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TURKCE OZET VE ANAHTAR KELIMELER

SARIKAYA, B (2019). Normal Erkek Ve Varikosel Hasta Gruplarinda Sperm Dna
Fragmantasyonu, Sperm Kromatin Kondensasyonu Ve Sperm Mitokondriyal
Membran Potansiyelinin incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezs, Biruni Universitesi,

Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Istanbul.

Varikosel olgularinda testis hasart ile ilgili mekanizmalar halen tartismalidir. Sperm
DNA hasarlarinin infertilitenin nedeni oldugu pek ¢ok calisma ile gdsterilmistir. Bu
calismada varikosel olgularinda sperm DNA fragmantasyonunun kromatin
kondansasyonu, sperm apoptozu ve sperm mitokondriyal membran potansiyelinin

incelenmesi amaglanmustir.

Bu calismada; Biruni Universite Hastanesi Uroloji poliklinigine basvuran hastalardan
semen analizi normal (n:22) grup ve klinik varikosel (n:22) hasta gruplarinda WHO
kriterlerine uygun standart semen analizi uygulandi. Sperm maturasyonu asidik anilin
blue (mavisi) boyama yontemi ile ve CMA3 floresan boya yontemi ile, sperm DNA
fragmantasyonu  Akridin  oranj  floresan boyama  yontemi ile ve
rhodaminel23/propidyum iyodiir boyama yontem ile sperm mitokondri membran
potansiyeli ve apoptotik spermler degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuglar1 gruplar

arasinda karsilastirilmstir.

Caligmamizda varikosel olgular1 normal olgular ile kiyaslandiginda, sperm
morfolojisi ve sperm motilitesinin istatistiki olarak anlamli bir azalma gosterdigi
gorilmistir (p<0,0001,). Sperm boyun anomalilerinin varikosel olgularinda daha
yiksek oldugu goriilmiistir (p<0,0001). Sperm immaturasyonunun ve DNA
fragmentasyonunun varikosel olgularinda daha yiiksek oldugu gortilmistiir
(p<0,0001). Rhodamine 123 ile dlgiilen sperm mitokondri membran potansiyeli ve
apoptotik sperm oraninin (propidyum iyodiir ile 6l¢iilen) varikosel olgularinda yiiksek
oldugu gosterilmistir (p<0,0001). Varikoselin sperm maturasyonu ve mitokondri
fizyolojisi lizerine negatif etkileri goriilmiistiir (p<0,0001). Varikosel olgularinda

yiiksek oranda apoptotik sperm bulunmustur (p<0,0001).
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Sonug olarak testis venlerinin dilatasyonu ve testis temperatiiriiniin yiikselmesi ile
karakterize olan varikosel ; sperm maturasyonu , sperm DNA’sin1 ve mitokondriyel

aktiviteyi olumsuz etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Varikosel, Sperm DNA Hasari, Rhodaminel23/Propidyum

Iyodiir Boyama
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INGILIZCE OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Sarikaya, B (2019). Investigation Of Sperm Dna Fragmantation, Sperm Chromatin
Condensation And Sperm Mitocondrial Membrane Potential In Normal Male And
Varicocele Patient Groups. Master Thesis, Biruni University, Institute of Graduate

Education, Istanbul

The mechanisms of testicular damage in varicocele cases are still controversial. Many
studies have shown that sperm DNA damage is the cause of infertility. In this study,
we aimed to investigate the chromatin condensation, sperm apoptosis and sperm
mitochondrial membrane potential of sperm DNA fragmentation in varicocele cases.
In this study; Standard semen analysis was performed in patients who applied to Biruni
University Hospital Urology Outpatient Clinic in normal (n: 22) group and clinical
varicocele (n: 22) group according to WHO criteria. Sperm maturation was evaluated
by acidic aniline blue (blue) staining method and CMA3 fluorescent dye method,
sperm DNA fragmentation by acridine orange fluorescent staining method and
rhodamine123 / propidium iodide staining method and sperm mitochondria membrane
potential and apoptotic sperms were evaluated. Evaluation results were compared
between groups.In our study, it was observed that sperm morphology and sperm
motility showed a statistically significant decrease when varicocele cases were
compared with normal cases (p <0.0001,). Sperm neck anomalies were higher in
varicocele cases (p <0.0001). Sperm immaturation and DNA fragmentation were
higher in varicocele cases (p <0.0001). Sperm mitochondria membrane potential and
apoptotic sperm ratio (measured by propidium iodide) measured by Rhodamine 123
was shown to be high in varicocele cases (p <0.0001). Varicocele had negative effects
on sperm maturation and mitochondrial physiology (p <0.0001). A high rate of
apoptotic sperm was found in varicocele cases (p <0.0001). As a result, varicocele
characterized by dilatation of testicular veins and elevated testicular temperature;
sperm maturation sperm DNA and mitochondrial activity have been affected
negatively.

Key words : Varicocele, sperm DNA damage, Rhodaminel23/propidyum iodide

Staining



1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, reprodiiktif ¢agdaki ¢iftlerin herhangi bir dogum kontrol yontemi
uygulanmaksizin, en az bir y1l diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi
durumudur. Infertil ¢iftlerin %40-%50’ sini kadin faktorii olustururken, % 30-%40° lik
kismin1 erkek faktorii olusturmaktadir (Esteves ve ark., 2013). Infertil erkegin
degerlendirmesinde hikaye, fizik muayene ve standart semen analizi gdz Onilinde
bulundurulmalidir. infertil erkegin varikosel yoniinden degerlendirilmesi de dnemlidir

(Gomel ve ark., 2005).

Varikosel erkegin testislerinde bulunan toplardamarlarin genislemesi sonucu
meydana gelen bir kisirlik nedenidir (Lundy ve ark., 2017). infertil erkeklerin %40’
nda varikosele rastlanir. Varikosel genel olarak sol testiste meydana gelir ancak sag
testiste de rastalanabilir. Varikosel gelisiminde 3 ana teori one siiriilmektedir; sag ve
sol testislerdeki toplayict damarlar arasindaki anatomik farkliliklar, toplayici
damardaki kanin geri akimi ve sol testis toplayict damarin baskiya ugramasi ve sonug
olarak testis drenajinin bozulmasidir (toplayici damarlarin kismi tikanikligi) (Sheehan
ve ark., 2014). Hipoksiye yol agan hipoperfiizyon ve 1s1 stresi, oksidatif stres,
hormonal dengesizlikler ve ekzojen toksik maddelerin varikoselin patogenezine

katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Naughton ve ark., 2001).

Klinikte yapilan g¢alisma raporlarinda varikosel hastalarinin sperm sayisi,
motilite ve morfolojisinde kalici anormallikler bildirilmistir (Marmar ve ark., 2007).
Varikosel sonucu spermde meydana gelen anomalilerin ise sperm DNA’ sinda
meydana gelen hasardan dolay:r olabilecegi diisiiniilmektedir (Aoki ve ark., 2003).
Ayrica sperm mitokondri membran potansiyelinde de azalma oldugu bildirilmistir

(Zou ve ark., 2010).

Sperm DNA’ sinda meydana gelen hasar sonucu spermler apoptotik 6liim
mekanizmasini da kullanabilirler. Spermatogenezde 2 tip apoptotik gérev vardir.
Birinci apoptotik gorev spermatozoonlart yok etmek ikincisi ise sertoli hiicreleri
tarafindan desteklenen germ hiicrelerinin sayisin1 sinirlamaktir. Sperm DNA hasarini
belirlemeye yonelik bazi yontemler vardir. Bunlardan bir ka¢1 anilin blue boyama,

acridine orange boyama ve chromamycine A3 boyama yontemleridir.



Bu ¢aligmada, normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA hasari
belirleme yontemleri ile sperm DNA fragmentasyonu, sperm kromatin kondensasyonu
ve sperm DNA maturasyonu incelenecektir. Ayrica rhodaminel23/propidyum iyodiir
boyama yontemleri kullanilarak sperm mitokondri membran potansiyeli ve sperm

apoptozunun arastirilmast amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek {iireme sisteminin islevi sperm iiretiminin devamini saglamak ve
spermleri disi lireme sistemine aktarmaktir. Testisler, erkek iireme fizyolojisini
destekleyen hormonlarin iiretimi, androjen iiretimi ve sperm tiretimi i¢in énemli bir
faktordiir. Erkek iireme sistemi skrotum ve penisten olusur. Sperm olgunlasma
siirecinde i¢ genital sistem ve sperm iiretiminde islevi olan kanallar ve yardime1

bezlerde 6nemlidir (Reece ve ark., 2015).

Ureterler

Idrar kesesi —mesane

Publk kemik
Duktus deferens ampullasi

Duktus deferens Seminal vezikul

Ejakulator kanal
Urcgenital diafram Prostat bezi

Bulbodretral be:
Uretra

Anus
Penis

Glans

Sekil 2.1: Erkek Ureme Sistemi

(Uroklinik Urolojide Robotik Cerrahi Merkezi, 2018)
2.1.1. Skrotum

Testisler penisin arkasindan uzanan skrotum adi verilen deri kapli, yiiksek
pigmentli, kasli bir yapinin i¢inde bulunur. Bu konum testislerde olusan sperm tiiretimi
icin dnemlidir ve testisler viicut sicakliginin 2-4 °C altinda tutuldugunda sperm iiretimi
daha verimli olur. Dartos kasi, skrotumun deri alt1 kas katmanini olusturur. Her biri bir

testis barindiran, skrotumu iki bdlmeye ayiran bir duvar olan skrotal septumu



olusturmak i¢in devam eder. Karin duvarinin i¢ tarafindan asagi inen her testis kasini
orten iki tane kas yapis1 vardir. Bu kaslar ayni anda kasilma yaparak soguk havalarda
testislerin ylikselmesini saglar. Testisleri viicuda yaklastirarak sicakligi korumak i¢in
skrotumun yiizey alanini azaltir. Alternatif olarak ortam sicakligi arttik¢a, skrotum
gevser, testisleri viicut merkezinden uzaga hareket ettirir ve 1s1 kaybini tesvik eden
skrotal yiizey alanini arttirir. Disaridan skrotum, rapha olarak adlandirilan yiizeyde
yiikselmis bir medial kalinlagsmaya sahiptir (Syed ve ark., 2019).

2.1.2. Testis

Testislerin her biri yaklasik 4-5 cm uzunlugundadir ve skrotum iginde
yerlestirilmistir. iki ayr1 koruyucu bag dokusu katmaniyla gevrilidirler. Dis tunica
vaginalis, hem pariyetal hem de ince viseral bir tabakaya sahip serdz bir zardir. Tunica
vaginalis’ in altinda, testisin kendisini kaplayan sert, beyaz yogun bir bag dokusu
tabast olan tunica albuginea bulunur. Tunica albuginea sadece testisin digin1 6rtmekle
kalmaz, ayn1 zamanda testisi lobiil ad1 verilen 300-400 yapiya bolen septa olusturmaya
da baglar. Lobiillerde sperm seminifer tiibiiller denilen yapilarda gelisir. Bir erkek
fetiisiin gelisim periyodunun 7. ayinda, her testis skrotal bosluga inmek i¢in karin kas
sisteminin i¢inden gecer. Buna “testisin inigi” denir. Kriptorsidizm testislerden biri
veya her ikisi de dogumdan 6nce skrotuma inmedigi zaman kullanilan klinik terimdir

(Jungiera ve ark., 1998).

Sekil 2.2: Testisin Anatomisi

Kaynak: (Uroklinik Urolojide Robotik Cerrahi Merkezi, 2018)



Sikica sarilmig tiibiiller her bir testisin kiitlesini olusturur. Olusan spermin
testisin kanal sistemine birakildig: tiibiiliin i¢i gelismekte olan sperm hiicrelerinden
olusur. Spesifik olarak, seminifer tiibiillerin liimenindeki sperm, diiz borulara ve
oradan da rete testis denilen ince bir boru agina ilerler. Sperm retina testislerini ve
testisin kendisini, tunika albuginea’ dan gecen 15 ile 20 elastik kanaldan terk eder.
Seminifer borularin i¢inde alt1 farkli hiicre tipi vardir. Bunlar arasinda destekleyici
hiicreler ve germ hiicreleri olarak adlandirilan bes tiir sperm hiicresi bulunur. Germ
hiicresi gelisimi, bazal membrandan (tiibiiliin ¢evresinde) liimene dogru ilerler (Jensen

ve ark., 1995).

2.1.3. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri gelismekte olan sperm hiicrelerini destekler. Tipik olarak,
epitel dokusunda bulunurlar. Sertoli hiicreleri destekleyici hiicre tiirleridir. Sperm
tiretimini tesvik eden ve germ hiicrelerinin yasayip yasamadigini kontrol edebilen
sinyal molekiilleri salgilar (Esrefoglu ve ark., 2016). Bunlar, seminifer tiibiillerin
periferik bazal zarindan liimen igine germ hiicrelerinin etrafinda fiziksel olarak
uzanmaktadir. Bu hiicreler arasindaki sik1 kavsaklar, kanla tasinan maddelerin germ
hiicrelerine ulagmasini engelleyen ve ayni zamanda, mikrop hiicrelerinin kan akigina
kagmasini ve otoimmiin bir tepkiye neden olmasini saglayan yiizey antijenlerini

tutar, kan-testis bariyeri olusturur (Kierszenbaum ve ark., 2006).

2.1.4. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri bir androjen olan testesteron liretiminden sorumludur. Leydig
hiicreleri intertiibiiler alanda bulunurlar. Leydig hiicreleri sentezlenen testeron
hormonunun kan ve lenf kapillerine bosaltilmasin1 saglayarak endokrin sekresyon
yaparlar (Kierszenbaum ve ark., 2006). Erkek embriyolarinda, testosteron Leydig
hiicreleri tarafindan yedinci gelisme haftasinda salgilanir ve ikinci trimesterde en
yiiksek konsantrasyonlara ulasilir. Testosteronun bu erken salinimi, erkek cinsel
organlarinin  anatomik farklilasmasi1 ile sonuglanir. Cocuklukta testosteron
konsantrasyonlar1  diisiiktlir. Ergenlik doneminde artar, karakteristik fiziksel

degisiklikleri harekete gecirir ve spermatogenezi baglatir (Gartner ve ark., 2016).



2.1.5. Epididim Rolii

Seminifer tiibiillerindeki spermler olgunlasmaya devam ederken testise bagl
sar1lmig bir tiip olan epididime taginir. Her ne kadar epididim sikica sarilmis bi halde
bulunsa da tamamen diizlestiginde 4-6 m uzunlugunda olur. Spermin epididim
bobinleri i¢cinde hareket etmesi ortalama 12 giin siirer ve insanlarda kaydedilen en kisa
gecis stiresi bir giindiir. Sperm, epididimisin kafasina girer ve esas olarak epididim
tiiplerini kaplayan diiz kaslarin kasilmasiyla hareket eder. Epididiminin uzunlugu
boyunca hareket ettiklerinden, spermler daha da olgunlasir ve kendi gii¢leri altinda
hareket etme yetenegi kazanir. Disi iireme kanalinin ic¢ine girdiginde, bu yetenegi
bagimsiz  olarak  dollenmemis yumurtaya dogru hareket etmek icin
kullanacaklar. Daha olgun olan sperm daha sonra bosalma gerceklesene kadar

epididim kuyrugunda depolanir (Junquiera ve ark., 1998).

2.1.6. Erkek Genital Kanal Sistemi

Sperm epididimis kuyrugundan ayrilip duktus deferense gecer. Bu gecis
yumusak bir kas kasilmasiyla meydana gelir. Duktus deferens, skrotumun iginde bag
dokusu, kan damarlar1 ve sinirleri spermatik kord ad1 verilen yapiya birlestiren kalin
kaslt bir tiiptiir. Epididim sonunda duktus deferens bulunur ve oradan inguinal
kanaldan karin bogluguna uzanir. Buradan duktus deferens pelvik bosluga posterior
olarak devam eder. Ampulla olarak adlandiralan bolgede agildigi mesanenin
posterioruna son verir. Ampulla sonunda seminal vezikiil kanallariyla beraber prostata

girer ve Uretraya agilir (Jungiera ve ark., 1998).

Ampulia

Seminal vezikdal
Ductus ejokiulatorius
Periuretral bezler
Uretra

Epididim

Testis

Penis

Ureter

10.Mesane —arka yuzd-
11 Prostat
12_Spermatik kordon
13.Duktus deferens

e W N -
VHNOUAWNN

Noewn

Sekil 2.3: Erkek Ureme Sistemi ve Kanal Sistemi

Kaynak: (Uroklinik Urolojide Robotik Cerrahi Merkezi, 2018)



2.1.7. Seminal Vezikiiller

Seminal vezikiiller semen hacminin yaklasik %60’ 1ma katkida bulunan
bezlerdir. Seminal vezikiiller mesanenin arkasinda yer alir. Seminal vezikiil sivisi,
sperm mitokondri tarafindan disi iireme sistemi boyunca harekete izin vermek ve ATP

tiretmek i¢in kullanilan biiyiik miktarlarda fruktoz icerir (Kierszenbaum ve ark., 2006).

2.1.8. Prostat Bezi

Merkezi olarak yerlestirilmis olan prostat bezi, prostat idrar yolunu saran
mesanenin tabanindaki rektumun 6niinde durur. Bir ceviz biiytikliigiindeki prostat hem
kas hem de glandiiler dokulardan olusur. Semen igeriginin %20-30" unu olusturur.
Semenin gecici olarak kalinlasmasina ve disi lireme sistemi icerisinde kalmasina
yardimct olur. Spermin seminal vezikiil salgilar1 tarafindan saglanan fruktozu
kullanmast i¢in zaman saglar. Semen sivi halini yeniden kazandiginda sperm disi

tireme sisteminde hizli ilerlemeye devam eder (Gartner ve ark., 2016)

2.1.9. Bulboiiretral Bezler

Uretranin idrar atiklarindan temizlenmesine yardimei olur. Kalin ve tuzlu bir
stvi salgilayan iki adet burboiiretral bez bulunmaktadir. Bu bezler tarafindan salgilanan

stvi semen salinimindan kisa bir siire 6nce salgilanir (Kierszenbaum ve ark., 2006).

2.1.10. Penis

Idrarin ve semenin viicut disina salinmasina ve spermin disi {ireme sistemine
birakilmasini saglayan organdir (Esrefoglu ve ark., 2016). Baslica ii¢ silindirik erektil

doku kitlesi ile tiretray1 igerir. Dis kismi ise deri ile sarilidir (Junquiera ve ark., 1998).

2.2. infertilite

Infertilite, reprodiiktif ¢agdaki ¢iftlerin herhangi bir dogum kontrol yontemi
uygulanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi
durumudur. Infertilite ¢iftlerin yaklasik % 15 ini etkilemektedir (Esteves ve ark.,

2015).



Infertil ciftlerin %40-%50’ sini kadm faktdrii olustururken, % 30-%40> lik
kismini erkek faktorii olusturmaktadir. %20-%25’ ini hem kadin hem erkek faktorii
olustur (Esteves ve ark., 2013). Ciftlerin % 15’ inde ise yapilan birinci basamak testler
ile gebelige engel olan herhangi bir problem tespit edilememektedir (Esteves ve ark.,
2011). Bu grup “Idiopatik (Agiklanamayan) Infertilite” olarak adlandirilmaktadir.
Reprodiiktif ¢agdaki erkeklerin yaklasik % 6’ sinda infertilite problemi ortaya
cikmaktadir. Bunun yaklasik % 90’ inda ise sperm anomalileri s6z konusudur (Caprio

ve ark., 2015).

Son zamanlarda yeni tanisal testler bulunmus ve yardimer tireme teknikleri ileri
diizeyde gelismistir. Bu durum iireme sagligi tedavisindeki basart oranlarini
artirmustir. Infertil erkeklerin % 60’ inda matiir germ hiicre iiretiminde bozukluk ya da
diisiik sayida sperm iiretimi goriilmektedir. Erkek tireme sagligini etkileyen faktorler
arasinda kromozomal anomaliler, hormonlar, sperm iiretimi, sperm kanalinda
hormonlarin taginmasi ve cinsel fonksiyonlar gibi etmenler bulunmaktadir. Bunlardan
herhangi birinde meydana gelen bir anomali infertiliteye neden olmaktadir. Erkek

infertilitesinin en sik nedeni “Idiopatik Infertilite” dir (Esteves ve ark., 2013).

Infertil bir erkegin degerlendirilmesinde dikkat edilmesi gereken siralama su

sekildedir;

Hikaye, fizik muayene ve standart semen analizi infertil erkek
degerlendirilirken g6z onlinde bulundurulmalidir. Degerlendirme esnasinda; evlilik
stiresi, korunma yontemleri, infertilite siiresi, uygulanan tedaviler, iliski siklig1 ve
zamani sorgulanmalidir. Cocukluk ve gelisme donemine ait kriptorsidizm ve bunun
i¢in gecirilen ameliyatlar, testis tiimdrii ameliyatlari, testise yonelik kazalar, travmalar,
sistemik hastaliklar (Diabetes Mellitus, Multipl Skleroz) i¢in uygulanan tedaviler,
ergenlik doneminde gegirilen atesli hastaliklar (kabakulak, menenyjit), testis torsiyonu,
puberte yasi, aile oykiisii (kistik fibrozis), is yerinde kullanilan kimyasallar ve zehirli

gazlar, hastanin alkol ve sigara kullanim1 sorgulanmalidir (Gomel ve ark., 2005).

2.3. Varikosel

Varikosel erkegin testislerinde bulunan toplardamarlarin genislemesi sonucu

meydana gelen bir kisirlik nedenidir. Daha basit bir anlatimla testisin kan dolasimini



saglayan toplardamarlarda varislerin olugmasiyla varikosel meydana gelir (Lundy ve

ark., 2017).

Normal
Damar

™ Testis

Sekil 2.4: Varikosel Damar Yapisi

Kaynak: (medicalacademi.com.tr, Erisim Tarihi: 19 Temmuz 2019)

Erkeklerin yaklagik %15 1 skrotal varikosel hastasidir. Varikosele infertil
erkeklerin %40’ nda rastlanir (S6nmez ve ark., 2018). Primer infertilite ile bagvuran
erkekler %19-41 araliginda varikoselden etkilenirken sekonder infertilite ile bagvuran
erkeklerin %45-81° i etkilenir (Lomboy ve ark., 2016). Varikosel genellikle
asemptomatiktir ve sol taraflidir. Varikosele sag testise oranla sol testiste daha fazla
rastlandig1 yapilan degerlendirmeler sonucunda belirtilmistir (Afshar ve ark., 2018).
Yalnizca sol testiste varikoselin goriilme siklig1 %90 oranindadir. Sag testiste goriilme
siklig1 ise %2 civarindadir (Lundy ve ark., 2017). Sag ve sol testislerdeki toplayici
damarlar arasindaki anatomik farkliliklar varikosel gelisimi agisindan 6nemli olan 3
teoriden ilkidir. Sag testis toplayict damar ana damara dogrudan baglanir. Sol testis
toplayict damar ise dik ag1 ile sol bdbrek toplayict damarina baglanir. Sol bobrek
toplayici damar ise sag bobrek toplayict damarin 8-10 cm daha yukarisindan ana
damara dik ac1 ile baglanmistir (Lundy ve ark., 2017). Bu anatomik farkliliktan dolay1

sol testis sag testise oranla daha fazla basinca sahiptir.



Toplayica
damari
Sag Testis pplayici1 damarlar
toplayici € ‘
damarlar

Sekil 2.5: Sag ve Sol Testis Arasindaki Anatomik Farklilik
Kaynak: (Dubin ve ark., 1970)

Ikinci teori ise toplayici damardaki kanm geri akimidir. Testislerde kirli kani
alip temiz kani testislere tagiyan ve kan transferini saglayan kapakgiklar vardir.
Varikosel varliginda bu kapakgiklarda islevsel eksiklige ya da kapakgiklarin tamamen
yokluguna rastlanir. Sonug olarak damar genisligi gézlemlenir. Sol testiste anatomik
farkliliktan dolayr daha yavas bir kan akimi s6z konusudur. Kan akiminin
yavaglamasiyla kirli kan testis damarindan bosaltilamaz ve burada birikir. Sonug

olarak varikosel sorunu ortaya ¢ikar (Sheehan ve ark., 2014).
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Varikosel

Sekil 2.6: Testis kapakgiklarinda islevsel eksiklik
Kaynak: (Benoff ve ark., 1997)

Varikosel gelisiminde one siiriilen sonuncu teori ise sol testis toplayict damarin
baskiya ugramasi sonucu testis drenajinin bozulmasidir. Sol testis toplayict damar ana
atardamar ve bagirsaklar1 besleyen atardamar arasinda baskiya ugrar (Sheehan ve ark.,
2014). Bununla birlikte, intratestikiiler sicaklik artisi, testis hipoksisi, menide
antioksidan birikimi, bobrek ve adrenal metabolit geri akim1 ve anti-sperm antikorlar
varikosele bagl testikiiler fonksiyon bozukluguna neden olabilir (S6nmez ve ark.,
2018).

Nas

Deferens

Sekil 2.7: Testikiiler Yap1

Kaynak: (Jensen ve ark., 2017)
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Varikosel, testikiiler hiicre apoptozunu indiikleyen ve reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) arttiran, testikiiler DNA polimeraz aktivitesini azaltan, sertoli hiicresel
fonksiyonunu degistiren ve leydig hiicrelerinin testosteron iiretimini azaltan hiicresel
diizeyde degisikliklere neden olabilir. Bunlara ek olarak kisirliga neden olabilir
(Sonmez ve ark., 2018). Varikosele bagl kisirliga yol acan fizyopatolojik nedenler
heniliz tam olarak anlasilamamistir. Hipoksiye yol agan hipoperfiizyon, 1s1 stresi,
oksidatif stres, hormonal dengesizlikler ve eksojen toksik maddelerin varikoselin
patogenezine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Yine de bu bes mekanizma tek
basina varikoselin spermatogenez {izerine etkisinin tam olarak anlasilmasini

saglamamaktadir (Naughton ve ark., 2001).

/" Hipoperfiizyon
—— \_  veHipoksi J
// N ~ —

L \ ( Is1 Stresi
Oksidatif stres 4 N

\.
N

Varikosel iliskili infertilite \‘

- Hormonal / \ Ekmjen s \\“

\ ) \ Toksik
N Dengesullkler 4 \\; Ma d deler /

Sekil 2.8: Varikosele Bagh Kisirliga Yol Acan Patofizyolojik Nedenler

Kaynak: (Naughton ve ark., 2001)

Infertilite ile ortaya gikan varikoselli erkeklerin hepsinde, molekiiler ve genetik
faktorlerin aslinda varikosele baglh kisirligin patogenezini anlamada rol oynadigi
diistiniilmektedir. Klinikte yapilan ¢alisma raporlarinda varikosel hastalarinin sperm
sayisi, motilite ve morfolojisinde kalic1 anormallikler bildirilmistir (Marmar ve ark.,
2001). Varikoselin germ hiicre apoptozunu arttirdigi bulunmus ve oligospermiye
neden olabilecegi gosterilmistir (Bargawi ve ark., 2004). Klinik varikoseli olan bazi

erkeklerin normal semen morfolojisine ragmen infertil oldugu gosterilmistir.
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Birgok ¢alisma zona pellusida baglanmasi arasindaki akrozom reaksiyonuna
odaklanmistir ve c¢alismalar sonucu anormal akrozom reaksiyonuna rastlanmigtir
(Caml1 ve ark., 2000). Varikoselin en ¢ok goriilen klinik belirtileri kronik skrotal agr
ve kisirliktir. Varikosel ile iliskili agrinin etiyolojisi tam olarak anlagilmamistir. Ancak
varikoselle iligkili testis agrilar1 testis, skrotum veya kasikta donuk, agrili veya

zonklayan bir agr1 olarak tarif edilir (Paick ve ark., 2019).

2.3.1. Varikoselin hasar olusturma mekanizmalari

Hipoperfiizyon ve Hipoksi: Testislerde, damarlardaki kan basinci, viicuttaki
diger birgok dokuya kiyasla ¢ok distiktiir. Sonug olarak, testis mikro ortami kan
basincindaki minimum degisikliklere karst bile oldukca hassastir (Sweeney ve ark.,
1991). Varikoselli erkeklerde testislerde damar genislemesi sonucu kirli kan birikir
buda geri akima sebep olur. Testislerde geri akim 1s1 deg8isimini bozmakta ve
skrotumda yiiksek sicakliklara neden olmaktadir. Ayrica damarlardaki artan basing
sonucu damar biiziismesi meydana gelir. Buda testislerin hipoperfiizyonuna yol agar
(Gat ve ark., 2005). Sonug olarak testikiiler mikro ortamdaki hiicrelere oksijen ve besin

salinimi azalir.

Is1 ve Stres: Varikoselli erkeklerde damar genislemesi sonucu testislerde
olusan geri akimin testislerde 1s1 degisimine sebep oldugu bilinmektedir. Testislerde
DNA sentezinde gorevli enzimlerin ¢ogu sicakliga bagli bir sekilde islev goriir ve
normal testis ortaminin diislik sicakliklarinda optimum aktivite sergiler (Fujisawa ve
ark., 1988). Varikosel ile iligkili yliksek sicakliklar, bu enzimlerin islevini bozabilecek
151 stresi empoze eder (Fujisawa ve ark., 1988). Aslinda, Fujisawa ve ark. infertilite ile
basvuran varikoselli erkeklerin, DNA sentezinde rol oynayan iki temel enzim olan
topoizomeraz I ve DNA polimeraz aktivitesinde azalma oldugunu gostermistir
(Fujisawa ve ark., 1988). Spermde protein sentezinin de sicaklik bagimlilig1 gosterdigi

gosterilmistir (Fujisawa ve ark., 1988).

Calismalar sonucunda, protein iirlinleri hiicreyi yliksek sicakliklara karsi
koruyan ve spermin normal fizyolojik fonksiyonlarinin ¢ogundan sorumlu olanlar da
dahil olmak tizere bir¢ok genin ekspresyonundaki farkliliklarin sperm hiicrelerinin
duyarlhiligina katkida bulunabilecegini gosterilmistir. Varikosele bagl 1s1 stresi, bu

nedenle varikosele bagli kisirliga katkida bulunur.
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Oksidatif Stres: Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hayati hiicresel olaylarda kilit
diizenleyiciler olarak gorev yapan hiicrede bulunan ¢esitli metabolik yolaklarin yan
driinleridir (Griveau ve ark., 1997;Rakesh ve ark., 1996). Erkek iireme sisteminde,
ROS sperm fonksiyonunda onemli roller oynar. ROS aracili sinyal iletim yollari,
spermin fonksiyonel olgunluguna ulastig1 tiim siirecler, kapasitasyon, hiperaktivasyon
ve akrozomal reaksiyon i¢in gereklidir (Lamirande ve ark., 1995). Ayrica, membran
lipidlerinin ROS aracili lipid peroksidasyonu, ddllenme silirecinde oosite sperm
yapigmasini kolaylastirir (Kodama ve ark., 1996). Varikoseli olan infertil erkeklerden
alinan semen 6rneklerinde yliksek ROS seviyeleri goriilmiistiir (Weese ve ark., 1993).
Varikoselin kisirliga katkida bulundugu potansiyel mekanizmalardan biri, sperm
kafasinda artan ROS firetimidir ve bu durum DNA' ya zarar veren yiiksek oksidatif

stres seviyelerine yol agar (Sharma ve ark., 1999).

Hormonal Dengesizlikler: Leydig hiicreleri, luteinize edici hormon (LH)
tarafindan uyarilmaya cevap olarak, testislerde lokal olarak sinyal veren testosteronu
sentezler ve salgilarlar. Testosteron, uygun spermatogenez i¢in gerekli oldugundan,
leydig hiicre fonksiyonundaki ve dolayisiyla testosteron seviyelerindeki
bozukluklarin, varikosele bagli infertilitenin fiyopatolojisine katkida bulunabilecegi
disiiniilmektedir. Testosteron, DNA' y1 baglayan ve bir¢cok androjen aktivitesini
kontrol eden bir kompleks olusturmak i¢in androjen reseptoriine (AR) baglanir. AR
ekspresyonu, varikoseli olan infertil erkeklerde diisiik oranda rastlanmigtir. Zalata ve
ark. AR ifadesinin sperm sayisi, sperm motilitesi ve sperm morfolojisi ile yiiksek

derecede korele oldugunu gosterir (Zalata ve ark., 2013).

Ekzojen Toksik Maddeler: Son zamanlarda, arastirmacilar mesleki ve
cevresel risklerin varikosele bagh kisirliga katkisini aragtirmistir. Sigara i¢imi ve
diisiik sperm kalitesi arasinda saglam bir iliski oldugu, kadmiyum (Cd2 + dahil) dahil
olmak tizere sigara dumanindaki toksik maddelere maruz kalmanin sigara i¢cenlerde
varikosele ve kisirliga yol agabilecegini gostermistir (Vine ve ark., 1996). Aslinda,
arastirmacilar sadece testislerde, testis damarlarinda ve varikoselli erkeklerin seminal
stvisinda yiiksek Cd2 + seviyeleri bildirmemis , ayn1 zamanda varikoseli olan
erkeklerde Cd2 + seviyelerinin bozulmus testikiiler fonksiyonu 6ngordiigiini
bulmuglardir (Benoff ve ark., 2004;Jeng SY, 2009). Cd2 + homeostazini kontrol

eden genetik ve molekiiler mekanizmalardaki lezyonlarin, varikoseli olan erkeklerde
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yiiksek Cd2 + seviyelerini agiklayabilmesi ve varikosele bagl kisirliga katkida

bulunabilmesi miimkiindiir (Benoff S ve ark., 1997).

Varikosel hastalarinda cerrahi onarim spermatik kordun genislemis damarlarini
temizlemede basarili olabilir. Varikoselektomi sonrasi sperm parametrelerindeki
gelismeler kolayca degerlendirilebilir. Varikoselin cerrahi onarimimin sperm
parametrelerini iyilestirdigini, sperm DNA hasarini azalttigin1 gésteren bir¢ok ¢alisma

vardir (Barekat ve ark., 2016).

2.4. Spermatogenez

Testisin  kok hiicreleri olan spermatogoniumlarin farklilasarak olgun
spermatozoonlara doniismesi siirecine spermatogenez denir (Mazumdar ve ark., 1998).
Spermatogenez her bir testisin kiitlesini olusturan seminifer tiibiillerinde meydana
gelir. Spermatogenez puberte ile birlikte baslar ve gonodotropin hormonunun

artmasiyla beraber yasam boyu devam eder (Levy ve ark., 2001).

Primordial germ hiicreleri fetal donemin 6. haftasinda vitelliis kesesinin
duvarindan testislere ulasir. Testislerde inaktif olarak seminifer tiibiillerinde
bulunurlar. Puberteye kadar sessiz kalir ve siirekli olarak mitozla cogalirlar. insanda
spermatogenetik 3 tip hiicre vardir. Koyu Tip A, acgik tip A ve tip B. Koyu tip A
spermatogoniumlar kok hiicrelerdir. Boliinerek acik tip A spermatogoniumlara
farklilagirlar. Ag¢ik tip A spermatogoniumlar mitoz bolinme ile tip B
spermatogoniumlart olustururlar. Tip B spermatogoniumlar primer spermatositleri
olusturan progenitor hiicrelerdir (Sigman ve ark., 1998). Primer spermatositler olusur
olusmaz mayoz boliinmenin profazina girer ve profaz asamasi yaklasik 22 giin siirer.
Bu siiregte germ hiicreleri 46 kromozoma sahiptir. Daha sonra mayoz bdoliinme
gecirerek diploit (2n) yapidan 23 kromozomlu haploit yapiya doniisiirler (Gedikli ve
ark., 2013).

Primer spermatositler mayozun 1. evresine girdiginde DNA’ larii eslerler.
Sekonder spermatositler 1. Mayoz tamamlandiginda olugmaya baslar. Sekonder
spermatositler 23 haploit kromozom ve DNA’ nin yarisin1 yani 2n DNA tagirlar. Daha
sonra sekonder spermatositler 2. mayoza girer ve 23 haploid (n DNA) kromozom

iceren spermatidleri olustururlar.
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‘ Spermatogonyum (farkhilas-
. mamis ve olgunlagsmamig
: sperm hicrelerinden biri)

BUYUME VE GELISIM
: Birincil spermatositler (dolle-
me yetenegine sahip olma-
yan, olgunlagsmamis erkek
’ cinsiyet hiicreleri)
| MAYOZ |
ikincil spermatositler
MAYOZ Ii
Spermatitler
(sperm hiicresi-
nin olgunlagmay
tamamlamadan
o6nceki halleri) FARKLILASMA
Délleme yete-
negine sahip
spermler

Sekil 2.9: Spermatogenez

Kaynak: (yenibiyoloji.com, 2017)

Daha sonra spermiyogenez yani farklilagma evresi baslar;

Spermiyogenez evresinde hiicre boliinmesi olmaz. Bu siirecte spermatidler
gelisir ve farklilasir. Spermatidler siire¢ sonunda olgun serpiumlara farklilasirlar.
Spermatidlerin olgun spermiumlara doniligmesi olayma spermiyogenez denir. Daha
sonra seminifer tilibiil liimenine atilirlar (Gartner ve ark., 2016). Spermatidler seminifer
tiibiil limeninde sertoli hiicreleri tarafindan beslenir, yeniden sekillenir. Spermatozoon
yapisina doniisiir. Spermatozoon doniisiimiinde stoplazmanin yarist kaybolur ¢ekirdek

yeniden olusur, kompakt bas ve kuyruk meydana gelir (Gilbert ve ark., 2000).

Spermiyogenez golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi olmak iizere ii¢

evreden olusur;
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Golgi Fazi; Spermatidlerde belirgin bir golgi kompleksi, bir ¢ift sentriyol,
mitokondri, endoplazmik retikulum vardir. Akrozom spermin 6n kutbundadir. Bu
asamada mitokondriler stoplazma kenarina go¢ eder ve plazma zarma yakinlagir.
Akrozom graniilii ve vezikiilii olusur. Sentriyoller iki adet birbirine dik sekilde

konumlanir ve ¢ekirdegin arkasina ilerler (Jungiera ve ark., 1998).

Akrozomal Faz; Akrozom vezikiilii ile graniilii ayrilir ve akrozom meydana
gelir. Akrozomal enzimler lizozom gibi islev gorerek korono radyata hiicrelerini
birbirinden ayirir ve zona pellusiday1 sindirirler. Cift sentriyolden bir tanesi flagellumu
yani kamg¢iyr olusturur. Mitokondriler kam¢1 ¢evresinde toplanirlar ve orta pargayi

olusturur (Jungiera ve ark., 1998).

Maturasyon Fazi; Spermatid stoplazmasi bu fazda atilir. Sertoli hiicreleri
tarafindan stoplazma fagosite edilir. Spermatidler tiibiil limenine dogru serbest hale

gelir (Jungiera ve ark., 1998).

2.5. Sperm Dna Yapisi

Sperm DNA’ s1 nukleus igerisinde sikica paketlenmis bir yapidadir. Somatik
hiicre DNA’ s1 histonlarla paketlenmis halde bulunurken sperm DNA’ sinda bu
histonlarin  %90-95” 1 protaminlerle yer degistirir. Bu degisimde TP1 ve TP2
proteinleri etkilidir. Bu niikleer proteinler ¢cogunlukla P1 ve P2 protaminleridir. DNA
ve protaminler sperm nukleusu icinde sikica sarmalanmis bir sekilde
konumlanmaktadir. Protaminler arasinda c¢apraz disiilfit baglar1 vardir. Bu baglar
sperm nukleusunun yogunlagsmasinda onemlidir. Histonlarla paketlenmis kromatin
gevsek yapilidir. Ancak protaminlerle sarilmis kromatin yapilar1 daha siki yapilidir.
Histon paketlenmesinin artmasi sperm DNA’ sinda hasar olusumunu arttirir (Giines ve

ark., 2013).

2.6. Sperm DNA Hasar

Sperm DNA hasari, spermatogenez sirasinda yanlis kromatin paketlenmesi,
apoptozis yeteneginin kaybolmasi, reaktif oksijen tlirevlerinin artmasi, oksidatif stres
olusumu ya da cevresel toksinlere maruz kalma sonucunda meydana gelir (Aoki ve
ark., 2003). Sperm DNA’ sinda onarim mekanizmasi yoktur. Spermde meydana

gelebilecek DNA hasar1 embriyoyu olumsuz etkileyebilmektedir (Foresta ve ark.,
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1992). Sperm DNA’ sinda %15’ lik kisim histonlarla paketlenmistir. Protamin
paketlenmesi daha fazladir. Infertil erkeklerde yapilan ¢alismalar sonucunda fertil
erkeklere oranla histon paketlenmesinin daha fazla oldugu gosterilmistir (Tesarik ve
ark., 2002). Ciinkii histon paketlenmesi protamin paketlenmesine gore daha gevsektir.
Bu da DNA hasar1 olusumunu arttirmaktadir. Sperm DNA hasar1 asagidaki

yontemlerle tespit edilebilir.

2.6.1. Asidik Anilin Blue (Mavisi) Boyama

Asidik bir boya olan anilin mavisi, sperm kromatin biitiinliigiinii
degerlendirmek amaciyla kullanilir. Rezidiiel histonlar, hasarli DNA bulunduran
spermde ac¢iga ¢ikar. Bu gevsek bagli histonlar zayif kromatin paketlenmesine sebep
olur (Dadoune ve ark., 1998). Bu zayif paketlenme sonucu niikleoproteinlere kolay
ulasilir ve anilin mavisi gibi asidik boyalara baglanma yatkinlig: artar. Immatiir DNA’
ya sahip spermde zayif kromatin paketlenmesinden dolay1r koyu mavi boyanir (Auger

ve ark., 1999).

2.6.2. Acridine Orange (Akridin Turuncusu) Boyama

Akridin turuncusu asidik kosullarda denatiire olmus DNA’ nin boyanmasini
saglayan bir boyadir. Akridin turuncusu asidik kosullarda yesilden turuncuya doniisiir.
Bu esasa dayanarak DNA denatiirasyonunun floresan mikroskopta degerlendirilmesini
saglar. Boya normal DNA’ ya baglandiginda yesil floresan, denatiire olmus DNA’ ya

baglandiginda kirmizi floresan verir (Evenson ve ark., 1999).

2.6.3. CMA3 (Kromomisin A3) Boyama

Sperm DNA’ s1 somatik hiicrelerin aksine protaminlerle paketlenmistir.
Yalnizca %15’ lik kismu1 histonlarla paketlenmistir. Histon paketlenmesinin arttig
spermler hasarli spermler olarak gézlenmistir (Giines ve ark., 2013). CMA3 gevsek

bagli paketlenmis kromatinde protamin eksikligini gdsteren bir florokromdur.

2.7. Apoptoz

Apoptoz programli hiicre 6liimii olarak bilinir. Teorik olarak apoptoz, ¢esitli

travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin
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kendisi tarafindan programlanan bir mekanizma ile hiicre 6liimiinii kontrol edebilen
aktif bir islemdir ve hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir. Spermatogenezde 2 tane
apoptotik gorev vardir (Singh ve ark., 1998). Birinci apoptotik goérev anormal
spermatozoonlar1 yok etmektir. ikincisi ise sertoli hiicreleri tarafindan desteklenen
germ hiicrelerinin sayisint sinirlamaktir (Singh ve ark., 1998). Spermatogenez
sirasinda hiicrelerin apoptotik yeteneklerini kaybetmesi DNA hasarina yol acar.

Boylece hasarli spermatozoonlar ejakiilata dahil olur (Agarwal ve ark., 2005).

2.7.1. Propidyum Iyodiir

Propidyum iyodiir (PI), canli hiicrelerin membranindan gegis yapamayarak
yalnizca apoptotik hiicrelerin DNA’ sinin boyanmasin1 saglayan bir boyadir.
Apoptotik hiicrelerin membran biitiinliigliniin bozulmas1 sonucu hiicre i¢ine girerek
apoptotik hiicrelerin gosterilmesini saglamaktadir. Propidyum iyodiir ile boyanan

sperm hiicreleri kirmizi renkli floresan gosterir.

2.8. Sperm Mitokondri Membran Potansiyeli

Sperm mitokondrileri spermiyogenezin golgi fazinda ¢ekirdegin yaninda
lokalize olurlar. Mitokondriler akrozomal evrede aksonem boyunca go¢ etmektedirler.
Maturasyon evresinde ise orta par¢ada dis yogun liflerin etrafinda yer almaktadir

(Kierszenbaum ve ark., 2000).

Olgun spermlerde mitokondriler orta parcada yer alir hi¢ hareket etmezler.
Olgun spermde 70-100 aras1 mitokondri vardir (Miki ve ark., 2007). Totalde sperm
hacminin %15-22’ sini mitokondriler kaplar. Olgun spermde ATP iiretiminin en fazla
oldugu yer mitokondri, ATP harcanmasinin en fazla oldugu yer ise kuyruk bolgesidir
(Aydos, 2005). Sperm mitokondrisinde meydana gelen hasar sperm parametrelerini
olumsuz olarak etkilemektedir. Spermatozoanin maruz kaldig1 oksidatif stres sonucu
sperm mitokondrileri mutasyona ugrar ve bu durum sperm aktivasyonu igin kritiktir.
Sperm mitokondrilerinde meydana gelen hasarin sperm motilitesini yavaglattig

bilinmektedir (Unal ve ark., 2017).
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2.8.1. Rhodamine 123 Boyama

Rhodamine 123, hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelini tespit etmek
icin kullanilir. Sperm mitokondrisi tarafinda kolayca ayristirilabilen katyonik yesil
floresan bir boyadir. Olii spermlerin mitokondrisi rhodamini kolayca tutamazlar. Canl

sperm mitokondrisi daha kolay ayristirir (Zou ve ark., 2010).

2.9. Normal Sperm Yapisi

Spermatozoa; bas, boyun ve kuyruk bdlgesinden olusur.

Boyun

Kamgi

Cekirdek

Akrozom
Mitokondriler

Sekil 2.10: Sperm Yapisi
Kaynak: (Aydos, 2005)

Bas; Spermatozoanin uzunlugu 60 pm’ dir. Bas kisminin boyu 3-5 pm, eni 2-
3 um’ dir. Sperm basinin gorevi, DNA metaryalini tasimak, korumaktir. Sperm basi,
akrozom, ekvator bolgesi ve akrozom sonrast bolgeyi igerir. Akrozom lizozomal
organelin bulundugu kisimdir. Ekvator bolgesi, fertilizasyon i¢in oosite tutunma
bolgesidir. Sperm bas1 akrozom ve ¢ekirdek olmak iizere iki bolgede incelenir (Kruger

ve ark., 1998).

Boyun; Kuyruk ile sperm bas1 arasinda bulunur. Uzunlugu 0.5 pm’ dir. Kuyruk
bolgesinde mitokondriler bulunur. Spermin enerji ihtiyact mitokondriler tarafindan
saglanir. Boyun kismi ayn1 zamanda kuyrugun baslangi¢ boliimii olan sentrozomuda

igerir.

Kuyruk; 45-50 pm uzunlugundadir. Sperm kuyrugu 3 boliimden olusur. Orta
parca, esas par¢a ve son par¢a. Merkezinde 9 dis ¢ift mikrotiibiil yapis1 ve ortada bir
¢ift mikrotiibiil yapis1 bulunmaktadir. Mikrotiibiiller kuyruga diklik saglar. Aksonem

ise hareketi saglar. Spermatozoa hareketi flagellum ile saglanir.
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2.10. Semen Toplanmas1 (WHO 5. Baski, 2010)

Semen Ornegi, 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasinda toplanmalidir. Normal
erkeklerde 1 gilinliik cinsel perhiz sonrasinda semen volimii 0.4 mL, semen
konsantrasyonu ise 10-15 milyon/mL artar. 5 giin boyunca bu artis devam eder. 1

haftadan fazla siiren cinsel perhiz sonunda sperm morfolojisinde yavaslama olur.

En uygun bulunan semen 6rnegi laboratuvar ortaminda mastiirbasyon yoluyla
elde edilendir. Semenin genel muayenesi, koagiilasyon ve likefaksiyon olaylarinin
gbzlenmesi ve motilitenin dogru bir sekilde degerlendirilmesi bu sekilde miimkiin

olur.

Semen Ornegi laboratuvarda 6zel olarak hazirlanmis odalarda alinmalidir.
Burada gerekli tiim temizlik imkanlari, uygun 1s1 ve ses ortami saglanmalidir. Ornek
almak i¢in genis agizli ve poliprolen, polietilen kaplar kullanilabilir. Bu kaplar
kesinlikle deterjan ve diger zararli maddeler icermemeli, viicut 1sisinda olmalidir

(WHO Laboratuvar El kitabi, 2010).

2.11. Makroskobik inceleme

Renk: Semen mat beyaz renklidir. Enfeksiyon ve cinsel perhiz siiresine bagl

olarak degiskenlik gosterir. Buna bagli olarak sarimsi veya gri-krem renkte olabilir.

Koagiilasyon: Ejakiilasyondan hemen sonra semen sivi renktedir. Hizlica

degisim gostererek koagiile hale gelmektedir. Bu ¢ok kisa bir stirede gergeklesir.

Likefaksiyon: Normal kosullarda semen 6rneginin 10-20 dakika siire i¢inde
likefaksiyonu gerceklesir. Bu durum prostat bezinden salgilanan enzimlere baghidir.
Likefaksiyon hi¢ olmamissa ya da 30 dakikadan uzun siirmiigse bu prostatin normal
islev gdrmediginin belirtisi olabilir. Likefaksiyon siiresi spermin hareketliligi icin

Onemlidir.

Hacim: Semen hacmi 1,5 mL ve bu degerin lizerinde olmalidir.

Vizkozite: Vizkozite semen akigskanliginin ¢ok yogun olmasi durumudur.
Yetersiz likefaksiyon sonucunda semen hipervizkéz duruma gelir. Yiiksek vizkozite

sperm agisindan olumsuzdur. Bu durum motilite ve konsantrasyonu olumsuz etkiler.
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pH: Normal semende pH degeri 7.2 ve 8.0 degerlerindedir. Prostat sorunu yada
enfeksiyon gibi problemler varsa pH degeri 8.0’ n iizerinde saptanabilir. Kronik

enfeksiyonlar sonucunda ise pH degeri 7.2 altinda saptanir.

2.12. Mikroskobik inceleme

Semen analizinde mikroskobik degerlendirme 151k mikroskobuyla yapilir.
Matiir bir sperm bas, boyun ve kuyruk olmak iizere 3 boliimden olusur. Sperm basi
uzunlugu ortalama 5-6 um, genisligi ise 2,5-3,5 um’ dir. Bagin biiylik bir boliimiinii
kromatin olusturur. Kromatin yogunlasarak hacim olarak kiictiliir. Cekirdegin 2/3” liikk
on kisminda akrozom yer alir. Akrozom, baglik seklinde ve bir zar ile gevrili bir
organeldir (Aziz ve ark., 2013). Spermin boyun kismi kisa bir par¢adir ve baglantiy:
saglamaya yonelik segmentli kolonlardan ve proksimal sentriyolden meydana gelir.
Orta parca ise, sperm hareketini gergeklestirmeye yonelik olan, gerekli enerjiyi
saglayan mitokondrileri igerir. Kuyruk kismi, sperme diklik veren fibréz tabakadan ve
spermin hareketini saglayan aksonem tabakasindan meydana gelir (Esteves ve ark.,

2015).

Tablo 2.1: Semen analizi normal referans degerleri

VIZKOZITE =3
KONSANTRASYON > 15x10° / mil/mL
TOTAL KONSANTRASYON > 39x10¢ / mil/mL

TOTAL MOTILITE > %40
PROGRASIF %32
HAREKETLILIK

MORFOLOJI %4 Normal
VITALITE %58
LOKOSIT <1

Kaynak: (WHO Laboratuvar El kitab1, 2010)
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2.12.1. Konsantrasyon

Sperm sayimi i¢gin hemositometre, microcell, standart count gibi ¢esitli sayim
kamaralar1 olmakla birlikte, gilinlimiizde yaygin olarak Makler sayim kamarasi
kullanilmaktadir. Semen Orneginin koyulacagi alanin 10 mm derinliginde olmasi
spermatozoanin tek bir diizlemde serbest hareketini saglamaktadir. Bu kuyucuk sperm
yogunlugunun homojen dagilimini ve iki tabaka arasinda kalan spermin konsantrasyon
farki yaratmamasini saglamaktadir (Esteves ve ark., 2013). Makler sayim kamarasi ile
spermlerin sayilar1 ve hareket ylizdeleri daha kesin olarak belirlenebilmektedir. Yiiz
karelik bir alan i¢inde 10 karelik alandaki sayilan sperm sayis1 milyon/ml’ deki say1y1
verir. Sonucun saglikli olmasi i¢in en az dort tane 10” lu kare sayilarak ortalamalarinin
alinmas1 gerekir. Bu sekilde yapilan sayimla 100 karelik alan i¢inde hi¢ sperm
bulunamamaissa alan disindaki bolgeler de degerlendirilmelidir. Eger ejakulatta sperm
bulunmazsa, 2000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek pellete bakilmasi zorunludur.
Santrifiij edildikten sonra da sperm bulunmazsa buna “azoospermik Ornek” adi
verilmektedir. Tedaviye gelen hastanin saglikli bir tanisinin konmasi i¢in, 15 giin
arayla en az 2 kere spermiyogram degerlendirilmesi yapilmasi gerekmektedir (Aziz ve
ark., 2013). Bu degerlendirme sonucunda sperm konsantrasyonuna gore siniflama
yapilabilir. Hi¢ sperm bulunamayan oOrnekler “Azospermi”, sperm sayist < 1
milyondan’ dan az 6rnekler “Siddetli oligospermi”, sperm sayist 1-5 milyon arasinda
olan ornekler “Orta oligospermi”, sperm sayisi 5-20 milyon arasinda olan O6rnekler
“Hafif oligospermi” ve sperm sayis1 > 20 milyon’ dan fazla 6rnekler “normospermi”

olarak adlandirilir.

2.12.2. Motilite

Sperm motilitesi total sperm popiilasyonunda hareketli olan spermlerin

yiizdesidir.

Diinya Saglik Orgiitii hareketliligi 3 sinifta degerlendirmektedir:
a) llerleyici (progresif) hareket

b) Ilerleyici (Non-progresif) olmayan hareket

c¢) Hareketsiz (WHO Laboratuvar El kitabi, 2010).
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2.12.3. Morfoloji

Sperm  morfolojisi  spermatogenezin  kalitesini  yansitir, morfoloji
anormallikleri bas, boyun ve kuyruga gore smiflandirilir. Diinya Saglk Orgiitii
kriterlerine gore normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi %30’ un lizerinde olmalidir.
Diinya Saglik Orgiitii’ niin 6nerdigi morfolojik degerlendirme 6zelliklerini ayn1 alan
ancak sinirda kabul edilen spermatozoayr da anormal gruba sokan daha kesin
Olctitlerin kullanildig1 degerlendirme sistemi Kruger’ in kesin Olglitleri olarak bilinir

(Kruger ve ark., 1998).

24



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismanin Tasarimi

Bu ¢alismada, normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA hasar1
belirleme yontemleri ile sperm DNA fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve
sperm DNA maturasyonu incelenecektir. Ayrica rhodaminel23/propidyum iyodiir
boyama yontemleri kullanilarak sperm mitokondri membran potansiyeli ve sperm

apoptozunun arastirilmasi amaglanmustir.
Calismada;

Biruni Universite Hastanesi Uroloji poliklinigine bagvuran hastalardan normal
(n:22) grup ve varikosel (n:22) hasta gruplarinda WHO kriterlerine uygun standart
semen analizi uygulandi. Ardindan anilin blue (mavisi) boyama yontemi ile sperm
DNA maturasyonu, acridine orange (akridin turuncusu) boyama yontemi ile sperm
DNA fragmentasyonu, CMA3 boyama yontemi ile sperm kromatin kondensasyonu,
rhodamine123/propidyum iyodiir boyama yontem ile sperm mitokondri membran

potansiyeli ve apoptotik spermler degerlendirilmistir.

Calisma ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul’ una sunuldu ve

2019/31-04 karar no’ lu ve 24.07.2019 tarihli etik kurul onay1 alindu.
Calisma Agustos 2019 — Eyliil 2019 tarihleri arasinda Biruni Universite

Hastanesi’ ne spermiyogram analizi i¢in basvuran hastalara uygulandi.

3.2. Hasta Secimi

Calismaya dahil olma kriterleri:
Normal Erkek Grubu;

Erkegin semen analizinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gore sperm
yogunlugunun 15 milyon/ml fazla olmasi, normal morfolojinin %4 den fazla olmasi

ve ileri hareketli sperm yiizdesinin %32 den fazla olmasi1 gerekmektedir.
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Varikosel hasta grubu;

Uroloji poliklinigine basvurmus ve varikosel tanis1 konulmus erkek hastalar

calismaya dahil edilmistir.

Her iki grup icin;

-Erkegin yasinin en az 20 en fazla 45 olmasi

-Endokrinolojik ve/veya metabolik bozukluklar gdstermemesi

-En az 3 en fazla 7 giin cinsel perhiz siiresi uygulanmasi

3.3. Calismada Kullanilan Yontemler
3.3.1. Sperm DNA Maturasyonunun Anilin Blue Boyama le Gésterilmesi

%5 Anilin Blue (Mavi) Boyasinin Hazirlanmasi:

5 gram toz asidik anilin blue (mavi) boyasi, kaynamis 100 mL distile su
igerisinde ¢ozdiiriiliir, kagit filtreden gecirilir. Soguduktan sonra %2 asetik asit eklenir.

pH, 3,5 olarak ayarlanir.

%2 Gluteraldehit Hazirlanmasa:

%25 gluteraldehit fiksatifi distile su ile %?2 olacak sekilde seyreltilir. Yani 8

mL gluteraldehit 92 mL distile su igerisine eklenir.

Boyanin Yapihis::

20 mikrolitre semen Orne8i temiz lam iizerine yayilip kurutulur. Oda
sicakliginda %?2 gluteraldehit iginde 3 saat fikse edilir. Fiksasyon sonras1 %5 anilin
mavisi ve %?2 asetik asit igeren boya soliisyonunda 30 dakika boyanir ve distile su ile
yikanir. Nukleuslar1i boyanmis spermler pozitif ve boyanmamis spermler negatif, yani
matur sperm olarak degerlendirilir. 100 sperm sayilarak boyanmamis sperm yiizdesi

c¢ikarilarak sperm maturasyon defekti oran1 hesaplanir.
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3.3.2. Sperm DNA Fragmantasyonu’nun Acridine Orange (Akridin Turuncusu)

fle Floresan Mikroskobunda Degerlendirilmesi

% Acridine Orange (Akridin Turuncusu) Boyasinin Hazirlanmasi;
Stok cozelti

% 1 acridine Orange distile su i¢inde hazirlanir

Boya

%1 Acridine orange (akridin turuncusu) 25 mL

0,1 M Sitrik Asit 10 mL

0,3 M Na;HPOq4 300 puL

Carnoy (Karnoy) Fiksatifi;

Metanol 75 mL

Asetik asit 25 mL

Carnoy buzdolabinda bekletilmelidir .Taze fiksatif kullanilmalidir.Fiksasyon siiresi
buzdolabinda 5-10 dakika , oda sicakliginda 30 dakika civarindadir.

Boyamanin Yapihsi;

20 mikrolitre semen Orne8i temiz lam iizerine yayilip kurutulur. Oda
sicakliginda carnoy (karnoy) soliisyonu i¢inde 1 saat fikse edilir. Fiksasyon sonrasi
acridine orange boyasi ile 5 dakika karanlikta boyanir, distile su ile yikanir, kurutulur
ve floresan mikroskobunda incelenir. Yesil boyali spermler normal DNA, turuncu-
kavuni¢i boyali spermler fragmente DNA tasimaktadir. Ortalama 200 sperm sayilarak

yiizde fragmantasyon hesaplanir.

3.3.3. Sperm Kromatin Kondensasyonunun CMA3 (Kromomisin A3) ile
Floresan Mikroskopta Degerlendirilmesi

Boyanin Hazirlanmasi;

CMA3 0,25 mg

MCI Ilvane Buffer 1 mL
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MCI IIvane Buffer Hazirlanmasi;
200 mM Disodyum Hidrojen Fosfat
100 mM Sitrik Asit

Carnoy (Karnoy) Fiksatifi;
Metanol 75 mL

Asetik asit 25 mL

Boyamanin Yapihsi;

20 mikrolitre semen Ornegi temiz lam iizerine yayilip kurutulur. + 4°C’ de
carnoy (karnoy) soliisyonu icinde 5 dakika fikse edilir. Fiksasyon sonrasi yayma
preparatlar MCI Ilvane soliisyonu ile ¢calkalanir. CMA3 boyasi ile karanlikta 20 dakika
boyanir. Siire sonunda preparatlar tekrar MCI Ilvane soliisyonunda yikanir, kurutulur
ve floresan mikroskobunda goriintiilenir. Yesil boyali spermler kondanse DNA iceren
sperm, sar1 boyanan spermler dekondanse sperm olarak degerlendirilir. Ortalama 100

sperm sayilarak ylizde deger hesaplanir.

3.3.4. Rhodamine 123/Propidyum Iyodiir ile Sperm Mitokondri Membran

Potansiyelinin ve Apoptotik Spermlerin Belirlenmesi
Rhodamine 123 Boyasinin Hazirlanmasi;

Rhodamine 123 Smg
PBS SmL

Propidyum iyodiir Boyasinin Hazirlanmasi;
Propidyum iyodiir 2 uL

DMEM medium (-) I mL
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Boyamanin Yapihsi;

Semen ornekleri 5x10° konsantrasyon olacak sekilde 1 mL DMEM medium
icine koyulur. Siispanse hale getirilir. Sperm siispansiyonuna 5 pL hazirlanan
rhodamin 123 boyasi eklenir ve 15 dakika karanlikta bekletilir. Siire sonunda ayni
¢ozeltiye 1 uL propidyum iyodiir boyasi eklenir ve 5 dakika karanlikta bekletilir. Siire
sonunda boyal1 siispansiyondan 20 pL temizlenmis lam {izerine yayilir ve kurutulur.
Daha sonra floresan mikroskopta incelenir. Yesil boyanan spermler mitokondri
membran potansiyeli yiiksek sperm, kirmizi boyanan spermler apoptotik sperm olarak

degerlendirilir. Ortalama 200 sperm sayilarak ylizde deger belirlenir.

3.3.5. istatistiksel Analiz

Bu calismada iki grup karsilastirilmasi i¢in student’ s t testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu prospektif kontrollii ¢alismada; Agustos 2019 — Eyliil 2019 tarihleri
arasinda Biruni Universite Hastanesi Uroloji poliklini§ine bagvuran hastalardan
calisma kriterlerine uyan normal semen analizine sahip (n:22) grup ve varikosel (n:22)
hasta gruplarinda, toplam 44 hastada WHO kriterlerine uygun standart semen analizi
uygulandi.

Yayma preparatlari yapilan 44 hastadan alinan semen 6rneklerinde anilin blue
(mavisi) boyama yontemi ile sperm DNA maturasyonu, acridine orange (akridin
turuncusu) boyama yontemi ile sperm DNA fragmentasyonu, CMA3 boyama yontemi
ile sperm kromatin kondensasyonu, rhodamine123/propidyum iyodiir boyama yoéntem
ile sperm mitokondri mebran potansiyeli ve apoptotik spermler degerlendirilmistir.

Degerlendirme sonuglart gruplar arasinda karsilagtirilmistir.
P degeri Yorumu

p<0.05 Istatistiksel anlamlilik *

p<0.01 Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik **

p<0.001 Cok yiiksek istatistiksel anlamlilik ***
0.05<=p<0.10 Anlamlilik egilimi (sinirda anlamlilik)

p>0.10 Fark tesadiiften ileri gelmistir (istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamistir)
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4.1. Sperm Konsantrasyon Degerlendirme Sonuglari

Tablo 4.1: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm konsantrasyonu
degerlerinin karsilastirilmasi

Normal hasta | Varikosel hasta grubu | p
grubu(ort=SD) (ort+=SD)
Konsantrasyon 56,09+37,88 40,50+20,71 0,098
(mil/ml)
KONSANTRASYON(1CC)-milyon/ml

100
- 90 i
£ NORMAL HASTA GRUBU ® VARIKOSEL HASTA GRUBU
z 80
%
S 70
= 60 56,09
8 s
2
z 50
& 40
2
= 30
F
g 20
= 10

d NORMAL HASTA GRUBU VARIKOSEL HASTA GRUBU
KONSANTRASYON(1CC)- 56,09 205
milyon/ml

Sekil 4.1: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm konsantrasyonu
degerlerinin karsilastirilmasi

Tablo 4.1’ te ve Sekil 4.1” de goriildiigii gibi konsantrasyon degiskeni agisindan

normal erkek ve varikosel hasta gruplar1 karsilagtirilmistir. Konsantrasyon degiskeni

acisindan istatistiksel olarak sinirda anlamlilik degeri saptanmistir (0.05<p<0.10).
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4.2. Sperm Motilite Degerlendirme Sonuclari

Tablo 4.2: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm motilitesi degerlerinin
karsilastirilmast

Normal hasta grubu | Varikosel hasta grubu | p
(ort£SD) (ort£SD)
Sperm  motilitesi | 50,09+8,73 24,40+5,7 0,000
(a)
Sperm  motilitesi | 17,95+6,28 28,27+11,38 0,001
(b)
Sperm  motilitesi | 31,9545+6,9247 47,3182+10,7466 0,000
(©)
MOTILITE-iLERI (%)
100
90
20 NORMAL HASTA GRUBU = VARIKOSEL HASTA GRUBU
E 60
N s 50I09
g 40
s
30 24,40
20
10
0 NORMAL HASTA GRUBU VARIKOSEL HASTA GRUBU
MOTILITE-ILERI (%) 50,09 24,40

Sekil 4.2: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm motilitesi degerlerinin
karsilastirilmasi

Tablo 4.1° te ve Sekil 4.2 de goriildiigii gibi, normal erkek olgular1 varikosel
hasta olgulari ile kiyaslandiginda, varikosel hasta olgularinda; prograsif hareket (ileri
hareketli motilite yiizdesi) varikosel hasta olgularinda normal erkek olgularina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi goriilmiistiir (p<<0,01). Tablo 3’ te
oldugu gibi non-progressif hareket (hareketsiz sperm ylizdesi) ve yerindehareketli
sperm yiizdesi degiskenlerinin varikosel olgularinda istatistiksel olarak anlamli bir

arti gosterdigi goriilmiistiir(p>001) .
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4.3. Sperm Morfoloji Degerlendirme Sonuclari

Tablo 2.3: Normal erkek ve varikosel hastalarda morfoloji degerlerinin
karsilastirilmast
Morfoloji % Normal hasta grubu | Varikosel hasta grubu | p
(ort+=SD) (ort+=SD)
Normal 6,18+1,25 3,31+1,46 0,000
Bas anomalisi 57,59+9,79 50,86+9,31 0,024
Orta kisim (Boyun | 20,68+6,95 28,27+6,35 0,000
anom.)
Kuyruk anom. 16,04+6,33 17,54+£8,26 0,503
MORFOLOJi-NORMAL (%)
10
9 NORMAL HASTA GRUBU  m VARIKOSEL HASTA GRUBU
£ s
z 7
s 6,18
& 6 f
=
L B
5]
§ 4
g 3
= 2
1
0 NORMAL HASTA VARIKOSEL HASTA
GRUBU GRUBU
[MORFOLOJI-NORMAL (%) 6,18 3,31

Sekil 3: Normal erkek ve varikosel hastalarda morfoloji degerlerinin karsilagtirilmasi

Tablo 4.3’ te ve Sekil 4.3” te oldugu gibi, normal erkek ve varikosel hasta

gruplan karsilastirildiginda, normal sperm morfolojisi varikosel hasta olgularinda

normal erkek olgularina kiyasla anlamli bir azalma gostermistir (p<<0,05). Tablo 4’ te

bulunan verilere gore sperm boyun anomalilerinin varikosel hasta olgularinda daha

yiiksek oldugu gosterilmistir (p<0,05).
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4.4. Sperm DNA Maturasyon Defekti Sonuclar: (Anilin Blue (Mavisi) %)

Sekil 4.4: Asidik Anilin Blue (Mavisi) Boyama

,1—

Koyu mavi boyanan pozitif (+) spermler ,sperm maturasyon defektini

yansitmakta olup,

boyanmayan

spermler,kromatin

kondansasyonunu

tamamlamig,negatif (—) olarak gosterilmektedir. (100x immersiyon objektifi 11k

mikroskobu goriintiisii)

Tablo 4.4: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA maturasyon
defekti degerlerinin karsilastirilmast

(Mavisi) (+)(%)

Normal hasta Varikosel hasta grubu p
grubu(ort£SD) (ort£SD)
Anilin Blue 20,27+5,31 73,27+7,66 0,000
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Sperm Maturayon Defekti

100 NORMAL HASTA GRUBU = VARIKOSEL HASTA GRUBU

90
%0 73127
70

60
50
40
30
20
10

Anilin Blue (mavisi) % (+)

20,27

VARIKOSEL HASTA
GRUBU
|Anilin Blue (mavisi) % (+) 20,27 73,27

NORMAL HASTA GRUBU

Sekil 4: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm kromatin maturasyon
defekti degerlerinin karsilastirilmast
Tablo 4.4 ve Sekil 4.5°de goriildiigii gibi, normal erkek ve varikosel hasta
olgular1 karsilagtirlldiginda sperm kromatinmaturasyon defekti varikosel hasta
olgularinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir (p<0,05). Sperm

immaturasyonunun varikosel hasta olgularinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(p<0,05).

4.5. Sperm DNA Fragmentasyon Indeksi Sonuclari(Acridine Orange/Akridin

Turuncusu %)

Sekil 4.6: Acridin Orange (Turuncusu) Boyama
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Yesil (normal), kavuni¢i ve turuncu (defektli) sperm DNA fragmantasyonunu

gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi goriintiisii)

Tablo 4.5: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA Fragmentasyon
indeksi degerlerinin karsilagtiriimasi

DNA Fragmentasyon Indeksi | Normal hasta Varikosel p
(%) grubu(ort£SD) hastagrubu(ort+=SD)

Acridine Orange 18,63+5,21 76,81+8,21 0,000

(AkridinTuruncusu)(+)(%)

Sperm DNA Fragmentasyon indeksi

100
90
80 76,81
70
60
50
40
30
20
10

NORMAL HASTA GRUBU = VARIKOSEL HASTA GRUBU

18,63
=

Acridine orange (Akridin Turuncusu) (%)

NORMAL HASTA VARIKOSEL
GRUBU HASTA GRUBU

Acridine orange (Akridin Turuncusu)
(%)

18,63 76,81

Sekil 4.7: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA Fragmentasyon
indeksi degerlerinin karsilastirilmasi
Tablo 4.5 ve Sekil 4.7’ de goriildiigii gibi, normal erkek ve varikosel hasta
olgulan karsilagtirildiginda sperm DNA Fragmentasyonu varikosel hasta olgularinda
istatistiksel olarak daha yiiksek deger gdstermistir (p<0,01). Iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,01).
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4.6. Sperm Kromatin Kondensasyon Defekti Sonuclari (Cma3 (Kromomisin A3)

%)

Yesil (normal), sar1 (dekondanse).

gosterilmistir (100X immersiyon objektifi floresan mikroskobi goriintiisii)

Sekil 5: CMA3 Boyama

Sperm kromatin kondensasyonu

Tablo 4.6: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm kromatin kondensasyon
defekti degerlerinin karsilastirilmast

Sperm kromatin Normal hasta Varikosel p
kondensasyonu (%) grubu(ort£SD) hastagrubu(ort+SD)
CMA3 23,45+8,03 71,59+14,55 0,000
(kromomisinA3)(%)
100 SPERM KROMATIN KONDENSASYON DEFEKTI

90 NORMAL HASTA GRUBU = VARIKOSEL HASTA GRUBU
£ 80
= 71,59
& 70 1
<<
g 60
§ 5o
£
S 40
=
g 30 23,45
& 20 .

10

0 NORMAL HASTA GRUBU VARIKOSEL HASTA GRUBU
CMAS3 (kromomisin
A3) % (+) 23,45 71,59

Sekil 6: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm kromatin kondensasyon
defekti degerlerinin karsilastirilmasi
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Tablo 4.6 ve Sekil 4.9 da oldugu gibi, normal erkek ve varikosel hasta olgulari
karsilastirildiginda sperm kromatin kondensasyon defekti orani varikosel hasta
olgularinda istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (p<0,05). Dekondanse sperm

oraninin varikosel hasta olgularinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (p<0,05).

4.7. Sperm Mitokondriyel Membran Potansiyeli Sonug¢lar:

=

!
N R

Sekil 4.10: Rhodamine 123/ Propidyum Iyodiir Boyama
Yesil (canli), kirmizi (apoptotik) spermlerin gdsterilmesi (100X immersiyon

objektifi floresan mikroskobi goriintiisii)

Tablo 4.7: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm mitokondri membran
potansiyelinin karsilastiriimasi

Sperm mitokondri | Normal hasta | Varikosel p
membran  potansiyeli | grubu(ort=SD) hastagrubu(ort=SD)
(%)
Rhodamine 123 (%) 79,90+7,25 13,86+16,93 0,000

SPERM MITOKONDRI MEMBRAN POTANSIYELI

100 NORMAL HASTA GRUBU VARIKOSEL HASTA GRUBU
90
79,90
80 !
= 70
2
= 60
Z
£ 50
=
S a0
2
£ 30
20 13,86
10 -
0 NORMAL HASTA GRUBU VARIKOSEL HASTA GRUBU
|RHODAMINE 76,50 .

Sekil 4.11: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm mitokondri membran
potansiyelinin karsilagtirilmasi
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Tablo 4.7 ve Sekil 4.11° de oldugu gibi, normal erkek ve varikosel hasta
gruplart kiyaslandiginda sperm mitokondri membran potansiyeli varikosel hasta
olgularinda istatistiksel olarak azalma gostermistir (p<0,05). Her iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

4.8. Apoptotik Sperm Degerlendirmesi Sonuclar1 Propidyum Iyodiir (%)

Tablo 4.8: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda apoptotik sperm degerlerinin
karsilastirilmast

Apoptotik Sperm Normal hasta Varikosel P
Degerlendirmesi (%) grubu(ort£SD) hastagrubu(ort=SD)
Propidyum Iyodiir (%) 20,09+7,25 89,18+4,08 0,000

APOPTOTIK SPERM DEGERLERI

NORMAL HASTA GRUBU  m VARIKOSEL HASTA GRUBU

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

89,18

PROPIDYUM iYODUR (%)

20,09
.

NORMAL HASTA VARIKOSEL HASTA
GRUBU GRUBU

PROPIDYUM IYODUR 20,09 89,18

Sekil 4.12: Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda apoptotik sperm
degerlerinin karsilastirilmasi

Tablo 4.8 ve Sekil 4.12° de oldugu gibi, normal erkek ve varikosel hasta
gruplar1  kiyaslandiginda apoptotik sperm sayis1 varikosel hasta olgularinda
istatistiksel olarak artig gostermistir (p<<0,05). Her iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p<0,05).
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda infertilite iizerinde sperm DNA hasarinin
cok biiylik bir katkisi oldugunu gosterilmistir. Yapilan calismalar sonucu fertil
erkeklerle kiyaslama yapildiginda infertil erkeklerde yiiksek oranda sperm DNA hasar1
oldugu belirtilmistir (Spano ve ark., 2000). Sperm kromatin anomalilerinin IVF
denemelerinde basariyr negatif olarak etkiledigini gosteren bircok c¢alisma vardir
(Sakkas ve ark., 1996). Fertilizasyon basarisizliginin nedenleri arasinda zayif kromatin

paketlenmesi diisiiniilebilir (Hammadeh ve ark., 2001).

Sperm DNA’ sinda meydana gelen hasarin erkek spermatozoon’unda
morfolojik anomalilere neden oldugu bazi ¢aligmalarda gosterilmistir (Dozortsev ve
ark., 1995). DNA kiriklari, tek iplikli DNA, apoptotik degisiklikler, anormal histon
protamin gecisleri veya basarisiz kondensasyon, immaturasyon gibi defektlerin infertil
erkek spermlerinde goriildiigii bildirilmistir (Chemes ve ark., 1979). Ayrica sperm
DNA’ sinda meydana gelen hasarin sperm parametrelerinde normalden diistik degerler
gosterdigi bildirilmistir (Auger ve ark., 1999). Yapilan ¢aligmalarda klinik varikoseli

olan erkeklerde infertilite sorunu oldugu gdsterilmistir (Dubin ve ark., 1970).

Sperm kromatin kondensasyon oranindaki azalma CMA3 boyamasi ile sperm
DNA maturasyon defektleri anilin boyama ile sperm DNA fragmentasyonu ise
acridine orange floresan boya ile degerledirilebilir (Razani ve ark., 2001;Guzman ve

ark., 2005).

Bu calismada normal erkek ve varikosel hasta olgularinda sperm DNA’ sinda
meydana gelen hasarlar arastirilmis ve bu hasarlar1 belirlemeye yonelik calismalar
yapilmigtir. Sperm DNA maturasyon defekti anilin blue boyama yontemi ile
incelenmistir. Varikosel olgularinda sperm DNA maturasyon defektinin normal
erkeklere oranla yaklasik iki kat daha fazla oldugu bulunmustur. Sperm kromatin
kondensasyonu CMA3 floresan boyama ile incelenmistir. Sonug¢ olarak varikosel
olgularinda normal erkeklere kiyasla yliksek oranda kromatin kondensasyonu
anomalisine rastlanmistir. Sperm DNA fragmentasyonu acridine orange floresan
boyama ile incelenmis ve varikosel olgularinda yiiksek oranda fragmente DNA

bulgusuna rastlanmistir. Tiim sonuglar birbirini destekler nitelikte olup sperm DNA
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hasarlarina varikosel olgularinda normal erkeklere kiyasla istatistiksel olarak yiiksek

oranda rastlanmistir.

Klinikte yapilan calisma raporlarinda varikosel hastalariin sperm sayisi,
motilite ve morfolojisinde kalic1 anormallikler bildirilmistir (Marmar ve ark., 2001).
Sperm mitokondrilerinde meydana gelen hasarin sperm motilitesini yavaslattig

bilinmektedir (Unal ve ark., 2017).

Bu calismada varikosel hasta semen 6rnekleri ve normal erkek semen 6rnekleri
motilite ve morfoloji parametreleri agisindan incelenmis ve varikosel olgularinda
normal erkeklere kiyasla diisiik oranda ileri hareketli sperm motilitesi
gozlemlenmistir. Yerinde hareketli ve hareketsiz sperm orani varikosel olgularinda
daha yiiksektir. Ayrica varikosel olgularinda yiiksek oranda morfoloji anomalilerine
rastlanmistir. Varikosel olgularinda yiiksek oranda boyun anomalisi goriilmiistiir .
Varikosel hasta olgularinda motilite ve boyun morfoloji anomalilerinin gézlemlenmesi

sperm mitokondrisinde hasar meydana gelebilecegini diisiindiirmiistiir.

Sperm mitokondri anomalileri, sperm fonksiyonunda bozukluga yol acan
onemli sebeplerdendir. Sperm mitokondrisinde sayisal bozukluk, mitokondri
dizilimindeki diizensizlikler, mitokondri yapisinda kisa veya uzun kilif anomalileri,
mitokondri matriks yogunlugunun artmasi1 veya lipit igerikleri mitokondriyal
anomalilerden bazilaridir (Rawe ve ark., 2007). Bu sorunlar semen analizi sonrasinda

boyun anomalisi olarak gozlemlenebilir (Folgero ve ark., 1993).

Daha 6nceki ¢alisma raporlarinda katyonik floresan bir boya olan rhodamine
123" iin canli hiicrelerin mitokondrisinden secici olarak gecebildigi gosterilmistir

(Johnson ve ark., 1980).

Sperm mitokondri membran potansiyelindeki degisikliklerin, bu tiir floresan

problari tarafindan yansitilabilecegi 6nceden tespit edilmistir (Folgero ve ark., 1993).

Bu ¢alismada sperm mitokondri membran potansiyeli, rhodamine 123 floresan
boyama yapilarak incelenmistir. Normal erkek ve varikosel hasta olgular
kiyaslandiginda sperm mitokondri membran potansiyelinin varikosel olgularinda
yilksek oranda azaldigi gosterilmistir. Sonuglar daha Once yapilan calismalari

destekler niteliktedir.
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Varikoselin germ hiicre apoptozunu arttirdigr bulunmustur (Bargawi ve ark.,
2004). Insan sperminde yapilan galismalar sonucu apoptoz varhigi gdsterilmistir.
Ancak calismalar ilerledik¢e ejakiilattaki sperm olgularindada apoptoz varligi
bildirilmistir (Sun ve ark., 1997). Apoptoz spermatogenez kontrol sistemlerinin
kaldirilmasi ve ¢esitli patolojilerin kaldirilmasinin bir sonucu olabilir (Gandini ve ark.,
2000). Yapilan ¢alismalar sonucunda Sperm DNA hasari ve sperm DNA tamir
mekanizmalarinin ¢alismamasi durumunda apoptoz mekanizmasinin devreye girdigi
bildirilmistir. Apoptozun hatali genetik bilgiyi bir sonraki embriyoya aktarilmasini
engelleyen son basamak oldugu diisiiniilmektedir (Singh ve ark., 2003). Sperm
apoptozu ve sperm DNA’ sinda meydana gelen hasar erkek infertilitesinin potansiyel
belirleyicileri olarak bildirilmistir (Ricci ve ark., 2002). Apoptoz sonrasinda meydana

gelen germ hiicre kaybi, spermatogenez sirasinda goriilmektedir (Lopes ve ark., 1998).

Bu ¢alismada apoptotik spermleri belirlemek icin propidyum iyodiir floresan
boyama yontemi kullanilmistir. Normal erkek ve varikosel hasta olgularinda apoptotik
sperm degerleri karsilagtirllmis ve varikosel olgularinda apoptotik sperm degerleri
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir. Her iki c¢alisma grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

5.1. Oneriler

Varikosel olgulart kontrol ile kiyaslandiginda sperm motilitesi ve sperm
morfolojisinin istatistiki olarak anlaml1 bir azalma gosterdigi (p<0,05) goriilmiistiir.
Sperm boyun anomalilerinin varikosel olgularinda daha yiiksek oldugu gortilmiistiir
(p<0,05). Sperm immaturasyonunun, sperm DNA fragmantasyonunun ve sperm
kromatin kondensasyon defektinin varikosel olgularinda daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Rhodamine 123 ile dl¢iilen sperm mitokondriyel membran potansiyelinin
varikosel olgularinda diisiik oldugu anlagilmistir. Ayrica apoptotik sperm oraninin
(propidium iyodiir ile dl¢iilen) varikosel olgularinda arttig1 gosterilmistir. Varikoselin
sperm kromatin maturasyonu ve mitokondri fizyolojisi ilizerine negatif etkileri

goriilmiistiir. Varikosel olgularinda yiiksek oranda apoptotik sperm bulunmustur.
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7. EKLER

EK 1. Goniilli Olur Formu

BiRUNI UNIVERSITESI

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” ICIN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: “Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA
fragmantasyonu, sperm kromatin kondensasyonu ve sperm mitokondriyal enerji

metabolizmasinin incelenmesi”

Sizi, “Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA fragmantasyonu,
sperm kromatin kondensasyonu ve sperm mitokondriyal enerji metabolizmasinin
incelenmesi” baghkli bir arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip
katilmama kararin1 vermeden Once, aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz
gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayirimiz. Eger anlayamadiginiz ve
sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Bu
anket ¢alismasina katilmak tamamen goniilliilik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan
sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu
imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma

amaci ile kullanilacaktir.

Sorumlu Arastirmaci: Tiilay IREZ

50



Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu ¢calismaya katilacak?

Sizi davet ettigimiz ¢calismanin amaci, testislerdeki damar biitiinliigiiniin bozulmasina
bagli olarak meydana gelen varikosel hastaligina sahip erkeklerde, standart semen
analizi yapmak ve sonuglara dayali olarak sperm DNA’ sinda meydana gelen hasari
arastirmaktir. Calismanin ortalama bir ay slirmesi ve yaklasik 44 kisinin katilmasi

planlanmaktadir.

Bu calismaya katilmali miyim?

Bu ¢alismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu imzalasaniz
bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismay1 birakmakta
Ozgirsiiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya g¢alismadan ayrilirsaniz, vermis
oldugunuz kiimiiliis 6rneginin analiziyle ilgili siire¢ rutin olarak devam edecek ve
islem sonucunuzu yine planlanan tarihte almis olabileceksiniz. Kisacasi bu ¢aligmaya
katilip katilmamaniz analiz siirecini pozitif ya da negatif herhangi bir sekilde

etkilemeyecektir.

Bu ¢alismaya katilmamin maliyeti nedir?

Bu c¢alismaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

girmeyeceksiniz.

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Arastirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, aragtirmay1 ve istatiksel analizleri yliriitmek
i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde,

sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir. Calisma
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sonuclar1 ¢aligma bitiminde yalnizca bu arastirmada olmak {izere tibbi literatiirde

yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.
Daha fazla bilgi i¢in kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime ge¢iniz.

ADI : Bahar SARIKAYA
GOREVI  : Diger Arastirmaci
TELEFON  : 05347227342

Biruni Universitesi’nde Bahar SARIKAYA tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarild1 ve ilgili metni

okudum.
Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan cekilecegimi 6nceden bildirmemim
uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi1 da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini

biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir

saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi
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konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir

yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bahar SARIKAY A’y1 05347227342

nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimcl

Adi, soyadi:

Tel:

Imza:
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EK 2. Etik Kurul Onay1

T

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

24.07.2019
Saymn Prof.Dr.Tiilay IREZ

Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Aragtimalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda planladigi “Normal Erkek ve Varikosel Hasta Gruplarinda Sperm DNA
Fragmantasyonu, Sperm Kromatin Kondensasyonu ve Sperm Mitokondriyal Enerj
Metobolizmasinin Incelenmesi” isimli aragtirmanizin kurulumuzun 24.07.2019 tarihli
toplantisinda etik yonden uygun olduguna karar verilmistir.

avl

Etik Kurul Baskant
Prof.Dr.Can Polat EYIGUN
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T.C.
o BiRUNI UNIVERSITEST
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI
Karar No: 2019/31-04
Prof Dr.Tiilay IREZ’in planladigi “Normal Erkek ve Varikosel Hasta
Tarih: 24.07.2019 Gruplarmda Sperm DNA Fragmantasyonu, Sperm Kromatin
Kondensasyonu ve Sperm Mitokondriyal Enerj Metobolizmasmn
Toplanti Sayisi:31 Incelenmesi” konulu aragtwma incelendi, yapilan inceleme sonucunda
aragtirmanin etik yonden uygun olduguna karar verildi.
UYELER
Adi soyad: Alam Boliimii Katilim .
Imza
Prof.Dr.Can Polat EYIGUN Enfeksiyon Hastaliklari . N i
Tip s i | BlcKugil | =y
Fakiiltesi ‘:éﬂ ik ikrabigilog Baskant W \?)E
Prof.Dr.Leman SENTURAN Sadlik Bilimleri Etik Kurul
glik Bilimleri T
Fakilltesi Hemgirelik Bolimii Baskan | z : ¢,-J_~
Yardimeisi riol
Prof Dr.Fatma CELIK Saglik Bilimleri | Beslenme ve U \/( ¢ ()
Fakiiltesi Diyetetik Boliimii o= — A
i Tip Tibbi Biyokimya AD. | Raportdr
HIMMETOGLU Fakilltesi ya A.D. p
Dog.Dr.Burcu KARADUMAN|  Dis . ¥ i
Hekimligi Periodontoloji A.D. Uye
Fakiiltesi =
Dr.Ogr.Uyesi Zeynep Saglik ; . “ /
e Fizyoterapi ve - -
gy Blh{nler{ Rehabilitasyon Bolimii Uye {/ <
Fakiiltesi D)
Dr.Ogr.Uyesi.Ayse Egitim e } =
Dilsad YAKUT Fakiiltesi ol Egatim Uye

!

= = amorr o]
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Ek 4. Hastane Onay Formu

BIRUNI

UNIVERSITE HASTANESI

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Bagkanhigna;

Biruni Universitesi Prof. Dr. Tilay [REZ’in yiiriitiiciisi oldugu, Biruni Universitesi Klinik
Embriyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programu &grencisi Bahar SARIKAYA’nin arastirmacisi oldugu
“Normal erkek ve varikosel hasta gruplarinda sperm DNA fragmantasyonu, sperm kromatin
kondensasyonu ve sperm mitokondriyal enerji metabolizmasinin incelenmesi” isimli tez galigmasinda,
hastanemiz iiroloji poliklinigine gelen hastalarin semen Orneklerinin, ¢ahiyma sonrasi atik

materyallerinin tez caliymasinda kullanilmas tarafimdan uygun goriilmistiir.

SAGLIK EGITIMI UYG

Lf{,"u“’h V" ‘ og;vsashw

Kurgm. Kodd 113«3977

J,/ BIRUNI UNI\ERYTE IL;:ST‘ {BAL

Oip.Tes No94323
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8. OZGECMIS

Adi Soyadi: Bahar SARIKAYA

Dogum Tarihi: 02.05.1995

Mail Adresi: baharsrky @gmail.com

Unvani: Biyolog

Ogrenim Durumu:Lisans

Derece Alan Universite Yil
Lisans Molekiiler Biyoloji ve | Istanbul Kiiltiir Universitesi 2013-
Genetik 2017
Y. Lisans | Klinik Embriyoloji Biruni Universitesi 2017-
Devam
Ediyor
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9. INTIHAL RAPORU

NORMAL ERKEK VE VARIKOSEL HASTA GRUPLARINDA
SPERM DNA FRAGMENTASYONU, SPERM KROMATIN
KONDENSASYONU VE SPERM MITOKONDRIYAL MEMBRAN

POTANSIYELININ INCELENMESI
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