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TEZ ONAY BELGESI
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patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.
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TURKCE OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Avecl, A. (2019) Varikosel Olgularinda Semen Oksidatif Stres Uriinleri ve
Antioksidanlar1 Ile Birlikte Sperm Mitokondriyal Membran Potansiyelinin
Degerlendirilmesi. Yiikseklisans Tezi, Biruni Universitesi Lisansiistii Egitim

Enstitiisii, Istanbul.

Giliniimiizde infertilite sebebi ile klinige basuvuran ciflerde yaygin olarak goriilen
varikosel, testikiiler toplardamarin anormal genlesmesi sonucu testisten ¢ikan kirli
kanin geri akisina neden olan varislesmedir. Varikosel etiyolojisi ile asirt miktarda
artan oksidatif stres hiicresel homeostazi bozarak sperm DNA’sinda fragmantasyon ve
maturasyonu, anormal kromatin paketlenme ve mitokondriyal hasara neden olup erkek
infertilitesi ile sonuclanmaktadir. Bu ¢alismada amag varikoselli ve normal olgularda
spermatozoada oksidatif stres iliskili mitokondriyal membran potansiyeli, DNA
fragmantasyonu, kromatin kondensasyonu ve sperm maturasyonuna etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.

Bu calismada; Biruni Universite Hastanesi Uroloji poliklinigine basvuran hastalardan
varikoselli (n:24) ve normal hasta gruplarinda (n:24) WHO kriterlerine uygun standart
semen analizi uygulanarak ardindan Anilin blue (mavisi) boyama yontemi ile sperm
maturasyon defekti, Acridine orange (turuncusu) boyama yontemi ile sperm DNA
fragmantasyon hasari, Chromomycin A3 boyama ydntemi ile sperm kromatin
kondensasyonu ve Nitroblue tetrazolium boyama ile oksidatif stresin mitokondriyal
membran potansiyeline etkisi degerlendirildi. Iki grup arasindaki verilerin

degerlendirilmesi student-t testi analizi ile yapilarak karsilagtirild.

Bu tez calismasina gore varikoselli ve normal hasta gruplarinda sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi agisindan varikosel hasta istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmustur (p<0,05). Karsilastirilan iki grup arasinda DNA
fragmantasyonu, sperm maturasyonu, kromatin kondensasyonu ve mitokondriyal
membran potansiyeli agisindan anlamli farklilik bulunmus olup, varikosel kaynakli

oksidatif stresin mitokondriyal membran potansiyeline etkisi belirlenmistir (p<0,05).
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Sonug olarak varikosel hasta gruplart sperm DNA hasar1 ve anormal mitokondriyal
membran potansiyeli acisindan normal hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu

gosterilmis, varikosel kaynakli oksidatif stresin negatif etkisi ortaya ¢ikmustir.

Anahtar kelimeler: varikosel, oksidatif stres, Nitroblue tetrazolium, sperm

mitokondriyal membran potansiyeli
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INGILIZCE OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Avct, A. (2019) Presentation of Sperm Mitochondrial Membrane Potential with Semen
Oxidative Stress Products and Antioxidants Together in Varicocele Cases. Master

Thesis, Biruni University Institute of Graduate Education, Istanbul.

Varicocele, commonly seen in couples presenting to the clinic because of infertility, is
the varicocele that causes the backflow of dirty blood from the testis as a result of
abnormal expansion of the testicular vein. Excessive oxidative stress caused by
varicocele etiology disrupts cellular homeostasis, causing fragmentation and
maturation of sperm DNA, abnormal chromatin packaging and mitochondrial damage,
resulting in male infertility. The aim of this study was to investigate the effects of
oxidative stress-related mitochondrial membrane potential, DNA fragmentation,
chromatin condensation and sperm maturation in spermatozoa in varicocele and

normal cases.

In this study; Biruni University Hospital Urology outpatient clinic varicocele patients
(n: 24) and normal patient groups (n: 24) according to WHO criteria standard standard
semen analysis was applied, followed by aniline blue (blue) staining method with
sperm maturation defect, Acridine orange (orange) staining method sperm DNA
fragmentation damage, sperm chromatin condensation with Chromomycin A3 staining
method and the effect of oxidative stress on mitochondrial membrane potential with
Nitroblue tetrazolium staining were evaluated. The evaluation of the data between the

two groups was compared with student-t test analysis.

According to this thesis, varicocele patients were found statistically different in terms
of sperm concentration, motility and morphology in varicocele and normal patient
groups (p <0.05). There was a significant difference between two groups in terms of
DNA fragmentation, sperm maturation, chromatin condensation and mitochondrial
membrane potential, and the effect of varicocele induced oxidative stress on

mitochondrial membrane potential was determined (p <0.05).

Varicocele patient groups were found to be higher in sperm DNA damage and
abnormal mitochondrial membrane potential than normal patient group, and negative

effects of varicocele induced oxidative stress were revealed.
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Key words: varicocele, oxidative stress, Nitroblue tetrazolium, sperm mitochondrial

membrane potential



1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, ¢iftlerin korunmasiz ve diizenli olarak bir yillik cinsel birlesme
sonras1 gebeligin gerceklesmemesi durumudur (Agarwal ve ark., 2007). Infertilite
etiyolojisi ¢ok faktorlii olup, vakalarin %50°si erkek faktorii, erkek-kadin
kombinasyonlu infertilite %20’sini olusturmaktadir(Winters ve ark., 2014). Erkek
infertilitesinin temelinde lireme hiicresi olan spermin iiretimi ve kalitesi etkendir.
Fertilite degerlendirme semen analizi ile baslamakta, sperm sayisi, hareketliligi ve

morfolojisi analiz edilmektedir(Bonde ve ark., 1998).

Erkek iireme hiicresi spermin iiretimi steroid hormonlarin sentezlenmesiyle
desteklenerek testiste olup, spermatogenezi tetikleyen Sertoli hiicreleri ve testesteron
tiretimi ile hormonal dengenin saglanmasinda gorevli olan Leydig hiicreleri ile

gercklestirilir.

Varikosel, pampiniform pleksus toplardamarinin anormel genlesmesi sonucu
kirli kanin testiste havuzlanmasina neden olan damar varislesmesidir. Infertilite
nedenli vakalarin %15 inde temel faktor olan varikosel, primer erkek infertilitesindeki
oran1 %40’a kadar artmaktadir(Pasqualotto ve ark., 2005). Varikosel etiyolojisi, sag
ve sol testikiiler venler arasindaki anatomik farkliliklar, spermatik toplardamar
kapakciklarinin fonksyonel eksikligi ya da kaybi ya da sol renal venin anatomik
stkigmas1 sonucu renal vendeki genlesme kaynakli olabilmektedir(Sheehan ve ark.,

2014).

Artan testikiiler sicaklik, hipoperfiizyon, testikiiler hipoksi, renal ve adrenal
metabolitlerin ters yonde akis1 ve oksidatif stres varikosel patofizyojileridir. Kirli
kanin testise geri donmesi ile artan skrotal sicaklik, var olan venoz arter kaninin disari
cikarak soguk arter kami ile viicut sicakligindan 1-2 derece diisiikk olmasi
spermatogenez i¢in gerekli optimal sicakligin korunmasini saglar(Dahl ve ark., 1959).
Renal ve adrenal metabolitlerin testise geri akist ise yeteri kadar oksijene sahip
olmayan cevresel sart meydana getirerek damar i¢ basincini arttirmakta, skrotal
oksijen miktar1 azalmaktadir. Testis yapisi igerisinde farklilasan ortam kosullarindan
etkilenen Leydig hiicreleri endokrin gorevinde eksikliklerle hormonal dengesizlikler

meydana gelir(McClure ve ark., 1991).



Aerobik hiicrelerin, hiicresel bilesenleri okside ve perokside ederek meydana
gelen siiperoksit anyonu (O2¢—), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (*OH)
gibi metabolizma iiriinleri reaktif oksijen tiirevleridir(Alkan ve ark., 2018). Kararsiz
serbest radikaller, reaktif substrat iiriinleri ile tepkimeye girerek farkli hiicresel
savunma ve sinyallesme mekanizmalarinda rol oynamaktadir. Reaktif oksijen
tiirevlerinin diigiik seviyeli oranlarda hiicresel mevcudiyeti oosit flizyonu, akrozomal
reaksiyon, kapasitasyon gibi fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde etkilidir(Zalata ve

ark., 2004).

Antioksidanlar, enzimatik ya da enzimatik olmayan savunma mekanizmasi ile
germ hiicrelerini korur. Reaktif oksijen tlirevlerinin hiicresel kontrolii de antioksidan
sistemi tarafindan gerceklestirilir. Reaktif oksijen tiirevlerini islevsel olarak nétralize

edip indiikleyerek hiicresel serbest radikal homeostazini saglar.

Asirt reaktif oksijen iiretimi ya da antioksidanlarin islevsek eksikligi ya da
yoklugu sonucu meydana gelen reaktif oksijen tiirevleri ve antioksidanlar arasindaki
dengesizlik oksidatif strestir (Aitken, 2011). Hiicresel nitrik oksit (NO), 8-hidroksi -2-
deoksiguanozin (8-OHdG), heksanoil-lizin (HEL) gibi reaktif oksijen tiirevleri ile
glutamat peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi antioksidan kapasitesi hiicresel

seviyeleri oksidatif stres belirtecleridir(Sakamoto ve ark., 2008).

Varikosel etiyolojisi sonucu kirli kanin testise donmesi ile farklilasan testikiiler
ortam hiicresel homeostazin bozulmasi ile testikiiler oksidatif stres meydan gelir.
Oksidatif stres spermatogenezi etkileyerek anormal semen parametreleri ve hasarh
sperm Uretimine neden olmaktadir. Bozulan spermatogenez ile birlikte diisiik total
sperm sayisi, motilitede azalma, morfolojik anomalilerin artan oranlar1 meydana gelir.
Azalan testikiiler hacim ile semen parametreleri dogru orantilidir(Agarwal ve ark.,

2016)(MacLeod, 1965).

Oksidatif stres sperm DNA nukleer yapidan hasarlara, DNA kiriklari,
kromozomal delesyonlar, kromatin paketlenme anomalileri, maturasyonda
duraksamalara neden olmaktadir. DNA biitlinliigii fertilizasyonda rol oynarken, kotii
semen parametreleri ile yakindan iliski gostermektedir. Matur olmayan sperm oranlari
varikoselli ve infertil hasta gruplarinda daha ytiksek oranda goriiliir(Agarwal ve ark.,

2007). Spermde meydana gelen DNA hasarinin temelinde anormal kromatin



paketlenme, mitokondriyal membran potansiyeli farklili§1 ve apoptoz mekanizmalari
etkilidir(Santana ve ark., 2017; Dieamant ve ark., 2017). Spermatozoanin boyun
kisminda yer alan ve ATP iiretiminden sorumlu olan mitokondri organeli anormal
reaktif oksijen tiirevlerine maruz kaldiginda mitokondriyal fonksyonel kayiplari
meydana gelerek, spermde azalan motilite oranlari ile sonu¢lanmaktadir(Dieamant ve

ark., 2017).

Bu caligmada varikosel ve normal gruplarin konsantrasyon, motilite, morfoloji
gibi semen parametreleri karsilastirilarak, uygulanan boyama yontemleri ile iki grup
arasinda DNA fragmantasyonu, sperm maturasyonu, kromatin kondensasyonu ve
mitokondriyal membran potansiyeli bakimindan farkliliklar incelenerek, varikosel
kaynakli oksidatif stresin spermin fonksyonel ve DNA kalitesine etkisinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. INFERTILITE

Infertilite, ¢iftlerin korunmasiz ve diizenli olarak gergeklestirdigi cinsel
birlesme ile bir yilin sonunda gebeligin gerceklesmemesi durumudur. Kadin yasinin
35’ten biiylik oldugu durumda bu siire alti aya kadar inmektedir. Yapilan
arastirmalarda iireme popiilasyondaki ciftlerin %15-20’sinin infertiliteden etkilendigi
bilinmektedir (Agarwal ve ark., 2007). Infertilite erkek ve kadin faktorlerine ek olarak
ikisinin kombinasyonu seklinde meydan gelebilmektedir. Erkek faktorlii infertilite
genellikle vakalarin %50’sinde goriiliirken, kadin faktori ile birlikte %20’sinde etkili
olmaktadir(Winters ve ark., 2014).

Tablo 2.1. Infertilite etiyolojisi

Kombine faktorler 40

Erkek faktorii 26-30
Ovulasyon fonksyonu 21-25
Tubal faktorler 14-20

Diger  (servikal  faktorler, uterin 10-13

anomaliler vb.)

Aciklanamayan 25-28

Erkek infertilitesi ¢ok faktorlii olup, vakalarin %30-40’1 ise idiyopatik erkek
infertilitesi olarak tanimlanir(Jungwirth ve ark., 2015). Temel infertilite nedenleri
anatomik ya da genetik anomaliler, ndrolojik hastaliklar, enfeksiyonlar, hormonal

diizensizlik ve yasamsal faktorler en genel goriilenler arasindadir.

Genetik nedenler infertilite vakalarinin %15’inde etkili olurken, kromozomal
anomali, tek gen mutasyonlari, poligenik ve multifaktoriyel defekt olan Y kromozom

mikrodelesyonu gibi faktorleri igermektedir(Peterlin ve ark., 2002; Horst ve ark.,
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1997; Renee ve ark., 1995; O’Flynn ve ark., 2010). Yasam tarzi 6nemli infertilite
nedenleri arasinda olup, artan stres ile azalan libido oranlar arasinda iliski oldugu
belirlenmistir. Risk faktorleri arasinda sigara ve tiitiin kullanimi, alkol tiiketimi,
obezite, ileri yasin etkin oldugu bilinmektedir(Gaur ve ark., 2010; Quinn ve ark.,

2009).

Infertilitede etkin olan faktdrlerin temelinde sperm iiretimini ve kalitesini
etkilemeleri bulunmaktadir. Erkek infertilitesinde degerlendirme anamnez ve fiziksel
muayene ile baglamaktadir. Bu degerlendirme asamasinda {ireme ve cinsel gecmis,
genel medikal ve cerrahi hikaye, risk faktorleri ve yasam tarzina ek olarak aile hikayesi
de dikkate alinmaktadir. Laboratuvar degerlendirmesi Diinya Saghk Orgiitii’niin

(WHO, 2010) belirledigi standartlara gére temel semen analizi ile devam etmektedir.

Tablo 2.2. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) referanslarina gore semen analizi degerleri

Ph >7.2

Sperm konsantrasyonu >15 milyon/mL
Total sperm sayisi >39 milyon
Total motilite > %40
Progresif motilite > %32
Canhhik > %358

Normal morfoloji > %4
Lokositler <1 milyon/mL

Semen analizinde temel incelenen faktorler sperm sayisi, hareketliligi ve
morfolojisi degerlendirilir. Erkek faktorlii infertilite anormal semen parametrelerine
bagl diislik sperm sayis1 ve azalan motilite ile iliskilidir. Ancak yapilan arastirmalar

sonucu normal sperm parametrelerine sahip erkeklerin fertiliteyle karakterize



olmadiklari, semen analizinin fertil ve infertil bireyler arasinda ayrim yapmada tek

basina yeterli olmadig1 kanitlanmistir(Bonde ve ark., 1998).

2.2. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, erkek germ hiicresi liretimi ve steroid hormonlarinin
biyosenteziyle gorevli olup, testisler, genital kanal sistemi, yardimci genital bezler ve
penisten meydana gelmektedir. Streoid hormonlarin sentezi ve spermatozoa iiretimi
testiste olup, genital kanal sistemi araciligi ile iiretilen gametler ile gerekli salgilarin

penise taginmasi ve yardimci genital bezler ise bu salgilarin iiretiminden sorumludur.

Kasik kemigi Idrar kesesi Seminal Vesikiil

Corpus Bosgaltin -
cavernosum @ F Kanali

Corpus “(( /S?/ Prostat Bezi
spongiosum S \' y

f'
V' %"L\-Reknun

Penis

) Bulboiiretral
Uretra Bez

Siinnet Aniis

derisi

Bezler Vas deferens

Uretral acikhk Epididimis

Skrotum

Seminifer tiibiilleri

Sekil 2.1. Erkek lireme sistemi anatomisi

Kaynak: (Uroklinik Urolojide Robotik Cerrahi Merkezi, 2018)

2.2.1. Testis

Testisler, sktrotal kavite icerisinde sag ve solda funikulus spermatiscusa
yerlesmis olan oval sekilli, en dis tabakasi tunika vaginalis ile ¢evrili bir ¢ift organdir.
Testis, distan ice olmak {izere tunica vajinalis, tunica albuginea, tunica vaskiiloza
tabakalarim1 icermektedir(Junqueira ve ark., 1998). Testis histolojik olarak 4- 5 cm

boyutlarinda ve 20-30 gram agirligindadir. Tunika albugineadan ayrilan ve ince fibroz
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doku ile sarili 250 tane primordial lobiil icerirken, her lobiil 1-4 seminifer tiibiil ve

Leydig hiicrelerinden olusan bag doku stromas1 igermektedir(Gunes ve ark., 2016).

Testiste gerceklesen sperm iiretiminden dolay1 viicut disina uzanan konumu
onemli olup, viicut sicakliginin 2-4 ° C altinda sicaklikta olmasi Onemlidir.
Spermatogenez i¢in gerekli sicaklik 34-36 ° C’dir. Hipofiz ve 6n hipofizde
Gonodotropin Serbestleyici Hormon (GnRH), Folikiil Stimiilan Hormon (FSH),
Liiteinlestirici Hormon (LH) yoneten testisin hacmi ile sperm {iretimi arasinda iliski

oldugu belirlenmistir(Jensen ve ark., 1995).

2.2.2. Seminifer tiibiiller

Seminifer tibiiller, testiste yaklagik 250-1000 bulunan, somatik Sertoli
hiicreleri ve spermatogenetik hiicreleri igeren, sperm tiretiminden sorumlu kivrimli
kanallardir(Kierszenbaum, 2006). Kivrimli tiibiiller rete testise baglanarak
epididmisin bas kismina kadar uzanmaktadir. Seminifer tiibiilleri spermatogenezin
onemli spermatogenetik hiicreleri igerirken, somatik sertoli hiicreleri ile
baglantilidir(Junqueira ve ark., 1998). Kan damarlari, lenfatik kanallar ile Leydig
hiicreleri tiibiiller arasinda mevcuttur. Arasinda iliski oldugu belirlenmistir(Jensen ve

ark., 1995).

Duktus deferens

Duktuli eferentes

Aberrant ductule

Bas
Septa ¢ )
Govde ididints
Tunica albuginea ) Epididimis
)) _Kuyruk

Loplar

Sekil 2.2. Testis Yapis1 ve Seminifer Tiibiiller

Kaynak: (Jensen ve ark., 2017)



2.3.1. Sertoli hiicreleri

Seminifer tiibiillerinin periferik bazal membrani ile baslayip liimene kadar
uzanan, epitelyum dokusunda bulunan destekleyici hiicre tipidir(Esrefoglu, 2016).
Spermatogenezde etkili olan hiicre tiplerini destekleyen ve germ hiicrelerinin etrafini
fiziksel olarak sarip yasamsal fonksyonlarini kontrol amaciyla sinyal molekiilleri
salgilamakla gorevlidir. Seminifer tiibiillerinin limenine protein ve iyon bakimindan

zengin s1vi salgilar. Ayn1 zamanda sperm tretimi tesvik etmektedir.

Spermiyogenez sonunda olusan rezidual sitoplazmik parcalarinin yani sira
anormal sperm fagositozunda etkilidir. Kan-testis bariyerini olusturarak kan ile taginan
maddelerin germ hiicresine ulasmasint engeller(Esrefoglu, 2016; Kierszenbaum,
2006). Anti-Miillerian hormon (AMH) tiretir. FSH (Folikiil Uyarict Hormon) Sertoli

hiicrelerini uyararak spermatogenezi tetiklemektedir(Gunes ve ark., 2016).

2.3.4. Leydig hiicreleri

Testis dokusundaki intratiibiiler alanin bag dokusuna yerlesen Leydig hiicreleri
embriyonik ve eseysel erkek gonadlarinin gelisiminden sorumlu testesteron sekrete
eden endokrin gorevli hiicrelerdir. Sekresyonundan itibaren direk kana verilen
testesteron hipotalamusta GnRH ile 6n hipofizden salgilanan LH (Liiteinlestirici
hormon) ve FSH hormonlarmin geri bildiriminden sorumludur(Gunesve ark.,
2016)(Pierre ve ark., 2016). Pubertede sekonder esey karakterlerinin gelismesi ve
ergin bireylerde bezlerin salg: aktivitelerinin siirekliliginde etkilidir(Gartner ve ark.,

2016).

2.4. Erkek Genital Kanal Sistemi

Duktus epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve liretradan meydana gelen
erkek genital kanal sistemi testis tiibiillerinde iiretilen spermatozoonlarin penise

taginmasini saglamaktadir.

Epididimal rete testis 20 kivrimli kanaldan meydana gelen duktuli efderentes,

sahip oldugu bag doku ile prizmatik epitel ve kubik hiicreler ile olugmaktadir.



Epididimisten ¢ikan spermler silyum ve kas hareketleri ile bu kanallar boyunca

ilerlemektedir(Gartner ve ark., 2016).

4-6 m uzunluga sahip duktus epididmis Duktus eferentes ile birleserek
epididimisi olusturur. Kivrimli ve tek tiip anatomisine sahip epididimis testis arkasi
boyunca uzanmaktadir. Epididimis kanali bag, boyun ve kuyruk kisimlarini igermekte,
duktuli eferenstesin Bag dokusunun kan damarlari ile birlesmesi ile govdesi ve kuyruk
bolgelerini meydana getirmektedir(Junqueira ve ark., 1998). Spermatozoonlar ileri

hareket 6zelligini epididimal kanaldan gectikten sonra kazanmaktadirlar.

Sekil 2.1. Testis histolojisi ve epididimis

Kaynak: (yenibiyoloji.com, Erisim Tarihi: 23 Temmuz 2019)

Epididimal kuyrugun kalinlagsan kismindan meydana gelen duktur deferens,
skrotumda bag dokusu, kan damarlar1 ve spermatik kord ile birleserek kas yapili tiip
yapisidir. Epididimal sonlanma ile abdominalden karin bosluguna uzanarak mesanede
ampulla yapisint meydana getirir. 40 cm uzunlugundaki kanal ampulla sonunda
seminal vezikiil kanallari ile birlesrek prostat yapisindan iiretraya acilir(Junqueira ve

ark., 1998).

2.4.1. Penis ve iiretra

Erektil dokudan olusmus penis, iiretrayr ¢evreleyen, idrar ve semen icin
bosaltim organidir. Korpus spongiosum iiretray1 sararken erekte oldugu sirada islevini

stirdiirmekte, penisin son kisminda yer alan kismi ise yiiksek oranda sinir uglarina
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sahip olmaktadir. Uretra mesaneden kdken alan ve penisle birlikte dis ortama uzanan

bosaltim kismidir(Esrefoglu, 2016).

2.4.2. Erkek genital sisteminin yardimct bezleri
2.4.2.1. Prostat bezi

Mesanenin alt kisminda konumlanip, rektum oniinde olan prostat bezi kas ve
bag dokular ile ¢evrili meydana gelen en biiylik erkek genital yardimci bezidir(Pierre
ve ark., 2016). Semenin salgilanmasina yardimci olan prostat bezi fruktozca zengin

seminel vesikiil stvisinin sperm ile etkilesimini saglar.

Salgilarin1 parasempatik indiiklenme ile {iretraya salgilarken, ejakularin %20-
30°luk kismimi meydana getirmektedir. Bazik salgilarin yani sira asit fosfataz,
prostatik antibakteriyel faktor, sitrik asit, proteolitik enzimler sekrete ederken, asidik

vajinal ortam1 nétrleyerek sperm hiicrelerinin yagamsal devamini saglamaktadir.

2.4.2.2. Seminal vezikiil

Kivrimli yapida mesanenin arka kismina dogru uzanan cift tiibiiler seminal
vezikiil bezi, semen hacmine yliksek oranda katkida bulunan sekresyon ile gérevlidir.
Sperm mitokondrisinin ATP enerjisinin kaynagi seminal vezikiil salgisinda yiliksek
oranda fruktoz ve prostaglandin kaynaklidir(Kierszenbaum ve ark., 2006). Seminal
vezikiil kanallar1 ampulladan gegerek sekresyon iirliniinii prostat bezinin son kismina

iletmektedir.

2.4.2.3. Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri)

Uretranm son kisminda yer alan iki adet bulboiiretal bezden meydana gelen
erkek genital salgi bezi, liretranin temizlenmesi i¢in asit yapisini notralize eden sivi
salgilamaktadir. Uretranin temizlenmesi ile gorevli olan bez, galaktoz, galaktozamin

ve siyalik asitten zengindir salg1 sekrete etmektedir(Kierszenbaum ve ark., 2006).

2.5. Spermatogenez

Erkek gamet hiicresi spermin, spermatogonyal kok hiicrelerin hiicresel mayotik

ve mitotik boliinmeler ile pitiituar bez salgis1 gonodotropinlerin etkisinde seminifer
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tiibiillerinde meydana gelmesi olayidir(Mariotti ve ark., 2013; Ross ve ark., 2003).
Germ hiicrelerinin olgun sperm hiicresi haline gelmesi asamasi dort farkli siirecten
meydana gelir. Spermatogenez spermatogonianin olgun sperm hiicresine doniismesini

kapsar.

TipB Tip A2
sparmatozonyum sparmatogonyum

_Vas
| deferens

Tip Al

spermatozonyum

Primer
Spermatosit

Sekonder
spermatosit

Sperm

Sekil 2.2.Sperm hiicresinin seminifer tiibiilleri ve Sertoli hiicreleri arasindaki iligki
ile seminifer tiibiil liimenine tasinmasi

Kaynak: (Benoff ve ark., 2004)

Puberte ile baglayan spermatogenez hormonal etkenlerle birlikte yasam boyu
devam etmektedir. Spermatogonialar ergenlik asamasina kadar testisteki seminifer
tiibiillerinde inaktif durumdadir. Spermatogenezin ilk agamas1 diploid kromozomlu A
tipi spermatogonianin mitoz boliinmeler gecirerek B tipi spermatogonialar1 olusturur.
B tipi spermatogonialar birincil spermatositlerin 6ncii hiicreleridir. Bu evre ergenlik

asamasina kadar hacimsel testis gelisimini meydana getirmektedir(Donnell, 2014).

Primer spermatositler iiretimi olan seminifer tiibiilleri icerisinde bulunan en
biiyiik germ hiicreleridir. Olgunlasan 6ncii hiicrelerin mayoz gecirmesi ile iki haploid
sekonder spermatosit hiicreleri olusur. Ikincil spermatositler gegcirdikleri ikinci
mayotik boéliinme sonucu ikincil spermatositin yarisi biyiikliigiinde ancak esit

biiyiikliikteki kiiresel dort tane spermatidi meydana getirir.
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Spermatositlerin 1. Ve II. Mayoz evreleri arasinda S fazi DNA sentezi
goriilmedigi icin haploit gametler meydana gelir. Spermatidler Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda bulunurlar(Boekelheid, 2005). Spermatidlerin hiicresel ve genomik
yapisinin farklilasmasi agsamasi olan spermiyogenezis spermatozoonlara doniistimdiir
Sitoplazmik azalma ile hiicresel olarak farklilasirken, genomik yapida histon-protamin
degisimi meydana gelir. Sertoli hiicrelerinde meydana gelen bu evre golgi, akrozomal
ve maturasyon evrelerinden olusmaktadir. Hiicre boliinmesinin gergeklesmedigi bu
evrede genom karakterize hale doniisiirken, sitoplazma kaybolarak akrozom ve kuyruk

gelisimi gerceklesir(Gunes ve ark., 2016).

Spermatogonya A (
b
Mitoz

Spermatogonya B @

Spermatosit I Mayoz I

Spermatosit IT S e Mayoz II

114

N

Spermatogenez

Spermatid

genez

ivo

2> Sperm

Sperm

Sekil 2.3. Spermatogenez

Kaynak: (Benoff ve ark., 2004)

Golgi evresi; sitoplazmik yapida Golgi kompleksi, mitokondri, ¢ift sentriyol,
serbest ribozom ve endoplazmik retikulum mevcuttur. Akrozom bdlgesi spermin 6n
kismini belirlerken mitokondriler sitoplazma kenarina gog¢ gerceklestirir(Donnell,
2014). Plazma zarina yakin yerlesen mitokondriler ile birlikte akrozom zit yonde

hareket gostererek c¢ekirdek arkasinda konumlanir
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Akrozomal evre; akrozomal vesikiill ve graniil ¢ekirdegin arkasinda yer
aldiktan sonra yayilarak akrozom adini alir. Hidrolitik enzimler iceren bu yap1 zona
pellisuday1 sindirimle gorevli lizozomal isleve sahiptir. Kamgi yapisinin Onciisii
sentriyolden kokenlenmektedir. Kamgi yapisinin  kalinlasmis proksimal kismi
mitokondri bakimindan zengindir. Hareket i¢in etken alan orta parcadir(Gartner ve
ark., 2016; Junqueira ve ark., 1998). Maturasyon evresi; somatik histonlarin (H1,H2A,
H2B, H4) protaminlerle yer degistirmesi evresidir. Arjinin ve lizince zengin
protaminlerin olusumu sonrasi niikleozomlar kaybolarak diiz kromatin lifler dizilmesi
sirasinda RNA sentezi durdurulur. Spermatidin olgunlagma evresi sonucunda ¢ekirdek

uzamis ve yogunlasmis olup, lifler tamamen organize olmus sekli ile tamamlanir.

Olgun sperm hiicreleri son evre sonrasi Sertoli hiicrelerinden ayrilarak
seminifer tiibiil icerisine birakilir. Morfolojik olarak olgun spermler fonksyonel olarak
dolleme kapasitesine sahip degilken, epididimde hareket yetenegini kazanmaktadirlar.
Spermatogenez 64 giin siirerken, ejakulatta olgun spermatozoa goriilmesi 74 giinii

almaktadir.

Olgun bir spermatozoa bas, boyun ve kuyruk boliimlerinden olusan yaklasik

60 um uzunlugunda aktif hareketli hiicrelerdir(Alberts ve ark., 2002).

Akrozomal vesikil
|

Haploid nukleus

!
Boyun
{

~-Mitokondri

Plazma membram

/ - ~-Kamg1

10um

Sekil 2.4. Sperm hiicresi yapisi
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Kaynak: (Alberts ve ark., 2002)

Sperm basi, yapidaki en biiylik kism1 meydana getirirken, haploit niikleusu
icermekedir. Ayrica niikkleer membran ve akrozomal kismi da igeren bas kisminin
%40-70’1 akrozom admni almaktadir(Alberts ve ark., 2002). Akrozom lizozomal
enzimler bakimindan zengin, hyalurinidaz, aril siilfataz, akrosin, asit fosfataz,

ndéroaminidaz gibi hidrolitik enzimler igerir.

Akrosin en 6nemli enzim olup, fertilizasyon asamasinda korona radiata ve zona
pellisuday1 gecmeyi saglamaktadir. Bas ve kuyruk kisminin birlestigi yere boyun
denir. Orta, esas ve son par¢a kisimlarindan olusan spermin kuyruk kismi hareketi
saglarken fertilizasyon i¢in oosite ulasmayi kolaylastirir. Kuyruk 45 pm uzunlugunda
ve 0.4-0,5 capina sahiptir(Alberts ve ark., 2002). Kuyrugun orta kisminda yer alan
mitokondrice zengin alan hareket i¢in gerekli enerjinin ATP kaynagim

olusturmaktadir.

2.6. Semen Toplanmasi

Erkek fertilitesinin ilk degerlendirme asamasi semen analizi olup, en az 72
saatlik cinsel perhiz sonrasi masturbasyonla elde edilen semenin incelenmesidir.
Seminal analiz, spermatozoa, seminal s1v1 ve sperm dis1 hiicreler ile diger faktorlerin

analiz edildigi testtir. Cinsel perhiz siiresi 7 giinli gegmemeli, semen steril kaba alinir.

Semen Ornegi icin uygun kriterleri iceren 6zel hazirlanmis odalar mevcut
olmalidir. Steril, genis agizli, poliprolen, polietilen ve viicut 1s1sinda kaplar kullanilir.
Normal erkek bireylerde cinsel perhiz giinii basina 0.4 ml voliim ve konsantrasyon 10-
15 milyon/ml artmaktadir. Laboratuvar ortaminda alinan semen 6rnegi en ge¢ 30

dakika i¢inde incelenir ve ilk makroskobik degerlendirilmeler yapilir.

2.7. Makroskobik inceleme

Likefaksiyon siiresi: Semen analizinin makroskobik incelemesi likefasksiyon
stiresinin ardindan baslamaktadir. Likefaksiyon siiresi oda sicaklifinda 15-60 dakika
arasinda olabilmektedir. Normal semen Orneginin likefaksiyonu 37°C’de 10-20

dakikada gerceklesir. Likefaksiyonun temelinde prostat spesifik antijen (PSA) ve
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normal prostat fonksyonu yer almaktadir(Alberts ve ark., 2002). En ge¢ 60 dakika
icinde gozlenmeli olan numune dehidratasyon ve farklilasan 1s1 ortamlarindan dolay1
olumsuz etkilenmesi en aza indirilmelidirf(WHO, 1992). Likefaksiyon siiresi

spermatozoon hareketinin gézlenmesi i¢in dnemli faktordiir.

Goriiniim: Normal likefiye olmus semen 6rnegi homojen ve gri-opak olarak
gozlenir. Sarims1 ya da krem renkte olan semen numunesi perhiz siiresi ve

enfeksiyonel durumlara bagl olarak degismektedir.

Koagiilasyon: Ejakule olan spermin sivi halden koagiile hale hizli gegisidir.

Koagiilasyon nedeni semende mevcut vezikiiler ve epididimal proteinlerdir.

Hacim: Cinsel perhiz siiresinin uygun olmasi durumunda normal semen

numune hacmi 1,5-6 ml’dir.

Viskozite: Semenin akigkan duruma gelmesine karsi direng olarak
bilinmektedir. Numunenin akiskan duruma gelmesinde temel proteolitik enzimler
prostattan sekrete edilir. Sekrete edilen enzimler semenin koagiilasyonunu
olusturmaktadir. Yiiksek vizkoziteli semen Ornegi sperm yapisini ve hareketini

olumsuz etkileyerek sperm iizerinde negatif etki yaratmaktadir.

pH: Normal semen pH’1 seminal vezikiil sekresyonu kaynakli alkali olmali,

uygun pH aralig1 7,2 ve 8.0 arasindadir.

2.8. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik inceleme sonucu WHO paramterlerinin igerdigi kriterler
acisindan degerlendirilerek yapilir. Semen analizinin en O©nemli kismi olan
mikroskobik incelemede sperm sayisi, hareketlilik, morfoloji ve yuvarlak hiicre sayisi
oranlar1 belirlenir. Makroskobik inceleme sonrasi semen numunesinden 10 pul Makler

sayim kamerasina alinarak faz-kontrast mikroskobu ile incelenir.

Konsantrasyon: Sperm konsantrasyonu toplam ejakulatin 1 mL’indeki sperm
sayidir. Semen numunesindeki total spermatozoa sayisinin Makler sayim kamerasi ile
belirlenmesidir. Ejakulattaki sperm sayis1 ile erkek infertilitesi arasinda yiiksek
korelasyon bulunmaktadir. WHO parametrelerine gore fertil bireyler igin

konsantrasyon alt limiti 15 milyon/mL’dir. Konsantrasyonun <15 milyon/mL oldugu
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durumlarda 6rnek oligozoospermik, <5 milyon/mL ise siddetli oligospermi ile
tanimlanmaktadir. Semende hi¢ sperme rastlanmadigi mikroskobik incelemede
numuneye 3000 rpm’de 10 dk santrifiij islemi uygulanarak pelllette sperm incelemesi
yapilmalidir. Islem sonucu sperme rastlanmayan vakalarda azospermi tanisi

konulabilir(Olshan ve ark., 1995).

Konsantrasyonun belirlenmesi Neubauer (hemositometre), microcell, Makler
veya Horwell sayim kameralar1 kullanilir. Sayim kameralar1 ayni zamanda sperm
morfolojisi ve hareket degerlendirmesi i¢in de kullanilmaktadir(WHO, 2010).
Ejakulattaki total sperm sayis1 sperm hacmi ve sperm konsantrasyonunun ¢arpimi ile

hesaplanmakta, 6rnekler x400 biiyiitme ile incelenmektedir.

Motilite: Sperm konsantrasyonu belirlenitken sperm hareketliligi de
incelenebilmektedir. Semendeki total sperm konsantrasyonundaki hareketli
spermlerin yiizdeleri motiliteyi ifade etmektedir. Diinya Saghk Orgiitii’niin

hareketlilik siniflandirmasina gore;

a) llerleyici (progresif) hareket
b) Ilerleyici (progresif) olmayan hareket

¢) Hareketsiz

Hizli hareketli sperm sayis1 (at+b) tanimli olup %40’tan az olmasi sperm
motilite sorunu oldugunu belirlemektedir. Motilitenin %0 oldugu durumlarda vitalite
(canlilik testi) uygulanmalidir. Vitalite testinde sperm canlilik yiizdesi %70 ten biiytlik

olmalidir.

Morfoloji: Semen analizinde 6nemli kriter olan sperm morfolojisi spermin
normal bas ve kuyruk yapisinda sahip olup olmadigiin belirlenmesidir. Bas kismi
akrozom, post akrozomal parca ve nukleustan olusur. Yapisal olarak diiz oval sekilde
olmali, akrozomal kisim tiim bas kisminin yalnizca 6n kisimda %40-%70’inde

bulunmalidir(B.Peterlin ve ark., 2002).

Boyun sperm hareketi i¢in gerekli mitokodriyal kism1 olustururken morfolojik
olarak silindir sekilli, Eni yaklasik 1 pum, boyu ise basin uzunlugunun 1,5 kati
olmalidir. Kuyruk, orta, ana ve son pargadan olusurken diiz yapist ve son kisminin
daha ince olmas1 morfolojisine sahiptir. Uzunlugu 45 um olan kuyruk kismi sperm

motilitesinde 6nemli rol oynamaktadir.
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Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gdre normal morfolojik sperm orani %30
olmas1 gerekirken, Kruger kriterlerine gére normal morfoloji oran1 %4’ten biiyiik
olmasi gerekir(Kruger ve ark., 1988). Normal morfolojili sperm oran1 %5-14 arasinda
1yi prognoz (G pattern) olarak belirlenirken, kotii prognoz (P pattern) oran1 %4 ’ten az

durumlarda tanimlanmaktadir.

Tablo 2.1. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gére semen analizi degerlendirme

kriterleri

Semen Voliimii (mL) >1.5 mL (1.4-1.7)
Konsantrasyon (106 / ml) >15 milyon/mL (12-16)
Motilite %40 (a+b+c) (38-42)
Progresif Motilite %32 (a+b) (31-34)
Vitalite (canh sperm,%o) >58 (55-63)

Morfoloji >%4 (3-4)

pH >7.2

Lokosit <1 milyon

2.9. Sperm DNA Yapisi

Spermiyogenez, sperm hiicreleri niikleer yapisinin somatik hiicre
DNA’larindan farklilasarak kromatinin siki paketlenmesi ile olusur. Somatik hiicre
DNA’s1 histon bakimindan zengin ve gevsek kromozomal yapt mevcuttur(Balhorn,
2007). Bu somatik tip histonlarin bazik niikleer proteinler olan protaminler ile yer

degistirmesi olayidir.
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Protaminler arjinin bakimindan zengin, ileri spermatogenez evresinde
sentezlenen ve histonlarin yarisi biiyiikligiindeki proteinlerdir(Bedford ve ark., 1974).
Spermatogenezin son asamasinda sperm niikleusunda DNA’nin nukleus membranina
baglanarak DNA halka bolgesinin olusturmasi paketlenmenin basladigini

gostermektedir(Dieamant ve ark., 2017).

besine epid:'[dﬁ.'ﬂis

_,.-H—.___..@ — "‘-—-"‘3_
! -. '|l ¥ 1..‘
__-. histon I.- protamin ..-. ." l.'_
.\..\ H.0 -\W H.O, *
DMA
spermatid sperm kromatin
leromatin

Sekil 2.5. Sperm protaminasyon mekanizmasi

Kaynak: (Fujii ve ark., 2014)

DNA kiimelenmesini olusmasi sonrasinda etkili proteinler ve enzimler ile
somatik histonlarin protaminlerle yer degistirmesi gergeklesir. Kromozomal
yerlesimlerin belirlenmesi ile sperm DNA mitotik kromozomlardan alti kat daha

yogun olarak niikleer yapinin tamamini icermektedir(Champroux ve ark., 2016).

Epididimde olgunlasan spermin son asamasi olarak kromatin organizasyonu
meydana gelir. Paketlenme gecis niiklear proteinleri (transition nuclear protein- TP)

mekanizmada gérev almaktadir(Hamilton ve ark., 2018).

TP1 ve TP2 gecis proteinleri DNA biitiinliigiinii koruyarak, dnce yerlesimleri
protaminlerin daha dogru yerlesimini saglar(Bianchi ve ark., 1996). Histonlarin
uzaklastirilmas: endonukleaz topoizomeraz-II ile olur. P1 protamin ve P2 protamin

olmak tizere iki farkli protein grubu mevcuttur. DNA ipliklerinden birini keserek
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c¢ikarilan kisma TP1 girerek DNA nin fosfat gruplariyla etkilesimi saglanir. DNA ligaz
Tpl’in baglanmasini saglayarak protaminlerin iizerlerine tutunmasi ve aralarinda

dilsiilfit baglarinin olugmasi saglanir(Santana ve ark., 2017).

Protaminler DNA’ya baglanmadan Once fosforile olurlar. Niikleoprotamin
yapisinin olusmasi ile defosforile olarak, sisteince zengin kisimlar igerdiginden
meydana gelen i¢ ve ara protamin disiilfit capraz baglar1 sayesinde kromatinler kendi

igerisinde kondanse olurlar(Champroux ve ark., 2016).

Dilsiilfit baglar1 niikleoprotamin yapisinin daha kararli hale gelmesini saglar.
Sperm nukleusunda P1 ve P2 protamin miktarlar1 birbirine yakindir. P1/P2 oraninin
yaklasik 1 olmast beklenirken, oranin 1°den farklilasmasi sperm anomalileri ile

iliskilidir(Boekelheide, 2005).

Sperm kromozomal paketlenmenin amaci, somatik hiicre kromatin yapisindan
farkli olarak genomun daha siki1 paketlenerek genetik biitiinliiglin korunmasi, sperm
kromatin yapisimin disi ve erkek iireme kanallarindan hasarsiz gecerek genomun

dollere saglikli aktarimini saglamaktir(Balhorn, 1982).

2.10. Sperm DNA Hasarn

Sperm DNA hasari, fragmantasyon, hatali kromatin paketlenmesi, apoptoz
kaynakli anomaliler ile spermatogenezde DNA tamir mekanizmalarinin eksikligi
sonucu meydana gelmektedir(Nagata, 2000). Sperm DNA hasar mekanizmasinin
temelindeki neden ve mekanizmalarmin tam olarak belirlenememesi ile birlikte
radyasyon, genital enfeksiyonlar, varikosel gibi ¢evresel faktorlerin yani sira anormal
kromatin paketlenmesi, anormal mitokondriyal membran potansiyeli, apoptoz ve
reaktif oksijen tiirevleri biyolojik etkenleri meydana getirmektedir(Erimsah ve ark.,

2008; Agarwal ve ark., 2009).

2.10.1. Sperm DNA hasart belirleme yontemleri
2.10.1.1. Anilin blue (mavisi) boyama

Anilin blue(mavisi), immatur sperm ile karakterize olan histonlar ile sperm
maturasyonu belirteci olan histon-protamin degisimi defektlerini belirleyen asidik

boyama metodudur(Hammadeh ve ark., 2001; Auger ve ark., 1990; Dadoune ve ark.,
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1988; Terquem ve ark., 1983). Sperm hiicreleri kromozomlari, DNA’nin ve somatik
histonlarin yerini alan protaminlerin siki paketlenmesi ile bir kompleks yapisi

spermiyogenez sirasinda meydana gelir (Braun, 2001)(Hofmann ve ark., 1991).

Niikleer histon proteinleri bolgelerinde yliksek oranda lizin bulunmakta olan
immatur spermlere gére matur sperm nukleer yapisinda protaminli bolgeler sistein ve
arjinince zengindir (Hammadeh ve ark., 1996). Anilin mavisi boyama yontemi de
histonlarca zengin niikleer sperm yapilarinda lizin bolgelerine baglanarak kromatin

kondensasyonunun belirlenmesinde kullanilir(Dadoune ve ark., 1988).

Kromatin kondensasyonuna bagli sperm maturasyonu tiim fertilite olgularinda
o6nemli oldugu gibi yapilan ¢alismalarda sperm kromozomal anoploidi, sperm DNA
ve kromatin biitlinliigli gibi parametrelerde anomali oranlarinin yiiksek oldugu semen
orneklerinde fertil grup ile karsilastirildiginda tekrarlayan spontan diisiiklerin
goriildiigl infertil giftlere ait oldugu belirlenmistir (Talebi ve ark., 2012; Virro ve ark.,
2004; Carrell ve ark., 2003; Evenson ve ark., 1999).

2.10.1.2. Acridine orange (turuncusu) boyama

Acridine orange(turuncusu) testi, asit kosullarina dayanan ve amacit DNA
normalitesinin degerlendirilmesi olan basit florasan mikroskobik prosediirdiir. Memeli
niikleoproteinlerinin histondan protamine yer degisimi seminifer tiibiillerindeki
spermiyogenezde sperm hiicrelerinde sistein ve temel aminoasitlerden olan lizin,
arjinin bakimindan zengin olup somatik hiicrelerden farklilik gostermektedir(Poccia

D, 1986).

Epididimal tasinma sirasinda protaminlerin sistein tiyolleri (-SH) oksitlenerek
dilsiilfit yapilarina (S-S) doniiserek sperm niikleer kromatinin protamin formunun
histon yapisindan daha kararli hale geldigi bilinmektedir(Bedford ve ark., 1974).
Matiir sperm DNA’s1 S-S baglart bakimindan zengin olup ¢ift zincirli formu
bakimindan kararlidir. Akridin oranj boyama sperm maturasyonunu gosterirken,
boyama ile matiir sperm ¢ift zincirli dogal DNA’nin aralarina eklenen akridin oranj

monomerleri ile yesil florasan 1s51ma vermektedir(Acheson, 1973).
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Immatur sperm histonlu ya da diisiik S-S baglar1 igeren denatiire DNA’ya sahip
oldugunda Akridin Oranj monomerleri nuklusta bir araya gelerek kirmizi florasan

1s1ma gostermektedir(Hoshi ve ark., 1996).

Yapilan calismalarda, Bir¢ok yazar, dérnekte > % 50 yesil floresanin, infertil
vericilerden alman Ornekte AOT i¢in normal bir cut-off degeri oldugunu
gozlemlemistir. Sitometri ve SCSA Yazilim kullanilarak sperm kromatin yap1 analizi
(SCSA), Acridine orange(turuncusu)(AO) floresan boyama sonrasi yogunlugu
O0lcmede kullanilir. Kirmizi / kirmizi + yesil orani, DNA fragmantasyon indeksi
(DFI1%) olarak adlandirilan DNA fragmantasyonunun yiizdesini vermektedir(Evenson
ve ark., 1999). SCSA degeri% 15 veya daha diisiik DFI degerli semen ornekleri diisiik
seviyeli, % 15'ten bliylik veya esit % 30 DFI degerleri orta,% 30'dan fazla veya esit
DFI degerleri ise yiiksek seviyede DNA fragmantasyonu oldugunu ifade etmektedir
(Claassens ve ark., 1992).

2.10.1.3. Chromomycin A3 boyama

CMA3, sperm DNA’smin kiigiik oluguna baglanmak amac1 ile protaminlerle
rekabet icinde olup, gevsek paketlenmis kromatinde protamin eksikligini gdsteren
guanin-sitozin spesifik florokromdur (Bianchi ve ark., 1996). Chromomycin A3
boyama testinin uygulanma amaci sperm kromatin paketlenmesinde meydana gelen
anormalileri ve protamini eksik DNA’y1 gostermektir(Esterhuizen ve ark., 2000).
DNA kalitesi, protaminizasyon, kondenzasyon ve sperm maturasyonu CMA3 teknigi
ile gosterilmektedir(Iranpour ve ark., 2000). Spermiyogenez asamasinda sperm DNA
histonlar1 protaminlerle yer degistirerek siipersarmal DNA ipliklerinin yogunlagmasi
ve sperm kromatin yapisinin yiiksek oranda paketlenmesi ile sonuclanmaktadir
(Manicardi ve ark., 1995). Normal siirecinde devam etmeyen protaminizasyonda
niikleer histonlarin varligi1 devam ederken dekondenzasyon gerceklesir (Lolis ve ark.,

1996; Bianchi ve ark., 1993).

Kromatin paketlenmesinde anomali ile sonuglanan sperm dekondensasyonu
azalan fertilizasyon oranlarina Onciilik ederken IVF ve ICSI uygulamalarinda
basarisizliklarin oldugu yapilan calismalarla kanitlanmistir(Nasr-Esfahani ve ark.,
2008; Sakkas ve ark., 1996; Lolis ve ark., 1996; Bianchi ve ark., 1996). Boyama

sonrasi sar1 renkli 151ma veren sperm baslar1 anormal kromatin paketlenmeye sahip
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olup CMAZ3 testi bakimindan pozitif (CMA3 +) kabul edilirken, sarimtrak yesil 1s1ma
veren spermler normal kromatin paketlenmeye sahip spermleri ifade ederken test

bakimindan negatif (CMA3 -) kabul edilir.

2.11. Anormal kromatin paketlenmesi

Sperm nukleusunun %15°lik kism1 DNA histon proteinleri tarafindan

paketlenmis olup, tiim kromatin yapisi protaminler ile siki paketlenmis durumdadir

(Carrell ve ark., 2003; Aoki ve ark., 2003).

Kromatin yapisindaki bu histon ve protamin oranlarmin farklilagsmasi infertil
erkeklerde histonca zengin paketlenmenin arttiginin gostergesidir(Tesarik ve ark.,
2002; Aoki ve ark., 2003; Carrell ve ark., 2003). Dilsiilfit caprak baglar ile stabilitesi
saglanan kromatin histon paketlenmesinin artmasi genomun hasara ugrama oranini
arttirdigi  bilinmektedir. Histonca paketlenmis kisimlarin daha gevsek yapida
paketlenmesi fertilizasyon ve embriyonik gelisim ile ilgili DNA dizileri alanlari

oldugu belirlenmistir(Tesarik ve ark., 2002).

P1 ve P2 protaminleri yardimu ile sik1 paketlenen DNA iplikleri sik1 ve diizenli
ilmekler olusturarak sarilmistir(Bianchi ve ark., 1996). P1/P2 oraninin farklilasmasi
DNA hasar1 oranlar ile iligkili oldugu, protamin genlerindeki mutasyonlarin infertil

gruplarda daha ytiksek oldugu belirlenmistir(Tesarik ve ark., 2002).

2.12. Apoptoz

Apoptoz, fonksyonel ve biyolojik islevlerini yitirmis veya hasarli ve
mutasyonlu  hiicrelerin  genomik  olarak  kontrol  edilerek  kontrollii
Olumleridir(Grunewald ve ark., 2017). Apoptoz mekanizmasi1 farkli gelisimsel
asamalarda hiicresel kontrollerin saglanmasi i¢i rol alirken spermatogenezde de

etkilidir (Aitken ve ark., 2011).

Spermatogenez asamasinda iki temel amag i¢in apoptoz mekanizmasi normal
olmayan spermatozoonlarin belirlenerek yok edilmesi ve temel gorevi germ
hiicrelerini  desteklemek olan Sertoli hiicreleri i¢in uygun sayiya indirerek
sinirlandirmaktir(Tamburrino ve ark., 2012; Dunkel ve ark., 1997). Apoptoz

mekanizmasi hasarli hiicrelerin yok edilmesi ile genomik hasarin déllere aktarimini
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engelleyen son asama olarak belirlenirken, sperm hiicrelerinde yliksek oranda
meydana gelmesi semendeki konsantrasyonun azalmasina neden olabilmektedir(Zorn

ve ark., 2012; Nagata, 2000; Singh ve ark., 1998).

2.13. Varikosel

Varikosel, spermatik kordun patolojik skrotal pampiniform pleksus
toplardamarin anormal genlesmesi sonucu kanin havuzlanmasi, testikiiler toplardamar
sistem aracilifi ile kan akisinin kesikli ya da devamli geri akisina sebep olan
toplardamar varislesmesidir(Santana ve ark., 2017; Peluso, 2013). Varikosel
kelimesinin temeli variko- (varico) Latince’de varis anlamini tagiyan ve sel (cele)
Yunanca’da tiimdrii ifade eden iki farkli kelimenin birlesmesi ile meydana gelmis, ilk
olarak Fransiz cerrah Ambroise Paré tarafindan 16. yiizyilda tanimlanmistir (White,

2017; Tsili ve ark., 2017).

Varikosel

Testis

Sekil 2.6. Varikoselde toplardarin anormal genlesmesi

Kaynak: (Jensen ve ark., 1995)

Klinik aragtirmalar sonucu infertilite nedenli vakalarda erkeklerde goriilen
varikosel, genel popiilasyonun %]15’inde, primer infertil erkeklerin %40’mnda ve
sekonder infertilitenin en sik goriilme sebebi olarak %80’inde gozlemlendigi
bilinmektedir(Pasqualotto ve ark., 2005; Peluso ve ark., 2001; Jo ve ark., 2015).
Levinger ve arkadaglarinin ¢alismalar1 sonucu varikoselin insidans1 her 10 yilda bir

%10 olarak arttig1 belirlenmistir(Levinger ve ark., 2007).
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Varikosel sol spermatik venin drenaji daha yiiksek bir dirence sahip
oldugundan g¢ogunlukla sol tarafli olarak goriilse de vakalarin %50’sinin bilateral
oldugu bilinmektedir(Alsaikhan ve ark., 2016). Varikoselin infertilite {lizerindeki
patofizyolojik mekanizmasi net olarak belirlenemese de anatomik, genetik ve
molekiiler faktorlerin erkek {ireme sistemi {izerindeki negatif etkisi oldugu

belirlenmistir.

Erkek infertilitesinde en sik geri doniistiiriilebilir infertilite risk faktorleri
arasinda olan varikosel, etkilenmis spermatogenez mekanizmasiyla yakindan
iligkilidir. Varikosel ve infertilite arasindaki baglanti ilk olarak MS 1. Yiizyilda
Celcius’un ¢aligmalari ile ortaya konmus, 19. Yiizyilda MacLeod tarafindan yapilan
varikoselli hastalarin semen Orneklerinin analizi ile diisiik total sperm sayisi,
motilitede azalma ve artan morfolojik anomaliler varikoselin etkilenmis testikiiler
fonksyonundaki etkisi ile seminal anomali belirlenirken semen voliimiine etkisi

olmadigi ortaya ¢ikmistir(MacLeod, 1965; Agarwal ve ark., 2016).

Varikosel hastalarinda testikiiler hacmin azalmasinin azalan sperm sayisi ile
orantili oldugu bilinmektedir (Shridharani ve ark., 2016). WHO gdzlemsel ¢alismalari
sonucunda 9.034 erkegin %26,6’sinda anormal semen analizli varikosel vakasi
oldugu, yapilan farkli calismalarda ise varikoselin her vakada spermatogenezi
etkiledigi belirlenmemis, varikoselli erkeklerin yalnizca %20’sinin fertilitede anomali

ile klinik yardima bagvurdugu bulgulanmistir(WHO, 1992).

Varikoselli erkek hastalarin testis biyopsisi sonuglarinda spermatogenezde
maturasyon duraklamasi, spermatogenetik epitelde anomali ve Leydig hiicrelerinin

fonskyonel baskilanmasi belirlenmistir(Shiraishi ve ark., 2012).

Varikoselli erkeklerde spermatogenetik epitelde degredasyon, seminifer
tiibiillerinde  atrofi, mezenkimal hiicrelerde hidronkus ve spermatogonyum

hiicrelerinde anomali gibi histolojik hasar sonuglar1 ortaya ¢ikmistir.

Varikosel iizerinde yapilan klinik ve hayvan ¢aligsmalar1 sonucu testikiiler
fonksyonun olumsuz etkilemesi, sperm taginmas1 mekanizmasinda tikaniklik ve cinsel
fonksyonlarda  bozukluk etiyolojik  faktorlerden  etkilenen  parametreler

arasindadir(Owen ve ark., 2017).

24



Koksal ve arkadaglarinin calismalarina gore varikoselli hastalarin testis
biyopsilerinde E-kaderin ve a-katenin gibi Sertoli hiicre baglantilarinda etkili olan
proteinlerde azalma ve kan-testis bariyerinde bozulma gdzlenmektedir. Ipsilateral
testikiiler atrofiye sebep olabilen varikosel, azalan serum testesteron seviyelerini

dogrudan etkilemektedir.

Infertilitedeki etkin rolii skrotal hipertermi, testikiiler hipoksi, oksidatif stres,
apoptoz, testikiiler toplardamar hipertansiyonu, hormonal diizensizlik, renal ya da
adrenal orjinli toksik metabolitlerin geri akisi sonucu spermatik vende artan
katekolamin seviyesi, otoimmunite gibi ¢ok faktorlii etiyolojik aracilar tarafindan
belirlenirken ¢evresel ve genetik faktorler de rol oynamaktadir(Sofikitis ve ark., 2014;

Esteves ve ark., 2016; Shridharani, 2016).

Aile 6ykiisiinde varikosel bulunan erkeklerde birinci derece yakinlarin hastalik
risklerini daha yiiksek oranda tasidigi yapilan caligmalarla kanitlanirken, genetik

faktoriiniin etkisi de anlagilmistir(Santana ve ark., 2017).

2.13.1. Etiyoloji

Varikoselin erkek skrotum anatomik yapisina gore testikiiler toplardamar akis
sisteminde sol i¢ spermatik toplardamar sag spermatik vene gore uzundur ve sol renal
vene dik ac1 ile giris yapmaktadir. Sag testikiiler ven, viicudun en biiyiik toplardamari
olan ve kalbin sag kulak¢igina acgilan alt ana toplardamar inferior vena kava ile direkt

olarak baglanmaktadir.
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’arikosel

Sekil 2.7. Varikosel damar fizyolojisi ve anatomisi

Kaynak: (yenibiyoloji.com, Erigim Tarihi: 23 Temmuz 2019)

Varikosel etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan arastirmalarda

3 farkli etiyolojik teori oldugu ileri stiriilmiistiir.

Sag ve sol testikiiler venler arasindaki anatomik farkliliklar ile birlikte sol
testikiiler venin sol renal vene olan dik agis1 kandaki hidrostatik basinci arttirarak
pampiniform pleksus venlerinin ve i¢ spermatik venin anormal geniglemesi ilk
etiyolojik teoridir(Sheehan ve ark., 2014). Varikoselin bu teori ile vakalarin yiliksek
oranda palpable sol tarafli oldugu bilinse de erkeklerin %50 oraninda bilateral

varikosele sahip oldugu belirlenmistir.

Ikinci teori spermatik damarlarin toplardamar kapakgiklarmin fonksyonel
eksikligi ya da tamamen yokluguna bagli olarak testikiiler toplardamar sisteminin ters
yonde akisa ve kanin geri ¢ekilmesi sonucu artan hidrostatik basing ile iligkili oldugu

etiyolojik nedendir(Kantartzi ve ark., 2007).

“’Nutcracker etkisi (Findikkiran etkisi)’’ olarak bilinen sol renal venin aort ve
iist mezenterik arter (SMA) arasinda sikismasi ile sol bobrek vendzde daralma sonucu

kismi tikaniklik, 6n segmentindeki renal vende genlesmeye meydana geldigi tiglincii
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teoridir(Sheehan ve ark., 2014). Toplardamar sisteminde artan hidrostatik basing
spermatik kordun venéz pleksusunun genlesmesi ile sonuglanmaktadir(Sofikitis ve

ark., 1993).

2.13.2. Fizyopatoloji

Varikoselin infertilite iligkili spermatogenez mekanizmasidaki fonksyonel
farkliliklar birden fazla patofizyoloji faktorii ile kontrol edilmektedir. Artan testikiiler
ve skrotal sicaklik, testikiiler hipoksiya, hipoperfiizyon, renal ve adrenal metabolitlerin
ters yonde akisi, oksidatif stres, hipotalamo-hipofiz-gonodal aksin eksikligine bagl
gonodotropin ve androjen sekresyonunda bozulma, semende oksidan birikimi, kan-
testis bariyerinde farkliliklar, artan intratestikiiler kadmiyum konsantrasyonu, Notch
sinyali, anti-sperm antikorlar1 varikosele bagli testikiiler fonksyon bozukluguna neden

olmaktadir(Chiles ve ark., 2016).

Farkl1 faktorlerin kombinasyonu ile spermatogenez ve sperm fonksyonlarinin
etkilenmesi  varikoselin  spermatogenez {izerindeki etkisini aciklamaktadir.
Fizyopatoloji mekanizmalar ile birlikte hiicresel seviyede testikiiler reaktif oksijen
tiirevi miktarin1 arttirirken germ hiicre apoptozunu indiiklemekte, testikiiler DNA
polimeraz aktivitesinde ve Sertoli hiicre fonksyonunda farkliliklarla birlikte etkiledigi

Leydig hiicrelerinin testesteron iiretiminde azalmada etkilidir(Pathak ve ark., 2016).

2.13.3. Skrotal Hipertermi

Varikosel, testikiiler hasara bagli bozulan spermatogenez mekanizmasinin
temelinde skrotal sicakligin ylikselmesine neden olan fizyopatoloji yer almaktadir(Jo
ve ark., 2015). Spermatik damarlar ag orgiisii seklinde pampiniform pleksus testikiiler
arterler ile ¢evrilidir. 1959’da Dahl ve Herrick’in yaptig1 incelemeler ile pampiniform
pleksus icerisindeki vendz kan disar1 ¢ikarak testis arterindeki soguk arter kani ile
sogutulur(Dahl ve ark., 1959). Birbirine kars1 akis mekanizmasinin i¢ spermatik
atardamarin testiste normal viicut sicaklifindan 1-2 derece diisiirerek ters akim
sicaklik degisim mekanizmas1 olarak bilinmektedir ve skrotal sicakligin

korunmasindan sorumludur (Dahl ve ark., 1959).

Genisleyen pleksus damar nedenli sicak abdominal kanin geriye dogru akisi

sicaklik koruma mekanizmasinin islevini kaybetmesi ile testis sicaklik stresinin ortaya
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¢ikmasina neden olmaktadir(Jarow, 2001). Genellikle yiiksek mitoz aktivitesi gosteren
germ ve kanser gibi hiicre tipleri sicaklik stresine daha yatkin olmakla birlikte somatk
hiicreler tam tersi aktivite gostermektedir(Goldstein ve ark., 1989). Testiste
gerceklesen spermatogenez ise sicaklia duyarlilik gdsteren mekanizmalar
arasindadir. Spermatogenez icin gerekli olan optimal sicaklik 33-34 derece oldugu
bilinirken, skrotal hiperterminin etkisi endokrin fonksyon bozukluklarina da onciiliikk
etmektedir(Yamaguchi ve ark, 1989). Artan skrotal sicaklik ile birlikte germinel
epitelyum ve spermatogenetik hiicrelerin programli germ hiicre yaralanmalar1 ya da
kayiplar1 ve sperm fonksyon kayiplari yapilan c¢aligmalarla kanitlanmistir(Zorgniotti

ve ark., 1998).

Testis yer aldig1 optimal ¢evre sicakligi disindaki bu hipertermi durumundan
etkilenen ayn1 zamanda spermatik enzim aktivitesidir. DNA sentezinin ve polimeraz
mekanizmasinda 6nemli rol oynayan topoizomeraz I ve DNA polimeraz aktivitesi
fonksyonel olarak 33-34 derecede gerceklestirmektedir(Fujisawa ve ark., 1988;
Zorgniotti ve ark., 1973). Varikosel kaynakli artan sicaklik enzimlerin bu aktivitelerini
inhibe ederek yapilan calisamalarda ozellikle infertil erkeklerde azalan polimeraz
aktivitesinin oldugu belirlenmistir. Ayrica DNA ve spermatit niikleusundaki proteinler
ile birlikte Leydig hiicrelerinde sicakliga bagli hasarin meydana gelmesi

gerceklesmektedir.

2.13.4. Testikiiler Hipoksi ve hipoperfiizyon

Testisteki pre-kapiler ve post-kapiler damarlar ile atardamarlardaki kan basinci
viicuttaki diger dokulara gore diisiik kan basinci gostermektedirler(Sweene ve ark.,
1991). Testisteki bu mikrogevre diisiik kan basincina sahip damarlardaki minimum
degisikliklere  yliksek oranda  duyarlilifa  sahiptir.  Varikosel nedenli
toplardamarlardaki farklilik ve kanin geriye akisi ile testiste meydana gelen sicaklik
degisim mekanizmasindaki anormallik skrotal sicakligin artmasina neden

olur(Goldstein ve ark., 1989).
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Normal Varikosel

Sekil2 2.8. Varikoselde toplardamar kapakciklarina bagl geri akis mekanizmasi

Kaynak: (yenibiyoloji.com, Erisim Tarihi: 23 Temmuz 2019)

Testisten ¢ikan kirli kanin varikosel etiyolojisi ile testise geri donmesi sonucu
hiicrelerin yeteri kadar oksijene sahip olmayan bir mikrocevrede bulunmasini
gerektirir. Adrenal ve renal metabolitlerin geri akisi i¢ spermatik vende hidrostatik
basincin artmasi ile renal vende ters yonde akis kaynakli gergeklesmektedir(Turner ve

ark., 1989).

HIF-1a (Hipoksiya ile indiiklenen faktor-1 alfa) hipoksik kosullarda hiicresel
hayatta kalim mekanizmasinda ©Onemli rol oynamaktadir. Testikiiler oksijen
seviyesinin diismesi ile HIF-1a yeni damarlarin biyosentezini yoneterek oksijensiz
kalan dokulara yiiksek miktarda oksijen iletimini saglamaktadir. Testikiiler hipoksi
yanit mekanizmasi ile oksijen tedarigini arttirarak oksidatif stresi azaltmaya onciiliik

etmektedir(Chakraborty ve ark., 1995).

Yonettigi cesitli metabolik yolaklarla hipoksik hiicrelerin oksijen ihtiyacin
karsilanmasinda etkindir. Lee ve arkadaslarinin yaptig1 calismalarda varikoz vaskular
duvarlarinin apoptozunu yoneterek damarlarinin genislemesini saglayan HIF-1a,
varikosel ve kontrol gruplarinda karsilastirildiginda hasta gruplarinda yiiksek oranda
eksprese edildigi ortaya cikmistir(Lee ve ark., 2006). Yapilan birbagka caligmada
varikoselli erkeklerde skrotal oksijenin azalmasiyla testikiiler damarlarda artan HIF-
la oldugu belirlenmistir(Kupis ve ark., 2015). Diisiik oksijene sahip mikrocevre
kosullarinda HIF-1a apoptozu ve programli hiicre dliimiinii tetiklemektedir(Lee ve

ark., 2012).
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Varikosel kaynakli skrotal hipokside HIF-1a ekspresyonunun artmast ile artan
germ hiicre apoptozunun iliskili oldugu belirlenmistir. Testikiiler hasara neden olan
hipoksi durumu toplardamar ve kiigilk damarlarda yavaglayan sivi dolasimi bu
mekanizmay1 indiiklemekte, Leydig ve germ hiicrelerinin fonksyon anomalilerine

neden olmaktadir.

2.13.5. Hormonal diizensizlik ve Leydig hiicre disfonksiyonu

Varikoselin spermatogenez iizerindeki olumsuz etkisine hormonal diizensizlik
sebep faktorlerinden biridir. Varikoselin etiyolojisinde toplardamar geri akisi ile
birlikte bobrekteki adrenal ve renal bezlerden katekolaminler gibi metabolik iirtinlerin
testise donmesi azalan spermatogenez mekanizmast ile iliskili oldugu
belirlenmistir(Sofikitis ve ark., 1993). Hipotalamik-gonodal aksin bozulmasi infertilite
tizerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Spermatogenez i¢in etkin hormon olan
testesteron LH gibi parakrin ve endokrin sinyaller ile stimulesi gerceklestirilen Leydig
hiicreleri tarafindan sentez ve sekrete edilmektedir. Patolojik incelemeler ile androjen

eksiliginin infertilitede dnemli bir risk faktorii oldugu belirlenmistir.

Bilateral ve tek tarafli wvarikoselli vakalarda histolojik farkliliklar
incelendiginde Sertoli ve Leydig hiicrelerinde atrofi olgular1 bozulan spermatogenez
ve intratestikiiler testesteron seviyesinde azalamalarin  oldugu ortaya
cikmistir(McClure ve ark., 1991). Azalan intratestikiiler testesteron seviyesinde 17,20-
desmolase ve 17-o-hydroxylase gibi testesteron biyosentezinde 6nemli rol alan

enzimlerin etkilenen aktiviteleri ile iliskili oldugu bilinmektedir(Rajfer ve ark., 1987).

2.14. Reaktif Oksijen Tiirevleri

Reaktif oksijen tiirevleri, aerobik hiicrelerin lipid, protein, karbohidrat ve
niikleik asitlerin peroksidasyonu ve oksidasyonu ile kontrollii olarak {iretilen hiicresel
mekanizmalardandir. Siiperoksit anyonu (O2¢—), hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikali (*OH) hiicresel metabolizma iiriinii olan reaktir oksijen tiirevleridir(Alkan I.,
2018). Reaktif oksijen tiirevleri temel olarak radikal ve radikal olmayan gruplar altinda
incelenirken, reaktif nitrojen tiirevleri nitr6z oksit, peroksinitrit, nitroksil iyonu gibi

serbest nitrojen tiirevleri olarak bilinir(Darley-Usmar, 1995).
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Tablo 2.2. Reaktif oksijen tiirevleri

Reaktif Oksijen Tiirevleri
Radikal Radikal Olmayan
Hidroksil iyonu Ozon
Siiperoksit Tekli oksijen
NO Lipit peroksit
Peroksil Hidrojen peroksit

Stiperoksit anyonu (O2¢—) ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif metabolitler
farkli molekiillerle etkilesime girerek hiicresel oksidatif stresin basglamasina neden
olmaktadir(Coyle ve ark., 2007). Hiicresel bilesenler olan lipidler, proteinler, niikleik

asitler ve sekerler serbest radikallerin temel hedefleridir(Oldereid ve ark., 1998).

En dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunan karasiz radikallerin diisiik
seviyeli mevcudiyetinde fizyolojik gorevleri spermin fertilizasyon yeteneginde 6nemli
rol oynarken, belirli orandaki hiicresel diizeyleri oosit flizyonu, akrozomal reaksiyon,
akrozomal reaksiyon, kapasitasyon ve hiperaktivasyon ile sperm hareketi i¢in
etkilidir(Zalatave ark., 2004; Aitken, 1999). Serbest radikallerin hiicresel bir gorevi de

hiicrelerin sinyallesme ve savunma mekanizmalarinda etkili olmalaridir.

Normal metabolizmal asamada iiretilen ROS yipranmis hiicrelerin
yikilmasinda da rol oynamaktadir(Durackova, 2010). Saglikli erkek bireylerde reaktif
oksijen tiirevlerinin kontrolii anti-oksidan savunma sistemi ile saglanmaktadir.
Testisteki antioksidanlarin anahtar rolii germ hiicrelerinin enzimatik ya da enzimatik
olmayan savunma mekanizmasi ile korunmasidir. Siiperoksit, hidroksil, peroksil,
hidroperoksil, nitrik oksit, nitrojen dioksit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tilirevlerinin

etkileri antioksidanlar tarafindan indiiklenerek hiicresel homeostaz1 saglanmaktadir.
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2.15. Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Hiicresel Kaynag:

Reaktif oksijen tiirevlerinin spermatozoadaki kaynaklar1 sperm mitokondrisi
ve sperm plazma membrami olarak iki alandan koken almaktadir. Spermatozoanin
reaktif oksijen tlirevi kaynagi sperm plazma zarinda bulunan nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz ve mitokondride bulunan NADPH bagimli
oksidorediiktaz sistemi adi verilen 2 farkli mekanizma ile olugsmaktadir (Aitken, 1992).
Hiicresel reaktif oksijen tiirevlerinin kaynagi %90 hiicre mitokondrisidir(Balaban ve

ark., 2005). Iki enzim sistemi de degisen kosullarla birlikte H202 iiretimini

saglamaktadir.
MADPH olesidaz
imitclkondrival NADPH
bazumh olsiredilctaz
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Sekil 2.9. Hiicresel reaktif oksijen tiirevleri kaynaklari

Kaynak: (Agarwal, 2004)

Mitokondri sperm hiicresi solunum olaymin gergeklestigi organel olup, NAD
bagimli oksirediiktaz aracili ROS {iretimi meydana gelmektedir. Sperm plazma
membrani ise NADP bagimli oksidaz mekanizmasi araciligi ile ROS {iretilir(Karadag

ve ark., 2013).
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2.15.1. Lipid Peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirevlerinin asir1 ve kontrolsiiz iiretimi sonucu oksidatif stres
meydana gelerek hiicresel fonksyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir. Testikiiler
hiicreler ile birlikte sperm hiicre membraninin sahip oldugu ¢oklu doymamis yag
asitleri bakimindan zengin oldugundan oksidatif stresin etkilerine daha duyarlidir
(Koksal, 2003; Koksal ve ark., 2000). Yag molekiilleri oksidasyona en acgik
molekiillerdir (Aitken, 1994). Sperm plazmalemmasi doymamis yag asitleri
bakimindan zengin olmasi nedeni ile membran akiskanligi saglanmaktatir. Bu
akiskanlik spermin motilitesi ve membran fiizyonu acisindan Onemlidir. Reaktif
oksijen tiirevlerinin lipid peroksidasyonunu meydana getirmesi ile sperm motilite
anomalileri ve bozulan akrozomal reaksiyon ile oosit fiizyonunun etkilenmesi ortaya

¢ikmaktadir(Lobascio ve ark., 2015).

Oksidatif strese neden olan ROS iiretimi lipid peroksidasyonuna Onciiliik
ederek hiicre i¢i pH’1n diismesiyle sperm bas, boyun defektlerine ve membran hasarlari
sperm kapasitasyonu ve akrozomal reaksiyonu etkilemekte, canli sperm oranlari ve
sperm  motilitesindeki  azalmayla  birlikte infertilite ile  sonuglandigi
bilinmektedir(Sikka, 1996). Spermatozoa motilitesinin azalmasi1 ise lipit

peroksidasyonu ile yakindan iliskilidir(Gomez, 1998).

2.15.2. Reaktif Oksijen Tiirevleri ve Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Biyolojik mekanizmalar i¢in gerekli organellerden biri olan mitokondri reaktif
oksijen tiirevleri i¢in kaynak olarak gorev yapmakta ve uygun reaktif oksijen tiirevleri
seviyesi ile birlikte basta spermatogenez olmak {izere sperm fonksyonlari,
kapasitasyon, akrozomal reaksiyon ve fertilizasyon gibi mekanizmalari

yonetmektedir.
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Aksonem

Sekil 10. Spermatozoa mitokondriyal membran potansiyeli ve ROS

Kaynak: (Stefan ve ark., 2015)

Spermatozoanin boyun kisminda yer alan ve ATP iretiminden sorumlu
mitokondri normal sperm motilitesinin gergeklesmemesi durumu mitokondrinin
fonksyonel anomalisi kaynakli basta DNA hasar1 olmak iizere erkek infertilitesine

onciiliik etmektedir(Dieamant, 2017).

2.15.3. Mitokondriyal membran potansiyeli belirleme yontemi
2.15.3.1. Nitroblue tetrazolium boyama

Nitroblue Tetrazolium Testi (NBT), sar1 renkli suda ¢oziinebilen aromatik
bilesen olup, hiicresel siiperoksit anyonlar1 ile reaksiyona girerek reaktif oksijen
tiirevleri aktivitesini ve hiicresel kaynagini somatik ve germ hiicrelerinde belirlemek
icin kullanilan tekniktir(Esfandiari, 2003). Glikozun hiicresel oksidasyonu sonucu
tiretilen ve elektron dondrii olarak bilinen sitoplazmik NADPH, NBT’ye elektron

transferine Onciiliik ederek NBT’deki formazan molekiillerini rediikleyerek sari
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renkten mavi formazan ¢okeltisine dontistiigii reaksiyon ile reaktif oksijen tiirevlerinin
miktarinin belirlenmesi ve bunun sperm fonksyonu, motilite ve DNA biitlinliigi ile

karsilastirilmasina yardimei olmaktadir(Tung ve ark., 2010; Gosalvez ve ark., 2017).

Anormal mitokondriyal aktivite durumunun en 6nemli sebeplerinden biri artan
ROS seviyesidir. Varikosel kaynakli oksidatif stres kosullarinda yiiksek oranda
mitokondriyal disfonksyon iligkili anormal mitokondriyal membran potansiyeli

oranlar1 tespit edilmistir.

2.16. Oksidatif Stres

Oksidatif stres tretilen reaktif oksijen tiirevleri ve hiicresel antioksidan
savunma mekanizmasi arasindaki dengesizligi ifade etmektedir. Reaktif oksijen
tiirevlerinin asir1 liretimi ya da antioksidan {iretimi ve aktivitesinin azalmas1 seminal
oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir (Aitken, 2011). Immatur spermatozoa,
l16kositler, varikosel gibi i¢ kaynakli olabildigi gibi, testikiiler hipertermi, ¢evresel
kimyasallara maruz kalma, sigara dis kaynakli oksidatif stres tetikleme

kaynaklaridir(Kumar ve ark., 2009; Aitken ve ark., 1989).

Hiicresel redoks elektron tranferleri ile saglanirken, redoks durumundan
etkilenen proteinler aktivitelerinin artis1 ya da duraksamasi meydana gelmektedir.
Etkin proteinlerin hiicresel sinyal yolaklarinda gorev almalar1 nedeni ile hiicresel
apoptoz ya da anormal proliferasyon durumlari ortaya ¢ikmaktadir(Durackova, 2010).
Sakamoto ve arkadaslarmin yapti§i calismalar sonucu oksidatif stresin etkisini
belirlemede nitrik oksit (NO), 8-hidroksi -2-deoksiguanozin (8-OHdG), heksanoil-
lizin (HEL) gibi reaktif oksijen tiirevleri ile glutamat peroksidaz, katalaz, siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan kapasitesi seviyeleri ile belirlendigi ortaya

cikmistir(Sakamoto ve ark., 2008).

Memeli testikiiler antioksidan enzimlerine glutatyon rediiktaz (GSR),
glutatyon S-transferaz (GST), heme oksigenaz-1 (HO-1) da dahildir(Bauche ve ark.,
1994). lleri derece varikoselli oligospermi ve azospermi vakalarmin seminal
plazmalarinda yiiksek seviyeli NO ile birlikte HEL ve SOD aktivitelerinin arttig1
ortaya ¢ikmistir(Mruk ve ark., 2002). Reaktif oksijen tiirevleri ile total anitoksidan
kapasitesi (TAC) arasindaki oranin artis1 diisiik semen kalitesine ve sperm
konsantrasyonuna neden olmaktadir (Aitken, 2006; Ghabili ve ark., 2009).
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Seminal oksidatif stresin sonucunda lipid peroksidasyonu (LPO), DNA
fragmantasyonu ile hiicresel sinyal yolaklar1 ve enzimatik siireclerde farklilikla
olusmaktadir(Aitken ve ark., 2011; Clarkson ve ark., 1989). Reaktif oksijen tiirevleri
kaynakli oksidatif stres erkek infertilitesinin %30-80’ini olusturmaktadir(Swan, 2006).
Erkek infertilitesinde dnemli rol oynayan oksidatif stres infertil erkeklerde yiikselen
oranlar1 ile seminal reaktif oksijen tiirevlerinin fertilite ile iliskisini

aciklamaktadir(Agarwal ve ark., 2004).

2.16.1. Varikosel ve Oksidatif Stres Iliskisi

Testise donen kirli kanin testikiiler hiicreleri etkiledigi varikosel
mekanizmasinda oksidatif strese yiiksek oranda Onciiliikk ettigi bilinmektedir.
Varikoselli infertil hastalarin infertil ve kontrol grubu ile karsilagtirilmalarinda seminel
ROS miktarinin artan varikosel oranlari ile iliskili oldugu belirlenmistir(Abd-Elmoaty

ve ark., 2010).

Varikoselli erkeklerde yapilan ¢alismalarda testisteki oksidatif stresin artmasi
ile testikiiler ve sperm disfonksyonlarmin meydana gelmesi erkek infertilitesinde
oksidatif stresin roliinii ifade etmektedir(Agarwal ve ark., 2009; Haans ve ark., 1991).
Stiperoksit anyonlar1 ve total reaktif oksijen liretiminin basta erkek spermatogenezi ve

semen parametrelerini etkiledigi ortaya ¢ikmustir.

2.16.2. Varikosel Kaynakli Oksidatif Stres ve DNA Hasart

DNA hasari, sperm DNA’sinda meydana gelen baz modifikasyonlari, DNA
kiriklari, kromatin paketlenme anomalileridir(Spiropoulos ve ark., 2002). Sperm DNA
hasari etiyolojik olarak i¢ ve dis faktorlere bagli olup, erkek infertilitesinde 6nemli rol
oynayan etken faktordiir. Sperm DNA fragmantasyonu multifaktoriyel etiyolojiye
sahip olup temel olarak spontan abortus, anormal gen aktarimi ve basarisiz yardimei
tireme donglistinii etkilerken, infertil erkeklerde sperm DNA hasarinin meydana
gelmesinde anormal kromatin paketlenme, anormal mitokondriyal membran

potansiyeli ve apoptoz ile iliskilidir(Dieamant ve ark., 2017; Santana ve ark., 2017).
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Varikoselin fizyopatolojisinde etken olan oksidatif stres, sperm genomunu ve
mitokondriyal DNA’y1 etkileyerek DNA yapisinda fragmantasyon ile birlikte baz
degredasyonlarina ve spermatogenezin molekiiler mekanizmasinda farkliliklara neden
olmaktadir. Sperm DNA’smin korunmasi protaminlerle yogunlastirilmis kromatin
yapist uygun nukleer yapi ve nuklear korunma icin erkek fertilitesinde Onemli
mekanizmadir. Sperm DNA’sinin kompaksiyonu ile stabil hale gelmesi sperm
genomunu toksik metabolit, yiiksek sicaklik, oksidatif stres gibi faktorlerden
koruyarak DNA hasarin1 6nlemektedir(Dieamant ve ark., 2017).

Varikosel kaynakli oksidatif streste anormal genlesen testis damarlarinin
endotel hiicrelerinden nitrik oksit ve peroksinitrit salinimin ile siiperoksit serbest
radikallerin artisina neden oldugu bildirilmektedir(Romeo ve ark., 2009). Oksidatif
stresin DNA hasar1 lizerindeki temel etkisi DNA baz eslesmesi, tek ya da ¢ift zincir
kiriklari, kromozomal diizenlenme ile delesyon, nokta mutasyonu gibi gen

mutasyonlaridir (Sharma ve ark., 2004; Aitken ve ark., 2001).

DNA hasarmin diisiik oldugu durumlarda spermatozoa tamir edebilirken, oosit
de hasarli olan spermatozoay1 tamir edebilmektedir(Agarwal ve ark., 2007). Yiiksek
oranda OS’ye maruz kalan varikoselli erkek gruplarinda semen parametreleri ve DNA

biitiinligiiniin negatif etkilendigi bilinmektedir (Cocuzza ve ark., 2008).

Yiiksek ROS sahip erkek bireylerde infertilite gozlenirken, fertil bireylere
oranla kromozomal kiriklarin daha yiiksek oldugu yapilan c¢alismalar ile
belirlenmistir(Agarwal ve ark., 2007). ROS sperm fiyolojisi ve fonksyonunu
etkileyerek olgun spermatozoada apoptozu indiiklemektedir(Alkan ve ark., 2018).
ROS seviyesindeki farkliliklar sperm plazma membraninda lipid peroksidasyonuna

neden olurken, protaminasyon eksikligi ile nuklear ve mitokondriyal hasara yol agar.

Varikosel kaynakli testis sicakliginda meydana gelen sicaklik artis:
spermatogenez mekanizmasinda duraksamalarla birlikte otofajik hiicre Oliimleri
artmaktadir. Sperm DNA hasariin ile DNA fragmantasyonunun yiiksek oldugu
durumlarda diisiik fertilizasyon oranlari, zayif embriyonel boéliinmeler, azalan
implantasyon ile gebelik ve canli dogum oranlarinin negatif etkilendigi belirlenmistir

(Ghabili ve ark., 2009; Santana ve ark., 2017; Park ve ark., 2018).
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Varikoselli hastalarda yiiksek oranli ROS’a maruz kalan spermatozoonlarda
sitoplazmik droplar artmaktadir. Sitoplazmik droplarin varligi immatur ve defektli
spermlerin reaktif oksijen tiirevlerinin etkisi meydana gelmektedir. Yapilan ¢caligmalar
gosterir ki spermatozoanin immatur olmasi artan ROS seviyesi ve DNA hasari ile

iliskili olup, ejakulatta yiiksek sayida oldugu belirlenmistir(Santana ve ark., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismanin Tasarimi

Bu calismada DNA fragmantasyonu belirleme yontemi olarak “Acridine
Orange” boyama, sperm maturasyon belirleme yontemi olarak “Anilin mavisi” ve
“Chromomycin A3” boyama, oksdatif stres belirleme yontemi olarak “Nitroblue
Tetrazolium Testi” teknikleri kullanilarak normal ve Varikosel hasta gruplar
kriterlerine uyan 48 hastada sperm DNA fragmantasyonu, sperm maturasyon

defektleri, sperm oksidatif stres oranlari belirlenerek karsilastirildi.

Calisma Agustos 2019-Eyliil 2019 tarihleri arasinda Biruni Universitesi
Hastanesi’ne spermiyogram analizi i¢in bagvuran varikoselli ve infertil normal

hastalarda uygulandi.

Calismada 6nce ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul’una
sunuldu ve 2018-12-9 say1 ve 29.01.2018 tarihli etik kurul onay1 alind1.2019/31-03
say1 ve 24.07.2019 tarihli etik kurul onay1 alind1.

3.2. Hasta Secimi
Calismaya dahil olma kriterleri:
Varikosel hasta grubu;

Varikosel Hasta Grubu igin; Uroloji poliklinigine basvurmus ve varikosel tanist

konulmus erkek hastalar ¢calismaya dahil edilmistir.
Normal hasta grubu;

Normal Hasta Grubu igin; Erkegin semen analizinin Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) kriterlerine gore yikama islemi 6ncesi sperm yogunlugunun 15 milyon/ml fazla
olmasi, normal morfolojinin %4 den fazla olmasi ve ileri hareketli sperm yiizdesinin

%232 den fazla olmasi
Her iki grup icin;

-Erkegin yasinin en az 20 en fazla 45 olmasi

39



-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 Maturasyonunun Anilin Mavi Boyasi ile Gosterilmesi

Ejakulasyonu sonrasi semen oOrnekleri 1:1 oraninda PBS ile yikanarak
santrifiijlenir. Yikama sonras1 Ornekten yayma preparat hazirlanarak sperm
maturasyon defektinin belirlenmesi amaci ile Anilin blue(mavisi) boyama teknigi

uygulanarak mikroskobik degerlendirilmesi yapilmistir.

Infertil ve varikoselli hasta gruplari orneklerinden hazirlanan yayma
preparatlara boyama teknigi uygulanarak degerlendirilme ve karsilastirilmalar

amaclanmgtir.

20 ul semen 6rnegi temiz lam iizerine yayilarak kurutulur. Oda sicakliginda %2
gluteraldehit i¢inde 3 saat fiksasyona birakilir. Fiksatif uygulamasi sonrast %5’°lik
anilin mavisi ve %2 asetik asit icerigi ile hazirlanmis boya soliisyonunda 5 dakika
inkiibe edilir ve distile su ile yikanir. Mikroskobik degerlendirmesinde nukleuslari
mavi boyanan spermler sperm maturasyon defekti agisindan pozitif kabul edilirken,
boyanmamis spermler defekt bakimindan negatif olan matiir spermleri gostermektedir.
Degerlendirmeleri 100 sperm sayimi yapilarak negatif sperm yiizdesinin ¢ikarilmasi

ile sperm maturasyon defekti oraninin hesaplanmasi ile tamamlanir.

3.3.2. Sperm DNA Fragmantasyonunun Akridin Orange ile Floresan
Mikroskobunda Gosterilmesi

Ejakulasyonu sonrast semen Ornekleri 1:1 oraninda PBS ile yikanarak
santrifiijlenir. Yikama sonrasi ornekten yayma preparat hazirlanarak sperm DNA
fragmantasyonunun degerlendirilebilmesi amaci ile Carnoy fiksatifinde fiksasyonu
saglanarak Acridine orange(turuncusu) boyasi uygulanir. Orneklerden hazirlanan
yayma preparatlar infertil ve varikoselli hasta gruplarindan yapilarak DNA

fragmantasyonunun degerlendirilmesi i¢in boyama teknigi uygulanir.
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STOK AO c¢ozeltisi ve diger soliisyonlar

%1 AOQ distile suda hazirlanir ( 1gr AO/100 ml distile suda ¢oziiliir)
0,1 Molar sitrik asit  ( 19,212gr/ 1 litre distile suda)

0,3 molarNa2HPO4.H20  (47,991gr/ litre distile suda)

Carnoy fiksatifi ~ ( metanol 75 ml, asetik asit 25 ml )

BOYA cozeltisi

%1 Acridine orange(turuncusu) 2,5ml
0,1 Mol/L sitrik asit 10 ml
0,3 M Na2HPO4 400 pl

Giinliik hazirlanir.
Boyanin uygulanmasi:
Mikroskopik-akridin oranj boyama (M-AOT) ;

20 pl semen 6rnegi temiz lam iizerine yayma teknigi uygulanarak kurutulur.
Kurutulan yayma preparatlar Carnoy fiksatifinde (3:1 oraninda, metanol: glasiyal
asetik asit ) 1 saat fikse edilir. Fiksatif uygulamasi sonrasi1 Acridine orange(turuncusu)
boyasina alinan yayma preparatlar 5 dakika boya ile inkiibe edilerek distile su ile
yikanir, kurutulur ve floresan mikroskobunda incelenir. Mikroskobik degerlendirmede
yesil 1s1ma veren sperm hiicreleri normal DNA yapisina sahipken, sari-kavunic¢i boyali
hiicreler fragmante DNA tasiyan spermleri ifade etmektedir. Degerlendirmeler 100

sperm sayimi yapilarak fragmantasyon yiizdesi ¢ikarilmasi ile tamamlanur.

3.3.3. Gevsek Paketlenmis Kromatinde Protamin Eksikliginin Kromomisin A3 ile
gosterilmesi

Ejakulasyon sonrasi semen Ornekleri 1:1 oraminda PBS ile yikanarak
santrifiijlenir. Yikama sonrasi 6rnekten yayma preparat hazirlanarak sperm gevsek
paketlenmis kromatinde protamin eksikliginin degerlendirilmesi i¢in Carnoy
fiksatifinde yayma preparatlarin fiksasyonu yapilarak CMA3 boyast uygulanir.

Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar infertil ve varikoselli hasta gruplarindan
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yapilarak kromatinde protamin eksikliginin degerlendirilmesi amaci ile boyama

teknigi uygulanir.

Stok Chromomycin ¢ozeltisi ve diger soliisyonlar

Carnoy fiksatifi (metanol 75 ml, asetik asit 25 ml)

Boya Cozeltisi

CMA3 0,25 mg/ml
MClIIvane Buffer 1 ml (pH:7)

Disodium Hydrogen Phosphate 200 mM
Sitrik asit 100 mM

Boyanin Uygulanmasi

20 pl semen 6rnegi temiz lam {izerine yayma teknigi uygulanarak kurutulur.
Kurutulan yayma preparatlar Carnoy fiksatifinde (3:1 oraninda, metanol: glasiyal
asetik asit ) 5-8 dakika fikse edilir. Fiksasyon sonras1t MCIII Buffer ile calkalanan
preparatlar tizerine 100 ul CMA3 boyasi konularak kapali bir ortamda 20 dakika boya
ile inkiibasyonu saglanir. inkiibasyon siiresi sonras1 Mcillvane Buffer ile galkalanan
preparatlar lizerine gliserol damlatilarak floresan mikroskobunda dichroic: BP400-
440:DM455:BA475 bariyer filteleri kullanilarak APlanx60 objektif lens ile
degerlendirilir. Degerlendirmeler 100 sperm sayimi yapilarak iki farkli tip boyanan
spermler incelenir. Parlak sar1 boyananlar anormal kromatin paketlenme, mat sari-

yesil boyananlar ise normal paketlenmeyi ifade etmektedir.

3.3.4. Sperm Oksidatif Stresinin Nitroblue Tetrazolium Boyama Ile Isik
Mikroskobunda Degerlendirilmesi

Stok Boya (%1°lik NBT boya)
10 mg NBT
1 mL H20 (bidistile)
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Stok Buffer (Michaelis Buffer, Veronal Asetat) (0.28 M)
1.90 gr Sodyum Asetat

100 mL H20

Calisma Buffer
Buffer............ SmL
H20............. 15 mL

(pH : 7.8 olacak sekilde 0.1 HCl ile ayarlanir.)

Boyanin Uygulanmasi

Ejakulasyon sonrasi semen Orneklerine uygulanarak taze ornek ile calisilir.
Ependorflara 80 pl ¢alisma buffer, 20 ul hazirlanan NBT stok boya eklenir. Hiicre
siispansiyonu olarak hazirlanmis hasta érneklerinden 100 ul eklenir. Ornekler 37 °C’de
30 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonras1 hazirlanan 6rneklerden 20 pl
alinarak temizlenmis lam {izerine yayilip kurutulur. Kuruduktan sonra yayma
preparatlar 151k mikroskobunda x100 biiyiiltmede gozlemlenir. Mikroskobik alanda
boyanan (NBT pozitif) ve boyay1 almayan (NBT negatif) 200 hiicre sayilarak yiizde

oksidatif stresten etkilenen sperm oranlar1 hesaplanir.

3.3.5. Istatiksel Yontemler:

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

Bu prospektif kontrollii ¢caligmada, Agustos 2019 ve Eyliil 2019 tarihleri
arasinda ‘Biruni Universite Hastanesi’ Uroloji klinigine bagvuran hastalardan ¢alisma
kriterlerine uyan kontrol grubu infertii normozoospermik (n:24), deney grubu
varikoselli hasta (n:24) tanisi olan toplam 48 hastanin semen Orneginde varikoselin
spermatozoa lizerindeki etkisinin incelenmesi amaci ile Acridine orange(turuncusu) ,
Anilin blue(mavisi), Chromomycin A3 ve Nitroblue tetrazolium boyama yontemleri
uygulanarak, varikoselin DNA fragmantasyon, sperm maturasyonu ve oksidatif stres

kaynakli sperm mitokodriyal membran potansiyeli {izerine etkileri arastirildi.

48 hastanin semen parametreleri incelenerek, DNA maturasyon defekti ve
sperm DNA fragmantasyon analizi boyamalart i¢in semen Orneklerinden yayma
preparat hazirlanarak fikse edilip boyama testleri uygulandi. Semen pelleti oksidatif
stres belirleme yontemi Nitroblue tetrazolium boyama ile inkiibe edildi. Boyanan
pellete yayma preparat hazirlandi. Sperm maturasyon defekti, sperm DNA
fragmantasyonu, oksidatif stres kaynakli sperm mitokodnriyal ~membran
potansiyelinin yiizdeleri hesaplanarak, kontrol ve deney grubu arasindaki varikoselin

spermatozoa tizerindeki etkisi incelenerek gruplar kendi icerisinde karsilastirildi.

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 Sonuclari

Tablo 4.1. Normal ve varikosel hasta gruplarinda konsantrasyon degerlerinin

karsilastirilmasi
Normal Hasta Varikosel t p
Grubu (x+SD) | Hasta Grubu
(x+SD)
Konsantrasyon | 52,41+£38,28 43,29+24,11 _,988 ,328
(Icc)
milyon/mL

KONSANTRASYON(1CC)-milyon/ml

100 -
90
80 .
o B VARIKOSEL HASTA GRUBU NORMAL HASTA GRUBU
60 -
50
40
30
20

10 -

o -
VARIKOSEL HASTA GRUBU NOEMAL HASTA GRUBU

KONSANTRASYON(1CC)-

2 52
il on/in] 4329 5241

Sekil 4.1. Normal ve varikosel hasta gruplarinda konsantrasyon degerlerinin
karsilastirilmasi

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’de normal ve varikoselli hasta gruplar1 arasinda
konsantrasyon degiskeni agisindan istatistiksel olarak sinirda anlamlilik degeri

saptanmigtir (0.05<p<0.10). WHO 2010 kriterlerine gére normal hasta grubunun
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konsantrasyon degerinin 15 milyon/ml’nin iizerinde olmasi beklenir. Varikoselli hasta

gruplari i¢in semen kriterleri mevcut degildir.

4.2. Sperm Motilite Degerlendirme Sonuclari

Tablo 4.2. Normal ve varikosel hasta gruplarinda motilite degerlerinin

karsilastirilmast
MOTILITE Normal Hasta Varikosel Hasta t p
% Grubu (x£SD) Grubu (x+SD
Ileri 4791+11,19 25,66+7,04 _8,240 ,000
hareketli
Yerinde 18,08+6,02 27,20+11,80 3,374 ,002
Hareketli
Hareketsiz 34+9,74 47,12+11,31 4,307 ,000
o MOTILITE-ILERI (%)
20
= 80 7 B VARIKOSEL HASTA GRUBU NORMAT HASTA GRUBU
=70
E 60 |
= 50 - 47.91
g 40
% 30 25.66
20
10
° ] VARIKOSEL HASTA NORMAL HASTA
GRUBLT GRUBU
|MOT'[LITE-ILERI (%) 25.66 47.91

Sekil 4.2. Normal ve varikosel hasta gruplarinda motilite degerlerinin
karsilastirilmasi
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Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de prograsif hareket (ileri hareketli motilite yiizdesi),
yerinde hareketli motilite ylizdesi ve non-prograsif hareket (hareketsiz sperm yiizdesi)
degiskenleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). WHO
kriterlerine gore normal semen parametrelerine sahip gruplarda beklenildigi gibi
%32’nin iizerinde ileri hareket goriiliirken, varikosel hasta grubunda ileri hareket

degeri %15’in altinda goriilmektedir.

4.3. Sperm Morfoloji Degerlendirme Sonuglar:

Tablo 4.3. Normal ve varikosel hasta gruplarinda morfoloji degerlerinin

karsilastirilmasi
MORFOLOIJI | Normal Hasta Varikosel Hasta
Grubu (x+SD) Grubu (x+SD)
NORMAL 5,87+1,65 3,54+1,61 _4.951 ,000
BAS 56,87+9,95 51,45+9,1 _1,970 ,050
BOYUN 20,33£7,99 27,70+£6,38 3,532 ,001
KUYRUK 16,62+6,47 17,29+7,94 ,319 751
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MORFOLOJI-NORMAL (%)

§ | ®WVARIKOSEL HASTA GRUBU NORMAL HASTA GRUBU

MORFOLOJI-NORMAL (%)
e
1

VARIKOSEL HASTA
CGRUBD NORMAL HASTA GRUBU
IMORFOLOJI-NORMAL (%) 354 5.87

Sekil 4.3. Normal ve varikosel hasta gruplarinda morfoloji degerlerinin
karsilastirilmasi

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’de normal ve varikoselli hasta gruplarinda bas ve kuyruk
degiskenleri acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir (p>0,05). Normal ve boyun morfoloji degiskenleri agisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). WHO kriterlerine gore
beklenildigi gibi normal hasta grubu 6rneklerinde %4’{in izerinde normal morfolojiye
sahip sperm degeri goriiliirken, varikosel hasta Orneklerinde %4’lin altinda

gorilmektedir.
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4.4. Sperm DNA Maturasyon Defekti Sonuclar: (Anilin Blue (Mavisi) %)

Sekil 4.4. Asidik anilin mavisi boyama

»

Koyu boyanan pozitif (+) spermler sperm DNA maturasyon defektini ifade

ederken, acik renkteki nukleusu boyanmayan spermler (-) maturasyon agisindan

normal olarak gosterilmistir (100X immersiyon objektifi 11k mikroskobu goriintiisii).

Tablo 4.4. Normal ve varikosel hasta gruplarinda Anilin blue (mavisi) (+)

degerlerinin karsilastirilmasi

Sperm Normal Hasta Varikosel Hasta

Maturasyon | Grubu (x+SD) Grubu (x+SD)

Defekti (%)

Anilin Blue | 20,25+5,21 72,70+7,58 27,929 ,000
(mavisi)
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ANILIN BLUE (MAVISI) (+) %
100 -
90 B VARIKOSEL HASTA GRUBU NOERMAIL HASTA GRUBU

80

20.25

ANILIN BLUE (MAVIiSi) (+) %

VARIKOSEL HASTA GRUBU NORMAL HASTA GRUBU
AB %+ 72.70 20.25

Sekil 4.5. Normal ve varikosel hasta gruplarinda Anilin blue (mavisi) (+)
degerlerinin karsilastiriimasi

Tablo 4.4 ve Sekil 4.5’de normal ve varikosel hasta gruplar1 arasinda sperm
maturasyon defekti agisindan (%) degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0,05). Sperm maturasyon defekti normal hasta grubunda varikosel

hasta grubuna goére anlamli derecede diisiik oldugu gortilmektedir.
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4.5. Sperm DNA Fragmentasyon Indeksi Sonuclari(Acridine Orange/Akridin
Turuncusu %)

Sekil 4.6. Acridine orange (turuncusu) boyama

DNA fragmantasyonu olmayan sperm hiicreleri yesil (normal) boyanirken,
kavun i¢i ve turuncu(defektli) boyanan sperm hiicreleri DNA fragmentasyonunu

gostermektedir. (100X immersiyon objektifi floresan mikroskop goriintiisii)

Sekil 4.7. Acridine orange(turuncusu) boyama

DNA fragmantasyonuna sahip spermatozoa (turuncu) ve kontrol (yesil)
DNA’ya sahip spermleri gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan

mikroskobi goriintiisii)
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Tablo 4.5. Normal ve varikosel hasta gruplarinda Acridine orange (turuncusu) %

degerlerinin karsilastirilmasi

DNA Normal Hasta Varikosel t p
Fragmantasyon | Grubu (x+SD) Hasta Grubu
Indeksi (%) (x+SD)
(DFI)
Acridine 18,70+5,00 77£7,87 30,356 ,000
Orange
(Turuncusu)

ACRIDINE ORANGE (TURUNCUSU) %

100

90 ® VARIKOSEL HASTA GRUBU NOEMAL HASTA GRUBU

[

80 +

T0 +

60

30

40

30

20 4

10

ACRIDINE ORANGE (TURUNCUSU) %

0o -

VARIKOSEL HASTA NORMATL HASTA
GRUBU GRUBU

| AQ BTURUNCU 77 18.70

Sekil 4.8. Normal ve varikosel hasta gruplarinda acridine orange (turuncusu) %
degerlerinin karsilastirilmasi

Tablo 9 ve Sekil 20°de normal ve varikosel hasta gruplari arasinda sperm DNA
fragmantasyonu (%) degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). DNA fragmantasyon indeksi normal hasta grubunda varikosel grubuna gore

anlaml derecede diisiik oldugu goriilmektedir.
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4.6. Sperm Kromatin Kondensasyon Defekti Sonuclari (Cma3 (Kromomisin A3)

%)

Sekil 4.9. Chromomycin A3 boyama

Parlak sar1 boyanan spermler DNA’s1 dekondanse, soluk mat sar1 ve yesil

boyanan spermatozoalar ise kondanse sperm DNA’sina sahip olarak degerlendirildi

(100X immersiyon objektifi floresan mikroskop goriintiisii).

Tablo 4.6. Normal ve varikosel hasta gruplarinda Chromomycin (CMA3) (+) %

degerlerinin karsilastirilmasi

Sperm Normal Hasta Varikosel

Kondansasyon Grubu (x+SD) Hasta Grubu

Defekti (%) (x+SD)

Chromomycin(%) | 23,41+7,70 72+14 14,893 ,000
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CHROMOMYCIN (CMA3) BOYAMA (+) %

100
3 90 - B VARIKOSEL HASTA GRUBU NORMAL HASTA GRUBU
! 80 -
3 7
A 70
B
= 60 -
a
= 50 -

40 -

30 7 23.41

2 -

10 -

0 T VARIKOSEL HASTA

et NORMAL HASTA GRUBU

| CMA3 %POZITIF 72 23.41

Sekil 4.10. Normal ve varikosel hasta gruplarinda Chromomycin (CMA3) (+) %

degerlerinin karsilastirilmasi

Tablo 4.6 ve Sekil 4.10°da sperm kondansasyon defekti degiskenleri agisindan

iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Sperm

kondensasyon defekti normal hasta grubunda varikosel hasta grubuna gore anlaml

derecede diisiik oldugu goriilmektedir.
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4.7. Anormal Mitokondriyal Membran Potansiyeli Sonuclari

Sekil 4.11. Nitroblue tetrazolium boyama mavi (pozitif) boyama

Mavi boyanan oksidatif stresten etkilenen spermatozoalar olarak

gosterilmektedir (100X immersiyon objektifi 151k mikroskop goriintiisii).

Sekil 4.12. Nitroblue tetrazolium boyama mavi (pozitif) boyama

Mavi boyanan spermatozoa (100X immersiyon objektifi 151k mikroskop

goriintiisii)
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Sekil 4.13. Nitroblue tetrazolium boyama

Boyayr almayan spermler oksidatif stres acisindan etkilenmemis spermler
olarak belirlenip, boyanmayan (negatif) spermler kontrol olarak gosterilmistir (100X

immersiyon objektifi 151k mikroskop goriintiisii).

Tablo 4.7. Varikosel ve normal hasta gruplarinda Nitroblue tetrazolium ile boyanmis

sperm anormal mitokondriyal membran potansiyeli degerlerinin karsilastirilmasi

Oksidatif stres belirteci | Normal Hasta | Varikosel Hasta t p
Grubu (x+SD) | Grubu (x+SD)

Nitroblue Tetrazolium 41,37+12,55 120,12+13,59 20,848 000
Testi
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Sekil 4.14. Varikosel ve normal hasta gruplarinda Nitroblue Tetrazolium ile
boyanmis sperm anormal mitokondriyal membran potansiyelinin degerlendirilmesi

Tablo 4.7 ve Sekil 4.14 ’te mitokondriyal membran potansiyeli (%) degerleri
degiskenleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). Oksidatif stres kaynakli anormal sperm mitokondriyal membran potansiyeli
normal hasta grubunda varikosel hasta grubuna goére anlamli derecede diisiik oldugu

goriilmektedir.
*p<0,05,**p<0,005

Normal ve varikosel hasta gruplarinda prograsif hareket (ileri hareketli motilite
yiizdesi), yerinde hareketli motilite yilizdesi ve non-prograsif hareket (hareketsiz sperm
yilizdesi) oranlarina bakildiginda, varikosel grubunda normal hasta grubuna gore

anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir.

Normal ve varikosel hasta gruplarinda normal ve boyun morfolojisi oranlarina
bakildiginda, varikosel grubunda normal hasta grubuna gore anlamli derecede diisiik

oldugu goriilmiistiir.
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Normal ve varikosel hasta gruplarinda Anilin blue (mavisi)(+) ile sperm
maturasyon defekti oranma bakildiginda, varikosel hasta grubunda normal hasta

grubuna gore anlamli derecede yiiksek maturasyon defekti goriilmiistiir.

Normal ve varikosel hasta gruplarinda Acridine orange (turuncusu) boyama ile
sperm DNA fragmantasyon indeksi oranina bakildiginda, varikosel hasta grubunda
normal hasta grubuna gore anlamli derecede yiiksek DNA fragmantasyonu

gorilmektedir.

Normal ve varikosel hasta gruplarinda Chromomycin A3 boyama ile sperm
kondensasyon defekti oranina bakildiginda, varikosel hasta grubunda normal hasta

grubuna gore anlamli derecede yiiksek sperm kondansasyon defekti goriilmektedir.

Normal ve varikosel hasta gruplarinda Nitroblue tetrazolium boyama ile
anormal sperm mitokondriyal membran potansiyelin oranina bakildiginda, varikosel
hasta grubunda normal hasta grubuna gore anlamli derecede yiliksek anormal

mitokondriyal membran potansiyeline sahip sperm goriilmiistiir.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Giiniimiizde infertilite sorunu yasayan ciftlerin en sik erkek faktorlii etiyolojisi
varikosel kaynaklidir. Kliniklere basvuran ciftlerin yardimci tireme teknikleri IVF,
IUI ve ICSI uygulamalarinda basarisiz lireme sikluslari ile sonuglanmaktadir.
Varikosel, erkek infertilitesinde geri doniistiiriilebilir infertilite risk faktoridiir
(Levinger, 2007). Iinfertilite degerlendirilmesi rutin olarak semen analizi ile
baslamaktadir. Varikosel vakalarinin semen analizleri ile ilgili yapilan ¢alismada
anormal semen parametreleri %26 oraninda belirlenirken, farkli varikosel semen
analizi ¢aligmast sonucunda her vakada varikoselin spermatogenezi etkilemedigi,
varikoselli erkeklerin yalnizca %20’sinin infertilite ile klinik yardima bagvurdugu

bulgulanmistir (MacLeod, 1965; Agarwal ve ark., 2016).

Infertilite analizi igin yapilan spermiyogram yalnizca semendeki sperm
konsantrasyonu, hareketliligi ve morfolojik olarak degerlendirilmektedir. Ancak
semen analizinde sperm nukleer yapisi ve DNA kalitesi belirlenmemekte, yardimei
iireme teknikleri uygulansa da yiiksek basari oranlarinin yilikselmemesine neden
olmakta ve sperm DNA hasar1 tespiti ile ilgili farkli tekniklerin gelistirilmesi

gerekmektedir (Auger ve ark., 1990).

Varikoselin temel mekanizmas: olan testise oksijen bakimindan disiik,
metabolit {irtin bakimindan yiiksek oranli kanin geri akis1 normal hiicresel kosullar
degistirir(Turner ve ark., 1989). Metabolizma iirlin olan reaktif oksijen tiirevleri ile
savunma sistemi antioksidanlar1 arasindaki dengesizlik oksidatif stresi olusturarak
erkek tireme hiicresi olan spermleri olumsuz etkileyerek infertiliteye neden olur
(Aitken, 2006). Infertil ve fertil erkek gruplari ile yapilan calismada ROS kaynakli
DNA hasar ile infertil erkek gruplarindaki seminal diisiik antioksidan seviyesi

iligkilidir (Smith ve ark., 1996).
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Sperm kalitesinde onemli belirte¢ olan DNA biitlinligii ile ilgili yapilan
calismalarda sperm DNA hasariin yiiksek olarak goriildiigli erkek gruplarinda
fertilitede problemlerin oldugu belirlenmistir (Park ve ark., 2018). Varikosel kaynakli
oksidatif stres DNA hasarmi tetikleyerek fertilizasyon basarisizliklari, basarisiz
yardimct iireme dongiisii ve spontan diisliklere neden olmaktadir. Cocuzza ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada varikoselli erkek gruplarinda yiiksek oksidatif stres

miktar1 ve negatif semen parametreleri gozlenmistir (Cocuzza ve ark., 2008).

Oksidatif stresin DNA hasari lizerindeki temel etkisi DNA baz eslesmesi, tek
ya da ¢ift zincir kiriklari, kromozomal diizenlenme ile delesyon, nokta mutasyonu gibi

gen mutasyonlaridir (Sharma ve ark., 2004; Aitken ve ark., 2001).

Agarwal ve arkadaslarinin yaptig1 calismada yiiksek reaktif oksije tiirevine
maruz kalan erkek bireylerde infertilite gozlenirken, fertil bireyler ile
karsilagtirildiginda kromozom kiriklarinin yiiksek oranda oldugu belirlenmistir

(Agarwal ve ark., 2007).

Sperm DNA’sinin korunmasi protaminlerle yogunlastirilmis kromatin yapisi
uygun nuklear yapt ve nukleer korunma icin erkek fertilitesinde Onemli
mekanizmadir(Santana ve ark., 2017). Sperm DNA’sinin kompaksiyonu ile stabil hale
gelmesi sperm genomunu toksik metabolit, yiiksek sicaklik, oksidatif stres gibi

faktorlerden koruyarak DNA hasarini 6nlemektedir(Dieamant ve ark., 2017).

Yapilan ¢aligmalarda CMA3 boyama ile anormal kromatin paketlenmesinin
incelenmesi sonucu varikoselli hastalarda daha yiiksek oranda meydana geldigi
bulgulanmistir.(Dieamant ve ark., 2017). Infertil ve fertil erkek semen &rnekleri ile
yapilan c¢aligmalarda varikoselli hasta orneklerine gore fertil grupta anormal ve
immatur kromatin iceren spermatozoa oranlarmin daha az gorildigi

belirlenmistir(Romeo ve ark., 2009).

Bu c¢alismada CMA3 boyama ile incelenen normal hasta grubu sperm
orneklerinde anormal kromatin paketlenmeye sahip sperm oranlarinin daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Varikosel ve oksidatif stresin kromatin paketlenme
mekanizmasinda negatif etkiye sahip oldugu ve sonucunda reaktif oksijen tlirevlerinin

anormal kromatin paketlenme gdsteren spermlerdeki negatif etkisi gosterilmistir.
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Sperm DNA'’s1 histonlar ile karakterize olup maturasyon sirasinda histon-
protamin degisimi meydana gelir (Bianchi ve ark., 1996). Niikleer histon preoteinleri
yiiksek oranda lizin bulundururken protaminler sistein ve arjinince zengindir
(Manicardi ve ark., 1995). Sperm kalitesinde 6nemli belirte¢ olan DNA biitiinltigii ile
ilgili yapilan c¢aligmalarda sperm DNA hasarinin yiiksek olarak goriildigi erkek
gruplarinda fertilitede problemlerin oldugu belirlenmistir (Hammadeh ve ark., 1996).

Yapilan caligmalar gosterir ki spermatozoonun immatur olmasi artan ROS
seviyesi ve DNA hasar1 ile iligkili olup, ejakulatta yiiksek sayida oldugu

belirlenmistir(Santana ve ark., 2017).

Anilin blue (mavisi) boyast lizin bdlgelerine baglanarak histonca zengin
maturasyon anomalili spermleri ifade eder (Auger ve ark., 1990; Hammadeh ve ark.,
1996). Kromatin kondensasyonuna bagli sperm maturasyonu tiim fertilite olgularinda
onemli oldugu gibi yapilan ¢alismalarda sperm kromozomal anoploidi, sperm DNA
ve kromatin biitiinliigii gibi parametrelerde anomali oranlarinin yiiksek oldugu semen
orneklerinde fertil grup ile karsilastinldiginda tekrarlayan spontan diisiiklerin
goriildigi infertil ciftlere ait oldugu belirlenmistir (Talebi ve ark., 2012; Virro ve ark.,
2004; Carrell ve ark., 2003; Evenson ve ark., 1999).

Hafif erkek faktorli ve aciklanamayan infertil olgularda sperm kromatin
kondensasyon degerlerinin anilin mavisi negatif sperm oranlar1 belirlenerek histon
protaminasyonunun fertilizasyon sonras1 embriyo gelimindeki 6nemi gosterilmistir.
IUI ve ICSI olgularinda da pozitif gebeligi ongérmek amaci ile kullanilacagi
gosterilmistir (Irez ve ark., 2015).

Bu caligmada yapilan Anilin blue(mavisi) boya ile normal hasta grubunda
sperm DNA fragmantasyonu varikosel grubuna gore daha diisiik oldugu ve anormal
kromatin protaminasyonu oranlarimin varikoselli grupta daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Sperm DNA fragmantasyonunun varikosel kaynakli oldugu, reaktif
oksijen tiirevlerinin asir1 Uretimi ile DNA yapisindaki bazlar1 hedef almasi

fragmantasyona neden olarak varikosel grubnda yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir.
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Reaktif oksijen tiirevlerinin hiicresel kaynagi sperm mitokondrisi ve plazma
membranidir (Aitken, 2011). Hiicresel reaktif oksijen tiirevlerinin kaynagi %90 hiicre
mitokondrisidir(Balaban ve ark., 2005). Spermatozoanin reaktif oksijen tiirevi kaynagi
sperm plazma zarinda bulunan nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH)
oksidaz ve mitokondride bulunan NADPH bagimli oksidorediiktaz sistemi ad1 verilen
iki farkli mekanizma ile olusmaktadir (Aitken, 1992). ki enzim sistemi de degisen

kosullarla birlikte H202 iiretimini saglamaktadir.

Sperm boyun kisminda bulunan NADP, elektron dondrii olarak bilinen
NADPH, siiperoksit anyonlarinin NADPH rediiktaz ile liretimini saglayarak NBT ye
elektron transferine Onciilik eder (Lee ve ark., 2005). Formazan molekiilleri
rediiklenerek sar1 renkten mavi formazan c¢oOkeltisine doniisiir (Marchetti ve ark.,

2002).

Tung ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada Nitroblue tetrazolium ile reaktif
oksijen tiirevleri miktarinin belirlenmesinde kullanilip, artan formazan molekdilleri ile
artan reaktif oksijen tiirevi miktarinin iliskili oldugu belirlenmistir(Tung ve ark.,

2010).

Bu ¢alisgmada NBT boyama teknigi ile varikosel hasta grubunda normal gruba
gore yiiksek oranda NBT pozitif sperm hiicresi miktari belirlenmistir. Boyanan sperm
hiicrelerinin varikosel kaynakl1 oksidatif stresten etkilenerek normal gruba gore 3 kat

daha fazla sitoplazmik formazan molekiilii iceren sperm miktar1 goriilmiistiir.

Aragtirmalar sonucu formazan lretim miktar1 ile sperm DNA hasar1 arasinda
yiiksek iliski bulunmusur (Fernandez ve ark., 2015). Reaktif oksijen tiirevleri DNA
yapisinin piirin ve pirimidin bazlarina direk saldirarak DNA yapisinda hasara neden
olmaktadir (Ozmen ve ark., 2007). Hiicresel bilesenler olan lipidler, proteinler, niikleik
asitler ve sekerler serbest radikallerin temel hedefleridir (Koksal, 2003). Oksidatif
stres etkisinde ¢oklu doymamis yag asidi bakimindan zengin sperm membrani
oksidasyona en acik molekiillerdir (Aitken, 1994). Membran akigkanligini saglayan bu

yap1 sperm motilitesi ve oosit flizyonu i¢in etkilidir.
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ROS etkisinde lipid peroksidasyonunun meydana gelmesi ile hiicre i¢i pH’1n
diismesiyle sperm bag, boyun defektlerine ve membran hasarlar1 sperm kapasitasyonu
ve akrozomal reaksiyonu etkilemekte, canli sperm oranlar1 ve sperm motilitesindeki

azalmayla birlikte infertilite ile sonu¢landig bilinmektedir(Sikka, 1996).

ATP diretiminden sorumlu mitokondrinin fonksyonel anomalisi anormal
mitokondriyal membran potansiyelini ifade etmektedir. Anormal mitokondriyal
aktivite durumunun en 6nemli sebeplerinden biri artan ROS seviyesidir. Varikosel
kaynakl1 oksidatif stres kosullarinda yiiksek oranda mitokondriyal disfonksiyon iliskili
anormal mitokondriyal membran potansiyeli oranlar1 tespit edilmistir (Dieamant ve

ark., 2017).

Anormal mitokondriyal membran potansiyeli oranlarmin artan ROS seviyeleri
ile iliskili oldugu ve azalan sperm hareketliligi ile artan DNA hasarina dnciiliik ettigi

yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Meseguer ve ark., 2008).

Sakkas ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada spermatozoay: etkileyen yiiksek
oranl reaktif oksijen tiirevlerinin asir1 liretiminin DNA fragmantasyonunu arttirarak,

sperm mitokondriyal aktivitesini azalttig1 bulgulanmistir(Sakkas ve ark., 2010).

Varikoselli erkeklerde yapilan ¢alismalarda anormal mitokondriyal membran
potansiyeli ve inaktif mitokondri seviyelerinin yiiksek oranda oldugu, sonug¢ olarak
varikosel kaynakli oksidatif stresin inaktif sperm mitokondrileri ile iliskili oldugu

bulgulanmistir (Koppers ve ark., 2008).

Yapilan caligmalarda formazan {iiretiminin artmasi ile sperm motilitesinin
azalmas1 ROS ile meydana geldigi belirlenmistir (Mercado-Pichardo ve ark., 1981).
ROS, sperm motilitesini membran lipid peroksidasyonu ve sperm mitokondrisinde
hasar meydana getirerek etkilemektedir. Oksidatif stres nedeni ile mitokondri
fonksyonel bozukluklarmin ortaya ¢ikmasi enerji kullanilabilirligi azaltarak sperm

hareketini kisitlamaktadir.

Bu calismada yapilan varikoselli hasta gruplarinda mitokondriyal membran
potansiyelinin degerlendirilmesi Nitroblue tetrazolium ile gergeklestirilerek, normal
gruba gore 3 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Varikosel kaynakli oksidatif

stresin sperm mitokondrisi iizerindeki etkisi ile maruz kaldigi goriilmiistiir. Sperm
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motilitesinde dnemli rol oynayan enerji organeli mitokondrinin fonksyonel bozuklugu
ve ROS kaynakli lipid peroksidasyonun artmasi varikoselli hastalarin sperm
motilitesinde normal gruba gore yliksek oranda azalma goriilmiis, oksidatif stres
kaynakli sperm hareketliliginde azalma kanitlanmistir. Varikoselin oksidatif stresi

meydana getirerek azalan sperm motilitesi ile iligkili oldugu goriilmiistiir.

5.2. Oneriler

Yaptigimiz calismalar sonucu varikoselin etiyolojisi sonucu reaktif oksijen
tiirevleri artis1 ile meydana gelen oksidatif stres, spermde DNA hasarina neden olarak
sperm hiicrelerindeki DNA fragmantasyonunu arttirdigi sonucuna varildi. Sperm
kromatin kondensasyonunda etkili olan varikosel kaynakli oksidatif stres ile yiiksek

oranda DNA maturasyon defekti goriildiigli sonucuna varildi.

Sperm boyun kisminda yer alan mitokondrilerin etkilenmesi anormal
mitokondriyal membran potansiyeline sahip sperm oranlar1 varikosel ile arttig
sonucuna varildi. Negatif etkilenen boyun lokalize mitokondrilerin artmasi ile sperm
boyun defekti oranlari artarken, enerji mekanizmasinin etkilenmesi ile sperm

hareketliligi azaldig1 sonucuna varildi.

Varikosel, sperm morfoloji, hareketlilik, DNA fragmantasyonu, sperm kromatin
kondensasyonu, DNA maturasyonu ve mitokondriyal membran potansiyeli tizerinde

negatif etki gosterdigi sonucuna varildi.
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7. EKLER
EK 1. Goniillii Olur Formu

BiRUNI UNIVERSITESI
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR”

ICIN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: ‘Varikosel olgularinda semen oksidatif stres iirlinleri ve
antioksidanlar1 ile birlikte sperm mitokondriyal membran potansiyelinin

degerlendirilmesi’

Sizi, ‘Varikosel olgularinda semen oksidatif stres iirlinleri ve antioksidanlari ile
birlikte sperm mitokondriyal membran potansiyelinin degerlendirilmesi’ baslikli bir
arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama kararini vermeden
once, aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle
bu formun okunup anlasilmasi biiylik Onem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik
olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Bu anket
caligmasina katilmak tamamen goniillilik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama hakkina sahipsiniz. Caliyma 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: Prof. Dr. Tiilay IREZ
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Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu ¢calismaya katilacak?

Sizi davet ettigimiz calismanin amaci1 testisteki damarlarda normal olmayan
genisleme sonucu ortaya ¢ikan varikosel hastaligina sahip erkeklerde semen analizi
yapmak, hasta ve normal erkek spermlerinde cevresel faktorlerle olusan stres
etkisinin incelenmesidir. Calismanin ortalama bir ay slirmesi ve yaklagik 47 kisinin

katilmas1 planlanmaktadir.

Bu ¢calismaya katilmali miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu imzalasaniz
bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismay1 birakmakta
Ozgursiiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya c¢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 calismaya 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 yiirtitmek
i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde,
sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir. Calisma
sonuglart calisma bitiminde yalnizca bu arastirmada olmak {izere tibbi literatiirde

yayinlanabilecektir ancak kimliginiz ag¢iklanmayacaktir.
Daha fazla bilgi icin kime basvurabilirim?

Calisma 1le 1lgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime ge¢iniz.
ADI : Aysegiil AVCI
GOREVI  : Diger Arastirmact

TELEFON : 0506 790 80 33
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Biruni Universitesi'nde Aysegiil AVCI tarafindan tibbi bir arastirma yapilacag
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarild1 ve ilgili metni

okudum.
Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

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

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 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
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir

yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilastiimda; Bio. Aysegiil Aver’y1 05067908033

nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
Katilmel

Ads, soyadz:

Tel:

Imza:
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EK 2. Etik Kurul Onay1

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

24.07.2019
Sayin Prof.Dr.Tilay IREZ

Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda  planladipn “Varikosel Olgularinda Semen Oksidatif Stres Uriinleri ve
Antioksidanlarn  Tle Birlikte Sperm Mitokondriyval Membran Potansiyelinin
Degerlendirilmesi” isimli arastirmamzin kurulumuzun 24.07.2019 tarihli toplantisinda etik
yénden uygun olduguna karar verilmistir.

> s | i
| R ) | \Z‘\.‘ \

Etik Kurul Bagkam
Prof.Dr.Can Polat EYIGUN
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BIRUNI UNIVERSITESI
GIiRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

T.C.

Karar No: 2019/31-03
Prof.Dr.Tillay IREZ’in planladigi “Varikosel Olgularimda Semen
Tarih: 24.07.2019 Oksidatif Stres Uriinleri ve Antioksidanlar1 Ile Birlikte Sperm
Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Degerlendirilmesi” konulu
Toplant: Sayisi:31 aragtirma incelendi, yapilan inceleme sonucunda aragtirmanin etik yonden
uygun olduguna karar verildi.
UYELER
Adi soyad: Alani Boliimii Katihm .
Imza
Prof.Dr.Can Polat EYIGUN Enfeksiyon Hastaliklari 2 —~ .
Tip A A Etik Kurul | _— ) (
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Prof.Dr.Leman SENTURAN Saglik Bilimleri Etik Kurul
Fakiiltosi Hemsirelik Bsliimii Bagkan i ) ! J\
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Prof.Dr.Fatma CELIK Saglik Bilimleri | Beslenme ve U \_/k/f\ Lﬂl
Fakiiltesi Diyetetik Bolimii ¥e . — =
Dog.Dr.$blen Tip — R )Qg(/”
HIMMETOGLU Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. Raportor
Dog¢.Dr.Burcu KARADUMAN Dis . L N
Hekimligi Periodontoloji A.D. Uye
Fakiiltesi / %M
Dr.Ogr.Uyesi Zeynep Saglik A = 7 ]
HOSBAY Bilimleri LR Uye g // 3
Fakiiltesi Rehabilitasyon Boliimii el
Dr.Ogr.Uyesi.Ayse Egitim - s y %
Dilsad YAKUT Fakiiltesi el Bt Uye
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Ek 3. Hastane Onay Formu




8. OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Aysegiil AVCI

Dogum Tarihi ve Yeri: 18.02.1994

Mail Adresi: aysegul-avci@windowslive.com

Unvani: Biyolog

Ogrenim Durumu: Lisans

Derece Alan Universite Yil
Lisans Molekiiler Biyoloji | Istanbul Kiiltiir Universitesi 2016
ve Genetik
Y. Lisans Klinik Embriyoloji Biruni Universitesi 2017-
Devam
Ediyor
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9. INTIHAL RAPORU

VARIKOSEL OLGULARINDA SEMEN OKSIDATIF STRES
URUNLERI VE ANTIOKSIDANLARI ILE BIRLIKTE SPERM
MITOKONDRIYAL MEMBRAN POTANSIYELININ

DEGERLENDIRILMESI

ORWJINALLIK RAPORU

A4 3 . %3

BENZERLIK ENDEKSI  INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

. www.toraks.org.tr & 1
internet Kaynag! A)
mersin.mitosweb.com <o 1
internet Kaynag: %
jeb blologlsts org
internet Kaynag <%1

ir.lib.uth.gr
internet Kaynagi <% 1

www.uroturk.org.tr 1
internet Kaynag <°A‘J

metekilciler.net 1
internet Kaynag <%

www.sporbilimleri.org.tr
internet Kaynag! <°/0 1

nuevo.sefertilidad.com



