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1. GIRIS

Infertilite, ¢iftin hicbir kontraseptif yontem kullanmaksizin 1 y1l siire sonunda
gestasyonun gerceklesmemesi durumudur. Infertilitenin yaklasik % 50’si erkek
kaynakl1 gelismektedir.

Erkek infertilitesine yonelik rutin olarak yapilan semen analizi tetkiklerinin
yaklasik olarak % 15’inde normal semen analizi parametreleriyle infertilite kesin
patolojisi ortaya konamamaktadir (1). Sperm sayisi, hareketi, morfolojisi ve pH gibi
seminal faktorlerin fertilizasyonu etkiledigi gibi sperm DNA biitinligiiniin
korunmus olmasi da fertilizasyonun gelisiminde son derece 6nemli parametrelerdir.
Bu da son yillarda infertil hastalarda sperm DNA testinin yaygin kullanilmasina yol
acmistir.

Sperm DNA yapisindaki bozukluklar intrensek ve ekstrensek faktorlere bagli
oldugu gibi DNA tamir mekanizmalarindaki yetersizliklere bagh da

gelisebilmektedir.

DNA hasari gelisen bir sperm hiicresinde:

-Tamir ile hasar diizeltilebilir,
-Yetersiz tamir ile defektif spertogenez tamamlanabilir,
-Spermatogenezde maturasyon arresti gelisebilir,

-Hiicre apoptozise gidebilir.

Infertilte iizerine yapilan bazi calismalar, infertil erkeklerdeki sperm kromatin
bozuklugu ve DNA fragmantasyonunun fertil hastalara gére daha yiiksek oranda
olduguna isaret etmektedir (2-9).

DNA hasarina sahip sperm ile fertilizasyon gelisebilmektedir. Ancak gebelik
kayb1 oranlari, kromozom anomalileri ve malformasyon oranlar1 normale gore daha
fazla oranda goriilmektedir.

Sperm DNA hasari terimi ilk olarak 1993 yilinda tanimlanmistir. Sperm DNA
hasar1 testleri, DNA’nin fragmantasyon ve oksidasyonunu degerlendiren direkt ya da
sperm  kromatin = kompaktlasmasint  degerlendiren  indirekt  yOntemlerle

yapilabilmektedir.



Sperm DNA hasarina yol agan etkenlerden birisi de varikosel hastaligidir.
Varikosel hastaliinda artmis reaktif oksijen tiirlerine bagli olarak sperm
hiicrelerinde DNA hasar1 gelismektedir (10). Varikoselektomi tedavisi sonrasi sperm
DNA hasarinda diizelme goriilmektedir (11). Ote yandan yapilan calismalarla,
antioksidan gida takviyesiyle de sperm DNA hasarinda diizelme oldugu
gosterilmistir. Calismamizda kullandigimiz antioksidan kombinasyon preperati
icerisinde bulunan molekiiller birlikte ve ayri ayr1 olmak iizere daha 6nce bir¢ok
calismada antioksidan etkileri nedeniyle birbirleriyle etkilesim iginde olmadan
kullanilmastir (12-20).

Calismamizda amacimiz, varikoselli infertil erkeklerde antioksidan tedavinin
sperm DNA hasarini diizeltici etkisini randomize ve kontrollii bir sekilde arastirmak
olmustur. Varikosele bagli gelisen seminal oksidatif stresin giderilmesinde, yalnizca
varikoselektomi ile varikoselektomi + oral antioksidan gida takviyesinin
karsilastirilarak tedavi modaliteleri arasinda anlamli fark olup olmadigimi
gosterebilmek amaclanmistir. Calismamizda antioksidan gida takviyesinin eklendigi

grupta, sperm DNA hasar1 oraninda daha anlamli diizelme beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spermatogenez

Gonositler, embriyolojik donemin 3. haftasinda intermedier mezoderm
hiicreleri arasindaki epiblast hiicrelerinden koken almaktadir. 6. haftada primordial
kok hiicreler gonadal kabartiya gé¢ eder ve primitif testikiiler kordlar1 olusturur.
Ayni1 zamanda sOlom epitelyum hiicrelerinden Sertoli hiicreleri, mezensimal
hiicrelerden ise Leydig hiicreleri gelisir. Gonositler seminifer tiibiillere gog¢ ettikten
sonra, hipofizden salgilanan gonadotropin hormonlarin etkisiyle spermatogonyumlari
olusturur (21). Bu doniisiim puberte doneminden hemen 6nce baslayip, Omiir boyu
devam eder (22). Puberteyle birlikte spermatogenezin baslamasiyla spermatogonyum
hiicreleri mitoz boliinmeyle ¢ogalarak tip A spermatogonyumlari olusturur. Tip A
spermatogonyumlar da mitoz bdliinme gecirerek tip B spermatogonyumlari
olustururlar. Tip B spermatogonyumlar mitoz boliinmeyle primer spermatositleri (44,
XY) meydana getirir. Primer spermatositler birinci mayoz boliinmeye girer ve
yaklasik 22 giin sonra profaz evresine geger. Profaz evresi tamamlandiginda
sekonder spermatositler (22,X / 22,Y) olusmus olur. Sekonder spermatositler, ikinci
mayoz bolinme sonucunda spermatidleri meydan getirir. Spermatidler ilk
olustuklarinda epitelyum hiicre 6zelligini tasir. Tip A spermatogonyumdan spermatid
olusana kadar gecen evreye sitokinez evresi denir. Sitokinez evresi yaklasik olarak
64 giin siirer (23). Bu siire iginde hormonlarmm (FSH, LH, testosteron ve tiroid
hormonlari), Y kromozomunun uzun kolu iizerindeki DAZ genlerinin, biiylime
faktorleri (FGF, IGF-1) ve proteinlerin (hSMP-1) etkisiyle sperm fertilizasyon
yetenegine kavusur. Saglikli bir erkekte giinde 30 milyon sperm hiicresi iiretilir.
Sertoli hiicrelerinin gorevleri germ hiicrelerini koruma, besleme ve desteklemedir
(24). Spermatidlerin bir boliinme olmadan farklilagsmasi ve olgun sperme doniismesi

slirecine spermiyogenez denir.

Spermivogenez 3 asamadan olusur:

1) Golgi faz1: Golgi aygitinda akromozal graniil olusturulur ve sperm hareketinden

sorumlu olan flagellum bu agsamada gelismeye baslar (25).



2) Akrozomal faz: Akrozomal graniil yayilarak, niikleusun 6n tarafinda akrozomu
meydana getirir. Mitokondriler flagelumun proksimal kisminda toplanir (25).
3) Olgunlasma fazi: Organeller olustuktan sonra artik sitoplazma, Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir. Olgunlasan spermler seminifer tiibiil liimenine salinir (25).

Mitoz
Sperm ana hiicresi
(2n)
Spermatogonyum
Mayoz |

Birincil
spermatosit

ikingil
spennuodt
(n)

Mayoz n / \ Spermatlt(n)

Farklllasma

SRR

Sekil 2.1. Spermatogenez (26)




Cekirdek

Akrozom
Mitokondriler

Sekil 2.2. Sperm hiicresinin yapisi (27)

2.2.Ejakiilatin Yapisina Katilan Bezler

Spermler, seminifer tiibiil limeninde depolanip, olgun hale gelecegi
epididime pasif tasima yoluyla gecer. Epididimde hareket o6zelligi kazanan ve
olgunlasan spermler vaz deferens araciligiyla emisyonla prostatik iiretraya atilir. Eg
zamanli olarak mesane boynu kasilarak kapanir ve bulbokavernéz kaslarin
kasilmasiyla da ejakiilasyonla meadan disar1 atilir.

Insanda epididim tiibiil uzunlugu yaklasik 3-4 metredir. Spermatozoalar
epididim epitelinden salgilanan proteinler etkileserek olgunlasir ve progresif motilite
yetenegi kazanirlar. Epididimden salgilanan MIF proteinleri sperm motilitesinde rol
oynarken; SPAM-1 proteinleri hyalurinidaz aktivitesi, zona pellusidaya baglanma ve
akrozomal ekzositoz ile kumulus penetrasyonunda gdrev almaktadir (28). Insanlarda
epididimal spermlerin % 55-65’i epididim kuyrugunda depolanir (29). Spermler,
ejakiilasyona kadar hareketsiz olarak epididim ve vaz deferensin ampullasinda 1-2
giin ila 1 ay arasinda depolanirlar. Vaz deferensin esas gorevi sperm transportudur.
Ayrica absorbsiyon, sekresyon ve testosterondan dihidrotestosterona doniistiirme
fonksiyonlar1 da vardir. Seminal vezikiillerden bol miktarda fruktoz, sitrik asit,
fibrinojen ve prostolandin iceren mukoid tarzda sivi salgilanir. Bu sivi, semendeki
spermin ovumu fertilize etmesine kadarki besin ihtiyacin1 kargilar. Semen
ejakiilasyon esnasinda, seminal vezikiilerden salgilanan semenogelin-1 proteini ile
temas edene kadar sivi haldedir (30,31). Semen kivaminin da seminal vezikiil
fonksiyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (32). Seminal vezikiil sivisinda

bulunan prostoglandilerin sperm motilitisiyle iliskili oldugu diisiniilmektedir (33).



Seminal plazmada siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, askorbik asit, iirik asit ve
tiyoller gibi antioksidan molekiiller bulunmaktadir (34). Seminal vezikiiller ayrica
sperm ve embriyoya karsi disi immiin cevabini 6nleyen molekiilleri salgilar (35).
Prostat, seminal siviy1 ve vajinal sivilar1 nétralize edici alkalen yapida salgi yapar.
Spermler ejakiilasyon sonrasi hareket etmeye baslarlar. Hareketli spermin hiz1 1-4
mm/dakikadir. Ozetle semenin % 10 unu sperm ve vaz deferens sivisindan; % 70 i

seminal sividan; % 20 si prostatik ve diger kii¢lik gland s1vilarindan olugsmaktadir.

- Epididim

Vas deferens

seminifer
tiibdller

Epididim

Testis

Sekil 2.3. Testis ve ejakiilatin yapisina katilan bezler (36)

2.3.Sperm DNA Hasari

Sperm kromatinleri, somatik hiicrelerdeki kromatinlere kiyasla daha kompakt
yapidadir. Spermiyogenez safhasinda haploid niikleusta bulunan histonlar (H1, H2A,
H2B ve H4), arjinin ( % 60), sistein ve lizinden zengin daha dayanikli yapilarda olan
protaminlerle (P1, P2) yer degistirir. Protamin molekiillerinde bulunan sistein
aminoasitleriyle olusan disiilfid baglari, kromatin kondensasyonunu olusturarak
DNA’nin stabilizasyonunu saglar (37). Sistein oran1 P1°de, P2’ye gore daha fazladir.
Bu nedenle P1/P2 orani arttikga DNA stabilizasyonu da artmaktadir.

Normal testislerdeki germ hiicrelerinin % 5°ten daha azinda DNA hasari

mevcuttur. Sperm parametrelerinin bozuk oldugu hastalarda yiiksek oranda spem



DNA hasar1 saptanirken; normal spermiyogram parametreleri olan hastalarin %
8’inde sperm DNA hasar1 saptanmustir (38).

Evenson ve arkadaglarinin 1999 yilinda fertil olarak kabul ettikleri 165 gifti
prospektif olarak degerlendirdigi ¢alismada gebe kalma potansiyelini belirleyen en
iyi belirleyicinin  DNA fragmantasyonu oldugu belirtilmistir (39). DNA
fragmantasyonunda esik deger % 30 olarak kabul edildiginde, bu degerin istiiniin in
vivo fertilizasyon oranlarinda ciddi diisiisle iliskili oldugu gosterilmistir (40).
DFI’nin % 30’un iizerinde olmasmin, % 15 sensitivitesi ve % 96 spesifitesi vardir.

Giwercman ve arkadaslari, 137 fertil erkek hasta ile 127 subfertil erkek
hastayr SCSA testini kullanarak DFI agisindan karsilastirmis ve semen parametreleri
normal olsa bile DFi’nin % 20’nin iizerinde oldugu durumlarda fertilite
potansiyelinin distiigini  bildirmistir (41). Baska bir ¢alismada ise, semen
parametreleri normal ve anormal olan infertil erkeklerin DFI degerleri arasinda fark
olmadigi saptanmistir (42).

Sperm DNA hasar1 varliginda tiip bebek basarisizligi ve tekrarlayan gebelik
kaybt da sik gorilmektedir. Oosit erken embriyolojik donemde sperm DNA
fragmantasyonunu onarabilirken hasar orant % 30’un iizerinde oldugunda ise
onarimda yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte DNA fragmantasyon bozuklugu
olan spermle olusan embriyolar, gebelik déonemini sorunsuz atlatmig olsa bile, teorik

olarak ¢ocukluk cagi kanserleri gelisimi agisindan daha yiiksek risk tagimaktadir.

Sperm DNA hasari etyolojisi:

Intrensek nedenler
1) Protamin eksikligi
2) Oksidatif stres - antioksidan sistem dengesinin bozulmasi
3) DNA tamir enzim defektleri
4) Yaslanma
Ekstrensek nedenler
1) Gonadotoksik ilaglar
2) Testikiiler radyoterapi

3) Sigara kullanimi



4) Testikiiler hipertermi ( inmemis testis)
5) Varikosel
6) Cevresel faktorler

7) Hormonal faktorler

Spermatozoalarda goriilen DNA hasari olusum mekanizmalari:

1-Sperm kromatin paketlenmesinde ortaya ¢ikan hasar

Yapilan c¢alismalarda histon/protamin oraninin infertil erkeklerde fertil
erkeklere gore daha yiiksek oldugu gosterilmis ve artan histon oraninin kromatin
kondensasyonunu engellemesine bagli olarak sperm DNA’sinin hasara kars1 daha
savunmasiz olabilecegi diistiniilmistiir (43-45).

DNA zincir kirig1 bulunan spermatozoa orani arttik¢a, erkeklerde infertilite
orani1 da artmaktadir (46). DNA kiriklarinin seviyeleri infertil erkeklerde fertillere
gore daha yliksektir (47).

2-Basarisiz apoptozis

Germ hiicreleri olmasi gerektigi sekilde gelisimini tamamlayamazsa
fizyolojik olarak apoptozis mekanizmasi ile yok edilirler. Apoptozis Sertoli hiicreleri
ve germ hiicrelerinin dengesini belirlemede 6nemlidir. Radyasyon, toksik maddeler,
TGF, GnRH antagonistleri, 1s1 ve stres apoptozisi hizlandirirken; seminifer tiibiillerle

ostrojen etkilesimi ve kok hiicre faktorii apoptozisi engellemektedir (43,48).

3-Oksidatif stres

Serbest oksijen radikalleri, son yoriingesinde eslesmemis bir elektronu
bulunan oksijen atomlarina sahip son derece yiiksek enerjili ve kararsiz molekiilledir.
Bu yiiksek enerjili ve son derece kararsiz molekiiller ¢evrelerindeki molekiillerle
reaksiyona girerek elektron almaya calisarak kararli olmak isterler. Organizma
igerisinde de elektron ¢iftlesmesi amaciyla protein, lipid veya niikleik asit gibi
biyomolekiillerin yapisina girerek elektron ¢alip ve molekiillerin biitlinliik yapisini
bozmaktadirlar. Lipidler oksidatif strese en hassas biyomolekiillerdir. Poliansatiire

yag asitlerindeki konjuge cift baglardan, bir elektron iceren hidrojen atomlarinin



alinmasiyla lipid peroksidasyonu baslamaktadir. Doymamis baglar ve siilfiir iceren
triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitlerden
olusan proteinler oksidatif strese daha agiktir. Oksidatif stres, proteinlerin tersiyer
yapilarin1 bozarak fonksiyonlarini yerine getirmelerini engeller. Reaktif oksijen
triinleri, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyonlara veya Oliime yol agmaktadir.
Hidroksil iyonu DNA molekiiliindeki bazlar ve deoksiriboz ile kolayca reaksiyona
girerek DNA zincir kiriklarina yol agmaktadir. Hidrojen peroksit molekiilii hiicre
membranindan kolayca gegerek ¢ekirdegin igine girip DNA hasarina neden
olmaktadir. Siiperoksit molekiili DNA’y1 etkilediginde, DNA’ya immiin sistem i¢in
antijenik 6zellik kazandirmakta ve DNA’ya kars1 anti-DNA antikorlarinin gelisimine
neden olmaktadir (43).

Sperm-oosit flizyonunu gerceklesebilmesi i¢in sperm hiicre membrani ¢oklu
doymamis yag asitlerinden daha zengindir. Bu nedenle sperm membrani ROS’un
indiikledigi hasarlara ¢ok duyarlidir (49). Insan viicudunda serbest radikallerin
olusum hizi ve bunlar1 nétralize eden antioksidan molekiillerin iiretim hizlari
arasinda bir denge olmalidir. Bu denge bozuldugunda oksidatif hasar gelismeye
baglar. Oksidatif hasara bagl olarak sperm membran fonksiyon bozuklugu ve sperm
morfoloji bozuklugu gelismektedir (50). Fertilite a¢isindan hasarin en kritik oldugu
nokta DNA hasar1 gelisimidir (51). ROS’a bagli DNA’da abazik bolgelerin olusumu,
baz katilimi veya bazlarda yeniden diizenlemeler gibi baz degisiklikleri, tek ve ¢ift
zincir kiriklari, DNA-proteinler arasinda c¢apraz bag olusumlart ve DNA
fragmantasyonlarinda artis gelismektedir (52). ROS’un DNA’da yirmiden fazla baz
hasarina yol agtig1 bildirilmistir. Oksidatif hasara en duyarli olan baz guanindir (53).
ROS ayrica mitokondriyal DNA’y1 niikleer DNA’ya gore daha fazla oranda
etkilemektedir (54). DNA fragmantasyonlari bulunan spermlerde fertilizasyon
yetenegi azalmistir. Yapilan caligmalarda testikiiler spermatozoalarda, epididim
proksimalinden elde edilenlere gore DNA hasar orani anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur. Bu farkin nedeninin genital yolda spermatozoalara etki eden ROS
varlig1 olabilecegi diistiniilmektedir (55). Seminal plazmda superoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz/rediiktaz ve katalaz gibi antioksidan enzimler bulunmaktadir.
Sperm hiicrelerinde ROS’a kars1 antioksidan sistemlerin varligit ROS’un olumsuz

etkilerine kars1 dengeyi korumaktadir (56,57).



2.4. Reaktif Oksijen Uriinlerinini (ROS) Sperm Olusumu ve Fonksiyonlari
Uzerine Etkileri

Demir ve bakir gibi metal iyonlar igeren enzimlerin, oksijene tek elektron
transferi sonucu oksidasyon reaksiyonlart meydana gelmektedirler (58). ROS,
normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olugmaktadir. Semende ROS
tiretimi 16kosit ve spermatozoalarda ger¢eklesmektedir (59). Semendeki 16kositlerin
kaynag1 epididim ve prostattir (60). Lokositler, spermatozoaya gore 100 kat daha
fazla ROS iiretebilir (61). Lokospermi olan semende serbest oksijen radikali iiretim
daha fazladir ve buna bagli DNA hasari da anlamli derecede daha yiiksektir (62). Az
miktarda tretilen siiperoksit ve hidrojen peroksit normal fertilizasyon, kapasitasyon,
hiperaktivasyon, motilite ve akrozoman reaksiyonlar i¢in gereklidir (63).
Matiirasyonu tamamlanmamis epididimdeki spermatositlerde daha fazla ROS
uretilmektedir ve matiirasyonu bozulan spermatositlerde sitoplazma artig1

atilamadigindan normalden daha fazla ROS bulunmaktadir (64).

2.5.Antioksidan Sistemler

Organizmada reaktif oksijen radikallerinin zararl etkilerini ortadan kaldirmak
adma cesitli savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemlere antioksidan sistem
denilmektedir. Antioksidan sistemler yeterli ¢alismadiginda denge bozulacagindan
bircok patolojik durum ortaya c¢ikmaktadir. Antioksidan molekiiller lipidler,
proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi hedef molekiillerdeki hasari
engelleyen veya geciktiren molekiiller olarak tanimlanmakta olup etkilerini gesitli

sekillerde gostermektedirler (65).

Yapilarina gore antioksidan sistemler:

1-Enzimatik yapidakiler: Sitokrom oksidaz, siliperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S- transferaz.

2-Non-enzimatik (kii¢iik molekiiller) yapidakiler: Rediikte glutatyon, tiyoller,
vitamin C, vitamin E, beta-karoten, trik asit, glukoz, sistein, biliiribin,
ubikinol, flavanoidler, ferritin, transferin, hapoglobin, seruloplazmin,

albiimin, mannitol.
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3-Radikal kaynagi enzim inhibitorleri: Sistein, histidin safra asitleri, sitokinler,
ksantin oksidaz, NAPDH oksidaz.

4-Glutatyon-oksidaz aktivitesini artiran veya benzer etki gosterenler: Asetil
sistein, Ebselen.

5-Serbest radikal toplayicilar: Dimetil siilfoksit (DMSO), mannitol.

6-Demir tutucular: Desferroksamin, transferrin, laktoferrin.

7-Besinlere eklenen koruyucular: Butil hidroksianisol (BHA), butil

hidroksitoluen (BHT), sodyum benzoat, propil galat (66).

Antioksidanlarin etki mekanizmalari:

1-Reaktif oksijen tiirlerinin enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla veya dogrudan
temizlenmesi,

2-Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yolu ile engellenmesi,

3-Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece serbest radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi,

4-Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (67).

2.6.Sperm DNA Hasar1 Degerlendirme Testleri

Sperm DNA hasart testi ile sperm DNA sinin biitiinliigii ( fragmantasyon olup
olmamast ) degerlendirilir. Sperm DNA hasar1 direk ( fragmantasyon, oksidasyon)
veya indirek (sperm kromatin kompaklasmasi) olarak 6l¢iilebilir. Gilinlimiizde sperm

DNA hasarini tespite yonelik bir¢cok test mevcuttur:

1) SCSA (sperm Kkromatin yapi) testi: Sperm DNA’simin asit veya 1s1
denatiirasyonuna yatkinlig1 degerlendiren bir testtir. SCSA yOntemiyle
dlciilen parametre DNA fragmantasyon indeksidir (DFI).

2) SCD (sperm kromatin kompozisyonu) testi: Kromatinlerden ayristirilan
DNA’nin sperm niikleusu kalintisinin etrafinda toplanip sarmal bir yapi
almasi temeline dayanan bir testtir.

3) Anilin blue testi: Anilin blue asidik boyasinin, deforme olmus kromatinden
kaynaklanan histon ve niikleoproteindeki lizin rezidiilerine baglanmasi

prensibine dayanan bir testtir.
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4) Toluidin blue testi: Toluidin blue bazik boyasinin, zayif paketlenmis
kromatinde ve kirtk DNA uglarinda sperm DNA’sinin fosfat kalintilarina
baglanmas1 yontemine dayali bir testtir.

5) TUNEL (terminal deoksiniikleotidil transferaz aracith dUDP u¢
etiketleme) testi: Terminal deoksiniikleotidil transferaz enzimi ile bir
reaksiyon kullanilarak c¢ift zincirli DNA kiriklarindaki d-UTP bolgeleri
tizerinden DNA hasarin1 gosteren bir testtir. Tek veya ¢ift iplik¢ikli DNA
kiriklarini gosterir.

6) COMET testi (tek hiicre jel elektroforezi): Sperm, agaroz jel tabakalari
arasinda lizis ve elektrofereze tabi tutulur. Fragmante DNA’nin hasarli sperm
kromatininden elektroforez sirasinda uzaklagmasi sonucu kuyruklu yildiz
goriitiisti olustugu i¢in bu teste “COMET” (kuyruklu yildiz) testi ad1 verilir.
Kuyruklu yildizin kuyrugunun uzunlugu ve boyanma dansitesi go¢ eden
DNA miktarina gore degisir ki bu da DNA fragmantasyonunun derecesini

gosterir. COMET testi ¢ift zincirli DNA kiriklarini gosterir.

SCSA DNA denatiirasyonuna Alam sitometrisi Standardize olmasi Ozel ekipman
duyarhilik Duyarlihg yitksek gerektirir
Elinik olarak dnemli

Tek ve gift zincir kinklan Alam sitometrisi Duyarlihig yiksek Orel ekipman gerektirir
Floresan mikroskopisi Klinik olarak dnemli Labarotuarlar arasi
degerlendirme farkhhiklan

Anilin Mavi Boyamasi  Lizin rezidillerini ve artik Parlak alan mikroskopisi Basit ve ucuz Labarotuvarlar aras
histonlan boyar degerlendirme farklihklan

J Turk Sec Obstet Gynecol 2014:11:52-8

Sekil 2.4. Sperm DNA hasar1 degerlendirme testleri (68)



Sperm DNA Hasar1 ( Fragmantasyon ) Testi Kimlere Yapilmahdir?
o Nedeni bilinmeyen infertilitede

e Tekrarlayan abortus varliginda

o Tekrarlayan IVF/ICSI basarisizliginda

e Yardimci iireme yontemiyle anormal embriyo gelisiminde

2.7.Varikosel ve Sperm DNA Hasan liskisi

Varikosele bagh infertil hastalarin semeninde, seminal ROS diizeyleri ytiksek
saptanmistir. Varikosel derecesi arttikca DNA hasar1 orani1 da korele artmaktadir
(69). Varikoselli hastalarin seminal sivilarinda oksidatif stres gostergesi olan
malondialdehit ve antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz seviyesinde artis
oldugu gosterilmistir. Antioksidan enzim aktivitesindeki artisin, ROS’un olumsuz
etkilerini notralize etmeye yonelik bir yamit oldugu disiiniilmektedir (70).
Varikoselektomi sonrasi, seminal oksidatif stres azalmakta, seminal antioksidan
sistem giiclenmekte ve sperm kalitesi yiikselmektedir (71,72). Bir meta-analizde,
varikoselektomi sonrasinda semen oksidatif stresinde azalma oldugu ve buna bagh

olarak spontan gebelik artis1 oldugu rapor edilmistir (73).

2.8.Antioksidan Tedavi

Semende ROS-antioksidan dengesinin bozulmasina yol agan, ROS’un artmasi
veya antioksidan sistemin yetersiz kalmasi durumlarinda oksidatif stres ve hasar
gelisir. Bu duruma yol acan patoloji tedavi edildiginde oksidatif stres ve hasarin
gerilemesi beklenmektedir. Primer tedaviye ek olarak veya primer patolojinin tespit
edilemedigi durumlarda antioksidan takviyesi oksidatif stres ve sperm DNA
hasarinin  gerilemesine  katki  saglayabilmektedir.  Literatiirde antioksidan
molekiillerin sperm DNA fragmantasyonu ve membran lipid peroksidasyonu iizerine

etkisini arastiran bir¢cok ¢alisma mevcuttur.
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Cinko: Siiperoksit dizmutazla DNA hasarinin onarilmasinda, transkripsiyon ve
translasyonda rol oynayan bir metalloproteindir. Giinliikk 400 mg ¢inko takviyesiyle

sperm parametrelerinde diizelme oldugu gosterilmistir (74,75).

Selenyum: Glutatyon rediiktazi rediikte edip antioksidan kapasiteyi artiran eser
elementtir. Gilinlik 100 mcg takviyesiyle sperm motilitesinde artisa yol actigi
bildirilmistir (76).

Arginin: Viicutta glutamin, glutamat ve prolinden sentezenebilen yari-esansiyel bir
aminoasittir. Gilinliik 1-15 gr kullanimiyla sperm sayis1 > 10 miyom/ml olan subfertil
erkeklerin sperm parametreleri tizerinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (77,78).
Koenzim Q10 (ubiquinone): Mitokondri i¢ membraninda, flavoproteinler ile
sitokrom arasinda bag kurarak, oksidatif fosforilizasyonda rol alir. Ubiquinone
takviyesiyle plazma ubiquinol seviyesi artar bu da membranda lipid
peroksidasyonuna diren¢ gelisimini saglar. 6 ay stireyle 300 mg/giin kullanimiyla
sperm sayis1 ve Ozellikle ileriye motilitede artisa yol agtig1 bildirilmistir (79).
L-karnitin: Epididimde yiiksek oranda bulunan L-karnitin uzun zincirli yag
asitlerini (agil-CoA) sitozolden mitokondriye tasiyarak, enerji metabolizmasinda rol
alir. L-asetil-karnitin formu ise sperm motilitesinin baglamasinda rol alir. Karnitin ve
asetil formlarmin tek basina ya da kombine olarak giinliik 1-2 gram kullanimiyla,
antioksidan 6zelligine bagli olarak sperm konsantrasyonu ve hareketliliginde anlamli
derecede artis saglandigi bildirilmistir (80,81).

Glutatyon: Sperm membraninda lipid peroksidasyonunu onler. Giinliik 600 mcg
kullanimi ile sperm motilite ve morfolojisinde diizelme sagladig: bildirilmistir (82).
Vitamin E: Lipid peroksidasyonunun tekrarlayan zincir reaksiyonunu durdurarak
antioksidan etki gosterir. Infertil erkeklerde nerilen doz 15 mg/giin diir (83).
Vitamin C: Kollajen sentezi ve hormon iiretiminde rol oynayan antioksidan etkili
suda ¢oziinen bir vitamindir. Giinliik 90 mg kullanimi &nerilmektedir. E vitaminiyle
birlikte 2 ay kullanimi ile sperm DNA hasarinda azalma bildirilmistir (84). Vitamin
C’nin, antioksidanlarin kombine olarak kullanildig1 randomize ¢alismalarda liremeye
yardimc1 tedavi yontemleri ile gebelik oranlarindaki basar1 artisinin  sperm
parametrelerindeki iyilesme ile iliskisi zayif olmakla birlikte istatiksel olarak anlaml

bulunmustur (85).
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Folik asit: DNA sentez ve tamirinde 6nemli rol oynayan antioksidan 6zellikte bir

molekiildiir. Takviyesiyle semen hacmi ve viskozitesini arttirdig1 gosterilmistir (86).

2.9.Varikosel

Varikosel, testislerdeki plexus pampiniformis igindeki spermatik venlerin
patolojik sekilde dilate ve tortiyoze olmasidir. Varikosel hastaligini tarihte ilk olarak
Romali Celcus MS 1. yiizyilda tanimlamigtir. 1483  yilinda Osmanl
Imparatorlugunda Serefeddin Sabuncuoglu iiziim salkimi anlamma gelen “devali”
olarak tanimlamistir. Tarihte bilinen ilk varikoselektomi ameliyatini giiniimiizden
yaklasik 200 yil once Delpech yapmustir (87,88). Erkek infertilitesinde en sik
rastlanilan ve diizeltilebilen patolojidir. Varikosel, genel populasyonda % 10-15
oraninda, primer infertil olgularda % 19-41 ve sekonder infertil olgular % 53-80
oranlarinda goriilmektedir (89). Sol tesiste daha sik goriiliir. Bilateral goriilme orani
% 10’dur (90). Sol tarafta izole goriilme orani yaklasik % 90’dir. Sag tarafta izole
goriilme oran1 % 2’den azdir ve genellikle vena kava inferior ya da spermatik vende
kompresyona ya da obstriiksiyona (tromboz) sekonder olarak gelismektedir. Bir
diger neden ise situs inversustur. Varikoselin bilateral goériilme orani saglikli geng
erkeklerde % O0-1 arasinda degisirken, infertil erkeklerde bu oran % 20’yi
geemektedir (91).

Etyoloji

Varikoselin solda daha sik goriilme nedenleri:

[1 Sag internal spermatik venin vena kava inferiora oblik olarak (dar agiyla) drene
olurken sol internal spermatik venin sol renal vene 90 derece agiyla girmesi ve buna

bagli gelisen tiirbiilan akim olusmasi (93),

[1 Sol internal spermatik ven sag internal spermatik vene gore yaklasik 10 cm kadar
daha uzun olmas1 nedeniyle ayakta iken sol tarafta hidrostatik basincin yaklasik 8-10
c¢cmH20 daha yiiksek olmas1 (94),

[] Nutcraker fenomeni ( sol testikiiler venin superior mezenterik arter ve aorta arasi

pasaji) (96),
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[J Sol vena spermatika interna valvlerinin, sag vena spermatika interna valvlerine

gore konjenital olarak daha zayif olmasi (97).

kremasteric

testikular
venler

venler

Sekil 2.5. Varikoselde dilate ve tortiydze venler (92)

Patogenez

Varikoselde vendz staza bagh intraskrotal sicaklikta 0,6-0,8 °C artig
gerceklesir. Bu 1s1 artig1 da 17-alfa-hidroksiprogesteron aldolaz enziminin ¢alismasini
bozarak Leydig hiicrelerinden testosteron iretiminin bozulmasina, fosforilaz
aktivitesini artirarak germinal hiicre membraninin  hasarlanmasina, protein

metabolizmasinin ve Sertoli hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar (98-100).
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Buna bagl olarak varikoselli hastalarda total testosteron seviyesinin diistiigli rapor
edilmistir (101,102). Yapilan calismalarda, spermatogenezin siirdiiriilmesi igin
gerekli olan intratestikiiler testosteron diizeyinde belirgin azalma oldugu
bildirilmistir (103). Yine varikoselli hastalarda Sertoli hiicre disfonksiyonuna bagl
inhibin B diizeylerinde azalma ve FSH diizeylerinde artis oldugu rapor edilmistir
(104,105). Varikosel onariminin Sertoli ve Leydig hiicre fonksiyonunu artirmasi ve
serum serbest testosteron diizeyinde anlamli artis saglamasiyla, sperm sayi ve
motilitesindeki iyilegsme arasinda paralellik bulundugu bildirilmektedir (106).

Ven6z dolasimmn bozulmasi hipoksiye ve gonadotropinlerin yeterince
temizlenememesine yol agar. Hipoksiye bagli mitokondrilerdeki oksidatif
fosforilasyon bozulur ve buna bagl olarak da serbest oksijen radikallerinde artig
goriiliir. Yiiksek serbest oksijen radikal diizeyleri kromozomal kiriklara ve DNA
fragmantasyonunda artisa; bunlara da bagli olarak akrozom biitiinligiinde
bozulmalara neden olur ve infertilite gelisir. Varikoselde ek olarak sperm DNA
hasarlarinin onarilmasinda gorev yapan DNA polimeraz aktivitesinde de azalma
goriilmektedir (107,108). Varikoseli olmayan gruba gore tek tarafli varikoseli olan
infertil hastalarin her iki tesislerinde DNA polimerazlarin aktivitesinde % 50
oraninda azalma oldugu ileri siirilmektedir (109). Vendz basing artisiyla olusan
kronik prekapiller vazokonstriiksiyon, testisin dolasimini bozarak spermatogenezi
olumsuz yonde etkilemektedir (110).

Sol varikoseli olan hastalarin % 50’sinde goriilen sol renal venden, renal ve
stirrenal metabolitlerin (adrenomedullin, kortizol, katekolamin, prostoglandin) sol
spermatik vene refliisii, DNA fragmantasyonlarinda artisa ve akrozomal biitiinliigiin
bozulmasina yol agmaktadir (111).

Varikosele bagli olarak sperm ve zona pellucida arasinda gelisen akrozom
reaksiyonunda bozulmalar goriilmektedir (112).

Son donem yapilan caligmalarda varikoseli olan infertiller erkeklerin %
91’inde antisperm antikor diizeylerinin yiiksek oranda saptanmasi, varikoselin
antisperm antikor diizeylerini arttirdig1 tezini desteklemektedir (113-115).

Epididimal 1s1 artisina bagli tiiblil ¢ap1 kii¢iilmekte ve sperm depolama,

transportu ve matiirasyonu olumsuz yonde etkilenmektedir (116,117).
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Varikoselde androjen eksikligi, intratestikiiler 1s1 artis1 ve toksik uyaranlar
apoptoziste artisa yol agmaktadir. Yapilan bir hayvan ¢alismasinda kontrol grubunda
ortalama apoptik indeks 0,206 iken; deneysel olarak varikosel olusturulan grupta
0,693 olarak saptanmis ve bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (118).

Varikosele bagli DNA hasari iki temel mekanizma ile gerceklesmektedir. ilki,
varikoselin  mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu bozarak sperm DNA
fragmantasyonunda artisa neden olmasi, ikincisi ise apopitozisi diizenleyen soluble
Fas gen diizeyinde azalma saglayarak sperm hiicresinin apopitozisinde artig
saglamasidir (119,120). Sonug¢ olarak varikosele bagl gelisen fertilite hasar

patogenezi multifaktoriyeldir.

Semptom ve bulgular

Varikosel genellikle asemptomatik seyretmektedir. Genellikle infertilite
nedeniyle tetkik edilen hastada rutin muayene sirasinda tespit edilir. Olgularin % 2-
10°’nda testikiiler agr1 ve gerilme hissi goriilebilir. Operasyon sonrasi agrinin
kaybolma oran1i % 50 civarindadir (121). Bazi hastalarin skrotumda dilate venler
belirgin olarak goriilebilir. Semptomatik olan hastalar genellikle skrotal sislik, agri
ve testikiiler atrofi ile basvurmaktadir.

Varikosele bagli semen parametrelerinde degisiklikler goriilmektedir.
Hastalarin yaklasik % 90’mnda astenozoospermi ve % 65’inde oligozoospermi
goriilmektedir. Bunlara ek olarak morfolojik anomaliler de yaygindir, immatiir ve
anormal sekildeki spermlerin sayis1 artmustir (stress patern) (122). Her varikoselli
erkek infertil degildir ancak varikosel hastaligi testislerde progresif atrofi

yapmaktadir.

Tani ve degerlendirme

Varikosel tanis1 fizik muayene ile konur. Hasta sicak bir odada, ayakta ve sirt
istli yatmig pozisyonda iken spermatik kord, hem istirahat halindeyken ve hem de
valsalva manevrasi sirasinda palpe edilir. Varikosel tanisinda fizik muayenenin

duyarlilign % 71, 6zgiilligii ise % 69 olarak bildirilmistir (123-125).
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Dubin-Amelar derecelendirme sistemi

1. Derece: Valsalva varliginda palpe edilebilen varikosel

2. Derece: Valsalva yapilmaksizin palpasyonla saptanabilen varikosel

3. Derece: Valsalvasiz gozle goriilebilen varikosel

Subklinik: Fizik muayene ile saptanamayan, radyolojik yontemlerle tan1 konulmus
varikosel

Infertil erkegin degerlendirilmesinde ilk semen analizinin anormal olmasi
durumunda 2-3 hafta arayla degerlendirilen en az 2 semen analizi gerekmektedir.
Ancak kiiciik skrotum kesesi, obezite, birlikte hidrosel varligi, skrotal hassasiyet gibi
fizik muayenenin gii¢ oldugu durumlarda ek tan1 yontemleri gerekli olabilmektedir.
Eger tedavi antegrad/retrograd skleroterapi veya embolizasyon ile yapilacaksa tani
radyolojik tetkiklerle onaylanmalidir (126).

Skrotal USG’de pleksus pampiniformiste ikiden fazla venin bulunmasi ve bu
venlerden en az binde valsalva manevrasi sonrasinda ¢apin 2-3 mm’den biiyiik
olmast subklinik varikosel tanisi koydurmaktadir (127). Testis volumii
hesaplanmasinda en yaygin olarak Lambert formiilii ( 0,71 X uzunluk X genislik X
derinlik ) kullanilmaktadir (128).

Renkli doppler USG rutin olarak kullanilmamaktadir. Fizik muayene ile emin
olunamayan durumlarda taniy1 desteklemek igin kullanilmaktadir. Venografi
varikosel tanisinda altin standart yontem olmakla birlikte, invaziv bir teknik olmasi
nedeniyle rutin tanida yeri bulunmamaktadir (129).

Skrotal termografi hassas infrared kamera ya da termostripler kullanarak
varikosel olan tarafta artan skrotal sicaklik farkini gosterir. Her iki skrotum arasinda
1°C fark olmasi tan1 koydurucudur.

Teknesyum-99m kullanilarak skrotumdaki vendz gollenmeden sintigrafik
incelemenin, diisik hassasiyete sahip olmasi ve zaman alici olmasi nedeniyle
kullanimi sinirhidir.

MR goriintiilleme sag taraftaki obstriiktif kitlelerin degerlendirilmesinde,
spermatik venografide kontrast maddeye karsi olan alerjik durumlarda ve tekrarlayan

varikosellerde onerilebilmektedir (130).
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Tedavi

Varikosel tedavisinde amag vaz deferens ve damarlarinin, tim arterlerin ve
spermatik kord lenfatiklerinin korunarak; tiim eksternal ve internal spermatik
venlerin ligasyonu ya da okliide edilmesidir. Tedavi sonrasi testisin vendz drenajinin
saglanabilmesi i¢in vaz deferensin damarlari korunmalidir. Ligasyon acik,
laparoskopik veya robotik cerrahiyle, embolizasyon ise radyolojik olarak

yapilmaktadir.

ASMR 2008 En Iyi Uygulama Komitesi kilavuzuna gore varikoselektomi

endikasyonlari:

*Evli erkekler veya sekonder infertilite (tiim maddelerin olmasi gerekli)

= Palpe edilen varikosel
= Ciftte mevcut infertilite problemi varlig:
» Kadin faktorii olmamasi

» Bozulmus semen parametreleri ( say1, motilite ve morfolojide bozulma)

*Bekar erkeklerde

¢ Palpe edilen varikosel
e Semen analizi normalse takip (1 veya 2 yil ara ile) anormal test varligi

e Semen analizi anormal ise tekrarinda anormal test sonuglarinin varligi

*Adelosan erkeklerde

» Testis boyutlarinda azalma (ipsilateral 2 ml veya % 20’den fazla)

» Testis boyutlar1 normal ise testis boyutlar1 ve/veya semen analizi ile takip

Normal semen analizi olan veya subklinik varikoseli olan erkeklerde tedavi

endikasyonu bulunmamaktadir (131).

Varikoselektomiden fayda gorme olasiligi viiksek olan olgular

¢ Varikoselin grade 3 olmasi
e Normal/normale yakin testis volliimiiniin olmas1

e Toplam motil sperm sayisinin > 5 milyon/ml olmasi
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e Normal FSH/testosteron ve diisiik inhibin diizeyinin olmasi
o Normal genetik testlerin varligi
e Infertilite siiresinin kisa olmas1

e Molekiiler bozukluk saptanmamasi (132-136)

Cerrahi teknikler

Yiiksek ligasyon (Palamo): Internal inguinal ringin {ist kismindan retroperitoneal

olarak ligasyon yapilir.

Inguinal ligasyon (modifiye lvanissevich): Inguinal kanal diizeyinden ligasyon

yapilir.

Subinguinal ligasyon (modifiye Marmar): inguinal kanalin distalinden ligasyon

yapilir.

Laparoskopik: Transperitoneal yaklasim ile inguinal kanal internal ring istiinden

periton acilarak ligasyon yapilir.

Anterograd sklerotrapi (Tauber): Yiiksek skrotal insizyon ile kord bulunup dilate

venlere dogrudan sklerozan ajan verilir.

Retrograd skleroterapi ve embolizasyon: Sag femoral venden girilerek internal

spermatik vene ulasilip sklerozan ajan verilir.

Retroperitoneal (yiiksek ligasyon) yaklasimla sadece internal spermatik ven
ligasyonu yapilabilirken, inguinal ve subinguinal yaklasimla ek olarak eksternal
spermatik ven ligasyonu da yapilabilmektedir. Pasqualatto ve arkadaslar
varikoselektomi operasyonu sirasinda baglanan ven sayisinin, operasyon basarisini
gostermede onemli oldugunu bildirmislerdir (137).

Varikoselektomi sonrasi semen analizinde belirgin diizelme goriiliir. En sik
diizelen parametre motilitedir. Varikoselektomi sonrasi hastalarin % 70’inde motilite,
% 51’inde sperm dansitesi, % 44’iinde sperm morfolojisinde diizelme goriilmektedir.
Gebelik oranlar1 ise % 40-50 arasinda degismektedir (138).

Cayan ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptiklari meta-analizde radyolojik
embolizasyon % 12,7 ve Palamo (yiiksek ligasyon) yontemi % 15 oranla en yiiksek
niiks oranlarina sahip iken, gebelik elde etme orani ise en yiiksek olarak % 42 oranla

mikrocerrahi yontemlerde rapor edilmistir. Yine ayni meta-analizde mikroskopik
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inguinal varikoselektominin diger yontemlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha etkin oldugunu bildirilmistir (139).

Ameliyatin sonuglar1 ve komplikasyonlar1 géz 6niine alindiginda tedavide en
ideal yontem mikroskopik subinguinal/inguinal varikoselektomidir (140).

Niiksii 6nlemede en onemli faktdrler mikroskop/loop kullanimi, eksternal ve

gubernakular venlerin baglanmasidir.

Komplikasyonlar

Erken donemde enfeksiyon ve hemoraji gelisebilirken; ge¢ donemde ise
hidrosel, testikiiler atrofi ve rekiirrens goriilebilmektedir. Hidrosel, varikoselektomi
sirasinda lenfatik drenaj anatomisinin bozulmasina bagh gelismektedir. Yiiksek
ligasyon yapilan ve mikroskop/loop kullanilmayan yaklasimlarda hidrosel gelisim
orant % 7-10’dur (140,141). Testisin beslenmesi testikiiler, kramesterik ve
deferensiyal arterlerden kaynaklanmaktadir. Mikroskopik subinguinal
varikoselektomide, subinguinal diizeyde arterin ¢evresinin venlerle c¢evrili olmasi
nedeniyle testikiiler arter yaralanma ihtimali ¢ok diisiiktiir. Chan ve arkadaslari
testikiiler arter hasarlanmasi olan 15 hastay1 incelemis ve sadece 1 hastada belirgin
atrofi oldugunu gostermislerdir (142).

Tedavi Niiks/persistens oranlan Komplikasyonlar

Antegrad skleroterapi %9 Komplikasyon orani % 0.3-2.2; testis afrofisi, skrotal hematom,
epididimit, sol yan bélgede eritem

Retrograd skleroterapi Niiks ve persistens orani %98 Kontrast maddeye badl yan etkiler, yan adrisi, persistan
tromboflebit, vaskiiler perforasyon

Retrograd embolizasyon %3,8-10 Tromboflebit nedeniyle adr, kanama, hematom, infeksiyon, venéz
perforasyon, hidrosel, kontrast madde reaksiyonlari, koilin yanlig yere
verilmesi veya migrasyonu gibi radyolojik komplikasyonlar, retroperitoneal
hemoraji, fibrozis, lreter obstrilksiyonu

Acik cerrah

Skrotal yaklagim Testis atrofisi, testiste gangrene yol acabilecek arteriyel iskemi ve hasar
Inguinal yaklagim %13,3 Kigik testikiler ven dallannin gdzden kagmasi

Yiiksek ligasyon %29 %5-10 hidrosel gbrilme sikidi

Mikrocerrahi %0,8-4 Postoperatif hidrosel, arter yaralanma riski, skrotal hematom
Laparoskopi %3-7 Testikiler arter ve lenf damarlarinda yaralanma, intestinal, vaskiiler ve

sinir hasari, pulmoner emboli, peritonit, kanama, pndmoperitoneum
sirasinda diafragma gerilmesine badll postoperatif sagd omuzda agr,
yara infeksiyonu

Sekil 2.6. Varikoselektomi sonrasi niiks oranlar1 ve komplikasyonlar (143)
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Rekiirrens, eksternal spermatik venlerin ve internal spermatik venlerin
kollateralerinin operasyon sirasinda gozden kacarak baglanmamasi sonucu
gelismektedir. Rekiirrens orani yliksek ligasyonlarda % 7-18 arasinda olup,
mikroskopik subinguinal yaklagimla % 2 civarma inmektedir (144,145).
Varikoselektomi sonrasi niiks ve komplikasyon oranlar1 sekil 2.6’da goriilmektedir.
izlem

Semen parametrelerinde goriilebilecek en erken diizelme 3. ayda baslar.

Yillik fizik muayene ve semen analizi ile takip yapilmalidir.
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3. YONTEM VE GEREC

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi iiroloji poliklinigine Nisan 2016 ve Mayis
2017 tarihleri arasinda bagvuran 18-45 yas arasi, iiroloji polikliniginde klinik ve
radyolojik olarak grade 2 veya 3 varikosel tanisi dogrulanip cerrahi endikasyon
konulan tek tarafli varikoseli olan, semen parametrelerinde bozulmaya neden olacak
bagka bir neden bulunmayan, kronik ilag kullanimini gerektiren komorbiditeleri
olmayan ve galisma i¢in hazirlanan bilgilendirilmis goniillii onam formunu okuyarak
onay veren hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.

Sadece varikoselektomi ameliyati1 yapilan (kontrol grubu), varikoselektomi
ameliyatina ek olarak 3 aylik antioksidan gida takviyesi uygulanan (caligma grubu)
ve 15’er hastadan olusan iki grup, Random Allocation Software’de hazirlanan
semaya gore randomize edilmistir.

Her iki gruptaki hastalardan ameliyat 6ncesi 3 giinliik cinsel perhiz sonrasi
Ankara Universitesi Ureme Saghgi Arastirma ve Uygulama Merkezinde semen
ornegi alinmustir. Verilen semen 6rnekleri likefiye olmasi i¢in 37 °C’de 30-60 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. Semen Orneginden oOnce WHO kriterlerine gore
spermiyogram incelemesi yapilmistir (146). Daha sonra her hastada ayni sekilde
olmak iizere 2 ml ejakiilat alinarak; i¢inde 1 ml upper, 1 ml low gradiyentleri olan
mavi kapakli Falkon tiipline konulmustur. 20 dakika siireyle 2000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Pastor pipeti ile siipernatant alinip atilmistir. Geride kalan pellete 2 ml
Washing Medium eklenerek karistirma islemi yapilmistir. Sonrasinda tekrar 20
dakika siireyle 2000 rpd’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant Pastor
pipeti ile almip atilmigtir. Pelletin iizerine toplam voliim maksimum 0,5 ml olacak
kadar, Washing Medium konulup homojen bir sekilde karismasi saglanarak sperm
yikanmasit yapilmistir. Daha sonra yikanmis sperm 6rnegi 1 saat igerisinde Sperm
DNA hasarinin COMET testi ile degerlendirilebilmesi icin Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibb1 Biyoloji Laboratuarina ulastirilmistir.

Tibbi biyoloji laboratuarinda yikanmis hiicre pelleti hastanin mililitresindeki
hiicre miktarina gore 1000 hiicre/1 pl olacak sekilde yaklasik 20.000 hiicre/20 pl
hesaplanmistir. 20 pl hiicre soliisyonu, 36ul % 0,75’lik diisiik erime sicakligina sahip

agaroz ile karistirtlip oda 1sisinda bekleyen ve normal erime sicakligina sahip
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agarozla kapli lamlarin {lizerine yayilarak, tizerleri ince lameller ile kaplanmustir.
Uzeri hiicre ve agaroz karisimiyla kaplanan lamlar buz iizerine alinmis ve 20 dakika
donmalar1 beklenmistir. Donma iglemi tamamlandiktan sonra agaroz lam tizerindeKi
lameller dikkatlice kaldirilmigtir. Lameller kaldirildiktan sonra lamlar daha once
hazirlanmis olan ve + 4°C’de bekleyen alkalin lizin soliisyonunda 1 saat
bekletilmistir. Bekleme sonunda bu soliisyona 15 ul (20 ug/ml) proteinaz K eklenmis
ve 37°C’lik etiive kaldirilmistir. Burada da lamlar 2 saat inkiibe edilmistir. iki saat
sonunda lamlar soguk Tris-borat (TBE) nétral soliisyonunda 20 dakika bekletilmis ve
ardindan 25 voltta 20 dakika yiritilmistiir. Yiriitme islemi siiresince elektoroforez
tankinin iistiine soguk akiiler ve buz parcalar1 konarak TBE soliisyonunun 1sinmasi
engellenmistir. Elektroforezden alinan lamlar karanlikta, oda 1sisinda kurutulduktan
sonra herbir lamel 50 pl etidyum bromid (8pg/ml) ile boyanmistir. Boyanan
preparatlar floresan mikroskopta (Olympus BX51) ilgili filtrede incelenmistir. Her
bir hiicre DNA goriintiisii kuyruk uzunlugu ve kafa cap biiyiikliigiine gore
degerlendirilmis ve hasar miktarina goére O (hasarsiz ), 1 (az hasarli), 2 (hasarli), 3
(orta hasarli), 4 (¢ok hasarl) olarak kategorize edilmistir. Boylece sperm DNA hasari
skoru 0-400 arasinda bir araliga sahip olmaktadir. Her bir preparat igin rastgele
secilen 100 hiicre sayilarak bu islem 3 kez tekrar edilecek sekilde gerceklestirilmistir.
Boylece sperm DNA hasar1 skoru 0-400 arasinda bir araliga sahip olmustur. Nihai
sonug olarak 3 kez tekrarlanmis skorlarin aritmetik ortalamasi alinmistir (147).
Calismaya dahil edilen tiim hastalara mikroskobik subinguinal teknigiyle
unilateral varikoselektomi operasyonu yapilmistir (148). Operasyonlarda mikroskopi
esliginde tiim eksternal ve internal spermatik venler baglanmis, arterler, lenfatik
damarlar ve vaz deferens korunmustur. Random Allocation Software’de hazirlanan
semaya gore randomize edilmis ve kontrol grubundaki 15 hastaya sadece
varikoselektomi yapilmis, c¢alisma grubundaki 15 hastaya ise varikoselektomi
ameliyat1 sonrasi hemen birinci giinde baglamak kaydiyla 3 ay siireyle 200 mg L-
arginine, 100 mg L-carnitine, 100 mg Epimedium sagittatum, 125 mg Tribulus
terrestis, 250 mcg folik asit, 100 mcg selenyum, 20 mg koenzim Q10, 20 mg ¢inko,
75 mcg C Vitamini, 50 mg Vitis vinifera ekstrakti, 30 mg Ceratonia siliqua
molekiillerinden olusan antioksidan kombinasyon tedavisi oral yolla 12 saatte bir

olmak tiizere giinde 2 kez kullanilmigtir. Oral antioksidan kombinasyon preperati,
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iilkemizde gida takviyesi sinifina girmekte ve Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
ruhsatiyla kullanilmaktadir.

Her iki gruptaki hastalardan 3 ay sonunda, 3 giinliik cinsel perhiz sonrasi
Ankara Universitesi Ureme Sagligi Arastirma ve Uygulama Merkezinde semen
ornegi alimmistir. Semen Orneginden Oncelikle spermiyogram degerlendirilmesi
yapilmistir. Daha sonra yikanmis sperm ornegdi 1 saat icerisinde Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Laboratuarina ulastirilmistir. Semen &rneginden
COMET (tek hiicre jel elektroforezi) yontemiyle sperm DNA hasar orani bakilmistir.
Sperm DNA hasar1 orani tekrar bakilip ameliyat oncesi degerlerine gore diizelme
oranlar1 incelenmistir.

Calismaya 18 yas alt1 ve 45 yas iistii, bilateral varikoseli olan, tek tarafli
varikosel nedeniyle opere edilmis ancak niiks gelisen, semen analizine azoospermi
saptanan, semen degerlerinde bozulma yapacak ek patolojisi olan, kronik ilag

kullanimin1 gerektiren komorbiditeleri olan erkek hastalar dahil edilmemistir.

3.1. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analiz i¢in SPSS 11.5 siirtiimii kullanilmistir (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Tanimlayici istatistiklere ek olarak, sayisal degisken bakimindan
kategorik degiskenin iki grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup
olmadigina bakilmak istendiginde, normal dagilim varsayimlarint sagliyorsa Student-
T testi, saglamiyorsa Mann-Whitney U testi kullanilmistir. iki kategorik degisken
arasindaki iliskiye bakilmak istendiginde Ki-kare testi kullanilmistir. Sayisal bir
degiskenin onceki ve sonraki dlglimleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olup olmadigina bakilmak istendiginde fark degiskeni normal dagilim varsayimini
sagliyorsa Paired-t testi, saglamiyorsa Wilcoxon testi kullanilmistir. Kategorik bir
degiskenin 6nce ve sonra dlgiimleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup
olmadigina bakilmak istendiginde McNemar testi kullanilmustir. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi olarak 0.05 alinmustir.
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4. BULGULAR

Tedaviye alinan hastalarin yas ortalamalar1 kontrol ve ¢alisma grubu ig¢in
sirastyla 29,4 (+ 5,2) ve 32,2 (+ 6,9) olarak bulundu.

Genel hasta grubundaki hastalarin % 26’s1 18-26 yas araliginda, % 50’si 27-
35 yas araliginda, % 24’1 ise 36-45 yas araliginda dagilim gostermistir (grafik 4.1).

M 18-26 yas arasi
W 27-35yas arasi

W 36-45 yas arasi

Grafik 4.1. Genel hasta grubunda yas dagilimi

Kontrol grubundaki hastalarin % 33,3’tiniin 18-26 yas araliginda, %
53,3’liniin 27-35 yas aralifinda, %13,3’linlin de 36-45 yas aralifinda dagilim
gosterdigi  goriliirken; calisma grubundaki hastalarin % 20’sinin  18-26 yas
araliginda, % 46,6’sinin 27-35 yas aralifinda, % 33,3 linlin de 36-45 yas araliginda
dagilim gosterdigi goriildii (grafik 4.2).

Yas degiskeni i¢in antioksidan gida takviyesi verilen ve verilmeyen gruplar
arasinda anlamli farklililk olup olmadigina bakildi, antioksidan verilen galisma
grubunda yas ortalamasi daha yiiksek bulundu ama bu iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,905).
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18-26 yas arasi

27-35yas arasi

36-45yas arasi

B Kontrol grubu

W Calismagrubu

Grafik 4.2. Kontrol ve ¢alisma gruplarina gore yas dagilimi

Orneklemde 20 (%67) hastada grade-2 varikosel, 10 (%33) hastada ise
grade-3 varikosel mevcuttu. Kontrol grubundaki hastalarin % 73’linde grade-2
varikosel, % 27’sinde ise grade-3 varikosel oldugu; ¢calisma grubundaki hastalarin %
60’mnda grade-2 varikosel, % 40’inda ise grade-3 varikosel oldugu goriildii (tablo

4.1). Gruplarin varikosel derecesine gore dagiliminda anlamli bir fark bulunamadi

(p=0,382) (tablo 4.2).

Varikosel Derecesi ‘

Grade-2 Grade-3
Kontrol grubu 11 4
(% 73) (% 27)
alisma grubu 9 6
Calisma g (% 60) (% 40)

Tablo 4.1. Varikosel derecelerine gore kontrol ve ¢alisma gruplariin hasta

dagilim
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Kontrol grubu Calisma grubu

Grade-2 Grade-3 Grade-2 Grade-3 Grade-2 Grade-3
18-26 3 2 2 1 5 3
(%10) (%6,6) (%6,6) (%3,3) (%16,6) (%10)
27-35 6 2 4 3 10 5
(%20) (%6,6) (%13,3) (%10) (%33,3) (%16,6)
36-45 2 0 3 2 5 2
(%6,6) (%0) (%10) (%6,6) (%16,6)  (%6,6)

Tablo 4.2. Gruplarda varikosel derecesi ve yas araliklarina gore hasta dagilimi

Tim hasta grubunda, yas gruplartyla varikosel derecesi arasinda iliski olup

olmadig1r degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi
(p=0,598) (tablo 4.3).

\:laelj:g:seil ::;It:: Ortalama yas Ortanca yas
Grade-2 (0/§g7) 31.65+5.68 32.00
Grade-3 (0/2393) 29.30£7.19 27.50
Toplam (0/031%0) 30.87+6.27 30.50

Tablo 4.3. Varikosel derecelerine gore hastalarin yas ortalamasi ve ortancasi

Tim hasta grubunda varikosel derecesi ile hem preop hem de postop total
sperm sayi1si arasindaki iliskiye bakildiginda (preop fark 2,06 milyon/ml, postop fark
0,47 milyon/ml) istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (preop TSS igin
p=0,660, postop TSS i¢in p=0,969) (tablo 4.4, grafik 4.3).

Total sperm sayisi (milyon/ml)

Varikosel Preop Postop
derecesi

Grade-2 24.41+20.22 35.09+28.56
Grade-3 26.47+31.32 35.56+33.84
Toplam 25.10+23.94 35.25+29.83

Tablo 4.4. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop total

sperm sayilarinin ortalama degerleri (TSS = total sperm sayisi)

29



40

35

30

25

M Preop TSS (milyon/ml)

15 - W Postop TSS (milyon/ml)

10 +

Grade-2 Grade-3

Grafik 4.3. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gére preop ve postop total

sperm sayilarinin ortalama degerleri

Genel hasta grubunda varikosel derecesi ile hem preop hem de postop motil
sperm sayis1 arasindaki iliski ayr1 ayr1 degerlendirildiginde (preop fark 2,31
milyon/ml, postop fark 1,05 milyon/ml) istatiksel olarak anlamli bir iliski
bulunamad: (preop motil sperm sayisi i¢in p=0,441, postop motil sperm sayist i¢in
p=0,860) (tablo 4.5, grafik 4.4).

Motil sperm sayis1 (milyon/ml)

Varikosel Preop Postop
derecesi

Grade-2 7.15+7.72 16.41+£17.36
Grade-3 4.84+6.54 15.36+14.46
Toplam 6.38+7.32 16.06+16.20

Tablo 4.5. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop motil

sperm sayisinin ortalama degerleri
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Grafik 4.4. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop motil

sperm sayisinin ortalama degerleri

Tim hasta grubunda varikosel derecesi ile hem preop hem de postop ileri
hareketli sperm yiizdesi arasindaki iligki karsilastirildiginda (preop fark 0,3 %,
postop fark 0,05 %) istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (preop a+b degeri
icin p=0,808, postop a+b degeri i¢in p=0,582) (tablo 4.6, grafik 4.5).

ileri Hareketli Sperm %

Varikosel Preop Postop
derecesi
Grade-2 21.10+13.09 38.25+16.21
Grade-3 20.80+18.86 38.30+£19.71
Toplam 21.00+14.92 38.27+17.11

Tablo 4.6. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop ileri
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Grafik 4.5. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop ileri

hareketli sperm yiizdesi ortalama degerleri
Tim hasta grubunda varikosel derecesi ile hem preop hem de postop total

sperm morfolojisi arasindaki iligki kiyaslandiginda istatiksel olarak anlaml bir iligki

bulunamadi (p=1,000) (tablo 4.7, grafik 4.6).

Normal Sperm Morfoloji % ‘

Varikosel Preop morfoloji Postop morfoloji
derecesi <% 4 S % 4 <% 4 <% 4
Grade-2 15 5 9 11
Grade-3 8 2 4 6
Toplam 23 7 13 17

Tablo 4.7. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop

morfoloji degerleri
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Grafik 4.6. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop

morfoloji degerleri

Tiim hasta grubunda varikosel derecesi ile hem preop hem de postop sperm
DNA hasari arasindaki iliski incelendiginde (preop fark 24,9 AU, postop fark 19,4
AU) istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (preop DNA hasari igin p=0,202,
postop DNA hasari i¢in p=0,176) (tablo 4.8, grafik 4.7).

Preop sperm DNA hasari  Postop sperm DNA hasari

N ) I AU
Grade-2 201.70+46.55 155.00+31.17
Grade-3 226.60+48.74 174.40+44.70
Toplam 210.00+47.95 161.47+36.65

Tablo 4.8. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gére preop ve postop sperm

DNA hasarlariin ortalama degerleri

33



250

200 -

150 M Preop sperm DNA hasari
(AU)

100 M Postop sperm DNA hasari
(AU)

50

0 T T T 1
Grade-2 Grade-3

Grafik 4.7. Genel hasta grubunda varikosel derecelerine gore preop ve postop sperm

DNA hasarlarinin ortalama degerleri

Calisma ve kontrol grubunu icerecek sekilde tiim caligma grubunun total
sperm sayist degerlerinin preop ve postop karsilastirilmasi yapildiginda sirasiyla 25,1
milyon/ml ve 35,25 milyon/ml bulundu. Aralarinda anlamli bir fark vardi (p< 0,001)
(tablo 4.9).

Tiim hasta grubu
Total sperm
sayist Ortalama + Medyan
(milyon/ml) SD (Min-Max)
T 20.25
25.10+23.94 (0.00-84.00)
Postop 27.00
35.25+29.83 (0.60-112.00)

Tablo 4.9. Tiim hasta grubunda preop ve postop total sperm sayisi

Kontrol ve calisma grubu olarak ayri ayr1 degerlendirdigimizde total sperm
sayisinin  kontrol grubunda ameliyattan sonra 27,76 milyon/ml’den 42,16
milyon/ml’ye yiikselirken; c¢alisma grubunda ise 22,44 milyon/ml’den 28,34
milyon/ml’ye yiikseldigi goriildi. Her iki grubun preoperatif ve postoperatif
degerleri (kontrol ve ¢alisma gruplarinda sirasiyla 14,4 milyon/ml ve 5,9 milyon/ml)

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,081) (tablo 4.10).
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Calisma grubu Kontrol grubu

Total sperm
sayisi Ortalama Medyan Ortalama + Medyan
(milyon/ml) SD (Min-Max) SD (Min-Max)
—— 16.00 23.00
22.44+23.62 (0.00-84.00) 27.76+£24.78 (0.50-70.00)

28.34+25.65 (0.60-89.00) 42.16+32.91 (1.00-112.00)
Tablo 4.10. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda preop ve postop total sperm sayisi

Tim ¢alisma grubunun motil sperm sayisi degerlerinin preoperatif ve
postoperatif karsilastirllmasi: yapildiginda sirasiyla 6,38 milyon/ml ve 16,06
milyon/ml oldugu goriildii. Aralarinda anlamh bir fark oldugu goriildi (p< 0,001)
(tablo 4.11).

Tum hasta grubu

Motil sperm
sayisi Ortalama * Medyan
(milyon/ml) SD (Min-Max)
Preop 4.55
6-38:t7.32 (0.00_23.00)
Postop 13.65

16.06£16.20  (0.00-68.00)

Tablo 4.11. Tiim hasta grubunda preop ve postop motil sperm sayisi

Motil sperm sayis1 degiskeni i¢in her iki grup ayri ayr1 degerlendirildiginde
motil sperm sayisinin ameliyattan sonra kontrol grubunda 8,74 milyon/ml’den 20,38
milyon/ml’ye yiikseldigi; caligma grubunda da 4,02 milyon/ml’den 11,74
milyon/ml’ye yiikseldigi goriildii. Antioksidan takviye alan ve almayan gruplarin
preoperatif ve postoperatif degerleri (kontrol ve c¢alisma gruplarinda sirasiyla 11,6
milyon/ml ve 7,7 milyon/ml) Karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p=0,329) (tablo 4.12).
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Calisma grubu

Kontrol grubu

Motil sperm
sayisi Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan
(milyon /ml) SD (Min-Max) SD (Min-Max)
Preop 2.00 6.40
4.02+5.12 (0.00-19.90) 8.74+8.53 (0.00-23.00)
11.74+11.41  (0.00-37.00)  20.38+19.33  (0.20-68.00)

Tablo 4.12. Kontrol ve galisma gruplarinda preop ve postop motil sperm sayisi

Tiim hasta grubunda ileri hareketli sperm yiizdesi degerleri preop ve postop
olarak karsilastirildiginda sirastyla % 21 ve % 38,27 oldugu goriildii. Preoperatif ve
postoperatif degerler arasinda anlamli bir fark saptandi (p<0,001) (tablo 4.13).

Tiim hasta grubu

Ileri hareketli Ortalama + Medyan
sperm % SD (Min-Max)
Preop 25.50
21.00£14.92 | (0,00-62.00)
Postop 40.00
38.27+17.11 (0.00-71.00)

Tablo 4.13. Tiim hasta grubunda preop ve postop ileri hareketli sperm yiizdesi

Kontrol ve calisma gruplar ileri hareketli sperm yiizdesi agisindan ayri ayri
degerlendirildiginde tedavi sonrast kontrol grubunda sirasiyla % 26,07°den %
43,13e yiikseldigi; calisma grubunda % 15,93’ten % 33,40’a yiikseldigi goriildii.
Kontrol ve ¢alisma gruplarinin preoperatif ve postoperatif degerleri arasindaki farklar
(kontrol ve caligma gruplarinda sirasiyla % 17 ve % 17,5) karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p=0,905) (tablo 4.14).
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Calisma grubu

Kontrol grubu

Ileri hareketli Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan
o
sperm % SD (Min-Max) SD (Min-Max)
Preop 12.00 28.00
15.93+16.34 (0.00-62.00) 26.07+11.80 (0.00-46.00)
Postop 39.00 44.00
33.40+18.53  (0.00-68.00)  43-13+14.58  (9,00-71.00)

Tablo 4.14. Kontrol ve galisma gruplarinda preop ve postop ileri hareketli sperm

ylizdesi

Normal sperm morfolojisi agisindan tiim hasta grubu preoperatif ve
postoperatif olarak karsilastirildiginda, % 23,3 olan normal sperm morfolojisi (> %
4) oraninin ameliyat sonrasi bakildiginda % 56,6’ya yiikseldigi goriildii (p<0,001)
(tablo 4.15).

Sperm morfolojisi

<%4 >%4
Preop 23 7
(%76.7) (%23.3)
Postop 13 17
(%43.4) (%56.6)

Tablo 4.15. Tiim hasta grubunda preop ve postop sperm morfolojisi

Kontrol ve c¢alisma gruplar1 sperm morfolojisi agisindan ayri ayri
degerlendirildiginde normal sperm morfolojisi (>% 4) oraninin tedavi sonrasi
kontrol grubunda sirasiyla % 26,6’dan % 66,7’ye yiikseldigi; caligma grubunda %
20°den % 46,7 ye yiikseldigi goriildii. Kontrol ve ¢alisma gruplarinin preoperatif ve
postoperatif normal sperm morfoloji degerleri arasindaki farklar (kontrol ve galisma
gruplarinda sirasiyla % 40 ve % 26,7) karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
fark olmadig1 goriildii (p=0,269).

Tiim hasta grubunun sperm DNA hasar1 degerleri preoperatif ve postoperatif

olarak karsilastirildiginda sirasiyla 210 ve 161,47 AU oldugu goriildii. Aralarinda
anlamli bir fark oldugu gortildi (p< 0,001) (tablo 4.16).
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Tiim hasta grubu

Sperm DNA hasarl | grtalama + Medyan
(AU) SD (Min-Max)
Preop 196
210.00+47.95 (132.00-296.00)
Postop 151

161.474£36.65  (104.00-254.00)
Tablo 4.16. Tiim hasta grubunda preop ve postop sperm DNA hasari

Kontrol ve c¢alisma gruplar1 sperm DNA hasar1 i¢in ayr1 ayri
degerlendirildiginde tedavi sonrasi kontrol grubunda 221,87 AU’dan 174,3 AU’ya
geriledigi; calisma grubunda ise 198,13 AU’dan 148,80 AU’ya geriledigi gortldii.
Antioksidan takviye alan ve almayan gruplarin preoperatif ve postoperatif degerleri
(kontrol ve ¢alisma gruplarinda sirasiyla 47,7 AU ve 49,3 AU) kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlaml1 fark goriilmedi (p=0,245) (tablo 4.17, grafik 4.8 ve 4.9).

Calisma grubu Kontrol grubu
Sperm DNA
hasari derecesi Ortalama + Medyan Ortalama + Medyan
(AU) SD (Min-Max) SD (Min-Max)
Preop 182.00 224.00
198.13+50.36 (132.00-296.00) 221.87+43.80 | (142.00-280.00)

148.80+35.60  (104.00-254.00) 174.13%34.22  (114.00-238.00)

Tablo 4.17. Kontrol ve ¢alisma gruplarinda preop ve postop sperm DNA hasari
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Grafik 4.8. Kontrol grubunda preop ve postop sperm DNA hasari
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Grafik 4.9. Calisma grubunda preop ve postop sperm DNA hasari

Yapilan analizlerde preop yiiksek DNA hasart ile preop sperm morfolojisinin
< %4 olmasi disiik total sperm sayisi, diisiik motil sperm sayisi, diigiik ileri hareketli
sperm yiizdesi olmasi arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon oldugu
goriildii (hepsinde p=0,001). Yine aymi sekilde postop donemde sperm DNA
hasarindaki azalmayla beraber; postop sperm morfolojisininin > %4 olmasi, total
sperm sayisinda, motil sperm sayisinda ve ileri hareketli sperm yiizdesinde yiikselme
arasinda istatiksel anlamli bir korelasyon oldugu goriildii (postop total sperm sayis1

i¢in p=0,003, diger hepsi i¢in p<0,001).
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Hastalarin 3. ay izlemlerinde hem kontrol hem de ¢alisma grubunda higcbir
hastada niiks, hidrosel veya testikiiler atrofi gibi cerrahi komplikasyonlarin
gelismedigi gorildii. Calisma grubunda 4 hastada antioksidan takviyesinin
birakilmasina neden olmayacak sekilde hafif diizeyde gastrointestinal sikayetler

gozlendi.
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5. TARTISMA

Varikosel, testisin vendz drenajini saglayan plexus pampiniformisin patolojik
dilatasyonu olup zamanla testikiiler hasara yol agabilen ve cerrahi olarak tedavi
edilebilen bir hastaliktir. Varikosele bagli gelisen testikiiler atrofi, anormal semen
parametreleri ve Leydig hiicre disfonksiyonuna bagli infertilite gelisebilmektedir
(149). Giincel meta-analizlerde varikosel tedavisi goren gruplarda (%32,3) tedavi
edilmeyen kontrol gruplarina (%18,1) oranla anlamli derecede yiiksek spontan
gebelik oranlarinin gosterilmesi varikosel ve infertilite arasindaki iliskiyi acikca
ortaya koymaktadir (150). Kadin partnerin normal olmasi, palpabl varikosel olmasi,
semen parametrelerinde bozulma ve artmis sperm DNA hasar1 olmasi varikosel i¢in

cerrahi tedavi endikasyonlaridir (149,151,152).

Ik olarak 1989 yilinda Singh ve arkadaslar1 matiir spermatozoada ¢ok sayida
tek zincir DNA kiriklar1 oldugunu gostermistir (153). Bundan sonraki siiregte sperm
DNA hasar1 ve infertilite arasindaki iliski sorgulanmaya baslanmistir. Giiniimiize
kadar yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢aligma ve tani testlerinden elde edilen
veriler, sperm DNA hasari ve spermin reproduktif fonksiyonel yeterliligi arasindaki
iligkiyi gostermistir. Bu nedenle infertil erkeklerde sperm DNA hasari tespitinin,
geleneksel semen parametrelerininkine gore daha yiliksek prediktif degere sahip

oldugu kanis1 giderek giiglenmektedir.

Topoizomeraz enziminin DNA’y1 belli bolgelerinden katlayarak olusturdugu
DNA kondensasyonu, sperm DNA’simi dis faktorlere karsi koruyan dogal bir
mekanizmadir. Spermin atilmasi sirasinda bu katlanma bolgeleri onarilarak acilir.
Intratestikiiler 1s1 artis1;, gonadoksinlerin varligi, hormonal bozukluklar ve bircok
ekzojen faktor bu onarim mekanizmasini olumsuz etkileyebilir. Erkek infertilitesinin
diizeltilebilir en sik nedeni olan varikosel hastaliginda hem intraskrotal sicakligin
yiikselmesi hem de reaktif oksijen radikallerinin artip antioksidan kapasitenin
azalmasina bagli sperm DNA hasar1 gelisebilmektedir (154,155). Intraskrotal
sicakligin yiikselmesi ve reaktif oksijen radikalleri-antioksidan sistem dengesinin
bozulmasi ayrica spermatogenez ve spermiyogenezin bozulmasina da yol agmaktadir
(156,157).
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Sperm DNA hasarinin tespitinde SCSA (sperm kromatin yapr testi), TUNEL
(terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili dUDP ug ctiketleme testi) ve COMET
(tek hiicre jel elektroforez testi) en yaygin kullanilan testlerdir. COMET testi, DNA
sarmallarindaki kiriklari saptamada en duyarli yontemdir (158). Diisiik diizeydeki
DNA hasarlarii gosterebilmesi, analiz i¢in az sayida hiicre gerekmesi, giivenli ve
ekonomik olmast COMET yonteminin avantajlariyken (159); Kontroliiniin zor
olmasi, sonuglarin yorumlanmasi i¢in karisik bilgisayar proglamlar1 gerektirmesi bu
yontemin dezavantajlaridir. TUNEL testi daha kolay uygulanmasina ragmen,
COMET yo6ntemiyle tutarli sonuglar vermektedir (160). SCSA testinde ise sperm
DNA’simnin diisiik pH ortaminda denatiirasyona ugrama hassasiyeti 6l¢iilmekte olup,
COMET ile benzer sonuglar alinabilmektedir (161). COMET testi, SCSA/TUNEL
testleriyle iyi korelasyona sahip olmasi ve bu testlere gore daha duyarli olmasi
nedeniyle sperm DNA hasar1 tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir (160,161). Bu
nedenlere bagl olarak calismamizda sperm DNA hasar1 olgtimiinde COMET

yontemi kullanildi.

Calismamizin istatiksel analizi yapildiginda kontrol ve ¢aligma gruplarinin
yas ve varikosel derecesine gore dagiliminda anlamli bir fark goriilmedi. Bu
randomizasyonla, sonuglarin giivenirliligi agisindan saglikli bir dagilim oldugunu
gostermektedir. Ayrica tiim hasta grubunda yasla varikosel derecesi arasinda iliski
olmadig goriildii. Literatiirde varikoselin yasla iliskili olmadigini1 gosteren caligsmalar
bulunmaktadir. Yaman ve arkadaslarinin addlesan yas grubunda mikroskopik
subinguinal varikoselektomi sonuglarini raporladiklart ¢alismalarinda, cerrahi
uyguladiklar1 addlesanlarin % 89’unda ameliyat oncesi grade 3 varikosel oldugu
bildirilmistir (148).

Calismamizda her iki grupta varikosel derecesine gore (grade 2 ve grade 3)
semen parametrelerinin (total sperm sayisi, motil sperm sayisi, ileri hareketli sperm
yiizdesi, sperm morfolojisi) ve sperm DNA hasarinin preoperatif ve postoperatif
degerleri karsilagtirildiginda, her iki grupta parametrelerin anlaml fark olmayacak
sekilde benzer dagilim gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle preoperatif degerlerin
benzerlik gostermesi randomizasyonun, her iki grupta hasta dagilimininda dengeli

olustugunu gostermektedir.
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Reaktif oksijen radikallerinin iiretimi grade 2 ve 3 varikoselde daha belirgin
sekilde gergeklesmektedir (162). Allamaneni ve arkadaslari tek tarafli grade 1
varikosele gore tek tarafli grade 2 ve 3 varikoselde daha belirgin oranda seminal
ROS bulundugunu gostermistir (163). Yiiksek dereceli varikoseli olan hastalarda,
varikoselektomi sonrasi semen kalitesinde daha belirgin diizelme goriilmektedir
(164,165). Bu nedenlerle ¢alismamiza grade 2 ve 3 varikoseli olan hastalar dahil
edildi, grade 1 ve subklinik varikoseli olan hastalar ise ¢alisma dis1 birakildi. Bizim
caligmamizda grade 2 ve grade 3 varikosel hastalarinda gerek kontrol gerekse
calisma grubunda tedavi sonrasi anlamli diizelme oldugu ancak tedaviyle tiim hasta
grubundaki grade 2 ve grade 3 varikoselli hastalarin sperm DNA hasar1 ve semen
parametrelerindeki diizelme oranlari arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadig:

goriildi.

Varikoselektomi sonrasi total testosteron seviyesinde yiikselme, seminal
oksidatif streste azalma, antioksidan enzim kapasitesinde artma, intraskrotal 1sinin
azalmasiyla apoptozisten sorumlu 1si-gsok proteinleri ve spermatogenezten sorumlu
DNA polimeraz aktivitesi artma goriilmektedir. Bu mekanizmalarin sonucu olarak
varikoselektomi sonrast DNA fragmantasyonunda azalma, spermatogenez ve sperm
fonksiyonlarinda iyilesme goriilmektedir (166). Ote yandan varikosel hastalarinda,
sperm DNA hasarinin oksidatif stresle iliskili olmasi nedeniyle antioksidan gida
takviyesinin yararli olacagi rapor edilmistir (167). 15 randomize Klinik ¢aligmanin
dahil edildigi ve gebelik oranlarmin degerlendirildigi Cochrane meta-analizinde; 964
ciftten, antioksidan alan 515’inin 82’sinde (%16), antioksidan almayan 449’unun
14’tinde (%3) spontan gebelik saptandigi ve bu farkin istatistiksel anlamli oldugu
bildirilmistir (168). Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 arasinda serbest oksijen
radikallerine baglama ya da daha zayif bir molekiile doniistiirme, hidrojen iyonu
vererek ya da dogrudan baglanip molekiiler zincirlerini kirarak inaktif hale getirme
ve serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasar1 onarma yer almaktadir.
Giliniimiizde antioksidan molekiiller farkli dozlarda tek basina veya kombinasyon
seklinde erkek infertilitesi tedavisinde kullanilmaktadir. Literatiirde farkli etki
mekanizmasina sahip antioksidan molekiillerin sinerjistik etkisinden yararlanabilmek
amaciyla kombine antioksidan tedavisini kullanan, semen kalitesi artma ve sperm

DNA hasarinda azalma oldugunu gosteren ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir (169-
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171). Menezo ve arkadaslari DFI degeri % 15’in iizerinde olan 58 hastaya 90 giin
stireyle giinliik 400 mg vitamin C + 400 mg vitamin E + 18 mg p-karoten + 500
umol ¢inko + 1 pmol selenyumdan olusan oral kombine antioksidan takviyesi
vermis. 90 giin sonunda DFI’da % 19,1 oraninda azalma oldugunu raporlamistir (p <
0,0004) (172). Literatiirdeki bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda, tek tarafli grade 2 ve
3 varikoseli olan hastalarda altin standart tedavi olan varikoselektomiye ilaveten
kombine antioksidan gida takviyesi vererek; sperm hiicrelerinde DNA hasari
gelisimini Onleyen bu iki tedavinin birbirine sinerjistik etkili olup olmadigini
gostermeyi planladik. Hem kontrol hem de calisma grubunda tedaviyle semen
parametrelerinde ve sperm DNA hasarinda anlamli diizelme goriildii. Sperm DNA
hasarinda diizelme farklar1 kontrol ve calisma grubunda sirasiyla 47,7 ve 49,3 AU
olup varikoselektomi + antioksidan takviyesinin bir miktar daha faydali oldugu
goriilse de her iki grup arasindaki diizelmede istatiksel bir fark goriilmedi (p=0,245).
Bu durumun en 6nemli nedenlerinin ¢alismamizda toplam 30 hastanin randomize
edilmesi ve hastalarin 3 ay siireyle takip edilmesi oldugu kanaatindeyiz. Ote yandan
hastalarin giinliik diyetleri ve beslenme seklindeki farkliliklari, ¢alistiklart ortamda
olas1 toksik madde ve elektromanyetik dalga maruziyetleri, cep telefonu ve bilgisayar
kullanma sikliklari, sigara ve alkol kullanimi gibi faktorlerin varligi da ¢alismamizin
sonuglarmi etkilemis olabilecegi de goz ardi edilmemelidir. Clinkd giincel bilgiler
dogrultusunda antioksidan + cerrahi tedavi kombinasyonunun sperm DNA hasarinda
daha anlamli bir anlaml bir azalma yapmasi beklenirdi. Yukarida bahsedilen faktor
ya da faktorlerden 6tiirii sperm DNA hasarindaki diizelmede her iki grup arasinda

istatiksel fark bulunmamasi olasidir.

Calismamizin sonucunu toparlayacak olursak; total sperm sayisi, motil sperm
sayisi, ileri hareketli sperm yiizdesi, sperm morfolojisi ve sperm DNA hasarinda
diizelme her iki grupta da istatiksel olarak anlamli bulundu. Literatiirde varikosel
hastalarinda varikoselektominin semen parametreleri ve sperm DNA hasari
diizelmesi tizerine 6nemli dl¢lide fayda saglandigi bildirilmistir (163,173). Bizim bu
sonuglarimiz literatiir bilgileri ile benzerlik gostermektedir. Ote yandan
caligmamizda total sperm sayisi, motil sperm sayisi, ileri hareketli sperm yiizdesi,

sperm morfolojisi ve sperm DNA hasar1 oranlarinin preoperatif ve postoperatif
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farklar1 degerlendirildiginde antioksidan takviyesi verilen ve verilmeyen gruplar
arasinda istatiksel olarak bir fark izlenmedi. Bu sonuglar da Pourmand ve
arkadaslarinin 2014 yilinda yayinladiklar1 c¢aligmalarinin sonuglariyla benzerlik

gostermektedir.

Pourmand ve arkadaslarinin varikosel hastalarinda sadece varikoselektomi
tedavisi ile varikoselektomi + antioksidan tedavisinin (L-karnitin) sperm DNA hasar1
lizerine etkilerini karsilagtirdigi bir calisma yayinlamistir. Bu ¢alismanin sonucu
olarak, ek L-karnitin tedavisinin, semen parametrelerinde ve DNA hasarinda
diizelme agisindan varikoselektomiye ilave fayda saglamadigi gosterilmistir
(p=0,255). Bizim ¢alismamizda ¢ikan sonuclar, bu calismadaki sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Sonuglarda benzerlik olmasina ragmen iki ¢alisma arasinda materyal
ve metod kisminda bazi farkliliklar géze carpmaktadir. Bizim ¢alismamizda sadece
grade 2 ve 3 varikoselli hastalar ¢alismaya dahil edilmisken; bu ¢alismada subklinik
varikosel dahil olmak iizere tiim derecelerdeki varikoselli hastalar ¢aligmaya dahil
edilmistir. Biz calismamizda antioksidan kombinasyonunu 3 ay siireyle 2x1
dozlamda kullanmigken; bu ¢alismada antioksidan gida takviyesi olarak 6 ay siireyle
giinliik 3 x 250 mg L-karnitin kullanilmigtir. Diger farklar da bu ¢alismada daha uzun
takip yapilmasi ve farkli sperm DNA testlerinin kullanilmasidir. Her iki gruptaki
hastalardan 3. ve 6. aylarda semen 6rnekleri alinmig, PDA ve TUNEL teknikleriyle
sperm DNA hasarlar1 degerlendirilmistir (174).

Calismamizin 6nemli eksiklerinden biri 6rneklem sayisinin kiigiik olmasidir.
Orneklem sayis1, calismaya dahil edilme kriterlerini karsilayan sadece 30 hasta ile
sinirl kaldi. Diger 6nemli eksikligi ise antioksidan gida takviyesine baslandiktan 3
ay sonra takibin sonlandirilmasiydi. Takip siiresinin uzun tutulmasiyla birlikte
gebelik oranlarmin da karsilastirilmasinin  daha saglikli sonuglar verebilecegini
diistinmekteyiz. Ayrica antioksidan gida takviyesi kombinasyonlarinda kullanilacak
molekiiller ve bu molekiillerin giinliik dozlarinin optimum diizeyde verilecek sekilde

tasarlanmasinin daha faydali olacagina inanmaktay1z.

Tek basina varikoselektomi ve antioksidan gida takviyesinin sperm DNA

hasarin1 azaltmada olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle kombine
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antioksidan gida takviyesinin, varikoselektomiye ek bir fayda gosterip
gostermeyecegini gostermede daha biiylik 6rneklemle, daha uzun siire (6 ay veya

daha uzun) takip yapilmasinin faydal olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Sperm DNA hasar1 ve erkek infertilitesi arasinda gii¢lii bir iligki
bulunmaktadir. Sperm DNA hasar1 gelismesinde bir¢ok faktdr yer almaktadir. Bu
faktorler arasinda en onemli etkenlerden birisi de varikosel hastaligidir. Varikosel
hastaliginda intraskrotal 1s1 artis1 ve serbest oksijen radikalleri — antioksidan sistem
dengesinin bozulmasina bagli sperm DNA hasar1 gelismektedir.

Varikosel  hastaliginin  tedavisi  varrikbz  venlerin  ligasyonudur.
Varikoselektomi sonrast sperm DNA hasarinda diizelme goriilmektedir. Antioksidan
gida takviyesi de serbest oksijen radikallerinin temizlenmesinde kullanilan etkili bir
yontemdir.

Calismamizda varikosel hastalarinda, varikoselektomi tedavisine ek olarak
verilen antioksidan gida takviyesinin ek bir fayda saglayip saglamayacagim
gostermek istedik. Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde hem kontrol hem de
calisma grubunda semen parametreleri ve sperm DNA hasarinda istatiksel olarak
anlamli diizelme oldugunu gosterdik. Calismamizin bu bulgular, literatiirii destekler
niteliktedir. Ancak ¢alismamizda her iki grubun semen parametreleri ve sperm DNA
hasarlarinin preoperatif ve postoperatif farklar1 karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlaml fark saptayamadik.

Sonug olarak daha genis bir 6rneklemle, daha uzun stireli takibin yapildigi

randomize prospektif ¢caligsmalara ihtiyac oldugu kanisindayiz.
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7.0ZET

Varikosele bagh gelisen seminal oksidatif stresin giderilmesinde varikoselektomi

ile varikoselektomi + antioksidan gida takviyesinin karsilastirilmasi

Amag: Bu c¢alismada, tek tarafli klinik olarak grade 2 ve 3 varikoseli olan
hastalarda altin standart tedavi olan varikoselektomiye ilavaten kombine antioksidan
gida takviyesinin semen parametreleri ve sperm DNA hasar1 diizelmesi iizerine ek bir

etkisinin bulunup bulunmadig: incelendi.

Yontem ve Gere¢: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi iiroloji poliklinigine
Nisan 2016 ve Mayis 2017 tarihleri arasinda bagvuran 18-45 yas arasi, {iroloji
polikliniginde klinik ve radyolojik olarak grade 2 veya 3 varikosel tanist dogrulanip
cerrahi endikasyon konulan tek tarafli varikoseli olan, semen parametrelerinde
bozulmaya neden olacak baska bir neden bulunmayan, kronik ila¢ kullanimim
gerektiren komorbiditelerin olmayan, sigara kullanmayan hastalarin preopoperatif ve
postoperatif 3. ayda semen 6rneklerinden sperm DNA hasarlart COMET y6ntemiyle
degerlendirildi. Kontrol grubuna sadece varikoselektomi ameliyat1 yapildi, ¢alisma
grubuna ise varikoselektomiye ek olarak kombine antioksidan gida takviyesi verildi.
Kontrol ve ¢alisma gruplari, sperm DNA hasarlarindaki diizelme agisindan istatiksel

olarak karsilagtirildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen yas araligi 18-45 arasinda degisen toplam
30 hastadan 15’1 kontrol grubuna, 15’1 de ¢alisma grubuna randomize edildi. Kontrol
grubunda ortalama yas 29,4 (£ 5,2), ortanca yas 31 olarak; calisma grubunda
ortalama yas 32,2 (£ 6,9), ortanca yas 30 olarak saptandi. Yas degiskeni agisindan
kontrol ve g¢alisma gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu. Her iki grupta da semen
parametrelerinde (total sperm sayisi, motil sperm sayisi, ileri hareketli sperm orant,
sperm morfolojisi) tedavi sonras1 donemde istatiksel olarak anlamli diizelme izlendi.
Kontrol grubunda preop ve postop sperm DNA hasar1 degerleri sirasiyla 221,87 ve
174,3 AU iken; calisma grubunda ise sirasiyla 198,13 vel48,80 AU idi. Her iki

grupta da tedavi oOncesine tedavi sonrasinda sperm DNA hasarinda anlamli bir
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diizelme oldugu goriildii (her iki grupta p < 0,001). Ancak iki grup arasinda diizelme
farklar1 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark izlenmedi (total sperm sayisi
= 0,081, motil sperm sayis1 = 0,329, ileri hareketli sperm ylizdesi = 0,905, sperm
morfolojisi = 0,269, sperm DNA hasar1 = 0,245).

Sonug: Gruplar birbirinden bagimsiz olarak incelendiginde, her iki grupta da
tedavi sonrast semen parametleri ve sperm DNA hasarinda anlamli diizelme izlendi.
Ancak bu diizelmeler iki grup arasinda karsilastirildiginda anlamli fark izlenmedi.
Antioksidan takviyenin ilave bir fayda gosterip gostermeyecegini degerlendirmede
daha fazla hastadan olusan, daha uzun takip serileri olan randomize prospektif

caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar soézciikler: Varikosel, Sperm DNA hasari, Antioksidan gida
takviyesi, COMET yo6ntemi
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8. SUMMARY

Comparing of varicocelectomy and varicocelectomy + antioxidant food

supplementation in elimination of seminal oxidative stress due to varicocele.

Purpose: The aim of this study is to evaluate the effect of antioxidant food
supplementation in addition to varicocelectomy with gold standard treatment
varicocelectomy on semen parameters and DNA damage in patients with unilateral
grade 2 and 3 varicocele.

Material and Methods: Sperm DNA damage in semen analyzes of patients
between 18-45 years with clinical and radiological approved and endicated for
operation unilateral grade 2- 3 varicocele approached to Ankara University urology
policlinic were evaluated. Additional conditions caused in semen parameter
degradation, chronic medication required comorbidities and cigarette use were
excluded. Semen analyzes of patients evaluated by COMET method in preoperative
and postoperative 3rd months. Control group included only patients treated by
varicocelectomy, study group included patients treated with antioxidant combination
food supplementation additional to varicocelectomy. Statictical comparison made

between two groups regard of DNA damages.

Results: Thirty patients between 18-45 ages randomized as control and study
groups. Control group included 15 patients, mean age was 29,4 (+ 5,2). Study group
included 15 patients, mean age was 32,2 (+ 6,9). There was no significant difference
between groups among patient’s age. Statistically significant improvement detected
postoperatively in semen parameters (total sperm count, motile sperm count, sperm
motility, sperm morphology, sperm DNA damage) of both groups. While
preoperative and postoperative DNA damage value of control group was 221,87 and
174,3 AU, study groups values was 198,13 and 148,80 AU respectively. Statictically
significant improvement in preoperative and postoperative DNA damage values
detected in both groups (p < 0,001). But there wasn’t statistically significant
difference in recovery rates between two groups (total sperm count = 0,081, motile
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sperm count = 0,329, sperm motility = 0,905, sperm morphology = 0,269, sperm
DNA damage = 0,245).

Conclusion: There was significant recovery in semen parameters and DNA
damages in two groups independently after treatment. But there was not significant
statistically difference between groups. For approval of additional benefits of
antioxidant treatment in varicocele cure randomized studies with wide series and

with long term follow-up are needed.

Key words: Varicocele, Sperm DNA damage, Antioxidant food

supplementation, COMET method.
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