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1. OZET

INSAN SPERM KRiYOPREZERVASYONUNUN SPERM MOTILITESI VE
DEOKSIRIBONUKLEIK ASIT (DNA) FRAGMANTASYONUNA ETKISININ
LEPTIN MOLEKULU iLE ILISKiSI

Radyoterapi, kemoterapi ve bazi maligniteler sonucu ejekiilatuar disfonksiyon ve testikiiler
yetmezlik olusabilir. Bu gibi durumlar i¢in giftlere ¢ocuk sahibi olma konusunda yardimci
olabilecek metod sperm kriyoprezervasyonudur. Kriyoprezervasyon; hiicrelerin ve dokularin
sifir derecenin altindaki sicaklifa kadar sogutularak, biitlin biyolojik aktivitelerinin
durdurulmasi ve gelecekte kullanilmasi amaciyla saklanmasini ifade eder. Leptin molekiilii;
yenilenme, iireme, anjiyogenez, enerji harcanmasi, ndroendokrin sistemlere iliskin
diizenleme tokluk da dahil cogu biyolojik siiregte rol oynamaktadir ve leptinin cesitli
calismalarda spermatogenez ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bu c¢alisma ile
kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasi parametrelerde leptin molekiiliiniin sperm motilitesi ve
DNA fragmantasyonu parametrelerinde bir marker (belirleyici) olarak kullanilabilmesi
amaglanmaktadir. Calismada Diinya Saghk Orgiitii (DSO) laboratuvar kilavuzuna gore
normozoospermik olan 30 insandan alinan semen Ornekleri kullanildi. Kriyoprezervasyon
oncesi ve sonrasi; sperm motilitesi DSO kriterlerine gére, morfolojik sperm analizi Spermac
Stain boyamasi ile, DNA fragmantasyon analizi TUNEL ile, spermatozoa ultrastriiktiiel yap1
incelemesi gecirimli elektron mikroskobu ile, semen leptin seviyesi 6l¢iimii ELISA yontemi
ile, ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) seviyeleri ise kalorimetrik yontemlerle analiz edildi.
Kriyoprezervasyon sonrasinda oncesine oranla, sperm motilitesinde diisiis, morfolojik yapida
defektler, DNA fragmantasyonunda ise artis oldugu gézlemlenmistir. Ayni sekilde semen
ROT ve leptin seviyelerinde anlamli 6lglide artis oldugu bulunmustur. Bu ¢alismamizin
sonuglarina gore; kriyoprezervasyon oOncesi ve sonrasi, normozoospermik hasta semen
orneklerinde sperm motilitesi, DNA fragmantasyonu gibi parametrelerde, leptin
molekiiliiniin bir marker olarak kullanilabilecegini ve bu calismanin sonuglarinin klinik

yonden erkek (in)fertilitesi lizerine yapilacak calismalara katk: saglayacagini diisiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: sperm, DNA fragmantasyonu, kriyoprezervasyon, leptin, motilite

Bu calisma Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan desteklenmistir. (Proje No:38659)



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.



3.GIRIS ve AMAC

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama), hiicrelerin ¢ok diisiik sicakliklarda
canlilik kapasitesini ve islevselligini kaybetmeden saklanmasini amaglayan bir
tekniktir. Kriyoprezervasyon islemindeki amag ¢ok diisiik 1sida canli bir hiicre veya
dokunun, minimum hasarla ve fonksiyon kaybi olmaksizin uzun siireli saklanmasidir
(1). Sperm kriyoprezervasyonu, infertiliteye neden olabilecek cerrahi operasyonlarin
varhiginda , radyoterapi/kemoterapi gibi sitotoksik tedavi dncesinde, testis hasarina
neden olabilecek otoimmiin hastaliklar veya diyabet gibi malign olmayan bazi
hastaliklarda  spermlerin  saklanarak  fertilitenin =~ korunmasi  amact ile
kullanilabilmektedir. Kriyoprezervasyon sirasinda spermler fiziksel ve kimyasal
strese maruz kalirlar, plazma membrani lipid yapisi degisir ve fosfotidilserin ¢ikisi

gerceklesir (2).

Apoptoz, kaspaz olarak adlandirilan sistein proteaz grubu aktivasyonunu ve
hiicrelerin 6liimii i¢in uyaranlara bagli karmasik kaskadlari iceren son derece
koordineli ve genellikle enerji bagimli bir siirectir (3). ilk olarak gerceklesen hiicre
biliziismesinden sonra, kromatin pargalanmasi, membran kabarciklanmasi, niiklear
yogunlagsma ve son olarak fagosite edilen apoptotik cisimlere boliinme gergeklestigi
goriilmektedir. Sperm hiicrelerinde meydana gelen apoptozun ozellikleri ise;
kromatin, mitokondri, nukleus ve plazma membrani anormalliklerinin ultrastriiktiiel

olarak goriilmesi, stoplazmik vakuol ve apoptotik cisimlerin olusumudur (4).

ROT (Reaktif Oksijen Tirleri) yiiksek derecede reaktif oksijenlemis ajanlara
sahip serbest radikaller sinifidir. Metabolik ve fizyolojik siireclerde, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalar araciligiyla organizmalarda zararli
oksidatif reaksiyonlar sonucu meydana gelir (5). Semendeki ROT kaynagi, 16kositler
ve spermatozoon hiicreleridir. ROT sitotoksisitesi, liretilme ve yokedilme oranlari
arasindaki hassas denge sonucu belirlenmektedir. Bu dengedeki herhangi bir
bozukluk hiicresel zarara neden olmaktadir. Spermatozoon ROT’a diger hiicrelere
gore daha hassastir. Clinkii plazma membranlar biiyiik oranda doymamais yag asitleri
ve sitoplazmalar1 da diisiik konsantrasyonlarda antioksidan enzimleri igerirler (6).
Yiiksek konsantrasyonda ROT firetimi, lipit peroksidasyonu ve bozulmus membran

fonksiyonlarina neden olarak sperm metabolizmasint dolayisiyla morfoloji, motilite



ve fertiliteyi olumsuz yonde etkileyerek erkek infertilitesinde Onemli rol

oynamaktadir (7).

Leptin 167 aminoasit i¢eren, 16 kD molekiil agirliginda yag hiicresi ve birgok
dokudan salgilandig1 saptanan, plazmada belirli bir kan diizeyi olusturan, kanda
serbest ve proteine  bagl olarak tasinan bir polipeptiddir (8). Leptinin ana etki
mekanizmasi; bir¢ok hipofizer organin regiilasyonunda gorev alan ve asil etkisi igtah1
arttirmak olan noropeptid-Y 'nin arkuat nukleustan salinimi ve ekspresyonunu inhibe
etmektir (9). Leptin her iki cinste de iireme sistemi hormonlarmin (Gstrojen,
progesteron ve testosteron gibi) salgilanmasini stimiile eder. Leptinin plasenta
tarafindan da sentezlendiginin ve leptin reseptorlerinin plasenta ve yumurtaliklarda
da eksprese edildiginin anlagilmasi (10, 11), leptinin tireme sistemi {izerinde de
onemli etkilere sahip olabilecegini diistindiirmiistiir. Leptin ekspresyonu, fare germ
hiicrelerinde hiicre tipi ve asamalarina spesifik olarak immiinohistokimya teknikleri
tarafindan belirlenmis ve farelerin Leydig hiicrelerinde tespit edilmemistir. Gelisim
asamalar1 boyunca testikiiler kok hiicrelerde iiretilen leptinin yenilenmeye aracilik

etmek i¢in otokrin bir sekilde hiicreleri etkiledigi goriilmistiir (12).

Spermde leptin molekiil c¢aligmasini igeren yaymn sayisinin az oldugu
goriilmektedir. Bu calismanin amaci, kriyoprezervasyon dncesi ve sonrasi semen
orneklerimizde sperm motilite, morfoloji ve DNA fragmantasyonlarmin analizi ve
karsilastirilmalarini yaparak, bu parametrelerin leptin molekiil seviyeleri ile iligkisini
arastirmaktir. Bu sekilde sperm motilite ve DNA fragmantasyonlarinda leptin
molekiil seviyelerinin belirleyici olarak kullanilmasin1 hedeflemekteyiz. Bu
calismanin sonuglarinin  klinik ydnden erkek infertilitesi {izerine yapilacak

caligmalara katk1 saglayacagini diistinmekteyiz.



4.GENEL BILGILER

4.1.Erkek Genital Sistemi
Erkek iireme sistemi;

1) Haploid erkek gametin (spermatozoa veya sperm) devamli iretimi,
beslenmesi ve gecici olarak depolanmasindan;
2) Erkek seks hormonlarinin (androjenler) sentezi ve sekresyonundan

sorumludur.
Erkek tireme sistemi dort birimden olugsmaktadir (Sekil 4.1);

1) Sperm iireten, sentezleyen ve androjenleri salgilayan testislerden;

2) Disariya spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan dig kanallar sistemini
olusturan epididimis, vaza deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek {iretrasinin bir
pargasindan;

3) Salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejekiille spermatozoaya besinler
saglayan aksesuar bezler seminal vezikiil, prostat bezi ve bulbo {iretral
bezlerden;

4) Erektil dokudan olusan giftlesme organi penisten olusur (13).
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Sekil 4.1: Erkek genital sisteminin bilesenleri (14)



4.1.1.Spermatogenez

Spermatogenez, erkek lireme organinda spermatogonyumun birincil spermatosit,
ikincil spermatosit ve spermatid evrelerini gegirmesiyle spermatozoanin meydana
gelmesi siirecine denir. Karmagsik ve yiiksek organizasyonlu bir siireg olup, germ
hiicrelerinin gelisimine iligskin {ic asama igermektedir; mitoz (spermatogonyumlarin
¢ogalmasi), mayoz (spermatosit olusumu ve DNA rekombinasyonu) ve
spermiyogenez  (spermatid  farklilagsmasi)  seklinde olup, farklilagmamisg

spermatogonyumlarin yiiksek 6zellikteki sperme doniismesiyle sonu¢lanmaktadir.

Insanlarda,  spermatogoniyal kok  hiicreler tip A farklilagmamis
spermatogoniyumlar olan A koyu ve A agik olmak iizere iki popiilasyonu igerirler
(Sekil 4.1.1). Tip A agik spermatogoniyumlar mitoz bdliinmeler gegirerek tip Bl
spermatogoniyumlar1 olustururlar. Tiim memelilerde tip B/B1 spermatogoniyumlar
mitoz boliinmeler gegirerek, mayoz boliinmenin baslangicini temsil eden preleptoten
spermatositleri olustururlar. Preleptoten spermatositler mayozun profaz evresine
girerler, leptoten, zigoten, pakiten ve diploten spermatositlere dontisiirler. Mayozun
en uzun siiren evresi olan profazda kromozom kondensasyonu, genetik esleme
(rekombinasyon), primer spermatositlerin (44+XY) seminifer tiibiil bazalinden
adliiminal kompartmana gocii gibi ¢esitli degisiklikler gerceklesir. Profaz evresini
takiben mayoz boliinme hizli bir sekilde tamamlanir ve 23 kromozom (22+X veya
22+Y) igeren sekonder spermatositler olusur. Ikinci mayoz béliinme sonucunda
spermatidlerin olusumu gergeklesir (15). Tip A spermatogonyumlarin kok hiicre
toplulugundan  ayrilmalarint  takiben ¢ogalip  farklilasarak  spermatidleri
olusturmalartyla sitokinez tamamlanmis olur (Sekil 4.1.2). Hiicreler bu farklilasma
stireci boyunca Sertoli hiicrelerinin sitoplazma duvarina gémiilii olarak bulunurlar.
Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiller boyunca gelismekte olan germ hiicrelerini

besleme, koruma ve desteklemede gorev alirlar (16).
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Sekil 4.1.1: Spermatogoniyal kok hiicrelerin farklilasmasi ve kendini yenilemesi
(7).
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Sekil 4.1.2: Spermatogenik hiicre serisinin sematik gosterimi (18).




Spermatidler spermiyogenez adi verilen oldukca farklilagmis bir hiicre islemine
ugrarlar. Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir. Bu siire¢ iic agamada

ger¢eklesmektedir;

a. Golgi Fazi: bu asamadaki spermatid sitoplazmasi; nukleus, Golgi
kompleksi, mitokondriler, ribozom ve diiz yiizlii endoplazmik retikulum
iceririler. Hidrolitik enzimler Golgi aygitindan akrozomal vezikiile
aktarilir. Ileride sperm hareketini saglayacak olan flagellum bu asamada
olugmaya baslar.

b. Akrozomal Faz: olusan akrozomal graniil nukleusu kaplayacak sekilde
yayilarak akrozomu meydana getirir. Distal sentriyol, mikrotiibiil
ciftlerinden olusan flagellumu meydana getirir. Sperm hareketi icin
gerekli olan mitokondriler, olusan flagellumun proksimal kisminda
toplanirlar ve spermin orta kismini meydana getirirler.

C. Olgunlagsma Fazi: tiim organellerin belirli bir diizen almasindan sonra
geriye kalan artik cisimcikler spermlesme asamasinda birakilir ve sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Olgunlagmis spermler seminifer tiibiil

limeni boyunca salinirlar.

Spermler seminifer tiibiil limeninden pasif tagima yoluyla, depolanip islev
kazanacaklar1 epididimise tasinirlar. Buradan da vas deferens yoluyla {iretraya
ulagirlar. Spermatogonyumun olgun sperm haline doniisebilmesi i¢in gerekli olan

siire yaklasik 64 giindiir.

Sekil 4.1.3’te gosterildigi gibi, olgun sperm bas ve kuyruk olmak iizere iki
elemandan olusur. Bas akrozomla sarilmis ¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilagmis
yogun bir yapidir. Cekirdegin anterior (6n) yarisini akrozom orter. Akrozomal
enzimler sperm girisini kolaylastirmak i¢in d6llenme aninda salinir. Kuyruk orta
parca, esas parca ve son parca olmak iizere ii¢ parcaya boliinmiistiir. Orta pargada

hareket i¢in gerekli olan enerjiyi saglayan mitokondriler bulunur.

Spermiyogenez sirasinda nukleusta meydana gelen ana degisimlerden birisi de

somatik histonlarin arjinin ve lizin-zengin protoaminlerle yer degistirdiginde nuklear



yogunlagsma olusmasidir. Meydana gelen bu olaylar sonucunda nukleusta
transkripsiyon sona erer, sperm genomik DNA yapisini stabilize eder ve korur (19).
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Sekil 4.1.3: Insan sperminin sematik gosterimi (18).

4.2.Dondurma (Kriyoprezervasyon)

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama); hiicrelerin ve dokularin sifir
derecenin altindaki 1silara kadar sogutularak, biitlin biyolojik aktivitelerin

durdurulmast ve gelecekte kullanilmasi amaciyla saklanmasini ifade eder.



Kriyoprezervasyon islemindeki amag, ¢ok diisiik 1sida canli bir hiicre veya dokunun,
minimum hasarla ve fonksiyon kaybi olmaksizin uzun siireli saklanmasidir.
Kriyoprezervasyon prosediiriinde bes onemli asama vardir: su kristalizasyonundan
kaynaklanabilecek hiicresel hasar1 azaltan kriyoprotektanlarla ilk etkilesim, sifir
derecenin altindaki sicakliklara kadar dondurma, saklama, ¢b6zme, dilusyon ve
kriyoprotektenlarin ortamdan uzaklastirilmasi, fizyolojik mikrogevreye geri doniis ve

ileri gelisim agamalaridir.

1940’larda  gliseroliin ~ spermleri ~ dondurmanin  zararli  etkilerinden
koruyabildiginin tesadiifen kesfi, -79 °C’ de kuru buz iizerinde saklanmis insan
spermlerinin kullanilmasinin yolunu a¢gmis ve ilk kez insan spermi dondurma islevi

1949’ da Polge ve arkadaslari tarafindan gliserol kullanilarak basarilmistir (20).

Kriyoprotektan maddeler hiicreyi dondurulma hasarindan korurlar ve yiiksek
oranda H: (Hidrojen) baglama 6zelligine sahiptirler. Kriyoprotektanlarin koruyucu
etkilerini gdstermeleri i¢in her zaman hiicre igerisine alinmalarina gerek yoktur.
Ciinkii hiicrede hasarin en yogun ve hizli gergeklestigi yer, hiicre zaridir. Hiicre
igerisine giren ve hiicre diginda kalarak etkinligini gosteren iki tiir kriyoprotektan
smifi bulunmaktadir. Hiicre igine girebilen koruyucu maddeler; gliserol, DMSO
(Dimetil siilfoksit), ProH (Propilen glikol) dur. Hiicrelerde meydana gelen buz
kristalleri olusumunu -40 °C’ ye kadar diisiiriirler. Hiicre disinda kalan koruyucu
maddeler ise; monosakkaritler (glukoz, heksoz), disakkaritler (slikroz) ve
trisakkaritler (raffinoz)’ dir. Bu koruyucu maddeler hiicre zarini osmotik basing

degisimlerine kars1 korurlar ve hiicrenin asir1 sismesini 6nlerler.

Sperm kriyoprezervasyonu, infertileye neden olabilecek cerrahi operasyonlarin
varliginda,  testis  hasarina neden  olabilecek  otoimmiin  hastaliklar,
radyoterapi/kemoterapi gibi sitotoksik tedavi Oncesinde spermlerin saklanarak
fertilitenin korunmasi amaci1 ile kullanilabilmektedir (21). Insanlarda sperm
kriyoprezervasyonu, fertilite kliniklerinde ve yardimla iireme teknikleri merkezinde

yaygin ve giincel bir uygulama olarak tedavide yerini almistir.

Sperm kriyoprezervasyonu sperm yapisinda ve islevinde bir takim zararl

degisikliklere neden olmaktadir (22). Bunlar; motilitenin azalmasi, morfolojik
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degisimler (23), membran bitinligli ve akiskanliginin kayb1 (24), DNA
fragmantasyonu (25) seklindedir.

4.3.Apoptoz (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J. F. K. Kerr tarafindan (26) nekrozdan (27),
farkli olarak gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre
Olimiinii ifade eder. Apoptoz, kaspaz olarak adlandirilan sistein proteaz grubu
aktivasyonunu ve hiicrelerin 6liimii i¢in uyaranlara bagl karmasik kaskadlari igeren
son derece koordineli ve genellikle enerji bagimli bir siirectir (3). Apoptozu
tetikleyen fizyolojik ve patolojik uyart ve durumlar ¢ok cesitli olmasina ragmen
biitiin hiicreler aym uyariya cevap olarak oliirler. ilk olarak gerceklesen hiicre
bliziismesinden sonra, kromatin pargalanmasi, membran kabarciklanmasi, niiklear
yogunlasma ve son olarak fagosite edilen apoptotik cisimlere boliinmenin

gerceklestigi gortilmektedir (28).

Apoptoz ve nekroz ardisik fakat birbirinden bagimsiz meydana gelen siireglerdir
(28, 29). Nekroz genellikle hiicrelere iligkin genis alanlar1 etkileyen pasif ve
kontrolsiiz bir siiregtir, oysa ki apoptoz hiicreleri kiimeler halinde veya bireysel
olarak etkileyen enerji bagimli ve kontrollii bir siirectir (3). Nekroza neden olan
olaylar, hiicre ve organel parcalanmasina neden olan membran gecirgenliginin
artmasinda ve bunun sonucunda da sitoplazma ve ¢ekirdek igeriginin hiicreler
arasindaki bosluga salinmasinda ol oynar (30-32). Hiicre 6limiinii takiben hiicre
igeriginin hiicreler aras1 bosluga salinmasi yangi olaymna sebep olur. Apoptozda ise
sitoplazmanin pargalanma siirecinde olusan kabarciklar plazma zari ile korunmus
durumdadirlar. Bu kabarciklar makrofajlar tarafindan fagosite edilirler ancak

nekrozda gerceklesen yangisal olay gergeklesmez.

Apoptoz siirecinde meydana gelen degisiklikler; fosfotidilserin ¢ikisi ve DNA
fragmantasyonu ve apoptotik maddelerin olusumudur (33). DNA fragmantasyonunun
belirlenmesine iliskin deneyler, apoptoza iliskin endoniikleaz pargalanma triinlerini
gorsellestirmek i¢in kullanilir (34). Sperm hiicrelerinde meydana gelen apoptozun

Ozellikleri; kromatin, mitokondri, nukleus ve plazma membran1 anormalliklerinin
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ultrastriiktiiel olarak goriilmesi, sitoplazmik  vakuol ve apoptotik cisimlerin

olusumudur (4).

Apoptoz siirecinde meydana gelen DNA fragmantasyonunu gostermek igin
kullanilan yontemlerden birisi TUNEL (Terminal deoxynucleotidly transpherase-
mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling) metodudur (Sekil
4.3.2). DNA pargalarmin serbest 3’OH kismui, biotin, digoxigenin ya da flourescein
gibi niikleotidler vasitasiyla modifiye edilmis  enzimatik isaretleyiciler ile
belirlenebilir. Cesitli problarla isaretlenen DNA fragmentleri 151k mikroskobu,
floresan mikroskobu ve flow sitometri tarafindan belirlenebilir. Bu yontemle

apoptotik hiicrelerin yiizdelerini 6l¢gmek miimkiindiir (35).
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Sekil 4.3.1: Kirik kromatin yapisinin TUNEL metodu ile isaretlenmesi (36).
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4.4 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Serbest radikal bir ya da daha fazla giftlesmemis elektrona sahip atom ya da
molekiil olarak tanimlanmistir. ROT yiliksek derecede oksijenlemis ajanlara sahip
serbest radikaller sinifidir (37). Metabolik ve fizyolojik siireglerde, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalar araciligiyla organizmalarda zararh

oksidatif reaksiyonlar sonucu meydana gelir (5).

ROT, doymamis yag asitleri, siilfhidril proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik
molekiillerle reaksiyona girerler, birgok hastalikta 6rnegin; arterit, arteroskleroz ve
cesitli dejeneratif hastaliklarda etkili olurlar. Yiiksek seviyelerdeki oksidatif strese
kars1 antioksidan proteinlerin diizenlenmesi basta olmak iizere gen ekspresyonlarini
diizenlerler. Ornegin; karotid cisimlerde ‘oksijen sensdrler’ mekanizmasina katilirlar.

Apoptoz i¢in zorunlu olmamakla birlikte, apoptoz oncesi etkileri bulunmaktadir (38).

Semende bulunan ROT kaynagi, lokositler ve spermatozoondur. Lokositler
erkek genital sisteminde slirmekte olan enfeksiyon igin bir gosterge olarak kabul
edilir ve semendeki l6kositleri epididim ve prostat olusturmaktadir. Lokositler
mikroorganizmalara karsi miicadele verirken ortama siiperoksit anyonu (O2) salarlar
ki bundan dolay1 diger ROS ve oksidanlarla reaksiyona girerek ya da dismutasyon ile
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH) veya hipoklorid gibi diger toksik
maddelerin olusmasina neden olurlar. ROT’un ikinci kaynagini spermatozoonun
kendisi olusturmaktadir. insan spermatozoonu endojen ROT’un az bir kismim

kontrollii bir sekilde olusturma 6zelligine sahiptir (39, 40).

ROT sitotoksisitesi, iiretilme ve yokedilme oranlart arasindaki hassas denge
sonucu belirlenmektedir. Bu dengedeki herhangi bir bozukluk hiicresel zarara neden
olmaktadir. Hiicre ve hiicre dis1 koruma sistemleri (antioksidanlar) bu amagla hizmet
eden ve serbest radikallerin potansiyel toksik etkilerine karsi hiicreyi koruyan
mekanizmalardir (41, 42). Antioksidan koruma mekanizmalar1 primer ve sekonder
koruma mekanizmalar1 olarak gruplandirilmaktadir. Primer koruma mekanizmalari
antioksidan bilesikleri (E, A ve C vitamini, glutatyon ve iirik asit) ve antioksidan

enzimleri icermektedir. Sekonder koruma mekanizmalari ise; lipolitik enzimler,
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fosfolipazlar, proteolitik enzimler, DNA onarim enzimleri seklinde siralanmaktadir
(43).

Spermatozoon ROT diger hiicrelere gore daha hassastir. Ciinkii plazma
membranlar1 biiylik oranda doymamis yag asitlerini ve Sitoplazmalar1 da diisiik
konsantrasyonlarda antioksidan enzimleri igerirler (6, 40). Spermatozoonda ROT
toksisite mekanizmasi lipit peroksidasyonuyla baslar, motilitenin bozulmasiyla
devam eder ve niiklear DNA hasar1 olusturur (6). Yiiksek konsantrasyonda ROT
tiretimi lipit peroksidasyonu ve bozulmus membran fonksiyonlarina neden olarak
sperm metabolizmasini dolayisiyla morfoloji, motilite ve fertiliteyi olumsuz yonde

etkileyerek erkek infertilitesinde 6nemli rol oynamaktadir (7, 44, 45).

4.5.Leptin

Leptin sozciigli, Yunanca ‘leptos’ dan kdken alir ve ince ya da zayif anlamina
gelmektedir (46). Kokeni yag doku olup, ob geninin bir iriiniidiir. Zhang ve ark.
tarafindan 1994 yilinda tanimlanmis bir molekiildiir (8). Leptin 167 aminoasit
iceren, 16 kD molekiil agirliginda yag hiicresi olup bircok dokudan salgilandigi
saptanan, plazmada belirli bir kan diizeyi olusturan, kanda serbest veya proteine

bagli olarak taginan bir polipeptiddir (8, 47).
4.5.1.Leptinin tarihcesi

1950’ lerde Kennedy tarafindan adipoz dokudan salgilanan ve viicut agirligim
kontrol eden bir hormonun iiretildigi ve bu hormonun viicuttaki adipoz dokunun
yogunluguna bagli olarak dolasimda bulundugu teorisi one siirtildii (8). 1994 yilinda
J Fridman ve Y Zhang uzun siiren yag hiicresi kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda ob-
genini izole ettiler. Leptinin ob geni tarafindan yag hiicrelerinde iretildigi ve
plazmada belirli bir kan seviyesi olusturdugu ilk defa aynmi ekip tarafindan bildirildi
(47).
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4.5.2.Leptinin yapis1 ve salinimi

Insanlarda bulunan ob geni 7.kromozomun uzun kolunun 3. bélgesinde (7q31)
bulunmakta, sicanlarda ise 6 numarali kromozomda bulunmaktadir (Sekil 4.5.2).

ob/ob mutant farelerde mutajenik bir gen tirlinii olarak tanimlanmistir (48).

Leptin hormonu, reseptorleri (LEPR ya da OBR) yoluyla etki eder. OBR geni
1 .kromozom tizerinde yer alir ve 1162 aminoasitten olusan bir proteni kodlar (49,
50). Leptin reseptorleri Klas-1 sitokin ailesine mensup, hipotalamus basta olmak
tizere diger dokularda da bulunmaktadir. Leptin reseptorleri (ob/Ra, ob/Rb, ob/Rc,
ob/Rf) ekstraselliiler, transmembran ve intraselliiler zincirden olusmustur (51).
Toplam 6 reseptor tanimlanmigtir. Bunlar; OB Ra-b-c-d-e-f’dir. OB Re reseptorii
hari¢ diger 5 tanesi transmembrandz alana sahip olup sadece OB Rb (uzun leptin
reseptorll) intraselliiller desenler igerir. OB Re ise ¢Oziinen bir reseptor seklinde
dolagimda bulunur (52). OB Rb (uzun form) reseptorler sinyal iletme &zelligine
sahiptirler ve en ¢ok hipotalamusta, az miktarda akciger, bobrekler, karaciger, iskelet
kasi, kalp, pankreas, ince barsaklar, overler, testisler, yag doku gibi daha bir¢ok
hiicre ve dokuda bulunurlar (53). OB Ra (kisa form) reseptorler ise intraselliiler
sinyal i¢in gerekli olan segmentlerin timiini tasimazlar ve bu nedenle sinyal
iletiminde gorevleri ¢ok az veya yoktur. Beyin kapillerleri ve pleksus koroideusta
OB Ra reseptorlerinin bol olarak bulunmasi, kisa form reseptorlerinin leptinin
merkezi sinir sistemine taginmasinda 6nemli goérevleri oldugunu disiindiirmektedir
(54). Leptin reseptoriine baglandiktan sonra diger sitokinler gibi JAK-STAT (Janus
Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) sinyal yolagini aktive eder

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

Leptin hormonu yag dokusu hiicreleri tarafindan iiretilip, dolasim sistemi
icerisine iletilir (56, 57); agirlikli olarak beyaz yag dokudan ¢ok az miktarda da
kahverengi yag dokudan salgilanmaktadir. Etki merkezi hipotalamus olup, istahi
(besin alimi) azaltict yonde etki etmektedir (58). Leptin hormonu baslica yag
dokudan salinmakla beraber plasenta, mide epitelyumu ve hipofiz bezinde de az

miktarda tiretildigi gosterilmistir (59, 60).
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Leptin, kanda serbest ve proteine bagli olarak yer almaktadir. Obez bireylerde
yapilan bir ¢alismada kandaki leptin seviyelerinin yiiksek oranda serbest leptine ait

oldugu gosterilmistir (61, 62).

Leptin pulsatif olarak salinan bir hormondur ve dolasim sistemindeki yar1 6mrii
yaklasik 30 dakikadir. Insanlarda diurnal bir ritme sahip olan leptin 6gleden sonralari

diisiik diizeylerde seyrederken, sabah erken saatlerde yiiksek diizeyde bulunur (63).

Leptin hormonu viicutta bircok sistemin diizenlenmesinde gorev alir (8). Ilk
olarak tokluk faktorii olarak bilinen leptinin; hipotalamus, kalp, plasenta, Kas,
pankreas, karaciger, akcigerler, testisler, overler, ince bagirsak ve dalakta
reseptorlerinin bulunmasiyla da sadece enerji diizenlemesinde gorevli olmadigi

gosterilmistir (64-66).

Leptin diizeyi viicut kitle indeksi (VKI) veya viicut yag indeksi tarafindan
belirlenmektedir (67, 68), fakat serum leptin seviyesini etkileyen birgok degisken
bulunmaktadir. Insiilin (69), glukokortikoidler (70) ve prolaktin (71) leptin salinimim
uyarirken; troid hormonlari (72), biiylime hormonu (73), somatostain (74), serbest
yag asitleri (75), uzun siireli soguga maruz kalma (76) ve katekolaminler (77) leptin

salinimin baskilayan faktorlerdir.
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Sekil 4.5.2: Leptinin yapisi (78)

4.5.3.Leptin etki mekanizmasi

Leptinin ana etki mekanizmas1 (Sekil 4.5.3.1) bir¢cok hipofizer organin
diizenlenmesinde rol alan ve asil etkisi istah1 arttirmak olan noropeptid-Y’nin arkuat
nukleustan salimimi ve ekspresyonunu inhibe etmektir (9). Leptin, metabolik
etkilerini, santral sinir sistemi ve periferik dokularda bulunan kendine 06zgii
reseptorleri araciligiyla gerceklestirir (79). Leptin eksikligi ile leptin reseptor
eksikligi benzer gibi goriilse de yapilan calismalarda leptin reseptor eksikliginin
konjenital oldugu bildirilmistir (80). Leptin reseptor eksikligine leptin eksikliginden
daha sik rastlanir ve erken yastaki obezitenin en az % 3’tinden sorumludur. Leptin
reseptorlerinin ObRa ve ObRc formlari, leptinin kan-beyin bariyerini ge¢cmesine
yardim ederler. Bu reseptorlerin eksik olmasi durumunda, leptin taginimi 6nemli
derecede zarar goriir. Leptin rezistansi, obez bireylerin ¢ogunda goriilen leptin
etkisine zit bir durumdur. Leptin rezistansi: i)leptinin kan-beyin bariyerinden

gecisinin bozulmasi ve ii)leptin reseptdr bozulmasi olarak siiflandirilabilir. Leptin
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rezistans1 sonucunda daha fazla leptin ihtiyaci karsiliginda daha fazla yag birikmesi
gibi kotii bir dongii baslayabilir (81). Hipotalamusta bulunan ARC (arcuate nucleus),
leptin sinyalleri igin birincil merkezdir. Bu merkezde iki néron sinifi bulunur: i)
POMC (Pro-opiomelanocortin), kokain, amfetamin gibi maddeler, bunlar yiyecek
alimin1 inhibe eder, ii) NPY (Neuropeptide Y), AGRP (Agouti-Related Protein) gibi
maddeler, bunlar istah1 agarak yemek alimini diizenler. Leptin reseptorleri bu
kisimlarda yerlesik halde yer alirlar. Leptin reseptoriiniin sinyal yolaginda
stoplazmik protein kinaz (JAK-2) ile sinyal aktarici ve transkripsiyon aktive edici
(STAT) gibi protein yapili maddeler gorev alir. Reseptoriin ObRb hiicre i¢i uzantisi,
sinyalin baglamasina direkt olarak etki eder. Leptin reseptore baglaninca, reseptoriin
hiicre i¢i uzantis1 JAK?2 tarafindan fosforlanarak STAT proteinlerinin ilgisini ¢eker.
Daha sonra reseptdriin fosforlanmis i¢ kismi, STAT proteini ile birlesip hiicre
duvarindan ayrilarak nukleusa girer. Bu yap1 nukleusta hedef genlerin

transkripsiyonunu baslatir (82).

pe—)p Hipotalamus — Hipotalamus

‘ Noropeptid Y f Noropeptid Y

Leptin Besin alimi azalir ’ Leptin Besin alimi artar
A Metabolizma hizlanir Metabolizma Yavaslar

i

v Y

‘ Yag Dokusu —_— ' Yag Dokusu

Sekil 4.5.3.1: Leptinin Ana Etki Mekanizmasi (83)
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Sekil 4.5.3.2: Leptinin Etki Mekanizmasi (83)
4.5.4.Leptin ve iireme

Leptin her iki cinste de lireme sistemi hormonlarinin (6strojen, progesteron ve
testosteron gibi) salgilanmasini aktive eder. Kadinlarda ilk ostrojen siklusu,
boliinmenin hizlanmasi, liiteinizan hormon (LH) ve Ostrojen seviyelerinde
degisiklikler leptin tarafindan diizenlenir (84). Leptinin plasenta tarafindan da
iretildiginin ve leptin reseptorlerinin plasenta ve yumurtaliklarda da eksprese
edildiginin anlasilmas1 (10, 11), leptinin {ireme sistemi iizerinde de 6nemli etkilere
sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir. Insanlarda diisiik leptin diizeylerinin veya
ditirnal ritminin  bozulmasmin hipotalamik hipogonadizm ve amenore ile
sonuglandig1 gorilmiistiir (85). Hipotalamustan GnRH, hipofizden FSH, LH ve
prolaktin salmimini aktive ettigi gosterilen (86) leptinin bu etkisini néropeptid Y

tizerinden gosterdigi diisiiniilmektedir.
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4.5.5.Testiste Ob-R ve leptin ekspresyonu

1997 yilinda sigan testisinde Ob-R ekspresyonu ilk kez tanimlanmistir.
Arastirmacilar, in situ hibridizasyon yontemiyle Leydig hiicre ve spermlerde Ob-R
mRNA seviyelerini gostermislerdir. Ob-Ra ve Ob-Rb ekspresyonlari ileri yaslarda
artan benzer ekspresyon gostermislerdir. Arastirmacilar, Ob-R mRNA seviyelerinin
erken embriyonik testislere karsilik yetigkin embriyo testislerinde daha yiiksek

diizeylerde oldugunu bulmuslardir.

Leptin ekspresyonu, fare germ hiicrelerinde hiicre tipi ve asamalarina spesifik
olarak immiinohistokimya teknikleri tarafindan gosterilmis ve farelerin Leydig
hiicrelerinde tespit edilememistir. Gelisim asamalar1 boyunca testikiiler kok
hiicrelerde iiretilen leptinin yenilenmeye aracilik etmek i¢in otokrin bir sekilde

hiicreleri etkiledigi goriilmiistiir (12).
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5.METOT VE MATERYAL

5.1.Denekler

Calismamiz igin, aktif iireme doneminde olup, 20-50 yas arasi, herhangi bir
sistemik hastalik, ¢ocuk yaslarda atesli hastalik, testis travmasi ve kriptorsidizm gibi
tireme fonksiyonlarini etkileyen bir hastalik ge¢irmemis, kronik ilag-madde
kullanim1 olmayan (antidepresan, bobrek, tansiyon ilaglari, sigara, alkol), Diinya
Saghk Orgiitii (DSO) laboratuvar kilavuzuna gore (World Health Organisation 2010)
normozospermik olan 30 kisiden 6rnek alinmistir. Semen 6rnekleri, dondurma islemi

oncesi ve dondurma-¢6zme sonrasi olmak iizere iki sekilde degerlendirilmistir.

Normozoospermi hastalarindan alinan semen 6rnekleri 37 °C’ de 30 dk. inkiibe
edilerek 6rneklerin likefiye olmalar1 saglanmistir. Likefikasyon isleminden sonra her
bir semen Ornegi ii¢ hacme ayrilmistir; hacimlerden biri leptin, ikincisi; ROT
degerlendirmesi i¢in kullanilmistir, son hacim ise dondurma-¢6zme islemi sonrasi

yapilacak olan incelemeler i¢in kullanilmistir.

Semen Ornekleri 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasinda steril kaplara mastiirbasyon
yontemiyle alinmistir. Deneklerden semen 6rnegi alinmadan 6nce ‘Bilgilendirilmis
Géniillii Olur Formu® ile imzali onaylar1 alimmistir. Calisma icin Istanbul Medipol
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul

onay1 (10840098-604.01.01-E.2304) alinmistr.
5.2.Motilite ve Konsantrasyon

Sperm motilitesi Makler sayma kamaras1 (Sefi Medical Instr.) kullanilarak
dondurma islemi Oncesi ve sonrasi islemler 151tk mikroskobu diizeyinde
degerlendirilmistir. Her bir spermin hareketi ileri hareket (Progresif Motilite;PR),
yerinde hareket (Nonprogresif Motilite;NP), hareketsizlik (Immotilite;IM) seklinde
DSO laboratuvar kilavuzuna uygun olarak degerlendirilmistir (WHO 2010). Sperm
konsantrasyonu belirlenmesi de Makler sayma kamarasi kullanilarak yapilmis, 20-

200 milyon/ml. araliginda sperm sayisina sahip bireyler calismaya dahil edilmistir.
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Makler kamarasi

Faz-Kontrast mikroskobu

5.3.Sperm Dondurma-Coézme islemi

Dondurma iglemi i¢in semen 6rnegi ve kriyoprotektan (90128- Irvine Scientific
Freezing Medium) 1:1 oraninda (2 dk igerisinde) karistirilmistir ve steril tiipler (Cryo
Vial, T3082A) icerisine toplam hacim 1 ml. olacak sekilde alinmustir. Uzerlerine
hasta isimleri ve numaralar1 yazilan tiipler, sirasiyla, oda sicakliginda 8 dk ve sivi
azot seviyesinden 15 cm yiikseklikteki azot buharinda 20 dk tutulduktan sonra sivi

azot tanki igerisine (-196 C ) yerlestirilmistir.

Cozme islemi, tiipler sivi nitrojenden ¢ikartilip oda sicakliginda ve sicak su

muamelesi ile yapilmistir. Ornek tamamen c¢oziildiikten sonra iizerine yikama
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soliisyonu (HTF/HEPES ART-1023) eklenip, 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant atilarak kriyoprotektan uzaklastirilmistir. Cozme islemi sonrast
elde edilen sperm ornekleri motilite, morfoloji, DNA fragmantasyonu, leptin ve ROT

degerlendirmeleri i¢in kullanilmistir.

Sivi azot tanki

Cryo Vial

5.4.Is1tk Mikroskopi Incelemesi

Isik mikroskobik morfolojik inceleme, Spermac Stain kit (FertiPro N.V.,
Belgium) ile boyama sonrasi yapilmigtir. Sperm Orneginden lam iizerine 10 pl
damlatilmig, lamelle yayilip havada kurutulmustur. Kurutulan lam, kit icerisinde
bulunan sirastyla fiksatifin, katyonik ve anyonik boyalarin i¢inde birer dakika
bekletildikten sonra tekrar havada kurumaya birakilmigtir. Spermac boyasi ile
boyanan preperatlar Olympus BX51 faz kontrast mikroskobu kullanilarak 1000x
biiyiitmede Kruger strick kriterlerine gére degerlendirilmistir. Her bir 6rnek i¢in 100
sperm hiicresi sayilmis; bas, boyun, stoplazma, kuyruk bolgelerindeki bozukluklar
kaydedilmis ve 151k mikroskobu (AxioZoom V16) ile fotograflanmistir.
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5.5.DNA Fragmantasyonu Tayini

DNA fragmantasyonu TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanilarak incelenmistir. Semen
ornegi tizerine 4-5 ml sperm yikama mediumu eklenmis ve 2000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edilmistir. Santriflij isleminden sonra pellet ve siipernatant olmak iizere iki
faz elde edilmis, siipernatant kisim atilmigtir. Geriye kalan pellet sperm yikama
mediumu ile konsantre edilmistir. Konsantre 6rnek iki lam {izerine yayma preperat
yapilarak kurumaya birakilmistir. Kurutulan lamlar 1 saat Paraformaldehit Asit
(PFA) igerisinde fikse edildikten sonra 3x5 dk. Phosphate Buffered Saline (PBS) ile
yikama islemi yapilmistir. TUNEL kitindeki enzim soliisyonundan 5 pl, etiketleme
soliisyonundan 45 pl karistirildiktan sonra her lam tizerine 25’er pl damlatilip lamelle
kapatilmistir. Isik almayacak sekilde 37 °C’de 1 saat tutulan lamlar tizerindeki
lameller kaldirildiktan sonra PBS ile yikanmistir. Lamlar nukleuslarin gdriinmesi
amactyla 5 dk. DAPI nukleus boyasi ile boyanmis ve lamel ile kapatilmistir.
Konfokal mikroskop (Zeiss LSM 780 NLO) ile 40x biiyiitmede 100 sperm hiicresi
sayilarak DNA fragmantasyonu olan hiicreler ‘“TUNEL pozitif® olarak kaydedilmis

ve fotograflanmustir.

5.6.Gecirimli Elektron Mikroskobu incelemesi

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in alinan semen 6rneklerine likefaksiyondan
sonra yikama sollisyonu eklenerek 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis ve pelletin
tizerinde kalan siipernatant kismi atilmistir. Olusan pellete % 2,5 luk 0.1 M PBS
tamponlu (pH 7.2) gluteraldehit (Merck Millipore, 354400) fiksatifi icerisinde 4 °C’
de 4 saat siireyle immersiyon fiksasyonu yapilmis, tamponda yikamadan sonra, %
0.1’ lik Osmium tetroxide (OsOs) (EMS Diasum, 19160) ile 1 saat postfiksasyon
yapilmustir. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidre
edilmis ve propilen oksitten gecirilerek sirasiyla 1:1, 1:2 ve 60 °C’ deki etiivde saf
epona gdmiilmiistiir. Doku takibi asamas1, Bezmialem Vakif Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Medipol Universitesi REMER

biinyesinde bulunan ultramikrotom cihazinda (Leica EM UC7) alinan yari ince
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kesitler (1 mikron) toluidin mavisi ile boyanmistir. 60 nm. kalinliginda alinan ince
kesitler, bakir gridler iizerine alinarak uranil asetat, kursun sitrat ile kontrastlama
yapilmistir. Kontrastlama islemi, Marmara Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. Kontrastlanan gridler, bas, boyun ve kuyruk
degisiklikleri acisindan Cerrahpasa Tip Fakiiltesi biinyesinde bulunan elektron

mikroskobunda (JEOL SX TEM) incelenmis ve fotograflanmistir.

5.7.ELISA ile Leptin Analizi

ELISA deneyi, Human Leptin (LEP) ELISA Kit (Shangai Yehua Biological
Technology Co.) kullanilarak yapilmistir. Standart soliisyon diliisyonlar1 5.7’deki

gibi konsantrasyonlar1 kademeli olarak azalan 5 tiip seklinde hazirlanmastir.

Tablo 5.7: Standart soliisyon dilusyonlari

800ng/ml Standard No.5 120ul Original Standard + 120pl Standard diluents
400ng/ml Standard No.4 120ul Standard No.5 + 120pl Standard diluents
200ng/ml Standard No.3 120ul Standard No.4 + 120nl Standard diluent
100ng/ml Standard No.2 120ul Standard No.3 + 120ul Standard diluent
50ng/ml Standard No.1 120ul Standard No.2 + 120ul Standard diluent

Bos kuyucuklara, 6rnek, streptavidin-HRP ve biotin ile isaretli anti LEP antikoru
ile A&B kromojen bilesikleri ve stop sollisyonu eklenir. Herbir basamak uygulanisi
aynidir. Standart soliisyon kuyularina, 50 pl standart soliisyon ve 50 pl streptomisin-
HRP eklenir (standartlar igerisinde biotin antikorlar1 birlestirilmis bu yilizden
biotinsiz antikorlar eklenmistir). Ornek kuyucuklari test edilmis; 40 pl 6rnek ve sonra
10 ul LEP antikoru ile 50 pl streptavidin-HRP eklenmistir. Sonra kuyucuklar
sizdirmaz kapak membranlar1 ile kaplanmis, yavasca sallanarak karistirilmistir.
Ornekler 37 ° C de 1 saat inkiibe edilmislerdir. Yikama islemi i¢in, sizdirmaz kapak
membran1 dikkatlice uzaklastirilip, sivi akitilmis ve geri kalani distile su ile
calkalanmistir. Yikama soliisyonu ile dolu diger kuyular 30 saniye bekletilip sonra

silkelenmistir. Bu prosediir 5 kere tekrarlanmis sonra blotlama yapilmistir. Renk
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olusumu i¢in; once herbir kuyuya 50 pl kromojen bilesik A ve sonra herbir
kuyucuga 50 pl kromojen bilesik B eklenmistir. Yavasca sallanarak karistirilmistir.
Isik olusumu igin 1s1ksiz bir ortamda 37 ° C de 10 dk. inkiibe edilmistir. Stop
reaksiyonu i¢in herbir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenmistir (aninda hizli bir
sekilde maviden sartya renk degisimi olur). Son olarak, absorbans degerleriyle
uyumlu ve standart konsantrasyonlara gore, standart egri dogrusal regresyon dengesi
hesaplanmistir. Orneklerin absorbans degerlerine gore denk (uyumlu) Srneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplanip, istatistiksel yontem ile veriler elde edilmistir.

5.8.Semende Total Oksidan Tayini:

Total antioksidan tayini serumda kolorimetrik olarak Erel tarafindan gelistirilen

metodla 6l¢iilmiistiir (92).

Prensip: Fe,SO, suda ¢oziiniir ve Fe 2+ aciga cikar. Serumda bulunan oksidanlar
Fe?nin Fe* ¢ yiikseltgenmesini saglar. Kullanilan X-orange reaktifi Fe** ile renkli
bir kompleks verir. Olusan rengin siddeti; total oksidan miktar: ile orantilidir. 658
nm’de absorbans Olgiiliir. Standart olarak kullandigimiz ¢o6zeltinin absorbans

molarite verileri kullanilarak, numunenin total oksidan molaritesi hesaplanir.
Kullanilan Reaktifler

Hazirlanan Fox soliisyonun 225 ml’si reaktif 1’in hazirlanmasi i¢in 25 ml’si ise
reaktif 2’nin hazirlanmasi i¢in kullanilir. Reaktif 1’in hazirlanmasi i¢in 225 ml Fox

soliisyonunun i¢ine 150 mM D-Sorbitol+25uM X-orange ilave edilir.
Reaktif 1: Fox soliisyonu: 140 mM NaCl ve 25 mM H,SOy igerir.

Reaktif 2: 25 ml Fox solisyonu i¢ine 10 mM 4-Hidroksibenzoik asit + 5 mM
Amonyum Fe®*SOy ilave edilir.

Standart: 20 uM H,0, standart olarak hazirlanir.

Reaktiflerin hazirlanmasindan sonra tablodaki deney prosediirii takip edilir.
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Tablo 5.8: Reaktiflerin hazirlanmasi.

Reaktif 1 Reaktif II | Standart Serum
(nL) (nL) (nL) (nL)
Numune 112,5 pLL ouL - 17,5 uL
Standart 112,5 uLL 5uL 17,5l -
Kor 112,5 uLL 5uL - -

5.8’de belirtilen miktarlarda ¢ozelti ve Ornekler 96°lik platelere pipetlendi ve
SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazinda spektrofotometrik olarak 658
nm’de Ol¢lim yapildi. Numunelerin Total Oksidan Molariteleri ise asagidaki formiil

ile hesaplandi.

Numunelerin Total Oksidan Molaritesi = ( Numunenin Absorbansi / Standartin

Absorbansi) x Standartin Molaritesi

5.9.istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) programi
kullanilarak yapilmistir. Dondurma Oncesi ve sonrast motilite, morfoloji, DNA
fragmantasyonu, ROT ve leptin seviyelerinin karsilastirmalar1 One Simple Test
kullanilarak yapilmistir. Seminal leptin seviyeleri ve semen parametreleri (motilite
ve DNA fragmantasyonu) arasindaki korelasyon ise Pearson ve Linear regresyon

testi kullanilarak yapilmigtir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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6.BULGULAR

6.1.Motilite ve Konsantrasyon

DSO laboratuvar kilavuzuna gore yapilan motilite degerlendirmesinde,
dondurma islemi oncesi ‘at+b’ toplam motilite oran1 %54,83 + 8,89 iken dondurma-
¢ozme islemi sonrasi ‘atb’ toplam motilite oram1 %42,90 + 1259  olarak
belirlenmistir. Gruplar arasinda dondurma 6ncesi ve dondurma-¢dzme sonrasi olmak
tizere motilite oranlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir

azalma oldugu goriilmiistiir (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: Dondurma islemi dncesi ve sonrasi motilite orani.

Std. Std. Error
n Mean Deviation Mean p

Dondurma

islemi Oncesi 30 54,83 8,894 1,624 ,000
motilite orani

Dondurma-

¢Ozme sonrasi 30 42,90 12,590 2,299 ,000
motilite orani

6.2.Isik Mikroskobik Bulgular

Morfolojik degerlendirme Spermac ile boyama yapildiktan sonra yapilmistir.
Dondurma islemi oncesi spermlerde ¢ok sayida normal morfolojili spermin yani
sira, az sayida akrozomal bozuklugu, boyun kirigi ve kuyruk anomalisi olan

spermler de gézlenmistir (Sekil 6.2.1 ve 6.2.2).
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Sekil 6.2.1: Dondurma islemi Oncesi normozoospermik hastalarda normal
morfolojide olan spermler ve morfolojik bozukluklari olan az sayida sperm
goriilmektedir. Normal morfolojideki spermler (—), bas ve boyun hasar1 olan sperm
>, kuyruk hasar1 olan sperm { ). Spermac-stain boyasi. (x320)
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Sekil 6.2.2: Dondurma islemi dncesi normozoospermik hastalarin yari-ince

kesitlerdeki normal morfolojideki spermleri goriillmektedir. Normal morfolojideki

spermler (— ). Toluidin mavisi boyast. (x410)
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Dondurma islemi sonrasi ¢oziilen spermlerde normal morfolojiye sahip
spermlerin sayilarinda 6nemli 6l¢lide azalma gozlenirken, ¢ok sayida bas anomalisi
olan spermler, kuyrugu kopmus ya da kivrilmis spermler ve sitoplazmik damlaciklara

sahip olan spermler gozlenmistir (Sekil 6.2.3 ve 6.2.4).

Sekil 6.2.3: Dondurma islemi sonrasi normozoospermik hastalarin az sayida normal
morfolojili olan spermleri bulunmaktadir. Kuyrugu kopmus olan sperm (—>),
kivrilmis kuyrugu olan sperm (), boyun boélgesinde sitoplazmik artik igeren sperm
(—>), boyun kirig1 olan sperm (—). Spermac-stain boyasi. (x320)
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Sekil 6.2.4:Dondurma islemi sonras1 normozoospermik hastalarin az sayida normal
morfolojili olan spermleri bulunmaktadir. Boyun kirig1 olan sperm (— ), bas
anomalisi olan sperm ( —), kivrilmis kuyrugu olan sperm ( —). Spermac-stain
boyast. (x410)

6.3.Is1k Mikroskopik Degerlendirmenin istatistiksel Analizi

Dondurma 6ncesi normal morfolojili sperm oranlar1 ile dondurma isleminden 1
ay sonra c¢oziilen normal morfolojideki sperm oranlari karsilastirildiginda diisiis
oldugu goriilmiistiir. Dondurma iglemi Oncesi normal morfolojili spermlerin orani
%48,50 + 22,08 iken dondurma-¢ozme sonrast normal morfolojideki spermlerin
orant % 16,93 +14,04 olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda dondurma oOncesi ve
dondurma-¢6zme sonrasi olmak iizere morfolojik hasar oranlari karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir azalma oldugu gériilmiistiir (Tablo 6.3).
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Tablo 6.3: Dondurma islemi oncesi ve sonrasi normal morfolojide bulunan sperm

orani.

Std. Std. Error
n Mean Deviation Mean p

Dondurma
islemi oncesi
normal 30
morfolojili
Sperm orani

48,50 22,083 4,032 000

Dondurma-
¢Ozme sonrasl
normal 30
morfolojili
sperm orani

16,93 14,042 2,564 000

6.4.DNA Fragmantasyonu Bulgular:

Dondurma islemi 6ncesinde az sayida spermde TUNEL pozitif hiicreler yesil
floresan olarak goriilmistiir. TUNEL negatif olanlar DAPI ile mavi floresan olarak
goriilmislerdir (Sekil 6.4.1 ve 6.4.2). 1 aylk dondurma islemi sonrasi ¢Oziilen
spermlerde, dondurma iglemi oncesine oranla TUNEL pozitif sperm oraninda bir

artis oldugu gortlmistiir (Sekil 6.4.3 ve 6.4.4).
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Sekil 6.4.1: Dondurma islemi 6ncesi spermlerde ¢ok sayida TUNEL negatif ( 3 )
spermler mavi floresanla gozlemlenmistir. DAPI boyasi, TUNEL Kkiti. (x40)

Sekil 6.4.2: Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde ¢ok sayida TUNEL

pozitif (=) spermler yesil floresanla gézlemlenmistir. DAPI boyasi, TUNEL Kkiti.
(x40)
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6.5.DNA Fragmantasyonu Bulgularimn Istatistiksel Analizi

Dondurma islemi 6ncesi TUNEL pozitif sperm oran1 %21,00 + 8,22 iken
dondurma igsleminden 1 ay sonra sonra ¢oziilen spermlerde %47,00 + 9,01 olmustur.
Gruplar arasinda dondurma 6ncesi ve dondurma-¢6zme sonrasit olmak lizere DNA
fragmantasyon (TUNEL pozitif sperm) oranlar1 Kkarsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) bir artis oldugu goriilmiistiir (Tablo 6.5).

Tablo 6.5: Dondurma islemi 6ncesi ve sonrast TUNEL pozitif sperm orani.

Std. Std. Error

n Mean Deviation Mean p
Dondurma
islemi Oncesi 21,00 8,225 1,502
TUNEL pozitif 30 000
Sperm orani
Dondurma-
¢Ozme sonrasi 47.00 9,017 1,646
TUNEL pozitif 30 000
Sperm orani

6.6.Gec¢irimli Elektron Mikroskopi Bulgular:

Dondurma islemi oncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrasinda spermler bas,

boyun ve kuyruk ince yapis1 agisindan incelenmistir.

Dondurma islemi dncesinde ¢ogunlukla tipik bas sekli, bozulmamis akrozom ve
hiicre membran yapilari, homojen nukleusa sahip normal morfolojide olan spermler
gozlenmistir (Sekil 6.6.1 ve 6.6.2).
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Sekil 6.6.1: Dondurma islemi dncesi diizgiin sekilli bas, saglam yapida
akrozom membranlari ve plazma membrani ( —), kromatin
kondensasyonu normal (*) olan sperm goriilmektedir. (x30k)
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Sekil 6.6.2: Dondurma islemi Oncesi saglam yapida bas, akrozom ve plazma
membran1  ( —> ), kromatin kondensasyonu normal (*), diizgiin dizilim goésteren
mitokondriler ve saglam boyun yapisina sahip (=== sperm goriilmektedir. (x12k)

Dondurma igleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde, az sayida normal
morfolojili spermin yami sira ¢ok sayida spermde akrozom yapisinda bozulma,
vezikiil olusumu, plazma membraninda ayrilma ve kayip, kromatin kondensasyon

bozuklugu gozlenmistir (Sekil 6.6.3, 4, 5 ve 6).
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Sekil 6.6.3: Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde akrozomal irregiilasyon
ve plazma membrani biitiinliigiinde bozulma (—>), niikklear vakuol artis1 (v), kromatin
kondensasyon bozuklugu, graniiler kromatin olusumu (*), boyun yapisinda ve mitokondri

diziliminde hasar (=) gériilmektedir. (x12k)
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Sekil 6.6.4: Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde akrozomal
irregiilasyon, plazma membraninda kayiplar (—>), kromatin kondensasyon bozuklugu
(*), boyun kisminda defektler @) goriilmektedir. (x15Kk)
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Sekil 6.6.5: Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢dziilen spermlerde akrozom yapisinda
bozulma ( A), plazma membraninda sisme ve vezikiil olusumu ( —> ), niiklear
kisimda biiyilk vakuoller (v), kromatin kondensasyonunda bozulma (*)
goriilmektedir. (x50Kk)
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Sekil 6.6.6: Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde dynein yapilarinda
hasar (msp) bulunan kuyruk enine kesiti goriilmektedir. (x75k)
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6.7.ELISA ile Leptin Analizi

Donduma islemi Oncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrasi semen Ornekleri

leptin diizeyleri agisindan ELISA ydntemi ile incelenmistir.

6.8.ELISA ile Leptin Analizi Sonuclarinin istatistiksel Analizi

Dondurma-¢ézme islemi sonrast semen Orneklerinde dondurma Oncesine gore

daha yiiksek seviyelerde leptin diizeyi bulunmustur. Dondurma 6ncesi seminal leptin

diizeyi 347,58 + 111,12 iken dondurma-¢dzme sonrast seminal leptin diizeyi 505,58 +

62,43 olmustur. Gruplar arasinda dondurma oncesi ve dondurma-¢dzme sonrasi

olmak tizere leptin seviyeleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)

bir artis oldugu goriilmiistiir (Tablo 6.8.1).

Tablo 6.8.1: Dondurma islemi oncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrasi semen

leptin seviyelerinin karsilastirilmasi.

leptin seviyeleri

Std. Std. Error
n Mean Deviation Mean P
Dondurma
islemi oncesi 30 347,58 111,129 20,289 000
leptin seviyeleri
Dondurma-
¢Ozme sonrasi 30 505,58 62,432 11,399 ,000
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Motilite oran1 ve leptin seviyeleri arasindaki korelasyon tablo 6.8.2°de gosterilmistir.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) negatif korelasyon goriilmiistiir
(Tablo 6.8.2).

Tablo 6.8.2: Motilite oran1 ve leptin seviyelerinin korelasyonu

Leptin
Motilite Pearson Correlation -,358**
Sig. (2-tailed) ,005
N 60

DNA fragmantasyonu (TUNEL pozitif sperm) orani ve leptin seviyeleri arasindaki
korelasyon tablo 6.8.3’te gosterilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.01) pozitif korelasyon goriilmiistiir. (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 Tiirleri (ROT) Analizi

Donduma islemi oncesi ve dondurma-¢cozme islemi sonrasi semen Ornekleri

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) diizeyinde kalorimetrik yontemler ile incelenmistir.
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6.10.Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Analizi Sonuclarinn Istatistiksel Analizi

Dondurma o6ncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrast semen Ornekleri ROT
acisindan  karsilastirildiklarinda  istatistiksel olarak anlamli  bir  farklilik
gozlemlenmistir. Dondurma islemi 6ncesi ROT seviyesi 15,61 + 4,07 iken
dondurma.¢cdzme islemi sonras1 ROT seviyesi 18,29 + 3,70 oldugu goriilmistiir.
Gruplar arasinda dondurma Oncesi ve dondurma-¢6zme sonrasi olmak {izere ROT
seviyeleri Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir artis oldugu

goriilmiistiir (Tablo 6.10).

Tablo 6.10: Dondurma islemi o6ncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrasi ROT

seviyelerinin karsilastiriimasi

Std. Std. Error
n Mean Deviation Mean p

Dondurma

islemig@ifesi 30 1588 4,072 ) 000
ROT seviyeleri

Dondurma-

¢Ozme sonrasi 30 18,29 3,703 676 ,000
ROT seviyeleri
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7.TARTISMA VE SONUC

Calismamizda dondurma iglemi Oncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrasinda
spermler, karsilagtirmali olarak sperm parametreleri, DNA fragmantasyonu, sperm
ince yapisi, ROT ve leptin diizeyleri agisindan incelenmistir. Dondurma-¢ézme
islemi sonrasinda sperm motilitesinde azalma oldugu; morfolojik hasar, DNA

fragmantasyonu, ROT ve leptin seviyelerinde ise artis oldugu gézlenmistir.

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama), hiicrelerin ¢ok diisiik sicakliklarda
canlilik kapasitesini ve islevselligini kaybetmeden saklanmasini amaglayan tekniktir.
Kriyoprezervasyon isleminin sperm parametreleri iizerine zararli etkileri birgok
arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Kriyoprezervasyonun sperm yapisinda ve iglevinde
bir takim zararli degisikliklere yol agtigi bazi calismalarda gosterilmistir (22). Bu
degisimler temel olarak, motilitenin azalmasi, morfolojik degisimlerin olmasi,
membran biitiinligi ve akiskanliginin kaybi (24) ve DNA fragmantasyonu (25)
seklinde Ozetlenebilir. Calismamizda dondurma-¢6zme islemi sonrasinda sperm
motilitesi, morfolojisi, DNA fragmantasyonu ve leptin seviyelerinde istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir.

Kriyoprezervasyon sonrasi spermlerde buz kristalleri kaynakli yapisal hasarlar,
membran hasar1, organel hasart ve DNA biitiinliigiiniin  bozulmasi (DNA
fragmantasyonu) gozlenmektedir. Kontrolsiiz sogutma ve de uygun olmayan ¢dzme
1silarinda meydana gelen hiicre i¢i ve hiicre dis1 buz kristalleri, mekanik etki ile
hiicre ve organel membranlarinda yapisal hasara neden olarak islev bozukluguna yol
agmaktadir (87). Bu durum spermin canlilik ve fertilizasyon kapasitesinin azalmasina
ve hareketlilik oraninda diisiise neden olmaktadir (25). Dondurma hasarinin, plazma
membran yapist ve bitlinliiglinii degistirebilecegi gosterilmistir. Buz kristalleri
plazma membranlarinin yanisira organel membranlarinda da hasara neden
olabilmektedir. Mitokondriyel membranda bu tip bir mekanik hasar meydana
geldiginde oksidatif fosforilasyon olumsuz etkilenmekte ve ROT’ un hiicre icerisine
salinimi gergeklesmektedir. Biz de ¢alismamizda dondurma-¢6zme islemi sonrasi
ROT seviyelerinin donduma islemi dncesi ROT seviyelerine gore anlamli dlgiide

artmis oldugunu gosterdik.
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Kriyoprezervasyon sonrasinda sperm motilitesi, canliligi ve normal morfolojili
sperm oranlarinda diisiis oldugu, DNA fragmantasyon oranlarinda ise artis oldugu
baz1 c¢alismalarda gosterilmistir (88, 89). Biz de c¢alismamizda, 1 ay siireyle
uyguladigimiz dondurma islemi sonrasinda spermleri ¢ozdiiglimiizde, dondurma
oncesine kiyasla ¢oklu morfolojik hasar oraninda artis oldugunu gordiik. Dondurma
islemi Oncesinde normal morfolojiye yakin spermler gdzlemlenirken, dondurma-
¢ozme islemi sonrasinda bas, boyun ve kuyruk hasar1 gozlenmis ve bu durum ¢oklu

morfolojik hasar olarak degerlendirilmistir.

Sperm DNA biitiinliigii sadece genetik materyalin gelecek nesillere basarili
olarak aktarilmasinda degil, fertilizasyonun diizgiin bir sekilde gerceklesmesi, kaliteli
embriyo gelisimi ve gebeligin saglanmasi acisindan da 6nem tasimaktadir. Yakin
zamanda yapilan g¢alismalar, sperm DNA hasarinin fertilizasyon potansiyeli (90),
gebelik oranlar1 ve canli dogum oranlar ile ters iligkili oldugunu gostermektedir.
Oksidatif stres, spermde DNA fragmantasyonunu potansiyel olarak etkileyen temel
mekanizmalardan birisidir. Yakin zamanda yapilan arastirmalarda kriyoprezervasyon
ve takiben ¢6zme isleminin kaspaz aktivasyonuna neden oldugu ve bu mekanizma

araciligiyla apoptozun uyarildigi belirlenmistir (91).

Calismamizda dondurma islemi 6ncesi ve dondurma isleminden 1 ay sonra
¢ozme islemi uygulandiktan sonra TUNEL yontemiyle DNA fragmantasyonu ve
apopitoz oranlarint belirledik. Dondurma islemi Oncesinde diisiik oranlarda DNA
fragmantasyonu goriilmiistiir. Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢ozme islemi
uygulandiginda dondurma Oncesine gore DNA fragmantasyon oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artiy meydana geldigi gozlenmistir. Bu durumun
fiziksel ve kimyasal strese bagli olarak hiicre membran yapisinin bozulmasindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Yapilan caligmalarda insanlarda pubertenin baslamasinda leptinin rolii
olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (92). Siganlarda yapilan bir ¢alismada, varikosel iliskili
spermatogenik disfonksiyonun artan leptin ve leptin reseptér hormonu ile iliskili
oldugu goriilmiistiir. Von Sobbe ve ark., 2003 yilinda yaptiklari bir ¢alismada semen
leptin konsantrasyonu ile serum leptin konsantrasyonunun paralel seyrettigini ve

infertilitesi olan hastalarda testikiiler disfonksiyonun derecesi ile leptin diizeylerinin
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orantili olarak arttigint  gostermislerdir (93). Cesitli ¢alismalarda leptinin
spermatogenez ile iligkili oldugu bildirilmistir ancak leptin ile sperm fonksiyonu ve
motilite arasindaki baglanti heniiz tespit edilememistir (94). Guo ve ark. idiopatik
astenozoospermi hastalarinda seminal leptin seviyelerinin arttigin1 ve seminal leptin
seviyeleri ile sperm motilitesi arasinda negatif bir iliski oldugunu gostermislerdir
(94). Biz de calismamizda, dondurma-¢6zme sonrasi seminal leptin seviyelerinde
anlaml bir artis oldugunu ve artan seminal leptin seviyelerinin sperm motilitesi ile
negatif bir korelasyon yaptigimi gosterdik. Vendramini ve ark., leptin direnci ile ilgili
olarak artan seminal leptin seviyeleri ile DNA fragmantasyon artisinin birbirlerine
paralel oldugunu gostermiglerdir (95). Biz de, dondurma-¢6zme sonrasi artan
seminal leptin konsantrasyonlari ile artan DNA fragmantasyon oranlarinin birbiriyle

istatistiksel olarak anlamli pozitif bir korelasyon yaptigini gosterdik.

Elektron mikroskobisi ile incelenen spermlerde kromatin yapisi, plazma yapisi
ve akrozom membran yapisi, boyunda yer alan mitokondrilerin diizeni gibi detayh
bir¢ok bilgi elde edilebilmektedir. Aydin ve ark. 2012 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada,
kontrol ve sigara grubunda dondurma ¢dzme islemi sonrasinda az sayida normal
morfolojili spermin yanisira ¢ok sayida spermde akrozom yapisinda bozulma,
vezikiil olusumu, boyun bolgesinde plazma memraninda ayrilma ve kayip ve bazi
spermlerde de kuyruk kopmalar1 oldugunu gostermislerdir (35). Bizim ¢alismamizda
da benzer olarak dondurma islemi 6ncesi ve dondurma-¢6zme islemi sonrasi yapmis
oldugumuz gecirimli elektron mikroskobi incelemelerinde, dondurma-¢ézme islemi
sonrasinda az sayida normal morfolojili spermin yanisira plazma membran
biitiinliigiinde bozulma ve sisme, vezikill olusumu, vakuol artigi, kromatin
kondensasyonunda bozulma gibi apopitoza ait bulgular,  boyun morfolojisi,
mitokondri dizilimi, kuyruk ve dynein yapilarinda hasar bulunan spermler

gdzlenmistir.

Sonug olarak, dondurma-¢6zme sonrasi artan seminal leptin konsantrasyonlarinin
azalan motilite oranlar1 ile istatistiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon ve artan
DNA fragmantasyon oranlar ile pozitif bir korelasyon yaptig1 gosterilmistir. Bu
sonug, leptinin sperm motilitesi ve DNA fagmantasyonu i¢in kullanilacak bir belirteg

(marker) olabilecegini diisiindiirmektedir. Leptin ile ilgili mekanizmalarin
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belirlenmesi erkek fertilitesi lizerine yapilacak olan c¢aligmalara 6nemli katki
saglayacaktir. Seminal leptin seviyeleri ile sperm motilitesi ve DNA fragmantasyonu
iligkisini arastiran kisitli sayida yayin bulunmaktadir. Biz de bu ¢alismamizin leptin
ve erkek (in)fertilitesi ile ilgili olarak literatiire katki saglayabilecegini

diistinmekteyiz.
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