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OZET

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore kisirlik, en az 12 ay boyunca korunmasiz cinsel
iliskiye girmesine ragmen hamile kalamama olarak tanimlanmaktadir. Ileri baba yas:
icin en yaygin olarak kullanilan smir, gebe kalma aninda 40 yas ve {istii olarak
tamimlanmaktadir. Calismalar, yaslanma ile oksidatif stres, DNA fragmantasyonu ve
spermde kromatin biitiinliigiiniin bozulmasi arasinda bir iliski oldugunu ortaya
koymaktadir.

Bu calismada; ileri baba yasinin oksidatif stres, DNA fragmantasyonu, kromatin
yapisit ve PARP protein ekspresyon diizeyleri tzerine etkileri incelenerek ileri baba
yast ile infertilite arasindaki iliskinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Infertilite nedeniyle tiip bebek merkezine bagvuran hastalardan 20 ileri yasa
sahip (>40 yas) ve 20 geng yasa sahip (<40 yas) erkekte Sperm Chromatin Structure
Assay (SCSA) ve Annexin V/Propidyum Iyodiir (PI) boyama yontemi ile DNA
fragmantasyonu; Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve Total Antioksidan Seviyesi (TAS)
analizi ile oksidatif durum; Toluidine Mavi boyamasi ile kromatin yapi ve
Immiinohistokimyasal analiz ile PARP ekspresyon seviyesi analizleri yapilmistir.

Calismamiz sonucunda ileri yastaki erkeklerde (>40) genc erkeklere (<40) gore
daha yiiksek seviyede sperm kromatin biitiinligii bozulmasi ve DNA fragmantasyonu
oldugu gozlemlenmistir. Buradan yola ¢ikarak ileri baba yasinin sperm DNA ve
kromatin yapisini bozabilecegi ve dolayisiyla infertiliteye neden olabilecegi sonucuna
ulasilabilmektedir. Ancak oksidatif stres ve PARP ekspresyonunda istatiksel istatiksel
olarak anlamli sonuglar gozlemlenmemistir. ileri baba yasmn infertilite etkileriyle

ilgili yapilacak daha ileri analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ileri baba yasi, Oksidatif stres, DNA fragmantasyonu,
Kromatin yapi, PARP.



SUMMARY

According to the World Health Organization, infertility is defined as the inability
to get pregnant despite having frequent unprotected sexual intercourse for at least 12
months. The most commonly used limit for advanced paternal age is defined as 40
years and above at the time of conception. Studies have shown that there is a
relationship between aging and oxidative stress, DNA fragmentation and disruption of
chromatin integrity in sperm.

In this study; it is aimed to investigate the relationship between advanced
paternal age and infertility by examining the effects of advanced paternal age on
oxidative stress, DNA fragmentation, chromatin structure and expression levels of
PARP protein.

DNA fragmentation rates were investigated by Sperm Chromatin Structure
Assay (SCSA) and Annexin V/Propidium lodide (PI) staining method; Total Oxidant
Level (TOS) and Total Antioxidant Level (TAS) analysis for oxidative status
determination; Toluidine Blue staining for chromatin structure determination and
Immunohistochemical analysis for PARP expression level in 20 older (>40 of age) and
20 young (<40 of age) men from patients who applied an I\VF center due to infertility.

As a result of our study, it was observed that older men (>40) had a higher sperm
chromatin integrity disruption and DNA fragmantation than younger men (<40). It can
be concluded that the advanced paternal age may disrupt the sperm DNA and
chromatin structure and thus may cause infertility. However, significant difference
results were not observed in oxidative stress and PARP expression. Further analyzes
are needed to clarify the effects of advanced paternal age on infertility.

Keywords: Advanced paternal age, Oxidative stress, DNA fragmentation,
Chromatin structure, PARP.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresinde bu silireci en giizel ve verimli sekilde
gecirmem konusunda bana destek olan, yardima ihtiyacim oldugu her zaman ulasip
danisabildigim, yapabilecegimin en iyisini yapmam konusunda beni cesaretlendiren,
bu siire¢ boyunca her asamada varliklarini hissettigim ve akademik hayatin yan1 sira
0zel hayatimda da rahatga sohbet edip tecriibelerinden yararlanabildigim ¢ok degerli
hocalarim sayin Prof. Dr. Asuman Demiroglu-Zergeroghu ve Dr. Ogr. Uyesi Seda
Karabulut’a sonsuz sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu stirecte birlikte diisiip el ele birlikte kalktigim, iyi ki birlikte bu yolda olduk
diyebildigim yol arkadaglarim Seyda, Can ve Melek’e tesekkiir ederim.

Sen yaparsin diyerek beni cesaretlendiren, bu siirecte destegini hep hissettigim,
sevgisiyle gelecege umutla baktiran nisanlim Turgay Akpolat’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu zorlu yiiksek lisans siireci dahil olmak {izere egitim hayatimda ve hayatimin
diger her aninda beni her daim cesaretlendiren, destekleyen ve bunu her zaman
hissettiren diinyanin en giizel kalpli insani olan hayattaki en iyi arkadasim canim
annem Nurhayat Yasar’a, bugiine kadar benim igin her seyin en iyisi ve en guzeli olsun
diye ugrasan diinyanin en caligkan insani olan canim babam Cevat Yasar’a ve
arkamda, sagimda, solumda varligin1 hep hissettigim en biiyiik destek¢im, bazen
kiigiik munzur kardesim ama aslinda agabeyim olan canimin i¢i Orhan Yasar’a
tesekkiir ederim.

Bu tez calismast G.T.U BAP 2021-A-101-10 tarafindan desteklenmistir,
tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica yiiksek lisans egitimim boyunca 2210-A Genel Yurt I¢i Yiiksek Lisans
Burs Programi 2021/1 kapsaminda tarafima burs destegi sagladigi i¢in TUBITAK a

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Infertilite; Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan giftlerin cesitli korunma
yontemlerinden herhangi birini kullanmadan en az bir yil boyunca diizenli olarak
iliskiye girmelerine ragmen gebeligin olusmamasi olarak tanimlanmaktadir [Zegers-
Hochschild et al., 2009]. Korunma yontemlerinden herhangi birini kullanmayan
ciftlerin yaklasik %15' bu durumdan etkilenmektedir [Sharlip et al., 2002]. Infertil
ciftlerin yaklasik %85'inin tanimlanabilir bir nedeni bulunurken; ciftlerin kalan
%15'inde de “agiklanamayan infertilite” bulunmaktadir [Carson and Kallen, 2021]. Bu
sorunun son yillara kadar kadin kaynakli oldugu diisiiniilmesine ragmen yapilan
caligmalarla tek tarafli bir durum olmadig1 ortaya ¢ikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan yapilan ¢ok merkezli bir ¢alisma, vakalarin %38'inde sorunun agirlikli
olarak kadinlardan kaynakli oldugunu, %20'sinde sorunun agirlikl1 olarak erkeklerden
kaynakli oldugunu, %27'sinde her iki partnerde de anormalliklerin bulundugunu ve
kalan %15'inde ise kesin bir infertilite sebebi belirlenemedigini ortaya ¢ikarmaktadir
[De Kretser, 1997].

Gliniimiizde c¢iftler cocuk sahibi olmayi otuzlu yaslarinin sonlarina kadar
geciktirmektedir. Bu durumda ciftlerin kariyer hedefleri, egitim siirelerinin uzamasi,
eskiye gore hayat beklentilerinin artmasi, yasam sartlari ve ekonomik sartlar ile dogum
kontrol yontemlerinin kullanilmas1 gibi sebepler ¢ocuk sahibi olma yasini
yukseltmektedir [Kervancioglu Demirci vd., 2020]. Bunlarin yani sira, gebe kalmaya
yonelik geleneksel yontemler basarili olmazsa gelisen tiip bebek tedavisinin imdada
yetisecegine dair gilivence ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olmayi geciktirme egilimiyle
sonuglanmaktadir [Kovac et al., 2013].

Biyolojik saat nedeniyle kadinlarda 50 yasin iizerinde fertilite oran1 oldukga
diisiikken; erkeklerde sperm ve androjen tiretiminin dmirleri boyunca siirmesi ve 50
yasin istinde de baba olabilmesinden dolay:r fertilite smirmin belirlenmesi
zorlagmaktadir [Kervancioglu Demirci vd., 2020]. Bu nedenle ileri anne yasinin
infertilite ile olan iliskisi, iler1 baba yasmin infertiliteyle olan iligkisinden daha acik
olmakla birlikte, giinimiizde ileri baba yasi arastirllmaya devam edilmektedir
[Yildirim vd., 2020]. Kadinlarda otuzlu yaslarinin sonlarina dogru oosit tiretiminde
kayda deger bir diisiis meydana gelirken, yasin spermatogenez uzerindeki etkisi daha

az tanimlanmaktadir. Kadinlar, ¢ocuk sahibi olmalarinin dogal bir sinir1 oldugunu
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yillardir bilmektedirler. Erkeklerde ise ¢ocuk sahibi olma konusunda bilinen bir yas
siir1 bulunmamakta ve ileri babalik yasinin etkileri tam olarak anlasilamamaktadir
[Kovac et al., 2013].

Ileri baba yas1, infertilite ve diger iireme riskleriyle alakali olup heniiz tanimi
icin bir fikir birligi bulunmamaktadir. Ileri baba yas1 i¢in Amerikan Tibbi Genetik
Koleji ve diger topluluklar tarafindan en sik kullanilan sinir, gebe kalma aninda 40 yas
ve {istii olarak tanimlamaktadir [Brandt et al., 2019]. ileri baba yasinin evrensel bir
tanimi1 ve kesin bir yas siir1 olmamasindan dolay1 bu konuda ¢alisma yapilmasi zor
bir hale gelmektedir. Bu nedenle ileri baba yasina dayali daha fazla veri toplamaya,
kilavuzlara ve sonug arastirmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir [Kovac et al., 2013].

Yapilan arastirmalarin cogu erkek yasinin infertiliteye neden olmadig1 yoniinde
bir sonug vermesine ragmen [Dain et al., 2011], 6zellikle son zamanlarda ilerleyen
erkek yasi ile sperm parametreleri, sperm fonksiyonu ve genetigi arasindaki iligkiyi
aragtiran arastirmalarin sayisinda Onemli bir artis gozlenmektedir [Kervancioglu

Demirci vd., 2020], [Kovac et al., 2013], [Yildirim vd., 2020].

1.1. Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda; ileri baba yasinin oksidatif stres, DNA fragmantasyonu,
kromatin yapisi gibi genetik parametreler ve PARP proteininin ekspresyon dizeyleri
uzerine etkisinin incelenmesi ile literatiirdeki ileri baba yas1 ve infertilite arasindaki

iliski hakkindaki belirsizlikleri aydinlatmak hedeflenmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Infertilite

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii’ne gére ¢iftlerin korunmasiz olarak en az 12 ay
diizenli olarak iliskiye girmelerine ragmen gebeligin olusmamasi durumu olarak
tanimlanmaktadir [Zegers-Hochschild et al., 2009]. Korunmayan ve diizeli iliskiye
giren giftlerin %85’inde 12 ay i¢inde gebelik meydana gelirken %15’inde infertilite
gorulmektedir [Sharlip et al., 2002]. infertilite vakalar1 diinya genelinde, %40-50
oraninda kadin kaynakli, %30-40 oraninda erkek, %20 oraninda hem erkek hem kadin
kaynakli olabilirken kalan %10’luk oraninda ise infertilitenin nedenininin tam olarak
anlagilamadigi durum olan agiklanamayan infertilite olarak siniflandirilmaktadir
[Agarwal et al., 2015].

Infertilite sorunu yasayan ciftler yardimla iireme teknikleri sayesinde ¢ocuk
sahibi olma sans1 tasimaktadirlar. Ancak bu yontem ile de gebeligin meydana gelmesi
kesin olmadigindan hem maddi hem manevi olarak ¢iftler zorluk yasayabilmektedir.
Son zamanlarda infertilite tedavisi ve yardimla {ireme tekniklerinde basari sansi
yaklasik %40 civarindadir ve bu basar1 bir¢ok parametreye bagli oldugundan bu orani

artirmak i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir [Sadeghi, 2018].
2.1.1. Erkek Infertilitesi

Infertilite; erkek, kadm kaynakli veya agiklanamayan nedenlere bagh
olabilmektedir. Erkek infertilitesi bircok arastirmaya konu olmaktadir. Ciftlerin
yasadig1 infertilitede erkekler bu sorunun %?20’sinden tek basina sorumlu
durumdayken toplam vakalarda yaklasik %50’sininden sorumlu oldugu
bildirilmektedir [Agarwal et al., 2015].

Erkek infertilitesi tanisinin koyulmasinda ilk sirada gelen en 6nemli basamak
semen analizi yapmaktir [Sharma et al., 2015]. Erkek bireylerden tGreme hiicrelerinin
temininin, kadin hastalardan treme hicrelerinin temin edilmesine kiyasla son derece
kolay olmasindan dolay1 semen analizi laboratuvar kosullarinda yapilan en basit
testlerden olmaktadir. Bundan dolay1 da erkek infertilitesinin arastirilmasi igin bir

avantaj olusmaktadir [Kervancioglu Demirci vd., 2020]. Semen analiziyle ele alinan

15



sperm sayisinin infertilite ile ilgili 6nemli fikirler edinme firsatt sunmaktadir
[Colasante et al., 2018]. Yapilan bir ¢alismada, son 50 yilda sperm sayisinda bir
diisiisiin oldugu belirlenmis ve erkek infertilitesinin bir dereceye kadar sperm sayisiyla
iliskili olmasi sebebiyle erkek infertilitesinin arttig1 ortaya konmustur [Carlsen et al.,
1992].

Erkek infertilitesine neden olan birgok faktdr bulunmaktadir. Bu nedenler
arasinda cevresel faktorler, yasam tarzi1 faktorleri ve hormonal bozukluklar, genetik
hastaliklar gibi saglik faktorleri sayilabilmektedir [Kesari et al., 2018]. Ayrica fiziksel
aktivite eksikligi, kotii beslenme ve asir1 kafein tiiketiminin de erkek infertilitesini
arttirdig1 belirlenmistir [Ilacqua et al., 2018]. Bunlarin yani sira oksidatif strese neden
olabilecek alkol, uyusturucu ya da sigara tiiketimi, psikolojik stres, radyasyona maruz
kalma gibi faktorlerde bu soruna neden olabilmektedir. Varikosel varligi, enfeksiyon,
iltihaplanma gibi durumlarda oksidatif stres kaynakli erkek infertilitesi ile
iliskilendirilmektedir [Dutta, 2019]. Erkek infertilitesinin, cep telefonu ve dizisti
bilgisayar gibi cesitli teknolojik cihazlarin sik kullanimina bagl olarak sokrotumun
1stya ve radyasyona yogun bir sekilde maruz kalmasi durumundan etkilendigi

diistintilmektedir [Kesari et al., 2018], [Ilacqua et al., 2018], [Du Plessis et al., 2014].
2.1.2. Tleri Baba Yas1 ve infertilite

Son donemlerde baba yasinin da yiikseldigi gézlenmektedir. Baba olma yas ile
ilgili olarak farkli iilkelerde yapilan ¢aligmalardaki veriler ile de baba olma yasinin
yiikseldigi desteklenmektedir [Kervancioglu Demirci vd., 2020]. ABD'de son kirk
yilda ortalama baba yas1 27,4'ten 30.9'a yiikselmis olup; 1972 ve 2015 yillar1 arasinda
40 yas Ustii baba olma %4,1'den %8,9'a ve 50 yas iizerinde ise %0,5'ten %0,9'a
yiikselmistir [Khandwala et al., 2017]. Yine benzer bir artis 1980 ve 2002 yillari
arasinda Ingiltere ve Galler'de ortalama babalik yasmin 29.2'den 32,1'e ¢ikmasiyla
birlikte kaydedilmistir [Bray et al., 2006].

Ciftlerin bebek sahibi olma istegini ileri yaslara ertelemelerinin nedenleri
muhtemelen c¢ok faktorli olmakla birlikte son yillardaki modern toplumsal baskilar ve
beklentilerden kaynaklanabilmektedir [Kovac et al., 2013]. Ginlmiuzdeki ciftlerin
egitim diizeyindeki degisiklikler, kariyer, ekonomik sartlar ve hayat beklentilerinin

artmasi evlenme ve ¢ocuk sahibi olma yaslarini yiikseltmektedir [Y1ldirim vd., 2020].
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Bunlara ek olarak, yardimei tireme teknolojilerinin kullaniminin artmasi ve artan yas
gibi dogal yolla gebe kalmanin 6niindeki baz1 engellere ragmen yine bu teknolojiler
sayesinde gebelik saglanmasina da gilivenerek bebek sahibi olma ertelenebilmektedir
[Mazur et al., 2018]. Ancak bu teknolojilerin gelismesine ragmen ileri baba yasin
dogurganlik ve yavru sagligi lizerindeki olumsuz etkisini destekleyen artan veriler goz
ontine alindiginda, bu durum giftler igin 6nem gostermektedir.

Erkeklerin ¢ocuk sahibi olabilecegi yas hakkinda bilinen bir smir bulunmadigi
icin ileri babalik yasmin etkileri arastirilmaya devam edilmektedir. ileri baba yas1 i¢in
kesin bir tanim bulunmamakla birlikte kullanilan en yaygin kriter gebe kalma
sirasindaki yasin 40 ve stli olmasi durumudur [Mazur et al., 2018].

Kadinlarda ileri yasin bebek sahibi olma lizerindeki olumsuz etkisi ve nedenleri
1yi belgelenmis olmasina ragmen ileri baba yasinin etkisi ve nedenleri hakkinda daha
az sey bilinmektedir [Mazur et al., 2018]. Ancak bu konu 6zellikle son yillarda daha
fazla dikkat ¢ekmis olup tlizerinde yapilan aragtirmalar artmaktadir. Yapilan bir
arastirma artan baba yasi ile sadece mutasyonun artmadigini ayni zamanda sperm
kalitesinin de olumsuz etkiledigini bildirmektedir [Yenice vd., 2016]. Yine yapilan
cesitli calismalar sperm parametrelerinin infertilite ile ilgili 6nemli bilgiler sundugunu
belirterek semen hacminin, sperm motilitesinin ve sperm morfolojisinin yas ile
azaldigint  gostermektedir [Klhnert and Nieschlag, 2004]. Erkeklerde testis
yaglanmasi, semen kalitesini etkileyebilen ve sonu¢ olarak dolleme kapasitesinin
azalmasina ve diigiik yapma riskinin artmasina neden olan tireme hormonal ve hiicresel
degisikliklere neden oldugu yapilan arastirmalarla ortaya koyulmaktadir [Nijs vd.,
2011]. Ayrica giftlerde hem erkek 40 yasindan biiyiik hem de kadin partner ileri
yastaysa, cocuk sahibi olma ihtimalinin azalmas: durumu gériilmektedir [Kihnert and
Nieschlag, 2004]. De La Rochebrochard & Thonneau (2002), buyuk bir retrospektif
popiilasyona dayali calismada, erkek yasi 40 ve Ustl oldugunda gebelik sonucu
tizerinde net bir olumsuz etki belirlemistir [Nijs vd., 2011]. Yapilan son galismalarda,
ileri yastaki erkeklerin, sperm genetigindeki genel olumsuz degisiklikler de dahil
olmak tizere, daha kotlii semen parametrelerine sahip oldugunu dogrulamaktadir
[Mazur et al., 2018].

Bunlara ek olarak, erkekler yasi ilerledikge, Urolojik sorunlarda ortaya ¢ikabilir
ve bu da bir erkegin dogurganlik potansiyelini olumsuz etkileyebilmektedir [Mazur et
al., 2018]. Ayrica ilerleyen yas ile erektil disfonksiyon (ED) arasindaki iligki iyi
bilinmektedir [Selvin vd., 2007]. Arastirmalar erektil disfonksiyon'nun gebe kalmaya
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engel oldugunu gostermektedir [Brewis and Meyer, 2005] ve bu yizden ileri baba
yasinin ED’den dolay1 bebek sahibi olmada sorun ¢ikarabilecegi agiktir. Yapilan diger
arastirmalar; ejakulator disfonksiyon 50-54 yasindaki erkeklerde %3'ten 70-78
yasindakilerde %35'e yiikseldigini gostermektedir [Blanker et al., 2001]. Ayrica
ozellikle ileri yastaki erkeklerde gortlebilen prostat kanseri ve mesane kanseri gibi
hastaliklarla iligkili diger durumlarda erkegin dogurganlik potansiyelini olumsuz

etkileyebilmektedir [Avellino et al., 2017].

2.2. Oksidatif Stres

Di1s kabuklarinda eslesmemis bir veya daha fazla elektron igeren kisa omiirli
yuksek derecede reaktif atomlar veya molekillere serbest radikaller denmektedir.
Serbest radikaller, oksijen belirli molekiillerle etkilesime girdiginde meydana
gelebilmektedir [Chandrasekaran et al., 2017]. Hucrelerde tek bir elektron kaybederek
veya alarak (Gretilebilen serbest radikaller oksidan veya indirgeyici gibi
davranmaktadirlar [Lobo et al., 2010]. Serbest radikaller oldukc¢a yiksek reaktiflik
gosterdiklerinden dolay:r lipidleri, amino asitleri ve karbonhidratlar gibi hucresel
makromolekulleri okside edebilmektedir. Bunlarin yani sira DNA mutasyonlarina
neden olabilmektedir [Sanocka and Kurpisz, 2004].

Oksijen ve nitrojenin reaktif radikal ve radikal olmayan turevlerini ifade etmek
icin sirasiyla reaktif oksijen tirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tirleri (RNT) terimleri
kullanilmaktadir [Powers et al., 2011]. Cesitli endojen ve eksojen sireclerle Uretilen
reaktif oksijen ve nitrojen tirlerinin (RONT) tiretimi gesitli olumsuzluklara sebep
olabilmektedir. Bu olumsuz etkiler antioksidan savunma biyolojik sistemleri sayesinde
notralize edilmektedir. Oksidatif stres, RONT tretimi ve bu antioksidan savunmalar
arasinda dengesizligin ortaya ¢ikmasiyla meydana gelmektedir [Liguori et al., 2018].
Bu sekilde meydana gelen oksidatif stres ¢esitli akut ve kronik hastaliklarda 6nemli
rol oynamaktadir. Bu hastaliklarin basinda kanser, diyabet, Alzheimer dahil olmak
Uzere birgok norodejeneratif hastaliklar, bobrek hastaliklari, hipertansiyon, yuksek
kolestrol ve obezite gelmektedir [Liguori et al., 2018].
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2.2.1. Oksidatif Stres ve Erkek Infertilitesi

Sperm hiicresi islev bozuklugunun en 6nemli sebeplerinden biri oksidatif
strestir.  Yapilan c¢aligsmalar, spermatozoanin hem yapisal hem de islevsel
biitiinliigiiniin bozulmasinda oksidatif stresin etkili oldugunu ortaya koymaktadir
[Aitken and Baker, 2006]. Yine yapilan bir ¢alismadan alinan istatistiklerde infertil
erkeklerin yaklasik %40'mnin seminal plazmalarinda yiiksek ROT seviyelerinin
saptandig1 goriilmektedir. Bu sonuglardan da oksidatif stresin erkek infertilitesinin en
6nemli nedenlerinden biri oldugu anlagilmaktadir [Lanzafame et al., 2009].

Saglikli  bir  viicutta  pro-oksidanlar  ve  antioksidanlar  denge
durumundadir. Sperm, antioksidan savunma mekanizmalari ile donatilmistir ve reaktif
oksijen tdrlerini bastirmasi olagandir. Bu antioksidan savunma mekanizmalari
sayesinde gonadal hcreler ve olgun spermler oksidatif hasardan korunmaktadir
[Henkel, 2011]. Aksi durumda ise kontrolsiiz ROT dretimi, seminal plazmanin
antioksidan kapasitesini asarak antioksidan savunma mekanizmasini bastirip oksidatif
stres ile sonuglanmaktadir. Diisiik ROT seviyeleri normal sperm islevi i¢in gerekli
durumdayken; yuksek ROT seviyeleri spermlerin kalitesinin diismesine neden olarak
dolleme kapasitelerini bozabilir [Agarwal et al., 2014]. ROT ¢esitli olumsuz durumlara
sebep olabilmektedir; lipitlere, proteinlere ve DNA’ya saldirabilir, enzimatik
sistemleri degistirebilir, geri donduriilemez degisikliklere ve hiicre 6limine neden
olabilir, ayrica, erkek infertilitesi ile ilgili olan semen parametrelerinde diisiise yol
acabilmektedir [Lanzafame et al., 2009].

Bazi durumlarda oksidanlarin neden oldugu hasar onarilabilirken spermatozoa,
ihtiya¢ duyulan sitoplazmik enzim onarim sistemlerini igermediklerinden oksidatif
stresin sebep oldugu hasar1 onaramazlar. Bundan dolay1, spermatozoa oksidatif strese
kars1 olduk¢a duyarlidir [Saleh and Agarwal, 2002]. Spermatozoa hiicre zar1 ¢oklu
doymamis yag asitleri bakimindan oldukc¢a zengin durumdadir. Bu durum bu hiicreleri
oksijenin sebep oldugu hasara ve boylelikle de lipid peroksidasyonuna karsi hassas
duruma getirmektedir. Bunun sonucunda ise oksidatif strese karsi bu hiicreler daha
duyarl olmaktadir. Ardindan, lipid peroksidasyonundan hizl1 bir hiicre i¢i ATP kaybu,
aksonom hasarma, sperm canliliginin azalmasina ve orta parga sperm morfolojik
kusurlarinin artmasina neden olur ve bunlarin tiimii, sperm motilitesinin azalmasina

katkida bulunur [Bansal and Bilaspuri, 2011],[Gharagozloo and Aitken, 2011]. Ayni
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zamanda bu programlanmis sirali bozulma yolu zayif doéllenme, zayif embriyonik
gelisim, gebelik kaybi, dogum kusurlart ve g¢ocukluk kanseri gibi sorunlar ile
sonuglanmasi ger¢edi nedeniyle oksidatif stres biiyiikk bir endise alani haline
gelmektedir [Tremellen, 2008], [Aitken et al., 2010].

Sperm plazma membrani seviyesinde nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat
oksidaz sistemi (1) ve mitokondriyal seviyede nikotinamid adenin diniikleotit bagiml
oksido-reduktaz reaksiyonu (2) olmak tzere iki yontemle spermatozoada ROT Uretimi
gerceklesebilir. ROT'un ana kaynagi olarak bunlardan ikinci mekanizma gibi
gorinmektedir. Hareketlilikleri icin siirekli bir enerji kaynagi gerekli oldugu icin
spermatozoa mitokondri agisindan oldukga zengindir [Henkel, 2011]. Bundan dolay,
semende islevi olmayan spermatozoanin varligi, ROT {liretimini 6nemli dl¢iide artirir,
bu da mitokondriyal islevini ve bunun sonucunda da motilite gibi spermin islevini
etkilemektedir.

O2 ; insan spermatozoasinda flretilen ROT'Un biiyik ¢ogunlugunu
olugturmaktadir. H.O> uretmek icin Oz'nin elektronu indirgenmis bu Urund
dismutasyon reaksiyonu ile kendisiyle reaksiyona girmektedir. Demir ve bakir gibi
gecis metallerinin varhiginda, H2O> ve O2", son derece reaktif ve yikict OH™ Gretmek
icin Haber-Weiss reaksiyonuna girmektedir (Sekil 2.2.1) [Agarwal et al., 2018]. OH"
radikalleri, lipid peroksidasyon kaskadinin son derece gii¢lii baslaticilaridir ve
membran akigkanliginin bozulmasindan dolayr sperm fonksiyonunun kaybina yol

acabilmektedir [Chen et al., 2013].
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Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi

NADPH Oxidase
(plasma membrane)

Mitochondrial NADH-dependent
oxidoreductase

SOD Catalase
l Cu l Fe

Superoxide Hydrogen peroxide

|

Hydroxylion

Sekil 2.2.1: Membran bagli NADPH oksidaz enzimi ve NADPH dehidrojenaz
tarafindan reaktif oksijen turlerinin (ROT) Uretimi. NADPH: nikotinamid adenin
dindikleotit fosfat, NADH: nikotinamid adenin dinikleotit, SOD: superoksit
dismutaz, Cu: bakir, Fe: Demir.

Sperm hiicrelerinin icerisinde bulundugu ve sperm hiicrelerini besleyen bir
ortam sunan seminal plazmada bulunan ROT, ¢esitli endojen ve eksojen kaynaklardan
meydana gelmektedir. Seminal plazmanin igerisinde sperm hiicreleri disinda; olgun ve
olgunlasmamis hiicreler, 16kositler, varikosel ve epitel hicreleri dahil olmak lzere
farkl1 hiicre tipleri bulunmaktadir. ROT'un ana endojen kaynaklari olarak l6kositler ve
olgunlasmamis spermatozoa kabul edilmektedir. Asir1 sigara ve alkol tuketimi,
radyasyon ve toksinler ise ekzojen ROT kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir (Sekil
2.2.1.2) [Choudhary et al., 2010], [Esteves, 2002], [Robert, 2021].

Patalojik seviyelerdeki yiiksek ROT konsantrasyonlar1 antioksidan savunma
sistemlerini astiginda yani aradaki denge bozuldugunda DNA hasari, lipid
peroksidasyonu ve apoptoz gibi ciddi durumlar meydana gelip sperm motilitesi ve
sperm canliligi kaybina neden olarak erkek infertilitesine yol agarken; fizyolojik
seviyelerdeki (diistik ve kontrollii)) ROT konsantrasyonlar1 hiicre i¢i sinyal yolaklarini
diizenleyerek kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve sperm-o0o0sit
flizyonu gibi streclerde 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2.2.1.2) [Saleh and Agarwal,
2002]. Sekil 2.2.1.2, menide artan ROT iiretiminin erkek infertilitesi ile iliskisini
Ozetlemektedir [Robert, 2021].
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Sekil 2.2.1.2: Reaktif oksijen tirlerinin (ROT) fizyolojik ve patolojik roli;
endojen ve eksojen seminal reaktif oksijen tiirleri kaynaklar tarafindan asirt ROT
uretimi.

Aragtirmalar hiicrelerdeki oksitlenmis molekiillerin yaklasik %70 civarinin
proteinler oldugunu goéstermektedir. Bu sonuca dayanarak ROT'un ana hedeflerinin
proteinler oldugu bilinmektedir [Dahl et al., 2015]. Oksidatif stresten kaynaklanan
proteinlerde meydana gelen modifikasyonlar, protein islevlerinin bozulmasina ya da
normal sperm fizyolojisi i¢in gerekli olan sinyal yollarinda ¢esitli sorunlara sebep
olabilmektedir [Dahl et al., 2015], [O’Flaherty and Matsushita-Fournier, 2017]. Bu
modifikasyonlarin erkeklerde sperm motilitesinin azaltilmasinda ve dolayisiyla erkek
infertilitesinde 6nemli rol oynadig1 ortaya konmaktadir [O’Flaherty and Matsushita-
Fournier, 2017].

2.2.2. Tleri Baba Yas1 ve Oksidatif Stres

Yapilan arastirmalar artan yasla birlikte oksidatif stresin erkek infertilitesinde
onemli bir rol oynadigini1 gostermektedir [Jervis and Robaire, 2004]. Bu arastirmalar;

yasin ilerlemesi ilgili degisikliklerden bazilari, antioksidan savunma sistemlerinin
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bilesenlerinin degismis dagilimi [Mueller et al., 1998] ve antioksidan savunmalarda
yer alan gen lriinlerinin ekspresyonunun azalmasi [Jervis and Robaire, 2002] gibi
durumlarin  oksidatif stresin epididim yaslanmasinda rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir.

Sperm iretimi sirekli meydana gelmesine ragmen yasm ilerlemesi ile
antioksidan savunma sistemi zamanla daha verimsizlesmekte ve spermatozoada
yuksek seviyelerde ROT birikmektedir. Bundan dolay1 da oksidasyon-rediiksiyon
dengesi bozulur ve oksidatif strese neden olabilmektedir [Jervis and Robaire, 2004],
[Weir and Robaire, 2007]. Bundan dolay1 yasla birlikte artan oksidatif stres sperm
hiicrelerine zarar vererek ileri yastaki erkeklerde infertilitesinde 6nemli sebeplerinden
biri olabilir ve oksidatif stresin neden oldugu hasarin yasa bagli birikimini gosteren
kanitlar oldukga fazladir [Beckman and Ames, 1998].

Yapilan ¢aligmalar oksidatif stresin, sperm DNA'sinda niikleik asit baz hasari
olusturabildigini ortaya ¢ikarmaktadir. Guanin bazi yuksek redoks potansiyeline sahip
oldugundan dolayr ROT'un DNA'daki guanine saldirist kolaylagsmaktadir. DNA'daKki
oksidatif hasarin bir belirteci olarak; 8-oxodG yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismalarda bu belirtecin infertil erkeklerin spermlerinde yiikseldigi gozlenmektedir
[Aitken et al., 2014]. Cift zincirli DNA kirilmalarindaki 3'-hidroksil uglarini
etiketleyerek DNA fragmantasyonu tespit eden Terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) deneyi ile 8-oxodG ve sperm DNA
hasarmin yiiksek oranda iliskili oldugu belirlenmektedir. Bundan dolay1 spermde
meydana gelen DNA hasarimin oksidasyondan kaynaklandigi arastirmalar ile
kanitlanmaktadir [Aitken et al., 2014]. Bundan dolay1 DNA Uzerindeki oksidatif hasar,
DNA replikasyonunun egellenmesine ve sorunlu DNA onarimina yol agabilmektedir
[Pole et al., 2016]. Sonug olarak, yash erkek esey hiicrelerinde onarilmadan kalan
DNA hasari, gelecek nesillere aktarilabilmekte ve biiyiik olasilikla sonraki neslin
saglig1 tizerinde olumsuz sonuglar dogurabilmektedir.

Yaslanmanin oksidatif stres teorisi; yasa bagli fonksiyonel kayiplarin RONT
tarafindan oksidatif hasarin lipid, protein ve DNA gibi makromolekillerde
birikmesinden kaynaklandigina dair yapisal hasara dayali hipoteze dayanmaktadir
[Beckman and Ames, 1998]. Oksidatif stresin sebep oldugu yaslanmanin kesin
mekanizmas1 hala net olarak ortaya konmus olmasa da muhtemelen artan RONT

miktarlari, replikasyon sirasinda meydana gelen hasarlara cevap olarak htcresel
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proliferasyonu engelleyen fizyolojik bir mekanizma olan hiicresel yaslanmayi
indiklemektedir [Pole et al., 2016].

Selvaratnam ve Robaire gerceklestirdikleri bir arastirmada Sodl ve Cat nakavt
farelerini inceleyerek erkek esey hiicrelerinde yaslanma ve oksidatif stresin neden
oldugu etkilerini arastird1 [Selvaratnam and Robaire, 2016]. SOD1; O2" 'yi pargalayan
ve CAT; H202yi noétralize eden ROT nétralizasyon yolundaki enzimatik
antioksidanlardir. Yapilan ¢alismada tiim yaslhi farelerde sertoli hiicrelerinin, esey
hlcrelerinin ve dogurganligin oldukca azaldigini agiga ¢ikarmislardir. Bunun yani sira
yaslanma ve Sodl geninin nakavt oldugu durumda, oksitlenmis DNA’ya (8-0xodG)
sahip daha yiiksek sayida spermatozoa ile sonuglanmistir [Selvaratnam and Robaire,
2016].

Hayvanlarda yapilan arastirmalardakine benzer sekilde, ileri yastaki erkeklerde
spermatogenez sirasinda yasla birlikte artan mitotik boliinme sayis1 ve oksidatif stres
sebebiyle gencg erkeklere gore yilksek seviyelerde DNA hasar1 gozlenmektedir [Kovac
etal., 2013]. Ornegin; bir calismada 20-57 yaslar1 arasindaki 66 erkek incelenmis olup
35 yas istiindeki erkeklerin spermlerinin gen¢ erkeklerin spermlerine gére dnemli
Olgiide daha fazla DNA kirilmasmin oldugu agiga ¢cikmistir [Singh et al., 2003].
Spermde meydana gelen DNA fragmantasyonunun gesitli sebepleri vardir. Bu
sebepler yaglanmaya ek olarak enfeksiyonlar, tikaniklik, iltihaplanma gibi durumlarin
yani sira oksidatif stres olabilmektedir [Kovac et al., 2013], [Sharma et al., 2015].

2.3. DNA Fragmantasyonu ve Erkek Infertilitesi

Erkek infertilitesinin altinda genetik anormallikler, varikosel, oksidatif stres,
sistemik hastalik ve enfeksiyonlar, degisen yasam tarz1 gibi gesitli faktorler var oldugu
bilinmektedir [Tahmasbpour et al., 2014], [Cho et al., 2016]. Bu faktorlerin tim,
sperm DNA fragmantasyonunu etkileyebilmektedir [Selvam and Agarwal, 2018].

Yavruya DNA'nin yarist babadan geldigi igin sperm iizerinde DNA hasarinin
etkilerinin dikkate alinmasi oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle bu konu
lizerine yapilan arastirmalar erkek infertilitesini etkileyen en 6nemli faktorlerden
birinin de spermde DNA fragmantasyonu oldugunu gostermektedir [Zegiraj et al.,
2018]. Sperm DNA fragmantasyonunda meydana gelen bir artisin dogal iiremeyi

etkiledigi gesitli arastirmalar tarafindan ortaya konmaktadir [Simon et al., 2019].
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Sperm iizerinde bazi testler yapilmaktadir. Bunlardan biri de erkek fertilitesini
degerlendirmede giivenilir olarak kabul edilen ve spermiogram olarak adlandirilan bir
semen analizidir [Hest et al., 2001]. Bu analiz, bir erkegin menisinin ve igerdigi
spermin belirli 6zelliklerini degerlendirmektedir [Burgos, 1952]. Ancak spermiogram
analizi bazi eksiklere sahiptir bu yiizden her zaman sperm kalitesini ve sagligini1 kesin
olarak gosteremediginden fertil erkek ile infertil erkekleri dogru bir sekilde ayirt
edememektedir [Agarwal and Said, 2003]. DSO 2010'a gore infertil erkeklerin
yaklagik %15'i normal sperm parametrelerine sahiptir bu nedenle sadece semen
analizine bakmak spermin sagligi konusunda yeterli bilgi saglayamamaktadir
[Agarwal and Allamaneni, 2005]. Genetik bilginin dogru bir sekilde ortaya ¢ikarilmasi
icin DNA molekilinde hasarin olmamasi esastir [Gandini et al., 2004]. Sperm DNA
fragmantasyonu %30'u asarsa, sperm Kalitesinin Onemli Olgiide distigi
sOylenebilmektedir. DNA fragmantasyon yiizdesine bagli olarak, yardimla reme
tekniklerinden uygun olan1 segmek mumkundur [Virro et al., 2004].

2.3.1. ileri Baba Yas1 ve DNA Fragmantasyonu

Semen kalitesinde diisiis ve sperm DNA fragmantasyonunda artisin sirasiyla 35
ve 40 yasindan sonra arttig1 ¢esitli arastirmalar ile ortaya konmaktadir [Dunson et al.,
2004], [Stewart and Kim, 2011], [Kimberly et al., 2012]. Ileri yastaki infertil erkekler
fertil erkeklerle karsilastirildiginda, infertil erkeklerde daha anormal sperm kromatin
yap1 ve daha fazla sperm DNA'sinda kirtlmalarinin meydana geldigi gézlenmektedir
[Plastira et al., 2007].

Yapilan bir arastirmada; 277 normozoospermik erkek gozlemlenmis ve geng
erkeklere kiyasla 40 yas uUstl erkeklerde oOnemli Olcude daha yilksek DNA
fragmantasyonu indeksi yiizdesi tespit edilmistir [Das et al., 2013]. Yapilan farkli bir
calismada da; Wyrobek ve ark. yaslar1 22-80 arasinda olan 97 erkegi gozlemlemis olup
FGRF3 genindeki mutasyonlar ve DNA fragmantasyonu olan spermlerin yizdesi
arasinda anlamli bir pozitif iliski bulmustur [Wyrobek et al., 2006].

fleri baba yasimin DNA fragmantasyonu iizerindeki etkisini inceleyen cesitli
calismalar bulunmaktadir. Bir ¢aligma farkli yas gruplarindaki normozoospermik,
subfertil ve infertil erkeklerde DNA fragmantasyonu karsilastiran sistematik bir

inceleme yapilmistir [Gonzalez et al., 2022]. Yapilan incelemeler sonucunda ileri baba
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yasinin DNA fragmantasyonundaki artisla iliskili oldugu bildirilmektedir. Yapilan
caligmalardan dort tanesi normozoospermik ve subfertil erkekler tizerinde yapilmistir
[Colasante et al., 2018], [Moskovtsev et al., 2006], [Brahem et al., 2011], [Guo et al.,
2020]. Bu dort ¢alismadan {i¢li normozoospermik erkekler arasinda bile ileri baba
yasinin artan DNA fragmantasyonu lehine anlamli bir fark (p<0.01) gostermektedir
[Colasante et al., 2018], [Moskovtsev et al., 2006], [Guo et al., 2020]. Bunlara ek
olarak kanitlanmis birincil veya ikincil infertiliteye sahip fertil ve infertil erkekler
arasindaki DNA fragmantasyonunu inceleyen alt1 ¢alisma bulunmaktadir [Petersen et
al., 2018], [Kaarouch et al., 2018], [Cohen-Bacrie et al., 2009], [Evenson et al., 2020],
[Antonouli et al., 2019], [Blachman-Braun eta al., 2020]. Bu ¢alismalarin hepsi ileri
baba yasi ile artan DNA fragmantasyonu lehine anlamli bir fark oldugunu

gostermektedir.
2.4. Kromatin Yapi ve Erkek Infertilitesi

Kimyasallar, toksinler, sicaklik ve hastaliklar gibi c¢esitli etkenler sperm
kromatin yapisini etkilemektedir [Love et al., 2002]. Sperm kromatin yapisinin normal
olmas1 genetik bilginin sikintisiz ve dogru bir sekilde iletilmesi i¢in gereklidir.

Bir spermin verimli olarak kabul edilebilmesi icin olduk¢ca kompakt ve
yogunlasma yetenegine sahip olmasi gerekmektedir; bu nedenle olusan sperm
kromatin yap1 anormalligi erkek infertilitesine neden olabilmektedir [Agarwal and
Said, 2003].

Erkek esey hiicrelerinde kromatin yapi; histonlarin protaminlerle yer degistirdigi
zaman, spermatidlerin sperme olgunlagsmasi sirasinda 6nemli bir yeniden sekillenme
gecirir [Balhorn et al., 2000]. Bu basamak spermatogenezdeki kritik basamaktir
[Giines and Kulag, 2013]. Bu slreg, kromatinin ¢ok kararli toroidal yapilarda
diizenlendigi ve sperm DNA'sinin sikica paketlendigi benzersiz bir yapi1 haline
gelmesine yol agmaktadir [Balhorn et al., 2000], [Giines and Kulag, 2013]. Bu ¢ok
sikigtirtlmig sperm kromatin yapisi, olgun spermin hidrodinamik bir nukleer form
kazanmasini saglayip baba genomunun oosite giivenli bir sekilde teslim edilmesini
garanti etmektedir [Oliva, 2006]. Uygun histon ve protaminin yer degistirmesinin
bozulmasi, sperm kromatin yogunlasmasinin azalmasina bodylece erkek infertilitesine

neden olabilmektedir [Francis et al., 2014]. Insanlarda protamin 1 (P1) ve protamin 2
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(P2) olmak tizere iki g¢esit protamin bulunmaktadir. Bunlarin ekspresyonundaki ve
islenmesindeki hatalar sperm kromatin yogunlagsmasini etkileyip degistirebilmektedir.
Meydana gelen bu problemler de erkek infertilitesinde rol oynamaktadir. Ayrica,
P1:P2 normal orani 0.8-1.2 iken bu orandaki bozulmanin semen kalitesinin
kotiilesmesinde, DNA fragmantasyonunda artisin olmasinda ve erkek infertilitesinde

rol oynadig1 ortaya konmaktadir [Francis et al., 2014].
2.4.1. ileri Baba Yasi ve Kromatin Yapi

Yapilan arastirmalar yaglanmanim sperm kromatin durumunda olumsuz etkiler
olusturdugunu ortaya koymaktadir [Plastira et al., 2007], [Winkle et al., 2009]. Baska
caligmalarda ilerleyen baba yasi ile kromatin yapidaki bozukluk arasinda uyumlu bir
baglant1 gostermektedir [Wyrobek et al., 2006].

Sperm DNA/kromatin yap1 ile artan yas arasinda zayif fakat anlamh
korelasyonlar oldugu yapilan son arastirmalarda da agiga ¢ikarilmaktadir. Bu nedenle
dogurganligin da ilerleyen baba yasi ile azaldigi sdylenebilmektedir [Gao et al., 2021].

lleri yastaki erkekler, daha kétii sperm miktar1 ve kalitesine, daha fazla DNA
fragmantasyonuna ve anormal kromatin yapisina, bunlardan dolay1 da daha yiiksek
infertiliteye sahip olabilmektedir. Bunlarin yani sira; kadin yasi, gesitli hastaliklar,
sahip olunan yasam tarzi gibi faktorler de iiremeyi etkilediginden dolay1 dikkate
alinmalidir [Gao et al., 2021].

2.5. PARP Proteini ve Erkek Infertilitesi

Kusursuz bir DNA erkek fertilitesi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Sperm;
DNA’daki kiriklar, baz uyumsuzluklar1 ve baz eksizyonu gibi ¢esitli sorunlarin
onarimi i¢in olduk¢a fazla molekil ve yol icermektedir [Agarwal et al., 2009].
Bunlardan biri de DNA onarim enzimi olan Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)’tir.
Yapilan arastirmalarda PARP'in, esey hiicrelerinde DNA hasar onariminda oldukga
onemli bir role sahip olmasinin [Atorino et al., 2001] yan1 sira testis esey huicrelerinde
de onemli oldugu kanitlanmaktadir [Di Meglio et al., 2004], [Hikim et al., 2003],
[Meyer-Ficca et al., 2005]. Ayn1 zamanda, insan ejakiilat sperminde PARP i¢in benzer

onemli bir rol iizerine hala arastirmalar slirmektedir ve son yillarda da bu konu
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hakkindaki arastirmalar artarak devam etmektedir [Sakkas et al., 1999], [Stahl et al.,
2006], [Mahfouz et al., 2009]. Yapilan arastirmalarda PARP enziminin
ekspresyonunun olgun sperm ve fertil erkeklerde yiiksek oldugu gézlenmektedir [Said
and Khosravi, 2012].

PARP’in DNA onarim gorevine ek olarak hem apoptozda hem de nekrozda rol
aldig1 ortaya konmaktadir [Heeres and Hergenrother, 2007], [Oliver et al., 1999],
[Zerfaoui et al., 2008]. Eger DNA’da diisiik hasar olusursa, PARP diger onarim
enzimlerini yardima alarak DNA onarimin1 saglayabilmektedir [Heeres and
Hergenrother, 2007]. DNA’da hasar meydana geldiginde, kaspaz-3 proteinin aktive
olmasi PARP’1 b6lmesine ve boylece PARP’1n aktivasyonunu engelleyerek apoptozun
meydana gelmesine yol agmaktadir [Kaufmann et al., 1993]. Ancak eger DNA’da
yuksek hasar olusursa, PARP asir1 aktif hale gelip ATP/NAD tikenmesine ve nekroza
sebep olabilmektedir [Berger et al., 2020].

Sperm DNA’sinda; kromatin yeniden sekillenmesi ya da oksidatif stres gibi
cesitli nedenlerle meydana gelen kiriklardan dolayr PARP aktive olabilmektedir.
Apoptozun gerceklesmesinde anahtar rol oynayan kaspaz-3, PARP’1 bolerek onu
etkisiz hale getirmekte ve PARP'in DNA’y1 onarmasini engellemektedir [Kaufmann
et al., 1993]. Bundan dolay1; apoptozun bir belirteci olarak, béliinmiis PARP (cPARP)
kabul edilebilmektedir [Pacher and Szabo, 2008], [Duriez and Shah, 1997]. infertil
erkeklerin sperminde daha ylksek seviyede cPARP bulunmasi, apoptoz ile erkek
infetilitesi arasindaki bir iligki olabilecegini ortaya koymaktadir [Kaufmann et al.,
1993], [Mahfouz et al., 2009].

2.5.1. PARP Enziminin Esey Hiicre Oliimiindeki Rolii

Apoptoz; programlanmis hiicre 6liimlerinden biridir ve bu mekanizma hiicreler
icin cok 6nemli bir role sahiptir. Apoptoz ¢esitli durumlarda meydana gelebilmektedir.
Ornegin, belirli hiicresel kontrol noktalarni1 gegemeyen hiicreleri ortadan kaldirma
gorevi gorebilmektedir [Baum et al., 2005]. Yapilan galismalar, mitoz ve mayoz hiicre
boliinmeleri sirasinda esey hiicre dliimiiniin ¢esitli problemleri ortadan kaldirmak i¢in
olduk¢a onemli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu problemlerden bazilar1 mayoz

sirasinda kromozomal diizenlemedeki hatalar veya DNA'daki onarilmamais kirilmalar

28



olabilmektedir. Bunlarin yani sira, genetik anormalliklerin yavrulara iletilmesini
engellemek igin apoptoz oldukca blytk bir 6neme sahiptir [Print and Loveland, 2000].

Memeli spermatogenezinde apoptoz var olmasi gerecken 6nemli ve normal bir
mekanizmadir. Olgun spermin meydana gelmesi ve bir anormalligi olan spermi
ortadan kaldirmak igin spermatogenezin tiim asamalari boyunca anlik olarak
duzenlenmektedir. Spermatogenez sirasinda ¢ok fazla sayida sperm Olmekte ve
ayiklanmaktadir. Bunun birden fazla sebebi olabilmektedir. Bunlardan bazilari; sertoli
hiicrelerinin sadece sinirli sayida esey hiicresini koruyabilmesi ve diger fazla olan esey
hlcrelerinin yok edilmesi ile sonuglanmasi olabilmektedir [Baum et al., 2005].

PARP, DNA’da olusan hasarlarin onariminda 6nemli ve kanitlanmis bir role
sahip olmasmin yani sira apoptozda da oldukga énemli rol oynamaktadir. Apoptoz
meydana geldiginde DNA zincirinde olusan kopmalar PARP’1n aktive olmasina sebep
olabilmektedir. Olmekte olan hiicrede; PARP'in bu aktivasyonunun DNA hasarim
onarmaya yonelik olabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir [Tanori et al., 2008],
[Ohashi et al., 1983], [Spina-Purrello et al., 2008]. Yapilan ¢alismalar, spermatid ve
spermatosit olgunlagsmasi durmus olan infertil erkeklerde apoptozun arttigini ortaya
koymaktadir [Lin et al., 1997]. infertil erkeklerdeki artan bu apoptoz orani, DNA
hasar1 yiiksek olan esey hiicrelerinin ayiklanmasina bagli olabilecegi diistiniilmektedir.
Tesarik ve arkadaglari, tam spermiyogenez bozuklugu olan erkekleri, tamamlanmamis
spermiyogenez bozuklugu olan bagka bir azospermik erkek grubuyla karsilastirdi. Bu
karsilagtirma sonucu; apoptotik DNA hasarinin, birinci gruba kiyasla ikinci grupta
daha yuksek oldugunu gostermektedir [Tesarik et al., 1998]. Maymon ve arkadaslari,
daha yakin tarihli bir ¢alismada, olgunlasmanin durdurulmasi sirasinda insan
spermatositlerinde PAR diizeylerinin varliginin daha yiiksek olmasinin, bozulmus
spermatogenez sirasinda DNA zincir kirilmalarinin daha ¢ok olusmasiyla iligkili
olabilecegini agiklamaktadir [Maymon et al., 2006].

Insan ejakiilat sperminde PARP’mn varligini arastiran calismalar stirmekte ve
basartyla sonuglanmaktadir. Jha ve arkadaglar tarafindan yakin zamanda yapilan bir
aragtirmada, ejakilat sperminde PARP'm ¢esitli izoformlarinin  bulundugu
gorilmektedir. Yapilan bu caligmalarda immiinolokalizasyon paternleri, PARP'in
sperm baslarinda akrozomal bdlgelerine yakin kisimlarinda var oldugu ortaya
konulmaktadir [Jha et al., 2009]. Bu ¢alismada, PARP varlig1 ve sperm olgunlugu
arasinda dogrudan bir iliski oldugu gosterilmektedir. Olgun sperm ve olgunlagsmamis

sperm karsilastirilmis ve olgun spermde PARP'in gesitli izoformlarinin artan varligi
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gortlmektedir. Ayrica, fertil erkekler ve infertil erkekler karsilastirilip fertil
erkeklerden alinan ejakiilat spermlerde daha yiiksek seviyede PARP izoformlari
gorulmektedir. Kisaca, Jha ve arkadaslarinin yaptig1 bu galisma, PARP varlig1 ve erkek
fertilitesi ile bir iliski ortaya koymaktadir [Jha et al., 2009]. Infertil erkeklerin
sperminde PARP varliginin azalmasinin, disiik kaliteli semen 6rneklerinde goriilen

artan DNA hasarinin nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.5.2. Tleri Baba Yasi ve PARP

Yaglanma siireci, bir erkegin dogurganlik potansiyelini etkileyebilecek olan
DNA'da hasar meydana gelmesine neden olmaktadir. PARP; telomer onarimi,
bagisiklik cevaplari, DNA onarimi ve hiicre 6limundeki islevi araciligiyla yaslanmada
da onemli rol oynamaktadir [Beneke and Biirkle, 2007]. Yakin tarihli bir ¢alismada
El-Domyati ve arkadaslar1 yaptiklart bir ¢alismada, farkli yas gruplarindaki fertil
erkeklerden sperm numuneleri toplayip PARP varlig ve aktivitesindeki degisiklikleri
incelemektedir [El-Domyati et al., 2009]. Bu ¢alismada, PARP’mn izoformu olan
PARP1 ve DNA onarim partneri XRCCl'in ekspresyonu, geng erkeklerin
spermatositlerinde daha diistiktii, bu erkeklerin Sertoli hiicreleri ise daha diisiik PAR
seviyeleri gosterdi. Yasin artmasi ile PARP1 ve DNA onarim enzimlerin gériinen bu
genel artig, yasin bir sonucu olarak DNA yapisinin bozulmasiyla iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir [EI-Domyati et al., 2009]. Ozellikle iireme tibbinda ve ileri baba yas1
ile PARP'in DNA onarimindaki roliinii tam olarak anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya

ihtiyag duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismamizin deneyleri istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi'nde ve
Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalar: Merkezi’nde

(REMER) yapilmustir.

3.1. Etik Onay1

Calismamizin etik onay1 Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel olmayan Etik

Kurulu’ndan 01/04/2021 tarihinde 376 karar numarasi ile alinmistir.
3.2. Hastalarin Secilmesi ve Sperm Orneklerinin Toplanmasi

Medicana Camlica Hastanesi Yardimci Ureme Teknikleri Merkezi'ne infertilite
nedeniyle Agustos 2021- Ekim 2021 tarihleri arasinda basvuran 40 erkek hasta
calismaya alimmustir. Bu hastalardan 20’si ileri yasa sahip (>40) ve 20’si geng yasa
(<40) sahip erkeklerdi. Sperm 6rnekleri, hastalardan 3-5 gunlik cinsel perhiz sonrasi
mastiirbasyon yoluyla almmustir. Diinya Saghk Orgiiti (DSO, 2010) tarafindan
belirlenen sperm parametrelerine gére normozoospermi degerlerine sahip olan erkek

hastalar secilmistir.
3.3. Hasta Dislama Faktorleri

Calismamiza azoospermi olan hastalar, varikosel tedavisi ve iirogenital
bolgesinde enfeksiyon bulgulari olan hastalar dahil edilmemistir. Ayrica, herhangi bir
kronik hastaliga sahip olan, sigara ve alkol kullanan, ¢aligma ortaminda radyasyona
veya toksik maddelere maruz kalan, kabakulak gibi enfeksiyonlarin bulundugu ya da

gecirilmis testis ameliyati olan erkek hastalar ¢calismaya alinmamustir.
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3.4. Sperm Orneklerinin Hazirlanmasi

Hastalardan aliman sperm  orneklerinin = 200’er  pl’si  spermiyogram
(konsantrasyon, motilite ve morfoloji) i¢in ayrilmistir. Ayrica sperm &érneklerinden
SCSA ve Annexin V/Propidyum Iyodiir (PI) boyama ile sperm DNA
fragmantasyonunu analiz etmek i¢in belli bir miktar1 ayrilmustir.

Hastalarin sperm orneklerinin 10 pl'si lam {izerine alinarak yapilacak analizler
icin yayma yapilmis ve preparatlar kapali ve serin bir ortamda saklanmistir. Yayma
preparati hazirlamak ic¢in lam tizerine 10 ul sperm o6rnegi eklenip 45°’lik agiyla
tutulmus lamel yardimiyla yayma yapilmistir. Ardindan kurumaya birakilmis ve
kuruduktan sonra kapali ve serin bir ortamda saklanmistir. Geriye kalan sperm
orneginden 200 pl alinip 10 dakika boyunca 2500 rpm’de santrifiij edilmis, total
oksidan ve antioksidan seviyeleri (TAS-TOS) analizi yapilana kadar -20°C’de
saklanmistir. Ayrica, sperm kromatin yapi analizi (Toluidine Blue) ve protein
(PARP)’nin immiinohistokimyasal analizi i¢in 10 pl sperm 6rnegi ile yayma islemi

yapilmistir.

3.5. Spermiogram (Semen analizi)

En az 2 ginlik (2-5 giin) cinsel perhiz sonras1 mastiirbasyon yoluyla steril bir
kaba alinan sperm Ornekleri, 37°C sicakliktaki inkiibatérde yaklasik 20 dakika
bekletilmis ve likefiye olmasi saglanmistir. Likefaksiyon siirecinin ardindan ilk 30
dakikada sperm parametreleri analiz edilmistir. Sperm parametrelerinin analizi
esnasinda sperm Ornekleri 5°C’de inkiibe edilmistir. Sperm parametrelerinin analizi
icin en az 100 sperm hiicresi sayilmistir. Belirtilen sperm parametrelerinin
belirlenmesi ve sperm yikama prosediirii DSO kriterlerine uygun olarak yapilmustir
(DSO, 2010).

3.5.1. Sperm Konsantrasyonu

Sperm konsantrasyonunun 6l¢gimi igin Makler sperm sayma kamarasina (Sefi-

medical, Israil) 10 pl semen 6rnegi koyulduktan sonra faz kontrast mikroskobunda
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40X objektif altinda 100 karede bulunan spermler sayilarak sperm konsantrasyonu

degerlendirilmistir ve mil/ml olarak verilmistir.

3.5.2. Sperm Morfolojisi

10 ul semen 6rnegi lam tizerine koyulmus ve lamel kullanarak 45° a¢1 ile yayma
smear yapilmistir. Havada kurutulan yayma preparati ilk olarak Diff Quik (EMS,
Amerika) boyama kitinin fiksatifinde 10 saniye tutularak fikse edilmistir ve Diff Quik
boyama kitinin A (ksantin boyasi) ve B (azine A ve metilen mavisi) sollisyonlarinda
sirastyla 30’ar saniye bekleterek kurutulmustur. Immersiyon yagi kullanilarak X100
objektif altinda en az 100 sperm hiicresi say1lmis ve Kruger’s strict criteria kullanilarak
analiz edilmistir [Check et al., 1992]. Sayilan hiicreler morfolojik olarak normal
spermler ile anormal spermler olarak ayrilmistir. Sperm hicreleri normal, bas
anomalisi, boyun anomalisi ve kuyruk anomalisi olmak tizere dort farkli gruba ayrilmis

ve sonug yizde olarak belirlenmistir.

3.5.3. Sperm Motilitesi

Sperm motilitesinin analizi igin faz kontrast mikroskobunda (Zeiss axio,
Almanya) 40X objektif altinda en az 100 sperm sayilmis ve spermler 3 gruba

ayrilmistir:

¢ +4 motilite, progresif motil (ileri hizli hareketli) spermleri,
¢ +3 motilite, yavas hareketli spermleri,

¢ +2 motilite, yerinde hareketli spermleri tanimlamaktadir.

Motilite degerleri yuzde (%) belirlenmistir. Toplam motilite; +4 motilite, +3

motilite ve +2 motilitenin toplami olarak hesaplanmistir.

3.6. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi

Oksidatif stres, Sekil 3.6.1 ve Sekil 3.6.2°de gorilen ticari test kitleri olan Rel
Assay Diagnostics (Sigma Aldrich) Total Oksidan Seviyesi (TOS) ve Total
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Antioksidan Seviyesi (TAS) kitleri kullanilarak 6l¢iiliip hesaplanmis ve belirlenmistir.
Bu analiz i¢in 38 hasta ile ¢alisilmistir (n=38). Bu hesaplamalar kit protokoliinde yer

alan formller ile yapilmistir.

Oksidatif stres indeksi (0OSI) = TOS / (TAS * 10)
(3.6)

Sekil 3.6.1: Total Oksidan Seviyesi (TOS) kiti.

Sekil 3.6.2: Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Kiti.
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3.6.1. Total Oksidan Seviye Tespiti

Total oksidan seviyesi testi Rel Assay TOS Kit (Sigma-Aldrich) protokoliine
gore yapilmistir. Bu protokole gore; 96 well plate’in uygun kuyucuklarina 7,5 ul
Standart 1’den (double distile su), 7,5 ul kitin igerisinde hazir bulunan Standart 2°den
(Stock Stabilized Standart) eklenmistir. Diger kuyucuklara 7,5 pl hastalarin sperm
orneklerinden eklenmistir. Ardindan, kitin igerisinde hazir bulunan Reagent 1°den
(Assay Buffer) 50 ul Standart 1, Standart 2 ve sperm orneklerinin bulundugu tim
kuyucuklara eklenmistir (Sekil 3.6.1.1). Ilk absorbans noktas: igin spektrofotometre
ile 530 nm’de baslangi¢ absorbansi okunmustur (Sekil 3.6.1.2). Ilk élciimden sonra
Standart 1, Standart 2 ve tiim sperm orneklerinin tizerine 2,5 pl Kitin igerisinde hazir
bulunan Reagent 2 (Prokromojen Soliisyonu) yavasga eklenmistir. 96 well plate oda
sicakliginda hafifce ¢alkalanmis ve 5 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Son
olarak spektrofotometre ile 530 nm’de ikinci kez absorbans okumasi yapilmistir ve

veriler kaydedilmistir. Kaydedilen veriler ile TOS sonucu hesaplanmustir.

Sonug = (AAbs Ornek / AAbs Standart2) X 10
3.7)

Sekil 3.6.1.1: Kitin igerisinde hazir bulunan Reagent 1’in tiim kuyucuklara
eklenmesi.
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Sekil 3.6.1.2: Spektrofotometre ile absorbans dlgimd.

3.6.2. Total Antioksidan Seviye Tespiti

Total antioksidan seviyesi testi de Rel Assay TOS Kit (Sigma-Aldrich)
protokoliine gore yapilmistir. Bu protokole gore; 96 well plate’in uygun kuyucuklarina
3 pl Standart 1°den (double distile su), 3 pl kitin igerisinde hazir bulunan Standart
2’den (1.0 mmolTrolox Equiv/L) eklenmistir. Diger kuyucuklara 3 pl hastalarin sperm
orneklerinden eklenmistir. Ardindan, 50 pl kitin igerisinde hazir bulunan Reagent
1’den (Assay Buffer) Standart 1, Standart 2 ve sperm orneklerinin bulundugu tiim
kuyucuklara eklenmistir. Ik absorbans noktast i¢in spektrofotometre ile 660 nm’de
baslangi¢ absorbansi okunmustur. ilk dlgiimden sonra Standart 1, Standart 2 ve tiim
sperm oOrneklerinin tizerine 7,5 pl kitin igerisinde hazir bulunan Reagent 2
(Renklendirilmis ABST Radikal Soliisyonu) yavas¢a eklenmistir. 96 well plate oda
sicakliginda hafifce calkalanmis ve 5 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Son
olarak spektrofotometre ile 660 nm’de ikinci kez absorbans okumasi yapilmistir ve

veriler kaydedilmistir. Kaydedilen veriler ile TAS sonucu hesaplanmaistir.
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Sonug = [(AAbs Standart1) - (AAbs Ornek)] / [(AAbs Standartl) - (AAbs
Standart2)]
(38)

3.7. DNA Fragmantasyonu Analizi

3.7.1. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

DNA fragmantasyonu; ileri yasa (>40) sahip hasta gruplarindan 4 tane ve geng
yasa (<40) sahip hasta gruplarindan 4 tane olmak iizere toplam 8 sperm Orneginde
HaloSperm kiti (Halotech DNA SL, Halosperm HT-HS10, Ispanya) kullanilarak
analiz edilmistir (Sekil 3.7). Bu deney, Halosperm sperm DNA fragmentasyon kiti
icerisindeki protokol ile yapilmistir. Oncelikle bu Kitin igerisinde bulunan agaroz tiip,
5 dakika boyunca 95°C-100°C’de su banyosunda erimesi i¢in bekletilmistir. Ardindan
eriyen agaroz jel 5 dakika boyunca 37°C etiivde inkiibe edilmistir. 5 dakika sonra
ependorf tlipune konulan 25 pl sperm 6rneklerinin her birine hazirlanan 50 pl agaroz
jel eklenmis ve hizli bir sekilde kit icerisinde yer alan super-coated lamlara (Sekil 7)
yayilip dikkatlice lamellerle kapatilip 5 dakika boyunca +40 °C’de inkiibe edilmistir.
Bu sirada kitin icerisindeki denatiirasyon ajanindan (DA) 80 pl tUzerine 10 ml distile
su eklenmistir. 5 dakika sonunda 6rneklerin lamelleri iizerinden yavasca kaydirilip
uzaklastinlmistir ve 6 dakika boyunca oda sicakliginda yatay olarak hazirlanan DA
soliisyonunun igerisinde bekletilmistir. Bu islem esnasinda Kitin igerisindeki lizis
solisyonundan 10 ml kadar bir kaba konulmustur. 6 dakika sonunda DA
solisyonundan ¢ikarilan sperm ornekleri yatay olarak 23 dakika boyunca oda
sicakliginda lizis soliisyonunda bekletilmistir. Bu islemden sonra drnekler distile su ile
5 dakika boyunca yikanmis ve %70, %90 ve %100’lik artan etanol serilerinde
dehidrasyon islemi i¢in 2’ser dakika bekletilip karanlik bir ortamda kurumaya
birakilmistir. Kuruyan ve hazir hale gelen 6rneklere fiksatif (metil alkol icgerisinden
trimethan boyasi), soliisyon 1 (ksantin boyasi) ve soliisyon 2 (azine A ve metilen
mavisi)’den olusan Diff Quik seti ile boyama islemi yapilmistir. Kuruyan preparatlar
fiksatife konulmadan sirasiyla soliisyon 1 ve soliisyon 2’den gegirilip kurumaya
birakilmistir. Isik mikroskobunda 100X objektifte immersiyon yagi damlatilarak

goriintiilenmistir. Gorlintiilemede normal DNA yapisina sahip spermlerde halo yapisi
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gozlenmistir. DNA fragmantasyonu olan spermlerde halo yapist gézlenmemis ya da

bas yapisi bozulmus bir goriintii elde edilmistir.

In-vitro Diagnostic Test Kit [[VD]C€
Kit to asses sperm DNA fragmentation

halosperm® ar

it [REF] HT-+510 for 10 cotorminations A4

Sekil 3.7.1: HaloSperm Kkit.
3.7.2. Annexin V/Propidium lodide (PI) Boyama

Sperm hicrelerinde DNA fragmantasyonunu analiz etmek igin baslangigta
TUNEL testi yapilmasi planlanlanmis olup fakat finansal nedenlerle yapilamadigindan
Annexin V/Propidyum Iyodiir (PI) boyama testi ile bu parametere degerlendirilmistir.
Bu test ticari test kiti olan Calbiochem® Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |1
ile yapilmistir. Hastalardan elde edilen sperm hiicreleri 1X PBS ile yikanip 5 dakika
boyunca 1000 rpm'de 5 dakika santrifij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen
stpernatant uzaklagtirilmistir ve toplam 2-3 yikama i¢in tekrarlanmistir. Ardindan
hiicre peletini 1X Binding Buffer iginde 2-5 X 10° hiicre/ml’lik konsantrasyona
yeniden siispanse edilmistir. Daha sonra 195 pl hicre stspansiyonu temiz bir tipe
aktarilip tzerine 5 pl Annexin V-FITC eklenmistir. Sonrasinda karistirip 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sperm hucrelerini 1X Binding Buffer ile yikayip
ve 1000 rpm'de santrifiij edilmistir. Elde edilen slipernatant uzaklastirilmis ve kalan
hicre peletini 190 pl 1X Binding Buffer icinde tekrar siispanse edilmistir. Ardindan
10 pl Propidium lodide (PI) (final konsantrasyon = 1 pug/ml) eklenmistir. Son olarak

sperm ornekleri konfokal mikroskop altinda analizleri yapilmistir.
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3.8. Sperm Kromatin Yap1 Analizi

Sperm kromatin yapi analizi Toluidin Blue boyama yontemiyle yapilmistir.
Toluidine Blue boyasi, DNA zincirinin fosfat grubuna baglanip spermin kromatin
yogunlagsmasmi ve bu yontem dolayli olarak DNA fragmantasyonunu agiga
cikarmaktadir. Hastalarin yayilmis sperm Orneklerinin preparatlart %96'lik etanol
(Merck, Almanya) ve 1:1 oraninda aseton (Bdh prolabo, Fransa) icerisinde 1 saat
boyunca 4°C’de fikse edilmistir. 1 saat sonra Ornekler fiksasyon soliisyonundan
almmarak oda sicakliginda kurutulmustur. Ardindan, boyanin fosfat gruplarina
baglanabilmesi i¢in 6rnekler 5 dakika 4°C’de 0.1 N HCI (Merck K50227117 818,
Almanya) igerisinde hidrolize edilmistir. Bu islemden sonra, ornekler 5 dakika
boyunca distile su ile yikanmigtir. Ornekler %1 Toluidin Blue (Empire Genomics,
Amerika) boyasinda 5 dakika oda sicakliginda bekletilerek boyanmistir (Sekil 3.8) ve
tekrar distile su ile 5 dakika boyunca yikanmistir. Boyanmis Ornekler 1s1k
mikroskobunda 100X objektifte immersiyon yagi damlatilarak goriintiilenmistir. Koyu
mavi boyanmis spermler kromatin yapis1 bozulmus olarak ve soluk mavi olan spermler
ise kromatin yapis1 bozulmamis olarak degerlendirilmistir. Her 6rnek i¢in en az 100

hiicre sayilip boyanmis ve boyanmamis spermlerin yiizdeleri hesaplanmaistir.

Sekil 3.8: Toluidine Mavi Boyasi.
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3.9. PARP Proteini immiinohistokimyasal Analizi

Immiinohistokimyasal boyama yontemi ile PARP proteininin ekspresyonu
belirlenmistir. Bu yontemde Mouse and Rabbit Specific HRP (ABC) Detection IHC
Kit (Abcam, ab93677, Ingiltere) kullanilarak PARP proteininin ekspresyonu ve
lokalizasyonu belirlenmistir (Sekil 3.9.1). ilk olarak yaymasi yapilmis sperm
orneklerinin bulundugu lamlarin kenarlari, PAP pen hidrofobik kalem ile cizilerek
sinirlandirilmistir. Preparatlar %4°liik paraformaldehit ile 30 dakika oda sicakliginda
fikse edilmistir. Fiksasyon islemi tamamlandiktan sonra preparatlara Gzerini tam
olarak kaplayacak sekilde PBS (Sigma-Aldrich P4417-100, Amerika) damlatilip 2 kez
5’er dakika yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivasyonunu inhibe etmek amaciyla
metanol icerisinde %3’lik H>O> hazirlanmigtir. Cam sale igerisine preparatlar bu
soliisyon icerisinde oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Ardindan 20 ml sitrat
buffer 180 ml distile su icerisine eklenerek 200 ml Citrate Buffer sollsyonu
hazirlanmistir. Antijenlerin geri kazanimi amaciyla mikrodalgada 1sitma ydntemi
kullanilmigtir. Sitrat kabina konulan hazirlanmigs bu sitrat buffer soliisyonu
mikrodalgada 800 Watt’ta 3 dakika kaynatilmigtir. Bu islemden sonra, mikrodalgadan
cikartilip kabin igerisine preparatlar yerlestirilmis ve 800 Watt’ta 20 saniye daha
kaynatilmistir. Ardindan mikrodalga 200 Watt’a alinmis ve 20 dakika boyunca
kaynamaya birakilmigtir. Sonrasinda preparatlarin  i¢inde bulundugu kap
mikrodalgadan ¢ikarilarak 20 dakika sogumaya birakilmigtir. Preparatlar sitrat
kabindan alinmig humidified chamber igerisine yerlestirilmistir ve tizerlerini tam
olarak kaplayacak sekilde PBS damlatilip 2 kez 5’er dakika yikanmistir. Preparatlara
antikorlarin spesifik olmayan baglanmalarini engellemek igin kitin igerisinde
kullanima hazir olarak bulunan protein blocking soliisyonu preparatlarin iizerine
damlatilip 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. PARP primer antikoru
(Invitrogen AHO1232) 1:100 diliisyonda hazirlanmis ve 1slak pegeteler kullanilarak
hazirlanan nemli bir ortam haline getirilen humidified chamber igerisinde her bir
preparat tzerine 50 pl damlatilip tizerleri parafilm ile kaplanarak 1 gece boyunca +4
°C'de inkiibasyon gergeklestirilmistir. Yaklasik olarak 16-18 saatlik inklbasyon
sonrasi, preparatlara iizerini tam olarak kaplayacak sekilde PBS damlatilip 2 kez 5’er
dakika yikanmistir. Yikanan preparatlar lizerine kit igerisinde hazir olan Biotinilated

Goat Anti-Polyvalent (Mouse and Rabbit Specific HRP Detection IHC Kit, ab93677;
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Abcam) damlatilarak 10 dakika bekletilmistir. 10 dakika sonra, preparatlara iizerini
tam olarak kaplayacak sekilde PBS damlatilip 2 kez 5’er dakika yikanmistir. Ardindan
her bir preparat {izerine 3'er damla olacak sekilde Streptavidin Peroxidase (Mouse and
Rabbit Specific HRP Detection IHC Kit, ab93677; Abcam) damlatilip 10 dakika
bekletilmistir. 10 dakika sonra, preparatlara tizerini tam olarak kaplayacak sekilde PBS
damlatilip 2 kez 5’er dakika yikanmistir. Iimmiinohistokimyasal reaksiyon ile meydana
gelen antijen-antikor komplesinin goriiniir duruma getirebilmek amaciyla DAB
Kromojen (Abcam, ab64238; Ingiltere) hazirlanmis (Sekil 3.9.2) ve preparatlar
Uzerine 50 pl damlatilarak 8 dakika boyunca bekletilmistir. Bu islemden sonra,
preparatlara iizerini tam olarak kaplayacak sekilde PBS damlatilip 2 kez 5’er dakika
yikanmistir. Yikama isleminin ardindan preparatlar karsit boyama icin Mayer’s
Hematoksilen (Bio Optica 05-06002/L, italya) igerisinde 2 dakika bekletilmistir. 2
dakika ardindan preparatlar ¢cesme suyu dolu cam sale igerisine alind1 ve mordanlama
islemi i¢in 10 dakika boyunca akan ¢esme suyunun altinda bekletilmistir. Mordanlama
isleminin ardindan preparatlar 3-4 dakika Ksilen igerisine daldirilmistir ve
c¢ikarildiktan sonra hava ile kurumaya birakilmistir. Bu islem sonrasi1 preparatlar hava
ile kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlarin iizerine birka¢ damla Biomount (Bio
Optica 05-BM500, italya) damlatilmis ve dikkatlice lamel ile kapatilmistir. Isik
mikroskobunda 100X objektifte immersiyon yagi damlatilarak goriintiilenmistir. Her
Ornek i¢in en az 100 hiicre sayilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen veriler i¢in Imminoreaktivite Skor (IRS)
hesaplanmistir. Her bir hasta spermlerinde bas, kuyruk, akrozom, stoplazmik droplet
ve boyun olmak (zere 5 bolge 1,2 ve 3 rakamlarniyla siddet seviyesi
derecelendirilmistir, ayrica ekspresyonun gorilmedikleri sayilmistir. Bu bdlgelerdeki
siddet seviyeleri toplanip her sperm i¢in bir IRS belirlenmistir. Daha sonra toplam IRS

sayilan sperm sayisina boliinerek ortalama alinmis ve yiizde hesaplanmistir.
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Sekil 3.9.2: DAB Substrat Kit.

3.10. Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar

¢ 10X Phosphate Buffered Saline (PBS) Stok Soliisyonu Hazirlama

10X PBS stok soliisyonu hazirlamak i¢in oncelikle 800 ml distile su igerisinde
80 gr NaCl, 2 gr KCI, 2 gr KH2PO4, 21,6 gr Na2HPO4 (Sigma Aldrich, Amerika)
¢Oziilmistiir. Ardindan soliisyon distile su ile 1 litreye tamamlanmig ve pH’1 7,4’
ayarlanmistir. Bu sekilde elde edilen 10X PBS stok soliisyonu distile su ile 1X PBS’e
seyreltilerek kullanilmistir.
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094 Paraformaldehit Fiksatif Cozeltisi Hazirlama

32 gr paraformaldehit 800 ml 1X PBS igerisine eklenmistir. Coziinmeyi
saglayabilmek ve karistmm homojen olabilmesi icin sollsyon icerisine 10 kugik
NaOH tableti eklenmis ve karisim berraklasana kadar manyetik karistirici iizerinde
bekletilmistir. Karisim berraklastiktan sonra sogumaya birakilmis ve ardindan

filtreden gegirilmistir. Son olarak pH’1 7,3 olarak ayarlanmistir.

¢ %3 Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi Hazirlama

Hazir olarak satilan Hidrojen Peroksit (Fisher Scientific JT Baker, Amerika)
%30’luktur. %3’lik H,O, hazirlamak i¢in toplam hacim 80 ml olacak sekilde 72 ml
metanol (Merck 10600925, Almanya) ve 8 ml H20. karistirilmis ve bdylece %3’¢e

seyreltilmistir.

e Citrate Buffer Soliisyonu Hazirlama
Hazir olarak satilan Citrate Buffer (Bio Optica 15M-103, italya) soliisyonunun

kullanima i¢in distile su ile 1:10 oraninda diliisyon islemi yapilmaistir.

¢ Primer Antikor (PARP) Hazirlama
Diliisyon denemeleri sonrast PARP primer antikorunun (Invitrogen AHO1232)

dilisyon oran1 1:100 olarak belirlenmis ve PBS ile dillisyonu yapilarak hazirlanmigtir.

¢ DAB Kromojen/Substrat Hazirlama
Hazir olarak satin alinan DAB Kromojen/Substrat kit (Sekil 3.9.2) (Abcam,

ab64238; Ingiltere) prosediiriine uygun olacak sekilde 1:50 oraninda hazirlanmistir.

3.11. istatistiksel Analiz

Calismamizin istatistiksel analizleri SPSS for Windows 22.0 programi
kullanilarak yapilmistir. Normal dagilim gdstermeyen ortalama degiskenlerin analizi
icin Mann Whitney-U testi kullanilmistir. Bu sonuglar %95 giiven araliginda analiz

edilip, anlamlilik seviyesi (p<0,05) olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sperm Parametreleri Analizi

fleri yasa (>40) ve genc yasa (<40) sahip erkek hastalarin sperm parametreleri
(sperm konsantrasyonu, sperm morfolojisi ve sperm motilitesi) analiz sonuglar1 Tablo
4.1 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Istatistiksel sonuglara gore sperm parametreleri analizi sonucunda ileri yastaki
erkeklerin (>40) sperm motilitesinin (%) gen¢ yasa sahip erkeklere (<40) gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik oldugu gozlemlenmistir (p<0,003).

Tablo 4.1: Sperm parametreleri istatiksel analizi. Sonuclar ortalama + standart
sapma olarak verilmistir.

Tleri Yasa | Geng Yasa p value
(>40)  Sahip | (<40)  Sahip
Erkekler Erkekler
Sperm Konsantrasyonu 23,44 + 26,30 | 27,62 + 23,76 0,446
(108/ml)
Sperm Morfolojisi (Normal) | 0,11 £ 0,33 0,80+1,08 0,138
(%)
Sperm Motilitesi (%0) 30,11+12,62 |51,33+18,63 0,003*
+ 4 Motilite 0,22 + 0,66 7,8+15,79 0,108
+ 3 Motilite 25,77 + 14,74 | 36,85+ 16,54 0,263
+2 Motilite 3,66 + 5,31 6,08 + 5,67 0,318
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Sperm Parametreleri

*
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40 36.85
30 27.62 25.77
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10 7.8
0.11 0.8 0.22 l
0 — R
Sperm Sperm Sperm Motilitesi 44 Motilite =+ 3 Motilite
Konsantrasyonu  Morfolojisi (%)
(108 /mD (Normal) (%)

| ileri Yasa (>40) Sahip Erkekler B Geng Yasa (<40) Sahip Erkekler

6.08
3.66

+2 Motilite

Sekil 4.1: Sperm parametreleri analiz sonuglart.
* [statistiksel olarak anlaml1 (p<0,003)

4.2. Oksidatif Stres Parametreleri Analizi

Oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS ve OSI) sonuglari, Tablo 4.2.1, Tablo

422 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Istatiksel veriler her parametrenin altinda

belirtilmistir.

[statistik sonuglarma gore ileri yasa (>40) ve geng yasa (<40) sahip erkek

hastalarin oksidatif stres indeksi (OSI) arasinda anlamli bir sonu¢ bulunamamistir

(p<0,820).
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Tablo 4.2.1: Tiim hastalarin oksidatif stres parametre degerleri (n=38). TAS:
Total antioksidan seviyesi, TOS: Total oksidan seviyesi, OSI: Oksidatif stres indeksi.

Hastalar TAS TOS Osi
Hastal 1,78 11,29 0,63
Hasta2 1,6 10,96 0,68
Hasta3 1,34 11,93 0,88
Hasta4 1,02 11,61 1,13
Hastab 1,73 9,03 0,52
Hasta6 2,13 6,77 0,31
Hasta7 1,73 4,83 0,27
Hasta8 2,15 9,67 0,44
Hasta9 1,6 11,47 0,71
Hastal0 1,49 11,76 0,78
Hastall 1,18 10,29 0,86
Hastal2 1,15 15,58 1,35
Hastal3 0,96 11,17 1,15
Hastal4 1,12 13,82 1,23
Hastal5 1,15 13,52 1,17
Hastal6 0,63 15,88 2,51
Hastal7 1,55 12,94 0,83
Hastal8 1,12 13,82 1,23
Hastal9 1,69 14,7 0,86
Hasta20 1,44 9,67 0,66
Hasta21 1,89 12,58 0,66
Hasta22 0,13 9,032 6,86
Hasta23 6,67 12,05 0,18
Hasta24 1,75 16,76 0,95
Hasta25 1,16 13,23 1,13
Hasta26 1,13 16,47 1,44
Hasta27 1,47 15 1,01
Hasta28 1,35 11,764 0,86
Hasta29 1,01 10,88 1,07
Hasta30 1,33 9,11 0,68
Hasta31 1,52 11,17 0,73
Hasta32 1,53 15,58 1,01
Hasta33 1,83 15,88 0,86
Hasta34 1,55 12,35 0,79
Hasta35 0,78 16,76 2,13
Hasta36 1,3 12,64 0,96
Hasta37 1,41 12,64 0,89
Hasta38 6,67 12,05 0,18
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Tablo 4.2.2: Oksidatif stres indeksinin istatiksel analizi. Sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir.

Ileri Yasa (>40) | Gen¢ Yasa (<40) p degeri
Sahip Erkekler Sahip Erkekler
Oksidatif Stres 0,92 + 0,49 1,21+1,43 0,817
Indeksi (OSI)
Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
1.4
1.21
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0

| ileri Yasa (>40) Sahip Erkekler M Geng Yasa (<40) Sahip Erkekler

Sekil 4.2: Oksidatif stres indeksi (OSI) analizi sonuglart

4.3. DNA Fragmantasyonu Analizi

Calismamizda DNA fragmantasyonu gelistirilmis sperm kromatin yapi analizi
sonuglar1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.3.1, Sekil 4.3.2 ve Sekil 4.3.3’de gosterilmistir.

[statistiksel sonuglara gére DNA fragmantasyonu analizi sonucunda ileri yastaki
erkeklerin (>40) ortalama DNA fragmantasyonunun geng yasa sahip erkeklere (<40)

gore istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu gézlemlenmistir (p<0,029).

47



Tablo 4.3: DNA fragmantasyonu istatiksel analizi. Sonuclar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir.

Ileri Yasa (>40) | Genc Yasa (<40) p degeri

Sahip Erkekler Sahip Erkekler
DNA 24,50 £ 1,29 18,00 + 1,82 0,029*
Fragmantasyonu
(%)

DNA Fragmantasyonu (%)
*

30
25
20

15

10

[52]

W ileri Yasa (>40) Sahip Erkekler

B Geng Yasa (<40) Sahip Erkekler

Sekil 4.3.1: DNA fragmantasyonu analizi sonuglari.

* [statistiksel olarak anlaml1 (p<0,029)
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Sekil 4.3.2: SCSA ile analiz edilen halo gdzlenmeyen DNA’s1 fragmante olmus
sperm hcreleri. Ok ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA fragmantasyonu
goriilmektedir (1s1k mikroskopu, goriintii 100X buyiitme).

Sekil 4.3.3: SCSA ile analiz edilen halo gdzlenen DNA’s1 fragmante olmamis
sperm hucreleri. Yildiz ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA fragmantasyonu
goriilmemektedir (1s1k mikroskopu, gortintii 100X biyutme).
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Propidium lodine Annexin V Propidium lodine+Annexin

Sekil 4.3.4: DNA fragmantasyonu (Annexin V/Propidyum Iyodiir (PI) boyama)
analiz sonuglari. (A) Yildiz ile gosterilen hiicre Pl ile boyandiginda kirmizi, (B) ok
basi ile gosterilen hiicre Annexin V ile boyandiginda yesil ve (C) her ikisi ile
boyanmasi sonucu ok ile gosterilen hiicre sar1 olarak goriilmekte ve ge¢ apoptotik
veya nekrotik hicreyi belirtmektedir.

4.4. Sperm Kromatin Yap1 Analizi

Calismamizda sperm kromatin yap1 analizi igin Toluidin Mavi analizi sonuglari
Tablo 4.4.1, Tablo 4.4.2 ve Sekil 4.4.1°de, goriintiileri ise Sekil 4.4.2°de gosterilmistir.

[statistiksel sonuglara gére sperm kromatin yapi analizi sonucunda ileri yastaki
erkeklerin (>40) ortalama sperm kromatin yapisi bozuklugu geng yasa sahip erkeklere
(<40) gore istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu gozlemlenmistir
(p<0,000).
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Tablo 4.4.1: Tim hastalari sperm kromatin yapist inceleme sonuglari. KB:
Kromatin yapi, (+): kromatin yapisi normal, (-): kromatin yapisi bozuk.

Kromatin Yapi
(%)
KY (+) KY (-)

Hastalar 54 46

Hastal 45 55

Hasta2 36 64

Hasta3 36 64

Hasta4 20 80

Hasta5 38 62

Hastab 44 56

Hasta7 20 80

Hasta8 42 58

Hasta9 21 79
Hastal0 17 83
Hastall 48 52
Hastal?2 a7 53
Hastal3 36 64
Hastal4d 20 80
Hastal5 12 88
Hastal6 28 72
Hastal7 22 78
Hastal8 29 71
Hastal9 24 76
Hasta20 54 46
Hasta21 57 43
Hasta22 20 80
Hasta23 41 59
Hasta24 28 72
Hasta25 59 41
Hasta26 68 32
Hasta27 49 51
Hasta28 64 36
Hasta29 57 43
Hasta30 59 41
Hasta31l 38 62
Hasta32 51 49
Hasta33 69 31
Hasta34 40 60
Hasta35 58 42
Hasta36 24 76
Hasta37 49 51
Hasta38 52 48
Hasta39 25 75
Hasta40 56 44




Tablo 4.4.2: Sperm kromatin yapi biitiinliigiiniin istatistiksel sonuglari. Sonuglar

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Ileri Yasa (>40) | Geng Yasa (<40) p degeri
Sahip Erkekler Sahip Erkekler
Sperm Kromatin 68,05 + 12,20 51,80 + 14,85 0,000*

Yapisi (%)

Sperm Kromatin Yapisi (%)
*

80

70

60

50

40

30

20

10

W ileri Yasa (>40) Sahip Erkekler

B Geng Yasa (<40) Sahip Erkekler

Sekil 4.4.1: Sperm kromatin yapist analizi sonuglart.
* [statistiksel olarak anlaml1 (p<0,000)
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Sekil 4.4.2: Kromatin yapis1 normal ve bozulmus olan sperm hiicreleri.
Kromatin yapisi bozulmus olanlar koyu mavi olarak boyanmis ve ok ile
gosterilmigtir. Kromatin yapis1 normal olan sperm hiicreleri agik mavi boyanmis ve
yildiz ile gosterilmistir (151k mikroskopu, goriintii 100X biyutme).

4.5. PARP Proteini Ekspresyonu Analizi

Calismamizda immiinohistokimyasal boyama yontemi ile ileri yasa (>40) ve
gen¢ yasa (<40) sahip erkek hastalarda PARP proteininin ekspresyon seviyelerine
bakilmistir. Imminoreaktivite Skor (IRS) analiz sonuglar1 Tablo 4.5.1, Tablo 4.5.2 ve
Sekil 4.5.1°de, mikroskop goriintiileri ise Sekil 4.5.2, Sekil 4.5.3 ve Sekil 4.5.4°de
gosterilmistir.

Istatistik sonuglarina gore ileri yasa (>40) ve genc yasa (<40) sahip erkek
hastalarda PARP proteininin ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir sonug

bulunamamistir (p<0,947).
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Tablo 4.5.1: Tim hastalarin PARP protein ekspresyonu inceleme sonuglari.

Hastalar Immiunoreaktivite Skor (IRS)
Hasta 1 4,6
Hasta 2 3,8
Hasta 3 2,48
Hasta 4 3,8
Hasta 5 5,76
Hasta 6 54
Hasta 7 4,64
Hasta 8 2,76
Hasta 9 3,52
Hasta 10 3,56
Hasta 11 4
Hasta 12 2,04
Hasta 13 2,16
Hasta 14 5,04
Hasta 15 4,56
Hasta 16 6,64
Hasta 17 3,36
Hasta 18 2,56
Hasta 19 3,84
Hasta 20 5,2
Hasta21 4,04
Hasta22 4,72
Hasta23 5,52
Hasta24 2,88
Hasta25 3,72
Hasta26 4,96
Hasta27 3,4
Hasta28 3,72
Hasta29 4,28
Hasta30 6,64
Hasta31 2,74
Hasta32 4
Hasta33 4,04
Hasta34 3,92
Hasta35 2,6
Hasta36 3,12
Hasta37 3,32
Hasta38 4,32
Hasta39 3,44
Hasta40 3,6
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Tablo 4.5.2: PARP protein ekspresyonu istatistik sonuglari. Sonuclar ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir.

Ileri Yasa (>40) | Geng Yasa (<40) p degeri

Sahip Erkekler Sahip Erkekler
Immdinoreaktivite 3,98+1,25 3,94 £0,97 0,947
Skor (IRS)

Imminoreaktivite Skor (IRS)
3.9
3.98

3.98
3.97
3.96
3.95
3.94 '
3.92

| ileri Yasa (>40) Sahip Erkekler

B Geng Yasa (<40) Sahip Erkekler

Sekil 4.5.1: Immiinoreaktivite Skor (IRS) analizi sonuglari
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Sekil 4.5.2: PARP protein ekspresyonu immiinohistokimyasal analizi. Ok
kuyrugu, ok basi ise boyun bolgesindeki ekspresyonu gostermektedir (1s1k
mikroskopu, goérunti 100X biyitme).

Sekil 4.5.3: PARP protein ekspresyonu immiinohistokimyasal analizi. (A)
Sperm hiicresinin boyun bolgesindeki PARP protein ekspresyonunun 1sik
mikroskopu gorintisi (100X biydtme). (B) Ok ile gosterilen sperm hiicresinin
boyun bolgesindeki PARP protein ekspresyonunun %300 biiyiitiilmiis gorintisa.
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Sekil 4.5.4: PARP protein ekspresyonu immiinohistokimyasal analizi. (A)
Sperm hiicresinin kuyruk bolgesindeki PARP protein ekspresyonunun 1sik
mikroskopu gorintisi (100X buydtme). (B) Ok ile gosterilen sperm hiicresinin
kuyruk bolgesindeki PARP protein ekspresyonunun %300 biiyiitilmis gorintisu.
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5. TARTISMA

Son zamanlarda, ciftlerin genellikle ileri yasta anne ve baba olma egiliminde
olduklar1 gozlemlenmektedir. Yapilan arastirmalar ile ileri anne yasinin etkileri iyi
tanimlanmis olsada, ileri baba yas hem bilinen hem de bilinmeyen riskler tasir.

Calismamizda, literatiirdeki ileri baba yasi ve infertilite arasindaki iligki
hakkindaki belirsizlikleri aydinlatma amaciyla ileri baba yasinin oksidatif stres, DNA
fragmantasyonu, kromatin yapist gibi genetik parametreler ve PARP proteininin
ekspresyon diizeyleri tizerine etkileri arastirilmistir.

Bu amagla, sperm parametreleri (konsantrasyon, morfoloji ve motilite), oksidatif
stres parametreleri (TAS, TOS, OSI degerleri), DNA fragmantasyonu ve kromatin
yap1 biutinhigii gibi genetik yap1 parametreleri, PARP proteininin ekspresyon
seviyeleri aragtirilmis ve analiz edilmistir.

Calismamiza, sonuclar1 etkileyebilecek tiim diger parametrelerin etkisini
minimize edebilmek ve oksidatif stresin etkilerini direkt olarak analiz edebilmek icin
sperm parametrelerinde problem belitlenmemis normozoospermik (DSO,2010
kriterlerine gore), 40 yas alt1 ve 40 yas istii olmak {izere iki ayr1 yas grubundaki
erkekler dahil edilmistir. Arastirilan tiim parametreler, asagida tartisilmistir.

Semen analizi araciligi ile sperm parametreleri hakkinda kolaylikla bilgi
edinilebilmektedir. Yapilan caligmalar infertilite ile sperm konsantrasyonu,
morfolojisi ve motilitesi gibi gesitli sperm parametreleri arasinda 6nemli bir iligki
oldugunu ortaya koymaktadir [Colasante et al., 2018], [Ok et al., 2008]. Baba yas1 ve
sperm parametreleri arasindaki iligkiyi arastiran calismalarin ¢ogu yasin artmasi ile
sperm bu parametrelerin olumsuz etkilendigini gostermektedir [Sharma et al., 2015],
[Kidd et al., 2001].

Sperm konsantrasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarin bir kism1 yasin artmasiyla
sperm konsantrasyonun azaldigini, bir kismi ise yasin artmasiyla konsantrasyonun
artigim1  ileri slirmektedir. Yapilan bir c¢aligmada yasin ilerlemesiyle sperm
konsantrasyonunda kademeli bir artisin oldugunu ortaya koyulmustur[Levitas et al.,
2005]. Yine yapilan baska bir arastirmada yasin artmasiyla sperm konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamli seviyede artis oldugunu iddia etmislerdir [Brahem et al.,
2011]. Yasin artmasiyla sperm konsantrasyonunun arttigini gosteren ¢aligmalarin yant

sira yasgin artmastyla konsantrasyonun azaldigini ortaya koyan bir¢ok calisma
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bulunmaktadir [Haidl et al., 1996], [Eskenazi et al., 2003], [Centola et al., 1999].
Ayrica, yasin artmasi ile sperm konsantrasyonu arasinda tutarli bir iligki
bulunmadigini 6ne siiren ¢alismalar da bulunmaktadir [Dain et al., 2011], [Kidd et al.,
2001], [Schwartz et al., 1983], [Aboulghar et al., 2007]. Literatiirdeki arastirmalara
bakildiginda yapilan g¢alismalarin ¢ogu yasin artmasiyla sperm konsantrasyonunun da
artigi  sonucunu desteklemektedir. Bizim c¢alismamizda sperm konsantrasyonu
sonuglarina bakildiginda 40 yas alt1 erkeklerde sperm konsantrasyonu (108/ml) degeri
ortalama 27,62 olarak ve 40 yas iistii erkeklerin sperm konsantrasyonu (10%/ml) degeri
ortalama 23,44 olarak bulunmustur. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ elde edilememistir (p<0,446).

Bir diger parametre olan sperm morfolojisine bakildiginda da arastirmalarin
sonuclar1 arasinda farklilar bulunmaktadir. Bazi ¢aligmalarda ilerleyen erkek yasi ile
normal sperm morfoloji yizdesinin azaldigi goriilmektedir [Brahem et al., 2011],
[Guzick et al., 2001]. Calismalar, normal sperm morfolojisinde her yas i¢in %0,2 ila
%0,9'luk bir azalma oldugunu ve bunun 20 yillik bir siire boyunca normal sperm
morfolojisinde %4 ila %18'lik bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir [Keel et
al., 2006], [Harris et al., 2011], [Auger et al., 1995]. Yapilan baska bir ¢aligmada erkek
yasinin ilerlemesi ile normal sperm morfoloji yiizdesinin azalmadigi goriisi iddia
edilmistir [Dain et al., 2011]. Farkli bir ¢alismada ise normal sperm morfolojisi ile yas
arasinda anlamli bir iliski bulunamadigi belirtilmistir [Andolz et al., 1999]. Bizim
calismamizin sonucuna baktigimizda 40 yas alt1 erkeklerde normal sperm morfoloji
yuzdesi ortalama 0,8 iken 40 yas iistii erkeklerin normal sperm morfoloji yiizdesi
ortalama 0,1°dir. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde
edilememistir (p<0,138).

Sperm konsantrasyonu ve sperm morfoloji analiz sonuglarinin diger ¢alismalar
ile araralarindaki bu farkliliklarin sebebi ¢alisilan hasta gruplarindaki erkeklerin cinsel
yoksunluk siresi, beslenme aliskanliklari, etnik kokenlerin farkli olmasi, 6rneklem
biiyiikliigiiniin degisken olmasi ve yas gruplarmin farkli olmasindan kaynaklaniyor
olabilmektedir [Bujan et al., 1988], [Pino et al., 2020]. Bizim sonuglarimizin
literatiirdeki arastirmalardan farkli olmasinin sebepleri de galismalardaki hastalarin
sayilarinin, etnik kokenlerinin ve yas gruplarinin farkli olmasindan dolay1 olabilecegi
diistiniilmektedir.

Sperm parametrelerinden biri olan motiliteye bakildiginda ise yapilan

calismalarda ilerleyen erkek yasi ile sperm motilite yilizdesinin azaldigini ileri
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stirmektedir [Andolz et al., 1999], [Veron et al., 2018]. Bir baska ¢alismada da
motilitenin 40 yasindan sonra istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini ortaya
koymaktadir [Agarwal and Sekhon, 2011]. Bizim c¢alismamizda bu arastirma
sonuglarini destekler nitelikte olup sperm motilitesi ileri yasa (>40) sahip erkeklerde
%30,11 iken gen¢ yasa (<40) sahip erkeklerde %51,33’tiir ve yasin ilerlemesiyle
sperm motilitesinin (%) istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldig1 gdzlemlenmistir
(p<0,003).

Sperm hiicresi islev bozuklugunun en 6nemli sebeplerinden biri oksidatif
strestir.  Yapilan c¢aligsmalar, spermatozoanin hem yapisal hem de islevsel
biitiinliigliniin bozulmasinda oksidatif stresin etkili oldugunu ortaya koymaktadir
[Henkel, 2011]. Yapilan galismalarda yasla birlikte artan oksidatif stresin sperm
hiicrelerine zarar verdigini ve oksidatif stresin neden oldugu hasarin yasa baglh
birikimini ortaya koymaktadir [Beckman and Ames, 1998]. Yapilan diger
arastirmalarda yasin ilerlemesi ile antioksidan savunma sistemlerinin bilesenlerinin
dagiliminin degistigini [Mueller et al., 1998] ve antioksidan savunmalarda yer alan
gen driinlerinin ekspresyonunun azaldigini [Jervis and Robaire, 2002] gostermektedir.

Calismamizda oksidatif stres parametreleri olan Total Oksidan Seviyesi (TOS),
Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki oksidatif
dengeyi ortaya koyan Oksidatif Stres Indeks (OSI) degerleri incelenmistir.
Calismamizda 40 yas alt1 erkeklerde OSI degeri ortalama 1,21 olarak ve 40 yas iistii
erkeklerin OSI degeri ortalama 0,92 olarak bulunmustur. Iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (p<0,817).

Literatiirdeki ¢calismalarin aksine bizim ¢aligmamizda iki grup arasinda anlamli
sonug elde edilememistir. Bu sonug bize oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengeyi
ifade eden OSI degerinin, bu iki gruptaki hastalarm normozospermik vakalardan
secilmesinden kaynakli olarak cok yiiksek olmamasi nedeniyle elde edildigini
disiindiirmektedir. Ayrica, ¢alismamizdaki hastalarda antioksidan seviyelerinin
yiiksek bulunmasindan kaynakli olarak bu sonuglarin dengelenmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Antioksidan seviyeleri; beslenme tarzi, alinan takviye ediciler ve
yasam sartlariyla iliskili olabilmektedir; anlamli bir sonu¢ elde edememizin sebebi
olarak bu konu ile ilgili elimizde hasta verileri olmadigindan kaynakli olabilecegini

disiindiirmstir.
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Caligmamizdaki gruplardan 40 yas alt1 hastalarin yas ortalamas1 30 ve 40 yas
iistii hastalarin yas ortalamasi ise 45°tir. Bu durum iki grubun yas ortalamalarinin
birbirine yakin olmasindan dolay1 da fark gézlenmemis olabilecegini diisiindiirmiistar.

Yavruya DNA'nin yarist babadan geldiginden dolay1 sperm (izerinde DNA
hasarmin incelenmesi oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu sebeple bu konu lzerine
yapilan ¢alismalar, erkek kisirli gini etkileyen en 6nemli sebeplerden birinin spermde
DNA fragmantasyonu oldugunu géstermektedir [Zeqiraj et al., 2018]. Sperm DNA
fragmantasyonunda meydana gelen bir artisin dogal tiremeyi etkiledigi cesitli
arastirmalar tarafindan ortaya konmaktadir [Simon et al., 2019].

fleri baba yas1 ve DNA fragmantasyonu arasindaki iliskiyi inceleyen birgok
caligma bulunmaktadir. Sperm DNA fragmantasyonunda artisin sirasiyla 35 ve 40
yasindan sonra arttig1 ¢esitli aragtirmalar ile ortaya konmaktadir [Dunson et al., 2004],
[Stewart and Kim, 2011], [Kimberly et al., 2012]. ileri yastaki infertil erkekler fertil
erkekler ile karsilastirildiginda, infertil erkeklerde daha fazla sperm DNA'sinda
kirtlmalarinin meydana geldigi gozlenmektedir [Plastira et al., 2007]. Wyrobek ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada yaslar1 22-80 arasinda olan 97 erkek spermi
incelenmis olup FGRF3 genindeki mutasyonlar ve DNA fragmantasyonu olan
spermlerin yiizdesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iliski bulmustur
[Wyrobek et al., 2006]. Bunlarin yani sira kanitlanmis birincil veya ikincil kisirliga
sahip fertil ve infertil erkekler arasindaki DNA fragmantasyonu inceleyen alt1 ¢alisma
bulunmaktadir [Petersen et al., 2018], [Kaarouch et al., 2018], [Cohen-Bacrie et al.,
2009], [Evenson et al., 2020], [Antonouli et al., 2019], [Blachman-Braun eta al., 2020].
Bu ¢aligmalarin hepsi ileri baba yasi ile artan DNA fragmantasyonu lehine anlamli bir
fark oldugunu gdstermektedir.

Calismamizda DNA fragmantasyonu, gelistirilmis sperm kromatin yap1 analizi
teknigi (SCSA) ile ileri yasa (>40) sahip hasta gruplarindan 4 tane ve geng yasa (<40)
sahip hasta gruplarindan 4 tane olmak tizere toplam 8 sperm 6rneginde HaloSperm kit
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonuclarinda gore 40 yas {lstlindeki erkek
hastalarda DNA fragmantasyonu 40 yas altindaki erkek hastalara gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek gézlemlenmistir (p<0,029). Calismamizin bulgulari
literatiirdeki diger ¢alismalar1 destekler niteliktedir. Calismamiz sonucuna gore ileri
baba yasinin DNA fragmantasyonuna sebep olup infertiliteye sebep olabilecegi

calismamizin hipotezini de destekler niteliktedir.
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Semen analizinin  geleneksel  parametreleri  (reme  potansiyelinin
degerlendirilmesi igin yetersiz kalmaktadir [Agarwal and Allamaneni, 2005]. Bundan
dolay1 kromatin yapisi infertil ¢iftlerde klinik gidisatin sekillendirilmesinde ¢ok
onemli bir parametre oldugu kabul edilmektedir. Cesitli kimyasallar, toksinler,
radyasyon, sicaklik ve hastaliklar gibi ¢esitli etkenler sperm kromatin yapisini olumsuz
yonde etkilemektedir [Love et al., 2002]. Sperm kromatin yapisinin normal olmasi
genetik bilginin sikintisiz, eksiksiz ve dogru bir sekilde iletilmesi agiSindan onem
teskil etmektedir [Agarwal and Said, 2003]. Spermde kromatin yapinin normal olmasi
saglikli embriyo biylimesi ve gelisimi i¢in de olduk¢a o6nemli ve gereklidir
[Deenadayal Mettler et al., 2020]. Bir spermin saglikli olarak kabul edilebilmesi i¢in
kompakt ve yogunlasma yetenegine sahip olmasi gerekmektedir; bu sebeple sperm
kromatin yapisinin bozuk oldugu durumlar erkek kisirligina neden olabilmektedir
[Agarwal and Said, 2003].

flerleyen yasa sahip erkekler anormal kromatin yapisina ve bundan dolay1 da
infertiliteye sahip olabilmektedir. Yapilan calismalar yaslanmanin sperm kromatin
yapisinda olumsuz etkiler olusturdugunu ortaya koymaktadir [Plastira et al., 2007],
[Winkle et al., 2009]. Yine yapilan baska ¢alismalarda da ilerleyen baba yas1 ile
kromatin yapidaki bozukluk arasinda anlamli bir iligski oldugu ortaya koyulmaktadir
[Wyrobek et al., 2006].

Sperm kromatin yap1 analizi igin metakromatik niikleer bir tiyazin boyasi olan
toluidine mavisi (TB), mikroskobik bir yontem olarak ¢alismalarda kullanilmaktadir
[Erenpreisa et al., 2003]. Calismamizin bulgular literatiirdeki diger g¢alismalar
destekler niteliktedir. Bizim ¢aligmamiza gore 40 yas tistiindeki erkek hastalarin sperm
kromatin yapist bozuklugunun 40 yas altindaki erkek hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek oldugu gozlemlenmistir (p<0,000). Buradan yola ¢ikarak ileri
baba yasinin sperm kromatin yapisini bozup infertiliteye neden olabilecegi
calismamizin hipotezini destekler niteliktedir.

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP); DNA’daki kiriklar, baz uyumsuzluklari ve
baz eksizyonu gibi ¢esitli sorunlarin onariminda rol oynayan bir DNA onarim
enzimidir [Agarwal et al., 2009]. Eger DNA’daki hasar az ise, PARP diger onarim
enzimleriyle DNA onarimini saglayabilmektedir [Heeres and Hergenrother, 2007].
Literatiirde, PARP’1n bu gdrevinin yani sira hem apoptozda hem de nekrozda rol aldig1
ortaya konmaktadir [Heeres and Hergenrother, 2007], [Oliver et al., 1999], [Zerfaoui
et al., 2008]. DNA’da hasar meydana geldiginde, kaspaz-3 proteinin aktive olmasiyla
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PARP boliiniir ve PARP’1n aktivasyonu engellenerek apoptozun meydana gelmektedir
[Kaufmann et al., 1993]. Bu sebepten apoptozun bir belirteci olarak, boliinmiis PARP
(cPARP) kabul edilebilmektedir [Pacher and Szabo, 2008], [Duriez and Shah, 1997].
Bdylece, infertil erkeklerin sperminde daha yiksek seviyede cPARP bulunmasi,
apoptoz ile erkek infetilitesi arasindaki bir iligki olabilecegini ortaya koymaktadir
[Kaufmann et al., 1993], [Mahfouz et al., 2009]. Bu infertilite vakalarinda goriilen
artan apoptoz orani, fazla DNA hasar1 olan Greme hicrelerinin yok edilmesine bagh
olabilir. Ayrica, eger DNA’da ylksek hasar olusursa, PARP asir1 aktif hale gelip
ATP/NAD tikenmesine ve nekroza da sebep olabilmektedir [Berger et al., 2020].
Yapilan aragtirmalarda PARP enziminin ekspresyonunun olgun sperm ve fertil
erkeklerde yiiksek oldugu gozlenmektedir [Said and Khosravi, 2012].

PARP; telomer onarimi, bagisiklik cevaplari, DNA onarimi ve hiicre
6lumundeki islevi araciligiyla yaslanmada da énemli rol oynamaktadir [Beneke and
Burkle, 2007]. Yaslanma bir erkegin fertilite potansiyelini etkileyebilecek olan
DNA'da hasar meydana gelmesine sebep olmaktadir. Yakin tarihli bir ¢calismada El-
Domyati ve arkadaslar1 farkli yas gruplarindaki fertil erkekler {izerinde yaptiklart bir
calismada, yasin artmasi ile PARP1 ve diger DNA onarim enzimlerinde artis
gozlemlemislerdir [EI-Domyati et al., 2009]. Bu artig, erkek yasinin ilerlemesinin bir
sonucu olarak sperm kromatin yapisinin bozulmasiyla iligkili olabilir.

Bizim g¢alismamizda istatistik sonuglarina gore ileri yasa (>40) ve geng yasa
(<40) sahip erkek hastalarda PARP proteininin ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir (p<0,947). Bunun sebebi; ¢alismamizdaki gruplardan 40 yas
alt:1 hastalarin yas ortalamasi 30 ve 40 yas {istii hastalarin yas ortalamasi ise 45°tir. Iki
grubun yas ortalamalarimin birbirine yakin olmasindan dolay1 da fark gézlenmemis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlarin yani siwra hasta gruplarindaki erkeklerin
beslenme aligkanliklar1 ve yasam tarzlarinin farkli olmasi da anlamli bir sonug elde
etmemize engel olmus olabilecegini diistindliirmiistiir.

PARP'In hiicresel siireclerdeki rolii iyi tanimlanmis olsa da erkek
dogurganligindaki rolii henuz yeterince aydinlatilamamistir. PARP'in spermatogenez
sirasinda testiste ve ejakiile edilmis spermatozoada tespit edilmesi bir rolinin
oldugunu diisiindiirecek kadar yeterli kanit bulunmaktadir [Mahfouz et al., 2009], [Jha
et al., 2009]. Ozellikle ileri baba yas1 ile PARP'1in sperm DNA onarimindaki roliinii

tam olarak anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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