HUNLLTV dVNId

=

‘LSNH "TId "DVS ISHLISTHAIN] TNANV.LSI

IZAL SNVSI'T MASMOA

€10 TNANVLSI

+——  Adiniz1 soyadinizi giriniz

Tez kabul edildikten sonra yapilan sabit ciltte sirt
yazis1 bu sablona gore yazilacak. Yazilar tek satir olacak
Cilt sirt1 yazilarin yonii yukaridan asagiya

(sol yandaki gibi) olacak . l

Tez, Yiiksek Lisans’sa, YUKSEK LISANS TEZI;
4 Doktoraise DOKTORA TEZI ifadesi kalacak

<+— Tez Swnavinin yapilacagi yili yaziniz



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

( YUKSEK LiSANS TEZi )

ESER ELEMENTLERIN YOL ACTIGI DNA
HASARLARININ SEMINAL PLAZMA VE SPERM
KROMATIN YAPISI UZERINE ETKiSiNiN TEK HUCRE
JEL ELEKTROFOREZ (COMET ASSAY) YONTEMI iLE
ANALIZIi

PINAR ALTINER

DANISMAN
PROF. DR. ISIL ALBENiZ

BiYOFiZiK ANABILiM DALI
BiYOFiZiK PROGRAMI

ISTANBUL-2013




il

TEZ ONAYI

Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti Biyofizik Anabilim Dal
Biyofizik Programinda Pinar Altiner tarafindan hazirlanan "Eser Elementlerin Yol
Actig1 DNA Hasarlarinin Seminal Plazma ve Sperm Kromatin Yapisi Uzerine Etkisinin
Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet Assay) Yoéntemi Ile Analizi" baslikl: Yiilsek Lisans
tezi, yapilan tez sinavinda Jiirimiz tarafindan bagarili bulunarak kabul edilmistir.

05/07/2013

Tez Simav Jiirisi

Unvam Adi Soyadi (Universitesi, Fakiiltesi, Anabilim Dali) : Imzasi

1.Prof.Dr.Riistem NURTEN 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Bagkan1 a

2.Prof Dr.Is1l ALBENIZ 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Ogretim Uyesi

3.Prof.Dr.Tiilay IREZ Yeni Yiizyil U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dall@/
Ogretim Uyesi 4

4.Prof.Dr.Sitkrti OZTURK 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Ogretim
Uyesi

5.Dog.DrLeman YALCINTEPE GUNESTUTAR 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali Ogretim Uyesi 1|



il

BEYAN

Bu tez calismasmin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dist davramsimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimu,
yine bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadig1 beyan ederim.

PINAR ALTINER



iTHAF

Ailem ve yanimda olan tiim dostlarima ithaf ediyorum.

v



TESEKKUR

Bu tez caligmasinin yiiriitiillmesinde bana her zaman destek olan, deneysel ve teorik
caligmalarimda beni yonlendiren, deneyimleri ve bilgi birikimi ile beni aydinlatan tez

danismanim Sayin Prof. Dr. Isil Albeniz’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek Lisans egitimim boyunca beni destekleyen basta Istanbul Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dali Baskan: Saym Prof. Dr. Riistem Nurten’e ve tiim Biyofizik

Anabilim Dali calisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢aligmam siiresince yardimlarini esirgemeyen ve bana her zaman moral veren
Yeni Yiizy1l Universitesi Tip Fakiiltesi 6gretim iiyesi Sayn Prof. Dr. Tiilay Irez’e, 1.U.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Adli Tip Enstitiisii’'nde eser element Olgiimlerinde yardimlari
olan arastirma gorevlisi Sayin Selda Mercan’a ve laborant Sayin Murat Yayla’ya, Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Ureme Endokrinolojisi ve Infertilite Bilim
Dali’'ndan Saym Dr. Naciye Erol’a, Uroloji Anabilim Dali Androloji Bilim Dali’'ndan
Saym Biyolog Tayyar Demiryiirek’e, 1.U. DETAE Immunoloji A.D.’ndan Saymn Dr.
Suzan Adm Cinar’a, Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dali’'ndan Saymn Dr. Sevim

Purisa’ya tezime sagladiklar: katkilar i¢in tesekkiir ederim.

Ayrica bana inanan ve beni yiirekten destekleyen aileme ve dostlarima ¢ok tesekkiir

ederim.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 5703



vi

ICINDEKILER
TEZ ONAYT ...ttt ettt et ettt e es II
BE Y AN ettt ettt et e e st I
ITHAF .ottt ettt et e st e e st e e st e e v
TESEKKUR ..ottt ettt \%
ICINDEKILER .......oooviviiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt seneaens Vi
TABLOLAR LISTEST ....coouiiiiiiiiiinicei et X
SEKILLER LISTESI ..ottt Xi
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ......coooeiiiinieiincrereeeeeeene X111
OZET ..ottt ettt et ettt et et et e e s e e XIv
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e st e et esbee e XV
1. GIRIS VE AMAGC ..ottt 1
2. GENEL BILGILER.......c.coitiiiiiiieiiitinie ettt 3
2.1. SPERMATOGENEZ........ooomiiiiiiiiaiiteeee ettt 3
2.1.1. SPEIMAtOSIEOZENEZ ...cceeeetieeeeeeeeeiiiitt et e e e e e ettt e e e e e e e ettt et e eeeeseaaanbebaeeeeeeens 4
2.1.2. MaYOZ BOIUNIMIE ....cooeniiiiiiiiiieee ettt e e e e et eeee e 4
2.1.3. SPEIMIYOZENECZ .ceeeeeeeeniiiiiiiteeeeee ettt e e e e e ettt e e e e e e sttt e eeeeeeesanaabraeeeeaeeans 4
2.1.3.1. GOIZL FAZ1 ... 5
2.1.3.2. BASIK FAZ1...coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieit ettt saassasssssasssssassassanannaes 5
2.1.3.3. AKrozomal Faz .........ccoocoiiiiiiiiiiiiiic e 6
2.1.3.4. Maturasyon (0lgunlagma) @VIEST ........cceeeeerrrruiiiriieieeeieiiiiiieeeeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeas 6
2.1.4. Kromatin YapulanmasT..........ceeeeeieriiiriiiieeeeeeeniiiiieeeeeeee e e ettt eeeeeesssiiinereeeeeeeens 6
2.2. SPERMIN YAPISL ..ottt 7
B B 5 T PP PPPPPRPPPRPPR 7
22,11 AKFOZOM.c...eiiiiiiiiiiee ettt e et e e e e e e 7
22,12, COKITACK ..ot 8
2.2.2. BOYUI ittt e e ettt e e e e e e ettt et e e e e e et beeeeeeeeas 8
2.2.30 KUYTUK et e e e e e ettt e e e e e et eeeeeeas 9
2.2.3.1. OFTA PATGA ....eteieeeeeeeiiiee e eee e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e ettt e eeeeeeeeananbbbaeeeeeeans 9
2.2.3.2. ESAS PATCA . ...uvttieeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeiit ettt e e e e e e sttt ee e e e e e e ettt e et e e e e e e a bbb taeeeeeeens 9

2.2.3.3. SOM PATCA....eetteteeeeeeiiiiittt et e e e e ettt e e e e e ettt eeeeeeeesaabbabteeeeeeeeeananbrbaeeeeeeans 9



vii

2.3 INFERTILITE ..ottt 9
2.3.1. ErkeK INfertilitesi........cocvoveveveveverereeeeeecececececcecee ettt 10
2.3.1.1. Erkek Infertilitesinin Nedenleri............c.c.ooiovevereueeeeveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 10
2.4. SPERM DNA HASARLARI ...ttt 11
2.4.1. Niikleer DNA Hasart Ve Kaynagi........cccoovvviiiiiiiiieiiiiiiiiiicceeeeeeeeeeee e 11
2.4.2. Spermatozoon DNA Hasar1 ve Erkek Infertilitesi...........c.cocoovoveveveveveverevererennen. 11
2.5. SPERMATOGENEZ VE APOPTOZ .......ocooiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee e 12
2.6. COMET ANALIZI ILE DNA HASARININ BELIRLENMEST.........ccccccvieunene 12
2.6.1. COMET ASSAY METODOLOJISI ...c..cocuiiieiiiieiciieeeee e 13
2.6.2. ““COMET ASSAY’> BASAMAKLARI........coiiiiiiiiiiiiieieceeceeeeeeee 13
2.7. CEVRESEL ETMENLER .......ccccciiiiiitiiiiiiiie it 15
271 SIZATA ceeieieeeee et e e e e e ettt e e e e e e et taeeeeeeeas 15
2.7.2. ESer EIEMENLIET ...c.eeviiiiiiiiiiieeicce e 16
2.7.2.1. BAKIE (CU) ittt ettt ettt e 16
2.77.2.2. KUISUN (PD) 1oviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieetet ettt asaaasassasssssssssssassannnnes 17
2.7.2.3. NIKET (INT) 1ottt e 17
2.7.2.4. ATUmInyum (Al) cooooeeiiiiiieeeeee e e e e 18
2.7.2.5. KIOM (C) 1ttt ettt ettt ettt st e e 18
2.7.2.6. Man@an (IMN) .....ceoeeimiiiiiiiieee ettt e ettt e e e e et e e e e 18
2.77.2.77. Vanadyum (V) cooeeeoeiieeeeeeeeeee ettt e e e e e et e e e e e 19
2.8. INDUKTIF OLARAK ESLESMIS PLAZMA KUTLE SPEKTROMETRESI
(TCP-IMS) ettt ettt ettt ettt e sab et e st e e st e st esaaaees 19
3. GEREC VE YONTEM........cocoiiiitiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 22
3.1 GERECLER ..ottt 22
3.1.1. Calismada Kullanilan Maddeler.............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 22
3.1.1.1. Kimyasal Maddeler...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeee e 22
3.1.1.2. Calismada Kullanilan Kitler..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 23
3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar.............cccccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 23
3.1.3. Calismada Kullanilan DenekKIer.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiniiieeeeeeeeeee e 24
301,301, HaSta SECIMI L ceeiiiieiiiiiiiiiieeee ettt e e e ettt e e e e e e e ibaaeeeeeeeeas 24
3.1.4. Calismada Kullanilan COZeItiler...........ccooiiiiniiiiiiiiiiiiiiie e 24
3.1.4.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi I¢in Kullanilan Cozeltiler...................... 24

3.1.4.2. Eser Element Analizi i¢in Kullanilan COzeltiler...............ccoovovvvevevevevevererennen. 26



viii

3.1.4.3. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondansasyonunun Gosterilmesi i¢in Kullanilan

COZEILLRT ...ttt e e e e e et e e e e e e e e eaaaeae e 26
3.1.4.4. Sperm Nuklear Kromatin Dekondansasyon Testi Icin Kullanilan Cozeltiler ... 26
3.2. YONTEMLER .....coocouiiiiiiiiiiieieieis ettt 27
3.2.1. Spermin Fiziksel INCEIEMESI .........c.eoveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeee e, 27
3.2.1.1. Likefaksiyon (S1vilagma) .......coooouueiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeieeee e 27
3.2.1.2. GOTUNIIN «.eeee ettt et e e et e e e st e e e e e e e saneeeees 27
32,130 HACIIN .ttt e 27
32,104, VISKOZIEE ...ttt e 27
B2 0.5 PH et 27
3.2.2. MIKrOSKOPIK MUAYENE ......eeviiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e 27
3.2.3. SPEIIIN SAYIST..cvitiiiiiiiiiiiiiiee et e e ettt e e e e e ettt et e e e e s s e abbbtaeeeeeeaas 27
3.2.4. MOTIIEE TaAYINT0ettiiiiiiiiiiiiiiiiee e e ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e aeeeeeeeeas 28
3.2.5. MOTTOIOJ1 TAYINI ¢etiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e et e e e e e 28
3.2.5.1. Diff-Quik Boyama Prosediirii ...........ccceeeeviiiiiiiiiiiiiiiniiiiiieeeeee e 28
3.2.6. Swim-Up Teknigi ile Hareketli Sperm Eldesi.........ccccoovviiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiieenn. 28
3.2.7. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondansasyonunun Gosterilmesi ..................cee...... 28
3.2.8. Sperm Nuklear Kromatin Dekondansasyon Testi..........cccuvvvieeieiiiinniiiiiieeeennnn. 29
3.2.9. “Tek Hiicre Jel Elektroforez” Yontemi (Comet Analizi) Ile DNA Hasar Analizi29
3.2.9.1. Slayt Tabanlarmin Hazirlanmasi .............oooooiiiiiiiiiiinniiiiiieeeceieeeeen 29
3.2.9.2. Hiicre 1zolasyonu/Uygulanmasi ...............coeeeeveueueerereueeeeeeeeeeeeeseseeseseseeeenans 29
3.2.9.3. Mikrojel Slaytlarinin EleKtroforezi...........cooouuviviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeen 29
3.2.9.4. DNA Hasarinin Degerlendirilmesi .........coovvuuviiiiieeiiiniiiiiiiiiieeeeeeeeiiieeeeee e 30
3.2.10. ICP-MS ile Eser Element ANalizi..........ccooecveeeimiiiiiiiniiiieieniieeeenieeee e 30
3.2.11. Anneksin V-PI Akim Sitometri Yontemi ile Apoptoz ve Nekroz Analizi ........ 31
4. BULGULAR ..ottt ettt et e e e 33
4.1. Hasta Degerlendirmesi............uueieieeieiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e 33
4.2. Spermin Fiziksel INCEIENMESi ...........c.oeeveveveeiieeeeeeeeeeeee et 33
4.2 1. SPOIIIL SAYIST.u.iiiiiiiieeeeeeeiiee ettt e e e e e ettt e e e e e e e sbbbae et e e e e e e eaneaaeaeeas 34
4.2.2. MOTTOIOJL ¢ttt e ettt e e e e e 35
4.2.2.1. Normal MOTTOLOJ1.cceceiieiiiiiiiiiiiieeeiei e e e 36
4.2.2.2. BAS ANOMALIST ...uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiatiiaetataaeaaeaeeaasasassasasssssssssassasssssrsssssassssaae. 37

4.2.2.3. BOYUN ANOMALIST . cceeiiiiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiietee et e et e e e e e e 38



X

4.2.2.4. Kuyruk ANOmMALIST «...coeeuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteeee et 39
4.2.3. MOUIIER ..ottt ettt ettt et s 40
4.2.31. HIZITIETT ..o 40
4.2.3.2.YAVAS TIETT ..ot 41
4.2.3.3. Yerinde HareKethi........coooruiiiiiiiiiiiiiiieeceeeceec e 42
4.2.3.4. Yerinde DUTAN ...ccooouiiiiiiiiiiiieiiec et e 43
4.3. Sperm Nuklear Kromatin Dekondansasyon Testi...........cceeeervriiiiiiieeeeennnnninenneen. 44
4.4. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondansasyonunun GOsterilmesi ..........coeeeevveueeenneee. 46
4.5. “Tek Hiicre Jel Elektroforez” Yontemi (Comet Analizi) {le DNA Hasar Analizi.. 47
4.6. ESer EIEMENTIET .......coooiiiiiiiiiiiiieeiiec e e 52
4.6.1. Semendeki Vanadyum Konsantrasyonu ............occeeeeeeeeeeeeiiniiiiiiieeeeeeeeeniiieeee 52
4.6.2. Semendeki Aliminyum Konsantrasyonu ............ccc.eeeeeeeeeeinniiiiiiiieeeeeennniiienee 53
4.6.3. Semendeki Krom Konsantrasyonu .............cceeeevriiiiiiiiieieieiiniiiiiieeeee e 53
4.6.4. Semendeki Mangan KonsantraSyonu .............eoeeeiueieiieeeeeernniiiiiiieeeeeeeeeniiieeeee 54
4.6.5. Semendeki Nikel Konsantrasyonu..............ccoeeevriiiiiiiiieieieiiniiiiiiieeee e 55
4.6.6. Semendeki Bakir Konsantrasyonu..............ccoeeevvniiiiiiiieieeeniniiiiiiieeeeee e 56
4.6.7. Semendeki Kursun Konsantrasyonu............cceeevviiiiiiiiieieieiiniiiiiiieeeeee e 57

4.7. Anneksin V ve Propidium lodid ile Apoptotik ve Nekrotik Sperm Hiicrelerinin

BElITIBNIMEST . e e 58
4.7.1. Anneksin V ve Propidium lodid ile Boyanmis Sperm Hiicreleri........................ 58
S.TARTISMA ..ottt ettt et 61
KAYNAKLAR ..ottt ettt e 68
ETIK KURUL KARARLI .......cocoiuiuiuiiiieieieieeeee et 79

OZGECMIS ..ottt 80



Tablo 4-1:
Tablo 4-2:
Tablo 4-3:
Tablo 4-4:
Tablo 4-5:
Tablo 4-6:
Tablo 4-7:
Tablo 4-8:
Tablo 4-9:

Tablo 4-10:

Tablo 4-11:

Tablo 4-12:
Tablo 4-13:
Tablo 4-14:
Tablo 4-15:
Tablo 4-16:
Tablo 4-17:
Tablo 4-18:
Tablo 4-19:
Tablo 4-20:
Tablo 4-21:

TABLOLAR LISTESI
Spermatozoon sayilarinin istatistiksel degerlendirmesi........c.ccevveeveeneennnen. 35
Normal morfolojiye sahip spermlerin istatistiksel degerlendirmesi.............. 36
Bas anomalisine sahip spermlerin istatistiksel degerlendirmesi.................... 37
Boyun anomalisine sahip spermlerin istatistiksel degerlendirmesi............... 38
Kuyruk anomalisine sahip spermlerin istatistiksel degerlendirmesi............. 39
Hizli ileri harekete sahip spermlerin istatistiksel degerlendirmesi................ 41
Yavas ileri harekete sahip spermlerin istatistiksel degerlendirmesi.............. 42
Yerinde hareketli spermlerin istatistiksel degerlendirmesi.........c.cccevvveeuneeee. 43
Yerinde duran spermlerin istatistiksel degerlendirmesi..........cccccecveeeeennene 44

Sperm nuclear kromatin dekondansasyon testi istatistiksel

dEeZErIENAITINESI. ...eeeeiiiieiiiiieeitie ettt ettt e e 45

Anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunun istatistiksel

AEeZErIENAITINESI. ...eeeeuiiieeiiiieeitie ettt ettt e e 47

Hig¢ kiriga sahip olmayan comet analizinin istatistiksel degerlendirmesi...... 48

En ¢ok kiriga sahip olan comet analizinin istatistiksel degerlendirmesi....... 49
Semende vanadium analizinin istatistiksel degerlendirmesi...............c........ 52
Semende aliiminyum analizinin istatistiksel degerlendirmesi....................... 53
Semende krom analizinin istatistiksel degerlendirmesi...........cccecueevrveennnenn. 54
Semende mangan analizinin istatistiksel degerlendirmesi.............ccoceeneee. 55
Semende nikel analizinin istatistiksel degerlendirmesi..........ccceceevueernneennee 56
Semende bakir analizinin istatistiksel degerlendirmesi.............ccoecueerrneennnne. 57
Semende kursun analizinin istatistiksel degerlendirmesi...........ccoecveevuvenee. 58

Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm hiicrelerinin istatistiksel

AEeZErIENAIIIESI. .. eeeeuiiieeiiiieiitie ettt e e 60



Sekil 2-1:
Sekil 2-2:
Sekil 2-3:
Sekil 2-4:
Sekil 2-5:
Sekil 4-1:
Sekil 4-2:
Sekil 4-3:
Sekil 4-4:
Sekil 4-5:
Sekil 4-6:
Sekil 4-7:
Sekil 4-8:
Sekil 4-9:

Sekil 4-10:
Sekil 4-11:
Sekil 4-12:
Sekil 4-13:

Sekil 4-14:

Sekil 4-15:
Sekil 4-16:

Sekil 4-17:
Sekil 4-18:
Sekil 4-19:
Sekil 4-20:

X1

SEKILLER LISTESI
SPEIMALOZEINCZ...ccvveeneieeiie ettt et et et et e et ee et ee et eesabeeesabeeesabeeenes 3
SPEIMALOZEINCZ...cc.nvveeneieeiie ettt ettt et et et ee et e et eeesbeeesabeeesabeeesabeeenes 5
SPErm MOTTOLOJIST ceeeuueeeeiie ettt ettt 7
SpPerm hUCTEST KESItL ...uvveeriieiiiieeiiie ettt ettt 8
TCP-MS CINAZL. ..ottt e e 21
Hasta degerlendirmesine gore yas ortancalari............cccoeceeeviieenieennicennneennns 33
Spermin fiziksel incelemesine gére semen hacmi ortancalart......................... 34
SPEIIN SAYIS L.ttt ettt ettt et et ee et ee ettt e sa e et eesabeeesabeeesabeeesabeeesabeeenanes 34
Diff-Quik boyama prosediirii ile sperm morfolojisinin gosterilmesi.............. 35
Normal morfolojiye sahip sperm ortancalart.............ccecceevviiinniiinnieennieennne. 36
Bas anomalisine sahip sperm ortancalart...........cccceeeveeeiienniiinnieennicennieens 37
Boyun anomalisine sahip sperm ortancalart.............ccccceeoieeviiieniiennicinnieennns 38
Kuyruk anomalisine sahip sperm ortancalari.............ccoecueevvveennieennieennneennne. 39
Hizli hareketli harekete sahip sperm ortancalart.........c.ccccoveueevvieennieennnennee. 40
Yavas ileri harekete sahip sperm ortancalart...........cccceeevieeeiieeniiinnicennieenns 41
Yerinde hareketli sperm ortancalari..........cocceevueieiiiiiniinneennecescceee e 42
Yerinde duran sperm OrtanCalari..........coocceeeeiierriiiniiieenieee e 43
Sperm nuklear kromatin dekondansasyon testi...........cceeceeeruieenieennieennueennns 44
Sperm nuklear kromatin dekondansasyon testi yiiksek pozitif sperm
OTEANCALATL. ....eitie ettt et et e s eeeneees 45
Anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunun gosterilmesi...............ccouuee.... 46
Anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunun gosterilmesinde histon pozitif
anormal kromatin kondansasyon ortancalari..........c.cccceeueevvieennieennieennneenne 47
Comet analizine gore kirig1 olmayan sperm DNA ortancalart............cc..c...... 48
Comet analizine gore en ¢ok kiriga sahip sperm DNA ortancalari.................. 49
Comet analizi L. GIUP....ccooveiiiiieiiie et 50
Comet analizi II. GIUP.....ccoeveiiiiiiiiiiieee et 50



Sekil 4-21:
Sekil 4-22:
Sekil 4-23:
Sekil 4-24:
Sekil 4-25:
Sekil 4-26:
Sekil 4-27:
Sekil 4-28:
Sekil 4-29:
Sekil 4-30:

Sekil 4-31:

Xii

Comet analizi ITL. GIUP.......cooviiiiiiiiiiiieeeeee e 51
Comet analizi IV. Grup......cocccooiiiiiiiiiit e 51
Semendeki vanadyum Ortancalari.............ccoecueevviiiniiirniinnieeeniecee e 52
Semendeki aliminyum OrtanCalari...........cocceevvueernieirnieennieennie e 53
Semendeki Krom ortancalari............coceeeveeiiiniiirnieiieineee e 54
Semendeki mangan OrtanCalari...........ccoecueeerieirnieeniiennieee e 55
Semendeki nikel ortancalart...........coccovieriiiiiiniinic e 56
Semendeki baKir Ortancalart..........cocueeceeriieenieieenie e 57
Semendeki Kursun ortancalari..............eeeecvieieiiiiiieeeciie e 58
Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm hiicrelerinin akim sitometrik

INCEIENIMESI. ... ettt ettt et e e eee 59
Sekil 4-31: Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm ortancalart......................... 59



Xiii

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

Al Aliiminyum

ATP Adenozin Tri Fosfat

Cr Krom

Cu Bakir

DNA Deoksiribonukleik Asit

DSO Diinya Saglik Orgiitii

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

ESHRE European Society of Human Reproduction and

Embriology (Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi)

ICP-MS Indiiklenmis Eslesmis Plazma Emisyon Spektroskopisi

ICSI Intracytoplazmic ~ Sperm  Injection  (Intrasitoplazmik
Sperm Enjeksiyonu)

IVF In Vitro Fertilizasyon

Mn Mangan

Ni Nikel

NMPA Normal Melting Point Agaroz (Normal Erime Noktali
Agaroz)

LMPA Low Melting Point Agaroz (Diisik Erime Noktali
Agaroz)

PAS (Periyodik-asit Schiff)

PBS Phosphate Buffer Saline (Fosfat Tuzu Tamponu)

Pb Kursun

RNA Ribonukleik Asit

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

THI1/TH2B Testis-spesific Histon (Testise 0zel histon)

TP1/TP2 Transition Proteins (Gegis Proteinleri)

A% Vanadyum

7P Zona Pellusida
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OZET

Altiner P. (2013). Eser Elementlerin Yol Actigi DNA Hasarlarinin Seminal Plazma
ve Sperm Kromatin Yapisi Uzerine Etkisinin Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet
Assay) Yontemi ile Analizi. istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Biyofizik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul

Spermatozoonlarin genetik yapisindaki bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli bir
iliski vardwr. Bu iligkinin infertilitedeki onemi farkli mekanizmalar ile agiklanmis in
vivo ve in vitro cahismalarla da gosterilmistir. Son yillarda kromatin hasarlari,
fertilizasyon ve embriyo gelisim bozuklugu sik durulan konular arasindadir. Cevresel
etmenler spermatozoanin oosit ile etkilesimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
Anormal kromatin yapilanmas: infertil erkeklerde, fertil erkeklere gore daha sik
goriilmektedir. Spermatozoonlarin genetik yapisindaki bozulma orani arttikca dogal
yolla gebe kalma sansi da azalmaktadir. IVF (In Vitro Fertilizasyon) laboratuvarina
basvuran hastalardan alinan semen 6rnekleri ile yapilan fiziksel ve mikroskobik analiz
sonuglar1 hastanin sperm genetik yapist ile 1ilgili analiz sonuclar1 ile fark
gosterebilmektedir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, sperm kaynakli sorunlarin daha net anlagilmasi ve iireme
tekniklerinde uygulanan rutin analizlere ek olarak ultrayapisal caligmalarin infertiliteye
olan katkis1 caliyjmamizda incelendi. Sigara i¢imine bagli olarak IVF merkezine
basvuran fertil ve infertil erkeklerden semen Ornekleri alindi. Fertil sigara icmeyen (1),
fertil sigara igen (ll); infertil sigara icmeyen (lll), infertil sigara igen (IV) erkekler olarak
gruplandirildi. Toplam 52 semen Ornegi ile c¢alisildi (n=13). Toplanan semen
orneklerinde sirasiyla makroskopik ve mikroskopik semen analizi, sperm kromatin
yapisy, DNA hasari,apoptoz ve eser element analizi degerlendirmeleri yapildi. Sperm
kromatin yapisi; sperm kromatin dekondansasyon testi ve anilin mavisi testi ile
arastirildi. DNA hasar1 Comet analiz yontemi ile degerlendirildi. DNA hasarina maruz
kalmus hiicrelerde Apoptoz Anneksin V-PI boyama yontemi kullanilarak akim sitometri
analizleriyle belirlendi. Seminal plazmada ICP-MS (Indiiktiif olarak eslestirilmis
plazma emisyon spektroskopisi) cihazi ile bakir, kursun, nikel, aliiminyum, vanadyum,
krom ve mangan gibi eser elementlerin analizi yapildi.

Dort grup aralarinda karsilastirildiginda sperm sayist (p;=0,012), morfolojisi
(p2<0,001), sperm nuklear kromatin dekondansasyonu (p3<0,001), anilin mavisi ile
kromatin kondansasyonu , (ps<0,001), comet analizi (ps<0,001) ve apoptoz (ps=0,001)
kriterlerinde istatistiksel olarak ileri derecede anlaml fark bulundu. Sperm motilitesi,
semen hacmi ve yas kriterleri arasinda fark olmakla birlikte istatistiksel acidan iliski
bulunmadi. Sigara i¢cimine bagl olarak 2 grup karsilastirildiginda (Il ve 1V) semende
baz1 eser element diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. (Al p;=0,003,
Pb p<0,001, Mn po=0,005 , Ni p10=0,031 V p;;=0,004). Sperm kaynakli sorunlarin daha
net anlagilmasi i¢in yardimla tireme tekniklerinde uygulanan rutin analizlere ek olarak
yaptigimiz ultrayapisal calisma sonuclarinin infertilite merkezine basvuran ciftlerin
klinik tedavi gelisimine kolaylik ve katki saglayacagi ve etkili olabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : Comet Assay, DNA hasari, sperm, infertilite, eser element

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 5703
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ABSTRACT

Altiner P. (2013). The Analysis Of The Effects Of The DNA Damage Caused
(Induced) By The Trace Elements On Seminal Plasma And Sperm Chromatine
Structure By Single Cell Gel Electrophoresis (Comet Assay). Istanbul University,
Institute Of Health Science, Department Of Biophysics. Post Graduate Thesis.
Istanbul.

There is a strong relationship between genetic disruption of spermatozoon and
infertility. The importance of this relationship was explained and shown with in vivo
and in vitro studies. In recent years chromatin damages, fertilization and embriyonic
developmental anomalies are the most investigated subjects. Environmental factors can
affect the interaction between spermatozoa and ooctye negatively. Abnormal chromatin
structuring are seeing more often in infertile men than fertil men. Becoming pregnant in
normal way is getting hard when the damege rates in spermatozoon chromatin status
increase. The microscopical and physiological analysis of semen samples collected frim
patients who applied to the IVF laboratory, may differs from the analytical results of the
semen’s genetic profile of the patient.

Based on this informations, to understand sperm welded problems and
contribution of ultrastructural studies addivetely IVF rutine analyses to infertility was
examined in our study. Semen samples was taken by the infertile men who applied IVF
centre and fertile men depends on smoking status. Groups are fertile non-smoker men
(D), fertile smoker men (II); infertile non-smoker men (III), infertile smoker men (IV).
The study was executed 52 semen samples (n=13). Macroskopic and microskopic
semen analysis, sperm chromatin status, DNA damage, apoptosis and trace element
analysis was done with the semen samples. Sperm chromatin status was investigated
with sperm chromatin decondansation assay and aniline blue assay. DNA damage was
measured with Comet assay. Apoptosis was defined at the cells which exposed to DNA
damage Annexin V-PI staining procedure and flow cytometry analysis. Trace elements
analysis like copper, lead, nickel, chrome, vanadium, manganese, aluminium was done
with ICP-MS (Inductively coupled plasma mass spectrometry).

When four groups compared to each other sperm number (p;=0,012), sperm
morphology (p2<0,001), nuclear chromatin dekondansation (p3;<0,001), chromatin
packaging (p4<0,001), DNA damage rate (ps<0,001) and apoptosis (pe=0,001) criterias
was found statistically significant difference. When four groups compared to each other
sperm motility, semen volume and age criterias was different. But the difference was
not significant. When two groups compared to each others depending on smoking (II
and IV) some trace elements rates was found statistically significant different (Al
p7=0,003, Pb p<0,001, Mn pe=0,005 , Ni p;0=0,031 V p;1=0,004). To explain the issues
caused by sperm clearly, in addition to the regular analysis that we have done on
assisted reproductive technology, result of the ultrastructural study could be helpful,
improver and effective for the clinical treatment of couples whom applied to the IVF
center.

Key Words: Comet Assay, DNA damage, sperm, infertility, trace element

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 5703



1. GIRIS VE AMAC

Spermatozoon DNA hasarmin infertilitedeki ©6nemi simdiye kadar farkli
mekanizmalarla aciklanmaya calisilmistir (1-3). Spermatozoonlarin genetik yapisindaki
bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli bir iliski vardir. Spermatozoon DNA hasarlarinin
infertilitesindeki 6nemi in vitro ve in vivo calismalarla da gosterilmistir (4, 5). Ozellikle
kromatin hasarlar1 fertilizasyon ve embriyo gelisim bozuklugu son yillarda iizerinde sik
durulan konular arasindadir. Bircok cevresel faktor, degisik mekanizmalarla
spermatozoanin oosit ile etkilesimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Ayrica,
anormal kromatin organizasyonu infertil erkeklerde, fertil erkeklere gore daha sik
goriilmektedir (6,7). Morfolojik olarak normal sperm yiizdesi % 30’dan az olan erkekler
normal sperm yiizdesi % 30’dan fazla olan erkeklere gore daha fazla protamin eksikligi
ve DNA hasarina sahiptir (8).

DNA hasar1 normal DNA metabolizmast isleyisinde kendiliginden veya bazi
cevresel faktorlerin etkisiyle olusmaktadir. Fertiliteyi etkileyen en 6nemli etkenlerden biri
de germ hiicrelerinde artmus siklikta mutasyonlara yol acan DNA hasaridir. DNA hasarli
spermatozoon orani artikca dogal yolla gebe kalma sansi da azalmaktadir. Erkek
infertilitesinde, spermatozoon DNA hasarimin  kaynagr farkli mekanizmalarla
aciklanmaya calisiimistir. Bu mekanizmalardan oksidatif stress, sperm kromatin yapisi ve
apoptoz lizerinde durulmustur.

Insan viicudunda 6nemli miktarlarda bulunan karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O),
azot (N), fosfor (P) ve kiikiirt (S)'den bagska daha pek cok elementin yaninda bakir,
kursun, nikel, aliiminyum, vanadium, krom gibi eser elementler de vardir. Eser
elementlerin viicuttaki diizeylerinde artiy, azalma veya oranlarindaki degismelerin
semenin kalitesini etkiledigi ve bazi hastaliklarin seyrinde, tedaviden alinan cevabin
degerlendirilmesinde ve prognozunda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (9-11).

Tez calismamizda infertilite merkezine basvuran sigara icen ve i¢cmeyen
erkeklerden ve fertil olan sigara icen ve igmeyen erkeklerden seminal plazma Ornekleri
alind1.

Sigara i¢cimiyle artan eser elementlerin, sperm sayisi, motilitesi, morfolojisi,
kromatin yapis1 ve sperm DNA hasari tizerindeki etkileri degerlendirildi. Bu parametreler

birbirleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu.



Semen Orneklerinde sirasiyla sperm morfolojisi, motilitesi gibi rutin analizlere ek
olarak sperm kromatin yapisina, bakir, kursun, nikel, aliiminyum, krom, mangan ve
vanadyum gibi eser element miktarina bakildi. Gruplar  arasindaki anlamlilig:
degerlendirildi. DNA hasarinin hassas bir sekilde olgiilmesine olanak taniyan “Comet
Assay” tek hiicre jel elektroforez teknigi kullanildi. Ayrica, normal spermatogenezis
sirasimnda germ hiicre 6liim mekanizmasinin altinda yatan nedenlerden biri olan insanlar1
da kapsayan pek c¢ok memeli tiirlinde spermatogenezisi diizenleyen Onemli
mekanizmalardan apoptoz Anneksin V — PI boyama yontemi kullanilarak akim sitometri
teknigi ile saptanda.

Calismadan elde edilecek bulgularn, IVF merkezine basvuran erkeklerin semen
ornekleri iizerinde yapilan fiziksel ve mikroskobik analizlerin yanmisira DNA hasarmin
“Comet Assay” teknigi ile goriintillenmesi ve diger ultrayapisal deneyler ile desteklenip,
infertil ciftlerin klinik tedavi gelisimine, sorunun kaynaginin aydinlatilmasina kolaylik ve

katki saglayacagi yoniinde degerlendirilmesi amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler

sonucu hiicre farklilagmasi ile olgun sperm olugmasidir.

Olgunlagsmamis esey hiicrelerinin ileri derecede ozellesmis sperm haline gelinceye

kadar gecirdigi siirece spermatogenez denir. Spermatogenez pubertayla birlikte baglar

yasliligin son donemlerine kadar siirebilir.

Spermatogenez farkli 6zellikte 3 ayr1 evreden olusur:

1. Spermatositogenez
2. Mayoz boliinme

3. Spermiyogenez
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Sekil 2-1: Spermatogenez (24)
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2.1.1. Spermatositogenez

Spermatositogenez’de  spermatogonium  A’lar  bir dizi mitoz boliinme
gerceklestirirler ve siirekli spermatogonium A’lari1 olustururlar. Bu bdliinmenin
sonucunda olusan spermatogonium A’larin bir kismi mitoz boliinme gostererek
spermatogonium B’leri olusturur. Olusan spermatogonium B’ler mitoz bdliinme ile
primer spermatositi meydana getirirler. Spermatogonium B’ye doniisemeyen
spermatogonium A’lar ana hiicre olarak kalir. Spermatositogenez burada tamamlanir (12-

14).

2.1.2. Mayoz Boliinme

Daha sonra primer spermatositler 1. mayoz boliinmeye girerler ve sekonder
spermatositi olustururlar. 1. Mayozun yaklasik 22 giin siiren profaz evresi vardir. 1.
Mayozun profaz evresinde goriilen kroosing-over asamasinda genetik cesitlilik saglanir.

I. mayozun basinda diploid kromozomlu iken I. Mayozun sonunda haploid
kromozom sayis1 olur. Daha sonra sekonder spermatositin II. mayozu ge¢irmesi ile de
spermatit ad1 verilen hiicreler olusur. II. mayozda kromozom sayis1 degismez fakat DNA
sayis1 yariya iner. Her bir diploid sekonder spermatositten iki tane monoploid spermatid
olusur. Birinci mayoz boliinme giinler bazinda bir siire¢ olmasina karsin ikinci mayoz
boliinme dakikalar bazinda oldugu i¢in seminifer tiibiillerde primer spermatositler en ¢ok

gozlenen hiicrelerdir. Daha sonraki asamada spermiyogenez baslar (13,14).

2.1.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatozoon iiretiminin son asamast ve spermatidlerin, erkek
DNA’sim1 ovuma aktarmak icin son derece Ozellesmis hiicreler olan spermatozoona
doniisme siirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gergceklesmez.

Spermatitten olgun spermium olusumuna kadar gecen siire¢ sertoli hiicresi
sitoplazmasinda gerceklesir. Yeni olusan spermatitler birbirlerine protoplazmik kopriiler
ile baghdirlar. Bu baglantilar1 ile birlikte sertoli hiicresi sitoplazmasima dogru girerler ve
burada bir dizi gelisim evresi gecirirler (15). Bunlar golgi fazi, basglik fazi, akrozomal faz

ve maturasyon evreleridir.
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2.1.3.1. Golgi Faza
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Spermatidin sitoplazmasi, c¢ekirdegin yakiminda yer alan belirgin bir Golgi

kompleksi, mitokondriyumlar, bir cift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz yiizli

endoplazmik retikulum tiibiillerini igerir. PAS (Periyodik-asit Schiff) ile boyanan bol

glikoproteinli proakzomal graniiller Golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek

akrozomal vezikiil ad1 verilen bir zarla cevrilir ve tek bir akrozomal graniilii olustururlar

(14,16).

2.1.3.2. Bashk Fazi

Akrozomal vezikiiliin zarinin yeniden sekillenmesi ile akrozomal kep adi verilen

yap1 gelisir. Cekirdek yiizeyinde giderek biiyliyerek, cekirdegin on kismini tamamen

kaplayan bir baslik olusturur. Akrozomal maddelerin bu yap1 i¢cine dagilmasi ile yapisini

tamamlar, burada graniiler filamentdz bir yap1 olusur ve akrozomal kep (akrozom) adini

alir (14,16).



2.1.3.3. Akrozomal Faz

Akrozom vezikiili ve graniilii, yogunlasan cekirdegin On yarisin1 kaplayacak
sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Spermiyogenezin bu evresinde
spermatid, seminifer tiibiiliin tabanimna dogru yonelir ve aksonem liimene dogru uzanir.
Ayrica, ¢ekirdek uzar ve daha yogun bir hale gelir. Ayn1 zamanda sentriyollerden biri
geliserek kamciyr olusturur. Mitokondriler de kamc¢inin proksimal kismi etrafinda
toplanarak orta parca adi verilen kalinlagmis bolgeyi olusturur. Bu bolge, spermatozoon
hareketlerinin enerji kaynagini olusturur. Kame¢1 hareketi, mikrofibriller, ATP ve dinein
denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur. Bu

proteinlerin eksikliginde, hareketsiz spermler ve infertilite goriiliir (14,16).

2.1.3.4. Maturasyon (olgunlasma) evresi
Spermiyogenez sirasinda geriye kalan artik sitoplazma, Sertoli hiicreleri tarafindan

fagosite edilir ve spermatozoonlar tiibiiliin limenine birakilirlar (14,16).

2.1.4. Kromatin yapilanmasi

Spermiyogenezin baslangicinda haploid spermatidler tipik bir nukleozomal
kromatin yapis1 gosterirler. Bu evredeyken bol miktarda ribozomal olmayan RNA
transkripsiyon aktiviteleri vardir. Ancak, spermiyogenez ilerledik¢ce boncuk dizilimi
seklinde goriiniim veren (klasik nukleozom yapis1 nedeniyle) kromatin yapist yerini diiz
kromatin liflerine birakir. Bunlar artik transkripsiyon yapmazlar ve yan yana iplikcikler
tarzinda toplanirlar. Spermatogenez ve spermiyogenez sirasinda kromozomal proteinler
izerinde yapilan caligmalar, spermatosit ve erken evre spermatid kromatinleri tizerinde
somatik histonlarm ve testise spesifik TH1 ve TH2B histonlarm bulundugunu, oysa ileri
evre spermatidlerde TP1 ve TP2 gecis (transition) proteinlerinin, daha ileride ise artik
protamin P1 ve P2 proteinlerinin yer aldigini gostermistir. Gergekten de, ratlarda
spermatogenezin 12. ve 16. basamaklar1 arasinda nukleusta TP1 ve TP2 proteinleri

bulunurken, 16. basamaktan sonra P1 ve P2 proteinleri ortaya ¢ikmaktadir (18-19).



2.2. SPERMIN YAPISI

Bir spermatozoon bag, boyun ve kuyruk bolgelerinden olusur.

Bas A akrozomal kesecik

haploid ¢ekirdek
orta boliim
mitokondri

Kuyruk

plazma zar1

10 um

‘/_,.-""

Sekil 2-3: Sperm Morfolojisi (24)

2.2.1. Bas

Toplam uzunlugu yaklasik 60 pm kadar olan spermatozoon bas kisminin boyu 3-5
pum, eni 2-3 pm dir. Basm esas gorevi; DNA materyalini tasimak ve korumaktir. Bag
bolgesi, lizozomal organelin bulundugu akrozom, fertilizasyon ic¢in oosite tutunma
bolgesi olan ekvator bolgesi ve akrozom sonrasi bolgeyi icerir (20).

Insan spermiumunun basi, 4-5 pum uzunlugunda, 2.5-3.5 pm genisligindedir.

Akrozom ve cekirdek olmak iizere iki kisimda incelenir.

2.2.1.1. Akrozom

Baslik seklinde basin 6n kisminda bulunur. Sperm basinin (niikleusun) % 40-70’ini
kaplayan oval yapida goriilmektedir Dis ve i¢ olmak iizere iki membran tarafindan

sarilmistir. Lizozomun degisik bir hali olarak degerlendirilebilir. Fertilizasyon icin



gerekli olan bir ¢ok hidrolitik enzim igerir. Akrozomda bulunan en onemli enzimler
hiyaliironidaz, proakrozin, akrozin, esteraz, noraminidaz, asit fosfataz, fosfolipaz,
arilsiilfataz B, N-asetil glukozaminidaz, arilamidaz, kollajenazdir. Ovumun fertilizasyonu
sirasimnda akrozomal membranin oosit plazma membrani ile bircok bdlgeden birlesmesi
ile akrozom reaksiyonu olusmakta ve enzimatik yapi serbestlesmektedir. Akrolizin
tarafindan aktive edilen proakrozin, ejakiilasyondan sonra akrozin haline doniiserek
servikal kanaldaki mukus viskozitesinin diisiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Akrozin
graniiloza hiicrelerinin cevresinde bulunan proteinlerin ayrilmasinda gorev yapar.
Akrozinin zona pellusida (ZP)’y1 ge¢mekte onemli bir rolii vardir. Akrozomal bolgede

vakuoller de bulunmaktadir (21,22).

2.2.1.2. Cekirdek
Kromatin ve ¢ekirdek membranindan olusur. Kromatini sikica paketlenmistir. Bu
ozellik spermiuma hareketlilik saglar. Cekirdek haploid sayida kromozom icerir ve oosite

girmeden ve protaminler ayrilmadan DNA aktive olamaz (23).

2.2.2. Boyun
Yaklasik 0.3 pm uzunlugundadir. Segmentli kolonlardan olusan baglant1 parcasi ve

proksimal sentriolden meydana gelir.
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Sekil 2-4: Sperm hiicresi kesiti (24)



2.2.3. Kuyruk

Yaklagik 55 pm uzunlugundadir. Kuyrugun merkezi kismini bir ¢ift santral, dokuz
cift cevresel mikrotubuler yapidan olusan aksonem adli yap1 olusturur ve bu 6nemli bir
degisme gostermeksizin, boyundan baslayip kuyrugun son u¢ kismina kadar uzanir.
Aksonem, kuyruga hareketlilik, kalin ve koyu dis fibriller ise diklik saglayan yapilardir
(15). Kuyrugun basa yakin kisminda, aksonem cevresinde helikal yapida siralanmig
mitokondriler ve arka kisminda yogun fibrilleri ¢evreleyen fibroz bir kilif bulunur. Bu
fibriller ile fibroz kilif kuyrugun iskeletini meydana getirir.

Spermatozoon kuyrugu orta parga, esas parca, son parca olarak iice ayrilir:

2.2.3.1. Orta parca

Yaklasik 3,5 pm uzunlugundadir. Aksonem ile cevresindeki 9 kalin dis fibril ve
bunlar1 saran helikal yapidaki mitokondrion tabakasindan olusur. Bu sarmalin 11-15
dongiisti vardir ve her dénemece ortalama 2 mitokondri denk gelir. Mitokondriler sperme

hareket i¢cin gerekli olan enerjiyi liretirler.

2.2.3.2. Esas parca

Hiicrenin hareketli olan pargasidir. 0.5 pm capindadir, 40 pm uzunlugundadir.
Aksonem, onu cevreleyen kalin dis fibriler yapi, fibroz tabaka ve en distaki plazma

membranindan olusur.

2.2.3.3. Son parca

3 wm uzunlugundadir.Kuyrugun son kisminda kalin fibriller ve fibroz tabaka
kaybolur. Bu bolgede 6nce dynein kollar1 yok olur, daha sonra merkezdeki mikrotiibiil
ciftleri kaybolur ve distaki ciftlerin ikisi ortaya hareket ederken kalan 7’si onlarin etrafini
sarar. Bu sirada B tiibiilleri de agilarak kaybolur. Kuyrugun ucuna gelindik¢e aksonemin

mikrotiibiiler yapisi sona erer (14,16).

2.3. INFERTILITE

Infertilite, ciftlerin bir yil siire ile korunmaksizin diizenli cinsel iliskide
bulunmasina ragmen gebe kalamamasidir. Ureme ¢agindaki ciftlerin yaklasik % 10-15’i
bu durumdan etkilenmektedir. Normal sartlar altinda kadmlarda her adet dongiisiinde %
25 gebelik sans1 vardir. Kadinlarda fertilite 20-25 yaslarinda en fazla olmakla birlikte, 35

yastan sonra kaliteli oosit sayisinda diisiis gdzlenir ve 40 yasindan sonra en diisiik diizeye
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gecer. Erkeklerde ise 20-30 yaslarinda en fazla olan fertilite, 40 yasindan sonra diisiise
gecer ve bu sekilde ileri yaslara kadar siirer. Infertil ¢iftlerde; erkek faktorii yaklasik %
20, kadmn ile beraber ve aciklanamayan grup i¢ine alindiginda yaklasik % 50 oraninda
infertilite s6z konusudur (25-27).

Ureme ¢agindaki erkeklerin yaklasik % 6’sinda infertilite problemi ortaya ¢ikmakta

ve bu sorunu yasayan erkeklerin yaklasik % 90’1 bozuk spermatogeneze sahiptir (28).

2.3.1. Erkek infertilitesi

2.3.1.1. Erkek Infertilitesinin Nedenleri

Diinya Saglik Orgiitii’'niin cok merkezli arastirmalarimin sonucunda infertilite
kliniklerine basvuran ciftlerin en az % 48’inde erkek kaynakli nedenler bulunmaktadir.

% 41 oraninda kadin, % 24 oraninda erkek, % 24 kadin ile erkek beraber ve %
11’inde de bir neden gosterilememistir (29).

ESHRE (Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi) tarafindan infertil erkekler
izerinde yapilan genis Olcekli bir calismada ise, yapilan tiim degerlendirmelere ragmen
yaklasik hastalarin 1/3’tine tani konulamamistir. Bundan sonraki ikinci genis grup ise
varikosel grubudur (30).

Asagida bu caligmaya ait erkek infertilite nedenleri goriilmektedir. Bunlar coktan
aza dogru;

1. 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 ¢esitli nedenler % 5.5

e 0 N SN Ut AW

. Immiinolojik % 4.5

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

12. Jinekomasti % 1.1

13. Testis tiimorleri % 0.3

Erkek infertilitesi klinik sekillerine gore 5 ana grupda smiflandirilmaktadir (31).
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A- Mekanik infertilite

B- Azoospermi

C- Immiinolojik infertilite

D- Anormal semen kalitesi

E- Sperm disfonksiyonu (Aciklanamayan infertilite)

2.4. SPERM DNA HASARLARI

Cesitli hem i¢ hem de dis nedenlerden dolayr DNA’da degisik diizeyde hasarlar
meydana gelmektedir. (32-34). DNA’da olusan bu hasarlarin baglicalarz;

Kromatin yapisinin bozulmas: (35), bazlarin kimyasal olarak degismesi (36),
kromatin yapisindaki anomaliler (37), DNA-DNA ve DNA-protein c¢aprazlasmalari
(36,38). DNA’da mutasyonlar (38) gibi bir takim yapisal bozulmalardir. Anormal
kromatin organizasyonu infertil erkeklerde, fertil erkeklere gore daha sik goriilmektedir.

Sperm kromatin hasarmin belirlenmesinde DNA kromatin olgunlasmas/DNA
biitiinliigiine bakilmaktadir. Bu islem i¢in gelistirilmis olan testlerin temelini kromatin
yapisindaki hasarlarin DNA yapisindaki kararliligi artarak bozmasina ve denature eden
strese olan duyarhiligi artmasi sebep olmaktadir. Infertil erkeklerde sperm anomalileri,
kotii paketlenen DNA, artan DNA zincir kiriklar1 ve asitle indiikklenen DNA
denatiirasyonuna olan duyarhlik fertil erkeklerin spermatozoonlarinda daha fazladir (39-

43).

2.4.1. Niikleer DNA Hasan Ve Kaynad

Erkek germ hiicre hattinda tanimlanan iki tip DNA hasar1 mevcuttur. Birincisi
replikasyon hatalar1 ikincisi DNA fragmantasyonudur (44). Bunlarmm nedenleri;
spermatozoon olgunlagsma asamasmdaki hatali paketlenme (45), apoptozun yol agtigi

DNA fragmantasyonu (46), oksidatif stresdir (47).

2.4.2. Spermatozoon DNA Hasar ve Erkek Infertilitesi

Spermatozoon DNA hasarlarmin infertilitedeki 6nemi ¢ok sayida in vitro ve in vivo
calismada gosterilmistir. Sperm saghgi ile ilgili diger ileri testlerden biri DNA integrite
saptama testidir. DNA hasar1 ve sperm kromatininde anormallikler; kromatin
paketlenmesi, apoptozisinde bozukluk ve oksidatif stres sonucu olusabilir. Yiiksek
diizeyde reaktif oksijen radikallerinin; infertil erkeklerde goriilen tek ve ya cift sarmalli

DNA fragmantasyonuna neden oldugu soylenmektedir. Sperm DNA hasar1; sigara i¢imi,
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semen Orneklerinin hazirlanmasi islemi siwrasinda, kemoterapotik ilaglar ve radyasyon
sonucu olugsabilir. Artmus diizeydeki DNA hasar1 IVF sikluslarma giden ciftlerdeki
fertilizasyon ve gebelik oranlarindaki azalma ile birlikte goriilmektedir. Spermlerin %
30’undan fazlasinda DNA hasar1 var ise fekundite (dogurganlik) azalir. Ozellikle ICSI
(intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) gibi yardimla iireme tekniklerinde DNA

fragmantasyonlu spermatozoon ile oositin fertilize olma riski yiiksektir (51).

2.5. SPERMATOGENEZ VE APOPTOZ

Doku canliliginda, enfekte hiicrelerin yokedilmesinde ve normal fizyolojik ortamin
devamliliginda etkisi olan apoptozis, testikiiler dokuda da sik saptanan bir olaydir.
Spermatogenezde, hiicre gelisimi ve farklilasmasina ek olarak germ hiicre 6liimii de
gozlenir ve bu sperm olusumunda 6nemli rol oynar (52,53). Apoptoz, spermatogenez
esnasinda programli hiicre 6liimiine neden olur (54). Bu durum spermatozoanin normal
gelisimi icin mutlaka gereklidir (55). Kerr tarafindan yapilan bir calismaya gore testiste
siirekli olarak apoptozis gerceklesmektedir (56). Testiste, germ hiicrelerinin % 75'1
apoptozise maruz kalir (57). Apoptotik hucre eliminasyonu, olgunlasmakta olan germ
hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik
bir yanit olarak tanimlanmistir (58-61). Androjen eksikliginde, azoospermik ya da
oligospermik hastalarda, deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artiginin
oldugu olgularda testislerde olusan programli hiicre Oliimlerinde artma bulunabilir
(55,62-64). Spermatogenezde apoptozisin hormonal kontrol altinda gerceklestigi
bildirilmistir (65-66). Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi
faktorlere maruz kalmasi germ hiicrelerinde apoptozu artiran diger bir faktordur (67).
Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimulanlarin varhiginda fizyolojik olmayan
diizeyde apoptozis gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite

olusabilir (68-70).

2.6. COMET ANALIZI ILE DNA HASARININ BELIRLENMESI

Hiicrelerde DNA hasar1 ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan
belirlendi. Daha sonra bu teknik gelistirilerek hiicrelerde DNA hasar tespitinin
hassasiyetini arttirmak icin Ostling ve Johanson tarafindan elektroforez basamagi
eklendi. Bu yontemin gelistirilmesi i¢in atilan onemli son adim da sadece ¢ift sarmal
kiriklar1 degil tek sarmal kiriklariin da anlasilmasi i¢cin notral degil alkali kosullarda

islemin yapilmasi idi. Bu nedenle 1988 yilinda Singh ve ark. yiiksek alkali ortamda (pH
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>13) yontemi uygulamislardir. Bugiin hala Singh ve ark.’nin gelistirmis oldugu, hem

tek hem de ¢ift zincir kiriklarimin anlagilmasini saglayan metod kullanilmaktadir.

2.6.1. COMET ASSAY METODOLOJISI

Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla tercih edilen diger adiyla “Comet Assay”
teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarini1 saptamak ve miktarini belirlemek i¢in uygulanan
non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan mikroskobik yontemdir. Yaslanma, molekiiler
epidemiyoloji, klinik ve genetik toksikoloji alanlarin da O6nemli uygulamalar1 olan
“Comet Assay’’ son yillarda giderek artan bir siklikta apoptoz, oksidatif stres-
antioksidan ¢alismalarinda da yeralmistir (71).

Mikroskop lami iizerindeki agaroz jel i¢ine gomiilen hiicreler, zarlarm parcalanip
cekirdekte bulunan siipersarmal DNA’nin serbestlesmesi i¢in lizis islemine tabi tutulur.
Alkali ortamda siipersarmal yap1 gevser, acilir ve kiriklar ortaya ciktiktan sonra
elektroforez etkisi ile kirilmis DNA zincirleri anoda dogru go¢ edip kuyruklu yildiz
goriintiisii olusturur. Lizis basamagindan sonra ilave kiriklar olusmamasi i¢in islemler
miimkiin oldugunca karanlik ortamda gerceklestirilmelidir. Comet sayimi deneye hakim

tek bir kisi tarafindan yapilmalidir.

2.6.2. ““COMET ASSAY”’ BASAMAKLARI

1. Hiicrelerin hazirlanmasi: Kiiltiire edilmis hiicreler, tam kan 6rnekleri, kemik
iligi, doku Ornekleri, sperm hiicreleri materyal olarak kullamilabilir. Tam kan
orneklerinde DNA hasar calismasinda heparinize kan kiiltiir ortamina almir, diisiik
erime noktal agaroz ile karistirilarak kullanilir. Kan 6rneklerinde hiicre fraksiyonlari
histopak ile izole edildikten sonra kullanilir. Fibroblast ve cesitli doku orneklerinde ise
tripsin-EDTA ile muamele edilerek Once proteinler uzaklastirilir. Semen 6rneklerinde
semen iceriginden hiicreler izole edilir. Bu tip 0n islemlerle serbestlesen hiicreler agaroz
jel ile kaplama yapilmis lamlar tizerine uygulanirlar.

2. Hiicrelerin jele gomiilmesi : Hiicreler hazirlanmadan 6nce normal erime
noktali agaroz jel mikroskop lamlaria tamamen yayilir. Diisiik erime noktali agaroz jel
icinde siispansiye edilmis hiicreler kaplama yapilmis olan lamlarm iizerine yayailir.
Yaklasik 10.000 hiicre ile islemin gerceklestirilmesi en idealidir.

3. Lizis: Agaroz jel donduktan sonra yiiksek konsantrasyonda tuz, deterjan ve
proteinaz K iceren lizis c¢ozeltisinde gece boyu bekletilir. Lizis islemi sirasinda

membranlar parcalanir ve hiicre igcerigi ¢ekirdekten uzaklagtirilir.
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4. Alkali ortamda DNA siipersarmal yapisinin ¢oziilmesi: Hazirlanmis olan
preparatlar ¢ift sarmal DNA yapisinin acilmasi i¢in elektroforez 6ncesinde yiiksek alkali
ozellikteki (pH>13) elektroforez tamponunda inkiibe edilir. Alkali tampon igersinde
cekirdekteki cift sarmal DNA, zincir kiriklarmin bulundugu noktalardan agilmaya
baslar. Islem siiresi hiicre tipine gore degismekle birlikte genellikle 20-40 dk olarak
uygulanmaktadir.

5. Elektroforez: Alkali ortamda DNA sarmalinin agilmasindan sonra, jel icinde
olusan tek zincir DNA alkali kosullarda elektroforeze tabi tutularak comet olusumu
saglanir. Elektrik akimi uygulandig1 zaman, anoda dogru hareket eden DNA parcgalari
bir kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Hasarsiz DNA ise cekirdekten c¢ikamaz.
Elektroforez 24 V, 300 mA akim ve yine hiicre tipine gore 15-25 dk siire i¢inde
gercgeklestirilir.

6. Notralizasyon: Alkali ortamda elektroforezden sonra, jel pH’smin
notralizasyonu i¢in lamlar uygun bir tamponla (pH 7,5) Ser dk ii¢ defa yikanir.
Notralizasyondan sonra lamlarin boyanma islemine gegilir.

7. DNA’nin boyanmasi: ‘‘Comet’’in goriintiilenmesi i¢in floresan boya ve uygun
biiyiitme segilir. Isaretleme icin en ¢ok kullanilan floresan boya etidyum bromiirdiir.
Boyama sonrasinda floresan mikroskobunda anoda dogru go¢ eden DNA fragmanlari
kuyruklu yildiz goriintiisii verir, hasarsiz DNA ise yuvarlagims: bir seklinde goriiliir.

8. Comet goriintiilerinin sayllmas1 ve DNA hasarmin belirlenmesi: Giivenilir
sonuclar elde edebilmek icin degerlendirme deneyimli bir kisi tarafindan yapilmalidir.
““Comet’’lerin say1lmasinda iki farkl yol izlenebilir:

a) Gorsel analiz: Gorsel degerlendirmeye gore ‘‘comet’’ler DNA gb¢ uzunluguna
gore 3 kategoride tamimlanir. Smiflandirma ‘‘comet’’lerin goriiniimiine gore soyle
tanimlanir: Parlak bagli objeler ve goriinmeyen kuyruklar O kategorisine girer
(kuyruksuz yuvarlak seklindeki goriintiiler), cok kiiciik basli cometler ve uzun dagmik
kuyruklar 2. kategoriye girer, 0-2 kategorileri arasinda yer alan ‘‘comet’’ler kolaylikla
ayirt edilebilecek sekilde yer alir. Sayim iglemi i¢in her lamdan rastgele 100 ‘‘comet’’
secilir ve her birine i¢inde bulunduklar: kategoriye gore bir deger verilir.

b) Bilgisayarh goriintii analizi: Mikroskop ile baglantili olan kamera sistemi ile
“‘comet’’lerin goriintiileri tespit edilir. Bu islem icin iiretilen yazilimlar ile otomatik

degerlendirme yapilir. Programlar kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans
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yiizdesi, kuyruk momenti gibi cesitli parametreleri belirleyebilecek sekilde

tasarlanmistir (72).

2.7. CEVRESEL ETMENLER

Kimyasal kirleticiler erkek infertilitesine etki eden en 6nemli faktorler arasindadir.
Tiirkiye’de ve diinya genelinde yaygin olarak kullanilan sigara da icerdigi pek cok zararl

kimyasaldan 6tiirii arastirmaya dahil edilmistir.

2.7.1. Sigara

Diinyanin en hizli yayilan ve en uzun siiren salgini olarak nitelendirilen tiitiin ilk
kez Amerika’da iiretilmis ve kisa siirede tiim diinyaya yayilmistir. Ozellikle 1. ve II.
Diinya savaslarindaki cephedeki askerlere sigara gonderilmesi sigara tiryakiliginin
yayilmasinda biiyiik etkileri olmustur. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan sigara
kullanmak, biyo-sosyopsikolojik zehirlenme olarak tarif edilmektedir (73).

Diinya genelinde sigara kullamima kars1 pek cok kampanya yiiriitiiliiyor olmasina
karsin, sigara tiim diinyada halen cok yaygin olarak kullanilmaktadir. ABD’deki iireme
cagindaki erkeklerin yaklasik % 35’1, kadinlarin % 30’u sigara i¢cmektedir. Avrupa’da
sigara oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir, halkin % 35°i sigara icmektedir. Ozellikle
Tiirkiye, Yunanistan ve Bulgaristan gibi dogu Avrupa’da bulunan iilkelerde bu oran %
44’lere ulasmaktadir (74,75).

Sigara i¢ilmesi sirasinda tiitiin yapraklarmin yanmasi ile pek cok yanma {iriinii
olusumu gozlenir. Sigara dumani icerisinde bilinen yaklasik 4700 bilesik vardir. Bu
bilesenlerden pek ¢ogu farmakolojik olarak aktif, toksik, mutajenik, karsinojenik olarak
bilinmektedir. Bunlardan bazilar1 oksidanlar, prooksidanlar, serbest radikaller,rediikleyici
ajanlar, formaldehid, asetaldehid, akrolein gibi aldehit ve ketonlar, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, fenolik bilesikler, karboksilik asitler, steroidler, nitrozamindir (76,77).

Sigara akciger kanseri, kronik bronsit ve koroner kalp hastaliklarmma yol actigi
bilinmektedir. Agirhikl sigara kullanimmin oldugu iilkelerde akciger kanserinin % 80
90’nindan, kronik bronsit ve amfizem 6liimlerinin % 75-90’nindan, koroner kalp hastalig1
Olimlerinin % 25-30’undan sigara sorumlu tutulmaktadir (78).

Sigaranin infertilite nedeni olabilecegi uzun yillardir tartisiimaktadir. Fertilite,
hipotalamus-hipofiz-over aksi, gametler ve endometriuma kadar bir¢ok sistemin normal
caligmast sonucunda olusur. Ureme karmasik bir sistemdir ve sistemin icindeki yapilar

bir¢ok faktdrden oldukga kolay etkilenmektedir (79-80). Sigara icmenin sperm kalitesini
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etkileyip etkilemedigi konusunda heniiz bir sonuca varilamamistir. Baz1 arastirmacilara
gore sigara sperm yogunluk ve motilitesini bozmakta fakat morfolojiyi etkilememektedir
(81). Bazilarima gore ise sigara yogunluk ve motilite ile birlikte morfolojiyi de
bozmaktadir (82).

In vitro fertilizasyon iizerine yapilan bazi gahgmalardan ¢ikan bulgulara gore
sigaranin in vitro fertilizasyonda, fertilizasyon oraninim azaltti1, oosit sayisi azalttigy,
gebelik oranlarini diisiirdiigii ve diisiik oranlarini artirdigi bildirilmektedir (83,84).

Sigara dumaninin katran olarak adlandirilan kisminda, kinon, semikinon,
hidrokinon, gaz fazi, karbon ve oksijen merkezli serbest radikaller yiiksek oranlarda

bulunmaktadir (85).

2.7.2. Eser Elementler

Makro elementler, giinde 100 mg’dan fazla miktarda gerekli olan ve dokularda
mg/kg doku diizeylerinde bulunan elementlerdir. C, H, O ve N karbonhidratlar, lipidler,
proteinler ve niikleik asitlerin yap1 tas1 olan makro elementlerdir. Na, K, Cl, Ca, P, Mg ve
S insan viicudunda bulunan makro minerallerdir. Bunlardan bagska viicutta cok az bulunan
elementler vardir. Bunlara eser element denir.

Eser elementler, giinde 100 mg’dan fazla miktarda gerekli olan ve dokularda mg/kg
doku diizeylerinde bulunan elementlerdir. Fe, Cu, Zn, Co, Mn, Cr, Mo, Se, F ve 1 eser
elementlerdir.

Ultra eser elementler, giinde 100 pg kadar1 gerekli olan ve dokularda pg/kg
doku diizeylerinde bulunan elementlerdir. As, B, Br, Cd, Pb, Li, Ni, Si, Sn, V ve Sr ultra
eser elementlerdir.

Bir element, yeterli miktarda alinmadiginda organizmada bir fonksiyon bozuklugu
goriiliirse ve sadece o elementin fizyolojik miktarlar1 bu bozuklugu 6nler veya ortadan
kaldirirsa esansiyel element olarak adlandirilir (86).

Eser elementler biyolojik sistemleri etkileyerek, c¢esitli mekanizmalar yoluyla

biyolojik sistemlerde rol oynamaktadir (87).

2.7.2.1. Bakir (Cu)

Viicuttaki bakir diizeyi oldukca diisiiktiir ancak, bu normal viicut islevleri i¢in
oldukca Onemlidir (88). Organizmaya, bakir pek cok islev icin gereklidir. Bakirmn
plazmadaki miktar1 genelde sabit olsa bile cesitli patolojik ve normal durumlarda

degisebilir. Bakirin en ¢ok bulundugu organlar sirasi ile karaciger, kalp, bobrek, beyin,
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pankreas, goz ve sactir (89). Hiicre icinde en cok mitokondrilerde bulunur. Insan
viicudunda anahtar gorevi yapan bir cok enzimin yapi tasidir. Bu enzimlerden bazilari
sitokrom oksidaz, seruloplazmin, katalaz, hemokuprindir (90). Bakir enerji veya
antioksidan metabolizmasinda rol alan cesitli metalloenzim ve metalloproteinler i¢in
onemlidir. Bundan baska, sinirleri saran koruyucu kilifin olusumu da viicuttaki bakir
miktarma bagimhidir. Bakirin sican ve kopek spermleri iizerine oldukga toksik etki
gosterdigi bilinmektedir (91). Bazi calismalardan ¢ikan sonucglara gore bakir, spermler

lizerine en toksik etkili elementtir (92).

2.7.2.2. Kursun (Pb)

Kursunun eser miktarlar1 bile sindirim sisteminden absorbe edilerek kanla dokulara
iletilir. Ancak, gida giivenliginin 6nemsenmemesi ve bilin¢siz beslenme aligkanliklarmin
yayginlig1 sorunu genellestirmektedir (93).

Alkollii igkiler ve sigara kullammmi Onemli diizeyde kursun alimina yol acgan
aliskanliklardir (94). Mesleki olarak kursuna maruz kalmanin semen kalitesini
bozduguna, diisiik sayisini artirdigina, testis fonksiyonlarma etki ettigine dair ¢aligsmalar
mevcuttur (95,96). Petrol ya da metal baglantili isleri kursuna maruziyeti artiran
faktorlerdendir. Bu mesleklerde calisan erkeklerin sperm kalitelerinde diisiis olmaktadir

97).

2.7.2.3. Nikel (Ni)

Nikel dogada ¢ok yaygin bulunun bir metaldir. Nikel ve nikel bilesenleri sagliga
zarar veren maddelerdir. Insanlar genel olarak nikele hava, su ve yemek yoluyla maruz
kalmaktadir. Nikel maruziyeti bulunan hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan
arastirmalar nikel bilesenlerinin toksik ve karsinojen etkisi oldugunu gostermistir (98).

Nikel igeren iiriinlerin fazla tiiketimi, nikel ve bilesenlerinin iiretimi, kullanim1 ve
imhasinda olusan ¢evre kirliligi kaginilmazdir. Insanlar nikele, solunum yoluyla, agiz
yoluyla, i¢cme suyuyla, bazi gidalarin tiikketimiyle veya sigara icilmesiyle maruz
kalabilir.Bu kirlilik, nikelin deriyle temasmdan olusan nikel alerjisi, akciger kanseri,
girtlak kanseri ve bobrek hastaliklar: gibi 6nemli rahatsizliklara yol agmaktadir (99).

Nikel, toksik ve karsinojenik bir metal olup sperm DNA’s1 birincil hedeflerinden
biridir. Deneysel olarak Ni klorite maruz birakilan erkek farelerin sperm sayilarmin
diistiigli ve kromozomal anomalilerin oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda Ni uygulamasi

az oranda Cu seviyesinin artigini saglar. Bu anomaliliklerin olas1 mekanizmalar1 Ni ve Cu
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aracili redoks reaksiyonlarinda ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin yarattigt DNA

hasarin1 kapsamaktadir (100).

2.7.2.4. Aliminyum (Al)

Aliiminyum, yeni teknolojilerin de etkisiyle kullanimi giderek artan bir iiriin olarak
21. yiizyil metali olarak goriilmektedir. 189011 yillardan bu yana aliiminyumun
endiistriyel capta iiretimi ¢ok kolaylasmistir.

Insan saghg ile iliskisi gittikce Snem kazanan aliiminyum genellikle zararsiz olarak
bilinse de; yiiksek derisimlerine ya da diisiik dozlarma uzun siireli maruz saglik
sorunlarma neden olabilmektedir. Bu yiizden viicuda fazla aliminyum alinmasi
sakincalidir. Aliiminyumun Alzehimer (101) noromotor hastaliklar (102) hematolojik
system (103) ile iliskisini arastiran caligmalar mevcuttur.

Sicanlarla yapilan bir arastirmada periton icine enjekte edilen aliiminyum siilfatin
sican testisinde yol actigr germinatif hasar ve bobrekte ozellikle tiibiiler sisteme yaptigi
dejeneratif hasar gosterilmistir. Bu organlarda gosterilen histolojik hasarin Al ile birlikte

periton i¢ine vitamin E verilmesiyle ortadan kalktig: bildirilmistir (104,105).

2.7.2.5. Krom (Cr)

Krom dogal olarak kayalarda, bitkilerde, toprakta, volkanik tozlarda ve gazlarda
bulunur. insanlarda ve bitkilerde esas olarak bulunan ii¢ degerli krom ise gliikoz, yag ve
protein metabolizmalarinda 6nemli rol oynar. Insanlar mesleki ya da endiistriyel olarak
yiikksek dozda kroma maruz kalirlar (106).

Krom bilesenlerinin erkek tireme sistemine toksik etki yaptigina dair sinirlt da olsa
bilgiler mevcuttur. Cin’de yapilan bir arastirmada elektro kaplama isinde ¢alisan ve krom
maruziyeti bulunan 21 isci kontroller ile karsilastirildiginda diisiik sperm sayisi ve
motilitesine karsilik artmis Folikiil Stimiilan Hormon’a rastlanmistir. Yine yapilan baska
bir caligmaya gore krom ve nikel maruziyeti bulunan erkeklerde artmis sperm kuyruk
hasarlari, azalmig sperm sayisina rastlanmistir (107).

Kemirgenlerin testikiiler fonksiyonlarinda ve insan spermi iizerine kromun toksik

etkileri yapilan bazi arastirmalarla gosterilmigtir (108).

2.7.2.6. Mangan (Mn)
Mangan viicutta bircok metalloenzimin yapisinda 2+ veya 3+ bulunan bir

biyoelementtir. Giinliik gereksinimi 2.5- 5 mg kadardwr. Besinlerle alman Mn’in ince
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bagirsaklardan heniiz tam olarak aciklanamayan bir mekanizmayla emildigi, kalsiyum,
fosfor, ferik sitrat ve soya proteininin emilimini azalttigi gosterilmistir. Mn
metabolizmas1 emilimden ziyade atiimmna gore diizenlenmekte, fazlas1 safrayla
atilmaktadir. Mangan plazmada transmanganin adli B1-globiiline baglanarak tasinir.
Erigkin bir kisinin viicudunda, basta karaciger ve retina olmak iizere tiim dokulara
dagilmis halde toplam 10- 20 mg Mn bulunur. Mn 06zellikle hiicrenin mitokondri
kesitinde boldur. Gozyasinin Mn konsantrasyonunun serumun 50 kati oldugu
gosterilmistir (86).

Mn toksisitesi madenciler, kaynakg¢ilar, ilag, seramik, ¢omlek ve cam iiretiminde
calisanlarda sik goriilir. Yapilan bazi arastirmalar manganin semen kalitesi ve
infertiliteyi etkileyerek tireme fonksiyonlarini degistirdigini bulmustur.

Mesleki olarak mangan maruziyeti bulunan erkeklerin fertilitelerinin bozuldugu,
erkek farelerin yiiksek dozda mangan aldiktan sonra fertilite ve ilireme sistemlerinde

bozukluk oldugu bilidirilmistir (109-111).

2.7.2.7. Vanadyum (V)

Insanlarda vanadyumun o6zgiin bir fonksiyonu tanimlanmamistir. Tiroid
metabolizmast ile ilgili oldugu V4" / V5* redoks cifti olusturarak enzim diizenleyicisi
veya kofaktorii olarak gorev yaptigi diisiiniilmektedir. Ayrica vanadyum bilesiklerinin
insiiline benzer etkiler ve antitiimoral etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Pentavalan
vanadat iyonunun fosfat anyonuna yapisal benzerliginden dolayr ATPazlar ve fosfatazlar
gibi enzimler iizerine inhibitor etkili oldugu ileri siiriilmektedir (86).

Vanadyum erkek iireme sisteminin fonksiyonlarmi etkileyen endiistriyel bir
tehlikedir. Vanadyum maruziyeti farkedilir spermatogenik tutuklanmaya, olgun sperm
sayisinda ve anormal sperm sayisinda artisa neden olmustur. Vanadyum ayni zamanda

sicanlarda genital organlarda dejenerasyona neden olur (112).

2.8. INDUKTIF OLARAK ESLESMIiS PLAZMA KUTLE SPEKTROMETRESI
(ICP-MS)

Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS); her tiirlii kat1 ve sivi
ornekte cok sayida elementin cok kisa bir siirede hassas ve dogru olarak olciilmesine
olanak tanmiyan bir sistemdir. Kalitatif, yari-kantitatif veya kantitatif analiz yapilarak
dogada ve dolayist ile canli organizmada bulunabilen pek ¢ok temel ve toksik elementin

analiz edilmesini saglayan bir inorganik analiz teknigidir.



20

Analitik bir cihaz olarak ICP-MS iki iiniteden olusmaktadir:

1) Indiiktif olarak eslestirilmis plazma (ICP) ve

2) Kiitle spektrometresi (MS) (Sekil 2-5).

Analiz edilmek istenen Ornekteki elementler ICP de iyonlastirildiktan sonra kiitle
spektroskopisine gonderilirler ve burada kiitle/yiikk (m/z) oranlarina gore ayrilarak
Olciiliirler. ICP-MS’teki plazma optik emisyon spektrometresinde kullanilan Argon (Ar)
plazmasi ile aymidir. Periyodik tablodaki bir¢ok elementin birinci iyonlagma enerjileri
Argonun iyonlagsma enerjisinden (15.76 eV) kiiciik oldugu i¢in elementler plazma
icerisinde pozitif iyonlara doniisiirler. Bir ICP-MS cihazinda esas olarak su boliimler

bulunmaktadir:

Ornek gonderici sistem,

ICP,

Aktarici koniler (interface cones),
Iyon lens sistemi,

Kiitle secici (mass filter),

Dedektor (electron multiplier tube) ve

A o

Vakum sistemi.

ICP-MS direk olarak c¢ozeltide iz element derisimlerinin belirlenmesinde
uygundur. Bircok element i¢in gozlenebilme st ng/L’nin (ppb ve daha diisiik
derisimler) altindadir. Cok sayida elementi ayn1 anda analiz edebilme 6zelligi sayesinde
nitel analizlerde ve izotop oranlarmin belirlenmesinde oldugu gibi, basta metalik
elementler olmak iizere periyodik tablodaki elementlerin biiyiik cogunlugunun nicel ve
yari-nitel tayinlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. ICP-MS’in calisma araligi
diger yontemlere oranla oldukca genistir. Bir¢cok element icin pg-mg/L arasinda
kalibrasyon grafikleri ¢izilebilmektedir ve bu farkli derisime sahip bircok elementin
aynt anda analizine olanak saglamaktadir. Degisik o6rnek gondericilerle (Laserle
asindirma-Laser Ablation-ICP-MS) eslestirildiginde ICP-MS, siv1 ornekler disinda kati
orneklerin analizinde de siklikla kullanilmaya baslanmistir. Diger tekniklerle de
eslestirilebilen Ornek gonderme sistemleri (hidriir olusturma, elektrotermal i1sitma,
lazerle parcalama, akisa enjeksiyon sistemi, ¢esitli sislestiriciler, vb.) ayn1 sekilde ICP-

MS ile de kullanilabilir. ICP-MS’e likit kromatografisi (LC), iyon kromatografisi (IC)
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ve gaz kromatografisi (GC) gibi kromotografik sistemler de eklenerek elementlerin

tiirleri oldukca hassas bir sekilde belirlenebilmektedir (113).

Sekil 2-5: ICP-MS cihaz1



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1. Calismada Kullanilan Maddeler

3.1.1.1. Kimyasal Maddeler

Triton X-100 (Merck)

Hematoksilin (Merck)

Eosin (Merck)

Glutaraldehit (Sigma)

Anilin (Sigma)

Sperm yikama mediumu (Vitrolife)

Izotonik (Eczacibasi)

Immersiyon yag1 (Merck)

Normal erime noktali agaroz (Sigma)

Diisiik erime noktali agaroz (Sigma)
Etidyum bromiir (M.Biotech)

Trizma Base (Sigma)

Indiyum (Merck)

Galyum (Merck)

Multi-Element standart (inorganic Ventures)
NaCl (Sigma)

NaOH (Sigma)

EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit) (Amresco)

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Sigma)
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3.1.1.2. Cahsmada Kullanilan Kitler

Anneksin V-Fitc Assay Kit (AbD Serotec)

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar
Derin dondurucu (-80 ° C) (Nuaire),

Distile su cihaz1 (GFL),

Elektroforez gii¢c kaynagi (Model 1000/500 Biometra),
Isik Mikroskobu (Nikon),

Faz-Kontrast Mikroskobu (Nikon),

Floresan mikroskobu (Olympus BX51),
Goriintiileme sistemi (DP2-BSW),

ICP-MS (Thermo X Series 2),

Ornek Tablas1 (Cetac Asx-520),

Laminar hava akim cihazi (Forma Scientific),
Mini DNA elektroforez tanki (Biogen),

Mini santrifiij (Hettich-Eppendorf),

Santrifiij (Hettich-Universal 30 RF),

Santrifiij (Magafuge 1.0 Heraeus),

pH metre (Hanna),

Vorteks (Biosan),

Isitici Tabla (Stuart),

Mini yatay elektroforez tanki (Biolab),
Elektroforez gii¢c kaynagi (Model 1000/500 Biometra),
FACS Flow Sitometri (Beckon&Dickinson),

Otoklav (Hirayama),



24

Lam (Citoglas),
Lamel (Honka),
Polipropilen Steril Kap (Firatmed).

3.1.3. Calismada Kullanilan Denekler

3.1.3.1. Hasta Sec¢imi

Deneylerde kullanilan insan semen Ornekleri Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Unitesinden temin edilmistir.
Calismada toplam 52 erkek ile calisilmistir. Infertil sigara icen 13 erkek, infertil sigara
icmeyen 13 erkek, fertil sigara icen 13 erkek, fertil sigara igmeyen 13 erkek calismaya
alimmustir. Caligmaya katilan tiim hastalarin klinik bilgileri mevcuttur.

Tez ¢alismama baslamadan Once, yerel etik kurul onay1 alinarak yapilan ¢aligmalar

prosediire uygun sekilde yazili olarak beyan edilmistir.

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler
3.1.4.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi Icin Kullanilan Cézeltiler

PBS (Tuz iceren yikama eriyigi)

1,44 g/l Na,HPO,.2H,0
0,2 g/l KH,HPO,

8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

800 ml dH,O ile ¢oziilerek pH:7.4 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim 1 1t’ye
tamamlanir.

Normal Erime Noktah Agaroz (%1)

30 mg Normal Erime Noktali Agaroz
3000 pl dH,O igerisinde ¢oziiliir.

Diisiik Erime Noktalh Agaroz (%1)

10 mg Normal Erime Noktali Agaroz

1000 pl dH,O igerisinde ¢oziiliir.



Lizis Tamponu

2,5 M NaCl

100 mM EDTA

10 mM Trizma Base

% 1 Triton X-100

pH 10 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanur.

Elektroforez Tamponu

200 g NaOH

500 ml dH,O i¢inde ¢oziiliir.

14,89 g EDTA

pH 10 olacak seklide ayarlanir ve son hacim dH,O ile 200 ml’ye tamamlanir.
Bu hazirlanan iki ¢ozeltiden

30 ml NaOH

5 ml EDTA

pH >13 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanur.

Notralizasyon Tamponu

48,5 g Trizma Base
pH 7.5 olacak sekilde ayarlanir ve son hacim dH,O ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Boyama Soliisyonu

10X Stok:

10 mg etidyum bromiir (20 pg/mL)
50 ml dH,O ile karigtirlir.

1X Stok:

10X stoktan 1 ml alinir ve son hacim 9 ml dH,O ile tamamlanir.

25
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3.1.4.2. Eser Element Analizi icin Kullamlan Cozeltiler

Nitrik Oksit (%?2)

%65’lik Nitrik Asitten 15,38 ml
dH»O ile son hacim 500 mI’ye tamamlanir.

3.1.4.3. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondansasyonunun Gosterilmesi Icin
Kullamlan Cozeltiler

Anilin Mavisi
5 g Anilin Mavisi
100 ml PBS

100 ° C’de kaynayincaya kadar 1sitilir ve sonra sogumaya birakilir. Boyanin pH’s1
%100 asetik asit ile 3,5’e ayarlanir.

Glutaraldehit (%3)

12 ml %25’1ik hazir glutaraldehit
100 ml PBS ile tamamlanir.

3.1.4.4. Sperm Nuklear Kromatin Dekondansasyon Testi icin Kullamlan
Cozeltiler

Borat Tamponu

N32B407.H20 19,07 g/lt
1 M NaOH ile pH 9.0 ‘a ayarlanarak 1000 ml ‘ye tamamlanir.

SDS/EDTA soliisyonu (%1 SDS 6mM EDTA)

1,0 gr SDS
0,228 gr EDTA

Borate Buffer ile 100 ml’ye tamamlanir.
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Spermin Fiziksel Incelemesi

3.2.1.1. Likefaksiyon (Sivilasma)
Normal bir sperm Ornegi oda 1sisinda 60 dakika igerisinde likefiye edildi.

Likefaksiyon sonunda 6rnek iyice karistirildi. Daha sonra asagidaki basamaklara gecildi.

3.2.1.2. Goriiniim

Spermin muayenesi hemen likefaksiyondan sonra ya da 1 saat icerisinde yapildi.
Normalde homojen, gri-opelasan goriiniimde idi. Opasifikasyonun azalmasi sperm
konsantrasyonunun diisiik oldugunu diisiindiirdii. Kahverengi-kirmiz1 6rnekler eritrosit

bulundugunu akla getirdi. Toplanan sperm 6rnekleri bu bilgiler acisindan degerlendirildi.

3.2.1.3. Hacim
Ejakulatin hacmi dereceli, konik tabanli silindir tiiplerde yapildi.

3.2.1.4. Viskozite

Likefiye olduktan sonra ejakulat 5 ml'lik bir pipete cekilmis ve kendi agirhig ile
pipetin ucundan damlamasi saglandi. Bu sirada akarak uzayan damlanin boyu ol¢iildii. 2
cm'den fazla uzamasi viskozitenin artmis oldugunu gosterdi. Normal ejakulat pipetin

ucundan kii¢iik damlalar halinde dokiildii.

3.2.1.5. pH

Bunun icin 6.1 - 10.0 arasinda pH 6lcebilen indikator kagitlar kullanildi. Bir damla
sperm bu kagit iizerine damlatildi. Olusan renk degisimi, skala ile karsilastirilarak pH
tayin edildi. pH tayini ejakulat alindiktan sonra 1 saat icerisinde yapildi. Normal degerler
7.2 - 8.0 arasidur.

3.2.2. Mikroskopik Muayene
IIk muayenede sperm konsantrasyonu, motilitesi, agliitinasyon ve spermatozoa dis

hiicrelerin varlig1 arastirildi.

3.2.3. Sperm Sayisi
Sperm hiicrelerinin ejakulattaki konsantrasyonunu belirlemek i¢in Neubauer
kamera kullanildi. Neubauer kamerada sperm sayiminda 1/20 oraninda ejakulat

sulandirilarak sayim yapildi. Neubauer kamerada her biri 16 kiiciik kare iceren 5 biiyiik
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karedeki spermler sayildi. 1/20 sulandirmada 5 karede sayilan sperm sayist 1 milyon ile

carpildi.

3.2.4. Motilite Tayini

Her bir spermatozoanin motilitesi 4 derece iizerinden degerlendirilerek kaydedildi:

a. ileri-hizli

b. ileri-yavas

c. yerinde hareketli

d. hareketsiz

4-6 mikroskop alanm taranarak 100 spermatozoa sayildi. Her bir spermatozoa hangi
kategoriye gore hareket ediyorsa kaydedildi. Her kategori i¢in ortalama yiizde degerleri
hesaplandi. Aymi islem ayr1 bir semen damlast alinarak 2 kez tekrarlandi. Sonucta iki

inceleme neticesinin ortalamasi alindi.

3.2.5. Morfoloji Tayini

3.2.5.1. Diff-Quik Boyama Prosediirii

Lam iizerine bir damla semen damlatildi, diger bir lam ile semenin damlatildig:
lama 30°- 45° * lik bir agiyla yayma yapildi. Yaymalar 6nce Diff-quik fiksatifinde fikse
edildi. Daha sonra sirayla soliisyon 1 (eosin) ve 2 (azure soliisyonu) de S'er saniye
bekletilerek boyand1. Uciincii adim sonrasi1 lamlar deiyonize su ile yikandi. Fazla boya
uzaklastirildi. En son lamlar kapatici ile kapatildi.

Spermin morfolojik 6zellikleri Diinya Saglk Orgiitii (DSO) 2010 kriterleri
kullanilarak belirlendi (114).

3.2.6. Swim-Up Teknigi ile Hareketli Sperm Eldesi

Eppendorf icindeki semen konik bir tiipe alindi. Uzerine kendi hacmi kadar
medium eklendi.1600 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 atildi. Uzerine yine
kendi hacmi kadar medium eklendi ve karistirildi. 1600 devirde 10 dakika santrifiij edildi.
Ust s1v1 atild1. Peletin iizerine 1 ml medium eklendi. Kaliteli spermlerin yukari yiizmesi

icin 20 dakika beklendi (115).

3.2.7. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondansasyonunun Gosterilmesi

Ust kisimdan alman spermler lamlara damlatilip, damla lamel yardimiyla lamn
ucuna kadar yayilip/itilip kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar bir kapta glutaraldehit icine
almip +4°C’de 30 dakika bekletildi. Lamin On-arka yiizii izotonikle yikandi. Lamlarin
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izerini kaplayacak kadar Anilin Mavisi damlatilip, 7-8 dk karanlik ortamda bekletildi.
Tekrar izotonikle lamin On-arka yiizii yikandi. Kurumasi icin egik bir sekilde oda
sicakhginda birakildi. Mikroskopta 100 x Oil immersionda cesitli alanlardan iyi yapiya
sahip 100 adet sperm secilerek boyanma durumlarina gore sperm kromatin yapilari

degerlendirildi (116).

3.2.8. Sperm Nuklear Kromatin Dekondansasyon Testi

Ust kisimdan alman spermler minik cam tiiplere konulup iizerlerine 1 ml SDS-
EDTA eklenip, 7 dakika beklendi. SDS-EDTA’l1 tiipten alman 6rnek lama yayilip lamel
yardimiyla lamin ucuna kadar yayilip/itilip kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar fiksatif
icine alinip 10 dk beklenip lamin 6n-arka yiizii izotonikle yikandi. Lamlar Eosin i¢inde 1
dakika bekletilip lamin 6n-arka yiizii izotonikle yikandi. Lamlar son olarak hematoksilin
icinde 2 dk bekletildi ve lamin On-arka yiizii izotonikle yikandi. Kurumas: i¢in egik bir
sekilde oda sicakliginda birakilip, lam-lamel arasi preparat hazirlanarak mikroskopta
incelendi. Normal, siipheli, kivrik, ¢cok kivrik olarak degerlendirildi (117).

3.2.9. “Tek Hiicre Jel Elektroforez” Yontemi (Comet Analizi) ile DNA Hasar
Analizi

3.2.9.1. Slayt Tabanlarinin Hazirlanmasi

% 1’lik diisiik erime noktali agaroz ve % 1’lik normal erime noktali agaroz distile
su icerisinde hazirlandi. Agaroz c¢oziiliinceye kadar isitildi. Lamlar metanole batirilip,
atesten gecirildi. NMPA sicakken lamin iizerine dokiiliip (160pul) , kurumasi igin ya agik
havada ya da 50 ° C’ lik ortamda bekletildi. Kullanana kadar oda sicakliginda tutuldu
(yliksek nemli ortamda).

3.2.9.2. Hiicre izolasyonu/Uygulanmasi
Hazirlanmis olan lamin iizerine, 5-10 pl PBS icinde 10.000 hiicre olacak sekilde
75ul LMPA ile karistirilip yavasca yayildi. 5-10 dk tabakanin sertlesmesini beklendi.

3.2.9.3. Mikrojel Slaytlarinin Elektroforezi

Yaklasik 4 © C’de bir gece liziz soliisyonunda birakilan slaytlar miimkiin oldugunca
yakin araliklarla jel kutusuna dizildi. Taze hazirlanmis Elektroforez Tamponu slaytlarin
izeri tamamen kapanacak sekilde dolduruldu. 20-40 dk boyunca tampon i¢inde
bekletilip, gii¢c kaynagi 25 volt 300 mA olacak sekilde ayarlandi. Slaytlar 20-30 dakika

elektroforeze maruz birakilip, akim kesildi. Slaytlar tampondan ¢ikarilip, kuru bir yere
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dizildi. Uzerlerine notralizasyon tamponu dokiiliip 5 dakika beklendi ve aym islem iki
kere daha tekrarlandi. Slaytlar 80 pl EtBr ile boyanip, 5 dakika bekletilerek ve soguk
distile su ile boyanin fazlasi akitilarak lamel ile kapatild.

3.2.9.4. DNA Hasarmin Degerlendirilmesi

40 x objektif altinda floresan mikroskop ile degerlendirme yapildi. Rastgele
secilmis 100 hiicre sayildi. Kuyruk uzunluklarmma gore kategorize edildi. Hi¢ kuyrugu
olmayanlar (0), (Sekil 3-1), orta derece uzunlukta kuyruga sahip olanlar (1) (Sekil 3-2)
ve en uzun kuyruga sahip olanlar (2) grubuna (Sekil 3-3) (Sekil 3-4) dahil edildi.

0. Grup . Grup

Sekil 3-1: 0. grup comet goriintiisi ~ Sekil 3-2: 1. grup comet goriintiisii
2. Grup 2. Grup

Sekil 3-3: 2. grup comet goriintiisi ~ Sekil 3-4: 2. grup comet goriintiisii

(Goriintiiler bu tez ¢calismasiin bulgularindan elde edilmistir)

3.2.10. ICP-MS ile Eser Element Analizi

-80 ° C’de saklanmis olan hiicreler ¢oziildiikten sonra her bir semen drneginden
500ul almip 15 ml’lik falkon tiipe konuldu ve iizerine i¢ standartlar olarak adlandirilan
50 pl indium ve 50 upl galyum eklendi. Daha sonra % 2’lik nitrik asit ile 5 ml’ye
tamamlandi. Homojen bir yap1 elde etmek i¢in vortekslendi. Tiipler ornek tablasina

srastyla dizildi. ICP-MS cihazi da 6rnekleri sirasiyla degerlendirmeye alindu.
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3.2.11. Anneksin V-PI Akim Sitometri Yontemi ile Apoptoz ve Nekroz Analizi

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarmin dis yliziine yerlesirler. Dis ylize yerlesmis olan PS’ler, floresan
bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilirler.
Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (118).

Anneksin V/Propidium lodid (PI) boyali hiicrelerin akim sitometride analizi,
anneksin V ve PI negatif (cift negatif), anneksin V pozitif ve PI negatif (tek pozitif) veya
anneksin V ve PI pozitif (¢ift pozitif) kesimlenmis hiicrelerin tayinini saglar. Ornekler tek
parametreli histogramda veya cift parametreli noktasal grafikte analiz edilebilir. Bu
grafikte dagilimlarina gore; apoptozun erken evrelerindeki hiicreler, noktasal grafigin alt
sag kosesinde tek pozitif anneksin V-bagl hiicreler olarak konumlanir ve bu evrede hiicre
membranlart  hala biitiinliiklerini  koruduklar1 icin PI hiicre igerisine niifuz
edememektedir. Apoptozun sonraki evrelerinde, hem Anneksin V hem de PI hiicre
icerisinde bulunur. Nekrotik hiicre 6liimiine giden hiicreler de ayn1 sekilde hem anneksin
V hem de PI ile boyanmaktadir.

-80 ° C’de saklanmis olan hiicreler ¢oziildiikten sonra PBS ile iki defa yikandi.
“Anneksin V-Fitc Assay” Kkiti iceriginde bulunan bulunan baglama tamponu 1:4 oraninda
distile su ile seyreltildi. Hiicreler baglama tamponu ile 2-5x10° hiicre/ml olacak sekilde
stispanse hale getirildi. Her bir tiipe 195 pl hiicre siispansiyonu , 5 ul Anneksin V eklenip
karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 190 pl
baglama tamponunda yikandi ve 190 pl baglama tamponunda resiispanse edildi. 100 pl
Propidyum Iodit soliisyonu da eklendi ve tiiplerin iizerleri aliminyum folyo ile kaplanip

akim sitometri cihazinda 6l¢timleri yapild.

3.2.12. Istatistik Analiz

Normallik denetimi Shapiro Wilk testi ve histogram grafikleri cizilerek yapild.
Tanimlayic1 degerler ortalama + standart sapma ve medyan (minimum-maksimum)
seklinde sunuldu. 4 grup arasindaki karsilastirmalar Kruskal-Wallis H testi ile yapildi.
Kruskal-Wallis H testi sonras1 Bonferoni diizeltmeli ikili karsilastirmalar Mann Whitney
U testi ile degerlendirildi (anlamlilik smir1 p<0,0083 olarak alindi). Sigara i¢en-icmeyen

ikili grup kiyasinda normal dagilim gosterenler bagimsiz gruplarda T testi, digerleri
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Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Analizler SPSS 21 istatistik paket programinda
yapildi. Testler ¢ift yonlii ve anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alindi.



33

4. BULGULAR

4.1. Hasta Degerlendirmesi

Arastirmaya katilan hastalarin dogum yili bilgileri alind1 ve istatistiksel olarak
degerlendirildi. Infertil sigara icen grubun (I) yas ortancasi 34 (26-41) iken, infertil
sigara icmeyen grubun (II) yas ortancasi1 34 (25-47), fertil sigara icen grubun (III) yas
ortancasit 32 (27-37), fertil sigara igmeyen grubun (IV) yas ortancas1 37 (28-46) olarak
bulundu (Sekil 4-1) Yas degiskeni 4 grup arasinda benzer bulundu (p>0,05).

S0

- T T &=

40—
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35—

T T T T
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Sekil 4-1: Hasta degerlendirmesine gore yas ortancalari. Linfertil sigara icen
ILInfertil sigara igmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil sigara igmeyen. Yesil ok ¢== )
maksimum degerini, sar1 ok ( <) ortanca degerini, mor ok (4= ) minimum degerini

vermektedir.

4.2. Spermin Fiziksel incelenmesi

Semen Orneklerinin incelenmesi likefaksiyon (sivilagsma), pH, hacim, goriiniim ve
viskozite kategorilerinde yontemler boliimiinde agiklandig: seklinde yapild:.

Infertil sigara icen grubun semen hacimleri ortancas: 3 (3-4) iken, infertil sigara
icmeyen grubun semen voliimleri ortancasi 3.5 (3-5), fertil sigara icen grubun semen
hacimleri ortancas1 4 (3-6), fertil sigara icmeyen grubun semen voliimleri ortancasi 3.5
(3-6) olarak bulundu (Sekil 4-2). Hacim degiskeni 4 grup arasinda benzer bulundu
(p>0,05).
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Sekil 4-2: Spermin fiziksel incelemesine gore semen hacmi ortancalari. I.Infertil

sigara icen ILInfertil sigara icmeyen III. Fertil sigara icen V. Fertil sigara igcmeyen.

4.2.1. Sperm Sayisi

Neubauer kamerasinda yapilan sayim ile semen i¢inde sperm konsantrasyonu
tespit edildi. Infertil sigara icen grubun sperm say1 ortancast 28 (12-150) iken, infertil
sigara igmeyen grubun sperm say1 ortancasi 35 (17-70), fertil sigara icen grubun sperm
say1 ortancast 39 (10-72), fertil sigara igmeyen grubun sperm say1 ortancast 54 (35-74)
olarak bulundu (Sekil 4-3). Sperm sayr degiskeni gruplar arasinda Kruskal-Wallis
testine gore ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu (p=0,012). ikili kiyaslamalarda
4. grup 1. gruptan (p=0,005), 4. grup 2. gruptan (p=0,006) anlaml1 olarak farkli bulundu
(Tablo 4-1).
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Sperm Sayisi (milyon/ml )

Sekil 4-3: Sperm sayis1 (x10%/ml) . Linfertil sigara icen ILInfertil sigara icmeyen
III. Fertil sigara icen I'V. Fertil sigara igmeyen
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Grup N Ortanca |Minimum | Maksimum

P
Infertil Sigara icen 13 28 12 150
Infertil Sigara icmeyen 13 35 17 70
Fertil Sigara Icen 13 |39 10 72 0,012
Fertil Sigara Igmeyen 13 54 35 74

Kruskal-Wallis testi  **p<0,01 ileri diizeyde anlaml

Tablo 4-1: Sperm sayilarinin (x10°/ml ) istatistiksel degerlendirmesi

4.2.2. Morfoloji

Semen analizi, 151k mikroskobunda Diinya Saglik Orgiitii'niin (2010) (21)
morfoloji kriterlerine gore yapilan incelemede Diff-Quik boyama prosediirii
yontemlerde anlatildigr gibi uyguland1 (Sekil 4-4). Sperm morfolojisi; normal, bas,
boyun, kuyruk olarak dort grupta incelendi.

Sekil 4-4: Diff-Quik boyama prosediirii ile sperm morfolojisinin gosterilmesi.
Normal sperm (=== ), bas anomalisi olan sperm (=== ), boyun anomalisi olan sperm
(==>), kuyruk anomalisi olan sperm ( ==p)

Morfoloji bakimindan gruplar incelendiginde spermlerin gruplara dagilimi su
sekilde idi:
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4.2.2.1. Normal Morfoloji

Infertil sigara icen grubun normal morfolojiye sahip sperm say1 ortancas1 8 (1-20)
iken, infertil sigara igmeyen grubun normal morfolojiye sahip sperm say1 ortancast 17
(10-30), fertil sigara icen grubun normal morfolojiye sahip sperm say1 ortancasi 24 (14-
50), fertil sigara icmeyen grubun normal morfolojiye sahip sperm say1 ortancasi 37 (20-
70) olarak bulundu (Sekil 4-5). Analiz sonuglarina gore sperm normal morfoloji
degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis testine gore c¢ok ileri diizeyde anlamlh
olarak farkli bulundu (p<0,001). ikili kiyaslamalarda 2. grup 1. gruptan (p=0,008), 3.
grup 1. gruptan (p<0,001), 4. grup 1. gruptan (p<0,001), 4. grup 2. gruptan (p<0,001)
anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 4-2).
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Sekil 4-5: Normal morfolojiye sahip sperm ortancalari. IInfertil sigara icen

ILInfertil sigara icmeyen III. Fertil sigara igen IV. Fertil sigara icmeyen.

Grup N Ortanca |Minimum |Maksimum

P
Infertil Sigara icen 13 8 1 20
Infertil Sigara igmeyen |13 17 10 30
Fertil Sigara Igen 13 24 14 50 <0,001 %%
Fertil Sigara Igmeyen 13 37 20 70

Kruskal-Wallis testi  ***p<0,001 ¢ok ileri diizeyde anlaml1

Tablo 4-2: Normal morfolojiye sahip spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi




4.2.2.2. Bas Anomalisi

Bas anomalisine sahip spermler gruplara gore incelendiginde: infertil sigara icen
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grubun bas anomalisine sahip sperm sayi ortancast 75 (40-90) iken, infertil sigara

icmeyen grubun bas anomalisine sahip sperm say1 ortancast 39 (15-55), fertil sigara icen

grubun bas anomalisine sahip sperm say1 ortancas1 54 (25-80), fertil sigara icmeyen

grubun bas anomalisine sahip sperm say1 ortancast 30 (10-50) olarak bulundu (Sekil 4-

6). Analiz sonuglarina gore sperm bas anomalisi degiskeni dort grup arasinda Kruskal-

Wallis testine gore cok ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu (p<0,001). ikili

kiyaslamalarda 1. grup 2. gruptan (p<0,001), 1. grup 4. gruptan (p<0,001), 3. grup 4.

gruptan (p<0,001), 3. grup 2. gruptan (p=0,003) anlaml1 olarak yiiksek bulundu (Tablo

4-3).
Grup
N Ortanca |Minimum |Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 75 40 90
Infertil Sigara icmeyen 13 39 15 55
Fertil Sigara Icen 13 54 25 80 <0,001 %%
Fertil Sigara Igmeyen 13 30 10 50

Kruskal-Wallis testi

##%p<0,001 cok ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-3: Bas anomalisine sahip spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi.
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Sekil 4-6: Bas anomalisine sahip sperm ortancalar1. I.infertil sigara icen ILInfertil sigara

icmeyen III. Fertil sigara igen I'V. Fertil sigara icmeyen.




4.2.2.3. Boyun Anomalisi

Boyun anomalisine sahip spermler gruplara gore incelendiginde: Infertil sigara
icen grubun boyun anomalisine sahip sperm say1 ortancas: 7 (1-38) iken, infertil sigara
icmeyen grubun boyun anomalisine sahip sperm say1 ortancasi 20 (10-54), fertil sigara
icen grubun boyun anomalisine sahip sperm say1 ortancast 5 (2-32), fertil sigara
icmeyen grubun boyun anomalisine sahip sperm say1 ortancasi 10 (3-37) olarak bulundu
(Sekil 4-7). Analiz sonuglarma gore sperm boyun anomalisi degiskeni dort grup
arasinda Kruskal-Wallis testine gore ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu

(p=0,003). Ikili kiyaslamalarda 2. grup 3. gruptan anlamli olarak yiiksek bulundu

(p=0,001) (Tablo 4-4).

Grup

N Ortanca |Minimum | Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 7 1 38
Infertil Sigara icmeyen 13 20 10 54
Fertil Sigara I¢en 13 5 2 32 0.003%*
Fertil Sigara Igmeyen 13 10 3 37

Kruskal-Wallis testi

*#p<0,01 ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-4: Boyun anomalisine sahip spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi
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Sekil 4-7: Boyun anomalisine sahip sperm ortancalar1. I.infertil sigara icen II.infertil
sigara icmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil sigara icmeyen.
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4.2.2.4. Kuyruk Anomalisi

Kuyruk anomalisine sahip spermler gruplara gore incelendiginde: Infertil sigara
icen grubun kuyruk anomalisine sahip sperm say1 ortancas1 6 (1-28) iken, infertil sigara
icmeyen grubun kuyruk anomalisine sahip sperm say1 ortancasi 20 (0-35), fertil sigara
icen grubun kuyruk anomalisine sahip sperm sayi ortancasit 2 (0-20), fertil sigara
icmeyen grubun kuyruk anomalisine sahip sperm say1 ortancasi 5 (0-36) olarak bulundu
(Sekil 4-8). Analiz sonuclarma gore sperm kuyruk anomalisi degiskeni dort grup
arasinda Kruskal-Wallis testine gore ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu
(p=0,011). Ikili kiyaslamalarda 2. grup 3. gruptan anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0,001) (Tablo 4-5).

Grup

N Ortanca | Minimum | Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 6 1 28
Infertil Sigara icmeyen 13 20 0 35
Fertil Sigara I¢en 13 2 0 20 0,011%%*
Fertil Sigara Igmeyen 13 5 0 36

Kruskal-Wallis testi  **p<0,01 ileri diizeyde anlaml

Tablo 4-5: Kuyruk anomalisine sahip spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi
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Sekil 4-8: Kuyruk anomalisine sahip sperm ortancalari. I.Infertil sigara icen ILInfertil
sigara icmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil sigara icmeyen.
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4.2.3. Motilite
Motilite bakimindan gruplar 4 kategoride degerlendirildi. Bu kategoriler:

-Hizli ileri
-Yavas ileri
-Yerinde hareketli

-Yerinde duran

4.2.3.1. Hizh lleri

Hizli ileri spermlerin gruplara dagilimi su sekilde idi:

Infertil sigara icen grubun hizli ileri motiliteye sahip sperm say1 ortancas1 20 (0-
30) iken, infertil sigara igmeyen grubun hizli ileri motiliteye sahip sperm say1 ortancasi
25 (10-30), fertil sigara igen grubun hizli ileri motiliteye sahip sperm say1 ortancasi 27
(10-30), fertil sigara igmeyen grubun hizli ileri motiliteye sahip sperm say1 ortancasi 20
(10-30) olarak bulundu (Sekil 4-9).

Tiim bu gruplarin analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel analiz
sonucglarma gore dort grup arasinda spermlerin hizlh ileri motilitesinde anlamli bir fark

bulunmadi (p=0,225) (Tablo 4-6).
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Sekil 4-9: Hizl ileri harekete sahip sperm ortancalari. IInfertil sigara igen II.Infertil
sigara icmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil sigara icmeyen.
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Grup

N Ortanca |Minimum |Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 20 0 30
Infertil Sigara igmeyen 13 25 10 30
Fertil Sigara Igen 13 27 10 30 0,225
Fertil Sigara Igmeyen 13 20 10 30

Kruskal-Wallis testi

Tablo 4-6: Hizli ileri harekete sahip spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi

4.2.3.2. Yavas lleri

Infertil sigara igen grubun yavas ileri motiliteye sahip sperm say1 ortancasi 27

(2-33) iken, infertil sigara igmeyen grubun yavas ileri motiliteye sahip sperm sayi
ortancast 27 (20-33), fertil sigara icen grubun yavas ileri motiliteye sahip sperm say1

ortancast 30 (20-35), fertil sigara igmeyen grubun yavas ileri motiliteye sahip sperm

say1 ortancasi 25 (15-35) olarak bulundu ($ekil 4-10).

Tiim bu gruplarin analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel analiz

sonucglarma gore dort grup arasinda spermlerin hizlh ileri motilitesinde anlamli bir fark

bulunmadi (p=0,917) (Tablo 4-7).
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Sekil 4-10: Yavas ileri harekete sahip sperm ortancalar1. I.infertil sigara icen IL.Infertil

sigara icmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil sigara icmeyen.
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Grup

N Ortanca |Minimum |Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 27 2 33
Infertil Sigara igmeyen 13 27 20 33
Fertil Sigara Igen 13 30 20 35 0,917
Fertil Sigara Igmeyen 13 25 15 35

Kruskal-Wallis testi

Tablo 4-7: Yavas ileri harekete sahip spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi

4.2.3.3. Yerinde Hareketli
Infertil sigara icen grubun yerinde hareketli motiliteye sahip sperm say1
ortancasi 3 (2-5) iken, infertil sigara icmeyen grubun yerinde hareketli motiliteye sahip
sperm say1 ortancasi 3 (2-5), fertil sigara icen grubun yerinde hareketli motiliteye sahip
sperm say1 ortancasi 3 (0-5), fertil sigara igmeyen grubun yerinde hareketli motiliteye
sahip sperm say1 ortancasi 5 (0-5) olarak bulundu (Sekil 4-11).
Tiim bu gruplarin analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel analiz
sonucglarma gore dort grup arasinda spermlerin hizlh ileri motilitesinde anlamli bir fark

bulunmadi (p=0,675) (Tablo 4-8).
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Sekil 4-11: Yerinde hareketli sperm ortancalar1. I.Infertil sigara icen II.infertil sigara

icmeyen III. Fertil sigara igen 4. Fertil sigara icmeyen.
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Grup

N Ortanca |Minimum |Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 3 2 5
Infertil Sigara igmeyen 13 3 2 5
Fertil Sigara Igen 13 3 0 5 0,675
Fertil Sigara Igmeyen 13 5 0 5

Kruskal-Wallis testi

Tablo 4-8: Yerinde hareketli spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi

4.2.3.4. Yerinde Duran
Infertil sigara icen grubun yerinde duran motiliteye sahip sperm say1 ortancasi
47 (35-95) iken, infertil sigara igmeyen grubun yerinde duran motiliteye sahip sperm
say1 ortancas1 45 (35-65), fertil sigara icen grubun yerinde duran motiliteye sahip sperm
say1 ortancas1 40 (33-65), fertil sigara icmeyen grubun yerinde duran motiliteye sahip
sperm say1 ortancasi 47 (35-70) olarak bulundu (Sekil 4-12).
Tiim bu gruplarin analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel analiz
sonucglarma gore dort grup arasinda spermlerin hizlh ileri motilitesinde anlamli bir fark

bulunmadi (p=0,428) (Tablo 4-9).
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Sekil 4-12: Yerinde duran sperm ortancalar1. I.Infertil sigara icen II.infertil sigara
icmeyen III. Fertil sigara igen I'V. Fertil sigara icmeyen.
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Grup

N Ortanca |Minimum |Maksimum p
Infertil Sigara icen 13 47 35 95
Infertil Sigara igmeyen 13 45 35 65
Fertil Sigara Igen 13 40 33 65 0,428
Fertil Sigara Igmeyen 13 47 35 70

Kruskal-Wallis testi

Tablo 4-9: Yerinde duran spermlerin istatistiksel degerlendirilmesi

4.3. Sperm Nuklear Kromatin Dekondansasyon Testi

Sperm kromatin yapisindaki bozuklugu 6lgmek i¢in uygulanan bir test olan sperm

kromatin nuklear dekondansasyon testinde spermler sisme oranlarina goére 4 gruba

ayrildi (En ¢ok sisenden hi¢ sismeyene dogru A4-Al) Test sonuglarina gore en cok

sisen spermler en 1yi dolleme yetenegine sahip oldugu i¢in bu gruptaki (A4) (Sekil 4-

13) spermlerin oram istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sekil 4-13: Sperm nuklear kromatin dekondansasyon testi.

Sar1 ok &> ) ile gosterilmis olanlar en cok sisen, kromatin dekondansasyonu yiiksek

pozitif spermlerdir.
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Infertil sigara icen gruptaki A4 sperm say1 ortancasi 17 (13-40) iken, infertil sigara

icmeyen grubun A4 sperm say1 ortancasi 38 (21-48), fertil sigara icen grubun A4 sperm

say1 ortancast 30 (10-45), fertil sigara icmeyen grubun A4 sperm say1 ortancasi 43 (28-

57) olarak bulundu (Sekil 4-14). A4 sperm degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis

testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarma gore gruplar arasinda cok ileri

diizeyde anlamli olarak fark bulundu (p<0,001). ikili kiyaslamalarda 2. grup 1. gruptan
(p<0,001), 4. grup 1. gruptan (p<0,001) anlaml olarak yiiksek bulundu (Tablo 4-10).
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Sekil 4-14: Sperm nuklear kromatin dekondansasyon

testi yiiksek

pozitif sperm

ortancalar1 IInfertil sigara icen IL.Infertil sigara icmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil

sigara icmeyen

Grup No N Ortanca |Minimum | Maksimum
P
Infertil Sigara icen 13 17 13 40
Infertil Sigara icmeyen 13 38 21 48
<0,001%*%*%*
Fertil Sigara Igen 13 30 10 45
Fertil Sigara Igmeyen 13 43 28 57

Kruskal-Wallis testi

##%p<0,001 cok ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-10: Sperm nuklear kromatin dekondansasyon testi istatistiksel degerlendirmesi.
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4.4. Anilin Mavisi ile Kromatin Kondansasyonunun Gosterilmesi

Ikinci test olan Anilin Mavisi testinde spermler boyanma sekillerine gore iki gruba
ayrildi. Spermler boyanma durumlarina gore iki gruba ayrildi (B1-B2) Burada verilen
degerler (B1) kromatin paketlenmesinde sorunu oldugu diisiiniilen spermleri
yansitmaktadir (Sekil 4-15). B1 grubundaki spermlerin istatistiksel degerlendirmesi
yapilmustir (Sekil 4-16).
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Sekil 4-15: Anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunun gosterilmesi
Kirmizi ok ( === ) jle gosterilmis olan spermler histon yapisindan protamin yapisina

gecememis olan anilin ile boyanmis olan spermlerdir.

Infertil sigara icen gruptaki B1 sperm say1 ortancas1 64 (54-72) iken, infertil sigara
icmeyen grubun B1 sperm say1 ortancasi 33 (52-13), fertil sigara icen grubun B1 sperm
say1 ortancas1 26 (14-60), fertil sigara icmeyen grubun B1 sperm say1 ortancas1 17 (13-
26) olarak bulundu (Sekil 4-16). Anilin testine gore sorunlu sperm degiskeni (B1) dort
grup arasinda Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarina gore
gruplar arasinda cok ileri diizeyde anlamli olarak fark bulundu (p<0,001). Ikili
kiyaslamalarda 1. grup 2. gruptan (p<0,001), 1. grup 3. gruptan (p<0,001), 1. grup 4.
gruptan (p<0,001), 3. grup 4. gruptan (p=0,007), 2. grup 4. gruptan (p<0,001) anlamli
olarak yiiksek bulundu (Tablo 4-11).
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Sekil 4-16: Anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunun gosterilmesinde histon
pozitif anormal kromatin kondansasyon ortancalari. Linfertil sigara icen ILInfertil

sigara icmeyen III. Fertil sigara icen IV. Fertil sigara icmeyen

Grup No N Ortanca |Minimum |Maksimum

P
Infertil Sigara icen 13 64 54 72
Infertil Sigara icmeyen 13 33 25 52
Fertil Sigara icen 13 26 14 60 <0,001%%*
Fertil Sigara Igmeyen 13 17 13 26
Kruskal-Wallis testi ##%p<0,001 cok ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-11: Anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunun istatistiksel degerlendirmesi

4.5. “Tek Hiicre Jel Elektroforez” Yontemi (Comet Analizi) ile DNA Hasar
Analizi

Yontemler boliimiinde anlatildigi sekilde hiicre ile muamele edilmis mikrojel
slaytlar hazirlanir.Llizis tamponu etkisi ile DNA’nin aciga ¢ikmasi saglanip elektroforez
etkisi ile kiriklar floresan boya da eklenmesi ile goriiniir hale getirildi. Rastgele 100
hiicre her bir slayt iizerinde sayilarak degerlendirme yapildi (Sekil 4-19) (Sekil 4-20)
(Sekil 4-21) (Sekil 4-22).

Spermdeki DNA kiriklar1 tespit etmek icin uygulanan Comet yOnteminde

kuyruk uzunluklarmma gore cometler 3 kategoriye ayrildi. Elektroforez sonrasi kuyruk
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olusumuna gore hi¢ kuyruk olusturmayanlar (0) ve uzun kuyruk olusturan spermlerin
(2) gruplara dagilinu sirasiyla su sekilde idi: Infertil sigara icen gruptaki 0. grup comet
say1 ortancast 26 (18-50) iken, infertil sigara i¢cmeyen grubun 0. grup comet say1
ortancas1 40 (28-52), fertil sigara icen grubun 0. grup comet say1 ortancasi 48 (36-60),
fertil sigara icmeyen grubun 0. grup comet say1 ortancast 54 (38-64) olarak bulundu
(Sekil 4-17). 0. grup degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi.
Istatistiksel analiz sonuclarina gore gruplar arasinda cok ileri diizeyde anlamli olarak
fark bulundu (p<0,001). Ikili kiyaslamalarda 2. grup 1. gruba goére (p=0,002), 3. grup 1.
gruba gore (p<0,001), 4. grup 1. gruba gore (p<0,001), 4. grup 2. gruba gore (p=0,001)
anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 4-12).
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Sekil 4-17: Comet analizine gore kirig1 olmayan sperm DNA ortancalar1. 1.Infertil

sigara icen 2.Infertil sigara icmeyen 3. Fertil sigara icen 4. Fertil sigara icmeyen.

Grup No N Ortanca |Minimum |Maksimum
P
Infertil Sigara icen 13 26 18 50
Infertil Sigara icmeyen 13 40 28 52
Fertil Sigara Igen 13 48 36 60 0.035%
Fertil Sigara igmeyen 13 54 38 64
Kruskal-Wallis testi *p<0,05 diizeyinde anlamli

Tablo 4-12: Hi¢ kiriga sahip olmayan comet analizinin istatistiksel degerlendirmesi
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Infertil sigara igen gruptaki 2. grup comet say1 ortancasi 28 (18-40) iken, infertil
sigara icmeyen grubun 2. grup comet say1 ortancasit 16 (2-40), fertil sigara icen grubun
2. grup comet say1 ortancasi 12 (0-24), fertil sigara icmeyen grubun 2. grup comet say1
ortancast 6 (0-22) olarak bulundu (Sekil 4-18). 2. grup degiskeni dort grup arasinda
Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarma gore gruplar
arasinda cok ileri diizeyde anlamli olarak fark bulundu (p<0,001). Ikili kiyaslamalarda
1. grup 2. gruba gore (p=0,008), 1. grup 3. gruba gore (p<0,001), 1. grup 4. gruba gore
(p<0,001), 2. grup 4. gruba gore (0,002) anlaml1 olarak yiiksek bulundu (Tablo 4-13).

26

15—

En Gok Kinga Sahélp DNA Yiizdesi (%)
}_
—]
_|
s

5* J

o—

T T T T
I n m (K%

Grup
Sekil 4-18: Comet analizine gore en ¢ok kiriga sahip sperm DNA ortancalari.

1.infertil sigara igen 2.Infertil sigara icmeyen 3. Fertil sigara icen 4. Fertil sigara

icmeyen.
Grup N Ortanca |Minimum Maksimum
P
Infertil Sigara icen 13 28 18 40
Infertil Sigara icmeyen 13 16 2 40
Fertil Sigara Igen 13 12 0 24 0,042
Fertil Sigara igmeyen 13 6 0 22
Kruskal-Wallis testi *p<0,05 diizeyinde anlaml

Tablo 4-13: En ¢ok kiriga sahip olan comet analizinin istatistiksel degerlendirmesi




50

Magnification: 40x
Sekil 4-19: Comet analizi I. grup. Sari ok (= ) ; en ileri derece kiriga sahip olan grup,
yesil ok (=== ) ; orta derece kiriga sahip olan grup, mavi ok (==>) ; hi¢ kiriga sahip

olmayan grup.

Magnification: 40x

Sekil 4-20: Comet analizi II. grup. Sar1 ok; en ileri derece kiriga sahip olan grup, yesil

ok; orta derece kiriga sahip olan grup, mavi ok; hi¢ kiriga sahip olmayan grup.



Magnification: 40x
Sekil 4-21: Comet analizi III. grup. Sar1 ok; en ileri derece kiriga sahip olan grup, yesil

ok; orta derece kiriga sahip olan grup, mavi ok; hi¢ kiriga sahip olmayan grup.

Magnification: 40x

Sekil 4-22: Comet analizi IV. grup. Mavi ok; hi¢ kiriga sahip olmayan grup.
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4.6. Eser Elementler

Sigara kullanmalarina gore hastalar sigara icenler (I) ve icmeyenler (II) olarak iki
gruba ayrild1 ve eser element analizleri yapildi. Eser element Olciimleri -80 °© C’de
saklanmis olan hiicreler kullanilarak yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde ICP-MS

cihazinda degerlendirildi.

4.6.1. Semendeki Vanadyum Konsantrasyonu

Infertil sigara icen gruptaki Vanadyum ortancasi 5,41 (3,08-10,07) iken, infertil
sigara icmeyen grubun Vanadyum ortancasi 4,15 (3,68-5,77), fertil sigara icen grubun
Vanadyum ortancast 7,97 (5,03-12,8), fertil sigara i¢gmeyen grubun Vanadyum
ortancast 5,52 (4,5-6,04) olarak bulundu (Sekil 4-23). Vanadyum degiskeni iki grup
arasinda T testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarina gore gruplar arasinda
anlamli olarak fark bulundu (p=0,004). Sigara icen grupta Vanadyum (V) degeri
(6,79+2,34), sigara icmeyen gruba (4,98+0,81) gore daha yiiksek bulundu (p=0,004)
(Tablo 4-14).
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Sekil 4-23: Semendeki vanadyum ortalamalar1. 1. Sigara icen 2. Sigara icmeyen.

Grup No N Ortalama Standart Sapma p
Sigara Icen 26 6,79 2,34

0,004**
Sigara Icmeyen 26 4,98 0,81
T testi **p<0,01 ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-14: Semende vanadyum analizinin istatistiksel degerlendirmesi
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4.6.2. Semendeki Aliiminyum Konsantrasyonu

Infertil sigara icen gruptaki Aliiminyum ortancas1 8,64 (2,91-41,58) iken, infertil
sigara icmeyen grubun Aliiminyum ortancasi 4,80 (-2,42-7,04), fertil sigara icen grubun
Aliiminyum ortancas1 12,97 (6,64-83,11), fertil sigara igmeyen grubun Aliiminyum
ortancasi 6,08 (3,36-14,59) olarak bulundu (Sekil 4-24). Aliiminyum degiskeni iki grup
arastnda Mann-Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarina gore
gruplar arasinda anlamh olarak fark bulundu (p=0,003). Sigara icen grupta aliiminyum
(Al) degeri 12,33 (2,91-83,11), sigara igmeyen gruba 6 (-2,42-14,59) gore daha yiiksek
bulundu (p=0,003) (Tablo 4-15).
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Sekil 4-24: Semendeki aliiminyum ortancalari. 1. Sigara icen 2. Sigara icmeyen
Grup No N Ortanca | Minimum Maksimum p
Sigara Icen 26 12,33 2,91 83,11

0,003#%*

Sigara Igmeyen 26 6 2,42 14,59
Mann-Whitney testi **p<0,01 ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-15: Semende aliiminyum analizinin istatistiksel degerlendirmesi

4.6.3. Semendeki Krom Konsantrasyonu

Infertil sigara icen gruptaki Krom ortancas1 67,29 (56,38-118) iken, infertil sigara
icmeyen grubun Krom ortancasi 64,29 (30,67-78,04), fertil sigara icen grubun Krom
ortancast 75,91 (60,27-84,72), fertil sigara igmeyen grubun Krom ortancasi 65,05
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(61,84-75,26) olarak bulundu (Sekil 4-25). Krom degiskeni iki grup arasinda Mann-
Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarina gore gruplar arasinda
anlaml olarak fark bulmadi (p=0,118). Sigara icen grupta krom (Cr) degeri 73,74
(56,38-118), sigara icmeyen gruba 64,90 (30,67-78,04) gore daha yiiksek bulundu
(p=0,118) (Tablo 4-16).
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Sekil 4-25: Semendeki krom ortancalari. 1. Sigara icen 2. Sigara igmeyen

Grup No N Ortanca |Minimum |Maksimum p
Sigara Igen 26 73,74 56,38 118

0,118
Sigara Igmeyen 26 64,90 30,67 78,04

Mann-Whitney testi

Tablo 4-16: Semende krom analizinin istatistiksel degerlendirmesi

4.6.4. Semendeki Mangan Konsantrasyonu

Infertil sigara icen gruptaki Mangan ortancas1 5,79 (2,65-11,40) iken, infertil
sigara icmeyen grubun Mangan ortancast 2,69 (2,49-3,65), fertil sigara icen grubun
Mangan ortancasi 5,68 (2,95-8,98), fertil sigara icmeyen grubun Mangan ortancasi 4,03
(2,44-7,88) olarak bulundu (Sekil 4-26). Mangan degiskeni iki grup arasinda Mann-
Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarina gore gruplar arasinda

anlaml olarak fark bulundu (p=0,005). Sigara icen grupta mangan (Mn) degeri 5,68
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(2,65-11,40), sigara icmeyen gruba 3,52 (2,44-7,88) gore daha yiiksek bulundu
(p=0,005) (Tablo 4-17).
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Sekil 4-26: Semendeki mangan ortancalari. 1. Sigara icen 2. Sigara igcmeyen

Grup No N Ortanca | Minimum Maksimum p
Sigara Icen 26 5,68 2,65 11,40
0,005°%*
Sigara Icmeyen 26 3,52 2,44 7.88
Mann-Whitney testi **p<0,01 ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-17: Semende mangan analizinin istatistiksel degerlendirmesi

4.6.5. Semendeki Nikel Konsantrasyonu

Infertil sigara icen gruptaki Nikel ortancas1 3,88 (1,49-9,03) iken, infertil sigara
icmeyen grubun Nikel ortancast 2,79 (2,59-3,21), fertil sigara icen grubun Nikel
ortancasi 5,45 (0,90-9,47), fertil sigara icmeyen grubun Nikel ortancast 1,91 (1,62-2,86)
olarak bulundu (Sekil 4-27). Nikel degiskeni iki grup arasinda Mann-Whitney testi ile
analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarma goére gruplar arasinda anlamli olarak fark
bulundu (p=0,031). Sigara icen grupta nikel (Ni) degeri 54,78 (0,90-9,47), sigara
icmeyen gruba 2,69 (1,62-3,21) gore daha yiiksek bulundu (p=0,031) (Tablo 4-18).
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Sekil 4-27: Semendeki nikel ortancalari. 1. Sigara igen 2. Sigara icmeyen

Grup No N Ortanca | Minimum Maksimum |p
Sigara Icen 26 4,78 0,90 9,47

0,031*
Sigara Icmeyen 26 2,69 1,62 3,21

Mann-Whitney testi

*p<0,05 diizeyinde anlamli

Tablo 4-18: Semende nikel analizinin istatistiksel degerlendirmesi

4.6.6. Semendeki Bakir Konsantrasyonu
Infertil sigara icen gruptaki Bakir ortancasi 56,34 (28,38-169,70) iken, infertil

sigara igmeyen grubun Bakir ortancasi 49,41 (23,84-74,81), fertil sigara icen grubun

Bakir ortancas1 42,55 (27,47-161,40), fertil sigara icmeyen grubun Bakir ortancasi
51,47 (34,07-146,90) olarak bulundu (Sekil 4-28). Bakir degiskeni iki grup arasinda

Mann-Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarma gore gruplar

arasinda anlamli olarak fark bulunmadi (p=0,499). Sigara icen grupta Bakir (Cu) degeri
55,87 (27,47-169,70), sigara icmeyen gruba 51,18 (23,84-146,90) gore daha yiiksek
bulundu (p=0,499) (Tablo 4-19).
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Sekil 4-28: Semendeki bakir ortancalari. 1. Sigara icen 2. Sigara igmeyen.

Srup

Grup No

N

Ortanca

Minimum Maksimum p

Sigara Icen 26 55,87 27,47 169,70
0,499

Sigara Igmeyen 26 51,18 23,84 146,90

Mann-Whitney testi

Tablo 4-19: Semende bakir analizinin istatistiksel degerlendirmesi

4.6.7. Semendeki Kursun Konsantrasyonu

Infertil sigara igen gruptaki Kursun ortancasi 0,69 (0,15-2,32) iken, infertil sigara

icmeyen grubun Kursun ortancasi1 0,11 (0,05-0,60), fertil sigara icen grubun Kursun

ortancasi 0,96 (0,37-3,61), fertil sigara igmeyen grubun Kursun ortancasi 0,34 (0,22-

0,64) olarak bulundu (Sekil 4-29). Kursun degiskeni iki grup arasinda Mann-Whitney

testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarina gore gruplar arasinda anlamli olarak

cok ileri diizeyde fark bulundu (p<0,001). Sigara icen grupta Kursun (Pb) degeri 0,77
(0,15-3,61), sigara icmeyen gruba 0,28 (0,05-0,64) gore daha yiiksek bulundu (p<0,001)

(Tablo 4-20).
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Sekil 4-29: Semendeki kursun ortancalari. 1. Sigara igen 2. Sigara icmeyen.

Grup No N Ortanca | Minimum Maksimum p
Sigara Icen 26 0,77 0,15 3,61

<0,001%*%*%*
Sigara Igmeyen 26 0,28 0,05 0,64
Mann-Whitney testi ##%p<0,001 cok ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-20: Semende kursun analizinin istatistiksel degerlendirmesi

4.7. Anneksin V ve Propidium Iodid ile Apoptotik ve Nekrotik Sperm Hiicrelerinin
Belirlenmesi

-80 ° C’de saklanmis olan hiicreler ¢oziildiikten sonra calisma “Anneksin V-Fitc
Assay” kiti protokolii ile yontemler boliimiinde anlatildig: gibi akim sitometri cihazinda
Olciimler yapildi. Dorde ayrilmis olan nokta grafik histograminda, sag iist kosede

anneksin V ve PI ile boyanmis hiicreler (Sekil 4-30).

4.7.1. Anneksin V ve Propidium lodid ile Boyanmis Sperm Hiicreleri

Infertil sigara icen grubun hem Anneksin V hem PI ile boyanmis sperm say1
ortancast 85,77 (81,45-92,93) iken, infertil sigara icmeyen grubun sperm say1 ortancasi
65,83 (24,49-77,81), fertil sigara icen grubun sperm say1 ortancasi 38,85 (35,01-48,33),
fertil sigara igmeyen grubun sperm say1 ortancast 11,26 (1,03-22,64) olarak bulundu
(Sekil 4-31).
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Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm hiicreleri dort grup arasinda Kruskal-Wallis testi
ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarina gore gruplar arasinda cok ileri diizeyde
anlamli olarak fark bulundu (p<0,001). Ikili kiyaslamalarda 1. grup 2. gruptan
(p=0,001), 1. grup 3. gruptan (p<0,001), 1. grup 4. gruptan (p=0,001), 2. grup 4. gruptan
(p=0,003), 3. grup 4. gruptan (p=0,001) anlaml olarak yiiksek bulundu (Tablo 4-21).
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Sekil 4-30: Anneksin V ve Propidium Iodid ile boyanmis sperm hiicrelerinin akim

sitometrik incelenmesi.
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Sekil 4-31: Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm ortancalari. 1.Infertil sigara icen

2.Infertil sigara icmeyen 3. Fertil sigara icen 4. Fertil sigara icmeyen.
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Grup N Ortanca |Minimum |Maksimum

p
Infertil Sigara 1gen 13 85,77 81,45 92,93
Infertil Sigara Igmeyen 13 65,83 24,49 77,81
Fertil Sigara Igen 13 38,85 35,01 48,33 <0.001 %%
Fertil Sigara Igmeyen 13 11,26 1,03 22,64

Mann-Whitney testi

##%p<0,001 cok ileri diizeyde anlamli

Tablo 4-21: Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm hiicrelerinin istatistiksel

degerlendirmesi



61

S. TARTISMA

Hem i¢ hem de dis olmak {iizere cesitli nedenlerden dolayr sperm DNA’sinda
degisik diizeyde hasarlar meydana gelmektedir (32-34). Spermlerin olgunlasma
asamasinda DNA hasarlarina yol acan sebeplerin basinda hatali kromozom
paketlenmesi (45), apoptozun yol actigit DNA fragmantasyonu (46) ve oksidatif stres
(47) gibi onemli parametreler sayilabilir.

Insanlarda sperm kromatini protaminler tarafindan sikica paketlenmistir.
Protaminler, sperm niikleusunun kompaktlasmasindan ve stabilizasyonundan
sorumludur. Ozel DNA dizilerinde, yaklasik sperm DNA’smin %15°lik bir kisminda,
DNA histon proteinleri tarafindan paketlenmis olarak bulunmaktadir. Histon bagh DNA
dizileri daha gevsek bir yapiya sahiptir ve bu DNA dizilerinin fertilizasyon ve erken
embriyo gelisiminde yer aldigi diisiiniilmektedir. Sperm histon/protamin oraninin
infertil bireylerde daha yiiksek oldugu gosterilmis olup yiiksek histon/protamin oraninin
kromatin yogunlasmasmi engelledigi ve DNA’y1r hasara acik hale getirdigi
diistiniilmektedir.

Ward ve Coffey’in 1991 yilinda yaptig1 calismaya gore, spermiyogenez sirasinda
sperm kromatin paketlenmesinde, histon yapisindan protamin yapisina gegemeyen
spermler DNA’da hasar meydana getirmektedir. Protamin—DNA birlesmesi ile, genetik
materyal daha az yer kaplayacak tarzda paketlenmekte olup, bunun sonucunda da
spermin hareketinin devami icin daha az enerjiye ihtiya¢ gosterir hale gelmektedir.
Buna ek olarak, yiiksek diizeydeki bu agregasyon sayesinde sperm, fiziksel ve kimyasal
etkilere kars1 daha iyi korunabilmektedir. Dekondansasyon sadece ooplazmanin
icerisinde olabilir. Disiilfid baglar1 kirilir ve protaminden olusan histonlar, ovum
kokenli histonlar ile yer degistirirler (Longo,1985). Protaminlerdeki herhangi bir
anomali veya eksiklik paketlenmeyi bozarak, sperm kalitesini ve dolayisiyla
fertilizasyon kapasitesini azaltir. Bu olaylar sirasinda protaminin yer degistirmesinde
ortaya ¢ikabilecek bir bozukluk, paketlenme anomalisine neden olabilir (119).

Sperm kromatin nuklear dekondansasyon testi rutin semen analizinde tespit
edilemeyen aciklanmamis infertil erkeklerin sperm hiicrelerinin fonksiyonal 6zellikleri

icin klinik olarak uygulanmasinin ¢ok yararli olacag: ifade edilmektedir. (120).
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Yaptigimiz c¢alismada sperm nuklear kromatin dekondansasyon testi
degerlendirmesi i¢in spermler sisme oranlarina gore en az sisenden en ¢ok sisene dogru
dort gruba ayrildi. Istatistik degerlendirilmesi yapilan grup (A4) en ¢ok sisen yani oosit
icine aktarildiktan sonra dekondansasyonu gerceklesecek olan gruptur. A4 sperm
degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz
sonuclarma gore gruplar arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli olarak fark bulundu
(p<0,001). ikili kiyaslamalarda 2. grup 1. gruptan (p<0,001), 4. grup 1. gruptan
(p<0,001) anlaml olarak yiiksek bulundu. Bu istatistik sonuclar1 degerlendirildiginde
infertilite ve sigara kullamiminin, sperm kromatininin oosit i¢ine girdikten sonraki
durumu iizerinde etkili oldugu ortaya cikt.

DNA hasarin1 belirlemek i¢in kullanilan bir yontem olan anilin testi ile yapilan bir
calismaya gore %30’un altinda ve {istiinde deger verenler olarak iki grup
olusturulmustur. 1. grupta %30’dan az olan 2. grupta ise %30’a esit ve fazla olan
ornekler bulunmaktadir. Sperm kromatin kondansasyonunun IUI (Intra Uterin
Inseminasyon) sonrasinda fertilizasyonda basarisizlik iizerinde oldukca etkili oldugu
bulunmustur. (132).

Calismamizda anilin mavisi ile kromatin kondansasyonunu gosterdik. Bu
degerlendirme i¢in spermler anilin ile boyanma (B1) ve boyanmama (B2) durumlarina
gore iki gruba ayrildi. Sorunlu sperm degiskeni (boyanan-B1) dort grup arasinda
Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarma gore gruplar
arasinda cok ileri diizeyde anlamli olarak fark bulundu (p<0,001). Ikili kiyaslamalarda
1. grup 2. gruptan (p<0,001), 1. grup 3. gruptan (p<0,001), 1. grup 4. gruptan (p<0,001),
3. grup 4. gruptan (p=0,007), 2. grup 4. gruptan (p<0,001) anlaml olarak yiiksek
bulundu infertilite ve sigara kullanimi birlestigi zaman sperm kromatin yapisinda histon
proteinlerinin protaminlere doniismesinde etkili oldugu ortaya ¢ikti.

Spermatogenezde germinal hiicre kayb1 onemli rol oynar. Bu durum spermin
normal gelisimi icin mutlaka gereklidir (55). Sperm apoptozu erkek infertilitesi i¢in bir
tiir belirleyicidir. Normalde DNA’s1 hasarli olan spermler apoptoz yolu ile elense de
bazen bu yoldan kacan ve semene karigsan spermler de goriilebilmektedir. Sonucta,
testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimulanlarin varliginda fizyolojik olmayan diizeyde
apoptozis gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite olusabilir
(68-70). Hasarli hiicreleri elemek icin gerceklesen apoptoz olayr endonukleaz kirik

olusumuna neden olmaktadir.
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Baz1 yayimnlarda fragmante DNA’ya sahip sperm ve apoptotik ve nekrotik sperm
iceren vakalarda basarisiz dollenme veya diisiik oranin1 daha sik olarak bildirilmektedir
(121). Fakat, baz1 arastiricilar DNA fragmantasyonunun fertilizasyon ve sperm hizini
negatif etkilemesine ragmen gebelik lizerine etkisi olmadigini iddia etmektedirler (122).

DNA fragmantasyonunun azalmasi yoniinde pek ¢ok calismalar yapilmistir. Insan
sperminde swim-up ile yikama Oncesi ve sonrasinda DNA fragmantasyon durumu
kargilastirildiginda swim up sonrasi hazirlanan Orneklerde yikama Oncesine gore
nekrotik, apoptotik ve sitoplazmik artik bulunan spermlerin anlamli derecede azaldigi
saptanmistir. Ancak immatiir, akrozomu bozuk spermlerin swim up sonrasinda da hala
var olduklar1 gézlenmistir (123).

Yapilan pek cok calisma cevresel etmenler, sigara ve apoptozun spermde
kromatin kondansasyonunu bozdugunu gostermistir. Sperm kromatin yapisinda yeterli
gelisim gozlenmedigi takdirde sperm DNA’s1 kirik olusumuna daha egilimli hale
gelmektedir.

Infertilitenin sperm apoptozuna olan iligkisinin arastirildig1 bir cok calismada
spermlerde diizensiz niikleer kromatin bi¢imi, niikleer kromatin parcalanmasi, apoptotik
cisimcikler iceren yogun yuvarlagimsi tomurcuklanma gosteren nukleuslu spermler,
niikleer kromatin i¢inde vakuollerin bulunusu ve bu vakuollerin bazilarinin i¢indeki
membransal cisimlerin (miyelin figiirlerin) varlig1 tanimlanmustir (124-126).

Chen ve ark yaptig1 bir calismaya gore ejakiile spermde apoptoz yiizdesi ile sperm
motilitesi, morfolojisi ve kuyruk hasarlar1 arasinda pozitif yonde bir korelasyon
saptanmustir (127). Yapilan bagka bir aragtirmaya gore erken apoptotik sperm yiizdesi
sigara kullananlarda kullanmayanlara gore daha yiiksek bulunmustur (128).

Yaptigimiz calisma sonuglarma gore; Anneksin V ve PI ile boyanmis sperm
hiicreleri dort grup arasinda Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz
sonuglarina gore gruplar arasinda c¢ok ileri diizeyde anlamli olarak fark bulundu
(p<0,001). ikili kiyaslamalarda 1. grup 2. gruptan (p=0,001), 1. grup 3. gruptan
(p<0,001), 1. grup 4. gruptan (p=0,001), 2. grup 4. gruptan (p=0,003), 3. grup 4. gruptan
(p=0,001) anlamh olarak yiiksek bulundu.

Biz yaptigimiz calismada sperm kromatin dekondansasyon testi ve anilin mavisi
testi swim-up teknigi sonrasi yapilmis fakat anneksin V-akim sitometri teknigi ve comet
testi herhangi bir 6n islem yapilmadan gerceklestirildi. Bunun nedeni bugiin halen IVF

laboratuarlarinda rutin analizlerde swim-up teknigi kullaniliyor olmasidir. Caligmada
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kullanilan diger analizler ise dogal semen yapisindaki bozukluk oranlarini anlamak i¢in
yapildigindan 6n islem kullanilmadi. Bu nedenle 6zellikle apoptoz ve nekroz oraninin
yiiksek ¢ikmas1 bu durumdan kaynaklanmais olabilir.

Spermin genetik yapisindaki bozuluk ile infertilite arasinda Onemli bir bag
bulunmaktadir. Infertil ciftlerin yaklasik yarisinda “erkek faktorii” one cikar. Bazi
calismalarda infertil erkeklerin spermlerindeki DNA hasar1 orani, fertil erkeklerin
spermlerindeki DNA hasarindan daha yiiksek bulunmustur (129-130). Hastalik nedeni
ve tedavisi icin semen analizi yapilmasi mutlaka gerekli olsa da yeterli degildir. Sperm
DNA hasarlarmin infertilitedeki 6nemi c¢ok sayida in vitro ve in vivo caligmada
gosterilmigtir. Kotii kalitedeki sperm DNA'sinin dogal yolla gebe kalma sansini
azaltabilecegi pek cok caligma ile ortaya konmustur (131). Tedavi sans1 sadece klinik
taniyla degil, aymi zamanda infertilitenin altinda yatan gercek nedenlerin
belirlenmesiyle daha fazla artmaktadir.

Eger yumurta kismen hasarli DNA’ya sahip sperm ile dollenmigse sperm
DNA’sinin tamir mekanizmalarinda bozukluk oldugu i¢cin dogan ¢ocukta kanser gibi
risk etmenleri de ayrica goriilmektedir.

Eser elementler, cesitli mekanizmalar yoluyla biyolojik sistemlerde rol
oynamaktadir (87). Eser elementler viicutta bulunmalar1 gereken optimal degerler disma
ciktiklarinda pek ¢ok mekanizmay: etkileyerek olumsuz durumlarin olugsmasina neden
olmaktadir. Pek cok eser elementin semen konsantrasyonunun sperm kalitesi iizerine
etkili olduguna dair arastirmalar mevcuttur (92, 97, 100, 108).

ICP-MS cihazi ile yaptuigimiz eser elementleri Olgme calismamizin
degerlendirmelerine gore; vanadyum degiskeni iki grup arasinda T testi ile analiz edildi.
Istatistiksel analiz sonuclarina gore gruplar arasinda anlamli olarak fark bulundu
(p=0,004). Sigara icen grupta Vanadyum (V) degeri (6,79+2,34), sigara icmeyen gruba
(4,98+0,81) gore daha yiiksek bulundu (p=0,004). Aliiminyum degiskeni iki grup
arastnda Mann-Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarina gore
gruplar arasinda anlamh olarak fark bulundu (p=0,003). Sigara icen grupta aliiminyum
(Al) degeri 12,33 (2,91-83,11), sigara igmeyen gruba 6 (-2,42-14,59) gore daha yiiksek
bulundu (p=0,003). Krom degiskeni iki grup arasinda Mann-Whitney testi ile analiz
edildi. Istatistiksel analiz sonuglarma gore gruplar arasinda anlamli olarak fark
bulunmadi (p=0,118). Sigara icen grupta krom (Cr) degeri 73,74 (56,38-118), sigara
icmeyen gruba 64,90 (30,67-78,04) gore daha yiiksek bulundu (p=0,118). ). Mangan
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degiskeni iki grup arasinda Mann-Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz
sonuclarma gore gruplar arasinda anlamli olarak fark bulundu (p=0,005). Sigara icen
grupta mangan (Mn) degeri 5,68 (2,65-11,40), sigara igcmeyen gruba 3,52 (2,44-7,88)
gore daha yiiksek bulundu (p=0,005). Nikel degiskeni iki grup arasinda Mann-Whitney
testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarina gore gruplar arasinda anlamli olarak
fark bulundu (p=0,031). Sigara icen grupta nikel (Ni) degeri 54,78 (0,90-9,47), sigara
icmeyen gruba 2,69 (1,62-3,21) gore daha yiiksek bulundu (p=0,031). Bakir degiskeni
iki grup arasmnda Mann-Whitney testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarma
gore gruplar arasinda anlamli olarak fark bulunmadi (p=0,499). Sigara i¢en grupta Bakir
(Cu) degeri 55,87 (27,47-169,70), sigara icmeyen gruba 51,18 (23,84-146,90) gore daha
yiiksek bulundu (p=0,499). Kursun degiskeni iki grup arasinda Mann-Whitney testi ile
analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuglarina gore gruplar arasinda anlaml olarak cok
ileri diizeyde fark bulundu (p<0,001). Sigara icen grupta Kursun (Pb) degeri 0,77 (0,15-
3,61), sigara icmeyen gruba 0,28 (0,05-0,64) gore daha yiiksek bulundu (p<0,001).
Semen analizi giiniimiizde infertilite tanis1 i¢in uygulanan rutin bir islemdir. Bu

analiz i¢cine hacim, say1, morfoloji ve motilite kriterleri girmektedir.

USDHHS (United States Department of Healt and Human Services) nin 2004 te
yaptig1 aciklamaya gore klinik bulgular hala net olmasa da sigara kullanan erkeklerde
diisik semen hacmi ve sperm sayisina ayrica artmig anormal morfolojik formlara
rastlandig1 belirtilmistir.

Calismamizda sperm say1 degiskeni gruplar arasinda Kruskal-Wallis testine gore
ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu (p=0,012). Ikili kiyaslamalarda 4. grup 1.
gruptan (p=0,005), 4. grup 2. gruptan (p=0,006) anlaml olarak farkli bulundu. Hacim
degiskeni 4 grup arasinda benzer bulundu (p>0,05).

Sperm morfolojisi Diinya Saghk Orgiitii tarafindan belirlenen 6lciitlere uygun;
normal, anormal bas, anormal boyun ve anormal kuyruk olarak dort gruba ayrilmis ve
degerlendirilmistir. Analiz sonuclarina gére sperm normal morfoloji degiskeni dort grup
arasinda Kruskal-Wallis testine gore cok ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu
(p<0,001). ikili kiyaslamalarda 2. grup 1. gruptan (p=0,008), 3. grup 1. gruptan
(p<0,001), 4. grup 1. gruptan (p<0,001), 4. grup 2. gruptan (p<0,001) anlamli olarak
yilksek bulundu. Sperm bas anomalisi degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis
testine gore c¢ok ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu (p<0,001). Ikili
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kiyaslamalarda 1. grup 2. gruptan (p<0,001), 1. grup 4. gruptan (p<0,001), 3. grup 4.
gruptan (p<0,001), 3. grup 2. gruptan (p=0,003) anlaml olarak yiiksek bulundu. Sperm
boyun anomalisi degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis testine gore ileri diizeyde
anlamli olarak farkli bulundu (p=0,003). Ikili kiyaslamalarda 2. grup 3. gruptan anlaml
olarak yiiksek bulundu. Sperm kuyruk anomalisi degiskeni dort grup arasinda Kruskal-
Wallis testine gore ileri diizeyde anlamli olarak farkli bulundu (p=0,011). ikili
kiyaslamalarda 2. grup 3. gruptan anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,001). Normal
morfolojinin hem infertilite hem de sigara ile baglantili oldugu, anomalilikler arasinda
boyun ve kuyruk anomalisinin sigaradan daha c¢ok infertilite ile iliskili oldugu, bas
anomalisinin ise hem infertilite hem de sigara ile artis gdsterdigi saptanmaistir.

Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla tercih edilen diger adiyla “Comet Assay’
teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarin1 saptamak ve miktarini belirlemek icin uygulanar
non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan mikroskobik yontemdir. Yaslanma, molekiile
epidemiyoloji, klinik ve genetik toksikoloji alanlarin da Onemli uygulamalar1 olar
“Comet Assay’’ son yillarda giderek artan bir siklikta apoptoz, oksidatif stres-

antioksidan ¢alismalarinda da yeralmistir (71).

Bu calismada tek hiicre jel elektroforez teknigi kullanarak hem infertilitenin hem
de sigara kullaniminin sperm DNA’sinda kirik olugmasi iizerinde oldukga etkili
oldugunu bulduk. Calismamizi destekler nitelikte olan Onceki yillara ait cok sayida
arastirma da bulunmaktadir (133).

Comet analizini 3 gruba aywrarak degerlendirdik. Hi¢ kuyruk olusturmayanlar (0.
grup), orta uzunlukta kuyruk olusturanlar (1. grup) ve ¢cok uzun kuyruk olusturanlardi
(2. grup). 0. grup degiskeni dort grup arasinda Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi.
Istatistiksel analiz sonuclarina gore gruplar arasinda cok ileri diizeyde anlamli olarak
fark bulundu (p<0,001) (Sekil 4-18). ikili kiyaslamalarda 2. grup 1. gruba gore
(p=0,002), 3. grup 1. gruba gore (p<0,001), 4. grup 1. gruba gore (p<0,001), 4. grup 2.
gruba gore (p=0,001) anlaml olarak yiiksek bulundu. 2. grup degiskeni dort grup
arasinda Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz sonuclarina gore
gruplar arasinda ¢ok ileri diizeyde anlaml olarak fark bulundu (p<0,001) (Sekil 4-19).
Ikili kiyaslamalarda 1. grup 2. gruba goére (p=0,008), 1. grup 3. gruba gore (p<0,001), 1.
grup 4. gruba gore (p<0,001), 2. grup 4. gruba gore (0,002) anlamli olarak yiiksek
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bulundu. Bu testin sonucuna gore de infertilite sigara kullanimi ile birlestiginde
DNA’da hasar orani artmaktadir.

Biitiin bulgular1 degerlendirdigimizde hem infertilite problemi olan hem de sigara
icen erkeklerde fertil olan ve sigara icmeyen gruba gore; sperm morfoloji ve sayi
kriterlerinde kotii oldugu, sperm DNA’sinin paketlenmesinde daha cok soruna sahip
oldugu yine sperm DNA’sinda daha fazla oranda kiriga sahip oldugu ve son olarak
apoptoz ve ya nekroz yoluna giren sperm sayisinin daha fazla oldugu istatistiksel olarak
bulunmustur.

Sperm morfoloji ve sayi kriterleri halen tiim IVF laboratuarlarinda rutin tam
olarak kullanilmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile goriilmiistiir ki hem sperm sayis1 hem de
sperm morfolojisi infertil erkeklerde sigara i¢cimi ile birlesince yiiksek derecede
olumsuz etki yaratmaktadir.

Sonu¢ olarak sperm kaynakli infertilite sorunlarinin daha net anlagilmasi i¢in
yardimla tireme tekniklerinde uygulanan rutin analizlerin yani sira yapilan ultrayapisal
caligmalarin infertilite problemi ile ilgili tedavi gelisimine, sorunun kaynaginin

anlagilmasina kolaylik ve katki saglayabilecegi yoniinde diisiincemizi desteklemektedir.
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