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1. ÖZET 

Sigara içmek, sperm konsantrasyonunda düĢüĢ, motilesinde azalma ve 

morfolojisinde bozulma meydana getirerek subfertiliteye neden olmaktadır. Sigara 

kullanımının sperm parametreleri üzerindeki etkileri bilinmesine rağmen, bunun 

kriyoprezervasyonla olan iliĢkisi üzerinde yeterince durulmamıĢtır. Bu çalıĢma 

kriyoprezervasyonun sigara içen ve içmeyenlerin sperm parametreleri ve DNA 

fragmantasyonu üzerine olan etkilerini göstermeyi amaçlamaktadır. Semen örnekleri 

düzenli olarak sigara içen 20 kiĢi ve sigara içmeyen 21 kiĢi olmak üzere toplam 41 

normospermik erkek gönüllüden alınmıĢtır. Semen örnekleri ikiye ayrılarak, ilk 

kısmı baĢlangıçtaki semen analizi için kullanılmıĢtır. Ġkinci kısma ise -196 
o
C‟de sıvı 

nitrojen içerisinde 1 ay ve 3 ay süreyle dondurulup çözüldükten sonra aynı Ģekilde 

semen analizi yapılmıĢtır. Örnekler standart semen analizi ile morfoloji, motilite, 

konsantrasyon açısından ayrıca, TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) 

yöntemi kullanılarak DNA fragmantasyon oranı açısından değerlendirilmiĢtir. 

Ultrastrüktürel analiz geçirimli elektron mikroskobu (TEM) ile yapılmıĢtır. 

Kriyoprezervasyon sonrası sperm morfolojisinin sigara grubunda daha çok 

etkilendiği görülmüĢtür. TEM incelemelerinde membran yapılarında bozulma ve 

artmıĢ subakrozomal ĢiĢme görülmüĢtür. BaĢlangıçta DNA fragmantasyonu hücre 

oranı, sigara grubunda kontrol grubuyla aynı olmasına rağmen kriyoprezervasyon 

sonrasında her iki grupta da artıĢın yanı sıra sigara grubunda kontrol grubuna göre 

anlamlı bir artıĢ saptanmıĢtır. Sonuç olarak kriyoprezervasyon membran yapılarında 

bozulma meydana getirmekte, sigara içenlerde sigara içmeyenlere kıyasla sperm 

morfolojisinde bozulmayı ve DNA fragmantasyonunu daha fazla arttırarak spermde 

olumsuz etkileri tetiklemektedir. 

Anahtar Kelimeler: Sperm, kriyoprezervasyon, sigara, DNA fragmantasyonu, 

ultrastrüktür 
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2. SUMMARY 

Time Dependent Effects of Cryopreservation on Sperm Parameters, 

Ultrastructure and Cell Death in Cigarette Smokers 

 

Smoking causes subfertility due to sperm deterioration such as decreased 

concentration, impaired motility and abnormal morphology. Although evidence on 

the effect of smoking on sperm parameters is well known, its interference with 

cryopreservation is not clear. This study aims to investigate the effects of 

cryopreservation on sperm parameters and DNA fragmentation in smokers and 

nonsmokers. Semen samples were obtained from 41 normospermic male volunteers 

of whom 20 were smokers and 21 nonsmokers. The samples were separated into two 

aliquots. The first aliquot was kept for initial semen analysis. The second was stored 

in liquid nitrogen at -196
o
C, and analyzed following thawing after 1 and 3 months. 

Samples were analyzed in terms of motility, concentration and morphology with 

light microscope, and DNA fragmantation using TdT-mediated dUTP nick end 

labeling (TUNEL) by fluorescence microscope. Ultrastructural alterations were 

investigated with transmission electron microscope (TEM). Sperm morphology 

seemed to be affected more after cryopreservation in samples obtained from 

smokers. TEM investigations showed alteration in integrity of the membranes and 

increased subacrosomal swelling. Before freezing, the increase in DNA 

fragmentation rate in smokers was not statistically significant compared to that of 

nonsmokers. However, after thawing, the DNA fragmentation rates were 

significantly high in both smokers and nonsmokers compared to their respective rates 

before freezing. The extent of the increase in DNA fragmentation rate was 

significantly higher in smokers after thawing compared to that of nonsmokers. In 

conclusion, cryopreservation causes alterations in integrity of the membranes and 

increases DNA fragmentation, thus triggering relatively negative effects on the 

sperm samples of smokers compared to that of nonsmokers. 

Key Words: Sperm, cryopreservation, smoking, DNA fragmentation, ultrastructure 
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3. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Sigara içiminin özellikle akciğer kanseri baĢta olmak üzere diğer kanser çeĢitleri, 

solunum hastalıkları, kalp ve damar hastalıkları gibi hastalıklara yol açtığı 

bilinmektedir. Sigara içimi ile ilgili önemli risklerden bir diğeri de erkek ve kadın 

üreme sağlığını olumsuz bir Ģekilde etkileyen infertilitedir. En fazla üreme çağında 

erkekler tarafından kullanılan sigara, içerdiği toksik kimyasallar mutajen ve 

kanserojen maddelerden dolayı sperm üzerinde bozukluklar meydana getirebildiği 

bilinmektedir (Zenses 2000). 

Sperm kriyoprezervasyonu 1980‟li yıllardan itibaren protokollerin geliĢtirilmesi 

sayesinde in vitro fertilizasyon‟da (IVF) rutin olarak kullanılmaya baĢlanmıĢtır 

(Cohen et al 1997). Dünyada donör inseminasyonlarında kullanılmakla birlikte 

ülkemizde özellikle kanser tedavisi gibi üreme fonksiyonlarına zararlı etki 

yapabilcek tedaviler öncesi sıklıkla baĢvurulan bir yöntemdir. Cerrahi giriĢimler ve 

buna eĢlik eden radyoterapi/kemoterapi uygulamaları testiküler yetmezlik veya 

ejakülatuvar disfonksiyonlara neden olabilir. 

Kriyoprezervasyon sırasında spermler fiziksel ve kimyasal strese maruz kalırlar, 

plazma membranı lipid yapısı değiĢir, baĢ büyüklüğünde azalma meydana gelir, ve 

fosfotidilserin çıkıĢı gerçekleĢir (Schiller, Arnhold, Glander ve Arnold 2000, Buhr, 

Canvin ve Bailey 1989, Gravance, Vishwanath, Pitt, Garner ve Casey 1998, Glander 

ve Schiller 1999). 

Apoptozis, hücrelerin yaĢamları boyunca yapım-yıkım dengesini ayarlayan, 

vücutta gereksiz ya da uyuĢmayan hücreleri ortadan kaldıran programlanmıĢ hücre 

ölümü biçimidir. Apoptozise bağlı olarak meydana gelen en belirgin değiĢiklikler, 

fosfotidilserin çıkıĢı ve DNA fragmantasyonudur (Bratton, Fadok, Kailey, Guthrie ve 

Henson 1997). Apoptoziste DNA fragmantasyonu, hücre morfolojisindeki 

ultrasütrüktürel değiĢikliklerle iliĢkilidir. Ejakülat spermlerindeki apoptozisin 

karakteristik özellikleri; kromatin, mitokondri, nükleus membranı ve plazma 

membranı anormalliklerinin ultrastrüktürel olarak görülmesi, sitoplazmik vakuol ve 

apoptotik cisimlerin oluĢumudur (Baccetti, Collodel ve Piomboni 1996). 
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Literatürde ağırlıklı olarak kriyoprezervasyonun sperm üzerine ve sigara 

kullanımının sperm parametreleri üzerine etkileri ile ilgili çalıĢmalar bulunmaktadır. 

Sigara içenlerin spermlerinde kriyoprezervasyonun kullanılması ve bu iki olgunun 

birbiriyle olan iliĢkisiyle ilgili araĢtırmaların yetersiz olduğu görülmektedir.  

Bu çalıĢmanın amacı, kısa ve uzun süreli kriyoprezervasyonun sigara 

kullanımına bağlı olarak sperm parametrelerini, morfolojisini, ince yapısını ve DNA 

fragmantasyonu oranını etkileyip etkilemediği histolojik parametreler eĢliğinde 

değerlendirmektir. Kriyoprezervasyon uygulamasının zamana bağlı olarak sperm 

morfolojisi ve olgunluğu üzerinde etkileri ıĢık mikroskobik tekniklerle, sperm ince 

yapısındaki etkileri elektron mikroskobik tekniklerle ve sperm kromatin yapısındaki 

DNA fragmantasyonu oranı üzerine olan etkileri TUNEL yöntemiyle gösterilecektir. 
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4. GENEL BĠLGĠLER 

4.1. Spermatogenez 

Spermatogenez, primitif germ hücrelerinin olgun spermlere dönüĢmesini 

sağlayan bir süreçtir. Germ hücrelerinin olgunlaĢması pubertede baĢlayıp yaĢlılık 

dönemine kadar devam eder. Puberteyle birlikte spermatogonyum hücreleri mitoz 

bölünmeyle çoğalmaya baĢlarlar ve tip A spermatogonyumları oluĢtururlar. Tip A 

spermatogonyumların üretiminin baĢlaması spermatogenezin baĢlamıĢ olduğunu 

gösterir. Bu hücreler belirli bir mitoz bölünme süreci sonunda tip B 

spermatogonyumları meydana getirirler. Tip B spermatogonyumların mitoz 

bölünmeleri sonucunda primer spermatositler oluĢur. Primer spermatositler 46 

kromozom (44+XY) içerirler. OluĢumlarından hemen sonra primer spermatositler 

birinci mayoz bölünmeye girerler ve yaklaĢık 22 gün süren bir profaz evresi 

geçirirler. Profaz evresi sonunda mayoz bölünme hızlı bir Ģekilde tamamlanır ve 23 

kromozom (22+X veya 22+Y) içeren sekonder spermatositler oluĢur. Ġkinci mayoz 

bölünmeyle birlikte sekonder spermatositler spermatidleri meydana getirirler. Tip A 

spermatogonyumların kök hücre topluluğundan ayrılmalarını takiben çoğalıp 

farklılaĢarak spermatidleri oluĢturmalarıyla sitokinez tamamlanmıĢ olur. Bu aĢamada 

tüm hücreler birbirleriyle iliĢkilerini koruyan ince sitoplazmik köprülerle birbirlerine 

bağlı haldedirler. Ayrıca bu hücreler farklılaĢma süreci boyunca Sertoli hücrelerinin 

sitoplâzmadaki girintilerine gömülü olarak bulunurlar. Sertoli hücreleri, seminifer 

tübüllerde geliĢmekte olan germ hücrelerini koruma, besleme ve destekelemede 

görev yaparlar. 

Spermiyogenez, spermatidlerin yeni bir bölünme olmaksızın belirli değiĢimler 

geçirerek olgun sperme dönüĢme sürecidir. Bu değiĢimler üç aĢamada gerçekleĢir 

(Sadler 2005);  

a. Golgi Fazı: Bu aĢamadaki spermatid, içerisinde nükleus, Golgi kompleksi, 

mitokondriler, ribozom ve düz yüzlü endoplazmik retikulum içeren bir 

sitoplazmaya sahiptir. Golgi kompleksinde daha sonraki aĢamalarda akrozomu 

oluĢturacak olan proakrozomal granüller adı verilen granüller birikir ve 
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akrozomal granülü oluĢturur. Sperm hareketini sağlayacak olan flagellum bu 

aĢamada oluĢmaya baĢlar. 

b. Akrozomal Faz: Akrozomal granül, nükleusun ön tarafını kaplayacak Ģekilde 

yayılır ve akrozomu meydana getirir. Nükleus uzar ve daha yoğun bir hal alır. 

Bir tane sentriyol geliĢerek flagellumu oluĢturur. Sperm hareketi için enerji 

kaynağı olan mitokondriler, oluĢan flagellumun proksimal kısmında toplanırlar 

ve spermin orta kısım denilen bölümünü meydana getirirler. 

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

geriye kalan artık sitoplâzma Sertoli hücreleri tarafından fagosite edilir ve 

olgunlaĢmıĢ spermler seminifer tübül lümenine salınırlar.  

 

ġekil 1: Spermatogenik hücre serisinin Ģematik gösterimi (Ross ve Romrell 2006). 
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Spermler seminifer tübül lümeninden pasif taĢıma yoluyla, depolanıp iĢlevsel 

olarak olgun hale gelecekleri epididimise geçerler. Buradan da vas deferens 

yardımıyla üretraya ulaĢırlar. Spermatogonyumun olgun sperm haline gelmesi için 

gereken süre yaklaĢık 64 gündür. 

Olgun sperm baĢ ve kuyruktan oluĢur. BaĢ kısmı, ortalama 5 µm 

büyüklüğündedir, haploid nükleus ve nükleusun ön tarafını kapsayacak Ģekilde 

fertilizasyon sırasında gerekli olacak enzimleri taĢıyan akrozomu içerir. Sperm 

hareketini sağlayan kuyruk yaklaĢık olarak 50 µm uzunluğundadır ve orta parça, esas 

parça ve son parça olmak üzere 3 kısımdan oluĢur. Orta parçada, kuyruğun diğer 

kısımlarından faklı olarak, hareket için gerekli olan enerjiyi sağlayan mitokondriler 

bulunur (Junqueira, Carneiro ve Kelley 2006). 

 

ġekil 2: Ġnsan sperminin Ģematik gösterimi (Ross ve Romrell 2006). 
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Spermiyogenez sırasında nükleusta meydana gelen ana değiĢimlerden biri de 

haploid nükleusta bulunan histonların arjinin ve lizinden zengin protaminlerle yer 

değiĢtirmesi olayıdır. Protaminler %60‟ı arjininden yapılı küçük proteinlerdir. Bu 

değiĢim sonucunda nükleusta transkripsiyon sona ererek sperm genomik DNA‟sını 

stabilize eder ve korur (Peschon, Behrringer, Brinster ve Palmiter 1987, 

Kierszenbaum AL 2006). 

4.2. Apoptozis 

Apoptozis, hücrelerin yaĢamları boyunca yapım-yıkım dengesini ayarlayan, 

vücutta gereksiz ya da uyuĢmayan hücreleri ortadan kaldıran programlanmıĢ hücre 

ölümü biçimidir. Bu süreçte hücre morfolojisi tamamen değiĢmektedir. Ġlk olarak 

gerçekleĢen hücre büzüĢmesini takiben, kromatin parçalanması, membran 

kabarcıklanması, nüklear yoğunlaĢma ve son olarak fagosite edilebilen apoptotik 

cisimlere bölünme gerçekleĢtiği görülmektedir (Virginia 1999).  

Apoptozis, patolojik bir hücre ölümü olan nekrozdan farklıdır. Apoptozisin 

nekrotik hücre ölümünden çeĢitli morfolojik ve biyokimyasal farklılıkları vardır. 

Apoptoziste sitoplazmanın parçalanma sürecinde oluĢan kabarcıklar plazma zarı ile 

korunmuĢ durumdadırlar. Bu kabarcıklar makrofajlar tarafından fagosite edilirler, 

ancak herhangi bir yangısal cevap gerçekleĢmez. Nekrozda ise hücre ĢiĢer, 

organellerin hacmi artar ve sonuçta patlayarak içeriği hücre dıĢına atılır. Makrofajlar 

nekrotik hücre kalıntılarını fagosite ederler ve yangısal cevap oluĢmasını sağlayacak 

moleküller salgılarlar (Wijsman et al 1993). 

Apoptozise bağlı olarak meydana gelen en belirgin değiĢiklikler; fosfotidilserin 

çıkıĢı ve DNA fragmantasyonudur (Bratton, Fadok, Kailey, Guthrie ve Henson 

1997). Apoptoziste DNA fragmantasyonu, hücre morfolojisindeki ultrasütrüktürel 

değiĢikliklerle iliĢkilidir. Ejakülat spermlerindeki apoptozisin karakteristik 

özellikleri; kromatin, mitokondri, nükleus membranı ve plazma membranı 

anormalliklerinin ultrastrüktürel olarak görülmesi, sitoplazmik vakuol ve apoptotik 

cisimlerin oluĢumudur (Baccetti, Collodel ve Piomboni 1996).  
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Apoptozisde meydana gelen DNA fragmantasyonunu göstermenin bir yolu da 

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase-mediated deoxyuridine 

triphosphate (dUTP) nick-end labelling) metodudur. TUNEL metodu, apoptozisin ilk 

aĢamalarında açığa çıkan DNA‟nın serbest 3‟OH uçlarının kimyasal olarak 

iĢaretlenmiĢ ve iĢaretlenmemiĢ nükleotidler bağlanarak gösterilmesi prensibine 

dayanır. ĠĢaretlenmiĢ nükleotidlerin, terminal deoksinükleotidil transferaz (TdT) 

kullanılarak enzimatik olarak DNA‟nın 3‟OH uçlarına bağlanması sağlanır. ĠĢaretli 

nükleotidlerin TdT ile bağlanmalarının ardından, DNA fragmantasyonu sonucunda 

apoptotik cisimciklerde çok yüksek oranda bulunan 3‟OH uçlarının hassas ve 

spesifik boyanması sağlanır ve bu yapılar immünhistokimyasal veya immünfloresan 

tekniklerle kolayca görülebilir (Lovelace, Zhang, Vaneg ve Collier 1996, Wijsman et 

al 1993). 

 

ġekil 3: Kırık kromatin yapısının TUNEL metoduyla iĢaretlenmesi (Virginia 1999). 

4.3. Dondurma-Çözme (Kriyoprezervasyon) 

Kriyoprezervasyonun genel prensibi; dondurulacak materyalin 

kriyoprotektanlarla dengelendikten sonra soğutulması, sıvı nitrojen içinde -196
o
C‟de 
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depolanması ve çözülürken de kriyoprotektanların uzaklaĢtırılarak dondurulan 

materyalin canlılığını sürdürebileceği fizyolojik ortamlara geçirilmesidir. 

Kriyoprezervasyon iĢlemi sırasında canlılığı etkileyebilecek önemli faktörler 

dondurulan materyal türü, kullanılan kimyasallar ve dondurma-çözme yöntemidir. 

Materyalin düĢük ısılarda soğutulması ve çözme iĢleminde fizyolojik ısı ve ortama 

döndürülmesi dikkatle yapılması gereken aĢamalardır (Schroeder, Champlin, 

Mobraaten ve Eppig 1990). Optimal çözme ısısı dondurulan materyale, kullanılan 

kriyoprotektanların özelliğine ve hücrelerin içerdiği su miktarına göre 

ayarlanmalıdır. 

Kriyoprotektanlar, dondurma iĢlemi sırasında koruyucu özelliğe ve yüksek 

oranda H2 bağlama kapasitesine sahiplerdir. Kriyoprotektanların koruyucu 

özelliklerini göstermeleri için her zaman hücre içine girmelerine gerek yoktur. Çünkü 

hücrede harabiyetin en hızlı ve etkili meydana geldiği yer hücre zarıdır. 

Kriyoprotektanlar hücre içine geçip geçmemelerine göre, intrasellüler (permeabl) ve 

ekstrasellüler (nonpermeabl) olmak üzere ikiye ayrılır (DelilbaĢı 1997). 

Permeabl ajanların kullanımı, dondurma iĢlemi sırasında hücre içerisinde 

oluĢabilecek buz kristallerinin oluĢumunu -40
o
C‟ye kadar düĢürebilmektedir. Bu 

ajanlar hücreyi dondurma iĢleminin zararlı etkilerine karĢı olabildiğince korurlar. 

Hücre içine geçiĢleri solüsyonun kendi geçiĢ gücü, hücre içi ve hücre dıĢı 

kriyoprotektanların konsantrasyon farkı, ısı ve hücre yüzeyi ile doğru orantılıdır 

(DelilbaĢı 1997). 

Nonpermeabl ajanlar tek baĢlarına kriyoprotektan olarak kullanılmamalarına 

karĢın permeabl ajanlarla birlikte kullanıldıklarında özellikle ozmotik basınç 

değiĢikliklerinden meydana gelen harabiyete karĢı korucuyu etki gösterirler. 

Nonpermeabl ajanlar, ozmotik değiĢikliğe bağlı olarak geliĢen su geçiĢine etkilidir ve 

çözme iĢleminde hücresel ĢiĢmeyi önlerler. Hücre zarından geçmeyen bu ajanlar 

arasında en çok sükroz kullanılır ve kullanımı sırasında ortam ısısı çok önemlidir 

(DelilbaĢı 1997). 

Sperm kriyoprezervasyonu 1980‟li yıllardan itibaren protokollerin geliĢtirilmesi 

sayesinde in vitro fertilizasyon (IVF)‟da rutin olarak kullanılmaya baĢlanmıĢtır 
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(Cohen et al 1997). Dünyada donör inseminasyonlarında kullanılmakla birlikte 

ülkemizde özellikle kanser tedavisi gibi üreme fonksiyonlarına zararlı etki 

yapabilecek tedaviler öncesi sıklıkla baĢvurulan bir yöntemdir. Cerrahi giriĢimler ve 

buna eĢlik eden radyoterapi/kemoterapi uygulamaları testiküler yetmezlik veya 

ejakülatuvar disfonksiyonlara neden olabilir (DelilbaĢı 1997). 

Gliserolün ilk olarak sperm kriyoprezervasyonunda kullanılmasından sonra diğer 

kriyoprotektif ajanlar sperm kriyoprezervasyonunda da kullanılmaya baĢlanmıĢtır 

(Gilmore, Liu, Woods, Peter ve Critser 2000). Sperm dondurulmasında da temelde 

permeabl ve nonpermeabl ajanlar kullanılır ve %5-10‟luk gliserol en sık tercih edilen 

ajanlardandır (Salzbrunn, Benson, Holstein ve Schulze 1996). Ġntrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonunun obstrüktif ve nonobstrüktif azoospermi olgularında testislerden elde 

edilen spermlerle de uygulanabiliyor olması, zaman içinde cerrahi giriĢimlerle elde 

edilen bu spermlerin dondurularak saklanmasını da gündeme taĢımıĢtır (DelilbaĢı 

1997). 

Kriyoprezervasyon sırasında spermler fiziksel ve kimyasal strese maruz kalırlar, 

plazma membranı lipid yapısı değiĢir, baĢ büyüklüğünde azalma meydana gelir, ve 

fosfotidilserin çıkıĢı gerçekleĢir (Schiller, Arnhold, Glander ve Arnold 2000, Buhr, 

Canvin ve Bailey 1989, Gravance, Vishwanath, Pitt, Garner ve Casey 1998, Glander 

ve Schiller 1999). 

4.4. Sigara ve Ġnfertilite 

Sigara içiminin özellikle akciğer kanseri baĢta olmak üzere diğer kanser çeĢitleri, 

solunum hastalıkları, kalp ve damar hastalıkları gibi hastalıklara yol açtığı 

bilinmektedir. Sigara içimi ile ilgili önemli risklerden bir diğeri de erkek ve kadın 

üreme sağlığını olumsuz bir Ģekilde etkileyen infertilitedir. En fazla üreme çağında 

erkekler tarafından kullanılan sigara, içerdiği toksik kimyasallar mutajen ve 

kanserojen maddelerden dolayı sperm üzerinde bozukluklar meydana getirebildiği 

bilinmektedir (Zenses 2000). Sigara içmek; sperm konsantrasyonunda (Vine, 

Margolin, Morrison ve Hulka 1994), motilitesinde ve sayısında azalmaya (Gandini et 

al 1997), morfolojisinde bozulmaya, penetrasyon yeteneğinde düĢüĢe ve DNA 

hasarının artmasına yol açabilmektedir (Terzioğlu, Yücel ve Karatay 2008).
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Denek Grupları 

ÇalıĢmamızda, kontrol grubu (n=21) ve sigara içen grup (n=20) olmak üzere iki 

grup oluĢturulmuĢtur. Kontrol grubundaki bireyler, aktif üreme döneminde olup, 20-

50 yaĢ arası, herhangi bir sistemik hastalık, çocuk yaĢlarda ateĢli hastalık, testis 

travması ve kriptorĢidizm gibi üreme fonksiyonlarını etkileyen bir hastalık 

geçirmemiĢ, kronik ilaç-madde kullanımı olmayan (antidepresan, böbrek, tansiyon 

ilaçları, sigara, alkol), Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) laboratuvar kılavuzuna göre 

(World Health Organisation 1991) normospermik olan kiĢilerden seçilmiĢtir. Sigara 

grubu ise kontrol grubundan farklı olarak, son ≥6 ay süreyle günlük ≥20 sigara içen 

DSÖ laboratuvar kılavuzuna göre normospermik olan kiĢilerden oluĢturulmuĢtur. 

Semen örnekleri, 3 günlük cinsel perhiz sonrasında steril kaplara mastürbasyon 

yöntemiyle alınmıĢtır. Deneklerden semen örneği alınmadan önce “BilgilendirilmiĢ 

Gönüllü Olur Formu” ile imzalı onayları alınmıĢtır. Ġstanbul 2 No‟lu Etik 

Kurulu‟ndan etik kurul onayı (B.30.2.ĠST.0.02.00.01/YĠ-864) ve çalıĢmanın 

uygunluğu ile ilgili Sağlık Bakanlığı‟ndan gerekli bilgi ve onay (B.10 

0THG.0.79.00.07/11972) alınmıĢtır. 

5.2. Motilite ve Konsantrasyon  

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

dondurma iĢlemi öncesi ıĢık mikroskobu düzeyinde değerlendirilmiĢtir. Her bir 

spermin hareketi “a”, “b”, “c” veya “d” olarak DSÖ laboratuar kılavuzuna göre 

belirlenmiĢtir (WHO 1991). Sperm konsantrasyonu belirlenmesi de semen örneği 

üzerinden Makler sayma kamarası kullanılarak yapılmıĢ, 20-200 milyon/ml sperm 

sayısına sahip olan bireyler çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. 

5.3. Sperm Dondurma-Çözme ĠĢlemi 

Herbir gruptan semen örnekleri alındıktan sonra 37
o
C‟de 30 dk inkübe edilerek 

örneklerin likefiye olmaları sağlanmıĢtır. Likefiye iĢleminden sonra her bir semen 

örneği üç parçaya ayrılmıĢtır; parçalardan biri herhangi bir dondurma iĢlemi 
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uygulanmaksızın taze olarak yapılacak incelemeler için kullanılmıĢtır, diğer iki parça 

ise sırasıyla 1 ay ve 3 ay süreyle dondurulup çözüldükten sonra yapılacak olan 

incelemeler için kullanılmıĢtır. 

Dondurma iĢlemi için semen örneği ve kriyoprotektan (MediCult, Sperm 

freezing medium, 10670010) 1:1 oranında karıĢtırılmıĢtır ve steril tüpler (CryoVial®, 

T308-2A) içerisine toplam hacim 1 ml olacak Ģekilde alınmıĢtır. Üzerlerine denek 

grubu ve numarası yazılan tüpler, sırasıyla, 4
o
C‟de 20 dk, -20

o
C‟de 20 dk ve sıvı azot 

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

içerisine (-196
o
C) yerleĢtirilmiĢtir. 

Çözme iĢlemi, tüpler sıvı nitrojenden çıkartılıp 1 dk oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra 37
o
C su banyosunda yapılmıĢtır. Örnek tamamen çözüldükten 

sonra üzerine yıkama solüsyonu (Vitrolife, G-SPERM™ PLUS, 10107) eklenip 

300xg‟de 10 dk santrifüj edildikten sonra süpernatant atılarak kriyoprotektan 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Çözme iĢlemi sonrası elde edilen sperm örnekleri morfoloji, 

kromatin kondensasyonu, ince yapı ve DNA fragmantasyonu değerlendirmeleri için 

kullanılmıĢtır. 

5.4. IĢık Mikroskopi Ġncelemesi 

IĢık mikroskobik morfolojik inceleme Diff-Quik kit (Medion Diagnostics, 

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

damlatılarak lamelle yayılıp havada kurutulmuĢtur. Kurutulan lam, kit içerisinde 

bulunan sırasıyla fiksatifin, katyonik ve anyonik boyaların içinde birer dakika 

bekletildikten sonra sudan geçirilip tekrar havada kurumaya bırakılmıĢtır. Boyanan 

preparatlar Olympus BX51 fotomikroskop kullanılarak 1000x büyütmede 

immersiyon yağı ile Kruger strick kriterlerine (Menkveld et al 1991) göre 

değerlendirilmiĢtir. Her bir örnek için 200 sperm sayılarak baĢ, boyun ve kuyruk 

yapısındaki bozukluklar kaydedilmiĢ ve fotoğraflanmıĢtır. 

5.5. Sperm Kromatin Kondensasyon Tayini 

Yıkama iĢlemi sonrası yayma preparat yapılan örnekler havada kurulduktan 

sonra %2,5 „luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit fiksatifi ile 30 dk 
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muamele edilmiĢtir. Fiksasyon iĢleminden sonra asidik anilin mavisinde 7 dk 

tutulmuĢtur. Her bir örnek Olympus BX51 fotomikroskop ile 1000x büyütmede 

immersiyon yağı ile 200 sperm sayılarak normal kromatin kondensasyon gösteren ve 

kromatin kondensasyon bozukluğu olan sperm sayıları kaydedilmiĢ ve 

fotoğraflanmıĢtır.  

5.6. DNA Fragmantasyonu Tayini 

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

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

sonrası elde edilen pellet distile su eklenerek 1200 rpm hızında 3 x 10 dk santrifüj 

edilmiĢtir, 0.075 M hipotonik KCl solüsyonu ile homojenize edildikten sonra 1200 

rpm hızında 10 dk santrifüj edimiĢtir ve 37
o
C‟de 30 dk inkübasyon yapılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonrasında metanol-asetik asit karıĢımı (2:1) eklenerek 1200 rpm hızında 

3 x 10 dk santrifüj edilmiĢtir. Ġki lam üzerine yayma preparat yapılarak bir gece 

bekletilmiĢtir. Kurutulan lamlar 5 dk PBS‟te bekletildikten sonra yükselen alkol 

serisinden (%70, %85, %100) geçirildikten sonra kurutulmuĢtur. TUNEL kitindeki 1. 

solüsyondan 5 µl, 2. solüsyondan 45 µl karıĢtırılarak, her lam üzerine 25‟er µl 

damlatılıp lamelle kapatılmıĢtır. IĢık almayacak Ģekilde 37
o
C‟de 45 dk tutulan lamlar 

üzerindeki lameller kaldırıldıktan sonra PBS ile yıkanmıĢtır. Lamların üzerine 

nükleusu göstermek amacıyla DAPI II (Abbott Molecular, U.S.A, 06J50-001) boyası 

damlatılarak lamelle kapatılmıĢtır. Olympus BX51 flouresans mikroskop ile 1000x 

büyütmede immersiyon yağı ile 200 hücre sayılarak DNA fragmantasyonu olan 

hücreler “TUNEL pozitif” olarak kaydedilmiĢ ve fotoğraflanmıĢtır. 

5.7. Geçirimli Elektron Mikroskobu Ġncelemesi 

Elektron mikroskobik incelemeler için alınan semen örneklerine likefaksiyondan 

sonra yıkama solüsyonu eklenerek 1500xg‟de 10 dk santrifüj edilmiĢ ve pelletin 

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

tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit fiksatifi içerisinde 4
o
C‟de 4 saat süreyle immersiyon 

fiksasyonu yapılmıĢ, tamponda yıkamadan sonra, %1‟lik OsO4 ile 1 saat 

postfiksasyon yapılmıĢtır. Yükselen alkol serisinden (%70, %90, %96, %100) 

geçirilerek suyu alınmıĢ, propilen oksitten geçirilerek 60
o
C‟deki etüvde Epon 812‟ye 
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gömülmüĢtür. Ultramikrotomda (Leica Ultracut II, Leica Microsystems GmbH; 

Wetzlar) alınan yarı ince kesitler (1 µm) toluidin mavisi ile boyanmıĢtır. Bu 

kesitlerde seçilen alanlardan yaklaĢık 60 nm kalınlığında ince kesitler alındıktan 

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

yapılmıĢtır. Kontraslanan gridler, JEOL 1200 SX TEM ile baĢ, boyun ve kuyruk 

değiĢiklikleri açısından incelenmiĢ ve fotoğraflanmıĢtır. 

5.8. Ġstatistiksel Analiz 

Ġstatistiksel analiz GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA) programı kullanılarak yapılmıĢtır. Ġstatistiksel analizler için paired t-test ve 

ANOVA testi kullanılmıĢtır. p<0.05 anlamlı olarak kabul edilmiĢtir. 
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6. BULGULAR 

6.1. Motilite ve Konsantrasyon 

DSÖ laboratuvar kılavuzuna göre yapılan motilite değerlendirmesinde, kontrol 

grubunda dondurma iĢlemi öncesi “a+b” toplam motilite oranı %58.71 ± 3.17 iken 

sigara grubunda bu oran %55.01 ± 3.17 olarak belirlenmiĢtir. Gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiĢtir. 

6.2. IĢık Mikroskopi Bulguları 

Morfolojik değerlendirme Diff-Quik ve toluidin mavisi ile boyama sonrası 

yapılmıĢtır. Kontrol grubu spermlerinde dondurma iĢlemi öncesinde normal 

morfolojide spermlerin yanı sıra, akrozomal bozukluğa sahip, artmıĢ vakuollü, 

büyük, küçük, pin-head, amorf özellikte baĢ hasarı olan, boyun bölgesinde 

sitoplazmik artık içeren ve boyun kırıkları olan, kısa, uzun ve çift kuyruklu olan 

spermler de gözlenmiĢtir (Resim 1, 2).  

Kontrol grubu spermlerinde dondurma iĢleminden 1 ay (Resim 3, 4) ve 3 ay 

(Resim 5, 6) sonra çözülen spermlerde normal morfolojiye sahip spermlerin 

sayısında önemli ölçüde azalma gözlenirken, dondurma öncesi gözlenen morfolojik 

hasara sahip spermlerin yanı sıra çok sayıda baĢ hasarı, kuyruğu kopmuĢ ya da 

kıvrılmıĢ spermler de gözlenmiĢtir. 

Sigara grubu spermlerinde dondurma iĢlemi öncesinde kontrol grubu ile benzer 

Ģekilde normal morfolojide spermlerin yanı sıra, akrozomal bozukluğa sahip, 

vakuollü, büyük, küçük, pin-head, amorf özellikte baĢ hasarı olan, boyun bölgesinde 

sitoplazmik artık içeren ve boyun kırıkları olan, kısa, uzun ve çift kuyruklu olan 

spermler de gözlenmiĢtir (Resim 7, 8). 

Sigara grubu spermlerinde kontrol gubuna benzer Ģekilde dondurma iĢleminden 

1 ay (Resim 9, 10) ve 3 ay (Resim 11, 12) sonra çözülen spermlerde normal 

morfolojiye sahip spermlerin sayısında önemli ölçüde azalma gözlenirken, dondurma 

öncesi gözlenen morfolojik hasara sahip spermlerin yanı sıra çok sayıda baĢ hasarı 

olan, kuyruğu kopmuĢ ya da kıvrılmıĢ spermler gözlenmiĢtir.  
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Resim 1: Kontrol grubunda dondurma öncesi, spermlerdeki morfolojik bozukluklar 

görülmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), akrozom yapısı ve morfolojisi 

bozuk olan sperm baĢ hasarı (►), boyun kırığı olan sperm (), baĢ ve boyun hasarı 

olan sperm (m). Diff-Quik boyası. 

 

Resim 2: Kontrol grubunda dondurma öncesi, yarı-ince kesitlerde spermlerdeki 

morfolojik bozukluklar görülmektedir. Büyük baĢlı sperm (►), boyun bölgesinde 

sitoplazmik artık içeren sperm (), baĢ ve boyun hasarı olan sperm (m). Toluidin 

mavisi boyası. 
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Resim 3: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

morfolojik bozukluklar görülmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), yuvarlak 

baĢlı ve akrozom oranı değiĢmiĢ sperm (►), kuyruğu kopmuĢ sperm (k), boyun 

bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm (), kısa kuyruklu sperm (*), baĢ boyun 

ve kuyruk hasarı olan sperm (m). Diff-Quik boyası. 

 

 

Resim 4: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde, 

yarı-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar görülmektedir. Amorf yapıda baĢ hasarı 

içeren sperm (►), boyun bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm (), baĢ ve 

boyun hasarı içeren sperm (m). Toluidin mavisi boyası. 
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Resim 5: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerdeki 

morfolojik bozukluklar görülmektedir. Küçük baĢlı sperm (►), kuyruğu kopmuĢ 

sperm (k), boyun kırığı olan sperm (), kuyruk kırığı olan sperm (*), baĢ, boyun 

hasarı ve kıvrık kuyruğu olan sperm (m). Diff-Quik boyası. 

 

 

Resim 6: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

yarı-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar görülmektedir. Amorf özellikte baĢı olan 

sperm (►), boyun bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm (), baĢ boyun ve 

kuyruk hasarı olan sperm (m). Toluidin mavisi boyası. 
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Resim 7: Sigara grubunda dondurma öncesi, spermlerdeki morfolojik bozukluklar 

görülmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), akrozom yapısı ve morfolojisi 

bozuk olan sperm baĢ hasarı (►), boyun bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm 

(), baĢ ve boyun hasarı olan sperm (m). Diff-Quik boyası. 

 

 

Resim 8: Sigara grubunda dondurma öncesi, yarı-ince kesitlerde spermlerdeki 

morfolojik bozukluklar görülmektedir. Akrozom hasarı olan sperm (►), boyun 

bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm (), baĢ ve boyun hasarı olan sperm (m). 

Toluidin mavisi boyası. 
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Resim 9: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

morfolojik bozukluklar görülmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), baĢ 

morofolojisi ve akrozom oranı değiĢmiĢ sperm (►), boyun kırığı olan sperm (), 

kıvrılmıĢ kuyruğu olan sperm (*), baĢ boyun ve kuyruk hasarı olan sperm (m). Diff-

Quik boyası. 

 

 

Resim 10: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

yarı-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar görülmektedir. Büyük baĢlı sperm (►), 

boyun bölgesinde sitoplazmik artık içeren sperm (), baĢ ve boyun hasarı içeren 

sperm (m). Toluidin mavisi boyası. 
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Resim 11: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

morfolojik bozukluklar görülmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), baĢ 

bölgesinde vakuol içeren morofolojisi değiĢmiĢ sperm (►), kuyruğu kopmuĢ olan 

sperm (k), boyun kırığı olan sperm (), kıvrılmıĢ kuyruğu olan sperm (*), baĢ boyun 

ve kuyruk hasarı olan sperm (m). Diff-Quik boyası. 

 

 

Resim 12: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

yarı-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar görülmektedir. Küçük baĢlı sperm (►), 

boyun kırığı olan sperm (), baĢ ve boyun hasarı içeren sperm (m). Toluidin mavisi 

boyası. 
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6.3. IĢık Mikroskopik Değerlendirmenin Ġstatistiksel Analizi 

Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesi baĢ hasarı %26.85 ± 1.550 iken 

dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %21.95 ± 1.778, dondurma 

iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde %20.80 ± 1.381 olmuĢtur. Kontrol 

grubunda dondurma iĢlemi öncesi boyun hasarı %16.25 ± 1.712 iken dondurma 

iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %17.70 ± 1.667, dondurma iĢleminden 3 

ay sonra çözülen spermlerde %17.70 ± 1.578 olmuĢtur. Kontrol grubunda dondurma 

iĢlemi öncesi kuyruk hasarı %2.250 ± 0.403 iken dondurma iĢleminden 1 ay sonra 

çözülen spermlerde %3.100 ± 0.552, dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen 

spermlerde %3.20 ± 0.800 olmuĢtur. Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesi 

çoklu hasar %52.35 ± 2.038 iken dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen 

spermlerde %57.15 ± 1.585, dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

%56.80 ± 3.438 olmuĢtur (ġekil 1). 

Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi baĢ hasarı % 27.70 ± 1.418 iken 

dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %20.25 ± 1.718, dondurma 

iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde %19.27 ± 1.954 olmuĢtur. Sigara 

grubunda dondurma iĢlemi öncesi boyun hasarı %16.90 ± 1.216 iken dondurma 

iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %19.95 ± 1.516, dondurma iĢleminden 3 

ay sonra çözülen spermlerde %20.09 ± 1.232 olmuĢtur. Sigara grubunda dondurma 

iĢlemi öncesi kuyruk hasarı %2.80 ± 0.479 iken dondurma iĢleminden 1 ay sonra 

çözülen spermlerde %2.55 ± 0.467, dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen 

spermlerde %3.63 ± 0.636 olmuĢtur. Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi çoklu 

hasar %50.50 ± 1.876 iken dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

%56.55 ± 2.173, dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde %56.45 ± 

1.615 olmuĢtur (ġekil 2). 

Kontrol grubu dondurma öncesi sperm baĢ hasarı ile dondurma iĢleminden 1 ay 

(p<0.05) ve 3 ay (p<0.05) sonra çözülen spermlerdeki baĢ hasarı karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde düĢüĢ olduğu görülmüĢtür. Dondurma öncesi 

sperm çoklu hasarı ile dondurma iĢleminden 1 ay ve 3 ay sonra çözülen spermlerdeki 

çoklu hasar karĢılaĢtırıldığında artıĢ olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (ġekil 1).  
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Sigara grubu dondurma öncesi sperm baĢ hasarı ile dondurma iĢleminden 1 ay 

(p<0.01) ve 3 ay (p<0.01) sonra çözülen spermlerdeki baĢ hasarı karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde düĢüĢ olduğu görülmüĢtür. Dondurma öncesi 

sperm çoklu hasarı ile dondurma iĢleminden 1 ay (p<0.05) ve 3 ay (p<0.05) sonra 

çözülen spermlerdeki çoklu hasar karĢılaĢtırıldığında yine artıĢ istatistiksel olarak 

anlamlıdır (ġekil 2). 

Kontrol grubu ile sigara grubu dondurma öncesi ve sonrası baĢ, boyun, kuyruk 

ve çoklu hasar yönünden karĢılaĢtırıldığında istatistiksel bir fark bulunamamıĢtır 

(ġekil 3).  
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ġekil 1: Gruplar arasında istatistiksel analiz yapılmıĢ morfolojik hasar oranı grafiği. 

*: p<0.05; dondurma öncesi baĢ hasarı oranıyla kıyaslanmıĢtır.  

 

ġekil 2: Gruplar arasında istatistiksel analiz yapılmıĢ morfolojik hasar oranı grafiği. 

**: p<0.01; dondurma öncesi baĢ hasarı oranıyla kıyaslanmıĢtır, +: p<0.05; 

dondurma öncesi çoklu hasar oranıyla kıyaslanmıĢtır.  
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A 

 
B 

 

C 

ġekil 3: Gruplar arasında istatistiksel analiz yapılmıĢ morfolojik hasar oranı grafiği. 

Dondurma öncesi (A), dondurma iĢleminden 1 ay (B) ve 3 ay (C) sonra çözülen 

spermler. Gruplar arasında istatistiksel fark yoktur.  
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6.4. Sperm Kromatin Kondensasyonu Tayini 

Sperm kromatin kondensasyonunu tayin etmek amacıyla sperm yayma 

preparatları anilin mavisiyle boyanmıĢlardır. Kontrol ve sigara grubunda dondurma 

öncesi (Resim 13A, 14A) ve dondurma sonrası 1 ay (Resim 13B, 14B) ve 3 ay 

(Resim 13C, 14C) gruplarında sperm kondensasyonu normal olan spermler anilin 

mavisi ile açık mavi renkte boyanırlarken, kondensasyon defekti olan spermler koyu 

mavi boyalı olarak izlenmiĢlerdir.  

6.5. Sperm Kromatin Kondensasyonu Tayininin Ġstatistiksel Analizi 

Kontrol grubunda dondurma öncesi dekondensasyon oranı %29.95 ± 1.373 iken 

dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %31.20 ± 1.691, dondurma 

iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 31,33 ± 1,386 olmuĢtur. Sigara grubunda 

dondurma öncesi dekondensasyon oranı %30.25 ± 1.942 iken, dondurma iĢleminden 

1 ay sonra çözülen spermlerde %31.82 ± 1.867, dondurma iĢleminden 3 ay sonra 

çözülen spermlerde %31.71 ± 3.194 olmuĢtur (ġekil 4). Gruplar arasında anilin 

mavisi boyama sonuçlarına göre istatistiksel fark gözlenmemiĢtir. 

 

ġekil 4: Gruplar arasında istatistiksel analiz yapılmıĢ anilin mavisi boyanma oranı 

grafiği. Gruplar arasında istatistiksel fark yoktur. 
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Resim 13: Kontrol grubunda dondurma öncesi (A), dondurma iĢleminden 1 ay (B) 

ve 3 ay (C) sonra çözülen spermlerde normal kondensayonlu () spermler ve 

kondensasyon defekti (►) olan spermler görülmektedir. Anilin mavisi boyası. 
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Resim 14: Sigara grubunda dondurma öncesi (A), dondurma iĢleminden 1 ay (B) ve 

3 ay (C) sonra çözülen spermlerde normal kondensayonlu () spermler ve 

kondensasyon defekti (►) olan spermler görülmektedir. Anilin mavisi boyası. 
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6.6. DNA Fragmantasyonu Bulguları 

Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesinde az sayıda spermde TUNEL pozitif 

hücreler yeĢil boyalı olarak görülmüĢtür. TUNEL negatif olanlar DAPI II ile mavi 

boyalı olarak görülmüĢlerdir (Resim 15A). Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 

ay (Resim 15B) ve 3 ay (Resim 15C) sonra çözülen spermlerde, dondurma iĢlemi 

öncesine oranla TUNEL pozitif sperm oranında bir artıĢ olduğu görülmüĢtür. 

Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesinde az sayıda spermde TUNEL pozitif 

hücreler yeĢil boyalı olarak görülmüĢtür. TUNEL negatif olanlar DAPI II ile mavi 

boyalı olarak görülmüĢlerdir (Resim 16A). Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 

ay (Resim 16B) ve 3 ay (Resim 16C) sonra çözülen spermlerde, dondurma iĢlemi 

öncesine oranla TUNEL pozitif sperm oranında artıĢ görülmüĢtür. 
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Resim 15: Kontrol grubunda dondurma öncesi (A), dondurma iĢleminden 1 ay (B) 

ve 3 ay (C) sonra çözülen spermlerde TUNEL negatif (►) spermler mavi, TUNEL 

pozitif () spermler yeĢil renkte görülmektedir. DAPI II boyası, TUNEL kiti. 
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Resim 16: Sigara grubunda dondurma öncesi (A), dondurma iĢleminden 1 ay (B) ve 

3 ay (C) sonra çözülen spermlerde TUNEL negatif (►) spermler mavi, TUNEL 

pozitif () spermler yeĢil renkte görülmektedir. DAPI II boyası, TUNEL kiti. 
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6.7. DNA Fragmantasyonu Bulgularının Ġstatistiksel Analizi 

Kontrol grubunda dondurma öncesi TUNEL pozitif sperm oranı %4.65 ± 0.337 

iken, dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %34.54 ± 2.117, 

dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde %35.64 ± 1.596 olmuĢtur. 

Kontrol grubunda dondurma öncesi ile dondurma iĢleminden 1 ay (p<0.001) ve 3 ay 

(p<0.001) sonra çözülen spermler karĢılaĢtırıldığında TUNEL pozitf sperm oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ görülmüĢtür. Dondurma iĢleminden 1 ay ile 3 ay 

sonra çözülen spermler arasında anlamlı fark yoktur (ġekil 5).  

Sigara grubunda dondurma öncesi TUNEL pozitif sperm oranı %5.268 ± 0.637 

iken, dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde %47.57 ± 1.426, 

dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde %47.73 ± 1.197 olmuĢtur. 

Sigara grubunda dondurma öncesi ile dondurma iĢleminden 1 ay (p<0.001) ve 3 ay 

(p<0.001) sonra çözülen spermler karĢılaĢtırıldığında TUNEL pozitf sperm oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ görülmüĢtür. Dondurma iĢleminden 1 ay ile 3 ay 

sonra çözülen spermler arasında anlamlı fark yoktur (ġekil 5).  

Kontrol grubu ile sigara grubu dondurma öncesi TUNEL pozitif sperm sayısında 

istatistiksel fark bulunmazken, kontrol grubu ile sigara grubunda dondurma 

iĢleminden 1 ay (p<0.001) ve 3 ay (p<0.001) sonra çözülen spermler arasında 

anlamlı bir artıĢ görülmüĢtür (ġekil 5). 

. 
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ġekil 5: Gruplar arasında istatistiksel analiz yapılmıĢ TUNEL pozitif sperm oranı 

grafiği. ***: p<0.001; kontrol grubu dondurma iĢlemi öncesi ile, +++: p<0.001; 

sigara grubu dondurma iĢlemi öncesi ile, ϕϕϕ: p<0.001: kontrol grubu 1 aylık 

dondurma-çözme iĢlemi sonrası ile, ^^^: p<0.001: kontrol grubu 3 aylık dondurma-

çözme iĢlemi sonrası ile kıyaslanmıĢtır. 
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6.8. Geçirimli Elektron Mikroskopi Bulguları 

Kontrol ve sigara grubunda spermler dondurma iĢlemi öncesi ve çözme iĢlemi 

sonrasında baĢ, boyun ve kuyruk ince yapısı açısından incelenmiĢtir.  

Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesinde çoğunlukla tipik baĢ Ģekli, 

bozulmamıĢ hücre membranları, homojen dağılım gösteren akrozom ve nükleusa 

sahip, normal morfolojili spermler gözlenmiĢtir. Plazma membranının altında, 

bozulmamıĢ iç ve dıĢ akrozom membranları ve elektron-yoğun akrozom yapısı 

görülmüĢtür (Resim 17). Bunun yanı sıra baĢ morfolojisi bozuk ve boyun bölgesinde 

sitoplazmik artık içeren (Resim 18) ve kromatin kondensasyon bozukluğu olan 

(Resim 19) spermlere de rastlanmıĢtır. 

Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde az sayıda 

normal morfolojili spermin (Resim 20) yanı sıra çok sayıda spermde akrozom 

yapısında bozulma, kayıp ve vezikül oluĢumu, plazma membranında ayrılma ve 

kayıp (Resim 21) ve kromatin kondensasyon bozukluğu (Resim 22) gözlenmiĢtir. 

Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde az sayıda 

normal morfolojili spermin (Resim 23) yanı sıra,  kromatin kondensasyon bozukluğu 

olan spermler (Resim 24) ve çok sayıda spermde de akrozom yapısında bozulma, 

kayıp ve vezikül oluĢumu, subakrozomal geniĢleme, boyun bölgesinde plazma 

membranında ayrılma ve kayıp, mitokondrilerin diziliminde bozulma, bazı 

spermlerde de kuyruk kopmaları gözlenmiĢtir (Resim 25). 
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Resim 17: Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesi, sağlam yapıda akrozom 

membranları ve plazma membranı (►), düzgün dizilim gösteren mitokondriler ve 

sağlam boyun yapısına () sahip normal sperm görülmektedir. 

 

Resim 18: Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesi, morfolojik baĢ hasarı ve 

akrozom yapısında bozulma (►), düzgün dizilim gösteren mitokondrilerin yanı sıra 

boyun kısmında sitoplazmik artık () içeren morfolojik hasarlı sperm 

görülmektedir. 
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Resim 19: Kontrol grubunda dondurma iĢlemi öncesi, düzgün Ģekilli baĢ, sağlam 

yapıda akrozom membranları ve plazma membranı (), nüklear vakuol artıĢı (►) 

kromatin kondensasyon bozukluğu (*) olan sperm görülmektedir. 

 

 

Resim 20: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

sağlam yapıda akrozom membranları ve plazma membranı (►), düzgün dizilim 

gösteren mitokondriler ve sağlam boyun yapısına () sahip normal sperm, 

görülmektedir. 
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Resim 21: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozomda dağılmalar, plazma membranı bütünlüğünde bozulma ve vezikülasyon 

(►), düzgün dizilim gösteren mitokondrilerin yanı sıra boyun kısmındaki plazma 

membranında kayıpları () olan hasarlı sperm görülmektedir. 

 

Resim 22: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozomal kayıplar, plazma membranında kopma ve açılmalar (►), düzgün dizilim 

gösteren mitokondrilerin yanı sıra boyun kısmındaki plazma membranında kayıplar 

() ve kromatin kondensasyon bozukluğu (*) olan hasarlı sperm görülmektedir. 
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Resim 23: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

düzgün Ģekilli baĢ, sağlam yapıda akrozom membranları, plazma membranı (►) ve 

boyun yapısı () olan normal sperm görülmektedir. 

 

Resim 24: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozom kaybı, akrozom membranları ve plazma membranında kopma ve açılmalar 

(►), düzgün dizilim gösteren mitokondrilerin yanı sıra boyun kısmındaki plazma 

membranında kayıplar () ve kromatin kondensasyon bozukluğu (*) olan hasarlı 

sperm görülmektedir. 
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Resim 25: Kontrol grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozomda dağılma ve plazma membranı bütünlüğünde bozulma (►), subakrozomal 

açılma (*), boyun kısmında morfolojik bozulmalar ve plazma membranında kayıpları 

() olan hasarlı spermler görülmektedir. 

Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesinde çoğunlukla tipik baĢ Ģekli, 

bozulmamıĢ hücre membranları, homojen dağılım gösteren akrozom ve nükleusa 

sahip normal morfolojili spermlere rastlanmıĢtır. Plazma membranının altında, 

bozulmamıĢ iç ve dıĢ akrozom membranları ve elektron-yoğun akrozom 

görülmüĢtür. Bunun yanı sıra baĢ morfolojisi bozuk, boyun bölgesinde sitoplazmik 

artık içeren (Resim 26), boyun kırığı olan (Resim 27) ve kromatin kondensasyon 

bozukluğu olan (Resim 28) spermler gözlenmiĢtir. 

Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde az sayıda 

normal morfolojili spermin (Resim 29) yanı sıra, kromatin kondensasyon bozukluğu 

olan spermler (Resim 30) ve çok sayıda spermde de akrozom yapısında bozulma, 

kayıp ve vezikül oluĢumu, subakrozomal geniĢleme, plazma membranında ĢiĢme, 

ayrılma ve kayıp gözlenmiĢtir (Resim 31, 32).  

Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde az sayıda 

normal morfolojili spermin (Resim 33) yanı sıra çok sayıda spermde akrozom 

yapısında bozulma, kayıp ve vezikül oluĢumu, subakrozomal geniĢleme, baĢ ve 

boyun bölgesinde plazma membranında ayrılma ve kayıp, mitokondrilerin 

diziliminde bozulma, kromatin kondensasyon bozukluğu ve bazı spermlerde de 

kuyruk kopmaları gözlenmiĢtir (Resim 34-37). 
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Resim 26: Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi, sağlam yapıda akrozom 

membranları ve plazma membranı (►), düzgün dizilim gösteren mitokondriler ve 

sağlam boyun yapısı () olan normal sperm ve boyun kısmında sitoplazmik artık 

(*) içeren hasarlı sperm görülmektedir. 

 

Resim 27: Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi, morfolojik baĢ hasarı ve 

akrozom bütünlüğünde bozulma (►), düzgün dizilim gösteren mitokondrilerin yanı 

sıra boyun kısmında kırılma () olan morfolojik hasarlı sperm görülmektedir. 
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Resim 28: Sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi akrozomal kayıplar, plazma 

membranında kopma ve açılmalar (►), boyun yapısında ve mitokondri diziliminde 

hasar () ve kromatin kondensasyonunda bozukluk (*) olan sperm görülmektedir. 

 

Resim 29: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde, 

sağlam yapıda akrozom membranları ve plazma membranı (►), düzgün dizilim 

gösteren mitokondriler ve sağlam boyun yapısı () olan normal sperm 

görülmektedir. 
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Resim 30: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozom membranları ve plazma membranında kopma ve açılmalar (►) ve 

kromatin kondensasyonunda bozukluk (*) olan sperm görülmektedir. 

  

 

Resim 31: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozomda dağılmalar, vezikül oluĢumu ve membran bütünlüğünde bozulmalar 

(►), plazma memranında açılmalar (*), boyun kısmında bozulmalar () olan 

hasarlı spermler görülmektedir. 
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Resim 32: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay sonra çözülen spermlerde, 

plazma membranında kayıplar ve subakrozomal ĢiĢme (►), boyun kısmında ĢiĢme 

ve geniĢleme () olan hasarlı sperm görülmektedir. 

 

Resim 33: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

sağlam yapıda akrozom membranları ve plazma membranı (►), düzgün dizilim 

gösteren mitokondriler ve sağlam boyun yapısı () olan normal sperm 

görülmektedir. 
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Resim 34: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

plazma membranında açılma ve kayıp (►), subakrozomal ĢiĢme (*), boyun 

kısmında bozukluk () olan hasarlı sperm görülmektedir. 

 

Resim 35: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozom yapısında bozulma ve açılma (►), plazma memranında yer yer kopmalar 

(*), boyun kısmında açılma ve mitokondri diziliminde bozukluk ve dağılma () 

olan hasarlı sperm görülmektedir. 
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Resim 36: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

akrozomal kayıp, akrozom membranları ve plazma membranında ĢiĢme, açılma ve 

kopma (►), boyun kısmında plazma membranında kayıp () ve kromatin 

kondensasyonunda bozulma olan hasarlı sperm görülmektedir. 

 

Resim 37: Sigara grubunda dondurma iĢleminden 3 ay sonra çözülen spermlerde 

plazma membranında ĢiĢme ve vezikül oluĢumu (*), akrozom yapısında açılma (►), 

boyun kısmında membran kaybı () olan hasarlı sperm görülmektedir.  
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7. TARTIġMA VE SONUÇ 

ÇalıĢmamızda sigara içenlerin ve içmeyenlerin spermleri, karĢılaĢtırmalı olarak 

dondurma iĢlemi öncesi ve sonrasında, sperm parametreleri, DNA fragmantasyonu 

ve ince yapısı açısından incelenmiĢtir. Her iki grupta da dondurma-çözme iĢlemi 

sonrasında morfolojik hasarda ve DNA fragmantasyonunda artıĢ olduğu 

gözlenmiĢtir. Ayrıca sigara içenlerde dondurma-çözme iĢlemi sonrasında DNA 

fragmantasyonu oranının kontrol grubuna göre daha fazla olduğu gözlenmiĢtir. 

Sigara kullanımının baĢta akciğer kanseri olmak üzere birçok hastalığa yol açtığı 

ve spermatogenez üzerinde zararlı etkiler yaptığı bilinmektedir. Sigara kullanımının 

erkek infertilitesi ve özellikle standart sperm parametreleri üzerindeki zararlı etkileri 

birçok araĢtırmacının ilgisini çekmiĢtir (Evans, Fletcher, Torrance ve Hargreave 

1981, Trummer Habermann, Haas ve Pummer 2002). Sigaranın sperm 

konsantrasyonunda (Vine et al 1994), motilitesinde ve sayısında azalma (Gandini et 

al 1997), morfolojisinde bozulma ve penetrasyon yeteneğinde düĢüĢ (Terzioğlu ve 

ark 2008) gibi olumsuz etkileri bilinmesine karĢın, sigara kullanımının sperm 

parametreleri üzerinde etkisinin olmadığını ileri süren çalıĢmalar da bulunmaktadır 

(Trummer et al 2002).  

ÇalıĢmamızda, sigara kullanımına bağlı olarak sperm parametreleri ve DNA 

fragmantasyonu açısından olumsuz etkiler görülen kiĢilerde, kriyoprezervasyon 

iĢlemi uygulaması sonrasında bu verilerinin daha da kötüleĢeceği varsayılmıĢtır. 

Sigara içenler ile içmeyenlerin sperm parametrelerine kriyoprezervasyonun etkisini 

kıyaslayabilmek için bir standardizasyona ihtiyaç duyulmuĢ ve her iki grup için 

karĢılaĢtırılabilir parametrelere sahip sperm örneklerinin seçilmesine özen 

gösterilmiĢtir. Bu nedenle sigara grubuna, DSÖ laboratuvar kılavuzuna (WHO 1991) 

göre normospermik değerlere sahip bireyler, yani sigara içmesine rağmen sperm 

parametrelerinde herhangi bir bozulma görülmeyen kiĢiler dahil edilmiĢtir. Kontrol 

grubu ve sigara grubu dondurma iĢlemi öncesi sperm motilitesi, konsantrasyonu ve 

morfolojisi açısından karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

görülmemiĢtir. 
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Erkek infertilitesinin tedavisinde, sperm kriyoprezervasyonu, cerrahi 

yöntemlerle alınan testiküler spermin korunmasında, kemoterapi, radyoterapi ya da 

testis cerrahisi öncesinde, üremeye yardımcı tedavi yöntemlerinde önemli bir araçtır 

(DelilbaĢı 1997, Vicdan ve ark 1999, TaĢçı ve Samast 1997). Kriyoprezervasyon 

sırasında spermler fiziksel ve kimyasal strese maruz kalırlar. Bu stresten dolayı 

plazma membranı lipid yapısında değiĢiklikler meydana geldiği (Schiller et al 2000, 

Buhr et al 1989) sperm baĢlarında küçülme olduğu (Gravance et al 1998) ve 

fosfotidilserin çıkıĢı gerçekleĢtiği (Glande et al 1999) gösterilmiĢtir. Bir baĢka 

çalıĢmada kriyoprezervasyon iĢleminin plazma membranında hasar oluĢturarak 

spermin metabolik durumunu azalttığı ve üremeye yardımcı tedavi yöntemlerinde 

kullanılabilecek fonksiyonel sperm oranını düĢürdüğü gösterilmiĢtir (Hammerstedt, 

Graham ve Nolan 1990). Bunun yanında kriyoprezervasyon sonrasında spermde 

sarmal kuyruk, hasarlı membranlar ve akrozom bozuklukları gibi morfolojik 

bozukluklar da meydana gelmektedir (Check, Check ve Long 1991,Cross ve Hanks 

1991). Kriyoprezervasyonun canlı sperm sayısında da düĢüĢe neden olduğu 

bilinmektedir. Bu da DNA‟nın aĢırı yoğunlaĢması ve apoptozis sonucu olmaktadır 

(Paasch et al 2004). Kriyoprezervasyon sonrasında sperm motilitesi, canlılığı ve 

normal morfolojisi oranlarında düĢüĢ olduğu, bunun yanında DNA 

fragmantasyonunda artıĢ olduğu birçok çalıĢmayla gösterilmiĢtir (Zribi et al 2010, 

Ngamwuttiwong ve Kunathikom 2007, Petyim ve Choavaratana 2006). Buna karĢın, 

sperm DNA‟sının kriyoprezervasyondan etkilenmediğini ileri süren çalıĢmalar da 

mevcuttur (Evenson, Baer ve Jost 1989). Biz de çalıĢmamızda dondurma iĢlemi 

öncesinde sperm motilitesi, konsantrasyonu ve morfolojisi açısından benzer 

değerlere sahip sigara ve kontrol gruplarını 1 ay ve 3 ay süreyle uyguladığımız 

dondurma iĢlemi sonrasında çözdüğümüzde, her iki grupta da baĢ hasarı oranında 

düĢüĢün yanı sıra çoklu morfolojik hasar oranında artıĢ olduğunu gördük. BaĢ hasarı 

oranındaki bu düĢüĢün, gerçek bir düĢüĢ olmayıp hasar değerlendirmesinin görece  

bir sonucu olduğu düĢünülmektedir. Dondurma iĢlemi öncesinde yalnızca baĢ hasarı 

olan spermlerde dondurma-çözme iĢlemi sonrasında baĢ hasarına ilaveten boyun ya 

da kuyruk hasarı oluĢmakta ve çoklu hasar olarak değerlendirilmektedir. Böylece 

çoklu hasar oranı artarken, baĢ hasarı oranı görece olarak düĢmektedir.  
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Sperm nüklear kromatini, histonların yerini protaminlerin almasından ve artan 

disülfit bağlarından dolayı, diğer hücrelerle karĢılaĢtırıldığında çok daha kondense 

bir yapıdadır (Balhorn 1982). Bunun sonucu olarak sperm DNA‟sı fiziksel ve 

kimsayal denatürasyona karĢı çok dayanıklıdır. Ġnfertil bireylerde, histonların 

protaminlerle değiĢmeden devam ettiğini gösteren anilin mavisi boyanmasında artıĢ 

olduğu gösterilmiĢtir (Foresta, Zorzi, Rossato ve Varotto 1992). Kromatin yapısında 

bozukluk olan spermlerin fertilizasyon potansiyelinin azaldığı bilinmektedir 

(Dozortsev, Rybouchkin, De Sutter, Qian ve Dhont 1995). Yaptığımız çalıĢmada 

kontrol ve sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi, dondurma iĢleminden 1 ay ve 3 

ay sonra çözme iĢlemi uygulaması sonrasında anilin mavisi ile spermlerde 

kondensasyon tayini yapılmıĢtır. Anilin mavisi boyama sonuçlarına göre kontrol ve 

sigara gruplarında dondurma öncesi ve çözme sonrası dönemlerde istatistiksel olarak 

anlamlı herhangi bir farklılık görülmemiĢtir. Bunun sebebi olarak, histon protamin 

değiĢiminin spermiyogenez sırasında tamamlanmasından dolayı kriyoprezervasyon 

iĢleminin bu değiĢim üzerinde herhangi bir etkisinin bulunmadığını düĢünmekteyiz. 

Rutin olarak kullanılan ıĢık mikroskobundan farklı olarak elektron mikroskopisi 

ile spermlerde kromatin yapısı, plazma membranı, akrozom yapısı ve içeriği, 

boyunda yer alan mitokondrilerin yapısı ve düzeni gibi birçok yapı ile ilgili detaylı 

morfolojik bilgi elde edilebilmektedir. Dondurma iĢlemi öncesi yapmıĢ olduğumuz 

geçirimli elektron mikroskobu incelemelerinde her iki grupta da normal morfolojili 

spermlerin yanı sıra baĢ morfolojisi bozuk, kromatin kondensasyon bozukluğu olan, 

boyun bölgesinde sitoplazmik artık içeren ve boyun hasarı olan spermlere de 

rastlanmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda dondurma-çözme iĢlemi sonrası spermlerde 

subakrozomal ve akrozomal ĢiĢme, akrozom membranlarında ayrılma, akrozomal 

vezikülasyon, hücre membranlarında ayrılma ve kopma meydana getirerek hücre 

ince yapısına zarar verdiği (Ozkavukcu, Erdemli, IĢık, Öztuna ve Karahüseyinoğlu 

2008, Nogueira, Bourgain, Verheyen ve Van Steirteghem 1999) ve akrozom 

membran yapılarını bozarak akrozomal içeriğin kaybına yol açabildiği gösterilmiĢtir 

(McLaughlin, Ford ve Hull 1993). Biz de çalıĢmamızda benzer olarak kontrol ve 

sigara grubunda dondurma iĢleminden 1 ay ve 3 ay sonra yapılan çözme iĢlemi 

sonrasında spermlerde az sayıda normal morfolojili spermin yanı sıra çok sayıda 

spermde akrozom yapısında bozulma, kayıp ve vezikül oluĢumu, subakrozomal 
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geniĢleme, boyun bölgesinde plazma membranında ayrılma ve kayıp, 

mitokondrilerin diziliminde bozulma ve bazı spermlerde de kuyruk kopmaları 

olduğunu gördük. Görülen bu değiĢikliklerde sigara grubuna özgü olduğu düĢünülen 

bir morfolojik hasara rastlanmamıĢtır. 

Sperm DNA kromatin yapısının sağlamlığı, spermin fertilizasyon iĢlemine 

paternal katkısı, erken embriyonik ölümü engelleme (Evenson et al 1999) ve 

hamileliğin devamı açısından son derece önemli bir role sahiptir (Aitken, De Luliis 

ve McLachlan 2009). Ġntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) iĢleminde DNA 

hasarlı sperm kullanımı, genom kalitesi ne olursa olsun, dekondensasyonun 

baĢlamamasına ya da tamamlanmamasına ve bu nedenle de fertilizasyon ve embriyo 

geliĢimi baĢarısızlıklarına yol açabilmektedir (Sailer, Jost ve Evenson 1995). IVF 

(Sun, Jurisicova ve Casper 1997) ve ICSI (Lopes, Sun, Jurisicova, Meriano ve 

Casper 1998) sonrasında artmıĢ DNA fragmantasyonu ile düĢük fertilizasyon ve 

embriyo bölünme oranı arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir. Oksidatif stres sperm 

plazma membranının akıĢkanlığı ile DNA bütünlüğüne zarar vermektedir ve reaktif 

oksijen türevlerinin neden olduğu DNA hasarı spermlerin apoptozisini 

hızlandırmaktadır (Agarwal, Saleh ve Bedaiwy 2003). 

ÇalıĢmamızda kontrol ve sigara grubunda dondurma iĢlemi öncesi, dondurma 

iĢleminden 1 ay ve 3 ay sonra çözme iĢlemi uygulandıktan sonra TUNEL yöntemiyle 

DNA fragmantasyonunu belirledik. Dondurma iĢlemi öncesinde kontrol ve sigara 

gruplarında düĢük oranlarda görülen DNA fragmantasyonu oranları arasında anlamlı 

bir fark görülmedi. Yapılan çalıĢmalarda -20
o
C‟de (Elshal, El-Sayed, Elsaied, El-

Masry ve Kumosani 2009) ve -80
o
C‟de dondurma sonrasında sigara içenlerin 

spermlerindeki DNA fragmantasyonunun sigara içmeyenlere kıyasla daha fazla 

olduğu ve normal sperm sayısında azalma meydana geldiği gösterilmiĢtir (Sepaniak 

et al 2006). Biz de çalıĢmamızda kontrol ve sigara gruplarına dondurma iĢleminden 1 

ay sonra çözme iĢlemi uyguladıktan sonra, dondurma öncesine göre DNA 

fragmantasyon oranlarında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ meydana geldiğini 

gördük. Bunun, fiziksel ve kimyasal strese bağlı olarak hücre membran geçirgenliği 

ve yapısının bozulmasından dolayı olduğunu düĢünmekteyiz. Ayrıca, dondurma 

sonrasında sigara grubunda DNA fragmantasyon oranının kontrol grubuna göre 
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istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek olduğu dikkati çekmektedir. Bu fark, 

sigaranın içerdiği hidrokarbon ve nikotin gibi zararlı kimyasal maddelerin hücre 

membran geçirgenliği ve yapısı üzerinde olumsuz etkiler meydana getirerek korunma 

mekanizmasını bozması ve kriyoprezervasyon uygulaması sonrası sperm morfolojisi 

ve kromatin yapısında daha ileri düzeyde hasar oluĢumundan dolayı olabilir. Kontrol 

ve sigara gruplarının her ikisinde de, dondurma iĢleminden 1 ay ve 3 ay sonra çözme 

iĢlemi uygulanan spermlerde DNA fragmantasyon oranlarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık görülmemiĢtir. Bu da incelediğimiz süre çerçevesinde dondurma 

iĢleminin spermler üzerinde meydana getirdiği zararlı etkilerin dondurma süresine 

bağlı olmadığını göstermektedir. Kriyoprezervasyon iĢleminin sperm üzerinde süreye 

bağlı değiĢiklik meydana getirip getirmediğini incelemek amacıyla 1 yıl ve daha 

uzun sürelerde dondurma-çözme iĢlemi yapılması daha uygun olabilir. 

Sonuç olarak yapmıĢ olduğumuz detaylı histolojik, ultrastrüktürel ve 

histokimyasal çalıĢmada dondurma-çözme iĢleminin kontrol ve sigara gruplarında 

sperm ince yapısında hasara ve DNA fragmantasyonu üzerinde anlamlı artıĢa sebep 

olduğu, ancak sigara grubundaki bu artıĢın kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

fazla olduğu gösterilmiĢtir. YapmıĢ olduğumuz 1 aylık ve 3 aylık dondurma-çözme 

iĢlemi sonrasında istatiksel bir  fark görülmediği için, yapılacak çalıĢmalarda 

dondurma iĢlemi süresinin uzatılması, dondurma-çözme iĢleminin süreye bağlı 

olarak farklı etki meydana getirip getirmediğini anlamak açısından gereklidir. 

Üremeye yardımcı tedavi iĢlemlerinde kriyoprezervasyon iĢleminin daha verimli 

olarak kullanılabilmesi için, DNA fragmantasyonunun oluĢum mekanizmasını 

anlamak amacıyla daha ileri çalıĢmalara ihtiyaç vardır. Sigara içenlerde dondurma-

çözme iĢlemi uygulaması sonrası meydana gelebilecek DNA fragmantasyonu artıĢı 

ve kullanılabilecek fonksiyonel sperm sayısındaki azalma göz önünde 

bulundurulmalıdır. Dondurma-çözme iĢlemi sırasında meydana gelen fiziksel ve 

kimyasal stresi minimuma indirmek amacıyla kullanılacak olan kriyoprotektanların 

yanı sıra bu stresi azaltabilecek yeni kimyasal maddelerin kullanımıyla ilgili 

çalıĢmaların yapılmasına ihtiyaç vardır.  
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