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1. OZET

Sigara igmek, sperm konsantrasyonunda diislis, motilesinde azalma ve
morfolojisinde bozulma meydana getirerek subfertiliteye neden olmaktadir. Sigara
kullaniminin sperm parametreleri lizerindeki etkileri bilinmesine ragmen, bunun
kriyoprezervasyonla olan iligkisi lizerinde yeterince durulmamistir. Bu ¢alisma
Kriyoprezervasyonun sigara igen ve i¢meyenlerin sperm parametreleri ve DNA
fragmantasyonu {izerine olan etkilerini gdstermeyi amaglamaktadir. Semen 6rnekleri
diizenli olarak sigara igen 20 kisi ve sigara igmeyen 21 kisi olmak {iizere toplam 41
normospermik erkek goniilliiden almmistir. Semen Ornekleri ikiye ayrilarak, ilk
kism1 baslangictaki semen analizi i¢in kullanilmistir. ikinci kisma ise -196 °C’de s1v1
nitrojen igerisinde 1 ay ve 3 ay siireyle dondurulup ¢oziildiikten sonra ayni sekilde
semen analizi yapilmistir. Ornekler standart semen analizi ile morfoloji, motilite,
konsantrasyon agisindan ayrica, TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling)
yontemi kullanilarak DNA fragmantasyon orani agisindan degerlendirilmistir.
Ultrastriiktiirel analiz gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile yapilmistir.
Kriyoprezervasyon sonrasi sperm morfolojisinin sigara grubunda daha ¢ok
etkilendigi goriilmiistiir. TEM incelemelerinde membran yapilarinda bozulma ve
artmis subakrozomal sisme goriilmiistiir. Baslangicta DNA fragmantasyonu hiicre
orani, sigara grubunda kontrol grubuyla ayni olmasina ragmen kriyoprezervasyon
sonrasinda her iki grupta da artisin yani sira sigara grubunda kontrol grubuna gore
anlamli bir artig saptanmigtir. Sonug olarak kriyoprezervasyon membran yapilarinda
bozulma meydana getirmekte, sigara igenlerde sigara igmeyenlere kiyasla sperm
morfolojisinde bozulmay1 ve DNA fragmantasyonunu daha fazla arttirarak spermde

olumsuz etkileri tetiklemektedir.

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

ultrastriktir



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°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



3. GIRIS ve AMAC

Sigara i¢iminin 6zellikle akciger kanseri basta olmak iizere diger kanser ¢esitleri,
solunum hastaliklari, kalp ve damar hastaliklar1 gibi hastaliklara yol agtig
bilinmektedir. Sigara i¢imi ile ilgili énemli risklerden bir digeri de erkek ve kadin
tireme sagligini olumsuz bir sekilde etkileyen infertilitedir. En fazla iireme ¢aginda
erkekler tarafindan kullanilan sigara, igerdigi toksik kimyasallar mutajen ve
kanserojen maddelerden dolay1 sperm iizerinde bozukluklar meydana getirebildigi

bilinmektedir (Zenses 2000).

Sperm kriyoprezervasyonu 1980’11 yillardan itibaren protokollerin gelistirilmesi
sayesinde in vitro fertilizasyon’da (IVF) rutin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Cohen et al 1997). Diinyada donér inseminasyonlarinda kullanilmakla birlikte
tilkemizde Ozellikle kanser tedavisi gibi ilireme fonksiyonlarina zararli etki
yapabilcek tedaviler oncesi siklikla basvurulan bir yontemdir. Cerrahi girisimler ve
buna eslik eden radyoterapi/kemoterapi uygulamalar1 testikiiler yetmezlik veya

ejakiilatuvar disfonksiyonlara neden olabilir.

Kriyoprezervasyon sirasinda spermler fiziksel ve kimyasal strese maruz kalirlar,
plazma membrani lipid yapisi1 degisir, bas biiylikliiglinde azalma meydana gelir, ve
fosfotidilserin ¢ikisi gerceklesir (Schiller, Arnhold, Glander ve Arnold 2000, Buhr,
Canvin ve Bailey 1989, Gravance, Vishwanath, Pitt, Garner ve Casey 1998, Glander
ve Schiller 1999).

Apoptozis, hiicrelerin yasamlart boyunca yapim-yikim dengesini ayarlayan,
viicutta gereksiz ya da uyusmayan hiicreleri ortadan kaldiran programlanmis hiicre
oliimi bigimidir. Apoptozise bagl olarak meydana gelen en belirgin degisiklikler,
fosfotidilserin ¢ikis1 ve DNA fragmantasyonudur (Bratton, Fadok, Kailey, Guthrie ve
Henson 1997). Apoptoziste DNA fragmantasyonu, hiicre morfolojisindeki
ultrastitriktiirel degisikliklerle iliskilidir. Ejakiilat spermlerindeki apoptozisin
karakteristik Ozellikleri; kromatin, mitokondri, niikleus membrant ve plazma
membrani1 anormalliklerinin ultrastriiktiirel olarak goriilmesi, sitoplazmik vakuol ve

apoptotik cisimlerin olusumudur (Baccetti, Collodel ve Piomboni 1996).



Literatiirde agirlikli olarak Kriyoprezervasyonun sperm iizerine ve sigara
kullaniminin sperm parametreleri tizerine etkileri ile ilgili calismalar bulunmaktadir.
Sigara icenlerin spermlerinde Kriyoprezervasyonun kullanilmasi ve bu iki olgunun

birbiriyle olan iliskisiyle ilgili aragtirmalarin yetersiz oldugu goriilmektedir.

Bu g¢alismanin amaci, kisa ve uzun siireli Kriyoprezervasyonun sigara
kullanimina bagli olarak sperm parametrelerini, morfolojisini, ince yapisin1 ve DNA
fragmantasyonu oraninm1 etkileyip etkilemedigi histolojik parametreler esliginde
degerlendirmektir. Kriyoprezervasyon uygulamasinin zamana bagli olarak sperm
morfolojisi ve olgunlugu iizerinde etkileri 151k mikroskobik tekniklerle, sperm ince
yapisindaki etkileri elektron mikroskobik tekniklerle ve sperm kromatin yapisindaki

DNA fragmantasyonu orani iizerine olan etkileri TUNEL yontemiyle gosterilecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Spermatogenez

Spermatogenez, primitif germ hiicrelerinin olgun spermlere doéniismesini
saglayan bir siiregtir. Germ hiicrelerinin olgunlagmasi pubertede baslayip yaslilik
donemine kadar devam eder. Puberteyle birlikte spermatogonyum hiicreleri mitoz
boliinmeyle gogalmaya baslarlar ve tip A spermatogonyumlar: olustururlar. Tip A
spermatogonyumlarin iiretiminin baslamasi spermatogenezin baglamis oldugunu
gosterir. Bu hiicreler belirli bir mitoz boliinme siireci sonunda tip B
spermatogonyumlart meydana getirirler. Tip B spermatogonyumlarin mitoz
boliinmeleri sonucunda primer spermatositler olusur. Primer spermatositler 46
kromozom (44+XY) igerirler. Olusumlarindan hemen sonra primer spermatositler
birinci mayoz bolinmeye girerler ve yaklasik 22 giin siiren bir profaz evresi
gegirirler. Profaz evresi sonunda mayoz boliinme hizli bir sekilde tamamlanir ve 23
kromozom (22+X veya 22+Y) iceren sekonder spermatositler olusur. ikinci mayoz
boliinmeyle birlikte sekonder spermatositler spermatidleri meydana getirirler. Tip A
spermatogonyumlarin kok hiicre toplulugundan ayrilmalarin1 takiben ¢ogalip
farklilasarak spermatidleri olusturmalariyla sitokinez tamamlanmis olur. Bu asamada
tiim hiicreler birbirleriyle iligkilerini koruyan ince sitoplazmik kopriilerle birbirlerine
bagli haldedirler. Ayrica bu hiicreler farklilagma siireci boyunca Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmadaki girintilerine gomiilii olarak bulunurlar. Sertoli hiicreleri, seminifer
tiibiillerde gelismekte olan germ hiicrelerini koruma, besleme ve destekelemede

gorev yaparlar.

Spermiyogenez, spermatidlerin yeni bir boliinme olmaksizin belirli degisimler
gecirerek olgun sperme doniisme siirecidir. Bu degisimler li¢ asamada gergeklesir

(Sadler 2005);

a. Golgi Fazi: Bu asamadaki spermatid, igerisinde niikleus, Golgi kompleksi,
mitokondriler, ribozom ve diiz yiizli endoplazmik retikulum igeren bir
sitoplazmaya sahiptir. Golgi kompleksinde daha sonraki asamalarda akrozomu

olusturacak olan proakrozomal graniiller adi verilen graniller birikir ve



akrozomal graniilii olusturur. Sperm hareketini saglayacak olan flagellum bu

asamada olugmaya baglar.

b. Akrozomal Faz: Akrozomal graniil, niikleusun 6n tarafin1 kaplayacak sekilde
yayilir ve akrozomu meydana getirir. Niikleus uzar ve daha yogun bir hal alir.
Bir tane sentriyol geliserek flagellumu olusturur. Sperm hareketi igin enerji
kaynagi olan mitokondriler, olusan flagellumun proksimal kisminda toplanirlar

ve spermin orta kisim denilen béliimiinii meydana getirirler.

C. Olgunlasma Fazi: Tim organellerin belirli bir diizen almasindan sonra
geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve

olgunlasmig spermler seminifer tiibiil limenine salinirlar.

> 2 = tip B

) -| erken spermatid

ge¢ spermatid

D000 kdsimler
\6\ Nspermatozoa

Sekil 1: Spermatogenik hiicre serisinin sematik gosterimi (Ross ve Romrell 2006).



Spermler seminifer tiibiil limeninden pasif tasima yoluyla, depolanip islevsel
olarak olgun hale gelecekleri epididimise gecerler. Buradan da vas deferens
yardimiyla tiretraya ulasirlar. Spermatogonyumun olgun sperm haline gelmesi i¢in

gereken stire yaklasik 64 giindiir.

Olgun sperm bas ve kuyruktan olusur. Bas kismi, ortalama 5 pm
biiyiikliigiindedir, haploid niikleus ve niikleusun On tarafini kapsayacak sekilde
fertilizasyon sirasinda gerekli olacak enzimleri tagiyan akrozomu igerir. Sperm
hareketini saglayan kuyruk yaklasik olarak 50 pm uzunlugundadir ve orta parca, esas
parga ve son parca olmak iizere 3 kisimdan olusur. Orta parcada, kuyrugun diger
kisimlarindan fakli olarak, hareket i¢in gerekli olan enerjiyi saglayan mitokondriler
bulunur (Junqueira, Carneiro ve Kelley 2006).

plazma
membram

akrozom

bas | {— akrozomal sapka

4 I ~
ggf;:“mmm" baglant 1
O : # pargast [y 0\
\ dis yogun / mitokondri
- orta parca lifler
aksonemal kompleks
[
: mitokondriyal
kihf
“ mitokondri
kuyruk- P
v dis yogun lifler
mikrotdbdller
I» son parga
L J

Sekil 2: Insan sperminin sematik gosterimi (Ross ve Romrell 2006).



Spermiyogenez sirasinda niikleusta meydana gelen ana degisimlerden biri de
haploid niikleusta bulunan histonlarin arjinin ve lizinden zengin protaminlerle yer
degistirmesi olayidir. Protaminler %60°’1 arjininden yapili kiiciik proteinlerdir. Bu
degisim sonucunda niikleusta transkripsiyon sona ererek sperm genomik DNA’sin1
stabilize eder ve korur (Peschon, Behrringer, Brinster ve Palmiter 1987,
Kierszenbaum AL 2006).

4.2. Apoptozis

Apoptozis, hiicrelerin yasamlari boyunca yapim-yikim dengesini ayarlayan,
viicutta gereksiz ya da uyusmayan hiicreleri ortadan kaldiran programlanmis hiicre
oliimii bicimidir. Bu siiregte hiicre morfolojisi tamamen degismektedir. ilk olarak
gerceklesen hiicre biiziigmesini  takiben, Kkromatin parcalanmasi, membran
kabarciklanmasi, niikklear yogunlasma ve son olarak fagosite edilebilen apoptotik

cisimlere bolinme gergeklestigi goriilmektedir (Virginia 1999).

Apoptozis, patolojik bir hiicre o6liimii olan nekrozdan farklidir. Apoptozisin
nekrotik hiicre 6liimiinden ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal farkliliklar1 vardir.
Apoptoziste sitoplazmanin pargalanma siirecinde olusan kabarciklar plazma zar1 ile
korunmus durumdadirlar. Bu kabarciklar makrofajlar tarafindan fagosite edilirler,
ancak herhangi bir yangisal cevap gerceklesmez. Nekrozda ise hiicre siser,
organellerin hacmi artar ve sonugta patlayarak igerigi hiicre digina atilir. Makrofajlar
nekrotik hiicre kalintilarin1 fagosite ederler ve yangisal cevap olusmasini saglayacak

molekiiller salgilarlar (Wijsman et al 1993).

Apoptozise bagli olarak meydana gelen en belirgin degisiklikler; fosfotidilserin
cikist ve DNA fragmantasyonudur (Bratton, Fadok, Kailey, Guthrie ve Henson
1997). Apoptoziste DNA fragmantasyonu, hiicre morfolojisindeki ultrasiitriiktiirel
degisikliklerle iligkilidir. Ejakiilat spermlerindeki apoptozisin karakteristik
ozellikleri; kromatin, mitokondri, niikleus membrant ve plazma membran
anormalliklerinin ultrastriiktiirel olarak goriilmesi, sitoplazmik vakuol ve apoptotik

cisimlerin olusumudur (Baccetti, Collodel ve Piomboni 1996).



Apoptozisde meydana gelen DNA fragmantasyonunu gostermenin bir yolu da
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase-mediated  deoxyuridine
triphosphate (dUTP) nick-end labelling) metodudur. TUNEL metodu, apoptozisin ilk
asamalarinda a¢iga c¢ikan DNA’nin serbest 3’0OH wuglarinin kimyasal olarak
isaretlenmis ve isaretlenmemis niikleotidler baglanarak gosterilmesi prensibine
dayanir. Isaretlenmis niikleotidlerin, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak enzimatik olarak DNA’nin 3’OH uglarina baglanmasi saglanir. Isaretli
niikleotidlerin TdT ile baglanmalarinin ardindan, DNA fragmantasyonu sonucunda
apoptotik cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda bulunan 3’OH uglarinin hassas ve
spesifik boyanmasi saglanir ve bu yapilar immiinhistokimyasal veya immiinfloresan
tekniklerle kolayca goriilebilir (Lovelace, Zhang, Vaneg ve Collier 1996, Wijsman et
al 1993).

Nukleozom

:I Kromatin

Endojen
Endoniikleaz

Niikleozom

TdT

+ lIsaretlenmis dUTP &
dCTP

x ; ; ; ; x
x x x x x x ; x *

Sekil 3: Kiritk kromatin yapisinin TUNEL metoduyla isaretlenmesi (Virginia 1999).

4.3. Dondurma-Cozme (Kriyoprezervasyon)

Kriyoprezervasyonun genel prensibi; dondurulacak materyalin

kriyoprotektanlarla dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen iginde -196°C’de



depolanmast ve c¢oziilirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak dondurulan
materyalin  canliligim1  siirdiirebilecegi  fizyolojik ortamlara  gecirilmesidir.
Kriyoprezervasyon islemi sirasinda canliligi etkileyebilecek o6nemli faktorler
dondurulan materyal tiirli, kullanilan kimyasallar ve dondurma-¢dozme yontemidir.
Materyalin diisiik 1silarda sogutulmast ve ¢ozme isleminde fizyolojik 1s1 ve ortama
dondiiriilmesi  dikkatle yapilmasi gereken asamalardir (Schroeder, Champlin,
Mobraaten ve Eppig 1990). Optimal ¢6zme 1sis1 dondurulan materyale, kullanilan
kriyoprotektanlarin ~ 6zelligine ve hiicrelerin  igerdigi su miktarina gore

ayarlanmalidir.

Kriyoprotektanlar, dondurma islemi sirasinda koruyucu ozellige ve ylksek
oranda H, baglama kapasitesine sahiplerdir. Kriyoprotektanlarin koruyucu
ozelliklerini gostermeleri i¢in her zaman hiicre i¢ine girmelerine gerek yoktur. Ciinkii
hiicrede harabiyetin en hizli ve etkili meydana geldigi yer hiicre zardir.
Kriyoprotektanlar hiicre i¢ine gecip gegmemelerine gore, intraselliiler (permeabl) ve

ekstraselliiler (nonpermeabl) olmak tizere ikiye ayrilir (Delilbas1 1997).

Permeabl ajanlarin kullanimi, dondurma islemi sirasinda hiicre igerisinde
olusabilecek buz kristallerinin olusumunu -40°C’ye kadar diisiirebilmektedir. Bu
ajanlar hiicreyi dondurma isleminin zararh etkilerine karsi olabildigince korurlar.
Hiicre icine gecisleri sollisyonun kendi gecis giicii, hiicre i¢i ve hiicre dist
kriyoprotektanlarin konsantrasyon farki, 1s1 ve hiicre yiizeyi ile dogru orantilidir

(Delilbas1 1997).

Nonpermeabl ajanlar tek baslarma kriyoprotektan olarak kullanilmamalarina
karsin permeabl ajanlarla birlikte kullanildiklarinda o6zellikle ozmotik basing
degisikliklerinden meydana gelen harabiyete karsi korucuyu etki gosterirler.
Nonpermeabl ajanlar, ozmotik degisiklige bagli olarak gelisen su gegisine etkilidir ve
¢ozme isleminde hiicresel sismeyi Onlerler. Hiicre zarindan ge¢gmeyen bu ajanlar
arasinda en ¢ok siikroz kullanilir ve kullanimi sirasinda ortam 1sis1 ¢ok Onemlidir

(Delilbas1 1997).

Sperm kriyoprezervasyonu 1980°1i yillardan itibaren protokollerin gelistirilmesi

sayesinde in vitro fertilizasyon (IVF)’da rutin olarak kullanilmaya baslanmistir
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(Cohen et al 1997). Diinyada donér inseminasyonlarinda kullanilmakla birlikte
tilkemizde Ozellikle kanser tedavisi gibi tlireme fonksiyonlarina zararli etki
yapabilecek tedaviler 6ncesi siklikla bagvurulan bir yontemdir. Cerrahi girisimler ve
buna eslik eden radyoterapi/kemoterapi uygulamalar1 testikiiler yetmezlik veya

ejakiilatuvar disfonksiyonlara neden olabilir (Delilbas1 1997).

Gliseroliin ilk olarak sperm kriyoprezervasyonunda kullanilmasindan sonra diger
kriyoprotektif ajanlar sperm kriyoprezervasyonunda da kullanilmaya baslanmistir
(Gilmore, Liu, Woods, Peter ve Critser 2000). Sperm dondurulmasinda da temelde
permeabl ve nonpermeabl ajanlar kullanilir ve %5-10"1uk gliserol en sik tercih edilen
ajanlardandir (Salzbrunn, Benson, Holstein ve Schulze 1996). Intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonunun obstriiktif ve nonobstriiktif azoospermi olgularinda testislerden elde
edilen spermlerle de uygulanabiliyor olmasi, zaman i¢inde cerrahi girisimlerle elde
edilen bu spermlerin dondurularak saklanmasimi da giindeme tasimistir (Delilbasi
1997).

Kriyoprezervasyon sirasinda spermler fiziksel ve kimyasal strese maruz kalirlar,
plazma membrani lipid yapisi degisir, bas biiyiikliigiinde azalma meydana gelir, ve
fosfotidilserin ¢ikist gerceklesir (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 Infertilite

Sigara i¢ciminin 6zellikle akciger kanseri basta olmak {izere diger kanser ¢esitleri,
solunum hastaliklari, kalp ve damar hastaliklart gibi hastaliklara yol ac¢tig1
bilinmektedir. Sigara i¢imi ile ilgili 6nemli risklerden bir digeri de erkek ve kadin
tireme saglhigii olumsuz bir sekilde etkileyen infertilitedir. En fazla lireme ¢aginda
erkekler tarafindan kullanilan sigara, icerdigi toksik kimyasallar mutajen ve
kanserojen maddelerden dolay1 sperm iizerinde bozukluklar meydana getirebildigi
bilinmektedir (Zenses 2000). Sigara i¢mek; sperm konsantrasyonunda (Vine,
Margolin, Morrison ve Hulka 1994), motilitesinde ve sayisinda azalmaya (Gandini et
al 1997), morfolojisinde bozulmaya, penetrasyon yeteneginde diisiise ve DNA

hasarimin artmasmma yol agabilmektedir (Terzioglu, Yiicel ve Karatay 2008).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Denek Gruplari

Calismamizda, kontrol grubu (n=21) ve sigara i¢en grup (n=20) olmak {izere iki
grup olusturulmustur. Kontrol grubundaki bireyler, aktif ireme doneminde olup, 20-
50 yas arasi, herhangi bir sistemik hastalik, ¢ocuk yaslarda atesli hastalik, testis
travmasi Vve Kriptorsidizm gibi {ireme fonksiyonlarimi etkileyen bir hastalik
gecirmemis, Kronik ilag-madde kullanimi olmayan (antidepresan, bobrek, tansiyon
ilaglar1, sigara, alkol), Diinya Saglik Orgiitii (DSO) laboratuvar kilavuzuna gore
(World Health Organisation 1991) normospermik olan kisilerden se¢ilmistir. Sigara
grubu ise kontrol grubundan farkli olarak, son >6 ay siireyle giinliik >20 sigara i¢cen

DSO laboratuvar kilavuzuna gére normospermik olan kisilerden olusturulmustur.

Semen oOrnekleri, 3 giinliik cinsel perhiz sonrasinda steril kaplara mastiirbasyon
yontemiyle alinmistir. Deneklerden semen 6rnegi alinmadan 6nce “Bilgilendirilmis
Goniilli Olur Formu” ile imzali onaylart almmustir. Istanbul 2 No’lu Etik
Kurulu'ndan etik kurul onayr (B.30.2.IST.0.02.00.01/YI-864) ve calismanin
uygunlugu ile ilgili Saghk Bakanligi’ndan gerekli bilgi ve onay (B.10
0THG.0.79.00.07/11972) alinmistr.

5.2. Motilite ve Konsantrasyon

Sperm motilitesi Makler sayma kamarasi (Sefi Medical Instr., Israil) kullanilarak
dondurma islemi oncesi 151tk mikroskobu diizeyinde degerlendirilmistir. Her bir
spermin hareketi “a”, “b”, “c” veya “d” olarak DSO laboratuar kilavuzuna gore
belirlenmistir (WHO 1991). Sperm konsantrasyonu belirlenmesi de semen &6rnegi
tizerinden Makler sayma kamarasi kullanilarak yapilmig, 20-200 milyon/ml sperm

sayisina sahip olan bireyler ¢alismaya dahil edilmistir.
5.3. Sperm Dondurma-Coézme Islemi

Herbir gruptan semen &rnekleri alindiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edilerek
orneklerin likefiye olmalar1 saglanmistir. Likefiye isleminden sonra her bir semen

Ornegi ii¢ pargcaya ayrilmistir; parcalardan biri herhangi bir dondurma islemi
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uygulanmaksizin taze olarak yapilacak incelemeler i¢in kullanilmistir, diger iki parca
ise sirastyla 1 ay ve 3 ay silireyle dondurulup c¢oziildiikten sonra yapilacak olan

incelemeler i¢in kullanilmistir.

Dondurma islemi igin semen Ornedi ve kriyoprotektan (MediCult, Sperm
freezing medium, 10670010) 1:1 oraninda karistirtlmistir ve steril tiipler (CryoVial®,
T308-2A) igerisine toplam hacim 1 ml olacak sekilde alinmustir. Uzerlerine denek
grubu ve numarasi yazilan tiipler, sirasiyla, 4°C’de 20 dk, -20°C’de 20 dk ve s1v1 azot
seviyesinden 15 cm yiikseklikte azot buharinda 20 dk tutulduktan sonra sivi azot

igerisine (-196°C) yerlestirilmistir.

Cozme islemi, tlipler sivi nitrojenden cikartilip 1 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 37°C su banyosunda yapilmistir. Ornek tamamen ¢oziildiikten
sonra lizerine yikama soliisyonu (Vitrolife, G-SPERM™ PLUS, 10107) eklenip
300xg’de 10 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant atilarak Kkriyoprotektan
uzaklastirilmistir. Cozme islemi sonrasi elde edilen sperm o&rnekleri morfoloji,
kromatin kondensasyonu, ince yap1 ve DNA fragmantasyonu degerlendirmeleri igin

kullanilmuastir.
5.4. Ink Mikroskopi Incelemesi

Isik mikroskobik morfolojik inceleme Diff-Quik kit (Medion Diagnostics,
Germany) ile boyama sonrasi yapilmistir. Sperm Orneginden lam ftizerine 10ul
damlatilarak lamelle yayilip havada kurutulmustur. Kurutulan lam, kit igerisinde
bulunan sirasiyla fiksatifin, katyonik ve anyonik boyalarin i¢inde birer dakika
bekletildikten sonra sudan gegirilip tekrar havada kurumaya birakilmigtir. Boyanan
preparatlar Olympus BX51 fotomikroskop kullanilarak 1000x biiyiitmede
immersiyon yagi ile Kruger strick kriterlerine (Menkveld et al 1991) gore
degerlendirilmistir. Her bir 6rnek i¢in 200 sperm sayilarak bas, boyun ve kuyruk
yapisindaki bozukluklar kaydedilmis ve fotograflanmistir.

5.5. Sperm Kromatin Kondensasyon Tayini

Yikama islemi sonrasi yayma preparat yapilan Ornekler havada kurulduktan

sonra %2,5 ‘luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit fiksatifi ile 30 dk
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muamele edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra asidik anilin mavisinde 7 dk
tutulmustur. Her bir 6rnek Olympus BX51 fotomikroskop ile 1000x biiylitmede
immersiyon yagi ile 200 sperm sayilarak normal kromatin kondensasyon gosteren ve
kromatin  kondensasyon bozuklugu olan sperm sayilart kaydedilmis ve

fotograflanmistir.
5.6. DNA Fragmantasyonu Tayini

DNA fragmantasyonu TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanilarak incelenmistir. Yikama
sonrasi elde edilen pellet distile su eklenerek 1200 rpm hizinda 3 x 10 dk santrifiij
edilmistir, 0.075 M hipotonik KCI soliisyonu ile homojenize edildikten sonra 1200
rpm hizinda 10 dk santrifiij edimistir ve 37°C’de 30 dk inkiibasyon yapilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda metanol-asetik asit karisimi (2:1) eklenerek 1200 rpm hizinda
3 x 10 dk santrifiij edilmistir. iki lam iizerine yayma preparat yapilarak bir gece
bekletilmistir. Kurutulan lamlar 5 dk PBS’te bekletildikten sonra yiikselen alkol
serisinden (%70, %385, %100) gegirildikten sonra kurutulmustur. TUNEL kitindeki 1.
solisyondan 5 pl, 2. soliisyondan 45 pl karistirilarak, her lam iizerine 25°er pl
damlatilip lamelle kapatilmistir. Istk almayacak sekilde 37°C’de 45 dk tutulan lamlar
tizerindeki lameller kaldirildiktan sonra PBS ile yikanmistir. Lamlarin {izerine
niikleusu gostermek amaciyla DAPI 11 (Abbott Molecular, U.S.A, 06J50-001) boyasi
damlatilarak lamelle kapatilmistir. Olympus BXS51 flouresans mikroskop ile 1000x
biiyiitmede immersiyon yagi ile 200 hiicre sayilarak DNA fragmantasyonu olan

hiicreler “TUNEL pozitif” olarak kaydedilmis ve fotograflanmistir.
5.7. Gegirimli Elektron Mikroskobu Incelemesi

Elektron mikroskobik incelemeler igin alinan semen orneklerine likefaksiyondan
sonra yikama soliisyonu eklenerek 1500xg’de 10 dk santrifiij edilmis ve pelletin
tizerinde kalan siipernatant kismi atilmistir. Olusan pellete %2,5 ‘luk 0.1 M PBS
tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit fiksatifi igerisinde 4°C’de 4 saat siireyle immersiyon
fiksasyonu yapilmis, tamponda yikamadan sonra, %1’lik OsO, ile 1 saat
postfiksasyon yapilmistir. Yiikselen alkol serisinden (%70, %90, %96, %100)
gegirilerek suyu alimus, propilen oksitten gegirilerek 60°C’deki etiivde Epon 812’ye

14



gomiilmiistiir. Ultramikrotomda (Leica Ultracut Il, Leica Microsystems GmbH,;
Wetzlar) alinan yari ince kesitler (1 um) toluidin mavisi ile boyanmistir. Bu
kesitlerde segilen alanlardan yaklasik 60 nm kalinliginda ince kesitler alindiktan
sonra, bakir gridler iizerine alinarak uranil asetat, kursun sitrat ile kontrastlama
yapilmigtir. Kontraslanan gridler, JEOL 1200 SX TEM ile bas, boyun ve kuyruk

degisiklikleri agisindan incelenmis ve fotograflanmstir.
5.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programi kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel analizler icin paired t-test ve
ANOVA testi kullanilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Motilite ve Konsantrasyon

DSO laboratuvar kilavuzuna gore yapilan motilite degerlendirmesinde, kontrol
grubunda dondurma islemi Oncesi “a+b” toplam motilite oran1 %58.71 £ 3.17 iken
sigara grubunda bu oran %55.01 £ 3.17 olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbzlenmemistir.
6.2. Isitk Mikroskopi Bulgulari

Morfolojik degerlendirme Diff-Quik ve toluidin mavisi ile boyama sonrasi
yapilmistir.  Kontrol grubu spermlerinde dondurma islemi 6ncesinde normal
morfolojide spermlerin yanmi sira, akrozomal bozukluga sahip, artmis vakuolli,
biiyiik, kiiglik, pin-head, amorf ozellikte bas hasar1 olan, boyun bdlgesinde
sitoplazmik artik igeren ve boyun kiriklar1 olan, kisa, uzun ve cift kuyruklu olan

spermler de gozlenmistir (Resim 1, 2).

Kontrol grubu spermlerinde dondurma isleminden 1 ay (Resim 3, 4) ve 3 ay
(Resim 5, 6) sonra ¢oziilen spermlerde normal morfolojiye sahip spermlerin
sayisinda 6nemli 6lglide azalma gozlenirken, dondurma 6ncesi gozlenen morfolojik
hasara sahip spermlerin yani sira ¢ok sayida bas hasari, kuyrugu kopmus ya da

kivrilmis spermler de gézlenmistir.

Sigara grubu spermlerinde dondurma islemi 6ncesinde kontrol grubu ile benzer
sekilde normal morfolojide spermlerin yani sira, akrozomal bozukluga sahip,
vakuollii, biiyiik, kii¢iik, pin-head, amorf 6zellikte bas hasari olan, boyun bolgesinde
sitoplazmik artik igeren ve boyun kiriklari olan, kisa, uzun ve ¢ift kuyruklu olan

spermler de gozlenmistir (Resim 7, 8).

Sigara grubu spermlerinde kontrol gubuna benzer sekilde dondurma isleminden
1 ay (Resim 9, 10) ve 3 ay (Resim 11, 12) sonra ¢oziilen spermlerde normal
morfolojiye sahip spermlerin sayisinda dnemli 6l¢iide azalma gozlenirken, dondurma
oncesi gbzlenen morfolojik hasara sahip spermlerin yani sira ¢ok sayida bas hasari

olan, kuyrugu kopmus ya da kivrilmis spermler gozlenmistir.
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Resim 1: Kontrol grubunda dondurma 6ncesi, spermlerdeki morfolojik bozukluklar
goriilmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), akrozom yapist ve morfolojisi
bozuk olan sperm bas hasar1 (»), boyun kirig1 olan sperm (—), bas ve boyun hasari
olan sperm (m). Diff-Quik boyasi.

Resim 2: Kontrol grubunda dondurma oOncesi, yari-ince kesitlerde spermlerdeki
morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Biiyiik bagli sperm (P ), boyun bolgesinde
sitoplazmik artik igeren sperm (—), bas ve boyun hasart olan sperm (m). Toluidin
mavisi boyasi.
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Resim 3: Kontrol grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), yuvarlak
basli ve akrozom orani degismis sperm (P), kuyrugu kopmus sperm (k), boyun
bolgesinde sitoplazmik artik igeren sperm (—), kisa kuyruklu sperm (*), bas boyun
ve kuyruk hasari olan sperm (m). Diff-Quik boyasi.

Resim 4: Kontrol grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde,
yari-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Amorf yapida bas hasari
igeren sperm (P), boyun bolgesinde sitoplazmik artik i¢eren sperm (—), bas ve
boyun hasar1 igeren sperm (m). Toluidin mavisi boyasi.
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Resim 5: Kontrol grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerdeki
morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Kiiclik bashh sperm (P ), kuyrugu kopmus
sperm (k), boyun kirigi olan sperm (—), kuyruk kirigi olan sperm (*), bas, boyun
hasar1 ve kivrik kuyrugu olan sperm (m). Diff-Quik boyasi.

Resim 6: Kontrol grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
yari-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Amorf 6zellikte basi olan
sperm (P ), boyun bolgesinde sitoplazmik artik igeren sperm (—), bas boyun ve
kuyruk hasari olan sperm (m). Toluidin mavisi boyasi.
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Resim 7: Sigara grubunda dondurma oncesi, spermlerdeki morfolojik bozukluklar
goriilmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), akrozom yapisi ve morfolojisi
bozuk olan sperm bas hasar1 (P ), boyun bolgesinde sitoplazmik artik igeren sperm
(—), bas ve boyun hasari olan sperm (m). Diff-Quik boyasi.
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Resim 8: Sigara grubunda dondurma oOncesi, yari-ince kesitlerde spermlerdeki
morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Akrozom hasar1 olan sperm (»), boyun
bolgesinde sitoplazmik artik igeren sperm (—), bas ve boyun hasari olan sperm (m).
Toluidin mavisi boyas.
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Resim 9: Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢dziilen spermlerde
morfolojik bozukluklar gorilmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), bas
morofolojisi ve akrozom orani degismis sperm (P ), boyun kirig1 olan sperm (—),
kivrilmis kuyrugu olan sperm (¥), bag boyun ve kuyruk hasari olan sperm (m). Diff-
Quik boyasi.
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Resim 10: Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
yari-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar goériilmektedir. Biiyiik baslt sperm (»),
boyun boélgesinde sitoplazmik artik iceren sperm (—), bas ve boyun hasari iceren
sperm (m). Toluidin mavisi boyasi.
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Resim 11: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Normal morfolojideki sperm (n), bas
bolgesinde vakuol iceren morofolojisi degigmis sperm (), kuyrugu kopmus olan
sperm (k), boyun kirig1 olan sperm (—), kivrilmis kuyrugu olan sperm (*), bas boyun
ve kuyruk hasari olan sperm (m). Diff-Quik boyasi.
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Resim 12: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
yari-ince kesitlerde morfolojik bozukluklar goriilmektedir. Kii¢lik bashi sperm (»),
boyun kirig1 olan sperm (—), bas ve boyun hasar1 i¢eren sperm (m). Toluidin mavisi
boyasi.
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6.3. Isikk Mikroskopik Degerlendirmenin Istatistiksel Analizi

Kontrol grubunda dondurma islemi Oncesi bas hasar1 %26.85 + 1.550 iken
dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde %21.95 + 1.778, dondurma
isleminden 3 ay sonra c¢oziilen spermlerde %?20.80 + 1.381 olmustur. Kontrol
grubunda dondurma islemi 6ncesi boyun hasar1 %16.25 + 1.712 iken dondurma
isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde %17.70 = 1.667, dondurma isleminden 3
ay sonra ¢oziilen spermlerde %17.70 = 1.578 olmustur. Kontrol grubunda dondurma
islemi oncesi kuyruk hasart %2.250 + 0.403 iken dondurma isleminden 1 ay sonra
¢oziilen spermlerde %3.100 + 0.552, dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen
spermlerde %3.20 + 0.800 olmustur. Kontrol grubunda dondurma islemi Oncesi
coklu hasar %52.35 + 2.038 iken dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen
spermlerde %57.15 + 1.585, dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
%56.80 + 3.438 olmustur (Sekil 1).

Sigara grubunda dondurma islemi Oncesi bas hasar1 % 27.70 + 1.418 iken
dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde %20.25 + 1.718, dondurma
isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde %19.27 + 1.954 olmustur. Sigara
grubunda dondurma islemi Oncesi boyun hasart %16.90 + 1.216 iken dondurma
isleminden 1 ay sonra ¢dziilen spermlerde %19.95 + 1.516, dondurma isleminden 3
ay sonra ¢oziilen spermlerde %20.09 + 1.232 olmustur. Sigara grubunda dondurma
islemi Oncesi kuyruk hasar1 %2.80 + 0.479 iken dondurma isleminden 1 ay sonra
¢oziilen spermlerde %2.55 + 0.467, dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen
spermlerde %3.63 + 0.636 olmustur. Sigara grubunda dondurma islemi 6ncesi ¢oklu
hasar %50.50 + 1.876 iken dondurma isleminden 1 ay sonra ¢dziilen spermlerde
%56.55 + 2.173, dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziillen spermlerde %56.45 +
1.615 olmustur (Sekil 2).

Kontrol grubu dondurma 6ncesi sperm bas hasar1 ile dondurma isleminden 1 ay
(p<0.05) ve 3 ay (p<0.05) sonra ¢oziilen spermlerdeki bas hasar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis oldugu goriilmiistiir. Dondurma 6ncesi
sperm ¢oklu hasari ile dondurma isleminden 1 ay ve 3 ay sonra ¢6ziilen spermlerdeki
coklu hasar karsilagtirildiginda artis olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli

degildir (Sekil 1).
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Sigara grubu dondurma oncesi sperm bas hasari ile dondurma isleminden 1 ay
(p<0.01) ve 3 ay (p<0.01) sonra ¢oziilen spermlerdeki bas hasar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis oldugu goriilmiistiir. Dondurma oncesi
sperm ¢oklu hasari ile dondurma isleminden 1 ay (p<0.05) ve 3 ay (p<0.05) sonra
¢oziilen spermlerdeki c¢oklu hasar karsilastirildiginda yine artig istatistiksel olarak

anlamlidir (Sekil 2).

Kontrol grubu ile sigara grubu dondurma 6ncesi ve sonrasi bas, boyun, kuyruk
ve ¢oklu hasar yoniinden karsilastirildiginda istatistiksel bir fark bulunamamistir

(Sekil 3).
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Bl Cozme Sonrasi 1ay
Gozme Sonrasi 3 ay

Sekil 1: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis morfolojik hasar orani grafigi.
*: p<0.05; dondurma 6ncesi bas hasar1 oraniyla kiyaslanmistir.

Sigara Grubu

Morfolojik Hasar Orani (%)

Basg Boyun Kuyruk

Coklu

3 Dondurma Oncesi
Bl Cozme Sonrasi 1ay
Gozme Sonras! 3 ay

Sekil 2: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis morfolojik hasar orani grafigi.
**: p<0.01; dondurma Oncesi bas hasar1 oramiyla kiyaslanmistir, +: p<0.05;
dondurma oncesi ¢oklu hasar oraniyla kiyaslanmigtir.
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Sekil 3: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis morfolojik hasar orani grafigi.
Dondurma o6ncesi (A), dondurma isleminden 1 ay (B) ve 3 ay (C) sonra ¢oziilen

spermler. Gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur.



6.4. Sperm Kromatin Kondensasyonu Tayini

Sperm kromatin kondensasyonunu tayin etmek amaciyla sperm yayma
preparatlar1 anilin mavisiyle boyanmislardir. Kontrol ve sigara grubunda dondurma
oncesi (Resim 13A, 14A) ve dondurma sonras: 1 ay (Resim 13B, 14B) ve 3 ay
(Resim 13C, 14C) gruplarinda sperm kondensasyonu normal olan spermler anilin
mavisi ile a¢ik mavi renkte boyanirlarken, kondensasyon defekti olan spermler koyu

mavi boyali olarak izlenmislerdir.
6.5. Sperm Kromatin Kondensasyonu Tayininin Istatistiksel Analizi

Kontrol grubunda dondurma 6ncesi dekondensasyon oran1 %29.95 + 1.373 iken
dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde %31.20 + 1.691, dondurma
isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde 31,33 £+ 1,386 olmustur. Sigara grubunda
dondurma 6ncesi dekondensasyon orant %30.25 + 1.942 iken, dondurma igleminden
1 ay sonra ¢oziilen spermlerde %31.82 + 1.867, dondurma isleminden 3 ay sonra
¢oziillen spermlerde %31.71 + 3.194 olmustur (Sekil 4). Gruplar arasinda anilin

mavisi boyama sonuglarina gore istatistiksel fark gézlenmemistir.
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Sekil 4: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis anilin mavisi boyanma orani

grafigi. Gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur.
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A 10 um

B 10 um

c 10 pm

Resim 13: Kontrol grubunda dondurma o6ncesi (A), dondurma isleminden 1 ay (B)
ve 3 ay (C) sonra ¢oziilen spermlerde normal kondensayonlu (—) spermler ve
kondensasyon defekti (P ) olan spermler goriilmektedir. Anilin mavisi boyasi.
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Resim 14: Sigara grubunda dondurma oncesi (A), dondurma isleminden 1 ay (B) ve
3 ay (C) sonra ¢oziillen spermlerde normal kondensayonlu (—) spermler ve
kondensasyon defekti (P ) olan spermler goriilmektedir. Anilin mavisi boyasi.




6.6. DNA Fragmantasyonu Bulgulari

Kontrol grubunda dondurma islemi dncesinde az sayida spermde TUNEL pozitif
hiicreler yesil boyali olarak goriilmiistiir. TUNEL negatif olanlar DAPI 11 ile mavi
boyali olarak goriilmislerdir (Resim 15A). Kontrol grubunda dondurma isleminden 1
ay (Resim 15B) ve 3 ay (Resim 15C) sonra ¢oziilen spermlerde, dondurma islemi

oncesine oranla TUNEL pozitif sperm oraninda bir artis oldugu goriilmiistiir.

Sigara grubunda dondurma islemi oncesinde az sayida spermde TUNEL pozitif
hiicreler yesil boyali olarak goriilmiistir. TUNEL negatif olanlar DAPI 11 ile mavi
boyali olarak gortilmiislerdir (Resim 16A). Sigara grubunda dondurma isleminden 1
ay (Resim 16B) ve 3 ay (Resim 16C) sonra ¢oziilen spermlerde, dondurma islemi

oncesine oranla TUNEL pozitif sperm oraninda artig goriilmuistiir.

30



Resim 15: Kontrol grubunda dondurma oncesi (A), dondurma isleminden 1 ay (B)
ve 3 ay (C) sonra ¢oziilen spermlerde TUNEL negatif (») spermler mavi, TUNEL
pozitif (—) spermler yesil renkte goriilmektedir. DAPI II boyasi, TUNEL Kiti.
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Resim 16: Sigara grubunda dondurma oncesi (A), dondurma igsleminden 1 ay (B) ve
3 ay (C) sonra c¢oziilen spermlerde TUNEL negatif (P) spermler mavi, TUNEL
pozitif (—) spermler yesil renkte goriilmektedir. DAPI II boyasi, TUNEL Kkiti.

32



6.7. DNA Fragmantasyonu Bulgularinn Istatistiksel Analizi

Kontrol grubunda dondurma 6ncesi TUNEL pozitif sperm orani %4.65 + 0.337
iken, dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde %34.54 + 2.117,
dondurma isleminden 3 ay sonra ¢dziilen spermlerde %35.64 + 1.596 olmustur.
Kontrol grubunda dondurma 6ncesi ile dondurma isleminden 1 ay (p<0.001) ve 3 ay
(p<0.001) sonra ¢oziilen spermler karsilagtirildiginda TUNEL pozitf sperm oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gériilmiistiir. Dondurma isleminden 1 ay ile 3 ay

sonra ¢oziilen spermler arasinda anlamli fark yoktur (Sekil 5).

Sigara grubunda dondurma 6ncesi TUNEL pozitif sperm oran1 %5.268 + 0.637
iken, dondurma isleminden 1 ay sonra c¢oziilen spermlerde %47.57 + 1.426,
dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde %47.73 + 1.197 olmustur.
Sigara grubunda dondurma oncesi ile dondurma isleminden 1 ay (p<0.001) ve 3 ay
(p<0.001) sonra ¢oziilen spermler karsilastirildiginda TUNEL pozitf sperm oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmiistiir. Dondurma igleminden 1 ay ile 3 ay

sonra ¢Oziilen spermler arasinda anlamli fark yoktur (Sekil 5).

Kontrol grubu ile sigara grubu dondurma 6ncesi TUNEL pozitif sperm sayisinda
istatistiksel fark bulunmazken, kontrol grubu ile sigara grubunda dondurma
isleminden 1 ay (p<0.001) ve 3 ay (p<0.001) sonra ¢oziilen spermler arasinda

anlaml bir artis goriilmiistir (Sekil 5).
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Sekil 5: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis TUNEL pozitif sperm orani
grafigi. ***: p<0.001; kontrol grubu dondurma iglemi oncesi ile, +++: p<0.001;
sigara grubu dondurma islemi Oncesi ile, ¢dpd: p<0.001: kontrol grubu 1 aylik
dondurma-¢ézme islemi sonrasi ile, ~: p<0.001: kontrol grubu 3 aylik dondurma-
¢ozme islemi sonrasi ile kiyaslanmistir.
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6.8. Gecirimli Elektron Mikroskopi Bulgular:

Kontrol ve sigara grubunda spermler dondurma islemi 6ncesi ve ¢ézme islemi

sonrasinda bas, boyun ve kuyruk ince yapisi agisindan incelenmistir.

Kontrol grubunda dondurma islemi oncesinde ¢ogunlukla tipik bas sekli,
bozulmamis hiicre membranlari, homojen dagilim gosteren akrozom ve niikleusa
sahip, normal morfolojili spermler gozlenmistir. Plazma membraninin altinda,
bozulmamis i¢ ve dis akrozom membranlar1 ve elektron-yogun akrozom yapisi
gorilmiistiir (Resim 17). Bunun yani sira bas morfolojisi bozuk ve boyun boélgesinde
sitoplazmik artik iceren (Resim 18) ve kromatin kondensasyon bozuklugu olan

(Resim 19) spermlere de rastlanmstir.

Kontrol grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde az sayida
normal morfolojili spermin (Resim 20) yami sira ¢ok sayida spermde akrozom
yapisinda bozulma, kayip ve vezikiil olusumu, plazma membraninda ayrilma ve

kayip (Resim 21) ve kromatin kondensasyon bozuklugu (Resim 22) gézlenmistir.

Kontrol grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢6ziilen spermlerde az sayida
normal morfolojili spermin (Resim 23) yani sira, kromatin kondensasyon bozuklugu
olan spermler (Resim 24) ve ¢ok sayida spermde de akrozom yapisinda bozulma,
kayip ve vezikiil olusumu, subakrozomal genisleme, boyun bdlgesinde plazma
membraninda ayrilma ve kayip, mitokondrilerin diziliminde bozulma, bazi

spermlerde de kuyruk kopmalar1 gézlenmistir (Resim 25).
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Resim 17: Kontrol grubunda dondurma islemi Oncesi, saglam yapida akrozom
membranlart ve plazma membran1 (), diizglin dizilim gosteren mitokondriler ve

saglam boyun yapisina (—) sahip normal sperm goriilmektedir.

— 1

Resim 18: Kontrol grubunda dondurma islemi oncesi, morfolojik bas hasari ve
akrozom yapisinda bozulma (P ), diizgiin dizilim gdsteren mitokondrilerin yani sira
boyun kisminda sitoplazmik artik (—) igeren morfolojik hasarli sperm

goriilmektedir.
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Resim 19: Kontrol grubunda dondurma islemi oncesi, diizgiin sekilli bas, saglam
yapida akrozom membranlari ve plazma membrant (—), niiklear vakuol artig1 (P)
kromatin kondensasyon bozuklugu (*) olan sperm goriilmektedir.

2 um

Resim 20: Kontrol grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde
saglam yapida akrozom membranlar1t ve plazma membran1 (P), diizgiin dizilim
gosteren mitokondriler ve saglam boyun yapisina (—) sahip normal sperm,
goriilmektedir.
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Resim 21: Kontrol grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde
akrozomda dagilmalar, plazma membrani biitiinliigiinde bozulma ve vezikiilasyon
(»), diizglin dizilim goésteren mitokondrilerin yani sira boyun kismindaki plazma

membraninda kayiplari (—) olan hasarli sperm goriilmektedir.

2 um

]

Resim 22: Kontrol grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
akrozomal kayiplar, plazma membraninda kopma ve agilmalar (» ), diizgiin dizilim
gosteren mitokondrilerin yani sira boyun kismindaki plazma membraninda kayiplar

(—) ve kromatin kondensasyon bozuklugu (*) olan hasarli sperm goriilmektedir.
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Resim 23: Kontrol grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
diizgiin sekilli bas, saglam yapida akrozom membranlari, plazma membrani (P ) ve

boyun yapist (—) olan normal sperm goriilmektedir.

2pm

Resim 24: Kontrol grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
akrozom kaybi, akrozom membranlar1 ve plazma membraninda kopma ve agilmalar
(»), diizglin dizilim gosteren mitokondrilerin yani sira boyun kismindaki plazma
membraninda kayiplar (—) ve kromatin kondensasyon bozuklugu (*) olan hasarli
sperm goriilmektedir.
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Resim 25: Kontrol grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
akrozomda dagilma ve plazma membrani biitiinligiinde bozulma (» ), subakrozomal
acilma (*), boyun kisminda morfolojik bozulmalar ve plazma membraninda kayiplar
(—) olan hasarli spermler goriilmektedir.

Sigara grubunda dondurma islemi Oncesinde ¢ogunlukla tipik bas sekli,
bozulmamig hiicre membranlari, homojen dagilim gosteren akrozom ve niikleusa
sahip normal morfolojili spermlere rastlanmigtir. Plazma membraninin altinda,
bozulmamis i¢ ve dis akrozom membranlar1 ve elektron-yogun akrozom
goriilmiistiir. Bunun yani sira bas morfolojisi bozuk, boyun bolgesinde sitoplazmik

artik iceren (Resim 26), boyun kirigi olan (Resim 27) ve kromatin kondensasyon

bozuklugu olan (Resim 28) spermler gézlenmistir.

Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde az sayida
normal morfolojili spermin (Resim 29) yani sira, kromatin kondensasyon bozuklugu
olan spermler (Resim 30) ve ¢ok sayida spermde de akrozom yapisinda bozulma,
kayip ve vezikiil olusumu, subakrozomal genisleme, plazma membraninda sisme,

ayrilma ve kayip gézlenmistir (Resim 31, 32).

Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde az sayida
normal morfolojili spermin (Resim 33) yani sira ¢ok sayida spermde akrozom
yapisinda bozulma, kayip ve vezikiil olusumu, subakrozomal genisleme, bas ve
boyun bdlgesinde plazma membraninda ayrilma ve kayip, mitokondrilerin
diziliminde bozulma, kromatin kondensasyon bozuklugu ve bazi spermlerde de

kuyruk kopmalar1 gézlenmistir (Resim 34-37).
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Resim 26: Sigara grubunda dondurma islemi Oncesi, saglam yapida akrozom
membranlar1 ve plazma membran1 (»), diizgiin dizilim gosteren mitokondriler ve
saglam boyun yapist (—) olan normal sperm ve boyun kisminda sitoplazmik artik
(*) igeren hasarli sperm goriilmektedir.

Resim 27: Sigara grubunda dondurma islemi oOncesi, morfolojik bas hasar1 ve
akrozom biitiinliigiinde bozulma (P ), diizgiin dizilim gdsteren mitokondrilerin yani
sira boyun kisminda kirtlma (—) olan morfolojik hasarli sperm goériilmektedir.
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Resim 28: Sigara grubunda dondurma iglemi Oncesi akrozomal kayiplar, plazma
membraninda kopma ve agilmalar (»), boyun yapisinda ve mitokondri diziliminde
hasar (—) ve kromatin kondensasyonunda bozukluk (*) olan sperm goriilmektedir.

Resim 29: Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢dziilen spermlerde,
saglam yapida akrozom membranlar1 ve plazma membranmi (P>), diizgiin dizilim

gosteren mitokondriler ve saglam boyun yapist (—) olan normal sperm
goriilmektedir.
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Resim 30: Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
akrozom membranlart ve plazma membraninda kopma ve acilmalar (P) ve
kromatin kondensasyonunda bozukluk (*) olan sperm goriilmektedir.

Resim 31: Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde
akrozomda dagilmalar, vezikiil olusumu ve membran biitlinliiglinde bozulmalar

(™), plazma memraninda ag¢ilmalar (*), boyun kisminda bozulmalar (—) olan
hasarli spermler goriilmektedir.
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Resim 32: Sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde,
plazma membraninda kayiplar ve subakrozomal sisme (P ), boyun kisminda sisme

ve genisleme (—) olan hasarli sperm goriilmektedir.

I

Resim 33: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
saglam yapida akrozom membranlar1 ve plazma membranmi (P>), diizglin dizilim

gosteren mitokondriler ve saglam boyun yapist (—) olan normal sperm
goriilmektedir.
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Resim 34: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
plazma membraninda a¢ilma ve kayip (P), subakrozomal sisme (*), boyun
kisminda bozukluk (—) olan hasarli sperm goriilmektedir.

Resim 35: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢6ziilen spermlerde
akrozom yapisinda bozulma ve agilma (P ), plazma memraninda yer yer kopmalar
(*), boyun kisminda agilma ve mitokondri diziliminde bozukluk ve dagilma (—)
olan hasarli sperm goriilmektedir.
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Resim 36: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
akrozomal kayip, akrozom membranlari ve plazma membraninda sisme, acilma ve
kopma (»), boyun kisminda plazma membraninda kayip (—) ve kromatin
kondensasyonunda bozulma olan hasarli sperm goriilmektedir.

Resim 37: Sigara grubunda dondurma isleminden 3 ay sonra ¢oziilen spermlerde
plazma membraninda sisme ve vezikiil olusumu (*), akrozom yapisinda agilma (),
boyun kisminda membran kaybi (—) olan hasarli sperm goriilmektedir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda sigara i¢enlerin ve igmeyenlerin spermleri, karsilastirmali olarak
dondurma islemi 6ncesi ve sonrasinda, sperm parametreleri, DNA fragmantasyonu
ve ince yapisi agisindan incelenmistir. Her iki grupta da dondurma-¢ézme islemi
sonrasinda morfolojik hasarda ve DNA fragmantasyonunda artis oldugu
gozlenmistir. Ayrica sigara igenlerde dondurma-¢ézme islemi sonrasinda DNA

fragmantasyonu oraninin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gozlenmistir.

Sigara kullaniminin basta akciger kanseri olmak {izere bir¢ok hastaliga yol actig
ve spermatogenez lizerinde zararli etkiler yaptigi bilinmektedir. Sigara kullaniminin
erkek infertilitesi ve 6zellikle standart sperm parametreleri lizerindeki zararh etkileri
birgok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir (Evans, Fletcher, Torrance ve Hargreave
1981, Trummer Habermann, Haas ve Pummer 2002). Sigaranin sperm
konsantrasyonunda (Vine et al 1994), motilitesinde ve sayisinda azalma (Gandini et
al 1997), morfolojisinde bozulma ve penetrasyon yeteneginde diisiis (Terzioglu ve
ark 2008) gibi olumsuz etkileri bilinmesine karsin, sigara kullaniminin sperm
parametreleri iizerinde etkisinin olmadigini ileri siiren calismalar da bulunmaktadir

(Trummer et al 2002).

Caligmamizda, sigara kullanimina bagli olarak sperm parametreleri ve DNA
fragmantasyonu agisindan olumsuz etkiler goriilen kisilerde, kriyoprezervasyon
islemi uygulamasi sonrasinda bu verilerinin daha da kotiilesecegi varsayilmistir.
Sigara igenler ile icmeyenlerin sperm parametrelerine kriyoprezervasyonun etkisini
kiyaslayabilmek icin bir standardizasyona ihtiya¢ duyulmus ve her iki grup i¢in
karsilagtirilabilir  parametrelere sahip sperm Orneklerinin  sec¢ilmesine 6zen
gosterilmistir. Bu nedenle sigara grubuna, DSO laboratuvar kilavuzuna (WHO 1991)
gore normospermik degerlere sahip bireyler, yani sigara igcmesine ragmen sperm
parametrelerinde herhangi bir bozulma goriilmeyen kisiler dahil edilmistir. Kontrol
grubu ve sigara grubu dondurma islemi 6ncesi sperm motilitesi, konsantrasyonu ve
morfolojisi agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir.

47



Erkek infertilitesinin  tedavisinde, sperm  kriyoprezervasyonu, cerrahi
yontemlerle alinan testikiiler spermin korunmasinda, kemoterapi, radyoterapi ya da
testis cerrahisi dncesinde, liremeye yardimci tedavi yontemlerinde dnemli bir aragtir
(Delilbas1 1997, Vicdan ve ark 1999, Tas¢1 ve Samast 1997). Kriyoprezervasyon
sirasinda spermler fiziksel ve kimyasal strese maruz kalirlar. Bu stresten dolay1
plazma membrani lipid yapisinda degisiklikler meydana geldigi (Schiller et al 2000,
Buhr et al 1989) sperm baslarinda kii¢iilme oldugu (Gravance et al 1998) ve
fosfotidilserin ¢ikis1 gerceklestigi (Glande et al 1999) gosterilmistir. Bir baska
calismada kriyoprezervasyon isleminin plazma membraninda hasar olusturarak
spermin metabolik durumunu azalttigi ve tiremeye yardimci tedavi yontemlerinde
kullanilabilecek fonksiyonel sperm oranii diisiirdiigii gésterilmistir (Hammerstedt,
Graham ve Nolan 1990). Bunun yaninda kriyoprezervasyon sonrasinda spermde
sarmal kuyruk, hasarli membranlar ve akrozom bozukluklar1 gibi morfolojik
bozukluklar da meydana gelmektedir (Check, Check ve Long 1991,Cross ve Hanks
1991). Kriyoprezervasyonun canli sperm sayisinda da diisise neden oldugu
bilinmektedir. Bu da DNA’nin asir1 yogunlagmasi ve apoptozis sonucu olmaktadir
(Paasch et al 2004). Kriyoprezervasyon sonrasinda sperm motilitesi, canliligi ve
normal  morfolojisi  oranlarinda  diistis oldugu, bunun yaninda DNA
fragmantasyonunda artis oldugu bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (Zribi et al 2010,
Ngamwuttiwong ve Kunathikom 2007, Petyim ve Choavaratana 2006). Buna karsin,
sperm DNA’smin kriyoprezervasyondan etkilenmedigini ileri siiren ¢aligmalar da
mevcuttur (Evenson, Baer ve Jost 1989). Biz de ¢alismamizda dondurma islemi
oncesinde sperm motilitesi, konsantrasyonu ve morfolojisi acisindan benzer
degerlere sahip sigara ve kontrol gruplarmi 1 ay ve 3 ay siireyle uyguladigimiz
dondurma islemi sonrasinda ¢ozdiigiimiizde, her iki grupta da bas hasar1 oraninda
diisiislin yan1 sira coklu morfolojik hasar oraninda artis oldugunu gordiik. Bag hasari
oranindaki bu diisiisiin, gercek bir diislis olmayip hasar degerlendirmesinin gorece
bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Dondurma islemi dncesinde yalnizca bas hasari
olan spermlerde dondurma-¢ézme islemi sonrasinda bas hasarina ilaveten boyun ya
da kuyruk hasar1 olusmakta ve ¢oklu hasar olarak degerlendirilmektedir. Boylece

coklu hasar orani artarken, bas hasar1 oran1 gorece olarak diismektedir.
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Sperm niiklear kromatini, histonlarin yerini protaminlerin almasindan ve artan
disiilfit baglarindan dolay1, diger hiicrelerle karsilastirildiginda ¢cok daha kondense
bir yapidadir (Balhorn 1982). Bunun sonucu olarak sperm DNA’s1 fiziksel ve
kimsayal denatiirasyona karsi c¢ok dayaniklidir. Infertil bireylerde, histonlarin
protaminlerle degismeden devam ettigini gdsteren anilin mavisi boyanmasinda artig
oldugu gosterilmistir (Foresta, Zorzi, Rossato ve Varotto 1992). Kromatin yapisinda
bozukluk olan spermlerin fertilizasyon potansiyelinin azaldigi bilinmektedir
(Dozortsev, Rybouchkin, De Sutter, Qian ve Dhont 1995). Yaptigimiz ¢alismada
kontrol ve sigara grubunda dondurma islemi dncesi, dondurma isleminden 1 ay ve 3
ay sonra ¢Ozme islemi uygulamasi sonrasinda anilin mavisi ile spermlerde
kondensasyon tayini yapilmistir. Anilin mavisi boyama sonuglarina goére kontrol ve
sigara gruplarinda dondurma 6ncesi ve ¢6zme sonrasi donemlerde istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir farklilik goriillmemistir. Bunun sebebi olarak, histon protamin
degisiminin Spermiyogenez sirasinda tamamlanmasindan dolayi Kriyoprezervasyon

isleminin bu degisim tlizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigini diistinmekteyiz.

Rutin olarak kullanilan 151k mikroskobundan farkli olarak elektron mikroskopisi
ile spermlerde kromatin yapisi, plazma membrani, akrozom yapisi ve igerigi,
boyunda yer alan mitokondrilerin yapisi ve diizeni gibi bir¢cok yapi ile ilgili detayh
morfolojik bilgi elde edilebilmektedir. Dondurma islemi 6ncesi yapmis oldugumuz
gecirimli elektron mikroskobu incelemelerinde her iki grupta da normal morfolojili
spermlerin yan1 sira bas morfolojisi bozuk, kromatin kondensasyon bozuklugu olan,
boyun bolgesinde sitoplazmik artik iceren ve boyun hasari olan spermlere de
rastlanmistir. Yapilan calismalarda dondurma-¢6zme islemi sonrasi spermlerde
subakrozomal ve akrozomal sisme, akrozom membranlarinda ayrilma, akrozomal
vezikiilasyon, hiicre membranlarinda ayrilma ve kopma meydana getirerek hiicre
ince yapisina zarar verdigi (Ozkavukcu, Erdemli, Isik, Oztuna ve Karahiiseyinoglu
2008, Nogueira, Bourgain, Verheyen ve Van Steirteghem 1999) ve akrozom
membran yapilarin1 bozarak akrozomal igerigin kaybina yol acabildigi gosterilmistir
(McLaughlin, Ford ve Hull 1993). Biz de ¢alismamizda benzer olarak kontrol ve
sigara grubunda dondurma isleminden 1 ay ve 3 ay sonra yapilan ¢ézme islemi
sonrasinda spermlerde az sayida normal morfolojili spermin yani sira ¢ok sayida

spermde akrozom yapisinda bozulma, kayip ve vezikiil olusumu, subakrozomal
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genisleme, boyun bolgesinde plazma membraninda ayrilma ve kayip,
mitokondrilerin diziliminde bozulma ve bazi spermlerde de kuyruk kopmalari
oldugunu gordiik. Goriilen bu degisikliklerde sigara grubuna 6zgii oldugu diisiiniilen

bir morfolojik hasara rastlanmamustir.

Sperm DNA kromatin yapisinin saglamligi, spermin fertilizasyon islemine
paternal Katkisi, erken embriyonik &liimii engelleme (Evenson et al 1999) ve
hamileligin devami agisindan son derece 6nemli bir role sahiptir (Aitken, De Luliis
ve McLachlan 2009). Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) isleminde DNA
hasarli sperm kullanimi, genom kalitesi ne olursa olsun, dekondensasyonun
baslamamasina ya da tamamlanmamasina ve bu nedenle de fertilizasyon ve embriyo
gelisimi basarisizliklarina yol agabilmektedir (Sailer, Jost ve Evenson 1995). IVF
(Sun, Jurisicova ve Casper 1997) ve ICSI (Lopes, Sun, Jurisicova, Meriano ve
Casper 1998) sonrasinda artmis DNA fragmantasyonu ile diisiik fertilizasyon ve
embriyo boliinme orani arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Oksidatif stres sperm
plazma membraninin akigkanligi ile DNA biitiinliigiine zarar vermektedir ve reaktif
oksijen tlirevlerinin  neden oldugu DNA hasar1 spermlerin apoptozisini

hizlandirmaktadir (Agarwal, Saleh ve Bedaiwy 2003).

Calismamizda kontrol ve sigara grubunda dondurma islemi 6ncesi, dondurma
isleminden 1 ay ve 3 ay sonra ¢6zme islemi uygulandiktan sonra TUNEL yontemiyle
DNA fragmantasyonunu belirledik. Dondurma islemi oncesinde kontrol ve sigara
gruplarinda diisiik oranlarda goriilen DNA fragmantasyonu oranlar1 arasinda anlaml
bir fark goriilmedi. Yapilan calismalarda -20°C’de (Elshal, El-Sayed, Elsaied, El-
Masry ve Kumosani 2009) ve -80°C’de dondurma sonrasinda sigara igenlerin
spermlerindeki DNA fragmantasyonunun sigara igmeyenlere kiyasla daha fazla
oldugu ve normal sperm sayisinda azalma meydana geldigi gosterilmistir (Sepaniak
et al 2006). Biz de ¢alismamizda kontrol ve sigara gruplarina dondurma isleminden 1
ay sonra c¢ozme islemi uyguladiktan sonra, dondurma Oncesine gore DNA
fragmantasyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigini
gordiik. Bunun, fiziksel ve kimyasal strese bagli olarak hiicre membran gegirgenligi
ve yapisinin bozulmasindan dolayr oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica, dondurma

sonrasinda sigara grubunda DNA fragmantasyon oraninin kontrol grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu fark,
sigaranin icerdigi hidrokarbon ve nikotin gibi zararli kimyasal maddelerin hiicre
membran gegirgenligi ve yapisi lizerinde olumsuz etkiler meydana getirerek korunma
mekanizmasini bozmasi ve kriyoprezervasyon uygulamasi sonrasi sperm morfolojisi
ve kromatin yapisinda daha ileri diizeyde hasar olusumundan dolay olabilir. Kontrol
ve sigara gruplarmin her ikisinde de, dondurma isleminden 1 ay ve 3 ay sonra ¢6zme
islemi uygulanan spermlerde DNA fragmantasyon oranlarinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik goériilmemistir. Bu da inceledigimiz siire ¢ercevesinde dondurma
isleminin spermler iizerinde meydana getirdigi zararli etkilerin dondurma siiresine
bagli olmadigin1 géstermektedir. Kriyoprezervasyon isleminin sperm tizerinde siireye
bagli degisiklik meydana getirip getirmedigini incelemek amaciyla 1 yil ve daha

uzun siirelerde dondurma-¢6zme islemi yapilmasi daha uygun olabilir.

Sonu¢ olarak yapmis oldugumuz detaylt histolojik, ultrastriiktiirel ve
histokimyasal ¢aligmada dondurma-¢dzme isleminin kontrol ve sigara gruplarinda
sperm ince yapisinda hasara ve DNA fragmantasyonu lizerinde anlaml1 artisa sebep
oldugu, ancak sigara grubundaki bu artisin kontrol grubuna gore anlamli derecede
fazla oldugu gosterilmistir. Yapmis oldugumuz 1 aylik ve 3 aylik dondurma-¢6zme
islemi sonrasinda istatiksel bir fark goriilmedigi ic¢in, yapilacak ¢alismalarda
dondurma iglemi siiresinin uzatilmasi, dondurma-¢6zme isleminin siireye bagh
olarak farkli etki meydana getirip getirmedigini anlamak agisindan gereklidir.
Uremeye yardimci tedavi islemlerinde kriyoprezervasyon isleminin daha verimli
olarak kullanilabilmesi icin, DNA fragmantasyonunun olusum mekanizmasin
anlamak amaciyla daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Sigara igenlerde dondurma-
¢ozme islemi uygulamasi sonrasi meydana gelebilecek DNA fragmantasyonu artisi
ve kullanilabilecek fonksiyonel sperm sayisindaki azalma g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Dondurma-¢ézme islemi sirasinda meydana gelen fiziksel ve
kimyasal stresi minimuma indirmek amaciyla kullanilacak olan kriyoprotektanlarin
yan1 sira bu stresi azaltabilecek yeni kimyasal maddelerin kullanimiyla ilgili

caligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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Sorumlu arastincihigint Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstittisd Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. Feriha ERCAN'In Ustlendidi ve 63renci Bio. Mehmet Serif
AYDIN'In yurutecegi 2009/2525- 8 protokol numaral "Sigara igenlerde dondurma-gézme igleminin
zamana bagli olarak sperm parametreleri, ince yapist ve hiicre dlima tzerine etkileri” baghkli tez

calismasi kurulumuzda incelendi.

Etik yonden bir sakinca tagimadidi gorulda, uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

Prof.Dr. A. Yagiz URES}
i.U. Farmakoloji ve Klini
Etik Kurul Bagkani

Prof.Dr. Berrin UNMIMAN
i.U. Kardiyoloji A.D. (Bsk. Yardim¢i

Olrgyt

Prof.Dr. Oguzhan COBAN
i.U. Néroloji A. IZ@/\/‘

Prof.Dr. Pinar SAIP
i.0. Onkoloji Enstitus( 4

Prof.Dr. Ahmet GUL
I.0. ic Hastaliklar A. D.

Prof.Dr. Rukiye Eker OMEROGLU
i.U. Cocuk Sag. ve Hast. A. D.
Uzm.Dr. Ahmet Riza URAS

Vakif Gureba E. ve Aras. Hst. Biyg

Dog.Dr. H. Hanzade DOGAN (T/Katiimad))

i.0. Cerrahpasa T.F. Deontoloji

Prof.Dr. Aysen BULUT (T.Katilmadi)
Halk Sadhg (Emekli)

Dog.Dr. Tufan TUKEK (T.Katiimadi)
Vakif Gureba E. ve Aras. Hst. i¢ Hast.

Prof.Dr. Unal KUZGUN (T.Katiimadi)
Sigli Etfal Egitim ve Aras. Hst. Ortopedi

Prof.Dr. Ahmet O. ARAMAN
I.U. Eczacilik Fakiiltesi Eczaci

.
Prof.Dr. DF(nir TIRYAKI
Biyofizik (Emekli)

Av. Dilek TEMiZ OZBEK
istanbul Universitesi

M. Kerim AKMAN
iiBF iktisat Balumi (Ozel)

s
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T.C.
SAGLIK BAKANLIGI
Tedavi Hizmetleri Genrehvitidirlogii

Say: : B.10 0THG.0.79.00.07/ }| A+ L 2L 3 12010
Konu: Tez Caligmalan

MARMARA UNIVERSITESI REKTORLUGUNE

ILG: 2).10.02.2010 tarih ve 2191 sayih yazmz,
b) 12.02.2010 tarih ve 2333 say1h yazmz.

flgi (a ve b)’de kayth yazlanmzda imiversiteniz saghk bilimleri enstitiisi yiksek
lisans oprencisi M. Serif AYDIN tarafindan-Prof. Dr. Feriba ERCAN danismanhginda
yiiriitiilen; “Sigara icenlerde dondurma-¢zme igleminin zamana bagl olarak sperm
parametreleri, ince yapis: ve hiiere 5limil Gzerine etkileri” ve yiiksek lisans dgrencisi Eren
SAHIN tarafindan Dog.Dr. $ule CATINEL damymanlifinda yariitilen “Varikosel olgulannda
dondurma-cézme isleminin zamana bagh olarak sperm parametreleri, ince yapisi ve hiicre
Slimi Gzerine etkileri” adlh ter caligmalarmmn yapilmasinda konu ile ilgili mevzuat
bulunmadifindan bahisle tezlerin gerefi ola araghrma sathammn yirGtilmesinde baz
tereddiifler olugtufzu belirtilerek Bakanhimiz goriginin istendifi anlagiimaktadur.
~ Bilindii Uzere saghk kurum ve kuruluglarnda yapilacak bilimsel aragtirmalarda,
aragtirmanin mahiyeti ve tiiriine bagh olarak bir takim hususlar gozetilmektedir. Bu itibarla,
soz konusu lisans fistii tez ¢ahigmalan geregi yapilacak aragtirmalardas
a) Yapilacak cahgmanin deneysel olmasi, .
b) Yapilacak ¢aliyma icin ilgili “Etik Kurul” onaymn alinmig olmast,
¢) Soz konusu dencysel calisma igin §zel olarak aynlms “dondurma tanka”
kullamlmas: gerekmektedir. .
d) Kesinlikle deneysel amaglar digmda (UYTE, bags, vb.) kullanilmasi yasaktir.
: Arastrmalann yiiriitiildagi merkezde, zikredilen sartlann ilgili tez galigmalanna )
fiphastran saglanmas: halifide arashrma ¢ergevesinde sperm dondurulmasinda mahsur
bulunmadigy miitalaa edilmektedir. ' '
Geregini bilgilerinize rica ederim.

Genel Miidiir Yarduneist V,
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