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I.LBEYAN

Bu tez calismasmin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin asamalarda etik dis1 herhangi bir davranisimin olmadigini, bu tezdeki
biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, calisma ile elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gdosterdigimi ve kaynaklar listesi
seklinde ekledigimi, patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigin

beyan ederim.

Biisra BERKSOY



II. TESEKKUR

Tez ¢alismamin basindan itibaren en biiyiik katkiy1 ve destedi gosteren bilimsel
yoniiyle 151k tutan yol gosteren saygideger hocam ve tez danismanim Prof.Dr. Tiilay
IREZ basta olmak iizere calismamda destegi ve katkilarii esirgemeyen Sayimn hocam
ve ikinci tez danismanim Dr.Emre SALABAS a. Her tiirlii zor kosullarda yardimima
kosan ve en biiyiik destekcim Saym Ecem ASLAN’a ve Bu zorlu siirecte manevi
olarak yanimda olup destek veren Sayin Kiibra KOC’a. Biruni Universite Hastanesi
Laboratuvari ¢alisanlarina, bu asamaya gelebilmemde emegi olan tiim hocalarima ve

hayatimin her aninda varligiyla yanimda olan sevgili annem,babam ve ablalarima..
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1.0ZET VE ANAHTAR KELIMELER

Erkek faktorlii infertilite tanisinda semen analizi parametrelerinin infertilite nedenini
tam olarak agiklayamadigi bilinmektedir. Sperm protaminasyonu spermatogenezin
ge¢ haploid fazinda meydana gelen, DNA’y1 paketleyen histonlar ile protaminlerin
yer degistirip, arjininden zengin ¢ekirdek proteini olusumu ile sperm DNA
stabilizasyonu kondansasyonu saglamasidir. Ayrica sperm DNA fragmantasyonlari
erkekte infertilite nedeni olarak kabul edilmektedir.Calismamizda bu amaglaspermde
protaminasyon faktorii ve sperm DNA fragmantasyonu, varikosel tanist konmus ve
normospermi 0zelligi gosteren olgularda incelenmesi amaglanmistir. Calismamizda
normospermi ve Varikosel olgularinda sperm protaminasyonunun incelenmesi i¢in
calisma ‘Biruni Universitesi’ Girisimsel Olmayan Etik Kuruluna sunuldu ve
2019/25-18 say1 ve 24.01.2019 tarihli etik kurul onay1 alindi. Calisma ocak-Haziran
2019 tarihleri arasinda Biruni Universite Hastanesi’nde spermiyogram analizi igin
bagvuran hastalarda uygulandi.Bu ¢alismada; Biruni Universitesi Hastanesine
bagvuran hastalardan normospermi (n:22), ve Varikosel gruplarinda (n:22) DSO
kriterlerine uygun standart semen analizi uygulanarak, asidik anilin mavisi boyama
yontemi ile sperm maturasyonu ve akridin oranj boyama yontemi ile sperm DNA
fragmantasyon hasari, kromomisin A3 boyasi ile protaminlerce pozitif olan sperm
orneklerinin zayif kromatin paketlenmesi incelendi ve varikosel olgularinin kontrol
olgular 1ile kiyaslamasi yapildi. Normospermi ve Varikosel grubu
karsilastirildiginda; sperm motilitesi Varikosel olgularinda anlamli olarak diisiik
bulundu.(p=0.004). Histon pozitif sperm oraninin Varikosel olgularinda daha yiiksek
oldugu goriildii. (p=0.000). Sperm DNA fragmantasyonunun Varikosel olgularinda
daha yiiksek oldugu goriildii. (p=0.000) Spermlerde normal morfoloji oran1 kontrole
kiyasla Varikosel olgularinda daha diisiik bulundu.(p=0.004)Sonug olarak varikosel
olgularinda sperm maturasyonu’nun etkilendigi, DNA fragmantasyonlarinin arttig
goriilmiistiir. Testikiiler temperatiiriin yiikseldigi bu olgularda sicakligin artisinin
testis lizerindeki negatif etkileri gézlenmistir. Ayrica kromatin kondansasyonu’nun
yani sperm maturasyonu’nun kullanilan iki ayr1 test ile benzer sonuclar gosterdigi de

dogrulanmistir.

Anahtar Kelimeler:Asidik anilin mavisi, Akridin oranj, Kromomisin A3, DNA

fragmantasyonu, Protaminasyon,



2.ABSTRACT

Investigation Of Sperm Protamination In Varicocele Cases

It is known that semen analysis parameters do not fully explain the cause of
infertility in the diagnosis of male factor infertility. Sperm protamination occurs in
the late haploid phase of spermatogenesis, replacing protamines and protamines that
pack the DNA with the formation of arginine-rich nucleus protein and providing
sperm DNA stabilization, condensation. sperm DNA fragmentation, varicocele
diagnosis and normospermia.In our study, the study was submitted to the ‘Biruni
University Olmayan Non-Interventional Ethics Committee for the examination of
sperm protamination in normospermia and varicocele cases and approval of the
ethics committee dated 24.01.2019 and numbered 2019 / 25-18. The study was
performed between January-June 2019 in Biruni University Hospital for
spermiogram analysis.In this study; Normospermia (n: 22) and varicocele (n: 22)
patients who applied to Biruni University Hospital, standard semen analysis
according to WHO criteria, sperm maturation with acidic aniline blue staining
method and sperm DNA fragmentation damage with acridine orange staining
method, chromomycin A3 staining In this study, weak chromatin packaging of sperm
samples that were positive by protamines was examined and varicocele cases were
compared with control cases. Normospermia and varicocele group were compared;
sperm motility was significantly lower in varicocele cases (p = 0.004). Histone-
positive sperm ratio was higher in varicocele cases. Sperm DNA fragmentation was
found to be higher in varicocele cases (p = 0.000). Sperm normal morphology rate
was lower in varicocele cases compared to control group (p = 0.004).In conclusion,
sperm maturation was affected and DNA fragmentation was increased in varicocele
cases. Negative effects of temperature increase on testis were observed in these cases
where testicular temperature increased. It was also confirmed that chromatin

condensation, ie sperm maturation, showed similar results with two separate tests.

Keywords: Acidic aniline blue, Acridine orange, Chromomycin A3 DNA

fragmentation, Sperm maturation, Protamination



3.GIRIS VE AMAC

Testiste panpiniform venoz pleksus’un dilatasyonu ile ortaya ¢ikan varikosel,
erkek popiilasyonunda yaklagik olarak % 15 civarinda bulunmaktadir (Enciso ve ark
2013). Infertil erkeklerde ise bu oranin yiiksek seyrettigi cesitli arastirmalarla
kanitlanmistir (Marmar 2001).

Varikosel’in sperm kalitesi {izerindeki etkileri konusunda c¢eliskili yayinlar
bulunmaktadir. Sperm kalitesinin bozulmasinda en biiyiik etkenin testis temperatiirii

oldugu konusunda bir fikir birligi bulunmaktadir (Enciso ve ark. 2013).

Sperm DNA hasar1 erkek infertilititesi’nin dnemli bir sebebidir (Kara ve ark.,
2011,Ying ve ark 2012). 2003 ve 2004 yillarinda yapilan calismalar varikoselli
bireylerin spermlerinde Tunel ve Halosperm testleri ile dogrulanan DNA
fragmantasyonlarinin kontrol olgulara kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir

(Saleh ve ar. 2003, Chen ve ark 2004).

Doéllenme sirasinda pronukleus gelisimi ve arkasindan pronukleuslarin
birlesmesi gerceklesir. Bu silirecin dogru islemesi i¢in sperm DNA ve kromatin
yapisinin saglikli olmast gereklidir (Sun ve ark.,1997). Kromatin kondansayonu’nun
normal olusu genetik materyalin gecisi i¢in dnemlidir (Aktan., 2011).Spermatogenez
cok karmagik bir siirectir ve bircok genin potansiyel olarak rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir(Yang et all.,2004). Spermiyogenez sirasinda, sperm protaminleri,
¢ok adimli bir islemde somatik hiicre histonlarinin yerini alir.Protaminler,
spermiyogenezin ge¢ evrelerinde somatik hiicre histonlarinin yerini almaktadirlar

(Vincent et all.,2000) .

Spermlerde protaminasyon islemindeki ilk adim yuvarlak spermatitlerde
gerceklesir ve histonlarin gecis niikleer proteinleri (TP1 ve TP2) ile degistirilmesini
igerir.(Yalcin ve ark.,2018). Daha sonra, uzayan spermatidlerde, protaminler TP1 ve
TP2'nin yerini alir. Bu histon-protamin degisimi, olduk¢a yogun, transkripsiyonel
olarak sessiz bir kromatin ile sonuglanir. Spermiyogenezis siiresince, protamin
proteinleri spermatid kromatin kondensasyonunda onemli rol oynamaktadirlar.
Spermiyogenezis boyunca, spermatid kromatini kompaksiyon siirecine girerler.
Histonlar ile protaminlerin yer degistirmesi sayesinde kromatin kondensasyonu

gerceklesir ( Erimsah ve ark.,2015). Protaminler, ana niikleer sperm proteinleri olup,



insan sperm nukleusu P1 ve P2 diye adlandirilan 2 tip protamin
icermektedir(Olivia.,2006). Protaminlerdeki ¢apraz baglarin saglam bir yap1 alarak
kromatinin  direngli  (kuvvetli) ve stabilizasyonunu saglamaya yardimci

olurlar(Avc1.,2006).

Irez ve arkadaslar1 sperm protamin kusurlarmmn intrauterin inseminasyon ve
ICSI olgularinda IUI ve IVF sonuglarmi belirleyebilecegini gosterdiler (Irez ve
ark.2015,2018). Bu ¢alismada Varikosel olgularinda artan oksidatif stres {irtinlerinin
DNA biitiinltigli ile birlikte niikleus protein oraganizasyonunu da etkileyebilecegi
diistintilmiistir (Kai ve ark., 2014). Bu nedenle bu ¢alismada varikosel olgularinda
sperm DNA fragmantasyonu ve sperm maturasyonunu farkli iki teknik ile

arastirmayi amagladik.



4.GENEL BILGILER:

4.1 Spermatogenez

Spermatogenez puberte sonrasi, hipofiz 6n lobu gonadotropik hormonlarinin
uyarist sonucunda testislerdeki seminifer tubiillerinde gergeklesen olgun sperm
olugmasi islemine spermatogenez denir. Spermatogenez adoélesan donem ile
baslamakta olup, (13—16 yas) yaslanmanin etkisi ile hiz1 yavaglar ancak yasliligin
son donemlerine kadar siirer. Matiir spermler spermatogonium germ hiicrelerinden
olusmaktadir. Bu silire¢ spermatogoniumlarin mitoz ile c¢ogalma asamasi olan
spermatositogenez, olusan spermatogoniumun mayoz bolinme gecirerek DNA
yapisinin yariya diistiigii asama ve spermin olgun hale ulastifi spermiyogenez
asamalarini icermektedir. (Sekil 1). (Dogantekin ve ark. ,2016). Mitozla boliinen bu
hiicreler A tipi hiicreler (kok Hiicreler) olarak adlandirilir. A tipi hiicrelerineseysel
olgunlukta farklilagma gegirerek, B tipi hiicreler’i meydana getirirler. Bu hiicreler
primer spermatositler’e farklilasan hiicreler olmaktadir. Primer spermatositler 46
kromozom (44+XY) igerir. Primer spermatositler olustuktan sonra akabinde birinci
mayoz boliinmenin profaz sathasina girerler. Bu saftha 22 giin siirdiigii i¢in
cogunlukla primer spermatositler goriilmektedir. Bu hiicreler boliinmeler dizisindeki
(I. ve 1.Mayoz) hiicrelerin en bliytigiidiir.(Esrefoglu.,2016). Testisin esas salgisi i¢
salgl bezi olan endokrin salgisi testosteron hormonudur. Testosteron interstisyel
hiicreler (Leydig hiicreleri) tarafindan sentez edilmektedir. Testosteronun,
spermatogenez iizerine etkilerine ilave olarak sekonder seks karakterlerinin olusumu,
cinsel olgunlasma, genital kanallar ve yardimci bezlerinin fonksiyonlarmin
devamliliginda da rolii vardir.Spermatogeneziste testis hormonu olan testesteron ve
hipofiz hormonlar1 olan FSH, LH ve androjen tasiyici proteinlerin rolii bulunmakta
olup, ergenlige erisildigi zamanda hipofizin 6n lobundan salgilanan LH hormonunun
testisin interstisyel dokusunda bulunan Leydig hiicrelerini etkilemesiyle Testesteron
hormonunun salgilanmasina neden olmaktadir. FSH spermatogenezisin baglatiimasini
saglarken, LH ve Testesteron hormonu ise siirekliligi icin  gerekli

olmaktadir.(Dogantekin ve ark. ,20006)
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Sekil 4.2. Erkek germ hiicrelerinin olugumu

Kaynak:(Junqueira L.C. et al., 1998)



4.20lgunlasan Spermlerin Salgilanmasi

Seminifer tiipgiiklerinden epididimis’e ulasip, vasdeferans (sperm kanalina)
acilmaktadir.  Vasdeferens’de iiretra(idrar  kanali) birlesip disarn  acilir.
Spermatogenez; testislerin seminifer tiipgiiklerinde gergeklesmektedir. Spermlerin
tiretradan atilmasi seminal s1vi ile saglanir. Bu sirada idrar yolu kasilip tikanmis olur.
Seminal sivi  prostat-cowper bezi ve seminal keseciklerin salgilarindan
olusur.Hormon kontrolii hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH hormonlarinda
yapilmaktadir. FSH spermatogenezi LH ise testislerden testesteron hormonu
salgilanmasii kontrol eder. Testesteron hormonu ise sperm olgunlagmasini, ses

kalinligin1 ve killanmay1 saglar (Esrefoglu.,2016).

Spermiyogenez: Sperm hiicresi iiretiminin son asamasi olan ve spermatitlerin,
spermlere doniistiigli durumlara spermiyogenez denir. Spermatidler, 7-8 um captaki
boyutlart ve yogunlagsmis kromatin materyaline sahip c¢ekirdekleri ile
taninirlar.Spermiyogenez; akrozomun olusmasmi, nukleusun yogunlagmasini,
uzamasini, flagellumun gelismesini ve sitoplazmanin ¢ogunun kaybolmasini igeren

olaylar zincirinden olusmaktadir.(Esrefoglu.,2016)
Spermiyogenezin 46nemli faz’1 vardir:

1.Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasinda yer alan Golgi kompleksinde
proakrozomal graniiller birikir ve bunlar birleserek Golgi’den ayrilir. Ayrilan bu
graniiller Akrozomal vezikiiliin i¢inde akrozomal graniilii olustururlar. Bununla
birlikte sentriyoller go¢ ederek olusan akrozomun kars: tarafinda hiicrenin ylizeyine
yakin bir konuma ulasirlar ve g¢ekirdegin alt tarafinda kamg¢i olusur. Sentriyoller

tekrar nukleusa go¢ ederken aksonemal bilesenleri etrafina sarar. (Esrefoglu.,2016)

2.Cep evresi: Akrozomal vezikiiller niiklear membranin yiizeyi ilizerinde gelismeye
baslar ve niiklear yiizeyin yarisin1 orter hale gelir. Golgi apparatus bundan sonra
yerini  terk  eder.  Cekirdegin  diger kutbuna  dogru  uzaklasmaya

baglar.(Kierszenbaum.,2006)

3. Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiil ve graniil ¢ekirdegin iist kisminda yayilir ve
akrozom adimi alir. Akrozom igerisinde hiyaliironidaz, ndraminidaz, asit fosfataz ve
tripsin etkisi gosteren proteaz enzimleri bulunur. Bu enzimler, oositleri ¢evreleyen

korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirir ve zona pellusidayr sindirir. Sperm

7



oositle karsilastigi zaman, akrozomun zar1 hiicre zartyla kaynasir ve enzimler disart
birakilir. Buna akrozomal reaksiyon denir. Akrozomal fazda spermatid hiicresi bir
hareketle ters doner ve alt kismindaki aksonem tiibiiliin liimenine dogru uzanir ve
sentriyollerden biri uzayip kamg¢1’y1r olusturur. Mitokondriler kamg¢inin proksimal
ucunda birikerek, spermin kamg¢idan kalin bir yer tutan boyun kismini meydana

getirirler. Bu bolge spermin hareketi sirasinda enerji saglar. (Esrefoglu.,2016)

4. Maturasyon (olgunlasma) Fazi: Spermin fazla kalan sitoplazma kismi sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve spermler seminifer tiibiiliin liimenine

birakilir.(Esrefoglu.,2016)

Akrozomal grangl Akrozomal vezikiil

e ST
5|‘m J L w"m
L4

. Son parca Esas parca Orta parca Bag

Sekil 4.3. Spermiyogenez’in fazlari
Kaynak:(Junqueira L.C. et al., 1998)
Spermiyogenez sonunda olusan olgun sperm hiicresi ii¢ bolgeden olusur:

1:Bas Bolgesi:Sperm basinda az miktarda sitoplazma, ¢ekirdek ve akrozom bulunur.
Bu bélgenin sekli canli tiirlerine gore farklilik gosterir.insanda ve sigirlarda oval,

kuslarda burgulu, kemirgenlerde ise balta seklindedir. (Esrefoglu.,2016)

2:Boyun Bolgesi: Bas bolgesiyle kamg¢1 arasinda kalan kisimdir. Burada sentriyol

bulunur. Sentriyolun distal ucu sperm kamgisinin aksiyal filamentlerini yapar. Bu



filamentlerin etrafini spermin hareketinde enerji saglayan ¢ok sayida mitokondri

sarmustir. (Esrefoglu.,2016, irez T.2007)

3: Kamg¢1 (Kuyruk) Bolgesi: Yapisal olarak sil ve kamgiya benzer. Bu kisimda daha

az miktarda sitoplazma ve plazma zar1 bulunur.(Esrefoglu.,2016)

Olgun Sperm hiicresi 60 pm uzunlugunda kuyruk, bas kismi4.5 um uzunlugunda, 3
um genisliginde, 1 um kalinliginda bas, orta parca ve kuyruktan olusurmaktadir. Bas
kismi yogunlagsmis bir g¢ekirdek ve anterior kisminda yogun akrozom igeren bas
sapkasindan meydana gelmistir. Spermin basi igerisinde DNA ve kromatin materyali
bulunmaktadir. Akrozom; hyaluronidaz, akrozin enzimi gibi pek ¢ok proteolitik
enzime sahiptir. Spermin oosit ile temas1 sonucu akrozom reaksiyonuyla akrozom
enzimleri salinmakta olup, hyaluronidaz enzimi ile birlikte fertilizasyona yardimci
olurlar. Orta kisimda bulunan mitokondriler  spermin  kuyruk hareketinin

kontroliinden ATP iiretiminden sorumludur.( Kierszenbaum.,2006)

Boyun

Gekirdek

Akrozom
Mitokondriler

Sekil 4.4. Olgun sperm hiicresinin goriintiisii

4.3. Spermatogenezi Etkileyen Durumlar

Spermatogenez i¢in, 35 C sicaklik ¢ok onemli olmakla birlikte bu sicaklik,
spermatik arteri saran venlerin olusturdugu pampiniform pleksus tarafindan
skrotumda saglanir. Sicaklig1 dagitmasi i¢in, ters yonlii akimla 1s1 degisimi gorevi
gortr. Sicaklik 35 C’nin altina diislince, spermatik kordondaki kremaster kasinin ve
skrotum kesesinin dartos kasinin kasilmasi, sicakligi artirmak i¢in testisleri karin

bosluguna yaklastirir.



Ters Akim Is1 Degisim Sistemi (CHES) :

Testisin arter ve venlerinin bu sekilde bir arada ilerlemesi Ters Akim Is1
Degisim Sistemi (CHES) olarak adlandirilir. Bu sistem ile testislere giren kan
testisten donen daha soguk kan ile sogutulmus ve testisin sicakliginin diisiik

tutulmasina yardimci olmaktadir.
Kriptorsidizm(Inmemistestis)

Gelisimi esnasinda, testis skrotuma ulasamaz olup karin boslugunda kalmasi
durumudur.Bu durumda, normal viicut sicakhigt 37 — 38 C oldugu igin
spermatogenez Onlenir. Eger durum ¢ift tarafli ise, kisirlik olusur. (Kierszenbaum.,

2006)

4.4. Sperm kromatin yapisi:

Sperm hiicresinin déllenmeyi gerceklestirebilmesi icin disi iireme sistemi
boyunca hareket etmesi, zona pellusidaya baglanmasi ve yumurta igerisine
penetrasyon gibi bircok islemi basarmasi gerekmektedir. Bu islemlerin
gerceklestirilebilmesi sperm DNA’s1 nukleus igerisinde siki ve yogun bir sekilde
paketlenmistir. Mitotik kromozomlarla karsilastirildiginda sperm kromozomlar1 alti
kat daha sik1 paketlenmistir. Ayrica, somatik hiicrelerin DNA’s1 yalnizca nukleusun
bir boliimiinii doldururken, sperm DNA’s1 nukleusun neredeyse tamamini kaplar.
Sperm DNA’sinin bu sekilde diizenlenmesi, yumurtaya aktarilacak olan genetik
bilginin sikica paketlenmesine ve embriyonun gelismesine olanak saglar. Sperm
kromatininin spermatozoa igerisinde paketlenmesi dort asamada gerceklesir. Bu
asamalar, DNA’nin ¢ekirdek zarmna baglanmasi, DNA’nin ¢ekirdege baglandiktan
sonra DNA halkalarinin olusumu, histonlarin protaminlerle yer degistirmesi ve
kromozomal pozisyondur. Sperm hiicresinde somatik hiicrelerde bulunan ve
DNA’nin paketlenmesinde gérev yapan histon proteinlerin %90-95°1 protamin ad1
verilen ve sperm hiicresine 6zgii olan proteinlerle yer degistirmektedir. Protaminlerin
arjininden zengince ve spermin nukleuslar1 icerisinde yer alan, histonlarin yarisi
blyiikliiglinde ve spermatogenezin ileri gelen evrelerinde sentezlenen kiiciik
proteinlerdir. Sperm kromatininin protaminasyonu, sperm motilitesi i¢in gereken
nukleusun sikistirilmasini kolaylastirirken, sperm genomunu oksitlenmekten, sicaklik

yiikselmeleri gibi cevresel stresten, disi iireme sistemi igerisinde bulunan zararh
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molekiillerden de korur. Arjininden zengin olan protaminler arasindaki
intermolekiiler ve intramolekiiler c¢apraz baglantilarin sperm nukleusunun
yogunlasmasinda oOnemli yer tutmaktadir.Histon proteinlerinin artist sperm
kromatininin siki paketlenmesini engelleyerek DNA hasarma yatkinligi artirabilir.

(Giines ve ark. ,2013)
Sperm DNA Hasari:

Insanlarda sperm DNA’smin biiyilk bir boliimii protaminlerle siki
paketlenmis haldedir. Bu yap1 icerisindeki DNA spermin testis dokusununtaginmasi
sirasinda potansiyel zararli etkenlerden korunmaktadir. Spermin DNA hasarini daha
fazla aktif hale getiren mekanizmalar arasinda protaminin eksikligi, oksidatif stres ve
DNA tamir mekanizmasindaki yetersizlikler yer almakta olup, yapilan ¢aligmalarda
ise insan spermatozoasindaki DNA hasarin1 agiklamak i¢in 3 teori ortaya

atilmaktadir.
1. Anormal ya da diizensiz kromatin paketlenmesi

Sperm kromatin yapist DNA ve sperm niikleer proteinleri arasindaki essiz
iligkiyi saglamak i¢in siki bir sekilde paketlenmistir. Bu niikleer proteinler agirlikli
olarak yiiksek bazik oOzellik gosteren protaminlerden olusmaktadir. Sperm DNA
iplikleri siki ve diizenli ilmekleri olusturmak {izere protaminler etrafinda sikica
sarmalanmistir. Sikistirma ve stabilizasyon islemleri sisteinden zengin inter ve
intramolekiiler disiilfid ¢apraz baglar ile saglanmaktadir. Spermatozoa kromatin
yapisinin biiyiik kismi protaminlerle sikica paketlenmisken, yalnizca %15’ lik bir
kismi histonlarla daha gevsek olarak paketlenmistir. Infertil erkeklerin fertil
erkeklere oranla artmis histon/protamin oranina sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu
durum anormal kromatin paketlenmesi olarak adlandirilir ve spermin dis strese karsi
duyarhliginin artmasma neden oldugu diisiiniilmektedir. Infertil erkeklerin %5-
15’inde protamin eksikligi oldugu gosterilmistir. Yeni c¢aligmalarda da protamin
eksikligine bagli sperm DNA hasar1 ve diisiik fertilizasyon kapasitesi arasindaki

iliski gosterilmistir. (Erdem. ,2013)
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2.0ksidatif stres

Sperm hiicrelerinde DNA fragmantasyonunu aktif olarak uyarabilen temel
mekanizmalardan birisidir. Somatik hiicreler ile karsilastirildiginda sperm hiicresinin
membraninin 6zelliginden dolay1r oksidatif stres hasarina kars1 agik oldugu

belirtilmektedir . (Ozsait.,2013)
3.Apoptozis

Spermatogenez siirecinde germ hiicre popililasyonunu sertoli hiicreleri
tarafindan destekleyebilecek sayiya indirmek ve anormal spermatozoalar1 segerek

yok etmekle gorevlidir. (Dunkel et all. ,1997)

Yasam boyunca hasarli ya da mutasyona ugramis hiicreler apoptozisle
secilerek yok edilirler. Apoptoziste hiicre boyutlart kiiciiliir, hiicre zar1 pargalanir,
hiicre iskeleti yeniden diizenlenir, niikleer yogunlasma ve intranukleosomal DNA
fragmantasyonu olusur (Nagata. ,2000).Apoptozis normal kabul edilen fizyolojik bir
stire¢ olup asiriya kagmasi sperm sayisinda azalma ve dolayisiyla infertiliteye neden
olabilecegi diistiniilmektedir. Caspas (cysteinyl aspartate-specific proteinases) olarak
bilinen spesifik proteinazlar apoptozis regiilasyonunda &nemlidir. Insan seminifer
tiibiil epitelinde inaktif proenzimler olarak eksprese edilen proapoptotik sinyallerle
aktive olan bir¢ok proteinazin varligin bilinmekle beraber en dnemlisi caspas-3’tiir
(Peasch et all. ,2004).Caspas’lar tarafindan aktive edilen DNaz’lar DNA

fragmantasyonundan sorumludur.
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4.5. Sperm DNA Hasar1 Belirleme Yontemleri

Tablo 4.1. Sperm Kromatin Hasarini1 Belirleme Y 6ntemleri

YONTEM ANALIZ METODU PARAMETRE
Sperm kromatin yapi | Akis sitometrisi DNA sarmalinin
analizi (SCSA) ayrilmasi(asit/1s1)
Comet analizi Floresan mikroskobu DNA
parcalanmasi(dsDNA)
Terminal transferaz | Isik mikroskobu, | DNA pargalanmasi
analizi(TUNEL) Floresan mikroskobu,
Akis sitometrisi
Sperm kromatin | Floresan mikroskobu DNA parcalanmasi(tek
dagilim analizi(SCD) sarmal)
Asidik  anilin  mavisi | Isik mikroskobu DNA yapist/Niiklear
boyama maturasyon
Akridin oranj boyama Floresan mikroskobu, | DNA ¢ift iplik sarmalinin
Akis sitometrisi birbirinden ayrilmasi
Kromomisin A3 boyama | Floresan mikroskobu DNA yapist/Niiklear
maturasyon
Toluidin mavisi boyama | Isik mikroskobu DNA yapist/Niiklear
maturasyon

Asidik Anilin Mavisi Boyama

Anilin mavisi, asidik bir boyadir. Hasarli DNA'ya sahip spermdeki rezidiiel
histonlarin agiga ¢ikmasi sonucu niikleoproteinlere daha kolay ulasilir ve bu durum
asidik anilin mavisinin DNA'y1 boyanmasini saglamaktadir. (Ovari ve ark 2009)
Immatur DNA’ya sahip spermlerde zayif kromatin paketlenmesinden dolay1 koyu
mavi renkte boyanma gozlenir. Asidik anilin mavisi boyama teknigi, ejekiilattaki
spermatozoalarin niikleer protein bilesiminin farkliliklarini belirleyerek lizinden
zengin histonlara baglanarak histon fazlaligin1 gésterme prensibine dayanmaktadir.
Anilin boyama ile kondensasyon anomalisinin yani sira morfolojisini de

degerlendirmek miimkiindiir(Avci B.,2006).
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Akridin Oranj Boyama

Akridin oranj , niikleik asite spesifik, katyonik floresan boyadir. Cift sarmal yada tek
sarmal DNA’ya baglandiginda eksitasyon ve emisyonu farklidir. (Evenson et all.

1999)

Denature olmayan sperm yesil renkte, denarute DNA’ya sahip olan sperm turuncu

renkte gozlenir. Bu yontem floresan 151k ya da flow sitometre i¢in kullanilabilir.

Kromomisin A3 Boyama

CMA; gevsek bagli paketlenmis kromatinde protamin eksikligini gosteren bir
florokromdur. Parlak sar1 fluoresan veren spermler negatif, soluk-mat sari
boyananlar pozitif sperm hiicreleri olarak goriiliir. (Avecl B.,2006). Kromomisin A3
yontemi, protaminlerden az olan DNA’ nin dolayli olarak gozlenilmesi yoluyla zayif
paketlenmis kromatin yapisin1 ortaya c¢ikarmaktadir. Yiiksek kromomisin A3
floresans1 gosteren bolgelerin diisiik protaminasyona sahip oldugu kabul edilmekte
olup, ICSI olgularinda, kromomisin A3 pozitifliginin tiimiiyle fertilizasyon
basarisizligini - gostermedigini, zayif kromatin paketlenmesine isaret ederek
dekondansasyonu ve olast diisiik fertilizasyon kapasitesini = gosterdigini
bildirmislerdir. Erkek infertilitesinde kromomisin A3  pozitifligi sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve 0Ozellikle normal morfoloji ile negatif korelasyon

gostermektedir .(Erdem ,2013)
Spermiogram

Sperm kalite testi, sperm konsantrasyonu, sperm hareketliligi ve sperm
morfolojisinin (normal sekilli spermlerin % cinsinden tespiti) belirlenmesini

kapsamaktadir.
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Tablo4.2. Semen Analizi Normal Referans Degerleri

Kaynak: (WHO 5.Bask1,2010)

PARAMETRE REFERANS DEGER
>1,5 ml
VOLUM
7.2-8.0
PH
<3
VISKOZITE
>15x10°/ml
KONSANTRASYON
>39x10%ml
TOTAL KONSANTRASYON
TOTAL MOTILITE (Progresif+Nonprogresif) >%40
%32
PROGRESIF HAREKETLILIK
%4 Normal
MORFOLOJI
%58
VITALITE
<1
LOKOSIT

WHO parametrelerine gére sperm analizi terminolojilerinin tanimlar1 ve nedenleri :

1. Aspermi: Hic ejakiilat olmamas1 durumudur. Aspermi nedenleri arasinda
retrograd ejakiilasyon, vaskiiler nedenler, hormonal nedenler bulunmaktadir.

2. Azospermi: Ejakulatta sperm yoklugu anlamina gelmektedir. Azospermi
yapan nedenler arasinda genetik bozukluklar, hormonal degisiklikler,
germinal aplazi, bilateral vas deferens yoklugu ve ejakiilator kanallarda
tikanikliklar sayilabilir.

3. Hipospermi: Ejakulatin hacminin 1,5 ml’den az olmasi durumudur.

Hipospermi nedenleri arasinda prostat, seminal vezikiil ve vas deferensin
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enfeksiyonu,travma ve tlimorlerinin yani sira; androjen eksikligi, ejakiilator
kanallarin tikanikliklar1 ve retrograd ejakiilasyon da bulunmaktadir.
4. Oligozoospermi: Sperm sayisinin 15 milyon/ ml’ nin altinda olmasidir.
a. Hafif Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5- 15 milyon/ ml’ nin arasinda
olmas1 durumudur.
b. Siddetli Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ ml’ nin altinda

olmasidir.

Oligozoospermi idiyopatik olabildigi gibi; sistemik enfeksiyonlar,
kromozomal bozukluklar, inmemis testis, ilaclar, kronik sistemik

hastaliklara bagl olarak da gelisebilmektedir.

5. Astenozoospermi: Ileri hareketli spermatozoa’ nin < % 40 olmas1 ya da ileri
hizl1 hareketli olanlarin < % 32 olmasi1 anlamina gelir. Pek ¢ok konjenital
nedenle veya enfeksiyon, ilag, 1s1 sebebiyle olusabilir.

6. Teratozoospermi: Normal spermatozoa morfolojisinin < %4 olmasi
durumudur. Teratozoospermi yapan nedenler arasinda kromozomal
bozukluklar, toksik maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve epididim
enfeksiyonu bulunmaktadir.

7. Astenoteratozoospermi: Spermlerin motilite ve morfolojik incelemesiyle
her ikisininde normal sinirlarin altinda olmasi durumuna denir.

8. Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin sayi, motilite ve morfolojik
incelemesinde ii¢liniin birden normal sinirlarin altinda olmasidir.

9. Nekrozoospermi: Ejekulatta % 25’ ten fazla 6lii sperm hiicresi bulunmasi
anlamma gelir. Idiyopatik olabildigi gibi; toksik maddelerle temas,
Kartagener Sendromu ve cinsel iligki sikliginda azalma nedeniyle de

olusabilir.
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Sekil 4.5.Makler sayim kamerasi

Kaynak:(Brito et all.,2016).

4.5.Sperm Kromatini Protamin

Protaminler, spermatogenezin ge¢ haploid fazinda DNA’y1 paketleyen histonlar ile
yer degistirerekarjinin amino asidi bakimindan zengin nuklear proteinlerdir.
Protamin/histon oranimin sperm kromatinin kondenzasyonu ve DNA stabilizasyonu
icin olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. DNA’ya baglanirlar ve spermatid
genomunu inaktif hale getirip yogunlastirirlar. Insanlarda ve bazi primatlarda, sperm
genomunun %10-15"1 histonlar tarafindan paketli olarak kalir, bu durum embriyonun

erken gelisimi agisindan onem teskil etmektedir. (Oliva ,2006)
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Sekil 4.6. Sperm kromatin yapisi i¢in halka-ilmek modeli.

Kaynak: (Oliva,2006)

4.6.Spermatogenezde Histon ve Protamin Degisimleri

Spermiyogenez, histon proteinlerinin biiyiik boliimiinii diizenli bir sekilde protamin
proteinleri ile yer degistirmesiyle gosterilmektedir. Spermatogonyumlarin
farkilagmasi ile birlikte, testis 6zellikli histon ¢esitlerini kromatinlerine dahil etmeye
baslarlar. Spermin gelismesi esnasinda , epididimiste protaminlerdeki distilfit(¢capraz)
baglarin diizenlenmesiyle niikleoprotamin kompleksini daha da saglamlagtirmis olup,

protein sentezi, depolanmasi mayoz boliinme esnasinda giderek artis géstermistir.
Spermiyogenez siirecindeki spermin 3 fonksiyonu i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir :

1. Spermin niikleusunun ve kiigiilen seklinin fertilite i¢in hidrodinamik bir yapi

olusturmasini saglar .

2. Protaminasyon, sperm genomunu olasi niikleaz enzimlerinin saldirisina karsi

korur, radyasyona kars1 dayanikli hale getirmektedir.

3. Histonlarla paketlenmisDNA ‘nin se¢ilmis lokasyonlar1 zigotun erken gelisimde
kullanilmak {izere tercih edilen gen bdlgelerini sunan kromatin paketini

olusturmaktadir. (Oliva ,2006)
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4.7. Varikosel

Varikosel, erigkin erkeklerin %15-25’sinde goriilmesinin yanisira, varikosele bagl
infertilite nedeniyle bagvuranlarin hastalarin ortalama %30-40’-1nda en sik rastlanan

hastaliktir. (Witt&Lipshultz,1993).

Testikiiler vendz drenajin1 saglayan fleksus pampiniformisin dilatasyonu
olanVarikosel yagla birlikte ilerleyici testis hasar1 ile devam eden ve cerrahi olarak
diizeltilebilen bir hastalik olmaktadir. Varikosel, testis gelisiminde gerilemeye,testis
atrofisine , testis agrisina ve sperm parametrelerinde bozukluklara neden olarak
infertiliteye yol agmaktadir.Dolayisiyla varikoselin fertilite {lizerine etkileri sperm
anomalileri,testis hacminde azalmaya ve Leydig hiicre dis fonksiyonu ile iliskili
olmaktadir.(Cayan. ,2017). Varikosel olgularinda anormal spermatogenez,testiste
hormonal fonksiyon bozukluklar1 gdstermektedir. (Naughton ve ar. 2001, Bacetti ve

ark 2006)

4.8 Etiyolojisi ve Fizyopatolojisi

Varikosel giiniimiizde en yaygin karsilasilan anatomik faktorlerin yol actig
hastaliklardan biri olup, anatomik olarak sol sprematik venin saga gore yaklasik 8-
10 cm daha uzun olmasi ve daha dik agiyla acilmasi yada sol spermatik vendeki
valvlerin disfonksiyonu ve “nutcracker”(findikkiran) fenomeni yapilar1 seklinde
goriiliir.(Gtlizel ve ark. ,2017) Testikiiler 1s1 artis1, vendz basing artisi, hormonal islev
bozuklugu, epididimal disfonksiyon, otoimmiinite, akrozom reaksiyon bozukluklari,
DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi mekanizmalar varikoselin semen parametreleri ve
dolayisiyla fertiliteyi olmusuzyonde etkilemektedir. Testikiiler 1s1 artmasinin tek
tarafli olmadig1 her iki skrotumda goriilmesi nedeniyle en ¢ok iizerinde durulan
mekanizma 1s1 artisidir. Varikoselli veya infertil hastalarin tamaminda testikiiler
1sinin yiksek oldugu goriilmiistiir. Varikoselinden kaynakli testikiiler 1s1 artis1 ile
DNA polimeraz aktivitesinde azalma meydana gelerekspermatogenezin etkilendigi
gosterilmistir.(Giizel ve ark. ,2017). Varikosel,sperm ve oositin zona pellucida’s1
arasinda gelisen akrozom reaksiyonunda da bozulmalara neden olmaktadir.Son
yillarda spermatogenez ile varikosel iligkisi ile ilgili arastirmalarin yogunlastigi diger
bir mekanizma sperm DNA hasaridir. Varikosel, mitokondriyal inaktivasyona sebep

olarak sperm DNA fragmantasyonunda artiga neden olmakta ve apopitozisi
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diizenleyen soluble Fas gen diizeyinde azalma meydana gelmesi nedeniyle sperm
hiicresinin apopitozisinde artis goriilmektedir. Uzerinde en ¢ok arastirmalar yapilan
bir diger mekanizma oksidatif strestir. Sigara,alkol, varikosel, ila¢ kullanimi, ¢evre
kirliligi vb. oksidatif stres yaratan etkenler nedeni ile protein hasari,
lipidperoksidasyonu, biyomembran hasari ve DNA hasar1 gelismesi, sonugta sperm
DNA hasar1 ve infertiliteye yol agtigi goriilmiistiir.Sperm DNA hasarlarinin
onarilmasinda gorev yapan DNA polimeraz enzim aktivitesinde azalma
goriilmistiir.Serbest ~ oksijen  radikallerinin  yliksek  olmasi ~ kromozom
kiriklarininartisina ve DNA fragmantasyonunda artigsa ve bununla birlikte akrozomun
biitiinliiglinde bozulmalara neden olmakla birlikte infertiliteye yolagtig

goriilmiistiir.(Giizel ve ark. ,2017)
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5. GEREC VE YONTEM

Calismanin Tasarimi:

Bu calismada sperm protaminasyonu (kromatin kondansasyonu) ve DNA hasari
(fragmantasyon)analizi i¢in normospermik hasta grubu ve klinik varikosel hasta
grubuna ait bireylerin sperm Ornekleri alinarak,temel semen analizi ,spermiyogram,

ve 0zel histolojik boyama teknikleri kullanilarak karsilastirma yapildi.

Calisma girisimsel olmayan klinik arastirmalar etik kurulu tarafindan karar
n0:2019/25-18 numarasi ile Biruni Universite Hastanesi’ne spermiyogram analizi

icin bagvuran hastalarda uygulanilmistir.
Hasta secimi:

Calismaya dahil olma kriterleri:

Normal Grup i¢in;

Erkegin semen analizinin Diinya Saghk Orgiitii (DSO) kriterlerine gore sperm
yogunlugunun 15 milyon/ml ‘den fazla olmasi, normal morfoloji oraninin % 4 ve
tizerinde bulunmasi,motilitenin %40 tlizerinde bulunmasi,ileri hareketli sperm

oraninin %32 {izerinde buunmasi kriterleri gézoniine alindi.
Varikosel hasta Grubu i¢in;

Doktor muayenesi ile birlikte klinikvarikosel tanis1 bulunmasi.
Her iki grup i¢in yas aralig1 ve abstinens;

Erkegin yasinin en az 18 en fazla 45 olmasi

En az 3 en fazla 7 giin cinsel perhiz siiresi uygulanmasi

Sperm maturasyonunun anilin mavisi boyasi ile gosterilmesi:

Semen orneklerine higbir islem uygulanmadan 6ncesinde yayma preperati yapilarak
sperm kromatin kondensasyonunu degerlendirmek amaciyla anilin mavisi boyamast

yapilarak degerlendirilmeye alinmistir.
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Asidik Anilin mavisi boyama:

Yirmi mikrolitrelik semen O6rnegi temizlenmis lam iizerine yayilip kurutulur. Oda
sicakliginda %2 glutaraldehitle 30 dk fikse edilip fiksasyon sonrasi %5 anilin mavisi
ve %2 asetik asit iceren boya soliisyonunda 5 dk boyanir ve distile su ile yikama
islemi yapilir. (Henkel R. ve ark.,2001). Kurutma islemi yapildiktan sonra 1s1k
mikroskobu ile niikleuslar1 boyanmis hiicreler pozitif ve boyanmamis spermler
negatif yani matiir olarak degerlendirilmis olup isleme alinmistir. 200 sperm
sayilarak boyanmamis sperm orani kromatin kondansasyonu degerleri olarak

hesaplanmustir.

Sekil 5.1. Anilin mavisi boyamasi ile goriilen sperm hiicreleri ok; negatif, yildiz;

pozitif boyama gdsteren spermler.
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Akridin oranj boyamasi:

Semen Ornekleri hi¢bir islem yapmadan énce DNA fragmantasyonu
degerlendirilmesi i¢in carnoy fiksatifi ile fiske edildi. Daha sonrasinda akridin oranj

boyamasi yapildi.
Boyama islemi:
Gerekli malzemeler: Akridin oranj,Glasial Asetik asit, Distile su

Boyanin hazirlanmasi: 50 mg akridin oranj 10 ml distile suda ¢oziiliir, bu sloiisyon
stok olarak kullanilir,buzdolabinda(+4) saklanir.Calisma soliisyonu i¢in 1 ml Akridin
Oranj boyas1 stok soliisyonu ,0,5 ml glasial asetik asit soliisyonu distile su ile 50 ml

ye tamamlanir,PH 2.5 e ayarlanir (Royare D. ve ark., 1988).
Boyanin uygulanmas:

20 pl sperm silispansiyonu Onceden temizlenmis lam {izerine yayilir,kurutulur.
Kurumus 6rnek Carnoy fiksatifi ile 2 saat fikse edilir (1 kisim asetik asit 3 kisim
metanol). Fiksasyon sonrasi akridin oranj boyasi ile S5dakika karanlikta boyanir
,distile su ile yikanir,kurutulur ve floresan mikroskobunda incelenir. Yesil boyali
hiicreler normal DNA ,sari-kavuni¢i boyali hiicreler fragmente DNA tagimaktadir.

Ortalama 200 hiicre sayilarak yiizde fragmantasyon degeri bulunur.
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Sekil 5.2. Akridin oranj boyamasi ile goriilen saglikli (yesil) ve fragmente (kirmizi-

sar1) sperm hiicreleri ,floresan mikroskobu X40

Sperm protaminasyonunun CMA3 boyasi ile floresan mikroskobunda

degerlendirilmesi:

Semen 6rnekleri higbir islem yapilmadan 6nce sperm protaminasyonunun
degerlendirilmesi i¢in Methanol/Acetic acid (3/1) 4 C’de 5 dk fiksasyon islemi

uygulanir.
CMA3 soliisyonunun hazirlanist:

CMA3 0.25 mg/ml Mcillvane Buffer i¢inde hazirlanir. Ph 7.0 gelicek sekilde

hazirlanir.

Mcillvane Buffer:

200 mM Disodium Hydrogen phosphate ve 100 N sitrik asit igerir.
Boyanin yapilisi:

Fiksasyon sonrasi preperatlar Mcillvane Buffer ile ¢alkalandiktan sonra tizerine 100
mikrolitre CMA3 boyas1 konur ve kapali bir ortamda 20 dk tutulur. Siire sonunda
Mcillvane Buffer ile calkalanir ve iizerine gliserol damlatilarak floresan

mikroskobunda 100 sperm hiicresi sayilarak 2 farkli renk elde etmis oluruz. Parlak
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sar1 boyananlar anormal kromatin paketlenmesini gosterir. Mat sar1 veya yesil renk

boyananlar ise normal paketlenmeyi gostermektedir.

CMA3+— %

20 um

Sekil 5.3. CMA3 boyamas:t ile goriilen saglikli (yesil/CMA3-) ve fragmente

(sari/cma3+) sperm hiicreleri ,floresan mikroskobu
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6. BULGULAR

Calisma Ocak — Haziran 2019 tarihleri arasinda %350 ‘si (n=22) normospermik
bireyler ,%50’si (n=22) Varikosel olan toplam 44 olguyla yapilmistir. Calismaya
katilan bireylerin yaslar1 18 ile 40 arasinda degigmektedir.

Varikosel ve kontrol grup kiyaslandiginda sperm konsantrasyonu, hasta yasi, total
sperm sayist bakimindan gruplar arasinda bir fark goriilmedi. Sperm motilitesi
Varikosel olgularinda anlamli olarak diisiik bulundu. (p=0,004). Sperm normal
morfoloji orami kontrole kiyasla Varikosel olgularinda daha diisilk bulundu.
(p=0,000). Sperm orta kistm anomalilerinin Varikosel olgularinda daha yiiksek
oldugu gorildii. (p=0,022). Histon pozitif sperm oraninin Varikosel olgularinda daha
yiiksek oldugu iki ayr test ile kanitland1 (p=0,000). Sperm DNA fragmantasyonunun
Varikosel olgularinda daha yiiksek oldugu goriildii (p=000).

Ozetle: Varikosel olgularinda sperm motilite,morfoloji bozukluklari, orta kisim
anomalileri, DNA fragmantasyonlar1 ve immatiir sperm oraninin yiikksek oldugu

anlagilmistir.

Tablo 6.1. Hasta gruplarinin konsantrasyonlariin hesaplanmasi

NORMOSPERMI

VARIKOSEL

Degisken p
(x+SD) (x+SD)
Konsantrasyon 104,04+74,30 66,21+58,56 0,066
(1 cc/mil)
Konsantrasyon 320,80+395,85 277,94+167,31 0,648
(total/milyon)
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Tablo 6.2. Hasta gruplarinin motilitesinin hesaplanilmasi

Degisken NORMOSPERMI VARIKOSEL p
(x+SD) (xtSD)
Motilite % 44,85+9,97 35,47+10,29 0,004
(ileri hareketli)
Motilite% 24,8519,53 20,08+7,52 0,071
(yerinde
hareketli)
Motilite % 30,28+10,32 44,43+12,94 0,000
(hareketsiz)

Tablo 6.3. Hasta gruplarinin Sperm DNA Fragmantasyon indeksi

Degisken NORMOSPERMI VARIKOSEL p
(x+SD) (x+SD)
Sperm DNA 26,57+7,67 70,73+10,94 0,000
fragmantasyon
indeksi
orani(DFI)%
(akridin
turuncusu)
Tablo 6.4. Hasta gruplariin sperm protaminasyon defektleri
Degisken NORMOSPERMI VARIKOSEL p
(x+SD) (x+SD)
Sperm protaminasyon 28,14+6,93 69,04+12,72 0,000

defekti

orani%(CMA3boyama)
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Tablo 6.5. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin morfoloji hesaplanilmasi

NORMOSPERMI

VARIiKOSEL

Degisken p
(x+SD) (xxSD)

Morfoloji% 5,28+1,84 3,21+1,08 0,000

(normal)
Morfoloji%(bas) | 49,19+5,77 48,3016,66 0,641

Morfoloji% 25,09+4,98 28,6945,06 0,022
(govde)

Morfoloji% 20,66+4,69 19,3945,61 0,421

(kuyruk)

Tablo 6.6. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin sperm maturasyon defekti

NORMOSPERMI

VARIKOSEL

Degisken p
(xtSD) (xtSD)
Sperm 27,71+8,44 68,78+12,29 0,000
maturasyondefekti
orani%
(anilin mavisi
pozitif)

Tablo 6.7. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin 1 cc’deki oranlari(p=0.066)

KONSANTRASYON(1cc )

140

120 T

100
80
60
40
20

0

NORMOSPERMI

VARIKOSEL

m KONSANTRASYON(1 )

104,04

66,21
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Tablo 6.8. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin total

konsantrasyonu(p=0.648)

Konsantrasyon (total)
400

350

300

250
200
150
100
50
0

NORMOSPERMI VARIKOSEL

| M Konsantrasyon (total) 320,8 277,94

Tablo 6.9. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin % motilite oran

Motilite%

50

45

40

35
30
25
20
15
10

Motilite %(ileri Motilite% Motilite %
hareketli) (hareketli) (hareketsiz)

® NORMOSPERMI 44,85 24,85 30,28

B VARIKOSEL 35,47 20,08 44,43




Tablo 6.10. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin % morfoloji orant

Morfoloji%
60
50
40
30
20
10
0 W Morfoloji%(b | Morfoloji% | Morfoloji%(ku
ormal) as) (govde) yruk)
® NORMOSPERMI 5,28 49,19 25,09 20,66
B VARIKOSEL 3,21 48,3 28,69 19,39

Tablo 6.11. Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin sperm maturasyon defekti

orani (Anilin mavisi pozitif)

Sperm maturasyon defekti orani1%

100
90
80
70
60
50 =
40
30

20
10
0

NORMOSPERMI VARIKOSEL

B Sperm maturasyon

defekti orani% 27,71 68,78




Tablo 6.12.Varikosel ve normospermi hasta gruplarinin sperm DNA fragmantasyon

indeksi (Akridin oranj kirmizi hiicre orani)

Sperm DNA fragmantasyon indeksi

orani(DFI)%
100
80 T
60
40 T
20
0 - -
NORMOSPERMI VARIKOSEL
| Sperm DNA
fragmantasyon indeksi 26,57 70,73
orani(DF1)%
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7.TARTISMA

Varikosel, primer ve sekonder infertilitedeki en sik gdzlenen anormalliktir ve
testikiiler temperatiiriin artis1 ile karakterize bir durumdur. Fertilite {izerinde
varikoselin ger¢cek mekanizmasi oldukea tartigmali olmasina ragmen genelde eldeki
bilgiler varikoselin spermatogenezis Tlizerine zararli etkilere yol agtigim
gostermektedir. Erkek infertilitesi tizerine varikosel onariminin etkisi tartismalidir.
Erkeklerin c¢ogunda varikosel onarimi semen parametrelerinde iyilesme ile
sonuclanmasima ragmen yaymlarin hepsi bu sonucu desteklememektedir. Son
bilgiler, varikosel onarimi ile rutin semen analizinde goriilen olumlu etkilerinin de
otesinde sperm DNA fragmantasyonunu ve daha sonraki spontan gebelik oranlar1 ve
yardimli iireme sonrasindaki gebeligi olumlu etkiledigini diisiindiirecek tarzdadir

(Samplaski et all. ,2014) .

Testikiiler termoregiilasyon normal spermatogenez i¢in gereklidir ve yiikselen
sicaklik germ hiicreleri {izerinde stres olusturmakta ve spermatogenezde duraklama

ile birlikte anormal formlarin ortaya ¢ikist goriilmektedir (Hjollond ve ark 2002).

Calismamizda varikosel olgularinda yiiksek bas ve orta kisim anomalileri
bulduk.Bu bulgular daha once yapilan calismalar ilebenzerlik
gostermektedir.Ziimriitbas ve arkadaslarinin 2013 de yaptiklar ¢alismada varikosel
olgularinda sperm bas anomalilerinin artis1 ile birlikte uzamis ve amorf bas

yapilarmin stres faktorii ile gelistigi agiklanmaktadir (Ziimriitbas ve ark 2013).

Varikosel ve Sperm DNA Fragmantasyonu arasindaki iliskiyi inceleyen
literatiirde birka¢ c¢aligma vardir. Varikoseli olan dogurgan ve infertil erkekler
kontrollerden daha ytliksek Sperm DNA Fragmantasyonuna sahip olma egiliminde
oldugu gosterilmistir (Zini ve ark 2011). Varikoselektomi sonrasi sperm DNA’sinda
%3 civarinda iyilesme saptanmistir ( Wang ve ark 2012) . Wang ve arkadaglarinin
2012 de yaptiklar1 ¢aligmaya gore varikoselektomi sonuglarini dogrulamak icin ¢ok
fazla uygun kontrolerle ¢aligma yiirtitmenin gerekliligi vurgulanmistir (Wang ve ark
2012).Cesitli arastirmalar varikosel ile infertilite arasindaki iligkiyl gdéstermistir bu
iliskinin ortaya ¢ikardigi laboratuvar analizi genellikle sperm DNA hasart olmustur
(Wang ve ark.2012). Spermatogenezin son asamalar1 spermiohistogenez, sperm

canliligr ve dogurganlikta dnemli bir role sahiptir (Barrat ve ark 2010, Fuse ve ark
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2006). Varikosel gibi bu asamalar1 etkileyen anormal fizyolojik ortam abortif
apoptozise veya degismis fertilite potansiyeline neden olabilecegi diisiiniilmektedir (
Zumriitbas ve ark 2013). Sperm analizi bulgular1 cogu zaman infertilite nedenini tam
olarak agiklayamamaktadir. Sperm hareketi ve rutin semen analizi ile belirlenemeyen
DNA fragmantasyonlar infertiliteye yol acabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
rutin semen analizi, infertilite / subfertilite durumunu saptamak icin yeterli
olmayabilir. Sperm DNA hasarini belirlemek i¢in ek testler gerekir. DNA hasarimin
derecesini belirlemek i¢in TdT (terminal deoksiriboniikleotidil transferaz) aracili
dUTP nick-end etiketleme (TUNEL) tahlili, Akridin oranj boyasi gibi testler
gelistirilmistir. Akridin oranj testinin flow sitometrik analizi sperm kromatin striiktiir
testi (SCSA) diye isimlendirilir ve ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.Laboratuvar
pratiginde halen kolay yapilabilen ve sperm kalitesini dogru analiz eden yeni testlere

ihtiya¢ bulunmaktadir

Sperm protaminasyonu, spermiogenez’in son agamalarini igeren bir siirectir
ve protamin gelisiminin sperm DNA biitiinliigii ve mutasyonlara diren¢ olusturdugu

bilinmektedir ( Alkhayal ve ark 2013)

Varikosel olgularinda sperm maturasyon analizleri ile ilgili bir ¢aligsma
bulunmamaktadir. Calismamizda 6zellikle sperm DNA fragmantasyon analizleri ile
birlikte iki farkli maturasyon analizi yaptik. irez ve arkadaslarinin 2015 ve 2018 de
yaptiklar1 caligmalara gore hafif erkek faktorlii ve agiklanamayan infertil olgularda
sperm kromatin kondansasyonu degerlerinin (anilin mavisi negatif sperm oran1) yani
protaminasyonun klinik gebeligi ongorebilecegi gosterilmistir. (Irez ve ark. ,2015;
2018). Aragstiricilar sperm niikleer proteinlerinin,yani histonlarin protaminasyonunun
fertilizasyon sonrast embriyo gelisiminde ¢ok 6nemli rol istlendigini ve gebelikle
sonuclanan intrauterin inseminasyon ve ICSI olgularinda pozitif gebeligi
ongorebilecek degerleri gostermislerdir (irez ve ark. ,2015 ; 2018). Biz bu
calismamizda varikoselli hastalarda kromatin kondensasyonunun normospermiye
gore karsilagtirarak  istatistiksel olarak anlamli farkli oldugunu gosterdik.Bu
durumun akridin oranj ve kromomisin A3 boyasi ile elde ettigimiz sonuclar ile de
benzer oldugunu tespit ettik.Caligmamizda varikoselli olgularda kontrollere kiyasla

yiiksek maturasyon defektini her iki maturasyon testi ile dogruladik.
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Protaminlerle ilgili ilk arastirmalar protamin genlerinde mutasyonlar bulunan
bazi infertil hastalarin bulunmasi ile ilgi c¢ekti (Belokopytova ve ark 1993).
Aragtiricilar bazik kromozomal proteinleri, normal kontrollii ve infertil erkeklerde
aliman spermlerden izole ettiler. Protamin 1, 2 ve 3'lin nispi oranlari, poliakrilamid
jellerinde toplam protamin elektroforezini takiben mikrorodensitometri taranarak
belirlendi.Elde ettikleri bulgularda infertil erkeklerden elde edilen spermdeki
protamin P (2 + 3) oram fertil erkeklerden daha diisiik oldugu gozlendi. Bazi insan
erkek kisirligr vakalarinin, protamin P2 genindeki mutasyon nedeniyle olabilecegi

olasiligin ileri siirdiiler.

Yine hayvan c¢alismalarinda,protaminlerin ekspresyonunda kusurlu olan
transgenik fareler ayrica sperm ¢ekirdeginde ¢esitli yapisal kusurlar gosterir ve farkli
derecelerde infertiliteye sahiptir (Balhorn R. ,2007). Degisen protamin seviyelerinin,
spermatozoan DNA'da hasarlanmaya karsi duyarliligin  artmasina neden
olabilecegine dair kanitlar vardir, ayrica yardimer iiremede infertiliteye veya koti

YUT sonuglarina neden oldugu gosterilmistir (Angelopoulous R. et al. ,2007).

Protaminler en bol bulunan sperm niikleer proteinleridir ve memeli sperm
DNA'sinin yaklasik% 92-98'ini olugturmaktadir. Memelilerde, Protamin 1 (P1) ve
Protamin 2 (P2) olmak iizere iki tip protamin tanimlanmistir ( Solar-Ventura ve ark
2018). Nispi P1 / P2 oraninin deregiilasyonu, DNA hasar1, seminal parametrelerdeki
degisiklikler ve yardimci TUreme tekniklerinin diisiik basar1 oran1 ile
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, protaminler, arginin ve sistein kalintilari
bakimindan oldukc¢a zengin olan 6zel amino asit dizisi nedeniyle belirli bir kimyasal
yap1 gosterir. Protaminin bu tuhaf 6zelliklerinden dolayi, bunlarin ekstraksiyonu ve
analizleri, bircok detayli protokoliin mevcut oldugu diger kromatinle iliskili
proteinlerin analizi kadar kolay degildir.Sperm nukleusu 6nce yogun olarak histon
tagimaktadir,spermiogenez sonrasi protaminasyon gerceklesmektedir. Bu nedenle
arastiricilar histon varligima yonlenmislerdir ve cesitli histon boyalar1 gelistirerek
pratik olarak protaminasyon kusurlarini ortaya ¢ikarmak miimkiin olmustur.Anilin
mavisi boyasi gibi kromomisin A3 boyasi da protaminasyonu indirekt olarak

belirlemektedir ( Lolis ve ark, 1996)

Haploid erkek iireme hiicreleri, DNA'larini, tipik olarak somatik bir hiicre

cekirdegininkinin% 10'u veya altinda olan bir hacme paketlerler. Bu olaganiistii
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sikistirma seviyesine ulagmak i¢in, spermatozoa, histonlarinin ¢ogunu daha kiigiik,
oldukca bazik arginin ve sistein bakimindan zengin protaminler ile degistirir. Bu
kadar yiiksek bir sikistirma seviyesinin sebeplerinden biri, niikleer seklin optimize
edilmesine yardimci olabilecegi ve bu nedenle gametlerin disi lireme sistemindeki
oositlere uzun yolculuk i¢in yiizme yetenegini destekleyebilmesidir. ( Miller ve ark
2010) Genomun siiper sikismasi, genotoksik faktorlerin etkilerinden ilave koruma
saglayabilir. Bununla birlikte, insan dahil olmak iizere bir¢ok tiir, kromatinin bir
kismini, daha rahat bir niikleozomal konfigiirasyonda tutarken, sperm DNA'sinin
ergonomik, toroidal ve yeniden ambalajlanmasina benzeyen goriinebilir. Son
aragtirmalar, bu "artik" niikleozomal kompartimanin, genellikle erkek gametinin
gbzden kacan bir 6zelligi olan kompozisyonunun, 6nceden diisiiniilenden ¢ok daha
o6nemli ve 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, spermatozoon tarafindan
modifiye edilmis paternal histonlarin zigota taginmasi ve dahil edilmesi gosterilmis
ve baski durumundan bagimsiz dollenmeyi takiben zigotun epigenetik yeniden
programlanmasinda bir bagka potansiyel baba etkisi oldugunu gostermektedir (Miller
ve ark 2010). Sperm histonlarinin maturasyon sonrasi sadece % 15 civarinda

nukleusta yer aldig1 bilinmektedir (Iranpur ve ark 2014 ).

Calismamizda sperm histon varliginin artis1 ile DNA fragmantasyonlarinin da
benzer oranda artis gosterdigi anlasilmistir.Bu da sperm DNA fragmantasyonlarina
yol agan etkenlerden biri olan paketlenme kusurlarinin  dogrulugunu
gostermektedir.Sperm kromatin paketlemesini degerlendirmek icin kullanilan testler
arasinda, Chromomycin A3 (CMA3) ve Aniline Blue (AB) boyamalar1 iki basit,
diisiik maliyetli ve gerceklestirmesi kolay yontemlerdir.Ayrica yaptigimiz ¢aligmada
iki ayr1 histon boyasinin da benzer sonuglar1 géstermesi anilin mavisi testinin sperm

DNA biitiinliigli aragtirmalarinda 6nemini ortaya ¢gikarmigtir.
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8.SONUC VE ONERILER:

Varikosel ve kontrol grup kiyaslandiginda sperm konsantrasyonu, hasta yasi,
total sperm sayisi bakimindan gruplar arasinda bir fark goériilmedi. Sperm motilitesi
Varikosel olgularinda anlamli olarak diisiik bulundu. Sperm normal morfoloji orani
kontrole kiyasla Varikosel olgularinda daha diisiik bulundu. Sperm orta kisim
anomalilerinin Varikosel olgularinda daha yiiksek oldugu goriildii. Histon pozitif
sperm oraninin Varikosel olgularinda daha yiiksek oldugu iki ayr1 test ile kanitlandi.
Akridin oranj boyama ile yapilan sperm DNA fragmantasyonunun Varikosel

olgularinda daha yiiksek oldugu goriildii.

Sonug¢ olarak, bu c¢alisma varikosel varligi ile semen kalitesinde azalma
arasinda bir iligki oldugunu gdstermistir. Ek olarak, bu patolojinin varligt DNA
fragmantasyonunu, anormal kromatin paketlemesini artirmaktadir. Bununla birlikte,
varikoselin fertlizasyon veembriyo gelisimini nasil etkiledigini ayrintili olarak

gostermek i¢in iyi tasarlanmig ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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EK 2: Goniilli Onam Formu

BIRUNI UN IVERSITESI

e .. “GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR™ ICiN
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi:Varikosel clgularinda sperm protaminasyonunun
Incelermesi

Sizi, ‘Va-ikosel olgularinda sperm protaminasyomunun incelenmesi ‘saslikli bir
aragtirnaya davet ediyoruz, Bu aragtirmaya katilip katilmama kararini vermeden
Bnce, arastirmanin neden ve nasi yapilacagini bilmeniz ge-ekmectedr. B
nedenle bu formun okumup anlagiimasi alyik dnem tagimaktadir. Asagidc
bilgileri dikketlice okumak icin zaman ayiriniz. Eder anlayamadiginiz ve sizin icl
agk olmayan geyler varsa, ya da daha fazia bilgi isterseniz bize scrunuz. Bu
anket calismasina katimak tamamen gondllilik esasina dayanmaxtadic
Calismaya katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam olarak bilg
sanibl cldiktan sonra ve sorulannz cevaplandiktan sonra eder <atilma
isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecel
oilgiler tamamen aragtirma amaci ile kullarilzcaktir,

Sorumlu Arastirmac:: BUSRA BERKSOY

Caligmanin amac) nedir; benden baska kag kisi bu calismaya katilacak?
Bu ¢alismaya katilmal nmym?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size bagdlidir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanca bir neder gdstzrmeksizin
galigmayn birakmakza 0zgUrstnlz. EJer kazlmak istemez iseniz veya calismacan
ayrilirsaniz, vermig oldugunuz doku ornecinin analizyle ilgili sireg rutin ola
devam edecek ve islem sonutunuzu yine planlanan tarihte almig olablezeksin:
Kisacasi bu calismaya katilp katimamaniz analiz sCrecini pozitif ya da negatis
herhangi bir sekilde etkilemsaye cektir,

Bu caligmaya katiimamun maliyeti nedir?

Bu cahsmaya katlmaniz Falinde herhangi bir maddi sorumluluk altina
girmeyeceksiniz,

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Arastirma sorumlusu, Kisisel bilgilerinizi, aragtirmayr ve Istatiksel analizler
yUritmek igin kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz ¢izli tutulacakti~. Yalnizc
geredi hainde, sizinle ilgili bilgileri etik kurular ya da resmi makam!

inceleyebilir. Calisma somuclar galisma bitiminde yaizca bu arastirmada olmiak
lizere =ibbi literatiirde yayinlanabilecekti ancak kimliginiz agiklanmayacaktr.
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Daha fazla bilgi igin kime bagvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile '0tfer
iletisime gegciniz,

ADI ¢ Blsra BERKSOY
GOREVI  : Biyolog
TELEFON : 0546 400 34 17

Biruni Universitesi’nde Biyolog Biisra BERKSOY tarafindan tibbi bir arastirm=
yapilacad belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukandaki bilgiler bana aktzrld
ilgili metni okudum.

Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya "katihma” olarak davet edildim.

Aragtirmaya katiimam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagmis decilin
Eder katimayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile iz
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecedini de biliyorum. Projenin yirltilmes
sirasinda herhangi bir neden gostermeden arastirmadan gekilebilirim. (Ancak
aragtirmacilar zor durumda birakmamak igin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden
bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbl durumuma herhangl
bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan aragtirma dis ca
tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalaria ilgili herhangi bir parasal sorumluluk zltirs
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapiimayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kigisel bilgilerin gizliliginin korunzcad:
biliyorum.

Aragtrma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebiloce!
herhangi bir sadlik sorunumun ortaya ¢ikmas: halinde, her tirld tbt
mudahalenin saglanacadi konusunda gerekli glivence verildi, (Bu tibbi
mildahalelerle ilgill olarak da parasal bir ylk altina girmeyecedim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilagtigimda; Bio. Bigra BERKSQOY ‘u 054
400 34 17nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalan aynntilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu
kosullarla soz konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hig bir bask| ve zorlam=
olmaksizin, gonullullk igerisinde katilmay! kabul ediyorum.

Katilimci
Adi, soyadi:
Tel:

imza:
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EK 3. Kurum Izin Belgesi

Biruni Universitesi Girisimse!l Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kuru! Baskanl ing;

Birani Universitesi Histolaji- Embriveloji Anasilim Dali 6gretim tiyesi Prof. Dr, Tilay IREZ'in yiiriticisi
oldugu Varikosel algufannda sperm protaminasyonunun incelenmasi’ isimli aragtirma pro esinde,
hastanemmiz laboratuvanna bogvuran hastalarin semen orreklerinin arastirma amagh kuilzniimasy
laraftmdar uygun gariimis:ir
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