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OZET

Oligozoospermik Erkeklerde Sperm Kromatin Kondensasyonu ve
Sperm Kreatin Kinaz Aktivitesinin Sigara icimine Bagh Olarak

Degerlendirilmesi

Amag: Kreatin fosfat tarafindan dretilen kreatin kinaz, ATP’nin hizli bir
sekilde tamponlama ve yenilenmesi ig¢in enerji deposudur ve sperm
hareketinde onemli bir rol oynamaktadir. Kromatin yogunlagmasi paternal
kaynakli genomun taginmasinda ve erken embriyo gelisiminde hayati 6nem
tasimaktadir. Sperm kromatin yogunlasmasi ve kreatin kinaz aktivitesi
bireysel sigara uzerindeki etkisinin yeterli ¢calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle galismamizda, sigaranin insan sperm CK aktivitesi ve kromatin

yogunlagsmasi Uzerine etkileri incelenmistir.

Materyal — Metot: Infertil ciftler (80) 2014-2015 arasinda istanbul Tip
Bebek Merkezi'ne bagvuran IVF adaylari arasindan rastgele secildi. Bu
calismada, normozoospermik sigara icen (n=18) ve igmeyen erkekler (n=23)
ile oligozoospermik sigara icen (n=18) ve icmeyen erkeklerden (n=21) meni
ornekleri alindi. 80 hastadan alinan semen O&rnekleri sigara igimine gore
karsilastirildiginda, kromatin yogunlagmasi, geleneksel sperm parametreleri,
Ozellikle sperm morfolojisinin, sperm sayisi ve progresif motilite ve sperm
kreatin kinaz aktivitesi yonunden incelendi. Asidik anilin mavisi boyama DNA
ile iligkili olarak nukleoprotein igerigi ile ilgili spermin ¢ekirdeklerinin kromatin
kusurlarini tespit etmek igin kullanildi. Kreatin kinaz aktivitesi homojenize

sperm orneklerinde spektrofotometrik yontemle incelendi.

Xi



Bulgular: Sigara’nin, normozoospermik olgularda sperm konsantrasyonu ve
morfolojisi Uzerine olumsuz etkisi goézlenmigtir (p<0,05). Oligozoospermik
olgularda ise semen volumiu (p<0,001) ve kromatin kondansasyonunun
(p<0,05) sigara icimi ile negatif etkilendigi goruimastar.

Tam olgular sigara icimine gore karsilastirildiklarinda sperm konsantrasyonu
ve kromatin kondansasyon oraninin sigara icimi ile azaldigi goézlendi.
Sigara’nin, sperm konsantrasyonu (p<0,05), moatilitesi (p<0,05), morfoloji ve
kromatin butinliGglu Uzerine olumsuz etkisi gézlenmistir (p<0,05). Sperm
kreatin kinaz aktivitesinin tim olgularda sigara icimi ile negatif etkilendigi
gOrulmustir (p<0,05). Tum olgular dikkate alindiginda sperm kreatin kinaz

aktivitesinin, sperm morfolojisi ve sperm motilitesi ile iliskisi gozlenmemistir.

Tartisma: Calismamizda analiz edilen normospermik ve oligospermik
olgularda, sperm morfolojisi, motilitesi, kromatin batinligu ve kreatin kinaz
aktivitesinin sigara icimi ile etkilendigi gosterilmigtir. Sigaranin birakilmasi

infertilite tedavisinde basariyi arttirabilir.

Anahtar Kelimeler: Kromatin Kondensasyonu, Erkek infertilitesi, Sperm

Kreatin Kinaz, Sigara igimi
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ABSTRACT

The Evaluation Of Sperm Chromatin Condensation and Total Creatine
Kinase Activity in Oligozoospermic Patients and the Relationship With

Smoking

Purpose: Creatine kinase, produced by creatine phosphate, is an energy
reservoir for the rapid buffering and regeneration of ATP and can play an
important role in sperm motility. Chromatin condensation is vital for the
function of sperm which is the motile carrier of paternal genome and sperm
genome quality has been emphasized for several years as playing a major
role in early embryogenesis. There are no adequate studies of the effect on
individual smoking on sperm chromatin condensation and creatin kinase
activity. Therefore, this study investigates the effects of cigarette smoking on

human sperm CK activity and chromatin condensation in males who smoke.

Materials and Method: Infertile couples (80) were randomly selected from
IVF candidates referred to Istanbul IVF Center between 2014-2015 years. In
this study, we obtained semen samples from oligozoospermic male smokers
(n=18) and nonsmokers (n=21) with normozoospermic male smokers (n=18)
and nonsmokers (n=23). Semen samples from 80 patients were examined
for chromatin condensation, as well as conventional sperm parameters,
notably sperm morphology, sperm count, and progressive motility and sperm
creatine kinase activity, compared for cigarette smoking. Acidic aniline blue
staining was used to detect chromatin defects of sperm nuclei related to their
nucleoprotein content as associated with DNA. Sperm creatin kinase activity

was examined with spectrophotometric method in homogenized samples.
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Results: Negative effect of smoking on sperm concentration and morphology
were observed in patients normozoospermic (p<0,05). In oligozoospermic
cases it was observed that of semen volume (p<0,001) and chromatin
condensation (p<0,05) were negatively affected by smoking. All patients
were compared according to smoking , sperm concentration, percentage of
chromatin condensation was diminished by cigarette smoking.In summary;
Smoking, sperm concentration (p<0,05), motility (p<0,05), morphology and

negative effects on chromatin integrity was observed (p<0,05).

In all cases, the sperm creatine kinase activity has been shown to negatively

effected by smoking (p<0,05).

Discussion: In conclusion, the analyzed normozoospermic and
oligozoospermic cases, sperm morphology, motility, chromatin integrity and
creatin kinase activity has been shown to be affected by smoking. The

cessation of smoking can increase the success of infertility treatment.

Key words: Sperm Chromatin Condensation, Male infertility, Sperm Creatine

Kinase, Cigarette Smoking
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1.GIRIS
infertilite, hayati tehlike arz eden bir sorun olarak kabul ediimemesine

ragmen hem bireyi hem de toplumu etkileyen, psikolojik, sosyo-kulturel ve

biyolojik bir saglik sorunudur.

Nikotin, erkek infertilitesinde sigaranin etkilerinden sorumlu en bulydk
faktordur. Sigara kullanmanin ve sigara dumanina maruz kalmanin insanda
seminal kaliteyi etkiledigi ve erkek kaynakli infertilite’ye neden olusu ile ilgili
pek cok calisma bulunmaktadir (1). ASRM (Amerikan Ureme Tibbi Dernegi)
sigara iciminin erkek infertilitesine neden olabilecek faktérlerden biri
olabilecegini ve infertilite tedavisinde 1988 de sigara i¢ciminin sonlandiriimasi
gerektigi konusunda karar vermistir (2). Yapilan bazi arastirmalar sonucunda
sperm parametrelerinin  sigara kullanimina bagli olarak etkilendigi
savunulurken, bazi arastirmalarda sigarayla sperm parametreleri arasinda

orantil bir iligkinin olmadigi sonuglari elde edilmigtir ( 3,4 ).

Semen analizi erkekte infertilite durumunun arastiriimasinda, klinik tedavinin
planlanmasi ve alinan cevabin degerlendiriimesinde buyuk bir dnem teskil
etmektedir. Semen analizi ejakulatin, makroskobik ve mikroskobik olarak
degerlendiriimesinde renk, pH, ejekulat hacmi, sperm konsantrasyonu, sperm
hareketliligi, likefaksiyon stresi, [0kosit sayisi, vitalite ve morfolojisi hakkinda
bilgi verir. Semen analizi, klinikte tedavinin planlanmasi ve alinan cevabin
degerlendiriimesinde de kullaniimaktadir. Kadina ait bir anormal bir bulgu s6z
konusu degil ise, yapilan semen analizi sonucunda, androlojik patolojilerin
yarisi tanimlanabilmektedir (5,6). Erkek infertilitesiyle ilgili yapilan
calismalarin sonucunda elde edilen verilerin blyuk bir ¢ogunlukla sperm

parametrelerindeki bozulmalar ile iligkili oldugu bildirilmigtir (7).



Bazi durumlarda infertilite nedeni erkek uUreme organ bozukluklari ya da
cinsel iglev bozukluklarindan da kaynaklandigi dugunulmektedir (8). Geri
kalan % 50’lik kisimda sorunun ana kaynagi tespit edilemedigi igin idiopatik
infertilite olarak adlandiriimakta ve bu grupta tani koymaya yardimci
olabilecek ve tedaviye yon verecek yeni testlere intiya¢c duyulmaktadir (9). Bu
anlamda son yillarda sperm DNA hasari Uzerinde durulmaktadir. Sperm DNA
hasarinin in vivo ve in vitro ortamlarda yapilan c¢alismalarda sperm

parametreleri Uzerine etkisinin dnemi belirtiimistir (10,11).

Erkek infertilitesinde sperm DNA hasarina neden olan mekanizmalar
uzerinde pek c¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Bunlardan ilki, spermiyogenez
esnasinda sperm kromatin paketlenmesinde protaminasyon hatasinin DNA
hasarini olusturdugu gérisidir (12,13). ikincisi, oksidatif stres kaynakli ROS
dretiminin sperm fonksiyon bozukluguna sebep olarak DNA hasarina
dolayisiyla da erkek infertilitesine sebep oldugu gérisidir(14 -16). Uglincl
olarak, apoptoz mekanizmasindaki hasarli germ hlcrelerinin
eliminasyonunun saglandigi endonukleaz kirik oraninin artmasiyla meydana
gelen DNA hasarinin olustugu goérusudur (17,18). Katayose ve arkadaslari
2004’te yaptiklari bir galismada acgiklanamayan infertilite olgularinda Akridin
oranj (AO) boyasi kullanarak fertilizasyon vyetersizliklerinde sperm
maturasyon kusurlarinin rolt olabilecegini ileri strduler (19). Spermiogenez
surecinde sperm kromatin modifikasyonu ve kondensasyonu o6nemli bir
asamadir. Sperm DNA’sinin  kivrilmasi  ¢ok 06zel proteinler ile
gerceklesmektedir. Kondensasyon igleminde % 90-95 civarinda histon,
protaminler ile yer degistirir (20). Protaminasyon isleminin sperm motilitesinin
ve sperm genomunun korunmasinda onemli rolu oldugu ileri strulmektedir
(20). Sperm kreatin kinaz aktivitesi (CK) ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (21-24). CK aktivitesi sperm flagellum motilitesi i¢in gerekli
olan ATP’nin hidrolizinde gorev aldigi ve izoformlarinin insanda sperm
immaturitesiyle iliskisinin bulundugunu igceren g¢alismalar mevcuttur (23,25-
28).



Bu calismada sigara i¢imi ile iligkili olarak sperm fizyolojisini ilgilendiren ve
sperm maturasyonunun histokimyasal analizini igeren testler ile sigaranin
oligozoospermik ve normozoospermik olgulardaki fizyolojik etkilerinin
arastirilmasi amacglanmigtir. Bu kapsamda sperm maturitesinin histokimyasal
incelenmesi asidik anilin mavisi testi ile sperm total kreatinin kinaz aktivitesi
Olcimu spektrofotometrik yontem ile yapiimigtir. Her hasta 6rneginde Dinya
Saglik Orguti (WHO) kriterlerine gbére semen analiz tayini yapilarak

sonuglarin analizi i¢in hazirlanmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1.SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogonyal kok hicreden mitotik ve mayotik
bolinmeler ile hucre farklilagsmasi sonucu olgun sperm olugsmasidir. Bu
sirada sitoplazmik yapi degisir, somatik hucre histonlari protaminlerle yer
degistirir. Spermatogenez puberte ile birlikte baslar, ylkselen gonadotropinin
etkisiyle yasam boyu devam eder (29).Spermatogenez surecinde, germ
hicreleri mayoz boélinme sonrasi 46 kromozomlu diploid yapidan 23
kromozomlu haploid yapiya gelirler ve yine 23 kromozomlu haploid yumurta
hicresi ile birlegserek 46 kromozomlu yeni bir bireyin olugmasina imkan
saglarlar. Hucreler her bir asamada spermatogonya, spermatosit ve
spermatid gibi isimler alirlar (Sekil 2.1). Farklilagsma sirecini tamamlayan
hicreler seminifer tubdl igine birakilir. Spermatogenez yaklasik olarak 64 gun

surer. Olgun spermin ejekulatta gértlmesi ise 74 gin alir (30-32).
Spermatogenez stireci farkl 6zellikte 3 evreden olusur (33):

1. Spermatositogenez
2. Mayoz Bolinme

3. Spermiyogenez



Spermatogenez
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Sekil 2.1. Spermatogenez (33)
2.1.1. Spermatositogenez

Spermatogonyumlar, mitoz bolinme ile ¢ogalip A tipi spermatogonyum
olarak adlandirilan kdk hicreleri ya da primer spermatositlere farklilasan B
tipi spermatogonyum’lari  olustururlar (33). Spermatogonyum B’ye
donusemeyen  spermatogonyum A’'lar ana hucre olarak  kalir.
Spermatositogenez B tipi hucrelerin mayoz surecine girmesi ile tamamlanir
(34-36).

2.1.2 Mayoz Boéliinme

Primer spermatosit’ler, birinci mayoz bdlinmeyle sekonder spermatositi
olustururlar. Birinci mayozun 22 gun suren profaz evresinde gorilen
krossing-over asamasi sayesinde genetik cesitlilik saglanir. Mayoz | basinda
diploid kromozom vyapisi mayoz surecinin sonunda haploid kromozom
yapisina donugur. Sonrasinda sekonder spermatositin mayoz Il'yi
gegirmesiyle birlikte yuvarlak spermatid adi verilen htcreler olusur. Mayoz |l
de kromozom sayisi degismez fakat DNA sayisi yariya iner. Her bir diploid

sekonder spermatositten iki adet monoploid spermatid olugur.



Birinci mayoz bolinme gunler bazinda bir sure¢ olmasina ragmen ikinci
mayoz bolinme dakikalar bazinda olmasindan dolayr seminifer tlbullerde

primer spermatositler en ¢ok gézlenen hicrelerdir (36).
2.1.3.Spermiyogenez

Spermiyogenez, sperm Uretiminin son asamasi ve spermatidlerin, erkek
DNA’sini ovuma aktarmak igin 6zellesmis sperm hlcresine dénusim sirecini
kapsamaktadir. Bu surecgte hicre bolinmesi gergeklesmez. Spermiyogenez
esnasinda yuvarlak spermatitler uzamaya bagslayarak uzamis (elongated)
spermatid halini alir. Sertoli hticresi sitoplazmasinda gerceklesen bu
donusum surecinde c¢ekirdek karakteristik halini alir, sitoplazma kaybolur,
akrozom ve kuyruk gelisir. insanlarda bu agsama yaklasik olarak 16 - 22 giin
surer. Spermatid’lerin farkhlasma sureci 4 evreden olugur (Sekil 2.1.3)
(33,34).Bunlar;

2.1.3.1. Golgi Evresi: Yuvarlak spermatid sitoplazmasi golgi aygiti,
mitokondriler, bir cift sentriol, serbest ribozomlar ve diz endoplazmik
retikulum icerir. PAS (Periyodik-Asit Schiff) ile boyanan bol glikoproteinli
proakzomal granuller golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek
akrozomal vezikul adi verilen bir zarla gevrilir ve tek bir akrozomal granali
olustururlar (36,37).

2.1.3.2. Kep Evresi: Akrozom vezikilli ve granilinden akrozom bashgi
olusur ve gekirdegin tim on kismini kaplar. Akrozom basligi akrozom igerigini
saracak bigimde i¢ ve dig akrozom zarlarini olusturur. Cekirdek zari ve ig
akrozom zari arasinda graniler filament6z bir madde meydana gelir. ¢

tarafindaki kromatin yogunlagmasindan dolay1 daha yodun gorunur. (36,37).

2.1.3.3. Akrozomal Evre: Bu asamada spermatid yapisinda birgok
degisiklik meydana gelir. Cekirdek ve cekirdegin Gzerindeki akrozom yapisi,
ustteki plazma membraninin hemen altina dogru hereket ederken,
sitoplazma arka tarafa dogru yer degistirir. Sitoplazmadaki hucre iskeleti

elemani olan mikrottbuller, silindirik bir yapi olustururlar.



Geligmekte olan kuyrugu saran plazma membrani, arkaya dogru hareket
ettikge silindirik yap1 kaybolur. Mitokondriler sitoplazmanin arka kismina
dogru hareket ederek, heliks yapisindaki fibrilleri sarar. Spermiyumun
hareketi icin gereken enerjinin saglanmasinda mitokondriler anahtar rol
oynamaktadir. Mitokondrial kilifin olusumu sirasinda, nukleusla birlikte
spermiyumun baglanti pargasini olusturacak sentriol’den, aksonemin etrafina
yerlesen 9 adet dis koyu kilif meydana gelir. Bu bdlge spermiyum
kuyrugunun orta parcasini olusturmaktadir. Orta parcanin merkezden uzak
kisminda, iki adet uzunlamasina piramit ve ¢ok sayida baglanti biriminden
olusan fibroz bir kilif, esas parganin 9 uzun fibrilini sarar ve neredeyse
kuyrugun sonuna kadar uzanarak esas parcay! olusturur. Fibréz kilifin

uzaginda kalan kisa kuyruk parcasi ise son parca adini alir (32,33).

2.1.3.4. Olgunlagsma Evresi: Fazla sitoplazmayi azaltmaya ydénelik bu
islem, spermatid sekillenmesindeki son agsamadir. Sertoli hiicreleri tarafindan
artik cisim olarak nitelendirilen fazla sitoplazma fagosite edilir. Hicreler arasi
kopriler de fagosite edilen artik cisimlerde kaldigi icin spermatidler artik
birbirlerine bagh dedgildirler. Spermiyumun farklilagsma islemi sona erince
tubul limenine salinmasi islemine spermiasyon adi verilir. Bu yeni olugan
spermiyum hareketsizdir ve fertilize etme yetenegine sahip degildir.
Spermiasyon isleminden sonra sperm 2-4 haftalik bir evreden gecerek
epididime ulasir. Bu surecte sperm ileri olgunlagmaya ugrayarak, hareketlilik
kazanir ve sitoplazmasinin tamamini kaybeder. Sperm epididime peritibuler
myoid hucreler ve testis kapsulunun kasilmasiyla saglanan seminal sivi
akintisiyla tasinir. Epididim 6zgullesmis epitel hucreleriyle kaplidir ve

kasilabilen kas hucreleriyle sarmalanmisir (32,33).

Androjen bagimli olarak gelisen ve fonksiyon gosteren epididim boyunca sivi
osmolaritesi, elektrolitler ve birgok kuguk molekulin konsantrasyonlarinda
degisiklik olur. Epididimal ve seminifer tubdl sivilari tarafindan saglanan
proteinler spermin zarlarina baglanir ve hareketlilik ile déllenme becerilerini
arttinr. Epididimin ilk kisminda hareket kabiliyeti olmayan sperm, epididime
geldikten 18-24 saat sonra hareket yetenegini kazanabilmektedir (32,33).
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Sekil 2.1.3. Spermiyogenez (33)
2.2.NORMAL SPERM HUCRESININ YAPISI

Sperm bas, boyun ve kuyruk bolgesinden olusur.
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Sekil 2.2 Sperm Morfolojisi (34)



2.2.1.Bas

Toplam uzunlugu yaklasik 60 um kadar olan spermin bas kisminin boyu 3-5
gm, eni 2-3 um’dir. Basin esas gorevi; DNA materyalini tasimak ve
korumaktir. Bas bdlgesi, lizozomal organelin bulundugu akrozom,
fertilizasyon icin oosite tutunma bdlgesi olan ekvator bdlgesi ve akrozom
sonrasli bolgeyi igerir.
Insan sperminin basl 4-5 um uzunlugunda, 2.5-3.5 um genisliginde olup,
akrozom ve ¢ekirdek olmak Uzere iki kisimda incelenir.

2.2.1.1. Akrozom: Sperm basinin %40-70’ini kaplayan ve basin 6n
kisminda bulunan oval yapidir. Dis ve i¢ olmak Uzere iki membran tarafindan
sariimistir. Fertilizasyon igin gerekli olan birgok hidrolitik enzimi igerir.
Akrozom vyapisinda bulunan en 6nemli enzimler hiyalurinidaz, proakrozin,
esteraz, akrozin, néraminidaz, asit fosfataz, fosfolipaz, arilstlfataz B, N- asetil
glukozaminidaz, arilamidaz ve kollejenazdir. Ovumun fertilizasyonu
esnasinda akrozomal membranin oosit plazma membraniyla birgok bolgeden
birlesmesi sonucu akrozom reaksiyonu gergeklesmekte ve enzimatik yapi
serbestlesmektedir.  Akrolizin  tarafindan  aktiflestirilen  proakrozin,
ejekllasyondan sonra akrozin haline donuserek servikal kanaldaki mukus
viskozitesinin  dusUrilmesinde rol oynamaktadir. Akrozin granuloza
hlcrelerinin ¢evresinde bulunan proteinlerin ayrilmasinda da goérev alir.

Akrozomal bdlgede vakuoller de bulunmaktadir ( 13,36,38).

2.2.1.2. Cekirdek: Sperm DNA’si sistein ve arginin yoninden oldukca
zengin proteinler olan protaminlerle kompleks halde bulunurlar. Sistein
miktarindan dolay! disulfit capraz baglar fazladir. Bu g¢ekirdek yapisina
dayaniklihk ve saglamhlik kazandirir. Cekirdek haploid sayida kromozom
icerir ve oosite girmeden ve protaminler ayrilmadan DNA aktive olamaz
(36,37,39).



2.2.2.Boyun

Uzunlugu yaklasik olarak 0, 3 pym olup, yapisindaki segmentli kolonlardan
olusan baglanti parcasi ve proksimal sentriolden olusur. Proksimalde
bélinmus iki c¢ift sttun, iki major ve iki minér situn olusturup basin alt
kisminda birlesirler. Distal sentriol ise spermiyogenezin ileri evrelerinde
ortadan kalkmaktadir. Bunlar aksonemin olusumu sirasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Proksimal sentriol 9 adet dig mikrotibdl igerir. Ortadaysa
mikrotubul ¢ifti yoktur ( 36,37).

2.2.3.Kuyruk

Yaklasik olarak 55 ym uzunlugunda olan kuyrugun merkezi kismini bir gift
merkezi, dokuz c¢ift cevresel mikrotlbller yapidan olusan aksonem adi
verilen yapi olusturur. Aksonem yapisi onemli bir degisim olmadan,
boyundan baslayip kuyrugun son ug¢ kismina kadar uzanir. Kuyruga hareket
Ozelligini kazandiran aksonem, dik durmasini saglayan yapi ise i¢ ve disg
fibrillerdir. Kuyrugun basa yakin kisminda, aksonemin cevresinde heliks
yapida siralanmis mitokondriler ve arka kisimda yogun fibrilleri cevreleyen
fibréz bir kilif bulunur. Kuyrugun iskelet yapisini bu fibriller ile fibroz kihf
meydana getirir (38). Sperm kuyrugu orta parga, esas parga ve son parga

olmak Uzere 3’e ayrilir:

2.2.3.1.0rta Parga: Yaklasik 3,5 uym uzunlugunda olan orta parca,
aksonemle cevresindeki dokuz kaln dis fibril ve bunlari saran helikal
yapidaki mitokondrion tabakasindan olusur. Sarmalin 11-15 déngusu vardir
ve donemecin her birine 2 mitokondri denk gelir. Mitokondri sperm

hareketinde gerekli olan enerijiyi Uretir.

2.2.3.2.Esas Parga: Hucrenin hareketli kismi olan esas parga, 0,5 pm
capinda ve 40 ym uzunlugiundadir. Aksonem yapisi, onu gevreleyen kalin
fibriller, fibréz tabaka ve en distaki plazma membranindan olusur.
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2.2.3.3.Son Parga: 3 ym uzunlugundadir. Kalin fibriller ve fibroz tabaka
kuyrugun son kisminda kaybolurken, bdlgede 6nce dynein kollari yok olur,
daha sonra merkezdeki mikrotlbul ciftleri kaybolur. Digtaki ciftlerin ikisi
ortaya hareket ederken kalan 7’si ise onlarin etrafini sarar. Bu sirada B
tubdlleri de acilarak kaybolur. Kuyrugun ucuna gelindikce aksonemin

mikrotubuler yapisi sona erer( 36,37).

2.3.Sperm DNA'’s1 ve Niikleer Proteinleri
Erkek gamet yapisindaki nukleusun kondensasyonu sirecinde etken olan
faktor, spermatogenik seri hucrelerin kromatin yapisinda diger somatik
hicrelerden farkl olarak bazi olaylarin gelistigi ultrastrikritel dizeyde ortaya
cikmistir (40).

Somatik hucrelerdeki gevsek kromatin yapisina gbére sperm hucresinin
kromatini olduk¢a siki bir yapiya sahiptir. Spermiyogenez esnasinda
spermatid nukleusu tekrar dizenlenir ve nukleer yogunlasma meydana gelir.
Bu suregte somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) ilk olarak gecis
proteinleriyle dana sonrada arjinin, lizin ve sistein yonunden zengin
protaminlerle (Protamin 1 ve Protamin 2) yer degistirir. DNA iplikgikleri
protamin molekulleriyle sikica sariimis haldedir. Sistein yoninden zengin
olan bu protamin molekulleri arasindaki intermolekuler ve intramolekuller
distlfid  kopruleri  sperm  nukleusunun  kompaktlasmasindan  ve

stabilizasyonundan sorumludur (41-44).

Kedi, yaban domuzu ve ko¢ sperminde sadece protamin 1 (P1) bulunur iken,
fare ve insan sperminde protamin 2 (P2) formu da bulunmaktadir. Protamin
2'de sistein igeriginin daha az olmasindan dolayi disulfid kdprisu olusturma
potansiyeli ve buna bagl olarak da kompaktlasmadaki etkisi daha azdir.P1
icerigi fazla olan tirlerde sperm DNA’si daha stabil iken, P1/P2 oraninda
degisim ya da P2 formunun yoklugu erkek infertilitesi ile iligkilidir ( 17).
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Sekil 2.3. Paternal kromozomlarin spermiyogenez sirasinda yeniden

dizenlenmesi (45)

Spermiyogenez evresinin baslangicinda haploid yapidaki spermatidler tipik
nukleozomal kromatin yapisindadirlar. Bu evrede bol miktarda ribozomal
olmayan RNA transkripsiyon aktiviteleri vardir. Spermiyogenez ilerledikge
klasik nukleozomal yapisinda goérulen boncuk dizilimi yerini diz kromatin
liflerine birakir. Bu kromatin yapisi artik transkripsiyon yapmaz ve yan yana
iplikgikler halinde toplanir. Spermatogenez ve spermiyogenez esnasinda
kromozomal proteinler Gzerine yapilan ¢alismalar, spermatosit ve erken evre
spermatid kromatinleri Uzerinde somatik histonlarin ve testise 6zgu H1t ve
TH2B histonlarinin bulundugunu, ileri evre spermatidlerde ise TP1 ve TP2
gegcis proteinlerinin, daha ileri evrelerde artik protamin 1 (P1) ve protamin 2
(P2) proteinlerinin yer aldigini gostermistir. Sicanlarda spermatogenezin 12.
ve 16. Basamaklari arasinda nukleusta TP1 ve TP2 proteinleri bulunurken,
16. basamaktan sonra P1 ve P2 proteinleri ortaya ¢cikmaktadir (41).Spermde,
somatik hucrelerde bulunan histonlarin daha dayanikli olan protaminlerle yer
degistirmeden 6nce, testise 6zgu histonlar ve gegis proteinleri TP1 ve TP2’ye

neden ihtiya¢ duydugu izah edilememistir.
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Yapilan deneysel calismalarda, H1t gen ekspesyonu Onlendigi zaman
fertilitenin devam ettigi gosterilmistir. TP1 gen delesyonu varliginda komplet
spermatogenez sureci tamamlanabilmekteyse de TP2 ve P2 prekursorlerinin
ortamdaki miktarlari artmakta, matir P2 gelisememekte ve kromatin
kondense olamamaktadir (12,44). TP1 eksikliginde sperm hareketliligi
bozulur ve fertilizasyon kapasitesi azalir. Bu sonuglar dogrultusunda: H1t ve
TP1 proteinlerinin kromatin kondensasyonunda ve genin inaktivasyonunda
rolleri kisithdir. Yapilan g¢alismalar TP1 ve TP2 gegis proteinlerinin DNA’nIn
batdnligund koruyarak, protaminlerin kromatin Uzerinde daha saglam
yerlesmelerini sagladigini ortaya c¢ikarmistir. TP2 geninin regulatér boluma
spermatidlerde kloramfenikol asiltransferaz (CAT) dlzenleyici genini

etkileyerek mRNA translasyonunu gegici olarak 6 gin geciktirir (12,44).

Ote vyandan, TPT1in de DNA kiriklarinda tamir edici rol Ustlendigi
gOsterilmigtir.  Normal spermiyogenez de spermatidlerde histonlarin
uzaklastirlmasi esnasinda, bir endonukleaz olan topoizomeraz-ll, DNA
iplikgiklerinden birini keserek aradan bir parca ¢ikarir. TP1 bu araya girer ve
DNA’nin fosfat gruplariyla etkilesime girerek bu acikhidi doldurur (15). Bu
esnada bir DNA ligaz enzimi de TP7T’in iki ucunun orijinal DNA iplikgigine
baglanmasini saglar. Daha sonra ortama gelen protaminlerde TP1’e
tutunurlar. Yan yana gelen kromatinler Uzerindeki protaminler arasinda
olusan distlfid baglariyla, kromatin iplikgiklerinin birbirlerine yaklasmasi ve
sonug olarak da kondensasyonun gerceklesmesi saglanir. Bu mekanizma,
TP1 eksikliginde kromatin kondensasyonunun bozulmasini izah ederken,
TP1’in DNA tamirinde temel rol oynadigini da gdstermektedir (15). insanlarda
sperm kromatini protaminlerce sikica paketlenmistir ancak spesifik DNA
dizilerinde, sperm DNA’sinin yaklasik olarak % 15’lik kisminda, DNA histon
proteinleri tarafindan paketlenmis durumdadir. Histon bagli DNA dizileri daha
gevsek bir yapiya sahiptir ve bu DNA dizilerinin ve/veya genlerinin
fertilizasyon ve erken embriyo gelisiminde rol aldig1 distntlmektedir. Yapilan
calismalar sonucunda, infertil erkeklerdeki sperm histon/protamin oraninin

fertil bireylerdekinden daha yuksek oldugu gosterilmigtir.
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Spermdeki artmig histon oraninin kromatin yogunlasmasini engelledigi ve

DNA'y1 hasara acik hale getirdigi dugunulmektedir (43-51).

2.4.Sperm DNA Hasari

Sperm DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagli olarak ortaya ciktigi tam
olarak agiklanabilmis degildir. DNA hasarina ugrayan sperm tamir
kapasitesini agsmamig ise tamir olabilir, tamir kapasitesini asmis ise hasarl
olarak ¢ogalmasini surdurebilir, spermatogenez bir seviyede duraklayabilir ya

da hucre 6lumu gergeklesebilir (46).

2.4.1.Niikleer DNA Hasari

Erkek germ hicre hattinda iki tip DNA hasari tanimlanmistir. Birincisi,
replikasyon hatalari ve ikincisi de DNA fragmantasyonudur. insan ejakilat
ornegindeki bu anomalilerin nedenleri: sperm olgunlagmasi esnasindaki
hatali paketlenme, apoptozun neden oldugu DNA fragmantasyonu ve
oksidatif stres’tir (9,10,14,31).

2.4.1.1.Apoptoz: Normal fizyolojik ortamin devamlihdinin saglanmasinda,
doku canlliginda ve enfekte hicrelerin yok edilmesinde etkili olan apoptoz,
testikller dokuda da saptanan bir suregtir (52,53). Spermatogenez
esnasinda, hlicre gelisimi ve farklilasmasina ek olarak germ hiicre 6limu de

go6zlemlenir ve bu olay sperm olusumunda 6nemli rol oynamaktadir ( 31,52).

Apoptoz, spermatogenez esnasinda programli hicre 6limune neden olur ve
bu durum spermin normal geligsimi igin gereklidir (54,55). Kerr tarafindan
yapilan bir ¢alismada testiste surekli olarak apoptoz olayinin gergeklestigi
ortaya konmustur (20).Germ hucrelerinin %75’i testiste apoptoza maruz kalir
(56). Apoptoz slrecindeki hicre eliminasyonu, olgunlasmakta olan germ
hicreleriyle sertoli hlicreleri arasinda sayisal olarak uygun orani saglamaya

yonelik fizyolojik yanit olarak tanimlandiriimistir (52,57).
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Androjen eksikliginde, azospermik ya da oligozoospermik hasta gruplarinda,
deneysel kriptorsitizm olusturulan hayvanlarda, 1si artigi oldugu durumlarda
testislerde  programli  hicre dlimlerinde artma  olabilir  (55,58).
Spermatogenez siurecinde apoptozun hormonal kontrol altinda gergeklestigi
bildirilmistir (59). Seminifer tubul epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi
faktorlere maruz kalmasi da germ hucrelerindeki apoptozu arttiran bir diger
faktordar (60). Sonug¢ olarak, testikller fizyolojiyi bozan dis faktérlerin
varhiginda fizyolojik olmayan diizeyde apoptoz gerceklesir ve bu durum klinik

acidan spermatogenezde bozulma ve infertiliteye neden olabilir (61).

2.4.1.2.0Oksidatif Stres: Yasayan tUum aerobik hulcreler gibi sperm
hicresinde de hayatin devami igin oksijen gereklidir fakat oksijenin yikim
artind olan reaktif oksijen tlrevleri dizeyinde artis meydana gelirse, hicre
islevi ve yasami igin zararl etkiler olusturabilecek oksidatif stres olusur.
Oksijen ve oksijen kaynakli oksidanlar, hucresel hasar oranlarinin artmasina
sebep olur. Infertil erkeklerin blylk bir kisminda ROS diizeylerinin yiiksek
seviyelerde oldugu ve oksidatif stresin énemli bir infertilite sebebi oldugu
gOsterilmistir. Reaktif oksijen turlerine bagh olarak, DNA zincirinin kiriimasi,
kromozom yapisinda delesyon, kromatin yapisinin ¢apraz baglanmasi, DNA
baz oksidasyonu gibi c¢esiti sperm DNA hasari formlar ortaya
cikabilmektedir. Ayrica ROS, apoptoz mekanizmasinda aracilik eden
sitokrom ¢ ve kaspaz 3-9 ‘u uyararak, tek ve cift iplikgikli DNA zincir
kiriklarinin  blyuk oranlarda artmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle,
seminal oksidatif stres, sperm DNA hasari ve apoptoz birbirleriyle, erkek
infertilitesi acisindan 6nem arz eden, patojenik molekiler mekanizmayi
olusturmaktadirlar. infertilite, oksidatif stres, sperm DNA hasari ve apoptoz
duzeyi yuksek olan hastalarda ortaya ¢ikan ana komplikasyondur. Fakat bu
degiskenlere sperm kalitesinden bagimsiz olarak da dikkat edilmesi
gerekmektedir. Bundan dolayi patojenik ROS seviyeleri veya dusuk kalitedeki
sperm kromatin yapisi, erkek subfertilitesinin gostergesi olarak kabul
edilebilir. Erkek infertilitesi Gzerine bu faktorlerin etkisi her zaman tartisma
konusu olmustur (9,14,62).
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2.5.KROMATIN KONDENSASYONU ve KUSURLARI

Kromatin Yapilanmasi: Spermiyogenez evresinin baslangicinda haploid
yapidaki spermatidler tipik nukleozomal kromatin yapisindadirlar. Bu evrede
bol miktarda ribozomal olmayan RNA transkripsiyon aktiviteleri vardir.
Spermiyogenez ilerledikge klasik nuUkleozomal yapisinda goértlen boncuk
dizilimi yerini diz kromatin liflerine birakir. Bu kromatin yapisi artik
transkripsiyon yapmaz ve yan vyana iplikgikler halinde toplanir.
Spermatogenez ve spermiyogenez eshasinda kromozomal proteinler
uzerinde vyapilan c¢alismalarda, spermatosit ve erken evre spermatid
kromatinleri Gzerinde histon ve testise 6zgu TH1 ve TH2B histon yapilarinin
bulundugunu, fakat ileri evde spermatidlerde TP1 ve TP2 gegis proteinlerinin
ve daha ileri evrelerde ise protamin P1 ve P2 proteinlerinin yer aldigi

gOsterilmigtir ( 24).

Sperm hucresinin fertilizasyon islemini gergeklestirebilmesi igin disi Greme
sistemi boyunca hareket etme, zona pellusidaya baglanma ve oosit igerisine
penetrasyon gibi suregleri tamamlayabilmesi gerekmektedir (63). Bu
sureclerin basariyla gergeklesmesi icin sperm DNA’sI nukleus igerisinde siki
ve yogun bir sekilde paketlenmis haldedir. Sperm kromozomlari, mitotik
kromozomlara oranla 6 kat daha siki paketlenmistir. Ote yandan, somatik
hicre DNA’sI nukleusun bir bolumdnu kaplarken, sperm DNA’siI neredeyse
nukleusun tamamini kaplar (64). Sperm DNA’sinin bu yapida dizenlenmis
olmasi, yumurtaya aktarilacak paternal kaynakli genetik bilginin sikica
paketlenmesine ve embriyonun gelismesine imkan saglar. Sperm kromatin

paketlenmesi 4 asamada gergeklesir:

» DNA’nin ¢ekirdek zarina baglanmasi,
» DNA'nin ¢ekirdede baglandiktan sonra DNA halkalarinin olusumu,
» Histonlarin protaminlerle yer degistirmesi ve

» Kromozomal pozisyondur (48,65).
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Spermin somatik hucrelerinde bulunan ve DNA’nin paketlenmesinde gorevli
histon proteinlerinin yaklasik olarak % 90-95'i protamin denilen ve sperme
0zgu olan proteinlerle yer degistirmektedir. Protaminler, sperm nukleusu
icinde yer alan, arjinin yoninden zengin, histon proteinlerinin vyarisi
bayukligunde ve spermatogenez surecinin ileri evrelerinde sentezlenen

klguk proteinlerdir (50).

Sperm kromatin yapisinin protaminasyonu, sperm hareketliligi igin gereken
nukleusun sikilastiriimasini kolaylastirirken, sicaklik artigi gibi cevresel
stresten ve disi ureme sistemindeki zararli molekullerden, sperm genomunu
oksitlenmekten korur. Protaminasyon, sperm hucrelerine 6zgu epigenetik bir
dizenlemedir (50). Arjinin yoninden zengin protaminler arasindaki
intermolekller ve intramolekller disulfit c¢apraz baglantilar, sperm
nukleusunun yogunlagmasinda buyuk bir énem arz etmektedir. Kromatin
yapisinda protamin yerine histonlarca paketlenen kromatin dizileri daha
gevsektir. Olusan bu diziler dollenme ve erken embriyo gelisiminde gorev
almaktadir (66,67). Sperm kromatininin paketlenme asamasinda histon
proteinlerinin artigi, kromatin yapisinin siki paketlenmesini engelleyerek DNA
hasarina yatkinh@in artmasina sebep olabilir. Sperm DNA hasari erkeklerde
ureme kapasitesini, intrauterin inseminasyon basarisini ve IVF/ICSI islemleri

sonrasi fertilizasyon oranlarini olumsuz yénde etkiledigi gosterilmistir (18,68).

Spermiyogenez esnasinda DNA paketlenmesinde goérev alan histonlarin
bayuk bir kisminin varyantlariyla yer degistirmesinin sonucunda, histonlarin
hiperasetilasyonu artmaktadir. Bu durum, kromatin yapisinda gevsemeye yol
agmaktadir. Gevsek paketlenen kromatin yapisi, topoizomeraz kaynakli zincir
kiriklarini uyararak histonlarin ayrilmasini, énce gegcis proteinlerinin (TP) ve
sonrasinda da protaminlerle yer degistirmesini de kolaylastirmaktadir. Bu
kirik yapilar, histonlarin fosforilasyonuyla isaretlenir ve spermiyogenez
esnasinda germinal epitelyumu terk etmeden topoizomerazlar tarafindan
ortadan kaldirihr. Bu zincir kiriklari, gama H2AX tarafindan histon
fosforilasyonuyla isaretlenir ve sperm germinal epitelyumdan salinmadan

once topoizomerazlarca kararli hale getirilir.
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Bu tamir mekanizmasi eger herhangi bir sebepten oOtird c¢alismazsa,
spermde yuksek oranda DNA hasari olusumuna sebep olabilir.
Topoizomeraz  kiriklarinin ~ bulunmasi,  spermiyogenez  esnasindaki
anormallikleri ve tamamlanmamis maturasyon surecini ifade eder. Cift zincir
kiriklari, erkek germ hattinda kromozomlarin yogun paketlenmesi surecinde

olusmaktadir ve spermatogenezin dogal bir parcasidir (17,69).
2.5.1. ANILIN MAVISi (ANILIN BLUE) TESTI

Spermatogenezde spermler morfolojik dedisime ugrarken nukleer protein
yapisini da degistirirler. DNA histonlari protaminlerle yer degistirerek,
epididimal pasajda protaminler arasinda disulfid baglari olusmakta ve
kromatin yapisi stabilize hale gelmektedir. Bdylece maturasyonunu
tamamlamis spermatozolarin gelisimi saglanir. Sperm kromatin yapisinin
normal olusu basarili bir fertilizasyon islemini saglamaktadir. Sperm
nukleuslarinda histonlarin bulunusu immaturite kriteridir ve bu test immatdr
spermleri isaretleyerek (histon pozitif) spermiyohistogenez hatalarini
belirlemektedir (70) (Tablo 2.5.1.).Anilin mavisi ile boyanmamis spermlerin

yuzdesi ise sperm kromatin kondensasyonu degerini vermektedir.

Tablo 2.5.1. Sperm kromatin anomalilerinin arastiriimasinda kullanilan gesitli
metotlar (14)

Test Parametre Analiz Metodu
Asidik Anilin Mavisi Nukleer Maturite (DNA Isik Mikroskobu
protein kompozisyonu)
Toluidin Mavisi DNA fragmentasyonu Isik Mikroskobu
Kromomisin Nukleer Maturite (DNA Fluoreusan Mikroskobu

protein Kompozisyonu)

Sperm Kromatin DNA fragmentasyonu Fluoresan Mikroskobu

Dispersiyon Testi

DNA kirilimi Tayini DNA fragmentasyonu Fluoresan Mikroskobu
(FISH) (ss DNA)
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In Situ Nick Translation

DNA fragmentasyonu
(ss DNA)

Fluoresan Mikroskobu

Akridin Oranj

DNA denaturasyonu
(asit)

Fluoresan Mikroskobu

TUNEL

DNA fragmentasyonu

Isik Mikroskobu

Comet

DNA fragmentasyonu
(ds DNA)

Fluoresan Mikroskobu

Sperm Kromatin
Straktur

DNA denaturasyonu
(Asit/Sicak)

Fluoresan/Flow

8-OhdG Olglimi

8-OhdG (8-hidroksi-2'-
deoksiguanosin)

HPLC

2.6. KREATIN KiNAZ

Kreatin kinaz (CK),fosfokreatin kinaz veya Kreatin fosfokinaz olarak

adlandirilan ve 86.000 Dalton molekiil agirligina sahip olan bir proteindir. iki

subuUniteden olusan

bu dimerik yapidan

19.kromozom sorumludur.

intrasellller enzim kreatin’i, ATP’nin tiiketimiyle, reversibl fosforilasyon

sonucu olarak fosfokreatine katalize etmektedir. Kreatin kinaz aktivitesinin en

yuksek oldugu dokular kas ,beyin ve kalptir. Bobrek dokusunda CK aktivitesi

dusuk olup, karaciger ve eritrositler ise CK aktivitesinden yoksundur (71-73).

CK’nin 3 tipi (izoenzimi) mevcuttur:

» CK-1ya da BB primer olarak beyin ve duz kaslarda,

» CK-2 ya da MB primer olarak kalpte,

» CK-3 ya da MM primer olarak iskelet kasinda bulunmaktadir (71-73).

CK, miyometriyum, endotelyal hlicreler, makrofajlar, kan trombositleri, kemik

ve kikirdak hucreleri, retina fotoreseptorleri,

tiroid ve sperm hucrelerinin enerji gereksinimleri ile karakterizedir (74).

bobrek, plasenta, pankreas,
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2.6.1. SPERM KREATIN KiNAZ AKTIVITESI

Sperm dolleme potansiyelinin guvenilir metodlar kullanilarak
degerlendiriimesindeki eksiklikler uzun yillar boyunca hem hekimler hem de
infertil giftler igin sorun teskil etmektedir. En yaygin olarak kullanilan sperm
konsantrasyonu, hareketliligi ve morfolojisi hakkindaki testlerde de kisith
bilgiler elde edilmektedir. Diger kullanilan akrozom enzim aktivitesi, servikal
mukus penetrasyon testi, oosit penetrasyon testi gibi yontemlerle de sperm
fonksiyonu hakkinda bilgi sahibi olunarak, erkek infertilitesinde taniya yonelik
tedavi uygulanmaya caligilmistir. Ejakulatin biyokimyasal yontemler ile
arastinimasi 1986 yillarinda yapilan galismalar ile gesitli erkek nifuslarinda
fertilizasyon potansiyellerindeki farkliliklarin ortaya cikariimasi ile basladi
(26). Spermin orta kisminda bulunan mitokondri, sperm hareketliligi icin ATP
uretir. ATP enerjisi Kreatin- Kreatin fosfat ile sperm kuyruguna kanalize
edilmekte, kreatin fosfattan, kreatinin fosforilasyonuyla elde edilen ATP
enerjisi spermin kuyrugunun hareketi igin kullaniimaktadir (25). Bir ATP
molekulu tubulin-dynein kompleksi ile hidrolize edildiginde, elde edilen ADP
fosfat transferi ile tekrar fosforile edilir (Sekil 2.6.1). Elde edilen kreatin
mitokondride tekrar fosforillenir. Mitokondri ve sperm kuyrugunda kreatin

kinaz enzimi sayesinde fosfat transferi kolaylasir (25, 75).

KREATIN KINAZ KREATIN KINAZ
ADP PCR PCR ADP
\\/ \'\./ Dinein
MiTOKONDRI KUYRUK | ATPaz
ATP—= ADP
ATP CR — CR  ATP
Chmmmm——
SOLUNUM \

I{.\\.“-\-‘----.;.---

Sekil 2.6.1.Sperm Kreatin Fosfat Modeli (26)
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Denizkestanesi spermi Uzerinde yapilan bir dizi galismalar, Kreatin kinaz(CK)
izoenzimlerinin 2,4-dinitroflorobenzen tarafindan inhibisyonu, ATP ve ADP
difizyonuyla elde edilen, ylksek enerijili fosfat gruplarinin yeterli dizeyde
olmamasi, sperm kuyrugundaki flagellarin Ugte ikisinde hareket kaybina
neden oldugu gosterilmistir. Benzer bulgular Wallimann ve arkadaglari (1986)
tarafindan horoz spermi Uzerinde yapilan ¢calismalarda da elde edilmigtir (27).
Horoz ve insan sperminde kuyruk ve orta parga kisminda B-CK ve
tanimlanmamis Mi-CK izoformlari tespit edildi (27,28). Mi-CK oraninin, insan
sperminde fertilizasyon potansiyelini belirlemede tanisal degeri oldugu

gOsterilmigtir (28).

Sperm hareketliliginde, kimyasal enerjinin ATP formunda bulunmasi, erkek
ureme sagligi agisindan buyuk onem arz etmektedir. Kreatin kinaz, sperm

enerji sentezi ve transportu agisindan anahtar rol oynayan bir enzimdir.

Ayni sperm konsantrasyonuna sahip fertil oligozoospermik erkekler, infertil
erkeklere gore daha dusik sperm kreatin kinaz enzim aktivitesine sahiptir.
Normal spermatogenez surecinde, sperm olgunlasirken hucresel artiklar
sitoplazmaya dokulir. Yukselen kreatin kinaz seviyesi, sitoplazmadaki
hacresel artiklar ile iligkilidir. Yuksek kreatin kinaz seviyesi, sperm
konsantrasyonunun aksine fertilizasyon potansiteli ile hicrenin immaturite

derecesi ters korelasyon gosterir (21).

Prostat dokusu ve seminal plazmada bulunan CK enzimi 6zel olarak ya da
agirhikh olarak BB tarudur. Prostat kanseri hastasi erkeklerde, prostat
sivisinda Kreatin kinazin BB formunun serum dlzeyinin ylksek olmasi,
prostat kanseri tanisinin konulmasinda klinik agidan yararl olacagi ileri

surdimustur (22).
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2.7. INFERTILITE

Infertilite, giftlerin herhangi bir dogum kontrol yéntemi kullanmaksizin cinsel
yonden aktif olmalarina ragmen en az bir yil suresince gebeligin olusmamasi
olarak tanimlanir (76). Korunmasiz gegen bir yillik stre sonunda ciftlerin
%80’i ilk 6 ay iginde gebe kalabilmektedir. infertilite reproduktif cagdaki
ciftlerin %15’ini etkilemektedir. Tum infertil ¢iftlerin %30-40’'Iinda erkek, %40-
50’sinde kadin faktoru rol oynamaktadir.%20-25 ciftte ise hem erkek hem de
kadina ait bulgular birlikte gbzlenir. %15 ciftte ise tUm tanisal tetkikler

sonucunda bir infertilite nedeni tanimlanamaz (77,78).
2.7.1. Erkek infertilitesi
2.7.1.1. Erkek infertilitesinin Nedenleri

Erkek fertilitesinde azalma; dogustan ya da kazanilmis Urogenital
bozukluklardan, genital sistem enfeksiyonlarindan, varikosel, endokrin
bozukluklardan, genetik hastaliklardan ve immunolojik faktorlerden
kaynaklanabilmektedir (79). Olgularin  %60-75’inde sorumlu bir faktor
bulunmaz (agiklanamayan infertilite). Bu bulgulara sahip erkeklerde fertilite
problemiyle alakali ge¢gmise ait bir hikaye vermeksizin, normal fiziki muayene
bulgulari ve endokrin laboratuvar sonuglariyla bagvururlar. Semen analizinde
sperm sayisinda azalma (oligozoospermi), sperm hareketinin azalmasi
(astenozoospermi) ve anormal yapidaki sperm formlari (teratozoospermi)
goralir. Genellikle bu bozukluklar bir arada bulunur ve oligo-asteno-

teratozoospermi (OAT) sendromu olarak tanimlanir (77).

ESHRE (Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi) tarafindan infertil erkekler
Uzerinde yapilan genis dlgekli calismada, hastalarin yaklasik olarak 1/3’Une
tani konulamamigtir. Bundan sonraki ikinci genig grup ise varikosel grubudur
(80).
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Asagida bu galisma baz alinarak erkek infertilitesinin baslica nedenleri ve

dagihimi listelenmistir. Bunlar;

. Nedeni agiklanamayan grup % 31.1

. Varikosel % 15.6

. Endokrin hipogonadizm % 9.0

. Subklinik enfeksiyonlar % 8.0

. Inmemis testis % 7.8

. Malign hastaliklarda semen dondurulmasi % 6.5
. Erektil disfonksiyon, hipospadias % 6.0

. Diger cesitli nedenler % 5.5

© 00 N OO O b W N P

. Immanolojik % 4.5

10. Genel ve sistemik hastaliklar % 3.1
11. Obstruktif patolojiler % 1.7

12. Jinekomasti % 1.1

13. Testis timorleri % 0.3

Aciklanamayan erkek infertilitesine kronik stres, gevresel kirlenmeye bagl
endokrin bozukluklar, oksidatif stres (ROS) ve genetik bozukluklar gibi ¢esgitli

faktorler de etken olabilmektedir (5).
Erkek infertilitesi klinik agidan 5 ana grupda siniflandiriimaktadir (5).

Mekanik infertilite (kanal tikaniklar)
Azoospermi
Immdinolojik infertilite

Anormal Semen Kalitesi

ok~ 0N PE

Sperm fonksiyon bozukluklari (Agiklanamayan infertilite)
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2.8. SIGARA VE SPERM DNA HASARI

Tatan, danyanin neredeyse her yerinde Uretilmekte olup, kolaylikla elde
edilebildiginden gesitli bigcimlerde kullaniimaktadir. Tutun enfiye, sigara, tutin
gigneme, puro, nargile ve pipo gibi degisik kullanis bigimleriyle
tuketilmektedir. GUnumuizde tutinin en yaygin kullanilig bigimi sigaradir.
Sigara birgok hastaliga yol agmasi ya da tedaviyi olumsuz etkilemesi
acisindan gunumuzun en onemli halk saghgr problemlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Diinya Saglik Orgutii (WHO) tarafindan sigara igme, biyo-
sosyo-psikolojik zehirlenme hali olarak tanimlanmaktadir (81). Sigara
dinyada en vyaygin kullanilan bagimhlik yapan madde olarak kabul
edilmektedir (82).

Sigara ve sigaranin dumaninda ¢ok fazla sayida zararli kimyasal madde
bulunmaktadir. Kurutulmus tatin bayuk miktarda karbonhidrat ve proteinden
olusur. Alkaloidler % 0.5-5, bunlarin da % 95’i nikotindir; terpenler % 0.1-3,;
polifenoller % 0.1-2.5, karboksilik asitler: % 0.1-0.7; alkanlar: % 0.1-0.4; alkali
nitratlar: % 0.01-5; aromatik hidrokarbonlar; Aldehitler; Ketonlar; Aminler;
nitriller; N— ve O- heterosiklik bilesikler; pestisitler; 30’dan fazla metalik
bilesik icerir (83). Sigara dumani partikil ve gaz formunda olmak Uzere
bazilari farmakolojik acidan aktif, antijenik, mutajenik, sitotoksik ve
karsinojenik olan 4000'den fazla madde igermektedir (83-86). Fazlarin
icerdigi kimyasal maddelerden bazilari Tablo 1’de gosterilmigtir (83-86). Bu
kimyasal maddelerden 43’Unun karsinojen oldugu bilinmektedir. Partikul
formunda bulunanlar; degisik kimyasal maddelerin karisimi seklinde olan
katran, nitrozaminler, benzen, benzopiren, dioksinler ile krom, kursun,
kadmiyum gibi agir metallerdir. Gazlar arasinda da karbon monoksit,
amonyak, kikurt dioksit, dimetilnitrozamin, formaldehit, hidrojen siyanir ve
akrolein gibi maddeler bulunur. Gaz fazi iceriginde, yliksek konsantrasyonda
serbest radikaller ve nitrik oksit bulunur. Bu radikallerin yari émurleri kisadir.
Gaz fazindaki nitrik oksit oksidasyonla nitrojen dioksite donugur. Nitrojen

dioksit organlara karsi1 daha reaktiftir.
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Partikiler fazda ise bol miktarda nikotin ve nitrozamin bulunur. Bu maddeler

suda ¢ozunebilir ve DNA yapisinda degisiklige sebep olabilirler(84,85).

Sigara dumaninin en etkili bilesenleri: nikotin ve karbonmonoksittir. Nikotin,
renksiz, ugucu bir sivi olarak sigara icimiyle birlikte alveollere ulagsarak hizl
bir sekilde absorbe olur. Dolagsima gegen nikotin seviyesi 10-20 dakika iken
sigara igimiyle birlikte bu sire 20-40 dakikaya kadar ¢ikar. Nikotin, otonom ve
merkezi sinir sisteminde asetilkolin reseptorleriyle birleserek uyarici etki
yapar, karacigerde metabolize edilerek, kotinin ve nikotin-N-oksit halinde
idrarla atiir (87,88). Adrenalin, néradrenalin salgisini artirir.  Dolasim
sisteminde kalp frekanslarini arttirici ve damar daraltici etkisi gosterir. Nikotin
sigaradaki bagimhhgi olusturan maddedir ve sigara birakildiginda yoksunluk
belirtileri gelisir (88).

ABD Saglik Bakanhgrnin hazirlamis oldugu raporda, sigara icindeki nikotinin
bagimhlik yapan madde oldugu ve bu bagimhligin eroin ve kokain

badimliigina benzer etkide oldugu bildirilmistir (86).

Karbonmonoksit; Kokusuz, renksiz, tatsiz, rahatsiz edici olmayan ve karbonlu
bilesiklerin tam olarak yanmamasli sonucu agiga ¢ikan bir gazdir (87).Sigara
dumaninin gaz fazinda bulunur. Karbonmonoksit sigara i¢cenlerin kaninda,
sigara icmeyenlere oranla 2-15 kat daha fazladir. Bu bilesik, kolaylikla kan
hemoglobinine baglanarak, kanin dokulara en ust duzeyde tasinmasini
engeller. Karbonmonoksit - nikotin birlikteligi, koroner kalp hastaligi ve

serebrovaskuler hastaliklara yol acabilir (89).

Tablo 2.8.Sigara dumaninda bulunan bazi gaz ve partikiler faz

komponentleri (83)

Gaz Faz Partikuler Faz
Karbonmonoksit Nikotin
Karbondioksit Fenol
Formaldehit Katekol
Akrolein Anilin
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Aseton 2-toluidin

Piridin 2-naftilamin
Ammonia Benz(a)antrasen
3-vinilpiridin Benzo(a)piren
Hidrojen Siyanid Kinolin

Nitrojen Oksit N-nitrozonornikotin
N-nitrozdimetilamin N-nitrozodietanolamin
N-nitrozpirolidin Polonyum -210

Tutun Urana olan sigara, birgok hayati tehlike arz eden 6nemli hastaliklara yol
acmaktadir. Sigara onkogenleri aktive etmekte ve kanser baskilayici genleri
suprese etmektedir. Bununla birlite onkogen veya tumor baskilayici gen
sisteminde 10-20 arasinda mutasyona sebep oldugu ve buna bagli olarak

akciger kanserine neden oldugu duasutnulmektedir (88).

Dil, larinks, 6zofagus, mesane, renal pelvis, pankreas, kemik ve serviks
kanserleri gibi cgesitli kanserlerle ateroskleroz ve kronik obstriktif akciger
hastaligi olarak bilinen solunum yoluyla ilgili hastaliklar da sigara kullanimina
bagli olarak ortaya ¢ikabilir (90-92).

2.8.1. Sigara ve Erkek infertilitesi

Sigara ureme saghgini etkileyen ve erkek infertilitesi icin risk olugturan toksik
bir maddedir. Yuksek konsantrasyonda serbest radikal iceren sigara dumani
plazma membrandaki yuksek c¢oklu doymamis yag asidi konsantrasyonu

sebebiyle sperme daha fazla oksidatif hasar vermektedir (93).

Bir babanin sigara igmesi, kendi androjen seviyesinde degisime neden
olmakla birlikte bu babadan olan ¢ocuklarda da dogumsal anomaliler ve hatta
cocukluk caginda cesitli kanserlere neden olabilmektedir (94). Genotoksik
maddeler sperm hucresinde mutasyonu indukleyebilir ve yavruya gecerek
gelisimini etkileyerek, kanser meydana getirebilir.
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Kimyasal karsinojenlerin DNA’y1 etkileyen metabolitleri kan yoluyla diger
doku ve organlara taginabilmektedir. Fakat sertoli hicrelerindeki kan-testis
bariyerinden dolayi gelisen cinsiyet hicreleriyle kan dolagimi dogrudan
temas icerisinde degildir. Bununla birlikte nikotin ve nikotin metabolitlerine
sigara kullanan kigilerin spermasinda rastlanmasi DNA’y1 etkileyen
metabolitlerin kan-testis bariyerini asip cinsiyet hucrelerini etkiledigini
gOstermistir (95-97). Sigara igenlerde, icmeyenlere oranla fertilite ve yardimci
ureme teknikleri tedavisinin etkilenme riski 1.6 kat daha fazla oldugu

gosterilmigtir (98).

icilen sigara sayisi 20’den fazla olan insanlarda seminal sividaki kadmiyum
orani artmistir. Yas, sigara igme suresi, seminal kadmiyum ile semen

vizkozitesi arasinda negatif korelasyon bulunmustur (98).
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3.GEREG VE YONTEM
3.1.GERECLER
3.1.1. Calismada Kullanilan Maddeler
3.1.1.1. Kimyasal Maddeler
Anilin Mavisi (Merck, Almanya)
Asetik Asit (Tekkim, Turkiye)
CaClz (Tekkim, Turkiye)
Deiyonize Su
Diff-Quick Sperm Boyama Seti (GBL, Turkiye)
EDTA (Sigma, Amerika)
Glutaraldehit (Sigma, Amerika)
immersiyon yagi (Nikon, Japonya)
KH2HPOa4 (Merck, Almanya)
KCI (Tekkim, Tuarkiye)
Na2HPOa4 (Merck, Almanya)
NaCl (Tekkim, Turkiye)
Sperm Yikama Mediumu (Biltek-Gynemed, Turkiye)
Sodyum Azid (Merck, Almanya)
Sodyum Fosfat (Tekkim, Tarkiye)
Tris HCI (Sigma, Amerika)

Triton X-100 (Sigma, Amerika)
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3.1.1.2. Calismada Kullanilan Kitler
Creatine Kinase Activity Assay Kit (Biltek- Spin React, Turkiye)
3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar
Isitici Tabla (Laborteks, Almanya)
Isik Mikroskobu (Nikon, Japonya)
inkiibatér (Laborteks, Almanya)
Lam (interlab, Tirkiye)
Lamel (interlab, Tiirkiye)
pH metre (Merck, Almanya)
Santriftj (NUve Spin Art, Turkiye)
Spektrofotometre ( SOIF, Cin )
Ultrasantrifuj (Beckman Coulter Allegra X-22R Centrifuge, Amerika)
3.1.3. Galismada Kullanilan Denekler

Arastirmada kullanilan insan semen 6rnekleri istanbul Tip Bebek ve Kadin
Saghgr Merkezi Androloji Unitesinden temin edilmis ve Yeni Yizyil
Universitesi Ogrenci Laboratuarinda calisiimistir. Calismaya 18-50 yas
araliginda Oligozoospermik sigara icen 18, sigara icmeyen 21 erkek ve
normozoospermik sigara igmeyen 18, sigara igen 23 erkek olmak Uzere
calismaya 80 hasta dahil edilmistir. Calismaya katilan tim hastalarin klinik
bilgileri eksiksiz alinmigtir. Tez galigmasina baglamadan Once, etik kurul
onayl alinarak vyapilan caligmalar prosedire uygun sekilde beyan
edilmigtir(Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Tarih;06.03.2015 Say1;25).
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Bu caligmada istatistiksel degerlendirmeler icin Bagimsiz Degigken t testi

uygulanmigtir. p<0,05 durumunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
3.1.4. Calismada Kullanilan Cozeltiler
3.1.4.1. Anilin Mavisi igin Kullanilan Cozeltiler

PBS (Fosfat tampon ¢cozeltisi)

1,44 g/l Na2HPO4.2H20
0,2 g/l KH2HPO4

8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

800 ml distile su ile ¢ozulerek pH:7.4 olacak sekilde ayarlanir ve son

hacim 1 litre’ye tamamlanir.

Anilin Mavisi
5 g Anilin Mavisi
100 ml PBS

PBS 100° C’de kaynayincaya kadar isitilir, Anilin Mavisi eklenir ve

sonra sogumaya birakilir. Filtre kagidi ile suzular

Boyanin pH’si % 100 Asetik Asit ile 2,5’e ayarlanir.

Glutaraldehit (% 3)

6 ml % 50’lik hazir glutaraldehit, 100 mlI'ye PBS ile tamamlanir.
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3.1.4.2. Kreatin Kinaz Aktivitesinin Gosterilmesinde Kullanilan Cozeltiler

Sperm Hiicrelerinin izolasyonu icin

30 mM Tris HCI
80 mM NacCl
40 mM KCI

0,1 mM CacCl2

pH 8,2 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim distile su ile 1000 ml'ye

tamamlanir.

Lizis Tamponu

50 mM Sodyum Fosfat,
150 mM NacCl

0,2 mM EDTA

1mM Sodyum Azid
Triton X-100

pH 7,2 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim distile su ile 1000 ml'ye

tamamlanir.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Sperm Hazirlama

Caligsmaya katilan tim hastalarin oosit toplama (OPU) guni 3 ile 5 gunlik
cinsel perhiz sonrasi masturbasyonla toplanan semen ornekleri yogunluk
siralayicisi (gradient) yontemiyle hazirlandi. Bu islemde % 90’lik ve % 45’lik
gradient mediumlari hazirlandi. Konik tlpe sirasiyla % 90’lik Gzerine % 45’lik
sperm gradient mediumu ve bu mediumlarin Uzerine de 1 ml semen 6rnegi
konuldu. Konik tipler 1500 rpm’de 10 dakika santriflj edildi. Santriflj sonrasi
konik tup igerisindeki gradient ve semen kismi gecilerek pipet yardimiyla
dipteki pellet alinarak temiz bir tlipe aktariip 2 ml ylkama mediumu ile
karigtinlarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Supernatant atilarak,
yapilacak analizler de kullanilmak tzere pellet kismina sperm sayisina bagli
olarak 0,5-1 ml kultir mediumu eklenerek ,% 5 CO2 ortamli inkubatore
kaldirildi.

3.2.2.Semen’in Fiziksel incelemesi
3.2.2.1.Likefaksiyon

Sperm 6rnedi oda isisindaki inklibatorde 30 — 60 dakika icerisinde likefiye
edildi.

3.2.2.2.Goriiniim

Spermin incelenmesi likefikasyondan hemen sonra yapildi. Homojen ve gri-
opak gorinimde idi. Toplanan sperm ornekleri bu bilgiler dahilinde

degerlendirildi.
3.2.2.3.Hacim

Ejakulatin hacim degerlendiriimesi konik tabanli silindir tiplerde yapildi.
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3.2.2.4.Vizkozite

Likefiye olan ejakulat orneginin 5 ml’lik ipete cekilerek, kendi agirhg: ile
pipetin ucundan damlamasi saglandi. Normal ejakuilat 6rnegi pipetin ucundan
kiguk damlalar halinde dokuldu. Bununla birlikte akarak uzayan ejakulat

orneklerinin fazla uzamasi da vizkozitenin artmis oldugunu goésterdi.
3.2.2.5.pH

Bu islem ejakulat ornegi alindiktan sonra 1 saat icerisinde 6.1 — 10.0
arasinda pH olgebilen indikator kagitlar kullanilarak yapildi. Pipet yardimiyla
alinan sperm o6rnegi indikator kagit Uzerine damlatildi. Olugsan renk degisimi,

skala ile kargilastirilarak pH tayini yapildi.
3.2.3. Spermin Mikroskobik incelemesi

ilk olarak sperm konsantrasyonu, hareketliligi, aglitinasyon derecesi ve

sperm disi hucrelerin varligi arastirildi.
3.2.3.1.Sperm Sayisi

Sperm hucrelerinin ejakulattaki sayisini belirlemek igin makler kamera
kullanildi. Makler sperm sayma kamerasinda spermler Ust camin Uzerinde
0,1x0,1 mm karelik 100 kareden olugan bir 1zgara ile sayilir. 10 adet karede

sayllan sperm sayisi milyon olarak ml basina disen sperm sayisini verir.
3.2.3.2. Motilite Tayini

Her bir spermin motilite 4 derece Uzerinden degerlendirilerek kaydedildi:
a. lleri-Hizli
b. ileri-Yavas
c. Yerinde Hareketli

d. Hareketsiz
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Mikroskop alani taranarak 100 sperm sayildi. Her bir sperm hangi kategoriye
gore hareket ediyorsa kaydedildi. Her kategori i¢in ortalama yuzde degerleri

hesaplandi.

3.2.3.3. Diff-Quick Boyama ile Morfoloji Tayini

Lam Gzerine semen orneginden bir damla damlatildi, diger lam ile semenin
damlatildigi lama 45° ‘lik agiyla yayma yapildi. Yaymalar ilk olarak Diff- Quick
fiksatifinde fikse edildi. Daha sonra solisyon 1 (Eosin) ve sollisyon 2
(Azur)yde 5er saniye bekletilerek boyandi. Uglinci adim sonrasi lamlar,
deiyonize suyla yikandi ve fazla boya uzaklastirildi. Son olarak lamlar, lamel
ile kapatildi. Sperm morfolojik o6zellikleri Kruger kriterleri kullanilarak
belirlendi. % 4 veya Uzeri normal sperm’e sahip olan 6rnekler morfolojik

olarak normal kabul edildi.
3.2.4.Sperm Hiicrelerinden Kreatin Kinaz izolasyonu

Likefiye edilen semen 6rnegi; 30mM Tris HCI,80mM NaCl, 40 mM KCl, 0,1
mM CaCl2’den olusan soguk ¢oOzeltide pH=8,2’de 20 dakika 5000 rpm’de
santrifij edildi. Santriflj sonrasi elde edilen pelet sispanse edilerek, 50 mM
sodyum fosfat, 150 mM NaCl, 0,2 Mm EDTA, 1mM Sodyum Azid, Triton X-
100 soguk solusyon ile muamele edilip pH=7,2'de 30 dakika 20000 rpm’de
santrifij edildi. Sperm hucrelerinden kreatin kinaz enzim izolasyonu igin
supernatant kismindan kreatin kinaz toplanarak, izolasyon iglemi

tamamlandi.
3.2.4.1. Kreatin Kinaz aktivitesinin Belirlenmesi

Sperm Kreatin kinaz aktivite dlcimunde Rosalki metodu baz alinmistir.
Toplanan her semen ornegi icin ayri ayri olgum yapilmigtir. Kreatin Kinaz
aktivitesinin belirlemesinde CK kiti (Spin React) kullanilarak glukoz,
heksokinaz ve glukoz 6- fosfat dehidrogenaz diuzeylerinin spektrofotometrik
yontemle 37°C’de pH=6,8’de olguldu.
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Olglim yapilirken her érnekte degerin sifilanmasi igin distile su kullanildi. Her
hasta i¢in 1 milyon/ml'ye ayarlanmis sperm orneginden 20uL ve CK kitinden
1ml alinarak, spektrofotometre kiivetinde pipetleme yapildi. inkiibatérde 2
dakika bekletildi. Her bir 6rnek 1 dakika araliklarla 3 kez 340 nm’de NADP’nin
optik yogunlugu olguldd. Absorbans degerleri arasindaki fark hesaplanarak,
ortalama absorbans degeri belirlendi. Kreatin Kinaz aktivitesi CK Kiti

prosedurinde belirtilen formul ile U/L CK cinsinden hesaplandi.

37°C AA/min x 8095 = U/L CK

3.2.5. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondensasyonunun Gosterilmesi

0,5 ml semen fosfat tampon sollisyonu ile 1500 rpm’de santrifijlenerek dipte
kalan ¢okelti Ustundeki stupernatan atilir. Cokelti Gzerine 0,5 ml fosfat tampon
ilave edilerek suspansiyon haline getirilir. Bu karigimdan alinan 20 pl‘lik
ornek lamlara damlatilip, lamel yardimiyla lamin ucuna kadar yayilip,
kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar bir kapta % 3 glutaraldehit igine alinarak ,
+4°C’de 60 dakika bekletildi. Fiksasyon sonrasi lamin 6n ve arka yuzu
izotonikle yikanarak fiksatif giderilmesi saglandi. % 5’lik asidik Anilin mavi
boyasi (pH 3,5) lamlarin Uzerini kaplayacak kadar damlatihp,10 dakika
bekletildi. Lamin 6n ve arka yuzu izotonik ile yikanarak, ornekler kurumasi
icin egik bigcimde oda sicakliginda birakildi. Lam o&rneginin Uzerine
immersiyon yagi damlatilarak 100X’de 1sik mikroskobunda 100 sperm
secilerek boyanma durumlarina gore kromatin yapilar degerlendirildi.
Nukleuslari boyanmamis olan sperm ylzdesi, ylUzde olarak kromatin

kondensasyonu degeri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Sigara igiminin normozoospermik erkeklerde sperm konsantrasyonu ve
morfolojisi Uzerine ve tum olgular karsilastirildiginda istatiksel anlamli negatif
etkisi gozlenmistir (p<0,05, Tablo 4.2, Tablo 4.5, Grafik 4.1)).
Oligozoospermik olgularda semen volimu ve kromatin kondensasyonunun
sigara icimi ile negatif etkilendigi gorulmustur (Tablo 4.3, Grafik 4.2,
p<0,01).Tum olgular sigara icimine gore karsilastinidiklarinda sperm
konsantrasyonu ve % kromatin kondensasyonunun sigara ig¢imi ile azaldigi
g6zlendi (Tablo 4.5, p<0,05, Resim4.1, Grafik4.3). Ozetle sigara iciminin
sperm konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi ve kromatin butinligu Gzerine
negatif etkisi gozlenmistir. Sperm kreatin kinaz aktivitesinin tim olgularda
sigara icimi ile negatif etkilendigi gértlmustir(Tablo 4.5, Grafik 4.3 a). Sperm
total kreatin kinaz aktivitesinin tim olgularda sperm morfolojisi ve sperm

motilitesi ile iliskisi bulunmamistir (Tablo 4.4, a,b).

36



Tablo 4.1 Calismaya dahil edilen vakalarin sigara kullanim bilgileri (a)

Oligozoospermik Hasta

Giinde igilen Sigara

Sigara Kullanim

Grubu Sayisi Suresi
(Adet) (Y1)
1 15-20 15
2 20 10
3 20 10
4 10-15 17
5 15 10
6 20 21
7 30 12
8 40 15
9 10 10
10 10 20
11 10-15 12
12 10-20 15
13 50-60 25
14 15 13
15 10-20 18
16 10-15 10
17 10 14
18 20-30 10
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Tablo 4.1 Calismaya dahil edilen vakalarin sigara kullanim bilgileri (b)

Normozoospermik

Giinde igilen

Sigara Kullanim Siiresi

Hasta Grubu Sigara Sayisi (Yl)
(Adet)
1 10 20
2 20-30 15
3 15-25 25
4 40 13
5 10 25
6 15 15
7 30-35 15
8 10 25
9 10 20
10 20 10
11 15 14
12 80-100 35
13 40 15
14 20 10
15 20 25
16 10-15 10
17 20 12
18 20 14
19 60-80 15
20 15 10
21 30 17
22 40 20
23 10 15
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Tablo 4.2. Sigara kullanimina bagl olarak normozoospermik bireylerde

semen parametrelerinin kargilastiriimasi.

Sigara Igmeyen Sigara Igen
Normozoospermik Normozoospermik
(n=18) (n=23)
Yas 355 £ 1,87 31,5 £ 12,02
Konsantrasyon 42,16 + 12,54 19,2 * 1.1*
Voliim 3,08 + 0,66 400 + 2,82
Total MotilSsperm(tms) 131,25 + 47,51 76,00 £+ 53,74
% Total Motil 51,66 + 5,16 47,50 + 3,53
% Progresif Motilite 36,66 + 10,80 275 + 3,53
% Normal Morfoloji 783 + 1,47 501 + 1,51%
Kreatin Kinaz Aktivitesi 214,33 + 63,16 160,55+ 38,1
Anilin Mavisi Negatif % 34,82 * 23,24 29,63 + 21,28

*p<0,05 Normozoospermik sigara icmeyen grupta bagimsiz degisken t

testine gore istatistiksel olarak anlaml

45
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25
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; .
0

% Normal
morfoloji

Konsantrasyon

i SIGARA iICMEYEN NORMOZOOSPERMIK n (18)

i SIGARA ICEN NORMOZOOSPERMIK n (23)

Grafik 4.1. Normozoospermik bireylerde sigara kullanimina baglh olarak

semen parametrelerinin kargilastiriimasi ( *p<0,05 )
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Tablo 4.3. Oligozoospermik bireylerde sigara kullanimina bagli olarak

semen parametrelerinin kargilastiriimasi

Sigara igmeyen

Oligozoospermik

Sigara igen

Oligozoospermik

(n=21) (n=18)
Yas 32,00 + 7,46 375 t 4,93*
Sperm Konsantrasyonu 6,85 £ 2,93 9,5 + 4,34
Voliim 4,14 £ 161 2,18 + 0,86**

Total Motil Sperm(tms)

27,48 £ 13,75

+

20,32 * 12,85

%Total motil (tm) 51,55 + 9,95 42,22 + 14,37
% Progressif Motil (pm) 35,22 £ 8,12 29,16 * 11,4
% Normal Morfoloji 1,77 + 0,66 255 £+ 1,19
Kreatin Kinaz 191,79 + 13,39 197,10 + 30,06

Anilin Mavisi Negatif %

+

25,80 +* 19,13

21,13 + 15,66*

*p<0,05 Oligoozoospermik sigara igmeyen grupta bagimsiz degisken t

testine gore istatistiksel olarak anlamli

**p<0,01 Oligoozoospermik sigara icmeyen grupta bagimsiz degisken t

testine gore istatistiksel olarak anlamli
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# SIGARA ICMEYEN OLIGOZOOSPERMIK n (21)
4 SIGARA ICEN OLIGOZOOSPERMIK n (18)

Grafik 4.2. Oligozoospermik bireylerde sigara kullanimina bagh olarak sperm

kromatini ve semen volimunun kargilastiriimasi ( *p<0,05 - **p<0,01)

Tablo 4.4.0lgularin sperm morfolojisine ve motilitesine gére CK aktiviteleri

(@)

CK/ 108 Morfoloji N Oort £+ SD
>4 19 216,69 £47,73
<4 61 208,10 + 32,62

Tablo 4.4. Olgularin sperm morfolojisine ve motilitesine gére CK aktiviteleri

(b)

CK /10¢ Motilite N Ort = SD
>50 52 212,74 +40,05
<50 28 201,92 +27,95

p<0,05 Tum olgularin sperm morfolojisine ve motilitesine gére CK aktiviteleri

badimsiz degisken t testi acisindan istatistiksel olarak anlamli degildir (a,b).
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Tablo 4.5. 80 olguda sigara icen ve sigara igmeyen hastalarin semen

parametrelerinin kargilagtiriimasi

Sigara icmeyen Sigara icen
(n=39) (n=41)
Yas 34,71 +5,74 36,09 +5,37
Sperm 45,78 +31,92 27,97 +32,48**
konsantrasyonu
Semen voliimii 3,30 +1,28 288 +1,40

Total Motil Sperm | 141,21 £+ 106,21 100,78 + 151,34
Sayisi

% Total Motilite 53,43 +7,52 46,43 +12,79*
%Progressif Motilite |36,5 +8,18 41,29 +12,85*
% Normal Morfoloji 297 1244 265 194

Kreatin kinaz

217,69 + 42,09

200,64 + 28,24*

% Kromatin
kondensasyonu

(Anilin negatif)

38,26 +17,21

27,28 +14,34*

*p<0,05 Tum olgularda sigara icmeyenlerde bagimsiz degisken t testine goére

istatistiksel olarak anlamli

**p>0,01 Tum olgularda sigara icmeyenlerde bagimsiz degisken t testine gore

istatistiksel olarak anlamli
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Grafik 4.3. Tum olgularda semen parametrelerinin sigara icimine bagl olarak

gOsterdigi degisimin karsilastirilmasi (a)  ( *p<0,05)
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Grafik 4.3. Tum olgularda semen parametrelerinin sigara igcimine bagh

olarak gosterdigi degisimin karsilastirimasi (b)  ( *p<0,05 - **p>0,01 )
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Resim 4.1. Anilin mavisi ile sperm kromatin kondensasyonunun gosterilmesi.

(* pozitif, « negatif)
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5. TARTISMA

Bu calismada sigara igiminin semen volumu, sperm konsantrasyonu ve
motilitesi, sperm kromatin kondensasyonunu negatif etkiledigi ortaya

cikmistir.

Nikotin, erkek infertilitesinde sigaranin etkilerinden sorumlu en bulydk
faktordar. Sigara kullanmanin ve sigara dumanina maruz kalmanin insanda
seminal kaliteyi ve erkek kaynakli fertiliteyi etkiledigi ile ilgili yapilan
calismalar mevcuttur (99,100). Speniak ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada
sigarinin semen parametrelerini etkilemedigi sonucuna ulasmislardir.
Ramlau- Hansen 2007 yilinda yaptiklari calismalarinda sigara igiminin semen
kalitesini tek basina olumsuz yonde etkilemedigini ileri surmuslerdir
(101).Fertil erkeklerde sigara i¢cimi semen kalitesi ve hormon duzeylerinin
incelendigi bagka bir aragtirmada sigara kullaniminin konsantrasyon, motilite
ve Ureme hormonlari seviyelerinin Uzerine belirgin bir etkisinin olmadigi
sonucuna ulasiimistir (3,4). Wang ve ark. Sigara igiminin tek basina semen
parametrelerini etkilemedigini ancak sigara icimine diger faktorlerin (alkol,
kafein, toksin maddelere maruz kalma gibi) eklenmesiyle sperm sayi ve
hareketlerinde istatistiksel anlamda negatif etkilenmenin oldugunu
bildirmiglerdir (102). Trummer ve arkadaslarinin yaptiklari c¢alismanin
sonucunda sigara icen erkeklerde sigara i¢cmeyenlere gbre semen
parametrelerinde fark goézlenmemigtir. Ancak yuvarlak hicre ve Iokosit

oraninin sigara igen grupta anlaml derecede arttigi saptanmistir (4).

Calismamizda oligozoospermik grupta semen hacminde sigara icimi ile
birlikte anlaml bir azalma saptadik ancak bu durum normozoospermik hasta
grubunda goérilmedi. Marshburn ve ark. ise semen volimunin sigara
icenlerde normal sinira gore azaldigini fakat sayi, hareketlilik ve morfolojik

Ozelliklerinde bir degisiklik saptanmadigini bildirmiglerdir (103).

Vine ve ark. sperm sayisi, hareketlilik ve morfoloji parametrelerinde negatif
bir etkilenmenin oldugu ancak bunun istatistiksel agidan anlaml olmadigini
bildirmiglerdir (104).
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Pasqualotto ve ark, icilen sigara sayisinin artmasiyla, semen hacminin
azaldigini  bildirdiler. Fakat arastiricilar artan sigara sayisiyla sperm
konsantrasyonu, motilite veya morfoloji arasinda anlamli bir farkhlik

g6zlemleyemediler (99).

infertil TUrk erkeklerinde giinde 20 adet ve daha fazla sigara icenlerde sperm
kuyruk defektlerinin fazla oldugu gozlemlenmistir (15). Sigara kullaniminin
morfolojiye olan etkisiyle ilgili dider calismalarda ise sigara igen infertil
olgularin normal morfolojideki sperm oranlarinda azalma saptanmis, canlilik
oranlarinda farkhlik saptanmistir (105,106). Bizim c¢alismamizda da
normozoospermik erkeklerde sperm morfolojisinin istatistiksel olarak anlamli
bir dusls gosterdigi gorulmastur (Tablo 4.2, Grafik 4.1, p<0,05). Ancak
morfolojik bozulmanin oligozoospermik bireylerde gorilmedigi, sigara icen ve
icmeyen grupta benzerlik oldugu anlasilmistir (Tablo 4.5). Bu durum
oligozoospermide sperm morfolojisinin normal sinirlarin altinda olmasi ile

aciklanabilir.

Sigaranin igerisindeki tutun, 6zellikle akciger kanserinde birincil neden olarak
bilinmesine ragmen, bircok calismada da sigara kullaniminin semen
parametreleri ile iligkili oldugu ileri surulmastir. Ancak, insan sperm
hicreleri, seminal plazma ve toplam meni CK aktivitesinin sigara kullanimina

bagli etkileriyle ilgili yapilan ¢alismalar daha azdir (107).

Sigara igiminin, sperm kalitesi ve Ozellikle sperm hareket mekanizmasi
Uzerine etkileri tam olarak anlagiimis degildir. Ornegin, nikotin ve nikotinin
metabolitleri sigara icenlerin seminal plazmasinda saptanabilir. Bundan
dolayl, tutun dumaninin zararh bilesenlerinin kan- testis bariyerinden

gegmesinin mumkuin oldudu ileri strtlmastur (105,108).

Zavos ve ark, spermin kuyrugunun aksonemal yapilari ve flagellumun
ultrastruktar anormalliklerinin, sperm hareketinde azalmaya neden oldugunu
bildirmislerdir(109).

46



Marshburn ve ark. ise semen hacminin sigara igenlerde normal sinira gore
azaldigini fakat sayi, hareketliik ve morfolojik 6zelliklerinde bir degisiklik
saptanmadigini bildirmiglerdir (103). Vine ve ark. sperm sayisl, hareketlilik ve
morfoloji parametrelerinde negatif bir etkilenmenin oldugu ancak bunun
istatistiksel agidan anlamh  olmadigini  bildirmislerdir  (104). Bizim
calismamizda da sigara igiminin oligozoospermik erkeklerde semen hacmini
azalttigr goraldl, bu durum normozoospermik bireylerde goérilmedi (Tablo
4.3, Grafik 4.2 ). Bunun Mashburn ve arkadaslarinin bulgusu ile paralel bir

sonug oldugu gorulmektedir.

Wang ve ark. sigara igiminin tek basina semen parametrelerini etkilemedigini
ancak sigara icimine diger faktorlerin (alkol, kafein, toksin maddelere maruz
kalma gibi) eklenmesiyle sperm sayi ve hareketlerinde istatistiksel anlamda
negatif etkilenmenin oldugunu bildirmiglerdir (102). Trummer ve ark.
sigaranin standart semen parametrelerine olumsuz etkisinin olmadigini fakat
|I0kositospermiye sebep olarak serbest oksijen radikallerinin artisina yol agtigi

saptanmigtir (4).

Sigara DNA hasarini arttiran mutajenik ve karsinojenik maddeler olarak
bilinen ve varsayllan maddeleri (nitrozaminler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar-PAH) icermektedir. Sigara dumanindaki mutajenik etkiye
sahip maddelere bagl olarak sperma kalitesinde sperm sayisi, motilite orani
ve anormal sperm oraninda 6nemli dugsusler meydana gelmektedir. Sigara
icimine bagl olarak insan spermasinda anoéploidi orani da artmaktadir (101).
Ayrica sigara kullanimina bagl olarak seminal plazmadaki antioksidan
seviyesinin dusmesi sebebiyle de DNA hasarinin arttigi bildirilmigtir. Yapilan
calismalar sigara icimine baglh olarak sperm DNA’sinda meydana gelen
hasar orani arasinda 6nemli kabul edilebilecek dizeyde pozitif iligkinin
oldugunu ortaya koymaktadir (95,96).
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Gaspari ve ark. yaptiklar arastirma sonucunda tespit etmis olduklari PAH-
DNA kompleksinin sperm DNA’sindaki hasarin bir kaniti  olarak
gOstermiglerdir. Ayni arastirmacilar sigara kullanmamasina ragmen PAH
bilegiklerine maruz kalan insanlarda da PAH-DNA kompleksinin yuksek
bulundugunu iddia etmektedirler. Erkek cinsiyet hucresinin DNA’sindaki
hasar spermatogenez esnasinda tamir edilmezse bu hasar birikerek artig
gosterir (110). Olgun sperm hucresinin hasara karsi kuglk caplh tamir
mekanizmasina sahip olup olmadigi halen tartisiimaktadir (111,112). Fraga
ve ark sperm DNA’sinin hasara ugramasi igin oksidatif hasarin gerekli
olmadigini ve DNA’sI hasarli bir spermin da fertilizasyonu basarabildigini,
askorbik asitin de insan sperminde oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu bir

etkiye sahip oldugunu ileri sirmektedir (113).

Sigara sulresinin ve sayisinin seminal plazma ve sperm hucresinin toplam
kreatin kinaz (CK) aktivitesi ile arasindaki iliski hakkinda herhangi bir galisma
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalar normozoospermik, oligozoospermik ve
astenozoospermik erkeklerde sperm hucresi ve / veya seminal plazma CK
aktivitesi Uzerinde durulmustur (22-26). Sperm orta parca bdlgesi ve
kuyrugunda mevcut CK sirasiyla olan, Beyin CK (B-CK) ve Kas CK (M-CK)
formunda iki farkli izomer bigimlerine sahiptir. M-CK izoformu,
spermatogenezin son asamasinda uzamis spermatidlerin ve olgun
spermlerin yapisinda daha yuksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Huszar
ve arkadaslari, sperm M-CK yogunlugunun sperm kalitesini daha iyi
yansittigini gostermistir (24,28 ).Wallimann ve ark. tarafindan yapilan bir
¢alismanin  sonucuna goére, mitokondriden gelen fosfokreatinin ve
aksonemden gelen kreatinin ters akim diflizyonunun gdsteriimesiyle
mitokondrinin sperm hicresi progresif hareketi igin énemli bir faktér oldugu
bildirilmistir (27).
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Ghaffari ve arkadaslari nikotin, kotinin ve kadmiyum gibi bazi sigara
bilesenlerinin insan sperm CK aktivitesini azalttigini ileri siirmuslerdir. igilen
sigaranin suresinin ve sayisinin, seminal plazma, toplam meni ve sperm
hicrelerinin CK aktivitesini azalttigini gosteren arastirmalar gosterilmigstir
(114).

Sperm enerji transport sisteminde fosfokreatinin (PCr) ATP bazli enerjinin
mitokondrilerden kuyruga iletiimesinde rol almaktadir (115). Kreatin kinaz
(CK) enziminin sperm kuyruk ve bas kisimlarinda lokalize oldugu
gOsterilmistir (115). Spesifik olarak CK inhibisyonunun sperm motilitesi ve
solunumunu inhibe ettigi ve aksonem fonksiyonlarini negatif etkiledigi ayni
arastinicilar tarafindan gosterilmistir. Calismamizda 80 olgunun total CK
aktivitesinin analizinde sigara i¢cen grupta azalma oldugu gézlendi (Tablo 4.5,
p<0,05) .Yine bu analizde % total motilitede sigara i¢imi ile anlamli azalma
saptandi (Tablo 4.5, p<0,05). Elde edilen bu sonug¢ literattr ile uyumlu
gorulmektedir. Calismamizda sperm total kreatinin kinaz aktivitesinin tum
olgularda sperm morfoloji ve motilitesi ile iligkisi gosterilememistir (Tablo 4.4
,a,b). Bu sonug¢ kreatinin izoformlarinin  kullaniimamasi  olarak

degerlendiriimelidir.

Sonu¢ olarak calismamizda analiz ettigimiz normozoospermik ve
oligozoospermik olgularda, sigara i¢imi ile sperm morfolojisinin, motilitesinin
ve kromatin batunlGgunin sigara icimi ile etkilendigi, sperm ener;ji
mekanizmasi Uzerine sigara bilegenlerinin olumsuz etkileri bulundugu

gOsterilmigtir.
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6.SONUG

Sigaranin tek basina infertilite sebebi olmadigi, infertilite icin bir risk faktoru
olarak algilanmasi gerektigi ve bu risk faktorlerinin bir araya gelmesi
durumunda infertiliteye neden olabilecegi dusunulmektedir. Yardimci Ureme
tekniklerinde uygulanan rutin analizlere ek olarak yapilan sitokimyasal testler
ile sperm maturasyonunun belirlenmesi, biyokimyasal enzim calismalari ile
sperm enerji metabolizmasinin arastiriimasi, sperm kaynakli infertilite
sorununun kaynaginin anlagilmasinda kolaylik ve katki saglayabilecegi

yonunde dusuncemizi desteklemektedir.

infertilite tedavisinde basari oranini arttirmak icin bilinen bir faktér olarak
sigara kullaniminin terk edilmesi, sadece fertilite sansini arttirmakla
kalmayip, ayni zamanda saglikli nesillerin yetismesine de olanak

saglayacaktir.
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8.ETIK KURUL KARARI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

i “Oligozoospermik  erkeklerde sperm kromatin kondansasyonu ve
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9.O0NAM FORMU

Tarih:

BILGILENDIRILMiS GONULLU ONAM
FORMU

Arastirmanin Adi: Oligozoospermik erkeklerde sperm kromatin kondensasyonu ve
sperm kreatin kinaz aktivitesinin sigara icimine bagli olarak degerlendiriimesi

Arastirmanin Amaci: Sigara igiminin sperm fizyolojik parametrelerine, kreatin kinaz
dizeyine ve kromatin kondensasyonu Uzerine etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.

Arastirmanin Siresi: Calismanin bir buguk yil icerisinde bitirilmesi planlanmaktadir.

Arastirmaya Katilan Goniillii Sayisi: Bu calismaya seksen (80) hasta dahil
edilecektir.

Bilimsel Arastirma ile ilgili Bilgiler: Bu calismaya davet edilmenizin sebebi, 25-50
yas araliinda Sigara kullanan ve sigara kullanmayan infertilite tanisi konmus ya da
fertilliginin azalmis olmasi sebebiyle klinik agidan uygun olmanizdan dolayi
katilmaniz istiyoruz. Bu arastirma istanbul Tiip Bebek ve Kadin Sagli§i Merkezi ve
Yeni Yuzyil Universitesi Ogrenci Laboratuvari isbirligi ile gerceklestirilecektir.

Arastirmada izlenecek Yéntem: Kreatin kinaz enzim aktivitesinin spektrofotometrik
olarak 6lgumu ve kromatin kondensasyon defektlerinin Anilin mavi boyama yapilarak
tespiti icin sizden daha dnceden alinmis olan spermiogram érnegdinden arta kalan

miktar Uzerinden ¢alismamiz gerceklestirilecektir. Bu analizler haricinde sizden
kesinlikle ilave drnek alinmayacaktir.

Alternatif Tedavi veya Girigimler:
Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler:

Temel arastirmadir. Tedavi uygulanmamaktadir. Hastaya verilebilecek herhangi bir
risk yoktur.

Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi / Soyadi / Telefonu:

Duygu Ktk
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Arastirmaya katilmaniz durumunda,

. Sizden herhangi bir Gicret istenmeyecektir.
. Calismaya katildiginiz icin size ek bir 6deme yapilmayacaktir.
. Hekim ile aranizda kalmasi gereken size ait bilgilerin gizliligine bluylk 6zen

ve saygl gosterilecektir.

. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgileriniz buyuk bir hassasiyetle korunacaktir.

. GoOndlla olarak katildiginiz calismanin herhangi bir asamasinda arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Ancak ayrilmadan 6nce arastirmacilara bu durumu bildirmeniz
onemlidir.

. Calismaya katilmayi kabul etmemeniz durumunda tedavinizde ve klinik
izlemlerinizde hicbir degisiklik olmayacak, her zaman oldugu gibi ayni 6zen ve
ihtimam ile hastaliginizin tedavisi surdurtlecektir.

Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formundaki tim acgiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve s6zli agiklama asagida adi
belirtilen kisi tarafindan yapildi. Aragtirmaya gonulli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi
istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi
biliyorum. S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi
rizamla katilmayi kabul ediyorum. Arastirmaya dahil oldugumda herhangi bir Ucret
almayacagimi biliyorum.

Goniilliiniin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Agiklamalari Yapan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur igslemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarihi

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
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GONULLU KATILIMCININ;

Tarih:

CINSIYET:

DOGUM TARIHi:

EGITiM DURUMU:

MESLEGI:

DAHA ONCE HERHANGI BiR TEDAViI /

CERRAHI iSLEM UYGULANMA DURUMU:

DAHA ONCE YARDIMCI UREME
TEKNIKLERININ UYGULANMA DURUMU:

CINSEL PERHIiZ SURESiI:

SIGARA KULLANIYOR MUSUNUZ?

KAGC SENEDIR SIGARA
KULLANIYORSUNUZ?

GUNDE KAG ADET SIGARA
iCiYORSUNUZ?

Kimligimin gizli tutulmasi ve yalnizca egitim, arastirma ve bilimsel amach

kullanilimasi kosuluyla tibbi kayitlarimin kullanilmasina izin veriyorum.

Goniilliiniin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Aciklamalari Yapan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
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10.0ZGECMIS
KiSISEL BILGILER

Dogum Tarihi: 21.08.1989

Dogum Yeri: istanbul
Uyrugu: T.C
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Fatih Universitesi
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Fen Bilimleri
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IS DENEYIiMi

2013-2014 Avicenna Hastanesi

Yeni Dogan Yogun Bakim Unitesi — TPN

STAJ DENEYIMLERI

06.07.2015 - 30.01.2016 Goztepe Medical Park Hastanesi — Androloji

Laboratuari
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01.08.2008 - 29.08.2008 Bakirkoy Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklari
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