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OZET

FARKLI SEMEN PARAMETRELERINE GORE
INSAN SPERMLERINDE APOPTOZIS VE NEKROZISIN
HISTOKIMYASAL VE ISTATISTIKSEL YONTEMLERLE
BELIRLENMESI

ARSLAN, Didem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi; Yrd. Dog. Dr. Remziye DEVECI
Aralik 2008, 81 sayfa

Erkekte, fertilizasyon potansiyellerinin gostergelerinden biri semen
analizidir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO, 1999) gére yapilan standart
semen analizleri spermlerin sayisi, hareketliligi ve morfolojiyi kapsar.
Ancak bir semen analizi sadece genis teshis kategorileri saglamaya
yardime1 olur. “Yardimer Ureme Teknikleri”nden erkek infertilitesinin
tedavisinde kullanilan ICSI (intrasitoplazmik sperm injeksiyonu)
hareketsiz spermlerde de kullanilmaktadir. Bu durum embriyoda hasarli
DNA’nin olugsmasina yol agabilir. Bu nedenle, ICSI’de kullanilan hasar
gérmemis spermatazoon i¢in marker bulmak Onemlidir ve ejakule

spermatazoonun hiicre 6liim mekanizmalarin1 anlamay1 gerektirir.

Bu gerekgelere dayanak bu calismada semen parametrelerinden
konsantrasyon, hareketlik ve morfolojiye gore apoptotik ve nekrotik

spermleri belirlemek ve olast degisimlerini istatistiksel olarak
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degerlendirmek amaglanmistir. Bunun igin, Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarina gelen 13 gonilli
hastadan alinan semen Orneklerinde Hoechst 33342 ve TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated  biotinylated  deoxyuridine
triphosphate nick end labeling) yontemleriyle apoptotik, propidium
iodide ile nekrotik spermler belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirmeler
icin, semen parametreleriyle apoptozis ve nekrozis arasindaki korelasyon,
%95 gliven araligina gore hazirlanan grafiklerde gdsterilmistir. Ayrica bu
parametrelere gore normal ve diisiik diizeyli (WHO’ya gore) iki hasta
grubu belirlenerek Student t Testi (%95 giliven araligina gore)

uygulanmistir.

Apoptozis belirlemek icin kullanilan Hoechst 33342 ve TUNEL
yontemlerinden TUNEL’de sperm hiicrelerinin sayisal degerleri daha
yiiksek bulunmustur. Semen parametrelerinden; sperm konsantrasyonu ile
apoptotik sperm oranlar1 arasinda istatistiksel bir iliski bulunamamustir.
Sperm hareketliligi ve morfolojisi ile apoptozis arasinda ise ters bir
korelasyon vardir. Sperm hareket yiizdeleri ile saglikli morfoloji yiizdeleri
azaldik¢a, apoptotik sperm sayist artmaktadir. Propidium iodide ile
belirlenen nekrozis ile sperm konsantrasyonu arasinda ters bir korelasyon
bulunmaktadir. Sperm hareketliligi ve morfolojisi agisindan ise farklar
istatistiksel olarak anlamli degildir. Apoptozis ve nekrozis oranlari
karsilagtirildiginda, nekrotik hiicreler apoptotik hiicrelere oranla daha

fazladir.

Anahtar Kelimeler: Semen parametreleri, Insan Spermi, Apoptozis,
Nekrozis, Hoechst 3342, TUNEL, Propidium iodide.
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ABSTRACT

DETERMINING APOPTOSIS AND NECROSIS IN HUMAN
SPERMS WITH HISTOCHEMICAL AND STATISTICAL
METHODS ACCORDING TO DIFFERENT SEMEN
PARAMETERS

ARSLAN, Didem
MSc. in Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Remziye DEVECI
DECEMBER 2008, 81 pages

Semen analysis is one of the fertilization potentials indicators in men.
According to World Healt Organization (WHO: 1999), standard semen
analysis contains sperm count, sperm motility and sperm morphology.
But a semen analysis helps to provide only large scale diagnosis
categories. In ICSI (Intracytomlasmic sperm injection) application, which
is one of the Assistant Reproductive Techniques used to cure men
infertility, immotile sperms are also applied. But this case can cause
damaged DNA to be produced in embryo. For this reason it is important
to find markers non-damaged spermatozoon to use for ICSI and it is
needed to understand the possible cell death mechanisms of ejaculated

spermatozoon.

Depending on this reasons it is aimed to indicate the apoptotic and
necrotic sperms according to semen parameters; concentration, motility

and morphology and statistically evaluate possible changes of them. For
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this reason apoptotic sperms are identified with Hoechst 33342 and
TUNEL methods and necrotic sperms are identified with PI with the
semen samples taken from 13 volunteers which have come to Izmir

Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratory.

In between Ho342 and TUNEL applications identified apoptosis, it is
found that the numeric values of the sperm count higher in TUNEL
application. Any statical relationship between the semen parameter sperm
concentration and apoptotic sperm ratio was not observed. There is an
inverse correlation between apoptosis and sperm motility and
morphology. As the sperm motility percentage and healthy morphology
percentages decreases, apoptotic sperm count increases. There is an
inverse correlation between sperm concentration and necrosis identified
with PI. The differences are not statistically meaningful from the point of
sperm motility and morphology. When comparing the apoptosis and
necrosis, it is observed that necrotic cell counts are more than apoptotic

cell counts

Key Words: Sperm parameters, Human sperm, Apoptosis, Necrosis,
Hoechst 3342, TUNEL, Propidium iodide.
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1. GIRIS

1.1. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik
boliinmeler sonucu hiicre farklilagmasi ile olgun sperm olugmasidir
(Levy ve Seinfer-Aknin, 2001; Print ve Loveland, 2002; Ricci ve ark.,
2002; Sakkas ve ark, 2002; Liu ve ark., 2004; Yilmaz, 2005). Bu olusum
stirecinde germ hiicreleri mayoz boliinme sonrasi 46 kromozomlu diploid
halden 23 kromozomlu haploid hale gelirler ve yine 23 kromozom igeren
haploid yumurta hiicresi ile birleserek 46 kromozomlu yeni bir bireyin
olugmasina olanak saglarlar. Her asamada hiicreler spermatogonia,

spermatosit, spermatid gibi farkli isimler alirlar.

Spermatogenez yani sperm iiretimi testis i¢inde seminifer tiibiil adi
verilen yapilar i¢cinde gerceklesir. Seminifer tiibiil adindan da anlasilacag:
gibi i¢i bos tiip seklinde ¢ok ince ve uzun bir yapidir ve seminifer epitel
ad1 verilen bir tabaka ile ¢evrilidir. Seminifer epitel 2 tiir hiicre igerir:
Germ hiicreleri sperm yapimindan sorumluyken Sertoli hiicresi adi
verilen hiicre grubu da germ giicrelerinin etrafinda destek dokusunu
olusturur. Testislerde bulunan bir diger hiicre tiirii de erkeklik hormonu
olan testosteron yapimini saglayan Leydig hiicrelerdir. Seminifer tiibiil
icinde spermatogenezin tiim asamalarindaki sperm Onciilii hiicreler
bulunur. Farklilagsma fazin1 tamamlayan hiicreler seminifer tiibiil igine
birakilir. Bu nedenle testisin farkli kesimlerindeki farkli alanlarda
gelisimin degisik evrelerindeki sperm {iretimi devam eder (Sharpe,

1994),



Spermatogenezin 3 temel asamasi vardir:

a. Proliferasyon fazi: Ileride spermleri olusturacak spermatogonia denen
hiicreler seminifer epitelinin en alt tabakasinda bulunur. Bu hiicreler
mitoz boliinme ile silirekli ¢ogalirlar ve seminifer epitelin daha iist

tabakalaria dogru ilerlerler.

b. Rediiksiyon-Boliinme fazi: Cogaldiktan sonra primer spermatosit
adin1 alan hiicreler DNA igeriklerini yani genetik materyallerini iki katina
cikardiktan sonra iki kez mayoz boliinme gegirirler. Birinci mayoz
sonucu sekonder spermatositler, ikinci mayoz sonucu spermatidler
meydana gelir. Bu siire¢ uzun bir zaman alir ve bu nedenle seminifer
tiibiillerin hemen her alaninda mayoz boliinmenin degisik evrelerindeki

spermatositler goriilebilir.

c. Farklilagsma fazi: II. Mayoz boliinme sonucu sperm Onciilii hiicreler
(spermatidler) olgun sperm hiicrelerine farklilagirlar. Spermiogenez
denen bu siirecte iireme hiicreleri hem dolleme yeteneklerini kazanirlar,

hem de spermlerin hareket yetenegini saglayan kuyruk gelisir.

Tiim bu fazlar sirasinda sperm Onciilii hiicreler seminifer epitelinin
derinliklerinden ylizeye yani seminifer tiibiillerin i¢ bosluguna dogru

ilerler (Clermont, 1972).

1.2. Spermatozoon Y apisi

Spermatozoon gerek yapisal gerekse fonksiyonel ve metabolik
bakimdan kesin sinirlarla bélmelere ayrilmis bir hiicredir: Bu bélmeler
bas ile orta-par¢a, esas-parca ve son-parcadan olusan bir kuyruk kismini

kapsar (Sekil 1.1). Bas esasen, i¢indeki genetik materyali disi gamete



ulasgtirma ve bu gamette bazi fonksiyonlarin baglamasi i¢in etkilesimde
bulunma gorevine sahiptir. Kuyrugun icinde ise aksonem bulunur.
Aksonem, orta ve esas-pargalarda dig yogun fibriller denen hiicre iskeleti
organelleri ile kusatilmistir. Orta-parcada mitokondriler, en aktif kisim
olan esas-par¢ada ise fibroz kilif bulunur. Fibréz kilif esas-parg¢anin
basladig1 yerde baslar ve son-par¢ada kesilir. Son-parca ise fibroz kilifin

sonladig1 yerde baglar (Aydos, 2005).

Alrozom (anterior) —

Akrozom (ekvatorla segment) — — Basg

Post-akrozom —
— Posterior ring

—— Orta-par¢a (mitokondri)

— Annulus

Fibriz kahf

—— Esas-parca (aksonem)

Sekil 1.1: Spermatozoon Yapisi (Aydos, 2005).

1.3. Spermatozoonlarin Morfolojik Acidan Siniflandirmasi:

Diger memelilere kiyasla insan spermleri yap1 ve biiyiikliik acisindan
bliyiilk  degisiklik  gosterirler. Normal fertil ejakulatta  dahi

spermatozoonlar arasi sekil, biiyiikliik, bag ve akrozom sekli yoniinden



farkliliklar ~ bulunur. Fertil erkeklerin ejakulatinda da nuklear
vakualizasyon, sitoplazmik damlaciklarin varligi, kuyruk anomaliligi
goriilebilir (Ombelet ve ark., 1995). Normal ve anormal spermatzoonlarin
morfolojik farkliliklari uzun zamandir bilinmektedir. Anormal sperm
morfolojisi ile infertilite arasindaki iliskinin varligi kabul gormiis ancak
anormal spermatozoonun nasil olmasi konusunda bir goriis birligine

ulagilamamustir.

Bir spermatozoonun anormal veya normal oldugunu belirleyen
kriterleri ortaya koymak ¢ok zordur. Bu kriterleri standardize etmek icin
pek cok girisim yapilmistir (Guzick ve ark., 2005). ilk Diinya Saglhk
Orgiitii (WHO: World Healt Organisation, 1980) smiflamasi, sperm
morfolojisinin degerlendirilmesi yoniinde biiyiik bir adim olmustur.
Arkasindan Hofmann ve Haider, Dusseldorf siniflamasi adi altinda yeni
bir morfoloji smiflamasi ortaya koymustur (1985). Bu siniflamada
spermatozoonun uzamasi ve akrozom hasarlari iizerine daha fazla 6nem
verilmistir. 1987°deki ikinci WHO kilavuzu ile semen analiz kriterleri
yeniden diizenlenmistir. 1992°deki {iglincii WHO siniflamasinda ise
sperm morfolojisinin degerlendirilmesi daha ayrintili olarak ele
alimmistir. Morfolojik olarak normal grubun yani sira 4 sinif halinde
anomaliler smiflandirilmis ve teratozoospermi indeksi hazirlanmistir.
Spesifik infertilite nedenleri Ornegin, globozoosperminin (akrozom
yoklugu ) ayrica belirtilmesi gerekmektedir. Bu son siniflamada normal

morfolojiye sahip olma sinirt %50°den %30’a ¢ekilmistir.

Kruger ve Menkveld, sperm morfolojisine yonelik kesin Tygerberg
kriterlerini  tanimlamistir  (Aydos, 2005). Bu smiflandirmada,

spermatozoon bir biitiin olarak incelenir. Diizensiz sinir hatlar1 ve hafifce



anormal sperm baslarinin hepsi anormal olarak degerlendirilir. Tygerberg
kriterlerine gdre, morfolojik degerlendirmenin sonuglar {i¢ kategoride
ele alinabilir: 1. Normal morfolojiye sahip grup (%14’den fazla normal
form mevcut), 2. Iyi prognozlu grup (%4-14 aras1 normal form mevcut),

3. K&t prognozlu grup (%4’den az normal form mevcut) (Aydos, 2005).

1.4. Spermatozoon Morfolojik Bozukluklarinin Onemi

Kruger smiflamasina gore spermlerin bas, orta bolim ve kuyruk
yapisindaki bozukluklar1 esas alan bir degerlendirme yapilmaktadir.
Ozellikle bas yapisindaki bazi formlarin baskin olusu (makrosefal, cift
bas, globozoospermia), bu erkeklerin spermlerinin mikro enjeksiyon
uygulamalarinda basarisizlik olasiliginin yiiksek olabileceginin bir
gostergesidir. Clink{i bu anormal bas yapisinda spermlerin icerisindeki
DNA yapisinda da anormallikler tespit edilmistir. Dolayisi ile semeninde
yiiksek oranda bu spermlerin bulundugu kisilerde délleme ve embriyo
kalitesinde diisiiklik olasiligi agisindan risk yiiksektir. Sperm kuyruk
yapisindaki bir takim bozukluklar da (kisa kuyruk gibi) spermin hareket
kabiliyetini bozarak infertiliteye neden olur. Morfolojide kisa kuyruk
anomalisi (tail stump) yogun olarak goriilen erkeklerde, mikroenjeksiyon

sonrasi basari sansi diislik olmaktadir (Aydos, 2005).

Sperm morfolojik bozukluklari; biliyiik basli, kiictik basl, ¢ift basli,
cift kuyruklu, amorf ve uzamig basl, birlikte gorglen bas ve govde

anomalisi ve akrozom hasarlar1 olarak siniflandirilabilir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: Spermatozoon morfoloji bozukluklar: (http://www.emrebakircioglu.com)

1.5. Semen Analizi

Gerek tedavi amaglh gerekse bilimsel arastirmalarda insanda veya
deney hayvanlarinda infertiliteyi belirlemek i¢in semen analizi uygulanir.
Bunun i¢in en az 48 saatlik (insan i¢in) cinsel perhizden sonra alinan taze
semen makroskopik ve mikroskopik degerlendirmeye tabi tutulur.
Burada spermin sayisi (yogunlugu), hareketliligi ve morfolojisi
degerlendirilir. Semen analizi, infertil erkek bireyin degerlendirilmesinde
fertilite potansiyelini belirlemede 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica klinikte
tedavinin planlanmasinda ve alinan cevabin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Bilimsel arastirmalarda, spermin hareketliligi, sayisi
veya sekli ile ilgili detayli c¢alismalar da amaca yonelik

kullanilabilmektedir (Carrell, 2000; Irvine, 2000).

Geleneksel semen analizinde, ejekulat alindiktan sonra en fazla 60

dakikaya kadar (ideali 30 dakika) sivilagmasi (likefikasyon) i¢in beklenir


http://www.emrebakircioglu.com/

ve daha sonra incelemeye gegilir.

WHO (World Heath Organization, 1999) ‘un maniiel olarak

degerlendirdigi semen analizi i¢in referans araliklar1 agagidaki gibidir.

Hacim: > 2,0 ml

Likefikasyon stiresi: 60 dk i¢inde

Ph: > 7,2

Sperm konsantrasyonu: ml’de > 20 milyon

Total sperm sayisi: ejakiilatta > 40 milyon

Hareketlilik: 30 ve 60 dk sonra hareketlilik oran1 sirasiyla, > %50, > %25
Canlilik: %75 veya daha fazla canli

Lokosit: ml’de 1 milyondan daha az

Normal morfoloji: en az > %30

1.5.1. Semen analizinde kullanilan terimler

1.5.1.1. Azospermi

Erkegin menisinde canli veya cansiz hemen hi¢ sperm hiicresi
olmamasidir. Bu durum 2 sekilde ortaya ¢ikar: a. Tikayici tip: Burada
erkegin yumurtaliklarinda (testis) sperm hiicre yapimi olmasina ragmen
hiicreleri ileten kanallarda tikaniklik olmasi nedeniyle (daha ©nce
gecirilmis iltihabi bir hastalik gibi) sperm hiicreleri disar1 ¢gikamaz.

b. Hiicre yapiminin olmamasi: Burada ise sperm hiicresinin yapimi ya hig
olmamakta, ya da hiicre olgunlagsmasi1 tamamlanamadigi i¢in olgun sperm
hiicresi bulunmamaktadir. Bu tip azospermi pek ¢ok nedenden olabilir.

Orn; inmemis testis, genetik kaynakl hatalar gibi.



1.5.1.2. Immotil sperm

Erkegin menisinde hareketli sperm hiicrelerinin olmayisidir. Burada
hiicrelerin kuyruk yapisinda bir anormallik s6z konusudur. Hiicre sayisi
degisik olabilir. Burada, iki durum s6z konusudur:

1. Hiicrelerin hepsi olidiir

2. Hiicrelerin bir kism1 canlidir fakat hareket yetenegini kaybetmistir.

1.5.1.3. Oligospermi

Sperm hiicrelerinin say1 olarak azligini ifade eder. Eger, sperm hiicre

say1s1 20 milyon/ml den az ise oligospermi tanis1 konur.

1.5.1.4. Astenospermi

Sperm hiicrelerinin hareket azligini ifade eder. Burada:
1. Hizli ileri hareketli (hiperaktif)

2. Yavag hareketli

3. Yerinde hareketli

4

. Hareketsiz seklinde bir siniflandirma vardir.

1.5.1.5. Teratospermi

Bazen sperm bas1 degisik sekillerde olur. Eger anormal sekilli sperm

hiicrelerinin oran1 hemen hemen % 100 ise teratospermiden bahsedilir.

1.5.1.6. Agliitinasyon: (Kiimelesme)

Sperm hiicrelerinin bas, kuyruk gibi bélgelerinden irili ufakli kiimeler
olusturmasidir. Bu durumda sperm hareket etse bile yerinden

ayrilamadigi i¢in yumurta délleme kabiliyetini kaybetmistir.



1.6. Apoptozis ve Nekrozis

Her hiicre, dogar, ¢ogalir (proliferasyon), farklilagir (diferansiasyon)
ve Oliir (apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer gider.
Doku homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen icinde
olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saghkli bir sekilde
stirdiiriilmesine baghdir (Erdogan, 2003; Aksit, 2008). Son yillarda, bu
dengenin bozulmasinin birgok dnemli hastaligin patogenezinde rol aldig1

gosterilmistir (Aksit, 2008).

Apoptozis, hiicrenin yasam devri boyunca yapim-yikim dengesinin
siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre
iiretimi devam ederken, giinde yaklastk 5x10'' kan hiicresi apoptozis
yolu ile yok edilmektedir(Cooper, 1994). Barsak epitel hiicrelerinin
devamli yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki
hiicrelerin oldiiriilerek uzaklastirllmasi apoptozis yoluyla gerceklesir.
Apoptozis, organizmada hasar gormils veya organizma igin tehlikeli
olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin viriisle
enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis
yolu ile ortadan kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen
mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarl
hiicrelerin apoptozis yolu ile oldiiriilmesi biiylik 6nem tasimaktadir

(Erdogan, 2003; Nishihara, 2003; Aksit, 2008).

Hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak
1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmis, programlanmis hiicre dliimii
terimi ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir. Apoptozis terimi ise ilk kez

1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir (Kerr ve ark.,
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1972). Kerr, fizyolojik olarak dOlen hiicrelerin  ¢ekirdeklerinde
yogunlagmis kromatin parcalarini gdzlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olayr biizisme nekrozu olarak
adlandirmistir. Kéken olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski
Yunanca'da "sonbaharda yaprak dokiimii" anlamini tasir (Yilmaz, 2005).
Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir
dokuda olmas1 gereken hiicre sayist da apoptozis ile belirlenir
(Cummings ve ark., 1997). Apoptozis ve mitozis dokuda siirekli bir
denge halindedir. Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik
hiicre 6liimii apoptozis ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir (Cohen ve
ark., 1993; Cummings ve ark., 1997). Wyllie, 1980 yilinda deneysel
apoptozisi, glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlagsmamis timus
hiicrelerinde gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik
jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin kalmadigini, apoptotik
hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir . Daha sonra, yiiksek dozda kullanilan
steroidlerin timus hiicreleri iizerine etkileri incelenmis ve timus
hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi se¢gmedigi, hiicre oliimiine neden
olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptozise yonlendirdigi
bulunmustur. Boylece apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre

oliimii oldugu ortaya ¢ikmustir (Cohen ve ark., 1993).

Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla
diizenlenir (Cohen ve ark., 1993). Nekrozda hiicre siser, mitokondri
genigler, organeller ¢Oziinlir, plazma membran1 yirtilir. Sitoplazma
materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden olur. Apoptozis

sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz. Apoptozisin gergeklesebilmesi
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icin yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre igi ATP seviyesi
hiicrenin apoptozis veya nekroz ile Olecegine yon verir. Bu da
mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger
hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi
saglayamayacak ve nekroz ile dlecektir (Yilmaz, 2005). Apoptozis, hiicre
intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay
niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (Gavrieli ve

ark., 1992).

Apoptozis, klasik hiicre 6liim sekli olan nekrozisden birgok 6zelligi
acisindan olduk¢a farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Nekrozis,
fizyolojik bir 6lim sekli degildir. Apoptozis ise hem fizyolojik hem
patolojik sartlarda meydana gelmektedir. Apoptozis morfolojik olarak
kendine 6zgii bir yap1 igerir (Cooper, 1994). Nekroziste, hiicre igine asir1
stv1 girmesi sonucu hiicre siserken, apoptoziste tam tersine hiicre kiigiiliir.
Nekroziste, kromatin paterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzerdir ancak apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin
cevresinde toplanir ve yogunlasir (Erdogan, 2003). Nekrotik hiicrenin
plazma membrani, biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre iginden disina dogru
hiicre i¢i materyalinin ¢ikis1 gergeklesir. Oysa apoptotik hiicre membrani
intakttir ve iizerinde kiigiik cepcikler olusur. Nekrotik hiicre lizise
ugrarken apoptotik hiicre kii¢iik cisimciklere pargalanir. Bunlar zar ile
kaplidir, degisken miktarlarda niikleus veya diger hiicre i¢i yapilar igerir
(Cooper, 1994). Nekroziste hiicre igerigi dis ortama salindigindan
enflamasyon reaksiyonu uyarilir. Apoptoziste ise apoptotik hiicre veya
cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite

edildiklerinden enflamasyon olusmaz (Erdogan, 2003) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3: Apoptozis ile Nekrozis arasindaki farklar (Erdogan, 2003)

1.6.1. Apoptozisin morfolojisi

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlagmasi ve daha
sonra parcalara ayrilmasidir (Aksit, 2008). Immun elektroforez
yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak isimlendirilen merdiven seklinde bir
goriiniim olusur (Walker ve ark., 1999). Normalde bir hiicrede birbirini
takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300.000 kirilma

meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz (Oktem ve ark., 2001).

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir,

Ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, bir
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ka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’linii kaybederler. Bu goriiniim
muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallart ve
pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglidir (Wijsman, 1993).
Apoptotik hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k
mikroskobunda incelendiginde, hiicreler etrafinda acgik bir parlama

seklinde goriilmektedir (Oktem ve ark., 2001).

Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre,
sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik
cisimciklere pargalanir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ile
makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir (Aksit, 2008). Apoptotik
hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki degisikliklerle olur.
Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin,
aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina gog¢ eder.
Fagositik  hiicrelerin  vitronektin, lektin ozelligindeki reseptorleri

fosfotidilserin ile baglanir ve fagositozu uyarir (Oktem ve ark., 2001).

Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, CI
tagiyict sistemin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi
hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin
yarisina diiser, cevre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslari
kaybolur. Elektron mikroskobunda gdzlenen degisikliklerde, oncelikle
plazma membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yap1
‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki tomurcuklanma ve pargalara ayrilma

olayinda transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir (Tomatir, 2003).

Fosfolipitler, yani 1i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve
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fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik
olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye baglh
translokaz ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptozis sirasinda ya ATP
translokaz yetmezligi ya da diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu
fosfotidilserin dig yiizey tabakaya yerlesir. Bu durum apoptotik
cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir. Apoptotik cisimcikler, sitokin
salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya
da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptozis 30-60 dakika
gibi bir silirede tamamlanir. Hiicre iskeleti apoptozisde dnemli bir role
sahiptir (Saraste ve ark., 2000). Elektron mikroskobunda apoptozis
esnasinda, kromatinin yogunlagmasi, sitoplazmanin biiziilmesi, plazma
membraninin  kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme,
mitokondrial membran araliginda sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile
iliskili flavoprotein olan “Apoptozis Indiikleyici Faktér” salinimu,
gerceklestigi bildirilen morfolojik degisikliklerdendir (Aksit ve ark.,
2008).

1.6.2. Apoptozisin mekanizmalari

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya

cevreden gelen sinyallerle apoptozis baglamaktadir (Erdogan, 2003).

Apoptozis onceden hazir olan hiicrelerde primer olarak baslatilabilir
ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar
arasinda; tiimor nekroz faktorii (TNF), koloni uyarici faktorler (CSF),
noron bliylime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), IL-
2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon,

ilaglar, cesitli antijenler Onemli yere sahiptir. Otoimmun hastalik
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gelisiminde rolii oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas proteinleri, viriislerde
(HIV gp120 proteini, influenza viriisii TNF reseptorii iizerinden;
adenovirlis hiicre genetik yapisint  bozarak) hiicreyi apoptozise
gotiirmektedir (Erdogan, 2003; Aksit ve ark., 2008). Organizmada
apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Oktem

ve ark., 2001)

Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre i¢i
kalsiyum miktarinda artis, timor nekroz faktor, DNA hasar1 nedeniyle bir
timor siipressdor gen olan p53’in aktive olmasi, viral-bakteriyel
enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve onkojenlerin (cmyc gibi) yer aldigt
bilinmektedir. Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglar
ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptoz
meydana getirirler. Apoptozda hiicre Olimii ¢evreye rahatsizlik
vermeksizin gelisse de bazen apoptozis dolayli olarak ¢evre dokuda
nekrozu baglatabilir ya da tam tersi nekroz apoptozis gelismesine yol

acabilir (Oktem ve ark., 2001; Aksit ve ark., 2008).

Apoptozis siireci; DNA hasarna genlerin yaniti, hiicre membrani
tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligand1), hiicreye dogrudan
proteolitik enzim girisi (granzim) olmak tizere U¢ farkli sekilde
isleyebilir. Apoptoz siirecinde belli basli {ic anahtar bilesen vardir.
Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor-1) proteinidir. Bu  bilesenlerin  biyokimyasal
aktivasyonu, apoptozisde gozlenen mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zari
kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik
cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur

(Aksit ve ark., 2008).
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1.6.3. Apoptozisin regiilasyonu

Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 iiyesi tanimlanmuistir;
bunlardan bazilar1 apoptozis inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilari ise
apoptozisi uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir (Nagata,
1997). Apoptotik sinyalin almmasindan sonra Bax (proapoptotik)
proteinleri, mitokondri zarinin iyon gecirgenligini azaltabilir. Zardaki bu
degisiklikler nedeniyle sitokrom c ve AIF (Apoptozis Inducing Factor)
gibi mitokondri zar1 i¢inde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler
(Aksit ve ark., 2008). AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve pargalanan
cekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom c apoptozisin en son
basamaginda gorev alir. Sitokrom c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e
baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks
“apoptosom” olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri

kaspaz aktivasyonunu baglatir (Nagata, 1997; Tomatir, 2003).

1.6.4. Apoptozisin indiiklenmesi

Apoptozis hiicre Oliim reseptdrleri olarak bilinen Fas (APO-1 ve
CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar
ile etkilesime girmesi sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri,
hiicre membraninda bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas; lenfoid
hiicrelerde, hepatositlerde, baz1 timor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta
miyokardda bulunur. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagl bulunan ve
6lim bolgeleri adi verilen TRADD (TNFR-1 associated death domain)
ve FADD (Fas associated death domain) ile interaksiyona girerler. Bu
O0lim bolgeleri ise prokaspaz 8’i aktiflestirerek kaspazlarin kaskad

tarzinda aktivasyonlarini baslatirlar (Aksit ve ark., 2008).



17

1.7. Sperm DNA Hasarlan

Cesitli i¢ ve dis nedenlerden dolayr DNA’da farkli diizeyde hasarlar
meydana gelmektedir. Spermatozoon DNA’s1 hasarina insan ve fare, at,
domuz, balik gibi pek ¢ok hayvan tiirlinde rastlanmaktadir. DNA’da
olusan bu hasarlarin baslicalari; kromatin yapisinin bozulmasi, DNA
bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin polimerizasyonun
baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin yapisindaki
anomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagsmalari, DNA’da mutasyonlar gibi bir takim yapisal
bozulmalardir.(Tirk ve ark., 2005).

Sperm kromatin yogunlagmasi, spermatogoniadan olgun sperm
olusmasina kadar gecen silirede (spermatogenez), proliferasyon ve hiicre
farklagsmalarinin oldugu kompleks ve dinamik bir siiregte meydana
gelmektedir (Sakkas ve ark., 2002). Spermatogenezis, mayoz, mitoz,
sitoplazmik yapidaki degisiklikler, yuvarlak spermatidlerde haploid gecis
proteinleri ile somatik histonlarin yer degisimi ve takiben gecis
proteinleri ile protaminlerin uzamis spermatidde yer degisimi olaylarin
da icermektedir. Pozitif yiiklii protamin ve negatif yiikli DNA iskeleti
arasinda, molekiiller aras1 kuvvetli etkilesim DNA’nin bazik karakterli
protamine baglanmasini kolaylastirarak kromatin yogunlagmasina sebep

olur (Sakkas ve ark., 1999).

Anormal kromatin organizasyonu infertil erkeklerde, fertil erkeklere
gore daha sik goriilmektedir (Hammadeh ve ark., 1999). Sperm kromatin

hasarinin olugmasini saglayan ii¢ mekanizma oldugu diistiniilmektedir.

1. Spermatogenesis siiresince olusan hasarli kromatin yogunlagmasi, yani
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protamin gen kompleksindeki degisiklikler.
2. Artan apoptozis
3. Reaktif oksijen tiirleri

Sperm  kromatin hasarmmin  belirlenmesinde DNA  kromatin
olgunlasmasi/DNA biitiinliigiine bakilmaktadir (Sakkas ve ark., 1999).
Bu islem icin gelistirilmis olan testlerin temelini kromatin yapisindaki
hasarlarin DNA yapisindaki kararliligi artarak bozmasina ve denature
eden strese olan duyarliligin artmasi sebep olmaktadir. Infertil erkeklerde
sperm anomalileri, kotii paketlenen DNA, artan DNA zincir kiriklar1 ve
asitle indiiklenen DNA denatiirasyonuna olan duyarlilik fertil erkeklerin

spermatozoonlarinda daha fazladir.

1.8. Spermatogenez ve Apoptozis

Normal spermatogenez sirasinda, hiicre gelisimi ve farklilagsmasina
ilave olarak germ hiicre 6liimii de goriiliir ve bu sperm olusumunda kritik
rol oynar. Apoptozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyada hiicre 6liimiine yol acar. Germ hiicrelerindeki bu 6liim
spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir. Testiste devaml
olarak kendiliginden apoptozis gergeklestigi belirlenmistir (Yilmaz,
2005). Testiste, hasarli germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu
islemde erkek germ hiicrelerinin %75't apoptozise maruz kalir. Erken
gelisimsel evrede baglayan bu apoptotik hiicre elenmesi, olgunlagmakta
olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani
saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (Yilmaz,

2005).
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Testiste, germ hiicresi apoptozisinin hormonlar gibi c¢esitli dis
faktorler ile kontrol edildiginin bilinmesine (Dunkel ve ark., 1997) karsin
fizyolojik 6nemi konusunda tam bir bilgi yoktur. Fizyolojik olarak germ
hiicresi oliimii yasam boyu siirer (Bartke, 1995; Billig ve ark., 1995;
Dunkel ve ark., 1997). Radyasyon (Henriksen ve ark., 1995, 1996) veya
toksinlere maruz kalma (Allard ve ark., 1996; Schlegel ve ark., 1996; Lee
ve ark., 1997) gibi dis etkiler de germ hiicresi apoptozisine neden olur.
Bunun yaninda Fas-FasL etkilesiminin de germ hiicresi apoptosisine
neden oldugu belirlenmistir (Lee ve ark., 1997). Bu sistem, bir ¢ok hiicre
tipinde apoptozisin fizyolojik diizenleyicisidir (Henriksen ve ark., 1995,

1996).

Apoptozisin, normal bir spermatogenez sirasinda varsayilan iki roli
vardir; germ hiicre sayisin1 Sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi bir
sayida tutmak ve olast anormal spermatozoonlari secici olarak
azaltmaktir (Sakkas ve ark., 2003, 2004). Ancak hasarli apoptotik germ
hiicrelerinin uzaklastirilmasi basarisiz olursa semen i¢inde anormal
sperm sayist ylikselir ve disiik fertiliteye neden olur (Anzar ve

ark.,2002).

Spermatogenez esnasinda germ hiicrelerinin apoptozisinin kontrolii
Ozellikle onemli bir noktadir. Bu kontrol germ hiicreleriyle yakindan
iligkili Sertoli hiicrelerinden tiirevlenen sinyaller ile gergeklestirilir. Bu
sinyallerin anlagilmasi genetigi degistirilmis hayvanlarin spermatogenik
bozukluklarinin ¢alisilmasiyla ortaya cikar. Diger hiicre tipleri gibi, erkek
germ hiicreleri dis sinyallere hiicreler arasi sinyalleme yollarini kendi i¢
cevrelerinde aktive ederek eninde sonunda kendi kaderlerini belirleyen

yanit1 verirler. Bcl-2 ailesi proteinleri germ hiicrelerinin kaderlerini
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belirleyen bir sinyalleme yoludur. Bu ailenin bazi iiyeleri hiicrelerin
hayatta kalmasini diizenler (6rnegin; Bcl-2, Bel-xi, Bel-w,Mcl-1 ve Al)

digerleri de antogonistik ¢alisir (Bax, Bak, Bim) (Print ve ark, 2000).

Son yillarda seminifer epitelyum dongiisiinde kendiliginden
programli hiicre Olimii meydana geldigi acik bir hale gelmistir.
Indiiklenmis germ hiicre apoptozisi spermatogenik déngiiniin spesifik
asamalarinda a¢iga ¢ikarilmistir ve spermatogenesis sirasinda germ hiicre
Oliimiiniin hiicre dis1 kontrolii heniiz belgelere dayandirilmistir (Levy ve

Seinfer-Aknin, 2001).

Ancak, ejakule spermlerdeki apoptozisin  biyolojik  Onemi
bilinmemektedir (Ricci ve ark., 2002). Ejakule spermlerde goriilen
apoptozisin dnceden baslamis apoptozisin kalintis1 m1 yoksa ejakulasyon
sonrasindaki siiregte baslamis bir apoptozis mi oldugu konusu da agik

degildir (Lachaud ve ark., 2004).

Bu bilinenlere dayanarak tezin amaci, semen analizleri sonucu
normal ve diisiik diizeyli olarak belirlenmis insan spermlerinde; li¢ farkli
semen parametresini (konsantrasyon, hareketlilik, morfoloji) esas alarak;
apoptotik spermlerin iki farkli yontemle (Hoechst 33342 ve TUNEL)
belirlenmesi ve karsilagtirilmasi, propidium iodide ile nekrotik
spermlerin belirlenmesi, semen parametreleriyle apoptozis ve nekrozis
arasindaki korelasyonlarin istatistik yoOntemlerle belirlenmesi ve

apoptozis-nekrozis iligskisinin degerlendirilmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calisma materyali insan semen &rnekleri, Izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarina gelen goniilli
hastalardan alinmistir. Bu hastalarin  mikrobiyoloji  laboratuvari
tarafindan semen analizi i¢in alinan Orneklerden arta kalan semenler
calismada kullanilmistir. Bunun igin izmir Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Etik Kurul’undan onay alinmustir (Ek 1). Ornek alinan her
hastaya oOrneklerin kendi rnzasiyla alindigina dair daha onceden
hazirlanan  “Bilgilendirilmis  Goniilli  Olur  Formu”  okutulup
imzalatilmigtir. Alinan semen Ornekleri yaslar1 20 ile 35 arasinda 13
erkekten en az 3 giinliikk cinsel perhiz sonrasi alinmistir. Temel semen
parametreleri, sperm konsatrasyonu, hareketlilik, canlilik ve morfoloji
dahil WHO (1999) kriterlerine gore Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma

Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuarinda degerlendirilmistir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Semen orneklerinin hazirlanmasi

[zmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuarindan alinan 6rnekler 37°C’de 30 dakika igerisinde ¢alismanin
yapildigi Ege Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji
Laboturatuvarina  ulastirilmistir.  Laboratuara  getirilen  semen

orneklerinde spermleri prostat sivisindan ayirmak i¢in yikama iglemleri
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gergeklestirilmistir. Bunun icin; 7 ml salin imidizol’e (SAIM) 1 ml
semen Ornegi eklenerek sogutmali santrifiijde (Sigma, 3K30) +4°C’de
1200 rpm’de 20 dk santrifiijlenmistir. Stipernatantin atilmasindan sonra
pellet SAIM ile 1:2 oraninda seyreltilmistir (Ozenci ve ark., 2003; Cayli
ve ark., 2004). Resiispanse edilmis bu 6rnekler morfolojiyi, apoptozisi ve

nekrozisi belirlemek iizere, amaca uygun sekillerde hazirlanmigtir.

2.2.2. Sperm yapisinin gosterilmesi

Spermlerin morfolojisini incelemek i¢in, SAIM ile resiispanse
edilmis sperm Orneklerinden alinan esit miktarlardaki damlalar lam
lizerine yayilarak havada kurutuldu ve hemen ardindan %4’liikk formalin
ile tespit edildi. Boyama islemlerine kadar +4°C’de saklanan ornekler
PBS ile yikandiktan sonra Hematoksilen-Eozin ile boyandi ve balzam ile
kapatildiktan sonra Leica DM4000 B arastirma mikroskobunda

incelenerek Olympus DP71 video kamera ile fotograflar ¢ekildi.

2.2.3. Spermlerde apoptozisin belirlenmesi

Spermlerdeki apoptozisin belirlenmesi i¢in iki farkli yontem
kullanildi; 1. Hoechst 33342 (Ho 342) ile floresan isaretleme, 2. TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated biotinylated

deoxyuridine triphosphate nick end labeling) uygulamasi.

2.2.3.1. Hoechst 33342 ile floresan isaretleme

SAIM ile reslispanse edilmis sperm Orneklerinden alinan esit
miktarlardaki damlalar lam {izerine yayilarak havada ¢abucak kurutuldu

ve Pap-pen ile ¢alisilacak olan alanlar isaretlendi. Tespit edilmemis bu
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orneklerin hemen boyama islemleri baglatildi. Hoechst 33342
(Bisbenzimide) (Applichem) 1 mg/10 ml PBS (pH 7.4) icinde stok
hazirland1 ve 1:1000 PBS (pH 7.4) ile tekrar seyreltilerek kullanim
solusyonu hazirlandi. Ornekler PBS (pH 7,4) ile ii¢ kez 5dk yikand.
Ho342 kullanim solusyonunda 5 dk. bekletildikten sonra PBS ile ii¢ kez
5 dk. yikanarak hemen incelemeye gecildi. Leica DM4000 B floresan
atagmanli mikroskopta uygun filtre ile incelenerek Olympus DP71 video
kamerada esit araliklarla seri olarak fotograflandi. Her fotograf alaninda,
tim hiicreler ve floresan 151ma gosteren hiicreler ayr1 ayri sayilarak
ortalama ylizde degerleri hesaplandi ve istatistik analizler uygulandi

(Watkins ve ark., 1996; Zhang ve Kiechle, 1997; Sara ve ark., 2003).

2.2.3.2. TUNEL uygulamasi

SAIM ile reslispanse edilmis sperm Orneklerinden alinan esit
miktarlardaki damlalar (10 pl) pap-pen ile isaretli lisinli lamlara konuldu.
Orneklerin {izerine 2-3 damla PBS (pH 7.4) damlatildi. Ornekler nemli
odada +4°C de bir gece bekletildi. Ertesi giin orneklerdeki PBS
uzaklastirilarak %4’liik formalin ile 20 dk oda scakliginda tespit edildi.
Uc kez PBS ile yikandiktan sonra kurutuldu ve TUNEL uygulamasi
yapincaya kadar hava almayacak sekilde +4°C’de saklandi. TUNEL
yontemi, DNA kiriklarinin (nick) terminal deoksinukleotidil transferaz
enzimi (TdT) ile belirlenmesi mantigina dayanir. TdT enzimi, isaretli
nukleotidlerin DNA’nin 3’-OH ucuna baglanmasini katalizler. TUNEL
kiti (ApopTag® Plus Peroxidase In situ Apoptosis Detection Kit,
Chemicon Cat # S7101) uygulanmadan once +4°C’deki ornekler oda
sicakligina getirildi ve iki kez 5 dk. PBS ile yikandi. Ardindan, DNA’ya


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhang%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kiechle%20FL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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bagli protein molekiillerini ortadan kaldirmak igin spermler oda
sicakliginda proteinaz K (Chemicon, 21627) ile 15 dakika inkiibe edildi.
Ardindan endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin Ornekler
%0,3’lik H,O, ile 5 dakika muamele edildi. Dengeleme tamponu
(Chemicon, 90416) uygulamas: ve PBS ile yikamanin ardindan 6rnekler
TdT enzim (Chemicon, 90418) ile nemli odada ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi ve 10 dk durdurma/yikama tamponu (Chemicon, 90419) ile 30
dakika yikandi. PBS ile kisaca yikanan ornekler nemli odada ve oda
sicakliginda 30 dakika Anti-digoksigenin konjugat (Chemicon, 90420)
ile 30 dakika inkiibe edilerek dort kez 2’ser dakika PBS ile yikandi ve
DAB (diaminobenzidin) substrat (Chemicon, 90423) ile reaksiyon
goriiliinceye kadar oda sicakliginda muamele edildikten sonra tekrar PBS
ile 2 kez yikandi. Karsit boya olarak metil yesili (Sigma M8884)
kullanildi. Ornekler %0.5°lik metil yesili ile 10 dakika boyandiktan sonra
distile su ile yikandi ve ardindan n-biitanol (Riedel 24124) ile 30 saniye
inkiibe edilerek ksilolden gecirildi ve lamel kapatilarak Leica DM4000 B
aragtirma mikroskobunda incelenerek Olympus DP71 video kamerada
fotograflandi. Her fotograf alaninda, tiim hiicreler ve TUNEL + hiicreler
ayr1 ayrt sayilarak ortalama yiizde degerleri hesaplandi ve istatistik
analizler uygulandi ((Bacetti ve ark., 1996; Anzar ve ark., 2002; Sakkas
ve ark., 2002; Lachaud ve ark., 2004; Liu ve ark., 2004; Oosterhuis ve
ark., 2004; Sakkas ve ark., 2004; Brugnon ve ark., 2006; Balcan ve ark.,
2007).
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2.2.4. Nekrozisin Belirlenmesi

Spermlerdeki nekrozisin belirlenmesi i¢in Propidium iodide (PI) ile
floresan igaretleme yapild1 (Sara ve ark, 2003; Siddighi ve ark., 2004).
Bunun i¢in, SAIM ile resiispanse edilmis sperm 6rneklerinden alinan esit
miktarlardaki damlalar lam {izerine yayilarak havada ¢abucak kurutuldu
ve pap-pen ile c¢alisilacak olan alanlar isaretlendi. Tespit edilmemis bu
orneklerin hemen boyama islemleri baslatildi. Propidium iodide
(Applichem) 1 mg/10 ml PBS (pH 7.4) i¢inde stok hazirland1 ve 1:1000
PBS (pH 7.4) ile tekrar seyreltilerek kullanim solusyonu hazirlandi.
Ornekler PBS (pH 7.4) ile ii¢ kez 5dk yikand1. PI kullanim solusyonunda
5 dk. bekletildikten sonra PBS ile ii¢ kez 5 dk. yikanarak hemen
incelemeye gecildi. Leica DM4000 B floresan atagmanli mikroskopta
uygun filtre ile incelenerek Olympus DP71 video kamerada esit
araliklarla seri olarak fotograflandi. Her fotograf alaninda, tiim hiicreler
ve floresan 1g1ma gosteren hiicreler ayr1 ayr sayilarak ortalama yiizde

degerleri hesaplandi ve istatistik analizler uygulandi.

2.2.5. Apoptozis ve nekrozisin karsilastirilmasi

Apoptozis ve nekrozisin ayn1 anda gosterilmesi ve istatistik olarak
karsilastirilabilmesi igin hiicreler 6nceki sekilde hazirlanip ardisik olarak
Ho342 ve PI ile muamele edildi. Fotograf ¢ekimlerinde ayni bolgeler
Ho342 ve PI i¢in uygun filtreler secilerek ard arda fotograflandi. Ayrica,
ayni bolgelerin aydinlik alan fotograflar1 da alindi. Seri olarak alinan
fotograflardan sayimlar yapilarak ortalama yiizde degerleri hesaplandi ve

istatistik analizler uygulandi.
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2.2.6. istatistiksel uygulamalar

Istatistiksel analizler igin; Ho 342 ile floresan 1s1ma yapan ve TUNEL
+ reaksiyon gosteren apoptotik spermlerin sayimi ve PI ile floresan 1s51ma
yapan nekrotik hiicrelerin sayimi gercgeklestirildi. Bu amagla, her bir
ornek ic¢in 9-14 alan ve ortalama 200 hiicre taranarak alandaki hem tiim
spermler ve hem de apoptotik ve/veya nekrotik spermler sayildi. Her
hasta i¢in apoptotik/nekrotik spermlerin tiim hiicrelere oran1 hesaplanarak

yilizde degerleri bulundu. Yapilan islemler:

1. Apoptozis belirlemesinde kullanilan iki teknigin (Ho342 ve TUNEL)
karsilastirilarak korelasyon olup olmadiginin %95 giiven araligina gore

excelde hazirlanmis grafiklerle kontrolu.

2. Semen parametreleri (sperm konsantrasyonu, sperm hareketliligi,
sperm morfolojisi) ile sperm apoptozisi iligskisinin normal ve diisiik
diizeyli olarak smiflandirilan iki hasta grubunda “Student t Testi” ile

%95 giiven araligina gore karsilastirilmasi.

3. PI yontemiyle belirlenmis sperm nekrozisinin %95 giiven aralifina gore

excelde hazirlanmig grafiklerle istatistiksel degerlendirmesi.

4. Semen parametreleri (sperm konsantrasyonu, sperm hareketliligi,
sperm morfolojisi) ile sperm nekrozis iligkisinin normal ve diisiik
diizeyli olarak smiflandirilan iki hasta grubunda “Student t Testi” ile

%95 giiven araligina gore karsilastirilmasi.

5. Apoptozis-Nekrozis Iliskisinin istatistiksel karsilastirmalari.
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3. BULGULAR

3.1. Semen Analizleri

Hastalarin  Tepecik SSK Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuarinda yapilan semen analizleri, konsantrasyon
(M/ml), hareketlik (%) ve morfoloji (%) parametreleri agisindan WHO
(1999) kriterleri referans degerlerine gore gergeklestirilmistir (Tablo 3.1).
Semen analiz sonuglarina goére her parametre i¢in ayri ayri, normal ve

diisiik diizeyli olmak tizere iki grup olusturulmustur.

3.2. Sperm Morfolojik Yapisi

Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanmis sperm yayma preparatlar
konsantrasyon,  hareketlilik ve  morfoloji  parametrelerine  gore
kargilastirllmigtir. Konsantrasyon bakimindan karsilastirildiginda; normal
gruba dahil 6rnekler diizglin dagilmis bol sperme sahipken (Sekil 3.1a),
diisiik grubun 6rnekleri az sayidadir (Sekil 3.1b). Hareketlilik bakimindan
incelendiklerinde; hareketli sperm sayis1 normal degerlerde olan 6rneklerde,
spermlerin biiyiik cogunlugu uzun dalgali bir kuyruk ile diizgiin yapil orta-
par¢a (boyun) icermektedir (Sekil 3.2a). Hareketli sperm sayis1 normal
degerlerden diistik Orneklerin spermlerinde c¢esitli kuyruk anomalileri
gozlenmistir. Ornegin, tamamen diiz veya halka seklinde kivrilmis bir
kuyruk (Sekil 3.2b), mitokondrilerin yer aldigi orta parcada (boyunda)
incelme vb. hasarlar (Sekil 3.2¢,d). Morfolojik acidan incelendiklerinde,
boyun anomalileri disinda, kiiclik, uzamis veya iri bas, deforme olmus

sperm (Sekil 3.3a,b,c), ¢ift kuyruk (Sekil 3.3d) gibi anomaliler goriiliir.
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Tablo 3.1: WHO kriterleri referans degerlerine gore Tepecik SSK Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji

Laboratuarinda ¢alisilmis insan semen analiz sonuglari.

HastaNo | 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 | 13

Semen Parametreleri

Sperm Konsantrasyonu | 80.00 | 36.20 | 26.50 | 29.80 | 59.60 | 90.30 | 27.10 | 113.10 | <0.10 | 0.00 | 23.60 | 19.40 | 59.00
(M/ml) >=20

Sperm Hareketliligi 45.00 | 20.00 | 35.00 | 40.00 | 0.70 | 3490 | 7.40 | 30.10 | 0.00 | 0.00 | 5.50 | 5.20 | 33.10
(%) >=25

Sperm Morfolojisi
(%) >=30
(WHO)

- - - - 14.90 | 40.50 | 27.40 | 44.00 | 0.00 | 0.00 | 29.80 | 18.10 | 40.00

* Vasektomi ameliyatli hastadir.




29

Sekil 3.1: Sperm konsantrasyonu normal (a) ve diisiik (b) diizeydeki 6rnekler (Total, H-E).
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Sekil 3.2: Sperm hareketlili§i normal bireyin spermleri dalgali kuyruk, diizgiin bas ve boyuna sahiptir (a).
Sperm hareketliligi diisiik olan bireylerin spermlerinde ¢esitli kuyruk anomalileri goriiliir. b. tamamen diiz veya
asirt kivrilmig (O) kuyruk; ¢.,d. mitokondrilerin yer aldigi boyun bolgesinde incelmeler (—). (Total, H-E).



Sekil 3.3: Sperm morfolojisinde kiigiik (K), uzamis (U) veya iri bas (I) (a,b,c), deforme olmus sperm (D)
(c) ve ¢ift kuyruk (=) (d) anomalileri, N: normal sperm. (Total, H-E).
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3.3. Apoptozisin Belirlenmesi

Apoptotik sperm hiicrelerinin belirlenmesi i¢in Hoechst 33342
(Ho342) ile floresan isaretleme (Sekil 3.4a) ve TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated  biotinylated  deoxyuridine
triphosphate nick end labeling) uygulamasi (Sekil 3.4b) yapilmistir. Her
iki uygulama sonucu elde edilen + reaksiyonlar sayilarak istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.

3.3.1. Hoechst 33342 ve TUNEL yontemleriyle belirlenmis sperm

apoptozisinin istatistiksel degerlendirmesi

Ho342 ve TUNEL uygulamasi ile apoptotik spermlerin normal
spermlere olan oranlar1 ve bunlarin hastalara gore dagilim yiizdeleri
hesaplanmistir (Tablo 3.2). Her hastaya ait bu oranlar %95 giiven
araligina gore siitun grafiklerle karsilastirilmistir (Sekil 3.5).

Bu karsilagtirmaya gore Ho342 ve TUNEL yontemleriyle belirlenmis
apoptotik sperm hiicrelerinin sayisal degerleri TUNEL uygulamasinda
daha yiiksek bulunmustur. Bu degerler, hastalarin yaklagik 1/3’tinde %95

giiven araligina gore istatistiksel agidan da dnem tagimaktadir (Sekil 3.5).

3.3.2. Semen parametreleri-Sperm apoptozisi iliskisinin

istatistiksel degerlendirmesi

Semen parametrelerinden olan sperm konsantrasyonu (M/ml), sperm
hareketliligi (%) ve sperm morfolojisi (%) ile sperm apoptozisi arasinda
olas1 bir korelasyonun belirlenmesi amaciyla istatistiksel karsilastirmalar

yapilmistir.
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b 20.0 ym

Sekil 3.4: Ho342 (a) ve TUNEL (b) yontemleriyle apoptotik spermlerin (=) belirlenmesi
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Tablo 3.2: Hoechst 33342 ve TUNEL uygulamasi sonucu, apoptotik sperm oranlarinin hastalara gére dagilimi (%).

Hasta No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10* 11 12 13

Apoptotik Sperm
(%)

Hoechst 3342 ile | 12.60 | 22.11 | 24.21 | 13.31 | 30.00 | 13.78 | 21.21 | 6.92 | 20.00 | 0.00 | 21.20 | 15.71 | 1.00

TUNEL ile 13.04 | 21.70 | 25.46 | 13.06 | 31.93 | 13.40 | 25.68 | 7.97 | 23.35 | 0.00 | 28.07 | 17.99 | 2.80

* Vasektomi ameliyatli hastadir.
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Apoptozisin Ho342-TUNEL Yontem Karsilagtirmasi B 10342

B TUNEL
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Sekil 3.5: Ho342 ve TUNEL uygulamalar ile belirlenen apoptotik sperm yiizdelerinin hastalara gore karsilagtiriimasi (%95 giiven
araligina gore)
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IIk olarak; secilen semen parametresi ile apoptotik hiicre yiizdeleri
arasindaki korelasyonu belirlemek icin her hastaya ait semen parametre
degerleri ile apoptozis yiizdeleri ayni siitun grafiklerde gosterilmistir.
Korelasyon olup olmadigini grafiklerde daha kolay izleyebilmek igin
sperm konsantrasyonu en yiiksek hastadan en diisiige dogru bir siralama
yapilmstir. Tkinci olarak; WHO (1999) kriterleri referans degerlerine
gore gerceklestirilen semen analiz sonuglarina dayanarak, her parametre
icin ayr1 ayri, normal ve diisiik diizeyli olmak iizere iki grup
olusturulmustur. Bu gruplara dahil edilen hastalarda TUNEL ydntemine
gbre belirlenen apoptotik sperm hiicre ylizdeleri iki grup arasinda
(normal diizey-diisiik diizey) Student t Testi kullanilarak %95 giiven
araligia gore (p<0.05) istatistiksel olarak karsilastirilmistir. 10 numarali
hasta, vasektomi ameliyatli olmasi nedeniyle (tlim semen parametreleri

sifir) hesaplamalara dahil edilmemistir.

3.3.2.1. Sperm Kkonsantrasyonu-Sperm apoptozisi iliskisinin

istatistiksel degerlendirmesi

Biiyiikten kiiclige dogru siralanmis sperm konsantrasyon degerleri
(M/ml) ile ayn1 hastalarin apoptotik hiicre yiizdelerini igeren siitun grafikler
incelendiginde, genel olarak sperm konsantrasyonu azaldik¢a apoptoziste
dalgali bir artis s6z konusudur (Sekil 3.6). Sperm konsantrasyonu normal
diizeyli ve diisiik diizeyli olan hasta gruplarinda apoptozis yiizdeleri Student
t Testi ile %95 giiven araligina gore karsilastirildiginda, p degeri 0.7464
olarak bulunmustur (p>0.05) (Tablo 3.3). Bu durumda, sperm
konsantrasyonu normal ve diisiik olan hasta gruplarn arasmda apoptotik

sperm yiizdesi agisindan farklar istatistik agidan 6nemsizdir.
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Sperm Konsantrasyonuna Gore Apoptozisin Karsilastiriimasi (TUNEL ile) O Sperm Konsantrasyonu
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Sekil 3.6: Sperm konsantrasyon degerlerinin biiyiikten kiiglie dogru siralanmastyla apoptotik sperm yiizdelerinin karsilastirmasi.
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Tablo 3.3: Sperm konsantrasyonu normal ve diisiik gruplarmn apoptotik
sperm yiizdelerinin Student t Testi ile istatistiksel degerleri (%95 giliven
araligina gore)

Sperm
Konsantrasyonuna gore
Apoptozis n Mean SE SD
Normal 10 18.311 3.0269 9.572
Hasta 2 20.670 2.6800 3.790
Mean difference -2.359
95% Cl -18.168 to 13.450
SE 7.0950
t statistic -0.33
DF 10.0
2-tailed p 0.7464

3.3.2.2. Sperm hareketliligi-Sperm apoptozisi iliskisinin istatistiksel

degerlendirmesi

Biiytikten kiiciige dogru siralanmis sperm hareketlilik degerleri (%)
ile ayn1 hastalarin apoptotik hiicre ylizdelerini igeren siitun grafikler
incelendiginde, genel olarak sperm hareketliligi azaldik¢a apoptoziste bir
artis goriilmektedir (Sekil 3.7). Sperm hareketliligi normal diizeyli ve
diisiik diizeyli olan hasta gruplarinda apoptozis yiizdeleri Student t Testi
ile %95 giiven araligina gore karsilagtirildiginda, p degeri 0.0145 olarak
belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 3.4). Bu durumda, sperm hareketliligi
normal ve diisiik olan hasta gruplar1 arasinda apoptotik sperm ylizdesi

acgisindan farklar istatistik agidan 6nemlidir.
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Sekil 3.7: Sperm hareketlilik degerlerinin biiyiikten kiigiige dogru siralanmasiyla apoptotik sperm yiizdelerinin karsilagtirmasi.
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Tablo 3.4: Sperm hareketliligi normal ve diisiik gruplarin apoptotik sperm
yiizdelerinin Student t Testi ile istatistiksel degerleri (%95 giiven araligina

gore)

Sperm Hareketliligine gore

Apoptozis n Mean SE SD
Normal 5 12.538 3.7662 8.422
Hasta 6 24787 2.0033 4.907
Mean difference -12.249
95% ClI -21.427 to-3.070
SE 4.0574
t statistic -3.02
DF 9.0
2-tailed p 0.0145

3.3.2.3. Sperm morfolojisi-Sperm apoptozisi iliskisinin istatistiksel

degerlendirmesi

Biiyiikten kii¢lige dogru siralanmig sperm morfoloji degerleri (%) ile
ayn1 hastalarin apoptotik hiicre yiizdelerini iceren siitun grafikler
incelendiginde, genel olarak sperm morfolojisi bozuldukca apoptoziste
biiyiik bir artig goriilmektedir (Sekil 3.8). Sperm morfoloji yiizdeleri
normal diizeyli ve diisiikk diizeyli olan hasta gruplarinda apoptozis
ylizdeleri Student t Testi ile %95 giiven araligina gore
karsilagtirildiginda, p degeri 0.0040 olarak belirlenmistir (p<0.05) (Tablo
3.5). Bu durumda, sperm morfolojisi normal ve diisiik olan hasta gruplari
arasinda apoptotik sperm yiizdesi agisindan farklar istatistik agidan 6nem

tasimaktadir.
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Sekil 3.8: Sperm morfoloji degerlerinin biiytlikten kiiciige dogru siralanmasiyla apoptotik sperm yiizdelerinin karsilastirmasi.




42

Tablo 3.5: Sperm morfolojisi normal ve diisiik gruplarin apoptotik sperm
yiizdelerinin Student t Testi ile istatistiksel degerleri (%95 giiven araligina

gore)

Sperm Morfolojisine gore

Apoptozis n Mean SE SD
Normal 3 8.057 3.0603 5.301
Hasta 5 25.404 2.3341 5.219
Mean difference -17.347
95% CI -26.723 to-7.972
SE 3.8314
t statistic -4.53
DF 6.0
2-tailed p 0.0040

3.3.3. Apoptozis belirlemelerine iliskin genel sonuglar

Apoptozis belirleme yontemlerinden 1ikisi, Ho342 ve TUNEL
uygulamalariyla belirlenmis apoptotik sperm hiicrelerinin  sayisal

degerleri TUNEL ile daha yiiksek bulunmustur.

Sperm parametrelerinden; sperm konsantrasyonu ile apoptotik sperm
oranlarn arasinda bir iliski goriilmemistir. Sperm hareketliligi ve sperm
morfolojileri ile apoptozis arasinda ise ters bir korelasyon vardir. Sperm
hareket yiizdeleri ile saglikli morfoloji yiizdeleri azaldikca, apoptotik sperm

say1s1 artmaktadir.
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3.4. Nekrozisin Belirlenmesi

Nekrotik sperm hiicrelerinin belirlenmesi i¢in propidium iodide (PI)
ile floresan isaretleme (Sekil 3.9) yapilmistir. Uygulama sonucu elde

edilen + PI isaretlenmeleri sayilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

20.0 ym

Sekil 3.9: Propidium iodide yontemleriyle nekrotik spermlerin belirlenmesi.

3.4.1. Propidium iodide yontemiyle belirlenmis sperm nekrozisinin

istatistiksel degerlendirmesi

PI uygulamasi ile nekrotik spermlerin normal spermlere olan oranlar
ve bunlarin hastalara gére dagilim yiizdeleri hesaplanmistir (Tablo 3.6).
Her hastaya ait bu oranlar %95 giiven araligmma gore siitun grafiklerle

gosterilmistir (Sekil 3.10).
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Tablo 3.6: Propidium iodide uygulamasi sonucu, nekrotik sperm oranlarinin hastalara gére dagilimi (%).

Hasta No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10* 11 12 13
Nekrotik Sperm
(%)
Propidium iodide 10.46 | 4.66 | 33.20 | 35.06 | 34.00 | 19.72 | 11.36 | 11.07 | 50.00 | 0.00 | 13.50 | 41.80 | 17.99

(PD) ile

* Vasektomi ameliyatli hastadir.
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Sekil 3.10: PI uygulamasi ile belirlenen nekrotik sperm yiizdelerinin hastalara gore karsilastiriimasi (%95 giiven araligina gore)
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3.4.2. Semen parametreleri-Sperm  nekrozisi iliskisinin

istatistiksel degerlendirmesi

Semen parametrelerinden olan sperm konsantrasyonu (M/ml), sperm
hareketliligi (%) ve sperm morfolojisi (%) ile sperm nekrozisi arasinda
olas1 bir korelasyonun belirlenmesi amaciyla istatistiksel karsilagtirmalar

yapilmigtir.

flk olarak; secilen semen parametresi ile nekrotik hiicre yiizdeleri
arasindaki korelasyonu belirlemek i¢in her hastaya ait semen parametre
degerleri ile nekrozis yiizdeleri ayni siitun grafiklerde gosterilmistir.
Korelasyon olup olmadigini grafiklerde daha kolay izleyebilmek i¢in
sperm konsantrasyonu en yiiksek hastadan en diisiige dogru bir siralama
yapilmustir. Ikinci olarak; WHO (1999) kriterleri referans degerlerine
gore gerceklestirilen semen analiz sonuglarina dayanarak, her parametre
icin ayrt ayri, normal ve diisiik diizeyli olmak iizere iki grup
olusturulmustur. Bu gruplara dahil edilen hastalarda PI floresan
isaretleme yontemine gore belirlenen nekrotik sperm hiicre yiizdeleri iki
grup arasinda (normal diizey-diisiik diizey) Student t Testi kullanilarak
%95 giiven araligina gore (p<0.05) istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
10 numarali hasta, vasektomi ameliyatli olmasi nedeniyle (tiim semen

parametreleri sifir) hesaplamalara dahil edilmemistir.

3.4.2.1. Sperm  konsantrasyonu-Sperm  nekrozisi  iliskisinin

istatistiksel degerlendirmesi

Biiyiikten kiiclige dogru siralanmis sperm konsantrasyon degerleri

(M/ml) ile ayn1 hastalarm nekrotik hiicre ylizdelerini igeren siitun grafikler
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incelendiginde, genel olarak sperm konsantrasyonu azaldik¢a nekroziste
artis goriilmektedir (Sekil 3.11). Sperm konsantrasyonu normal diizeyli ve
diistik diizeyli olan hasta gruplarinda nekrozis yilizdeleri Student t Testi ile
%95 giliven araligina gore karsilastirildiginda, p degeri 0.0096 olarak
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 3.7). Bu durumda, sperm konsantrasyonu
normal ve diisiik olan hasta gruplar arasinda nekrotik sperm ylizdesi

acisindan farklar istatistik agidan 6nem tagimaktadir.

Tablo 3.7: Sperm konsantrasyonu normal ve diisiik gruplarin nekrotik
sperm ylizdelerinin Student t Testi ile istatistiksel degerleri (%95 giiven
araligina gore)

Sperm
Konsantrasyonuna gére
Nekrozis n Mean SE SD
Normal 10 19.156 3.5490 11.223
Hasta 2 45.900 4.1000 5.798
Mean difference -26.744
95% ClI -45.390 to -8.098
SE 8.3685
t statistic -3.20
DF 10.0

2-tailed p 0.0096
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Sekil 3.11: Sperm konsantrasyon degerlerinin bilyiikten kiigiige dogru siralanmasiyla nekrotik sperm ytizdelerinin karsilastirmasi.
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3.4.2.2. Sperm hareketliligi-Sperm nekrozisi iliskisinin istatistiksel

degerlendirmesi

Biiyiikten kii¢lige dogru siralanmig sperm hareketlilik degerleri (%)
ile aynm1 hastalarin nekrotik hiicre yiizdelerini iceren siitun grafikler
incelendiginde, hareketlilik degerlerinin en diisiik oldugu diizeylerde
nekrotik hiicre oranlarinda c¢ok fazla artiglar olmakla birlikte, sperm
hareketliligi ile nekrozis arasinda bir korelasyon goriilmemistir. (Sekil
3.12). Sperm hareketliligi normal diizeyli ve diisiik diizeyli olan hasta
gruplarinda nekrozis yiizdeleri Student t Testi ile %95 giiven araligina
gore karsilagtirildiginda, p degeri 0.9759 olarak elde edilmistir (p>0.05)
(Tablo 3.8). Bu durumda, sperm hareketliligi normal ve diigiik olan hasta
gruplar arasinda nekrotik sperm yiizdesi acisindan farklar istatistik

a¢idan 6nem tasimamaktadir.

Tablo 3.8: Sperm hareketliligi normal ve diisiik gruplarin nekrotik sperm
yiizdelerinin Student t Testi ile istatistiksel degerleri (%95 giiven araligina gore)

Sperm Hareketliligine gore

Nekrozis n Mean SE SD
Normal 6 21.250 4.3457 10.645
Hasta 6 21.505 6.9743 17.083
Mean difference -0.255
95% CI -18.564 to 18.054
SE 8.2174
t statistic -0.03
DF 10.0

2-tailed p 0.9759
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Sekil 3.12: Sperm hareketlilik degerlerinin biiyiikten kii¢iige dogru siralanmasiyla nekrotik sperm yiizdelerinin karsilastirmasi.
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3.4.2.3. Sperm morfolojisi-Sperm nekrozisi iliskisinin istatistiksel

degerlendirmesi

Biiyiikten kiiglige dogru siralanmig sperm morfoloji degerleri (%) ile
ayn1 hastalarin nekrotik hiicre yiizdelerini igeren siitun grafikler
incelendiginde, genel olarak diizgiin morfolojiye sahip spermleri fazla
olan bireylerde nekrozis diisiik, deformasyonlu spermleri fazla olan
bireylerde nekrozis yiiksek orandadir (Sekil 3.13). Ancak, sperm
morfoloji yiizdeleri normal diizeyli ve dislik diizeyli olan hasta
gruplarinda nekrotik sperm yiizdeleri Student t Testi ile %95 giiven
araligina gore karsilagtirildiginda, p degeri 0.2306 olarak belirlenmistir
(p>0.05) (Tablo 3.9). Bu durumda, sperm morfolojisi normal ve diisiik
olan hasta gruplar arasinda nekrotik sperm yiizdesi acisindan farklar

istatistik agidan onemsizdir.

Tablo 3.9: Sperm morfolojisi normal ve diisiik gruplarin apoptotik sperm
ylizdelerinin Student t Testi ile istatistiksel degerleri (%95 giliven
araligina gore)

Sperm Morfolojisine goére

Nekrozis n Mean SE SD
Normal 3 16.260 2.6426 4.577
Hasta 5 30.132 7.6644 17.138
Mean difference -13.872
95% ClI -39.319 to 11.575
SE 10.3998
t statistic -1.33
DF 6.0

2-tailed p 0.2306
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Sekil 3.13: Sperm morfoloji degerlerinin biiyiikten kiigiige dogru siralanmastyla nekrotik sperm yiizdelerinin kargilagtirmasi.
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3.4.3. Nekrozis belirlemelerine iliskin genel sonuclar

Nekrozis belirleme yontemi igin kullanilan PI’nin floresan 1sima

reaksiyonlart ile yapilan sayimlar sonucunda;

Sperm parametrelerinden; sperm konsantrasyonu ile nekrotik sperm
oranlar1 arasinda bir iligki goriilmiistiir. Sperm konsantrasyonu azaldikca
nekrotik sperm yiizdesi artmaktadir. Sperm hareketliligi ve sperm

morfolojileri ile nekrozis arasinda ise anlamli bir iligki goriilmemistir.

3.5. Apoptozis-Nekrozis iliskisi

Apoptozis ve nekrozis oranlarinin hastalara gore dagilimlarinin
kargilagtirilmast  ig¢in  tespitsiz materyalde benzer preparasyon
yontemlerinin kullanildig1 floresan isaretli Ho342 ve PI tercih edilmistir
Bolgelere ardistk uygulanan Ho342 ve PI, uygun filtrelerle aym
bolgelerden fotograflanarak + reaksiyonlar sayilmis ve istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Bu bolgelerin aydinlik alan fotograflari da alinarak
total hiicre sayilarmma gore apoptotik-nekrotik spermlerin  normal
spermlere olan oranlar1 ve bunlarin hastalara goére dagilim yiizdeleri
hesaplanmistir (Sekil 3.14a,b,c, Tablo 3.10). Her hastaya ait bu oranlar

%95 giiven araligina gore siitun grafiklerle gosterilmistir (Sekil 3.15).

Bu karsilastirmaya goére Ho342 ve PI yontemleriyle belirlenmis
apoptotik ve nekrotik sperm hiicreleri karsilastirildiginda, nekrotik
olanlarin yiizdesel degerleri apoptotik olanlardan genelde daha fazladir
ve her bir hasta i¢in farklar %95 giliven araligina gore istatistiksel agidan

da 6nem tasimaktadir (Sekil 3.15, 3.16a,b).
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C 20.0 ym

Sekil 3.14: Sperm yayma preparatta ayni bolgenin aydinlik alan (a), Ho342 (b) ve PI (¢) ile karsilagtirilmasi.
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Tablo 3.10: Ho342 (apoptozis igin) ve PI (nekrozis i¢in) uygulamasi sonucu, apoptotik-nekrotik sperm yiizdelerinin
hastalara gore dagilimi.

Hasta No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10* 11 12 13

Apoptotik-Nekrotik
Sperm (%)

Apoptotik sperm

; 12.60 | 22.11 | 24.21 | 13.31 | 30.00 | 13.78 | 21.21 | 6.92 | 20.00 | 0.00 | 21.20 | 15.71 | 1.00
(Ho342 ile)

Nekz‘l’jli‘;g’e“n 1046 | 4.66 |33.20 | 35.06 | 34.00 | 19.72 | 11.36 | 11.07 | 50.00 | 0.00 | 13.50 | 41.80 | 17.99

* Vasektomi ameliyatli hastadir.
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Sekil 3.15: Ho342 ve PI uygulamalar ile belirlenen apoptotik ve nekrotik sperm yiizdelerinin hastalara gore karsilastirilmast (%95
giiven araligina gore)
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Sekil 3.16: Ho342 ile isaretli (a) apoptotik hiicrelerle PI ile isaretli (b) nekrotik
hiicrelerin verdigi floresan 1g1ma farki.
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Tiim hastalarla olusturulan iki grup (apoptotik-nekrotik), Student t Testi
kullanilarak %95 giiven aralifina gore (p<0.05) istatistiksel olarak
kargilastirtlmistir. Bu karsilastirma sonucunda, p degeri 0.2211 olarak
bulunmustur (p>0.05) (Tablo 3.11). Bu durumda, apoptotik ve nekrotik

sperm ylizdesi agisindan farklar istatistik acidan 6nem tasimamaktadir.

Tablo 3.11: Tiim hastalar i¢in apoptotik ve nekrotik sperm yiizdelerinin
karsilastirilmasina iliskin Student t Testi ile istatistiksel degerler (%95

giiven araligina gore)

Tdm hastalara gore
Apoptozis-Nekrozis

Karsilastirmasi n Mean SE SD
Apoptozis 13 15.542 2.4748 8.923
Nekrozis 13 21.755 4.2812 15.436
Mean difference -6.213
95% ClI -16.419 to 3.993
SE 4.9451
t statistic -1.26
DF 24.0

2-tailed p 0.2211
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3.5.1. Semen parametreleri-Sperm apoptozis-nekrozis iliskisinin

istatistiksel degerlendirmesi

Semen parametrelerinden olan sperm konsantrasyonu (M/ml), sperm
hareketliligi (%) ve sperm morfolojisi (%) ile sperm apoptozis ve
nekrozisi arasinda olasi bir korelasyonun belirlenmesi amaciyla

istatistiksel karsilastirmalar yapilmistir.

Biiytikten kiigiige dogru siralanmis sperm konsantrasyonu (M/ml) ile
sperm apoptozis-nekrozis iliskisine ait siitun grafikler incelendiginde;
genel olarak sperm konsantrasyonu azaldik¢a apoptoziste dalgali bir artis
s0z konusudur. Nekrozis ise daha diizgiin ve apoptozise oranla daha yiiksek

diizeyde bir artis gostermektedir (Sekil 3.17).

Biiyiikten kiiciige dogru siralanmis sperm hareketliligi (%) ile sperm
apoptozis-nekrozis iliskisine ait siitun grafikler incelendiginde; genel
olarak sperm hareketliligi azaldikga apoptoziste diizenli bir artis
goriilmektedir. Nekrozis ise daha yiiksek oranlarda olmakla birlikte diizensiz

bir artig gostermektedir (Sekil 3.18).

Biiyiikten kiiglige dogru siralanmis sperm morfolojisi (%) ile sperm
apoptozis-nekrozis iliskisine ait siitun grafikler incelendiginde; genel
olarak sperm morfolojisi bozulduk¢a apoptoziste daha diizenli bir artig
goriilmektedir. Nekrozis ise daha yiiksek oranlarda olmakla birlikte diizensiz

bir artis gosterir (Sekil 3.19).

Sonu¢ olarak; Semen parametrelerinden hareketlilik ve morfoloji
degisimleri sperm apoptozisi ile iligkili goriliirken, konsantrasyon

degisimleri nekrozis ile iligkili bulunmustur.
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Sekil 3.17: Sperm konsantrasyon degerlerinin bilyiikten kiiciige dogru siralanmasiyla apoptotik-nekrotik sperm yiizdelerinin
kargilagtirmas.
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Sekil 3.18: Sperm hareketlilik degerlerinin biiyiikten kiicige dogru siralanmasiyla apoptotik-nekrotik sperm yiizdelerinin
karsilastirmas.
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Sekil 3.19: Sperm morfoloji degerlerinin biiyiikten kiigiige dogru siralanmasiyla apoptotik-nekrotik sperm yiizdelerinin kargilastirmasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Erkek partner, infertilite kliniklerine gelen vakalarin yaklasik %30-
50’sinde hesaplanan sperm hatalariyla g¢iftlerin infertilitesinde en biiytlik
etken olarak tanimlanmaktadir. Erkekte, fertilizasyon potansiyellerinin en
iyi gostergelerinden biri, sperm morfolojisidir (Nikolettos ve ark., 1999).
Morfoloji ile birlikte spermlerin sayisi ve hareketliligi de infertiliteyi
belirlemede kullanilir. Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO, 1999) gore
yapilan standart semen analizleri, 6zellikle sperm konsantrasyonu ve
hareketliligi, infertil bir ¢iftin incelenmesinde her zaman zorunlu bir test
olarak kabul edilir. Ancak bir semen analizi sadece genis teshis

kategorileri saglamaya yardimci olur (Sakkas ve ark. , 2004).

Yardimer Ureme Tekniklerinden erkek infertilitesinin tedavisinde
cigir agan ICSI (intrasitoplazmik sperm injeksiyonu) ile, daha dnceden
basarisiz olmus IVF (in-vitro fertilization) denemeleri olan veya ciddi
derecede bozuk sperm parametreleri bulunan infertil hastalarda
fertilizasyon ve gebelik elde edebilme sansi ortaya ¢ikmistir (Nikolettos
ve ark., 1999).

ICSI uygulamasi i¢in diisiik kalitede spermatazoa kullanilmasi
konusunda sorular artmistir. Dogal secilme siireglerinde, DNA’s1 hasar
gérmiis spermatazoanin oosite ulagsma sansi diisiik olmaktadir. Diger
yandan ICSI hareketsiz spermlerde de uygulanabilir ve bu da embriyo
icinde hasarli DNA’nin iretilmesine sebep olur (Oosterhuis ve ark.,
2004). Hasarli DNA iceren sperm ile gerceklesen fertilizasyon fetal
mutasyonlara neden olmakta ve belki de dogacak ¢ocugun kanser riskini

artirmaktadir (Chohan ve ark., 2006). Hollanda’da, bu nedenle hareketsiz
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spermlerde ICSI uygulamasi yapilmamaktadir. Ancak Almanya ve diger
tilkelerde ICSI i¢in hareketsiz spermler kullanilmaktadir (Oosterheus ve
ark., 2004). Bu olasiliklar goze alindiginda ICSI i¢in kullanilan hasar
gormemis spermatazoa i¢in marker bulmak énemlidir ve bunun i¢in de
ejakule spermatazoanin olas1 hiicre 6liim mekanizmalarini anlamak

gerekmektedir.

Infertil hastalarin testis biyopsilerinde yiiksek oranlarda apoptozis
oldugu TUNEL yontemi ve morfometrik ¢alismalarla ortaya konmustur.
Yeni yapilan ¢aligmalarda ise, infertil hastalarin ejakiilat spermlerinde
apoptozisin tipik gostergeleri olan DNA pargalanmasi (TUNEL y6ntemi)
ve fosfatidil serinin plazma membrant translokasyonu
(AnneksinV/Propidium iodide yontemi) saptanmistir. Bu belirleyicileri
rutin semen analizleri ile gdstermek olas1 degildir ve bu spermler normal
olarak degerlendirilip, ICSI yontemi ile oosite enjekte edilirse hasarl
genomdan dolay1 ciddi sorunlara yol agabilir (Weng ve ark., 2002).
Infertil bir ¢ifti tedavi etmek icin kullanimi artan “Yardimci Ureme
Teknikleri” nin basarisi i¢in kesinlikle daha spesifik sperm hatalarin1 ve
bunlarin kaynaklarini tanimlamak ve yeni teshis yontemleri gelistirmek

gerekir.

Ejakule spermlerde apoptozisi belirlemek icin farkli apoptotik
isaretleyiciler kullanilmistir: 1. DNA zincirlerindeki kiriklart belirleyen
TUNEL yontemi (Bacetti ve ark., 1996; Anzar ve ark., 2002; Sakkas ve
ark., 2002; Lachaud ve ark., 2004; Liu ve ark., 2004; Oosterhuis ve ark.,
2004; Sakkas ve ark., 2004; Brugnon ve ark., 2006), 2. Fosfatidilserinin
(PS) yer degistirmesini belirleyen yontemler (Shen ve ark., 2000; Ricci
ve ark., 2002), 3. Caspase-3 aktivasyonu (Weng ve ark., 2002; Paasch ve
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ark., 2003; Almedia ve ark., 2005; Said ve ark., 2005b; Borrosso ve ark.,
2006), 4. MMP integrity testi (Said ve ark., 2005b; Borrosso ve ark.,
2006); 5. Membrana-bagli reseptorler Fas ve p53 (Sakkas ve ark., 1999a;
2002); 6. Kromatin fragmentasyonu (Sakkas ve ark., 1999a; Siddighi ve
ark., 2004; Chen ve ark., 2006 ); 7. Hoechst 33342 (Bisbenzimide,
Ho342) floresan boyamasi (Watkins ve ark., 1996; Zhang ve Kiechle,
1997;Sara ve ark., 2003).

Ho342 floresan boyasi, parcalanmis DNA'da aciga cikan A-T’ce
zengin bolgelere baglanarak apoptotik hiicreyi mavi renkte isaretler
(Vermes ve ark., 2005: Watkins ve ark., 1996; Zhang ve Kiechle,
1997;Sara ve ark., 2003). TUNEL yontemi, DNA kiriklarinin (nick)
terminal deoksinukleotidil transferaz enzimi (TdT) ile belirlenmesi
mantigina dayanir. TdT enzimi, isaretli nukleotidlerin DNA’nin 3’-OH
ucuna baglanmasimi katalizler (Bacetti ve ark., 1996; Anzar ve ark.,
2002; Sakkas ve ark., 2002; Lachaud ve ark., 2004; Liu ve ark., 2004;
Oosterhuis ve ark., 2004; Sakkas ve ark., 2004; Brugnon ve ark., 2006).
Bu calismada canli materyalde Ho342, tespitli materyalde TUNEL
kullanilarak, yontemler arasi karsilastirma yapilmis ve isaretli ejakule

sperm oranlar farkli bulunmustur.

Son yillarda yapilan bazi ¢aligmalarda, apoptotik hiicre oranlar ile
sperm Kkonsantrasyonu arasinda ters bir korelasyon oldugu
gosterilmistir (Sun ve ark., 1997; Oosterhuis ve ark., 2000; Ricci ve ark.,
2002). Buna karsin, anneksinV-TUNEL yontemiyle hem sperm
konsantrasyonu hem de total sperm sayisi ile pozitif bir korelasyon
oldugu (Shen ve ark., 2002), anneksinV/PI yontemi ile de anormal

semenli ornekler arasinda apoptotik indeks, canlilik ve apoptotik sperm
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hiicre oraninda kayda deger bir farklilik olmadig1 (Ricci ve ark., 2002)
belirlenmistir. Bu c¢alismada da TUNEL yontemi ve istatistiksel
hesaplamalarla, sperm konsantrasyonu ile apoptotik hiicre sayisinda

anlamli bir korelasyon bulunmamustir.

Benzer calismalar sperm hareketliligi acisindan da gerceklestirilmis
ve apoptotik hiicre oranlari ile sperm hareketliligi arasinda kayda deger
ters bir korelasyon bulunmustur (Barroso ve ark., 2000; Oosterhuis ve
ark., 2002; Shen ve ark., 2002). Calismamizdaki istatistiksel uygulamalar

da benzer sonuglar1 gostermistir.

Semen parametrelerinin bir digeri olan sperm morfolojisi ile
apoptotik hiicre oranlar1 arasindaki iligki de arastirilmig, bu calismada da
belirlendigi gibi; ¢esitli basg, boyun ve kuyruk hasarlar1 gésteren anormal
sperm morfolojileri ile apoptotik hiicreler arasinda pozitif iliski
bulunmustur (Gandini ve ark., 2000; Shen ve ark., 2002). Kaspaz-3
aktivasyon testi Olciimleri ve DNA difiizyon testi ile, normal sperm
morfolojisi ile apoptozis arasinda ters bir korelasyon bulunmustur (Said
ve ark., 2005b; Chen ve ark., 2006). Sperm boyun kismi hasarlar1 ve
sperm kuyruk hasarlar1 ile apoptozis arasinda kayda deger pozitif bir
iligki bulunmustur (Weng ve ark., 2002; Chen ve ark., 2006; Aziz ve ark.,
2007).

Anormal semen parametreleri ile apoptozis korelasyonlar: konusunda
ayrintilt ¢alismalar yapilmis olmasma karsin, nekrozis ile iligkisine
yeterince ilgi gosterilmemistir. Semen Orneklerinde yasa bagli nekrotik
sperm miktarlari, yaglanmayla dogru orantili olarak artis gostermektedir

(Siddighi ve ark., 2007). Nekrotik sperm popiilasyonlart Anneksin V
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isaretlemesi ile (Lachaud ve ark., 2004; Oosterhuis ve ark., 2004;
Brugnon ve ark., 2006) veya bu calismada da nekrozisi belirlemek igin
kullanilan PI ile floresan boyama yapilarak gosterilebilir (Sara ve ark.,
2003; Siddighi ve ark., 2004). Nekrotik hiicrelerin zayif hiicre
membranint kirmizi renkte isaretleyen PI kullanimiyla, nekrozis ve
semen parametrelerinden sperm konsantrasyonu arasinda negatif bir
korelasyon bulunurken, sperm hareketliligi ve morfolojisi agisindan tam
bir korelasyon saptanamamistir. Ancak, nekrotik hiicrelerin orani ile
apoptotik hiicrelerin oran1 karsilastirildiginda, ejakule spermlerde
nekrozisin apoptozisten genelde daha yiikksek  oldugu sonucuna

varilabilir.

Sonug olarak; tedavide kullanimi artan yardimei tireme tekniklerinin
basarisi i¢in 6zglin sperm hatalarin1 ve bunlarin kaynaklarimi tanimlamak
cok dnemlidir. Yeni ve daha hassas teshis yontemleriyle spermlerin farkli
diizeylerde incelenmesine olanak saglayacak her bilgi deger tasimaktadir.
Apoptozisle ilgili tartigmali literatiire katki saglamak ve nekrozisle ilgili
yeni bulgular elde etmek iizere yapilan bu ¢alismanin, alanindaki

bilgilere bir yarar saglamasi beklenmektedir.
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