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OzZET

SEMEN ANTIOKSIDAN KAPASITESi, SPERM DNA HASARI VE SPERM
MITOKONDRIAL DNA MUTASYON ANALiZ YONTEMLERi OPTiMiZASYONU

Elnaz MOSHFEGHI

Molekdler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Doc. Dr. Tiilin ARASOGLU
Es Danigsman: Dr. Necati FINDIKLI

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan bir yillik korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebe
kalinmamasi durumu olarak tanimlanan infertilite, gelismis ve gelismekte olan llkelerde
cgiftlerin% 10-15'ini etkilemektedir. Ancak rutin infertilite tanisinda kullanilan semen
analizi ¢ok dlsik oranda tani konulmasini sagladigindan infertilite olgularinin
tanilanmasinda baska ilave tekniklere, yeni yaklagimlara ve daha kapsamli kombine test
uygulamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Sunulan calisma da varikosel olmayan infertil
erkeklerde tani amach kullanilmak lzere; semen analizi, semen-antioksidan kapasite,
nDNA paketleme ve fragmantasyon, mtDNA hasarini iceren sperm biyobelirtecler paneli
olusturulmustur. Panelde test edilecek parametrelerin analiz metodlari optimize
edilerek 5 normal ve 2 infertil erkek hastada degerlendirilmistir. Panelde yer alan
parametreler; semen analizi DSO kriterleri esas alinarak, semen-antioksidan kapasite
sORP analizi ile, nDNA paketleme ve fragmantasyon TUNEL ve Anilin mavi testleri
kullanilarak, mtDNA hasari PZR yontemiyle “common delesyon” gen bolgesi ve bu
bdlgenin igerisinde yer alan ATPase6, ND3, primer shift gen bolgelerinin amplifikasyonu
ile degerlendirilmistir. Calisma sonuglari; sadece 6 nolu infertil hastada sperm sayisinin
disilik oldugunu ve sORP degerinin yliksek oldugunu gostermistir.
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Sunulan tez calismasinda erkek infertilitesinin tanilanmasi amaciyla kombine test
yaklasimiyla dort parametreden olusan bir panel calismasi icin kullanilacak analiz
metodlarinin  optimize edilmesi saglanmistir. Uygulanilacak tekniklere yoénelik
optimizasyon c¢alismalarinin tamamlanmis olmasi ileride eldesi planlanan infertil erkek
hastalarin degerlendirilmesinin  6nini  a¢cmis ve kolaylastirmistir.  Ayrica bu
parametrelerin bir biitlin olarak degerlendirilmesi, basarisiz hamilelik stireci ve yardimci
Ureme teknik uygulamalarinin yasanmamasini da saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilite, sperm, mtDNA, delesyon, oksidatif stres, motilite,
ROS, sperm DNA

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF SEMEN ANTIOXIDANT CAPACITY, SPERM DNA
DAMAGE AND SPERM MITOCHONDRIAL MUTATION ANALYSIS METHODS

Elnaz MOSHFEGHI

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Dog. Dr. Tiilin ARASOGLU
Co-Adviser: Dr. Necati FINDIKLI

Infertility, defined by the World Health Organization (WHO) as an unprotected sex after
one year of unprotected sexual intercourse, affects 10-15% of couples in developed and
developing countries. However, since semen analysis used in the diagnosis of routine
infertility provides diagnosis at a very low rate, other additional techniques, new
approaches and more comprehensive combined testing are needed in diagnosing cases
of infertility. The present study also aimed to be used for diagnostic purposes in non-
varicocele infertile men; sperm biomarkers panel including semen analysis, semen-
antioxidant capacity, nDNA packaging and fragmentation, and mtDNA damage. The
analysis methods of the parameters to be tested in the panel were optimized and
evaluated in 5 normal and 2 infertile male patients. The parameters in the panel are;
semen analysis based on WHO criteria, mRNA damage was assessed using the SORP
analysis, nDNA packaging and fragmentation TUNEL and Aniline blue tests using the
SORP analysis, mRNA DNA damage was assessed using the PZR "common deletion" gene
region and the ATPase6, ND3, amplification. Study results; only 6 infertile patients
showed low sperm count and high sORP.

In the presented thesis study, optimization of analysis methods to be used for a panel
study consisting of four parameters with the combined test approach has been provided
for the diagnosis of male infertility. Completion of the optimization studies for the
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techniques to be applied has opened and facilitated the evaluation of future planned
infertile male patients. In addition, the evaluation of these parameters as a whole will
ensure that the failed pregnancy process and assisted reproductive techniques are not
experienced.

Keywords: Male infertility, sperm, mtDNA, deletion, oxidative stress, motility, ROS,
sperm DNA

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Son vyillarda asir ilag kullanimi, toksik maddelere maruziyetin artmasi, atesli
hastaliklar, testislere uygulanmis cerrahi ameliyatlar ve genetik sorunlar gibi
faktorlerden dolayi artan erkeklerdeki kisirlik orani (%30), spermdeki kalitatif ve
kantitatif defektlerden kaynaklanmaktadir. Erkek infertilitesindeki artistin 6nemli
sebeplerden biri olan sperm hareketliligi icin gerekli olan enerjinin saglanmasinda,
sperm mitokondrilerindeki oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) mekanizmasinin etkin
¢alismasi cok 6nemlidir. Ancak oksidatif fosforilasyon mekanizmasi ile olugan ROS ve
serbest radikaller beraberinde endojen antioksidant eksikligi sperm hicrelerinin
oksidatif hasara karsi daha duyarl hale gelmesine neden olur. ROS' un fizyolojik
seviyeleri motilite, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi optimal sperm
fonksiyonlari icin gereklidir, ancak seviyeler ¢ok yiksek oldugunda oksidatif stres
olusmaktadir ve bu durumun mitokondriyal DNA mutasyonu artisinda énemli bir rol
oynadigi literatiirde gosterilmistir. Sperm mtDNA’sinda gerceklesen yliksek frekansl
mutasyonlar ve nikleotid delesyonlarinin; spermin Uretimi ve farklilasmasinda

anormal degisikliklere sebep oldugu ve hareket yetenegini azalttig bilinmektedir.

Erkek infertilitesinin belirlenmesinde ilk asama semen miktari, total sperm sayisi,
sperm konsantrasyonu, total motilite, canliik ve sperm morfolojisi parametrelerini
iceren semen analizidir. Ancak bu analiz; sperm hicrelerindeki kromozomal
anoploidi, DNA ve kromatin anormallikleri gibi molekiiler dizeydeki 6nemli
unsurlarin varhgini géstermemektedir. Bu c¢alismada, varikosel olmayan infertil

erkeklerden alinan semen numunelerinde genel sperm parametrelerinin (hacim, sayi,
1



hareket, morfoloji vb.) incelendigi rutin semen analizinin yanisira sperm DNA hasari
ve anormalliklerinin birlikte tespitine yonelik farkli analiz metotlarinin bir arada
kullanilarak bir test sistemi olusturulmasi ve molekiler diizeydeki anomalilerin
infertiliteye olasi etkilerinin bu test sistemi ile kapsamli olarak incelenmesi

amagclanmistir.
Bu metodlar sirasi ile:

e Oksidatif stresin degerlendiriimesi igin spermin oksidasyon rediksiyon

potansiyelinin sORP testi ile 6l¢imd,

e Sperm genomunda tek ve cift zincir hasarlarinin tesbitinin TUNEL[1, 2] testi ile

belirlenmesi,

* Olasi DNA paketlenme problemleri nedeni ile olusabilen DNA hasari ve fertilizasyon

problemlerinin tespitinin Anilin mavisi testi ile belirlenmesi,
® Olasi mtDNA mutasyonlarinin ve bu mutasyonlarin kalitimsal yoninin tespiti igin

PCR [3, 4] yontemi ile mutasyon analizidir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, infertil ve fertil erkeklerde bazal semen parametreleriile oksidatif stres,
sperm DNA paketlenmesi ve mtDNA vyapisi arasindaki olasi korelasyonun
incelenebilmesi amaci ile bir test sistemi gelistirilecektir. Boylelikle adi gegen

faktorlerin erkek infertilitesindeki olasi rolleri daha etkin olarak belirlenebilecektir.

Gelistirilecek test sistemi sayesinde incelenen parametrelerdeki olasi bozulmalarin
¢alisma populasyonundaki insidansi belirlenebilecek ve yakin gelecekte planlanacak
yardimci Greme teknikleri tedavisi 6ncesi antioksidan tedavisinden fayda gorebilecek

hasta populasyonu belirlenmeye ¢alisilacaktir.

1.3 Hipotez

Calismanin birincil hipotezi, varikosel olmayan infertil erkek hastalarda, hastalarin
sperminde fertilizasyon potansiyelinin azalmasini sebep olan gesitli biyokimyasal,

molekiler, genomik ve fonksiyonel anormalliklerin dnemli rol oynadigidir.



Calismanin ikincil hipotezi, bazi semen drneklerinde gézlenen hareketlilik kaybinin bir
kisminin mtDNA mutasyonlari nedeni ile ortaya ciktigi ve bu durumlarda oral

antioksidan kullaniminin semen kalitesine olumlu bir etki yapmayacagi hipotezidir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 infertilite (Kisirlik) Nedir?

Reproduktif (dogurganlik ) siireg icerisinde olan bir ¢iftin herhangi bir dogum kontrol
yontemi kullanmadan en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi
olarak tanimlanan infertilite= kisirlik, ciftlerin evlilik yasamindaki en énemli saghk
problemlerinden biri olarak karsimiza cikmaktadir [5]. infertilitenin goriilme ve sikligi;
Ulkeden Ulkeye, bolgeden bolgeye degismekle birlikte gelismis tlkelerde yaklasik %8-
10, gelismekte olan ilkelerde ise %15-20 civarindadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
verilerine gore dlinyada, Ureme yasinda olan ciftlerin %8-12'si infertilite problemi
yasamaktadir [5]. Turkiye’de infertilite sikhg1 agisindan ¢ok net bilgiler bulunmamakla
birlikte bu oranin %10-15 dolayinda oldugu diisiiniilmektedir. infertilite; biyolojik,
psikolojik, ekonomik, etik, yasal ve sosyal agidan her iki cinsiyet agisindan énemlidir
[6]. Ozellikle kadinlarin bu konudaki duyarhliklari sosyokiiltiirel nedenlere bagl olarak

cok daha fazladir.

2.2  Erkeklerde Kisirlik

Diinya genelinde infertil kadin ve erkek orani yaklasik olarak esittir. Ortalama olarak
infertilite; giftlerde %40 erkege , %40 kadina, %10 hem erkek hem de kadina bagli ve
%10 bilinmeyen sebeplerden meydana gelir. Kadin infertilitesine gére daha ¢ok dikkat
ceken erkek infertilitesinin belirgin sebepleri olarak sperm liretim bozukluklari, sperm

kanallarindaki tikanikliklar, sperme karsi antikor varligi, testis travmasi, hormonal
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bozukluklar, anatomik problemler, gecirilmis hastaliklar, infeksiyonlar ve bazi ilaglar,
gen mutasyonlari, anoploidler, varikosel, radyasyon, kemoterapi ve erektil
disfonksiyon sayilabilir. Bununla birlikte infertil erkeklerin %50'sinde, infertiliteye
sebep olan neden belirgin degildir ve bundan dolayr bu tiir vakalar idiyopatik

infertilite olarak tanimlanirlar.

Genel olarak erkeklerde ergenlik doneminin baslamasiyla sperm Uretimi baslar.
Beyindeki hipofiz bezinden, luteinizan hormon (LH) ve folikil stimile edici hormon
(FSH) salgilanir. FSH sperm Uretiminin aktif olmasini ve LH testosteron hormonunun
salgilanmasini saglar. Bunlarin salgilanmasi da spermin olgunlasmasini saglar.
Spermlerin Uretimi testislerde ve gelisimi epididimde tamamlanir ki bu siireg yaklasgik
Uc ay slirer. Cinsel iliski esnasinda olgun spermler, sperm kanali yoluyla kadin
vajinasina atilir. Bu sirada spermi besleyen ve koruyan sivilar, prostat ve prostat
arkasindaki bezlerden yani vezikilar seminalisden meniye karisir ve bu islem (sperm

Uretimi) erkegin yasami boyunca devam eder [7, 8].

infertilitenin degerlendirmesi icin birinci adim olarak hastanin tibbi 6zge¢misi
(gecirilmis bazi atesli hastaliklar, cerrahi girisimler veya travmalar, cinsel yolla bulasan
enfeksiyonlar) cok dnemlidir ve fertiliteyi etkileyebilir. Ayrica kimyasal maddelere
maruz kalma, stres, ilag ve alkol kullanimi, egzersiz aliskanliklari, cinsel iliski zaman ve
sikligr énemli faktorlar olabilir. ikinci adim fizik muayene veya iireme organlarinin
muayenesidir. Bu muayenelerde testislerin yerinde olup olmadigi, testislerin durumu,
sperm kanallari, skrotum icinde genislemis damarlarin olup olmadigl (varikosel),
prostat bezinin durumu ve viicut yagi incelenir. Son asamada ise laboratuar testleri
yapilir. Semen (meni) analizinde, 2-7 glnlik bir cinsel perhiz sonrasi alinan taze
semenin makroskopik ve mikroskopik degerlendirmesi yapilir. Sperm sayisi,
hareketliligi ve morfolojisi degerlendirilir. Semen analizi tek basina fertilite durumunu
gostermez, zira bu analiz ile spermin tim fonksiyonlarini gormek imkansizdir. Ancak
infertilitenin baslangi¢ degerlendirmesi icin kolay ve yararli bir test olarak tanimlanir.
Semen analizinde herhangi bir anormallik gorilirse, devaminda tani koyucu testler
yapilir ve ona gore tedavi yontemleri baslanir [9, 10]. Bu asama da gergeklestirilen
tip bebek tedavisi, genelikle gebelik sansi olmayan ya da sansi az olan ciftlerde
gebelik sansini arttiran bir tedavi yontemidir [11].
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2.2.1 Sperm Ve Ozellikleri

Semen, sperm ve cesitli salgi bezlerinden salinan sivilari iceren yogun, yapiskan,
beyazimsi bir sividir. Ejakiilasyon sonrasinda yogun olan semen, 10-30 dakika icinde
sivilasarak akiskan hale gelmektedir. Sperm; semen icinde bulunan, basi ve kuyrugu
olan ve hareket eden erkek Greme hicresidir. Spermler, kadin viicuduna girdiklerinde
kuyruklari sayesinde hizla hareket edip yumurtaya ilerler ve yumurta ile birlesir ve
dollenme gergeklesir (Sekil 1). Her semen 6rnegi igcinde; milyonlarca sperm ve farkli
miktarlarda fruktoz, tampon sivilari, koaglilasyon maddeleri, kayganlastiricilar ve

spermi destekleyen ve dollenmeye yardimci olan enzimler bulunmaktadir [12].

Sekil 2. 1 Yumurta hiicresine girmek icin spermlerin istilasi, mikroskobik goriinti

Sperm hiicreleri, ¢ciplak goz ile gorilemeyecek kadar kiglk hiicrelerdir. Bas, boyun,
orta kisim ve kuyruk adi verilen boélimlerden olusmaktadir (Sekil 2). Sperm
hicrelerinin bas kisimlarinda, plazma membrani ile gevrili nukleus ve akrozom yer
almaktadir. Akrozom bolgesinin icerdigi enzimler, spermatozoanin oositi cevreleyen
korona radiyata ve zona pellusida’dan gecisini kolaylastirmaktadir. Nitekim, yumurta
hiicresinin dis tabakasini eritebilecek kadar gliclii maddeler icerdiginden déllenme
surecinde son derece 6nemli bir fonksiyona sahiptir(Sekil 3). Nukleus (¢ekirdek) kismi

ise genomik materyalinin bulundugu kisimdir (23 kromozom) [13].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C4%B1ld%C4%B1z_Teknik_%C3%9Cniversitesi_Elektrik-Elektronik_Fak%C3%BCltesi
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Sekil 2. 2 Sperm hiicresi

Spermin orta boélgesinde bulunan yaklasik 70-100 mitokondri, canliik ve hareketin
saglanmasi igin enerji Uretimini saglamaktadir. Spermin kuyruk kismi ise genellikle

sperm hicresinin hareketli kalmasini saglamaktadir[14] .

Folikdl hicresi

Sekil 2. 3 Spermlerin yumurtaya girisi

Genel olarak spermlerin olusumu ve olgunlasmalari testis ve epididimiste
gerceklesmektedir. Testis, spermatogenez ve spermiogenez siireclerinde; epididim
ise sperm DNA maturasyonu, kromatin kondansasyonu icin son islem olan
protaminler arasindaki baglarin gliclenmesi, ylizey proteinlerinin eklenmesi ve
fizyolojisinin tamamlanmasinda, membran maturasyonu ve hareket kazanmasinda
onemli rol oynamaktadir [15, 16]. ilaveten, epididim sperm hiicrelerinin
olgunlasmalarinda ve depolanmasinda gérev yapmaktadir. Epididimin devaminda
sperm iletim kanali bulunur. Sperm kanalinin icinde prostat salgi bezi mevcuttur(Sekil
4). Bu salgi bezleri kendi salgilarini bosaltarak meninin en son seklini almalarini saglar.
Ayrica bu salgilar sperm hiicreleriicin hem hareket arttirict hem de besleyici 6zellikleri

barindirmaktadir [17].



Duktus defens _

Epidiciniy s(spermal kanal) (
7 \

) Lobiil: Testiste 250
adet 16biil vardir
Meni kanalcigi:
iginde
spermatozoa
vapilir

Sekil 2. 4 Testisin i¢ yapisi

Sperm hiicrelerinin Gretimi ve olgunlasmalari yaklasik 74 ginlik bir siirectir. Bu
slirecte baslangicta 46 kromozom tasiyan gonadal kok hiicreler farkl asamalardan
gecerek spermatogonyumlara, spermatogonyum hiicreleri de sonrasinda mayoz
boélinmenin tamamlanmasi ile yuvarlak spermatidlere doéntsirler. Yuvarlak
spermatidler daha sonrasinda spermiyogenez adi verilen son derece kompleks

morfolojik degisim asamalarindan gecerek olgun sperm halini alir [18].

Saglikh sperm (retimi, biyolojik tGretim sireci yaninda dogrudan veya dolayh olarak
etkileyebilen bircok cevresel faktore baghdir. Glinimizde zorlasan hayat sartlari,
hava kirliligi ve modern yasamin getirdigi pek ¢ok olumsuz etki nedeni ile sperm
kalitesinde yasanan azalma nedeni ile ireme sorunlarinin da arttigi gézlenmektedir.
Sartlarin iyilestirilmesi orta ve uzun vadede pek cok olguda daha saglkh ve kaliteli
sperm Uretimini saglayabilmektedir ancak bu iyilesme kisa sireli (ginliik) dnlemlerle
gerceklestirilebilecek bir durum olmayip daha uzun sireli (aylar) 6nlem ve tedaviler

ile saglanabilir [8].

Mevcut hayat standardi ve tarzinin da saglkli sperm tretimi ile dogrudan ilgili oldugu
yapilan calismalarda gésterilmektedir. Ureme hiicrelerinin sagligi icin sigara, alkol gibi
bagimlihk yapan maddelerin kullanimindan uzak durulmasi gerekmektedir. Bu
maddelerin kullanimi organlara ve sagliksiz sperm Uretimine ve hatta sperm sayisinda
azalmaya neden olmaktadir. Kilo fazlaliklari yumurta ve sperm saghgini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu nedenle viicut kitle endeksi normal sinirlarda (18.5-24.9

kg/m2 arasinda) olmalidir. Birgok hastaligin nedeni olarak karsimiza ¢ikan stres,
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ortamin asiri sicak veya soguk olusu gibi faktorler de saglikh sperm Uretimi icin

oldukca onemlidir [5].

DSO kriterlerine gore erkekten alinan semen &rneginin  “normal” olarak
degerlendirilmesi icin ejakiilasyon sonrasi volimiin en az 1,5 ml olmasi ve ml'de 15
milyon’dan fazla sperm icermesi gerekir (Sekil 6). Teorik olarak gebeligin olusmasi igin
tek bir sperm yeterli olmasina karsin, cok sayida sperm varliginin sebebi yumurtaya
ulasabilmek igin girdikleri miicadelenin zorlugundan kaynaklanir. Sperm sayisi, sperm
konsantrasyonu olarak tanimlamaktadir. Sperm sayisi; erkeklerin Gireme potansiyelini
gosterir ve yukarida bahsedildigi Gzere bircok faktore bagl olarak degiskenlik
gosterebilir. Sperm sayisinin azligl veya kalitesiz spermlerin daha fazla olmasi
nedeniyle dollenme gerceklesmeyebilir. Sperm sayisinin azalmasinin en buylk
nedeni kalitsal faktorlerdir. Aile gecmisinde sperm sayisinda azalmaya dair bulgular
bulundugunda diger bireyler de risk grubu icerisinde kabul edilebilir. Sperm sayisi ile
beslenme arasinda dogru oranti bulunmaktadir. Bol miktarda vitamin, mineral ve
protein iceren saglikli ve dengeli beslenme, sperm sayisi ve kalitesinde artisi
beraberinde getirir. Ancak yardimci Greme teknikleri tedavilerinde spermlerin

kalitesi, sayisindan daha 6nemlidir [19].

Sikhkla karsilasilan sperm anomalisi, spermlerin bas kisminda veya kuyruklarinda
olusur (Sekil 5) ve spermin yumurtaya ulasma, dolleme ihtimalini olduk¢a dusrr.
Kuyruk anomalisi olan bir spermin hareket edemeyecegini distnirsek, yumurtaya
ulasmasi imkansiz olacaktir. Bir ejakiilasyonda sperm sayisi yaklasik 100 milyon ve
anomali degeri %50 olan bir erkekte, bu degerler spermlerin yarisinin hareketli
oldugunu gosterir ve dolleme igin de yeterlidir. Ancak bir ejakilasyonda 40 milyon
sperm varsa ve anomali degeri yiiksek ise bu birey fertilite acisindan sinir degerinin
altindadir ve uygun sperm sayisina ulasabilmek icin tedavi almak zorunda olabilir.
Sperm kalitesinde dusuklik gozlenen olgularin bir kismi beslenme ve yasam

tarzindaki degisiklikler ile diizeltilebilir [20].
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Sekil 2.5 Spermlerde gozlenen farkl sekil bozukluklari

Meni sivisindaki spermin o6zellikleri semen analizi ile belirlenmektedir. Standart bir

semen analizinde 6l¢lilen parametreler:
e Semen hacmi
e Sperm konsantrasyonu
e Toplam sperm sayisi
e Sperm hareketi ve hareket sekli
¢ Normal ve normal olmayan sperm sayisi
e Agiilasyon (sperm topaklanmasi) olup olmamasi
e Fruktozicerigi ve pH (asidite)
e (Cozunurluk=Sivilasma (Likefaksiyon) zamani
e LoOkosit (beyaz kan hicresi) hiicre sayisi

e Morfoloji parametreleridir.
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Sekil 2. 6 Testisin i¢ yapisi

Semen analizi (Spermiogram) testinin saglikh ve dogru sonug verebilmesi icin test
oncesinde bireyin uygun sartlarda hazirligi ve 6rnegin kurallara uygun veriliyor olmasi
son derece onemlidir. Aksi durumlarda elde edilecek sonuglar sadece yanlis olmakla
kalmayip yanhs ve gereksiz tedavi planlamalari yapilmasina sebep olabileceginden

semen analizi dncesi bu kurallar detayli ve anlasilir sekilde bireye anlatiimahdir.
» 3-7 glinluk cinsel perhiz yapilmis olmalidir.

» Eger semen ornegi test yapilacak kurumda verilmiyor ise 6rnek en geg bir saat
icerisinde viicut sicakligina yakin bir ortamda muhafaza edilmeli, laboratuvara

teslim edilmeli ve analizler baslanmalidir.

» Semen Ornegi mastirbasyon yontemi ile elde edilir. Bu amacla 6rnek verme
oncesinde eller mutlaka temizlenmeli, meninin mimkin oldugu kadar kabin
icine toplandigindan emin olunmali (aksi durumda goérevli mutlaka haberdar
edilmeli) ve kabin sterilliginin  bozulmamasina (kabin i¢ kismina

dokunulmamasi) dikkat edilmelidir.

Semen analizi testinde elde edilen degerler icin referans sinirlar Tablo 1'de

gosterilmistir.
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Cizelge 2. 1 Sperm parametrelerin alt referans siniri

Parametre Referans siniri
Semen hacmi (ml) 1.5(1.4-1.7)
Sperm sayisi (ml /10 6) % 39 (33- 46)
Sperm Konsantrasyonu % 15 (12- 16)
Sperm Hareketlilik % 40 (38-42)
Sperm Canlihgi % 58 (55- 63)
Sperm morfolojisi % 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif lokosit (ml /10 6) <1.0

Diger fikir birligi esik degerleri

SPERM MAR TESTI <50

(Sperm otoantikor testi) %

Anti-Sperm Antikor (immunobead ) <50
Testi

Seminal Cinko (i mol/ ejakulat) >2.4

Seminal Froktoz (u mol/ ejakulat) >13

Seminal Glukozid (mU/ ejakulat) >20

2.2.2 Sp Spermatogenez ve Spermiogenez

Sekiz Spermlerin, erkek (reme organi olan testislerin yapisindaki seminifer
tlipcuklerinde mayoz boéliinme ile olusmasina spermatogenez denir. Spermler erkek
Ureme sistemindeki 6zel yapilarda bulunan 2n kromozomlu sperm ana hiicrelerinden
olusur. Bu hiicrelere spermatogonyum denir. Spematogonyumlar, erkeklerde
ergenlik  oncesi donemde mitoz bolinmeyle ¢ogalir. Mitozla yeni
spermatogonyumlarin  olusmasi  ergenlik sonrasinda da devam eder.
Spermatogonyumlar biyliyince mayoza hazirlanir ve bu asamada olan hiicrelere
birinci spermatosit denir. Mayoz | sonunda, 2n kromozomlu (diploid hiicre)
spermatositlerden n kromozomlu (haploid hiicre) ikinci spermatositler meydana
gelir. ikinci spermatosit mayoz Il sonunda n kromozomlu spermatit adli hiicreleri

olusturur.

12



Spermatogenez sirasinda olusan hicreler, esit miktarda sitoplazma ve kromozom
sayisina sahiptir. Spermatogenezde dolleme yetenegine sahip 4 sperm olusurken,
oogenezde dollenme yetenegine sahip 1 yumurta olusturmaktadir. Saghkli erkek
bireylerde spermatogenez ergenlik dénemi ile baslar ve yasamin sonuna kadar

devam eder (Sekil 7).
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Sekil 2. 7 Erkek Greme sisteminde spermatogenez olayi

Spermiogenez: Mayoz sonrasi olusan spermatitlerin olgun erkek germ hicresi olan
spermatozoonlara donlismesi islemi olarak tanimlamaktadir. Spermiogenez
suresince tUreme hicreleri hem dolleme kabiliyetini kazanirlar hem de spermlerin
hareket yetenegini saglayan kuyruk gelisir. Tim bu fazlar sirasinda sperm oncili
hicreler seminifer epitelinin derinliklerinden ylizeye yani seminifer tlbdllerin ic
bosluguna dogru ilerler. Testis dokusu icindeki spermatozoa hiicreleri hareketli
degilleridir ve dolleme yetenekleri yoktur. Bu yetenegi epididim igerisinde ilerlerken
bir olgunlasma sireci (20 ginlik bir siire¢) sonunda kazanirlar. Epididim yaklasik 3-4
metre uzunlugunda kivrimh bir dokudur. Spermlerin hareket yetenegini
kazanmalarinin yanisira epididim bir cesit rezervuar gorevi gorir. Epididimde
bekleyen spermler yaklasik 35 santimetre uzunlugundaki vas deferens adi verilen yine
boru seklinde bir yapi ile pelvise ulasirlar. Olgunlasan spermler epididimisten vas
deferens denilen sperm kanalina gecer. Vas deferens kanali idrar kesesi lzerinden
dolanarak spermleri Uretraya tasir. Buradan ejekulatuar kanala agilarak erkek

orgazmi sirasinda prostat sivisi ile karisarak penis ucundan disariya atililir.
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Genel olarak spermlerin olusumundan dis ortama atilincaya kadar izledigi yol:
Seminifer tipgiikleri >Epididimis—> Vasdeferens - Uretra-> Penis—> Dis orta

Spermatogonyumdan hareketli sperm olusuncaya kadar gecen zaman 65-75
glindir. Yetiskin erkeklerde her giin yaklasik 3 milyon spermatogonyum bu siirece

baslamaktadir.

2.2.3 Sperm ve Oksidatif Stres

Sperm hiicreleri Gzerinde olumsuz etkilere sahip olan oksidatif stres (OS), reaktif
oksijen turleri (ROS) ve diger serbest radikal seviyelerinin artisindan veya antioksidan
diizeyindeki azalmadan kaynaklanir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas
denge bozulmaya basladiginda OS olusur. ROS cogunlukla, yarilanma siiresi kisa ve
oldukga reaktif maddelerdir. Yapisinda oksijen, nitrojen ve diger organik bilesikleri
iceren molekiller ile demir ve bakir gibi gecis metal iyonlari iceren molekiillerden
kdken alan serbest radikal olarakta tanimlanan ROS’un; siiperoksit (02), hidroksil
(OH), peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO-), ve alkoksil (RO) siklikla karsilasilan
ornekleridir. Serbest radikaller en az eslesmeyen bir valans elektronuna sahipler.
Onlarin eslenmemis elektronlari, diger bilesiklerden aldiklari bir elektronla eslesir ve
oksidasyona neden olurlar. Serbest radikaller, aslinda radikal olmayan ve ylksek
oksidatif yetenegi olan molekillerden radikal zincir reaksiyonlari sonucunda olusurlar

[21].

Hiicreler ve organizmalarda ROS ve antioksidanlar, oksidasyon rediksiyon sirecleri
ile iliskilidir ve hiicrenin redoks (veya oksidatif) durumunun degismesine sebep olur.
Bu degisim cesitli protein sinyallerinin aktif veya inhibe olmasina ve sinyalizasyon
yoniiniin degismesine sebep olur. Bir oksidatif ortam, apoptoz veya nekroz ile hiicre

tahribine yol agabilir ve bir redoks, hiicrenin hayatta kalmasini saglar [22, 23].

Semendeki ROS, hem icsel (endojen) hem dissal (eksojen) faktorlerden kaynaklanir.
Enflamasyon ve enfeksiyon sonucu ortaya cikan aktif l6kositler (polimorfoniikleer
|okositler ve makrofajlar), en énemli i¢ kaynaklari olusturur. ROS'un baska énemli

kaynaklarindan biri, anormal bas morfolojisine ve sitoplazmik korumaya (retention)
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sahip immatir (olgunlasmamis) spermatozoadir. Spermatogenez sonucu olarak hasar

gormds, yetersiz veya anormal spermler, asiri ROS'a yol acabilirler.

Seminifer tubdlllerin duvarinda bulunan sertoli hiicrelerinin, ROS lretme kabiliyetine
sahip oldugu literatlirde yer almaktadir. Varikosel hastaligi, kriptorsidizm, testis
torsiyonu ve yaslanma ROS'un diger intrinsik kaynakl etyolojisi arasindadir [24, 25].
Sigara icmek, alkol tiketimi, radyasyona maruz kalmak ve diger cevresel toksinler
testikiller ve seminal ROS seviyesinde artisa sebep olan dis kaynaklar arasinda yer

almaktadir(Sekil 7).
Rediiksiyon ve oksidasyon arasindaki hassas dengenin sperm (izerindeki etkileri;

» Olgunlasan sperm hicrelerinde epididimal transit sirasinda kromatin

sikistirmasi,
» Kapasitasyon,
» Asiri aktivasyon,
» Akrozom reaksiyoun,
» Sperm-oosit flizyonu,

» Basaril glibreleme.

Semende ROS kaynaklan
T
Lokasit -Sigara

-Olgunlasmanus sperm -Allcol

-Sertoli hilcreler -Radvasvon

-Varikosel ROS'un olumsuz etkileri -Tok;iiﬂér

L L : e L

Degistirilmis semen] [Tinia peroksida [FERET
parametreleri DI PR modifilasyonu " DN hasan

Kisirlik

Sekil 2. 8 Erkek Greme sisteminde spermatogenez olayi
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ROS seviyesindeki artis, sperm yapisini ve islevselligini (Motilite, morfoloji, sayim ve
canlihg) etkilediginden erkek faktorll infertilite etiyolojisinde énemli rol oynar [26-
28]. infertil erkeklerdeki yiiksek ROS, DNA hasari ve zayif kromatin paketlenmesini
beraberinde getirir. Sperm DNA hasari dollenme ve implantasyon oranlarinin
azalmasina, hasarli embriyonik gelisisime, diisik/gebelik kaybinin artirmasina ve
dogum kusurlarinin ortaya ¢citkmasina sebep olur. ROS, baz modifikasyonu ile (6zellikle
guanin) sperm mitokondri veya cekirdek DNA'sini etkiler. Ozellikle fosfodiester
baglarinda kirilmalar, abazik bolgeler, nokta mutasyonlar, polimorfizmler,
delesyonlar, translokasyonlar ve kromatin capraz baglantilari (cross-links) ve

rekombinasyonlara sebep olabilir [1, 6].

Spermin sikisik ve organize kromatin yapisi onu oksidatif hasardan koruyan énemli
mekanizmalardandir, ancak sikistirma ve kromatin paketlenmesi yetersiz olunca
sperm DNA'sI ROS'a karsi savunmasiz kalir. Apoptoza sebep olan 6nemli faktérlerden
biri olan DNA hasari, daha fazla sperm hasarina ve erkek faktorli idiopatik infertiliteye
yol acar [5, 28]. Ayrica sperm plazma membrani, doymamis yag asitleri icerdiginden
bunlar ROS saldirisina karsi son derece duyarhdir. Oksidatif strese maruz kalmis
hicrelerdeki DNA hasari, nitelikli ve muhtemelen hasar gérmis bir plazma

membranin olusumuna neden olurken bu durum déllenme yetenegini azaltir[29].

Ozet olarak ROS'un asiri lretilmesi OS'e sebep olmakta ve OS spermin morfolojik
bozulmasi, sayisi ve hareketlili§inde azalma ile iliskilidir. Béylece OS sperm kalite
degerlemesinde bir biyolojik belirte¢ (Biomarker) olarak kullanilmaktadir. Erkek
infertilitesindeki patogenezinde, OS'in rolu heterojen yontemler ile kismen
aciklanabilir. Bu testler genel olarak yeteneklerine gore ROS’un dogrudan veya dolayli

Olglimune gore iki kategoriye ayrilmistir.
Dogrudan ROS analizi:
» En ¢ok kullanilan yéntemlerdir.

»  Kemiliminesan ROS analizi, luminol ve oksitleyici bilesikler arasindaki
reaksiyon olarak tanimlanir ve bir renk degisimine dayanmaktadir. Zayif ROS

aktivitesine sahip semen 6rneklerini saptamak icin kullanilir [30, 31].
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» Post hoc hasar analizi; Malondialdehyde (MDA) varhgini tespit eden en siklikla
kullanilan dolayli yontemdir. Analiz sonucu elde edilen deger lipid
peroksidasyonunun asirt  OS'den olustugunun bir gostergesidir.Lipid
peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan en yakin lipidler izerine yapilan
hasarin olgimuddir. Lipit peroksidasyonun bir yan Grlininiin ( yani MDA)
varligiyla temsil edilmektedir. Ayrica MDA mutajenik bir bilesendir ve MDA
dayali analizlerde semen orneklerindeki DNA hasarinin gostergesi olarak da

kabul edilir.

> ROS-TAC analiz degeri; infertil ve fertil erkeklerin, sadece ROS veya sadece
TAC analizlerine gore daha iyi ayirt edilmesini saglayan istatistiki
degerlendirmesinde yer aldigi bir analizdir. Gebelik olusturma potansiyeline
sahip spermi olan infertil erkekler bu kabiliyete sahip olmayanlara gore daha
yliksek ROS-TAC degerine sahiptir. Semende asiri ROS konsantrasyonu
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (total antioksidan kapasite
=TAC) ile notrlenmeye calisilir. Asiri ROS Uretiminde, ROS uretimi ve TAC
dengesi bozulabilir ve sonucta oksidatif stres olusur. ROS-TAC degeri, seminal
OS'nin bir gostergesi olarak; seminal ROS ve seminal plazma TAC degerlerinin
hesaplandigi bir analizdir [27]. Bu nedenle verimli ve kisir erkeklerin fertilite
degerlendirmesinde ROS-TAC analizi, sadece ROS ve ya sadece TAC

degerlenmesine gore daha cok tercih edilmektedir [30, 31]
Dolayli ROS analizi :

Antioksidan diizeylerinin degerlendirmesiyle dolayl olarak ROS hakkinda bilgi veren

yontemlerdir.

» TAC (total antioksidan kapasite) testi, semen icinde bulunan antioksidanlarin
kiimilatif etkisini degerlenmek amaciyla kullanilan analizdir. Spesifik veya
spesifik olmayan mekanizmalarla, serbest radikallerin temizlenmesiyle
gerceklestiriimektedir. TAC seviyeleri, zayif ve kaliteli semen 6rnegini ayirt

etmek icin kullanihr.

Bu geleneksel OS olgme yontemi, yararli olmasina ragmen zamana duyarl ve

uygulamasi zaman alan bir yontem oldugundan rutin teshislerde kullanimi zordur.
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Ayrica uygulama sirasinda yiksek miktarda érnek hacmi gerekir ve gerceklestirilmesi
icin yaklasik 45 dakika gerekir. Bu nedenle OS Olgmesi icin semen yasindan bagimsiz
ve gercek zamanda sonuglanan bir metot gerekmektedir [27, 30, 31]. Bu nedenle son
yillarda OS 6l¢imi icin, semen yasindan bagimsiz ve ger¢cek zamanda sonug veren
elektron galvanostatik Olglime dayali MiOXSYS Sistemi gelistirilmistir. MiOXSYS
Sisteminden elde edilen veriler, statik olarak oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
pasif veya aktif olguya gore, statik ORP 6lct (sORP) ile sunulmaktadir. MiOXSYS
analizoriinde elektron aktivitesi milivolts (MV) olarak olgilir. Tim stre¢ 2 dakika
slrer ve ihtiya¢ duyulan tek hazirlik, semen 6rnegin sivilasmasidir. Yiksek sORP
degerleri, yiksek oksidatif stres durumudur [32] Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
tarafindan 1930 yilindan gliniimiize redoks dengesinin bir gostergesi ve 6l¢iim araci
olarak ORP= oksidatif rediiksiyon potansiyeli kullanmaktadir. ORP, biyolojik
orneklerde OS veya redoks dengesizliginin dogrudan bir o6lcimidir. ORP ile
oksidanlar-antioksidanlar arasindaki iliskinin o6l¢iiminden OS degerlendirilmesi
saglanir. Yiksek ORP degerleri, oksidan aktiviteleri antioksidanlara gore dengesizligin
varligini gosterir. Dolayisiyla indiiklenen OS derecesi erkek faktorli infertilitenin ayirt
edilmesinde yararlidir. Uzmanlar tarafindan gergeklestirilecek ORP ol¢imi ile
oksidatif stresi azaltacak tedavinin fayda saglayabilecegi adaylar belirlenebilir.
Literatlirdeki geligkili verilere ragmen birgok Urolog, varikoseli olan veya olmayan
subfertil erkeklerde oral antioksidan tedavisini uygulamaktadir. Oral antioksidan
tedavinin temel stratejisi, oksidatif stresi azaltarak fertilitede neden oldugu
olumsuzluklari azaltmaktir. Bu tedavinin amaci seminal antioksidan eksikliginin
giderilmesi ve antioksidanla ilgili ciddi yan etkilerin azaltilmasidir. ideal olarak, bir oral
antioksidan tedavisinde (ireme sisteminde antioksidan seviyesinin ylkselmesi
saglanarak spermatogenezdeki hareketlik ve morfoloji gibi 6nemli oOzelliklerin
iyilesmesi amaglanir. Tedavi ayrica seminal plazmanin temizleme kabiliyetini arttirir
ve seminal ROS seviyesini azaltir. E, C, A, B kompleks vitaminler, koenzim Q10
(CoQ10), ubikinol, glutatiyon, I-karnitin, laktoferrin, B-karoten, likopen, pantotenik
asit, a-lipoik asit, N-asetil-sistein, selenyum, cinko, bakir iceren suplementler v.b agiz
yoluyla antioksidan tedavi icin kullanilan énemli Grinlerdir. Bunlarin kullanimi ile

ROS’un azaltilabildigi literatlirde gosterilmistir [29, 33, 34].
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2.2.4 Sperm ve Genomik Hasarlar

Genomda meydana gelebilen kalitsal degisiklikler bireyin saglikl sperm tretme ve
Ureme potansiyelini ciddi olarak etkiler. Bu degisiklikler kromozomal diizeydeki

bozukluklar ve gen mutasyonlari olmak Gzere ikiye ayrilir.

i) Kromozomal bozukluklar, kromozomlarin yapisinda ve sayisinda meydana gelen
degisimleri ifade eder. Kromozomlardaki sayisal bozukluklar (Oploid- Anéploidi),
kromozom sayisinin normalden fazla ya da az sayida olmasindan kaynaklanir.
Kromozomlardaki yapi bozukluklari ise, DNA pargalarinin genom icinde bir yerden
baska bir yere tasinmasi seklinde tanimlanabilir. En ¢ok gorilenleri; delesyon,

duplikasyon, inversiyon, translokasyondur.

ii) Gen mutasyonlari, kromozomlarin yapisinda ya da sayisinda herhangi bir degisiklik
olmadan, gen bolgesinde degisiklik meydana gelmesi durumudur. DNA zincirindeki
bir bazin (A, T, G, C) baska bir bazla yer degistirmesi sonucunda ortaya cikabilecegi
gibi, zincire bir ya da daha ¢ok bazin eklenmesi veya zincirdeki bazlarin eksilmesi

sonucunda da ortaya cikabilir.

Mutasyonlar kalitim sekline gore de, germ hatti mutasyonlari ve somatik mutasyonlar
olarak ikiye ayrilir. Germ hatti mutasyonlari gelecek nesillere aktarildiklarindan evrim
icin 6nemlidir. Ancak somatik mutasyonlar ortaya c¢iktigi organizmalar lizerinde

etkilere sahiptirler ve gelecek nesillere aktarilmazlar [35].

Memeli hayvanlardaki sperm DNA’sI, yapisal olarak somatik hiicrelerin DNA'sindan
farkhdir. Oldukga organize bir Unite olan spermin yapisal ve islevsel butlinlGgu ¢ok
benzersiz bir paketleme sistemi yardimiyla olusmaktadir. insan sperm DNA'sinin
kivrilmasi  spesifik proteinler (protaminler) aracihg ile yiliksek derecede
yogunlastiriimistir. Dolayisiyla sperm genomunda histonlar yerine fonksiyon goren
protaminler, yogunlasma ve gevseme (izerine kontrol saglamaktadir. Embriyonun
belirli gelisme evrelerinde, DNA dekompresif (gevseme) olur ve protein sentezi
gerceklesir. Ancak DNA, olumsuz kosullardan etkilenmemek icin yani hasardan
korunmak icin sikistiriimali/paketlenmelidir. Bu denge DNA'nin yapisal diizenlenmesi

ile senkronize edilmektedir.
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Embriyogeneziste sperm genomu, genetik bilginin dogru bir sekilde iletilmesinden ve
sperm kalitesinden sorumludur. insan sperm DNA hasarlari, tiremeyi olumsuz olarak
etkileyerek erkeklerde infertiliteye sebep olabilmektedir. Birgok ¢alismada, yliksek
sperm DNA hasarina sahip olgularda, dogurganhgin 6nemli Olg¢lide azaldigl
gosterilmistir. insan somatik hiicrelerindeki genom, anne-babadan kalitilir ve
sperm/yumurta araciligiyla mayoz boliinme ile haploid sayida yavru hicrelere
aktarilir. Diger bir ifadeyle, insandaki toplam 46 kromozomlu germ hiicresi mayoz
bolinme ile yariya indirilerek 23 kromozomlu sperm veya yumurta hicresini
olusturur ve dollenme ile olusan zigotta yeniden 46 kromozoma ulasilarak yeni yavru
birey meydana getirilir. Ancak bazen kok hiicrelerdeki kromozomlarda yapisal veya
sayisal bir hasar olmamasina ragmen Uretilen spermde mayoz bolinmeden kaynakli
bir hata nedeniyle anormal kromozom sayisina sahip bir sperm olusabilir. Bu spermle
doéllenmis yumurtadan olusan zigot genetik olarak anormal bir embriyo olusturur. Bu
tlr olgularda gebelik genellikle gebeligin ilk 3 ayinda disukle/kayipla sonlanmaktadir
[36].

Normal Normal olmayan 11 Spermden 4 tanesi
DNA DNA normal degildir

Sekil 2. 9 Spermin normal ve anormal DNA mikroskopik goriintiisu

Embriyogenezis bakis acisiyla spermin asil fonksiyonu erkege ait genetik materyalin
oosite aktarilmasidir. Bu nedenle Tip bebek merkezleri/Uroloji kliniklerinde
gerceklestirilen rutin semen analizinde; konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi
testler, temel test parametreleri olarak kullanilirken, sperm kalitesinin
belirlenmesinde DNA hasarinin analizi infetilite olgusunun daha ayrintili
degerlendirilmesini saglar (Sekil 8). Sperm DNA hasarinin niteliginin belirlenmesi,

gelecek nesillerin daha saglikli ve fertil bireylerden olusmasi agisindan 6nem arz
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etmektedir. Ayrica sperm DNA hasarinin tespit edilmesi, ilgili merkezlerde kullanilan

yardimci gebelik yontemlerinin de dogru secilmesini saglayacaktir (Sekil 9) [8, 36].

70
Sperm 60'
DNA |
hasar1 40/
(%) 30

20}

10}

0

Gebe Gebe olmayan

Sekil 2. 10 Spermin normal ve anormal DNA mikroskopik gorintisu

*Siyah kolonlar, IVF(in vitro fertilizasyon); dolleme ve beyaz situnlar ICSI (

intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu) délleme géstergesidir)

Anormal sperm genomunun oosite aktarilmasi, erken dogum veya major-minor
konjenital malformasyonu olan bireylerin dogmasina ve hatta kansere neden
olabilmektedir. Hasarli sperm DNA'sina sahip ancak semen analiz parametreleri
acisindan normal idiyopatik infertil erkekler ile anormal idiyopatik infertil erkek
yuzdeleri karsilastirildiginda; her iki grupta da sperm DNA hasar orani fertil erkeklere
gore cok daha yiksektir. Bu nedenle standart semen analiz parametreleri (SSP)
fonksiyonel sperm yeterliligi icin dislik belirtecler olarak distinilmektedir. Bazi in
vitro ve in vivo ¢alismalara gore sperm DNA biitlinliigl ve fertilite arasinda negatif
korelasyon bulunmaktadir. DNA hasari, embriyo gelisim ve implantasyonda
yetersizlige sebep olur [37, 38]. 2010 yilinda Shamsi ve arkadaslari tarafindan yapilan
¢alismaya gore gebelik kaybi gorilen giftlerde %47,7 sperm DNA hasarinin var oldugu,
semen analizinde yliksek oranda anormalliklerin gozlendigi infertil erkeklerde %

40,06 sperm DNA hasariyla karsilasildigi tespit edilmistir [39].

Ayrica bu bireylerdeki kemiliminesans ROS analizi ile ylksek seviyede serbest
radikallerin mevcudiyeti bildirilmistir. DNA hasari olusmasinda énemli bir faktor olan
serbest radikallerin yiiksek miktarlarda uretildigi erkeklerde; erken teshis ve hizli
antioksidan tedavisinin, yardimci tGreme tekniklerinin uygulanmasindan 6nce son

derece faydali olacagl dustnilmektedir. Spermiyogenez esnasinda kromatinin
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yeniden vyapilandiriimasi, sperm DNA onarim kapasitesi sinirh oldugundan ve
spermdeki kromatin transkripsiyon ve translasyonu inaktif oldugundan mimkiin

degildir. DNA'daki delesyonlar ve kirilmalar oosite dogrudan aktarilir [11].

Sperm DNA hasarinin etiyolojisi cok faktorlidir ve cogunlukla asagida kisaca

listelenmis i¢ ve dis faktorlerden kaynaklanabilmektedir [12]:
» Anormal kromatin paketlenmesi veya defektif apoptoz
» Asiri ROS Uretimi
» Azalmis seminal antioksidanlar
» Uyusturucu, kirlilik, sigara gibi olumsuz cevresel faktorler
» Yuksek ates ve ylksek testikiler sicaklik,
» Ksenobiyotikler,
» Varikosel ve ileri yas

Kisirlik sorunu yasayan erkeklerden, ileri yasta olanlar ve 6zge¢misinde benzer olgu

tasiyan bireylerin sperm kalitesi ve DNA’sinda hasar valigi tespit edilmistir [40, 41].

Sperm hiicrelerinde gorilen DNA hasarinin olusum mekanizmalari tam olarak
bilinmese de (lzerinde durulan (¢ temel mekanizma; sperm kromatin
paketlenmesinde ortaya cikan hasar, basarisiz apoptosis ve oksidatif strestir [22, 42,

43].

Sperm kromatin paketlenmesi; Kromatin paketlenme kalitesindeki anormallikler
spermiogenez sirasinda meydana gelen niikleoprotein bilesenleri
modifikasyonlarindan kaynaklanir. Temel olarak protaminler histonlarla yerdegistirir
sonrasinda sistein ve protamin molekilindn arasinda kurulan intra ve intermolekiler
distlfid baglari ile yapi stabilize olmaktadir. Literatirde sperm kromatin
paketlenmesinin saglikli bir déllenme icin sperm seciminde 6nemli bir etken oldugu
bildirilmistir [44, 45]. Memeli sperm hicrelerinin kromatin yapi degerlendirmesinde
anilin mavisi, metil yesil, etidyum bromiir, akridin turuncusu gibi boya ve florokromlar
kullanilmaktadir [46].Bu boyalarin baglanma kapasitesinin kromatin paketleme

kalitesindeki anormallikleri yansitmaktadir.
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Apoptoz: infertil erkeklerin spermlerinde goriilen DNA fragmantasyonu nedeniyle
olusan programlanmis hiicre élimdiir [47]. Apoptoz, biyokimyasal ve morfolojik
modifikasyonlar sonucu gerceklesen hiicresel programlanmis bir silirectir. Bu siirecte
inflamasyona neden olmadan hiicre makrofajlar tarafindan yok edilir. Hlicre icerigi
sizmadan ve ¢evreleyen hiicrelere zarar vermeden yani nekroz olusmadan dogrudan
o6lmekte olan hiicrenin bilesenleri immun sistem elemanlari tarafindan fagosite edilir.
Dolayisiyla, apoptozis yogunlugunun sperm kalitesinde azalma ile iligkili oldugu
bilinmektedir [48] Ayrica hiicre reseptorleri araciligiyla i¢c (mitokondriyal) ve dis
nedenler sonucu iki farkli mekanizma ile olusan apoptozis ile erkek infertilitesi
arasinda anlaml bir iliski vardir. Olgun olmayan testislerde, daha fazla apoptoz
gerceklesir. Semen analiz  sonuglari infertilitenin net bir goOstergesini
olusturmadigindan ve infertil ciftlerin %30-40'Inda kaynagin erkek olmasindan dolaysi,
sperm yapisi-islevi konusunda daha dogru bir tahmin verebilecek yeni yontemlere
ihtiya¢c duyulmaktadir [49]. Bu amacla; sperm konsantrasyonu ve dogurganligi

etkileyen apoptoz, erkek fertilitesi icin giiclii ve yararl bir endekstir [48, 49].

i) Oksidatif stresin DNA hasarina etkisi: i¢c faktérlere bagh nedenlerden
kaynaklanan ROS’un sperm DNA’si (zerinde olumsuz etkilerinin dis
nedenlerden kaynaklananlara gore daha fazla oldugu literatiirde
gosterilmistir. Bu durum antioksidan kapasiteye sahip spermlerin dis
kaynakli ROS’u bertaraf etmesine bagli olarak olusmus olabilir. Ancak
yetersiz antioksidan kapasiteye sahip olunmasi durumunda oksidatif stres,
DNA hasarina neden olabilmektedir. Dolayisiyla dis faktorlerden
kaynaklanan ROS tarafindan indiiklenen DNA hasari, diyet ve in vitro
antioksidan takviyesi ile azaltilabilmektedir. Normal metabolizmanin
UrliinG olarak ortaya ¢ikan ROS’un bitiiniyle hiicreden bertarafi istenilen
bir durum degildir, ¢linkii sperm islevini olumsuz etkileyebilmektedir. ic
faktorlerden kaynaklanan ROS, hiicrede belirli bir seviyeye kadar fizyolojik
olgunlasmada, kapasitasiyonda ve sperm hiperaktivasyonunda énemlidir.
Apoptoz slrecinden kaynaklanan bir Grin olmasi oksidatif stres ile

apoptoz arasindaki iliskinin temelidir.

Yiiksek sperm DNA hasar sonuclari;
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» Embriyo tutunma basarisinda azalma ve dusik yapma olasiliginda

artis,
» Blastokist gelisim yetersizligi,
» Semen analiz parametrelerinde anormal sapmalar,
seklinde sayilabilir.

Sperm DNA bltlnlik kaybi, spermatogonyal germ hicrelerinin
transformasyonundan sperm ejakulat seviyesine kadar herhangi bir asamada ortaya
¢ikabilmektedir. Dolayisiyla DNA hasari; testis sperminde, epididimal spermde veya
ejakilat sperminde ortaya cikabilmektedir[50]. Sperm DNA butiunligl, infertilite
prognozunda (Sekil 10) ve yardimci Greme proseddrleri acisindan sperm kalitesinin
onemli bir parametresi olarak bilinmektedir (Sekil 11). Temel androloji laboratuarinda
sperm kalite degerlendirilmesi DSO ydnergelerine dayanmaktadir. DSO kilavuzlarina
gore fertil ve infertil erkeklerin semen analizleri karsilastirildiginda, infertil erkeklerin
yaklasik % 15'i normal bir spermograma sahiptir ve bu sebeple Greme sonuglarinin
zayif belirleyicisi olarak tanimlanmaktadirlar. Dolayisiyla rutin semen analizi, bazi
sperm ve testis fonksiyonlarini acgiklayabilirken sperm DNA butinligli hakkinda
yeterli bilgi sunmamaktadir [37, 38].Literatlrde yer alan ilgili calismalarda DNA
bltunliginin, spermin fonksiyonel yeterliligini agisindan énemli bir faktor oldugu
belirtiimektedir. Bu sebeple arastirma ve gelistirme (Ar-Ge) laboratuvarlarinda sperm
DNA hasari degerlendirilmesi icin bircok test gelistirilmis ve uygulanmaktadir. Ancak
glinimizde ¢ok az androloji laboratuvarinda DNA bitunliigl, rutin semen analizin
bir parcasi olarak yer almaktadir. Ek olarak sperm DNA hasarinin tespitine yonelik
arastirmalar, dogum Oncesi ve sonrasl asamalarda slreci etkilediginden yardimci
tireme teknolojisi kullanan hastalarda son derece énemlidir (Sekil 10) [36]. Ozellikle
tlip bebek tedavisi uygulanan bireylerde, secilmis spermlerle yumurta doéllenip elde
edilen embriyolar gelisim kalitesine gore degerlendirildikten sonra anne adayinin
rahmine yerlestirilir. Ancak spermde yliksek oranda DNA hasari varliginda dengesiz
genetik yapiya sahip bir embriyo olusma ihtimali arttigindan tedavide beklenen basari
saglanamayabilmekte, veya gebeligin erken dénemde distk ile sonuclanmasina

sebep olabilmektedir. iste bu sebeple tiip bebek tedavi teknolojisinde sperm DNA
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Hasar Testleri uygulamaya konulmustur [9]. Literatiir calismalarina gére anormal

sperm parametrelerine sahip subfertil erkeklerde sperm DNA hasari daha yliksektir

[37, 50]
Sperm DNA hasan
42%
26%
IVF ICSI

Sekil 2. 11 Spermin normal ve anormal DNA mikroskopik goriintisu

Sperm DNA hasarinin tespitine yonelik gelistirilen cesitli testler genel olarak iki gruba

ayrilir;

> Ozellikle DNA zincir kiriklari olmak tizere DNA {izerinde meydana gelen hasarlarin
dogrudan tespitini saglayan ve spesifik prob dizayni temeline bagh teknikler: ilgili
problardan elde edilen sinyaller, spermdeki DNA hasarinin kantitatif tespitini
saglamaktadir. Terminal deoksintkleotidil transferaz aracih dUTP kirik sonu
etiketleme analizi (TUNEL) ve In Situ Nick Translated (ISNT) bu kategoride

degerlendirilen iki metottur [13].

» Belirli kosullar altinda denatlirasyonu kolaylastirmak icin hasarli DNA’nin
ozelliklerinin kullanildigi teknikler. Metot olarak yapisinda kirik ihtiva eden DNA, gift
zincirli DNA’dan daha kolay denatlire oldugundan bu yaklasim temel alinarak cift
zincirili DNA’nin tek zincirili DNA formuna donustirilmesi yani danatlirasyona
duyarhliginin 6lcima amach kullanilir. Sperm kromatin dispersiyon testi (SCD), Tek
hiicre jel elektroforezi (SCGE) veya Sperm kromatin yapi analizi (SCSA), akridin
turuncu boyama yontemleri bu temela dayali ve DNA hasarinin kantitatif 6lcildiGgu

yontemlerdir [14].
Sperm DNA hasari testlerini;

v' Tekrarlayan gebelik kaybi,
25



Aciklanamayan kisirlik olgulari,
Embriyo gelisimi yavas olan ciftler,
Anormal embriyo gelisimi olan hastalar,

Tekrarlayan Tup bebek (IVF/ICSI) basarisizhigi olan bireyler,

D N N N N N

Oligoastenoteratozoospermi ve ciddi teratozoospermia tespit edilen

hastalara

uygulanabilir.

2.2.5 Mitokondriyal DNA (mtDNA) ve Etkileri

Hiicre organellerinden biri olan mitokondri, ATP liretiminden sorumlu olan enerji
uretim merkezidir. Hiicrede bulunan mitokondri sayisi 8'den 2500' e kadar degisebilir.
Mitokondri organeli kendine ait DNA, RNA ve ribozomlari icerdiginden boliinme ve
cogalma yetenegine sahiptir. Cift kath bir zar ile cevrilmis organel, ic membranin
mitokondri igine dogru kivrimlar yaparak olusturdugu 'Krista" yapisina sahiptir.

Kristalar vasitasiyla mitokondri, i¢c ylizey alanini artirir (Sekil 11).

Mitokondride enerji Uretimi oksidatif fosforilasyon (solunum) mekanizmasi ile
kristalar (izerinde yerlesmis enzimler tarafindan saglanir. i¢ kismi dolduran matriks ise
sitrik asit donglisi ve organik madde oksidasyonunda gorevli olan enzimlerin

bulundugu ve fonksiyon gosterdigi bélimdur [51].

Dollenme sirasinda sperm hiicreleri, flagella hareketleri icin blyik miktarda enerji
tiketir. Bu enerjiyi saglamak icin hizli ve etkili bir enerji deposu gerektirmektedir [52].
Olgun bir spermin boynunda, enerjiyi ireten yaklasik 100 mitokondri bulunmaktadir.
Sperm hareketliligi icin gereken enerjinin kaynagini mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon mekanizmasi ve beraberinde ATP olusturur. ATP, insan hicrelerinin
blyume, farklilasma, gesitli fizyolojik fonksiyonlarinda ve hiicresel homeostazda en
onemli kaynaktir. Glikoliz, sitrik asit dongisi, B oksidasyon biyokimyasal yolaklari;
solunum zincirine aktarilmak Uzere indirgeyici 6zellikte NADH’dan Uretilmektedir.
ETS'de (Elektron Tasima Sistemi), NADH'den oksijen molekiliine elektron tasinimi,

serbest enerji olusumuyla sonugclanir ve oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP dretilir.
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Kimyasal ETS inhibitorlerinin mitokondride yliksek ROS' a sebep olduklari, ayni
zamanda piruvat ve siksinat gibi kompleks Il substratlarin eklenmesiyle sperm
hareketliliginde de artisa neden olduklari gosterilmistir [53]. Ayni zamanda bu
calismalarda sperm hareketligi ve oksidatif fosforilasyon ile ATP Uretimi arasinda
korelasyon oldugu bildirilmistir. Oksidatif fosforilasyon kompleksleri hem
mitokondriyal hem de niikleer genom tarafindan kodlanmis oldugu icin, onlarin
herhangi birinde veya her ikisinde meydana gelen patojen mutasyonlar, solunum
zincirinin fonksiyonunun bozulmasina ve sonucunda eksik ATP lretimine sebep
olmaktadir. ATP (retiminin azalmasi, anormal spermatogeneze, bozulmus

farklilasmaya, hipospermatogeneze, motilitenin azalmasina yol acabilmektedir[54].

ATP sentez partikiiller

Zarlar arasi bosluk

ic membran

Deoksl ribo niiklelk asiDNA)

Sekil 2. 12 Spermin normal ve anormal DNA mikroskopik goriintlisu

insan mtDNA'si, 16.569 ¢ift baz iceren kapal dairesel ve niikleus disi bir bir genom
dur. Mitokondri genomu agir (H-heavy) ve hafif (L-light) iki zincirden olusmaktadir.
Guanin acisindan zengin olan zincir, agir (H) ve sitosin acisindan zengin olan ise, hafif
(L) olarak tanimlanir. mtDNA icinde 36 gen bulunmaktadir. Bunlarin, 13’l
mitokondriyel solunum ve oksidatif fosforilasyonda gorevli polipeptitlerdir. 22 tanesi
tRNA ve 2'si rRNA (12S ve 16S) kodlar [4, 14]. Niikleer genlerden farkli olarak, mtDNA'
sinda intronlar yoktur. Tim kodlama dizileri bitisiktir (contiguous) ve cakisma
(overlapping ) gorilmektedir. mtDNA'nin kodlama yapmayan tek kismi D ilmegi (D-
loop); H ipligi replikasyon orjini ve L-H ipliklerinin promotoérlerinden olusan 1121
bp’lik bolgedir. Diger mitokondriyal oksidatif fosforilasyon proteinleri, metabolik
enzimler, DNA ve RNA polimerazlar, ribozomal proteinler ve mtDNA’daki diizenleyici

faktorlerin tamami niikleer genler tarafindan kodlanmaktadir. ATP ve ROS' un ana
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kaynagi olan oksidatif fosforilasyon linitesi mitokondrinin dnemli bir pargasidir. Enerji
Uretimi ile iliskili olan oksidatif fosforilasyon Uinitesi veya elektron tasima zinciri (ETZ),

13 alt birimden olugmaktadir. Bu 13 altbirim:
» Kompleks | (NADH-Q oksidorediiktaz),
» Kompleks Il (7 alt-birimden olusur: ND1- ND2- ND3- ND4-ND5-ND6 ve ND4L),
» Kompleks Il (sitokrom b),
» Sitokrom oksidaz (3 alt birimi; COX I, COX Il ve COX 1),
» Kompleks IV

» Kompleks V alt birimleridir (ATPaz 6 ve ATPaz 8) (Sekil 12)[54].

Conbrol region
or "d-loop'

125 rRMNA | Cytochrome b

" W
g rADH
9 - _, Dehwydrogenase

165 rRNI-‘\ _\ subunits

22 tRMA-encoding genes .'_ !

MALH s B | 13 protein-encoding regions
Dehydrogenase T
subunits

A NADH
_—*Dehydrogenase

N SUbUNits
) ] - T C-,rtnch'ror'ne Oxldase

subunits

. . ATF Synthase
Cytochrome Oxidase subunlts
subunits T

Sekil 2. 13 Sperm Mitokondri DNA yapisi

Bu protein altbirimlerinin cogu mtDNA'sI tarafindan kodlanirken, sadece kompleks Il
nikleer DNA tarafindan kodlanir. Bu da niiklear DNA ‘nin mitokondriyal islevlerde
dolayli bir roli oldugunu gostermektedir. Mitokondriyal DNA, ROS 'un ilk saldiri alani
oldugu icin mitokondri genlerinin cogunlugunun evrim sirasinda niikleer genoma gog
ettigi ve sadece babaya ait niikleer DNA'nin cocuklara aktarildigi distnilmektedir
[54]. Nukleer DNA'nin tersine, mitokondriyal DNA histonlar tarafindan
korunmamaktadir. mtDNA, ROS’a karsi niikleer genomuna gore daha duyarli oldugu
icin [55, 56] niikleer DNA'ya gore de yaklasik 10-17 kat daha hizli polimorfizm ve
mutasyon birikmesi gerceklesir [57] [14, 55, 58]. Ayrica etkili bir tamir sisteminin

olmamasi ve anormal mitokondri metabolizmasi da slreci daha da
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hizlandirabilmektedir [59]. Literatlirde infertil bir erkek hastanin mitokondri
DNA'sinda niikleer DNA'ya gore cok daha yiksek 8-OHdG miktari [60, 61] ve tek
nikleotid polimorfizmleri (SNPs) rapor edilmistir [62]. Astenozoospermi hastalarinda
ROS ile iliskili bircok mtDNA mutasyonu oldugu bilinmekte ve mtDNA’sinda biriken
mutasyonlar heteroplasmiye sebep olmaktadir [52, 63-65]. Ayrica idiyopatik
astenozoospermik ve oligoaztenozoospermik (OA) hastaliklarinin dnemli bir kisminda
altinda yatan sebebin mitokondri kaynakli sperm hareketliliginin eksikligi oldugu
distnilmektedir [66, 67]. Ek olarak mitokondride olusan fonksiyon kaybi ve asiri ROS
Uretiminin beraberinde getirdigi mitokondri genomundaki hasar, farklilasan
spermatogenez nedeniyle erkek infertilitesine yol acmaktadir [55]. Mitokondri
disfonksiyonu, mitokondri zar potansiyeli (MMP) olarak olcilebilir. Yiksek ROS
seviyelere sahip olan infertil erkeklerde MMP miktarinda azalma bildirilmistir [67].
Bazi calismalarda mutant mtDNA tasiyan insan hicrelerinde; disiik solunum
fonksiyonu, artan sliperoksit anyonlar, hidroksil radikaller ve H202 {retimi rapor
edilmistir (Sekil 13)[53, 54]. mtDNA hasarinin kalicthgi, lipid peroksidasyonu
araciligiyla da ROS dretimini artirir. i¢ ve dis mitokondri membraninda da yapisal
bozulmalara sebebiyet veren yiiksek ROS, sitokrom C'nin serbest birakilmasina,
kaspazlarin aktivasyonuna ve apoptozise sebep olabilmektedir [68]. mtDNA
mutasyonlarinin sayisindaki artis, spermin anormal morfolojiye ve vyapisal

bozukluklarina yol agmaktadir [5, 26].

Memelilerde spermatogenez testislerde slrekli olarak gergeklesmektedir.
Mitokondriyal solunum fonksiyonunun, sperm olusumu sirasinda gerceklesen mayoz
bolinme icin gerekli olup olmadigl konusunda kesin bir literatiir bilgisi olmamasina
ragmen mayotik stirecte mitokondri morfolojilerinin yuvarlak hale doénistugi ve
goreceli olarak kictldigl, bazi mitokondrilerin flagellanin gelisme yoniine dogru
hareket ederken bazilarinin grup halinde kaldiklari gortlmustiir [69, 70].
Spermatogenezden sonra mitokondriler eski morfolojilerine donerek flizyon halinde

spermin orta bolimindeki (mid-piece) flagella etrafinda, bikilmis bir yapi olusturur.

Son asamada mitokondri dogal uzun formuna doner. Sonug olarak, spermatogenez
sirasinda germ hicreleri farklilasirken mitokondrinin morfolojik olarak degisiklige
ugramasi, bu silrecin ATP'den etkilendigini gostermektedir. Buradan da
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mitokondriyal genom mutasyonlari ve baglantih hiicresel solunum fonksiyon
bozukluklarinin, mitokondri farklilasmasi ve dolayisiyla spermatogenez lizerinde

negatif bir etkisinin olabilecegi sonucuna varilmaktadir [71, 72].

cevresel ve meslekten gelen Uyusturucu , sigara, alkol, biiyiime faktorii, sitokinler,
sicaklik ve radyasyona etkileri yemek hormonlar

mitokondriyal elektron tagima zinciri (ETC)

ROS
Oksidatif stres
Protein, karbonhidrat ve
niikleer DNA'ya oksidatif mtDNA'ya oksidatif hasar
hasar
mtDNA mutasyonu
hasarh protein ekspresyonu
1 ROS hasarh elektron tagima zinciri
ATP liretim azaltma

Germ hiicrelerde islev
bozuklugu

mayotik hasan, disiik sayim,
sperm anormal morfolojisi

Sekil 2. 14 Erkek infertilitesinde ROS ve mtDNA mutasyonu iliskisi

30



Literatlirde, germ hicrelerindeki spermatogenez sirasinda, mitokondrilerin
morfolojik modifikasyonlarin disinda sayi ve lokasyon o6zelliklerinin de degisiklige
ugradig bildirilmistir. Fertil erkeklerin gelismis ve gelismememis spermlerinde,
ortalama 1000 mtDNA kopyasi bulunmaktadir. Oysa sperm olgunlasmasi sirasinda,
hicrede her kiibik mikrometre basina, mtDNA sayisinda 7 kat artis gergeklestigi ve bu
durumun da yiksek miktarda ATP’ye ihtiya¢ duyuldugunu ve sperm fonksiyonu icin
mitokondrinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir [73]. Ensefalomiyopati
hastalarinin testislerinde germ hiicrelerin farklilasmasi sirasinda spermlerde olusan
anormal mitokondri ve sertoli hiicrelerinin, eneriji tiretimininin yetersizligine ve buna
bagli anormal sperm olusumuna neden oldugu raporlandiriimistir. Son calismalarda
solunum zincirinde gorev alan genlerde meydana gelen hasarlarin spermatogenez
sirasinda mayoz bolinmeye engel oldugunu ve spermatositlerin apoptoza

slriklendiklerini gostermektedir [74].

Nukleer ve mitokondriyal genler, hiicresel birgok islevin yerine getirilmesinde birlikte
calistiklarindan dolayi, sperm kalite ve islevindeki kayiplarin sebebi arastirilirken
nikleer genomdaki DNA hasarlarinin yanisira mitokondri mutasyonlari da analiz
edilmelidir [75]. Ancak literatirde, spermin mitokondriyal ve niikleer DNA hasar
degerlendirilmesiile ilgili cok az bilgi bulunmaktadir [14, 55, 58].Erkek infertilitesinde
en sik gorilen mtDNA hasarlari nokta mutasyonu ve delesyonlardir [52]. Disik
semen kalitesi ve miktari, anormal sperm morfolojisi (teratozoospermi), yetersiz
hareketlilik (astenozoospermi) gibi 6zellikler coklu mitokondrial DNA mutasyonlariile
baglantilidir [75]. Annelerinden A3243G mtDNA mutasyonu miras alan erkeklerde,
yuksek seviyelerde mutant mtDNA ve dislik sperm hareketi arasinda korelasyon
tespit edilmistir [76]. Varikosel olmayan infertil erkekler lzerinde Hindistan'da
yapilan calismada, sperm mtDNA'sinda 9 anlamh ve 27 sessiz mutasyon oldugu
raporlandinimigtir [77]. Ancak bu c¢alismada spermlerin azalmis hareketinin
mitokondrinin COXIl genlerindeki 2-niikleotid delesyonu ile iliskili oldugu
dislintlmustir. Hindistandaki diger arastirmaya gore, oligo asteno teratozoospermi
(OAT) hastalarinda mitokondrinin ND4 geninde mutasyon varligi tespit edilmis ve bu
mutasyonun birka¢ nesil sonra mutant DNA homoplazisine sebep oldugu

gosterilmistir [78]. Kumar ve ark. tarafindan 2009 yilinda infertil erkek semen
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orneklerinin mtDNA’sinda; ATPaz 6, ATPaz 8, ND2, ND3, ND4 ve ND5 gen bolgelerinde

nikleotid degisiklikleri saptanmustir [79].

mtDNA’da artan polimorfizm, mitokondri genomunda islev bozuklugu meydana
getirmekte ve bu durum yiksek miktarda serbest radikal ve diisik seviyelerde de ATP
retimine neden olabilmektedir. idiopatik infertilite tedavisi ¢cogunlukla deneysel
oldugu icin sperm DNA hasar analizleri, klinik dogrulama ve rutin uygulamalarda
uygun tedavi seciminde yardimcidir. ilaveten manipilasyon riskini azaltir ve

anormalliklerin dogacak ¢ocuklara aktarilmasini engeller [80].

2.3 Erkek Kisirhgi Tayininde Kullanilan Giincel ileri Tani Testleri

Gunldmiuzde erkek infertilite degerlendirilmesinde ilk adim olarak rutin semen analizi
kullanihyor olsa da bireylerin yaklasik %15'inde semen analiz sonuglari normal
oldugundan infertilitenin kesin nedeni tam olarak belirlenemektedir. Distuk motilite
ve anormal morfoloji bozuklarina sahip olgularda, sperm DNA hasar oraninin yiiksek
oldugu da literatlirde yer almaktadir. Ek olarak normal semen parametrelerine sahip

hastalarin sadece %8'inde sperm DNA hasari gozlenmektedir.

In Vitro Fertilizasyon (IVF) veya intrasitoplazmik Sperm Injeksiyon (ICSI)
uygulamalarindaki fertilizasyon basarisinin, sperm DNA hasari tespitiyle
artirilabilecegi bilinmektedir. Glnimizde, DNA hasarini tespit etmek icin en sik
kullanilan yontemler; Sperm Kromatin Yapi Tayini (SCSA), Akridin Turuncu Testi
(AOT), Toludin Mauvisi (TB), Anilin Mavisi, TUNEL, Asil kirtk Okuma Tayini (NT), Tek
Hicre Jel Elektroforezi (COMET), Sperm Kromatin Ayrilma Testi (SCD) ve Mitokondrial
DNA Mutasyon Testi'dir. Tim bu testler degerlendirilirken, her metodun tespit ettigi
hasar tipinin ayni olup olmadigi ve her testin standart olup olmadigI g6z 6niinde
bulundurulmalidir (Tablo 2). Diinya Saghk Orgiitiiniin énerisine gére bir erkegin
semen profiline karar vermek icin her biri arasinda 7 giinden az ve 3 haftadan uzun
olmamak Uzere en az 2 6rnek incelenmelidir ve sonuglar arasinda ¢ok buyuk farkhlk

oldugunda testler tekrar edilmelidir.
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Cizelge 2. 2 2010 yili doktora mezun sayilari

Prensip Yontem Avantaj Dezavantaj
SCSA (Sperm DNA Akim Standardize | Ozel ekipman
Kromatin Yapi | denatilirasyon sitometrisi olmasi, gerektirir
Tayini) una duyarlik duyarhgin
ylksek olmasi
AOT (Akridin DNA Floresan Basit ve ucuz Kisiler arasi
Turuncu Testi) | denatlirasyon | Mikroskopisi degerlendirm
una duyarlik e farkive
diger testlerle
kolerasyon
olmamasi
TUNEL Tek ve cift Tek hiicre Duyarlhihgi Zaman alici ve
zincir kiriklar1 | elektroforezi yiksek standardize
Floresan kantitatif bir olmamis
mikroskopisi test
COMET Tek ve cift Tek hiicre Duyarlihgi Zaman alici ve
zincir kiriklari | elektroforezi yiksek standardize
Floresan kantitatif bir olmamis
mikroskopisi test
Anilin Mavi Lizin Parlak alan Basit ve ucuz | Labarotuvarlar
Boyamasi rezidilerini ve | mikroskopisi arasl
artik histonlari degerlendirm
boyar e farkhliklari
ve
heterojen
boyanma
Toluidin Mavi Fosfat Parlak alan Basit ve ucuz | Labarotuvarlar
Boyamasi rezidilerini mikroskopisi arasl
degerlendirm
boyar
y e farkliliklari
ve
heterojen
boyanma
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2.4 Mevcut Calismada Kullanilan ileri Tami Testleri

2.4.1 Semen Analiz (Spermiyogram) Testi

Semen analizi (Spermiogram testi): Erkegin (ireme potansiyelini belirlemek amaciyla
kullanilan baslica testlerden biridir. Eger erkegin lireme potansiyeli ile ilgili herhangi
bir sorunu varsa, semen analizi sayesinde nasil bir tedavi yontemi izlenecegi ile ilgili
bilgi sahibi olunabilmektedir. Sperm sayisi ve semen vyogunlugu ginlik
degisebildiginden semen analizi 2-3 hafta arayla en az iki 6rnekte degerlendirilmelidir

[19, 81].

Semen analizinde incelenen parametreler, makroskopik ve mikroskobik olarak iki

grupa ayrilmaktadir:

» Makroskopik incelemede; hacim (miktar), renk, reaksiyon (pH), vizkozite,

likefaksiyon degerlendirmesi yapilir.

» Mikroskopik incelemede; spermatozoa sayisi (ml basina ve total), motilite,
yerinde hareketli (NP), ileri hareketli (PR) veya hareketsiz (IM), lokosit,
eritrosit, canlilik, yuvarlak hicre sayisi, morfolojik degerlendirme (bas-boyun-

kuyruk agisindan normal % - anormal %) gergeklestirilir.

Semen hacmi (Voliim), DSO kriterlerine gére 1,5-6 ml arasinda olmalidir. 6ml’den
fazla olmasi durumu hiperspermik, 1 ml veya daha az olmasi ise hipospermik olarak

isimlendirilir.

Semen rengi, normalde opak ve grimsidir. Ancak uzun siireli cinsel perhizlerde sari,
semende eritrositlerin bulunmasi halinde kirmizi-kahverengi, uzun sireli antibiyotik

kullanimdan sonra renksiz goérulebilmektedir.

Normal semenin PH degeri 7,2-8,0 arasinda olmalidir. Ph degeri 7'nin altinda oldugu
azoospermi olgularinda; bosaltma kanallarinin tikanikhgi, vezikila seminalde kronik
enfeksiyonlar ve idrarin semene karistigi gibi olasiliklar distintlmelidir. Eejakllasyon
sirasinda akici olan ve vezikila seminalis tarafindan salgilanan "protein kinaz"
enziminin etkisiyle, koagtile olan semen 10-30 dakika icerisinde kendiliginden likefiye

olmalidir. Likefaksiyon sliresinin uzamasi gibi bir aksaklik semen viskozitesini arttigini
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gosterir, bu da istenmeyen bir durumdur. Semen normalde hafif viskdzdiir, ancak
prostat enfeksiyonu olgusunda ve vezikilit gibi kronik enfeksiyonlarda viskozite
artmis olabilir. Semende yuvarlak hiicre miktarinin degerlendirilmesi mikroskobik
gozlem ve sayimin yani sira Leucoscreen testi ile gerceklestiriimektedir. Yuvarlak
hiicre konsantrasyonunun 1 ml semende 1x10%dan fazla olmasi durumunda 6rnek
Iokospermi olarak degerlendirir. Semende yuvarlak hicrelerin ylksek miktar
enfeksiyon gdstergesidir. Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore l16kositlerinin saptanmasi
icin peroksidaz boyama tercih edilmelidir. infertil erkeklerde I6kositospermi insidansi
%10-20 arasindadir. Semende anormal sperm morfolojisi ve I6kositlerin ayni anda
bulunmalari, reaktif oksijen tirleri (ROS) Uretiminde artis ve oksidatif stres

gostergesidir [82].
Diinya Saglk orglit (WHO) kriterlerine gore sperm analizindeki normal degerler;
v" Volum (hacim): 1.5-6.5 ml
v" Sperm konsantrasyonu: 15 milyon/ml ve tzeri
v' Sperm hareketliligi: %40 ve daha fazla
v Sperm morfolojisi: %4 ve Gzeri normal yapida olmalidir.
Sperm hareketliligi de belli bir zaman araliginda incelenir ve hareket tiplerine gore
» +4 —ileri, dogrusal ve hizli hareketli sperm,
> +3 —lleri ve hizli hareketli sperm,
» +2 —kendi etrafinda dénen sperm,
» +1— hareketsiz sperm,
olarak adlandirilir.

Spermiyogram testine gére semende hi¢ sperm olmamasi “azospermi” ve sperm
sayisinin azhigl “oligospermi” ve hareketlilik oraninda azalma “astenospermi”, yapi
veya morfoloji bozuklugu icin “teratospermi” sézcikleri kullanilmaktadir. Spermlerle
ilgili tanimlamalar problemin dogasina goére “Astenoteratospermi” veya

“Oligoastenoteratospermi” gibi kombine sekilde de yapilabilmektedir.
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2.4.2 sORP Testi

Oksidatif stres, erkek icin dnemli bir infertilite faktortdir. Daha onceki bolimlerde
de kisaca bahsedildigi tGzere ROS'un fizyolojik seviyeleri spermin optimal islevleri
(Motilite, hiperaktivasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksyon) icin gerekli olmakla
birlikte ROS seviyesinde yiksek artis oksidatif stresi meydana getirir. Olgunlasmamis
spermatozoa ve seminal l6kositler, asiri ROS (retiminin 6nemli kaynaklarindan
olabilir ve anormal sperm parametrelerine yol agmaktadirlar. infertil erkeklerde %25-
%40 oraninda yuksek ROS degerleri tespit edilmektedir. Ayrica infertil hastalarin

seminal plazmasinda diisiik antioksidan seviyesi de tespit edilmistir.

Oksidatif stres olgiiminde, bagimsiz tahlil kombinasyonu (Dogrudan ve Dolayh)
kullanilmaktadir. Rutin tani laboratuvarlarinda semen igindeki ROS miktari
kemiliminesans testler ile, seminal plazmadaki antioksidan kapasite kolorimetrik
yontemle degerlendirildikten sonra bunlardan yola cikilarak istatistiksel olarak ROS-
TAC puani hesaplanmaktadir. Bu geleneksel seminal oksidatif stres 6lcme yontemleri
yararli olmasina ragmen, sonuglarin gecen siireden etkilenmesi ve ciddi olarak
zaman almasi nedeniyle rutin tani streclerinde kullanimi zordur. Bu ylizden, sperm

yasindan bagimsiz bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir.

Oksidasyon rediksiyon potansiyeli (ORP) testi, biyolojik drneklerde oksidatif stres
veya redoks dengesizligin dogrudan bir 6l¢imi olarak tanimlanmaktadir [30, 83].
ORP, bir antioksidan tarafindan oksidana dogru elektronlarin transferini 6lger. ORP
milivolts (MV) cinsinden 6lguliir. Bu ¢alismada ORP'1 6l¢ciimi igin, yeni bir galvanostat
tabanli teknoloji-MiOXSYS Sistemi kullanmistir. MiOXSYS Sistemi, sORP ve cORP
seklinde iki farkl tirde oksidatif stres 6lgimini saglar. Static ORP (sORP), milivolts
olarak olgiliur ve biyolojik sistemdeki tiim oksidan ve antioksidanlar arasindaki
mevcut dengenin entegre olciimidiir. Kapasite rezervi ORP (Capacity reserve ORP;

cORP), antioksidan kapasite miktarini micro-coulombs (uC) olarak 6lgmektedir.

2.4.3 TUNEL Testi

TUNEL [Terminal Deoksintikleotidil Transferaz (TdT) aracili Deoksiliridin Trifosfat
(dUTP) nick-end etiketleme] testi ile hem tek hem de ¢ift zincir DNA hasarlari tespit

edilebilmektedir. Bu yontemde terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzimi
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yardimiyla DNA zincirindeki tek veya cift kiriklar, deoksiuridine trifosphate (dUTP) ile
birlesir ve bu noktalar isaretlenir. isaretlenen noktalar; 15tk mikroskopisi, floresan
mikroskopisi ya da akim sitometrisi ile degerlendirilir. Serbest 3’OH uglarinin modifiye
nukleotidlerle isaretlenme prensibine dayanan ve enzimatik bir tespit yontemi olan
TUNEL testi, n6tr pH kosullarinda ek bir denatiirasyon gerektirmeden tek ve ¢ift zincir
hasarlarinin tespitinde kullaniimaktadir. TUNEL testi SCSA' dan sonra sperm DNA
hasar tespitiigin en sik kullanilan yontemdir. Aslinda TUNEL yéntemi kullanilarak DNA
hasarindan ziyade DNA kiriklarinin  tespiti  saglanmaktadir. SCSA  gibi

standardizasyonun tam saglanmamis olmasi testin en 6nemli dezavantajidir [1].

Hasarli spermin apoptoz gostergesi olmasi nedeniyle TUNEL teknigi apoptotik oldugu
dislintlen spermdeki spermatozoa poptlasyonunun tanimlanmasi igin ilk defa
Gorczyca ve ark. (1993) tarafindan uygulanmistir. Bu yontemde, DNA kiriklarinin 3’-
OH ucu reaksiyonunu katalizleyen eksojen terminal deoksinukleo-tidiltransferaz
(TdT) enzimi kullanilarak isaretlenir ve bu kisma (tek ve cift DNA zincir kiriklari)
uridintrifosfat (dUTP) baglanarak biotinlenir. Biotinlenmis DNA streptavidin ile

birleserek suda ¢6ziinmeyen renkli bir Griin ortaya cikarir [2, 84].

2.4.4 Anilin Mavi Testi

Asidik bir boya olan anilin mavisi, hasarli DNA'ya sahip spermlerde rezidiel
histonlarin agiga ¢ikmasi sonucunda niikleoproteinlere son derece kolay ulasir ve bu
DNA'nin boyanmasini saglar. Basit ve ucuz bir tekniktir, analiz i¢in 15tk mikroskobu
yeterlidir. Ancak heterojen boyama ile degerlendirmedeki gtigliikler, bazi renklerin
tam ayriminin yapilamamasi ve renklerin hizli kaybolmasi teknigin 6nemli

dezavantajlaridir.

Sperm kromatini, maternal kromatinden farkli olarak genis capta tekrar modelleme
ve protamin-histon degisimine ihtiyac duymaktadir. Déllenmenin akabinde
prontikleus olusumu sirasinda, sperm DNA’sindaki protaminler oositten saglanan
histonlar ile yer degistirmektedir. Sperm kromatinindeki protamin-histon degisimi
orani asidik anilin mavisi boyamasi ile tanimlanabilmektedir. Hazirlanan sperm
slaytlari anilin mavi ile boyanarak acik (olgun sperm), ara faz (kismen immatiir) ve
koyu (agir matiirasyon arresti) olarak degerlendirmektedir [16, 85, 86].
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2.4.5 PZR Yontemi ile mtDNA Mutasyon Tespiti

Spermler de yiiksek frekansli mtDNA delesyon ve nokta mutasyonlari; spermin
farklilagma, blylime ve gelismesinde anormalliklere yol agmaktadir. Ayrica spermin
en onemli Ozeligi olan kuyruk hareketlerinde de azalmaya neden olmaktadir.
mtDNA'nin 100'den fazla ve biyik 6lgekli delesyonlari ile hastalik paternleri arasinda
korelasyon bulunmaktadir. Bu tiir delesyonlar, yaslanma ve cevresel faktorlere bagli
olarak degismektedir. Bunlardan biri olan 4977-bp’lik “Common delesyon” insanda
cesitli patolojik fenotiplere sebep olmakta ve mtDNA hasarinin bir gostergesi olarak
kullanmaktadir. Litertalrde ilk kez 1995 yilinda Kao ve arkadaslari tarafindan 8470-
8482 ve 13447-13459 bp pozisyonlarinda iki 13 bp "direkt tekrarin” mevcut
oldugunun tespit edilmesiyle anlasilmistir. Sonrasinda mtDNA'daki bu direkt
tekrarlarin 4977 bp’lik delesyonun gostergesi oldugu rapor edilmistir. mtDNA
mutasyonunun saptanmasinda ilk adim semenden total DNA ekstraksyonudur.
Sonrasinda laboratuvar ortaminda ilgili gen bdlgesi, primer denilen sentetik
oligonikleotid diziler yardimiyla PZR yontemiyle thermal cycler cihazinda g¢ogaltilir.
Gogaltilan gen drdnleri jel-elektroforez teknigiyle gorintilenir. Eger calismada
kantitatif analiz yapilmasi isteniyorsa amplifikasyon islemi icin Gercek-Zamanli PZR
kullaniimalidir. Gercek-Zamanl PZR 'da olusan Urin miktari, reaksiyon boyunca es
zamanli olarak olusan Uriin miktariyla orantili olarak artan floresans boya ve problarin
verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir. Gergek-Zamanl PZR eszamanl ve kantitatif
sonug alinmasi, hizli bir teknik olmasi, kontaminasyon riskinin ¢ok az olmasi, non-
spesifik bir baglanma olmamasi ve sonucu goruntiilemek/elde etmek icin ikinci bir
teknige ihtiya¢ duyulmamasindan dolayi tercih edilen bir tekniktir [4, 14, 68, 71, 72,
87, 88].
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BOLUM 3

3.1 Materyal

3.1.1

Kullanilan Malzemeler:

Tip (Falcon 2003)

Mavi kapakli tiip (15 ml, konik, Falcon 2095)

Steril pipet (10 ml)

Steril pastor pipeti

Petri dish

Steril 10- 100-1000 pl pipet uglari
pH indikatoru

Lam ve lamel

Polizinli slayt (Superfrost)

Steril idrar kabi

Toplama tlipi

Spin kolumn

Mikro santrifiij tipd (1.5ml-2 ml)

PZR kapakh tip (0.2 ml)
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3.1.2

Sperm boyama kiti (Spermac stain, ferti pro)

Sperm canlilik testi kiti (Vital screen)

Lokosit boyama kiti (Leuco screen)

Mioxsys sensorl

TUNEL kit (Roche, in situ cell death detection kit, Fluorescein)
DNA izolasyon quick DNA miniprep plus kit ( Zaymo research)
Primerler (Sentegen)

Ranger DNA polimeraz kit (Biolin)

Phusion high-fidelity DNA polimeraz kit

Kullanilan Cozeltiler:

(IASP)’nin

Pure sperm Wash (100 ml, Nidacon)

Pure sperm-100 (250 ml, Nidacon)

Triton-X (Sigma, T8787) %37’ lik formaldehit
50x TAE buffer (Tris-asetat-EDTA)

Sodyum sitrat (Sigma, S1804)

DAPI

PBS

Saf su(distile su)

Anilin mavisi (Metyl blue, Sigma M6900)
Merkaptoetanol

Agaroz
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3.1.3 Kullanilan Cihazlar:
— Faz kontrast mikroskobu
— Mikromanipulator
— Makler hiicre sayim kamarasi
— Mioxsys Analizér
— Pipetor
— Santrifij
— Etav
— PCRcihazi
— Vorteks
— Nanodrop spektrofotometre

— Mikrodalga

3.1.4 Ornek Tiirii:

- Semen Ornegi

3.2 Metodl

3.2.1 Semen Analizi

Sperm ornegi alinacak olan erkek hastalara islemden 6nce 3 - 7 glin arasinda bir cinsel
perhiz uygulandi. Cinsel perhiz sonrasi semen ornegi steril numune kabina alindi ve
hasta bilgi formuyla birlikte laboratuvara ulastirildi. Laboratuvara ulasan semen
ornegi, en az 20 dakika (ortalama 30 dakika) siire ile oda isisinda likefiye olmasi icin

bekletildi ve sonrasinda 1 saat icerisinde semen analizine alindi.

Sperm sayimi igin likefiye olan semen 6rnegi 10 ml’lik steril pastor pipeti kullanilarak
homojenize edildi. Bu islem sirasinda ayni zamanda 6rnegin hacmi ml cinsinden
Olguldi. Homojenize edilmis semen Orneginden 10 pL alinarak oda sicakhiginda
tutulan Makler hiicre sayim kamarasinin ortasindaki yuvarlak ve saydam kisma
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konuldu ve hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek kapagi kapatildi. Kamaradaki
semen oOrnegi faz kontrast mikroskop altinda 20X objektif kullanilarak 200X bliyitme
altinda incelendi (Sekil 14). Sekildeki mikroskop goriintisinde 100 esit kareye
bolinmis buylik kareye odaklandiktan sonra 10 karedeki tiim sperm hiicreleri sayildi.
Elde edilen sayi asagidaki formil kullanilarak 1 ml semendeki toplam sperm sayisini

bulmak igin kullanildi:
Formul: 10 karedeki toplam hiicre sayisi x 10°

Eger sperm sayisi ¢ok distkse tim saha sayildi.

Sekil 4.1 Erkek infertilitesinde ROS ve mtDNA mutasyonu iligkisi

Motilite hesaplamasi icin daha 6nce sperm sayisinin hesaplanmasinda kullanilan 10
veya 100 karelik alandaki hareketsiz spermler sayildi ve elde edilen sayi ayni alanda
sayllan toplam sperm sayisindan ¢ikarildi (Sekil 15). Elde edilen sayi sayim yapilan

alandaki toplam sperm sayisina boéliinerek % olarak hareketlilik belirlendi.

Sekil 4.2 Kamaradaki hiicre sayim alanlari goriintisu

Toplam % hareketlilik icindeki, +4, +3, +2, +1 hareketli ve hareketsiz spermlerin

oranlari hesaplandi.
42



Enfeksiyon veya sperm antikorlarinin varliginin tespit edilmesi amaciyla 6rnekte

“sperm aglitinasyonu" (topaklanma) incelendi (Sekil 16).

Sekil 4.3 Agliitinasyon gorintisi

Semen orneginin yikamasi iki veya ¢ katmanlh gradient yontemleri ile yapildi (Sekil
17). islem &ncesinde %100 konsantre Puresperm-100, uygun miktarda Puresperm
Wash soltisyonu kullanilarak seyreltildi ve %50, %70 ve %90’lik gradient sollisyonlari

hazirlandi.

iki katmanh gradient icin 15 ml’lik tiipiin icerisine her bir katman igin 0,5 ml ve yogun

olan katman altta kalacak sekilde %50 ve %90’lik soliisyonlar ile iki katman olarak ve
soltsyonlarin birbirilerine karismamasi saglanarak nazikge yerlestirildi. Bu gradient
semen 6rneginde 5x10 ®dan az sperm ve en az % 5 hareket gorildugi durumda

uygulandi.

Uc katmanli gradient icin 15 ml’lik tiipiin icerisine her bir katman 1 ml ve yogun olan

katman altta kalacak sekilde %50, %70 ve %90’lik sollsyonlar ile {ic katman olarak ve
sollisyonlarin birbirilerine karismamasi saglanarak nazikce yerlestirildi. Bu gradient
semen 6rneginde 5x10 ®dan fazla sperm ve en az %5 hareket gorildigu durumda

uygulandi.

Hazirlanan gradientin Gzerine likefiye olmus semen 6rnegi konuldu. Semen 6rnegi 2
ml’ den fazla ise ek olarak yeterli sayida gradient tlipt hazirlandi ve kullanildi. Her bir
tlp Uzerine konulacak olan semen miktari 2 ml den fazla degildi. Semen 6rnegi
konularak hazirlanmis gradient tiipleri 300 rpg ile 20 dakika santriflj edildi. Santrif(j
sonrasi cam pastor pipeti kullanilarak en alt katman yeni bir tiipe aktarildi. Bu islem

esnasinda gradientin bozulmamasina ve pipet icerisine sollisyon alinmamaya dikkat
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edildi. Yeni bir tlipe aktarilan 6rnegin lzerine 3 ml sperm yikama medyumu eklendi
ve 500 rpg‘de 10 dakika santriflij edildi. Santriflij sonrasi slipernatant uzaklastirildi.
Dipte kalan yaklasik 0,5 ml’lik sollisyon ile pellet yeniden slispanse edildi. Yeniden
siispanse edilen semen 6rneginden pipet yardimi ile 10 ul alinarak oda sicakliginda
tutulan makler kamera ortasindaki yuvarlak ve saydam kisma konuldu. Kamaranin
kapagl hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek kapatildi ve mikroskop altinda
incelendi. Yikama sonrasi elde edilen sayi ve hareketlilik verileri kaydedildi.

—

3katmanh
Gradient

2 katmanh
Gradient ¢

(Mini Gradient)

50%

70

0% U/ /) 90%
N/

Sekil 4.4 Sperm yikamada kullanilan iki ve li¢ katmanli gradient hazirhgi

Semen Orneginde %5’den az hareketlilik gorilmesi halinde sperm canhlik testi
uygulandi. Canlilik testi icin bir tlp icerisine 50 ul likefiye olmus semen 6rnegi ve
sperm canlilik test kiti igerisinde bulunan 2 damla sollisyon 1 eklenerek karigtirildi. 30
saniye sonra lzerine 3 damla sollisyon 2 eklendi ve iyice karistirildi. Yaklasik 30 saniye
sonra hazirlanan karisimdan 1 damla temiz bir lama damlatildi ve Uzeri lamel ile
kapatildi. 400X biliyitme ile mikroskop altinda incelendi. Beyaz renkli spermler canli
kabul edilirken pembe renkli boyanmis spermler 6l olarak kabul edildi (Sekil 18). Yiiz
adet sperm aldiklari renge gore sayildi ve canli sperm miktari ylizde cinsinden ifade

edildi.
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Sekil 4.5 Vitalscreen boyamasi sonrasi sperm goruntileri

Peroksidaz Boyama Testi (Leucoscreen): Semen érneginde 5x10%dan fazla yuvarlak
hiicre gortlmesi halinde |6kosit varligini test etmek amaci ile [6kosit boyama metodu
ile (LeucoScreen) boyama yapildi. Bir tlp icerisine |6kosit boyama kiti icerisinde
bulunan 1 ml sollisyon 1 ve 30 ul sollisyon 2 eklendi. Hazirlanan ¢alisma soliisyonu 1
glin sire ile bekletildi. 10 ul likefiye olmus semen 6rnegi ve 10 ul ¢alisma sollisyonu
temiz bir lam Gzerinde 1 dakika stire ile karistirildi. Stire sonunda Uzerine lamel ile
kapatildi ve 400X buylitme ile mikroskop altinda incelendi. Kahverengi boyanmis
yuvarlak hiicreler 16kosit olarak degerlendirilirken, pembe renkli yuvarlak hiicreler
tiim yuvarlak hiicre formlari olarak kabul edildi (Sekil 19). Yiiz adet yuvarlak hicre
aldiklari renge gore sayildi ve 16kosit miktari ylizdesel olarak belirlenmis oldu. Yiizde
miktari belirlenen I6kositin toplam yuvarlak hiicre sayisindaki degeri sayisal olarak

hesaplandi. Hesaplanan degerler kaydedildi.

Sl by
x
& Q‘\I{:‘vkosit
o
yuvarlak / ”»
hicre -

Sekil 4.6 Peroksidaz boyama testi (Leucoscreen) goriintisi)
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Semen Asit-Baz Dengesinin Olclilmesi: Likefiye olan semen érneginden 10 ul alinarak
pH indikatori Gzerine kondu. PH indikatoriintin aldigi renk indikatorin kutusundaki

skalada degerlendirilerek semenin pH’si dlcildi (Sekil 20).

F Gl 20 ul - 40 ul liquiefied spermi
3
PH kagida yerlestirin

Normal PH: 7.6 - 8.6

Anormal PH:<7.2->94

Grafikle rengi karsilastinn

Sekil 4.7 Semen 6rneginde pH 6lgimii

Spermin  Morfolojik Degerlendirilmesi: Laboratuvarda spermin morfolojik
degerlendirilmesinde Kruger’in kesin kriterleri (Kruger’s strict criteria) kullanildi. Bu
kriterlere gére normal morfolojiye sahip sperm orani >%4 ise normal morfoloji olarak
ve normal morfolojiye sahip sperm orani <%4 ise teratozoospermi olarak
degerlendirildi (Sekil 21). Sperm morfolojik degerlendirme icin Oncelikle semen
ornegi 1:1 oraninda sperm yikama sollisyonu ile karistirildi ve 15 ml tip igerisine
alinarak 300 g de 10 dakika santrifij edildi. Santriflij sonrasi (st faz (slipernatant)
uzaklastinldi, tipiin dibindeki pellet nazikce sarsilarak kalan sollisyon ile karismasi ve
homojenize olmasi saglandi. Bu sollisyondan 10 pl alindi ve lam {zerine lamel
yardimiyla yayilarak oda sicakliginda kurutulmaya birakildi. Lam, sperm boyama Kkiti
ile boyandi. Bu amagla ilk agsamada 6nce lam 15 dakika fiksatif sollisyonunda
bekletildi, daha sonra kurumasi igin 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra lam
sirasiyla kit icerisindeki A sollisyonunda 3 dakika, B sollisyonunda 2 dakika ve C
soliisyonunda 30 saniye bekletildi. Sollsyonlar arasi gecislerde lam, distile su ile
nazikce durulandi ve kalan su slizildi. Son asama sonrasi lam oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kurumus lam immersiyon yagi kullanarak 100X objektifte
incelendi. Toplam 100 sperm hiicresi igcindeki normal ve anormal morfolojideki (Bas,

boyun ve kuyruk anomalileri ile ilgili alt gruplar) spermatozoa sayisi belirlendi.
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Sekil 4.8 Kruger kriterlerine gére anormal sperm morfolojisi gérintileri

3.2.2 sORP Testi

Semen o6rnegi alinip 30 dk. likefiye edildikten sonra 30uL semen 6rnegi Mioxsys
analizor cihaz Uzerindeki Mioxsys sensorunu yerlegtirildi. Analizi baglatma tusuna
basildiktan iki dakika sonra sonug cihaz ekranindan okundu (Sekil 22). sORP, milivolts
(mV) cinsinden, antioksidan kapasite potansiyeli (cORP) mikrokoulomb (uC)

cinsinden olglldu.

ornek girisi

soket
® 2 i
1 ucu

referans hiicre

sensor soket

sensor modiili

Sekil 4.9 Mioxsys analizor ve sensori

3.2.3 TUNEL Testi

TUNEL testi uygulanacak ornek oncelikle sayi, hareketlilik ve viskozite agisindan

degerlendirildi. isleme alinacak &rnek eger visk6z ise 30 dk. bekletildi. Viskozitesi
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devam eden test 6rnegi igneden gecirildi ve hala viskoz ise az miktarda PBS ile

sulandirildi.

Calisma icin kullanilan 6rnek miktari su sekilde belirlendi:

Sperm sayisi 20 milyon ve Uzeri ise; 0,5 ml

Sperm sayisi 5-20 milyon arasinda ise; 1 ml

Sperm sayisi 5 milyondan az ise eldeki tiim 6rnek kullanildr.

Sperm sayisi 1 milyondan az olan orneklerde incelemeye alinan sperm sayisi

yetersizligi nedeni ile sonu¢ verememe riski bulundugundan 6rnek c¢alisma disi

birakildi.

Tiinel testi icin slayt hazirlama protokolii:

>

Sperm sayisina gore tlp icine konan 6rnek lzerine 2 ml PBS ilave edilerek

pipetaj yapildi.

1200 rpm (280-300 g)’ de 10 dk. santrifiij edildi ve slipernatant atildi.
Pelletin tGzerine 2 ml PBS eklendi ve pipetaj yapildi.

1200 rpm de 10 dk. santrifij edildi ve sipernatant atildi.

Pelletin tGzerine 0,5 ml PBS eklendi ve pipetaj yapildi.

Polizinli slayt Uzerine yayma yapildi. Slayt yatay tutularak, isim yazilan serite
yakin yere 3-4 damla damlatildi. 22x22 o6lgilerindeki lamel dik tutularak
damlalarin izerinden diger uca gekilerek tim yiizeye yayllmasi saglandi. Daha

sonra slayt dik tutularak kurumasi beklendi.

Slayt tamamen kuruduktan sonra %4’ lik formaldehit igerisinde, oda isisinda
1 saat bekletildi. %4’ lik formaldehit 4 ml %37’ lik formaldehit ile 96 ml PBS

karistirilarak elde edildi. islem 6ncesi taze olarak hazirlanip kullanildi.

Sire sonunda slaytin ylzeyi PBS ile birka¢ kez yikandi ve dik tutularak

kurumasi beklendi.

Slayt buz uzerine konarak 2 dakika %0,1 Triton-X / %0.1 sodyum sitrat
karisiminda bekletildi. Karisim 0,1 gr Sodyum sitrat, 100 ml dH20 ve 100 pl
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Triton-X karistirilarak elde edildi. Uygulama o©ncesi taze olarak hazirlanip

kullanildi.

» Calisilacak alan marker kalem ile isaretlendi ve isaretli alana 10 pl Tu 2 defa

PBS ile yikandi, oda sicakliginda kurumaya birakildi.

» nel mix eklenerek 22x22 lamel ile kapatildi. (Tiinel mix: 1ul enzim sollsyonu +

9ul label sollisyonu / taze olarak hazirlanip kullanildr)
» 37°C’ de 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi.

» Sire sonunda karanlkta 3 defa PBS ile yikandi ve kurumaya birakildi (15-20
dk).

» DAPI konularak mikroskop yardimiyla analiz edildi (en az 300 sperm sayildi).

Degerlendirme kriterleri: Yesil renkli spermlerin toplam incelenen sperm sayisina

orani hesaplanarak asagidaki sekilde degerlendirme yapildi:
» > %40 Fragmantasyon (+)
» <%30 Fragmantasyon (-)

»  %30-40 ara bolge olarak degerlendirildi.

3.2.4 Anilin Mavisi Testi

Anilin mavisi testi uygulanacak érnek éncelikle sayi, hareketlilik ve viskozite agisindan
degerlendirildi. isleme alinacak érnek eger viskodz ise 30 dk. bekletildi. Viskozitesi
devam eden test 6rnegi igneden gecirildi ve hala viskoz ise az miktarda PBS ile

sulandirildi.

Calisma icin kullanilacak 6érnek miktari su sekilde belirlenir:
» Sperm sayisi 20 milyon ve Uzeri ise; 0,5 ml
» Sperm sayisi 5-20 milyon arasinda ise; 1 ml

» Sperm sayisi 5 milyondan az ise eldeki tim 6rnek kullanildi.
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>

Sperm sayisi 1 milyondan az olan 6rneklerde incelemeye alinan sperm sayisi
yetersizligi nedeniile sonu¢ verememe riski bulundugundan 6rnek calisma disi

birakildi.

Anilin mauvi testi icin slayt hazirlama protokolii:

>

Sperm sayisina gore tlp icine konan 6érnek Uzerine 2 ml PBS ilave edilerek,

pipetaj yapildi.
1200 rpm (280-300 g)’ de 10 dk. santrifiij edildi ve slipernatant atildi.

Pelletin tzerine 0,5 ml %4’ [ik formaldehit eklendi ve pipetaj yapildi. (%4’ ik
formaldehit hazirlanisi: 4 ml %37’ lik formaldehit + 96 ml PBS / taze olarak

hazirlanip kullanildi)

Polizinli veya normal slayt Uzerine yayma yapildi. Slayt yatay tutularak, isim
yazilan serite yakin yere 3-4 damla damlatildi. 22x22 olcilerindeki lamel dik
tutularak damlalarin Gzerinden diger uca gekilerek tim ylizeye yayilmasi

saglandi. Daha sonra slayt dik tutularak kurumasi beklendi.

Sire sonunda slaytin yuzeyi PBS ile birkac kez yikandi ve dik tutularak

kurumasi beklendi.

Slayt oda isisinda yatay tutularak 3 dakika “%0,1 Triton-X / %0,1 sodyum
sitrat” karisiminda bekletildi (0,1 gr Sodyum sitrat + 100 ml dH20 + 100 pl

Triton-X / taze olarak hazirlanip kullanildi).
2defa PBS ile yikandi, oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Slayt tamamen kuruduktan sonra lam yatay konarak lizerini kaplayacak kadar
stok anilin mavisi solisyonundan Uzerine kondu ve 7 dakika oda sicakhginda

bekletildi.

Slayt tamamen kuruduktan sonra lam yatay konarak lizerini kaplayacak kadar
stok anilin mavisi soliisyonundan Gzerine konur ve 7 dakika oda sicakhiginda
bekletilir. Stok anilin mavisi hazirlanisi: 200 ml PBS + 10 g anilin blue. PBS
kaynatilir ve icine toz anilin mavisi eklenerek karistirilir. Asetik asit ile pH 3.5

ayarlanir. Karanlikta saklanir)
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>

>

Stok anilin mavisi hazirlanisi: 200 ml PBS kaynatildi ve icine 10 g toz anilin
mavisi eklenerek karistirildi. Asetik asit ile pH 3.5 ayarlandi. Karanlkta

saklandi.lsik mikroskobunda analiz edilir.
Sire sonunda slayt musluk suyunda nazikce yikandi.

Istk mikroskobunda analiz edildi.

Degerlendirme kriterleri:

>

>

>

>

Tamamen koyu renkte bulunanlar yiksek seviye,
Yarisi koyu renkte bulunanlar orta seviye
Tamamen acik renkte bulunanlar normal seviye olarak degerlendirildi.

Koyu renkli spermlerin toplam incelenen sperm sayisina orani hesaplanarak

asagidaki sekilde degerlendirme yapildi:
> %30 Denatlrasyon (+)
<%20 Denaturasyon (-)

%20-%30 ara bolge olarak degerlendirildi.

Degerlendirme sirasinda orta seviye sperm ylizdesi de yiksek bir oranda gorilmisse

raporda belirtildi.

3.2.5

PZR Yontemiyle mtDNA Mutasyon Tespiti

3.2.5.1 Sperm orneklerinde kirliligin giderilmesi

Semen iki kez iki hacim PBS ile yikanarak ortamda var olan diger kontaminantlar

uzaklastinildi. Yikama isleminde;

>

>

Sperm sayisina gore tlp icine konan 6rnek lzerine 2 ml PBS ilave edilerek

pipetaj yapildi ve 1200 rpm’ de 10 dk santrifij edildi.

Slpernatant atildiktan sonra pelletin (izerine 2 ml PBS ilave edilerek pipetaj

yapildi ve 1200 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant atildi.

Bu islemin tamamlanmasindan sonra DNA izolasyonu asamasina gegildi.
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3.2.5.2 Sperm DNA izolasyonu

— Sperm DNA izolasyonu igin Quick DNA Mini Prep Plus Kit kullanildi ve ilgili

protokole uygun olarak gerceklestirildi.

» 200 ul semen 6rnegi mikrosantrifiij tiptne kondu ve Uzerine 200l Bio-Fluid
& Cell Buffer ve 20 ul merkaptoetanol ilave edilerek 55°C'de 10 dakika inkiibe
edildi.

> inkiibasyon sonunda érnegin iizerine 420 ul Genomic Binding Buffer eklendi.

» Karisim, toplama tupundeki zaymo-spin IIC-XL kolonu igine aktarilarak 1

dakika santriftij (> 1200 x g) edildi ve sivi kisim atildi.

» Yeni bir santrifuj tliplne yerlestirilen kolon tizerine 400 pul DNA-Pre-Wash

Buffer eklenerek 1 dakika santrifuj (> 1200 x g ) edildi ve sivi kismi atild.

» Ayni kolon yeni bir santrifuj tliplne yerlestirilerek 700 ul g-DNA Wash Buffer

ilave edildi. Bir dakika santrifuj (> 1200 x g) sonrasi sivi kisim atild.

» Ayni kolon yeni bir santrifuj tipune yerlestirilerek Gzerine 200ul g-DNA Wash

Buffer eklendi. Bir dakika santrifuj (> 1200 x g) sonrasi sivi kisim atild1.

» Son asamada kolon temiz bir mikrosantrifij tipine aktarildiktan sonra > 50 pl
DNA Elisyon Buffer eklenerek 5 dakika oda sicakhginda inkiibe edildi. Bir
dakika santrifuj (= 1200 x g) edilerek sivi kismi PZR asamasina kadar -20°C 'de

muhafaza edildi.

3.2.5.3 DNA Miktari ve Safliginin Belirlenmesi

Elli bes pl ellisyon buffer icerisinde ¢6ziinen genomik DNA miktari nanodrop
yardimiyla olcildi. Daha sonra DNA’'nin bitinligi ve kalitesi jel elektroforez ile
analiz edildi. Genomik DNA’lar %1’lik agaroz iceren jel igerisinde yurutildi. Bu
islemde, 1x TAE icerisinde gerekli miktarda agaroz (40 ml icin 0,4 gr) mikrodalga
yardimiyla ¢6zllip soguduktan sonra 20.000x Sybr Safe DNA boyasi 1:20.000
seyreltilerek ¢ozelti igerisine eklendi (40 ml igin 1 ul boya). Jel donduktan sonra 1 pl
6x ylkleme boyasi ve 5 ul DNA karistirilarak kuyulara ylklendi. Elektroforez tanki

icerisine yerlestirilen jel, 100 V 50 dk yurutulerek ultraviyole 1sik altinda gérintilendi.
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3.2.5.4 PZR igin Primer Tasarimi

Calismada hedeflenen mitokondrial DNA’daki 4977 bazhk “yaygin delesyon”
bolgesinin amplifikasyonu icin tasarlanan oligonikleotid primerler Cizelge 3’de

verilmistir. Bu delesyon bolgesinde yer alan gen bolgeleri Sekil 24’te gosterilmistir.

8,500 5% 19500 L3 16560 (I3 111500 [ e L
» |
[Genes ]
coxs I HoiL I o5 I — -|
916661 L Aoxsnees! I Q316901 AQ: -|
HO3 NO4 -

f AORI1EE9.1
d tRii-rg [l tei-Leu [
E thhA-His [l
tRi-Ser [l
[-loop Features
-

4,500 9K 9,500 10} 10,500 K 11,560 12K 12,500 13K

KY436895.L: 8.5K..13K (5.0Kb

Sekil 4.10 Mitokondriyal DNA'nin buytk 6lgekli 4977 bp’lik delesyon icinde bulunan
farkli bolgeler

Primer tasarlanmasi icin Mitomap ve Primer Blast programlari kullaniimistir.
https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMAP/MitoSeqs

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT SEQUENCE=NM 001618.3

53


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_001618.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?ORGANISM=9606&INPUT_SEQUENCE=NM_001618.3

Cizelge 3. 3 Sentezlenen primerler ve ilgili gen bolgeleri

[

_ | e S S z 5
58 | 5% 58737 @ > | 8562
EQ S 9| & £ w E£¢ Primer Dizisi 2 9 3z X
- € 2 > v = o > -

a S 5 & TSa o N c v £ 3

c o T £ o} o o < m

<

1 F 10199 20 CCGCGTCCCTTTCTCC ND3 2784
ATAA

1 R 12983 20 AGGCCTAGTAGTGGG ND3
TGAG

2 F 8542 20 TTCGCTTCATTCATTG | ATPaseb 2086
CCCC

2 R 10628 20 GGAGTGGGTGTTGAG | ATPaseb
GGTTA

3 F 8075 20 GCTGTCCCCACATTAG | common 5657
GCTT

3 R 13732 20 | ATCCTGCGAATAGGCT | common
TCCG

4 F 10199 20 CCGCGTCCCTTTCTCC | Primer 429
ATAA sift

4 R 10628 20 GGAGTGGGTGTTGAG | Primer
GGTTA sift

Kanunu Normal ve infertil bireylerden elde edilen sperm DNA oOrneklerinde 4977

bp'lik “common delesyon” gen bdlgesi mitokondrial DNA genom haritasinda 8470-

8482 ve 13447-13460 bp pozisyonlari araliginda yer almaktadir (Sekil 24).

Amplifikasyon gergeklestirilirken secilen bdlgenin uzunlugu sebebiyle olusabilecek

optimizasyon problemleri sebebiyle, sentezlenen primerlerin ikisi ilgili delesyon gen

bolgesinin icinden digeri ise dis kisminda olacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 25). Buna

gore ATPase6, ND3 ve primer sift gen bolgeleri “common delesyon” bolgesinin i¢

kismindan; Common gen bdlgesinin up-down stream bdlgelerinden segilerek

amplifikasyon gerceklestirilmistir.
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0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 il 12 13 J“ 15 16 17
8075 = $657bp - 1373

¢ 13 bp Tekrar Dizin : ACCTCCCTCACCA

8470-8482 ve 13447-13460
4977bp

Common Bdlge - 5657 bp

ND3 Bolge -2784 bp
ATPsae6 Bolge - 2086 bp
sift Bolge 429 bp

Sekil 4.11 Mitokondriyal DNA'nin bliyuk 6lgekli 4977 - bp delesyonun tespitinde
kullanilan stratejinin gosterimi, A; B

R

4977 bp
Delesyon

13bp tekrar
F

B 13bp

~—_

\\
G<YGYCC(<A<AYYAGGCYV\{I
8a

6

ACCTCCCTCACCAAAGCCCATAAA
=

coxz \
GCTGTCCCCACATTAGGCTTT

13bp tekrar

Delosyona ugramis
mMtDNA

L

AACCATACCTCTCACTTCA

—
=
-
_13bp
1ACCTCCCTCACCAATCCTGCGAATAGGCT TCCG

o 13447

Z 13bp
A € T CCCTCA C C A |Accracaaarasecricea

Sekil 4.12 MtDNA 4,977-bp delesyonunun saptanmasi.(A) 4,977-bp delesyonu olan
veya olmayan insan mitokondriyal genomu.(B) 4.977 bp'lik delesyon onayi

3.2.5.5 PZR Reaksiyonu

mtDNA mutasyon taramasinda 3 farkl gen bolgesi degerlendirilmistir.
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ATPase 6 gen bolge amplifikasyonu: Bu gen 8542-10628 baz dizileri arasinda bulunan
2068 niikleotidli Griininiin olusmasini saglayan gen bolgesidir. ATPaseb6 proteini, ATP
sentaz adi verilen bliyik enzimin bir pargasini olusturur. Ayrica kompleks V olarak

tanimlanan bu enzim, oksidatif fosforilasyonun son asamasindan sorumludur.

Bu gen bolge amplifikasyonu icin;

Forward primer; TTCGCTTCATTCATTGCCCC

Reverse primer; GGAGTGGGTGTTGAGGGTTA kullanildi.

ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyon reaksiyonlarindaki PZR reaksiyon karisimi Cizelge

4'de gosterilmistir.

Cizelge 3. 2 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karisimi

Bilesen Miktar
Nikleazsiz su (50 - tim bilesenler)ulL
5X HF buffer 10 pL
25 mM dNTP 0,4 pL
10 uM ileri primer 2,5 uL
10 uM geri primer 2,5 uL
Kalip DNA (100 ng) 100/x uL  x=DNA miktari (ng)
Phusion polimeraz 0,5 pL
Toplam 50 uL

Cizelge 3. 3 ATPase6 PZR kosullari

Asama Sicakhk Sire Dongli
Denatlirasyon 98°C 30 sn
Primer eslesmesi
98°C 10 sn
65°C 30 sn 35 dongd
Primer uzamasi 72°C 30 sn
72°C 10 dk
Son uzama 4°C oo

56



Elde edilen PZR (iriinliniin baz uzunlugu delesyon olmamasi durumunda 2086 bp' dir.
Delesyon varliginda ise bantin goézlenmemesi veya boyutunun kigillmesi
beklenmektedir [25]. Daha sonra PCR Urinleri % 1 etidyum bromiir iceren agaroz jeli
Uzerinde 1.5 saat sureyle elektroforezde yiridiikten sonra jel goriintiileme sistemi

ile goriintlilendi [26].

ND3 gen bolge amplifikasyonu: Bu gen 10199-12983 baz dizileri arasinda bulunan
2784 nukleotidli Grinin olusmasini saglayan gen bolgesidir. ND3 proteini, NADH
dehidrojenazin bir alt birimi olarak mitokondrinin i¢ membraninda yer alan ve

elektron tasima zincirinin bes kompleksinin en buyagadr.

Bu gen bolge amplifikasyonu igin;

Forward; CCGCGTCCCTTTCTCCATAA

Reverse; AGGCCTAGTAGTGGGTGAG primerleri kullanildi.

ND3 gen bolgesi amplifikasyon reaksiyonlarindaki PCR reaksiyon karisimi Cizelge 6'de

gosterilmistir.

Cizelge 3. 4 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karisimi

Bilesen Miktar
Nikleazsiz su (50 - tim bilesenler)ulL
5X HF buffer 10 pL
25 mM dNTP 0,4 pL
10 uM ileri primer 2,5 puL
10 uM geri primer 2,5uL
Kalip DNA (100 ng) 100/x uL  x=DNA miktari (ng)
Phusion polimeraz 0,5 uL
Toplam 50 pL

ND3 gen bolgesi amplifikasyonu PCR reaksiyonu sartlari; 35 dongi olacak sekilde,

Cizelge 7'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.5 ATPase6 PZR kosullari

Asama Sicakhk Sire Dongl

Denatiirasyon 98°C 30 sn
Primer eslesmesi

98°C 10sn

35 doéngl

65°C 30 sn

Primer uzamasi 72°C 30 sn

72°C 10 dk

Son uzama 4°C oo

Elde edilen PCR Urlinlinin baz uzunlugu delesyon olmamasi durumunda 2784 bp' dir.
Delesyon varliginda ise bantin gozlenmemesi veya boyutunun kiiclilmesi
beklenmektedir [25]. Daha sonra PCR Urinleri % 1 etidyum bromdr iceren agaroz jel
Uzerinde 1.5 saat sireyle elektroforezde yiridiikten sonra jel goriintiileme sistemi

ile gorintilendi [26].

Primer sift gen bolge amplifikasyonu: Bu gen 10199-10628 baz dizileri arasinda
bulunan 429 nikleotidlik bir bolgesidir. Bu bolge icin secilen primerler ile amplifiye
DNA fragmanlar, kalip DNA i¢in mis-anneling trlini olmadiginin tespitinde énemlidir.
ilaveten mtDNA’daki delesyonun saptanmasinda istenmeyen amplifikasyonlarin

tespiti saglanmasinda da 6nemlidir.

Bu bélgenin amplifikasyonu igin,

Forward; CCGCGTCCCTTTCTCCATAA

Reverse; GGAGTGGGTGTTGAGGGTTA primerleri kullanildi.

Primer sift gen bolgesi amplifikasyon reaksiyonlarindaki PCR reaksiyon karigimi

Cizelge 8'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.6 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karisimi

Bilesen Miktar
Nikleazsiz su (50 - tim bilesenler)ulL
5X HF buffer 10 uL
25 mM dNTP 0,4 puL
10 uM ileri primer 2,5 uL
10 uM geri primer 2,5 uL
Kalip DNA (100 ng) 100/x uL - x=DNA miktari (ng)
Phusion polimeraz 0,5 uL
Toplam 50 uL

Cizelge 3.7 ATPase6 PZR kosullari

Asama Sicaklik Sire Dongli

Denatlirasyon 98°C 30sn
Primer eslesmesi

98°C 10 sn

35 dongl

65°C 30 sn

Primer uzamasi 72°C 30sn

72°C 10 dk

Son uzama 4°C oo

Primer sift gen bolge amplifikasyonu PCR reaksyionu sartlari; 35 dongu olacak sekilde
Cizelge 9'de gosterilmistir.Elde edilecek PCR Uriniinin baz uzunlugu delesyon
olmamasi durumunda 429' bp dir. Delesyon varliginda ise bantin gézlenmemesi veya
boyutunun kigllmesi beklenmektedir [25]. Daha sonra PCR drinleri % 1 etidyum
bromiir iceren agaroz jeli Gzerinde 1.5 saat slireyle elektroforeze yiridiikten sonra

jel goriintiileme sistem ile gorintilenecektir [26].

3.2.5.6 Long Range PZR Reaksiyon

Common gen bolgesi amplifikasyonu: Bu gen 8075-13732 baz dizileri arasinda
bulunan 5657 nikleotidlik Grininin olugsmasini saglayan gen bolgesidir. Elektronlar

alt birim 2 (COX2) vasitasiyla sitokrom c' den katalitik birinci alt Gniteye aktarilr.
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COX2, substrat baglayici bolgeyi saglar ve Cu (A) adi verilen bir bakir merkez igerir.

Cu, muhtemelen sitokrom c oksidazda birincil alicidir.

Bu gen bolgesi amplifikasyonu igin,

Forward GCTGTCCCCACATTAGGCTT ve

Reverse ATCCTGCGAATAGGCTTCCG primerleri kullanildi.

Common gen bolgesi amplifikasyon reaksiyonlarindaki PCR reaksiyon karisimi Cizelge

10' da gosterilmistir.

Cizelge 3.6 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karigimi

Bilesen Miktar
5X RANGER Reaction Buffer 10uL
Template (200 ng) lu
Forward Primer (10 uM) luL
Reverse Prrimer ( 10u M) 1ul
RANGER DNA Polymerase 1ul
H20 50L kadar

Common gen bodlgesi amplifikasyonu PCR reaksyionu sartlari; 30 dongii olacak
sekilde Cizelge 11'de gosterilmistir.

Cizelge 3.7 ATPaseb PZR kosullari

Asama Sicaklhik Sire Dongli

Denatirasyon 98°C 1 min
Primer eslesmesi

98°C 10 sn

. 35 dongu

65°C 1 min

Primer uzamasi 72°C 6 min

72°C 10 dk

Son uzama 4°C oo

Elde edilen PCR Urlinliniin baz uzunlugu delesyon olmamasi durumunda 5657 bp' dir.

Delesyon varliginda

ise bantin gozlenmemesi

veya
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beklenmektedir [3, 4, 72]. Daha sonra PCR urinleri % 1 etidyum bromir igeren agaroz
jeli Gzerinde 1.5 saat slireyle elektroforezde ylridikten sonra jel gorintiileme

sistemi ile gorintilendi [26].
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

Uskiidar Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Kurulun’dan etik kurul izni
alindiktan sonra Bahgeci Saglk Grubu Klinigi Androloji Boliiminden 5 adet normal
fertil (infertil olmayan) ve 2 adet varikosel olmayan infertil hastalarin semen
ornekleri steril ortamda alindi. Semen drneklerin semen analizi, TUNEL testi ve anilin
blue testi Bahgeci Saglk Grubu Laboratuvarlarinda, PZR ile mutasyon calismasi ise
YTU/Molekiler Biyoloji ve Genetik Boliimi Laboratuvarinda gergeklestirildi. Semen
analizi, sORP, TUNEL ve anilin blue testleri numuneler alindiktan yaklasik bir saat
sonra gercgeklestirildi. Sonrasinda semen 6rneklerinin DNA izolasyon calismalari
tamamlanip +4 °C’de muhafaza edildi. PZR ile mutasyon tarama testi gerekli

optimizasyon calismalari tamamlandiktan sonra gergeklestirildi.

4.1 Semen Analiz Sonuglari

Yapilan calismadaki 5 fertil normal erkekler ve 2 varikosel olmayan infertil hastanin

semen analiz sonuglari Cizelge 12'de gdosterilmistir.

DSO verileriyle karsilastirildiginda tiim veriler uygun olarak degerlendirildi. Elde
edilen sonuclardan sadece 6 nolu infertil hastada sperm sayisinin istenilenden az

oldugu gorilmaistdir.
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Cizelge 4.1 Semen analiz sonuglari
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4.2 sORPAnaliz Sonuglari

Yapilan ¢alismadaki 5 fertil normal erkek ve 2 varikosel olmayan infertil hastanin milivolt
(MV) cinsinden olguilen sORP sonuglari Cizelge 16'de gosterilmistir. Yapilan bu analizde
statistik ORP degeri 1.36 mv/milyon degeri normal olarak kabul edilmektedir. Bunun
Ustlinde olan degerler infertil olarak kabul edilir ve antioksidan tedavisi alinmasinin
hastaya yapilacak yardimci lGreme tedavi teknikler uygulamasi acisindan anlamli
olacagnin gostermektedir. Cizelge 13'da goriildiigl gibi elde edilen sonuglardan sadece

6 nolu infertil hastada sORP degeri istenilen degerin lzerinde oldugu gortlmistir.

Cizelge 4.2 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karisimi

NO SORP ( MV)
1 0.71

2 0.28

3 0.48

4 0.45

5 0.68

infertil hasta sonuglari
6 3.7
7 0.14

4.3 TUNEL Analiz Sonuglan

Yapilan calismadaki 5 fertil normal erkek ve 2 varikosel olmayan infertil hastanin TUNEL
analizinden elde ediln sonuglar Cizelge 14'de gosterilmistir. Bu testte <%30
fragmantasyon normal olarak tanimlandigindan tim sonuglar uygundur. Bu sonuglar,

analiz edilen numunelerde tek ve c¢ift zincir DNA kiriklarinin olmadigini gbéstermektedir.

Cizelge 4.3 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karigimi
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NO DNA fragmantasyon (%)
1 4.3
2 8
3 4.3
4 2.3
5 5

infertil hasta sonuglari
6 0.77
7 6

4.4 TUNEL Analiz Sonuglan

Yapilan ¢alismadaki 5 fertil normal erkek ve 2 varikosel olmayan infertil hastaninin anilin
mavi analizinden elde edilen sonuclar Cizelge 15'de gosterilmistir. Bu testte <%20
denatilirasyon normal olarak tanimlandigindan tim sonuglar uygundur. Bu sonuglar,

analiz edilen numunelerde kromatin paletleme bozukliklarin olmadigini géstermektedir.

Cizelge 4.4 ATPase 6 gen bolgesi amplifikasyonu PZR reaksiyon karisimi

NO DNA denatirasyon (%)
1 4
2 7.3
3 7
4 4
5 2.6
infertil hasta sonuglari
6 5
7 6
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4.5 TUNEL Analiz Sonuglan

4.5.1 Semen DNA izolasyon Sonuglarn

Yapilan calismadaki 5 fertil normal erkek ve 2 varikosel olmayan infertil hastanin

yikanmis semen orneginde yapilan DNA izolasyon calismalarinin;

- Nanodrop cihazi ile 6lglilen DNA'nin miktar ve saflik sonuglari Cizelge 16'de

gosterilmis ve sonraki

degerlendirilmigtir.

- Elektroforez ile bitlinlik ve kalite uygunlugu sonuglari sekil 27 gosterilmis ve

asama olan PZR

reaksiyonu

icin uygun olarak

sonraki asama olan PZR reaksiyonu icin uygun olarak degerlendirilmistir.

Gizelge 4.5 DNA miktari ve saflik sonuglari

o =z o
o c ]
=2 —‘?-l % N 8 N 8 N o N o N o W o § ’-Zr g
o a i ® § W § S o 8 o B o B o 3 0% =
= [e) —+ S
= & 5
1 268,47 1,90 2,36 | 5,269 | 2,731 | 2,177 | -0,100 | 0,192 1,00
2 34,77 | 2,50 0,50 | 1,355 | 0,938 | 2,047 | 0,659 | 0,192 1,00
3 318,38| 1,89 2,16 | 6,253 | 3,248 | 2,828 | -0,114 | 0,192 | 1,00
4 394,45| 1,90 1,68 | 7,655 | 3,911 | 4,463 | -0,234 | 0,192 1,00
5 309,31| 1,93 2,19 | 5,988 | 3,010 | 2,631 | -0,198 | 0,192 | 1,00
infertil hasta sonuglari
6 76,06 | 2,39 1,00 | 1,230 | 0,346 | 1,235 | -0,291 | 0,192 | 1,000
7 107,50 2,23 0,60 | 1,944 | 0,760 | 3,386 | -0,206 | 0,192 | 1,000
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Sekil 4.1 1-5 no’lu normal fertil bireyler, 6-7 no’lu infertil bireylerin genomik DNA jel
goriuntis

4.5.2 ATPase6 Gen Bélgesinde PZR Uriinii Jel Goriintiisii

5 normal fertil ve 2 varikosel olmayan infertil hasta 6rnekten elde edilen ATPase6 gen
bolgesi PZR amplifikasyon Uriinli bant biiytukliginin DNA marker ile karsilastirildiginda
beklenilen 2086 bp’ye uygun oldugu Sekil 28'de gosterilen jel gorintisinde
gozlenmektedir. Dolayislyla ¢calismada yer alan normal fertil ve infertil 6rneklerin sperm
mtDNA’sinin ATPase6 gen bolgesinde delesyon veya insersiyon tarzi mutasyon tespit

edilmemistir.

Sekil 4.2 1-5 no’lu normal fertil bireyler, 6-7 no’lu infertil, 8 no’lu negatif kontrol
bireyler icin ATPas6 gen bolgesinde PZR jel goriintisii
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4.5.3 ND3 Gen Boélgesinde PZR Uriinii Jel Goriintiisii

5 normal fertil ve 2 varikosel olmayan infertil hasta 6rnekten elde edilen ND3 gen bélgesi
PZR amplifikasyon Grinid bant bayukligliinin DNA marker ile karsilastirildiginda
beklenilen 2784 bp’ye uygun oldugu Sekil 29’de gosterilen jel goriintlsiinde
gozlenmektedir. Dolayisiyla galismada yer alan normal fertil ve infertil 6rneklerin sperm
mtDNA’sinin ND3 gen bdlgesinde delesyon veya insersiyon tarzi mutasyon tespit

edilmemistir.

3000 5
2500

W WY N e e

Sekil 4.3 1-5 no’lu normal fertil bireyler, 6-7 no’lu infertil, 8 no’lu negatif kontrol
bireyler icin ND3 gen bolgesinde PZR jel goriintisii

4.5.4 Common Gen Bolgesinde PZR Uriinii Jel Goriintiisii:

Common gen bolgesi 5657pb blyilkliginda bir bolge oldugu icin PZR karisimi diger
bolgelerden farkl olarak hazirlandi. Long-PZR kosullarida farkh yapildi. 5 normal fertil ve
2 varikosel olmayan infertil hasta 6rnekten common gen bélgesi icin elde edilmis Grin
blyuklagu Sekil 30'de gosterilmistir. Sekilde goriindigli gibi normal ve hasta
orneklerinden elde edilen amplifikasyon Griini DNA marker ile karsilastirildiginda

sonuglar uygundur.
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Sekil 4.4 1-5 no’lu normal fertil bireyler, 6-7 no’lu infertil, 8 no’lu negatif kontrol
bireyler icin common gen boélgesinde PZR jel goriintlsi

4.5.5 Primer Sift Gen Bolgesinde PZR Uriinii Jel Goriintiisii:

5 normal fertil ve 2 varikosel olmayan infertil hasta 6rnekten elde edilen primer Sift gen
bolgesi PZR amplifikasyon trinl bant blydkliginin DNA marker ile karsilastirildiginda
beklenilen 429 bp’ye uygun oldugu Sekil 30’da gosterilen jel gorintisinde
gozlenmektedir. Dolayisiyla galismada yer alan normal fertil ve infertil 6rneklerin sperm
mtDNA’'nin bu gen bodlgesinde delesyon veya insersiyon tarzi mutasyon tespit

edilmemistir.

123456738

Sekil 31: 1-5 no’lu normal fertil bireyler, 6-7 no’lu infertil, 8 no’lu negatif kontrol
bireyler icin Primer sift gen bolgesinde PZR jel gorintiisi
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Ciftlerin evlilik yasamindaki en 6nemli saglik problemlerinden biri olan infertilitenin
goriilme sikhigi Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore ciftlerin yaklasik %8-12'sinde
gorilmektedir [5]. Diinya genelinde esit olarak saptanan infertil kadin ve erkek oraninin
infertiliteye olan yansimasi; ciftlerde %40 erkege , %40 kadina, %10 hem erkek hem de
kadina bagh ve %10 bilinmeyen seklindedir [72].Cok faktorliu patolojik kosullardan biri
olan siddetli sperm motilite dustklGg, sik gortlen kisirlik nedenlerdendir [67]. Elektron
tasima zincir yoluyla blyik bir ATP Ureticisi olan mitokondri, oksidatif fosforilasyon
yardimiyla sperm hareketligi icin gereken enerjiyi Uretmektedir. Bu karmasik
biyokimyasal ve molekiiler mekanizma, mitokondriyal DNA (mtDNA) ve niikleer DNA
(nDNA) ile kontrol edilmektedir. Erkek infertilitesinde bazal semenin sayisal ve yapisal
ozellikleri yaninda sperm genomunun molekuler diizeyde tasidig1 yapisal ve/veya kalitsal
hasarlarin 6nemi de oldukga buylktir. Karmasik bir siire¢ olan spermatogenez, cesitli
asamalari ve farkh hiicre tiplerini icerdiginden dolayi nikleer ve mitokondriyal genom
mutasyonlari, sperm morfolojisi ve islevsellegini etkilediginden infertiliteye sebep
olmaktadir [71]. mtDNA ile nDNA'nin genomik butunlGgl, sperm motilitesinin
saglanmasinda 6nemli bir rol faktordir [36, 67]. Literatlirde sperm lreme potansiyeli
(sperm fonksiyonel vyetkinligi) ve DNA hasarlari arasinda korelasyon bulundugu
bildirilmektedir [36]. Zayif kaliteye sahip spermlerde gesitli bliylk delesyonlar ve mtDNA
fragmantasyonu gozlendigi calismalar oldukc¢a fazladir [1-3, 67]. Bu nedenle DNA
hasarinin tespitine yonelik gerceklestirilen calismalarin, geleneksel semen analizinden
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daha iyi bir tahmin puanina sahip oldugu dislinilmektedir [37]. Nikleer ve
mitokondriyal gen driinleri birbirine bagimh oldugundan, nDNA fragmantasyonunun
spermin bozuk motilitesinde daha glivenilir bir gostergesi olabilecegi bildirilmistir [67].
ilaveten DNA fragmantasyonu ile sperm konsantrasyonunu arasinda negatif iliskinin var
oldugunu gosteren calismalarda literatlirde yer almaktadir [1, 75]. Coklu regresyon
analizlerinde semen kalitesi (Ozellikle, hareketlilik) ve ROS d{retimi gibi sperm

Ozelliklerinin DNA hasariyla baglantili oldugu da tespit edilmistir [22].

Mitokondrilerde Uretilen enerjideki diisiis sperm motilitesini azaltabilir ve bu durum
genellikle yliksek ROS seviyesi ile iliskilidir. Endojen ROS Uretimi veya semende bulunan
I6kositlerden olusan ROS spermi etkilemektedir [89]. Son zamanlarda gelistirilen prob
temelli teknolojiler ile mitokondrilerin spermde ana ROS kaynagi oldugu gosterilmistir
[90, 91]. ROS iretimi bir kez baslatildiginda, peroksidasyon mekanizmasiyla devam eder.
Peroksidasyon mekanizmasi, lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu devam
ettiren peroksil ve lipid radikalleri Greterek ROS Uretimini arttirdigindan biyokimyasal ve
molekiler diizeyde spermler icin son derece zararli bir islemdir. Bununla birlikte, bircok
calisma, hiicre igi veya hiicre disi reaktif oksijen tirlerinin (ROS) ve bunun sonucunda
olusan oksidatif stresin, nDNA ve mtDNA hasarini indiiklemede énemli bir rol oynadigini
ortaya koymaktadir. Sperm, doymamis yag asitleri, DNA ve proteinler gibi bircok ROS
substratlerini igerir ve sinirli endojen antioksidan kapasiteye sahiptir. Bu nedenle sperm,
mtDNA ve nDNA'yi etkileyen oksidatif hasara karsi oldukca hassastir. Bu nedenle erkek
infertilite etyolojisinde ve patogenezinde, mtDNA mutasyonlarina sebep olan ROS'un
patolojik seviyeleri son derece 6nemlidir [55]. Sperm hareketliliginde azalma ve genom
ile mtDNA’da hasara sebep olan ylksek OS’nin erken tespiti ve beraberinde hizli
antioksidan tedavisi OS kaynakli olusabilecek genom ve mtDNA hasarlarini dnleyebilir
[14]. Ayrica yiksek ROS seviyesine sahip infertil erkeklerin antioksidan tedavi almasi,
sonrasinda uygulanmasi planlanan yardimci Greme tekniklerinin basarisini olumlu yonde
etkileyecektir [92]. Bitlin bu bilgiler 1s1ginda, infertil erkeklerin yliksek DNA hasarina
sahip spermlere sahip oldugu ve bununda yardimci Greme teknikleri uygulanabilecek

erkekler icin 6Gnemli sonuglari beraberinde getirecegi gértilmektedir.
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Bu nedenle, bu calisma varikosel olmayan infertil erkeklerde, infertiliteye sebep olan
sperm biyobelirtecler paneli degerlendirildi. Bu panel; semen analizi, semen-antioksidan
kapasite, nDNA paketleme ve fragmantasyon, mtDNA hasarini icermektedir. Bu amacla
semen analizi; DSO kriterleri esas alinarak semendeki voliim, PH, viskozite, agliitinasyon,
likefiye olma zamani, sperm konsantrasyon, sperm hareketliligi, sperm morfoloji
parametreleri acisindan degerlendirilmistir. Semen-antioksidan kapasite; yeni bir
galvanostat tabanli teknoloji olan MiOXSYS Sistemi kullanilarak millivolt cinsinden sORP
analizi ile gerceklestirilmistir. SORP; biyolojik sistemdeki tim oksidan ve antioksidanlar
arasindaki mevcut dengenin entegre olclimudir. Pakette yer alan nDNA paketleme ve
fragmantasyon, TUNEL ve Anilin mavi testleri kullanilarak sperm DNA’sinda var
olabilecek tek-cift zincir kiriklar ile genom paketlenmesinde olusabilecek hasarlarin
tespiti amaciyla gerceklestirilmistir. mtDNA hasari ise; PZR yontemiyle “common
delesyon” olarak tanimlanan 5657bp biyikligindeki gen bolgesi ve bu bdlgenin
icerisinde yer alan ATPase6, ND3, primer shift gen bdlgeleri ti¢ farkh gen bolgesinin
amplifikasyonu ile degerlendirilmistir. Calisma da bu panel icin 5 normal fertil birey ve 2

varikosel olamayan infertil erkek birey degerlendirilmeye alinmistir.
Calisma sonuglari degerlendirildiginde;

DSO kriterlerine gére degerlendirilen semen analizi sonuglari, sadece 6 nolu infertil

hastada sperm sayisinin diistik oldugu,

Statistik ORP degeri 1.36 mv/milyon degeri normal olarak degerlendirilen sORP analizi
sonuglari, tim bireylerde oksidan ve antioksidan arasinda dengenin mevcut oldugu,

sadece 6 nolu infertil hastada sperm sORP degeri yiksek oldugu,

<%30 fragmantasyonun normal olarak kabul edildigi TUNEL analizi sonuglarina gére tim
bireylerde fertilite problemi olusturacak sekilde bir nDNA fragmantasyonun (tek/cift

zincir kiriklarinin) mevcut olmadigi,

<%20 denaturasyon normal olarak kabul edildigi Anilin mavisi test sonugclarina gore,
tim bireylerde nDNA paketlenmesinde histon/protamin yer degisiminin normal sinirlar

icerisinde oldugu,
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mtDNA delesyonlarinin tespiti amaciyla gergeklestirilen calismada amplifiye edilen gen
bolgelerinde tiim bireylerdeki amplifikasyon Grininin istenilen biydkliige sahip oldugu

ve herhangi bir delesyon mutasyonun olmadigi,
gozlenmistir.

Ancak sunulan ¢alismaya uygun kriterlere sahip infertil erkek hasta sayisi sadece 2 ile
sinirli kaldigindan; yiritilen test teknikleri arasinda istatistiksel olarak bir korelasyon
calismasi gerceklestirilememistir. Dolayisiyla calismada degerlendirilen OS-genom
tek/cift zincir kiriklari-genom paketleme-mtDNA delesyon parametreleri arasinda bir
iliskinin varligi net olarak ortaya konulamamistir. Bu yizden hasta sayisi artirilarak
Ulkemizdeki varikosel olmayan infertil erkek bireylerde bu parametreler arasinda
iliskinin tam olarak tespit edilmesi icin yeni ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Bununla
birlikte PZR yontemiyle amplifiye edilen gen bolgelerindeki nokta mutasyon

varhigi/yoklugu tespiti, sekans analizi ile ileriki calismalarda tanimlanmahdir.

Calismanin hipotezleri arasinda yer alan; varikosel olmayan infertil erkek hastalarda,
hastalarin sperminde fertilizasyon potansiyelinin azalmasina sebep olan cesitli
biyokimyasal, molekiler, genomik ve fonksiyonel anormalliklerin 6nemli oldugu
dislincesi elde edilen genel bulgular ile net bir sekilde ortaya konulamamis olsa da ileriki

¢alismalarda artan hasta sayisi ile bu korelasyonun saglanabilecegi ongoriilmektedir.

BUtln bunlarin yanisira, 2018 yilinda Tittelmann ve arkadaslar tarafindan yayinlanan
calismada; semen analizine gore incelenmis yaklasik 26 bin infertil erkegin infertilite
sebepleri; %10 malign hastaliklar, %4 genetik sebepler, %14 diger sebepler ve %72 ise
nedeni aciklanamayan kaynaklar olarak siniflandinimistir (Sekil 32). Dolayisiyla
yayinlanan ¢alisma, infertil erkeklerin tanisinda kullanilan semen analizinin sadece %28
oraninda bir taniya gidilebilmesine olanak saglamaktadir. Geriye kalan %72'lik kaynagi
bilinmeyen infertilite olgularinin tanilanmasinda baska ilave tekniklere, yeni
yaklasimlara ve daha kapsamli kombine test uygulamalarina ihtiya¢ duyuldugu agiktir

[93].
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%72

Sekil 5.1 Son 30 yilda Reprodiiktif Tip ve Androloji Merkezine (Cera) katilan 26.091
infertil erkek hastanin semen analizi sonuglarina gore konulan klinik tanilar

Ayrica ayni ¢alismada, bilinen mevcut genetik hastaliklar agisindan incelenen yaklasik 26
bin infertil erkek hastanin sadece %4 'Unde genetik bir taninin konulmasi infertilite
olgularinda spermin molekiler agidan daha kapsamli degerlendirilmesinin 6nemi ortaya
koymaktadir. Gincel rutin genetik tanilarin Ozellikle kromozomal diizeydeki
anomalilerin saptanmasina yonelik oldugu yapilan calismada vurgulanmis ve geriye
kalan %96 oranindaki infertilitenin genetik kokeninin tespiti amaciyla sadece
kromozomal diizeyde degil gen-nokta mutasyonlari yoniinden incelenmesinin daha

anlamli olacagi goriilmektedir (Cizelge 17) [93].

Bu bilgilerden yola gikilarak, sunulan tez ¢alismasinda erkek infertilitesinin tanilanmasi
amaciyla kombine test yaklasimiyla dért parametreden olusan bir panel calismasi icin
kullanilacak analiz metodlarinin optimize edilmesi saglanmistir. Uygulanilacak tekniklere
yonelik optimizasyon c¢alismalarinin tamamlanmis olmasi ileride eldesi planlanan infertil
erkek hastalarin degerlendirilmesinin  6nini acmis ve kolaylastirmistir. ileriki
calismalarda tlkemizin infertil erkek popiilasyonundaki infertilite sebeplerinin tespitine
yonelik olarak bu panelin uygulanmasi ile istatistiksel anlamda 6énemli bir ¢calismanin
gerceklestiriimesi ve c¢alisma sonuglarinin tedaviye onemli katkilar saglamasi
amaclanmaktadir. Tekrarlayan-basarisiz yardimci Greme teknikleri veya erken dogum

olgusuyla siklikla karsilasan ciftlerde;
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Cizelge 5.1 Giincel rutin analizlerle belirlenen genetik sebepler

Secilmemis hastalar

Azoospermik hastalar

Genetik tani (N =26,091) (%) (N = 3252) (%)
Kromozom anomalileri 2.8 15.0
Klinefelter sendromu 2.6 13.7
(47, XXY)
XX-Erkek (46, XX) 0.1 0.6
translokasyonlar 0.1 0.3
Digerleri <0.1 0.4
Vas deferens ve kistik
fibrozisin izole konjenital
. . 0.5 3.1
bilateral yoklugu
Kallmann sendromu dabhil
olmak lizere konjenital
: . 0.7 0.9
hipogonadotropik
hipogonadizm
Y kromozomal azospermi 0.3 1.6
faktorlu delesyonlar
Toplam 4.3 20.6

sperm DNA bitinlugl, mtDNA hasar ve ROS seviyelerin degerlendirmesi infertiliteye

sebep olan faktorlerin dogru tespiti acisindan oldukca 6nemli oldugundan, llkemiz

infertik erkek populasyonunda bu korelasyonun tanimlanmasi tedavi acisindan buyuk

katkilar saglayacaktir. Cinki genom ve/veya mtDNA’da var olan “common delesyon”

gibi blylk delesyonlarin tedavisi mimkin olmadigindan bu hasara sahip bireylerin

teshisi fertilite acisindan uygulabilecek yontemlerin yeniden degerlendirilmesini de

beraberinde getirecektir. Ayrica bu parametrelerin bir bitin olarak degerlendirilmesi,

basarisiz hamilelik siireci ve yardimci Greme teknik uygulamalarinin yasanmamasini da

saglayacaktir.
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