal yolu aktive eder (EImore 2007).

Sitokrom c, i¢ mitokondrial transmembran potansiyelinde bir diisis nedeniyle
serbest birakilir. Kaspaz 2, hicre sitoplazmasinda sitokrom ¢ ve diger apopitojenik
faktorlerin salinimini indikleyerek mitokondriye bagh apopitotik yola girer. Bcl-2
ailesine ait proteinler, membranin gegirgenligini ve sitokrom c'yi dizenledigi
gorilmektedir. Serbest birakildiktan sonra sitokrom c, diger sitozolik protein
faktorleri, apopitotik proteaz aktivasyon faktori-1 (Apaf-1), prokaspaz 9 ve kaspaz
3’0 aktive etmek icin ATP veya dATP’den olusan bir altbirim olusturur. Sitokrom ¢
ve dATP'nin etkisi, apopitozom olusturmak icin Apaf-1 proteininin yapisal olarak bir
degisimine neden olur. Kaspaz 9, mitokondriye bagl apopitoz icin baslatic
kaspazdir. Apaf-1, ATP/dATP’ye baglanir ve onu sirasiyla ADP’ye veya dADP’ye
hidroliz eder, sonucta Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksinin olusumuyla sonuclanir. Apaf-
1 ve bir bolgede konformasyonel bir degisiklik meydana gelir; kaspaz istihdam alani
(CARD), kaspaz 9'un homofilik baglanmasina izin vererek birakilir. Bdylece, bu
kompleks prokaspaz 9'u gorevlendirir ve etkinlestirir ve aktive edilmis kaspaz 9
kompleksden serbest birakilarak asagl dogru kaspazlar olan kaspaz 3,6 ve 7'yi acar

ve etkinlestirir (Joza ve ark 2001).

intrinsik veya digsal apopitotik yollar yoluyla apopitozun indiiklenmesi,
gozlenen tipik morfolojik degisikliklere yol acan anahtar hiicresel proteinlerin
bélinmesinden sorumlu efektdr kaspazlarinin aktivasyonuna yol acan olaylarin bir
kaskatini aktive eden bir baslatici kaspazin aktivasyonuyla sonuclanir. Kaspaz 8 ve
kaspaz 10 OlU reseptor aracili apopitozda bagslatici kaspazlarken, kaspaz 9
mitokondriye bagli apopitozda baslatici kaspazdir. Bu yollar bir temel acidan
farkhdir: tanimlanmis zar alicilari yoluyla calisan bir dizi ligand tarafindan

desteklendiginden dissal bir yol, digeri, efektdr enzimlerin aktivasyonunun hiicre igi
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degisiklikler tarafindan indlklendigi, mitokondriyi iceren bir i¢ sistemdir (Brooks
2005).

1.6.5. Apopitoz Duzenleyiciler

Apopitoz sinyal yolaginin aktivasyonu cesitli dlzenleyici faktorlere tepki
olarak gercgeklesir. Hiicre 6limuinde bir dizi duzenleyici vardir ve etkileri, hiicre
tirine ve apopitoz uyaranina bagh gorinmektedir. Proteinlerin bcl-2 ailesi,
apopitozun duzenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve bu duzenleyicilerin
bazilarina kisaca genel bir bakis sunulacaktir. Dahasli, intrensek apopitoz yolu
boyunca p53'un duzenleyici roli g6zden gecirilecektir

1.6.6. Bcl-2

Apopitozun aktiflestirilmesinde 6nemli bir bilesen olan bir dizi olaya katilan
kaspazlarin aktivasyonunu icerir. Kaspazlar proteolitik kaskadin baslangici, Bcl-2
ailesinin apopitozun kontroliinde 6nemli bir rol oynadigi proteinler tarafindan
duzenlenir (Brooks 2005).

Bcl-2 proteini, dis mitokondriya, endoplazmik retikulum zarina ve nikleer
zarfa lokalize olan bir membran proteazdir. Bcl-2 ailesi icin on sekiz Uye belirlendi
ve (Bcl-2, Bcel-XL, Mcl-1, Al, Bcl-W) gibi anti-apopitotik tyeleri bir alt gruba
bélindl (Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bim, Blk, BNIP and egl-1). Anti-apopitotik ve
pro-apopitotik Uyeler arasindaki denge, bir hicrenin apopitozise ugramis olup
olmadigini belirlemede kritik 6nem tasir. Bu proteinler kismen sitokrom c'nin

mitokondriyal boltinmesini etkileyerek apopitozu diizenler (EImore 2007).

Apopitozun en belirleyici regilatorleri olan Bcl-2 ailesi, apopitoz duizenleyici
etkilerini esas olarak kaspazlarin ve nikleazlarin aktivasyonundan once gelen
mitokondriyal degisiklikleri ~ dlzenleyerek uygularlar. Pro-apopitotik  bcl-2
proteinleri, genellikle hiicresel hasar veya stres sensorleri olan sitoplazmada bulunur.
Hicresel stres sonrasinda, antiapopitotik proteinler bulundugu mitokondriyanin
yuzeyine yerlestirilir. Proapoptik ve antiapopitotik proteinler arasindaki bu etkilesim,
anti-apopitotik  bcl-2  proteinlerinin - normal  fonksiyonunu  bozmakta ve
mitokondriyumda gozeneklerin olusmasina ve intermembran boslugundan sitokrom c
ve diger pro-apopitotik molekillerin salinmasina neden olabilmektedir. Bu

mediatorler Apaf-1'e baglandiginda, kaspaz 9u aktive eder, bu da efektor
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kaspazlarinin kaskadini tetikleyerek nihayetinde geri dondssiiz hiicre 6limine neden
olur (Aitken ve Baker 2013).

1.6.7. P53

Onkoproteinler, DNA hasari, hipoksi ve hayatta kalma faktori yoksunlugu
gibi icsel stresler intrensek apopitotik yolu aktive edebilir. P53, bir timor stpresor
protein olarak mitokondride bulunur ve apopitoz surecine katki saglar. P53, hiicresel
stresin bir sensérudur ve i¢ yolun kritik bir etkinlestiricisidir. P53, apopitozu, pro-
apopitotik Bcl-2 aile uUyelerini (bax ve bak) aktive ederek ve antiapopitotik
proteinleri  (bcl-XL ve bcl-2) bastirarak baslatir.  Proto-apotik faktorlerin
mitokondriyumdan salinmasi, mitokondriden sitokrom c'nin salinmasini baglatir.
Bax'in sitoplazmadan mitokondriye translokasyonu p53 aracili apopitozda kritik bir
adim oldugu igin, Bax proteininin subseliler lokalizasyonunun hiicrenin kaderini
belirlemede 6nemli bir rol oynadigini bulmuslardir. Bax konformasyonel degisikligi,
mitokondriye translokasyon, sitokromc salinimi ve mitokondriyal membran
potansiyelindeki azalmanin eslik ettigi gosterilmistir. Mitokondriyumdan sitokrom
c’nin salinmasi, mitokondriyal zar tzerindeki p53 birikiminden kisa siire sonra ortaya
cikar ve apopitozomun olusumunu indukler. Prokaspaz 9 aktive olur, bu da
apopitozoma baglanir ve ayrica efektor kaspazlarinin aktivasyonuna aracilik eder.
P53 aracili apopitozun uygulanmasi efektor kaspazlari boyunca ilerlemektedir,
bunlarin etki mekanizmalari deneysel icerige baghdir. Bu nedenle intrinsik yolun
hem strese baglh hem de p53'e bagli kaspaz aktivasyonu icgin gerekli oldugu ileri

strdlmastir (Agarwal ve ark 2014).

P53 geni, testiste yiiksek oranda aktif olmayan formu gorildi ve apopitoz ile
iliskili oldugu bilinmekte ve testisteki germ hicresi kaybinin ana nedenlerinden biri

oldugunu dustndirmektedir.

1.6.8. Kaspazlar

Kaspazlar, birbiriyle homolog olan sistein proteaz grubunun bir Gyesidir.
Aktivasyon sirasinda, kaspazlar spesifik substratlari parcalamakta ve bdylece hicre
blzilmesi, kromatin yogunlasmasi, DNA fragmentasyonu ve plazma-membran
batinlagunin  bozulmasi gibi apopitotik hicrelerdeki tipik biyokimyasal ve

morfolojik degisikliklere aracilik etmektedir. Bu nedenle aktive edilmis kaspazlarin
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saptanmasi, bircok hiicrede c¢esitli uyarilar tarafindan uyarilan apopitoz icin bir
biyokimyasal belirte¢ olarak kullanilabilir (Zhivotovsky 2003).

Kaspazlar, hem buyik (p20) hem de kiiclk (p10) alt birimleri iceren, preolitik
yikimla aktiflesen, aktif olmayan pro-enzimler olarak sentezlenir. Kaspazlar (32-56
kDa) birkac alan icerir: bir N-terminal pro-alani, buyuk bir alt birim (17-21 kDa) ve
kicuk bir alt birim (10-13 kDa); bazi proteinlerin biyuk ve kucuk alt birimler
arasinda kisa bir baglayici bolgesi vardir. Kaspaz aktivasyonu, biyik ve kigik alt
birimler arasindaki spesifik bir aspartik asit kalinti bélgesinde pro-enzim enziminin
proteolitik islenmesini icerir ve birgok durumda, pro alanlar proteolitik olarak
uzaklastirilir. Aktif bolge bir blyuk ve bir kuguk alt birim igeren bir heterodimer ile
olusturulur ve aktif kaspaz ile heterodimerden olusan yapi bir tetramerdir. Bazi
kaspazlar sadece kisa prodomain icerir (kaspazlar 3, 6 ve 7), digerleri (kaspazlar 1, 2,
4, 5, 8, 9 ve 10) uzun prodomainler icerir (Cohen 1997). Yapi ve fonksiyonlarina
gore insanda bulunan 11 degisik kaspaz tarif edilmistir; baslica lenfokin yapiminda
bulunan kaspazlar: kaspaz 1 (ICE) , 4, 5, 11, 12, 13, 14, sonuclandirici (effektor)
kaspazlar: kaspaz 3 (CPP32/Yama), 6, 7, Baslatici (initiator) kaspazlar: kaspaz 2,
kaspaz 8 (FLICE/MACH), 9, 10 (Zhivotovsky 2003).

Apopitozda rol alan kaspazlar, etki mekanizmalari ile alt siniflara ayrilmistir.
Baslatici kaspazlar (kaspaz 8 ve 9) veya yiritucl kaspazlardir (kaspaz 3, 6 ve 7).
Kaspazlar, yalnizca apopitotik hiicre 6luminde 6nemli bir rol oynamakla kalmaz,
ayni zamanda bir (inflamatuar kaspazlar) mikrobik patojenlere karsi bagisik
yanitlarla iliskilendirilir. Kaspaz 1 ve kaspaz 5 gibi inflamatuar kaspazlarin
aktivasyonu, inflamazom olarak adlandirilan bir hicre ici kompleksin kurulmasi

uzerine olusur (Martinon ve Tschopp).
Apopitotik stireg boyunca devamli hiicre igine kalsiyum (Ca) girisi olur.

BcL2 ailesi; apopitozu indukleyen: Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs, mitokondriyi
etkiler ve sitokrom-c sitoplazmaya salinir. apopitozu inhibe eden: Bcl-2, Bcl-XI,
Mcl-1 Mitokondriyi etkiler ve sitokrom-c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir.
Bcl-2 ailesinin arasindaki denge apopitozu belirler. Bcl-2 geni, ilk olarak insan B
hicreli folikller lenfomada tanimlanmistir. Bcl-2, 0Ozellikle mitokondri dis

membraninda bulunmakta ve iyon transportunu dizenlemektedir. Bcl-2 ailesinden
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Bax sitozolde bulunur. Apopitotik uyari alinmasi halinde mitokondri membranina
baglanir. Burada kugik delikgikler (pore) olusumunu indlkler. Boylece selektif iyon
permeabilitesi kaybolur. Sonucta sitokrom c¢ ve apopitozis indikleyici faktor
(AIF)’tn mitokondriden sitozole ¢cikmasini saglar. Bax ekspresyonunu arttirinca Bcl-

2/Bax orani degisir ve p53 apopitozisi indikler.

Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan, bir elektron transport
zinciri proteinidir. Bu ylzden de sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi, apopitozis yoluna girmis bir hlicrede geriye donlsimstz bir doneme

girildigini isaret eder.

Sitokrom ¢, Apaf-1 (Apopitotik Proteaz Aktive Edici Faktor -1:sitoplazmik
bir proteindir)’i aktive eder ve sitokrom c ve Apaf-1, prokaspaz 9’u aktif kaspaz-9 a
dondstirdr, olusan bu komplekse apopitozom adi verilir. Aktif kaspaz-9 efektor

kaspazlardan prokaspaz 3’0 aktive eder,

Aktiflesen kaspaz 3, normal hiicrelerde bulunan ve kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz inhibitérini (ICAD) inaktiflestirir ve ICAD’Unun bagh oldugu
kaspazla-aktiflesen deoksiribonikleaz (CAD) serbestlesir. Bu da kromatin
yogunlasmasina ve DNA fragmentasyonuna neden olur (Imawati Budihardjo ve ark
1999).

Hicre membrani tarafindan 6lim sinyallerinin alinmasi FasL (fas ligand)’nin
Fas reseptérine baglanmasi ile apopitotik sire¢ baslar. Bu mekanizma timor
hicrelerinin  oldurdlmesi  ve  bircok  patolojik  durumdaki  htcrelerin
uzaklastiriimasinda énemli rol oynar. Fas’in 6lim alanini iceren sitoplazmik uzantisi
(FADD) ve resoptor protein (RIP) ile etkilesime girer. Oliim alanlarini iceren bu
protenler prokaskaz 8’i aktif kaspaz 8’e donusturur, aktiflesen kaspaz 8 ya dogrudan
prokaspaz 3’0 aktiflestirir veya stokrom-c salinmasini saglayarak prokaspaz-9’u

aktiflestirerek apopitozu bagslatir (Li ve ark 1998).

Kaspaz aktivasyonu her hiicreye 6zgu bir olusumdur. Kaspaz inhibitorlerinin

(IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek apopitozu engelledigi gosterilmistir.
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1.6.9. Spermatogenez ve Apopitoz

Spermatogenez, testise ait seminifer tubillerde gerceklesen  kok
spermatozoonun olgun spermatozoaya ddénusmesi icin dinamik ve senkronize bir
srectir. Bu slire¢ spermatogonya’nin mitotik gelisimini ve bunlarin spermatositlere
diferansiyasyonunu, ardindan spermatidlerin ve olgun spermatozoa’nin olusmasini
icerir (Shaha ve ark 2010). Germ hicreleri ile siki temasta bulunan Sertoli hiicreleri,
germ hucreleri icin yapisal, besleyici ve destek saglayarak spermatogenezi
kolaylastirir. Germ hucrelerinin ¢cogalmasi ve farklilasmasi, 6n hipofiz bezi, yani
folikdl uyarict hormon (FSH) ve luteinizan hormonun (LH) salinmasina baghdir. Bu
hormonlarin ¢ikarilmasi dolayli yolla germ hucreli apopitozu uyarir (Russell ve ark
2002).

Vicuttaki bircok dokuda oldugu gibi, testisin seminifer tlbullndeki
hlicrelerin sayisi, hlicre proliferasyonu ve apopitotik hiicre 61mu arasindaki dinamik
dengeye gore belirlenir. Uyaricilar (intratestikuler testosteron ve gonadotropinlerin
yoksunlugu, sertoli hiicre toksik maddeleri, kemoterap6tik ilag, vb.) nedeniyle
spontan ve artan hiicre 6limu, apopitoz yoluyla ortaya ¢ikar. Apopitoz, seminifer
tibdllerden hasar goren germ hiicrelerini gidermek icin bir mekanizma olarak
kullanihir, boylece spermlere ayrilmaya devam etmezler. Hasar gérmis germ
hlcrelerinin segici olarak silinmesi belli bir tiriin genomunu korumak icin kullanilan

mekanizmalarin Kkritik bir bilesenidir (Russell ve ark 2002).

Germ hucresi apopitozunun, anormal germ hicresini ortadan kaldirmak icin,
germ hucresi ile sertoli hicre oranini korumak icin, kan testis bariyeri olusumunun
asir germ htcrelerinin yok edilmesini gerektirdigi icin, germ hicresi apopitozunda
apopitotik bir artis meydana geldigi agiklanmistir. Testikiler germ hiicre apopitozisi
fizyolojik olarak hayat boyu meydana gelir. Spermatozoonun yaklasik %751,
olgunlasmadan 6nce programlanmis hticre 6limu sirecinde olur (Aitken ve Baker
2013).

Apopitozun, spermatositlerde siklikla, spermatogonia’da daha az gorulirken,
spermatidlerde nadiren gézlendigi gosterilmistir. Ozellikle spermatositlerde testisteki
insan germ hicrelerinde apopitoz varligi Fujisawa ve ark. tarafindan bildirilmistir.
Apopitoz sirecinin, inflamatuvar germ htcrelerinin yok edilmesi ile testikuler

homeostazi sagladigi sonucuna varilmistir. Olgun sperm gelisimi, germ hcresi
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cogalmasi, farklilasma, kendini yenileme ve apopitozun kontrol edildigi kesin olarak
diizenlenmis bir olay sekansinin Griintdur (Brooks 2005).

Sperm ve apopitozis; sperm apopitozu ile ilgili tartismalar, apopitotik
spermlerin zayif fonksiyonel aktiviteye sahip olup olmadigi veya aslinda
spermiyogenezis sirasinda olgunlasmayi tamamlamada basarisiz olan sperm olup
olmadigi konusunda belirsizlik oldugu icin tartismali bir konu olmaya devam
etmektedir. Bircok arastirmada, insan sperminde olasi apopitozisin ortaya c¢iktigi
gosterilmistir (EI-Melegy ve Ali 2011).

1.7. Sperm DNA Yapisi

Sperm genetik materyali, niikleer kromatini oldukca kararli ve kompakt tutan
Ozel bir tarzda yapilandirilmistir. Somatik hiicrelerde kromatinin (DNA ve nikleer
proteinler) gevsek yapisinin aksine, sperm kromatin DNA ile sperm cekirdegi
arasindaki benzersiz iliskiler nedeniyle yapisi sikidir. Spermatogenezin ileri
asamalarinda, spermatid cekirdeQi yeniden sekillendirilir ve yogunlastirilir, bu,
histonlarin gecis proteinleri ve daha sonra protaminler tarafindan yer degistirmesi ile
iliskilendirilir. DNA iplikgikleri sikica protamin molekdllerinin etrafina sarilir
(protamin basina yaklasik 50 kb DNA), siki ve yiiksek oranda organize donguler
olusturur. Sistein bakimindan zengin protaminler arasindaki intramolekiler distlfid
capraz baglari, sperm cekirdeginin kompaksiyonundan ve stabilizasyonundan
sorumludur. Bu niikleer kompaksiyonun sperm genomunu oksidasyon veya sicaklik
yukselmesi gibi dis streslerden korumak icin énemli oldugu dusindlmektedir (Zini
ve Libman 2006).

Mevcut anlayis, sperm kromatininin protaminlerle siki  bir sekilde
paketlendigi, ancak DNA'nin %15'ine kadarinin histonlarla spesifik DNA
sekanslarinda paketlendigini (histonlar ve DNA dizileri arasinda tesadifi olmayan
bir iliski vardir) anhyoruz. infertil erkekler, saglikh bireylerle karsilastirildiginda,
artmis bir sperm histonuna ve protamin oranina sahiptir. Nikleer histon fazlalgi
(>%15) kot kromatin sikismasina ve bunun ardindan dis streslere karsi duyarlihgin

artmasina neden olur (Agarwal ve Said 2003).

Sperm DNA'sinin blyuk bir kismi cekirdekte olmasina ragmen, kuguk bir

kismi mitokondriyal kdékenlidir (sperm orta parcasi icinde). Sperm mitokondriyal
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DNA, proteinlere bagli olmayan kugcuk, dairesel bir DNA'dir. Mitokondriyal DNA
yuksek bir mutasyon orani sergilemektedir. Sperm motilitesi, sperm orta
parcasindaki mitokondriyal hacim ile iliskilidir ve mitokondriyal DNA'daki
mutasyonlar veya delesyonlar azaltilmis sperm hareketliligi ile iliskilendirilmistir.
Mitokondriyal DNA'nin kalitimi esasen maternal olmasina ragmen, mitokondriyal
DNA mutasyonlarinin paternal yoluyla aktarimi bildirilmistir (kalitimin %21'den fazla
olmadigi). Mitokondriyal DNA incelemesi, 6zellikle yardimci Greme teknolojileri ile
iliskili olarak erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde bir miktar énem kazanabilir
(Schulte ve ark 2010).

insan sperm DNA'sindaki hasarin (ireme sonuclarini olumsuz yénde
etkileyebilecegini ve infertil erkeklerin spermlerinin fertil erkeklerin spermlerine
kiyasla DNA hasarinin ¢ok daha fazla oldugunu gosteren klinik bulgular vardir
(Schulte ve ark 2010).

1.7.1. Sperm DNA HasarI

Goz 6nline alinmasi gereken birkag farkli sperm kromatin anormalligi vardir;
tek sarmalli veya c¢ift sarmalli DNA iplik¢ik kiriklari seklinde DNA fiziksel
batunliginin zarar gormesi, histonla protamin déndsimind ve ardindan DNA
sikismasini engelleyebilecek nikleer protein kusurlari, degistirilmis Ggtncul
kromatin konfiglrasyonuna neden olan kromatin yapisal anormallikleri, cevresel
stres, gen mutasyonlari ve kromozom anormallikleri, spermatogenez sirasinda ortaya
cikan biyokimyasal olaylar, dogurganhkla uyusmayan anormal kromatin yapisina
neden olabilir. Spermatozoan DNA hasarini belli bir noktaya kadar onarabilir,
bununla birlikte, sperm DNA hasari ¢ok kapsamli oldugunda, kapasitesi olmayabilir
ve hasarli olarak gelisebilir, spermatogenez duraksayabilir veye hicre o6lumu
gerceklesir (Schulte ve ark 2010).

Ayrica mitokondriyal DNA (mtDNA), delesyonlar, nokta mutasyonlar ve
polimorfizm gibi anomaliler semen Kalitesi, motilite’yi etkileyerek erkek
infertilitesiyle iliskilendirilir (Schulte ve ark 2010).

1.7.2. Sperm DNA Hasari Nedenleri

infertil erkekler, saglikli erkeklere gére DNA hasarli spermlere sahiptir ve bu

durum dreme sonuclarini olumsuz yonde etkileyebilir. Fertilizasyonun ve bunun
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sonucunda ortaya cikan gebelik sirecinin tamamlanmasi icin DNA buttnlugine
ihtiya¢ vardir. Protamin eksikligi ve reaktif oksijen tirlerinin etkisi, sperm DNA
hasarinin etiyolojisinde rol oynar. Sperm DNA hasari, erkek infertilitesi (anormal
spermatogenez) ile acik bir sekilde iliskilidir, erkek infertilisinde DNA hasarinin bir
cok nedeni vardir, sigara ve cevresel toksinler, varikosel, yas, radyasyon, ilaglar,
kemoterapi, alkol, kafein ve spermatozoonun saklanmasi, santrifiij, spermatozoonu
semenden ayirma yoéntemleri, ROS’a maruz kalmasi, hormonal faktorler, testikiler

hipetermi nedenleri arasinda sayilir (Zini ve Libman 2006).

1.7.3. Sperm DNA Hasar Testleri

Sperm DNA butlnliginit degerlendirmek igin  gelistirilen testler
artmaktadir. Bu  deneylerde  sperm  DNA  batunlaginin  degerlendirildigi

mekanizmalar analizler farkl ilkelere dayanir.

Asidik Anilin mavisi boyamasi testi; anilin mavisi, proteinler icin afiniteye
sahip olan asidik bir boyadir. Bu boya lizinden zengin histonlar ile protaminlerin
ayriminda kullanilir, lizinden yoksun protaminli nukleus anilin mavisi, lizinden
zengin histon bulunduran nukleusu mavi renkte boyayacaktir. Teknik, basit, ucuzdur

ve analiz icin basit bir parlak alan mikroskobu gerektirir (Shamsi ve ark 2011).

Toluidine mavisi boyamasi testi; toluidin mavisi (TB) sperm kromatin
batinlagund degerlendirmek icin kullanilan temel bir boya maddesidir. Gevsek
bicimde paketlenmis kromatin veya bozulmus DNA'ya sahip sperm DNA hasarini
gosterir. Boylece, 151tk mikroskobu kullanarak, hasar gérmus spermler mavi renk

olurken, normal spermler renksiz kalir (Schulte ve ark 2010).

Sperm kromatin yapi tahlili (SCSA) testi; SCSA 25 wyil d&nce
tanimlanmistir. Anormal kromatin yapisina sahip sperm DNA'sI asit veya sl
denaturasyonuna daha yatkindir. Akridine orange (AO) metakromatik ozellikleri ile
flow sitometrik incelemesi esasina dayanir kullanarak, SCSA in situ asit kaynakli
denaturasyon sperm DNA duyarliligini dlcer. SCSA tarafindan tesbit edilen DNA
hasari DFI (DNA fragmantason indeksi) ile aciklanir (Schulte ve ark 2010).

Akridin oranj testi (AOT); DNA denatiirasyonunun derecesini belirlemek
icin AO'nun yesil renkten kirmiziya metakromatik kaymasinin kullanildigi SCSA'ya
benzer ilkelere dayanir, floresan mikroskobunda gorsel olarak
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yorumlanabilir. Bununla birlikte, belirsiz renkler, hizli solma ve heterojen boyama

konulari gorsel yorumlama sirasinda zorluklara neden olabilir.

TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end labeling) testi; TdT (terminal
deoksinukleotidil transferaz) enziminin katalizledigi reaksiyonda tek ve cift zincirli
DNA’da, kirilmalarin dogrudan bir kantifikasyonudur. dUTP (deoksiuridin trifosfat),
TdT enzimi tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda tek sarmalli ve ¢ift sarmalli
DNA kopmalarina dahil edilir. dUTP'ye dayanan DNA kopmalari etiketlenir ve
parlak alan veya floresan mikroskop, akis sitometrisi kullanilarak élgtlebilir. Sperm
TUNEL pozitif veya negatif olarak siniflandirtlir ve toplam sperm yuzdesi olarak
ifade edilir (Shamsi ve ark 2011).

Yuksek performansli likit kromotografi testi; oksidatif stres icin bir biyolojik
belirte¢ olan, oksidatif DNA hasarina 0zguin, yan drin olan 8-OHdG (8-
hidroksideoksi guanozin) seviyesini 6lme prensibine dayanir (Shamsi ve ark 2011).

in situ-nick translasyon (NT) testi; in situ nick translasyon (NT) tahlili,
dUTPnin  DNA kirtlmalarinin incelendirmesi bakimindan TUNEL tahliline
benzerdir. Bununla birlikte, hem tek sarmalli hem de ¢ift sarmalli DNA kopmalarini
tanimlayan TUNEL'in tersine, in situ NT testi, sablona bagimli enzim olan DNA
polimeraz | tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda tek sarmalli DNA kopmalarini
tanimlamaktadir. Gergeklestirilmesi diger testlerle karsilastirildiginda nispeten basit

bir testtir, duyarliliktan yoksundur (Shamsi ve ark 2011).

COMET (Cluster Of Motifs E-value Tool) testi; tek hticreli jel elektroforezi
(Comet) testi, sperm DNA kiriimalarinin dogrudan degerlendirilmesi icin bir baska
testtir. Yogunlugu azalmis sperm, bir agaroz jelinde suspansiyona alinmis,
elektroforetik gradyansa tabi tutulur, floresan DNA baglayici boya ile boyanmis ve
yazilim ile gorunttlenmistir. Dlsuk molekdl agirlikli DNA, hem tek sarmal hem de
cift sarmalli DNA'nin kisa fragmanlari, elektroforez esnasinda kuyruklu yildiz
seklinde goc eder. DNA'nin yuksek molekil agirlikhi bozulmamis bélimleri goc
etmez. Gorlntileme yazilimi, kuyruklu yildizin, kuyruk uzunlugunu ve kuyruk
yogunlugunu 6l¢gmek icin  kullanilir; bunlar yiiksek dizeyde DNA sarmal

kirilmalariyla spermde artar (Shamsi ve ark 2011).
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Sperm kromatin dagilim yodntemi (SCD) testi; dogrudan sperm DNA
parcalanmasiyla baglantili indiklenmis yogunlasma (zerine kuruludur. Hasarsiz
sperm, bir slayt Gzerinde bir agaroz jel icine daldirilir, denatiire etmek icin bir asit
cozeltisi ile muamele edilir, daha sonra proteinleri ¢ikarmak icin bir liziz tamponuyla
muamele edilir. Parcalanmamis DNA'lI sperm DNA halkalarini serbest birakarak
blyuk halolar olusturur. Bununla birlikte, cok kuglk bir halo ureten veya hi¢ halo
uretmeyen sperm DNA parcalanmasi icerir. Parlak alan  mikroskobunda
gorsellestirme icin Wright'in boyasi veya floresan mikroskobu altinda gorsellestirme

icin uygun bir floresan boya kullantlir (Schulte ve ark 2010).

Kromomisin A3 (CMA3) boyama testi; CMA3, GC bakimindan zengin
sekanslar icin spesifik olan bir florokromdur ve protamin ile DNA'nin baglandigi
yerde DNA ile etkilesime girer. Boyamanin boyutu, olgun spermatozoanin
protaminasyon derecesine baghdir. Bu nedenle CMA3 boyamasinin daha yogun
olmasi  protamin  eksikligini  veya anormal  kromatin  paketlemeyi
gosterir. Kromomisin A3 boyamasi bir floresans mikroskobu gerektirir ve ucuz ve
basittir. Bu talilin en énemli sinirhiigr, siniflandirma gruplarinin olusturulmasinda

gOzlemciler arasi farkliliklar olabilir (Schulte ve ark 2010).

1.8. Oksitadif Stres ve DNA Hasari

iki faktor sperm DNA'sini oksidatif strese karsi korur; sperm DNA’sinin

karakteristik siki paketlenmesi ve seminal plazmada bulunan antioksidanlardir.

Sperm c¢ekirdegindeki kromatin, baz degisikliklerine ve DNA parcalanmasina
yol acan oksidatif hasara karsi savunmasiz oldugu bildirilmistir. insan spermlerinin
kromatinleri oldukg¢a yogunlasmis ve organize bir yapiya sahiptir. Spermlerin ROS’a
maruz birakilmasi, DNA hasarina, parca kaybina, gergeve kaymalarina, DNA ¢apraz
baglarina ve baz tekrarina neden olur. Oksidatif stres ayni zamanda tek ve ¢ift sarmal
DNA kirilmalarinin yiiksek frekanslariyla iliskilidir. ROS, proteinler ve DNA'daki
kritik SH gruplarinin oksidasyonunu da uyarabilir. ROS ayni zamanda nokta
mutasyonlar ve polimorfizm gibi ¢esitli gen mutasyonlarina neden olabilir ve bu da
spermin kalitesinin dusmesine neden olur. Denatiirasyon ve DNA baz ciftli
oksidasyon gibi diger mekanizmalar da s6z konusudur. DNA oksidasyonunun ortak

bir yan Uriini olan 8-OHdG (8-hidroksideoksi guanozin), oksidatif DNA hasarinin
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o6nemli bir biyolojik belirteci olarak kabul edilmektedir (Maneesh ve Jayalekshmi
2006).

DNA hasarinin derecesi kugciik oldugunda, spermatozoa kendini tamir edebilir
ayrica, oosit, hasar gormus DNA spermatozoa'sini da tamir edebilmektedir. Oosit
tamir mekanizmalarinin DNA hasarini onarmak icin yeterli olmadigi durumlarda,
embriyo gelismez ya da implantasyon basarisiz olabilir. Diger durumlarda, oosit, ilk
bolinmenin baslatiimasindan 6nce sperm DNA-iplik¢ik kiriklarini - basariyla
onarabilir ve bdylece normal embriyo olusur. Yapisal kromozomal sapmalarin%
80'inin insanlarda erkek kokenli oldugu bildirilmistir. Sperm 6rneklerinin yiksek
hasar gormis DNA igeren infertilite vakalarinda, dollenme oranlarini, embriyo
bolinmesini ve Kkalitesini dusurdigu bildirilmistir. 'Y kromozomundaki DNA

hasarlarina ve gen delesyonuna neden olabilir (Agarwal ve ark 2014).

1.9. Oksidatif Stres ve Apopitoz

Apopitoz, bir dizi morfolojik ve biyokimyasal degisiklikle karakterize edilen
doku hasarina karsi inflamatuar olmayan bir cevaptir. Anormal spermatozoa’nin
ortadan kaldirilmasina yardimci olur ve bdylece Sertoli hiicrelerinin kapasitesini

korur.

Yiksek ROS seviyeleri i¢c ve dis mitokondriyal membranlari bozarak
kaspazlari aktive eden ve apopitozu indikleyen mitokondriden sitokrom-c
proteininin salinmasina yol acar. Hiicre kilturlerinde H,O,'nin apopitozu indukledigi
bulgusuna dayanarak, apopitoz icin ROS’a bagh bir yol onerilmistir. Spermdeki
apopitoz, hucre yizey proteini Fas't (Fas, timor nekroz faktori (TNF) reseptor
ailesinin bir dyesi) iceren ROS’dan bagimsiz yollarla bagslatilabilir (Maneesh ve
Jayalekshmi 2006).

Mitokondrinin ROS’a karsi maruz kalmasi, DNA parcalanmasina yol agan
apopitozu tetikleyen faktorin (Apaf-1) salinmasina neden olur. ROS ile artmis sperm
hasari, sitokrom c, kaspaz 9 ve 3 arasinda, pozitif bir korelasyon bulunmustur
(Makker ve ark 2009).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Ornek toplama

Semen 6rneklerinin toplanmasi islemi igin Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tip Bebek Merkezi Klinigi’ne ve Saglik Bilimleri Universitesi Konya
Egitim Arastirma Hastanesi TUp Bebek Merkezi Klinigi’ne infertilite sikayeti ile
gelen, spermiogram testi yapilan, sigara ve alkol kullanmayan, operasyon
gecirmeyen, kemoterapi, radyoterapi gibi bir tedavi almayan, sperm parametrelerini
degistirdigi bilinen baska bir neden olmaksizin, Diinya Saghk Orgitii (WHO) VKIi
kriterlerine gore obez sinifina giren 20 birey ile, normal kilolu sinifina giren 20
(kontrol grubu) birey, calismaya katilmayr génulli olarak kabul eden, 25-40 yas

araliginda bulunan erkek bireyler arasindan secilmistir.

Azospermik bireyler mikroskobik inceleme ile tespit edildikten sonra ¢alisma

disinda tutulmustur.

2.2. Semen Analizi

Ornekler steril kaplara, 3-5 gunliik cinsel perhiz siresi ardindan
mastlrbasyon yolu ile alinmistir. Semen 6rnekleri numune kabina alinarak ilk bes
dakika icerisinde, likefaksiyon islemi icin, oda sicakhginda veya inkibatorde (37°C)
30-60 dakika bekletilmistir.

Semen oOrnekleri likefiye olduktan sonra; renk, koku, goriiniim, vizkosite ve
likefaksiyon suresi, hacmi ve pH degerleri kaydedildi, ardindan 100X biyltme ile

mikroskobik analizi yapildi.

WHO standartlarina gore obez ve normal kilolu bireyler ayrildi, her bir semen
ornegi icin, Makler Chamber kullanilarak, 20X objektifte faz kontrast
mikroskobunda (Olympus, CX31), ¢ farkh kare sayilip, ortalamasi alinarak

konsantrasyon belirlendi ve motilite yéninden degerlendirildi.
Motilite degerlendirilmesi i¢ gruba ayrilarak yapildi;

ileri hareket (progresif motilite; PR): hizdan ba§imsiz olarak dogrusal veya
genis bir cevrede aktif sperm hareketleri.
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Yerinde hareket (nonprogresif motilite; NP): ilerlemenin yoklugu, yani kiiguk
dairelerde ylizme, basi zorla yerinden oynatan kamgisal kuyruk hareketi veya sadece

kuyrugun kamci hareketi gbzlemlenebilir.
Hareketsizlik (immotilite; IM): hareketin olmamasi.

Eozin-Y kullanarak sperm canliligi (vitalite) testi yapildi, likefiye olan
Ornekten ve eozin-Y’den lam (zerine damlatilip, Uzeri lamelle kapatildiktan sonra,
faz kontrast mikroskobunda (Olympus, CX31), en az 200 sperm hicresi, 40X
objektif altinda bes farkli bdlgede sayilip ortalamalari alindi ve plazma membran

bitunliguni muhafaza eden canli hiicrelerin orani hesaplandi.

Normal sperm morfoloji degerlendirilmesi yapildi, sperm, ¢ekirdegini kirmizi
renkte, akrozom, boyun ve kuyrugu ise yesil renkte boyayan spermac™ boyalari ile
boyanip, WHO kriterlerine gore spermin morfolojik 6zellikleri incelenerek analizi

yapildi.

Morfolojik agidan anormal spermatozoanin birden fazla defekti bulunabilir;
bas, orta parca veya ana parca defektleri veya bu defektlerin kombinasyonlari
olabilir. Ozellikle insan spermatogenezindeki hasarin derecesini inceleyen
calismalarda, morfolojik anormalliklerin insidansinin  ayrintih  bir  sekilde
degerlendirilmesi, morfolojik olarak normal spermlerin ylizdesinin basit olarak
degerlendirilmesinden daha yararli olabilir. Coklu anomali hesaplamasi (TZI)
morfolojik olarak normal ve bas, orta parca ve ana parca defektleri olan spermleri
gosterir yani degerlendirilen sperm basina anormalliklerin ortalama sayisini verir.

TZI hesaplamasi;

bas defekti+boyun defekti+kuyruk defekti
toplam defektli sperm sayisi

TZI = ile elde edilir.

Semen analizi sonrasl, apopitozis ve oksidatif DNA hasari yoénunden
degerlendirme icin, her bireyden (20 erkek obez birey, 20 erkek normal kilolu birey),
semen Ornegi dorder adet lam Uzerine 15 pl kadar damlatilip yayma islemi yapilarak

hazirlandi.
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Sperm apopitozunu degerlendirmek icin kaspaz 3 8 9 testi ve oksidatif DNA
hasarini belirlemek igin, 6zgin, yan Grln olan 8 OHdG (8-hidroksideoksi guanozin)

testi yapildi.

2.3. Sperm Apopitozunun Kaspaz 9-8-3 Yontemi ile Degerlendirilmesi

Apopitoz yollarina 6énemli noktalarda bulunmakta olan bagslatici kaspazlardan
8 ve 9 ile effektor kaspazlardan olan apopitozu indikleyen kaspaz 3’e
immunhistokimyasal boyama yontemi kullanilarak bakilmistir. Bu islem icin
oncelikle her hastadan tger lam yayma preparat hazirlandi ve kurumaya birakildi.
Absolu metanol ile 15 dakika fiksasyon yapilip, PBS (P4417-100TAB Sigma) ile
2x5 dakika yikandi. Hicrelerin gecirgen hale gelmesi icin, %21’lik triton X100 (sc-
29112 Santa Cruz Biotecnology) ile 10 dakika muamele edildi ve 2x5 dakika PBS ile
yikandi. Kaspaz 3-8-9 kit protokoli basamaklari uygulandi.

Primer antikor olarak Anti-Kaspaz 3 antikoru (ab13847), Anti-Kaspaz 8
antikoru (ab25901), kaspaz 9 antikoru (Santa Cruz sc-56076) kullanildi.

Histostain-Plus IHC Kit, DAB, broad spectrum (Invitrogen, 859643)
imminohistokimya boyamada kullanildi.

Kaspaz 9 protokolline gore; fiksasyon isleminden sonra blok solusyon ile 15

dakika muamele edildi.

Blok soliisyon icin; PBS (P4417-100TAB Sigma), goot serum (ab7481), BSA
(Sigma A9418-50G), Sodyum Azid (cat no 26628-22-8), triton X100 (sc-29112
Santa Cruz Biotecnology) kullanildi.

Nikleus boyanmasi ve canli hiicrelerin belli olmasi ign mayer hematoksilen

(MHS1 SIGMA) ile boyamasi yapilip, entellan kapatma medyumu ile kapatiimistir.

Tim 6rnekler, 100X blyltmede 15tk mikroskobunda (Zeiss Axio Imager Al)
bes farkli bolgede 200 sperm sayilip, ortalamasi alinarak, apopitotik indeks yuzdesi

belirlenmistir.
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2.4. Sperm Oksidatif DNA Hasarinin 8-OhdG Ydntemi ile Belirlenmesi

8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif DNA hasarinin miktarini
belirlemek icin  isaretleyiciler olarak yaygin olarak  kullanildigindan,

spermatozoadaki 8-OHdG oranlarina immunhistokimyasal boyama ile bakildi.

Bu islem icin Oncelikle Her hastadan lam (zerine yayma preparat hazirlandi
ve kurumaya birakildi. Absolu metanol ile 15 dakika fiksasyon yapilip, PBS (P4417-
100TAB Sigma) ile 2x5 dakika yikandi. Hucrelerin gecirgen hale gelmesi icin,
%72 lik triton X100 (sc-29112 Santa Cruz Biotecnology) ile 10 dakika muamele
edildi ve 2x5 dakika PBS ile yikandi. 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) kit
protokoli uygulandi.

Primer antikor olarak anti-8-Hidroksi Deoksiguanozin (8-OHdG)

Endojen nikleazlari uzaklastirmak ve DNA’ya ulasmak igin proteinaz K
(IHC Select Proteinase K Millipore Lot2328325 cat no 21627 USA) kullanildi. 500pl
proteinaz K ve 5 ml PBS hazirlanarak olusturulan stok soliisyonunda 37°C’de 40 dk

ornekler bekletildi.

Histostain-Plus IHC Kit, DAB, broad spectrum (Invitrogen, 859643)
immunohistokimya boyamada kullanildi.

Nikleus boyanmasi ve canli hicrelerin belli olmasi i¢cin mayer hematoksilen

(MHS1 SIGMA) ile boyamasi yapilip, kapatma medyumu entellan ile kapatiimistir.

Tim 6rnekler, 100X blyltmede 1sik mikroskobunda (Zeiss Axio Imager Al)
bes farkli bolgede 200 sperm sayilip, ortalamasi alinarak, apopitotik indeks yuzdesi

belirlenmistir.

2.5. istatiksel Yontem
Bu calismada elde edilen veriler SPSS 21.0 paket programi ile

degerlendirilmistir.

Gruplar arasinda puanlarinin normalligi incelenirken n<30 ise Shapiro-Wilk
testi uygulanmistir. p<0,05 ise gruplar arasinda degerlerin normal dagilim
gostermedigi, p>0.05 olmasi durumunda ise gruplar arasinda degerlerin normal

dagilim gosterdigi belirtilmistir.
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Normallik testi sonucunda; normal ve obez birey gruplari arasinda farklilik
incelenirken normal dagilan degiskenlerde bagimsiz 6rneklem (Independent
Samples) t testi, normal dagilmayan degiskenlerde ise Mann Whitney U testi
kullanilmistir. Gruplar arasi farkhilik incelenirken; anlamlilik seviyesi olarak: 0,05
kullaniimis olup; p<0,05 olmasi durumunda gruplar arasi anlamli farklihgin oldugu,
p>0,05 olmasi durumunda ise gruplar arasi anlamh farkliligin olmadigi seklinde

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

20 obez ve 20 kontrol (normal kilolu) gruplarindan toplanan 6rneklerin
likefakasyonu sonrasi semen ornekleri her birey icin dorder adet olacak sekilde
lamlara yayilmistir. Oncelikle renk, koku, goriinim, vizkosite ve likefaksiyon siiresi,
hacmi ve pH, konsantrasyon, motilite degerleri kaydedilmistir, sonrasinda normal
sperm morfolojisi, teratozoospermi indeksi, kaspaz 3-8-9 ve 8 OHdG incelemesi

yapihip sonuclar asagidaki gibi bulunmustur.

3.1. Sperm Konsantrasyonu

Kontrol ve obez birey gruplari arasinda sperm konsantrasyonu degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorilmektedir (p<0,05).
Sperm konsantrasyonu degerleri kontrol grubunda obez bireylere gore anlamli
derecede daha yilksektir (Cizelge 3.1.) (Sekil 3.1.)

Cizelge 3.1. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U Testine gore;
ortalamalari, en az ve en c¢ok deQerleri, standart sapmalari hesaplanarak, sperm
konsantrasyonu yoninden bireyler arasinda istatiksel olarak anlamlilik (p< 0,05)
bulunmustur.

Sperm Konsantrasyonu Mann Whitney U Testi
n | Ortalama | Ortanca irz] c_;Eonk SS | Rank U p
Kontrol | 20 75,55 68 30 130 | 31,48 | 24,70
Grup | Obez 20 51,7 43 10 100 | 31,00 | 16,30
Toplam | 40 63,625 60 10 130 | 33,11 116,0 | 0,023*
*p<0,05
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Sekil 3.1. Obez ve kontrol gruplari arasinda milyon sperm/ml ortalamasi hesaplanip,
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gérilmektedir (p<0,05).

3.2. Motilite

Kontrol ve obez birey gruplari arasinda Motilite degerleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorulmektedir (p<0,05). Motilite

degerleri kontrol grubunda obez bireylere gore anlamli derecede daha yiksektir

(Cizelge 3.2.) (Sekil 3.2)

Cizelge 3.2. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U Testine gore;
ortalamalari, en az ve en ¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak, motilite
yonunden bireyler arasinda istatiksel olarak anlamlilik (p< 0,05) bulunmustur.

Motilite Mann Whl-tney U
Testi
n | Ortalama|Ortanca| =" En SS | Rank U p
Az cok
Kontrol | 20 75,8 77,0 60,0 | 87,0 7,6 | 24,95
Grup Obez 20 65,0 68,0 240 | 87,0 | 16,4 | 16,05
Toplam | 40 70,4 72,0 24,0 | 87,0 | 13,8 111,0 | 0,016*
*p<0,05

52



Motilite

90
80 T
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20
10 -

® Normal

Obez

Ortalama % Motilite

Birey

Sekil 3.2. Obez ve kontrol gruplari arasinda yiizde motilite ortalamasi hesaplanip,
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorulmektedir (p<0,05).

3.3. Normal Sperm Morfolojisi

Kontrol ve obez birey gruplari arasinda sperm morfolojisi degerleri acisindan
istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik goriilmektedir (p<0,05). Normal sperm
morfolojisi yuzdesi obez bireylerde kontrol grubuna gore anlamli derecede daha
dustktur. (Cizelge 3.3.) (Sekil 3. 3.)

Cizelge 3.3. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Independent Sample t testie
gore; ortalamalari, en az ve en ¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak, normal
sperm morfoloji ylizdesi yoniinden bireyler arasinda istatiksel olarak anlamlilik (p<
0,05) bulunmustur.

Sperm Morfolojisi Independent
Sample t Test
n Ortalama | Ortanca | En Az | En ¢ok SS t p
Kontrol 20 2,6 3,0 1,0 4,0 0,8
Grup |Obez 20 1,7 2,0 1,0 4,0 0,8
Toplam| 40 2,2 2,0 1,0 4,0 09 |3658| 0,001*
*p<0,05
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Sekil 3.3. Obez ve kontrol gruplari arasinda normal sperm morfoloji yizde
ortalamasi hesaplanip, istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorilmektedir
(p<0,05).

3.4. Teratozoospermi indeksi

Normal ve kontrol gruplari arasinda Teratozoospermi indeksi degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorilmektedir (p<0,05).
Teratozoospermi indeksi degerleri obez bireylerde kontrol grubuna gore anlamli
derecede daha ylksektir (Cizelge 3.4.) (Sekil 3.4.)

Cizelge 3.4. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U testine gore;
ortalamalari, en az ve en c¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak,
teratozoospermi indeksi yonunden bireyler arasinda istatiksel olarak anlamlilik (p<
0,05) bulunmustur.

Teratozoospermi indeksi Mann Whitney U Testi
n | Ortalama | Ortanca i; ;nk SS | Rank U p
Kontrol | 20 1,24 1,24 1,16 | 1,32 | 0,04 | 14,10
Grup |Obez 20 1,30 1,31 1,19 | 1,46 | 0,06 | 26,90
Toplam | 40 1,27 1,27 | 1,16 | 1,46 | 0,06 72,0 |0,001*
*p<0,05
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Sekil 3.4. Obez ve kontrol gruplari arasinda yizde teratozoospermi indeksi
ortalamasi hesaplanip, istatistiksel olarak anlaml derecede farklilik gorilmektedir
(p<0,05).

3.5. Kaspaz 3

Kontrol ve obez gruplari arasinda apopitozis surecinin tamamlanmasinda
onemli rol oynayan, efektor kaspaz olan kaspaz 3 degerleri agisindan istatistiksel
olarak anlaml derecede farkhilik gorilmektedir (p<0,05). Kaspaz 3 degerleri obez
bireylerde kontrol grubuna gére anlamli derecede daha yuksektir (Cizelge 3.5.)
(Sekil 3.5.).

Anti-Kaspaz 3 antikoru ile yapilan boyama 1sik mikroskobu altinda
incelenmistir. 100X objektif blyutmede alinan gorintilerde goraldigu gibi
kahverengi boyanmanin oldugu sperm hicreleri kaspaz 3 aktivasyonun varhgini
gosterirken, yanlizca mayer hematoksilen ile boyanmis sperm hicrelerinde
apopitotik stirecin olmadigini géstermektedir (Sekil 3.6.).
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Cizelge 3.5. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U testine gore;
ortalamalari, en az ve en ¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak, Kaspaz 3
yonunden bireyler arasinda istatiksel olarak anlamlilik (p< 0,05) bulunmustur.

Kaspaz 3 Mann Whitney U Testi
En En
n | Ortalama | Ortanca | .. cok SS | Rank U p
Kontrol | 20 14,9 14,0 8,0 25,0 51 16,53
Grup |Obez 20 21,9 19,0 6,0 | 41,0 | 10,3 | 24,48
Toplam | 40 18,4 17,0 6,0 | 41,0 8,8 120,5 | 0,031*
*p<0,05
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Sekil 3.5. Obez ve kontrol gruplari arasinda yiizde ortalama Kaspaz 3 yuzdesi
hesaplanip, istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorilmektedir (p<0,05).
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Sekil 3.6. Kontrol (A) ve obez (B) bireylere ait immiinhistokimyasal yontem ile
boyanmis spermin 1sik mikroskop gorintisu. (*) kaspaz 3 aktivasyonu goriilen
sperm, (-) aktivasyon gorilmeyen sperm (6l¢ek cubugu= 10 pum).

3.6. Kaspaz 8

Kontrol ve obez gruplari arasinda apopitozis sirecinin baslamasinda 6nemli
rol oynayan, kaspaz 8 dederleri acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede
farkhhk gortlmektedir (p<0,05). Kaspaz 8 degerleri obez bireylerde kontrol grubuna
gore anlamli derecede daha yuksektir (Cizelge 3.6.) (Sekil 3.7.).

Anti-Kaspaz 8 antikoru ile yapilan boyama 1sik mikroskobu altinda
incelenmistir. 100X objektif blylitmede alinan goruntilerde goraldigu gibi
kahverengi boyanmanin oldugu sperm hicreleri kaspaz 8 aktivasyonun varhgini
gosterirken, yalnizca mayer hematoksilen ile boyanmis sperm hiicrelerinde
apopitotik stirecin olmadigini goéstermektedir (Sekil 3.8.).
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Cizelge 3.6. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U testine gore;
ortalamalari, en az ve en ¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak, Kaspaz 8
yonunden bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamlilik (p< 0,05) bulunmustur.

Kaspaz8 Mann Whl.tney U
Testi
n | Ortalama | Ortanca En En SS | Rank V)
Az cok an P
Kontrol 20 15,1 14,0 7,0 25,0 5,7 16,03
Grup Obez 20 23,1 22,5 8,0 44,0 | 10,5 | 24,98
Toplam | 40 19,1 17,5 70 | 440 | 93 110,5 | 0,015%*
*p<0,05
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Sekil 3.7. Obez ve kontrol gruplari arasinda ylzde ortalama Kaspaz 8 ytizdesi
hesaplanip, istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gorilmektedir (p<0,05).
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Sekil 3.8. Kontrol (A) ve obez (B) bireylere ait immunhistokimyalsal yontem ile
boyanmis spermin 1sik mikroskop goruntisi.(*) kaspaz 8 aktivasyonu gorilen
sperm, (-) aktivasyon gorilmeyen sperm (6lcek cubugu= 10 um).

3.7. Kaspaz 9

Kontrol ve obez birey gruplari arasinda apopitozis strecinin baslamasinda
onemli rol oynayan, baslatici kaspaz olan kaspaz 9 degerleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli derecede farklilik goérilmektedir (p<0,05). Kaspaz 9 degerleri obez
bireylerde kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yuksektir (Cizelge 3.7.)
(Sekil 3.9.).

Anti-Kaspaz 9 antikoru ile yapilan boyama 1sik mikroskobu altinda
incelenmistir. 100X objektif blyutmesinde alinan gorintilerde goraldugi gibi
kahverengi boyanmanin oldugu sperm hiicreleri kaspaz 9 aktivasyonun varhgini
gOsterirken, yalnizca mayer hematoksilen ile boyanmis sperm hicrelerinde

apopitotik stirecin olmadigini gostermektedir (Sekil 3.10.).
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Cizelge 3.7. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U testine

gore; ortalamalari, en az ve en ¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak, kaspaz

9 yonunden bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamlilik (p< 0,05) bulunmustur.

Birey

Kaspaz 9 Mann Whl_tney U
Testi
n | Ortalama | Ortanca En En SS | Rank ]
Az cok an P
Kontrol 20 15,3 14,5 7,0 28,0 5,4 15,43
Grup Obez 20 23,3 25,0 4,0 40,0 | 10,3 | 25,58
Toplam | 40 19,3 18,5 4,0 40,0 9,1 98,5 | 0,006*
*p<0,05
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Sekil 3.9. Obez ve kontrol gruplari arasinda yiizde ortalama Kaspaz 9 yuzdesi
hesaplanip, istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gérilmektedir (p<0,05).
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Sekil 3.10. Kontrol (A) ve obez (B) bireylere ait imminhistokimyalsal yéntem ile
boyanmis spermin 1sik mikroskop gorlntisu. (*) kaspaz 9 aktivasyonu gorilen
sperm, (-) aktivasyon gorilmeyen sperm (6lcek cubugu= 10 pum).

3.8. 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG)

Kontrol ve obez birey gruplari arasinda oksidatif stres icin biyolojik belirtec
olan, oksidatif DNA hasarina 6zgiin 8-OHdG degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli derecede farkhlik gorilmemektedir (p>0,05). istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte 8-OHdG degerleri obez bireylerde kontrol grubuna gére daha
yuksektir (Cizelge 3.8.) (Sekil 3.11.).

8-OHdG (8-hidroksideoksi guanozin) ile yapilan boyama isik mikroskobu
altinda incelenmistir. 100X objektif buyutmede alinan gorintilerde goéraldigu gibi
kahverengi boyanmanin oldugu sperm hicreleri 8-OHdG aktivasyonun varligini
gosterirken, yalnizca mayer hematoksilen ile boyanmis sperm hicrelerinde oksidatif
DNA hasarinin olmadigini géstermektedir (Sekil 3.12.).
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Cizelge 3.8. Obez ve kontrol birey gruplari arasinda, Mann Whitney U testine gore;
ortalamalari, en az ve en ¢ok degerleri, standart sapmalari hesaplanarak, 8-OHdG
yonunden bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
gortilmemektedir (p>0,05).

80hdG Mann Whitney U Testi
En En
n | Ortalama | Ortanca Az cok SS | Rank V) p
Kontrol | 20 15,0 14,5 5,0 26,0 6,0 17,03
Grup | Obez 20 21,3 21,5 4,0 38,0 | 10,7 | 23,98
Toplam| 40 18,2 17,0 4.0 38,0 9,1 130,5 | 0,060*
*p>0,05
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Sekil 3.11. Obez ve kontrol gruplari arasinda ortalama 8-OHdG yuzdesi hesaplanip,
8-OHdG yoniunden bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
gorilmemekle birlikte (p>0,05), 8-OHdG degerleri obez bireylerde kontrol grubuna
gore daha yuksektir.
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Sekil 3.12. Kontrol (A) ve obez (B) bireylere ait imminhistokimyalsal yéntem ile
boyanmis spermin 1sik mikroskop gorintisi. (*) 8-OHdAG aktivasyonu gorilen
sperm, (-) aktivasyon gorilmeyen sperm (6lgcek cubugu= 10 pum).
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4. TARTISMA

Yapilan calisma ile, WHO standartlarina gore obez sinifina giren bireyler ile
normal kiloya sahip bireylerden alinan semen 6rnekler; motilite, morfoloji, sperm
defekti (TZI), konsantrasyon, kaspaz 3, 8, 9 ve 8-OhdG parametreleri
degerlendirilmistir. ~ Yapilan  deQerlendirme  sonucunda obezitenin  sperm

parametrelerini, apopitozu ve DNA hasarini etkiledigi sonucuna ulagiimistir.

Yapilan ¢alismanin amaci; infertilite sikayeti ile gelen WHO Kkriterlerine gore
obez sinifina giren bireylerde, reaktif oksijen tirlerine bagh oksidatif stres ile artan
apopitoz, oksidatif DNA hasari ile sperm parametreleri arasinda iliski olup

olmadigini belirlemektir.

infertil ciftlerin kabaca Ugcte birini olusturan erkek infertilitesinin, birgok
nedeni vardir. Bazi vakalarin, kahtsal genetik kusurlardan kaynaklandig
dustinulmektedir.  Yapilan c¢ahismalar, dlnyada erkek obezitesinin (VKI>30
kg/m 2 olarak tanimlanmaktadir) yiikselmeye devam ettigini gostermektedir. Obezite
ile infertilite arasindaki Klinik arastirmalar, 6zellikle son yillarda yogun olarak

incelenmeye baslanmistir (Roth ve ark 2008).

Sperm parametreleri, WHO degerlerine gore obez erkeklerin, infertiliteye
sahip oldugu dusinilmektedir. Yapilan calismada 1 ve 4 hafta arayla yapilan
spermiogram testinde, sperm konsantrasyonunda, motilitede, morfolojide bir
degisiklik oldugu gorulmektedir. Bunlarin en odnemlileri, disik sperm
konsantrasyonu, zayif sperm motilitesi ve anormal sperm morfolojisi'dir. Kisirlik ile
daha az iliskili olan diger faktorler arasinda semen hacmi ve epididimal, prostatik ve
seminal vezikul fonksiyonunun diger seminal belirtecleri bulunur (Kumar ve Singh
2015).

Bildigi gibi, son yillarda erkeklerin Ureme fonksiyonlarinin ana
gostergelerinde 6nemli bir bozulma vardir. Erkek Ureme sistemini etkileyen
androlojik hastaliklarin ve sperm morfolojik bozukluklarinin sayisinin artmasi,
ureme cagindaki erkeklerdeki sperm Gretimini yariya indirdi. Bunun nedeni
muhtemelen tibbi bilgisizlik, kontrolsiiz ve uygun olmayan ila¢ kullanimi, metabolik
bozukluklar, vitamin ve mineral eksikligi, endustriyel Kirleticilerin etkisi gibi stres

faktorlerinin ardinda yatmaktadir, bagimhhklarin (alkolizm, sigara icimi ve
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uyusturucu badimhihgi) artmasi ile infertilite oranimin arttii gozlenmektedir
(Kolesnikova ve ark 2015).

Obezitenin sperm canlihgi Uzerindeki olumsuz etkileri igin birka¢ temel

mekanizma agiklanmaktadir;

Oncelikle, gereksiz yad dokusunda androjenlerin Ostrojenlere asiri
donustirilmesi  cinsel hormonal dengesizlige neden olmakta ve sonucta

hipogonadizm ile sonuclanmaktadir.

ikinci olarak, ya§ dokusu tarafindan (retilen adipokinler erkek ireme
sisteminde siddetli iltihaplanma ve oksidatif stres olusturarak dogrudan testis ve

epididimal dokulari zayiflatmaktadir.

Uclinciisti, artmis skrotal adipozite gonadal sicakligin yiikselmesine yol
acarak surekli spermatogenezi baskilamaktadir. Isinin zararl etkisi azaltilmis sperm
motilitesi, artmis sperm DNA pargalanmasi ve artmis sperm oksidatif stres ile
iliskilidir

Bu nedenle, obezite epididimdeki testikiler spermatogenezis, spermiyogenez
icin hayati 6nem tasiyan sistemik durumu degistirir. Sperm motilitesi, anormal sperm
morfolojisi, akrozom reaksiyonu, membran lipit kompozisyonundaki degisiklikler
ve DNA hasarindaki artislar gibi sperm kalitesinde disls gosterir (Liu ve Ding
2017).

Danimarka'da yapilan calismada infertilite oraninin, obez erkek partnerin,
normal agirlikta olan erkek partnerlerine gore 1.49 kati daha yuksek oldugu
gorulmustir (Ramlau-Hansen ve ark 2007).

72 cift (izerinde yapilan bir calismanin ardindan, 30 kg / m®den yiiksek
VKI’ye sahip erkek bireylerde infertilite riskinin yaklasik 3 kat arttirdigini
bulmustur. Semen kalitesi parametreleri ile viicut kitle indeksi arasinda, anlamli bir

korelasyon vardir (Magnusdottir ve ark 2005).

Klinik arastirmalarda obezite ve erkek inertilesi cok arastirilsa da bu konuda
deneysel calismalar azdir. Fare ile yapilan deneyde obez farelerin sperm motilitesinin

obez olmayanlara gore kott oldugu goérulmistir (Ghanayem ve ark 2010).
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Bircok calisma VKideki artis ile testosteron diizeyinde diisiis arasinda
dogrudan bir korelasyon oldugunu gostermektedir (Aggerholm ve ark 2008).Diger
calismalar, testosteron dizeyindeki bu dusisi, infertilite oranlarinin yiikselmesi
ile iliskilendirildi (Sallmen ve ark 2006). Baska bir calismada, artmis VKI ile
azaltilmis sperm konsantrasyonlari, sperm hareketliligi ve dogurganlik oranlar
arasinda bir iliski oldugu bulundu (Nguyen ve ark 2007).

Baska yapilan bir calisma ise, VKi’nin seminal kaliteyi olumsuz etkiledigi

fakat motilite ile arasinda negatif bir iliski oldugu gortlmastar (Martini ve ark 2010).

Birgcok vyazar igin, vicut Kkitle indeksinden (VKI=30kg/m?) sperm
hareketliliginin etkilenmis oldugunu dustndirmektedir. Obezite ile sperm kalitesini
(hacim, konsantrasyon, toplam sperm sayisi ve motilitesi) inceleyen bir calismada
Sperm sayisinin, motilitesinin, konsantrasyonunun obez bireylerde disiuk oldugu
gorulmustir (Aggerholm ve ark 2008). Fakat 349 erkekten olusan baska bir
calismada, viicut kitle indeksi ile toplam sperm sayisi arasinda anlaml bir iliski
bulunamamistir. Bu nedenle, bazi ¢alismalarda bildirilen viicut kitle indeksi ve sperm

sayisi arasindaki iliski dogrulanmamistir (Nicopoulou ve ark 2009).

Bununla birlikte, Jensen’in ¢alismasinda 1.558 gonulli vakasi incelenmis ve
vicut Kitle indeksi yuksek olanlarin, sperm konsantrasyonu ve sayisi normal kiloya
sahip kisilerden dlsik bulunmustur. Buna karsin semen hacmi ve hareketli
spermatozoa yizdesi VKI'dan etkilenmedi (Jensen ve ark 2004). Yapilan bu
calismalara gore, bircok calisma erkek obezitesi ile infertilete arasinda iliski

oldugunu gostermektedir.

Obez erkeklerde, total testosteron dizeyleri disiktir. Yapilan calismada
erkek obezitesinin dislk testosteron seviyeleri ile iliskili oldugunu gorilmastur
(Hammoud ve ark 2009).

Obez erkeklerde ostradiol seviyelerin fazla oldugu gorulmistir. Vicut
agirhgmin testosteron ve oOstradiol seviyelerine etkisini arastiran bir calismada
normal kilolu bireyler ile obez bireyler karsilastirilmistir. Ostrojen fazlahiginin,
gonadotropin  salinim  hormonu  (GnRH)  sistemini  etkileyerek  sperm

konsantrasyonunu ve motiliteyi dustrdigind bulmuslardir (Fejes ve ark 2006).
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DNA hasari ile ilgili ¢alismalarda obeziteyle birlikte arttigi gortlmustur
(Pacey 2010). Yine baska bir calisma artan vucut kitle indeksiyle beraber DNA
hasarinin arttigini ve sperm motilitesinin azaldigini géstermislerdir. Obezitenin kot
gecirilmis bir spermatogenez buna bagli olarak gelisen azalmis sperm sayisi ve

motilite ile ilskili olacagr soylenmistir (Sallmen ve ark 2006).

Obezitenin infertilite acisindan DNA butunligine olan potansiyel etkisini
degerlendirmek onemlidir. Farkh teknikler kullanilarak yapilan calismalarda farkli
sonuclar iceren arastirmalar yayinlanmistir. Obez hastalarda, sperm kromatin yapi
testi (SCSA) ile belirlenen, sperm DNA parcalanma oraninin VKI ile orantili artmis
oldugu bildirmistir (Kort ve ark 2006). Flow sitometri kullanilarak yapilan baska
calismada, obezlerde daha ylksek sperm DNA hasari oldugu gorilmustir (La
Vignera ve ark 2012).

Ancak bazi arastirmacilarin yaptigi calismalarda obezite ile DNA hasari
arasinda anlamh bir iliski bulunamamuistir. Yapilan calismada 81 kisiye ulasiimis ve
TUNEL testi ile DNA hasari belirlenmistir (Tunc ve ark 2011). Baska bir ¢calismada
da flow sitometri kullanilarak DNA hasari degerlendirilmistir (Hammiche ve ark
2011).

Yapilan bazi arastirmalar, obezitenin oksidatif stresi arttirdigini
gostermislerdir. Yapilan bir fare deneyinde obez ve normal kilolu bireyler ile
calismis, sperm motilitesi, konsantrasyon, hicre ici reaktif oksijen tiri (ROS)
uretimi ve sperm DNA hasari 6lgulmustir. Obez grubunda hareketli sperm oraninin
kontrollere kiyasla azaldii, intraselliler ROS, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
obez fare grubunda yikseldigi ve sperm DNA hasarinin obez fare grubunda kontrol
grubuna kiyasla artmistir Bu rapor, obezitenin, oksidatif stres ve sperm DNA
hasarina neden olabilecegine dair kanitlar sunmaktadir. Oksidatif stres sonucunda
spermde DNA hasari zayif Greme sonuclarina baglandigindan bu 6nemlidir (Bakos
ve ark 2011).

Yaptijimiz calismada artan VKIi ile oksidatif DNA hasari, apopitoz, sperm
konsantrasyonu, motilite, normal sperm morfolojisi ve teratozoospermi indeksi
parametrelerini inceledik ve Kkarsilastirmalarini yaptik. Cikan sonug, WHO
standartlarina gore obez kabul edilen bireylerde sperm konsantrasyonu, motilite ve

67



normal sperm morfolojisinin daha az oldugunu, DNA hasarinin ve apopitozun fazla

oldugunu gosterdik. Sonuclarimiz, ¢cogu literatir ile uyum gostermistir.

Calismamiz 40 birey ile yapilmis olup érneklem gruplarimiz 20’ser kisiden
olusmaktadir. Tim parametreler icin anlamli sonuclar elde etmek adina birey
sayisinin arttiritimasi ve daha saglikli sonuclar elde etmek adina ileriki calismalarda
daha fazla birey sayisiyla ¢alisma yapmak ilk hedefimiz arasinda yer almaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz calismada obezitenin sperm parametreleri Uzerindeki etkilerini,
ROS’a ve oksidatif strese bagll apopitozis ve DNA hasarini degerlendirdik. Bunun
icin infertilite sikayeti ile gelen WHO standartlarina gore obez sinifina giren 20
erkek birey ile normal kiloya sahip 20 erkek bireyin semen 6rnekleri kullaniimistir.
Iki grup arasinda Karsilastirmali sperm konsantrasyonlari, motilite, normal
morfolojiye sahip sperm sayilari, teratozoospermi indeksi, oksidatif DNA hasari ve

apopitozis analizleri yapilmistir.

iki grup icin, elde edilen sonuclar cogu literatiir gibi obez bireylerde
apopitozun, teratozoospermi indeksi degerlerinin istatistiksel olarak anlamli olmakla
(p>0,05) birlikte yiiksek oldugu, oksidatif DNA hasarinin istatistiksel olarak anlamli
olmamakla (p<0,05) birlikte ylksek oldugu, sperm konsantrasyonu, normal sperm
morfolojisi ve motilite degerlerinin istatistiksel olarak anlamli olmakla (p>0,05)

birlikte dustik oldugu bulunmustur.

Bu da son yillarda artan infertilite oranlarinin, ¢agimizin epidemisi kabul
edilen obezite ile iliskili olabilecegi yonundeki kuskulari kuvvetlendirmektedir. Tabii
ki bu savin daha da kuvvetlendirilmesi icin daha ¢ok ve farkli calismalara ihtiyac
vardir. Bu tirden ¢alismalarin daha yiksek érneklem gruplariyla tekrar edilmesinde

de fayda vardir.

69



KAYNAKLAR

Agarwal A, Said TM, 2003. Role of sperm chromatin abnormalities and DNA
damage in male infertility. Human Reproduction Update, 9, 4, 331-45.
Agarwal A, Said TM, 2005. Oxidative stress, DNA damage and apoptosis in male

infertility: a clinical approach. BJU international, 95, 4, 503-7.

Agarwal A, Virk G, Ong C, du Plessis SS, 2014. Effect of Oxidative Stress on Male
Reproduction. The World Journal of Men’s Health, 32, 1, 1-17.

Aggerholm AS, Thulstrup AM, Toft G, Ramlau-Hansen CH, Bonde JP, 2008. Is
overweight a risk factor for reduced semen quality and altered serum sex
hormone profile? Fertil Steril, 90, 3, 619-26.

Aitken RJ, Baker MA, 2013. Causes and consequences of apoptosis in spermatozoa;
contributions to infertility and impacts on development. The International
Journal of Developmental Biology, 57, 2-4, 265-72.

Aitken RJ, Buckingham DW, West KM, 1992. Reactive oxygen species and human
spermatozoa: analysis of the cellular mechanisms involved in luminol- and
lucigenin-dependent chemiluminescence. Journal of Cellular Physiology,
151, 3, 466-77.

Alberts B JA, Lewis J, et al. , 2002. Molecular Biology of the Cell. 4th edition.

Bakos HW, Mitchell M, Setchell BP, Lane M, 2011. The effect of paternal diet-
induced obesity on sperm function and fertilization in a mouse model.
International Journal of Andrology, 34, 5 Pt 1, 402-10.

Balen AH, 2014. Infertility in Practice, Fourth Edition, Taylor & Francis, p.

Bjorndahl L, Soderlund I, Kvist U, 2003. Evaluation of the one—step eosin—nigrosin
staining technique for human sperm vitality assessment. Human
Reproduction, 18, 4, 813-6.

Brooks NL, 2005. Apoptotic markers in ejaculated human spermatozoa, University
of the Western Cape.

Cocuzza M, Sikka SC, Athayde KS, Agarwal A, 2007. Clinical relevance of
oxidative stress and sperm chromatin damage in male infertility: an evidence
based analysis. International Braz J Urol : Official Journal of the Brazilian
Society of Urology, 33, 5, 603-21.

Cohen GM, 1997. Caspases: the executioners of apoptosis. The Biochemical Journal,
326 (Pt 1), 1-16.

Cohen JJ, 1993. Programmed cell death and apoptosis in lymphocyte development
and function. Chest, 103, 2 Suppl, 99s-101s.

de Kretser DM, Loveland KL, Meinhardt A, Simorangkir D, Wreford N, 1998.
Spermatogenesis. Human reproduction (Oxford, England), 13 Suppl 1, 1-8.

Du Plessis SS, Cabler S, McAlister DA, Sabanegh E, Agarwal A, 2010. The effect of
obesity on sperm disorders and male infertility. Nat Rev Urol, 7, 3, 153-61.

El-Melegy NT, Ali M-EM, 2011. Apoptotic markers in semen of infertile men:
association with cigarette smoking. International Braz J Urol, 37, 495-506.

Eliasson R, 2010. Semen analysis with regard to sperm number, sperm morphology
and functional aspects. Asian Journal of Andrology, 12, 1, 26-32.

Elmore S, 2007. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic
Pathology, 35, 4, 495-516.

Fejes I, Koloszar S, Zavaczki Z, Daru J, Szollosi J, Pal A, 2006. Effect of body
weight on testosterone/estradiol ratio in oligozoospermic patients. Archives
of Andrology, 52, 2, 97-102.

70



Franken DR, Oehninger S, 2012. Semen analysis and sperm function testing. Asian
Journal of Andrology, 14, 1, 6-13.

Gartner LP, Hiatt JL, 2007. Color Textbook of Histology, Saunders/Elsevier.

Ghanayem BI, Bai R, Kissling GE, Travlos G, Hoffler U, 2010. Diet-induced obesity
in male mice is associated with reduced fertility and potentiation of
acrylamide-induced reproductive toxicity. Biology of Reproduction, 82, 1,
96-104.

Hall JE, 2015. Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology, Elsevier.

Hammiche F, Laven JS, Boxmeer JC, Dohle GR, Steegers EA, Steegers-Theunissen
RP, 2011. Sperm quality decline among men below 60 years of age
undergoing IVF or ICSI treatment. Journal of Andrology, 32, 1, 70-6.

Hammoud A, Gibson M, Hunt SC, Adams TD, Carrell DT, Kolotkin RL, Meikle
AW, 2009. Effect of Roux-en-Y gastric bypass surgery on the sex steroids
and quality of life in obese men. The Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, 94, 4, 1329-32.

Hammoud AO, Gibson M, Peterson CM, Meikle AW, Carrell DT, 2008. Impact of
male obesity on infertility: a critical review of the current literature. Fertility
and Sterility, 90, 4, 897-904.

Handelsman DJ, Swerdloff RS, 1985. Male gonadal dysfunction. Clinics in
endocrinology and metabolism, 14, 1, 89-124.

Hofny ER, Ali ME, Abdel-Hafez HZ, Kamal Eel D, Mohamed EE, Abd EI-Azeem
HG, Mostafa T, 2010. Semen parameters and hormonal profile in obese
fertile and infertile males. Fertil Steril, 94, 2, 581-4.

Igney FH, Krammer PH, 2002. Death and anti-death: tumour resistance to apoptosis.
Nature reviews. Cancer, 2, 4, 277-88.

Imawati Budihardjo, Holt Oliver, Michael Lutter, Xu Luo a, Wang X, 1999.
Biochemical Pathways of Caspase Activation During Apoptosis. Annual
Review of Cell and Developmental Biology, 15, 1, 269-90.

Jarow JP, Kirkland J, Koritnik DR, Cefalu WT, 1993. Effect of obesity and fertility
status on sex steroid levels in men. Urology, 42, 2, 171-4.

Jensen TK, Andersson AM, Jorgensen N, Andersen AG, Carlsen E, Petersen JH,
Skakkebaek NE, 2004. Body mass index in relation to semen quality and
reproductive hormones among 1,558 Danish men. Fertil Steril, 82, 4, 863-70.

Jeyendran RS, 2003. Sperm Collection and Processing Methods: A Practical Guide,
Cambridge University Press.

Joza N, Susin SA, Daugas E, Stanford WL, Cho SK, Li CY, Sasaki T, Elia AJ,
Cheng HY, Ravagnan L, Ferri KF, Zamzami N, Wakeham A, Hakem R,
Yoshida H, Kong YY, Mak TW, Zuniga-Pflucker JC, Kroemer G, Penninger
JM, 2001. Essential role of the mitochondrial apoptosis-inducing factor in
programmed cell death. Nature, 410, 6828, 549-54.

Kahn BE, Brannigan RE, 2017. Obesity and male infertility. Current Opinion in
Urology, 27, 5, 441-5.

Katib A, 2015. Mechanisms linking obesity to male infertility. Central European
Journal of Urology, 68, 1, 79-85.

Kerr JB, Millar M, Maddocks S, Sharpe RM, 1993. Stage-dependent changes in
spermatogenesis and Sertoli cells in relation to the onset of spermatogenic
failure following withdrawal of testosterone. The Anatomical Record, 235, 4,
547-59.

71



Kolesnikova LI, Kolesnikov SlI, Kurashova NA, Bairova TA, 2015. [Causes and
Factors of Male Infertility]. Vestnik Rossiiskoi Akademii Meditsinskikh
Nauk, 5, 579-84.

Kort HI, Massey JB, Elsner CW, Mitchell-Leef D, Shapiro DB, Witt MA,
Roudebush WE, 2006. Impact of body mass index values on sperm quantity
and quality. Journal of Andrology, 27, 3, 450-2.

Kumar N, Singh AK, 2015. Trends of male factor infertility, an important cause of
infertility: A review of literature. Journal of Human Reproductive Sciences,
8, 4, 191-6.

La Vignera S, Condorelli RA, Vicari E, Calogero AE, 2012. Negative effect of
increased body weight on sperm conventional and nonconventional flow
cytometric sperm parameters. Journal of Andrology, 33, 1, 53-8.

Li H, Zhu H, Xu C-j, Yuan J, 1998. Cleavage of BID by Caspase 8 Mediates the
Mitochondrial Damage in the Fas Pathway of Apoptosis. Cell, 94, 4, 491-
501.

Liu Y, Ding Z, 2017. Obesity, a serious etiologic factor for male subfertility in
modern society. Reproduction (Cambridge, England).

Locksley RM, Killeen N, Lenardo MJ, 2001. The TNF and TNF receptor
superfamilies: integrating mammalian biology. Cell, 104, 4, 487-501.
Magnusdottir EV, Thorsteinsson T, Thorsteinsdottir S, Heimisdottir M, Olafsdottir
K, 2005. Persistent organochlorines, sedentary occupation, obesity and
human male subfertility. Human Reproduction (Oxford, England), 20, 1, 208-

15.

Makker K, Agarwal A, Sharma R, 2009. Oxidative stress & male infertility. The
Indian Journal of Medical Research, 129, 4, 357-67.

Maneesh M, Jayalekshmi H, 2006. Role of reactive oxygen species and antioxidants
on pathophysiology of male reproduction. Indian Journal of Clinical
Biochemistry : 1JCB, 21, 2, 80-9.

Martini AC, Tissera A, Estofan D, Molina RI, Mangeaud A, de Cuneo MF, Ruiz RD,
2010. Overweight and seminal quality: a study of 794 patients. Fertil Steril,
94, 5, 1739-43.

Martinon F, Tschopp J, Inflammatory Caspases. Cell, 117, 5, 561-74.

SemenAnalysis, 2014.https://www.andrologyaustralia.org/wp-
content/uploads/Factsheet_SemenAnalysis.pdf.

McPherson NO, Lane M, 2015. Male obesity and subfertility, is it really about
increased adiposity? Asian Journal of Andrology, 17, 3, 450-8.

Brooks NL 2005. . Apoptotic markers in ejaculated human spermatozoa, University
of the Western Cape.

Nguyen RH, Wilcox AJ, Skjaerven R, Baird DD, 2007. Men’s body mass index and
infertility. Human Reproduction (Oxford, England), 22, 9, 2488-93.

Nicopoulou SC, Alexiou M, Michalakis K, llias I, Venaki E, Koukkou E, Mitios G,
Billa E, Adamopoulos DA, 2009. Body mass index vis-a-vis total sperm
count in attendees of a single andrology clinic. Fertil Steril, 92, 3, 1016-7.

Obesityandoverweight,2016. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/.

Pacey AA, 2010. Environmental and lifestyle factors associated with sperm DNA
damage. Human Fertility (Cambridge, England), 13, 4, 189-93.

Palmer NO, Bakos HW, Fullston T, Lane M, 2012. Impact of obesity on male
fertility, sperm function and molecular composition. Spermatogenesis, 2, 4,
253-63.

72



Ramlau-Hansen CH, Thulstrup AM, Nohr EA, Bonde JP, Sorensen TI, Olsen J,
2007. Subfecundity in overweight and obese couples. Human Reproduction
(Oxford, England), 22, 6, 1634-7.

Rogalinska M, 2002. Alterations in cell nuclei during apoptosis. Cellular &
Molecular Biology Letters, 7, 4, 995-1018.

Rogers K, 2010. The Reproductive System, Britannica Educational Pub.

Ross RJ, 2006. Histology: a text and atlas. Section 21: Male Reproductive System.

Roth MY, Amory JK, Page ST, 2008. Treatment of male infertility secondary to
morbid obesity. Nature clinical practice. Endocrinology & Metabolism, 4, 7,
415-9.

Russell LD, Chiarini-Garcia H, Korsmeyer SJ, Knudson CM, 2002. Bax-dependent
spermatogonia apoptosis is required for testicular development and
spermatogenesis. Biology of reproduction, 66, 4, 950-8.

Sallmen M, Sandler DP, Hoppin JA, Blair A, Baird DD, 2006. Reduced fertility
among overweight and obese men. Epidemiology (Cambridge, Mass.), 17, 5,
520-3.

Samant ZGBaPM, 2011. Role of Oxidative Stress in Male Infertility .

Schulte RT, Ohl DA, Sigman M, Smith GD, 2010. Sperm DNA damage in male
infertility: etiologies, assays, and outcomes. Journal of Assisted Reproduction
and Genetics, 27, 1, 3-12.

Shaha C, Tripathi R, Mishra DP, 2010. Male germ cell apoptosis: regulation and
biology. Philosophical transactions of the Royal Society of London. Series B,
Biological Sciences, 365, 1546, 1501-15.

Shamsi MB, Imam SN, Dada R, 2011. Sperm DNA integrity assays: diagnostic and
prognostic challenges and implications in management of infertility. Journal
of Assisted Reproduction and Genetics, 28, 11, 1073-85.

Shayeb AG, Bhattacharya S, 2009. Review: Male obesity and reproductive potential.
The British Journal of Diabetes & Vascular Disease, 9, 1, 7-12.

Tournaye HJ, Cohlen BJ, 2012. Management of male-factor infertility. Best practice
& research. Clinical Obstetrics & Gynaecology, 26, 6, 769-75.

Trump BF, Berezesky IK, Chang SH, Phelps PC, 1997. The pathways of cell death:
oncosis, apoptosis, and necrosis. Toxicologic Pathology, 25, 1, 82-8.

Tunc O, Bakos HW, Tremellen K, 2011. Impact of body mass index on seminal
oxidative stress. Andrologia, 43, 2, 121-8.

Vasan SS, 2011. Semen analysis and sperm function tests: How much to test? Indian
journal of urology : IJU : Journal of the Urological Society of India, 27, 1,
41-8.

Walczak-Jedrzejowska R, Wolski JK, Slowikowska—Hilczer J, 2013. The role of
oxidative stress and antioxidants in male fertility. Central European Journal
of Urology, 66, 1, 60-7.

Weng SL, Taylor SL, Morshedi M, Schuffner A, Duran EH, Beebe S, Oehninger S,
2002. Caspase activity and apoptotic markers in ejaculated human sperm.
Molecular Human Reproduction, 8, 11, 984-91.

WHO, 2010. WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of
Human Semen, World Health Organization, p.

Yan N, Shi Y, 2005. Mechanisms of apoptosis through structural biology. Annual
Review of Cell and Developmental Biology, 21, 35-56.

Zhivotovsky B, 2003. Caspases: the enzymes of death. Essays in Biochemistry, 39,
25-40.

73



Zini A, Libman J, 2006. Sperm DNA damage: clinical significance in the era of
assisted reproduction. CMAJ : Canadian Medical Association Journal, 175, 5,
495-500.

74



6. EKLER

EK-A: ETIK KURUL KARARI
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EK-B: BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

“Infertil erkeklerde obeziteye bagli sperm apopitozunun degerlendirilmesi” baslikli
arastirma projesi icin infertilite sikayeti ile gelen kilolu hastalarda, spermde meydana gelen
oksidatif stres ve DNA hasariyla iliskili apopitozun degerlendirilmesi amag edinilmistir.

Bu proje icin infertilite (kisirlik) sikayeti ile gelen diinya saglik 6rgiti standartlarina gére
viicut kitle indeksi (VKI) hesaplanarak obez sinifina giren hastalardan Ug-yedi giinlik cinsel
perhiz slresinin ardindan, sperm érne@i alinacaktir. Vicut kitle indeksi kilogram cinsinden
viucut agirliginin boy uzunlugunun karesine béltinmesi ile elde edilir. Rakamlara gére viicut
kitle indeksi (VKI) 18.5-24.9 kg/m2 arasinda olanlar normal bireyleri olustururken,
25-29.9 kg/m2 arasinda olanlar orta kilolu, 30-39.9 kg/m2 arasinda olanlar asiri kilolu
(obez) olarak kabul edilir.

Arastirma siiresince ve sonunda hastalara bir tedavi uygulanmayacaktir.

Calisma ornegi olarak semen numuneleri kullanilacagi icin bireyler acisindan bir risk ve
rahatsizlik s6z konusu degildir.

Galismamiz klinik bir calisma olmadigi icin bireyler acisindan klinik zarar icermemektedir.
Bireylerin calismaya katihmi gonulltlik esasina bagli oldugundan bireyler istedikleri bir
zamanda calismadan ¢ikariimalarini talep edebilir.

llgili mevzuat geregince génullinin kimligini ortaya cikaracak kayitlar kesinlikle gizli
tutulacaktir. Kisilerin sadece laboratuvar verileri kullanilacaktir. Arastirma sonuclarinin
yayinlanmasi halinde dahi gontllinun kimligi kesinlikle gizli kalacaktir.

Arastirmanin slresi 8 ay olarak planlanmistir.

Arastirmaya 20 kilolu ve 20 normal kilolu birey dahil edilecektir.

Bilgilendirilmis Gonilli Olur formunda yer alan yukaridaki agiklamalari okudum.

Bana yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve s6zli aciklama asagida
adi belirtilen hekim/yetkili arastirmaci tarafindan yapildi.

Arastirmaya gonidlli olarak Kkatildigimi, istedigim zaman gerekceli veya gerekcesiz
arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.

Yukarida adi gecen arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katiimay!
ve benden elde edilen semen 6rneklerinin bu ¢alismada kullaniimasini kabul ediyorum.

Yetkili arastirmacinin:
Adi/Soyadi :
Imzasi :

Gonullunin:
Adi/Soyadi :
Imzasi :

Yasal temsilcisinin(gerekirse):
Adi/Soyad! :
Imzasi :

Not: arastirma hakkinda, kendi haklari hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir
advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi icin temasa gecebilecegi
Kisiler ile bunlara gliniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numaralari:

Yardimci Arastirmaci:

Ad/Soyadi: Nazl Gok
Telefon:
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