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VARIKOSEL OLGULARINDA SPERM MORFOLOJiSi VE DNA
HASARLARININ iNCLENMESI
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OZET

Varikosel, spermatik kordu saran pampiniform pleksus venlerinin anormal genislemesi olarak

tanimlanir. Klinik bulgulara gore varikosel evre 1, 2 ve 3 olmak tizere 3 grupta siniflandirilir.

Calismamizin amaci, varikosel evreleri arasinda semen parametreleri, biyokimyasal parametreler ve

DNA hasar yoniinden fark olup olmadigini ortaya koymaktir.

Calismada, Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uroloji Poliklinigine basvuran 60 hastaya ait semen
ve kan ornekleri kullanildi; grup 1: saglikli erkekler (n=20), grup 2: varikosel evre 1-2 (n=20) ve
grup 3: varikosel evre 3 (n=20). Semen Orneklerine alkali comet assay yontemi, anilin mavisi ve
Periyodik asit Schiff (PAS) boyamasi uygulandi. Olgulardan alinan kan orneklerinde ise plazma
katalaz (KAT), Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri
degerlendirildi.

Comet assay bulgularina gore; grup 2 ve grup 3 comet parametreleri grup 1’e gore kayda deger
daha yiiksekti (p<0,001). Histolojik bulgulara gore; grup 1’de, normal sperm morfoloji ortalamasi
%14, grup 2’de %6, grup 3’te ise % 4’iin altinda idi. Biyokimyasal analizlere gore; grup 2 ve grup
3’te SOD ve KAT aktivitelerinde azalma, MDA seviyesinde artis gdzlemlendi.

Sonug olarak, varikosel derecesi arttikca DNA hasar1 ve MDA diizeyinde artma, SOD ve KAT
enzim aktivitelerinde azalma tespit edildi. Calismamizda varikosel evre 1 ve 2’de de infertilite
yoniinden anlamli DNA hasar1 oldugunu gosterdik. Elde ettigimiz sonuglar, rutin semen analizi ve
morfolojik analizlerin yant sira sperm DNA hasarim  gostermenin de prediktor olarak

kullanilabilecegini dngdrmektedir.

Anahtar Kelimeler: Varikosel evreleri, erkek infertilitesi, DNA hasari, sperm morfolojisi
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EVALUATION OF SPERM MORPHOLOGY AND DNA DAMAGE WITH
VARICOCELE

Ozge OZCOBAN
Erciyes University, Institute Of Medical Sciences
Department Of Histology And Embryology
MSc Thesis, January 2015
Supervisor: Prof. Dr. Birkan YAKAN

ABSTRACT

Varicocele can be defined as the extraordinary expanding of pampiniform pleksus veins which
wraps the spermatic cord. According to clinical findings, varicocele can be divided into three

groups; 1st, 2nd and 3rd grade.

The aim of our research is to show differences among three different varicosele grades according to

the result of their semen parameters, biochemical parameters and DNA damage.

In this study, semen and blood samples of 60 patients who applied to Erciyes University, Medical
Faculty, Urology Polyclinic were used; grup 1: healthy men, group 2: varicocele grade 1 and 2,
group 3: varicocele grade 3. Semen samples were examined with the method of alkali comet assay,
aniline blue and Periodic acid Schiff (PAS) staining. Blood samples taken from the events were
assessed plasma Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) enzyme activities and

Malondialdehyde (MDA) levels.

According to comet findings; group 2 and group 3 parametres were significantly higher than group
1(p<0,001). According to histological findings; normal sperm morphology average was %14 in
group 1, %6 in group 2 and below %4 in group 3. According to biochemical findings; we observed

that decreased CAT, SOD activities and increased in MDA level for group 2 and group 3.

In conclusion, it was determined that there was an increased in DNA damage and MDA level, a
decreased in SOD and CAT enzyme activities with the increase of varicocele grade. In our research
we showed that varicocele grade 1 and 2 had also significant DNA damage in terms of infertility.
The results we obtained foresee detection of DNA damage also can be used as a predictor as well as

routine semen and morphological analysis.

Key words: Varicocele grades, male infertility, DNA damage, sperm morphology
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1.GIiRiS VE AMAC

Infertiliteyle ilgili calismalara gore ciftlerin %20-25’inin diizenli ve korunmasiz cinsel
iliskiye ragmen birinci yilin sonunda ¢ocuk sahibi olamadiklar1 goriilmektedir (1). Bu oran
ikinci yilin sonunda %10-15 diizeylerine gerilemektedir. Buna gore infertilite siiresinin
uzamasiyla ¢ocuk sahibi olma oranlarinin azaldig1 anlasilmaktadir. Infertilite, ciftlerin ruh
sagligmi ve sosyal yasamlarini etkileyen onemli bir sorun olup infertilite sebepleri
incelenirken olgularin %50’sinde sadece kadin faktoriiniin, %30’unda sadece erkek
faktoriiniin ve geri kalan %?20’lik grupta da hem erkek hem de kadin faktoriiniin rol
oynadig1 bilinmektedir (1,2). Erkeklerde infertilite nedenleri arastirilmasinda Avrupa
Uroloji Dernegi (EAU) kilavuzlarinda varikoselin erkeklerdeki infertilite etiyolojisindeki
orant % 41.2 olarak belirtilmektedir (3). Literatiirdeki baska calismalarda da erkekler
arasinda infertilite sebepleri icerisinde idiyopatik faktorler dislandiginda etiyolojideki en

sik nedenin varikosel oldugu anlasilmaktadir (4).

Subfertil erkeklerde varikoselin spermatogenez iizerine etkisi genellikle diisiik sperm
miktar;, sperm hareketliliginde azalma ve anormal sperm morfolojisinde artisla
iliskilendirilmistir. Varikoselin semen parametreleri ve infertilite iizerine etkisi bircok
patofizyolojik mekanizma ile ag¢iklanmistir. Bu mekanizmalar baslica; testikiiler 1s1 artisi,
vendz basing artisi, hormonal islev bozuklugu, epididimal disfonksiyon, otoimmiinite,
akrozom reaksiyon bozukluklari, renal-adrenal reflii, DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi
mekanizmalardir (5). DNA hasari, son yillarda spermatogenez ile varikosel iligkisi ile ilgili
aragtirmalarin yogunlastigi bir mekanizmadir. Sperm DNA hasarinin infertil erkeklerde
yiiksek oranda saptandigi ve tedavi sonrasi anlamli diizeylerde iyilesme saglandig bircok
calismada gosterilmistir (6-7). Varikosel, DNA hasarin1 temelde iki mekanizma ile

yapmaktadir. Ilki, varikoselin mitokondriyal inaktivasyona sebep olarak sperm DNA



fragmantasyonunda artisa neden olmasi, digeri ise apoptozisi diizenleyen soluble Fas gen
diizeyinde azalma ile sperm hiicresinin apoptozisinde artis saglamasidir (8,9). Giincel
literatiirde yeni gelismelere paralel olarak iizerinde en ¢ok calisilan mekanizma oksidatif
strestir. Yapilan giincel caligmalarda varikoselli hastalarda internal spermatik vende
normalde fizyolojik diizeylerde olmasi gereken antioksidan enzim aktivitesinde artig
saptanmugtir (10). Yine varikosel sperm DNA hasarlarinin onarilmasinda gorev yapan DNA
polimeraz aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. Yiiksek serbest oksijen radikal
diizeyleri kromozomal kiriklarin artisina, DNA fragmantasyonunda artisa ve bu da akrozom

biitiinliigiinde bozulmalara neden olarak infertiliteye yol agmaktadir (11-13).

Varikosel olgular1 degerlendirilirken tibbi ve iireme Oykiisiiniin alinmasimi takiben fizik
muayene ve semen analizi yapilmasi esastir. Fizik muayene bulgularina gore varikosel,
evre 1, evre 2 ve evre 3 olmak iizere li¢ grupta siniflandirilir (14). Varikosel, infertilitenin
cerrahi olarak diizeltilebilir en sik nedenidir. Tedavide genellikle varikosel evre 3 teshisi
konan hastalar i¢in varikoselektomi tercih edilirken, evre 1 ve evre 2 varikoselli hastalara

miidahele edilmemektedir. (15).

Calismamizin amaci, Comet assay ile sperm DNA hasarini incelemek; malondialdehit
(MDA) diizeyini, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) enzim aktivitelerini tayin
ederek oksidatif stres diizeyini arastirmak ve sperm morfolojisini inceleyerek farkli
varikosel evre’li infertil hastalar ile normal saglikli erkeklerin karsilagtirildigi gruplarda

sperm nukleer DNA hasarin1 aragtirmaktir.



2.GENEL BILGILER

Erkek genital sistemi bir ¢ift testis, genital bosaltim yollan (tubuli rekti, rete testis, ductuli
efferentes, ductus epididimis, ductus deferens, ductus ejakulatoryus ve iiretra), bu yollara
acilan yardime1 bezler (vezikula seminalis, prostat, bulbotiretral bezler) ve dis genital organ

olan penisten olusur (16).
2.1. TESTISLER
2.1.1. Testisin Embriyolojik Gelisimi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti sekonder oositi dolleyen sperm tiiriine bagh
olarak fertilizasyonda belirlenir (17). Testisler vitellus kesesi endoderminden koken alan
primordiyal germ hiicrelerinden ve ara mezodermin olusturdugu genital kabartidan gelisir.
Primordiyal germ hiicreleri gelisimin iiclincii haftasinda allantoise yakin bir yerde, vitellus
kesesi duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirir. Ameboid hareketlerle son
bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerler, besinci haftanin basinda primitif gonadlara
ulasir ve altinci haftada genital kivrimlara tamamen yerlesirler. Boylece heniiz
farklilagmamis fetal gonad gebeligin altinci haftasinda ortaya c¢ikmis olur (18, 19).
Gebeligin yedinci haftasindan 6nce, her iki cinsin gonadlar1 benzerdir ve farklilagsmamis
gonadlar olarak adlandirilirlar. Gonadlarin erkek ya da disilige farklilasmalar1 XX veya XY
kromozom karyotipine baghidir (17).

Genetik olarak XY olan embriyoda primitif germ kordonlar1 Y kromozomu {iizerindeki
testis belirleyici faktor etkisiyle gebeligin yedinci haftasinin basinda hizla ¢ogalir. Sonra,
kordonlar testis veya meduller kordonlan olusturmak iizere gonadin medulla bolgesini
doldurur. Bu kordonlar gonadin hilusunda ince ve daha kiiciik kordonlara parcalanip ag
sekline doniiserek rete testisi olustururlar. Gelisim ilerledik¢e testis kordonlan yiizey

epiteliyle olan iliskilerini kaybederler. Bu, testisin iizerinde yer alan fibroz yapidaki tunika



albuginea sayesinde olur. Kordonlar puberteye kadar kapali durumdadir. Bu dénemde
liimen olusarak seminifer tiibiiller belirir. Seminifer tiibiiller rete testis liimenine baglanip
sonrasinda duktuli efferentes ile devam ederler. Bunlar ise Wolff kanalina dokiilerek duktus
deferensi olustururlar (20). Leydig hiicreleri, 8-18. haftalar arasinda interstisyel dokudaki
mezenkimal hiicrelerin hizl1 degisimi sonucu ortaya cikar. Gebeligin ortasina gelindiginde,

testisin %50’ sini bu hiicreler olustururken doguma dogru sayilar giderek azalir (21).

Baslangigta lomber bolgede bulunan testisler, iiciincii fetal aydan itibaren skrotuma dogru
inise baglarlar. Hutson (20) hipotezine gore testisin inisinin iki evresi vardir: lki
transabdominal evredir. Bu evre androjenden bagimsizdir ve inis Anti-Miilleryan hormon
(AMH) etkisiyle olur. Testis karin arka duvari boyunca inise gecger; gebeligin 17. haftasinda
ic inguinal halka hizasma gelir ve gebeligin 28. haftasina kadar burada kahr. Ikincisi
inguinoskrotal evre olarak adlandirilir. Testis bu donemde inguinal kanal yoluyla karin 6n
duvarin1 gecerek skrotuma iner. Testis gebeligin yedinci ayindan sonra inguinal kanal
gecmis ve dogumdan hemen 6nce de gelisimini tamamlamis halde skrotumdaki yerini alir

(21, 22).
2.1.2.Testisin Anatomisi

Erigkin bir erkegin testisi 4x3-5x3 cm boyutlarinda oval sekilli organlardir. Her birinin
hacmi 30 ml kadardir. Testisin anterolateral 2/3 boliimii serbest iken, posterolateral yiizii
epididim, bag dokusu ve damarlarla ortiiliidiir. Testis, fibroblastlar ve kollajenden olugan
yogun bir yap1 olan tunika albuginea adi verilen kompakt bag dokusu ile ¢evrelenmistir.
Tunika albugineanin altinda nispeten daha gevsek bag dokusu yapisinda, tunika vaskulosa
adin1 alan damarli bir tabaka yer alir. Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlagarak
mediastinum testisi olusturur. Burada, tunika albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz
septumlar testisi yaklasik 250 adet, piramit bicimli lobiillere ayirir. Herbir lobiiliin i¢inde
bir ile dort arasinda degisen sayida kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller rete
testis ad1 verilen kanal agina acilirlar. Tunika albugineanin iizerinde peritonun uzantisi olan
iki tabakali tunika vaginalis yer almaktadir. Anteriorda, testise yakin olan ve epididimi
cevreleyen kismina visseral tabaka, daha dista yer alan kismina ise parietal tabaka adi
verilir. Bunlarin da disinda sirasiyla, fascia spermatica interna, musculus cremaster, fascia

spermatica externa, tunika dartos ve deri yer alir (20,23). Spermatik kordon; duktus



deferens, duktus deferensin arter ve veni, testikiiler arter, plexus pampiniformis, plexus
deferentialis, processus vaginalis peritonei, musculus cremaster, arteria cremasterica, vena
cremasterica, lenf damarlari, ilioinguinal sinir ve genitofemoral sinirin genital dallarindan
olusur. Tiim bu olusumlar birbirine gevsek bir bag dokusuyla baglanmis ve distan kas lifleri
ile fascia spermatica externa, fascia cremasterica, fascia spermatica interna adi verilen

zarlarla sarilmistir (20).
2.1.3 Testisin Histolojisi

Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile
cevrilidir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis adi
verilen yapiyr olusturur. Buradan bezin igine giren fibroz uzantilar (septum), testisi
lobiillere ayirir. Her bir testis yaklasik 250 lobiil icerir. Bu uzantilar tam degildir ve
bolmeler ¢ogunlukla birbiriyle iliskilidir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4
arasinda degisen seminifer tiibiiller yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf
damari, sinirler ve intersitisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) icerir (23). Seminifer tiibiiller
erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlar1 iiretirken, interstisyel hiicreler de testikiiler

androjenleri salgilar (24).
2.1.3.1.Seminifer tiibiiller

Her testiste yaklasik 250-1000 adet seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil karmagik
yapida cok kath bir epitel ile doseli olup, yaklasik 150-250 pm capinda ve 30-70 cm
uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 m’dir. Tiibiiller
kivrimlidir ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken limen daralir ve diiz tiibiiller ya da
tubuli recti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer
tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarinin olusturdugu bir labirente
baglanmasini saglar. Anostomoz yapan rete testis kanallari, yaklagik 10-20 duktuli

efferentes ile epididimisin bag kismina baglanmistir (24).

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmagsik bir
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibréz tunika propria
birkag¢ fibroblast katmanindan olugsmustur. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman,

diiz kas ozellikleri de gosteren yassilagmis miyoid hiicreler icerir. Seminifer epitelde 2 tip



hiicre vardir: Sertoli ya da destek hiicreleriyle spermatogenezdeki seriyi olusturan
hiicrelerdir. Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir; islevleri
spermatozoonlart liretmektir. Spermatozoon iiretimi spermatogenez olarak adlandirilir. Bu
siire¢, mitoz ve mayoz hiicre boliinmeleri icerir ve hiicreler sonunda spermatozoonlara

farklilagir; bu asama spermiyogenez olarak adlandirilir (24).
2.1.3.2. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri saran piramidal hiicrelerdir. Sertoli
hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uclart ise siklikla seminifer tiibiiliin
liimenine uzanir. Isik mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini ¢cevreleyen ¢ok sayida
uzanti nedeniyle, Sertoli hiicresinin simirlar1 iyi belirlenemez. Elektron mikroskobu ile
yapilan caligmalarda, bu hiicrelerin ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulum, az sayida
graniillii endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢cok sayida mitkondri ile
lizozomlar igerdigi gosterilmistir. Siklikla tiggen bigiminde olan uzamis niikleusunda ¢ok

sayida girintiler, belirgin niikleolus ve az miktarda heterokromatin bulunur (24).

Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri, hiicrenin alt yan ylizeylerinde (bazolateral) engelleyici
stki  iligkiler ile birbirlerine baglanarak  kan-testis  bariyerini  olustururlar.
Spermatogonyumlar, bu bariyerin altinda yer alan bazal kompartmanda yerlesmistir.
Spermatogenez sirasinda, spermatogonyumlarin boliinmesi sonucu olusan bazi hiicreler bu
baglant1 noktalarindan bir sekilde gecerek, bariyerin iizerinde yer alan adluminal
kompartmana ulasirlar. Spermatositler ve spermatidler, bariyerin {izerinde, Sertoli
hiicrelerinin yan ve iist kenarlarindaki derin girintilerinde yerlesmislerdir. Spermatidlerin
flagellalar1 (kuyruklar) gelistikge, bunlar Sertoli hiicrelerinin iist u¢larindan ¢ikan sacaklar
halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda ‘gap junction’ adi verilen baglantilar
yaparlar. Bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir. Bu da yukarida soz

edilen seminifer epitel dongiisiiniin iligkilerinde 6nemli olabilir (24).
Sertoli hiicrelerinin 6nemli islevleri vardir;

1.Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi1 ve beslenmesinin
diizenlenmesi: Spermatogenik seri  hiicreleri  birbirine stoplazmik  kopriilerle

baglanmiglardir. Bu hiicre agi, Sertoli hiicrelerinin yaygin sitoplazmik dallanmalariyla



fiziksel olarak desteklenir. Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan-testis
bariyeriyle izole edildigi icin, bu spermatogenik hiicreler besin maddeleri ve metabolitlerin
alinip verilmesinde Sertoli hiicrelerine muhtagtir. Sertoli hiicre bariyeri gelisen sperm
hiicrelerini immiinolojik saldiridan da korur. Bu bariyer kan-testis bariyeri olarak
tanimlanir. Seminifer tiibiillerin i¢ kismi ile kan arasinda bir bariyerin bulunmasi testikiiler

stvida kandan gelen ¢cok az madde bulunmasina yol agar (24).

2.Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler
seklinde atilir.Fagosite edilen bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicresindeki lizozomlar

tarafindan sindirilir.

3.Sekresyon: Sertoli hiicreli siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde
akan ve spermlerin taginmasinda kullanilan bir sivi salgilar. Androjen baglayici protein
(ABP) iiretimi Sertoli hiicreleri tarafindan follikiil uyarici hormon (FSH) ve testosteron
kontrolii altinda gergeklestirilir ve seminifer tiibiil icinde spermatogenez i¢in gerekli olan
testosteronun yogunlastirilmasini saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu dstradiole ¢evirebilir.
Bu hiicreler ayn1 zamanda, adenohipofizden FSH sentezini ve salinmasini dnleyen inhibin

adi verilen bir peptid salgilar.

4.Anti-Miillerian Hormon (AMH) Uretimi: Miiller kanalini baskilayic1 hormon olarak da
adlandirllan bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller
(paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir. Testesteron ise
Wolf (mezonefrik) kanallarindan kdken alan yapilarin gelismesini saglar. Sertoli hiicreleri
insanda ve diger hayvanlarda iireme cagi siiresince boliinmezler. Enfeksiyon, kotii
beslenme, X i1smlarina maruz kalma gibi olumsuz kosullara karsi oldukca dayanikl
hiicrelerdir ve bu zararl etkilere maruz kaldiklarinda sag kalim oranlar1 spermatogenik seri
hiicrelerine gore cok daha yiiksektir. Memelilerde spermatozoonlar, biiyiik olasilikla,
Sertoli hiicresinin iist sitoplazmasinda bulunan mikrotiibiiller ve mikroflamentlerin

katilimiyla, hiicresel hareketler sonucu salinirlar (24).
2.1.3.3. interstisyel Doku

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi agisindan Oonemlidir. Testislerde seminifer

tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan ve lenf damarlariyla doldurulmustur.



Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin geg¢isine izin
verir. Insterstisyel alanda lenf damarlarinin olusturdugu yogun ag, bu organdan alman
interstisyel s1vi ile lenf s1visinin bilesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu cesitli
tipte hiicreler icerir; bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri,
mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikte bir hiicre tipi daha islevsel olarak belirgin
hale gelir. Bu, yuvarlak ya da poligonal sekilli, merkezi bir niikleusu ve kiigiik lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Bu hiicreler,
testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir ve steroid salgilayan hiicre ozelliklerini
gosterir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu iiretirler. Testosteron sentezi mitokondrilerde ve diiz
endoplamik retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi is

birlige bir 6rnek olusturur (25).

Interstisyel hiicrelerin hem islevsellikleri ve hem de sayilari hormonal uyarilara baghdir.
Insanda hamilelik sirasinda plasentadan iiretilen gonadotropik hormon, anne kanindan
fetiise gecer ve androjenik hormonlar1 iireten bol miktardaki fetal testikiiler interstisyel
hiicreleri uyarir. Bu hormonlarn varligi, erkek genital organlarinin embriyonik
farklilagsmasi i¢in gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 4. ayinda kadar
tamamen farklilagmis olarak kalirlar ve sonra testosteron sentezinde bir azalmayla
gerilerler. Daha sonra gebeligin geri kalan siiresi boyunca ve hipofizden salgilanan LH
(luteinizan hormon) uyaris1 altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar

puberte 6ncesi doneme kadar dinlenmede kalirlar (25,26).
2.1.4 Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon iiretim siirecidir. Siire¢ ilkel primitif bir germ hiicresi olan
spermatogonyum ile baglar. Spermatogonyum, 12 um c¢apinda, bazal laminanin hemen
tizerinde yer alan kiiciik yuvarlak bir hiicredir. Cinsel olgunluk ¢aginda spermatogonyumlar
mitoz boliinmeyle cogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur. Yeni olusan hiicreler iki
yoldan birini izleyebilir: A tipi spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kok hiicreler
olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da siiregiden mitotik sikluslar boyunca farklilagarak B tipi
spermatogonyumlart olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere

farklilagan oncii (progenitor) hiicrelerdir (27).



Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA icerir (N haploid kromozom
sayisini [insanlarda 23 kromozom] ya da bu kromozomlardaki DNA miktarin1 gosterir).
Olusmalarindan hemen sonra birinci mayoz bdliinmenin profazina girerler. Bu boliinmenin
profaz asamasi yaklasik 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin cogu bu
asamada goriilecektir. Primer spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir ve
niikleuslarinda  kangal olusturma siirecinin  degisik safhalarinda kromozomlarin

bulunmasiyla taninirlar (16).

Birinci mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan ve yalnizca
23 kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kiiciik hiicreler olusur. Kromozomlardaki bu
sayica azalmaya (46’dan 23’e) her hiicredeki DNA miktarlarinin eksilmesi (4N’den 2N’e)
eslik eder. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur. Ciinkii bunlar
interfazda cok kisa siire kalir ve cabucak ikinci mayoz béliinmeye girerler. Sekonder
spermatositlerin  boliinmesi 23 kromozom iceren iki hiicrenin yani spermatidlerin
olusmasiyla sonuglanir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bdliinmeler arasinda S
faz1 (DNA sentezi) goriilmedigi icin, ikinci boliinmeden sonra her hiicredeki DNA miktari
yartya iner ve haploid (N) hiicreler meydana gelir. Bdylece mayoz bdliinme siirecinin
sonunda haploid sayida kromozom igeren hiicreler olusur. Dollenmeyle bunlar normal

diploid sayiya (2N) donerler (16,27).

Spermiyogenez spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin, erkek DNA’sin1
ovuma aktarmak i¢in son derece Ozellesmis hiicreler olan spermatozoona doniisme
stirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gergeklesmez. Spermatidler, kiiciik boyutlart (7-8 pm
capta), yogunlasmis kromatin bolgeleri iceren niikleuslar1 ile ayirt edilebilirler. Seminifer
tiibiillerde liimen yakininda (jukstaluminal) yerlesmislerdir. Spermiyogenez, akrozom
olusumunu, niikleus yogunlagsmasini ve uzamasini, flagellum gelismesini ve sitoplazmanin
cogunun kaybolmasini iceren karmasik bir siirectir. Sonucta, daha sonra seminifer tiibiil

liimenine salinan olgun spermatozoon olusur (Sekil 2.1) (16).



e Spermatogonyum

Tip A
Spermatogonyum

Tip B
Spermatogonyum
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Sekil 2.1. Spermatogenez sirasinda, spermatogoniumdan spermatozoona kadar devam eden
hiicresel farklilagsma evreleri.
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2.1.5. Testisin Damarlanmasi

Testisler arterlerini aorta abdominalisten alirlar. Arteria testikularis testisin arka kenarindan
bezin i¢ine sokulur ve mediastinum testiste bircok dallar verir. Bu dallar septula testisleri
izleyerek bezin her tarafina dagilirlar. Testisler hipoksiye karsi ¢ok duyarlidirlar ve bu
nedenle kansiz kaldiklarinda ciddi hasarlar meydana gelebilir. Venler duktus deferensin
etrafinda pleksus pampiniformis denilen bir ven ag1 meydana getirirler (17). Bu agdan 6nce
iki, sonra birer tane vena testikularis meydana gelir. Vena testikularis dekstra, vena kava
inferior’a; vena testikularis sinistra, vena renalis’e dokiiliir. Pleksus pampiniformisi yapan

venlerin genislemesi varikosel olarak tanimlanan hastalig1 meydana getirir (23,28).
2.1.6 Bosaltim Kanallari

Testis ici bosaltim yollarindan tubuli seminiferi rekti (diiz tohum borucuklar) kisa ve diiz
borulardir. Seminifer tiibiillerini rete testise baglar (29). Rete testis mediastinumda kiibik
epitelle doseli labirent sekilli kanallar halinde gozlenir. Kiibik epitel hiicreleri mikrovillus

ve tek bir flagellum igerir (29).

Duktuli efferentes 10-20 adet kisa borucuktur. Rete testisi duktus epididimise baglar.
Heniiz hareket yetenegi kazanmamis olan spermatozoonlarin iletilmesine yardimci olurlar
(30). Duktus epididimis olduk¢a kivrintili ve uzun bir borudur. Testisin arka kisminda
yerlesmistir. Bas, govde ve kuyruk boliimii vardir. Duktus deferensle devam eder.
Spermatozoonlarin olgunlastigr ve depolandig boliimdiir. Testisten gelen sivinin % 90’1
duktuli efferentes ve duktus epididimisten geri emilir. Duktus deferens spermatik kordun
yapisina katilir, stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ve altindaki gevsek
fibroelastik bag dokusu liimene katlantilar yapar, duktus deferens iireteri ¢aprazladiktan
sonra 1g seklinde genisler ve ampulla kismin1 yapar. Duktus ejakulatoryus kisa ve diiz bir

kanaldir. Prostat i¢inde seyreder ve prostatik iiretraya agilir (30).
2.1.7 Yardimca Ureme Bezler

Vesikula seminalisler kivrintili uzunlamasia divertikiillerle liimeni labirent seklinde
izlenen bir cift bezdir. Insanda ejekulatin % 70’lik boliimii bu bezin salgisidir. Salgi, viskoz
ve sarimsidir, semenin rengini verir. Bol fruktoz igerir. Fruktoz spermatozoonlar i¢in besin

kaynagidir (31).
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Prostat bezi erkek iireme sisteminin en biiyiik ve tek olan bezidir. Bilesik tubiiloalveolar
bir bezdir. Mesanenin hemen altinda iiretray1 cevreler. Bez salgisin1 kendi bosaltim
kanallariyla prostatik iiretraya bosaltir. Prostat salgisi asit fosfataz, lipidler, proteolitik
enzim, fibrinolizin ve sitrik asitten ¢ok zengindir (26,29). Ayrica ¢inko, fosfolipid, spermin
ve fosfataz da salgilar (28).

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri), 3-5 pum capinda kiigiik bilesik tubulo-alveolar
bezlerdir. Mukus salgist ile iiretra liimeni i¢in kayganlastirict islev goriir (29,30) (Sekil.2.1).

2.2. Sperm Morfolojisinin Klinik Onemi

Giiniimiizde infertil ciftlerin ¢ocuk sahibi olabilmesi i¢in kullanilan tekniklere her giin
yenileri eklenmekte ve basartyla uygulanmaktadir. Klasik in vitro fertilizasyon
yontemlerinde basartyr etkileyen faktorler arastinldiginda, spermin morfolojik
ozelliklerinin fertilizasyon iizerinde direkt etkili oldugu saptanmustir. Ozel bir boyama
sonrasi sperm morfoloji 6zellikleri incelenerek sperm O6rneginin fertilite kapasitesi belirlenir
(32). 1k kez 1992 yilinda Kruger ve Menkveld isimli aragtirmacinmn dikkat cektigi
Tygerberg kriterleri, spermin in vitro ortamdaki fertilizasyon potansiyelini belirlemede en
siklikla bagvurulan degerlendirme haline gelmistir (33,34). Semen analizinde
degerlendirilen parametreler icerisinde spermin ddlleme potansiyeli konusunda en onemli
bilgiyi sperm hareketliligi ve sperm morfolojisi vermektedir. Kruger’in kesin kriterleri,
morfoloji konusunda ¢ok daha detayli bir inceleme imkani1 saglamasi nedeniyle en cok
kabul goren metottur. Bu kriterlere gore yapilan incelemede spermin bag, boyun ve kuyruk
bolgesine ait toplam 38 farkli baslikta anomali ayr1 ayr degerlendirilmektedir (33). Bu
degerlendirme sonucunda %4’iin altinda normal morfolojili sperm gozlenmesi durumu
"teratozoospermi” olarak tanimlanir. Bir baska deyisle Kruger' e gore yapilan smiflamada

%4’tin altinda normal formlarin bulunmasi durumunda, anomalilerin alt dagilimina

bakilmaktadir (34).

Kruger kriterlerine gore siddetli sperm bas anomalilerinin %80'den fazla goriilmesi 6nemli
olarak kabul edilmektedir. Klasik in-vitro fertilizasyon (IVF) yontemlerinde basariy:
etkileyen faktorler arastirildiginda, spermin morfolojik 6zelliklerinin fertilizasyon tizerinde
direkt etkili oldugu saptanmistir. IVF defertilizasyon oranimin ve gelisen embriyo sayisinin

yiiksek olusu sonucu dogrudan etkilemesi agisindan son derece énemlidir (33). Bu bulgular
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Kruger’in kesin kriterlerinin kullanildig1 genis kapsamli calismalarin sonuglaridir. Sperm
morfolojisinin kesin kriterlerle degerlendirilmesi fertilizasyon oraninin 6nceden tahmin
edilerek onlem alinmasina ve hatta ciftin direkt olarak mikro enjeksiyon (ICSI) programina
yonlendirilmesine neden olabilir. Benzer bi¢cimde, sperm morfolojisinin kesin kriterlerle
degerlendirilmesi sperm fonksiyon testleriyle de o©Onceden tahmin edilen sonuglar

vermektedir (32).
2.2.1 Anormal sperm morfolojileri

Mikroskop altinda incelemelerde, ideal bir spermatozoonun basi oval, 4-5 um uzunlukta,
2,5-3.5 um genislikte diizgiin konturlu, iyi sinirlanmis olmalidir. Spermatozoonun ¢ekirdegi
yogun goriinimlii (heterokromatinli) olmali ve bas bolgesini doldurmalidir. Akrozom
(soluk 6n bolge) bas alaninin % 40-70°ini kaplamalidir. Kuyruk bagin tabaninda, simetrik
olarak yerlesmeli, halkasiz, c¢entiksiz, kendi iizerine biikiilmemis olmalhdir (35). Alt

dagilimda sperm basina ait anomaliler siddetli ve hafif olarak ayrilmaktadir.

Bas: Biiyiik, kiiciik, incelmis (elonge), armut (piriform) sekilli, ¢ift basli, amorf, nokta bas
(pinhead), vakuollii, biiyiik akrozomlu (bas hacminin %70’inden daha biiyiik bir alani
kaplamasi), kiiciik akrozomlu (bas hacminin %40’indan daha kiiciik bir alan1 kaplamast)
olabilir (Sekil 2.2 ve 2.3).

Boyun: Kirtk boyun (bas ile arasinda 90 dereceden az ag¢i1 olmasi), sitoplazmik atik

(droplet) icerebilir (Sekil 2.4).

Kuyruk: Kisa, kalin, ¢ift kuyruk, kivrik kuyruk, halka kuyruk, dag defekti (kuyrugun bas

etrafinda daire ¢izmesi) veya bunlarin kombinasyonundan olusabilir (Sekil 2.5) (35-37).
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Normal Akrozomal Akrozomal Akrozomal Akrozom Akrozom
icerik igerik Membran inkomplet Komplet
Azalmasi Total Kaykb Anomalisi Aynlmas: Ayriimasi
Sekil 2.2. Sperm bas defektleri-1 (37).
Normal Piriform ‘mvarlak Elonge Diadem
Bas Defekti

Sekil 2.3. Sperm bas defektleri-2 (37).

7

}

Normal Sitoplazm ik Kinked

Droplet Mid-piece

Bend
Mid-piece

Sekil 2.4. Sperm boyun defektleri (37).
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Dag Coiled Duplikasyon
Defekti Tail

Sekil 2.5. Sperm kuyruk defektleri (37).

2.3. Sperm Hiicrelerinde DNA Hasarni

Son yillarda erkek infertiltesi alaninda olaganiistii ilerlemeler elde edilmistir. Rutin semen
analizi tireme kapasitesini gostermekte zayif bir prediktordiir. Bir¢cok caligmada sperm
morfolojisi degerlendirilmesinin infertilite sebebini belirlemede yetersiz oldugu
bildirilmistir (38). Sperm DNA hasarlarinin olusumunda baslica {i¢ 6nemli mekanizma
tizerinde durulmaktadir. Bunlardan ilki matiir (olgun) spermde anormal kromatin
paketlenmesi olup, yapilan calismalarda sperm DNA hasarlarinin ¢ogunun spermde
anormal kromatin paketlenmesine bagli oldugu gosterilmistir (39-41). Sperm DNA
hasarinin goriilmesine neden olan diger mekanizma, spermatogenez sirasinda hasarli germ
hiicresinin genetik havuzdan fonksiyonel olarak elimine olabildigi programli hiicre oliimii
olan apoptozisten, hasarli DNA’ya sahip spermatozoonlarin kagmasidir (42-44). Uciincii
mekanizma ise kotli semen kalitesine eslik eden, oOzellikle azalmis protaminasyon ve
disiilfid bag yapimu varliginda reaktif oksijen tiirevlerinin asir1 iiretilmesinin neden oldugu
sperm DNA hasaridir (45).

Sperm DNA fragmentasyon testleri ile fertil erkeklerin infertil olanlardan
ayirtedilebilecegini gosteren bircok kanit mevcuttur. DNA hasari, intrinsik (0rnegin
protamin eksikligi) veya ekstrensek (0megin sigara i¢ilmesi, infeksiyonlar, testikiiler
hipertermi, varikosel) sebeplerle olabilir. Eslerinde DNA hasar1 yiiksek olan ¢iftlerde dogal
gebelik potansiyeli daha diisiiktiir. Her ne kadar varikosel onariminin spontan gebelik

oranlarin1 iyilestirdigine dair net kanitlar bulunmasa da, varikoselektomi sperm
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parametrelerini (sayi, total ve progresif motilite) diizeltmekte, sperm DNA hasarin1 ve
seminal oksidatif stresi azaltmakta ve sperm ultramorfolojisini iyilestirmektedir. Bu konuda
yakin gelecekte daha iyi prediktif degeri olan yontemlerin gelistirilmesi beklenmektedir
(38).

2.4 Varikosel

Varikosel, testikiiler venlerdeki geri akimla karakterize, testikiiler venlerin ve pampiniform
pleksusun anormal tikanma sonucu genisleyip kivrilmasidir (46). Varikoselin olusum
sebebi ile ilgili olarak kesin olmamakla birlikte, muhtemelen venoz kapaklarin yetersizligi
veya yoklugu, kollateral damar veya inferior vena kava ile sol renal ven arasinda artmis
basin¢ gradientine bagli oldugu diisiiniilmektedir (47,48). Primer varikosel, internal
spermatik vendeki kapakciklarin dogumsal yetersizligi nedeniyle kanm spermatik korddan
pampiniform pleksusa geri akimiyla olusur. Sekonder varikosel ise spermatik venler
izerinde basing artisina neden olan karin i¢i ve periton arkasi patolojilerin birlikteliginde
karstmiza ¢ikar. Primer varikosel tiim popiilasyonun %15°ini, infertilite kliniklerine
basvuran erkeklerin %21-39’unu olusturmakta olup en sik tedavi edilebilen erkek infertilite
nedenidir (49,50). Varikosel genellikle tek taraflidir ve en sik sol tarafta goriiliir. Cift tarafh
da olabilir. Varikosel, testis yapisina zarar verici bir etki yapar ve testiste yapisal kiiciilme
ve islevsel zayiflama meydana gelir (51). Varikosel, sperm yapisini, sayisini, hareketliligini
olumsuz etkileyebilir. Her ikisi de farkli etki gosterebilmektedir. Bazen tiim sperm
parametrelerini etkileyebilecegi gibi, sadece sayi, sadece sekil veya sadece hareket
bozukluguna yol acabilmektedir. Baz1 durumlarda ise, varikosel olmasina ragmen sperm

tiretimi hic etkilenmeden tamamen normal devam edebilmektedir (52).

Varikosel fizik muayene bulgularina gére 1970 yilinda Dubin ve Amelar tarafindan yapilan
ve bugiin bile kullanilan sekilde siniflandirilir (14). Buna gore;

Evre 1. Sadece val salva manevrast ile palpe edilen varikosel.

Evre 2. Val salva olmaksizin dinlenme sirasinda ya da normal solunumla palpe edilen
varikosel.

Evre 3. Dinlenme aninda ya da normal solunumla palpe etmeye gerek olmadan gozle

goriilebilien varikosel (14).



3.GEREC VE YONTEM

Bu caligma, TYL-2013-4598 no’lu proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir ve Erciyes liniversitesi Etik Kurulundan onay

alinmustir.

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji poliklinigine basvuran kasik agrist,
infertilite, testislerde sisme gibi sikayetlerle gelen ve tetkikler sonucu varikosel tanis1 konan
40 hasta ve kontrol grubu olarak degerlendirilmek tizere saglikli kabul edilen 20 hastanin
sperm Ornekleri tizerinde yapilmistir. Calisma 3 gruba boliinerek degerlendirildi. Grup 1
saglikli erkek (n=20), grup 2 varikosel evre 1 ve varikosel evre 2 tanis1 almis erkekler
(n=20), grup 3 varikosel evre 3 tanis1 almis erkekler (n=20) seklinde belirlendi. Uc giinliik
cinsel perhizle gelen hastalardan semen &rnekleri toplandi. Orneklerin toplanmasinda steril
ve genis agizli plastik kaplar kullanildi. Ornekler 37°C’de etiivde 1 saat inkiibe edilerek
likefiye olmas1 saglandi. Semen likefiye olduktan sonra sayi, motilite, pH, morfoloji ve
DNA hasar yoniinden incelenmek iizere ayrildi. Ayni hastalardan biyokimya tiiplerine kan
ornekleri alinarak -80°C’de saklamak kosuluyla, biyokimyasal analizlerin yapilmasi igin

bekletildi.
3.1 Comet Yontemiyle Spermde DNA Hasarimin Belirlenmesi

Comet yontemi, alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip DNA
molekiillerinin elektriksel alanda farklh sekilde gb¢ etmeleri esasma dayanir. Mikroskop
lam1 {izerindeki agaroz jel icine gomiilen hiicreler, zarlarin parcalanip ¢ekirdekte bulunan
stiperkoil DNA’nin serbestlesmesi i¢in lizis islemine tabi tutulur. Alkali ortamda siiperkoil

yapinin gevseyerek agilmasi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi saglandiktan sonra uygulanan
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elektroforezde kirilmig DNA zincirleri anoda dogru gocerek bir kuyruklu yildiz goriintiisii
olusturur. Kuyruk uzunlugu, bas, ve kuyruktaki floresans yiizdesi, kuyruk momenti gibi
cesitli parametreler belirlenerek hasar boyutu hesaplanir. Kuyruktaki % DNA floresansi,
DNA zincir kingi sikligi ile dogru orantihidir.

Diliie edilmis semen Ornekleri +4°C’de de 10 dakika 300 g de santrifiij edildi. Siipernatant
kismi atild1 ve geriye kalan sperm hiicreleri fosfat buffer salin (PBS) ile yikandi. Spermde
DNA hasar, yiiksek alkali sartlarda tek hiicre jel elektroforez (comet) kullanilarak
arastirilldi. Kisaca, her bir mikroskop lam1 PBS de hazirlanmis % 1°lik normal erime noktali
agarozla kaplandi ve oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra, ilk katin iistiine 37°C’de %
0,7°1ik diisiik erime noktali agarozun 100 ml ile 10 ml hiicre siispansiyonu karistirildi ve
birinci katin iizerine yayildi. Lamlar +4°C’de buz akiisiiniin tizerinde 5 dakika katilagsmaya
birakildi. Lameller lamlardan kaldirildi, taze hazirlanmis soguk lizis ¢ozeltisinde (2.5 M
NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100, %10 DMSO ve 40 mM
dithiothereitol, pH:10) 1 saat +4°C’de lize edildi. Daha sonra lizis ¢ozeltisine 100 mg/ml
proteinase K (Sigma) eklenerek, lamlar 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Lamlar lizis
cozeltisinden alindi, yatay elektroforez tanki taze hazirlanmis elektroforez tamponu (300
mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH: 13) ile dolduruldu ve lamlar yerlestirildi, DNA sarmalinin
coziilmesi i¢in 20 dakika bekletildi. 8°C’de 12 V-250 mA’ de 20 dakika elektoroforez
uygulandi. Daha sonra lamlar alkali iyon ve deterjanlarin uzaklastirilmasi i¢in notralizasyon
cozeltisi (0.4 M Tris, pH 7.5) ile yikandi. Notralizasyondan sonra 50 ml etidyum bromid (1
mg/ml) ile boyandi ve lamelle kapatildi. Biitiin islemler DNA hasarini 6nlemek igin
karanlikta uygulandi. Goriintiiler floresan mikroskop (Olympus, BX51, Japan) kullanilarak
100X biiyiitmeyle c¢ekildi. Rastgele se¢ilmis 100 hiicre goriintiisii Comet Assay Software
Project (CASP-1.2.2, Windows 2010) ile analiz edildi. Hasar sperm basindan go¢ etmis,
comete neden olan kirilmis DNA kuyrugundan belirlendi, kuyruklu hasarli, kuyruksuz

hasar gérmemis olarak diistiniildii.

3.2 Enzim Aktivitelerinin Tayini: Biyokimyasal analizler icin tiim olgulardan EDTA’l1
tiiplere alinan kan Ornekleri santrifiij edilerek -80°C’de calisma giiniine kadar saklandi.

Tiim 6l¢iimler Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya A.D’ da yapildu.
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3.2.1 Malondialdehit (MDA) Tayini: Standartlar CAYMAN Tbars Assay kit
protokoliinde belirtildigi gibi hazirlandi. Kan 6rneklerinin plazma kisimlar1 cam tiiplere
alinarak numaralandirildi. Ayrica 8 cam tiip standartlar icin numaralandirilarak hazirlandi.
Her bir tiitbe 100 pl 6rnek ya da standart ardindan Tiyobarbitiirik asit-sodyum dodesil siilfat
(TBA-SDS) soliisyonu eklenerek vortekslendi. Uzerlerine 4 ml renkli reaktif eklenerek
tiipler, bir saatligine kaynayan suda bekletildi. Bir saat sonunda reaksiyonun durdurulmasi
icin buz iizerinde 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipler, 10 dakika 1600 g’de
+4°C’de santrifiij edildi ve ardindan her bir kuyucukda 150 ul olacak sekilde pipetlendi.
540 nm dalga boyunda abzorbans 6l¢iimleri yapilarak degerler kaydedildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. MDA standartlarindan elde edilen grafik.

3.2.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini: Standartlar CAYMAN Siiperoksit
dismutaz kit protokoliinde belirtildigi gibi hazirlandi. Her bir kuyucuga sirasiyla, 10 pl
ornek ya da standart, 200 pl diliie edilmis Radikal detector son olarakda 20 ul diliie edilmis
Ksantin oksidaz (KO) eklenerek reaksiyonun baslamasi saglandi ve 20 dakika calkalayicida
oda sicakliginda inkiibasyon icin bekletildi. 460 nm dalga boyunda plate reader ile
abzorbans degerleri dl¢iildii (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. SOD standartlarindan elde edilen grafik.

3.2.3 Katalaz (KAT) Aktivitesi Tayini: Standartlar ve pozitif kontrol CAYMAN Katalaz
kit protokoliinde belirtildigi gibi hazirlandi. Her bir kuyucuga 20 pl 6rnek, 30 ul methanol
ve 100 pul diliie edilmis assay buffer eklendi. Biitiin kuyucuklara hidrojen peroksit (H,O,)
eklenerek reaksiyonun baslamasi saglandi. 20 dakika oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe
edildi. Reaksiyonu durdurmak icin 30 pl potasyum hidroksit (KOH) eklendi ve ardindan 30
ul katalaz purpald her bir kuyucuga eklenerek, 10 dakika inkiibasyon i¢in oda sicakliginda
bekletildi. 10 pl katalaz potasyum periodat eklendi ve 5 dakika calkalayicida oda
sicakliginda inkiibe edildi. 540 nm dalga boyunda plate reader ile abzorbans degerleri
olcildii (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. KAT standartlarindan elde edilen grafik.

3.3 Anilin Mavisi boyamasi

Diliie edilmis semen ornekleri +4°C’de 10 dakika 300 g’de santrifiij edildi. Siipernatant
atild1 ve geriye kalan kisim PBS ile yikandi. Yikanan 6rneklerin her birinden 5 pl lama
damlatilarak yayma preparatlar hazirlandi ve havada kurutuldu. Her bir preparat PBS
icerisinde diliie edilmis %3 yogunlukta gluteraldehit ile tespit edildikten sonra havada
kurutuldu. Ardindan 5 dakika %35 akoz anilin mavisi soliisyonu (pH=3.5) ile boyand1. Her
lamda 100 sperm hiicresi 151k mikroskobunda x100 biiyiitmede degerlendirildi. Koyu mavi
boyanmis sperm niikleuslari anilin mavisi (+), boya almamis spermler anilin mavisi (-)

olarak degerlendirildi.

3.4 Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyamasi: Diliie edilmis semen 6rnekleri +4°C’de 300
g’de santrifiij edildi. Stipernatant atild1 ve geriye kalan kisim PBS ile yikandi. Yikanan
orneklerin her birinden 5 pl lama damlatilarak yayma preparatlar hazirlandi ve havada
kurutuldu. Her bir preparat PBS icerisinde diliie edilmis %3 yogunlukta gluteraldehit ile
tespit edildikten sonra havada kurutuldu. Ardindan 5 dakika periyodik asit ile muamele
edildi. Preparatlar distile suda yikandiktan sonra Schiff ¢ozeltisinde 15 dakika bekletildi
ardindan ¢esme suyunda yikanarak 8 dakika hematoksilen ile boyandi. Cesme suyunda
yikandiktan sonra havada kurutuldu. Her lamda 100 sperm hiicresi 151k mikroskobunda

x100 biiyiitmede degerlendirildi.
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3.5 istatiksel Analizler: Veriler IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk,
New York, ABD: IBM Corp.) istatistik paket programinda degerlendirildi. Ozet istatistik
olarak birim sayis1 (n), ylizde (%), ortalama%standart sapma (¥ * 55 ), medyan, birinci ve
liciincii ¢ceyreklik [Medyan(Q;-Q3)] degerleri verildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilimi
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirmalar normal dagilim
gosteren degiskenlerde Tek Yonlii Varyans Analizi, fark bulunmasi durumunda c¢oklu
karsilagtirmalar1 ise Tukey testi ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerde
gruplar arast karsilastirmalar Kruskal-Wallis Analizi, fark bulunmasi durumunda ¢oklu
karsilagtirmalarn ise nonparametrik Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1 DNA Hasar Tayini (Comet Assay)

Yapilan ¢aligmada, varikosel olgularinda sperm hiicresi DNA’sinda meydana gelen tek ve
cift iplik kirilmalarin1 belirlemek i¢in alkali comet teknigi kullanildi. Bas uzunlugu (length
head), kuyruk uzunlugu (length tail), comet uzunlugu (length comet), basta % DNA (head
DNA) ve kuyrukta % DNA (tail DNA) parametreleri CASP (Comet Assay Software
Project-1.2.2) kullanilarak analiz edildi. Hasar, hiicre basindan go¢ etmis comete neden
olan kirilmis DNA kuyrugundan belirlendi. Kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans
yiizdesi, kuyruk momenti gibi ¢esitli parametreler belirlenerek hasar boyutu hesaplandi.
Kuyruktaki % DNA floresansi, DNA zincir kirigi siklig1 ile dogru orantili oldugu kabul
edildi (Sekil 4.6).

Varikoselin biitiin evrelerinde grup 1’e gore comet parametrelerinde (L head, L Tail, L
comet, tail DNA) artis gozlendi ve gruplar arasi comet parametreleri degerlendirildiginde

en fazla artis varikosel evre 3 olarak tespit edildi.

Grup 1, grup 2 ve grup 3 ile karsilastirildiginda; grup 2 ve grup 3 comet parametrelerinde
grup 1’e gore artis gozlemlendi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Grup 2 ve
grup 3 kendi aralarinda karsilastirlldiginda grup 3 comet parametrelerinde grup 2’ye gore

istatistiksel olarak anlamli artis gézlemlendi (p<0,001) (Tablo 4.1).



Tablo 4.1 Gruplar arasi comet parametrelerinin karsilagtiritlmasi.
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Gruplar L Head L Tail L Comet Head DNA Tail DNA
pum pum pum (%) (%)
Ortalama = SS | Ortalama = SS | Ortalama = SS | Ortalama + SS Ortalama + SS
Grup 1 (n=20) 84+18 7£3 91+18 9543 4+1
Grup 2 (n=20) 83+15 12+4 95+16 9045 9+4
Grup 3 (n=20) 87+16 19+7 106+17 7848 2248
p 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

L Head degeri, gruplar aras1 karsilastinnldiginda grup 3 L Head degeri, istatistiksel olarak

anlaml olacak sekilde diger gruplara gore daha yiiksekti (p<0,001). Grup 1 ve grup 2

karsilastirlldiginda aralarinda sayisal bir fark olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi (p=0,348) (Tablo 4.1) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplar arasi1 L. Head degerinin karsilastirilmasi.

Gruplar aras1 L Tail (Sekil 4.2), L Comet (Sekil 4.3), Tail DNA (Sekil 4.4) degerleri

karsilastinnldiginda grup 1°de en diisiik, grup 3’te en yiiksek olarak degerlendirildi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.2. Gruplar arasi L Tail degerinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.3. Gruplar aras1 L Comet degerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.4. Gruplar aras1 Tail DNA degerinin karsilastirilmasi.

Head DNA degeri gruplar arasi karsilastirildiginda grup 1°de en yiiksek, grup 3 de en diisiik
olarak degerlendirildi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Tablo 4.1).
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Sekil 4.5. Gruplar arast Head DNA degerinin karsilastirilmasi.
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C

Sekil 4.6. Gruplar arasi sperm comet goriintiileri A) Grup 1 (Kontrol Grubu) B) Varikosel
evre 1 C) Varikosel evre 2 D) Varikosel evre 3 (Etidyum bromid boyama, x100).

4.2 Serumda Biyokimyasal Analizler

Olgulardan alinan kan 6rneklerinin plazmasinda oksidan/antioksidan durumunun gostergesi
olarak KAT ve SOD aktiviteleri, lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri
olciildii. Olciim sonuclart Tablo 4.2°de verildi. P<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Tablo 4.2. Gruplar aras1 enzim parametrelerinin karsilastiriimasi.

Gruplar MDA KAT SOD
(UM) (nmol/ml) (linite/ml)
Ortalama + SS Ortalama + SS Ortalama + SS
Grup 1 (n=20) 1749 25+11 0,2+0,1
Grup 2 (n=20) 75 £32 442 0,06+0,03
Grup 3 (n=20) 118 +52 241 0,02+0,01
p 0,01 0,01 0,01

4.2.1 Serumda MDA Diizeyleri

Kan 6rneklerinin serumlarinda lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri
Olciildii. MDA diizeyleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.7°de gosterildi. Gruplar arast serum MDA
diizeyleri karsilastirlldiginda, grup 3 MDA diizeyi grup 1 ve grup 2 ile karsilastirlldiginda
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksekti (p<0,01). Grup 2 MDA diizeyi
diger gruplarla karsilastirildiginda grup 1°den yiiksek, grup 3’ten diisiiktii ve sonuclar
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01).
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Sekil 4.7. Gruplar arast MDA diizeyleri.
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4.2.2 Serumda KAT Aktivitesi

Kan orneklerinin serumlarinda oksidan/antioksidan gostergesi olarak KAT aktiviteleri
Olciildii. KAT aktiviteleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.8’de gosterildi. Grup 1 diger gruplarla
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksekti (p<0,01). Grup
2, grup 1 ve grup 3 ile karsilagstinnldiginda; Grup 1’den istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde daha diisiiktii (p<0,01) , grup 3’ten sayisal olarak daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,302). Grup 3, grup 1 ve grup 2 ile
karsilastirnlldiginda, grup 1’den istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha diisiiktii
(p<0,01), grup 2’den sayisal olarak daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml

bir fark yoktu (p=0,302).
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Sekil 4.8. Gruplar aras1 KAT aktiviteleri.
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4.2.3 Serumda SOD Aktivitesi

Kan orneklerinin serumlarinda oksidan/antioksidan gostergesi olarak SOD aktiviteleri
oOlciildii. SOD aktiviteleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.9’da gosterildi. Grup 1, grup 2 ve grup 3 ile
karsilastirnlldiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksekti (p<0,01). Grup
2, grup 1 ve grup 3 ile karsilagstinnldiginda; Grup 1’den istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde daha diisiiktii (p<0,01) , grup 3’ten sayisal olarak daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,530). Grup 3, grup 1 ve grup 2 ile
karsilagtirlldiginda, grup 1’den istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha diisiiktii
(p<0,01), grup 2’den sayisal olarak daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml

bir fark yoktu (p=0,530).
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Sekil 4.9. Gruplar aras1 SOD aktiviteleri.

4.3.Sperm Morfoloji Degerlendirilmesi
4.3.1 Anilin Mavisi Boyamasi

Bu calismada kromatin kondensasyon anomalisi saptamada anilin mavisi boyamasi tercih
edilmistir (59). Zayif kromatin paketlenmesi ve muhtemel DNA hasart infertilite ile

iligkilidir. Koyu mavi boyanan spermler (anilin mavisi +) kondensasyon anomalisi pozitif,
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boya almamis spermler (anilin mavisi -) normal olarak degerlendirildi. Spermlerin
morfolojileri net olarak degerlendirilebildi. Buna gore grup 2 ve grup 3 spermlerde amorf
hiicre gorlinlimii, immatiir germ hiicre sayilarinda artis ve incelmis form artmasi1 gibi
durumlar gosterilmistir. Ozellikle incelmis form morfoloji yiizdesi fazladir (Sekil 4.10 ve

4.11).

Yaptigimiz ¢alismada anormal morfolojideki spermlerin, anilin blue ile boyanma miktari,
normal morfolojideki spermlerin boyanma miktarindan oldukc¢a fazlaydi (Sekil 4.12).
Ayrica bazi morfolojik formlarla (sitoplazmik droplet, kiiciik akrozomlu ve akrozomsuz
spermler, incelmis form spermler) kondensasyon anomalisinin pozitif korelasyon gosterdigi
saptanmugtir. Grup 1’de, normal sperm morfoloji ortalamas1 %14, grup 2’de %6, grup 3’te
ise % 4’un altinda idi. Buna paralel olarak anormal morfolojili spermin daha fazla sayida
bulundugu grup 3’teki boyanma yiizde orani, grup 2’ye oranla fazla bulundu. Anilin mavisi
boyalart ile yapilan 151k mikroskopi degerlendirmesinde, sperm basi yapisindaki
anomalilerin, kondensasyon defektlerinin ve DNA hasarlarinin oranlarin1 grup 1’e gore
grup 3 ve grup 2’de daha fazla belirledik. Elde ettigimiz goriintiilerde grup 2 ve grup 3’te

epitel pargalarinin yogun olarak bulundugu gézlemlendi.
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Sekil 4.10. A) Grup 1 (kontrol grubu), normal (anilin mavisi -, boya almamig) spermler B) Grup 2
(varikosel evre 1-2) normal (anilin mavisi -, boya almamis) sperm C) Grup 2 kiigiik bag form,
kondensasyon anomalisi olan (anilin mavisi +, koyu mavi) sperm, * epitel parcalari D) Grup 2
incelmis form, anilin mavisi (+) sperm (Anilin mavisi, x100).
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Sekil 4.11. Grup 3 (Varikosel evre 3) sperm hiicreleri A) Anormal morfoloji, kondensasyon
anomalisi olan sperm hiicresi B) Anormal morfolojili, kondensasyon anomalisi olan spermler, *
epitel parcalart C) Anormal morfolojili, anilin mavisi (+) spermler, * epitel parcalar1 D) Incelmis
form, anilin mavisi (+) sperm hiicresi (Anilin mavisi, x100).
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4 e
VRN

Sekil 4.12. Hasta gruplarinda gozlemlenen anormal morfolojili, kondensasyon anomalisi olan anilin
mavisi (+) spermler A - B Varikosel evre 1 C - D Varikosel evre 2 E - F Varikosel evre 3 (Anilin

mavisi, x100).
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4.3.2 Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyamasi

Sperm membraninin yapist protein, lipid ve karbonhidratlar olmak iizere 3 esas yapi
elemanindan meydana gelen lipoglikoproteinlerden olusmustur. Calismamizda, glikojen
icerigindeki degisim, glikozaminoglikan tabakasi ve sperm morfolojisi yoniinden gruplar

arasinda PAS yontemiyle herhangi bir farklilik bulunup bulunmadig1 amagland.

Elde ettigimiz bulgulara gore; Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 boyanma Ozelliklerine gore
karsilastirildiginda sperm hiicresinin boyanma miktar dikkate alind1 ancak gruplar arasinda

anlamli bir korelasyon saptanmamustir (Sekil 4.13).

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 4.13. Gruplar arasi sperm hiicreleri, Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamasi, x100



S.TARTISMA VE SONUC

Pleksus pampiniformisin dilatasyonu olarak bilinen ve zamanla testikiiler fonksiyonlarda
bozulmaya yol acabilen varikosel, infertilitenin cerrahi olarak diizeltilebilir en sik
nedenidir. Tedavide acik cerrahi teknikler (inguinal, subinguinal, yiiksek ligasyon, skrotal
yaklasim), laparoskopik varikoselektomi, embolizasyon ve skleroterapi gibi girisimsel
radyolojik teknikler kullanilmaktadir (52,53). Uygulanan bu tedavi yaklagimlarinin
avantajlart ve dezavantajlart olmakla beraber, varikosel evre 3 teshisi konan hastalarda
cerrahi tedavi yontemleri tercih edilirken, evre 1 ve evre 2 varikoselli hastalara genellikle

miidahale edilmemektedir (53).

Literatiirde varikosel ve sperm DNA hasarina yonelik bir¢ok calisma mevcuttur. Erkekte
DNA Kkalitesi Ureme yetenegi ile esdegerdir. DNA hasarli sperm, fertilizasyon
gerceklestirebilir ancak andploidi orami yliksek embriyo olusumu; erken donem gebelik
kayiplari, epigenetik degisimlere bagli olarak metabolik hastalik riski, ¢ocukluk cagi
kanserleri gibi problemler halen arastirma konularini olusturmaktadir (54). Yapilan
calismalar, varikoselin semen parametreleri iizerindeki etkisini, sperm DNA’sinda anlaml
bir hasara sebep oldugunu, testis Sertoli ve Leydig hiicrelerinin yapisini1 bozarak hormonal
harabiyete yol actigini, ROS diizeylerindeki artisa ve dogrudan oksidatif hasara neden
oldugunu gostermistir (14). Biz caligmamizda bu bilgiler 1s18inda farkli varikosel’in farkli
evrelerindeki infertil hastalar ile normal saglikli erkeklerin karsilastirildiglr gruplarda,

oksidatif stres diizeyini tayin ederek sperm morfoloji ve niikleer DNA hasarini arastirdik.

Varikoselin sperm DNA’sina etki mekanizmas: giiniimiizde hala tam olarak bilinmemekle
birlikte bu konuda pek c¢ok teori ileri siiriilmektedir. Yapilan caligmalarda varikoselli
olgularda skrotum yiizey 1silarinin varikoseli olmayanlara gore daha yiiksek oldugu

gosterilmistir.  Varikosel patolojisi bulunan erkek olgularda varikoseli bulunmayan
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oligoazoospermiklere gore intraskrotal 1s1 0.6°C daha fazla bulunmustur (55). Benzer pek
cok calismada bu durumun ortaya konuldugu goriilmektedir. Yine de bu konuda heniiz
kanit diizeyi yiiksek caligmalarin olmadigi goriilmektedir. Bununla ilgili yapilan bir
calismada skrotal 1s1 artist ile testis voliimiiniin ters Kkorelasyon gosterdigi ve
varikoselektomi operasyonu sonrasi 1s1 artisinin diizenlendigi ve testis voliimiiniin arttig1
bildirilmistir (14). Yapilan pek ¢ok hayvan caligmasinda 1s1 ve testikiiler histolojideki
degisikliklerin iliskisinin incelendigi goriilmektedir. Artan skrotal ve intratestikiiler 1sinin
hangi mekanizma ile spermatogenezi bozdugu tam olarak bilinmemekle birlikte seminifer
tiibiil ve Leydig hiicre diizeyinde niikleer DNA ve RNA baglayici proteinlerde direkt termal
hasar sonucu spermatogenezin etkilendiginden kuskulanilmaktadir. Bununla iliskili olarak

kisa donemde Sertoli ve Leydig hiicre fonksiyonunun bozulmadig diisiiniilmektedir (56).

Varikosel patolojisine ikincil olarak artan vendz basing artisinin testis kan akimini
etkileyebilecegi belirtilmistir. Camoglio ve arkadaslart (57) yaptiklart deneysel bir
calismada varikosel olusturulmus ratlarda kontrol grubuna gore adenin niikleotid
konsantrasyonunun azaldigmi ve NAD-sitokrom-c rediiktaz aktivitesinin diistiiglinii
gostermiglerdir. Artan vendz basing intratestikiiler onkotik ve hidrostatik basing¢larda artisa
neden olarak parakrin mekanizmay1 bozarak hormon salinimini degistirebilir. Varikosele
baglh infertilite ya da spermatogenez bozuklugunda diger bir faktoriin renal venden ve
adrenal yapilardan testise olan reflii ile kan akiminin azalmasi ya da hipoksi durumlari
olarak ileri siiriilmektedir. Varikoselli erkeklerin yaklasik %50’sinde sol spermatik vende
retrograd kan akiminin oldugu bildirilmektedir. Venografik ¢alismalarda venoz refliideki
artis belgelenmistir. Buna gore calismalarda varikoselli olgularda bobrek ve adrenalden
katekolaminler, prostoglandin E ve F gibi metabolitlerin yiiksek konsantrasyonda refliisii
sozkonusu olabilmektedir (56). Cohen ve arkadaslarinin (57) yapmis oldugu calismada,
varikosel cerrahisi sirasinda testikiiler geri akimimn oldugu venlerden alman kandaki
katekolamin diizeyinin periferik venden alinan kandaki katekolamin diizeyinden 3 kat daha
fazla oldugu kontrol grubunda ise 1.5 kat daha fazla oldugu ortaya konulmustur. Venlerdeki
bu artmis katekolamin ters akim sistemi yolu ile pleksus pampiniformis diizeyinde
testikiiler arterlere gecerek arterlerdeki noradrenalin diizeyini arttirmakta ve arteriyollerde

buna bagl olusan vazokonstriiksiyon testikiiler hipoksiye katkida bulunmaktadir. Bu
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durumum dolayli olarak DNA hasarina sebep olacagi bildirilmistir.

Varikosel patolojisine bagli olarak otoimmiin reaksiyonla ya da akrozom reaksiyonunun
bozulmasina bagl olarak sperm fonksiyonlarmin bozulabilecegi de belirtilmistir (58).
Giiniimiizde oksidatif strese ikincil olarak artan reaktif oksijen radikallerinin hiicrelerde
lipid peroksidasyonuna yol acarak hasar olusturdugu bilinmektedir. Bu reaktif oksijen
radikallerinin hedefi hiicre membranindaki doymamis yag asitleri olup, bu yapilarin
bulundugu her hiicreyi etkileyebilmektedirler. Sperm membrant da doymamis yag
asitlerinden zengin oldugu i¢in varikosel patolojisine bagli olarak artan reaktif oksijen
radikallerinin sperm yapisin1 bozabilecegi belirtilmistir (59). Koksal ve arkadaglari (60)
yaptiklart deneysel c¢alismada varikosel modeli olusturulmus ratlarda reaktif oksijen
radikallerinin normal populasyondan daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Sol
varikoseli olan olgularin incelendigi klinik bir calismada, ROS’un varikosel ile arttig1 ve
buna bagli olarak DNA fragmantasyonunda bir artis oldugu bildirilmistir (61). Benzer
sekilde Allamaneni ve arkadaslarni (62) varikosel evre 3’tn evre 1 ve 2 ile
karsilastirlldiginda seminal ROS seviyelerinin anlamli olarak degerlendirildigini rapor
etmislerdir. Bir baska calismada Otiinctemur ve arkadaslar (63) varikoselin etki
mekanizmalarini arastirarak varikoseli olan erkeklerde serum, testis ve semende serbest
oksijen radikallerinin arttigini bildirmislerdir. Biz ¢calismamizda farkli varikosel evrelerdeki
olgularda ROS ve antioksidan parametrelerini degerlendirdik. Bizim sonuglarimiz
Allamaneni ve ark.’nmin verileriyle uyumludur. Varikosel derecesi arttikca ROS
parametrelerinin arttig1, antioksidan seviyelerinin ise anlamli bir sekilde azaldigim
gosterdik. Grup 1 diger gruplar ile karsilastinnldiginda MDA seviyesi daha diisiik, KAT ve
SOD aktiviteleri ise daha yiiksek bulunmugtur. Grup 2 ve 3 kendi aralarinda
karsilastirildiginda grup 3’te MDA seviyesi anlamli derecede grup 2’den yiiksek , SOD ve
KAT aktiviteleri ise diisiik olarak tespit edilmistir. Bu biyokimyasal bulgular, grup 2 ve
grup 3’te oksidatif hasara bagli DNA hasarinin gostergesidir.

Yapilan calismalarda hiicrelerin membraninda “Fas” ve “Fas ligand” olarak bilinen hiicre
Olumii sinyallerini kontrol eden spesifik membran reseptorlerinin bulundugu ve
immiinohistokimyasal olarak Fas’in germ hiicrelerinde, Fas ligand’in ise Sertoli

hiicrelerinde oldugu ortaya konulmugstur (64). Fas, Fas liganda baglandigi zaman hiicre
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membraninin i¢ kisminda bulunan procaspas-8’i aktive eder ve aktive caspas-8, diger
kaspazlar gibi apoptozisi kontrol eden caspas-3’ii aktive eder. Niikleer seviyede ise
apoptozisi kontrol eden p53 ve pro-apoptotik Bax ve anti-apopitotik Bcl-2 geni
bulunmaktadir. p5S3 geni, tiimor siipresor bir gen olup DNA hasarina yanit verir ve gegici
olarak hiicre siklusunu G1 fazinda durdurarak DNA tamiri i¢in yeterli siireyi saglar (65).
DNA hasan geri doniisiimsiiz ise pS3 Fas reseptorlerini ve Fas genini aktive ederek hiicre
Olimiinii baglatir. Bcl-2 ise mitokondriden sitokrom-C salinimini stimiile veya inhibe
ederek apoptozisi baglatabilir veya inhibe edebilir. Bu enzimin varlig1 caspas-9’u stimiile
eder, bu da apoptozis yolaginin bir parcasi olan caspas-3’ii stimiile eder (66). Ishikawa ve
arkadaslar1 (67) Fas’a bagimli apoptozisin blokorii olan “soluble- Fas” (s-Fas)’in seminal
plazma icindeki konsantrasyonunun ol¢iildiigii bir caligmada, oligospermisi olan varikoselli
hasta grubunda s-Fas miktarinin azalmis oldugunu ve bunun da apoptozisi artirarak sperm

parametrelerinde bozukluklar ile dolayli olarak DNA hasarina yol actigin1 gdstermislerdir.

Yukarida sayilan patolojilere bagli olarak sperm morfolojisinde ve testikiiler histolojide
degisiklikler ortaya konulmustur. Buna gore spermlerde amorf hiicre goriiniimii, immatiir
germ hiicre sayilarinda artis ve incelmis (elonge) form artmasi gibi durumlar gosterilmistir.
MacLeod ve arkadaglarn (68) tarafindan varikoselli olgularin %90’indan fazlasinda
saptanan artmis immatiir hiicreler ile incelmis formun olmasi stres paterni olarak
tanimlanmustir. Varikoselli hastalar iizerindeki diger c¢alismalarda, sperm morfolojileri
normal ve anormal morfoloji seklinde bir biitiin olarak ele alinmis ve degerlendirmeler
buna gore yapilmistir. Avci ve arkadaslar’'min (69) calismasinda morfoloji  ve
kondensasyon degerlendirmesi i¢in en giivenilir ve pratik yontemin anilin mavisi boyamasi
oldugu rapor edilmistir. Sperm kromatin hasarinin bir problem olarak goriilmesi gerektigini
savunan bir¢cok calisma vardir. Ngo ve arkadaslart (54) ¢ok sayida c¢alisma ile sperm
kromatin hasarinin fertilite ile olan iliskisini gdstermistir. Yaptiklar bir ¢alismada kromatin
hasarli babalardan dogan c¢ocuklarda dogum defektlerinde artis riski oldugunu
bildirmislerdir. Hooiveld ve arkadaslar1 (70) yaptiklar1 ¢calismada kimyasal boyalara maruz
kalan erkeklerin spermlerinde anormal kromatin paketlenmesi oldugunu ve cocuklarinda
meydana gelen dogumsal defektleri gOstermislerdir. Ji ve arkadaslari (71) sigara icen

erkeklerde sperm kromatin hasari oldugunu ve cocuklarinda ¢ocukluk c¢agi kanserlerin
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artisgin1 gostermislerdir. Biz de bu calismalardan yola cikarak anilin blue boyamasi ile
morfoloji ve kromatin kondensasyon degerlendirmesini birlikte yaptik. Calismamizda bazi
morfolojik formlarla (sitoplazmik droplet, kii¢iikk akrozomlu ve akrozomsuz spermler,
immatiir spermler) kondensasyon anomalisinin pozitif korelasyon gosterdigini saptadik.
Bizim calismamiza benzer sekilde Cebesoy ve arkadaslari’nin (72) ¢alismasinda acridin
orange boyamasi uyguladiklar1 ICSI sperm 6rneklerinde sperm morfolojisi ile kromozom

yapisi arasinda net bir iligski oldugu bildirilmistir.

Sperm hiicresindeki DNA hasar1 ile sperm morfolojisi ve motilitesi gibi parametreler
arasinda bir iliski olup olmadigi, pek ¢ok arastirmaci tarafindan arastirilmistir. Saleh ve
arkadaslar (73) yaptiklart ¢calismada sperm DNA’sindaki hasarin lireme ilizerine olumsuz
etkisi oldugu sonucuna varmiglardir. ROS’un sebep oldugu DNA hasart hiicrelerin
apoptozisini hizlandirmaktadir. Bu da infertiliteye sebep olan sperm sayisinin azalmasi ile
ilgili olarak, tireme biyolojisi iizerine olumsuz bir etki yapmaktadir. Bir¢cok calismada
sperm morfoloji degerlendirilmesinin infertilite sebebini belirlemede yetersiz oldugu
bildirilmistir. Bu sebeple son yillarda sperm DNA hasarini1 belirlemek icin farkli yontemler
tercih edilmektedir. Buna karsin bazi ¢alismalarda ise sperm DNA hasarmin tespiti i¢in
kullanilan yoOntemlerin sperm morfolojik degerlendirmesinde bir istiinliigii olmadig:
savunulmaktadir (74). Biz ¢calismamizda sperm morfolojisi ile sperm DNA hasarini birlikte
degerlendirdik ve aralarinda pozitif bir korelasyon oldugu kanaatindeyiz. Ying-Jun Wang
ve arkadaslart (75) 1963’den Agustos 2011°e kadar yayinlanmis olan, varikosel ve DNA
hasar1 arasindaki iligkiyi inceleyen birbirinden bagimsiz 83 c¢alismanin tarandigl bir meta
analiz ile sperm DNA hasarmi belirleyen en etkili yontemlerin, TUNEL, Comet assay ve
sperm kromatin yapisi tayini (SCSA) oldugunu gostermislerdir. Simon ve arkadaglar (76)
yaptiklar1 bir calismada sperm DNA hasarinin embriyo kalitesini etkiledigi diisiincesiyle,
comet assay yontemini kullanarak infertil ¢iftlerde DNA hasari yoniinden spermatozoon
analizi yapmisglar ve 3 grupta siniflandirmiglardir: Diisiik hasar, orta hasar ve yiiksek hasar.
Ciftlerin infertilite sebepleri 3 grupta (erkek, kadin ya da agiklanamayan) siniflandirilmistir.
Her embriyo, iyi, orta ve kotii kalite olarak kategorize edilmis ve DNA hasarinin embriyo
kalitesi tlizerindeki etkisine bakildiginda, diisik DNA hasarina sahip spermatozoon

grubunun anlamh bir sekilde daha yiiksek, iyi kalitede embriyo yiizdesine sahip oldugunu
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gostermiglerdir. Biz de bu sebeple calismamizda varikoselin farkli evrelerindeki DNA
hasarin1 gostermek i¢in comet assay kullandik. Comet assay, basit, hizli, duyarli olmasi,
farkl1 hiicre tipleri ve DNA hasar cesitleri i¢in uygulanabilirligi, en 6nemlisi ise radyoaktif
isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar Ol¢timiinde siklikla tercih edilen bir
yontemdir (77). Calismamizin comet assay sonucglarina dayanarak; varikosel evre 1 ve 2
iceren olgularda beklenenden daha fazla sayida sperm hiicresinde DNA hasart oldugunu,
varikosel evre 3’lii olgularin sperm hiicrelerinin tamaminda yiiksek DNA hasar1 oldugunu
sOyleyebiliriz. Elde ettigimiz comet bulgulari, biyokimyasal parametreler ve morfolojik

degerlendirmeler ile uyumlu bulunmustur.

Sonug olarak, calismamizda varikoselin biitiin evrelerinde farkli derecelerde DNA hasar
tespit edilmistir ve varikosel teshisi konan hastalarda morfolojik incelemeler yani1 sira DNA
hasar analizi i¢cin comet assay gibi yontemlerin de prediktdr olarak kullanilabilecegi

kanaatindeyiz. Ancak bu konuda daha ¢ok preklinik ve klinik ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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3. Deneysel Hematoloji Kongresi & EBMT Highlight, Nevsehir, Tiirkiye, 2014

4. 1' Kok hiicre ve hiicresel tedaviler kongresi, Tiirkiye, 2014

S. 3 Uluslararas1 6grenci kok hiicre kongresi, Nevsehir, Tiirkiye, 2014

6. Elektro manyetik alanlar sempozyumu, Istanbul, Tiirkiye, 2013

7. 3.Ulusal deneysel hayvanlar bilim kongresi, Kayseri, Tiirkiye, 2013

8. 1'Educational Meeting on EBMT Highlight Symposium, Kayseri, Tiirkiye, 2013

STAJLAR

[zmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Kanser Genetik Laboratuvari, 2014 (Mart-
Nisan), [zmir

Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Androloji Laboratuvari, 2013-2014, Kayseri

3. Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Immiinoloji Laboratuvari, 2010-2011, Kayseri
SERTIFIKALAR
1. Pedagojik Egitim Sertifikas1, Erciyes Universitesi, Tiirkiye, 2012

4.

Arastirmacilar icin Deney Hayvanlari kullanim sertifikasi, Erciyes Universitesi,

Tiirkiye, 2013
Yogunlastirilmis Kok hiicre kursu-Erasmus, Erciyes Universitesi, Tiirkiye, 2013

Cryotome Egitim sertifikasi, Erciyes Universitesi, Tirkiye, 2014

DENEYIMLER

. Sekreter, Losemi, Lenfoma Hasta Ve Yakinlar1 Dayanisma, Egitim Ve Gelistirme

Dernegi
Sekreter, Deneysel Hematoloji Dernegi

Uye, Kok Hiicre Ve Hiicresel Tedaviler Dernegi



. Organizasyon komite iiyesi, 1 Educational Meeting on EBMT Highlight

Sempozyum
. Organizasyon komite iiyesi, 3. Uluslararas1 Ogrenci Kok Hiicre Kongresi

. Organizasyon komite iiyesi, Deneysel Hematoloji Kongresi



