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1. TURKCE OZET

Sperm Hazirlama Yontemlerinin Etkinliginin Fosfolipaz C Zeta, Anilin Mavisi ve

Ultrastriiktiirel Olarak Karsilasirmah incelenmesi

Dr. Elif Kervancioglu Demirci
Prof. Dr. Sule Cetinel
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1

Amag: Uremeye yardimci tedavi yontemleri (UYTE) evli ciftlerin %10’unun sorunu olan infertilitede
glinimiizde yayginlikla uygulanmaktadir. Ancak deneme basina gebelik oranit hala %40’larin
altindadir. Bu sebeple UYTE‘de rutin kullanilan sperm hazirlama yénteminin segiminde
optimizasyona gereksinim duyulmaktadir. Amaglanan, yardimci treme teknikleri uygulanmasi
sirasinda rutin kullanilan sperm hazirlama yontemlerine ek olarak modifiye yogunluga yiizdiirme
yonteminin etkinliginin rutin semen parametrelerine, DNA olgunluguna, fertilizasyon sirasinda oosit
icindeki Ca®* salmmmlarmi saglayan ve oosit ativasyon faktorii olan spermdeki fosfolipaz C zeta
(PLCZ)‘ya ve spermin ince yapisina etkilerini inceleyerek belirlemektir.

Gereg ve yontem: Infertilite poliklinigine bagvuran 20 erkek hastanin semenine rutin semen analizi
sonrasi yiizdiirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme yontemleri uygulandi. Hareketli sperm
orani, Anilin mavisi boyamasi, Papanicoloau boyamasi ve PLCZ immunfloresan boyasi yapilip kalan
orneklere gecirimli elektron mikroskopi (TEM) incelemesi i¢in elektron mikroskopi takibi yapildi.
Bulgular: Yogunluga yiizdiirme sonrasi gozlenen hareketlilikteki ve PLCZ boyanma oraninda artis
istatistiki olarak yogunluk gradyana gore anlamli bulunurken yiizdiirmeyle arasinda bir fark
gozlenmedi. Normal sperm oranlarinda yogunluga yiizdiirme, yiizdirmeden iyi iken; DNA
olgunlugunda yontemler arasinda istatistiksel bir fark gozlenmedi. TEM ile yiizdiirmede kuyruk
anomalisinin, yogunluk gradyanda bas anomalisinin, yogunluga yiizdiirmede her ikisinin de az oldugu
ayrica yogunluga yilizdirmede normal ve normale yakin spermde artis oldugu dikkati cekti.
Sonuclar: Yogunluga yilizdiirmenin, ylizdiirme ve yogunluk gradyan yontemleriyle kiyaslandiginda
sadece yogunluk gradyan yontemine gére daha hareketli ve oosit aktivasyon faktorii iceren sperm elde
etmesine ragmen diger parametrelerdeki iyilesmenin istatistiksel anlamli olmamasi 6rnek sayisinin
azligmma bagladi. Bu tezde calisilan yogunluga ylizdiirme yonteminin imit vaad eden bir yontem

oldugu ancak tizerinde ¢alisilmas1 gerektigi diisiiniildi.

Anahtar Sézciikler: Sperm yikama, Yiizdiirme, Yogunluk Gradyan, Fosfolipaz C Zeta, Elektron
Mikroskopi



2. INGILIZCE OZET (SUMMARY)

Comparative Study of Effectiveness of Sperm Preparation Methods with Phospholipase
C Zeta, Aniline Blue and Ultrastructural Analyses

Dr. Elif Kervancioglu Demirci
Prof. Dr. Sule Cetinel
Histology and Embryology Department

Aim: Nowadays, %10 of couples suffer from infertility and assisted reproductive techniques
(ART) are widely applied. However, pregnancy rate per trial is below 40%, and optimization
is needed. The aim of this thesis is to investigate the efficacy of three different sperm
preparation methods used in the application of ART with routine semen parameters, DNA
maturity, phospholipase C zeta(PLCZ) of sperm, which initiates Ca** oscillations during
fertilization, so is the oocyte activation factor, and with the sperm ultrastructure.
Material and Methods: Semen samples of 20 male patients who applied to the fertility
clinic were analysed routinely and prepared with swim-up, density gradient washing(DGW)
and modified swim-down. Motility, Papanicolaou staining, Aniline blue staining and PLCZ
immunofluorescent staining were performed. The remaining samples were examined with
transmission electron microscopy(TEM).
Results: The motility and PLCZ staining rates of modified swim-down were statistically
higher than DGW. Normal sperm rate of modified swim-down was better than of swim-up.
There was no significant difference on DNA maturity found between the methods. TEM
showed, decrease of tail anomalies with swim-up, decrease of head anomalies with DGW,
both anomalies decreased and normal and subnormal sperms increased with modified swim-
down.

Conclusion: Modified swim-down showed to select motile sperms and sperms with oocyte
activation factor better than DGW. Nonsignificancy of other parameters is thought to be due
to small sample size. It is thought that modified swim-down used in this thesis is a promising
method but it should be studied.

Key Words: Sperm washing, Swim-up, Dansity Gradient, Phospholipase C Zeta, Electrone

Microscopy



3. GIRIS ve AMAC

Uremeye Yardimci Tedavi Merkezine (UYTEM) basvuran hastalara yapilan
tanisal fonksiyon testleri, intrauterin inseminasyon (IUI) ve yardimci iireme
teknikleri (YUT) i¢in alman semen drneginden sperm eldesi i¢in spermlerin seminal
plazmadan ayrilmasi gerekmektedir (WHO, 2010).

Seminal plazma, fizyolojik olarak spermlerin servikal mukusa penetrasyonuna
yardimc1 olmaktadir (Overstreet ve ark., 1980). Dogal iliski esnasinda semenin
icindeki sadece hareketli spermatozoonlar servikal mukustan gegerken hem seminal
plazmadan ayrilmakta hem de aktive olmaktadirlar. Ovulasyonla birlikte sadece bu
kapasite olmus spermler kumulus oosit kompleksine (KOK) gider ve dollenmeyi
gerceklestirir. Klinikte de; dogal seleksiyona benzer sperm ayiklamak i¢in yani hiicre
dokiintiilerinden, germ dis1 hiicrelerden, 6lii spermlerden arinarak yiiksek oranda
hareketli ve normal morfolojili hiicreleri elde etmek i¢in sperm, seminal plazmadan
ayristirthir (WHO, 2010). Bu amagla giiniimiizde basit yikama, yogunluk gradyan
yontemi ve dogrudan yiizdiirme (swim-up) yontemleri rutinde en sik kullanilan
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan onaylanmis yontemlerdir.

Sperm hazirlama teknigi se¢ilirken semen analizi sonucuna gore sperm sayisi ve
morfolojisine bakilarak karar verilmektedir (Canale ve ark., 1994). Ornegin
yiizdirme teknigi siklikla normal kriterlere yakin semen Orneklerinde tercih
edilirken; oligo- asteno- veya teratozoospermi vakalarinda yogunluk gradyan teknigi
onerilmektedir (WHO, 2010). Fakat sperm hazirlama yontemlerinin spermin oosit
aktivasyonuna ve fertilizasyona etkisi yeterince ¢aligilmamis bir konudur (Kashir ve
ark., 2011).

Yiizdiirme (swim-up) teknigi; semen kiiltlir medyumu ile karistirilip santrifiij
edilmesini takiben, pelletin lizerine kiiltiir medyumu eklenerek hareketli spermlerin
ylizdiiriiliip sadece hareketli spermlerin elde edilmesidir (Mortimer, 1994; Mortimer,
1994; WHO, 2010). Yontem sayica az spermin elde edilmesini saglamasina ragmen
hareketlilige (motiliteye) gore bir ayrim yaptig1 icin semendeki toplam hareketli
sperm yiizdesinin diisiik oldugu vakalarda in vitro fertilizasyon (IVF) veya

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in elveriglidir (WHO, 2010).



Yogunluk gradyan yonteminde silika kapli silan igeren Kolloidal yapidaki
yogunluk gradyanlari, hiicreleri dansitelerine gore ayirir. Semen santrifiijlenir ve
spermler gradyan soliisyonu icinden geg¢ip tipiin dibinde yumusak bir pellet
olusturur. Boylece normal yapidaki spermler, diger hiicre tiplerinden (lokositler,
germ dis1 hiicreler ve dejeneratif germ hiicreleri) ve dokiintiilerden ayrilmistir ve
yiiksek hareketli spermlerin elde edilmesi saglanir (WHO, 2010).

Yogunluga yiizdiirme yontemi; tezde uygulanan diger bir yontem olup, asagi
yizdiirme (swim-down) metodunun bir modifikasyonudur ve yogunluga dogru
spermlerin ylizmesi mantigina dayanmaktadir.

Onemi son on yilda fark edilen, insanda sperm basinda lokalize bir protein olan
Fosfolipaz C Zeta (PLCZ, PLC{) memelilerde oosit aktivasyon faktorii olarak
anilmaktadir (Young ve ark., 2009).

PLCZ yoklugu, sitozoldeki Ca*" salimini engeller boylece embriyo gelisiminde
ilk basamak olan oosit aktivasyonu meydana gelemez (Yoon ve ark., 2008). ICSI’de
basar1 %70’lere kadar ¢ikabilse de, hi¢ fertilizasyon olugsmamasi durumu ICSI
sikluslarmm %1-5’inde goriilmektedir; yani PLCZ eksikligi varsa buna uygun tedavi
yontemleri uygulanabilme ihtimali olasidir (Kashir ve ark., 2010). Muhtemel baska
bir soru da ICSI’de morfolojik olarak iyi goriinen spermler se¢ilmesine ragmen,
fertilizasyonun olusmamasi1 durumunun fonksiyonel bir arastirma yapilmadigidan
kaynaklanip kaynaklanmayabilecegidir. PLCZ’nin toplam seviyesi, lokalizasyonu ve
pozitifligi parametrelerinin ICSI basarisi ile orantili olduguna dair yapilmis gilincel
bir ¢alisma da mevcuttur (Yelumalai ve ark., 2015). Ayrica PLCZ lokalizasyonunun
fertil erkeklerin ejakulatlarinda degisik olabilmesi bireylerin veya ejakulatlarin oosit
aktivasyon kapasitelerinin fertil popiilasyonda bile birbirinden farkli olabilecegi
ihtimalini diisiindiirmektedir (Young ve ark., 2009).

Spermin elektron mikroskobi degerlendirmesi, semene uygulanan islem
esnasinda kullanilan santrifiij ve diger kimyasallar nedeni ile olusabilecek
vakuolizasyon, membran bozukluklar1 ve mitokondri hasarlarmin incelenmesini
saglar. Morfolojiyi ince yapisal olarak degerlendirmek; sperm anomalilerini 151k
mikroskobuna kiyasla daha dogru ve ayrmtili verir ve YUT sonuglar1 bu ince yapisal
sperm anomalilerine dayanarak tahmin edilebilir. Bunun yan1 sira spermin niikleer

anomalilerinin, DNA fragmantasyonu ve matiiritesinin IVF sonuglarini etkiledigi



rapor edilmistir. Klinikte sik kullanilan yogunluk gradyan yontemi veya yiizdiirme
yontemlerinin anormal niikleer yapili spermleri azalttigi rapor edilmistir ve bu
sebeple tezde uygulanan yogunluga yiizdiirme yontemi standart yontemlerle
kiyasland1 (Kotwicka ve ark., 2007; Visco ve ark., 2010).

Tezin sinrlarint rutinde kabul gormiis teknikler ve onlarin modifikasyonlari
olusturmaktadir. Ancak bu teknikler cogunlukla morfolojik verimlilikleri agisindan
karsilastirildiginda literatiirde fonksiyonel veya ince yapisal degerlendirme agisindan
eksik kalmaktadir. Fosfolipaz C Zeta’nin oosit aktivasyon faktorii olmasi nedeniyle
sperm hazirlama yOntemlerinin Fosfolipaz C Zeta pozitif spermi secicilikleri
bakimindan ve saglam DNA’ya sahip spermi segiciliklerine bakilarak
karsilastirilmasi tezin konusunu olusturmaktadir. Bilimde bugiin gelinen durum,
iremeye yardimci tedavilerin basarisinin rutin tekniklere yenileri eklenerek veya
rutinde kullanilan yOntemlerin yeni parametreler ile sorgulanarak gelistirilmesi
gerektigi yoniindedir.

Tezin konusu ve kapsami itibariyla bu agigin sperm hazirlama yontemleri
acisindan  doldurulmasit planlandi. Tezin ozgiin degeri, sperm hazirlama
yontemlerinin ve modifikasyonunun daha Onceden kullanilmis morfolojik
degerlendirme yontemlerine ek bir parametre getirerek fonksiyonel degerlendirmeyi
yapacak olan oosit aktivasyon faktoriiniin de eklenip yapilmasidir. Bilime katkisi,
UYTE esnasinda rutinde kullanilan yikama yontemlerini klasik morfolojik
parametrelere ek olarak DNA fragmantasyonu, oosit aktivasyon faktorii tayini ve
elektron mikroskobi incelemeleri ile yapmak, bdylece morfolojik oldugu kadar
fonksiyonel olarak da semeni en iyi hazirlayan yontemi bulmak, literatiirdeki giincel
fonksiyonel degerlendirme eksigini doldurmak ve klinik kullanim i¢in en uygun

sperm hazirlama yontemini belirlemektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Erkek Ureme Sistemi Histolojisi ve Spermatogenez

Erkek iireme sistemi; testisler, genital kanallar, aksesuvar bezler ve penisten
olugur (Sekil 1). Testisin ana fonksiyonu hormonlari ve spermi iiretmektir. Latince
tohum anlamina gelen semen, testislerde iiretilen spermler, aksesuvar bezlerden ve
genital kanallardan {iretilen salgilardan olusur ve kadin iireme sistemine penis

araciligi ile girig yapar.
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Sekil 1: Insan testisinin sagital kesiti (Ross ve Pawlina, 2006: 784 - 828)

Testis kalin bag dokusu yapisinda olan tunica albuginea ile sarilidir. Bu
kapsiiliin altinda gevsek damar tabakasi olan tunica vasculosa bulunur. Bu tabaka
testisin damar yapilarndan zengin ve arasinda Leydig hiicrelerini barindiran
interstisyel bag dokusu yapida stromasi ile birlesir. Bu bag dokusu lifleri, testisin
uzun ve kivrimi tiibiilleri olan seminifer tiibiilleri destekler. Seminifer tiibiiller
ozellesmis ¢ok katli germinal epitel adi verilen epitel ile doselidir. Bu epitel
spermatojenik hiicre serisi ve Sertoli hiicrelerinden olusur. Bazal membrana komsu

yerlesimdeki immatiir spermatojenik hiicreler olan spermatogonialari, liimene dogru



sirasiyla primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve kuyruklar1
liimene uzanan spermatozoa izler.

Ductuli efferentes mediastenden kaynaklanir ve testisin iist arka yiiziinde
bulunur; rete testisi ductus epididimise baglar. Kanalin limeninin karakteristik olarak
diizensiz bir goriiniimii vardir ancak bazal yiizii diiz bir gériinimdedir. Ddseyici
epiteli tek kath degisen sekillerde uzun silyali ve kisa silyasiz hiicrelerden olusur.
Bazal membranm altinda diiz kas lifleri bulunur. Ductus epididimis bag dokusu ile
sar1lt uzun kivriml tiibtillerdir. Her bir tiibiil diiz kas lifleri ile sarilidir. Hem liimen
hem de bazal ylizii diiz goriinlimliidiir. Tiibiil epiteli uzun silindirik uzun hareketsiz
stereosilyali esas hiicrelerden ve kiiclik bazal hiicrelerden olusan yalanci ¢ok kath
epiteldir. Burada depolandiklar1 i¢in, ductus epididimisin liimeninde olgun
spermatozoalar goriiliir.

Ductus deferensin dar ve diizensiz bir liimeni, ince bir mukozasi, onu gevreleyen
uzunlamasina, enlemesine ve uzunlamasina tabakali kalin diiz kas ve adventisyasi
bulunur. Liimen yalanci ¢ok katli stereosilyal silindirik epitel ile gevrelenmistir.

Prostat bezi, diiz kas lifleri, kollajen ve elastik liflerden olusan fibromuskiiler
stromanimn i¢indeki sekretuvar tiibiiloasinar bezlerden olusur. Bez icerigi yasla
birlikte dairesel birikimler gostererek sekretuvar asiniis i¢ine prostat tasi olarak
birikir.

Iki tane olan seminal vezikiiller, diizensiz liimenli ¢ok kivrimli uzun cisimler ya
da keseler olarak tanimlanabilir. Bez, kompleks primer kivrimlar ve onlardan
dallanan sekonder kivrimlardan olusur. Epitel kisa yalanci ¢ok katli ve bazal hiicreli
ve kisa silindirik ve ya kiibik hiicrelerden olusur. Dista uzunlamasina diiz kas tabaks1
ve en dista da adventisya ile sarilidir.

Penis ti¢ adet silindirik erektil dokunun (corpus cavernosum ve spongiosum) ve
iretranin deri ile sarilmasindan olusur. Penil liretranin biiylik kismu yalanci ¢ok katli
silindirik epitel ile doseli iken, glans peniste ¢ok katli yassi epitele doniisiir.

(Eroschenko ve Di Fiore, 2013)
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Sekil 2: Spermatogenez (Dehlbasl 2008)

Spermatogenez spermin (spermatozoon) olgunlasmasi siirecidir. Primordiyal
hiicreler ~ puberteye  kadar  uykudadirlar. ~ Spermatogenezi  ergenlikteki
gonadotropinlerin artmasi baglatir. Spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenez
olmak {izere li¢ evreden olusur. Spermatositogenez, spermatogonyumun primer
spermatositlere farklilagsmasidir. Ardindan meydana gelen birinci mayotik boliinme
bu primer spermatositin  diploid kromozomunun haploid kromozoma
indirgenmesidir, sekonder spermatosit olusur ve bu ikinci mayotik boliinme ile
spermatidleri meydana getirir.  Spermiyogenez de spermatidlerin  olgun

spermatozoaya farklilasmasidir (Gartner ve ark., 1998) (Sekil 2).
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Sekil 3: Spermiyogenez
(https://instruction.cvhs.okstate.edu/histology/mr/HIMRP4.htm)

Spermiyogenezin (Sekil 3) golgi fazi, kep asamasi, akrozomal faz ve olgunlagsma
faz1 olmak iizere dort evresi vardir. Spermiyogenezde: niikleus uzar, bastaki
kromatin kondanse olur. Golgi aparati niikleusun liimene bakan yliziinde (modifiye
bir lizozom olan) akrozomal vezikiile doniisiir. Sentriolden flagellum biiytir.
Mikrotiibiilleri flagellumun bir pargasini olustururlar. Mitokondriler orta parganin
etrafinda kiimelenirler. Fazla artik sitoplazma rezidiiel cisim olarak atilir.
Sitoplazmik kopriiler kirilir ve spermler Sertoli hiicrelerinden ayrilarak seminifer
tiibiillerin liimeninde serbest hale gelirler. Spermatogoniumdan olgun spermatozoon
hiicresine doniisiim takribi 74 giin siirer (Sadler, 2011: 27-30).

4.2. Semen

Semen; sperm ihtiva eden seminal siviya denir ve igerik olarak sperm ve
epididimis, duktus deferens, prostat, seminal vezikiiller ve bulbotiretral bezlerden
gelen salgi ile birlikte alkali bir yapiya sahiptir (Ross ve Pawlina, 2006: 784 - 828).
Toplam semen miktar1 2-6 ml olmakla birlikte, bunun yalnizca %35’ini testislerin
tirettigi sperm olusturur (WHO, 2010).

Seminal sivinin % 65-75’1 seminal vezikiiller tarafindan iiretilir ve igerigi amino

asitter, sitrat, enzimler, flavinler, sperm hiicreleri ig¢in temel enerji kaynagi olan



fruktoz, fosforilkolin, diside yabanci olan sperme karsi olan bagigiklik yanit1
baskilamak i¢in prostaglandinler, proteinler ve C vitamininden olusur. Seminal
stvinin %25-30’unu olusturan prostat salgisi asit fosfataz, sitrik asit, fibrinolisin,
prostat spesifik antijen, proteolitik enzimler, sperm hiicrelerindeki DNA igeren
kromatininin stabilizasyonuna yardim eden ve eksikliginde spermatogenezin
etkilendigi cinkoyu bulundurur. Seminal sivinin <%1’mn1 olusturan bulboiiretral
bezlerin salgisi galaktoz, spermin vajina ve serviks boyunca hareketliligini artiran ve
spermlerin semenin disina diflizyonunu engelleyen ve semene jelimsi bir yapi
kazandiran mukus, (Littre bezlerinin de salgilanmasina katildigi) Cowper sivist ve
sialik asitten olusur. (Ross ve Pawlina, 2006: 784 - 828)

Semenin ortalama hacmi 3,4 ml, pH’s1 7,7, viskozitesi 3-7cP, ozmolaritesi 354
mOsm olmakla birlikte; 0,171 g protein, 18 mg sitrat, 10,2 mg sodyum, 9.25 mg
fruktoz, 4,83 mg klorid, 3.71 mg potasyum, 3,47 mg glukoz, 2,11 mg laktik asit, 1,53
mg tre, 0.938 mg kalsiyum, 0,561 mg ¢inko, 0,374 mg magnezyum igerir (Owen ve
Katz, 2005).

4.2.1. Sperm morfolojisi

Sperm; bas, boyun ve kuyruk boliimlerinden olusmaktadir. Uzunlugu yaklagik
60 um, boyu 4-5 um ve eni 3 um’dir. Bas ve kuyruk boliimleri distan plazma
membrani ile sarilidir (Ross ve Pawlina, 2006: 784 - 828). (Sekil 4)

Sperm basi, dis1 plazma membrani ile sarilmis olan ¢ekirdek ve Oniinde
akrozomdan olusur. Akrozom proteazlar, asit fosfatazlar, hyaliironidaz, ndraminidaz,
aril siilfataz, tripsine benzer bir proteaz olan akrozini bulundurur (Gartner ve Hiatt,
2007). Boyun veya baglant1 pargasi yaklasik Sum uzunlukta olup; burada ¢ekirdege
tutunan proksimal sentriyol ve kuyrugun merkezindeki aksonemin kaynaklandigi
distal sentriyol bulunur. Spermin kuyrugu flagellum yapili, dis yogun liflerle sarili
merkezde 9+2 mikrotiibiil dizilimli aksonemden meydana gelir. Kuyruk,
mitokondrilerin bulundugu orta parca ve fibroz bir kilifin sardi1 esas parcadan
olusur. Orta parca yaklagik Sum uzunlukta olup; 9+2 mikrotiibiillii aksonem, onu
cevreleyen dokuz dis yogun lif ve disindaki mitokontriyal sarmal kiliftan olugur. Son
halka da denilen annulus; mitokondriyal sarmalin altinda, orta ve esas parcalar

arasindaki yogun halkadir. Esas parga yaklasik 45um uzunlukta olup; merkezdeki
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aksonem, etrafinda dis yogun liflerle, dista uzanan iki adet kolona tutunmus fibroz
iskelet kiliftan olusur ve en uzun bolimdiir. Fibroz kilif ve dig yogun lifler spermin
One hareketi sirasinda iskelet olusturan keratin proteinini igerir. Son parga yaklagik
5um uzunlukta olup; son 0,5-0,1 um’de sonlanan 9+2 mikrotiibiillii aksonem ve onu
saran plazma membranindan meydana gelen kisa boliimdiir (Gartner ve Hiatt, 2007,
Kierszenbaum, 2007).

Akrozom Plazma Membrani
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Sekil 4: Sperm basi ve organizasyonu (Standring, 2015)

4.2.1.1. Spermin morfolojik degerlendirmesi

Bas, boyun, orta, ana/esas ve son par¢adan olusan spermin normal kabul

edilebilmesi i¢in; pratikte bas ve boyun “bas” olarak degerlendirilirken, orta ve
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ana/esas pargalar “kuyruk” olarak degerlendirilir —¢iinkii son parga kii¢iik oldugu igin
zor ayirt edilir- ve bu iki boliimiiniin normal olmas1 gerekmektedir.

Sperm bas1 ortalama uzunlugu 4,1 pm, genisligi 2,8 um, uzunlugun genislige
orant yaklasik olarak 1,5’tur (WHO, 2010). DNA’y1 igerir, korur ve fertilizasyon
esnasinda onu oosite aktarir. Sperm basi kondanse elektron yogun haploid
niiklueusu, 6niinde akrozomu ve disinda plazma membranini ihtiva eder.

Bas oval sekilde ve diizenli sinirhidir, ayrica %40-70’ini kaplayan bir akrozom
bulunur (WHO, 2010). Akrozom biiyiik vakuol veya kii¢iik iki vakuol icermemeli
ayni zaman da bu vakuollerin kapladigi alan sperm basinin %20’°sini gegcmemelidir
ve postakrozomal bolgede herhangi bir vakuol bulunmamalidir (WHO, 2010).

Orta parca diizgiin sinirli, ince ve yaklasik bas uzunlugunda olmalidir. Ekseni
basin ekseni ile ayni1 hizadadir. Muhtemel rezidiiel sitoplazmanin sperm basinin iigte
birinden daha biiyiik alan kaplamas1 anormal olarak kabul edilir (WHO, 2010).

Ana parga, orta parcadan daha ince olmakla bilikte uzunlugu boyunca ayni

geniglikte kalmalidir. Uzunlugu 45um, yani basm yaklasik 10 katidir.

4.2.1.2. Sperm defektleri

A. Bas defektleri: Kiigiik, biiyiik, armut sekilli, amorf, yuvarlak, vakuolli
(biyiik veya ikiden fazla her halukarda 9%20°den fazla alan1 kaplayan veya
postakrozomal bdlgede), basin <%40 veya >%70 alanini1 akrozomun kaplamasi ve
cift bas olarak sayilmaktadir. (Sekil 5)

B. Boyun ve orta parca anomalileri: basa asimetrik baglanma, kalin veya asir1
ince, diizensiz, keskin acil1 kivrilmis yapilari boyun ve orta pargalar1 kapsamaktadir.

C. Analesas parca: sayismin birden fazla olmasi, kisa olmasi, keskin agili
biikiilmeleri olmasi, genisliginde diizensizlikler, sarmal olmas1 veya bu anomalilerin
birlikte olmasmni kapsamaktadir.

D. Asir rezidiizel sitoplazma (ARS): spematogenezdeki aksaklikta olusan bir
anomalidir. Sperm basmin > 1/3’linden genis ve diizensiz boyanmis sitoplazmaya
sahip ve orta parca anomalileri ile iliskilidir (Mortimer ve Menkveld, 2001). Asir1
sitoplazmanin  ve “sitoplazma damlacigi” aym sekilde tanimlanmamasi

gerekmektedir (Cooper, 2005).

12



A. Bas defektleri

(@) (b) © @ (e) )
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Ak;fffm Kiigitk

B. Boyun ve orta parca defektleri C. Kuyruk defektleri D. Asin rezidlel
sitoplazma
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Sekil 5: insan sperminin anormal formlarindan bazilarinin sematik ¢izimi. A. Bas
defektleri, B. Boyun ve orta parca defektleri, C. Kuyruk defektleri ve D. Asir1
rezidiiel sitoplazma (WHO, 2010)

Normal morfoloji <% 4 oldugunda in vivo gebelik orant %11,5 olurken, % 4-9
oldugunda %21,15 olmaktadir (Van Zyl ve ark., 1990). Normal sperm morfolojisi
<% 4 oldugunda IVF’te fertilizasyon oran1 % 59,3 olurken, gebeligin %15.2 oldugu
ve normal sperm morfolojisi >% 4 oldugunda IVF fertilizasyonu %76,6 olurken,
gebelik oranmin % 26 oldugu bildirilmistir (Coetzee ve ark., 1998)

DSO’niin 2010 kilavuzuna gére patolojik semen &rneklerinin isimlendirmesinde;
oligozoospermi sperm konsantrasyonu 15x10%/ml ve total sperm sayis1 <39x10°%/ml
olan Ornekleri, astenozoospermi <%32 ileri hareketli spermi, teratozoospermi <%4
normal morfolojili spermi, oligo-asteno-teratozoospermi her ii¢ patolojininin
birlikteligini, azospermi ejakulatta sperm olmamasi durumunu, kriptozoospermi taze

ornekte spermin bulunmayip santrifiij sonrasi pelette gézlenmesi, aSpermi ejakulatin
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olmamas: ve lokospermi ejakulatta >1x10%/ml l6kositin bulunmasi durumlaridir

(WHO, 2010).

4.2.1.3. Teratozoospermi indeksi

Teratozoospermi indeksi (TZI); spontan in vivo fertilizasyon sansini, sperm
morfolojisindeki anomali oranma gore hesaplayan bir parametredir. Morfoloji
degerlendirilirken her bir spermde birin {istiinde patoloji ile karsilasilabilir. TZI her
bir sperme diisen bozuklugun sayisini, boylece anomali siddetini vermektedir. TZI
icin esik degerler DSO tarafindan 1,60; Menkveld tarafindan 2,09 olmak iizere
subfertil olarak belirlenmis, fertil grupta < 1,51 olmasi beklenmektedir (Menkveld ve
ark., 2001; WHO, 2010).

TZI toplam anomali sayisinin, anormal sperm sayisina boliinmesi ile hesaplanir:

TZI= (Bas anomalisi + Orta parca anomalisi + Ana parca anomalisi + Agir1
miktarda rezidiiel sitoplazma [hacmi sperm basinin ii¢te birinden fazla olan]) /
(Toplam sayilan sperm sayis1 — Normal morfolojili sperm) (WHO, 2010)

Asir1 miktarda rezidiiel sitoplazma WHO 1999°da bir boyun anomalisi olarak
sayilirken, WHO 2010 kriterlerinde ayr1 bir defekt olarak sayilmis, boylece TZI’nin

olabilecegi maksimum deger 3 iken 4 olmustur.

4.2.2. Sperm kromatini ile fertilite iliskisi

Infertilite tedavilerinde en aktif ve morfolojik olarak normal spermi segmek ile
en saglam DNA’ya sahip spermi se¢mek paraleldir ¢iinkii anormal sperm
parametreleri ile sperm kromatin yapi analizi arasinda korelasyon bulunmaktadir.
Bunun yani sira normal veya normale yakin morfolojili spermde de yiiksek seviyede
DNA par¢alanmasi ile karsilasilabilir (Gardner, 2006).

Morfolojik bozukluklarin 6nemi; artan DNA pargalanma siireci ile birlikte
(Gandini ve ark., 2000), yapisal kromozom anormalileri (Lee ve ark., 1996), immatiir
kromatin (Dadoune ve ark., 1988) ve andploidi (Devillard ve ark., 2002; Martin ve
ark., 2003) insidansindaki artis ile iliskili olmasidir. O sebeple, sperm kuyrugu da
(orta parga ve ana parca) degerlendirilmesine ragmen, basin sekli 6nemlidir (WHO,

2010).
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Spermin kromatininin ve DNA’sinin normalligini degerlendirmek i¢in birgok
metod kullanilmistir. Bunlara 6rnek olarak Anilin Mavisi gibi histona veya akridin
oranj gibi niikleik aside baglanan boyalar verilebilir. Sperm kromatinini
degerlendirmek icin yapilan testlerin sonuglar1 birbirleri (Chohan ve ark., 2006) ile
spermin morfolojisi, hareketliligi ve canliligiyla orantili sonu¢ vermektedir (WHO,
2010).

Anilin mavisi spermde kromatin kondenzasyonunu, lizin rezidiilerini ve artik
histonlar1 boyamas1 dolayist ile anormal histon varligini gosteren, bu yolla niikleer
instabilitenin olup olmadigmi ortaya ¢ikartan asidik bir boyadir. Hasarli DNA’ya
sahip spermde rezidiiel histonlarm a¢iga ¢ikmasi ile Anilin  mavisinin
niikleoproteinleri boyamasi prensibi ile ¢alisir. Artmis Anilin mavisi boyanmasi
gevsek paketlenmis kromatini gdsterir (Shamsi ve ark., 2011). Anilin mavisi sebebi
aciklanamayan infertil vakalarda daha yiiksek oranda sperm pozitif boyanmaktadir.

(Foresta ve ark., 1992)

4.3. Erkek Infertilitesi

Erkek infertilitesi; Kartagener sendromu, kistik fibrozis, androjen reseptor
eksikligi, ¢6lyak hastaligi yada inmemis testis gibi nedenlerle konjenital de olabilir;
enfeksiyon (Or: kabakulak, gonore, tiiberkiiloz), endokrin hastaliklar (tirotoksikoz,
diabetes mellitus), sistemik hastaliklar (nedeniyle hormonal disfonksiyon veya
androjen eksikligi) ya da cesitli ila¢ (alkilleyici ajanlar) kullanimlar1 ve radyoterapi
nedeniyle sonradan kazanilmis (akkiz) da olabilir.

Erkek infertilitesinde DSO rehberine gore idiyopatik semen bozukluklar1 %50-
75,1, varikosel %12,3, iirogenital faktorler %6,6, immiinolojik faktorler %3,1, diger
hastaliklar %3, kazanilmis faktorler %2,6, konjenital anomaliler %2,1, cinsel
faktorler %1,7 ve endokrin bozukluklar %0,6 etyoloji insidansini olusturmaktadir.
(WHO, 1999)
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4.4, Sperm Hazirlama Y ontemleri

Spermlerin in vitro ortamda seminal plazma ile uzamis siirelerde maruziyeti
kapasitasyonu inhibe ederken (Rogers ve ark., 1983), spermin fertilizasyon
yetenegini distirir (Kanwar ve ark., 1979) In vivo ortamda ise hareketli spermler,
kadin genital sisteminde servikal mukus i¢inde ilerlemeleri nedeniyle seminal plazma
ve hareketsiz spermlerden dogal olarak ayrilirlar. Bu sebeple yardimcCi iireme
tekniklerinde likefaksiyonun ardindan sperm miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
seminal plazmadan ayrilmaldir.

Ayrica intrauterin inseminasyon i¢in yikanmadan taze semenin kullanimi
halinde; semenin prostaglandin igerigi nedeniyle uterusta kramplar (Sahmay ve ark.,
1989) olusabildigi ve ayrica endometrit ve pelvik enflamatuvar hastalik ile
karsilagilabildigi de bilinmektedir.

Iyi bir sperm hazirlama ydnteminin amact; hareketli spermleri diger spermlerden
ayirirken; immatiir veya 0l spermleri, bozuk kromatinli sperleri, anormal morfolojili
spermleri ortadan kaldirmak, sperm dis1 hiicreleri ve bakteri, viriis gibi yapilar1
uzaklastirmak ve reaktif oksijen radikallerini bertaraf etmektir.

Infertilite tedavilerinde zamanla bir¢cok sperm hazirlama teknigi gelistirilmistir.
Bunlar;

1. Yikama ve santrifiij,

2. Migrasyon yontemleri: yiizdiirme (swim-up), self migrasyon sedimentasyon,
albumin siitunlarina dogru ytizdiirme (swim-down), Nikel mes migrasyon

3. Filtrasyon yOntemleri: cam yiinii ile filtrasyon, glass-bead ayirma yontemi,
Sephadex siitunlari, transmembran filtrasyon

4. Yogunluk gradyan santrifiijlemesi (yogunluk gradyan yontemi veya dansite
gradyan yontemi): Percoll ile izole gradyan, mini-percoll gradyan, Nycodenz
gradyan, Ficoll ile sperm se¢imi, parafin altinda sedimentasyon olarak sayilabilir.

Bu yontemlerin birgogu giiniimiizde kullanilmamaktadir. Genel olarak tercih
edilen yontemler ii¢ kategoride smiflanabilir: basit diliisyon ve yikama, sperm
yiizdiirme (Swim-up), ve yogunluk (dansite) gradyan santriftijlemesi (Gardner, 2006).

Basit yikama ve diliisyon; ilk IVF uygulamalarinda semenin bir kiiltiir medyumu
ile voliimiiniin 2-10 kat1 olacak sekilde diliie edilmesi, santrifiijlenmesi, ardindan

slipernatantinin uzaklagtirilarak peletinin kiiltiir medyumu ile restispende edilmesi ve
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bu iglemlerin iki veya ii¢ defa uygulanmasina dayanir. Yontem basit ve ucuz olmakla
birlikte, negatif yonii cansiz veya hareketli olmayan spermler ile l6kositler, epitel
hiicreleri ve hiicre artiklarinin 6rnegin i¢inde var olmaya devam etmesidir (Gardner,
2006). Ayrica diisiik kaliteli spermin ayrilmadigi siirece tekrarlayan santrifiijlerde
reaktif oksijen radikalleri (ROS) olusumunu artirdigi da bildirilmistir (Aitken ve
Clarkson, 1988).

Yiizdiirme (swim-up) yonteminde, konik bir tiipe almip 45° egilerek genis bir
ylizere yayillmasi saglanan sperm, kendi hareketi ile yiizerek hareketsiz
popiilasyondan ayrilir. Dogada kadin genital sisteminde spermin kendi hareketi ile
ilerlemesi mantigmma dayanir. Yizdiirme, kadin infertilitesi s6z konusu ise,
normospermi durumunda ve hareketli sperm yiizdesi zaten yiiksekse ve sperm dis1
yuvarlak hiicre sayis1 diistik ise tercih edilen standart bir yontemdir. Klinikte siklikla
yikama sonrasi yiizdiirme yontemi kullanilmaktadir.

Asag1l ylizdiirme yOntemi; yergekimininin ¢ekim giiciinden faydalanarak
hiicreleri tabakalandirma mantigina dayanir ve bu ge¢miste hiicre kiltir
tekniklerinde kullanilmistir. Teknik UYTEM'de 1990'1 yillarda albumin, Percoll, vb.
ile denenmis ancak IVF'in o donemdeki yogun kullanimi nedeniyle ragbet
gormemistir (Gonzales ve Pella, 1993; Ing ve ark., 1991; Kaneko ve ark., 1987).

Yogunluk gradyan yonteminde giiniimiizde HEPES icinde hidrofilik silan ile
kovalent bagli olarak stabilize edilmis silika partikiillerinin kolloid silispansiyonu
olan yogunluk gradyanlar1 veya kaynaklarda yer alan sekliyle Percoll (silan yerine
polivinilpirolidon kaplhidir), albumin, Nycodenz, Ficoll ve siikroz polimerleri gibi
malzemelerle farkli yogunlukta tabakalar olusturulup; hiicreler dansitelerine gore
ayrilir. Giinlimiizde Percoll kullaniminda endotoksin ile kontaminasyon riski
sebebiyle Nycodenz tercih edilmektedir (Delilbasi, 2008). Percoll yerine tercih
edilebilecek diger tiriinler olarak: Puresperm, Isolate gradient, Ixaprep, PureCeption,
Purewash, Silselect sayilabilir. Bu firiinlere polisiikroz eklenmistir bu sebeple
izoozmotiktirler (Gardner, 2006). In vivo insan kullanimi i¢in onaylanmis, iritan
olmayan ¢ok diisiik toksisiteye sahip tiriinlerdir.

Yogunluk gradyan yonteminde iki tabaka kullanimi tercih edilmektedir.
Konsantrasyonla sperm sayis1 ters orantili olmakla birlikte normal spermi arttirmak

icin alt katmanin konsantrasyonu yiiksek tutulmaldir. Bu sebeple alt tabaka i¢in
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minimum %80’lik bir konsantrasyon tercih edilmektedir. Santrifiij hizinin veya
sliresinin artirilmasi spermde santriflij hasarinin goriilmesine sebep olmasi nedeniyle
(Mortimer, 1994); semen ideal olarak 300 g’de santrifiijlenir ve hareketli spermler
gradyan sollisyonu icinden siiziilerek gecip tiipiin dibinde yumusak bir pellet
olusturur. Boylece normal yapidaki spermler, diger hiicre tiplerinden yani l6kositler,
germ dis1 hiicreler ve dejeneratif germ hiicreleri ve dokiintiilerden ayrilmistir (WHO,
2010). Yogunluk gradyan yonteminin uygulanmasi sirasinda %80 ya da %90 gibi
farkli yogunluklar alt faz i¢cin denenmistir. Buna ek olarak uygulanacak gradyan
miktar1 da normal spermde daha fazla tutulmakla birlikte hareketli spermin ¢ok az

oldugu veya total sperm sayisinin ¢ok diisiik oldugu vakalarda daha az tutulmaktadir.

4.5. Fertilizasyon ve Sperm

Fertilizasyonun birbirini izleyen dort temel asamasi vardwr. Ik olarak
fertilizasyonu gerceklestirecek spermin se¢imi, ikinci olarak bu spermin oositin
kilifin1  gecip igeri girmesi, TUgclincii olarak sperm ve oositin sitoplazmik
membranlarinm birlesmesi ve son olarak iki cinsiyetin niikleer materyallerinin geri
doniisiimsiiz olarak birlesmesi yani niikleer singamidir (Gardner, 2006).

Sperm ejakiile edildikten sonra kadin genital sistemine girer. Kat ettigi yol
boyunca semen igeriginden arinir ve ejakiilasyon sonrasi degisiklikler gecirir. Bu
degisiklikler inseminasyon ve fertilizasyon arasindaki ara fazlardir (Yanagimachi,
1994).

Semen, aksesuvar bezler kaynakli kalsiyum igerikli salgilar ve islevsel olan ve
olmayan heterojen bir sperm toplulugundan olusmaktadir. Sperm, membrani stabilize
eden, sterolden zengin seminal plazmadan ve asidik vajen ortamindan, Serviksteki
mukusa dogru gog¢ eder. Spermin plazma membrani mukustaki ince yapili elementler
tarafindan temizlenir ve bdylece plazma membranindan emilmis molekiillerden ve
sterollerden arindirilmasi kolaylastirilmig olur. Spermle birlikte 16kositler de servikal
mukusa ulasir. Bunlar iirettikleri ROS ile fonksiyonel spermi kapasitasyona sevk
eden bir etki yaratirken fonksiyonu bozuk spermlere zarar verirler ve boylece daha
sonraki fertilize edebilecek sperm toplulugundan uzaklagsmasimi saglarlar. Uterusa

giren topluluk boylelikle daha homojen olur.
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4.6. Fosfolipaz C Zeta (PLCZ)

Gametlerin flizyonunun ardindan; yani sperm zona pellusiday1 gegtikten sonra
niikleer materyal oosit i¢gine girerken fosfolipaz C zeta (PLCZ) ooplazmaya salimnir
(Swann ve ark., 2006). Hiicre membranindaki veya hiicre i¢i vezikiillerde bulunan
fosfoinositol difosfati (PIP;) hidrolize eder; boylece diagilgliserol (DAG) ve
inositoltrifosfat (IP3) ortaya ¢ikar. DAG, protein kinaz C (PKC) yolagmi aktive eder;
IP; da endoplazmik retikulum {izerinde yer alan reseptoriine (IP3Rs) baglanarak,
hiicre ici 6zel amplitiid ve frekansli Ca®* salinimlarinin baslamasini saglar (Sekil 6).
Oosit boylece aktive olur, arrestteki oosit mayoza devam eder ve kortikal graniiller
perivitellin araliga salmir (Amdani ve ark., 2013). Fertilizasyonu takiben Ca?

salinimlar1 proniikleus olusumunda sonlanir (Marangos ve ark., 2003).

Kortikal Granuller
SPERM

Oosit
Membrani

Kalsiyum
Salinimlari

Endoplazmik
Retikulum

Sekil 6: Fosfolipaz C Zetanin ¢aligma mekanizmasi (Amdani ve ark., 2013)

PLCZ; memelilerde bu islevleri ile ¢6ziilebilir sperm faktorii ve oosit aktivasyon
faktorii olarak tanimlanmigtir (Saunders ve ark., 2002).

Sperm bas bdlgesinde (Young ve ark., 2009) bulunan PLCZ’nin tam
lokalizasyonu konusunda c¢esitli goriisler mevcuttur. Genel olarak ekvatoryal

yerlesimli rapor edilen PLCZ’in, en ¢ok bulundugu ikinci lokalizasyonu
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postakrozomal bolgedir ve bunun disinda akrozomal ve bu bdlgelerin
kombinasyonlar1 seklinde de goriilebilmektedir.

Fertilizasyonda elzem bir basamak olan kapasitasyon ile spermin akrozomundan
glikoproteinler uzaklagir, plazma membraninin i¢indeki molekiiller yer degistirir,
hiicre Ca** ve sodyum seviyesi yiikselirken, sperm hiperaktive olur. PLCZ’nin da
kapasitasyon sonrasi lokalizasyonunun degistigi ve baskm olarak ekvatoryal ve bir
miktar akrozomal lokalizasyonlu iken, kapasitasyon sonrasi postakrozomal
lokalizasyonunun anlamli olarak arttig1 bildirilmis ve bunun akrozom reaksiyonunun

indiiklenmesinde role sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir (Grasa ve ark., 2008).

4.7. Oksidatif Stres ve Sperm

Enerji tretilirken oksijenin %?2’si, serbest radikaller denilen reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olarak kacar. Baska bir deyisle oksijen metabolizmasi sirasinda ¢ikan
yan triinlerdir. ROS’un en az bir eslenmemis elektronu vardir ve bu en dista oldugu
icin yiksek dlizeyde reaktif molekiillerdir. Oksidatif stres; reaktif oksijen
radikallerinin tetikledigi artmis hiicre hasarinin yarattigi durumdur ve spermde
fonksiyon bozuklugu yapmasmdan dolay1 erkek infertilitesinin nedenlerinden biri
olarak sayilmaktadir (Agarwal ve ark., 2014).

Serbest radikaller DNA zincirlerine baglanip onlar1 kirarak mutasyonlara sebep
olan ¢ok reaktif molekiillerdir. Ayrica hiicre memranindaki yaglara ve proteinlere
baglanarak onlara hasar verebilirler. Bunun yani sira serbest radikaller mitokondriyi
inhibe edip, enerji liretim mekanizmasmi bozabilir. Spermde ise ROS iiretimi;
plazma membraninda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz
sistemi veya daha ¢cok mitokondride nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) bagl
oksidorediiktaz reaksiyonu olmak iizere iki yol ile olmaktadir. Hareketlilik icin aktif
olarak enerji gerekmesi nedeniyle spermin bol mitokondri bulundurmasi, asil
oksidatif stres kaynagini mitokondri yapmaktadir(Henkel, 2011). Oyle ki, insan
sperminde en ¢ok diretilen ROS olan O, lipid peroksidaz yolagini baglatarak
membran akigskanhigimni etkileyerek sperm fonksiyonunu bozabilir (Chen ve ark.,
2013; Sikka, 2001).

Yani; ROS ve metabolitleri DNA, lipid, protein yapilarma saldirip, enzim

sistemlerini degistirip, tamir edilemeyecek degisiklikler yaratabilir, hiicre 6liimiine
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sebep olabilir ve sonu¢ olarak erkek infertilitesine yol agacak semen
parametrelerinde diisiise neden olabilir. Fizyolojik sinirlardaki ROS; kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon ve spermin oosit ile flizyonu i¢in gerekli olsa
da; patolojik seviyelerde, lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve apoptoza sebep
olabilmesi nedeniyle sperm kalitesini kotii etkileyip, fertilizasyon kapasitesini
tamamen bozabilir. ROS {iretiminde endojen kaynaklar olarak l6kositler, immatiir
spermatozoa ve varikosel sayilabilirken; eksojen kaynaklar olarak toksinler, sigara,
alkol ve radyasyon sayilabilir (Agarwal ve ark., 2014).

Spermatozoa oksidatif stres kaynakli hasar1 tamir edemez ¢iinkii gerekli
sitoplazmik enzim tamir mekanizmasi eksiktir (Saleh ve Agarwal, 2002). Hiicre
membranlar1 doymamis ¢oklu yag asitlerinden zengindir, bu da onlar1 oksijen
kaynakli hasara, boylece lipid peroksidasyonuna ag¢ik kilar. Lipid peroksidasyonu
kaynakli hiicre i¢i ATP kaybi; aksonem hasarina, sperm canlilik kaybma ve artmig
orta parga morfolojik defektlerine sebep olur ve bunlarin hepsi diisiik sperm
hareketliligi ile iliskidir (Bansal ve Bilaspuri, 2010; Gharagozloo ve Aitken, 2011).

Semende olgun spermlerle birlikte; immatir spermler, lokositler ve epitel
hiicreleri de bulunur. Cogunlukla nétrofillerden ve makrofajlardan olusan 16kositler
ROS’un temel endojen kaynagmni olustururlar. Bu peroksidaz pozitif 16kositler
prostat ve seminal vezikiil kaynaklidirlar ve herhangi hiicre i¢i veya hiicre disi
stimulanla normalin yiiz kati ROS f{iretip oksidatif strese sebep olabilirler ve bu
durum spermin hiicre membraninda lipid peroksidasyonu ile sonug¢lanabilir (Agarwal
ve ark., 2003). Lokositospermi (1x10°%/ml) durumunda oldugu gibi anormal yiiksek
16kosit konsantrasyonlar1 sperm hasarmna sebep olur (WHO, 2010). Lokositler
tarafindan tretilen ROS’un ayrica spermde belirgin hareketlilik kaybi, morfoloji
bozulmasi, hiperaktivasyonda ve oosit penetrasyonunda azalmaya sebep olan zararli
etkileri vardir (Koppers ve ark., 2011)

Immatiir spermlerde, &rnefin spermiogenez asamasinda bir durma (arrest)
yasandiginda orta parga etrafinda fazla rezidiiel sitoplazma kalir ve bu NADPH
sistemini aktive ederek spermatozoanin ROS iiretmek i¢in elektron kaynagini
olusturur, boylece muhtemel bir oksidatif stres olusturur. Asir1 rezidiiel sitoplazma

bu sebeple sperm hareketliligini, morfolojisini, fertilizasyon potansiyelini etkiler
(Rengan ve ark., 2012).
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Lipid peroksidasyonu sirasinda meydana gelen olaylar zincirinin bir sonucu
olarak azalmis aksonem protein fosforilasyonu ve spermin hareketsizlesmesinin,
hareketlilik parametresine etkisi olabilir (Agarwal ve ark., 2014).

YUT’te ROS birikimine sebep olan ii¢ in vitro etken vardir: endojen savunma
mekanizmalarinin eksik olmasi, spermatozoanin c¢esitli manipulasyonlara maruz
kalmasi, ¢evrenin oksidatif strese duyarli olmasi1 (Agarwal ve ark., 2014).

Potansiyel bir ROS kaynagi da semen hazirligi sirasinda immatiir spermler
tarafindan ROS {iretimidir. Santrifiij sirasinda antioksidanlardan zengin seminal
plazmanim olmamas1 veya l6kositler, in vivodan yiiksek olan in vitro parsiyal oksijen
basinci, 151k ve kiiltir medyumu gibi etkenlerden zarar gormesidir. Isiga bes
dakikadan fazla maruziyetin H,O, seviyelerini artirdigi bildirilmistir. Kiiltiir
medyumlar1 i¢in de; Ham’s F-10’da bulunan Fe, Cu gibi metal iyonlar1 ROS
olusumunu kolaylastirir, bunun yami swra albumin gii¢lii antioksidan aktiviteye
sahiptir ve spermin membranlarini korur ancak DNA hasarma kars1 etkili degildir ve
son olarak kiiltiir medyumlar1 H,O; iiretimini artiran amin oksidaz1 yiiksek miktarda
icerir (Agarwal ve ark., 2006; du Plessis ve ark., 2008; Twigg ve ark., 1998).

YUT wuygulanacagi zaman rutin olarak sperm hazilik asamasmda
Spermatozoaya santrifiij islemi uygulanmaktadir. Bu santrifiij isleminin ROS
iretimini artirdig1 ve erkek gametlerinde oksidatif strese sebep oldugu gosterilmistir
(Aitken ve Clarkson, 1988). ROS’un tekrar eden santrifiij sikluslarinda anlamli
olarak arttig1 gorilmiistiir (Agarwal ve ark., 1994). Ayrica santriflijiin giiciinden
ziyade santrifiijiin siiresinin 6nemli oldugu ve daha ¢cok DNA fragmantasyonuna ve
dolayis1 ile YUT teki negatif etkilerine neden oldugu gdzlemlenmistir (Agarwal ve
ark., 2003; Shekarriz ve ark., 1995).

Spermin yiiksek miktar ROS’a maruziyeti DNA fragmantasyonlar1 meydana
getirir (Agarwal ve ark., 2003). Normal spermin DNA fragmantasyonunun biiyiik bir
kismi seminifer tiibiillerden ve epididimisten gecerken meydana gelir. Farkli
aragtirma gruplar1 tarafindan; ejakiile edilen spermin testikiiler spermden daha
yiiksek DNA fragmantasyonuna sahip oldugu (TUNEL ile) gosterilmis (Greco ve
ark., 2005), epididimisten elde edilen spermin ise testikiiler spermden daha yiiksek
DNA fragmantasyonuna sahip oldugu yaymlanmistir. Spermlerin epididimiste sikica

paketli olmas1 kisa Omiirleri nedeniyle immatiir ve matiir spermlerin yakin temas
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halinde olarak ROS hasarinin meydana gelmesine Sebep olur (Steele ve ark., 1999).
Benzer mekanizma santrifiij uygulanmig semenin peletinde spermlerin sikica
paketlenmis olmasmdan da meydana gelir (Agarwal ve ark., 2006).

Agarwal ve ark.; sperm hazirlama yontemlerinden yogunluk gradyan yontemi,
cam yini filtrasyonu ve migrasyon-sedimentasyon yontemlerinin  l6kositleri
uzaklastirarak ROS seviyelerini disiirseler de, alternatif bir yontem olarak magnetic
activated cell sorting (MACS) yontemini apoptotik spermatozoayr anneksin-V bagl
manyetik parcaciklarla uzaklastirdigi i¢in; hareketli, canli, normal morfolojideki
daha yiliksek fertilizasyon potansiyeline sahip spermleri se¢mesi nedeniyle
onermigler (Agarwal ve ark., 2008). Ayrica fazla 16kosit igeren veya immatiir veya
hasarli spermi ¢ok olan Orneklerin ylizdiirme veya basit yikama ile muamele
edilmemesi gerektigini ¢iinkii bu tekniklerde semenin biitiin hiicre i¢eriginin dipteki
pelet igerisinde birbiri ile temas halinde olmaya zorlandigimni da belirtmislerdir
(Agarwal ve ark., 2006).

Oksidatif stres, spermin plazma membraninin akiskanligina etki ettigi gibi sperm
niikleusunun DNA biitlinligiine (integrity) de saldirida bulunmaktadir. ROS kaynakl1
DNA hasar1 gamet hiicrelerinin apoptozu, bunu takip eden sperm sayisinda diisiikliik
ve diisiik semen kalitesi ile sonuglanir (Agarwal ve ark., 2003). Yogunluk gradyan
yontemi ve yiizdiirme yontemlerinin (akridin oranj ve flow sitometri ile)
karsilastirildig: bir ¢alismada yogunluk gradyan yonteminin sagladig hareketlilikteki
artisin DNA bitinligi ile iliskili olmadigi, bilakis ejakulat ile benzer seviyede
oldugu, bir diizelme saglamadigi bulunmus ancak yiizdiirme ile DNA biitiinliigiiniin
arttigin1 gézlemlenmistir (Zini ve ark., 2000). Bunun iizerine rutinde kullanilan
yontemlerin sperm DNA hasarint minimalize edecek sekilde yeniden goézden
gecirilmesi gerektigi sonucuna varilabilir (Agarwal ve ark., 2003). Keza DNA’s1
hasarli spermin YUT’te kullanimi tartismahdir (Twigg ve ark., 1998). Sperm DNA
hasar1 teorik olarak endojen endoniikleazlar tarafindan tamir edilebilir ancak tam
yapilamayan onarmm genetik anomalinin YUT’te muhtemel olarak aktarimi ile
sonuglanir (Maione ve ark., 1997; Perry ve ark., 1999; Zini ve ark., 2000).

Infertil erkeklerin semenlerinde fertil kontrollere gore daha fazla apoptoza

rastlanmas1 ve bu farkin yogunluk gradyan yontemi uygulamasi sonrasi matiir
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fraksiyonda hala istatistik olarak anlamli sebat etmesi, yogunluk gradyan yonteminin

yeterli olmadigmi gostermektedir (Agarwal ve ark., 2003).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Ornek Hazirlanmasi

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulundan
(protokol numarasi: 09.2016.185) etik onay ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa T1p
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal’ndan izin alinarak, teze
katilmayr kabul eden vakalardan imzali aydmlatilmis onam formu yazili olarak
almdu.

Cocuk istemi nedeni ile UYTEM’e basvuran 20 erkek hastadan 3 giinliik cinsel
perhiz sonrasi steril kap i¢ine mastiirbasyon ile semen 6rnegi alindi. Teze alinma
kriteri olarak sperm konsantrasyon 10x10%/ml belirlendi.

Likefiye olmas: i¢in 30 dakika beklendi. Likefaksiyonu takiben viskozite ve
pH’ya bakildi. Likefiye olmayan oOrneklere mekanik likefaksiyon uygulandi.
Tamamuyla likefiye olmus 6rnek iyice karistirilarak bir lama damlatilds; {izeri 22x22
mm’lik lamel ile kapatilip faz kontrast mikroskopta hareketli sperm oran1 ve yaklasik
sperm sayis1 belirlendi. Takribi sperm sayisina gore 5 veya 20 kat diliie edilip
improved Neubauer lami ile sayim yapild1.

Her 6rnekten 5-15ul sperm %0,01 Poly-L-Lysine kaph lamlara 45 derecelik ag1
ile ince bir sekilde yayilarak, ticer adet yayma elde edilip havada kurutuldu,
immunfloresan boyama i¢in -10°C metanol ile 5 dakika; Anilin mavisi boyamasi i¢in
0,2 M fosfat tamponlu (pH 7,2) %3’lik glutaraldehitle 30 dakika, PAP boyama i¢in
% 96 alkol ile 15 dakika fikse edildi.

Geriye kalan semen Ornegi li¢ esit boliime ayrilarak (ortalama 1’er ml)
yiizdiirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme yOntemleri ile yikama

islemleri yapild.

5.2. Sperm Hazirlama Yontemleri

Yiizdiirme, yogunluk gradyan yontemi ve yogunluga yiizdiirme yontemi olmak
lizere ii¢ sperm hazirlama yontemi uygulandi.

Kiiltir medyumu olarak Vitrolife 10136 G-IVF Plus medyum kullanild1.
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5.2.1. Yiizdiirme yontemi

Yiizdiirme i¢in semen Ornegi iyice karistirildi. Steril 15 ml’lik konik polistiren
tiip igcine 1 ml semen koyulup tizerine 1,2 ml kiiltiir medyumu eklendi. Semen-kiiltiir
medyumu ara yiizey alanini artirmak igin, tiip yatay diizlemle 45 derece a¢1 yapacak
sekilde egildi, 37°C’de %5 CO, ortamda 1 saat inkiibe edildi. Tip dik duruma
getirildi ve kiiltir medyumunun en istteki 1 ml’lik kismimi ayrildi (Sekil 7).
Hareketli spermlerden olusan bu kisim, kiiltiir medyumunun 1,5-2,0 ml’siyle
seyreltildi. Bes dakika boyunca 440 g’de santrifiijlendi ve st fazi atildi. Sperm
konsantrasyonu, toplam motilite ve ileri hareketi degerlendirmek i¢in, 0,5 ml kiiltiir

medyumu iginde sperm pelleti yeniden siispansiyon haline getirildi.

-

60 dakika 37C inktibasyon
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yikama
medyumu
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- Medyuma yiizen

hareketli spermatozoa
Likefiye

olmus
semen

Sekil 7: Yiizdiirme yontemi (Beydola ve ark., 2013)’dan modifiye edilmistir

Yikama yapilan Ornek; lama yayilip tizeri lamel ile kapatilarak 151k
mikroskobunda incelenip degerlendirmesi yapildi, Neubauer lami ile sayildi.
Ornekten birer damla almarak %0,01 Poly-L-Lysine kapli lamlara ii¢ yayma
yapilarak havada kurutuldu ve ardindan biri immunfloresan boyama i¢in metanol ile;
digeri Anilin mavisi boyamasi i¢in 0,2 M fosfat tamponlu (pH 7,2) %3’lik
glutaraldehitle 30 dakika, Papanicolaou (PAP) icin %96 alkol ile 15 dakika fikse
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edildi. Yiizdirme isleminden kalan 6rnek elektron mikroskobu takibi i¢in 0,1 M

fosfat tamponu ile tamponlanan % 2,5 glutaraldehit fiksatifinde 4-12 saat siireyle
+4°C’de fikse edildi.

5.2.2. Yogunluk Gradyan ve Yogunluga Yiizdiirme

Yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme yOntemlerinde kullanilmak {izere
(Vitrolife Spermgrad ve Vitrolife G-MOPS kullanilarak) %40’likk ve %80°lik
yogunluk gradyanlar1 hazirlandi. Dért saat 37°C %5 CO;’de inkiibe edildi.

5.2.2.1. Yogunluk gradyan yontemi

e i
@ 20 dakika 440 g santrifuj @

ReeTA)

Semen Seminal plazma

S

=———— Lokositler, debris

Ust faz g})rgrrnm il
%40

Alt faz Sperm
%80

Sekil 8: Yogunluk gradyan yontemi (Beydola ve ark., 2013)’dan modifiye

edilmistir.

Yogunluk gradyan yontemi i¢in 1 ml % 40’lik yogunluk gradyan medyumunu 1
ml % 80’lik yogunluk gradyan medyumu iizerine koyularak bir test tiipii i¢inde
yogunluk gradyan medyumu hazirlandi. Semen numunesi iyice karistirildi. Yogunluk
gradyan medyumu {izerine 1 ml semeni yerlestirilip, 20 dakika 440 g’de
santrifiijlendi (Sekil 8). Sperm pelletinden siipernataninin (iist fazin) ¢ogu atildu.

Nazikge pipetlenerek (kontamine edici yogunluk gradyan medyumunun disar1
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alinmasma yardime1 olmak igin), 3 ml kiiltir medyumu i¢inde sperm pelleti yeniden
siispansiyon haline getirildi ve 6 dakika 440 g’de santrifiijlendi. Yikama islemi
tekrarlandi. Son olusan pellet, 0,5 ml yeni kiiltir medyumu i¢inde nazikge

pipetlenerek yeniden slispansiyon haline getirildi.

5.2.2.2. Yogunluga yiizdiirme yontemi

Yogunluga ylizdiirme yontemi i¢in 2 ml % 80’lik gradyan medyumu hazirland:.
Semen numunesi iyice karigtirildi. Yogunluk gradyan medyumunun tizerine 1 ml
semeni yerlestirilip 30 dakika 37°C inkiibatorde bekletildi, pipetle girilip dipten 1
ml’lik kisim aspire edildi (Sekil 9). 3 ml kiiltir medyumu iginde sperm pelleti
yeniden siispansiyon haline getirildi ve 6 dakika 440 g’de santrifiijlendi. Tekrar

yikandi ve pelet 0,5 ml yeni kiiltiir medyumu ile resiispende edildi.

g i

30-60 dakika
37°C inkubasyon

—

Semen

4‘ 'l-\ I i —

Hareketli
Sperm

%80

Sekil 9: Yogunluga yiizdiirme yontemi. 15 ml’lik steril konik tiip i¢ine alta
yerlestirilen 1ml %80’lik yogunluk gradyani ve iizerine yerlestirilen 1ml semen

goriilmektedir.
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Yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme yontemleri ile yikanan drnekler; bir
damla lama damlatilip tizeri 22x22 lamel ile kapatilarak faz kontrast mikroskobunda
incelenip degerlendirmesi yapildi. Ornekten birer damla alinarak %0.01 Poly-L-
Lysine kapli lamlara {i¢ yayma yapilarak havada kurutuldu ve ardindan biri
immunfloresan boyama i¢in 5 dakika -10°C metanol ile; digeri Anilin Mavisi
boyamasi i¢in 0.2M fosfat tamponlu (pH 7.2) %3’liikk glutaraldehitle 30 dakika ve
PAP igin %95 alkol ile 15 dakika fikse edildi. Yogunluk gradyan ve yogunluga
yiizdiirme yontemlerinden kalan ornekler elektron mikroskobi takibi igin 0,1 M
fosfat tamponu ile tamponlanmis % 2,5 glutaraldehit fiksatifinde 4-12 saat siireyle +
4°C’de fikse edildi.

5.3. Anilin Mavisi Boyamasi

Anilin Mavisi boyamas1: Likefiye olmus semen ve her {i¢ yilkamadan elde edilen
toplam dort 6rnekten glutaraldehit ile fikse edilen preparatlar %5 Anilin mavisi ve

asetik asit karisimi (pH 3.5) ile 5 dakika boyandi. (Terquem ve Dadoune, 1983)

5.4. Fosfolipaz C Zeta Boyamasi

Metanol (-10°C) ile 5 dakika fiksasyonun ardindan 3 defa PBS (Sigma) ile
yikanan preparatlar, PBS ile diliie edilmis %10’luk normal esek serumu (Santa Cruz
sc-2044) ile 20 dakika bloklandi. Gece boyu +4°C’de 1:200 diliisyonda anti-PLCZ
antikor (Santa Cruz PLCZ-1 antibody) ile nemli ortamda inkiibe edildi.

Ertesi giin PBS ile 3 defa S5’er dakika yikandi. Oda sicakliginda 1:200
diliisyonda FITC florokromla konjuge sekonder antikor (SC 2024 - esek anti-kegi
IgG-FITC 200 pg/0,5 ml) ile karanlikta 40 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3 defa
yikandi. Kapama medyumu (Sigma Fluoroshield) ile kapatildi. Preparatlarin
kenarlar1 miihiirlendi. Boyanmig preparatlar ayni giin incelendi ve fotograflandi.
Incelendikten sonra +4°C’de preparat kutusunda karanlikta tutularak geregi halinde

incelenmek i¢in muhafaza edildi.
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5.5. Papanicolaou Boyasi

Havada kurutulmus semen yaymalart minimum 15 dakika % 95 etanol (Merck)
icinde fikse edildi. Swrasiyla 30 saniye %80 etanol, 30 saniye %50 etanol, saf su, 4
dakika Harris hematoksilen (Merck Papanicolaou's solution 1la Harris' hematoxylin
solution), 30 saniye saf su, 6 kez batirilarak asidik etanol, akan musluk suyu altinda 5
dakika, 30 saniye %50 etanol, 30 saniye %80 etanol, en az 15 dakika %95 etanol, 1
dakika G-6 oranj (Merck Papanicolaou’'s solution 2a Orange G solution (OG 6))
boyama, 3 defa 30 saniye %95 etanol, 1 dakika EA-50 yesili (Merck Papanicolaou’s
solution 3b polychromatic solution EA 50), 2 defa 30 saniye %95 etanol, 2 defa 15
saniye %100 etanol, 1 dakika ksilen-alkol 1:1 karisimi, 1 dakika ksilenden
gegcirilerek entellan (Sigma) ile kapatildi.

5.6. Isik Mikroskopik Degerlendirme

Histokimyasal boyalarin degerlendirilmesi i¢in Olympus BX51 fotomikroskop
100x objektif ile kullanildi.

5.6.1. Sperm sayisi ve hareketliligi

Semen numunesinin almmasmin ve 30 dakika likefaksiyonunun ardindan
Neubauer lami ile 10ul 6rnegin say1 ve kaba hareketlilik degerlendirmesi 20x10
biiylitmede faz kontrast mikroskop kullanilarak yapildi. Sperm hazirlama yontemleri
uygulandiktan sonra ayni iglemler tekrarlandi.

Hareketlilik degerlendirilirken spermler: 1) Hizli, ileri hareketli: Oda
sicakligimda >20pum/sn hiz; 2) Yerinde hareketli: >5um/sn hiz; 3) Hareketsiz olmak
tizere siniflandirildi. Her numunede en az 400 spermin hareketlilik 6zelligi iki ayri
incelemede degerlendirildi ve hareketlilik oran1 % cinsinden kaydedildi.

Sayim Neubauer lamui kullanilarak yapildi. Boyutu 22x22mm lamel 0,1 mm
ylikseklikle Neubauer laminin iizerine kapatildiginda kamaranin 2 adet 3x3 mm’lik
gridi kapanmis olur. Gridlerin her birinde 1xImm’lik 9 biiyiik kare bulunmaktadir.
Koselerdeki 4 kare 16 bolmeye, ortadaki kare ise 25 bolmeye ayrilmistir. Ortadaki 25
kare ayrica ayrica kendi iginde 16 kiiglik kareye boliinmiistiir (Sekil 10).
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Sayismin diisiik oldugu diisiiniilen 6rnekler x5, >10x10° oldugu diisiiniilen
ornekler x20 diliisyon soliisyonu (50 g sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve 10 ml %35
formalin 1000 ml distile su i¢inde ¢ozilip, igine 0,25 g tripan mavisi
eklendi,+4°C’de saklandi) ile diliie edildi. Sayim diliisyona bagli olmak iizere her

biiyiik karedeki (Sekil 10’da 1 ile isaretli) sperm sayis1 x10 000/ml olarak hesaplandi.

1 i Y { =
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Sekil 10: Neubauer lamu. 1 ile isaretlenmis kare 1x1 mm alani, 2 ile isaretlenmis kare
0,25x0,25 mm alan1 gostermektedir.
(http://www.celeromics.com/en/resources/Technical%20Notes/neubauer-chamber-

cell-concentration/neubauer-chamber-cell-concentration-1.php)
5.6.2. Sperm morfolojisi

Papanicolaou (PAP) boyasi ile boyanan preparatlarn 151k  mikroskopi
incelemeleri Olympus BX51 mikroskop (Olympus Corporation, Japonya) ve Leica
DMLB mikroskop 10x100 biiyiitme ile yapilip, fotograflandi.

Papanicolaou boyamasi degerlendirilicken WHO 2010 kilavuzunda belirtilen
morfoloji kriterleri kullanildi, her bir boyanmis preparatta 400 sperm bag anomalileri,
boyun anomalileri, kuyruk anomalileri, sitoplazmik damlacik bulunma durumu ve
normal sperm sayilar1 sayildi, ardindan teratozoospermi indeksi (TZI) — (bas

anomalisi+boyun anomalisi+sitoplazmik damlacik+kuyruk anomalisi) / (sayilan
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sperm sayist - normal sperm) — hesaplandi. Normal sperm oranlari; sayilan normal

sperm sayisinin, toplam sayilan sperm sayisi olan 400’e boliinmesi ile hesaplandi.

5.6.3. DNA Olgunlugu Degerlendirmesi

Anilin Mavisi boyasi i¢in yaymalar morfoloji degerlendirmeleri ile ayni sekilde
yapildi. Anilin mavisi boyamas1 degerlendirilirken her bir preparatta boyanmis ve

boyanmamis olarak en az 400 sperm sayildi. Degerler % olarak kaydedildi.

5.7. Floresan Mikroskopi Degerlendirmesi

PLCZ boyanmis preparatlar herhangi bir solma ihtimaline kars1 boyandiklar1 giin
karanlik ortamda Leica DMLB led floresan mikroskop ile sabit %16 intensite ve 470
led nm’si ile 10x100 biylitmede incelendi, ardindan karanlikta buzdolabinda
muhafazaya alind1.

PLCZ degerlendirilirken her bir preparatta en az 400 sperm 1sik ve floresan
goriintiilerine es zamanh bakilarak boyanmis ve boyanmamis olarak sayildi. PLCZ
boyanmis ve boyanmamis sperm tayini yapilirken; sperm olan alanda 6nce 1s1k
mikroskobu ile sperm sayildiktan sonra ayni alanda floresan Gzellige gegilerek
ivedilikle PLCZ 1s1ma veren spermler sayildi, ardindan bir sonraki alana gecildi. Isik

ve floresan ile ayni alan degerlendirildi.

5.8. Geg¢irimli Elektron Mikroskopi Takibi ve Degerlendirmesi

Glutaraldehitle primer fiksasyonu yapilan Ornekler PBS’e alinarak +4°C
derecede elektron takibine kadar bekletildi.

Ornekler ikincil fiksasyon igin osmiyum tetroksite alindi Bir saat %1’lik
osmiyum tetroksit fiksasyonundan sonra PBS’e alindi; sirasiyla %70, %90, %96,
%100’lik olmak tizere alkol serilerinden ve ardindan propilen oksitten gegirilip suyu
alindi. Epon 812 (Sigma) ile gdmme islemi yapilip polimerizasyonu i¢in 60°C etiivde
gece boyu bekletildi.

Elde edilen epon bloklar Leica Ultracut R Ultramikrotom ile 1000 nm’lik
kalmlikta yar1 ince kesitleri cam bigak ile alinip lam {izerinde Toluidin Mavisi ile

boyanarak 151tk mikroskobunda (Olympus BX51,0lympus Corporation, Japonya)
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kesit alan1 dogrulandiktan sonra gerekli olmasi halinde kiigiiltiildii. Elmas bigak
(Diatome) ile 60-90 nm’lik ince Kkesitler kesildi ve bakir gridlere alindi. Bir gece
kurumasi igin beklendi ve ertesi giin el ile kontrastlama islemi yapildi

Kontrastlama islemi: Uranil asetat %2’lik ile %50’lik metanol 1:1 oraninda
1,5ml’lik bir tiipe alind1. 2. bir 1,5ml’lik tiipte 1 ml kursun nitrat ile trinatriyum sitrat
karistirildi. Her iki tiip de aluminyum folyo ile sarilip 400g’de 15 dk santrifiij edildi.
Parafin kapl petriye uranil asetat damlaciklar1 yapilip kontrastlanacak gridler i¢inde
40 dakika bekletildi, ardindan su damlacigina alinip, 20’ser ml distile su ile yikandu.
Ayni yikama iglemi petrinin kenarinda NaOH eklendikten sonra gridlerin 4 dakika
kursun sitratta bekletilmesinin ardindan tekrarlandi. Boylece uranil asetat ve kursun
sitratla kontrastlama islemi tamamlandi.

Elektron mikroskobu incelemeleri ve fotograflamalar1 Jeol (TEM 1200 EXII-
Japonya) gecirimli elektron mikroskobu ile yapildi. Kontrastlanan ince kesitlerdeki
spermlerin, bas bolgesinde plazma membraninin intakt olup olmadigi, eger intakt
degil ise membran dilizenini yitirip yitirmedigi veya tamamen kaybolmasi ayrica
plazma membraninin altinda sisme olup olmadigi, akrozomal igerigin elektron
yogunlugu, akrozomdaki vezikiilasyonlar, vakuolizasyonlar ve akrozomun
gozlenmemesi; niikleusda ise kondanzasyon durumu, vakuol var ise sayisi ve

boyutlar1 ile kuyruk bolgesindeki yapisal anomaliler degerlendirildi.

5.8. Istatistik

Istatistik analizde oOncelikle hareketlilik, normal morfolojili sperm yiizdesi,
Anilin mavisi boyanma ylizdesi verilerinin normal dagilimimm test etmek icin
Shapiro-Wilk testi uygulandi. Verilerden normal dagilan normal sperm sayisi ve
PLCZ boyanan sperm orani i¢in tekrarli dl¢iimlerde varyans analizi ardindan Tukey
testi, normal dagilmayan hareketlilik, Anilin mavisi verileri i¢in Friedman testi ve
ardindan Dunn testi uyguland:. Istatistiksel analiz ve hesaplamalar SPSS 15.00 ve
MS-Excel 2013 ile yapildi. Istatistiksel kararlarda p<0,05 anlaml farkliligin

gostergesi olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismaya kabul eden 20 hastanin semenine rutin semen analizi yapildi
Ornekleri tez kriterlerine uygun olan 16 tanesinin semenine sperm hazirlama

yontemleri uygulandi (Tablo 1).

Tablo 1: Tez ¢alismasina dahil edilen 16 vakanin ve semenlerinin genel 6zellikleri.
Bas, boyun, kuyruk, asir1 rezidiiel sitoplazma anomalisi (ARS) gdsteren sperm
yiizdesi ve normal sperm (N) ylizdesi ortanca, en diisilk deger, en yliksek deger,
ortalama ve standart sapma (SD) olarak gosterildi.

Kabul edilen vakalar (n=16) Kabul edilmeyen vakalar (n=4)
Standart Standart
Ortalama Ortalama
sapma sapma

Yas 34,06 7,353 32,25 45
Hacim, ml 3,35 2,033 2,725 1,05
pH 7,975 0,3215 8,125 0,25
Konsantrasyon,
I 58 360 000 38 070 000 6 963 000 1 344 000
m
Total

N 43,13 20,04 29,75 8,808
hareketlilik
Tleri

. 31,56 21,78 22,25 7,676
Hareketlilik
Bas % 77,78 11,99 96,91 2,061
Boyun % 46,17 14,78 56,06 5,87
Kuyruk % 23,64 10,56 29,22 12,52
ARS % 6,85 3,804 5,631 2,144
N% 5,675 2,876 0,925 0,6702
TZI 1,544 0,2005 1,878 0,09465
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6.1. Hareketlilik

Baslangic semenindeki, yiizdiirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme
yontemleri sonrast elde edilen orneklerdeki hareketli sperm oranlari ortanca, en
diisiik, en yiiksek, ortamala ve standart sapmalar1 olmak iizere tablo 2’de gosterildi.

Sperm hazirlama yontemleri sonrasi hareketlilik verilerinin bir kismi normal
dagilimli olmadigindan, yapilan Friedman testine gore semen, yiizdiirme, yogunluk
gradyan yontemi, yogunluga ylizdiirme gruplar1 arasindaki fark (p<0.0001) anlamli
bulundu ve ardindan yapilan Dunn ¢oklu karsilagtirmasina gore semen ile her {i¢
metot arasinda hareketlilikte anlaml fark goriildi (p<0,0001).

Yiizdirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdirme gruplarmin
karsilastirildigi Friedman testinde yikama sonrasi gruplarin hareketlilik verileri
arasindaki fark saptandi (p=0,0004). Dunn testine gére yogunluk gradyan ve
yogunluga yiizdiirme arasindaki fark anlamli (p<0,001), ylizdiirme ve yogunluk
gradyan yontemleri arasindaki fark anlamli (p<0,05), yilizdiirme ve yogunluga

yiizdiirme gruplar1 arasindaki fark anlamsiz bulundu (Sekil 11).

Tablo 2: Sperm hazirlama yontemleri sonrasi total hareketli sperm yiizdesi

Hareketlilik % | Semen Yiizdiirme Yogunluk Yogunluga
Gradyan Yiizdiirme

Ortanca 40,00 89,00 72,00 92,50

En diigiik 12,00 69,00 46,00 73,00

En yiiksek 78,00 99,00 94,00 99,00

Ortalama 43,13 85,94 74,44 90,19

Standart Sapma | 20,04 9,909 14,43 9,282
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Sperm Hazirlama Yontemleri

Sekil 11: Sperm hazirlama yontemleri sonrasi total hareketli sperm yiizdesi.
Karsilastirmalar: Yiizdiirme ile yogunluk gradyan ,* p<0,05; yogunluk gradyan ile
yogunluga yiizdiirme, *** p<0,001

6.2. Morfoloji Bulgular

Papanicolaou boyasi ile boyanan spermler; resim 1-13’te normal sperm ve
anomalili spermlere (bas, boyun, kuyruk, ARS anomalilerine) 6rnekler de verildigi
iizere degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonrasinda elde edilen Orneklerdeki
normal sperm oranlar1 ortanca, en diisiik, en yliksek, ortamala ve standart sapma
degerleri olmak ftizere tablo 3’te gdsterildi. Sperm hazirlama yontemleri sonrasi
Papanicolaou boyasi ile boyanan spermdeki normal sperm orani dagilimi normal idi.
Tekrarli Olgiimlerde varyans analizine gore semen, yiizdiirme, yogunluk gradyan
yontemi, yogunluga yiizdiirme gruplar1 arasindaki fark anlamli bulundu (p=0,0006).

Yiizdiirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdirme gruplarinin
karsilastirildigr tekrarli Olciimlerde varyans analizinde yikama sonrasi gruplarin
normal sperm oranlari arasinda fark vardi (p=0,0109). Ardindan yapilan Tukey

testine gore yiizdiirme ve yogunluga ylizdlirme arasindaki fark anlamli (p<0,01),
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yizdiirme ve yogunluk gradyan yontemleri arasindaki fark anlamsiz (p>0,05),
yogunluk gradyan ve yogunluga ylizdirme gruplar1 arasindaki fark anlamsiz
(p>0,05) bulundu. Ayrica ortalamalar arasinda normal sperm sayisi agisindan

yogunluga yiizdiirme>yogunluk gradyan>yiizdiirme>semen siralamasi mevcuttu
(Sekil 12).

Tablo 3: Sperm hazirlama yontemleri sonrast normal morfolojili sperm yiizdesi
ortanca, en diisiikk deger, en yliksek deger, ortalama ve standart sapma (SD) olarak
gosterilmektedir.

Normal Morfoloji % Semen Yizdiirme Yogunluk Yogunluga
Gradyan Yiizdiirme

Ortanca 6,000 6,100 8,000 9,650

En diisiik 0,2000 | 6,731 8,513 9,300

En yiiksek 10,00 17,00 21,00 19,00

Ortalama 5,675 6,731 8,513 9,300

Standart Sapma 2,876 3,811 5,454 4,495
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Sekil 12: Normal morfolojili sperm ylizdesi ortalama ve standart sapmalar:.
Karsilagtirmalar: Yiizdiirme ile yogunluga yiizdiirme, ** p<0,01
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10 um

Resim 1: Papanicolaou boyasi, semen. Ok: basin>1/3 asir1 rezidiiel sitoplazma,

okbas1: biikiik kuyruk anomalisi, y1ldiz: diizensiz bas

f
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Resim 2: Papanicolaou boyasi, semen. Siyah ok: agir kuyruk anomalisini, siyah
okbasi: igne basli spermi, yesil ok: kirik boyun anomalisini, yesil okbast: kalin girisli
boyun anomalisini, asteriks: yuvarlak basli spermi gostermektedir.
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Resim 3: Papanicolaou boyasi, semen. Ok: Kuyruk ve boyun anomalisini, okbas:
bas1 kiigiik bir vakuol iceren gostermektedir.

Resim 4: Papanicolaou boyasi, semen. Okbast: biikiik boyun anomalili ve bas
anomalili spermi, ok: immatiir, anormal boyunlu ve kisa kuyruklu anormal bir spermi
gostermektedir.
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Resim 5: Papanicolaou boyasi, semen. Siyah ok: vakuollii basli, diizensiz akrozomlu
ve kalm girisli boyun anomalisi olan sperm, yesil ok: diizensiz akrozomlu vakuollii
bash ve asir1 rezidiiel sitoplazmali sperm, siyah okbasi: konik baslh sperm, yesil
okbas1: diizensiz basl biiyiik vakuollii basi olan spermi gostermektedir.

Resim 6: Papanicolaou boyasi, semen. Siyah ok: vakuollii konik bagli sperm, yesil
ok: multivakuollii basli sperm, okbasi: kii¢iik basli, agir1 rezidiiel sitoplazmali sperm
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Resim 7: Papanicolaou boyasi, ylizdiirme yontemi uygulanmis sperm. Siyah ok:
uzamig bas anomalisi, siyah okbasi: diizensiz bas anomalisi, yesil ok: akrozom
anomalisi, y1ldiz: normal sperm

>
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Resim 8: Papanicolaou boyasi, yilizdiirme yontemi uygulanmis sperm. Ok: Basta

ikiden fazla vakuol, okbasi: asir1 rezidiiel sitoplazma
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Resim 9: Papanicolaou boyasi, yiizdiirme yontemi uygulanmig sperm. Ok: Diizensiz
bagli sperm, okbast: genis kiiglik bash spermi, asteriks: normal sperm

Resim 10: Papanicolaou boyasi, yiizdiirme yontemi uygulanmis sperm. Ok: diizensiz

akrozomlu ve diizensiz basl sperm
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Resim 11: Papanicolaou boyasi, ylizdiirme yontemi uygulanmis sperm. Okbast:
2’den fazla vakuollii sperm, ok: biiyiik vakuollii ve diizensiz basli sperm.

Resim 12: Papanicolaou boyasi, yogunluk gradyan yontemi uygulanmis sperm. Ok:
yuvarlak bash akrozomsuz spermi, okbasi: vakuollii anormal boyunlu, kirik kuyruklu

spermi gostermektedir.
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Resim 13: Papanicolaou boyasi, yogunluk gradyan yontemi uygulanmis sperm. Ok:

agir anomalili spermler, okbasi: amorf baslh sperm

6.3. DNA Matiiritesi

Anilin mavisi boyanan ve boyanmayan spermler resim 14-17’de gorildigi gibi
degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonrasinda elde edilen 6rneklerdeki anilin
mavisi boyanan sperm oranlar1 ortanca, en diisiik, en yiiksek, ortamala ve standart
sapmalar1 olmak tiizere tablo 3’te gosterildi. Sperm hazirlama yontemleri sonrasi
Anilin mavisi ile boyanan sperm sayilar1 verileri normal dagilim gdstermedi ve
Friedman testine gore semen, yiizdiirme, yogunluk gradyan yontemi, yogunluga
yiizdiirme gruplar1 arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,0001).

Yiizdiirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme gruplarinin
karsilastirildigt Friedman testinde yikama sonrast gruplarin hareketlilik verileri
arasindaki fark yoktu (p>0,05). Ardindan yapilan Dunn testine goére yogunluk
gradyan ve yogunluga yilizdiirme arasindaki fark anlamsiz (p>0,05), yiizdiirme ve
yogunluk gradyan yontemleri arasindaki fark anlamsiz (p>0,05), ylizdiirme ve

yogunluga yiizdiirme gruplar1 arasindaki fark anlamsiz (p>0,05) bulundu (Sekil 13).
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Tablo 4: Sperm hazirlama yontemleri sonrast Anilin mavisi boyanan sperm yiizdesi

Anilin Mavisi % Semen Yiizdiirme Yogunluk Yogunluga
Gradyan Yiizdiirme

Ortanca 26,00 17,00 17,00 16,50
En diisiik 12,00 7,000 5,000 8,250
En yiiksek 55,00 49,00 48,00 36,00
Ortalama 27,69 20,13 20,94 18,31
Standart Sapma 12,84 12,54 12,47 11,42
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Sperm Hazirlama Yontemleri

Sekil 13: Sperm hazirlama yontemleri sonras1 Anilin mavisi boyanan sperm yiizdesi.
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Resim 14: Anilin mavisi ile boyanmig yogunluk gradyan yontemi uygulanmis 6rnek.

Anilin mavisi pozitif spermler (ok) ve negatif spermler (ok bas1) goriilmektedir.
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Resim 15: Anilin mavisi ile boyanmig, yogunluga yiizdiirme yontemi uygulanmis
ornek. Anilin mavisi pozitif spermler (ok) ve negatif spermler (ok basi)
goriilmektedir.
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Resim 16: Anilin mavisi ile boyanmis yiizdiirme yontemi uygulanmis 6rnek. 5 adet

3’1 boyanmis (0k), 2’si boyanmamis (ok basi) sperm goriilmektedir.
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Resim 17: Anilin mavisi ile boyanmig yogunluk gradyan yontemi uygulanmis 6rnek.

Anilin mavisi pozitif spermler (ok) ve negatif spermler (ok basi) goriilmektedir.
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6.4. Fosfolipaz C Zeta Bulgulan

Fosfolipaz C Zeta (PLCZ) immun floresan boyama yapilan spermler; resim 18-
19’da boyanmis ve boyanmamis spermler 151tk ve floresan es alan goriintiileri
degerlendirilerek incelendi. Bu degerlendirmeler sonrasinda elde edilen 6rneklerdeki
PLCZ pozitif boyanan sperm oranlar1 ortanca, en disiik, en yiiksek, ortamala ve
standart sapma degerleri olmak {izere tablo 5’te gosterildi.

Sperm hazirlama ydntemleri sonrast PLCZ ile boyanan sperm oranlarmin
dagilimi normal saptandi. Tekrarli Olglimlerde varyans analizine gore semen,
yiizdiirme, yogunluk gradyan yontemi, yogunluga yiizdiirme gruplar1 arasindaki fark
anlaml1 bulundu (p<0,0001).

Yiizdirme, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme gruplarinin
karsilastirildigr tekrarli Olciimlerde varyans analizinde yikama sonrasi gruplarin
PLCZ pozitif boyanan sperm oranlar1 arasinda fark vardi (p<0,0001). Ardindan
yapilan Tukey testine gore yiizdiirme ve yogunluk gradyan arasindaki fark anlamli
(p<0,01), yogunluga yiizdirme ve yogunluk gradyan yontemleri arasindaki fark
anlamhi (p<0,01), ylizdiirme ve yogunluga ylizdiirme gruplar1 arasindaki fark

anlamsiz (p>0,05) bulundu (Sekil 14).

Tablo 5: Sperm hazirlama yontemleri sonrasi PLCZ boyanan sperm oranlari

PLCZ boyanmast % | Semen Yiizdiirme | Yogunluk Yogunluga
Gradyan Yiizdiirme

Ortanca 52,50 66,00 55,00 77,00

En diistik 36,00 49,00 37,00 32,00

En yiiksek 76,00 93,00 96,00 97,00

Ortalama 53,63 70,25 60,25 72,69

Standart Sapma 12,10 15,26 17,41 21,82
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Sperm Hazirlama Yontemleri

Sekil 14: Sperm hazirlama yontemleri sonras1 PLCZ boyanan sperm orani ortalama
ve standart sapmalari. Karsilastirmalar: yiizdiirme ile yogunluga yilizdiirme, **
p<0,01; ylizdiirme ile yogunluk gradyan ** p<0,01
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Resim 18: PLCZ immunfloresan boyamas1. Ustte 151k mikroskopi, ortada floresan
mikroskopi ve altta her iki goriintiiniin birlestirilmis mikrograflari. PLCZ boyanmis

18 sperm ve boyanmamis 7 sperm olmak iizere toplam 25 sperm basi goriilmektedir.
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Resim 19: PLCZ immunfloresan boyamas1. Ustte 151k mikroskopi, ortada floresan
mikroskopi ve altta her iki goriintiiniin birlestirilmis mikrograflari. Yogunluk gradyan
yotemi ile hazirlanmig 6rnekte 9 adet sperm basi biitiin olarak goriilmektedir.
Bunlardan sadece bir tanesi boyanmamistir, diger spermler yiiksek floresan

yogunlugunda 1s1ma vermektedirler. Bar 5 pm
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6.5. Geg¢irimli Elektron Mikroskobi Bulgular:

Sperm hazirlama yontemleri uygulanmis 6rneklerin elektron mikroskobi takibi
sonrast Ozellikle ince kesit yapilacak bdlge ve ag¢i secimi igin yapilan yari ince
kesitlerin kaba degerlendirilmesinde; yogunluga yiizdiirmede ¢oklu anomalili
spermlerin daha az goriildii ve yiizdiirme ve yogunluk gradyan yontemine gore
normale yakin spermler ile normal spermlere daha ¢ok rastlandi (Resim 20-22).
Ayrica metakromazi gosteren silan ile kovalent bagh silika partikiiller dogal olarak
sadece yogunluk gradyan ve yogunluga ylizdiiriilen 6rneklerde gozlendi (Resim 21
ve 22). Kabaca sperm baslarinin sekillerinin degerlendirilmesinde yiizdiirme
yonetiminde anormal sekilli baslarin daha yogunlukta oldugu dikkati c¢ekti.(Resim
20). Ince kesitlerin incelenmesinde ise bas bolgesinde plazma membranin intakt olup
olmadigi, eger intakt de§ilse membran diizenini yitirip yitirmedigi veya tamamen
kaybolmasi ayrica plazma membranin altinda sisme olup olmadigi, akrozomal
icerigin elektron yogunlugu, akrozomdaki vezikiilasyonlar, vakuoliizasyonlar ve
akrozomun gozlenmemesi, niikleusta ise kondanzasyon durumu, vakuol var ise sayis1
ve boyutlar1 ile kuyruk bdlgesinde yapisal anomalili sperm oranlari
degerlendirildiginde: Niikleer kondanzasyon ve vakuolizasyon agisindan yikama
yontemleri arasinda bir fark gézlenmedi. Yogunluk gradyan yontemi ile yikanmis
orneklerde, yiizdliirme ve yogunluga yiizdliirmeye gore dikkati ¢eker miktarda plazma
membranlarinda ondiilasyonlar ve plazma membrani ile akrozom arasinda bariz
geniglemeler gozlendi, ylizdiirme ve yogunluga yiizdiirmeye yontemleri arasinda
belirgin bir farklilik gozlenmedi. Akrozomda vezikiilasyon veya akrozomun
tamamen kaybolmast her iic yontemde de nadiren goézlenmesinden dolayi bir
kiyaslama yapilamadi. Yogunluk gradyan ydnteminde akrozomal igerigin elektron
yogunlugunda minimal azalma goézlenirken, yilizdiirme ve yogunluga ylizdiirmeye
yontemleri arasinda farklilik gozlenmedi. Boyun bolgesinin kaba sekli ve
mitokondrilerin ince yapisi ve kuyruk ince yapilar1 gruplar arasinda kiyaslandiginda

dikkati geker bir farkliliga rastlanilmadi (Resim 23-33).
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Resim 20: Yiizdiirme uygulanmig 6rnegin yari ince kesitinin Toluidin mavisi boyalt
mikrografi. Ok: Makrofaj
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Resim 21: Yogunluk gradyan uygulanmis 6rnegin yar1 ince kesitinin Toluidin mavisi
boyali mikrografi. Okbasi: metakromazi gosteren silan ile kovalent bagh silika
partikiiller
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Resim 22: Yogunluga yiizdiirme uygulanmis 6rnegin yari ince kesitinin Toluidin
mavisi boyali mikrografi. Okbasi: metakromazi gosteren silan ile kovalent bagl
silika partikiiller
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Resim 23: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmis 6rnek. Biri boyun
kismin1 da igeren ii¢ sperme ait bas goriilmekte, gozlenen boyun asir1 rezidiiel
sitoplazma igermekte (kirmizi okbasi), ¢ift kuyruklu bir sperme ait ¢ift kuyruk kesiti
(kirmmz1 ok) goriilmekte.

t‘ [ 2um \

Resim 24: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmis 6rnek. Biri boyun
kismini da igeren {i¢ sperme ait bas, degisik agcidan kuyruk kesitleri ve bir sitoplazma
pargasi goriilmekte. Normal sekilli basa sahip olan spermin plazma membraninda
sisme ve kopmalar (kirmizi ok) ve boyun kisminda ise vakuol (asteriks) goriilmekte.
Anormal sekilli minimal vakuolizasyon igeren diger iki sperm basmnin birinde
akrozomal iki vezikiil (kirmizi okbasi) goriilmekte.
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Resim 25: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmis 6rnek. Bas ve boyun
kismmin goriildiigii iki sperm kesiti goriilmekte. Ustteki plazma membraninda
minimal sisme (kirmizi ok) olan morfolojik olarak normal akrozom ve niikleusu olan
bazal plate ve sentriolu (kirmizi okbasi) goriilen sitoplazmasi hafif siskin sperm ile
altta basinda membran diizeni, akrozom yapis1 ve ¢ekirdek yapis1 bozulmus, boyun
bolgesi sis, iginde mitokondrilerle sarili dis yogun lifleri (kirmizi asteriks) olan
sperm goriilmekte.
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Resim 26: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmig 6rnek. Anormal
sekilli (asimetrik basg) bir spermin bas ve boyun bolgesi ile degisik kuyruk kesitleri
goriilmekte. Kirmizi ok: postakrozomal bolgede diizensiz hiicre membrani, kirmizi
okbas1: aksonemi gevreleyen mitokondride diizensizlikler. Asteriks: 9+2 yapisinin
goriildiigli kuyruk kesiti.
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Resim 27: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmig 6rnek. Normal
akrozomlu, plazma membraninda sismeler (yesil okbasi) olan boyun kisminda
rezidiiel sitoplazma (yesil asteriks) bulunan bas, boyun ve kuyruk kesiti gézlenen
sperm ile, immatur sperm (kirmizi ok) ve 2 tane plazma membraninda ileri derecede
dilatasyon olan sperm basi (yesil oK) ve kuyruk ince yapisinin detayli bir sekilde
gorilebildigi 7 sperm kuyruk kesiti goriilmekte.
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Resim 28: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmis 6rnek. Boyun
kisminda muhtemelen ikinci bir spermin basi ve akrozomunun (yesil ok) ve
mitokodrilerin goriildiigli kangal seklinde sperm goriilmekte.

Resim 29: Elektron mikrograf. Yiizdiirme yontemi uygulanmis 6rnek. Kapasite
olmamus (siyah okbagt) ve akrozomal reaksiyonun oldugu (yesil ok) sperm baslar1
ile boynun alt kismi (yesil asteriks), normal sperm basi (siyah ok) ve kuyruktan enine
gecmis kuyruk kesitleri goriilmekte.
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Resim 30: Elektron mikrograf. Yogunluk gradyan yontemi uygulanmis drnek.
Birinin basinda nukleus iginde artik kalmis sitoplazma (kirmizi ok) bulunan ciddi
boyun anomalili 3 sperm goriilmekte.
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Resim 31: Elektron mikrograf. Yogunluk gradyan yontemi uygulanmis 6rnek.
Akrozomlu ancak kii¢iik yuvarlak basli sperm (kirmizi okbasi) ile asimetrik yapili
basi, siskin boynu ve normal akrozomlu (kirmizi ok) bir sperm, normale ¢ok yakin
yapil1 bir sperm basi (yesil okbasi) ve kalin boyunlu asimetrik bagli bir sperm (yesil
0k) goriilmekte
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Resim 32: Elektron mikrograf. Yogunluga ylizdiirme yontemi uygulanmis drnek.
Kismen yuvarlak basli akrozomu tam olusamamis anormal boyunlu bir sperm
(kirmiz1 okbasi) ile asimetrik yapili basi ve normal akrozomlu (kirmizi ok) bir sperm
ve bas boyun baglantisinda minimal diizensizlik (asteriks) olan sperm goriilmekte.
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Resim 33: Elektron mikrograf. Yogunluga yiizdiirme yontemi uygulanmig 6rnek.
Minimal kalin boyunlu, asimetrik basl spermin bazal plak (kirmiz1 ok) ve
mitokondrileri (kirmiz1 okbasi) ile bazal plak anormal yerlesimli bol sitoplazmali
boyunlu plazma membraninda diizensizlikleri olan sperm (yesil ok) goriilmekte.
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7. TARTISMA ve SONUC

UYTE yéntemlerinin uygulanmasinda erkek agisindan ilk ve en dnemli etap
sperm hazirlanmasidir. Sperm hazirlama yontemlerinin amaci; olgun, normal
morfolojik ve genetik yapida canli spermi seminal plazmadan ve diger hiicrelerden
ayirmaktir. Yardimci iireme tekniklerinde bu amagcla siklikla kullanilan yontemler;
basit yikama ile birlikte yogunluk gradyan yontemleridir.

Prensip olarak yiizdiirme, hareketli olan spermleri hareket etmeleri 6zelliginden
faydalanarak aywrma; yogunluk gradyan yontemi ise hiicreleri yogunluguna gore
tabakalandirma mantig1 ile ¢caligmaktadir.

Son 40 yilda her iki yontemle ilgili, bunlar1 farkli yonlerden karsilastiran bir¢ok
calisma yapilmis; sonug¢ olarak aralarinda fark olmadigi sonucuna varan calismalar
olsa da yontemin hastani sperm parametrelerine ve sperm hazirlama yonteminden
sonra secilecek YUT’teki sperm ihtiyacna gore segilmesi gerektigini belirten
arastirmacilar cogunluktadir.

Ayrica bunlarin kombinasyonu yahut modifikasyonlarini i¢ceren denemeler de
yapilmistir. Matsuura ve ark., yogunluk gradyan yOntemi sonrasi uygulanan
yiizdiirmenin sadece yogunluk gradyan yontemi uygulanan sperme gore; DNA
kiriklarini veya i1yi kondanse olamamis kromatini gosteren (akridin oranj boyamasi
ardindan flow sitometri ile Olglilen) DNA fragmantasyon indeksini diistirdligiinii,
hareketliligi artirdigini gostermislerdir (Matsuura ve ark., 2010). Yamanaka ve ark.,
yogunluk gradyan yontemi sonrasi ylizdiirme uyguladiklar1 ornekleri elektron
mikroskobu ile degerlendirmis ve bu iki yontemin kombinasyonu ile hem bas ve
kuyruk anomalilerinin azaldigin1 hem de hareketliligin arttigini; ayrica bu yontemle
sebat eden bas anomalisi yiizdesi ile ICSI sonrasi basar1 yiizdesi arasinda negatif
korelasyon oldugunu bildirmisler, bu sebeple bu yontemlerin ard arda uygulanmasi
izole uygulanmasindan ince yapisal olarak daha iyi bir sonug verse de, daha iyi bir
yontemin gelistirilmesi gerektigi sonucuna varmiglardir (Yamanaka ve ark., 2016).

Literatiirde asag1 ylizdiirme (swim-down) olarak bahsedilen sperm hazirlama
yontemi; albumin iceren medyum ile farkli konsantrasyonda veya kesintili
gradyanlarla ve huni (funnel) ile enjektor kullanilarak sadece rutin testler ile
arastirilmistir (Gonzales ve Pella, 1993; Ing ve ark., 1991; Kaneko ve ark., 1987).

Ancak o donemde genel olarak kullanilan IVF uygulamasi i¢in rutin kullanima
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gecmemistir. Asagl yiizdiirme tekniginin bu tezde sperm aymrma ydntemlerinde
kullanilma nedeni aradan gecen yirmi yillik siirede ICSI uygulanmaya baslanmasi,
bunun yaygimlasmasit ve uygulama igin gerekli sperm sayisinin birkag¢ tanelere
diismesi, boylece artik sayidan daha ¢ok kalitenin dnem kazanmasidir. Tezde bu
nedenle asag1 ylizdiirmenin modifikasyonu olan yogunluga yiizdiirme yontemi huni
kullanilmadan, ag1 verilmeden ve farkli konsantrasyonda kesintili gradyanlar yerine
tekli gradyan kullanilarak uygulandi ve etkinligi rutin testlere ek olarak DNA
matiirasyonu, PLCZ icermesi ve ince yapisi ile arastirildi.

Tez kapsaminda uygulanan sperm yikama yontemleri temel laboratuvar
yontemlerine uygun olarak optimize edildi. Ornegin pH ve ozmolarite normal
degerlerden artan ya da azalan ucglara dogru degistirildiginde spermler hareketliligini
kaybederler. Ancak hafif alkali ve hiperozmolar ortamin hareketliligi hafif artirdig:
bildirilmistir (Makler ve ark., 1981). Bu sebeple sperm hazirlama yontemlerinde
hipoozmolariteden ka¢milip pH 7,4 — 7,5 araliginin saglamas1 amaglandi. Spermin
medyuma alindig1 yontemlerde uygun tamponlanma yapildi. Havalandirilmayan
inkiibator kullanildiginda HEPES (CgHi1sN,O4,S) veya MOMPS ile tamponlu
medyum kullanilirken, eger inkiibator %5 CO; ayarlanmis ise sodyum bikarbonat
(NaHCO3) ile tamponlanmis medyum kullanildi ve hava alacak sekilde tiip yarim
kapatild1 (Gardner, 2006). Bu tez i¢in bu sebeple bikarbonat eklenmis medyum (G-
IVF) ve %5 CO;’li inkiibator kullanild.

UYTE yéontemlerinden IUI ve klasik IVF yontemlerinde spermin yumurtaya
ulagip icerisine girebilmesi i¢in hareket etmesi vazgecilmezdir. Yapilan Ul
caligmasinda yikama sonrasi hareketlilik >%70 oldugunda gebelik oranlar1 anlamli
sekilde arttigi bildirilmistir (Branigan ve ark., 1999). Bu nedenle tezde yikama
yontemlerinin etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilan ilk parametre hareketli
sperm orant Oldu. Ayrica yilizdirme ve asagi yiizdiirme karsilastirildiginda, asagi
ylizdiirmenin hareketli spermi segmekte daha basarili oldugu bildirilmistir (Ing ve
ark., 1991). Caligmadaki bulgular degerlendirildiginde; her ii¢ sperm hazirlama
yontemi bazal ile karsilastirildiginda hareketlilikte anlamli artis sagladigi gortldii.
Hareketli sperm orani yilizdiirme sonrasi %89, yogunluga yiizdiirme sonrasi %92,5
iken gradyan sonrasi %72 olup, ylizdliirme ve yogunluga yilizdlirmenin gradyan

yontemi ile kiyaslandiginda istatististiksel olarak anlamli sekilde hareketli sperm
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miktarmi artirdigi  bulundu. Bunun nedeninin ise gradyan ydnteminin, ayni
yogunluktaki hareketli spermi, 6lii veya hareketsiz olan spermden ayirt edememesi
olacag: diistiniildii.

Spermiogramda oldugu gibi UYTE i¢in semen hazirlanmasida da kullanilan en
onemli diger bir parametre morfolojidir. Tezde WHO 2010 manuelinde de 6nerdigi
Papanicolaou boyamasi ile anomali degerlendirildi ve fiksasyon hatalarin1 bertaraf
etmek i¢cin yayma sonrasi preparat kurur kurumaz fiksasyon yapilmasina azami 6zen
gosterildi. Degerlendirme igin Kruger ve arkadaslarinin 1986°da tarif ettigi kriterlere
¢ok benzeyen WHO 2010 kriterleri kullanildi. Bu kriterlere gére normal morfolojiye
sahip sperm oranmnin >%4 oldugu vakalarda gebelik oranlarinin anlamli olarak arttig1
ve sperm morfolojisinin IVF basarisin1 degerlendirmede 6nemli bir parametre oldugu
bildirilmistir (Kruger ve ark., 1988; Kruger ve ark., 1986). Tezde sperm morfolojileri
degerlendirildiginde semen ile yikama yontemleri arasinda fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Verilerin ortalamalarina bakildiginda semen <ylizdiirme< yogunluk
gradyan<yogunluga yiizdiirme siralamasinda olma egilimi gorildii. Bu siralamanin
nedeni tekniklerin temel prensipleri ile agiklamak miimkiindiir. Yikama yontemleri
kendi arasinda kiyaslandiginda sadece yiizdiirme yontemi ile yogunluga yiizdiirme
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Bunun sebebi ise
yiizdiirmede, spermlerin sadece hareketli olmasi gerekirken; yogunluk gradyanda,
uygun yogunlukta; yogunluga ylizdiirmede ise hem hareketli hem de gradyandan
gecebilecek yapida olmasi gerekmesidir.

Stiphesiz fertilizasyonu takiben normal bir gebeligin olusmasinda DNA’nin
yapisi ¢ok onemlidir. Sperm yikama teknikleri sonrasi elde edilen spermlerin DNA
yapilarina ait ¢alismalardan Liu ve arkadaslarmin 2013 yilinda yaptigi ¢alismada:
hareketliligi diisiik olan spermlerdeki DNA fragmantasyonunun, hareketliligi yiiksek
olan spermlere oranla daha fazla oldugunu ve gradyan yontemi kullanilarak saglam
DNA’ya sahip spermlerin etkin olarak ayrilmakta oldugu gosterilmistir (Liu ve Liu,
2013).

Xue ve arkadaslar1 ise gradyan veya yilizdirme yontemi ile DNA
fragmantasyonu olan spermlerin elendigini gostermekle birlikte, Yamanaka ve ark.
yogunluk gradyan yonteminin fragmente spermleri elimine etmekte yiizdiirmeden

daha etkin oldugunu goéstermis ve sebep olarak yiizdiirme islemi slirecinde saglam

68



DNA’ya sahip spermlerin ROS iireten hiicreler ile birlikte yogunluk gradyan
yontemine kiyasla daha uzun siire inkiibe edildikleri i¢in, sperm Orneklerindeki
sperm DNA hasarmin daha yiiksek ¢ikmakta oldugu goriisiini bildirmislerdir (Xue
ve ark., 2014; Yamanaka ve ark., 2016).

Tezde uygulanan parametrelerden DNA matiiritesi degerlendirildiginde, yikama
sonrasi gruplar ve semen arasi fark istatistiksel olarak anlamli bulundu, bunun yani
sira semenin yiikksek Anilin mavisi boyanmasma sahip oldugu, yiizdiirme ve
yogunluk gradyan yontemlerinin hem ortanca hem de ortalamalarmin birbirleri ile
yakin degerlerde oldugu ve yogunluga yiizdiirmenin en diisiik Anilin mavisi
boyanmasi gosterme egilimde oldugu da goézlendi. Ancak yOntemler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilk gozlenmedi. DNA  matiiritesini
degerlendirmek i¢in yapilmis olan Anilin mavisi, yogunluga yiizdiirmenin normal
morfolojili sperm artismm1 ve elektron mikroskobundaki bulgularmi destekler
niteliktedir.

Son yillarda rutin semen analizi ve sperm fonksiyon testlerinin spermin
fertilzasyon kapasitesinin tayininde yetersiz kalmalari, fizyolojiyi daha iyi taniyip
yeni testler iiretme ihtiyac1 dogurmustur. ilk defa 2002 yilinda aktivitesi agiklanarak
tanimlanan PLCZ spermin oositin i¢ine girmesi ile oositte Ca salinimlarini baslatip
fertilizasyonu saglar (Saunders ve ark., 2002). Genel olarak oosit aktivasyon faktorii
olarak kabul edilmektedir. Infertilite ve PLCZ iliskisi ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konmustur (Heytens ve ark., 2009; Yoon ve ark., 2008). Yelumalai ve arkadaslarinin
fertil ve infertil hastalarin spermlerindeki PLCZ’nin miktarini1 ve olup olmamasimni
karsilastirdiklar1 calismada infertil hastalarda PLCZ miktarinin fertil hastalardan
daha az oldugunu ve PLCZ igeren sperm oraninin daha diisiik oldugunu rapor ettiler
ve ayrica ICSI uygulamalarinda PLCZ boyanan sperm orani ile fertilizasyon orani
arasinda bir iliski oldugu rapor edildi (Yelumalai ve ark., 2015). Bu sebeple tezde
sperm hazirlama yOntemlerinin etkinligi degerlendirilirken PLCZ pozitif sperm
yizdesinin ne kadar degistirdigi de degerlendirildi. PLCZ boyanan sperm
yiizdelerine bakildiginda semen<yogunluk gradyan yontemi<yiizdiirme<yogunluga
yizdiirme siralamasi goriilmektedir. Bu swalamadaki yikama gruplar1 arasinda
sadece ylizdiirme ile yogunluk gradyan ve yogunluk gradyan ile yogunluga

yiizdiirme arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gozlendi. Bu da rutinde siklikla
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kullanilan yogunluk gradyan yonteminin fertilizasyonda kilit rol iistlenen PLCZ’ya
sahip spermleri se¢mekte yilizdiirme ve yogunluga yilizdiirme kadar basarili
olamadigini gostermektedir.

Sperm anomalileri siiphesi anomalinin bulundugu yere ve tipine bagl olarak
fertilizasyon olmasma engel teskil edebilmektedir. Anomalili spermlerin IVF
uygulamasinda ayrilmamis olmasi, sonuglar1 kotii etkilemesi beklenen bir gergektir.
Sperm hazirlamada morfolojik olarak hedef, normal sperm sayisini artiracak,
anormal sperm bagina diisen anomali sayisini disiirecek sekilde bir sperm
popiilasyonu se¢gmek olmalidir. Anomalinin bu kadar 6nemli olmas1 ve bazi yapisal
anomalilerini 11k mikroskobunda tanimak imkansiz olmasindan dolay1 bir ¢ok
calismada oldugu gibi tezde de yikama yOntemlerinin etkinliginin
degerlendirilmesinde geg¢irimli elektron mikroskobundan faydalanildi (Yamanaka ve
ark., 2016). Daha onceki ¢alismalarda yogunluk gradyan yontemi veya yiizdiirme
yontemlerinin ardindan ince yapisal olarak hala 6rnekte anomalili spermlerin
olduklar1 rapor edilmistir (Bartoov ve ark., 2002; Mongaut ve ark., 2011; Obara ve
ark., 2001).

Tezde uygulanan her ii¢ yikama sonrasi Orneklerin elektron mikroskobi
degerlendirmesi sonucunda en carpici bulgu yontemlerin plazma membrani iizerine
etkileri oldu. Yogunluk gradyan yonteminde daha sik gbzlenen plazma
membranlarinda ondiilasyonlar ve plazma membrani ile akrozom arasinda bariz
geniglemeler akrozomal degisikliklerin muhtemelen uzun siireli santrifuj ile alakali
olacagi diisiiniildii. Ancak bu etkinin ICSI uygulamasi iizerine etkisinin olumlu mu
yoksa olumsuz mu oldugu tartisilmaktadir (Takeuchi ve ark., 2004). Tezde yogunluk
gradyan ve yogunluga yiizdiirme yontemleri sonucu hala gézlenen silan ile kovalent
bagl silika partikiiller, uygulanan iki asamali yikamanin IUI ve GIFT vakalar1 i¢in
yetersiz oldugunu gostermektedir. Yar1 ince kesitlerin kabaca degerlendirilmesinde;
yogunluga ylizdiirmede ¢oklu anomalili spermlerin daha az goriilmesi ve normale
yakin spermler ile normal spermlere yilizdiirme ve yogunluk gradyan yontemine gore
daha cok rastlanmasi da 1sik bulgularin1 destekler niteliktedir. Diger elektron
mikroskobi bulgular1 olan ylizdiirme yOntemi ve yogunluk gradyan yontemi
karsilastirildiginda; kuyruk anomalilerinin yiizdiirmede az olmasi, bas anomalilerinin

de yogunluk gradyan yonteminde az olmasi dikkati ¢ekti. Ancak yogunluga
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yiizdiirme yonteminde hem kuyruk anomalisi hem de bas anomalisine az rastlandi.
Bu bulgu, yogunluga yiizdiirmede her iki yontemin avantajlart kullanildigindan
dolayr gergeklestigi diislindiirdii. Yiizdiirme ve gradyan santrifuj yonteminin
sonuglari literatiirle de uyumlu bulundu (Le Lannou ve Blanchard, 1988; Piomboni
ve ark., 2006; Yamanaka ve ark., 2016).

Serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar bu tez kapsaminda
degerlendirilmemis olsa da semende bulunan ve semendeki hiicreler tarafindan
dretilir veya tiiketilir ve sonugta spermin fertilizasyon kapasitesini direkt olarak
etkilerler (Agarwal ve ark., 1994; Agarwal ve ark., 2003; Aitken ve Clarkson, 1988;
Shekarriz ve ark., 1995). Sperm fizerine olumsuz etkisi olan serbest oksijen
radikalleri baslica semene karisan kan hiicreleri tarafindan tiretilmekte olup spermin
bu triinlerden bir an Once ayrilmasi gerekmektedir. Bu siire¢ dogal olarak da
ejakulasyonu takiben vajinada gergeklesen likefikasyonu takiben birka¢ dakikada
hareketli spermin servikal mukusa penetre olmasi ile ger¢eklesmektedir. Ayrica
santrifuj vorteksleme islemlerinin serbest oksijen radikallerini artirdigi daha once
rapor edilmis olup kagmilmasi Onerilmektedir (Agarwal ve ark., 1994). Tezde
kullanilan sperm yikama yOntemleri teorik olarak serbest oksijen radikalleri tiretimi
acisindan  karsilastirildiginda:  yogunluk santrifuj ve yogunluga yiizdiirme
yontemlerinde spermin 30 dakika igerisinde seminal plazmadaki diger hiicrelerden
ayrildig1 bu siirecin yiizdiirmede 60 dakikaya uzadigi dolayisiyla oksidatif stres
acisindan dezavantajli yontem oldugu varsayilabilir. Ancak santrifuj agisindan
degerlendirildiginde en avantajli yontemin yiizdiirme, en dezavantajli yontemin
yogunluk gradyan santrifujlemesi olacagi agiktir.

Rutinde kullanim i¢in basar1 kadar onemli bir diger faktér de maliyettir.
Harcanan malzeme ag¢isindan ¢ok az farketse de en ucuz yontem yiizdiirme yontemi
olup, yogunluga yiizdiirme yontemi ve yogunluk gradyan santrifujlemesi yonteminin
maliyeti esittir. Ancak maliyete uygulayan kiginin harcadigi zaman eklendigi zaman
ylizdiirme en pahali, yogunluk gradyan ve yogunluga yiizdiirme ise aynidir.

Sonug olarak bu tezde: UYTE igin yaygm olarak kullanilan sperm yikama
yontemleri ile etkinligi agisindan karsilastirilan yogunluga yiizdiirme yonteminin;
yogunluk gradyan yontemine gore hareketliligi yiiksek ve 0osit aktivasyon faktoriinii

iceren sperm orani yiiksek spermi se¢gmekte daha etkin oldugu, bununla birlikte
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morfolojisi daha diizgiin ve DNA hasar1 diisiik olan spermleri se¢gmede de ylizdiirme
ve yogunluk gradyan yontemleri ile karsilagtirildiginda daha basarili olma egilimde
oldugu gozlendi. Ayrica kimyasal agidan yenilik igermedigi, maliyet agisindan
uygun, uygulama agisindan pratik olmasi nedeniyle rutin pratige gegirilebilecek timit
vaad eden bir yontem oldugu ancak daha yiiksek Ornek sayilariyla iizerinde

calisilmasi gerektigi diistiniildii.
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Abstract

Objective: Fertilization capacity of capacitated sperm decreases exponentially overtime, but thereason is still
under investigation. The aim ofthe study is to analyze the effect of prolonged incubation and temperature on
sperm fertilization capacity with motility and staining parameters of phospholipase C zeta(PLCZ), which is
considered to be the oocyte activation factor.

Materials and Methods: Density gradient washing was applied to semen of 11 infertile patients without severe
oligoasthenospermia out of 16 patients. The samples were divided and cultured either atroomtemperature or at
37°C for 3 days. The spermatozoons were evaluated formotility. PLCZ staining and intensity daily.

Results: All parameters decreased both atroom and body temperature with increased incubation time. There was
a strong cormrelation between the change in motility andin the percentage of PLCZ stained sperms, but this
comrelation decreased with incubationtime.

Conclusion: Prolonged incubationresults show the comrelation between PLCZ staining parameters and motility.
Rutine use of PLCZ-staining together with semen analysis, will be useful to predict fertilization capacity of
sperm especially forunexplained infertility and fertilization failure cases, and also canincrease the success of
assisted reproductive technologies (ART) cycles.

Keywords: Temperature, Phospholipase C zeta, fertilization capacity, sperm. oocyte activaton, prolonged
incubation

UZUN SURELI INKUBASYONUN VE SICAKLIGIN OOSIT AKTiVATORU FOSFOLIPAZ C ZETA
AKTIVITESINE ETKIsi

Ozet

Amac: Kapasite olmus spermin fertilizasyon kapasitesinin zamanla iistsel olarak diistiizii bilinmesine ragmen
bununnedeni hala arastirlmaktadsr. Calismada amag: uzamsg inkiibasyorun ve sicakligm sperm fertilizasyon
kapasitesiiizerinde etkisini hareketlilik ve oosit aktivasyon fakténi olarak kabul edilen fosfolipazCzeta(PLCZ)
ile degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem: 16infertil erkek hastadan, ciddi oligoasthenospemmisi olmayan 11 inin semenlerine dansite
gradyan yikamass uygulandi. Ardindan émekler bslinerek 3 giin oda sicakligmda veya 37°C’de kiiltiire edildi.
Omekler hareketlilik, PLCZ boyanma yiizdesi ve yogunlugu agisindan giinliik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Hem oda sicaklig: hem de viicut ssicakligmda heriig parametrede de zamanla azalma gozlendi.
Ozellikle gimler aras: hareketlilikteki degisim ile PLCZ boyanan sperm yiizdesindeki degisim arasinda giighi bir
korelasyon bulundu, ancak bukorelasyon zamanla azalmaktaidi.

Sonug: Inkiibasyon siiresinin uzamasswyla, PLCZ boyanma parametreleri ve hareketlilik arasinda korelasyon
gonilmektedir. PLCZ boyanmasimm semen analizi ile rutinde kullanims, 6zellikle agiklanamayaninfertilite ve
fertilizasyon basansizlig vakalarmmn spermlerinin fertilizasyon kapasitesinin belilenmesinde yarar
saglayabilecek ve yardmme iireme teknikleri (YUT) sikluslarindaki bagariy: artirabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Sicaklik, Fosfolipaz C Zeta, fertilizasyon kapasitesi, sperm, oosit aktivasyonu, uzun siireli
inkiibasyon
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