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1. ÖZET 

İNSAN SPERM KRİYOPREZERVASYONUNUN SPERM MOTİLİTESİ VE 

DEOKSİRİBONÜKLEİK ASİT (DNA) FRAGMANTASYONUNA ETKİSİNİN 

LEPTİN MOLEKÜLÜ İLE İLİŞKİSİ 

Radyoterapi, kemoterapi ve bazı maligniteler sonucu ejekülatuar disfonksiyon ve testiküler 

yetmezlik oluĢabilir. Bu gibi durumlar için çiftlere çocuk sahibi olma konusunda yardımcı 

olabilecek metod sperm kriyoprezervasyonudur. Kriyoprezervasyon;  hücrelerin ve dokuların 

sıfır derecenin altındaki sıcaklığa kadar soğutularak, bütün biyolojik aktivitelerinin 

durdurulması ve gelecekte kullanılması amacıyla saklanmasını ifade eder. Leptin molekülü; 

yenilenme, üreme, anjiyogenez, enerji harcanması, nöroendokrin sistemlere iliĢkin 

düzenleme tokluk da dahil çoğu biyolojik süreçte rol oynamaktadır ve leptinin çeĢitli 

çalıĢmalarda spermatogenez ile iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir. Bu çalıĢma ile 

kriyoprezervasyon öncesi ve sonrası parametrelerde leptin molekülünün sperm motilitesi ve 

DNA fragmantasyonu parametrelerinde bir marker (belirleyici) olarak kullanılabilmesi 

amaçlanmaktadır. ÇalıĢmada Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) laboratuvar kılavuzuna göre 

normozoospermik olan 30 insandan alınan semen örnekleri kullanıldı. Kriyoprezervasyon 

öncesi ve sonrası; sperm motilitesi DSÖ kriterlerine göre, morfolojik sperm analizi Spermac 

Stain boyaması ile, DNA fragmantasyon analizi TUNEL ile, spermatozoa ultrastrüktüel yapı 

incelemesi geçirimli elektron mikroskobu ile, semen leptin seviyesi ölçümü ELISA yöntemi 

ile, ROT (Reaktif Oksijen Türleri) seviyeleri ise kalorimetrik yöntemlerle analiz edildi. 

Kriyoprezervasyon sonrasında öncesine oranla, sperm motilitesinde düĢüĢ, morfolojik yapıda 

defektler, DNA fragmantasyonunda ise artıĢ olduğu gözlemlenmiĢtir. Aynı Ģekilde semen 

ROT ve leptin seviyelerinde anlamlı ölçüde artıĢ olduğu bulunmuĢtur. Bu çalıĢmamızın 

sonuçlarına göre; kriyoprezervasyon öncesi ve sonrası, normozoospermik hasta semen 

örneklerinde sperm motilitesi, DNA fragmantasyonu gibi parametrelerde, leptin 

molekülünün bir marker olarak kullanılabileceğini ve bu çalıĢmanın sonuçlarının klinik 

yönden erkek (in)fertilitesi üzerine yapılacak çalıĢmalara katkı sağlayacağını düĢünmekteyiz. 

Anahtar Kelimeler: sperm, DNA fragmantasyonu, kriyoprezervasyon, leptin,  motilite 

Bu çalıĢma Ġstanbul Medipol Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Komisyonu 

tarafından desteklenmiĢtir. (Proje No:38659) 

 



2 
 

2.ABSTRACT 

HUMAN SPERM CRYOPRESERVATION EFFECTS OF SPERM 

MOTILITY AND DNA FRAGMENTATION; TO INVESTIGATE 

RELATIONSHIP OF THIS WITH THE EFFECT OF LEPTIN MOLECULE 

Radiotherapy, chemotherapy, some malignancies and even invasive surgery can 

result in ejaculatory dysfunction and testicular insufficiency. For a couples who are 

about to have a child can help stop the only proven method of sperm 

cryopreservation. Cryopreservation: accounts for, freezing the cells and tissues to 

below zero, stopping all the biological activities and keeping them for future use. 

Cryopreservation can cause some harmful changes in the structure and function of 

the sperm. Leptin molecule; plays a lot of roles in most biological processes 

including the satiety and renewal, proliferation, angiogenesis, energy expenditure, 

regulation of the neuroendocrine system and leptin was reported to be assosiated 

with spermatogenesis in several studies. This study aims leptin molecule to be used 

as a marker for sperm motility and DNA fragmentation parameters before and after 

the cryopreservation. In this study, according to the world health organization 

laboratory guide semen samples were taken from 30 normozoospermia group is used. 

Each semen sample is examined for the same paremeters before and after a 

cryopresevation process. Cryopreservation after and before; according to the sperm 

motility is going to be analysis based on WHO laboratory criteria, morphological 

sperm analysis with spermac stain dye, DNA fragmentation analysis by TUNEL, 

spermatozoa ultrastructure analysis with transmission electron microscopy(TEM),  

seminal leptin levels is measured with ELISA method and ROS levels is analysed by 

the calorimetric method. After cryopreservation than before, there is a decrease in 

sperm motility, distribution of sperm morphology  and there is an increase in DNA 

fragmentation. Similarly, semen in ROT levels are also found to be increased 

significantly. According to results of this study; after and before cryopreservation, in 

normozoospermia patient semen samples in parameters sperm motility and such as 

DNA fragmentation; leptin molecule can be used as a marker and it can contribute to 

further studies on man (in)fertility. 

Key Words: cryopreservation, DNA fragmentation, leptin, motility, sperm. 
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3.GİRİŞ ve AMAÇ 

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama), hücrelerin çok düĢük sıcaklıklarda 

canlılık kapasitesini ve iĢlevselliğini kaybetmeden saklanmasını amaçlayan bir 

tekniktir.  Kriyoprezervasyon iĢlemindeki amaç çok düĢük ısıda canlı bir hücre veya 

dokunun, minimum hasarla ve fonksiyon kaybı olmaksızın uzun süreli saklanmasıdır 

(1).  Sperm kriyoprezervasyonu, infertiliteye neden olabilecek cerrahi operasyonların 

varlığında , radyoterapi/kemoterapi gibi sitotoksik tedavi öncesinde, testis hasarına 

neden olabilecek otoimmün hastalıklar veya diyabet gibi malign olmayan bazı 

hastalıklarda spermlerin saklanarak fertilitenin korunması amacı ile 

kullanılabilmektedir. Kriyoprezervasyon sırasında spermler fiziksel ve kimyasal 

strese maruz kalırlar, plazma membranı lipid yapısı değiĢir ve fosfotidilserin çıkıĢı 

gerçekleĢir (2). 

Apoptoz, kaspaz olarak adlandırılan sistein proteaz grubu aktivasyonunu ve 

hücrelerin ölümü için uyaranlara bağlı karmaĢık kaskadları içeren son derece 

koordineli ve genellikle enerji bağımlı bir süreçtir  (3).  Ġlk olarak gerçekleĢen hücre 

büzüĢmesinden sonra, kromatin parçalanması, membran kabarcıklanması, nüklear 

yoğunlaĢma ve son olarak fagosite edilen apoptotik cisimlere bölünme gerçekleĢtiği 

görülmektedir. Sperm hücrelerinde meydana gelen apoptozun özellikleri ise; 

kromatin, mitokondri, nukleus ve plazma membranı anormalliklerinin ultrastrüktüel 

olarak görülmesi, stoplazmik  vakuol ve apoptotik cisimlerin oluĢumudur (4). 

ROT (Reaktif Oksijen Türleri) yüksek derecede reaktif oksijenlemiĢ ajanlara 

sahip serbest radikaller sınıfıdır. Metabolik ve fizyolojik süreçlerde, enzimatik ve 

enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalar aracılığıyla organizmalarda zararlı 

oksidatif reaksiyonlar sonucu meydana gelir (5). Semendeki ROT kaynağı, lökositler 

ve spermatozoon hücreleridir. ROT sitotoksisitesi, üretilme ve yokedilme oranları 

arasındaki hassas denge sonucu belirlenmektedir.  Bu dengedeki herhangi bir 

bozukluk hücresel zarara neden olmaktadır. Spermatozoon ROT’a diğer hücrelere 

göre daha hassastır. Çünkü plazma membranları büyük oranda doymamıĢ yağ asitleri 

ve sitoplazmaları da düĢük konsantrasyonlarda antioksidan enzimleri içerirler (6). 

Yüksek konsantrasyonda ROT üretimi,  lipit peroksidasyonu ve bozulmuĢ membran 

fonksiyonlarına neden olarak sperm metabolizmasını dolayısıyla morfoloji, motilite 
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ve fertiliteyi olumsuz yönde etkileyerek erkek infertilitesinde önemli rol 

oynamaktadır (7). 

 Leptin 167 aminoasit içeren, 16 kD molekül ağırlığında yağ hücresi ve birçok 

dokudan salgılandığı saptanan, plazmada belirli bir kan düzeyi oluĢturan, kanda 

serbest ve proteine   bağlı olarak taĢınan bir polipeptiddir (8). Leptinin ana etki 

mekanizması; birçok hipofizer organın regülasyonunda görev alan ve asıl etkisi iĢtahı 

arttırmak olan nöropeptid-Y’nin arkuat nukleustan salınımı ve ekspresyonunu inhibe 

etmektir (9). Leptin her iki cinste de üreme sistemi hormonlarının (östrojen, 

progesteron ve testosteron gibi) salgılanmasını stimüle eder. Leptinin plasenta 

tarafından da sentezlendiğinin ve leptin reseptörlerinin plasenta ve yumurtalıklarda 

da eksprese edildiğinin anlaĢılması (10, 11),  leptinin üreme sistemi üzerinde de 

önemli etkilere sahip olabileceğini düĢündürmüĢtür. Leptin ekspresyonu, fare germ 

hücrelerinde hücre tipi ve aĢamalarına spesifik olarak immünohistokimya teknikleri 

tarafından belirlenmiĢ ve farelerin Leydig hücrelerinde tespit edilmemiĢtir. GeliĢim 

aĢamaları boyunca testiküler kök hücrelerde üretilen leptinin yenilenmeye aracılık 

etmek için otokrin bir Ģekilde hücreleri etkilediği görülmüĢtür (12). 

Spermde leptin molekül çalıĢmasını içeren yayın sayısının az olduğu 

görülmektedir.  Bu çalıĢmanın amacı, kriyoprezervasyon öncesi ve sonrası semen 

örneklerimizde sperm motilite, morfoloji ve DNA fragmantasyonlarının analizi ve 

karĢılaĢtırılmalarını yaparak, bu parametrelerin leptin molekül seviyeleri ile iliĢkisini 

araĢtırmaktır. Bu Ģekilde sperm motilite ve DNA fragmantasyonlarında leptin 

molekül seviyelerinin belirleyici olarak kullanılmasını hedeflemekteyiz. Bu 

çalıĢmanın sonuçlarının klinik yönden erkek infertilitesi üzerine yapılacak 

çalıĢmalara katkı sağlayacağını düĢünmekteyiz.    
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4.GENEL BİLGİLER 

4.1.Erkek Genital Sistemi 

Erkek üreme sistemi; 

1) Haploid erkek gametin (spermatozoa veya sperm) devamlı üretimi, 

beslenmesi ve geçici olarak depolanmasından; 

2) Erkek seks hormonlarının (androjenler) sentezi ve sekresyonundan 

sorumludur. 

Erkek üreme sistemi dört birimden oluĢmaktadır (ġekil 4.1);  

1) Sperm üreten, sentezleyen ve androjenleri salgılayan testislerden; 

2) DıĢarıya spermatozoa taĢınmasından sorumlu olan dıĢ kanallar sistemini 

oluĢturan epididimis, vaza deferens, ejekülatuar kanal ve erkek üretrasının bir 

parçasından; 

3) Salgıları semen kitlesini oluĢturan ve ejeküle spermatozoaya besinler 

sağlayan aksesuar bezler seminal vezikül, prostat bezi ve bulbo üretral 

bezlerden;  

4) Erektil dokudan oluĢan çiftleĢme organı penisten oluĢur (13). 

 

ġekil 4.1: Erkek genital sisteminin bileĢenleri (14) 
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4.1.1.Spermatogenez 

Spermatogenez, erkek üreme organında spermatogonyumun birincil spermatosit, 

ikincil spermatosit ve spermatid evrelerini geçirmesiyle spermatozoanın meydana 

gelmesi sürecine denir. KarmaĢık ve yüksek organizasyonlu bir süreç olup, germ 

hücrelerinin geliĢimine iliĢkin üç aĢama içermektedir; mitoz (spermatogonyumların 

çoğalması), mayoz (spermatosit oluĢumu ve DNA rekombinasyonu) ve 

spermiyogenez (spermatid farklılaĢması) Ģeklinde olup, farklılaĢmamıĢ 

spermatogonyumların yüksek özellikteki sperme dönüĢmesiyle sonuçlanmaktadır.  

Ġnsanlarda, spermatogoniyal kök hücreler tip A farklılaĢmamıĢ 

spermatogoniyumlar olan A koyu ve A açık olmak üzere iki popülasyonu içerirler 

(ġekil 4.1.1). Tip A açık spermatogoniyumlar mitoz bölünmeler geçirerek tip B1 

spermatogoniyumları oluĢtururlar. Tüm memelilerde tip B/B1 spermatogoniyumlar 

mitoz bölünmeler geçirerek, mayoz bölünmenin baĢlangıcını temsil eden preleptoten 

spermatositleri oluĢtururlar. Preleptoten spermatositler mayozun profaz  evresine 

girerler, leptoten, zigoten, pakiten ve diploten spermatositlere dönüĢürler. Mayozun 

en uzun süren evresi olan profazda kromozom kondensasyonu, genetik eĢleme 

(rekombinasyon), primer spermatositlerin (44+XY)  seminifer tübül bazalinden 

adlüminal kompartmana göçü gibi çeĢitli değiĢiklikler gerçekleĢir. Profaz evresini 

takiben mayoz bölünme hızlı bir Ģekilde tamamlanır ve 23 kromozom (22+X veya 

22+Y) içeren sekonder spermatositler oluĢur. Ġkinci mayoz bölünme sonucunda 

spermatidlerin oluĢumu gerçekleĢir (15). Tip A spermatogonyumların kök hücre 

topluluğundan ayrılmalarını takiben çoğalıp farklılaĢarak spermatidleri 

oluĢturmalarıyla sitokinez tamamlanmıĢ olur (ġekil 4.1.2). Hücreler bu farklılaĢma 

süreci boyunca Sertoli hücrelerinin sitoplazma duvarına gömülü olarak bulunurlar. 

Sertoli hücreleri, seminifer tübüller boyunca geliĢmekte olan germ hücrelerini 

besleme, koruma ve desteklemede görev alırlar (16).  
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ġekil 4.1.1: Spermatogoniyal kök hücrelerin farklılaĢması ve kendini yenilemesi 

(17). 

 

ġekil 4.1.2: Spermatogenik hücre serisinin Ģematik gösterimi (18). 
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     Spermatidler spermiyogenez adı verilen oldukça farklılaĢmıĢ bir hücre iĢlemine 

uğrarlar. Spermiyogenez, spermatogenezin son aĢamasıdır. Bu süreç üç aĢamada 

gerçekleĢmektedir;  

a. Golgi Fazı: bu aĢamadaki spermatid sitoplazması; nukleus, Golgi 

kompleksi, mitokondriler, ribozom ve düz yüzlü endoplazmik retikulum 

içeririler. Hidrolitik enzimler Golgi aygıtından akrozomal veziküle 

aktarılır. Ġleride sperm hareketini sağlayacak olan flagellum bu aĢamada 

oluĢmaya baĢlar.  

b. Akrozomal Faz: oluĢan akrozomal granül nukleusu kaplayacak Ģekilde 

yayılarak akrozomu meydana getirir. Distal sentriyol, mikrotübül 

çiftlerinden oluĢan flagellumu meydana getirir. Sperm hareketi için 

gerekli olan mitokondriler, oluĢan flagellumun proksimal kısmında 

toplanırlar ve spermin orta kısmını meydana getirirler. 

c. OlgunlaĢma Fazı: tüm organellerin belirli bir düzen almasından sonra 

geriye kalan artık cisimcikler spermleĢme aĢamasında bırakılır ve sertoli 

hücreleri tarafından fagosite edilir. OlgunlaĢmıĢ spermler seminifer tübül 

lümeni boyunca salınırlar.  

Spermler seminifer tübül lümeninden pasif taĢıma yoluyla, depolanıp iĢlev 

kazanacakları epididimise taĢınırlar. Buradan da vas deferens yoluyla üretraya 

ulaĢırlar. Spermatogonyumun olgun sperm haline dönüĢebilmesi için gerekli olan 

süre yaklaĢık 64 gündür.  

ġekil 4.1.3’te gösterildiği gibi, olgun sperm baĢ ve kuyruk olmak üzere iki 

elemandan oluĢur. BaĢ akrozomla sarılmıĢ çekirdekten oluĢur. Çekirdek yassılaĢmıĢ 

yoğun bir yapıdır. Çekirdeğin anterior (ön) yarısını akrozom örter. Akrozomal 

enzimler sperm giriĢini kolaylaĢtırmak için döllenme anında salınır. Kuyruk orta 

parça, esas parça ve son parça olmak üzere üç parçaya bölünmüĢtür. Orta parçada 

hareket için gerekli olan enerjiyi sağlayan mitokondriler bulunur.  

Spermiyogenez sırasında nukleusta meydana gelen ana değiĢimlerden birisi de 

somatik histonların arjinin ve lizin-zengin protoaminlerle yer değiĢtirdiğinde nuklear 
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yoğunlaĢma oluĢmasıdır. Meydana gelen bu olaylar sonucunda nukleusta 

transkripsiyon sona erer,  sperm genomik DNA yapısını stabilize eder ve korur (19). 

 

 

ġekil 4.1.3: Ġnsan sperminin Ģematik gösterimi (18). 

 

4.2.Dondurma (Kriyoprezervasyon) 

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama); hücrelerin ve dokuların sıfır 

derecenin altındaki ısılara kadar soğutularak, bütün biyolojik aktivitelerin 

durdurulması ve gelecekte kullanılması amacıyla saklanmasını ifade eder. 
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Kriyoprezervasyon iĢlemindeki amaç, çok düĢük ısıda canlı bir hücre veya dokunun, 

minimum hasarla ve fonksiyon kaybı olmaksızın uzun süreli saklanmasıdır. 

Kriyoprezervasyon prosedüründe beĢ önemli aĢama vardır: su kristalizasyonundan 

kaynaklanabilecek hücresel hasarı azaltan kriyoprotektanlarla ilk etkileĢim, sıfır 

derecenin altındaki sıcaklıklara kadar dondurma, saklama, çözme, dilusyon ve 

kriyoprotektenların ortamdan uzaklaĢtırılması, fizyolojik mikroçevreye geri dönüĢ ve 

ileri geliĢim aĢamalarıdır.  

1940’larda gliserolün spermleri dondurmanın zararlı etkilerinden 

koruyabildiğinin tesadüfen keĢfi, -79 °C’ de kuru buz üzerinde saklanmıĢ insan 

spermlerinin kullanılmasının yolunu açmıĢ ve ilk kez insan spermi dondurma iĢlevi 

1949’ da Polge ve arkadaĢları tarafından gliserol kullanılarak baĢarılmıĢtır (20). 

Kriyoprotektan maddeler hücreyi dondurulma hasarından korurlar ve yüksek 

oranda H2 (Hidrojen) bağlama özelliğine sahiptirler. Kriyoprotektanların koruyucu 

etkilerini göstermeleri için her zaman hücre içerisine alınmalarına gerek yoktur. 

Çünkü hücrede hasarın en yoğun ve hızlı gerçekleĢtiği yer, hücre zarıdır. Hücre 

içerisine giren ve hücre dıĢında kalarak etkinliğini gösteren iki tür kriyoprotektan 

sınıfı bulunmaktadır. Hücre içine girebilen koruyucu maddeler; gliserol, DMSO 

(Dimetil sülfoksit), ProH (Propilen glikol) dur. Hücrelerde meydana gelen buz 

kristalleri oluĢumunu -40 °C’ ye kadar düĢürürler. Hücre dıĢında kalan koruyucu 

maddeler ise; monosakkaritler (glukoz, heksoz), disakkaritler (sükroz) ve 

trisakkaritler (raffinoz)’ dir. Bu koruyucu maddeler hücre zarını osmotik basınç 

değiĢimlerine karĢı korurlar ve hücrenin aĢırı ĢiĢmesini önlerler.  

Sperm kriyoprezervasyonu, infertileye neden olabilecek cerrahi operasyonların 

varlığında, testis hasarına neden olabilecek otoimmün hastalıklar, 

radyoterapi/kemoterapi gibi sitotoksik tedavi öncesinde spermlerin saklanarak 

fertilitenin korunması amacı ile kullanılabilmektedir (21). Ġnsanlarda sperm 

kriyoprezervasyonu, fertilite kliniklerinde ve yardımla üreme teknikleri merkezinde 

yaygın ve güncel bir uygulama olarak tedavide yerini almıĢtır.  

Sperm kriyoprezervasyonu sperm yapısında ve iĢlevinde bir takım zararlı 

değiĢikliklere neden olmaktadır (22).  Bunlar; motilitenin azalması, morfolojik 
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değiĢimler (23), membran bütünlüğü ve akıĢkanlığının kaybı (24), DNA 

fragmantasyonu  (25) Ģeklindedir.  

 

4.3.Apoptoz (Programlı Hücre Ölümü) 

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J. F. K. Kerr tarafından (26)  nekrozdan (27),  

farklı olarak gerçekleĢen diğer bir ölüm Ģekli için tanımlanmıĢtır ve fizyolojik hücre 

ölümünü ifade eder. Apoptoz, kaspaz olarak adlandırılan sistein proteaz grubu 

aktivasyonunu ve hücrelerin ölümü için uyaranlara bağlı karmaĢık kaskadları içeren 

son derece koordineli ve genellikle enerji bağımlı bir süreçtir (3). Apoptozu 

tetikleyen fizyolojik ve patolojik uyarı ve durumlar çok çeĢitli olmasına rağmen 

bütün hücreler aynı uyarıya cevap olarak ölürler. Ġlk olarak gerçekleĢen hücre 

büzüĢmesinden sonra, kromatin parçalanması, membran kabarcıklanması, nüklear 

yoğunlaĢma ve son olarak fagosite edilen apoptotik cisimlere bölünmenin 

gerçekleĢtiği görülmektedir (28).  

Apoptoz ve nekroz ardıĢık fakat birbirinden bağımsız meydana gelen süreçlerdir 

(28, 29). Nekroz genellikle hücrelere iliĢkin geniĢ alanları etkileyen pasif ve 

kontrolsüz bir süreçtir, oysa ki apoptoz hücreleri kümeler halinde veya bireysel 

olarak etkileyen enerji bağımlı ve kontrollü bir süreçtir (3). Nekroza neden olan 

olaylar, hücre ve organel parçalanmasına neden olan membran geçirgenliğinin 

artmasında ve bunun sonucunda da sitoplazma ve çekirdek içeriğinin hücreler 

arasındaki boĢluğa salınmasında ol oynar  (30-32). Hücre ölümünü takiben hücre 

içeriğinin hücreler arası boĢluğa salınması yangı olayına sebep olur. Apoptozda ise 

sitoplazmanın parçalanma sürecinde oluĢan kabarcıklar plazma zarı ile korunmuĢ 

durumdadırlar. Bu kabarcıklar makrofajlar tarafından fagosite edilirler ancak 

nekrozda gerçekleĢen yangısal olay gerçekleĢmez.   

Apoptoz sürecinde meydana gelen değiĢiklikler; fosfotidilserin çıkıĢı ve DNA 

fragmantasyonu ve apoptotik maddelerin oluĢumudur (33). DNA fragmantasyonunun 

belirlenmesine iliĢkin deneyler, apoptoza iliĢkin endonükleaz parçalanma ürünlerini 

görselleĢtirmek için kullanılır (34). Sperm hücrelerinde meydana gelen apoptozun 

özellikleri; kromatin, mitokondri, nukleus ve plazma membranı anormalliklerinin 
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ultrastrüktüel olarak görülmesi, sitoplazmik  vakuol ve apoptotik cisimlerin 

oluĢumudur (4). 

Apoptoz sürecinde meydana gelen DNA fragmantasyonunu göstermek için 

kullanılan yöntemlerden birisi TUNEL (Terminal deoxynucleotidly transpherase-

mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling) metodudur (ġekil 

4.3.2). DNA parçalarının serbest 3’OH kısmı, biotin, digoxigenin ya da flourescein 

gibi nükleotidler vasıtasıyla modifiye edilmiĢ  enzimatik iĢaretleyiciler ile 

belirlenebilir. ÇeĢitli problarla iĢaretlenen DNA fragmentleri ıĢık mikroskobu, 

floresan mikroskobu ve flow sitometri tarafından belirlenebilir. Bu yöntemle 

apoptotik hücrelerin yüzdelerini ölçmek mümkündür (35).  

 

ġekil 4.3.1: Kırık kromatin yapısının TUNEL metodu ile iĢaretlenmesi (36). 
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4.4.Reaktif Oksijen Türleri (ROT)  

Serbest radikal bir ya da daha fazla çiftleĢmemiĢ elektrona sahip atom ya da 

molekül olarak tanımlanmıĢtır. ROT  yüksek derecede oksijenlemiĢ ajanlara sahip 

serbest radikaller sınıfıdır (37). Metabolik ve fizyolojik süreçlerde, enzimatik ve 

enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalar aracılığıyla organizmalarda zararlı 

oksidatif reaksiyonlar sonucu meydana gelir (5).  

ROT, doymamıĢ yağ asitleri, sülfhidril proteinler ve nükleik asitler gibi biyolojik 

moleküllerle reaksiyona girerler, birçok hastalıkta örneğin; arterit, arteroskleroz ve 

çeĢitli dejeneratif hastalıklarda etkili olurlar. Yüksek seviyelerdeki oksidatif strese 

karĢı antioksidan proteinlerin düzenlenmesi baĢta olmak üzere gen ekspresyonlarını 

düzenlerler. Örneğin; karotid cisimlerde ‘oksijen sensörler’ mekanizmasına katılırlar. 

Apoptoz için zorunlu olmamakla birlikte, apoptoz öncesi etkileri bulunmaktadır (38).  

Semende bulunan ROT kaynağı, lökositler ve spermatozoondur. Lökositler 

erkek genital sisteminde sürmekte olan enfeksiyon için bir gösterge olarak kabul 

edilir ve semendeki lökositleri epididim ve prostat oluĢturmaktadır. Lökositler 

mikroorganizmalara karĢı mücadele verirken ortama süperoksit anyonu (O2) salarlar 

ki bundan dolayı diğer ROS ve oksidanlarla reaksiyona girerek ya da dismutasyon ile 

hidrojen peroksit (H2O2), hidroksil radikali (OH) veya hipoklorid gibi diğer toksik 

maddelerin oluĢmasına neden olurlar. ROT’un ikinci kaynağını spermatozoonun 

kendisi oluĢturmaktadır. Ġnsan spermatozoonu endojen ROT’un az bir kısmını 

kontrollü bir Ģekilde oluĢturma özelliğine sahiptir (39, 40). 

 ROT sitotoksisitesi, üretilme ve yokedilme oranları arasındaki hassas denge 

sonucu belirlenmektedir. Bu dengedeki herhangi bir bozukluk hücresel zarara neden 

olmaktadır. Hücre ve hücre dıĢı koruma sistemleri (antioksidanlar) bu amaçla hizmet 

eden ve serbest radikallerin potansiyel toksik etkilerine karĢı hücreyi koruyan 

mekanizmalardır (41, 42).  Antioksidan koruma mekanizmaları primer ve sekonder 

koruma mekanizmaları olarak gruplandırılmaktadır. Primer koruma mekanizmaları 

antioksidan bileĢikleri (E, A ve C vitamini, glutatyon ve ürik asit) ve antioksidan 

enzimleri içermektedir. Sekonder koruma mekanizmaları ise; lipolitik enzimler, 
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fosfolipazlar, proteolitik enzimler, DNA onarım enzimleri Ģeklinde sıralanmaktadır 

(43).  

Spermatozoon ROT diğer hücrelere göre daha hassastır. Çünkü plazma 

membranları büyük oranda doymamıĢ yağ asitlerini ve sitoplazmaları da düĢük 

konsantrasyonlarda antioksidan enzimleri içerirler (6, 40). Spermatozoonda ROT 

toksisite mekanizması lipit peroksidasyonuyla baĢlar, motilitenin bozulmasıyla 

devam eder ve nüklear DNA hasarı oluĢturur (6). Yüksek konsantrasyonda ROT 

üretimi lipit peroksidasyonu ve bozulmuĢ membran fonksiyonlarına neden olarak 

sperm metabolizmasını dolayısıyla morfoloji, motilite ve fertiliteyi olumsuz yönde 

etkileyerek erkek infertilitesinde önemli rol oynamaktadır (7, 44, 45).  

 

4.5.Leptin  

Leptin sözcüğü, Yunanca ‘leptos’ dan köken alır ve ince ya da zayıf anlamına 

gelmektedir (46). Kökeni yağ doku olup,  ob geninin bir ürünüdür. Zhang ve ark. 

tarafından 1994 yılında tanımlanmıĢ bir moleküldür (8).  Leptin 167 aminoasit 

içeren, 16 kD molekül ağırlığında yağ hücresi olup birçok dokudan salgılandığı 

saptanan, plazmada belirli bir kan düzeyi oluĢturan, kanda serbest veya  proteine 

bağlı olarak taĢınan bir polipeptiddir (8, 47).  

4.5.1.Leptinin tarihçesi 

1950’ lerde Kennedy tarafından adipoz dokudan salgılanan ve vücut ağırlığını 

kontrol eden bir hormonun üretildiği ve bu hormonun vücuttaki adipoz dokunun 

yoğunluğuna bağlı olarak dolaĢımda bulunduğu teorisi öne sürüldü (8). 1994 yılında 

J Fridman ve Y Zhang uzun süren yağ hücresi kültürü çalıĢmaları sonucunda ob-

genini izole ettiler. Leptinin ob geni tarafından yağ hücrelerinde üretildiği ve 

plazmada belirli bir kan seviyesi oluĢturduğu ilk defa aynı ekip tarafından bildirildi 

(47).  
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4.5.2.Leptinin yapısı ve salınımı  

      Ġnsanlarda bulunan ob geni 7.kromozomun uzun kolunun 3. bölgesinde (7q31) 

bulunmakta, sıçanlarda ise 6 numaralı kromozomda bulunmaktadır (ġekil 4.5.2).  

ob/ob mutant farelerde mutajenik bir gen ürünü olarak tanımlanmıĢtır (48).  

Leptin hormonu, reseptörleri (LEPR ya da OBR) yoluyla etki eder. OBR geni 

1.kromozom üzerinde yer alır ve 1162 aminoasitten oluĢan bir proteni kodlar  (49, 

50).  Leptin reseptörleri Klas-1 sitokin ailesine mensup, hipotalamus baĢta olmak 

üzere diğer dokularda da bulunmaktadır.  Leptin reseptörleri (ob/Ra, ob/Rb,  ob/Rc,  

ob/Rf) ekstrasellüler, transmembran ve intrasellüler zincirden oluĢmuĢtur (51).  

Toplam 6 reseptör tanımlanmıĢtır. Bunlar; OB Ra-b-c-d-e-f’dir. OB Re reseptörü 

hariç diğer 5 tanesi transmembranöz alana sahip olup sadece OB Rb (uzun leptin 

reseptörü) intrasellüler desenler içerir. OB Re ise çözünen bir reseptör Ģeklinde 

dolaĢımda bulunur (52).  OB Rb (uzun form) reseptörler sinyal iletme özelliğine 

sahiptirler ve en çok hipotalamusta, az miktarda akciğer, böbrekler, karaciğer, iskelet 

kası, kalp, pankreas, ince barsaklar, overler, testisler, yağ doku gibi daha birçok 

hücre ve dokuda bulunurlar (53). OB Ra (kısa form) reseptörler ise intrasellüler 

sinyal için gerekli olan segmentlerin tümünü taĢımazlar ve bu nedenle sinyal 

iletiminde görevleri çok az veya yoktur. Beyin kapillerleri ve pleksus koroideusta 

OB Ra reseptörlerinin bol olarak bulunması, kısa form reseptörlerinin leptinin 

merkezi sinir sistemine taĢınmasında önemli görevleri olduğunu düĢündürmektedir 

(54).  Leptin reseptörüne bağlandıktan sonra diğer sitokinler gibi JAK-STAT (Janus 

Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) sinyal yolağını aktive eder 

ve daha sonra STAT ve MAP kinaz aktivasyonu yaparak etkisini gösterir (55).  

Leptin hormonu yağ dokusu hücreleri tarafından üretilip, dolaĢım sistemi 

içerisine iletilir (56, 57); ağırlıklı olarak beyaz yağ dokudan çok az miktarda da 

kahverengi yağ dokudan salgılanmaktadır. Etki merkezi hipotalamus olup, iĢtahı 

(besin alımı) azaltıcı yönde etki etmektedir (58). Leptin hormonu baĢlıca yağ 

dokudan salınmakla beraber plasenta, mide epitelyumu ve hipofiz bezinde de az 

miktarda üretildiği gösterilmiĢtir (59, 60). 
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Leptin, kanda serbest ve proteine bağlı olarak yer almaktadır. Obez bireylerde 

yapılan bir çalıĢmada kandaki leptin seviyelerinin yüksek oranda serbest leptine ait  

olduğu gösterilmiĢtir (61, 62).  

Leptin pulsatif olarak salınan bir hormondur ve dolaĢım sistemindeki yarı ömrü 

yaklaĢık 30 dakikadır. Ġnsanlarda diurnal bir ritme sahip olan leptin öğleden sonraları 

düĢük düzeylerde seyrederken, sabah erken saatlerde yüksek düzeyde bulunur (63). 

Leptin hormonu vücutta birçok sistemin düzenlenmesinde görev alır (8). Ġlk 

olarak tokluk faktörü olarak bilinen leptinin; hipotalamus, kalp, plasenta, kas, 

pankreas, karaciğer, akciğerler, testisler, overler, ince bağırsak ve dalakta 

reseptörlerinin bulunmasıyla da sadece enerji düzenlemesinde görevli olmadığı 

gösterilmiĢtir (64-66). 

Leptin düzeyi vücut kitle indeksi (VKĠ) veya vücut yağ indeksi tarafından 

belirlenmektedir (67, 68), fakat serum leptin seviyesini etkileyen birçok değiĢken 

bulunmaktadır. Ġnsülin (69), glukokortikoidler (70) ve prolaktin (71) leptin salınımını 

uyarırken; troid hormonları (72), büyüme hormonu (73), somatostain (74), serbest 

yağ asitleri (75), uzun süreli soğuğa maruz kalma (76) ve katekolaminler  (77) leptin 

salınımını baskılayan faktörlerdir. 
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ġekil 4.5.2: Leptinin yapısı (78) 

 

4.5.3.Leptin etki mekanizması  

Leptinin ana etki mekanizması (ġekil 4.5.3.1) birçok hipofizer organın 

düzenlenmesinde rol alan ve asıl etkisi iĢtahı arttırmak olan nöropeptid-Y’nin arkuat 

nukleustan salınımı ve ekspresyonunu inhibe etmektir (9). Leptin, metabolik 

etkilerini, santral sinir sistemi ve periferik dokularda bulunan kendine özgü 

reseptörleri aracılığıyla gerçekleĢtirir (79). Leptin eksikliği ile  leptin reseptör 

eksikliği benzer gibi görülse de yapılan çalıĢmalarda leptin reseptör eksikliğinin 

konjenital olduğu bildirilmiĢtir (80).  Leptin reseptör eksikliğine leptin eksikliğinden 

daha sık rastlanır ve erken yaĢtaki obezitenin en az % 3’ünden sorumludur. Leptin 

reseptörlerinin ObRa ve ObRc formları, leptinin kan-beyin bariyerini geçmesine 

yardım ederler. Bu reseptörlerin eksik olması durumunda, leptin taĢınımı önemli 

derecede zarar görür. Leptin rezistansı, obez bireylerin çoğunda görülen leptin 

etkisine zıt bir durumdur. Leptin rezistansı: i)leptinin kan-beyin bariyerinden 

geçiĢinin bozulması ve ii)leptin reseptör bozulması olarak sınıflandırılabilir. Leptin 
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rezistansı sonucunda daha fazla leptin ihtiyacı karĢılığında daha fazla yağ birikmesi 

gibi kötü bir döngü baĢlayabilir (81). Hipotalamusta bulunan ARC (arcuate nucleus), 

leptin sinyalleri için birincil merkezdir. Bu merkezde iki nöron sınıfı bulunur: i) 

POMC (Pro-opiomelanocortin), kokain, amfetamin gibi maddeler, bunlar yiyecek 

alımını inhibe eder, ii) NPY (Neuropeptide Y), AGRP (Agouti-Related Protein) gibi 

maddeler, bunlar iĢtahı açarak yemek alımını düzenler. Leptin reseptörleri bu 

kısımlarda yerleĢik halde yer alırlar. Leptin reseptörünün sinyal yolağında 

stoplazmik protein kinaz (JAK-2) ile sinyal aktarıcı ve transkripsiyon aktive edici 

(STAT) gibi protein yapılı maddeler görev alır. Reseptörün ObRb hücre içi uzantısı, 

sinyalın baĢlamasına direkt olarak etki eder. Leptin reseptöre bağlanınca, reseptörün 

hücre içi uzantısı JAK2 tarafından fosforlanarak STAT proteinlerinin ilgisini çeker. 

Daha sonra reseptörün fosforlanmıĢ iç kısmı, STAT proteini ile birleĢip hücre 

duvarından ayrılarak nukleusa girer. Bu yapı nukleusta hedef genlerin 

transkripsiyonunu baĢlatır (82).  

 

ġekil 4.5.3.1: Leptinin Ana Etki Mekanizması (83) 
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ġekil 4.5.3.2: Leptinin Etki Mekanizması (83) 

4.5.4.Leptin ve üreme 

Leptin her iki cinste de üreme sistemi hormonlarının (östrojen, progesteron ve 

testosteron gibi) salgılanmasını aktive eder. Kadınlarda ilk östrojen siklusu, 

bölünmenin hızlanması, lüteinizan hormon (LH) ve östrojen seviyelerinde 

değiĢiklikler leptin tarafından düzenlenir (84). Leptinin plasenta tarafından da 

üretildiğinin ve leptin reseptörlerinin plasenta ve yumurtalıklarda da eksprese 

edildiğinin anlaĢılması (10, 11),  leptinin üreme sistemi üzerinde de önemli etkilere 

sahip olabileceğini düĢündürmüĢtür. Ġnsanlarda düĢük leptin düzeylerinin veya 

diürnal ritminin bozulmasının hipotalamik hipogonadizm ve amenore ile 

sonuçlandığı görülmüĢtür (85). Hipotalamustan GnRH, hipofizden FSH, LH ve 

prolaktin salınımını aktive ettiği gösterilen (86)  leptinin bu etkisini nöropeptid Y 

üzerinden gösterdiği düĢünülmektedir. 
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4.5.5.Testiste Ob-R ve leptin ekspresyonu  

1997 yılında sıçan testisinde Ob-R ekspresyonu ilk kez tanımlanmıĢtır. 

AraĢtırmacılar, in situ hibridizasyon yöntemiyle Leydig hücre ve spermlerde Ob-R 

mRNA seviyelerini göstermiĢlerdir. Ob-Ra ve Ob-Rb ekspresyonları ileri yaĢlarda 

artan benzer ekspresyon göstermiĢlerdir. AraĢtırmacılar, Ob-R mRNA seviyelerinin 

erken embriyonik testislere karĢılık yetiĢkin embriyo testislerinde daha yüksek 

düzeylerde olduğunu bulmuĢlardır.  

Leptin ekspresyonu, fare germ hücrelerinde hücre tipi ve aĢamalarına spesifik 

olarak immünohistokimya teknikleri tarafından gösterilmiĢ ve farelerin Leydig 

hücrelerinde tespit edilememiĢtir. GeliĢim aĢamaları boyunca testiküler kök 

hücrelerde üretilen leptinin yenilenmeye aracılık etmek için otokrin bir Ģekilde 

hücreleri etkilediği görülmüĢtür (12). 
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5.METOT VE MATERYAL 

5.1.Denekler 

ÇalıĢmamız için, aktif üreme döneminde olup, 20-50 yaĢ arası, herhangi bir 

sistemik hastalık, çocuk yaĢlarda ateĢli hastalık, testis travması ve kriptorĢidizm gibi 

üreme fonksiyonlarını etkileyen bir hastalık geçirmemiĢ, kronik ilaç-madde 

kullanımı olmayan (antidepresan, böbrek, tansiyon ilaçları, sigara, alkol), Dünya 

Sağlık Örgütü (DSÖ) laboratuvar kılavuzuna göre (World Health Organisation 2010) 

normozospermik olan 30 kiĢiden örnek alınmıĢtır. Semen örnekleri, dondurma iĢlemi 

öncesi ve dondurma-çözme sonrası olmak üzere iki Ģekilde değerlendirilmiĢtir. 

Normozoospermi hastalarından alınan semen örnekleri 37 °C’ de 30 dk. inkübe 

edilerek örneklerin likefiye olmaları sağlanmıĢtır. Likefikasyon iĢleminden sonra her 

bir semen örneği üç hacme ayrılmıĢtır; hacimlerden biri leptin, ikincisi; ROT 

değerlendirmesi için kullanılmıĢtır, son hacim ise dondurma-çözme iĢlemi sonrası 

yapılacak olan incelemeler için kullanılmıĢtır.  

Semen örnekleri 3-5 günlük cinsel perhiz sonrasında steril kaplara mastürbasyon 

yöntemiyle alınmıĢtır. Deneklerden semen örneği alınmadan önce ‘BilgilendirilmiĢ 

Gönüllü Olur Formu’ ile imzalı onayları alınmıĢtır. ÇalıĢma için Ġstanbul Medipol 

Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul 

onayı (10840098-604.01.01-E.2304) alınmıĢtır.  

5.2.Motilite ve Konsantrasyon 

Sperm motilitesi Makler sayma kamarası (Sefi Medical Instr.) kullanılarak 

dondurma iĢlemi öncesi ve sonrası iĢlemler ıĢık mikroskobu düzeyinde 

değerlendirilmiĢtir. Her bir spermin hareketi ileri hareket (Progresif Motilite;PR), 

yerinde hareket (Nonprogresif Motilite;NP), hareketsizlik (Ġmmotilite;IM) Ģeklinde 

DSÖ laboratuvar kılavuzuna uygun olarak değerlendirilmiĢtir (WHO 2010). Sperm 

konsantrasyonu belirlenmesi de Makler sayma kamarası kullanılarak yapılmıĢ, 20-

200 milyon/ml. aralığında sperm sayısına sahip bireyler çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. 
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5.3.Sperm Dondurma-Çözme İşlemi  

Dondurma iĢlemi için semen örneği ve kriyoprotektan (90128- Irvine Scientific 

Freezing Medium) 1:1 oranında (2 dk içerisinde) karıĢtırılmıĢtır ve steril tüpler (Cryo 

Vial, T3082A) içerisine toplam hacim 1 ml. olacak Ģekilde alınmıĢtır. Üzerlerine 

hasta isimleri ve numaraları yazılan tüpler, sırasıyla, oda sıcaklığında 8 dk ve sıvı 

azot seviyesinden 15 cm yükseklikteki azot buharında 20 dk tutulduktan sonra sıvı 

azot tankı içerisine (-196 C ) yerleĢtirilmiĢtir.  

Çözme iĢlemi, tüpler sıvı nitrojenden çıkartılıp oda sıcaklığında ve sıcak su 

muamelesi ile yapılmıĢtır. Örnek tamamen çözüldükten sonra üzerine yıkama 

Makler  kamarası 
Steril idrar kabı 

Faz-Kontrast mikroskobu 
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solüsyonu (HTF/HEPES ART-1023) eklenip, 2000 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten 

sonra süpernatant atılarak kriyoprotektan uzaklaĢtırılmıĢtır. Çözme iĢlemi sonrası 

elde edilen sperm örnekleri motilite, morfoloji, DNA fragmantasyonu, leptin ve ROT 

değerlendirmeleri için kullanılmıĢtır. 

  

5.4.Işık Mikroskopi İncelemesi 

IĢık mikroskobik morfolojik inceleme, Spermac Stain kit (FertiPro N.V., 

Belgium) ile boyama sonrası yapılmıĢtır. Sperm örneğinden lam üzerine 10 µl 

damlatılmıĢ, lamelle yayılıp havada kurutulmuĢtur. Kurutulan lam, kit içerisinde 

bulunan sırasıyla fiksatifin, katyonik ve anyonik boyaların içinde birer dakika 

bekletildikten sonra tekrar havada kurumaya bırakılmıĢtır. Spermac boyası ile 

boyanan preperatlar Olympus BX51 faz kontrast mikroskobu kullanılarak 1000x 

büyütmede Kruger strick kriterlerine göre değerlendirilmiĢtir. Her bir örnek için 100 

sperm hücresi sayılmıĢ; baĢ, boyun, stoplazma, kuyruk bölgelerindeki bozukluklar 

kaydedilmiĢ ve ıĢık mikroskobu (AxioZoom V16) ile  fotoğraflanmıĢtır. 

 

 

 

Sıvı azot tankı 

Cryo Vial 
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5.5.DNA Fragmantasyonu Tayini 

DNA fragmantasyonu TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanılarak incelenmiĢtir. Semen 

örneği üzerine 4-5 ml sperm yıkama mediumu eklenmiĢ ve 2000 rpm’de 5 dk. 

santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢleminden sonra pellet ve süpernatant olmak üzere iki 

faz elde edilmiĢ, süpernatant kısım atılmıĢtır. Geriye kalan pellet sperm yıkama 

mediumu ile konsantre edilmiĢtir. Konsantre örnek iki lam üzerine yayma preperat 

yapılarak kurumaya bırakılmıĢtır. Kurutulan lamlar 1 saat Paraformaldehit Asit 

(PFA) içerisinde fikse edildikten sonra 3x5 dk. Phosphate Buffered Saline (PBS) ile 

yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. TUNEL kitindeki enzim solüsyonundan 5 µl, etiketleme 

solüsyonundan 45 µl karıĢtırıldıktan sonra her lam üzerine 25’er µl damlatılıp lamelle 

kapatılmıĢtır. IĢık almayacak Ģekilde 37 °C’de 1 saat tutulan lamlar üzerindeki 

lameller kaldırıldıktan sonra PBS ile yıkanmıĢtır. Lamlar nukleusların görünmesi 

amacıyla 5 dk. DAPI nukleus boyası ile boyanmıĢ ve lamel ile kapatılmıĢtır. 

Konfokal mikroskop (Zeiss LSM 780 NLO) ile 40x büyütmede 100 sperm hücresi 

sayılarak DNA fragmantasyonu olan hücreler ‘TUNEL pozitif’ olarak kaydedilmiĢ 

ve fotoğraflanmıĢtır.  

 

5.6.Geçirimli Elektron Mikroskobu İncelemesi 

Elektron mikroskobik incelemeler için alınan semen örneklerine likefaksiyondan 

sonra yıkama solüsyonu eklenerek 2000 rpm’de 5 dk. santrifüj edilmiĢ ve pelletin 

üzerinde kalan süpernatant kısmı atılmıĢtır. OluĢan pellete % 2,5’ luk 0.1 M PBS 

tamponlu (pH 7.2) gluteraldehit (Merck Millipore, 354400) fiksatifi içerisinde 4  °C’ 

de 4 saat süreyle immersiyon fiksasyonu yapılmıĢ, tamponda yıkamadan sonra, % 

0.1’ lik Osmium tetroxide (OsO4) (EMS Diasum, 19160) ile 1 saat postfiksasyon 

yapılmıĢtır. Yükselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100)  geçirilerek dehidre 

edilmiĢ ve  propilen oksitten geçirilerek sırasıyla 1:1, 1:2 ve 60  °C’ deki etüvde saf 

epona gömülmüĢtür. Doku takibi aĢaması, Bezmialem Vakıf Üniversitesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalında gerçekleĢtirilmiĢtir. Medipol Üniversitesi REMER 

bünyesinde bulunan ultramikrotom cihazında (Leica EM UC7) alınan yarı ince 
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kesitler (1 mikron) toluidin mavisi ile boyanmıĢtır. 60 nm. kalınlığında alınan ince 

kesitler, bakır gridler üzerine alınarak uranil asetat, kurĢun sitrat ile kontrastlama 

yapılmıĢtır. Kontrastlama iĢlemi, Marmara Üniversitesi Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalında gerçekleĢtirilmiĢtir. Kontrastlanan gridler, baĢ, boyun ve kuyruk 

değiĢiklikleri açısından CerrahpaĢa Tıp Fakültesi bünyesinde bulunan elektron 

mikroskobunda (JEOL SX TEM) incelenmiĢ ve fotoğraflanmıĢtır. 

 

5.7.ELISA ile Leptin Analizi 

ELISA deneyi, Human Leptin (LEP) ELISA Kit (Shangai Yehua Biological 

Technology Co.) kullanılarak yapılmıĢtır. Standart solüsyon dilüsyonları 5.7’deki 

gibi konsantrasyonları kademeli olarak azalan 5 tüp Ģeklinde hazırlanmıĢtır.  

 

Tablo 5.7: Standart solüsyon dilusyonları 

 

          

       BoĢ kuyucuklara, örnek, streptavidin-HRP ve biotin ile iĢaretli anti LEP antikoru 

ile A&B kromojen bileĢikleri ve stop solüsyonu eklenir. Herbir basamak uygulanıĢı 

aynıdır. Standart solüsyon kuyularına, 50 µl standart solüsyon ve 50 µl streptomisin-

HRP eklenir (standartlar içerisinde biotin antikorları birleĢtirilmiĢ bu yüzden 

biotinsiz antikorlar eklenmiĢtir). Örnek kuyucukları test edilmiĢ; 40 µl örnek ve sonra 

10 µl LEP antikoru ile 50 µl streptavidin-HRP eklenmiĢtir. Sonra kuyucuklar 

sızdırmaz kapak membranları ile kaplanmıĢ, yavaĢça sallanarak karıĢtırılmıĢtır. 

Örnekler  37 ° C de 1 saat inkübe edilmiĢlerdir. Yıkama iĢlemi için, sızdırmaz kapak 

membranı dikkatlice uzaklaĢtırılıp, sıvı akıtılmıĢ ve geri kalanı distile su ile 

çalkalanmıĢtır. Yıkama solüsyonu ile dolu diğer kuyular 30 saniye bekletilip sonra 

silkelenmiĢtir. Bu prosedür 5 kere tekrarlanmıĢ sonra blotlama yapılmıĢtır. Renk 
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oluĢumu için; önce herbir kuyuya 50 µl kromojen bileĢik A  ve sonra herbir 

kuyucuğa 50 µl kromojen bileĢik B eklenmiĢtir. YavaĢça sallanarak karıĢtırılmıĢtır. 

IĢık oluĢumu için ıĢıksız bir ortamda 37 ° C de 10 dk. inkübe edilmiĢtir. Stop 

reaksiyonu için herbir kuyucuğa 50 µl stop solüsyonu eklenmiĢtir (anında hızlı bir 

Ģekilde maviden sarıya renk değiĢimi olur). Son olarak, absorbans değerleriyle 

uyumlu  ve standart konsantrasyonlara göre, standart eğri doğrusal regresyon dengesi 

hesaplanmıĢtır. Örneklerin absorbans değerlerine göre denk (uyumlu) örneklerin 

konsantrasyonları hesaplanıp, istatistiksel yöntem ile veriler elde edilmiĢtir. 

 

5.8.Semende Total Oksidan Tayini: 

Total antioksidan tayini serumda kolorimetrik olarak Erel tarafından geliĢtirilen 

metodla ölçülmüĢtür (92). 

Prensip: Fe2SO4  suda çözünür ve Fe 
2 açığa çıkar. Serumda bulunan oksidanlar 

Fe
2nin Fe

3 e yükseltgenmesini sağlar. Kullanılan X-orange reaktifi Fe
3 ile renkli 

bir kompleks verir. OluĢan rengin Ģiddeti; total oksidan miktarı ile orantılıdır. 658 

nm’de absorbans ölçülür. Standart olarak kullandığımız çözeltinin absorbans 

molarite verileri kullanılarak, numunenin total oksidan molaritesi hesaplanır. 

Kullanılan Reaktifler 

Hazırlanan Fox solüsyonun 225 ml’si reaktif 1’in hazırlanması için 25 ml’si ise 

reaktif 2’nin hazırlanması için kullanılır. Reaktif 1’in hazırlanması için 225 ml Fox 

solüsyonunun içine 150 mM D-Sorbitol+25μM X-orange ilave edilir. 

Reaktif 1: Fox solüsyonu: 140 mM NaCl ve 25 mM H2SO4 içerir. 

Reaktif 2: 25 ml Fox solüsyonu içine 10 mM 4-Hidroksibenzoik asit + 5 mM 

Amonyum Fe
2+

SO4 ilave edilir. 

Standart: 20 μM H2O2 standart olarak hazırlanır. 

Reaktiflerin hazırlanmasından sonra tablodaki deney prosedürü takip edilir. 
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Tablo 5.8: Reaktiflerin hazırlanması. 

 Reaktif I 

(µL) 

Reaktif II 

(µL) 

Standart 

(µL) 

Serum 

(µL) 

Numune 112,5 µL 5 µL - 17,5 µL 

Standart 112,5 µL 5 µL 17,5 µL - 

Kör 112,5 µL 5 µL - - 

 

        

 5.8’de belirtilen miktarlarda çözelti ve örnekler 96’lık platelere pipetlendi ve 

SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazında spektrofotometrik olarak 658 

nm’de ölçüm yapıldı. Numunelerin Total Oksidan Molariteleri ise aĢağıdaki formül 

ile hesaplandı. 

 

Numunelerin Total Oksidan Molaritesi = ( Numunenin Absorbansı / Standartın 

Absorbansı) × Standartın Molaritesi 

 

5.9.İstatistiksel Analiz  

Ġstatistiksel analiz Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) programı  

kullanılarak yapılmıĢtır. Dondurma öncesi ve sonrası motilite, morfoloji, DNA 

fragmantasyonu, ROT ve leptin seviyelerinin karĢılaĢtırmaları One Simple Test 

kullanılarak yapılmıĢtır. Seminal leptin seviyeleri ve semen parametreleri (motilite 

ve DNA fragmantasyonu) arasındaki korelasyon ise Pearson ve  Linear regresyon 

testi kullanılarak yapılmıĢtır. p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiĢtir. 
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6.BULGULAR 

6.1.Motilite ve Konsantrasyon  

DSÖ laboratuvar kılavuzuna göre yapılan motilite değerlendirmesinde, 

dondurma iĢlemi öncesi ‘a+b’ toplam motilite oranı %54,83 ± 8,89  iken dondurma-

çözme iĢlemi sonrası ‘a+b’ toplam motilite oranı %42,90 ± 12,59  olarak 

belirlenmiĢtir. Gruplar arasında dondurma öncesi ve dondurma-çözme sonrası olmak 

üzere motilite oranları karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05)  bir 

azalma olduğu görülmüĢtür (Tablo 6.1).  

 

Tablo 6.1: Dondurma iĢlemi öncesi ve sonrası motilite oranı. 

  n Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean          p 

Dondurma 

iĢlemi öncesi 

motilite oranı 

30 54,83 8,894 1,624 ,000 

Dondurma- 

çözme sonrası 

motilite oranı 

30 42,90 12,590 2,299 ,000 

 

 

6.2.Işık Mikroskobik Bulgular 

Morfolojik değerlendirme Spermac ile boyama yapıldıktan sonra yapılmıĢtır. 

Dondurma iĢlemi öncesi spermlerde çok sayıda  normal morfolojili spermin yanı 

sıra, az sayıda akrozomal bozukluğu, boyun kırığı ve  kuyruk anomalisi olan 

spermler de gözlenmiĢtir (ġekil 6.2.1 ve 6.2.2). 
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ġekil 6.2.1: Dondurma iĢlemi öncesi normozoospermik hastalarda normal 

morfolojide olan spermler ve morfolojik bozuklukları olan az sayıda sperm 

görülmektedir. Normal morfolojideki spermler  (→), baĢ ve boyun hasarı olan sperm 

(    ), kuyruk hasarı olan sperm (    ). Spermac-stain boyası. (x320) 

 

 

 

 

ġekil 6.2.2: Dondurma iĢlemi öncesi normozoospermik hastaların yarı-ince 

kesitlerdeki normal  morfolojideki spermleri görülmektedir. Normal morfolojideki 

spermler ( → ).  Toluidin mavisi boyası. (x410) 

 

  

 

→ 

→ 

→ 

→ 

→ 

→ 

→ 
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     Dondurma iĢlemi sonrası çözülen spermlerde normal morfolojiye sahip 

spermlerin sayılarında önemli ölçüde azalma gözlenirken, çok sayıda baĢ anomalisi 

olan spermler, kuyruğu kopmuĢ ya da kıvrılmıĢ spermler ve sitoplazmik damlacıklara 

sahip olan spermler gözlenmiĢtir (ġekil 6.2.3 ve 6.2.4). 

 

 

ġekil 6.2.3: Dondurma iĢlemi sonrası normozoospermik hastaların az sayıda normal 

morfolojili olan spermleri bulunmaktadır. Kuyruğu kopmuĢ olan sperm (   ), 

kıvrılmıĢ kuyruğu olan sperm (   ), boyun bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm  

(     ), boyun kırığı olan sperm (    ). Spermac-stain boyası. (x320) 
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ġekil 6.2.4:Dondurma iĢlemi sonrası normozoospermik hastaların az sayıda normal 

morfolojili olan spermleri bulunmaktadır. Boyun kırığı olan sperm (   ), baĢ 

anomalisi olan sperm (    ), kıvrılmıĢ kuyruğu olan sperm (     ). Spermac-stain 

boyası. (x410) 

 

6.3.Işık Mikroskopik Değerlendirmenin İstatistiksel Analizi  

Dondurma öncesi normal morfolojili sperm oranları ile dondurma iĢleminden 1 

ay sonra çözülen normal morfolojideki sperm oranları karĢılaĢtırıldığında düĢüĢ 

olduğu görülmüĢtür. Dondurma iĢlemi öncesi normal morfolojili spermlerin oranı 

%48,50 ± 22,08  iken dondurma-çözme sonrası normal morfolojideki spermlerin 

oranı % 16,93 ±14,04 olarak belirlenmiĢtir.  Gruplar arasında dondurma öncesi ve 

dondurma-çözme sonrası olmak üzere morfolojik hasar oranları karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05)  bir azalma olduğu görülmüĢtür (Tablo 6.3). 
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Tablo 6.3: Dondurma iĢlemi öncesi ve sonrası normal morfolojide bulunan sperm 

oranı. 

  n Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean          p 

Dondurma 

iĢlemi öncesi 

normal 

morfolojili 

sperm oranı 

30 
48,50 22,083 4,032 

,000 

Dondurma- 

çözme sonrası 

normal 

morfolojili 

sperm oranı 

30 
16,93 14,042 2,564 

,000 

 

 
  6.4.DNA Fragmantasyonu Bulguları  

   Dondurma iĢlemi öncesinde az sayıda spermde TUNEL pozitif hücreler yeĢil 

floresan olarak görülmüĢtür. TUNEL negatif olanlar DAPI ile mavi floresan olarak 

görülmüĢlerdir (ġekil 6.4.1 ve 6.4.2). 1 aylık dondurma iĢlemi sonrası çözülen 

spermlerde, dondurma iĢlemi öncesine oranla TUNEL pozitif sperm oranında bir 

artıĢ olduğu görülmüĢtür (ġekil 6.4.3 ve 6.4.4). 
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ġekil 6.4.1: Dondurma iĢlemi öncesi spermlerde çok sayıda TUNEL negatif (     ) 

spermler mavi floresanla gözlemlenmiĢtir. DAPI boyası, TUNEL kiti. (x40) 

 

 

ġekil 6.4.2: Dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde çok sayıda TUNEL 

pozitif (   ) spermler yeĢil floresanla gözlemlenmiĢtir. DAPI boyası, TUNEL kiti. 
(x40) 
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6.5.DNA Fragmantasyonu Bulgularının İstatistiksel Analizi  

Dondurma iĢlemi öncesi TUNEL pozitif sperm oranı %21,00 ± 8,22 iken 

dondurma iĢleminden 1 ay sonra sonra çözülen spermlerde %47,00 ±  9,01 olmuĢtur. 

Gruplar arasında dondurma öncesi ve dondurma-çözme sonrası olmak üzere DNA 

fragmantasyon (TUNEL pozitif sperm) oranları karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı (p<0.05) bir artıĢ olduğu görülmüĢtür (Tablo 6.5). 

 

Tablo 6.5: Dondurma iĢlemi öncesi ve sonrası TUNEL pozitif sperm oranı. 

  n Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean          p 

Dondurma 

iĢlemi öncesi 

TUNEL pozitif 

sperm oranı 

30 
21,00 8,225 1,502 

,000 

Dondurma- 

çözme sonrası 

TUNEL pozitif 

sperm oranı 

30 
47,00 9,017 1,646 

,000 

 

                        

6.6.Geçirimli Elektron Mikroskopi Bulguları  

Dondurma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrasında spermler baĢ, 

boyun ve kuyruk ince yapısı açısından incelenmiĢtir.  

Dondurma iĢlemi öncesinde çoğunlukla tipik baĢ Ģekli, bozulmamıĢ akrozom ve 

hücre membran yapıları, homojen nukleusa sahip normal morfolojide olan spermler 

gözlenmiĢtir (ġekil 6.6.1 ve 6.6.2).  
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 ġekil 6.6.1: Dondurma iĢlemi öncesi düzgün Ģekilli baĢ, sağlam yapıda 

akrozom membranları ve plazma membranı (       ), kromatin 

kondensasyonu normal  (*) olan sperm görülmektedir. (x30k) 

* 
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ġekil 6.6.2: Dondurma iĢlemi öncesi sağlam yapıda baĢ, akrozom ve plazma 

membranı  (    ), kromatin kondensasyonu normal (*), düzgün dizilim gösteren 

mitokondriler ve sağlam boyun yapısına sahip (       ) sperm görülmektedir. (x12k) 

 

Dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde, az sayıda normal 

morfolojili spermin yanı sıra çok sayıda spermde akrozom yapısında bozulma, 

vezikül oluĢumu, plazma membranında ayrılma ve kayıp, kromatin kondensasyon 

bozukluğu gözlenmiĢtir (ġekil 6.6.3, 4, 5 ve 6). 

       

   

* 
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v 

 

* 

ġekil 6.6.3: Dondurma  iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde akrozomal irregülasyon 

ve plazma membranı bütünlüğünde bozulma (      ), nüklear vakuol artıĢı (v), kromatin 

kondensasyon bozukluğu, granüler kromatin oluĢumu (*), boyun yapısında ve mitokondri 

diziliminde hasar (      ) görülmektedir. (x12k) 
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* 

 

ġekil 6.6.4: Dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde akrozomal 

irregülasyon, plazma membranında kayıplar (      ), kromatin kondensasyon bozukluğu 

(*), boyun kısmında defektler (       ) görülmektedir. (x15k) 
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ġekil 6.6.5: Dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde akrozom yapısında 

bozulma (  ), plazma membranında ĢiĢme ve vezikül oluĢumu (        ), nüklear 

kısımda büyük vakuoller (v), kromatin kondensasyonunda bozulma (*) 

görülmektedir. (x50k) 

 

v 

* 
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ġekil 6.6.6: Dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde dynein yapılarında 

hasar (     )  bulunan kuyruk enine kesiti görülmektedir. (x75k) 
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6.7.ELISA ile Leptin Analizi  

Donduma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrası semen örnekleri 

leptin düzeyleri açısından ELISA yöntemi ile incelenmiĢtir.  

6.8.ELISA ile Leptin Analizi Sonuçlarının İstatistiksel Analizi 

Dondurma-çözme iĢlemi sonrası semen örneklerinde dondurma öncesine göre 

daha yüksek seviyelerde leptin düzeyi bulunmuĢtur. Dondurma öncesi seminal leptin 

düzeyi 347,58 ± 111,12  iken dondurma-çözme sonrası seminal leptin düzeyi 505,58 ± 

62,43 olmuĢtur. Gruplar arasında dondurma öncesi ve dondurma-çözme sonrası 

olmak üzere leptin seviyeleri karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05)  

bir artıĢ olduğu görülmüĢtür (Tablo 6.8.1). 

 

Tablo 6.8.1: Dondurma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrası semen 

leptin seviyelerinin karĢılaĢtırılması. 

  n Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean P 

Dondurma 

iĢlemi öncesi 

leptin seviyeleri 

30 
347,58 111,129 20,289 

,000 

Dondurma- 

çözme sonrası 

leptin seviyeleri  

30 
505,58 62,432 11,399 

,000 
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Motilite oranı ve leptin seviyeleri arasındaki korelasyon tablo 6.8.2’de gösterilmiĢtir. 

Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.01) negatif korelasyon  görülmüĢtür 

(Tablo 6.8.2). 

Tablo 6.8.2: Motilite oranı ve leptin seviyelerinin korelasyonu 

 Leptin 

Motilite Pearson Correlation -,358** 

 Sig. (2-tailed) ,005 

 N 60 

 

DNA fragmantasyonu (TUNEL pozitif sperm) oranı ve leptin seviyeleri arasındaki 

korelasyon tablo 6.8.3’te gösterilmiĢtir. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.01) pozitif korelasyon görülmüĢtür. (Tablo 6.8.3).  

 

Tablo 6.8.3: DNA fragmantasyonu (TUNEL pozitif sperm) ve leptin seviyelerinin 

korelasyonu 

 Leptin 

TUNEL Pearson Correlation ,572** 

 Sig. (2-tailed) ,000 

 N 60 

 

6.9.Reaktif Oksijen Türleri (ROT) Analizi  

Donduma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrası semen örnekleri 

Reaktif Oksijen Türleri (ROT) düzeyinde kalorimetrik yöntemler ile incelenmiĢtir. 

 

 



43 
 

6.10.Reaktif Oksijen Türleri (ROT) Analizi Sonuçlarının İstatistiksel Analizi 

Dondurma öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrası semen örnekleri ROT 

açısından karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

gözlemlenmiĢtir. Dondurma iĢlemi öncesi ROT seviyesi 15,61 ± 4,07  iken 

dondurma.çözme iĢlemi sonrası ROT seviyesi 18,29  ± 3,70 olduğu görülmüĢtür. 

Gruplar arasında dondurma öncesi ve dondurma-çözme sonrası olmak üzere ROT 

seviyeleri  karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05)  bir artıĢ olduğu 

görülmüĢtür (Tablo 6.10). 

 

Tablo 6.10: Dondurma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrası ROT 

seviyelerinin karĢılaĢtırılması 

  n Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean          p 

Dondurma 

iĢlemi öncesi 

ROT seviyeleri 

30 
15,61 4,072 ,743 

,000 

Dondurma- 

çözme sonrası 

ROT seviyeleri 

30 
18,29 3,703 ,676 

,000 
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7.TARTIŞMA VE SONUÇ 

ÇalıĢmamızda dondurma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrasında 

spermler, karĢılaĢtırmalı olarak sperm parametreleri, DNA fragmantasyonu, sperm 

ince yapısı, ROT ve leptin düzeyleri açısından incelenmiĢtir. Dondurma-çözme 

iĢlemi sonrasında sperm motilitesinde azalma olduğu; morfolojik hasar, DNA 

fragmantasyonu, ROT  ve leptin seviyelerinde ise artıĢ olduğu gözlenmiĢtir.  

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama), hücrelerin çok düĢük sıcaklıklarda 

canlılık kapasitesini ve iĢlevselliğini kaybetmeden saklanmasını amaçlayan tekniktir. 

Kriyoprezervasyon iĢleminin sperm parametreleri üzerine zararlı etkileri birçok 

araĢtırmacının ilgisini çekmiĢtir. Kriyoprezervasyonun sperm yapısında ve iĢlevinde 

bir takım zararlı değiĢikliklere yol açtığı bazı çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (22). Bu 

değiĢimler temel olarak, motilitenin azalması, morfolojik değiĢimlerin olması, 

membran bütünlüğü ve akıĢkanlığının kaybı (24) ve DNA fragmantasyonu (25) 

Ģeklinde özetlenebilir. ÇalıĢmamızda dondurma-çözme iĢlemi sonrasında sperm 

motilitesi, morfolojisi, DNA fragmantasyonu ve leptin seviyelerinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık görülmüĢtür.  

Kriyoprezervasyon sonrası spermlerde buz kristalleri kaynaklı yapısal hasarlar, 

membran hasarı, organel hasarı ve DNA bütünlüğünün bozulması (DNA 

fragmantasyonu) gözlenmektedir. Kontrolsüz soğutma ve de uygun olmayan çözme 

ısılarında meydana gelen hücre içi ve hücre dıĢı buz kristalleri, mekanik etki ile 

hücre ve organel membranlarında yapısal hasara neden olarak iĢlev bozukluğuna yol 

açmaktadır (87). Bu durum spermin canlılık ve fertilizasyon kapasitesinin azalmasına 

ve hareketlilik oranında düĢüĢe neden olmaktadır (25). Dondurma hasarının, plazma 

membran yapısı ve bütünlüğünü değiĢtirebileceği gösterilmiĢtir. Buz kristalleri 

plazma membranlarının yanısıra organel membranlarında da hasara neden 

olabilmektedir. Mitokondriyel membranda bu tip bir mekanik hasar meydana 

geldiğinde oksidatif fosforilasyon olumsuz etkilenmekte ve ROT’ un hücre içerisine 

salınımı gerçekleĢmektedir. Biz de çalıĢmamızda dondurma-çözme iĢlemi sonrası 

ROT seviyelerinin donduma iĢlemi öncesi ROT seviyelerine göre anlamlı ölçüde 

artmıĢ olduğunu gösterdik. 
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 Kriyoprezervasyon sonrasında sperm motilitesi, canlılığı ve normal morfolojili 

sperm oranlarında düĢüĢ olduğu,  DNA fragmantasyon oranlarında ise  artıĢ olduğu 

bazı çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (88, 89). Biz de çalıĢmamızda, 1 ay süreyle 

uyguladığımız dondurma iĢlemi sonrasında spermleri çözdüğümüzde, dondurma 

öncesine kıyasla çoklu morfolojik hasar oranında artıĢ olduğunu gördük. Dondurma 

iĢlemi öncesinde normal morfolojiye yakın spermler gözlemlenirken, dondurma-

çözme iĢlemi sonrasında baĢ, boyun ve kuyruk hasarı gözlenmiĢ ve bu durum çoklu 

morfolojik hasar olarak değerlendirilmiĢtir.  

Sperm DNA bütünlüğü sadece genetik materyalin gelecek nesillere baĢarılı 

olarak aktarılmasında değil, fertilizasyonun düzgün bir Ģekilde gerçekleĢmesi, kaliteli 

embriyo geliĢimi ve gebeliğin sağlanması açısından da önem taĢımaktadır. Yakın 

zamanda yapılan çalıĢmalar, sperm DNA hasarının fertilizasyon potansiyeli (90), 

gebelik oranları ve canlı doğum oranları ile ters iliĢkili olduğunu göstermektedir. 

Oksidatif stres, spermde DNA fragmantasyonunu potansiyel olarak etkileyen temel 

mekanizmalardan birisidir. Yakın zamanda yapılan araĢtırmalarda kriyoprezervasyon 

ve takiben çözme iĢleminin kaspaz aktivasyonuna neden olduğu ve bu mekanizma 

aracılığıyla apoptozun uyarıldığı belirlenmiĢtir (91).  

ÇalıĢmamızda dondurma iĢlemi öncesi ve dondurma iĢleminden 1 ay sonra 

çözme iĢlemi uygulandıktan sonra TUNEL yöntemiyle DNA fragmantasyonu ve 

apopitoz oranlarını belirledik. Dondurma iĢlemi öncesinde düĢük oranlarda DNA 

fragmantasyonu görülmüĢtür. Dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözme iĢlemi 

uygulandığında dondurma öncesine göre DNA fragmantasyon oranlarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ meydana geldiği gözlenmiĢtir. Bu durumun 

fiziksel ve kimyasal strese bağlı olarak hücre membran yapısının bozulmasından 

kaynaklandığını düĢünmekteyiz.  

Yapılan çalıĢmalarda insanlarda pubertenin baĢlamasında leptinin rolü 

olabileceği öne sürülmüĢtür (92). Sıçanlarda yapılan bir çalıĢmada, varikosel iliĢkili 

spermatogenik disfonksiyonun artan leptin ve leptin reseptör hormonu ile iliĢkili 

olduğu görülmüĢtür.  Von Sobbe ve ark., 2003 yılında yaptıkları bir çalıĢmada semen 

leptin konsantrasyonu  ile serum leptin konsantrasyonunun paralel seyrettiğini ve 

infertilitesi olan hastalarda testiküler disfonksiyonun derecesi ile leptin düzeylerinin 
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orantılı olarak arttığını göstermiĢlerdir (93). ÇeĢitli çalıĢmalarda leptinin 

spermatogenez ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir ancak leptin ile sperm fonksiyonu ve 

motilite arasındaki bağlantı henüz tespit edilememiĢtir (94). Guo ve ark.  idiopatik 

astenozoospermi hastalarında seminal leptin seviyelerinin arttığını ve seminal leptin 

seviyeleri ile sperm motilitesi arasında negatif bir iliĢki olduğunu göstermiĢlerdir  

(94). Biz de çalıĢmamızda, dondurma-çözme sonrası seminal leptin seviyelerinde 

anlamlı bir artıĢ olduğunu  ve artan seminal leptin seviyelerinin sperm motilitesi ile  

negatif  bir korelasyon yaptığını gösterdik. Vendramini ve ark., leptin direnci ile ilgili 

olarak artan seminal leptin seviyeleri ile DNA fragmantasyon artıĢının birbirlerine  

paralel  olduğunu göstermiĢlerdir (95). Biz de, dondurma-çözme sonrası artan 

seminal leptin konsantrasyonları ile  artan DNA fragmantasyon oranlarının birbiriyle 

istatistiksel olarak anlamlı pozitif bir korelasyon yaptığını gösterdik.   

Elektron mikroskobisi ile incelenen spermlerde kromatin yapısı, plazma yapısı 

ve akrozom membran yapısı, boyunda yer alan mitokondrilerin düzeni gibi detaylı 

birçok bilgi elde edilebilmektedir. Aydın ve ark. 2012 yılında yaptıkları çalıĢmada, 

kontrol ve sigara grubunda dondurma çözme iĢlemi sonrasında az sayıda normal 

morfolojili spermin yanısıra çok sayıda spermde akrozom yapısında bozulma, 

vezikül oluĢumu, boyun bölgesinde plazma memranında ayrılma ve kayıp ve bazı 

spermlerde de kuyruk kopmaları olduğunu göstermiĢlerdir (35). Bizim çalıĢmamızda 

da  benzer olarak dondurma iĢlemi öncesi ve dondurma-çözme iĢlemi sonrası yapmıĢ 

olduğumuz geçirimli elektron mikroskobi incelemelerinde, dondurma-çözme iĢlemi 

sonrasında az sayıda normal morfolojili spermin yanısıra plazma membran 

bütünlüğünde bozulma ve ĢiĢme, vezikül oluĢumu, vakuol artıĢı, kromatin 

kondensasyonunda bozulma gibi apopitoza ait bulgular,  boyun morfolojisi, 

mitokondri dizilimi, kuyruk ve dynein yapılarında hasar bulunan spermler 

gözlenmiĢtir.  

      Sonuç olarak, dondurma-çözme sonrası artan seminal leptin konsantrasyonlarının  

azalan motilite oranları ile istatistiksel olarak anlamlı negatif bir korelasyon ve artan 

DNA fragmantasyon oranları ile pozitif bir korelasyon yaptığı gösterilmiĢtir. Bu 

sonuç, leptinin sperm motilitesi ve DNA fagmantasyonu için kullanılacak bir belirteç 

(marker) olabileceğini düĢündürmektedir. Leptin ile ilgili mekanizmaların 
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belirlenmesi erkek fertilitesi üzerine yapılacak olan çalıĢmalara önemli katkı 

sağlayacaktır. Seminal leptin seviyeleri ile sperm motilitesi ve DNA fragmantasyonu 

iliĢkisini araĢtıran kısıtlı sayıda yayın bulunmaktadır. Biz de bu çalıĢmamızın leptin 

ve erkek (in)fertilitesi ile ilgili olarak literatüre katkı sağlayabileceğini 

düĢünmekteyiz.  
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