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TURKCE OZET ve ANAHTAR KELIMELER

Erkek faktorii infertil ¢iftlerin yaklasik %20’sinde esas neden olarak gegmektedir. Her
iki tarafin birlikteligi dahil edildiginde ise bu oran %30-%40’lara ¢ikmaktadir.
Giuinimuzde, erkek infertilitesinin testinde rutin semen analizi kullanilmaktadir. Fakat
infertil erkeklerin dahi yaklasik olarak yiizde 15’inde semen analizinin sonuglarina
bakilarak infertilitenin kesin tanis1 yapilamamaktadir. Dolayisiyla fertil ve infertil
erkegi semen analizi haricinde kesin olarak birbirinden ayiracak, gebe kalinip
kalinmadigimi anlayabilmek i¢in farkli deneylere ihtiya¢ artmistir ve konuyla ilgili
sperm DNA biitiinliigii iizerine yogunlagmustir.

Sperm DNA hasarlarunin infertil erkeklerde fertil erkeklere nazaran daha ¢ok oldugu
ve spermlerdeki DNA hasarinin bu bireylerde fertilite oranini eksi yonde etkiledigi
caligmalar sonucu belirlenmistir. Sayinin diisiik olmasi, motilite ve normal olmayan
yap1 gibi bozuk semen etkenleri, ¢ogunlukla yiiksek sperm DNA hasar1 ile varlik
gostermekte olup sadece normal semen 6zelliklerine mahsup bireylerin yiizde 8’inde
sperm DNA hasar1 oldugu da kanitlanmigtir. Tiim bunlara ilaveten, hasar gérmiis
DNA'’ya sahip spermlerin intrastoplazmik sperm enjeksiyonunda (ICSI) kullanimina
bagli olas1 sonuglar1 noktasinda tereddiitler mevcuttur.

Farkli i¢ veya dis sebeplerden otiirii DNA yapisinda farkli diizeyde hasarlar ortaya
cikmaktadir. DNA yapisinda meydana gelen bu hasarlarin bazilari sunlardir; kromatin
igyapisinin bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin
polimerizasyonun baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi, kromatin
yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin kirtlmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagmalari, DNA da mutasyonlar gibi bir takim yapisal degisimlerdir.

Sperm kriyoprezervasyonu olarak adlandirilan bu yontem iireme bozukluklar1 sonucu
yardimet tedavilerde siklikla kullanilan bir metoddur. Dondurma ve tekrar ¢ézdiirme
asamalarinin ardindan hedeflenen nokta spermlerinin en az sekilde zarar gérmesidir.
Calismamizda Biruni Universite Hastanesi Uroloji Poliklinigine 2018-2019 tarihleri
arasinda bagvuran 18-50 yas aras1 33 erkek hastadan rutin semen analizi sonrasi atik
numune ile ¢alisma yapilmasi planlandi. Farkli semen konsantrasyonlarda sperm
kriyoprezervasyonunun sperm canlilifi ve sperm DNA fragmantasyonu iizerine
etkisini aragtirmak amaciyla, oncelikle ¢alismaya dahil edilecek tiim hastalara Diinya

Saglik Orgiitii (DSO-WHO) kriterlerine gore standart semen analizi yapilarak sperm



Xi

konsantrasyonu, motilite ve morfoloji degerlendirildi. Sperm canlilik orani tespiti i¢in
eozin boyama yapilarak 151k mikroskobunda degerlendirildi. Sperm DNA
fragmantasyonu lizerine etkisini arastirmak i¢in yayma preparat hazirlanarak 1/3 asetik
asit methanol karigiminda 30 dakika oda sicakligina veya -40 derecede (buzdolabinda)
fikse edilerek akridin oranj boyama yapildi ve immunofloresans mikroskobuyla Biruni

Universitesi tarafindan desteklenendi.

Anahtar kelimeler: Akridin oranj, sperm ¢6zme, DNA fragmantasyonu, sperm

dondurma, canlilik
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INGILIZCE OZET ve ANAHTAR KELIMELER

In about 20% of infertile couples, the male factor is the main cause. If the combination
of male and female factors is included, this rate is reached to 30% -40%. Nowadays,
routine semen analysis is used to evaluate male infertility, but in 15% of infertile men,
despite the results of normal semen analysis, the definitive diagnosis of infertility
cannot be established by routine semen analysis. Therefore, the need for new markers
to differentiate between fertile and infertile men and predict the outcome of pregnancy
has increased and attention has been focused on sperm DNA integrity.

It has been proven that sperm DNA damage is more common in infertile men than
fertile men and that sperm DNA damage negatively affects fertility potential in these
patients. Impaired semen parameters such as low number, motility, and abnormal
morphology are often associated with high sperm DNA damage, but in patients with
normal semen parameters In addition, there are concerns about the potential
consequences of the use of sperm with damaged DNA in intrastoplasmic sperm
injection (ICSI).

There are different levels of damage to DNA due to various internal and external
causes. The main damages in DNA are; degradation of chromatin structure, oxidation
of DNA bases, mismatch and suppression of tubulin polymerization, chemical change
of bases, anomalies in chromatin structure, breakage of DNA chain, DNA-DNA and
DNA-protein crossings, DNA and DNA mutations.

Sperm cryopreservation is a frequently used method in assisted reproductive therapy.
After thawing, it is the target that sperms are damaged at least. In our study; The aim
of this study is to investigate whether there is a change in sperm DNA condensation
after sperm freezing thawing process, to determine whether this change is correlated
with decreasing motility, and also to investigate whether semen raw state or post-wash
ice cream has an effect on motility, morphology and DNA condensation.

In our study, 33 male patients aged between 18-50 years who applied to Biruni
University Hospital Urology Outpatient Clinic were planned to work with waste
sample after routine semen analysis. In order to investigate the effect of sperm
cryopreservation at different semen concentrations on sperm viability and sperm DNA
fragmentation, first semen analysis was performed according to World Health

Organization (WHO) criteria for all patients to be included in the study and sperm
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concentration, motility and morphology were evaluated. For the determination of
sperm viability, eosin staining was performed and evaluated under light microscope.
In order to investigate the effect on sperm DNA fragmentation, smear was prepared
by fixing 1/3 acetic acid in methanol mixture for 30 minutes at room temperature or -
40 degrees (refrigerated) and stained with acridine ratio and supported by Biruni

University with immunofluorescence microscope.

Keywords: Acridine turuncu, DNA fragmentation, sperm freezing, sperm thawing,
viabil



1. GIRIS VE AMAC

Erkek infertilitesi, Erkek bireyin, bir kadin partner ile birlikte cinsel olarak aktif
olmalarina ve korunmasiz olarak cinsel iliskiye girmelerine karsin, bir y1l veya daha
fazlasi siire icerisinde gebelik olusmamasi yahut bir cocuk sahibi olamamasina erkek
infertilitesi denir (Dohle G.R. et al, 2009).

Erkek infertilitesinin kesin olarak belirlenmesinde normal sartlarda anamnez
ve fizik muayenenin ardindan semen analizi yapur ve sonu¢ degerlendirilir. Semen
numenesi, testislerden iretilerek ejakulasyon kanaliyla tagiman sperm hiicrelerinin
disinda seminal vezikiiler, seminal vezikiiler prostat ve bulboiiratral bezlerin iirettigi
salgilarin karigsimdan olugsmaktadir. Semen analizinde makroskobik ve mikroskobik

incelemeler yapilmaktadir.

Makroskobik incelemede sivilasma siiresi, Vizkozite, renk, hacim, pH
bakilmaktadir. Mikroskobik incelemede say1, motilite, canlilik, yuvarlak hiicre, 16kosit
ve morfoloji incelenmektedir. Lakin bahsi gegen bu parametreler, spermdeki DNA
hasar1 ve sperm maturasyonu ile ilgili net bilgi ve sonuglar vermemektedir. Standart
olarak yapilan semen analizinde belirlenen parametrelere ilave olarak sperm
maturasyon, kromatin kondansayon testlerinin de laboratuvar sartlarinda yer almasi
spermin i¢cyapisi ve DNA’s1 hakkinda bilgi veren bir kaynak olarak goriilebilmektedir
(Hammadeh M.E et al., 2001).

Yakin zamanda yapilan bilimsel arastirmalar erkek infertilitesinde sperm DNA
bitiinliigii ile 1ilgili olmaktadir. Bahsi gecen bu calismalarda, sperm DNA
biitiinliigliniin, erkek infertilitesine karar verilmesi noktasinda ¢ok 6nemli katkida

bulundugunu gostermektedir (Koyuncu H., 2011).

Dondurarak sogutma olarak bilinen kripyoprevezyon, hiicrelerin kriyojenik
sicakliklarda canlilik kapasitesini ve islevligini kaybetmeden yapilan bir islemdir.
YUT ile yapilan bazi islemlerde sperm kriyoprezervasyonu (dondurarak saklama)

kullanilmaktadir. Ureme hiicreleri ve ilgili dokularmin da dondurularak



saklanabilmesi ve gerekli zamanlarda ¢oziilerek kullanilmasi Yardimla Ureme
Teknolojileri’nin (YUT) agisindan olduk¢a dnemlidir(Delilbasi L., 2008).

Kripyoprevezyon yontemi ile dondurulmus spermler tarihte ilk olarak Polge
ve ark. tarafindan 1949 yilinda kullanilmaya baslanmistir(Polge G. et al.,1949).
Dondurulmus sperm ve taze spermin ICSI verileri hakkinda gesitli yapilmigtir. Bu
karsilastirma sonucunda taze sperme nazaran Kkriyoprezerve edilmis spermde
fertilizasyon orani, embriyo gelisme orani ve gebelik oranlari gibi parametrelerin
diisiik cikmasina nazaran, kabul edilebilir sinirlar icinde kaldigi i¢in olumlu bir ¢calisma

olarak kabul edilmistir.

Konuyla ilgili farkli bir ¢alismada Borges ve arkadaslari taze olarak alinmis
ejekiilat sperm numunelerinin, kriyoprezerve edilmis ejekiilat sperm numunelerine
gore daha yiiksek fertilizasyon oranina sahip oldugunu belirtirken (Borges E. et
al.,2007).Kuczynski ve arkadaslar1 ise taze olarak alinmis ejekiilat sperm numuneleri
ile kriyoprezerve edilmis ejekiilat sperm numunelerinin hem fertlilizasyon hem de
implantasyon oranlarinda herhangi bir farkliligin olmadigimi belirtmislerdir

(Kuczynski W. et al., 2001).

Sperm DNA fragmantasyonu, ozellikle sub-fertil ve infertil erkeklerde,
paternal DNA anomalisinin progene bulagmasinin en sik nedeni olabilir. Bu baglamda
sperm DNA fragmantasyonu, erkek faktorii ¢alismasinda infertilitenin 6nemli bir
nedeni olarak giderek daha fazla 6nem kazanmakta ve genis ¢apta arastirilmaktadir.
Sperm DNA'sinin biitiinliigii, genetik bilginin dogru iletimi i¢in gereklidir ve herhangi
bir DNA hasar erkek kisirligina neden olabilir. Erkek gametindeki olas1 olast DNA
anomalileri arasinda, 6zellikle infertil popiilasyonda DNA fragmantasyonu en sik
goriliir. Parcalanmis DNA igeren bir sperm canli, hareketli, morfolojik olarak normal
olabilir ve bir oositi dolleyebilir. Oositin, DNA hasarinin tiiriine, oosit kalitesine ve
yasina bagli olarak DNA hasarin1 onarabildigine dair kanitlar vardir, ancak destekli
tireme tekniklerinde 6nemli sayida kadin hastada ileri yas veya yumurtalik infertilite

nedeni vardir DNA onariminin dogal kapasitesini zorlayabilir.

Erkeklerde yiiksek DNA sperm fragmantasyonu infertilite, dogurganlik da

niikleer vakuolizasyon, anormal kromatin yogunlagmasi, semende artmis CD4 ve CDS8

2



T lenfositleri veya sperm DNA fragmantasyonu ve gebelik kayb1 gibi semen kalitesi
arasindaki baglantilar1 gostermektedir kniklerinde semen ¢alismasinda 6nemli bir
parametre de oksidatif stres (OS), aslinda sperm DNA hasariin ve erkek kisirliginin
nedenlerinden biri, ROS iiretimi viicudun kendi dogal antioksidanini astiginda ortaya
cikan dengesiz reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) varligidir. ROS, sperm ¢ekirdegindeki
DNA'nin biitiinliigiine saldirir, bu da baz modifikasyonlarina, iplik kopuslarina ve
kromatin ¢apraz baglantisina neden olur. Bu islem 06zellikle kompaksiyon kétii
oldugunda ve kromatin protaminasyonu eksik oldugunda miimkiindiir diisiik sonuglar

ve ayrica gebelik kaybinda artis ile iligkilidir.

Calismamizda, sperm dondurma ¢ozme islemi sonrasi sperm DNA
kondensasyonunda degisim olup olmadigini incelemek, varsa bu degisimin azalan
motilite ile korelasyonu olup olmadigini belirlemek, ayrica semeni raw hali veya
yikama sonrasi dondurmanin motilite, morfoloji ve DNA kondensasyonu {izerine
etkisi olup olmadigi arastirilmistir. Ayrica DNA frangmantasyonu belirlemek igin ise
Akridin turuncu testi (Acridine Turuncu Test)  kullanilmigtir. Bunun yaninda
calismada akridin turuncusunun asitli ortamda yesilden kirmiziya déniismesi ile DNA

denatiirasyon genisligi floresan mikroskopta degerlendirilmistir



2. GENEL BILGILER

2.1.Seminal Vezikiil

Seminal sivinin % 50 ile %70 arasinda degisen ¢ogunluk kismi sar1 viskoz
seminal vezikiil sekresyonundan olusur. Salgi, fruktoz, amino asit, prostaglandin,
askorbik asit, basit sekerler ve seminal vezikiile 6zgii proteinleri icerir. Fruktoz,
bosaltilmis spermin ana enerji kaynagidir. Bosalma sirasinda, seminal vezikiillerin diiz
kasinin kasilmasi sonucunda, salgi ejakiilatuar kanala bosaltilir ve spermatozoan
tiretradan disar1 atilir (Gardner D. K. ve ark., 2010). Fruktoz oOl¢limii seminal

vezikiillerin salgilama fonksiyonunu gostermek i¢in yapilir. (WHO 5.baski, 2011).

2.2.Spermin Yapisi

Sperm kelimesi Latincede spermatozoon ve ¢ogul olarak spermatozoa seklinde
kullanilir. Spermtozoon erkek olgun germ hiicresi olarak tanimlanir. Sperm uzunlugu
yaklasik 60 um'dir. Bas, boyun ve kuyruk béliimlerinden olusur. Kafanin uzunlugu 3-
5 um ve genisligi 2-3 um'dir. Bagin 6n kismi akrozom adi verilen bir kilifla kaplidir.
Akrozom kesesinde yumurta zarinit delmek icin hidrolitik enzimler (hiyaliironidaz,

akrosin, proteazlar, asit fosfatazlar) gereklidir (Fawcet D.W., 1965).

Boyun ad1 verilen kisim, spermin kuyruk ve kafasi arasinda 0.5 mikrometrelik
kisa bir segmenttir. Mitokondri burada bulunur ve sperm hiicresine gerekli enerjiyi
saglayan mitokondri tarafindan saglanir (Curry M.R., 1995). Sperm boynunun
sentrozomu organelde bulunur. Centrozom sperm kuyrugunun ilk kismudir.
Centrozomun gorevi yumurtayl bolmek ve ¢ogaltmak ve embriyo gelisim siirecini

baglatmaktir.

Spermin kuyruk kismi1 45-50 mikrometre boyundadir. insan sperminin kuyrugu
tic kisma ayrilir: orta kisim, ana kisim ve son kisim. Kuyrugun merkezinde, 9 + 2
diizenlemesine uyan 9 dis c¢ift miyotubiil ve ortada bir ¢ift mikrotiibiil vardir.
Mikrotiibiil yapis1 kalin fibrillerle ¢evrilidir ve bu dis fibriller kuyruga diklik verir.

Aksonem hareketlilik sagliyor. Flagellum ile spermatozoa hareketi yapar.



Sekil 2.1. Bir sperm hiicresinin kisimlari

Kaynak: Siizen B., 2012

2.3.Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonial hiicreden mitotik ve mayotik bdliinmeler
sonucunda olgun sperm hiicresinin hiicre farklilagmasi ile olugsmasidir. Spermatogenez
sirasinda spermatozoa, normal sperm fonksiyonu i¢in gerekli epididimal olgunlagmay1
morfolojik ve fizyolojik olarak girer. Bu nedenle, spermatogenez sirasindaki bir kusur

hatal1 sperm iiretimine neden olur (Shafik A. ve ark. 2006).

Spermatogenez 3 asamada incelenir. Bu asamalar asagida ayrintili bir sekilde

anlatilmistir.

2.3.1. Spermatositogenez (Proliferasyon)

Insanlarda 3 tip spermatogenetik hiicre vardir: Karanlik tip A, agik tip A, tip B.
Karanlik tip A spermatogonyumlar kaynak hiicrelerdir ve gerekirse agik hiicreler
olusturur. Taban zari, yuvarlak, biliylik hiicreler ve boyama ozellikleri iizerinde
bulunan her ii¢ tip spermatojenik hiicre histolojik boliimlerde ayirt edilebilir (Clermont

Y., 1972).



Tip A spermatogoni Tip B spermatogoni, béliinerek formla gogaltilir. Birincil
spermatositler, B Tipi spermatogoninin boliinmesiyle olusur. Birincil spermatositler
46 kromozom (44 + XY) ve 4n DNA (n haploid kromozomu) igerir. Birincil
spermatositler, olusumlarindan hemen sonra ilk mayotik bdliinmenin profazina

girerler. Bu béliimiin faz evresi yaklasik 22 giin siirer (Ozdamar S. ve ark., 2002).

2.3.2. Mayoz boliinme

Primer spermatositler birinci mayoza girer ve DNA'larim1 replike ederler.
Birinci mayozu tamamlamasi sonucu olusan sekonder spermatositler homolog
kromozomlarin yarisini (23 haploid kromozom) ve DNA'nin yarisini (2n DNA)
tasirlar. ikincil spermatositler ikinci mayoz béliiniir ve spermatid igeren 23 haploid (n

DNA) kromozomu olusturur.

2.3.3. Spermiyogenez (farklilasma)

Bu siirecte hiicre boliinmesi ger¢ceklesmez. Mayoz bdliinmeler sonucu olusan
spermatitlerin sertoli hiicrelerinde gelisme ve farklilagsma siirecidir. Bu islemin
sonunda, spermatidler olgun spermyum olarak seminifer tiibiiliin liimenine atilir

(Fawcett D.W., 1965).

Liimen i¢indeki Sertoli hiicresi tarafindan beslenir ve yeniden sekillendirilir.
Boylece yavas yavas spermatozoon olur. Spermatozoaya donilisiim sirasinda
sitoplazmanin bir kismi1 kaybolur, ¢ekirdek kromatin yeniden diizenlenir, kompakt bir

kafa olusur ve kuyruk gelisir (Hassa H., 2003).
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Sekil 2.2. Erkek germ hiicrelerinin olusumu

Kaynak:Junqueira L.C. ve ark., 1998.

Spermiyogenez asamasi ise 3 asamada meydana gelir. Spermidogenez,
sekonder spermatositlerin olgun spermyumlara bdliinmesiyle olusan spermatid
hiicrelerinin transformasyonu olgusudur. Bu siirecte akrozom formlari, c¢ekirdek
yogunlasir ve biiyiir, flagellum gelisir ve sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonug olarak,

olgun spermatozoon seminifer tiibiiliin liimenine salinir (Junqueira L. C. vd., 1998).

Spermiyogenez asamasi golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi olmak

tizere li¢ fazdan olugsmaktadir. Bu fazlar asagida agiklanmistir.

e Golgi Fan

Spermatidlerin sitoplazmasinda, belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondri, bir ¢ift
sentriol, serbest ribozom ve ¢ekirdegin yakininda bir endoplazmik retikulum vardir.
Cekirdek tizerindeki akrozom bolgesi, spermin 6n kutbunu belirler. Sperm gelisiminin
bu asamasinda, mitokondri aniden sitoplazmanin kenarina go¢ eder ve plazma zarina
yakin yerlesir. Akrozom graniilii ve vezikiilii olusturulurken, birbirine dik iki silindirik
merkezkag, olusan akrozomun ¢ekirdegin arkasina dogru ters yonde hareket eder

(Junqueira L.C. ve ark., 1998).



e Akrozomal faz

Akrozom vezikiilii ve graniilii cekirdegin 6n kismini kaplayacak sekilde yayilir
ve buna akrozomlar denir. Akrozom, hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve bazi
hidrolitik enzimleri igerir. Bu nedenle, bir lizozom gibi davranir ve korona yayilan

hiicreleri birbirinden ayirir ve bu enzimler zona pelluciday1 sindirir.

Ayn1 zamanda, merkezlerden biri flagellum'u olusturmak igin gelisir.
Mitokondri, kirbaglarin proksimal kisminin etrafinda olusur ve 'orta kisim' ad1 verilen
kalinlagsmig bir alan olusturur. Bu bdlge spermatozoon hareketinin kaynagidir. 9 + 2
mikrotiibiil aksonem yapisidir. Mitokondri, kuyrugun orta kisminda sarmal bir kilif

olusturur (Junqueira L.C. ve ark., 1998).

e Maturasyon faz
Bu asamada spermatid sitoplazma sertoli hiicreler tarafindan atilir ve
fagositozlanir. Sertoli hiicreleri daha sonra spermatidleri tiibiil limenine dogru serbest

birakir (Junqueira L.C. ve digerleri, 1998).

Akrozomal grandl

Akrozomal vezikiil

Akrozomal baglik (kep) Akrozom

Mitokondri Akrozom
e ———E T
5pum o 50 um 5um 5 um
— J §

Son parca Esas parca Orta parca Bag

Sekil 2.3. Spermiyogenez fazlarinin olusumu

Kaynak:Jungueira L.C. et al., 1998



3.  GEREC VE YONTEM

3.1. Semen Analizi

Semen analizi, kisirlik ile bagvuran bir giftte erkeklere uygulanan temel
testlerden biridir. Semen analizi, spermatozoa, seminal plazma, sperm olmayan

hiicreler ve birgok faktoriin degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir tani testidir.

Semen analizi, sonuglar1 standartlagtirmak i¢in en az 72 saat boyunca standart
cinsel perhiz gerektirir. Bu siire 48 saatten az veya 7 glinden fazla olmamalidir. Semen
parametreleri dogurgan erkeklerde bile zaman i¢inde degisebilir, bu nedenle en az 2

sperm Ornegi en az 2 haftalik araliklarla incelenmelidir.
3.2. Semenin Makroskobik Olarak Incelenmesi

Semen analizi islemine, sivilastirmadan hemen sonra baslanmalidir. Tiim
numune genellikle oda sicakliginda 15 dakika icinde sivilastirilir, bu da nadiren 60
dakika veya daha fazla siirebilir. Altmis dakika iginde tam sivilasma meydana
gelmezse, bu kaydedilmelidir. Analiz, bosalmadan sonra en fazla bir saat icinde 30
dakika icinde yapilmalidir, bdylece dehidrasyon veya sicaklik degisimi semen

kalitesini olumsuz etkilemez. (DSO 5. baski1, 2010).

Normal likefiye olmus semen numunesi homojen ve gri-opak bir goriiniime
sahiptir. Makroskobik olarak degerlendirilen parametreler: koagiilasyon, likefaksiyon

sliresi, goriiniim ve renk, viskozite, hacim, pH’dir.

e Koagiilasyon: Bosalmadan sonra spermanin sivi halden yar1 katiya
dontigmesidir. Vezikiiller ve epididimal proteinler nedeniyle semende
pihtilasma meydana gelir. Pihtilasma olmadiginda seminal vezikiil veya vas

deferens olmadigindan siiphelenilir (Du Plessis S.S., 2013).

e Likefaksiyon (sivilasma siiresi): Seminal sivinin tekrar siv1 hale gegcmesidir.

Prostat salgilanan prostata 6zgii antijen (PSA) vezikiiler proteinlerin etkilesimi



ile ortaya ¢ikar. Genellikle pihtilagmadan sonraki ilk 15 dakika i¢inde ortaya
cikar. Ancak, 60 dakika kadar siirebilir. Nadiren sivilasma olmayabilir ve
mekanik veya enzimatik ¢oziinme gerektirebilir. Sivilagma normal prostat
fonksiyonunun bir gostergesi olarak kabul edilir. (Mikhailichenko V.V. ve
Esiov A.S., 2005).

Goriiniim: Homojen ve gri-opak goriiniimdedirler. Normal kokuya prostat
sekresyonu ve oksidasyon neden olur. Anormal kokular enfeksiyonun
gostergesi olarak kabul edilir. Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse, daha az
opak goriinebilir; renk de degisebilir: 6rn. eritrositler varsa kirmizi-kahverengi
(hemospermi) veya hasta ikterikse veya bazi vitaminler veya ilaglar aliyorsa

saridir.

Hacim: Uygun cinsel perhiz siiresi sonrasi normal hacim 1,5 - 6 ml ¢ikmasi

gerekmektedir.

Semen pH’s1: PH kagidina bir damla semen yerlestirilir ve 30 saniye i¢inde
renk degisimi kalibrasyon ¢gubuguyla karsilastirilir. Normal pH seminal vezikiil
sekresyonlarindan dolay1 alkalidir. Normal bir numune i¢in alt referans degeri

7,2’dir.

3.3. Semenin Mikroskobik Olarak incelenmesi

Semen numunelerinin makroskobik olarak incelenmesinin ardindan, spermden

10 pl almarak Makler sayim kamerasinda bir degerlendirme yapilir. Bu

degerlendirmede sperm konsantrasyonu faz-kontrast mikroskobu ile degerlendirilir.

Hazirlanan numune mikroskopta 100 kat biiyiitme ile taranir. Bu biiylitme 10x

biiyiitmeli objektif ile 10 kat biiylitmeli okiilerin birlesimi ile saglanabilir. Hazirlanan

bu preparatta mikroskoptan bakilarak;

Sperm sayisi, sperm hareketliligi ve sperm morfolojisi
Sperm agregasyonu/agliinitasyonu

Epitel hiicreleri gibi spermatozoa diginda kalan hiicrelerin varligi
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e Lokositler ve immatiir germ hiicreleri ve izole olmus sperm baglar1 yahut sperm

kuyruklarmnin bir degerlendirmesi yapilir (DSO, 5.bask1, 2010).

Bu degerlendirme esnasinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli noktalardan
birisi spermin muhafaza sicakligidir. Numuneler degerlendirilme esnasinda 20 - 37°C
sicakliklarinda muhafaza edilmelidir. Sicakligin yaninda muhafaza siiresine de ayrica
dikkat edilmelidir. Motilitenin degerlendirmesi; likefaksiyonu takip eden 30-60 dakika

icerisinde tamamlanmalidir.

3.3.1. Sperm Konsantrsyonu

Sperm konsantrsyonu, tiim ejakiilattaki toplam sperm sayisidir ve daha
minimum referans degeri 39x10°¢ / ml'dir. Sperm konsantrasyonunun toplam hacim ile

carpilmasiyla bulunabilir.

Spermada semeni olmayan hastalar 15 dakika boyunca 3000 g'de
santrifiijlenmeli ve azospermi pelet muayenesi olmadan teshis edilmemelidir.

Azospermi sperm tanisi alan erkeklerin ayrintili muayenesi sonucunda bulunabilir

(Olshan A.F. vd., 1995).

3.3.2. Makler Sayim Kamerast

Sperm sayilarinin belirlenmesinde kullanilan Makler sayim kameras1 10 pl
derinligindedir. Iki par¢a camdan olusur. Ust cam, her biri 0.1x0.1 mm olan 100 kareye

boliinmiis 1 mm?’lik ince ¢izgilere sahiptir.

Sivilastirilmis ve karistirilmis spermadan kiiclik bir seyreltilmemis semen
damlas1 diskin ortasina yerlestirilir, yerlestirilir ve sayilir. Spermler on kare i¢inde
yukaridan asagiya veya soldan saga yan yana sayilir. Bulunan say1, mL basina milyon

sperm sayisini gosterir.

Sperm sayma alaninda (yukaridan asagiya veya soldan saga yan yana 10 kare),

hareketsiz spermler sayilir ve hareketli sperm sayisi, toplam sperm sayisiyla orantili
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olarak hesaplanir. Bu islem bir¢ok alanda tekrarlanir ve ortalamasi alinir. Daha sonra

hareketlilik ytlizdesi ve kalitesi hesaplanir. (Demirel E., 2006).

CHA
“‘::usn

Sekil 3.1. Makler sayim kamerasi

3.4.Sperm Hareketlerinin Simiflandiriimasi

Makler sayim kamerasinda incelenen sperm preparatlarinin hareketlerinin
siniflandirilmasi belirli standartlar cercevesinde olur. Diinya Sagli Orgiitii’niin tavsiye
etmis oldugu bu standardizasyonda spermler a,b,c ve d seklinde derecelendirilmek
yerine ileri hareketli, yerinde hareketli ve hareketsiz olarak kategorize edilmistir(DSO

5.baski, 2010). Bunlarin Makler kamera altindaki goriiniis ve hareketleri su sekildedir;

o Tleri Hizh (Progresif Motilite; PR): dogrusal veya genis bir daire i¢inde aktif
olarak hareket eden spermatozoa.

 lleri Hizh Olmayan (Nonprogresif Motilite; NP): ileriye dogru hareketin
olmadig tiim diger hareketlilik kaliplari,

« Hareketsiz (immotilite; IM ): Herhangi bir hareket belirtisi olmayan

spermatozoa.
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3.4.1. Sperm Agliitinasyonu

Hareketli spermlerin birbirlerine yapisarak bir arada kalma durumudur. Bu
yapismalar bas-bas, kuyruk-kuyruk yahut karisik bir sekilde olabilir. Grade 1-4
olarak smiflandirilir. (DSO 5.baski, 2010).

3.4.2. Sperm Canliligy

Sperm yasayabilirlik testleri, progresif hareketli spermin %40’dan kiigiik
oldugu durumlarda 6zellikle 6nemlidir. Hiicre zar1 biitiinliigii belirlenir. Canli spermin
yiizdesi bozulmamis zar hiicrelerinin boyanmasi veya hipotonik sigsme testi ile
saptanmasiyla degerlendirilir. Eozin-nigrosin veya eosin-Y testinde, zara zarar gormiis

spermatozoa boyayi alir ve lekelenir.

3.4.3. Sperm Morfolojisi

Teratospermi olarak adlandirilan morfolojide goriilen anormallikler spermin
bas, boyun ve kuyruguna gore smiflandirilir. WHO kriterlerine gore, normal
morfolojisi olan sperm ylizdesi %30'un lizerinde olmalidir. Kruger'in kesin kriterleri,
DSO tarafindan kullanilan, degerlendirmenin ayn1 morfolojik &zelliklerini alan, ancak
ayni zamanda siirda anormal olarak kabul edilen spermatozoay1 yapan daha kati

kriterlerdir (Kruger T.F., 1988).

Tablo 3.1. Kruger Kesin Kriterlerine Gére Sperm Morfolojisi

Bas Uzunluk 5-6 Mikron / Genislik 2,5-3,5 mikron

Akrozom Basin % 40-70°ini olusturmal

Orta par¢a Genislik 1 mikron / Uzunluk 1,5 x Bag Uzunlugu

Kuyruk Boy: 45 Mikron / Uniform / Orta par¢adan daha ince /
Kivrilmamais / Kirik bulundurmamali

Sitoplazmik Damlacik Bas alaninin % 30-70‘inden az sadece orta parcada
lokalize

Kaynak: Kruger T.F, 1986
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3.4.4.

Sperm Morfolojik Anomalileri

Mikroskobik incelemelerde goriilen, spermin normal morfolojisi disinda; bas,

boyun ve kuyruk bolgesinde goriilen ¢esitli morfoloji anomalileri vardir. Bu anormal

morfolojiler su sekilde siiflandirilir;

Bas anomalileri: Normalden daha biiyiik ya da kiigiik, konik, piriform,
yuvarlak, amorf, vakuollii (>2’den fazla vakuol, vakuoler alan boyanmasi
%20’den fazla), c¢ift bash veya bunlarin kombinasyonu seklinde

gorilebilmektedir.

Boyun ve orta kistm anomalileri: Bas kisminin asimetrik olarak orta parcaya
girmesi, kalin olmasi1 ya da diizensiz bir formda olmasi, ince olmasi veya

bunlarin bir arada bulunmasi seklinde olur.

Kuyruk anomalileri: Kuyruk kisminin kisa olmasi, birden ¢ok sayida
bulunmasi, kirik, keskin agili, koil formda olmasi, diizensiz olmasi yahut

bunlarin bir arada bulunmasi seklinde olur.

Tablo 3.2. Diinya Saglik Orgiitii (2010) Sperm Kriterleri

Parametreler Alt limit degerleri
Miktar (voliim) >1.5ml (1,4-1,7)
pH >7.2
ml de sperm sayisi (konsantrasyon) >15 milyon/ml

(12-16)
Total sperm sayisi >39 milyon/ml (33-46)
Hareketlilik (motilite) %40 (A+B+C)* %32 (A+B) (38-42)
Sekil (morfoloji) >%4

(3-4)
Canlilik (Vitalite) >58 (55-63)
Lokosit <1 milyon/ml
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3.5.Diinya Saghk Orgiiti Parametrelerine Goére Sperm Analizi

Terminolojilerinin Tanimlar:

e Aspermi: Seminal sivinin yoklugu aspermi olarak adlandirilir. Azospermiden
(seminal sivida sperm yoklugu) ayirt edilmelidir. Asperminin nedenleri
arasinda retrograd ejakiilasyon, vaskiiler, hormonal ve erektil disfonksiyon

bulunur.

e Hipospermi: Ejekulat hacmi 1,5 ml'den azdir. Hiposperminin nedenleri
arasinda prostat, seminal vezikiil ve vazdeferensin enfeksiyonu, travma ve
timdrler; androjen eksikligi, ejakiilator kanallarin tikanmasi ve retrograd

ejakiilasyon.

e Hiperspermi/ polizoospermi: Sperm yogunlugu siirekli olarak 250 milyon /
ml'den fazladir. Prostat ve seminal vezikiil enfeksiyonunda veya cinsel iligki

nadir oldugunda ortaya cikar.

e Ejakulatta koagiilasyon bozuklugu: Ejekiilatin pihtilasmamasi durumudur.

Seminal vezikiil patolojilerinde goriiliir.

o Ejekiilatta likefaksiyon bozuklugu: Ejakiilatin likefiye olmamasi

durumudur. Prostat ve bulbo- iiretral bezin patolojilerinde goriiliir.

e Azospermi: Ejekilatta herhangi bir sperm hiicresinin olmamasidir.
Azospermiye genetik bozukluklar, hormonal degisiklikler, germinal aplazi,
bilateral vas deferens yoklugu ve bosalma kanallarindaki engeller neden

olabilir.

e Oligozoospermi: Sperm konsantrasyonunun 15 milyon/ ml’ nin altinda

olmasidir. Kendi i¢inde iki grupta incelenir.

a.Hafif Oligozoospermi: Sperm konsantrasyonunun 5- 15 milyon/ ml’ nin

arasinda olmasidir.
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b.Siddetli Oligozoospermi: Sperm konsantrasyonunun 5 milyon/ ml’ nin

altinda olmasidir.

Astenozoospermi: Ileri hareket eden spermatozoanin% 40'tan diisiik veya ileri
hareket eden spermatozoanin% 32'den diisiik oldugu durumdur. Is1 nedeniyle

bir¢cok konjenital (Kartegener Sendromu), enfeksiyon, ilag olusabilir.

Teratozoospermi: Normal sperm yapisinin %4 iin altinda kalmasi oOlmasi
durumudur. Teratozoospermiye sebep olan durumlar arasinda kromozomal
bozukluklar, toksik maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve epididim

enfeksiyonu vardir.

Astenoteratozoospermi: Spermlerin motilite ve morfolojik incelemesinin her

ikisininde normal sinirlarin altinda olmasidir.

Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin sayi, motilite ve morfolojik

incelemesinde {i¢tiniin birden normal sinirlarin altinda olmasidir.

Nekrozoospermi: Nekrozoospermi, numunenin %?25'ten fazla olii sperm
hiicresi igerdigi anlamma gelir. Idiyopatik olabilir; toksik maddelerle temas,

Kartagener Sendromu ve azalmis cinsel iligki de ortaya ¢ikabilir.

Lokositospermi: Semen ig¢inde bulunan I6kositlerin mililitrede 1milyon

adetten fazla olmasidir.

Hipospermi: Semen hacminin 1 mililitre veya bu degerden daha az olmasi

durumudur.
Hiperspermi: Semen hacminin 6 mililitreden daha ¢ok olmasi durumudur.

Niikleer Anomali: Sperm hiicresinin basinin toplu igneye benzer sekilde bir

sekil almasidir.

Globozoospermi: Sperm hiicresinin bas kisminda bulunan akrozomun

bulunmamasidir.
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e Kriptozoospermi: Yiiksek hizda santrifiij sonrasi ejekiilatta sperm
goriilmesidir. (DSO 5.Bask1,2010;Yaman S ve ark.,1990; Satar DA ve Gengdal
S., 2013)

3.6. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Erkekte  gorillen  infertilitenin  teshisi, semen  parametrelerinin
degerlendirilmesine dayanir. Bununla birlikte, bu parametrelerin higbirinin sadece bir
ciftin dogurganlik potansiyelini degerlendirmede giivenilir olmadigi bilinmemektedir.
Ozellikle agiklanamayan infertilite hastalarinda bu parametreler referans smirlari
i¢cindedir. Kabul edilen standartlara gore; hasarli sperm sayisinin% 15'ten az olmasi
beklenir. % 15-30 ara adim; Spermiyogram sonucu% 30'dan fazla anormal sperm
bulunan erkeklerin yiiksek DNA fragmantasyonu oldugu diistiniilmektedir. (Ashok A.
ve ark., 2016).

3.7. Sperm DNA Yapisi

Sperm kromatin, DNA ve sperm niikleer proteinlerinin siki paket seklinde
dizilmesiyle olusur. Bu niikleer proteinler ¢ogunlukla temel 6zellikler gosteren P1 ve
P2 protaminleridir. DNA seritleri diizenli ve siki ilmekler olusturmak igin bu
protaminlerin etrafina sarilmistir (Filatow M. V. ve dig., 1999). Spermatozoa kromatin
yapist bu sekilde protaminlerle sikica doldurulurken, ilmeklerin %15'1 daha gevsek bir

yapida paketlenir.

Spermiyogenez sirasinda protaminlerin yerini histonlar alir. TP1 ve TP2

proteinleri bu geciste aktiftir (Filatow M. V. ve digerleri, 1999).

3.7.1. Sperm DNA Hasarlart

Sperm DNA parcalanmasi, spermatogenez sirasinda kromatinin yanlig
paketlenmesi, ejekiilat dncesi apoptoz, ejakiilatta biiylik miktarlarda reaktif oksijen
tiirlinlin olugmasi, endiistriyel veya ¢evresel toksinlere maruz kalma, genetik, oksidatif

stres veya sigara i¢ilmesinden kaynaklanabilir (Elder K. ve Dale B.,2014).
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Sperm DNA'nin herhangi bir onarim mekanizmasi yoktur. Somatik hiicrelerin
aksine, spermdeki DNA hasar1 daha kotii embriyonik sonuglara neden olabilir.
Kromozomal anormallikler nedeniyle dollenme ve embriyo gelisiminde sorunlar

ortaya ¢ikabilir (Bordignon V. ve Smith L.C., 1999).

Bu noktada, bir onarim mekanizmasi olan oositin sperm DNA'sindaki tek
zincirli kiriklart ¢ift zincirli kiriklardan daha kolay onarabildigi bilinmektedir.
Bununla birlikte, onartm DNA hasar1 ¢ok biiyiikse, embriyo tiim paternal DNA'y1
pargalayabilir (Yamauchi Y. ve ark. 2007).

3.7.2. Sperm DNA Fragmantasyonu

Sperm DNA'sinin boyutu yaklasik 60 kb'dir. Sperm niikleoproteinleri % 80
sikigtirilmis yapida bulunur. P1 ve P2 protaminleri iceren sperm DNA, P1 protamin

P2'den daha yogundur.

P2 protamin'in bu diisiik yogunluklu yapisinin sperm DNA'sinda herhangi bir
onarim mekanizmasi yoktur. Somatik hiicrelerle karsilastirildiginda, spermdeki DNA
hasar1 daha kotii embriyonik sonuglara neden olur. Cilinkii sperm DNA'sinin herhangi
bir onarim mekanizmasi yoktur. Baba genomunun ekspresyonu baslar baglamaz,
kromozomal sapmalar dollenme ve embriyo gelisiminde sorunlara neden olabilir.

(Bordignon V. ve digerleri, 1999).

Bu gibi durumlarda, oositlerin sperm DNA'sindaki tek zincirli kiriklar: ¢ift
zincirli kiriklardan daha kolay onarabildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, onarim
DNA hasar1 ¢ok biiyiikse, embriyo tiim baba DNA'sin1 bozabilir. (Yamauchi Y. ve
digerleri, 2007).

3.7.3. Spermatozoa Kromatin Paketlenmesi

Sperm hiicresi kromatini, DNA ve sperm niikleer proteinlerinin siki
paketlenmesi sonucu olusur. Bu niikleer proteinler P1 ve P2, temel 6zelliklere sahip
protaminlerdir. Sperm DNA zincirleri diizenli ve siki dongiiler olusturmak i¢in bu

protaminlerin etrafina sarilmistir. Sperm kromatinin ¢ogunlugu protaminlerle sikica

18



doldurulurken,% 15'i histonlarla gevsek olarak dolduruldu. Bu oranin infertil
erkeklerde arttig1, bu oranin fertil erkeklerde korundugu gozlendi. (Oguz Y., 2013;
Tesarik J. ve Greco E., 2002; Ashok A. ve ark., 2017).

3.7.4. Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS)

Serbest radikaller yiiksek enerjili, kararsiz bilesiklerdir. Spermada ROS
kaynagi, anormal morfolojiye sahip 16kositler ve spermatozoadir. Spermada I6kositler
prostat ve epididimdir. Lokositler mikroorganizmalara direnirken ¢evreye siiperoksit
(O2) yayar. Bu siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit (H202), hidroksil grubu (OH")
veya hipoklorit (C1O ) gibi toksik maddeler tiretmek i¢in diger ROS ve oksidanlarla
reaksiyona girer. (Lamirande E.D. ve Gagnon C., 1993; Baker M. A. ve Aitken R.J.,
2005). Bahsi gegen bu mekanizmalar, spermin genetik yapisi ve morfolojisinde hasara

yol agar.

3.8. Sperm DNA Fragmantasyon Analizi

Literatiirde kabul edilen standartlara gore; hasarli sperm sayisinin %15'ten az
olmasi beklenir. % 15-30 ara bolge ve spermiyogram sonucu %30'dan fazla anormal
sperm bulunan erkeklerin yliksek DNA fragmantasyonu oldugu belirlenmistir. ICSI
icin bu kadar yliksek DNA fragmantasyonu olan sperm numuneleri kullanildiginda

basarisiz dollenme oranlari, gebelik kayiplar1 ve yavas embriyo gelisimi gozlenmistir.

(Ashok A. ve ark., 2016).

Tablo 3.3. Sperm DNA Fragmantasyon Siniflandirmasi

DFI <%15 Iyi Fertil Fertil Potansiyel
%15- 30 DFI Orta Fertil Potansiyel
>%030 DFI Kotii fertil potansiyel
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3.9. Akridin Oranj Testi (AOT)

Akridin turuncu, niikleik asite 6zgii, bir ¢esit katyonik floresan boyadir. Cift
sarmal ya da tek sarmal DNA’ya baglandiginda floresanin mikroskop altinda
goriiniirliigii farkli olur. Mikroskop altinda yesil olarak goriinenler normal DNA’ya
sahip spermatozoalari, sar1 ve kirmizi olarak goriinenler ise DNA hasar1 olan
spermatozoalar1 gosterir. (Cebesoy F.B ve ark,2006; Khalili M.A. et al., 2006). Lizin
ihtiva ettigi i¢in anilin mavisiyle renk almayacaktir. (Agarwal A. et al., 2017).

3.10. Sperm Kriyoprezervasyonu

Sperm kriyoprezervasyon islemi ilk olarak 1949 yilinda Polge ve arkadaslari
tarafindan gliserol kullanilarak yapilmistir (Mazur P., 1984). Islemin amaci, bir yasam
hiicresinin veya dokusunun, islev kayb1 olmaksizin minimum hasarla diisiik sicaklikta

uzun siireli depolanmasidir (Wetzels A.M.M., 1996).

Sperm kriyoprezervasyonunun genel prensibi; malzemenin kriyopresektanlarla
stabilize edilmesinden sonra, sogutma, -196°C'de sivi azot icinde depolanmasi ve
spermin ve gelismis fizyolojik ortamin canlilifini korumak icin kriyoprotektanlarin
coziindiiriilmesi ge¢mektedir (Gardner D.K., 2007). Kriyoprezervasyon siirecinde
kullanilan ~ kimyasallar, donma-¢6ziillme yontemi canliligi etkileyebilecek
yontemlerdir. Fizyolojik 1s1 ve ¢evre sirasinda sogutulacak ve diislik sicakliklarda
sogutulacak malzeme dikkatle yapilmas1 gereken siireclerdir (Schroeder A. C. vd.,
1990). Sperm kriyoprezervasyonu i¢in mevcut endikasyonlar asagidaki gibi
Ozetlenmistir (Davis N.S., 1997).

e Cerrahi yontemlerle sperm elde edilmesi halinde,

e Kemoterapi ve radyoterapi gibi gonad hiicrelerine zarar verebilecek sitotoksit

tedaviler oncesinde 6zellikle geng bireylerde,

e Ureme fonksiyonlarinin kaybedilmesine yol acacak olan ameliyatlar

(testislerin alinmas1 vb.) dncesinde,
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e YUT planlanan hastasindan psikolojik nedenlerle islem giinii 6rnek alinma

problemi olabilecegi diisiiniiliiyorsa 6nceden sperm 6rnegi alinip saklanmasi,

e Azoospermik hastalarda basarili cerrahi islem sonrasinda islemleri

tekrarlamamak i¢in alinan 6rnegin saklanmast,

Ayni diizenlemeye gore, lireme hiicreleri ve gonad dokular1, bu malzemelerin
giivenligi i¢in donér adayinin DNA analizi ile birlikte depolanmaktadir (Sanger W.G.
etal., 1992).

Farkli maturasyon asamalarina sahip spermlerin dondurma ve ¢dzme
yontemleri de birbirinden farklidir. Ejakiilat sperm, kriyoprezervasyonda testikiiler ve
epididimal spermlerden daha duyarlidir. Kriyoprezervasyondan sonra, serbest oksijen
radikallerinin (hidrojen peroksit vb.) Uretimi arttikca motilite, canlilik ve déllenme

kapasitesi azalabilir (De Lamirande E. et al., 1997).

3.11. Kriyobiyolojinin Temelleri

3.11.1. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar ~ gamet  hiicrelerini  dondurmak i¢in  kullamilan
koruyuculardir. Koruyucu 6zellikleri yliksek oranda H2 (hidrojen) baglar1 olusturur ve
buz kristallerinin boyutunu azaltir (Sanger W. G. vd., 1992).

Kriyoprotektanlar fonksiyonel olarak 2'ye ayrilir: gecirgen ve gecirgen
olmayan kriyoprotektanlar. Gegirgen kriyoprotektanlar hiicreye, gecirgen olmayan

kriyoprotektanlar hiicreye gecemez (Delilbasi L., 1997).
3.11.2. Permeabl (Internal) Kriyoprotektanlar

En yaygin olarak kullanilanlar DMSO, gliserol, etilen glikol ve propilen
glikoldiir (PROH). Bu kriyoprotektanlar hiicre zarina girer ve etkilerini gosterir.

Koruyucu etkileri, dondurma sirasinda elektrolit konsantrasyonunun azaltilmasi,
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dehidrasyonun diizenlenmesi ve protein yapilarinin korunmasi ve diisiik sicakliklarin
neden oldugu ozmotik biizilmenin azalmasindan kaynaklanir (Leeuw F.E.D. et al,
1993).

3.11.3. Nonpermeabl (Eksternal) Kriyoprotektanlar

Monosakkaritler (glikoz, heksoz), disakkaritler (siikroz) ve trisakkaritler
(rafinoz) hiicre dis1 koruyuculardir. Bu koruyucular hiicre zarin1 ozmotik basinca

esnek hale getirir ve hiicre sismesini 6nler (Arav A. ve ark. 1993).

3.11.4. Kriyoprezervasyon Hasarlar

Kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerin strese maruz kalma durumuna

kriyoprezervasyon hatalari denir. Kriyoprezervasyon hasarlarinin sebepleri:

e Hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu
¢ Yogun dehidratasyon
e pH degisiklikleri

e Protein denatiirasyonu

Ani sicaklik diistisiine bagli hiicre yapist ve fonksiyon hasari, membran
gecirgenligi ve hiicre iskeleti yapisindaki degisikliklerle iliskilidir (Elder K. ve Dale
B., 2013).

Kriyoprezervasyon sirasinda en temel hiicre hasart donma ve 6zellikle de
¢0zdliirme asamasindadir. Hiicreler aniden donarsa, hiicre disindaki su transferi ani ve
asir1 olacagindan membranda ozmotik hasar meydana gelir. Hizli yerine yavas yavas
¢oziiliirse, bu sefer hiicre i¢i buz kristalleri birlesebilir ve birbirleriyle biiyiiyebilir ve
tekrar hiicre zarina zarar verebilir. Yavas dondurma ve hizli ¢ozdiirme bu nedenle
onemlidir (Albert B. ve ark., 2008). Kriyoprezervasyonda hiicre hasarinin nedenleri,
buz kristallerinin neden oldugu yapisal hasarlar ve oksidatif stresle iligkili reaktif

oksijen radikallerinin neden oldugu hasarlar olarak o6zetlenebilir. Bununla birlikte,
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spermlerde en yaygin kriyo-hasarlar membran hasari, organel hasar1 ve DNA

biitiinligiidiir (DNA pargalanmasi).

En uygun dondurma ¢6zme protokollerinin uygulanmasindan sonra bile
(genellikle ¢oziildiikten sonra),% 30-50 motilite kayb1 gozlenir (Paoli D. vd., 2014).
Donma hasari, sperm motilitesi, sperm oosit flizyon kapasitesi diisebilir veya
coziilmeden sonra dollenme olumsuz yonde etkilenebilir. Serbest oksijen

radikallerinin (hidrojen peroksit gibi) iiretimi artabilir.

Her ne kadar kriyoprezervasyon ve DNA fragmantasyonu arasinda agik bir
korelasyon gosterilmemesine ragmen, genel olarak, diisiikk sperm kalitesine sahip
numunelerin kriyoprezervasyon kaynaklit DNA hasar1 ve hiicre 6liimiine kars1 artan bir

duyarhiliga sahip oldugu goézlenmistir (Paoli D. ve ark., 2014) ; Said TM ve dig., 2010).

3.11.5. Kriyoprezervasyon Teknikleri

Dondurma islemi sirasindaki dondurma orani, hiicre 6zelligiyle eslesmelidir.
Yavas sogutmada, biiyiik miktarlarda buz kristalleri olusur ve boyutlar1 farklilik
gosterir. Bununla birlikte, ani sogutmada buz kristalleri daha kii¢iiktiir ve ¢ok hizli
olustuklarindan, kiigiik hiicreler aralarinda sikisir ve daha fazla hayatta kalma orani
gosterir. Hizli dondurma prosediirlerinin yavas dondurma protokollerinden en énemli

farki, kullanilan kriyoprotektan maddelerin yiiksek konsantrasyonudur.

Kriyoprezervasyonun genel prensibi; malzemenin kriyopresektanlarla stabilize
edilmesinden sonra, sogutma, -196°C'de siv1 azot i¢inde depolanmasi ve spermlerin
canliligin1 korumak i¢in kriyoprotektanlarin ¢oziindiirtilmesi, canliliklarini koruyabilir

ve fizyolojik ortamlardaki gelisimlerini siirdiirebilir (Gardner D.K., 2007).
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3.12. Cahsmanin Tasarimi

Farkli semen konsantrasyonlarda sperm kriyoprezervasyonunun sperm
canliligi ve sperm DNA fragmantasyonu iizerine etkisini arastirmak amaciyla,
oncelikle ¢alismaya dahil edilecek tiim hastalara Diinya Saglik Orgiitii (DSO-WHO)
kriterlerine gore standart semen analizi yapilarak sperm konsantrasyonu, motilite ve
morfoloji degerlendirilecektir. Sperm canlilik orani tespiti i¢in eozin boyama yapilarak

151k mikroskobunda degerlendirilecektir.

Sperm DNA fragmantasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in yayma preparat
hazirlanarak 1/3 asetik asit methanol karisiminda 30 dakika oda sicakligina veya — 40
derecede (buzdolabinda) fikse edilerek akridin oranj boyama yapilacak ve floresan

mikroskop ile degerlendirilecektir.

1.deney grubu %20 lik kriyo soliisyonu (500 mikrolitre; 100 mikrolitre hasta

semeni, 400 mikrolitre kriyo mediumu) ile dondorulacaktir.

2.deney grubu %50 lik kriyo soliisyonu (500 mikrolitre; 250 mikrolitre hasta

semeni, 250 mikrolitre kriyo mediumu) ile dondorulacaktir.

3. Kontrol grubunda( 400 mikrolitre kriyo mediumu; semen ilavesiz olarak)

dondorulacaktir.

Hazirlanmis kriyo soliisyonlarina sperm pelleti iice ayrilarak ilave edilecek
ve kriyoprezervasyon islemi uygulanacaktir. 10-15 dakika kriyo mediumunda tutulan

spermler — 40 C buzlabinda yerlestirilecektir.
Cozme islemi 37 derecede fosfat tampon veya sperm wash soliisyonu ile

yikanarak yapilacaktir. Cozme islemi sonrast yeniden canliik ve DNA

fragmantasyonu degerlendirilecektir.
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Tablo 3.4. Calismanin Tasarimi

Deney Grubu | Kriyo Mediumu | Toplam Hacim Tlave
1.Deney grubu | %20°lik  kriyo | 500 mikrolitre 100 mikrolitre hasta
soliisyonu semeni, 400 mikrolitre
kriyo mediumu
2.Deney grubu | %50’lik kriyo | 500 mikrolitre 250 mikrolitre hasta
soliisyonu semeni, 250 mikrolitre
kriyo mediumu
3.Kontrol Ilavesiz 400 mikrolitre 400 mikrolitre kriyo
grubu mediumu, semen
ilavesiz olarak

3.13. Cahsmada Kullanilan Yontemler

3.13.1. Ornek Altmi ve Spermiyogram Testi

Semen numuneleri, semenin ortam sicaklifindaki degisikliklere maruz
kalmasimi onlemek ve 3-7 giinliik ideal bir cinsel perhiz doneminden sonra analizler
arasindaki siireyi kontrol etmek icin laboratuvar yakinlarindaki 6zel bir odada
mastiirbasyon yapilarak elde edildi. Mastiirbasyon sirasinda yaglama maddesi
kullanilmadi. Hastanin bilgileri okunakli bir sekilde numuneye kaydedildi ve hasta
gerekli bilgileri dogru bir sekilde agikladi. Hastaya 6rnegi disariya kagirmamasini

sOylemek onemlidir.

3.13.2. Semen Analizi

Elde edilen semen 6rnegi sivilastirma i¢in laboratuvar ortaminda bir miiddet
bekletildi. Sivilastirma isleminden sonra makroskopik ve mikroskopik olarak
degerlendirildi. Makroskopik olarak hacim 6l¢iildii ve renk, koku, viskozite, sivilasma
stiresi ve pihtilasma degerlendirildi. Mikroskobik olarak degerlendirmek i¢in, 1 damla
(10ul) numune makler sayma kamerasina birakildi ve 200x biiyiitme altinda yan yana
10 kare sayild1 ve mililitre basina sperm sayisi belirlendi. Daha sonra hareketlilik

belirlendi. Temel sperm parametreleri (konsantrasyon, motilite, morfoloji) Diinya
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Saglik Orgiitiiniin 2010 kriterlerine gore kaydedildi. Daha sonra morfoloji

hematoksilin boyama ile degerlendirildi.

3.13.3. Sperm DNA Fragmantasyonun Belirlenmesinde Akridin Oranj Boyama

Islemi

Her hastadan alinan numune, hazirlanan (soliisyonu oda sicakliginda 2 saat)
preparat taze Carnoy fiksatifinde (3: 1 oraninda, metanol: glasiyal asetik asit en az 3
saat siireyle ) tutuldu ve hava ile kurutuldu. Preparatlar daha sonra Akridin turuncu
boyasina alindi ve karanlik ortamda 5 dakika siiresince boyandi. Saf suyla yikanan
numuneler kurumaya birakilmadan hemen lamelle kapatilarak hem mikroskop hem de
100x biiyiitmeye sahip immersiyon objektifinde floresan mikroskopta 450-490 nm
dalga boyunda ayrintil1 bir sekilde incelenmistir. Bu inceleme esnasinda yesil floresan
veren spermler normal DNA’l1 sperm, sari-oranj-kirmizi fluoresan veren spermler ise

hasarli DNA’ya sahip spermler olarak degerlendirilmistir.

3.13.4. STOK AO ¢ozeltisi ve diger soliisyonlar

Calismada kullanilan Stok AO ¢ozeltisi ve diger soliisyonlarin oranlar1 asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 3.5. Stok AO ¢ozeltisi ve diger soliisyonlar

Adi Miktan

%1 A0 1gr AO/100 ml distile su

0,1 Molar sitrik asit 19,212gr/ 1 litre distile su

0,3 Molar NaHPO4.H20 47,991gr/ litre distile su
Carnoy fiksatifi metanol 75 ml, asetik asit 25 ml
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Giinliik olarak hazirlanan boya ¢ozeltileri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.6. Boya ¢ozeltileri

Adi Miktar1
%21 Akridin Oranj 2,5ml
0,1 Mol/L sitrik asit 10 ml
0,3 M Na2HPO4 400 pl

27



4. BULGULAR

4.1. Floresan Mikroskobu Goériintiileri

Yapilan c¢alismamizda ¢ farkli semen konsantrasyonunda sperm
kriyoprezervasyon isleminin spermlerin canlilift ve DNA fragmantasyonu iizerine
etkisini arastirmak amaciyla hazirlanan yayma preparat 1/3 asetik asit methanol
karisiminda 30 dakika oda sicakligina yahut — 40 derecede fikse edilerek akridin oranj
boyama yapilmis ve floresan mikroskop ile degerlendirilmistir. Hazirlanan preparatin
akridin oranj boyama isleminden sonra 100 x immersiyon objektifi floresan
mikroskobundaki goriintiisii Sekil 4.1 ve Sekil 4.2” te gosterilmistir. Mikroskop altinda
yesil olarak goriinenler normal DNA’ya sahip spermatozoalari, kavuni¢i ve turuncu

olarak goriinenler ise DNA hasar1 olan spermatozoalar1 gosterir.

Sekil 4.1. Acridin oranj boyama yesili (normal), kavuni¢i ve turuncu (defektli) DNA
fragmantasyonunu gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi

goriintiisii)
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Sekil 4.2. Acridin oranj boyama yesili (normal) DNA’ya sahip spermleri

gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi goriintiisii)
4.2. Istatistiksel Analizler
Calisma Ekim 2018-Nisan 2019 tarihleri arasinda 33 kisiyle yapilmistir,

Calismaya katilan bireylerin yaglar1 17 ile 49 arasinda degismekte olup, ortalama

33,719+9,288 yas olarak saptanmustir.
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Tablo 4.1. Tanimlayici istatistik analizler

o ) Standart
Minimum | Maximum Ortalama
sapma
Voliime 2 7 3,178 1,339
Yas 17 49 33,719 9,288
Konsantrasyon 7 142 58,891 39,909
Total
27 578 176,867 131,527
konsantrasyon
Motilite ileri 13 82 55,375 17,208
Motilite yerinde 3 26 15,406 5,558
Motilite duran 7 74 29,219 16,796
Morfoloji normal 0 7 2,156 1,347
Morfoloji bas 35 78 53,375 12,610
Morfoloji boyun 10 43 25,656 9,468
Morfoloji kuyruk 6 37 18,688 7,023

Bahsi gecen bireylerden alinan 6rneklere gore voliime ortalamasi 3,178 cc’dir.
Calismada Ornek alinan bireylerin yas ortalamasi 33,719’dur. Konsantrasyon
ortalamas1 58,891 milyon ¢ikarken, total konsantrasyon ortalamasi ise 176,867 milyon

olarak elde edilmistir.

Orneklerin motilite ileri ortalama degeri 55,378 dir. Motilite yerinde degeri
15,406°dir. Motilite duran degeri 29,219’dur. Morfoloji normal degeri 2,156’dr.
Morfoloji bas degeri 53,375’dir. Morfoloji boyun degeri 25,656°dir. Morfoloji kuyruk
degeri 18,688dir.

4.3.Korelasyon Analizi

Korelasyon analizi, iki degisken arasindaki dogrusal iliskiyi veya bir
degiskenin iki veya daha ¢ok degisken ile olan iligkisini test etmek amaciyla
yapilir(Kalayct 2010, s.115). Korelasyon katsayisi -1 ile +1 (-1 < r < +1) arasinda
degisen degerler almakla birlikte, korelasyon kat sayilarinda 0,00 ile 0,25 arasi degerin
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‘cok zayif’, 0,26 ile 0,49 aras1 degerin ‘zayif’, 0,50 ile 0,69 aras1 degerin ‘orta’, 0,70
ile 0,89 arast degerin ‘yiiksek’, 0,90 ile 1,00 aras1 degerin ise ‘¢cok yiiksek’ oldugu
ifade edilir. Korelasyon katsayisinin pozitif olmasi degiskenler arasinda dogrusal bir

iliskinin oldugunu, negatif olmasi ise ters yonlii bir iliskinin oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.2. Degiskenlerle ilgili korelasyon analizi

v Morfoloji | Morfoloji | Morfoloji | Morfoloji
a
’ normal bas boyun kuyruk
r | 1,000 | 0,112 0,012 0,105 -0,116
Yas
D 0,542 0,949 0,569 0,527
Morfoloji | r | 0112 | 1,000 0,173 | -0,084 0,210
normal p | 0542 0,345 0,647 0,249
Morfoloji | r | 0012 | -0173 1,000 | -0,800™ | -0,644™
bas p | 0949 | 0,345 0,000 0,000
Morfoloji | r | 0,05 | -0084 | -0,800™ | 1,000 0,084
boyun p | 0569 | 0647 0,000 0,649
Morfoloji | r | 0116 | 0210 | -0644 | 0,084 1,000
kuyruk == 70527 | 0,249 0,000 0,649
**_ Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Tablo 4.2°de Aralarinda iliski oldugu diisiiniilen baz1 degiskenler korelasyon
analizine tabi tutulmustur. Analiz sonuglarina gére morfoloji bas ile morfoloji boyun
arasinda negatif yonlii ve yiliksek derecede korelasyon vardir (r= -0,800). Bu
korelasyon istatiksel olarak anlamlidir (p=0,000<0,05). Morfoloji bas ile morfoloji
kuyruk arasinda ise yine negatif yonlii korelasyon vardir(r= - 0,644) bu korelasyon
istatiksel olarak anlamlidir (p=0,000<0,05).
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Arastirmaya konu olan orneklem iki durumda ya da iki farkli kosulda
oOlgiiliiyorsa, Wilcoxon signed rank testi kullanilabilir. Bu test, tekrarlanan 6lgekli t
testinin nonparametrik alternatifidir. Fakat ortalamalarin karsilastirilmasi yerine,
Wilcoxon testi, degerleri siralamak ve karsilastirmak igin iki farkli zaman dilimine
(zaman 1 ve zaman 2) donistiiriir ve bu iki zaman dilimi arasinda, degerlerde bir

degisim olup olmadigin test eder (Kalayci 2010, s.104).

4.4 Wilcoxon Isaretli Siralar Testleri (Wilcoxon Signed Rank Test)

Wilcoxon Isaretli Siralar Testinin yapilmasinin genel amaci ayni veri
kaynagindan alinmis olan iki farkli 6l¢iim sonuglart arasinda herhangi bir farklilik olup
olmadigini test eder. Bu test tekrarlanan degerler igin yapilabilir. inceleme yapilacak
olan 6rneklem iki durumda ya da iki farkli kosulda 6lgiiliiyorsa bu durumda isaretli
siralar testi kullanilir. Calismamizda da eozin 6ncesi ve dondurma sonrasi degerlerin
kontrol edilebilmesi i¢in bu testler uygulanmis ve aralarindaki korelasyon tablolar

halinde asagida verilmistir.

Tablo 4.3. Wilcoxon signed rank testi(Canlilik eozin 6ncesi- Dondurma kontrol

eozin)

Standart o )
Ortalama Minimum | Maximum 4 P
sapma
Canlilik eozin
71,219 14,895 40 95
oncesi
-4,938° | 0,000
Dondurma
) 13,500 5,870 5 26
kontrol eozin

Canlilik eozin 6ncesi ortalamasi 71,21 iken dondurma kontrol eozin degeri
13,50°diir. Aradaki fark istatiksel olarak anlamlidir(p=0,000<0,05). Ayrica kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubu ortalamasi 13,5 iken eozin 6ncesi canlilik

71,219 olarak elde edilmistir.
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Tablo 4.4. Wilcoxon signed rank testi(Canlilik eozin 6ncesi- dondurma sonrasi eozin

yiizde20)

Standart o )
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Canlilik eozin
) 71,219 14,895 40 95
oncesl
-4,937° | 0,000
Dondurma sonrasi
_ 20,563 7,853 7 37
eozin ylizde20

Canlilik eozin 6ncesi ortalamasi 71,219 iken, Dondurma sonrasi eozin yiizde20

degeri 20,563 diir. Aradaki fark istatiksel olarak anlamlidir(p=0,000<0,05). Bunun

yaninda %20 kriyo soliisyonu ile dondurulan grup ile karsilastirildiginda eozin dncesi

canlilik 71,219 iken %20’lik grubun ortalamasi 20,563 elde edilmistir.

Tablo 4.5. Wilcoxon signed rank testi(Canlilik eozin 6ncesi- Dondurma sonrasi

eozinyiizde50)

Standart o )
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Canhilik eozin
71,219 14,895 40 95
oncesi
Dondurma -4,938b | 0,000
sonrasli 27,844 11,214 11 53
eozinyiizde50

Canlilik eozin Oncesi ortalamasi 71,219 iken,

Dondurma sonrast eozin

yiizde50 degeri 27,844’ diir. Aradaki fark istatiksel olarak anlamlidir(p=0,000<0,05).
[statistiksel anlammin yaninda %350 kriyo soliisyonu ile dondurulan grup ile
karsilastirildiginda eozin Oncesi canlilik 71,219 iken %25’lik grubun ortalamasi

27,844 olarak elde edilmistir.
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Tablo 4.6. Wilcoxon signed rank testi(Dondurma kontrol eozin - Dondurma sonrasi

eozin yilizde20)
Standart
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Dondurma
) 13,500 5,870 5 26
kontrol eozin
Dondurma -4,372° | 0,000
sonrasi eozin 20,563 7,853 7 37
yiizde20

Canlilik Dondurma kontrol eozin ortalamas: 13,500°ken Dondurma sonrasi
eozin yizde 20 degeri 20,563°diir. Aradaki fark istatiksel olarak
anlamlidir(p=0,000<0,05). Tablo 4.6’da kontrol drubu ile %20’lik dondurma grubu
karsilastirilmistir. Bu sonuca gore %20’lik grubun ortalamasi kontrol gurubundan

yiiksek ¢ikarak 20,563 olarak elde edilmistir.

Tablo 4.7. Wilcoxon signed rank testi(Dondurma kontrol eozin - Dondurma sonrasi

eozin yiizde50)

Standart o )
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Dondurma
) 13,500 5,870 5 26
kontrol eozin
Dondurma -4,686° | 0,000
sonrasi 27,844 11,214 11 53
eozinyiizde50

Canlilik Dondurma kontrol eozin ortalamas1 13,500 iken, Dondurma sonrasi
eozin yizde 20 degeri 20,563’diir. Aradaki fark istatiksel olarak
anlamlidir(p=0,000<0,05). Tablo 4.7°de kontrol drubu ile %50’lik kriyoprezerve
edilmis grup karsilagtirilmistir. Bu sonuca gore %350’°1lik grubun ortalamasi kontrol

gurubundan yiiksek ¢ikarak 27,844 olarak elde edilmistir.
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Tablo 4.8. Wilcoxon signed rank testi(Dondurma sonrasi eozin yiizde20- Dondurma

sonrast eozin yiizde50)

Standart Minimu
Ortalama Maximum Z P
sapma m
Dondurma
sonrasl €ozin 20,563 7,853 7 37
yﬁZdCZO - 0 000
4,629 |
dondurmasonras

27,844 11,214 11 53

1eozinyiizde50

Dondurma sonrasi eozin yiizde20 ortalamasi 20,563 iken Dondurma sonrasi
eozin yizde 50 degeri 27,844°diir. Aradaki fark istatiksel olarak
anlamlidir(p=0,000<0,05). Tablo 4.8’de ise %20’lik grup ile %50’lik kriyoprezerve
edilmis grubun verileri wilcoxon signed rank testine tabi tutulmustur. Elde edilen
sonuca gore %50’lik soliisyon ile dondurulmus olan grubun ortalamasi 27,844

¢ikarken %20’lik grubun ortalamasi 20,563 ¢ikmustir.

Tablo 4.9. Wilcoxon signed rank testi(Fragmantasyon - Dondurma sonrasi kontrol

fragmantasyon)
Ortala | Standart | Minimu | Maximu - b
ma sapma m m
Fragmantasyon 48,406 22,275 8 86
Dondurma sonrasi -0,047° | 0,963
kontrol 49,219 23,048 15 93
fragmantasyon

Fragmantasyon ortalama degeri 48,406’dir, dondurma sonrast kontrol
fragmantasyon degeri 49,219°dur. iki deger arasinda istatiksel anlamli bir fark
yoktur(p=0,963>0,05).

Tablo 4.9’da fragmantasyon analizi yapilmistir. Buna goére dondurma dncesi

ve dondurma sonrasi kontrol grubunun fragmantasonu karsilagtirildiginda istatistiksel
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olarak bir farklilik goriilmemekle birlikte sayisal olarak da birbirine ¢ok yakin degerler

elde edilmistir. Kriyoprezervasyon dncesi ve sonrast DNA fragmantasonu degerlerinin

bu denli yakin ¢ikmasi yontemin fizibilitesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Tablo 4.10. Wilcoxon signed rank testi(Fragmantasyon - Dondurma sonrasi kontrol

fragmantasyon)
Standart Minimu
Ortalama Maximum A P
sapma m
Fragmantasy
48,406 22,275 8 86
on
Dondurma
-0,608" | 0,543
sonrasi
47,156 24,023 5 98
fragmantasyo
n yiizde20

Fragmantasyon ortalama degeri 48,406’dir, Dondurma sonrasi fragmantasyon

yiizde20 degeri 47,156’d1r.

Iki

deger arasinda istatiksel anlamli bir fark

yoktur(p=0,543>0,05). Ayni sekilde Tablo 4.10°da %20lik grup ile dondurma &ncesi

grubun fragmantason karsilastirilmasi yapilmistir. Buna gore %20’lik grubun DNA

fragmantasyonu dondurma o6ncesi grupla ¢ok yakin degerde ¢ikmistir. Ayni sekilde

degerlerin bu kadar yakin olmast minimum ve maximum degerlerin birbiriyle

Ortlismesi ve rank test sonucunun istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikarmamasi

degerlerin ortiistiiglinii ve sonucun birbirine ¢ok benzedigini agik¢a gdstermektedir.

Tablo 4.11. Wilcoxon signed rank testi(Fragmantasyon - Dondurma sonrasi kontrol

fragmantasyon)
Ortalama | Standart Minimum | Maximum | Z P
sapma
Fragmantasyon | 48,406 22,275 8 86
Dondurma 41,906 25,189 8 90
sonrasi ) 0,156
fragmantasyon 1,420°
yiizdeS0
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Fragmantasyon ortalama degeri 48,406°dir, Dondurma sonras1 fragmantasyon
yiizde50 degeri 41,906’dr.
yoktur(p=0,156>0,05).

Iki

deger arasinda istatiksel anlamli

bir

fark

Tablo 4.12. Wilcoxon signed rank testi(Dondurma sonrasi kontrol fragmantasyon -

Dondurma sonrasi fragmantasyon yiizde20)

Standart o )
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Dondurma
sonrasi kontrol 49,219 23,048 15 93
fragmantasyon
Dondurma -1,047° | 0,295
sonrasi
47,156 24,023 5 98
fragmantasyon
yiizde20

Dondurma sonrasi kontrol fragmantasyon degeri 49,219°dur, dondurma

sonrasi fragmantasyon yiizde 20 degeri 47,156dur. Iki deger arasinda istatiksel anlamli

bir fark yoktur(p=0,295>0,05).

Tablo 4.13. Wilcoxon signed rank testi(Dondurma sonrasi kontrol fragmantasyon -

Dondurma sonrasi fragmantasyon yiizde20)

Standart o )
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Dondurma sonrasi
kontrol 49,219 23,048 15 93
fragmantasyon -
0,009

Dondurma sonrasi 2,600°

fragmantasyon 41,906 25,189 8 90

yiizde 50
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Dondurma sonrasi kontrol fragmantasyon degeri 49,219’dur, dondurma

sonrasi fragmantasyon yiizde 50 degeri 41,906°dur. Iki deger arasinda istatiksel anlamli

bir fark vardir(p=0,009<0,05).

Tablo 4.14. Wilcoxon signed rank testi(Dondurma sonrasi fragmantasyon yiizde20-

Dondurma sonrasi fragmantasyon yiizde50)

Standart
Ortalama Minimum | Maximum Z P
sapma
Dondurma
sonrasi
47,156 24,023 5 98
fragmantasyon
yiizde20
-1,310° | 0,190
Dondurma
sonrasi
41,906 25,189 8 90
fragmantasyon
yiizde 50

Dondurma sonrast fragmantasyon ylizde20 degeri 49,156’dir, dondurma
sonrasi fragmantasyon yiizde 50 degeri 41,906°dur. Iki deger arasinda istatiksel anlamli

bir fark yoktur(p=0,190>0,05).

4.5.DNA Fragmantasyonu ve Canlilik Karsilastirmalari

Sekil 4.3’te Eozin Oncesi, kontrol grubu ve kriyoprezervasyon uygulanmis
deney gruplarinin canlilik ortalamalarinin karsilastirilmasi verilmistir. Grafige gore
eozin Oncesi canlilik ortalamast 71,219 iken kontrol grubunun ortalamasi 13,5
¢cikmistir. Birinci deney grubu olan yani %20 oranda kriyoprezerve edilmis grubun
canlilik oran1 20,563 iken ikinci deney grubu 27,844 ile ilk deney grubuna gore daha
yiiksek ¢ikmistir. Buna goére kriyoprezervasyon isleminde oranlarin etkisine gore bir
degerlendirme yapilacak olursa kriyo soliisyonunun daha yiiksek olmasi sperm

canliligina olumlu olarak etki etmektedir.
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Sekil 4.3. Eozin 6ncesi, kontrol grubu ve kriyoprezervasyon uygulanmis deney

gruplariin canlilik ortalamalarinin karsilastiriimasi
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Dondurma sonrast Dondurma sonrast Dondurma sonrasi

kontrol fragmantasyon fragmantasyon
fragmantasyon yiizde20 yiizde50
Deney Grubu

Sekil 4.4. Eozin Oncesi, kontrol grubu ve kriyoprezervasyon uygulanmis deney

gruplarinin DNA fragmantasyon ortalamalarinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.4’te 1se Eozin dncesi, kontrol grubu ve kriyoprezervasyon uygulanmis

deney gruplarimin DNA fragmantasyonlarinin karsilastirilmast verilmistir. Grafige

gore eozin oncesi DNA fragmantasyon ortalamasi 48,406 iken kontrol grubunun

ortalamasi1 49,219 ¢ikmistir. Birinci deney grubu olan yani %20 oranda kriyoprezerve
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edilmis grubun canlilik oran1 47,156 iken ikinci deney grubu 41,906 ile ilk deney
grubuna gore daha diisiik ¢ikmistir. Kriyoprezerve edilmis her iki grubun sonuglari
kontrol grubuna gore daha diisiik ¢ikmustir. Ayrica yiizde 50°lik kriyoprezerve edilmis
yani ikinci deney drubunun DNA fragmantasyonunun daha diisiik ¢ikmasi Sekil
4.3’teki canlilik ortalamasi sonuclar1 ile tutarlilik gostermektedir. Cilinkii DNA
fragmantasyonu ortalamasinin diisiik ¢ikmasi daha az DNA’nin kriyoprezerve
isleminden zarar gordigiinii gostermekte, bu da yontemin uygun oranlar ile

yapildiginda dogru ve etkili sonuglar verebilecegini gostermistir.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Insanda yumurtanin déllenmesi olayi, erkekten gelen spermin disi bireydeki
yumurta hiicresiyle temas etmesinden hemen sonra meydana gelen membran fiizyonu
yoluyla disi ve erkek ¢ekirdeklerinin fiizyonu sonucu gergeklesir. Bir sonraki agsamada
yani embriyonun saglikli bir sekilde gelisimi spermin DNA biitinliigiine baglidir
(Bjorndahl L. ve ark. 2006). Yani genetik kodlarin bir sonraki nesile déllenme yoluyla
dogru bir sekilde aktarilabilmesi i¢in sperm i¢inde uygun sekilde paketlenmis DNA
grubunun olmas: gerekir. Hasarli DNA, embriyolarin gelismesinde ddllenme veya
konjenital anomalilere neden olarak dollenme sorunlarina yol agabilir (Baker M.A. ve

Aitken R.J., 2005).

Infertilite problemi olan ¢iftlerin % 20'sinde erkek faktdriiniin neden oldugu
goriilmistiir. Bu durumda, sperm ile iliskili DNA hasarmin degerlendirilmesi ve
spermin dondurulmasiyla dogurganligin korunmasi igin bircok test ve ydntem
uygulanabilir. In vitro fertilizasyon teknikleri zaman icinde gelismistir ve son
donemde erkek kisirliginda karsilasilan sorunlara bir ¢6ziim olarak sperm
dondurularak ¢ozdiiriilen sperm tiizerinde DNA'nin biitiinliigiiniin - korunmasi
konusunda bir¢ok c¢alisma yapilmistir (Koyuncu H., 2011). Arastirmalar, DNA
biitiinligiiniin saglikli gebelige ulasmada biiyiikk 6nem tagidigini gostermektedir
(Chohan K. R. ve ark. 2006). DNA hasarini tespit eden bu testlerle fertil ve infertil
degerlendirmenin daha kolay yapilabilecegi bulunmustur (Boynukalin F.K. vd., 2014).

Son zamanlarda gelistirilen ireme tekniklerinin yardimiyla erkek infertilitesi
cok ilerlemistir. Testis biyopsisinden sonra veya sadece birkag¢ sperm hiicresinin elde
edildigi hiicrelerin dondurulmasi, tedavilerin basar1 oranini arttirir. Bununla birlikte,
bu ayni zamanda sperm dondurma ve daha sonra ¢dzililme prosediirlerinde sperm
hareketliliginin azalmasina da neden olabilir (Georgiou I. ve ark. 1998; Sharma R. K.
ve ark. 1997). Motilite disinda, sperm DNA biitiinliigliniin korunmast déllenme ve
saglikli embriyo gelisimi i¢in 6nemli kriterlerden biridir (Donnelly E.T. ve ark., 2000).
DNA kusurlarindaki artis ile déllenme arasinda ters bir iliski vardir (Sakkas D. ve ark.
1996).
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Yapilan bu c¢alismada farkli semen konsantrasyonlarda sperm
kriyoprezervasyonunun sperm canlilifi ve sperm DNA fragmantasyonu iizerine
etkisini aragtirmak amaciyla, dncelikle ¢aligmaya dahil edilecek tiim hastalara Diinya
Saglik Orgiitii (DSO-WHO) kriterlerine gore standart semen analizi yapilmis; sperm
konsantrasyonu, motilite ve morfoloji degerlendirilmistir. Sperm canlilik orani tespiti

icin eozin boyama yapilarak 151k mikroskobunda degerlendirilmistir.

Sperm DNA fragmantasyonu iizerine etkisini aragtirmak i¢in yayma preparat
hazirlanmis 1/3 asetik asit methanol karisiminda 30 dakika oda sicakligina veya — 40
derecede fikse edilerek akridin oranj boyama yapilmig ve floresan mikroskop ile

degerlendirilmistir.

Deney parametreleri Tablo 3.’de 6zetlenmis, deney gruplari, kontrol grubu
belirlenerek sonuglarin degerlendirilmesi i¢in gerekli altyapt calisma Oncesi
hazirlanmistir. Caligmanin ardindan ise bu sonuglarin istatistiksel ve korelasyon

analizleri yapilmis, grafikler olusturulmus ve sonuglar degerlendirilmistir.

Elde edilen bu sonuglara gore DNA fragmantasyonu ve canlilik oranlar
degerlendirilmis ve kriyoprezervasyon dncesi ve sonrasi degerler karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli ¢iktig1 goriilmiistiir.

Her iki deney grubunun birbiri arasindaki iligkiye bakildiginda ise %20°1ik ve
%50’lik deney gruplarinin canlilik ve DNA fragmantasyon oranlariin istatistiksel
olarak anlaml ¢iktigi goriilmiistiir. Bu sonug da uygun oranlarda ve sartlarda yapilan
kriyoprezervasyon isleminin olumlu sonuglanacagini, yontemin kullanilabilirlik ve

uygulanabilirlik agisindan pozitif sonuclar elde edildigi goriilmiistiir.

Sperm  hiicrelerinin  kriyoprezervasyon islemi kesin olarak DNA
fragmantasyonuna sebep oldugu ya da fragmantasyon oraninin yiikseldigi konusunda
net bir sonuca varilamasa da kontrol grubuyla bir kiyaslama yapildiginda oranlarin

degistigi goriilmiistiir. Bu degisimin farkli sebeplerden dolayr da olabilecegi goz

onunde bulundurulmalidir.
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Yapilan bu c¢alismada farkli semen konsantrasyonlarda  sperm
kriyoprezervasyonunun sperm canlilifi ve sperm DNA fragmantasyonu iizerine
etkisini aragtirmak amaciyla, dncelikle ¢aligmaya dahil edilecek tiim hastalara Diinya
Saglik Orgiitii (DSO-WHO) kriterlerine gore standart semen analizi yapilmis; sperm
konsantrasyonu, motilite ve morfoloji degerlendirilmistir. Sperm canlilik orani1 tespiti

icin eozin boyama yapilarak 151k mikroskobunda degerlendirilmistir.

Sperm DNA fragmantasyonu iizerine etkisini aragtirmak i¢in yayma preparat
hazirlanmis 1/3 asetik asit methanol karisiminda 30 dakika oda sicakligina veya — 40
derecede fikse edilerek akridin oranj boyama yapilmis ve floresan mikroskop ile

degerlendirilmistir.

%20’lik ve %50’lik birinci ve ikinci deney gruplarmin birbiri arasindaki
iligkiye bakildiginda ise %20’lik ve %50’lik deney gruplarinin canlilik ve DNA
fragmantasyon oranlarinin istatistiksel olarak anlamli ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu sonug
da uygun oranlarda ve sartlarda yapilan kriyoprezervasyon isleminin olumlu
sonuclanacagini, yontemin kullanilabilirlik ve uygulanabilirlik agisindan  pozitif

sonuglar elde edildigi gorilmiistiir.

DNA fragmantasyonu DNA yapis1 iizerinde ¢esitli sebeplerden dolay1 olusan
bozulmalardir. Bu fragmantasyonlar uygulanan yontem, siire, bireyin fizyolojik
ozellikleri, yas, boy, kilo gibi birgok parametreye birden baglhidir. Bu sebeple elde
edilen istatistiksel analizlere gore sadece kriyoprezervasyon isleminden dolayr DNA
fragmantasyonu ve canlilik oranlar1 degismistir demek ¢ok dogru olmaz.
Kriyoprezervasyon isleminin DNA fragmantasyonu ve canlilifa etkisinin oldugunu

sOyleyebiliriz fakat tek etken bu degildir.

Daha sonraki ¢aligmalarda deney gruplarinin sayisi ve oranlari arttirillarak, ayni
yastaki ve birbirine yakin kilo ve boy oranlarina sahip bireylerden alinan numunelerle
yapilan deneylerin analizleri yapilarak daha net, birbirine daha yakin sonuglar elde

edilebilir ve bu calismanin kapsami degistirilebilir.
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