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OZET

Normozoospermik Infertil Hastalardan Farkh Secim Yontemleri ile Elde Edilen
Spermlerin Immiinohistokimyasal ve Elektron Mikroskobik incelenmesi

Amag: Normozoospermik infertil hastalardan, swim up, density gradient ve mikro akiskan
cip yikama yontemleri ile elde edilen spermlerin immiinohistokimyasal ve elektron
mikroskobik olarak incelemesi ve uygun yikama yontemin belirlenmesi amaglandi.
Yontem: 20 normozoospermik infertil hastaya ait semen parametreleri degerlendirildi.
Semen oOrnekleri, density gradient, swim up ve mikro akiskan ¢ip yontemleri i¢in 4 esit
hacime ayrilarak gruplandi. Gruplara ait spermlere kromatin kondensasyon defektlerinin
belirlenmesi i¢in anilin ve toluidin mavisi boyamalari, sperm DNA fragmantasyonunun
(SDF) belirlenmesi i¢in TUNEL boyamasi uygulandi. Hiicre i¢i ROS seviyeleri flow
sitometri ile ince yap1 degerlendirmesi ise elektron mikroskobik olarak yapildi.

Bulgular: Konsantrasyon degerlendirmelerinde, swim up (45,65M/ml) ve mikro akiskan
cip (46,90M/ml) yontemleri ile benzer sayida sperm elde edilirken, density gradient
(55,55M/ml) yontemi ile anlamli olarak yiiksek sayida sperm elde edildi (P<0.0001).
Mikro akiskan ¢ip ile normal morfolojili (%19,45) ve ileri hareketli sperm orani (%83,55)
diger yontemlere gore anlamli olarak yiiksek bulundu (P<0.0001). Bununla beraber a sinifi
hareketteki artis da diger yontemlere gore mikro akiskan ¢ip ile anlamli olarak daha yiiksek
belirlendi (P<0.0001). Sperm kromatin kondensasyon defekti ve SDF yilizde oran1 mikro
akiskan ¢ip yonteminde anlamli olarak diisiik bulundu (P<0.0001). Hiicre i¢ci ROS
analizlerinde DCFH ile boyanan sperm sayist mikro akiskan ¢ip yonteminde anlamli olarak
en diisik (%7,45) hesaplandi (P<0.0001). Elektron mikroskobik olarak tiim yikama
yontemlerinde, graniiler kromatinin ve apopitozun azaldigi ayrica density gradient
yonteminde akrozomal diizensizliklerin daha sik oldugu gorildii.

Sonu¢: Bu calismanin sonuglari; asilama tedavisinde mikro akigkan ¢ip yonteminin,
density gradient ve swim up yikama yontemlerine gore daha etkili bir yontem oldugunu
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Sperm secim yontemleri, DNA fragmantasyonu, ROS, Elektron

mikroskobu.



ABSTRACT

Immunohistochemical and Electron Microscopic Analysis of The Normozoospermic
Infertile Patients’ Sperms Obtained By Different Selection Methods

Objective: In normozoospermic infertile patients, we aimed to investigate
immunohistochemical and electron microscopic examination of sperm obtained by swim
up, density gradient and microfluidic chip methods as well as to determine the ideal
method.

Method: Semen parameters of 20 normozoospermic infertile patients were evaluated.
Each patient’s semen was grouped into four equal volume, for density gradient, swim up
and microfluidic chip method. Aniline and toluidine blue staining were used to identify
chromatin condensation defects and TUNEL staining was used for sperm DNA
fragmentation (SDF). ROS levels were determined by flow cytometry and fine structure
evaluation by electron microscopy.

Results: Evaluation of concentration, swim up (45.65M/ml) and micro fluid chip (46,90
M/mL) was achieved with a small number of similar and sperm density gradient
(55,55M/mL) significantly higher number of sperm was obtained (P<0.0001). Microfluidic
chip method was found to be significantly higher in normal morphology and motion
evaluations (P<0.0001). However, the rate of increase of class a movement was
significantly higher after microfluidic chip method (P<0.0001). Sperm chromatin
condensation defect and SDF were found to be significantly lower in the microfluidic chip
method (P<0.0001). In ROS analysis, the number of sperm stained with DCFH was
calculated to be the lowest (7.45%) in the microfluidic chip method (P <0.0001). When the
methods were examined by electron microscopy, it was seen that granular chromatin and
apoptosis decreased and acrosomal irregularities were more frequent in the density
gradient method.

Conclusions: The results of this study show that sperm obtained by microfluidic chip
method may be more effective at insemination treatment than density gradient and swim

up methods.

Keywords: Sperm selection methods, DNA fragmentation, ROS, Electron microscopy.
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Tez Denetleme Listesi
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Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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1. GIRIS
1.1. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan sperm {iretim ve gelisim siirecidir.
Spermlerin iiretildigi bu siiregte kompleks bir seri olay gergeklesmektedir. Puberteden kisa
bir siire Oonce, hipofizer gonodotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisi ile baglar ve
yasam boyu devam eder. Spermatogenez ii¢ ayri1 faza ayrilmaktadir; spermatogonyal faz,
spermatosit fazi (mayoz) ve spermatid fazi (spermiyogenez) (Ross 2014).

1.1.1. Spermatogonyal Faz

Spermatogonyum, testis dokusunda bazal lamina {izerinde yer alan, yaklasik 12 p
capindaki kok hiicrelerdir. Bu hiicreler mitoz ile boliinerek kendi yerlerine gegecek olan
hiicrelere ve primer spermatositlere faklilasacak olan spermatogonyum toplulugunu
olustururlar (Ross 2014).

Seminifer tiibiil epitelinde yer alan sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
bulundugu bazal kompartmanda yerlesik 2 tip hiicre mevcuttur; spermatogonyum A ve
spermatogonyum B (Abraham 2006). Kok hiicrelere kaynak olusturacak sekilde cogalan A
tipt (koyu) spermatogonyumlarin bir kismi, kdk hiicre toplulugunu terk ederek her biri
daha iyi farklanmis A tipi (agik) spermatogonyum dizilerine kaynak olustururlar. Bu A tipi
(acik) spermatogonyumlarinda son bdliinmesinden sonra B tipi spermatogonyumlar
meydana gelir. B tipi spermatogonyumlarin daha sonra mitoz boliinme gecirmeleri ile
primer spermatosit meydana gelir. Primer spermatositler, spermatogenezin, mayoz fazinin
baslangicini olustururlar (Cizim 1.2) (Ross 2014).

1.1.2. Spermatosit Fazi1 (Mayoz):

B tipi spermatogonyumlarin mitotik boliinme gegirerek primer spermatositleri
meydana getirirler. Primer spermatositlerin olusumundan kisa bir slire sonra DNA
replikasyonu gergeklesir; boylece her spermatosit iki katt DNA (4c¢) ve normal sayida
kromozom (2n) igerir. Yaklasik 22 giin siiren Mayoz 1 ile DNA miktar1 ve kromozom
sayis1 yaritya diiser. Birinci mayoz bdliinme ile olusan sekonder spermatosit haploid
kromozom (n) ve 2c¢ miktarda DNA igerir. Birinci mayozun profazinda paternal ve
maternal DNA’nin homolog kisimlart birbiriyle kars1 karsiya gelir ve kardes olmayan
kromatidler arasinda krossing over baslar. Boylece genetik c¢esitlilik saglanmis olur
(Abraham 2006). Sekonder spermatosit DNA sentezi olmadan ikinci mayotik boliinmenin
profazina gecer. Metafazda kardes kromatidler ayrilir ve bdliinme tamamlandiginda In
kromozom ve 1lc¢ miktarda DNA igeren iki haploid spermatid olusur (Ciziml.1)(Ross

2014).
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Cizim 1.1. Spermatosit Faz1 (mayoz)

1.1.3. Spermatid Fazi (Spermiyogenez):

Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir. Spermatidler erkek DNA’sini
ovuma aktarmak i¢in son derece 6zellesmis hiicreler olan spermatozoaya doniismektedir.
Bu asamada hiicre boliinmesi gerceklesmez, yuvarlak spermatidler morfolojik degisime
ugrar ve boyutlar1 yaklasik 7-8 p ¢apinda spermiyumlara olgunlasirlar (Menscher 2015) ve
seminifer tiibiiliisiin liimenine salgilanirlar. Spermiyogenezde ayrica spermlerde kromatin
yogunlagsmasi gerceklesir ve spermlerde yer alan somatik histonlar sperme 6zgii olan
protamin proteinleri ile yer degistirirler (Oko 1991). Spermiyogenez ii¢ faza ayrilir:

A. Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasinda belirgin bir golgi kompleksi,
mitokondriyonlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum bulunur.
Golgi kompleksinden gelisen kii¢iik PAS+ proakrozomal graniiller vezikiiller i¢inde birikir
ve spermatidin ¢ekirdeginin oniinde gelisen tek bir akrozomal vezikiilii ve akrozomal kepi
olustururlar.

B. Akrozom Fazi: Akrozom fazinda spermatidin kondanse olan (yogunlasan)
niikleusu yassilagir ve uzar. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kenarindan
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spermatidin arka kutbuna dogru uzanan silindirik bir kilif olan manseti olustururlar.
Flagellumun gelisimini 6nceden baslatmis olan sentriyoller, ¢ekirdegin arka yiizeyine
taginirlar. Daha sonra sentriyoller spermin boyun kismini olusturmak tizere modifiye
olurlar. Cekirdege tutunan sentriyollerden 9 fibril yapisi gelisir ve kuyrugun i¢ine dogru
dis yogun fibrilleri olustururlar. Cekirdegin flagellumla birlestigi proksimal ve distal
sentriyolden olusan bu bolgeye baglanti parcast denmektedir (Ross 2014).
Mitokondriyonlar da flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak orta parga adi
verilen kalinlasmis bolgeyi olustururlar. Bu bdlge spermiyumlarin hareket etmesi i¢in
gerekli olan enerjinin bulundugu yerdir (Oko 1991). Akrozom; hyalunoridaz,
noraminidaz,asit fosfotaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimleri barindiran 6zellesmis bir
lizozom gibi iglev goriir. Spermatozoonlar bir oositle karsilastiginda akrozom dis zari
bir¢cok bolgede plazma zar1 ile kaynasir ve akrozom enzimleri hiicre disina salinir. Bu olay
akrozom reaksiyonu olarak bilinir ve déllenmenin ilk basamagidir (Abraham 2006).

C. Olgunlasma Fazi: Protaminler, spermatogenezin ge¢ haploid fazinda DNA’y1
paketleyen histonlar ile yer degistiren kiiclik, lizin ve arjininden zengin, cekirdek
proteinleridir. Somatik histonlar protaminlerle yer degistirdiginde ¢ekirdek kromatinlerinde
yogunlasma gercgeklesir. Bu da spermin genomik DNA'sin1 sabitler ve korur. Somatik
histonlarin protaminlerle yer degistirmesinin ardindan, niikleozomlar kaybolur ve ¢ekirdek
materyalini yogunlagtirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilirler. Cekirdek uzar ve
yogunlagir, manset kaudal yonde go¢ eder. Olgunlagsma, g¢ekirdek yogunlasip, manset
dagilmaya basladiginda ve dis yogun lifler tamamen organize oldugunda tamamlanir

(Abraham 2006).
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Cizim 1.2. Spermatogeneze ait sematik ¢izim, spermatogenik hiicrelerin klonal dogasini
gostermektedir (Dym M, Fawcett DW. Further observations on the numbers of
spermatogonia, spermatocytes, and spermatids connected by intercellular bridges in the

mammalian testis. Biol Reprod 1971; 4:195-215).



1.2. Epididimal Olgunlasma

Kaput, korpus ve kauda kisimlarina ayrilan epididimis boyunca sperm olgunlagmasi
ve transportu gerceklesmektedir.

Spermin korpustan kaudaya transportunun, epididimis duvarinda yer alan diiz
kaslarin kontrasksiyonuyla meydana gelen spontan dalgalarin bir sonucu oldugu
distiniilmektedir (Harper 1982). Epididimal transport boyunca, spermlerin protein
kazanimi ve kompleks membran sekillenmesi gibi fonksiyonunun yeniden sekillendigi,
diizenli olarak degisen bir ¢evreye maruziyeti s6z konusudur (Cooper ve Yeung 2006).
Epididim epitelinden bazi molekiiller salgilanmakta ve bu molekiiller sperm yiizeyinden
absorbe edilmektedir, ayn1 zamanda yiizeyden absorbe edilmis proteinlerin konumlari
degismekte yada maskelenmektedir. Benzer 6zellikler edinilen olgunlasma boyunca sperm
ilerleyici hareket, yumurtay1 fertilize etme ve yumurtaya baglanma kabiliyeti
kazanmaktadir (Bjorndahl ve dig. 2005).

Insanda bu siire¢ kemirgenlerle (10-31 giin) kiyaslandiginda (2-6 giin) hizh
ger¢eklesmektedir (Cornwall 2009).

Cogu memelide kauda kisimi ejakiilasyona kadar spermin depolandigi bir boliim
olarak bulunmaktadir. Uzun siireli depolanmasi boyunca lokal sekretuvar {iriinlerle iligkili
ve diisiik sicakligin bulundugu androjen bagimli ¢evrede bir takim faktorler spermi
etkilemektedir (Bjorndahl ve dig. 2005). Biitiin bu degisikliklerde spermin fertilizasyon
kapasitesinin bir gostergesidir.

1.2.1. Sperm Kromatin Kondensasyonu

Spermiyogenezde, histonlarin biiyiik bir boliimii protaminlerle diizenli bir sekilde
yer degistirmektedir. Protaminler, spermatogenezin ge¢ haploid fazinda DNA’y1
paketleyen histonlar ile yer degistiren kii¢iik, arjininden zengin, ¢ekirdek proteinleridir.
Pozitif yiikli protaminler ile negatif yiikli DNA iskeleti arast kuvvetli etkilesim
baglanmay1 kolaylastirarak kromatin yogunlasmasina sebep olmaktadir (Cizim1.3) (Sakkas
ve dig. 1999). Spermiyogenez baslangicinda haploid spermatidler tipik bir niikleozomal
kromatin yapis1 gosterirler. Bu evrede bol miktarda nonribozomal RNA transkripsiyon
aktiviteleri vardir. Ancak spermiyogenezin ileri ki sathalarinda klasik niikleozom yapisi
nedeniyle var olan boncuk dizilimi seklindeki kromatin yapis1 yerini diiz kromatin liflerine
birakir. Bu yap1 yan yana iplikcikler tarzinda toplanir ve artik transkripsiyon yapmazlar
(Torok 1985). Spermatogenez sirasinda kromozomal proteinler lizerinde yapilan ¢caligmalar
spermatosit ve erken evre spermatid kromatinlerinin somatik histonlar ve testise spesifik

histon 1 (TH1) ve testise spesifik histon 2B (TH2B) ile sarili oldugunu ancak ileri evre
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spermatidlerde gegis proteini 1 (TP1) ve gecis protein 2 (TP2) gecis proteinlerinin, daha
ileri evrede ise P1 ve P2 (protaminler) proteinlerinin yer aldigini gostermistir (O’Donovan
ve dig. 1993). Sonug olarak protaminlerin ilavesi ile olduk¢a yogun, ¢oziinmeyen ve stabil
kromatin serileri olugsmaktadir. Kondensasyonu tamamlanmis sperm kromatini, erkek ve
disi iireme sistemleri arasinda babaya ait genomun taginmasi sirasinda genetik biitiinligi
korumaktadir (Agarwal ve dig. 2003).

Basarili bir fertilizasyon i¢in sperm hiicresinde yer alan histon proteinlerinin
protaminlerle yer degistirmesi ve ileri derecede paketlenmesi gerekmektedir. Ayrica bu
olay spermin progresif (ilerleyici) hareketi icin gereken ¢ekirdek sekillenmesini
kolaylastirirken, sperm genomunu oksitlenmekten ve disi lireme sistemi igerisindeki zararl
molekiillerden de korumaktadir (Yamauchi ve dig. 2011). Ayrica spermin yapisindaki
protaminler oositin mayozu tamamlamasi ve basarili bir fertilizasyon icin gereklidir.
Fertilizasyon sirasinda, olgun sperm genomuna ait protaminler ile metafaz II’de
baskilanmis oosit genomundaki histonlar yer degistirirler. Boylece oosit metafaz 1I’yi
tamamlar ve polar body atilir (Oliva 2006, Santos ve dig. 2002). Protamin seviyesindeki
herhangi bir anormallik sperm DNA’sinda hasara ve fertilizasyonun etkilenmesine neden

olabilir (Ollero ve dig. 2001).
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Cizim 1.3. Kromatinin yeniden paketlenmesi: somatik hiicrelerde ki solenoit dongiiden
(solda), spermde goriilen halka dongiliye dogru kromatinin yeniden paketlenme modeli

(Nat Gen 28: 10-12’den modifiye edilmistir ).



1.2.2. Sperm DNA Hasar1 Mekanizmasi

Spermlerde farkli kromatin anomalileri bulunmaktadir;

1) Tek sarmal yada ¢ift sarmal DNA formundaki sperm DNA’sinin fiziksel
biitlinliiglindeki zedelenmeleri.

2) Histon protamin degisimine ve DNA yogunlagmasina etki edebilecek cekirdek
protein bozukluklari.

3) Degismis kromatin yapilanmasina sebep olan yapisal kromatin anomalileri.

Cevresel etkenler, gen mutasyonlar1 ve kromozom anomalileri, spermatogenez
boyunca meydana gelen fertilite ile ilgili anormal kromatine yol agabilen tiim
biyokimyasal olaylar1 etkileyebilmektedir (Evenson ve dig. 2002). Sperm DNA hasari
onemli Olctlide oosit tarafindan tamir edilebilse de (Genesca ve dig. 1992) bu hasar biiyiik
oldugunda, oosit normal gelisimi saglamak i¢in yeterli tamir kapasitesine sahip
olmayabilir.

Sperm DNA pargalanmasi ve/veya bozulmus kromatin biitiinligi ile iligkili
bulunmus ¢ok ¢esitli cevresel faktor vardir. Bu nedenler arasinda; sigara igme (Potts ve
dig. 1999), 151n (Arnon ve dig. 2001), kemoterapi (Chatterjee ve dig. 2000, Morris 2002)
l6kositospermi (Alvarez ve dig. 2002, Erenpreiss ve dig. 2002, Saleh ve dig. 2003)
varikosel ve kanser (Kobayashi ve dig. 2001) bulunmaktadir. Sperm dondurma teknigi gibi
uygulamadan kaynaklanan sebebler bile sperm DNA hasar1 ile iliskilendirilmistir
(Donnelly ve dig. 2001, Larson-Cook ve dig. 2003). Bu gibi durumlarin yol actigi sperm
DNA hasarlarinin veya kromatin anomalilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam
olarak anlasilamamistir. Giinlimiizde 3 ana sebepten dolay1 oldugu diistiniilmektedir;
1-Kromatin paketlenmesinde olugan anomaliler
2- Reaktif oksijen tiirleri
3- Apopitoz
1. Kromatin Paketlenmesinde Olusan Anomaliler:

Daha oOnce bahsedildigi gibi spermatogenez boyunca sperm kromatinleri,
histonlarin protaminlerle yer degistirdigi ve olduk¢a 6nemli bir basamak olan yeniden
sekillenmeye girerler. Kromatinin yeniden sekillenmesi DNA topoizomeraz 2 enzimi
(topo 2) ile ve histon hiperasetilasyonu sonucu kromatinin gevseyip agilmasiyla
koordinasyonlu bir sekilde gerceklesmektedir. Sperm DNA’sinda ortaya ¢ikan dongiisel
stresi azaltmak i¢in kromatinin gevseyip acilmasi ile gecici DNA kiriklar1 olusmaktadir
(McPherson ve dig. 1993). Normalde olusan DNA kiriklar1 spermatogenez ve ejakiilasyon

tamamlanmadan topo 2 tarafindan tamir edilmektedir. Ancak kiriklar tamir edilmezse
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ejakiilattaki spermlerde DNA fragmantasyonlar1 goriilebilmektedir (Muratori ve dig.
20006).
2. Reaktif Oksijen Tiirleri :

Yiiksek seviyedeki reaktif oksijen tiirleri (ROS) sperm DNA hasar1 ile
iliskilendirilmektedir (Barroso ve dig. 2000). Diisiik seviyelerdeki ROS, sperm
olgunlagmasi, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonu gibi fonksiyonlarin gergeklesmesinde
onemli bir yere sahiptir (Lamirande ve dig. 1999). Seminal plazma sperm DNA’sim
korumada yardimci olan antioksidanlar1 icermektedir (Twigg ve dig. 1998). Ancak seminal
plazmada ve erkek iireme sisteminde antioksidan kapasiteyi asan miktarda ROS
iiretidiginde, hiicre ve DNA hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (Aitken ve dig. 2001, Lamirande ve
dig. 1999, Alvarez ve dig. 2002, Erenpreiss ve dig. 2002, Fischer ve dig. 2003). DNA
fragmantasyonu ile ROS arasinda pozitif bir korelasyon oldugu sdylenmektedir (Barosso
ve dig. 2000). infertil erkeklerin semenleri incelendiginde, bu bireylerin yaklasik %25’inde
yiksek seviyelerde ROS tespit edilmektedir (Zini ve dig. 1993). Semendeki ROS’un
kaynag1 16kositler, immatiir ve anormal basli spermlerdir (Ollero ve dig. 2001, Aitken ve
dig. 1992).

3. Apopitoz:

Apopitozun yeterli olmamasi sonucunda sperm DNA hasar1 ortaya ¢ikabilmektedir.
Apopitoz tiim viicutta goriilen programli hiicre 6liimii siirecidir. Apopitoz testislerde germ
hiicrelerinin fazla iiretimini engellemek ve zarar gdrmiis germ hiicrelerini ortadan
kaldirmak i¢in ger¢eklesen normal bir siirectir (Sinha ve dig. 1999). Sertoli hiicreleri sinirh
bir sayida germ hiicrelerini destekleyebilmektedir. Bu nedenle germ hiicrelerini sinirli bir
saytya indirgemek gerekmektedir (Rodriguez ve dig. 1997). Bu apopitotik yolagin sertoli
hiicreleri tarafindan salgilanan Fas ligand (FasL) ile germ hiicrelerinin ylizeyinde bulunan
Fas proteininin etkilesimi ile basladigi 6ne siiriilmektedir (Lee ve dig. 1997). Ancak, son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda FasL. defekti olan farelerin germ hiicrelerinde de apopitoz
goriilmesi durumunun her zaman bdyle olmadigini gostermektedir (Hikim ve dig. 2003).
Kotli seminal parametreleri olan hastalarda, siklikla semendeki spermlerin Fas
ekspresyonunun yiiksek yiizdelerde oldugu gosterilmistir (Sakkas ve dig. 1999). Bu durum
DNA hasar1 olan ve Fas ekspresyonu gdsteren spermlerin apopitoz basladigr halde
apopitotik yolak tamamlanmadig1 i¢in ‘basarisiz apopitoz’ gegirdikleri fikrinin olugsmasina
yol acmustir (Sakkas ve dig. 2003). Baz1 calismalar DNA hasari, Fas ekspresyonu ve
apopitozun diger belirtecleri arasinda bir iliski olmadigin1 gosterdiginden bu teori

tartismalidir (McVicar ve dig. 2004, Oliva ve dig. 2006). Ilging bir sekilde, son zamanlarda
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fonksiyonel kayiplarin arastirildigi ¢alismalar, DNA hasarinin spermatogenez boyunca
kontrol edildigini, bu kontrol mekanizmasinin mismatch tamir genleri ve p53 geni ile
iligkili olabilecegini gostermektedir (Paul ve dig. 2007).

1.2.3.Sperm DNA Biitiinliigiinii Belirleyen Testler

Sperm DNA biitiinliigiinii degerlendirmek icin giderek artan sayida bir ¢ok test
gelistirilmistir.  Sperm DNA  biitiinliiglinii  belirlemede kullanilan bu testlerin
mekanizmalar1 birbirinden farklilik gostermektedir. Bu testlerden bazilar1 sperm kromatin
anomalilerini bazilar1 ise direk olarak DNA ipligindeki kirilmalar1 6l¢gmektedir.

Sperm Kromatin Yapt Analizi (SCSA):

SCSA ilk olarak 25 yil 6nce tanimlanmistir (Evenson ve dig. 1980). Bu tahlilin
temeli kromatin anomalisi olan sperm kromatinlerinin asid ve sicaklik denatiirasyonuna
daha yatkin olmasi durumuna dayanmaktadir (Darzynkiewicz ve dig. 1975, Rilger ve dig.
1969). Akridin Orange’in metakromatik 6zelligini kullanarak SCSA sperm DNA’sinin asid
kaynakli denatiirasyonunun duyarliigimi 6lgmektedir. Flow sitometri kullanilarak
hiicrelerin asitle muamele edilmesi sonucu Akridin Orange’in metakromatik 6zelliginden
kaynaklanan yesilden kirmiziya renk gecisi ile birlikte DNA denatiirasyonunun derecesi
belirlenebilmektedir (Darzynkiewicz ve dig. 1975, Evenson ve dig. 1980). SCSA
kullanilarak elde edilen parametreler ¢alismalarda bir DNA denatiirasyon 6lgiisii olan DNA
fragmantasyon gostergesi olarak belirtilmektedir.

Akridin Orange Testi (A0):

Akridin Orange’in yesilden kimiziya renk gecisiyle metakromatik o6zelligi
kullanilarak DNA denatiirasyon duyarliligmin o6lciimesidir. Bu 6zelligi ile SCSA ile
benzerlik gostermektedir. Ancak bu yontem SCSA’dan daha basit ve daha ucuzdur. Ciinkii
dogrudan floresan mikroskobuyla gozlem yapilabilir. SCSA gibi flow sitometri
kullanilmasina ve 6zel SCSA tekniklerine ihtiyag duyulmamaktadir (Tejada ve dig. 1984).
Ancak renklerin belirsiz olmasi, ¢abuk solma, heterojen boyanma gibi bir takim
olumsuzluklar mikroskop ile inceleme sirasinda zorluklara yol agabilmektedir (Chohan ve
dig. 2006).

Toluidin Mavisi (TB):

Toluidin mavisi sperm kromatin biitiinliiglinii belirlemede kullanilan temel
boyalardan biridir. Gevsek paketlenmis kromatinli veya bozuk DNA’l1 spermin artik
fosfatlar toluidin mavisi gibi temel boyalarla boyanmaya daha yatkindir. Bu yiizden, 151k

mikroskobundaki incelemelerde goriilen boyanmamis ya da acik renkli spermler normal
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kromatin kondensasyonuna sahip olarak degerlendirilirken mavi, mor boyananlar hasar
gormiis, kromatin kondensasyon defektli spermler olarak degerlendirilmektedir.
Anilin Mavisi (AB):

Sperm DNA biitiinliigiinii degerlendirmede kullanilan asidik boyalardan biridir.
DNA’s1 hasar gormiis spermler genellikle histon proteinlerinin kalintilarini igerirler. Bu
kalintilar DNA paketlerinin daha gevsek olmasina yol agmaktadir. Gevseyen kromatin
paketleri, niikleoprotein gruplarina ulasimi artirarak DNA’y1 anilin mavisi gibi asidik
boyalarla boyanmaya egilimli bir hale getirmektedir (Auger ve dig. 1990, Dadoune ve dig.
1988).

TUNEL:

TUNEL sperm DNA kirilma miktarii direkt olarak gostermede kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemde deoxyuridine triphosphate (dUTP), Tdt enziminin katalizorligl esliginde tek
iplikli ve ¢ift iplikli DNA kiriklariya birlestirilmektedir (Gorczyca ve dig. 1993). dUTP ile
birlestirilmis DNA kiriklar1 isaretlenerek 151k mikroskobu, floresan mikroskobu veya flow
sitometri ile gézlenip Olciilebilmektedir. Daha sonra spermler TUNEL pozitif ve TUNEL
negatif olmak iizere gruplandirilarak toplam sperm populasyonuna gore ylizdeleri
belirlenir.

In Situ Nick Translasyon Analizi (NT):

NT analizi TUNEL analizine benzer olarak DNA kiriklarindaki dUTP
birlesmelerini hesaplamaktadir. Ancak TUNEL’de yer alan hem ¢ift hem tek iplikli DNA
kiriklarinin analizinden farkli olarak NT analizinde sadece tek iplikli DNA kiriklart DNA
polimeraz enzimi ile belirlenmektedir. Diger analiz yontemleri ile karsilastirildiginda basit
bir test olmasina karsin hassasiyeti daha azdir (Tigg ve dig. 1998).

Tek Hiicre Jel Elektroforez Analizi (COMET):

Tek hiicre jel elektroforez (Comet) analizi sperm DNA kiriklarint dogrudan
degerlendiren farkli bir testtir (Haines ve dig. 1998). Kromatin yapist ¢Oziinmiis sperm
agaroz jelde slispanse edilerek elektroforetik bir yogunluga maruz birakilmakta daha sonra
DNA baglayan floresan bir boya ile boyanmakta ve goriintiilenmektedir. Diisiik molekiiler
agirlikli DNA, hem tek iplikli hemde ¢ift iplikli DNA’nin kisa pargalari, elektroforez
boyunca karakteristik ‘comet’ kuyrugu seklinde birikmektedir. Yiiksek molekiiler
agirliktaki DNA segmentleri ise birikmemekte ve comet’in bas kisminda bulunmaktadir.
Goriintiileme ile kuyruk uzunlugu ve floresan yogunlugu olarak olciilmekte ve DNA

kiriklar1 fazla olan spermlerde bu 6l¢iim yiiksek olmaktadir (Klaude ve dig. 1996).
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1.3. Sperm Yapisi

Son derece 6zellesmis olan sperm hiicresi, bas ve kuyruk kismi olmak {izere iki ana
kistma ayrilmistir. Sperm hiicresinin bas kismi1 akrozom, cekirdek, sitoplazma ve
sitoskeletal yapilar1 igerir (Sutovsky ve Manandhar 2006).

Oositin zona pellusidasiyla sperm etkilesiminde rol alan akrozomun igerdigi
proteazlar ve reseptorler akrozom ekzositozunun baslangicina kadar inaktif kalirlar. I¢ ve
dis akrozomal membranlar sik1 akrozom matriksinin etrafinda yapisal desteklik saglarlar.i¢
membran oldugu gibi kalirken, dis membran akrozomal eksositoz siirecinde kaybolur.
Ekvatoral bolgede (akrozomun posterioru), spermin, yumurta hiicre zarina ilk baglanma
asamasinda rol oynayan reseptorleri icerdigi bildirilmistir (Oko ve Stovsky, 2009).

Spermin post akrozomal bas kisminin, oosit aktivasyonu ve zigot gelisiminin
baslangiciyla iliskili sinyal proteinlerini eksprese ettigine inanilmaktadir (Sutovsky ve dig.
2003).

Flagellum, dynein kollariyla biribirine bagl simetrik diizenlenimdeki mikrotiibiil
ciftlerini ve merkezi tiibiil ¢ifttini igermektedir. Sperm aksonemini 9+2 mikrotiibiil formu
olusturmaktadir (Turner 2006). Kuyruk ince yapisi proksimalden distale dogru; baglanti
parcasi, orta parga, esas par¢a ve son parg¢a olarak 4 kisima ayrilmaktadir (Cizim
1.4)(Fawcett 1975).

Baglant1 parcasi kuyruk ve bag kismin1 baglar ve kuyruk boyunca devam eder.

Orta par¢ada mitokondriyonlar sarmal bir sekilde yer alir. Sperm metabolizmasi
icin gerekli olan enerji bu bolgeden saglanmaktadir.

Esas parca fibroz kilifin iki longuitidinal siitunu ile cevrilidir. Fibroz kilif esas
parcaya 6zeldir ve dis yogun fibrillere ek destek saglar.

Son par¢a kuyrugun terminal kisminmi olusturur ve sadece hiicre zari ile ¢evrili

axonemal ciftleri igerir (Turner 2006).
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Cizim 1.4. Sperm yapisi.

PM, Plazma membrane; MS, Mitekondriyal kilif; ODF, Dis yogun fibriller; DA, Dynein
kollar1;; CMD, Merkez mikrotiibiil ¢iftleri; RS, radial ¢ubuklar; LC, longitudinal siitunlar;
FS, Fibroz kilif. Sekil Turner (2006)’dan uyarlanmastir.
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1.4. Erkek infertilitesi

1978°de elde edilen ilk basarili in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamasindan beri,
IVF infertilite i¢in etkili bir yontem haline gelmistir (Edwards ve dig. 1980). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO, 2013) infertiliteyi, iki yil siire ile diizenli korunmasiz cinsel iliski sonrasi
cocuk sahibi olamama olarak tanimlar. Gliniimiizde, erkek faktorii infertilitenin ana
nedenlerinden biridir. Erkek kisirliginin baslica nedenlerini; varikosel (%25), genital kanal
tikaniklig1 (%15), testis yetmezligi (%15), kriptorsidizm (%14), idiyopatik (%12), genetik
durumlar (%38), enfeksiyonlar (%3), ejakiilasyon disfonksiyon (%3), hormonal fonksiyon
bozuklugu (%2), immiinolojik kosullar (%2), kanser (%0.5) ve sistemik hastaliklar (%0.5)
olusturmaktadir (Esteves ve dig. 2011). Erkek iireme potansiyelini teshis etmek icin taniya
yardimci bir cok method mevcut olmasina ragmen bunlar kisith kalmaktadir. En yaygin
olarak kullanilan WHO’ne ait konvansiyonel semen analiz degerleri Cizelge 1.1°de
verilmistir. Bu bilgiler in vivo kosullarda erkek partnerin baba olabilirliginin klinik olarak
anlasilabilmesine yardimci olmaktadir (Silber ve dig. 1989). Semen paremetreleri, 6rnegin
sperm morfolojisi, spermin penetrasyon yetenegi ve embriyo gelisimi hakkinda bilgi
saglasa da infertilite i¢in mutlak bir gosterge olusturmamaktadir (Barratt ve dig. 1995,

Barros ve dig. 1983, Maettner ve dig. 2013).

Cizelge 1.1. WHO’e ait semen parametreleri ve referans degerler (2010).

Parametreler Referans degerler
Semen hacmi (mL) >1,5
Toplam sperm sayisi (milyon) >39

Sperm konsantrasyonu ( milyon/mL) >15
Toplam hareketlilik (%) >40

fleri hareketlilik (%) >32
Canlilik (canli spermler, %) > 58

Sperm morfolojisi (normal formlar, %) >4

pH >72
Peroksidaz pozitif 16kositler (milyon/mL) <1.0
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Tiim infertil ¢iftlerin yaklasik yarisinda erkek faktorii bulunmaktadir. Seminal
hacim, pH, sperm sayisi, sperm hareketi ve morfolojisini kapsayan rutin semen analizleri
erkek faktor degerlendirmesi icin hala degerli bir yontemdir. Ancak erkek infertilitesine
sahip hastalarin yaklagik % 15'i normal semen analizine sahiptir (Agarwal ve dig. 2005) ve
bu durum gostermektedir ki rutin semen analizi (Centola ve dig. 1996) sonucu ile erkek
infertilitesi ile ilgili kesin bir tan1 yapilamayabilir. Gegtigimiz on yil i¢inde erkek faktor
infertilitesinde sperm DNA biitlinliigiliniin roliinii arastiran ¢alismalarin orani artmistir ve
rutin semen analizlerine gére sperm DNA biitlinliigliniin erkek faktor infertilitesinin daha
iyi bir belirleyicisi olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Fertil erkeklere gore infertil erkeklerin
spermlerinde daha yiliksek oranda DNA hasar1 mevcuttur ve bu DNA hasarinin
fertilizasyon potansiyeli lizerinde olumsuz etkisi bulunmaktadir (Evenson ve dig. 1999,
Guzick ve dig. 2001, Kodama ve dig. 1997). Yiiksek oranda sperm DNA hasar ile
azalmis sayi, hareketlilik veya normal morfoloji gibi zayif seminal parametreler genellikle
koreledir (Irvine ve dig. 2000, Lopes ve dig. 1998). Ayrica normal semen parametrelerne
sahip erkeklerin %8’in de sperm DNA hasar1 bulundugu bildirilmektedir (Zini ve dig.
2001).

Erkek subfertilitesi i¢in ana secenek yardimla iireme teknikleri (YUT); intra
uterin inseminasyon (IUI), in vitro fertilizasyon (IVF) ve intra stoplazmik sperm
enjeksiyonunu (ICSJ) icerir. Semen kalitesine ve klinik tabloya gore hastalar IUI, IVF veya
ICSI’ye yonlendirirlirler.

Giintimiizde kaliteli sperm se¢imi icin sik1 kurallar bulunmamakta ve genellikle her
klinik, semen ozellikleri i¢in kendine 6zel kriterler belirlemektedir (Jones ve dig. 2012).
Spermatozoa kalitesi IVF’in basarisin1 belirlemede 6nemli bir faktordiir (Aitken ve dig.
1984; Donnely ve dig. 1998, Evenson ve dig. 2007, Lewis ve dig. 2005). Ancak embriyo
gelisimini etkileyebilen paternal faktorlerle ilgili bilgiyi basit semen analizleri her zaman
saglayamaz (Tesarik ve dig. 2002). Konvansiyonel semen parametreleri (hacim, sperm
sayisi, hareket veya morfoloji) in vitro blastosist oranmi veya fertilizasyonu
belirleyememektedir (Benchaib ve dig. 2003, Seli ve Saklas 2005). Ayn1 zamanda, sperm
DNA biitlinliigli veya kromozomal anomaliler semen analizleri ile rutinde ¢alisiilmamakta
fakat erkek infertilitesinin tedavisi ve tanist i¢in olduk¢a Onem tagimaktadir. Kromatin
defekti, DNA hasari, andploidi, mikrodelesyonlar ve mutasyonlar gibi genetik faktorlerle
paternal etki iligkili olabilir (Seli ve Sakkas 2005) Bunun yani sira, DNA hasar1 yiiksek

seviyede olan spermatozoa ile oosit fertilize olabilmekte, etkilenmis embriyo gelisimi
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gergeklesebilmektedir (Avendano ve dig. 2010). 2004’de Virro ve arkadaslari, erkeklerde
DNA fragmantasyon indeksi (DFI >%30) yiiksek seviyede olan ¢iftlerin, diisiik balastosist
ve gebelik (<%30) orani ile diisiik sayisinda artisin oldugunu bildirmistir.

Embriyo gelisiminin 3. giiniinden 6nce paternal genoma ait DNA hasar1 belirgin
degildir. Bu da DNA fragmantasyon ve fertilizasyon orani arasindaki korelasyon
yokluguna karsilik gelmektedir (Larson-Cook ve dig. 2003). Fakat embriyo gelisiminin 3.
giinlinden sonra paternal genom etkinligi kendini gdstermektedir ve spermde yliksek
oranda DNA fragmantasyonu s6z konusu ise bu durum, gebelik ve blastosist oranlarinda
onemli bir azalmaya sebep olabilir (Muriel ve dig. 2006, Virro ve dig. 2004).

1.5. Sperm Secim Yontemleri

Semen igerigi; seminal plazma, hiicre artiklari, epitel ve 16kositleri kapsamaktadir.
Spermatozoa toplam semen hacminin yaklasik %5’ini olusturmaktadir. Seminal plazma,
hiicre artiklar1 ve 16kositler gibi semen icerikleri spermatozoaya sadece enerji saglamazlar,
vajinanin asidik ¢evresinden spermatozoay1 korurlar. Fakat spermin semen igerisinde uzun
stire bekletilmesi spermin fertilizasyon kabiliyetini olumsuz olarak etkiler (Aitken ve dig.
1989, Kanwar ve dig. 1979). Ayrica yikama islemi uygulanmayan semenin IVF
programinin tiimiinii tehlikeye atabilecek onemli bir kontaminasyon kaynagi olabilecegi
bilinmektedir (Zarutskie ve dig. 1992). Bu nedenle se¢ilmis, islem yapilarak yikanmis
semen ART (yardimla tireme teknikleri) i¢in esansiyel bir basamaktir.

Bu prosediir en motil sperm fraksiyonunun dekapasitasyon faktorleri iceren seminal
plazmadan ayrilmasini saglar; ayni zamanda l6kositleri, hiicre artiklarini ve kontaminasyon
yaparak spermin fertilizasyon kabiliyetini olumsuz etkileyen bakterilerin izole olmalarini
saglar (Chang 1957).

Farkli sperm secim yontemleri olmasina ragmen, disi ilireme sistemi icinde
fizyolojik sperm secim siiregleri hakkinda bilgimiz hala kisith kalmaktadir. Bu se¢imin
0zel sperm karakteristikleri iizerine mi dayali veya rastgele olarak m1 gergeklestigi hala
tartismalidir. Cohen ve McNaughtan (1974) tavsanlarin disi genital kanalinda fertilizasyon
icin sperm se¢imini arastirmiglardir. Tavsan uterusundan toplanan spermler, yikama
uygulanan spermler ve farkli genotipli ejekiile spermlerle karsilagtirilmak icin ikinci kez
uterus i¢ine insemine edilmistir. Disi genital kanalinin iist kismindan elde edilen
spermlerin daha ¢ok ddlleme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. Disi genital kanalin
fonksiyonlarindan biride doéllenme i¢in sperm se¢imidir. Bu umut verici sonuglar
dogrultusunda benzer ¢alismalar etik sebepler ve teknik kisitliklardan dolayr insanlarla
yapilamamastir.
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Cogu sperm izolasyon tekniklerinde asil gereklilik spermin hareketli olmasidir.
Sperm hareketi ile ilgili bilgi 6nemlidir fakat fertilizasyon ve gebeligi belirlemek i¢in
yeterli degildir (Takeda ve dig. 2012). Diger sperm izolasyon metodlar1 Ornegin
elektroforetik filtrasyon sistemi ve density gradient yontemi (DGC) gibi sperm sarjina veya
yogunluguna dayalidir ve fizyolojik degildir. Buna ragmen bu iki metodlada elde edilen
spermlerle gebelik elde edilebilmektedir. Fakat sarj, yogunluk ve fertilizasyon kapasitesi
arasindaki iligki net degildir. Ayrica kapsamli caligmalarda fertilizasyon ve gebelik oranlari
icin 6nemli olan diger sperm parametreleri degerlendirildiginde ise egrisel, diiz ¢izgisel hiz
ve IVF basar1 oranlar1 arasinda 6nemli korelasyon oldugu bildirilmektedir. Rutin sperm
hazirlama tekniklerinde (DGC ve swim up) gozardi edilen, apopitoz, DNA biitiinligi,
membran gelisimi ve ultrastriiktiirel yapr gibi 6nemli sperm parametreleri mevcuttur.
Bununla beraber bu 6zellikler iizerine yapilan arastirmalarda bunlarin sperm hazirlama
tekniklerinden olumsuz etkilenebildigi ve boylece IVF’in basarisim1  azalttigi
bildirilmektedir (Shibahara ve dig. 2004).

Eger disi iireme sistemindeki fizyolojik sperm secim siirecleri in vitro olarak
cogaltilabilirse, yardimla iireme tekniklerinde kullanilan spermlerin kalitesi de potansiyel

olarak artabilir.
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Cizelge 1.2. Farkli sperm se¢im yOntemlerine ait avantaj ve dezavantajlar

Sperm secim yontemleri

Avantajlar

Dezavantajlar

Swim up

Temiz hareketli sperm geri

kazanimi

Ros maruziyeti ile sperm DNA
hasart igin risk potansiyeli
Yiiksek sperm konsantrasyonu

gerekli

Density gradient

Temiz hareketli sperm geri
kazanimi

Subfertil hastalar i¢in etkin

Santrifiij sebebiyle membran
stresi ve hiicre hasari riski
Ozel, pahali soliisyon ve

ekipman gerekli

Mikro akigkan ¢ip

Temiz hareketli sperm geri

kazanimi

Ozel ¢ip gerekli
Kisith hacimde semen

kullanilmakta

Migrasyon Sedimentasyon

Temiz hareketli sperm geri

kazanimi

Ozel tiip gerekli

Az miktarda sperm elde
edilmekte

Yiiksek sperm konsantrasyonu

ve hareketliligi gerekli

Glass wool filtrasyon

Tim ejakiilat yontem ile

yikanmakta

Ozel tiip gerekli
Hazirlik sonrasi fraksiyonda

artik bulunmakta

Elektroforetik filtrasyon

Hizli yontem

Ticari olarak ekipmana

ulagilamamakta

1.5.1. Swim up

Swim up yontemi likefiye semenden spermin {ist ylizeye yayilan medyuma dogru

aktif hareketine veya oOnceden yikanmis hiicre pelleti {istline yayilan medyuma dogru

hareketine dayalidir. Bu yontemle herhangi bir se¢cim elementi olmadan yiiksek oranda

hareketli sperm secimi yapilabilmektedir (Aitken ve Clarkson 1988). Bu yontemin

dezavantaj1 spermlerin birbiriyle, hiicre artiklar1 ve 16kositlerle yakin temas halinde olmasi,

ve bunlarin da yliksek oranda reaktif oksijen tiirevi (ROS) iiretimine oOnciiliikk etmesidir.

Sperm plazma membraninda yiiksek konsantrasyonlarda satiire olmayan yag asidi

bulunmakta ve buna bagl olarak semendeki ROS lipid peroksidasyonuna sebep olmakta ve

bu da sperm fonksiyonunu ve hareketini azaltmaktadir (Aitken ve dig. 1998).
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Swim up metodunda ROS, normal kromatin kondensasyonu olan sperm oranini
diigiirebilmekte (Muratori ve dig. 2003) ve bu nedenle IVF icin swim up uygulanan
vakalarda basar1 azalmaktadir (Ward 2010).

1.5.2. Density Gradient

Yardimla iireme teknikleri i¢in sperm hazirlama yontemleri arasinda en yaygin
olanlarindan biridir. Density gradient (DGC) polyvinyl pyrrolidone veya kolloidal silika
parcaciklar1 (15-30 nm) ile ¢evrelenmis salin siispansiyonudur. Teknik olarak bu metod
swim up’a gore daha karmasiktir. Ciinkli bu metodda farkli medyumlara ve santrifiij hiz1
ve zamani i¢in de kontrole ihtiya¢ vardir. Bu metod 1951°de gelistirilmis (Brakle 1951) ve
daha sonra insan semeninde uygulanmistir (Lessley ve Garner 1983). DGS ile ayirma,
sperm yogunlugundaki farkliliklara dayanmaktadir. Normal morfolojideki spermler yiiksek
oranda paketli kromatine sahiptirler ve gradient yogunlugunun yiiksek oldugu bolgeye
gocerler (Moustafa ve dig. 2004). Bu metod iki basamak icerir; DGS ile spermi izole etme
ve izole edilen sperm kisminin yikanmasindan olugsmaktadir. Semen DGC medyumunun
ist kismina yavagca yayilir ve 300g’de 20 dk santrifiij edilir. Santrifiijjden sonra
sipernatant aliir ve atilir. Sonra tekrar taze medium ile siispanse edilir. Spermin
yikanmasi i¢in ikinci kez santrifiijleme gerekmektedir. Bu teknik kullanilarak yiiksek
hareketlilige sahip spermlerin bulundugu temiz bir kisimin geri kazanilmasi1 miimkiindiir.
Diger yandan DGC’nin devavantajlar1 bulunmaktadir. Pahali medium ve ekipmandan ayri
olarak spermin santrifiijii; membran stresi ve hiicre hasari ile iliskili olabilmektedir (Sills
ve dig. 2002). IVF’de defektli spermatozoa kullaniminin embriyo i¢inde DNA hasarini
uyarmast ihtimali hala tartisiliyor olmasia ragmen, santrifiij siireci sperm DNA’sin1
etkileyebilir (Sauer ve dig. 2012). 2010°da Mahfouz ve arkadaslar1 spermin i¢cindeki H,O,
ve O, seviyeleri iizerine calistilar ve santrifiij siliperoksit dismutaz aktivitesini
arttirabildigini bildirdiler. Buda sperm kalitesini potansiyel olarak olumsuz etkilemektedir
(Burnaugh ve dig. 2007).
1.5.3.Mikro akiskan c¢ip

Mikro akigkan ¢ip yontemi yeni olmasina ragmen biyolojik aragtirmalarda giiglii bir
alettir (Wang ve dig. 2009). Schuster ve arkadaslar1 2003’de mikrofluidik teknoloji
uygulanarak sperm se¢imi i¢in bir cithaz gelistirdiler. Bu sistem iki parallel akimdan
olusmaktaydi. Biri semen akimi bir digeri medium akimiydi. Nano teknoloji ile
gelistirilmis kii¢iik kanallar arasinda karisma olmadan birbirlerine parallel bir sekilde akim
olabilmektedir. Buda yiliksek motilitede (yaklasik % 98) spermlerin geri kazanimini
saglayabilmektedir (Schuster ve dig. 2003). Bu yontemde santrifiij, pipetleme gibi saglikli
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hiicrelere zarar verebilecek ve ROS {iretimini arttiracak basamaklara ihtiyag
duyulmamaktadir. Boylece herhangi bir hiicre arti§1 olmadan, sperm DNA fragmantasyon
orant diisiik, yiliksek harekete sahip spermler elde edilmektedir. Mikro akiskan
teknolojilerinde kimyasal c¢ekici (atraktanlar), sivi akis ve termotaktik giicler gibi
prensipler kullanilarak sperm sec¢imleri yapilabilmektedir.

Pasif gecisin oldugu mikro akigkan teknolojilerinde bu giiglerin hi¢ biri
bulunmamaktadir, gecis sadece sperm hareketine dayalidir. Pasif gecisli mikro akiskan
sistemde; en hareketli spermlerin en optimal siirede az motil yada motil olmayan spermleri
arkada (inlet) birakarak mikro akiskan kanallarin ¢ikis (outlet) kisminda toplanmalarina
dayali bir goriis vardir. Bu sisteme dayali calismalar daha ¢ok sican spermi iizerinde
yapilmistir. Tasoglu ve arkadaslar1 tarafindan hem insan hemde sigan spermi ile deneysel
sonuclar1 karsilagtirarak spermin polikarbon membran filtresinden gegisinde optimum
zamanin ve optimum por genisliginin arastirildig: pasif gecisli bir model olusturulsa da bu
yeni yontemle ilgili daha kapsamli ve yeni ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir (Tasoglu ve
dig. 2013).

1.5.4. Migrasyon sedimentasyon

Migrasyon sedimentasyon yontemi Tea ve arkadaslar1 tarafindan 1984°de
gelistirildi. Bu metod swim up ve bir sedimentasyon basamaginin kombinasyonudur. Bu
metodun uygulanmast icin i¢indde ©zel koni bulunan bir plastik yada cam tiip
gerekmektedir. Likefiye semenden spermler siipernatanta dogru ve sonrada i¢ konik
sediment dogru yiizerler. Santrifiij basamagina ihtiya¢ duyulan metodla kiyaslandigi zaman
(DGC gibi) bu metod oldukca zararsiz ve nazik bir yontemdir.

Fonksiyonel olarak yeterli sayida hareketli spermatozoa elde etmek i¢in migrasyon
sedimemtasyon yontemi uygundur. 1996’da Sanchez ve arkadaslar1 oligo ve
astenozoospermiye sahip vakalarda 2-3 saatlik inkiibasyon sonrasi ICSI i¢in yeterli sayida
hareketli sperm elde edilebildigini gdsterdiler. Bu arastirmacilar DGC ile kiyaslandiginda
yiksek prograsif hareket, normal sperm morfolojisi ve 6lii sperm yiizdesindeki azalmanin
daha fazla oldugunu gostermislerdir. Ancak DGC ve swim up yoOntemlerine gore
kiyaslandiginda verim ¢ok diisiiktiir. Boylelikle bu metod giincel kullanimlarda genis bir
yere sahip degildir. Zavos ve arkadaslar1 (2000) swim up ve sedimentasyon vasitasiyla
ART i¢in fonsiyonel sperm geri kazaniminda ¢ok bdlmeli bir tiipiin bu metodun ileriki

jenerasyonu i¢in 6neride bulundular.
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1.5.5. Glass Wool Filtrasyon

1977°de Paulson ve Polakoski tarafindan tanimlanan glass wool filtrasyon siiresince
hareketli sperm semenden yogun paketlenmis glass wool lifleri sayesinde ayrigsmaktadir
(Paulson ve Polakoski 1977). Bu yontemin altinda yatan prensip, hem spermatozoanin
ileriye itme hareketine hemde glass woolun filtrasyon etkisine dayanmaktadir. Ejekiilat
glass wool stiinunun en tistiindeki bélmede inkiibe edilir. Semen medyum ile dilue olmusg
glass wool siitununa dogru gecis yapar ve 300 g’de 10 dk santrifiij edilir. Santrifiij
basamagindan sonra ART’de secilen spermler kullanillabilir. Bu metodun etkinligi glass
liflerinin 6zelligi lizerine dayanmaktadir Glassin kimyasal dogasindaki (borat glass, slika
glass veya kuvars glass) gibi faktorler, glass woolun yiizey yapisi, glass wool liflerinin
inceligi veya filtrenin gozeneklerinin boyutu 6nemlidir (Ford ve dig. 1992). Bu yontemin
dezavantaji; filtrattaki glass wool boliimiinden dolay1 potansiyel bir sperm hasari riskine
sahip olmasidir. Diger metodlarla kiyasladigimizda glass wool filtrasyon tekniginde
ejakiilatin tiim hacmi kullanildigi i¢in toplam motil sperm sayisi 6nemli 6l¢iide fazladir. Bu
yontem ozellikle oligo ve /veya astenospermi hastalar1 i¢in kullanilabilir (Berger ve dig.
1985) Ancak, fonksiyonel spermlerin hareketsizler arasindan ayrismasindan sonra bir
santrifiij basamagi seminal plazmanin uzaklasmasi icin gerekmektedir. Spermatozoanin
ayrismasina ek olarak, 16kositleri etkili bir bicimde ayrismaktadir (Henkel ve dig. 1997).
Bu metodla temiz sperm fraksiyonu elde edilse de, genis kullanimi bulunmamaktadir;
clinkii yontem tam olarak standardize edilmemis ve yoOntemin ticari kiti mevcut degildir.
1.5.6. Elektroforetik Filtrasyon

Elektroforetik filtrasyon yontemi elektro negatif sarja dayali spermleri segmek i¢in
gelistirilmistir. En kaliteli sperm en fazla negatif sarj1 tasimaktadir (Giuliani ve dig. 2004)
ve 16kosit ve hiicre artiklar1 gibi diger hiicrelerden izole olabilirler (Ainswort ve dig. 2005)
Ainswort ve arkadaglar1 (2007) spermleri yiiklerine dayali olarak se¢gmek icin Mikroflow
CS-10 isimli bir sistem gelistirdiler. Semen hazneye yiiklenir ve sonra 6zel bir bufferla 18-
21 V aras1 degisken bir voltaj ve 7 MmA’luk sabit bir akimdan olusan elktriksel alanla 5
dk icin dengelenir. Bu metodun hazirligi1 sadece 5 dk gerektirmektedir. Bu da spermin
oksidatif stresini minimize etmede degerli olabilir. Ancak, DGC veya Mikroflow CS-10’la
izole edilien spermlerle fertilizasyon ve gebelik orani arasinda statistiksel olarak 6nemli bir
fark bulunamamistir. Arastirmacilar tarafindan not edilen tek avantaj DGC’den daha kisa

stirede yikama yapilmasidir (Fleming ve dig. 2008).
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2. AMAC

Tiim infertil ciftlerin yaklasik yarisinda erkek faktor infertiltesi bulunmaktadir.
Rutin semen analizleri erkek faktér degerlendirmesi i¢in hala ciddi bir arag olarak
goriilsede yapilan son calismalarda; sperm DNA biitiinliigli, apopitoz, reaktif oksijen
tiirevleri (ROS) ve ultrastriiktiir gibi degerlendirmelerin erkek faktor infertilitesinde daha
iyi bir belirleyici olabilecegi ileri stiriilmektedir. Benzer calismalarda farkli sperm
parametreleri ile fertilizasyon ve gebelik oranlari arasinda 6nemli korelasyon oldugu
bildirilmektedir. Ayrica sperm parametreleri yikama yontemlerinden etkilenebilmekte ve
boylece IVF’in basarisini diislirebilmektedir. Rutin sperm yikama yontemleri olan swim up
ve density gradient en yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Ancak her iki yikama metodu
da spermin santrifiij ve pipetleme islemlerini gerektirmektedir ve yiiksek ROS orani sz
konusudur. Bu iglemler sonrasi spermler morfolojik olarak normal, hareketli ve say1 olarak
yiksek konsantrasyonda olmalarina ragmen, diisik DNA biitiinliigi ve yiliksek ROS
oranlarina sahip olabilirler.

En 1yi spermin secimi ve hasarli spermin ayristirilmast yardimla {ireme
tekniklerinde basar1 i¢in kritik bir dneme sahiptir. Mikro akigkan ¢ip yontemi dogal sperm
seciminden ilham alinarak gelistirilmis yeni bir yontemdir. Bu yontemde nanoteknoloji ile
gelistirilmis mikro kanallardan, saglikli spermler kendi hareketlerine dayali olarak
secilmektedir. Boylece mikro akiskan c¢ip ile santrifiij olmadan kaliteli spermler
secilebilmektedir.

Yardimla iireme tekniklerini kullanan normal semen parametrelerine sahip ciftler
icin diisiik DNA biitiinliigii ve yiiksek ROS orani, altta yatan infertilite sebebi olarak
goriilmektedir. Semende bu defektleri iireten mekanizmalar; hatali apopitoz, defektli
olgunlasma ve ROS iiretiminin oldugu oksidatif stressdir. Santrifiij ve Orneklerin
pipetlenmesi gibi islemler boyunca spermde oksidatif stress artmakta ve DNA biitiinliigti
de bozulmaktadir. Fonksiyonel icerigi en iyi olan spermi se¢gmek icin uygun yodntemi
belirleme semen ozelliklerine dayanmaktadir. Normal semen ozelliklerine sahip ancak
infertil hasta grubu i¢in en ideal metodu belirlemek basarili tedavi i¢in dnceliklidir.

Calismamizda; normozoospermik infertil hastalar icin altta yatan sebepler goz
oniinde bulundurularak swim up, density gradient ve mikro akiskan ¢ip yontemleri ile elde
edilen spermleri rutin semen analizleri yan1 sira immunohistokimyasal ve elektron

mikroskobik olarak incelemeyi ve uygun yontemi belirlemeyi hedefledik.
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3. YONTEM

Calisma, Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'nun (2015/70) onay1 ile yapilmistir. Calisma icin gerekli kimyasallar ve sarf
malzemeler Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri

Birimi tarafindan desteklenen 2015.08.03.970 nolu proje kapsaminda saglanmistir.

3.1. Hasta Grubu ve Deneysel Diizen

Calismada Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadm
Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine infertilite nedeni ile bagvuran hastalarin semen 6rnekleri
kullanild.

Degerlendirilen hastalardan Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) gore spermiyogrami
normal degerler icinde olan 20 normozoospermik infertil hasta calismaya dahil edildi.
Hastalara calisma hakkinda detayl bilgiler verildikten sonra bilgilendirilmis olur formlari
imzalatildi. Iki yedi giin arasinda cinsel perhizi olan hastalardan alman semen ornekleri
likefaksiyon i¢in 37°C’lik 1sitic1 yiizey iizerinde 20-30 dakika kadar bekletildi. Sonrasinda
20 normozoospermik infertil hastaya ait spermiyogram degerlendirmeleri yapildi.
Makroskobik ve mikroskobik incelenmesi tamamlanan her hastanin semen 6rnekleri 4 esit
hacime ayrildi. Herhangi bir islem yapilmayan semen Grup 1, density-gradient yontemi ile
yikama uygulanan kisim Grup 2, swim up yontemi ile yikama uygulanan kisim Grup 3 ve
mikro akiskan ¢ip yontemi ile yikama uygulanan kisim ise Grup 4’1 olusturdu. Kromatin
kondensasyon defektlerinin belirlenmesi i¢in her gruba asidik anilin mavisi ve toluidine
mavisi 151k boyamalari, apoptotik hiicreleri (DNA fragmantasyonunu) belirlemek i¢in
TUNEL boyamast uygulandi, ayrica reaktif oksijen tiirevi (ROS) acisindan 2',7'-
diklorodihidrofloresein diasetat (DFCH-DA) ile flowsitometrik ol¢iim ve ince yapi
degerlendirmesi i¢in de transmisyon elektron mikroskop (TEM) takibi yapildu.
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Cizim 3.1. Hasta grubu ve deneysel diizen.

3.2. Semen Orneklerinin Degerlendirilmesi

3.2.1. Konsantrasyon

Sperm konsantrasyon degerlendirmesi i¢in derinligi 0.01 mm ve iist lamelinde 100
kare bolmeye sahip makler sayma kamarasi kullanildi (Cizim 3.2). Makler kamarasinin
ortasina bir damla semen yerlestirilip 100 kareli lamelin tist ve alt 10 karesinde yer alan
sperm sayis1 x200’liik biiyliltmede incelenerek hesaplandi toplam say1 2’ye boliinerek elde
edilen sperm sayis1 milyon (M) ile carpildi. Sperm konsantrasyonu 15 M/ml iizerinde olan

hastalara ait semen Ornekleri ¢calismaya dahil edildi.
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Cizim 3.2. Makler sayma kamarasina ait makroskobik ve mikroskobik goriintiiler;

x200’lik biiyliltmede makler sayma kamarasi karelerinde sperm goriintiileri.

3.2.2.Hareketlilik

Hareketlilik degerlendirmesi i¢in hastalara ait sperm Orneklerinden 10ul lam
iizerine damlatilarak lamel ile kapatildi, oda sicakliginda faz kontrast mikroskop ile
x200’liik bliytitmede 4-5 mikroskop alani incelenerek yaklasik olarak 200 sperm sayildi.

Diinya Saglik Orgiitiiniin kriterlerine gore semen drnekleri;
+4 (a) ileri hizl1 hareketli
+3 (b) ileri yavas hareketli
+2 (c) yerinde hareketli
+1 (d) hareketsiz olarak siniflanmaktadir.

Hizli ileri hareketli sperm saniyede 25um’lik bir yol kat etmesi gereklidir (bir
sperm uzunlugunun yarist kadar). Toplam hareketli sperm yiizdesi, ileri hareketli ve
yerinde hareketli toplaminin tiim sperm sayisina orani ile elde edildi. WHO kriterlerine
gore normal bir semen Orneginde a+b degeri en az %39 olmalidir. Bu ¢alismada
hareketlilik a+b degeri en az %39 olan hastalar calismaya dahil edildi. Diinya Saglik
Orgiitii’ne ait insan semeninin incelenmesi ve islemlerden gecirilmesi adl1 laboratuvar el
kitabina gore 1980°den 2010’a kadar olan normal sperm degerleri Cizelge 3.1°de

verilmektedir.
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Cizelge 3.1. 1980’den 2010’a WHQO’e ait normozoosperm semen parametrelerindeki

degisiklikler.

Semen WHO
Parametreleri 1980
Hacim, ml _
Sperm 20-200
konsantrasyonu,

M/ml

Toplam sperm
sayisi, M

Toplam
hareketlilik, >60
% hareketli

Prograsif
Hareketlilik >2
>25um (0-3)

Morfoloji, >80,5
% normal

Lokosit <4.7
konsantrasyonu,
M/ml

WHO
1987

>2

>20

>40

>50

>25

>50

<1.0

3.2.3. Sperm Morfoloji Degerlendirmesi

WHO WHO
1992 1999
>2 >2
>20 >20
>40 >40
>50 >50
>25 >25
(a smf1) (a smf1)
>30 >14
Kruger’in
kriterleri
<1.0 <1.0

WHO
2010
>1,5

>15

=39

>40

>32
(a+b)

>4
Kruger’in
kriterleri
<1.0

Morfoloji degerlendirmesi i¢in sperm Orneklerinin lam iizerine 45 derecelik bir

actyla WHO laboratuvar prosediiriine uygun olarak yaymasi yapildi. Her grup i¢in sperm

orneklerden 4 yayma prepabbrat hazirlandi ve 30 dakika kadar havada kurutuldu.

Morfoloji degerlendirmesi asidik anilin mavisi ile boyanan preparatlarda x1000’lik

biiyiiltmede immersiyon objektifiyle 200 sperm sayilarak Kruger’in siki (Kruger-Strict)

kriterlerine gore yapildi.

26



12‘ . 13

(4]

11 -

</’
v
o

Cizim 3.3. Asidik anilin mavisi ile boyanan sperm morfolojileri: 1- biiyiik bash sperm, 2—
tapered (uzamis) bash sperm, 3— kivrik kuyruklu anormal sperm, 4— tapered (uzamis) bash
sperm, 5— (tapered pyriform) uzamis bash sperm, 6— normal, 7—amorf sperm, 8— tapered
(uzamis) baslh sperm, 9— bas bolgesinde 1/3’den fazla vakuola sahip kii¢iik basli sperm,10—
anormal basli sperm, 11— normal sperm, 12— sitoplazmik dropletli anormal sperm, 13—
normal sperm, 14—(abaksiyel) boyun kismi asimetrik olarak basa baglanma gosteren
sperm, 15— ¢ift basli ve ¢ift kuyruklu sperm.

Degerlendirme sonras1 normal sperm morfolojisi %4’lin ilizerinde olan hasta
ornekleri ¢aligmaya dahil edildi. Normozoospermik olarak degerlendirilen 20 hastaya ait
semen (Grup 1) orneklerine es zamanli olarak density gradient (Grup 2), swim up (Grup 3)
ve mikro akiskan ¢ip (Grup 4) yontemleri uygulandi. Yikama sonrasi her grup i¢in sperm
sayimi ve hareketlilik degerlendirmeleri tekrarlandi. Ayrica her grup i¢in yikanmis sperm
orneklerinin bir kismindan 151k mikroskobik ve immiinohistokimyasal boyamalar i¢in
yayma preperatlar hazirlandi. Geriye kalan sperm orneklerinden 200 pl flow sitometrik
degerlendirme i¢in -80°C’de ve elektron mikroskobik degerlendirme i¢in secilenler tespit

edilerek +4°C’de saklandi.
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3.3. Sperm Se¢im Yontemlerinin Uygulanmasi

3.3.1. Density Gradient Yontemi

Silika partikiillerinden olusan %100’liik SpermFilter® gradient medyumu
SpermWash® (HSA, pyruvate, Hepes, Phenol red, sodiumbicarbonate and Gentamicin
(10pg/ml) medyumu ile diliie edilerek %90’lik ve %50’lik soliisyonlar hazirlandi. Once 1
ml %90’lik soliisyon, sonra 1 ml %50’lik soliisyon yavasca {ist faz olusturacak sekilde 15
ml’lik konik tiipe konuldu. Daha sonra gradient soliisyonlar1 {izerine yavasca hastalara ait
semen Ornekleri konuldu. 1600 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra kalitesiz spermlerin
ve semen artiklarinin yer aldigs iist faz %90’lik soliisyonuna kadar atildi. Uzerine 5 ml
SpermWash® ile resiispense edilip 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda tekrar
supernatant atilarak yaklasik 0,5 ml kadar yikama medyumu ile karistirilarak agilamaya
uygun olarak hazirlandi. Hazirlanan 6rnegin bir boliimii 151k mikroskobik arastirma igin
polilizinli lamlara yayma yapildi, bir bolimii flowsitometrik ROS 6l¢iimii i¢in ayrildi,

kalan boliim ise elektron mikroskobik inceleme i¢in kullanildi.

Cizim 3.4. Density gradient yontemine ait fotograflar; a. 15 ml’lik konik tiipte alt fazda %

90’11k ve tst fazda %50’lik gradient soliisyonlari, b. kaliteli spermlerin se¢imi i¢in 1600

rpm’de 15 dk santrifiij iglemi.
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3.3.2. Swim up Yontemi

Hasta semen oOrneklerinin bir kismi 6nce konik tiip igerisine alinarak 3 ml
SpermWash® yikama soliisyonu ile pipetlenerek karistirildi ve 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra alt kismin iizerine yavasca 1 ml yikama
sollisyonu eklenerek, yiizey alanini arttirmak amaciyla 45 derece egimle 37°C derecede 45

dakika inkiibe edildi (Cizim 3.5). Sonrasinda kaliteli spermlerin bulundugu iist faz alinarak

density-gradient yonteminde oldugu gibi farkli degerlendirmeler i¢in kullanildi.

Cizim 3.5. Swim up yoOntemine ait fotograflar; a, b. Sperm Orneklerinin konik tiipte 45

derece egimle, 37°C derecede 45 dakika inkiibasyonu.
3.3.3. Mikro Akiskan Cip Yontemi

Calismada Fertile® Plus mikro akigskan sperm cipleri kullanildi. Mikro akigskan
sperm ayiklama ¢ipleri ¢ok katmanli zar (membran) sistemi icermektedir. Ust zar capi
4um, orta zar ¢ap1 Spum ve alt zar ¢ap1 8um’dir. Bu sistemde basarili sonug¢ olabilmek icin
semen Orneginin tam olarak likefiye olmasi gerekmektedir. Likefiye hasta semen 6rneginin
850 ul’si Fertile® Plus cipinin inlet (kii¢iik) kismindan yavasga verilerek, membranin
altinda kalan alanin tam olarak doldurulmasi saglandi. 850 pl Fertile® plus sorting

sollisyonu, Fertile® c¢ipin outlet (biiyiik) havuzuna verildi (Cizim 3.6). Soliisyon verilirken
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outlet havuzunda yer alan zara mikropipet ucunun degmemesine Ozen gdsterildi.
Sonrasinda 37°C derecede 30 dakika inkiibe edildi ve outlet havuzunda kaliteli spermlerin

yer aldig1 soliisyon yine mikropipet ucunun degmemesine 6zen gosterilerek 700 pl olarak

alindi. Alinan sperm 6rnegi farkli degerlendirmeler i¢in kullanildi.

Cizim 3.6. Fertile® Plus mikro akigkan sperm ¢ip sistemine ait goriintii; ¢ipin inlet

kismina likefiye olmus semenin verilisi.
3.4. Isik Mikroskobik Boyalarin Hazirlanisi ve Boyama Yontemleri
3.4.1. Asidik Anilin Mavisi

Once fosfatli tampon ¢dzeltisi (PBS) hazirlandi. 5 gr Anilin mavisi 100 ml PBS ile
karistirilip, kaynayincaya kadar 1sitild1 ve sogumaya birakildi. Daha sonra bu karisim filtre
kagidi ile siiziilerek bir sisede 2 ay siire ile saklanabilecek sekilde kullanildi. Boyanin ph’si
%100’lik HCL ile titre edilerek 3.5’e getirildi. Tespit icin; 12 ml %25’lik gluteraldehid
PBS ile 100 ml’ye tamamlandi ve %3’liikk gluteraldehid elde edildi. Isik mikroskobik
kromatin degerlendirmesi i¢in her hastaya ait semen Orneklerinden 2’ser preparat
hazirlandi. Kuruyan preperatlardan biri asidik anilin mavisi igin  %3’liikk gutaraldehid ile
30 dakika tepit edildikten sonra 7 dakika asidik anilin mavisi (pH: 3.5) ile boyama yapildi.
Preperatlar iki asamali olarak PBS’de yikandi ve kurumaya birakildi, daha sonra lamel ile

kapatildi.
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3.4.2. Toluidin Mavisi

Oncelikle %50’lik ph’s1 3.5 olan Mcllvain’s buffer hazirlandi. 1,395 gr sitrik asit
monohidrat ile 1,272 gr disodyumfosfat 2H,O karisimi iizerine 100 ml distile su eklendi.
Hazirlanan 100 ml Mcllvain’s buffer ile 50 mg toluidin mavisi karigtirilarak boya
hazirlandi. Ardindan zayif asit olarakta 0,1 N HCL ve tespit i¢in; ethanol/aseton (1:1)
karisimi hazirlandi. Kuruyan preparatlar ethanol/aseton (1:1) ile 30°-12 saat araliginda
tespit edildi. Tespit sonras1 havada kurutulan preparatlar zayif bir asit olan 0,1M HCL ‘de
+4°C derecede 5 dakika hidroliz edildi. 3 kez 2’ser dakika distile su ile yikandi. Preparatlar
5 dakika %0.05 toluidin mavisi soliisyonunda bekletildi ve distile su ile yikanan preparatlar

lamel ile kapatildi.
3.4.3 Sperm Kromatin Kondensasyonunun Degerlendirilmesi

Immersiyon objektifiyle x1000’lik biiyiitmede incelenen drneklerde anilin mavisi
ile anormal kromatin kondensasyonuna sahip sperm baslar1 koyu mavi boyanirken (+),
normal kromatin kondensasyonuna sahip sperm baslar1 agik mavi (-) olarak boyandi. Her

preparat i¢in 200 spermdeki (+) sperm oran1 hesaplandi.

Metakromatik 6zellik gdsteren toluidin mavisi ile anormal kromatin kondensasyonu
gosteren spermler koyu mavi veya mor renkte boyanirken, normal kromatin
kondensasyonu gosteren spermler yesil veya agik mavi renkte boyandi. Koyu mavi veya
mor renkteki spermler (+) kabul edilerek her preparat i¢cin 200 spermdeki (+) sperm orani
hesaplandi. Her iki boyama ile + boyanan spermler kromatin kondensasyon defektli olarak

degerlendirildi.

3.5. TUNEL Yontemi ile DNA Fragmantasyonunun Degerlendirilmesi

Apopitoz oranint (DNA fragmantasyonu) belirlemek amaciyla kirilan DNA
parcalarinin 3°-OH ugclar1 terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi kullanilarak
digoksigenin isaretli dUTP ile in situ olarak isaretlendi. Her preparat i¢in 200 sperm
sayilarak TUNEL pozitif boyanma yiizdeleri hesaplandi. Preperatlar TUNEL (Millipore)
boyama protokoliine uygun olarak dnce metanol ile 20 dakika fikse edildi. PBS ile 3 kez
5’er dakika yikandi.Yikama sonrasinda Pap-Pen ile belirlenen alanlara 5 dakika siire ile

%0.3 ‘liikk H,O, uygulanip, 2 kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Ardindan 6rnekler dengeleme
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(equilibration) tampon soliisyonu ile 10 saniye yikandi. TdT-enzimi soliisyonu ile 37°C de
1 saatlik inkiibasyon sonras1 PBS ile 3 kez 1’er dakika yikama yapildi. Ornekler Anti-
digoksigenin antikoru/peroksidaz konjugati ile 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. PBS
ile 2 dakika yikandiktan sonra 6rnekler diaminobenzidin (DAB) ile boyandi. Distile su ile
yikandiktan sonra metil green ile zit boyama uygulandi. Daha sonra preparatlar dereceleri
artan alkol serilerinden gegirildi, 15 dakika ksilen ile seffaflastirarak entellan ile kapatildi.
Boyama sonrasi preperatlar x1000°1ik immersiyon objektifi ile degerlendirildi. Kahverengi
boyanan sperm bagslart TUNEL (+), yesil boyanan sperm baslar1 ise TUNEL (-) olarak
degerlendirildi. Her preparat icin 200 sperm sayilarak TUNEL (+) apoptotik sperm
ylizdeleri hesaplandi. Calismamizda “TUNEL Apoptosis Detection Kit” (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany) kullanildi.

3.6. Reaktif Oksijen Tiirevi (ROS) Degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiirii ve akiskan sistemlerde, ROS etkisi Dichlorofluorescein (DCFH) ile
degerlendirilmektedir. DCFH’ nin diasetat formu serbestce hiicre zarindan gecebilmekte ve
hiicrenin hidrofobik bdlgelerine dahil olmaktadir (Bass et al., 1983). Hiicre ici esterazlar
tarafindan 2',7 -dichlorodihydrofluorescein (H2DCF-DA) enzimatik olarak hidrolize
edilerek floresan 6zelligi olmayan DCFH’a dontistir. ROS varliginda DCFH hizla yiiksek
floresan (yesil) 6zelligi olan DCF’ye okside olur (Cizim 3.7.).

DCFH-DA DCFH DCF

~ Hiicre ici flouresan

Cizim 3.7. ROS varliginda DCFH-DA ’nin floresan 6zellige sahip DCF’ye doniisiimii.
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3.6.1. DCFH-DA / Pl ile Flow sitometrik Boyama

Sperm ornekleri 5x10° sperm/ml konsantrasyonunda olacak sekilde ependorf
tiiplerde seyreltildi. 25 mg/ml olacak sekilde DMSO (dimethyl sulfoxide) ile ¢oziildii.
Propidium iyodid (PI) zit boyama olarak kullanildi. 5 pl DCFH -DA (10 mM) ve 3 pl PI,
492ul seyreltilmis sperm iizerine ilave edildi. Ornekler 30 dakika boyunca 37°C'de inkiibe
edildi ve 6l¢imden hemen once karistirildi. DCFH pozitif ve PI negatif spermlerin miktari

ve DCFH floresan yogunlugu o6l¢tildii.

3.6.2. Flow sitometrik Analiz

Tim gruplara ait 6rneklerde ROS ol¢limii 488-nm argon laser 15in ile Becton
Dickinson FACS Calibur Flow sitometrisi (BD Bioscinces, Singapore) kullanilarak
yapildi. Her bir sperm 6rnegi i¢in yaklasik 100 hiicre/saniye akis hizinda minimum 10 000
spermatozoa degerlendirildi. Floresan olmayan DCFH-DA’nin hiicre i¢i H,O, ile
etkileserek yesil floresan renge sahip DCFH’ye doniisiimii ile 500 and 530 nm dalga boyu
aralifinda boyanan spermler degerlendirildi. DCFH boyamasi ile beraber niikleik asit
boyasi olan propidium iyodide (PI) zit boyamasi kullanildi ve bdylece apoptotik spermler
degerlendirme dis1 tutuldu. PI kirmiz1 fluoresan 580-630 nm dalga boyu araliginda FL-2
kanalinda analiz edildi. PI pozitif hiicrelerin yiizdesi ve ortalama floresan hesaplandi.

Sonuglarin analizleri flow sitometri CellQuest Pro yazilimi ile yapildi.
3.7. TEM Takibi

Gruplara ait sperm ornekleri elektron mikroskopik tetkikler i¢in PBS ile diliie
edilip, 5 dakika 1200 rpm’de santrifiij edildi. Yikama sonras1 siipernatant uzaklastirildi. Alt
kisimda kalan spermler 6nce %3 liikk Milloning’s fosfat tamponunda gluteraldehit (sigma)
ile 5 saat-30 giin tespit edildi. Daha sonrada 1 saat siire ile %1 osmium tetroxide ile tespit
edildi. Dehidratasyonu takiben 6rnekler EPON 812 ile gomiildii. Ornekler 70°C’de gece
boyunca polymerize edildi. LKB ultramikrotom ile alinan ince kesitlere uranyl acetate ve
Reynold’un kursun sitrat ile ikili boyama yapildi. Son olarak JEOL JEM-1011 transmisyon
electron mikroskobu ile incelendi (JEOL USA,Peabody,MA,USA).
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Istatistik Analiz

Calismada elde edilen Ol¢timlere ait tanimlayici degerler ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum ve maksimum olarak verildi. Yapilan 6l¢iimler bakimindan gruplarin
karsilagtirilmasinda tekrarli 6l¢iimlerde varyans analizi kullanildi ve semen (G1), density
gradient (G2), swim up (G3) ve mikro akiskan ¢ip (G4) yoOntemlerine ait gruplar
Bonferroni testi ile incelendi. Istatistik degerlendirmeler sonucunda p<0.0001 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi ve hesaplamalarda SPSS (version 21) programi kullanilda.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 20 normozoospermik infertil hastanin yas ortalamalar
32,75+6,95 (22-49) olarak bulundu. Asagidaki tabloda hastalara ait islem Oncesi semen
parametrelerinin tanimlayici istatistiksel degerleri ortalama, standart sapma, minimum ve

maksimum olarak verilmektedir.

Cizelge 4.1. Hastalara ait semen parametreleri ve degerleri

Parametreler Degerler
Hasta sayis1 20
Yas 32,75+6,95 (22— 49)
Konsantrasyon (xM/ml) 86,45+35,732 (32-174)
Toplam hareketlilik (%) 62,40+10,10 (38-78)
Hizl progresif hareketlilik (%) 12,30+6,23 (5-22)
Yavas progresif hareketlilik (%)" 42,00+7,30 (29-54)
Normal morfoloji (%) 11,5544,89 (4-25)

ortalama degerler £ SD ( aralik )

M milyon

* a smifi hareket

® b smifi hareket

“Kruger’in siki(strict kriteria ) kriterlerine gore olarak ifade edildi.
4.1. Sperm Konsantrasyonu

Yikama oncesi 20 normozoospermik infertil hastanin semen grubuna (G1) ait
sperm konsantrasyon ortalamasi 86,45xM/ml+35,732xM/ml olarak hesaplandi. Yikama
yontemlerinin ortalama konsantrasyonlara ait degerleri Cizelge 4.2’de verilmektedir.
Konsantrasyon bakimindan yikama oncesi semen (G1) ile density gradient (G2), swim up
(G3) ve mikro akigkan c¢ip (G4) yikama sonrasi karsilastirildiginda yontemlerin tiimiinde
azalma ve anlamli fark oldugu goriildii. Ayrica her li¢ yikama yontemi de kendi aralarinda
konsantrasyon acisindan karsilastirildiginda Grup 3 ve Grup 4 arasinda anlamli fark

olmadig1 ancak diger gruplar arasinda anlamli fark oldugu bulundu (P <0.0001).
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Cizelge 4.2. Tiim gruplarin konsantrasyona ait istatistiksel degerleri.

Konsantrasyon(xM/ml) | N | Minimum | Maksimum |Ortalama| SD P
Semen (G1) 20 32 174 86,45 | 35,732 | <0.0001
Density gradient (G2) 20 27 107 55,55 120,869
Swim up (G3) 20 21 78 45,65 16,210
Mikro akigkan ¢ip (G4) | 20 20 77 46,90 | 17,329
120 {} O
E ;
= 100 -
:
E
g 80 Plot Area
g
2 s0l) 0
E
&
g
g
2 2
-
00 i O
0 20 a0 60 80 100 120 140 160 180 200

...........................................................................................

Cizim 4.1. Semendeki sperm konsantrasyonu ile density gradient (G2), swim up (G3) ve
mikro akiskan ¢ip (G4) yontemleri yikama sonrasi sperm konsantrasyonlari arasindaki

iligki grafigi (6rnek say1s1=20).
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Cizelge 4.2.’e gore konsantrasyon bakimindan swim up ve mikro akigskan ¢ip
yontemleri ile density gradient yontemi arasinda anlamli fark oldugu goriilmektedir
(P<0,0001). Baslangigtaki semene ait sperm konsantrasyonundaki azalma density gradient
yonteminde ortalama %30,9 iken swim up ve mikro akigskan ¢ip yontemlerinde %40,8 ve
%39,55’idi.  Yikama  yontemlerini, sperm sayisindaki azalma oranlar1t ile
degerlendirdigimizde, density gradient yontemi ile yikama sonrasi daha fazla sayida sperm
elde edildi. Swim up ve mikro akigskan ¢ip yontemleri ile benzer oranda ve daha az sayida

sperm elde edilmektedir (Cizim 4.1).

4.2. Sperm Hareketliligi
Yikama oncesi 20 normozoospermik infertil hastanin semen grubuna (G1) ait
toplam hareketlilik ylizdelerinin ortalamasi1 62,40+£10,102 olarak hesaplandi. Yikama
sonrast hareketli sperm yiizdeleri her li¢ yikama yonteminde de anlaml olarak yiiksekti (P
<0.0001). Hareketlilige ait yiizde ortalamalar1 density gradient sonrast %83,80, swim up
sonras1 %86,15 ve mikro akiskan ¢ip sonrasi ise %90,20 olarak hesaplandi (Cizelge 4.3).
Her 1ii¢ yonteme ait toplam hareketlilik yiizdeleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlamhi fark olmadig1 ancak diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlendi (P <0.0001).
Cizelge 4.3 incelendiginde;
* a sinifi hareketli sperm yiizdeleri bakimindan biitiin gruplar arasinda anlaml fark
oldugu (P <0.0001 )(Cizim 4.2),
e atb smifi hareketli sperm yiizdeleri bakimindan biitiin gruplar arasinda anlamli fark
oldugu (P <0.0001)(Cizim 4.4),
* ve sadece b smifi hareketli sperm yiizdeleri bakimindan gruplar arasinda anlamh

fark olmadig1 belirlendi (P = 0.136)(Cizim 4.3).

37



Cizelge 4.3. Tiim gruplarin hareketlilik yiizdelerine ait istatistiksel degerleri.

N | Minimum(%) | Maximum(%) | Ortalama(%)| SD P
Toplam hareket G1 | 20 38 78 62,40 10,102 | <0.0001
Toplam hareket G2 | 20 67 98 83,80 8,703
Toplam hareket G3 | 20 73 95 86,15 6,459
Toplam hareket G4 | 20 74 99 90,20 7,237
a smifi hareket G1 | 20 5 22 12,30 6,233 | <0.0001
a smifi hareket G2 | 20 12 50 29,70 13,429
a smifi hareket G3 | 20 13 55 33,30 14,772
a smifi hareket G4 | 20 15 61 35,65 15,104
b smifi hareket G1 | 20 29 54 42,00 7,305 | 0.136
b smifi hareket G2 | 20 29 65 44,80 11,441
b simifi hareket G3 | 20 26 69 47,00 13,530
b smifi hareket G4 | 20 28 72 47,40 15,322
atb hareket G1 20 36 77 54,55 11,237 | <0.0001
a+b hareket G2 20 56 88 75,05 8,894
a+b hareket G3 20 55 92 79,60 8,870
a+b hareket G4 20 58 99 83,55 9,087
a sinifi hareket = hizli progresif hareket ¢ smifi hareket = yerinde hareket
b sinifi hareket = yavas progresif hareket Toplam hareket = at+b+c
12
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a sinifi harektli sperm yiizdeleri, %

Cizim 4.2. Gruplara ait a sinifi hareketli sperm ylizde dagilimini gosteren grafik.

38



Cizim 4.2.°de density gradient, swim up ve mikro akiskan ¢ip yontemleri ile
yikama sonrasi a sinifi hareketli sperm yiizdesinin islem uygulanmayan semen grubuna
gore anlamli derecede arttig1, ayrica yikama uygulanan gruplar arasinda da anlaml fark
oldugu (P<0.0001) goriilmektedir. A sinifi hareketlilige ait yiizde ortalamalari, density
gradient sonras1 %29,70, swim up sonras1t %33,30 ve mikro akiskan ¢ip sonras1 %35,60

iken yikama oncesi semen grubunda %12,30 olarak hesaplandi.

m Gl
m G2
G3
| | I | .

21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
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=~ =) oL

N

<

b sinifi hareketli sperm yiizdeleri, %
Cizim 4.3. Gruplara ait b sinifi hareketli sperm ytlizde dagilimini gosteren grafik.

Cizim 4.3.’de sadece b sinifi hareketli sperm ytlizdeleri bakimindan gruplar arasinda
anlamhi fark olmadigr (P=0.136) goriilmektedir. b smifi hareketlilige ait ylizde
ortalamalari, yikama Oncesi semen grubunda %42,00, density gradient sonrasi %44,80,

swim up sonrast %47,00 ve mikro akiskan ¢ip sonras1 %47,40 olarak hesaplandi.
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Cizim 4.4. Gruplara ait a+b smifi hareketli sperm yiizde dagilimin1 gosteren grafik.

Cizim 4.4’de atb smifi hareketli sperm yiizdeleri bakimindan biitiin gruplar
arasinda anlamli fark oldugu (P <0.0001) goriilmektedir. a+b sinifi hareketlilige ait ylizde
ortalamalari, yikama Oncesi semen grubunda %54,55, density gradient sonrasi %75,05,

swim up sonrast %79,60 ve mikro akiskan ¢ip sonrasi %83,55 olarak hesaplandi.

4.3. Sperm Morfolojisi

Gruplara ait normal morfolojili sperm yiizde ortalama ve standart sapmalar1 semen
(G1), density gradient (G2), swim up (G3) ve mikro akigkan cip (G4) yontemleri i¢in;
11,55 + 4,893, 16,30 £ 5,786, 17,50 = 6,211 ve 19,45 + 7,265 olarak hesapland1 (Cizelge
4.4). Normal morfolojili sperm ylizde ortalama degerleri her {i¢ yikama metodu ve kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlaml fark oldugu (P<0.0001) ancak density gradient ve swim
up gruplar1 arasinda anlamh fark olmadigr belirlendi. Semen grubuna gore her 3 yikama
metodunda da normal morfolojili sperm yiizdesinde artis goriilmekle birlikte mikro akiskan
¢ip yontemindeki artisin swim up ve density gradient yontemlerinden daha fazla oldugu
goriildii (Cizim 4.5). Sonug olarak density gradient ve swim up yontemlerinde normal
morfolojili sperm yiizdesinde benzer artis oran1 goriiliirken mikro akiskan cip yonteminde

bu artis oraninin diger yontemlere gore daha fazla oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.4. Tiim gruplarin normal morfolojili sperm yiizdelerine ait istatistiksel degerleri.

Normal morfoloji (%) | N | Minimum | Maximum | Ortalama SD P
Semen (G1) 20 4,00 25,00 11,55 4,893 | <0.0001
Density gradient (G2) | 20 7,00 28,00 16,30 5,786
Swim up (G3) 20 8,00 34,00 17,50 6,211
Mikro akigkan ¢ip (G4) | 20 9,00 38,00 19,45 7,265
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Cizim 4.5. Gruplara ait normal morfolojili sperm ytizde dagilimini gosteren grafik.

Cizim 4.5’de semen (Gl), density-gradient (G2), swim up (G3), mikro akigkan

(G4) (n=20 semen Ornegi) secim yontemleri ile elde edilen spermlere ait normal morfolojili

sperm yiizdeleri goriilmektedir. Her dikey siitun her bireye ait ortalamay1 gostermektedir.

Semendeki normal morfolojili sperm yiizdesine gore yikama yontemleri sonrasi normal

morfolojili sperm yiizdelerinde anlamli fark oldugu (P<0.0001) ayrica swim up ve density

gradient yontemleri kendi

gorilmektedir.

aralarinda kiyaslandiginda
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4.4. Sperm Kromatin Kondensasyonu

Sperm kromatin kondensasyon defekti hakkinda bilgi veren Asidik Anilin Mavisi
ve Toluidin Mavisi boyamalar1 ile gruplar arasi + boyanan sperm baglar1 kromatin
kondensasyon defektli spermler olarak degerlendirildi (Cizim 4.6-Cizim 4.7). Semen (G1),
density gradient (G2), swim up (G3) ve mikro akiskan ¢ip (G4) yontemlerine ait +
boyanma yiizdeleri hesaplandi. Semen grubu ile density gradient (G2), swim up (G3) ve
mikro akigkan ¢ip (G4) yontemleri anilin mavisi boyanma yiizdeleri olarak
karsilagtirildiginda her 3 yikama sonrasinda da anlamli azalma oldugu goriilmiistiir
(P<0.0001).

Gruplar1 ayr1 ayr inceledigimizde density gradient, swim up ve mikro akigskan ¢ip
yontemlerinde Asidik Anilin Mavisi ile elde edilen verilere gore kromatin kondensasyon
defekti %42,60, %33,90 ve %26,80 olarak hesaplandi (Cizelge 4.5). Yikama yontemleri de
kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark oldugu ve kromatin
kondensasyon defektinin en az mikro akiskan c¢ip, en fazla ise density gradient yikama

yonteminde oldugu hesaplanmustir.
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Cizelge 4.5. Tim gruplarin Asidik Anilin Mavisi + boyanma ylizdelerine ait istatistiksel

degerleri.
+ boyanma (%) N | Minimum | Maximum |Ortalama| SD P
Semen (G1) 20 26,00 91,00 56,70 19,531 | <0.0001
Density gradient (G2) 20 7,00 80,00 42.60 20,896
Swim up (G3) 20 5,00 67,00 33,90 17,115
Mikro akiskan ¢ip (G4) | 20 4,00 56,00 26,80 | 14,895
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Cizim 4.6. Asidik Anilin Mavisi ile boyanma sonucu anormal kromatin kondensasyonuna
sahip (siyah ok) spermler baslar1 koyu mavi, normal kromatin kondensasyonuna sahip
(kirmiz1 ok) spermler baglari ise a¢ik mavi goriilmektedir. Semen (a), density gradient (b),

swim up (c¢) ve mikro akiskan ¢ip (d) yontemlerine ait fotograflar.

Toluidin mavisi ile elde dilen verilere gére density gradient, swim up ve mikro
akiskan cip yontemlerinde kromatin kondensasyon defektleri %42,30, %32,20 ve %25,80
olarak hesaplandi. Semen grubu ile diger yikama yontemleri Toluidin mavisi boyanma
ylizdeleri olarak karsilastirildiginda her 3 yikama sonrasinda da anlamli azalma oldugu
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gorilmistir (P<0.0001). Yikama yontemleri kendi aralarinda karsilastirildiginda Asidik
anilin mavisi bulgularina benzer olarak aralarinda anlamli fark oldugu ve kromatin
kondensasyon defektinin en az mikro akiskan c¢ip, en fazla ise density gradient yikama
yonteminde oldugu hesaplanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Tiim gruplarin Toluidine Mavisi ile + boyanma yiizdelerine ait istatistiksel

degerleri.
+ boyanma (%) N | Minimum | Maximum | Ortalama SD P
Semen (G1) 20 22,00 92,00 53,80 21,045 | <0.0001
Density gradient (G2) |20 13,00 88,00 42,30 19,767
Swim up (G3) 20 9,00 75,00 32,20 16,401
Mikro akiskan ¢ip (G4) | 20 7,00 60,00 25,80 14,489
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Cizim 4.7. Toluidin Mavisi ile boyanma sonucu anormal kromatin kondensasyonuna sahip
(siyah ok) spermler baslar1 koyu mavi ve mor, normal kromatin kondensasyonuna sahip
(kirmiz1 ok) spermler baslar1 ise agik mavi ve yesil goriilmektedir. Semen (a), density

gradient (b), swim up (c) ve mikro akiskan ¢ip (d) yontemlerine ait fotograflar.
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4.5. Sperm DNA Fragmantasyonu

TUNEL boyamas: ile degerlendirilen semen, density gradient, swim up ve mikro

akiskan ¢ip yoOnteminlerine ait sperm DNA fragmantasyonu yiizde ortalamalari;

%30,1£13,859, %9,25+3,971, %5,95+2,928 ve %3,30+2,273 olarak hesaplandi. Yikama

oncesi semen (Gl) ile yikama sonrast density gradient (G2), swim up (G3) ve mikro

akigkan ¢ip (G4) yontemleri karsilastirildiginda tiimiinde sperm DNA fragmantasyonunda

anlamli azalma ve anlaml fark oldugu goriildii (P <0.0001).

Ayrica yikama yontemleride kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda anlamh

fark oldugu ve sperm DNA fragmantasyonunun en az mikro akiskan ¢ip, en fazla ise

density gradient yikama yonteminde oldugu hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Tiim gruplarin TUNEL ile + boyanma yiizdelerine ait istatistiksel degerleri.

+ boyanma (%) N | Minimum | Maximum | Ortalama SD P
Semen (G1) 20 10,00 61,00 30,1 13,859 | <0.0001
Density gradient (G2) | 20 4,00 19,00 9,25 3,971

Swim up (G3) 20 2,00 12,00 5,95 2,928

Mikro akigkan ¢ip (G4) | 20 1,00 8,00 3,30 2,273
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Cizim 4.8. TUNEL yontemi ile boyanan DNA fragmantasyonuna sahip (apoptotik) (siyah
ok) sperm baslar1 kahverengi, DNA fragmantasyonu (apoptotik) olmayan (kirmizi ok)
sperm bagslar1 yesil goriilmektedir. Semen (a), density gradient (b), swim up (c) ve mikro

akiskan ¢ip (d) yontemlerine ait fotograflar.
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Cizim 4.9. Gruplar ve normal morfolojili sperm yiizde ortalamalar1 + standart sapma
arasindaki iliski.
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Cizim 4.10. Gruplar ve toluidin mavisi ile + boyanan kromatin kondensasyon defektli
sperm yiizde ortalamalar1 + standart sapma arasindaki iligki.
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Cizim 4.11. Gruplar ve asidik anilin mavisi ile + boyanan kromatin kondensasyon defektli
sperm yiizde ortalamalari + standart sapma arasindaki iligki.

40

30
R =
-
z
5 207
=

10

I
—=
0 T T T T
Semen Density gradient Swim up Mikro akiskan ¢ip

Cizim 4.12. Gruplar ve TUNEL + boyanan DNA fragmantasyonuna sahip sperm ylizde
ortalamalar1 + standart sapma arasindaki iligki.
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4.6. Flowsitometrik ROS Analizi

Sperm dis1 yapilar, ilgilenilen hiicre popiilasyonunu ¢evreleyen bir bolge cizilerek
On ve yan sagma nokta ¢izimine dayali olarak degerlendirme disinda tutuldu ve elde edilen
veriler her 6rnek i¢in listelendi (Cizim 4.13).

Gruplara ait flowsitometrik ROS seviyeleri Cizim 4.14’de ve Cizelge 4.8°de
gosterilmektedir. DCFH (H,0,) ile boyanma sonuglarina gore gruplar karsilastirildiginda
kendi aralarinda anlamli fark oldugu gorildii (P<0.0001). ROS analizlerine gore gruplar
arasinda DCFH ile boyanan sperm sayisi, swim up yonteminde en yiiksek (%23,74) ve
mikro akigkan ¢ip yonteminde anlamli olarak en diisiik (%7,45) olarak hesaplandi. Density
gradient ve swim up yoOntemlerinde ise semen grubuna (%12,47) goére hiicre i¢ci ROS

oraninin %20,43 ve %23,74 olarak artt1g1 belirlendi.

Cizelge 4.8. Tim gruplarin DCFH ile pozitif boyanma yiizdelerine ait istatistiksel

degerleri.

DCFH + (%) N | Minimum | Maximum | Ortalama SD P
Semen (G1) 20 7,55 17,65 12,47 2,597 | <0.0001
Density gradient (G2) |20 14,76 25,90 20,43 3,104

Swim up (G3) 20 16,56 33,08 23,74 3,827

Mikro akigkan ¢ip (G4) | 20 0,54 11,39 7,45 2,753
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Cizim 4.13. Gruplara ait DCFH ve propidium iyodid ile boyanan spermlerde flow
sitometrik ROS 06l¢iim degerleri.

Cizim 4.13’de gruplara ait hiicre i¢i hidrojen peroksit 6l¢iimlerinin nokta ¢izim
histogramlar1 goriilmektedir. Histogramlarin alt sol dortgeni (quadran) canli boyanmayan
spermleri, alt sag dortgen ise canli ve hiicre i¢i yiiksek hidrojen peroksit tespit edilen
spermleri gostermektedir. Bununla beraber iist sol dortgen hidrojen peroksit tespit
edilmeyen apoptotik hiicreleri ve iist sag ise hiicre i¢i yliksek hidrojen peroksit tespit edilen
apoptotik spermleri gostermektedir. Degerlendirme igin alt sag dortgene ait DCFH (+) ve
PI (-) spermlere ait ortalama DCFH floresan yogunlugu hesaplandi.
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Cizim 4.14. Gruplar ve DCFH + boyanan hiicre i¢ci ROS yiiksek olan sperm ylizde
ortalamalar1 + standart sapma arasindaki iligki.
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4.7. TEM BULGULAR

Transmisyon elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde semen grubuna ait
sperm Orneklerinde basa ait yapilarda; kromatin kondensasyon defektlerine, kromatin
icerisinde farkli derecelerde vakuolizasyona, amorf, uzamis, yuvarlak, cift basli, immature
form ve akrozom defektlerine, ayrica orta parca ve kuyrukta da anormalliklere sperm
yikama metodlar1 uygulanmis diger gruplara gore daha siklikla rastlandi (Cizim 4.15-4.16).
Yikama sonrasi elde edilen gruplara ait spermleri inceledigimizde kromatine ait
kondensasyon defektlerine (Cizim 4.18) ve apopitoza (Cizim 4.21) her ii¢ grupta, 6zellikle
G3 ve G4’de daha az rastlandi Ayrica sperm akrozomlarinda; en siklikla akrozomal
(irregiilasyon) diizensizlik olmak iizere (Cizim 4.19), yogunluk azalmasi, hipoplazi,
inkliizyon (Cizim 4.24) gibi yapisal defektlere G2’de G3 ve G4’e gore daha sik rastlandi.
Kondanse kromatin ve normal akrozom yapisina sahip spermler ise G3 ve G4’de siklikla

goriildil.

52



Cizim 4.15. Semen grubuna ait elektron mikroskobik goriintii; kromatin icerisinde farkli
derecelerde vakuolizasyon, amorf (kirmizi ok) ve yuvarlak (sar1 ok) bas, akrozomal
defektler (siyah ok), ayrica orta par¢ada ve boyunda (yesil ok) anormallikler (x5000)
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Cizim 4.16. Semen grubuna ait elektron mikroskobik goriintii; basta graniiler kromatin
(GK) ve vakuol (V) yapist ve kuyrukta 9+2 mikrotiibiil yapisinda eksiklik (mavi ok)
(x5000)
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Cizim 4.17. Density gradient grubuna ait elektron mikroskobik goriintli; akrozomal
(irregiilasyon) diizensizlik ve kuyrukta 9+2 mikrotiibiil yapisinda eksiklik (mavi

0k)(x5000).
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1 um

Cizim 4.18. Kromatin kondensasyonu anormal, graniiler kromatinli (GK) basa sahip,
akrozomal diizensizligi ve genislemeleri (ok) bulunan spermatozoon (x20000).
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Cizim 4.19. Graniiler kromatin (GK) ve akrozomal diizensizlige (ok) sahip spermatozoa
(x20000).
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Cizim 4.20. Graniiler kromatinli (GK), akrozomda diizensizlik ve yogunluk azalmasina
(mavi ok) sahip, stoplazmik dropletli (siyah ok) amorf basli spermatozoon. (x15000)
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Cizim 4.21. Apoptotik spermatozoon goriintiileri (x15000)
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Cizim 4.22. Swim up grubuna ait elektron mikroskobik goriintli; normal kromatin
kondensasyonu ve akrozoma (kirmizi ok) sahip spermatozoa (x5000).
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Cizim 4.23. Akrozomal diizensizlige ve normal kromatin kondensasyonuna sahip
spermatozoon (x25000 )
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2 um

Cizim 4.24. Akrozomda inkliizyon (ok) ve graniiler kromatine (GK) sahip vakuolli (V)
bas yapilar1 (x15000).
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Cizim 4.25. Normal kromatin kondensasyonu, normal boyun ve kuyruga (kirmiz1 ok), ayn1
zamanda akrozomal diizensizlige (siyah ok) sahip spermatozoon (x10000)
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Cizim 4.26. Mikro akiskan ¢ip grubuna ait normal kromatin kondensasyonuna ve normal
akrozoma sahip spermatozoon (x15000)

64



Cizim 4.27. Akrozomal diizensizlik (ok) ve biiylik vakuole (V) sahip spermatozoa
(x15000)
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Cizim 4.28. Graniiler kromatin (GK) ve vakuole sahip spermle birlikte 9+2 mikrotiibiil
yapisinda eksiklik (ok)(x15000)
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4. TARTISMA

Diinya genelinde yaklasik 70 milyon ¢ift (Boivin ve dig. 2007, Ombelet ve dig.
2008) dogal olarak ¢ocuk sahibi olamamakta ve yardimla iireme teknikleri olan in vitro
fertilizasyon (IVF), intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ve intrauterin inseminasyon
(IUT) gibi tedavi yontemlerine ihtiyag duymaktadir (Cooper ve dig. 2010).

Asilama, en yaygmn kullamilan kolay ve diisik maliyetli yardimeci iireme
tekniklerindendir. Basarili bir asilama i¢in, spermin dolleme yetenegini engelleyecek olan
ejakiilat iceriklerigini miimkiin oldugunca ayristirmak, hizli hareketli ve normal morfolojili
spermi se¢mek gerekmektedir (Bjorndahl ve dig. 2005, Mortimer ve dig. 1998 Sharma ve
Agarwal 1996, Zini ve Sigman 2009). Bu ylizden diger hiicreler arasindan fonksiyonel
spermi sececek olan yontem tercih edilmelidir (Aitken ve Clarkson 1988).

Seminal plazmadan kapasitasyon ve fertilizasyon kabiliyetindeki spermlerin se¢imi
icin swim-up, density gradient santrifiigasyon (Gorus ve Pipeleers, 1981), glass-wool
filtrasyon (Paulson ve Polakoski 1977), migrasyon sedimentasyon (Tea ve dig. 1984) ve
mikro akiskan ¢ip (Tasoglu ve dig. 2013) gibi ¢ok sayida yikama yontemi gelistirilmistir.
Bunlardan density gradient ve swim up yontemleri rutinde en yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir (Tasoglu ve dig. 2013). Bu calismada en yaygin olarak kullanilan yikama
yontemleri ile yeni kullanilmaya baslanan mikro akiskan c¢ip karsilastirilmis, bu
yontemlerin kaliteli sperm se¢imine etkileri degerlendirilmistir.

Asilama sonrasi sadece basit yikama uygulamasi ile ileri diizey yikama yontemleri
gebelik acisindan karsilastirildiginda, ileri diizey yikama yontemleri ile daha yliksek
oranda gebelik gozlendigi bildirilmektedir (Carrell ve dig. 1998). Bu sonuglar
gostermektedir ki uygun yikama yonteminin secilmesi gebelik oranini arttirmaktadir.
Asilama sonucu gebelik olmasi icin en az 10 M/ml sperm sayis1 ongoriilmektedir. Bazi
arastirmacilar, toplam ilerleyici (prograsif) hareketli sperm sayisinin 10 milyonun altinda
oldugu durumlarda gebelik oranlarinin diistiigiinii (pratikte daha diisiik sayida sperm sayisi
ile yinede gebelik olabilecegi miimkiin olsada) gérmiislerdir (Miller ve dig. 2002, Weert ve
dig. 2004, Voorhis ve dig. 2001). Eger toplam sperm sayis1 ¢ok diisiik ve erkek faktorii
onemli derecede belirleyici ise IVF gibi daha ileri diizey teknikler denenmelidir.

Bu calismada agilama tedavisi planlanan, uygun semen parametrelerine sahip olan
normozoospermik infertil hastalarin Ornekleri kullanildi. Her ii¢ yikama yontemi ile
orijinal semen Orneklerine gore daha iyi spermiyogram parametreleri elde edildi. Normal

sperm parametrelerine sahip olmalarina ragmen infertilite problemine sahip bu hasta
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grubuna uygun yikama yonteminin belirlenmesi, rutin semen analizleriyle beraber daha iyi
bir belirte¢ olabilecegi ongoriilen sperm DNA biitiinliigii, hiicre ici ROS’u belirleyen flow
sitometrik ve ultrastruktiirel degerlendirme yapildi.

4.1.Konsantrasyon

Yikama yontemleri sonrasi prograsif hareketli sperm konsantrasyonu elde etmek
onemlidir. Eger semen, normal say1 ve hareketli sperme (normozoospermi) sahip ise swim
up IVF laboratuvarlarinda en yaygin olarak tercih edilen yontemdir. Density gradient
yonteminde ise yikama sonrasi daha yiiksek sayida sperm elde edilmekte, bu nedenle bu
yontem, say1 olarak daha fazla sperme ihtiya¢ duyulan; oligozoospermi, teratozoospermi
veya asthenozoospermi gibi diisilk sayida sperme sahip hasta gruplarinda tercih
edilmektedir (Zini ve dig. 2001). Mikro akiskan ¢ip yonteminde ise kullanilabilen semen
hacmi kisith oldugundan (850 pl), yikama sonrasit daha yiiksek konsantrasyonda sperm
elde edilmektedir, bu nedenle swim up’da oldugu gibi normozoospermi vakalarinda bu
yontem daha etkili oldugundan tercih edilebilir.

Calismada her iic yontemde de semene gore hareketli sperm konsantrasyonunda
anlamli fark goriildii ancak gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda swim up ve mikro
akiskan ¢ip yontemleri arasinda anlaml fark goriilmezken density gradient yonteminde
literatiire benzer olarak daha yliksek konsantrasyonda sperm elde edildi (Hammadeh ve
dig. 2001). Caligmaya ait ortalama konsantrasyon degerleri yikama oncesi semen grubunda
86,45 M/ml iken yikama sonrasi density gradient i¢cin 55,55 M/ml, swim up i¢in 45,65
M/ml ve mikro akiskan cip iginse 46,90 M/ml olarak azalma gosterdi. Konsantrasyondaki
azalma acisindan degerlendirildiginde, density gradient yikama yontemindeki azalma
(%30,9) swim up (%40,8) ve mikro akigkan ¢ip (%39,55) yikama yontemlerinden daha az
oldugundan avantajli olarak goriilmektedir. Spermlerin kendi hareketine dayali olarak
secildigi swim up ve mikro akiskan ¢ip yontemlerinde harekete ait parametrelerin daha iy1
olmasina ragmen, density gradient yonteminde santrifiij etkisi ile anlamli olarak daha
yiksek konsantrasyonda sperm elde edildi. Ancak c¢alismaya dahil edilen
normozoospermik semen Ornekleri i¢cin diger iki yikama yontemi ile elde edilen sperm
konsantrasyonlar1 agilama tedavisi i¢in basariy1 olumsuz etkileyecek sayilarda degildi. Her
grup i¢inde semen esit hacimlere boliinerek kullanildi. Mikro akigkan ¢ip yonteminde
sadece 850 pl semen yikandigindan, diger metodlara goére yikama sonrasi daha diisiik
sayida sperm elde edilmektedir. Ancak yine de normozoospermik hastalar i¢in elde edilen
sperm sayisi, yilksek DNA biitiinliigii ve diisiik ROS oranina sahip sperm orani olarak

degerlendirildiginde mikro akigkan c¢ip ile yeterli sayida kaliteli spermin elde edildigi
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saptanmistir. Sperm  konsantrasyonun gebelik oranlarindaki etkisi géz Oniinde
bulunduruldugunda konsantrasyonu 15 M/ml’den az olan hastalar icin density gradient
daha etkili bir yontem olabilir.

4.2. Hareketlilik

Semendeki sperm hareketliligi, herhangi bir teknikle yikama sonrasi elde edilen
sperm sayisina Onemli bir etkisi vardir (Henkel ve dig. 2003). Bu nedenle caligmada
hareketlilik; toplam hareketlilik, a sinifi (hizli progresif hareket), b smifi (yavas progresif
hareket) ve a+tb smifi hareketlilik olarak daha ayrintili c¢ahisildi.  Calismada
normozoospermik infertil hastalarda yikama Oncesi toplam hareketlilik 962,40 iken
sperm ylizdeleri density gradient sonrasi %83,80, swim up sonrast %86,15 ve mikro
akiskan ¢ip sonrasi ise %90,20’e anlamli olarak yiikseldi. Calismalarda yikama sonrasi
metodlar hareket yiizdeleri degerlendirildiginde swim up yonteminde hareket yiizdesinin
density gradiente gére anlamli yiiksek oldugu bildirilmektedir (Hinting ve Lunardhi 2001)
ancak farkli olarak density gradient yontemi ile daha kaliteli sperm elde edildigini bildiren
caligmalarda bulunmaktadir (Moohan ve dig. 1995). Bu calismada swim up yontemi ile
hareketli sperm yiizdesi density gradient yontemine gore daha yiiksek olarak hesaplansa da
istatistiksel olarak density gradient ve swim up arasinda anlamli fark olmadig: belirlendi.
Mikro akigkan c¢ip yoOnteminde ise harekete ait yilizde artis1 diger iki grupla
karsilagtirildiginda mikro akiskan sistem calismalarina benzer olarak anlamli yiiksek
bulundu (P <0.0001)(Asghar ve dig. 2014).

Yikama Oncesi a sinift (hizli progresif hareketlilik) hareketli sperm %12,30 iken
yikama sonrast a sinifi harekete sahip sperm yiizdeleri bakimindan biitlin gruplar arasinda
anlaml artig goriildii. A sinifi hareketteki artis oran1 density gradient sonrast %41, swim up
sonras1 %75 iken en yiiksek olarak mikro akigkan ¢ip sonrasi %91 olarak belirlendi. Ancak
b smifi (yavas progresif hareketli) hareketli sperm yiizdeleri bakimindan gruplar arasinda
anlamli fark goriilmedi. A sinifi harekette oldugu gibi a+b sinifi hareketli sperm ytiizdeleri
bakimindan da tiim gruplar arasinda anlamli fark goriildii. Dolayisiyla gruplar arasinda b
siifi olarak anlamli fark goriilmesede a ve atb smifi hareketli sperm yiizdesinin daha
belirleyici oldugunu g6z Oniinde bulundurarak, mikro akigkan c¢ip yontemi ile
normozoospermik infertil hasta grubunda daha kaliteli harekete sahip spermler elde
edilmektedir.

Swim up yontemi, hareketi diisiik olan hasta gruplarimin %?20’si kadarinda
uygulanmakta (Dosortsev 1995) iken density gradient yontemi diisiik hareketli sperme

sahip hasta grubu i¢in fazla sayida hareketli sperm elde edilen daha ideal bir yontem olarak
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kullanilmaktadir (Centola ve dig. 1998) Mikro akiskan akigkan yontemle, swim up
yontemine gore daha yiiksek oranda hareketli sperm elde edildigi bildirilmistir  enchaib 2003).
4.3. Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisinin fertiliteyi belirlemede 6nemli rol oynadig: ve fertilizasyonla
iligkili olarak dogal gebelik ve bununla beraber IVF’deki gebelik oranlarinda etkili oldugu
bildirilmektedir (Bartov ve dig. 1993, Berkovitz ve dig. 1999). Ayrica baz1 ¢alismalarda
yliksek DNA fragmantasyonu orani ile anormal sperm morfolojisi ve zayif embriyo kalitesi
arasinda iliski oldugu bildirilmektedir (Sakkas ve dig. 1998, Tomlinson ve dig. 2001)

Sperm morfolojisi ile kromatin kondensasyon defekti arasinda negatif korelasyon
oldugu bildirilmektedir (Hammadeh ve dig. 1999). Calismada yikama Oncesi normal
morfolojili sperm ortalamast semen grubunda %11,55 iken her ii¢ yikama yonteminde de
normal morfolojisiye sahip sperm oraninda istatistiksel olarak anlamli artig goriildii. Ancak
bazi calismalardan farkli olarak, yikama yontemlerini kendi aralarinda degerlendirildiginde
density gradient (%16,30) ve swim up (%17,50) gruplarina ait morfoloji degerleri arasinda
anlamli fark olmadig1 belirlendi (Hinting ve Lunardhi 2001, Hammadeh ve dig. 2001).
Bununla beraber mikro akiskan ¢ip (%19,45) yontemindeki artisin ¢alismalara benzer
olarak, swim up ve density gradient yontemlerinden daha fazla oldugu goriildii (Asghar ve
dig. 2014). Sonug¢ olarak normal morfoloji ile iliskili olan kromatin defekti ve DNA
fragmantasyon orani diisiik olan kaliteli spermler, mikro akiskan ¢ip ile normozoospermik
infertil hasta grubu i¢in daha ideal se¢imi yapmaktadir. Her ii¢ yikama yonteminde de
semene gore a sinifi hareket ve normal morfolojiye sahip sperm oraninda artig goriildii.
Ancak mikro akigskan ¢ip yonteminde sperm kalitesine yonelik bu bulgular daha iyiydi.
Bunun sebebi mikro akiskan metodunda mekanik hasarin daha az olmasiyla beraber ayni
zamanda herhangi bir kimyasala maruziyet olmadan kaliteli sperm se¢iminin optimum
zamanda farkli por caplarma sahip 6zel bir zardan (3um, Sum, 8um) spermin kendi
hareketine dayali olmasi olarak agiklanabilir. Yapilan calismalarda da benzer sonuglar
bildirilmistir (Tamburrino ve iz 2012, Asghar ve dig. 2014).
4.4. Sperm Kromatin Kondensasyonu

Sperm kromatin kondensasyon degerlendirmesi i¢in c¢aligmalarda yaygin olarak
kullanilan asidik anilin ve toluidin mavisi boyalar1 kullanildi. Spermiyogenez sirasinda
protaminlerle histonlarin yer degisiminde problem olan; kondensasyon defektli spermler
yikama Oncesi semen grubunda anilin mavisi ile %56,70 ve toluidin mavisi ile % 53,80
olarak bulundu. Yikama sonrasi her iki boyama metodu ile birbirini destekler oranda

benzer sonuglar elde edildi. Her ii¢ grup da kromatin kondensasyon defektinde anlaml
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azalma goriildii. Calismalara (Wang ve dig. 2011, Asghar ve dig. 2014) benzer olarak
anilin mavisi ile kromatin kondensasyon defekti en az mikro akigskan cip (%26,80), en
fazla ise density gradient yikama yonteminde (%42,60) ve yine toluidin mavisi ile
kromatin kondensasyon defekti en az mikro akiskan c¢ip (%25,80), en fazla ise density
gradient (%42,30) yikama yonteminde goriildii. Nosrati ve arkadaslari gelistirdikleri
mikrokanallara sahip bir alet ile, %80 ilizerinde DNA biitiinliigiine sahip spermlerin
secimini ger¢eklestirmislerdir (Nosrati ve dig. 2014). Takip eden baska bir caligmada
mikro kanallari, hatali kondensasyon ve vakuole sahip spermleri ayirarak, kromozomal
anoploidi (X,Y,18) oranini diislirdiigii bildirilmistir (Seiringer ve dig. 2013).
4.5. Sperm DNA Fragmantasyonu

Sperm DNA fragmantasyon Ol¢lim degerleri, ¢alismalara ve belirleyici metodlara
gore degismektedir. Belloc ve arkadaslar1 1974 normozoospermik ve 4345 infertil
vakalara ait semen Orneginde infertil grup i¢in anlamh olarak SDF >%30 esik degerini
bulmuslardir (Belloc ve dig. 2014). Normozoospermik grupta ortalama SDF degerinin
%17.6 oldugu, baska bir calismada ise Evenson ve arkadaslar1 %25 SDF degerinin normal
gebelik siiresini artti§1 veya tamamen erkek infertilitesine sebep oldugunu belirtmislerdir
(Evenson 2013). Avendano ve arkadaslari, SDF prevalansini %3,9 ile %9,8 oraninda
TUNEL (+) sperme sahip fertil erkekleri subfertil grup olarak degerlendirmislerdir (avendano ve
dig. 2003. Normozoospermik hastalarda SDF esik degeri net degildir, SDF nin gebelik iizerine
etkisini inceleyen ¢alismalar sonucunda degerin, <10% ile >35% arasinda
degerlendirilmesi Onerilmistir (Borinive dig 2006, Frydman ve dig. 2008, Benchaib ve dig. 2003 ).

Sperm DNA fragmantasyonu %30’un tizerinde ise ileri derecede hasarli goriilmekte
ve bu durum fertilizasyon oranini belirgin diisiirmektedir (Agarwal ve Allamaneni 2005).

Calismada DNA fragmantasyonunu belirlemek icin siklikla kullanilan
yontemlerden TUNEL, kromatin kondensasyon degerlendirmesi i¢in de 151k mikroskobu
yardimi ile degerlendirebilecegimiz asidik anilin ve toluidin mavisi boyamalar1 tercih
edildi. Normozoospermik infertil hastalarin yikama oncesi semen Orneklerinde diger
caligmalara benzer olarak %30,1 oraninda SDF hesaplandi. Normal sperm parametrelerine
sahip olmalarina ragmen SDF oraninin yiiksek olmasi, infertilite i¢in altta yatan problemin

sperm DNA biitlinliigiiyle iliskili oldugunu diistindiirmektedir.

Sperm DNA fragmantasyonunu belirlemede sperm kromatin yap1 analizi (SCSA),
TUNEL, in situ nick translasyon analizi (NT), tek hiicre jel elektroforez analizi, akridin

orange ve sperm kromatin ayristirma testi (Halosperm.) gibi bir c¢ok teknik
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kullanilmaktadir (Tamburrino ve dig. 2012). Bu calismada sperm DNA fragmantasyon
analizi i¢in 151k mikroskobu kullanarak degerlendirilebilen TUNEL metodu kullanildi.

TUNEL metodu ile degerlendirilen yikama oncesi semen grubuna gore SDF degeri
%30,1 iken yikama sonrasi her lic metodda da SDF oranin da anlamli azalma goriildii.
Ancak en belirgin azalma %3,30 degeri ile mikro akiskan cip yonteminde belirlendi. En
yaygin olarak kullanilan density gradient ve swim up yontemlerinde ise bu degerler %9,25
ve %5,95 olarak belirlendi. Her iki yontem i¢in sperm se¢imi bir veya iki asamali olarak
santrifiij gerektirmekte ve bu da hasara neden olabilmektedir (Alvarez ve dig. 1993).
Bununla beraber santrifiij sperm DNA fragmantasyonuna neden olan ROS seviyesini de
arttirmaktadir (Muratori ve dig. 2003). Ancak mikro akiskan ¢ip yonteminde kaliteli
spermlerin se¢imi santrifiij olmadan gergeklestirilmekte ve daha diisiik oranda sperm DNA
fragmantasyonuna sahip spermler elde edilmektedir. Ayn1 zamanda spermler daha az strese
maruz kalmaktadir. Bu yontem klasik yikama yontemlerinden farkli olarak sperme zarar
vermeden kaliteli spermin se¢imi gergeklestirmektedir. Mikro akiskan ¢ip ile hazirlanan
hareketli spermleri, yaygin olarak kullanilan swim up ve density gradient yontemleriyle
hazirlanan spermlerle karsilastirdigimizda SDF nin daha diisiik oldugunu gordiik.

Diisiik SDF orani goriilen spermlerin se¢imi sayesinde normal morfoloji ve yiiksek
harekete sahip spermlerin se¢imi de s6z konusudur (Schuster ve dig. 2003, Matsuura ve
dig. 2008, Cho ve dig. 2003). Yardimla treme tekniklerine ihtiya¢ duyan

normozoospermik infertil hasta grubu i¢in SDF orani tedavide basariyi etkileyebilir.

4.6. ROS

Sperm sec¢iminde en iyi yontemin belirlenmesi semenin sahip oldugu parametrelere
dayanmaktadir. Normozoospermik infertil hasta grubu i¢in semendeki yiiksek ROS orani
gbdz Oniinde bulundurularak ideal olan yontemin belirlenmesi IVF tedavilerinde basariy1
arttirabilir (Agarwal ve dig. 2005). Klinikte en yaygin olarak kullanilan swim up ve density
gradient teknikleri sperm seciminde farkli verime sahiptirler. Swim up ile se¢ilen spermler
temiz, hareketli ve ayn1 zamanda yiiksek DNA biitiinliigline sahip olmalarina ragmen,
yiiksek ROS orani nedeniyle spermler zarar gormektedir; density gradient yonteminde ise
secilen spermler swim up yontemine gére ROS oranmi1 daha diisiik olmasina ragmen diisiik
DNA biitiinliigii oldugu tespit edilmistir. Bir ¢ok calismada diisiik gebelik oraninin sperm
DNA’s1 ile ilgili oldugu bildirilmektedir (Loft ve dig. 2003, Spano ve dig. 2000, Evenson
ve dig. 2008).

En 1iyi spermin se¢imi ve hasarli spermin ayristirilmasi, yardimla {ireme
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tekniklerinde basar1 i¢in kritik bir Oneme sahiptir. Swim up ve density gradient
metodlarinda spermlerin semenden ayristirilmas: i¢in bir veya iki santrifiij basamagi
gerekmektedir, bu da spermde hasara sebep olmaktadir (Alvarez ve dig. 1993). Santrifiij
dolayisiyla olusan sperm hasari, ROS seviyelerini arttirarak SDF’ye yol agmaktadir (muratori ve
dgg. 2003), SDF de yardimci iireme tekniklerini kullanan ciftler icin infertiliteye sebep
olmaktadir. Spermler ve 16kositler semen igerisinde fertilizasyonu olumsuz etkileyebilecek
oldukca fazla oksijen radikali iiretebilmektedir (Agarwal ve Sekhon 2010, Aitken ve dig.
1998, Shamsi ve dig. 2008). Mikro akiskan ¢ip yontemi ile santrifiije gerek duyulmadan
kaliteli spermler sec¢ilebilmektedir (schuster ve diz. 2003. Mikro akiskan ¢ip kullanilarak semenden,
yiksek harekete ve normal morfolojiye sahip spermler secilmekte ve segilen spermlerde
daha diisiik oranda SDF goriilmektedir. (schuster ve dig. 2003, Matsuura ve dig. 2008)

Calismalarda genellikle luminometre ve flow sitometri kullanilarak hiicre i¢gi ROS
orani Olclilmektedir, ancak kemiluminisans metodu ile canli ve cansiz hiicre ayrimi
yapilmaksizin 6l¢lim gergeklesmektedir (Menella ve Jones 1980, Breininger ve dig. 2005).
Calismamizda gruplara ait ROS seviyeleri DCFH (H,0O,) boyanma sonuglarina gore flow
sitometri ile canli ve cansiz spermlerde analiz edilerek karsilastirildi. Gruplar
karsilastirildiginda kendi aralarinda anlamhi fark oldugu ve ROS analizlerine gore gruplar
arasinda DCFH ile boyanan sperm sayisi, swim up yonteminde en yiiksek (%23,74) ve
mikro akiskan ¢ip yonteminde ise anlamli olarak en diisiik (%7,45) olarak bulundu. Benzer
caligmalarda oldugu gibi density gradient ve swim up yOntemlerinde ise semen grubuna
gore hiicre i¢ci ROS oraninin %20,43 ve %23,74 olarak artmis olmasi ve mikro akiskan ¢ip
yonteminde ise belirgin azalma goriilmesi ROS agisindan mikro akiskan ¢ip yonteminin
normozoospermik infertil hastalar i¢in daha ideal bir yontem oldugunu diistindiirmektedir

(Asghar ve dig. 2014).

4.7. TEM

Sperm morfolojisi sperm yikama 6ncesi ve sonrasi 151k mikroskobu ile Kruger’in
sik1 kriterleri’ne gore degerlendirilmektedir (Menkveld ve Kruger, 1995). Ancak bu metod
ile sperme ait organel, kromatin ve ayrintili yap1 degerlendirilebilmektedir. Transmisyon
elektron mikroskobu kullanilarak (TEM) hiicrelerin yapisal biitiinliigii gosterilebilmektedir
(Piomboni ve dig. 1996, Baccetti ve dig. 1995) Mikro akigkan c¢iple yikama sonrasi
spermlerle ilgili ultrastriiktiirel herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢calismada TEM
kullanarak sperm secim metodlar1 ile elde edilen spermler ayrintili olarak incelendi.

Yikama yapilmayan semen grubunda anormal yapidaki spem sayisinin ¢ok fazla oldugu
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saptandi. Bu tablo yapilan calismalar sonucunda da bildirilmektedir (Skowronek ve dig.
2010, Skowronek ve dig. 2012). Normozoospermik hastalara ait yilkanma Oncesi semen
grubunda, spermlerin bas kisimlarinda anormal paketlenen kromatinle beraber
vakuolizasyon, akrozom defektleri, orta parcada anormal sekilli mitokondriyonlar,
kuyrukta tiibiil ¢iftlerinde eksiklikler ve apoptotik spermler siklikla goriildii. Anormal
hareketli ve apoptotik spermlerin yiiksek oldugu semen 6rneklerinde bu yapisal anomaliler
daha siklikla goriildii. Ayrica bu semen grubuna ait sperm akrozomlarinda, en sik
akrozomal diizensizlik olmak iizere yogunluk azalmasi, hipoplazi, lakiinasyon ve
inkliizyon gibi yapisal bozukluklara da rastlandi.

Yikama sonras1 her {i¢ gruba ait spermleri inceledigimizde kromatine ait
kondensasyon bozuklugunun ve apopitozun azaldigi goriildii. Density gradient yonteminde
akrozomal diizensizliklere, swim up ve mikro akiskan ¢ip yontemlerine gore daha sik
rastlandi. Density gradient yonteminde goriilen bu bozukluklarin, santrifiij etkisiyle ortaya
cikabilecegini diistindiirmektedir (Machado ve dig. 2009). Ayrica kondanse kromatinli ve
normal akrozoma sahip spermler, swim up ve mikro akiskan ¢ip yonteminde, density
gradient yontemine gore daha sik goriildii.

TEM degerlendirmesi sonucunda, {i¢ yikama yonteminde de anormal kondensasyon
ve vakuole sahip spermler gézlenmesine ragmen, yikanma yontemi uygulanmayan semen

grubuna gdre bunlarin sayilarinin oldukca azalmis oldugu tespit edilmistir.

6. SONUC VE ONERILER
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Normozoospermik infertil hastalarda density gradient, swim up ve mikro akiskan
cip yontemleri ile elde edilen spermleri rutin semen analizleri yani sira
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik olarak inceledigimiz ¢alismada;

1. 20 normozoospermik infertil hastada semen parametreleri; konsantrasyon (86,45M/ml)
toplam hareketlilik (%62,40), hizli progresif hareketlilik (%12,30), yavas progresif
hareketlilik (%42,00) ve normal morfolojili (%11,55) sperm yiizdesi olarak
degerlendirildi.

2. Yikama yontemleri konsantrasyon agisindan degerlendirildiginde, swim up
(45,65M/ml) ve mikro akiskan ¢ip (46,90M/ml) yontemleri ile benzer oranda ve daha
az sayida sperm elde edilirken, density gradient (55,55M/ml) yontemi ile yikama
sonras1 anlamli olarak daha yiiksek sayida sperm elde edildi (P<0.0001).

3. Hareketlilige ait yilizde ortalamalar1 density gradient sonrasi %83,80, swim up sonrasi
%86,15 ve mikro akiskan ¢ip sonrasi ise %90,20 olarak hesaplandi. Yikama sonrasi
hareketli sperm yiizdeleri her {i¢ yikama yonteminde de anlamli olarak yiiksekti.
Bununla beraber density gradient ve swim up arasinda anlamli fark olmadigi ancak

diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark oldugu belirlendi (P <0.0001).

4. Yikama oncesi a smifi (hizli progresif hareketlilik) hareketli sperm %12,30 iken
yikama sonrasi a smifi harekete sahip sperm yiizdeleri bakimindan biitiin gruplar
arasinda anlamh artis goriildiic (P<0.0001). A smifi hareketteki artis orani density
gradient sonras1 %41, swim up sonrasi %75 iken en yiiksek olarak mikro akigkan ¢ip
sonrast %91 olarak belirlendi. Ayrica b sinifi (yavas prograsif hareketlilik) hareketli
sperm yiizdeleri bakimindan gruplar arasinda anlamli fark olmadigi (P=0.136)

belirlendi.

5. Morfoloji degerlendirmelerinde, density gradient (%16,30) ve swim up (%17,50)
yontemlerinde normal morfolojili sperm yilizdesinde benzer oranlar goriiliirken mikro
akiskan cip (%19,45) yonteminde bu oran diger yontemlere gore anlamli olarak daha

yiiksek belirlendi (P<0.0001).

6. Anilin mavisi ve toluidin mavisi ile yapilan kromatin kondensasyon
degerlendirmelerinde, semen grubu ile density gradient, swim up ve mikro akiskan ¢ip
yontemleri boyanma ytizdeleri olarak karsilastirildiginda her 3 yontemde de anlaml
azalma oldugu goriilmistir (P<0.0001). Yikama yontemleri de kendi aralarinda

karsilastirildiginda anlamli fark oldugu; kromatin kondensasyon defektinin en az mikro

75



10.

11.

akiskan c¢ip, en fazla ise density gradient yikama yontemi sonrasi spermlerde oldugu
goriildii.

TUNEL metodu uygulanan yikama oOncesi semen grubu (%30,1) ile yikama
yontemlerine ait drnekler karsilagtirildiginda tiimiinde sperm DNA fragmantasyonunda
anlamli azalma ve anlamli fark oldugu goriildii (P <0.0001). Ayrica yikama yontemleri
de kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli fark oldugu ve sperm DNA
fragmantasyonunun en az mikro akiskan c¢ip (%3,30), en fazla ise density gradient

(%9,25) yikama yonteminde oldugu belirlendi.

ROS analizlerine gore gruplar arasinda DCFH ile boyanan sperm sayisi, swim up
yonteminde en yiiksek (%23,74) ve mikro akiskan ¢ip yonteminde anlamli olarak en
diisiik (%7,45) hesaplandi. Density gradient ve swim up yoOntemlerinde ise semen
grubuna (%12,47) gore hiicre ici ROS oranmmin %20,43 ve %23,74 olarak arttig1

belirlendi.

Ultrastriiktiirel degerlendirmelerde semen grubuna ait sperm Orneklerinde kromatin
kondensasyon defektlerine, vakuole, anormal bas yapisi, immature form ve akrozom
defektlerine, ayrica orta parca ve kuyrukta anormalliklere sperm yikama metodlari
uygulanmig diger gruplara gore daha siklikla rastlandi. Yikama sonrasi her {i¢ gruba ait
spermleri inceledigimizde kromatine ait kondensasyon defektinin ve apopitozun
azaldig1 goriildii. Ancak density gradient yonteminde akrozomal diizensizliklere swim

up ve mikro akiskan ¢ip yontemlerine gore daha sik rastlandi.

Mikro akigkan cip ile hazirlanan hareketli spermleri yardimci iireme tekniklerinde en
yaygin olarak kullanilan swim up ve density gradient metodlariyla hazirlanan hareketli
spermlerle karsilastirdigimizda kromatin kondensasyon defekti, DNA fragmantasyonu
ve hiicre i¢i ROS oranmin daha az oldugunu gordiik. Ayrica sperm parametreleri
sonuglara gore yeterli sayida kaliteli sperm mikro akiskan ¢ip ile yikama sonrasi elde
edildi ve ultrastriiktiirel degerlendirmelerde de kondense kromatin ve normal akrozoma
sahip spermler siklikla goriildii.

Mikro akigskan c¢ip yoOnteminde; hiicre i¢i ROS degerinin diisiik olmasi, DNA
biitlinliigline sahip hareketli ve normal morfolojili spermlerin basit ve kibar bir sekilde
secilebilmesi avantajlar1 olarak belirlenirken, tiim ejakiilatin kullanilamamas1 ve daha

az sayida sperm elde edilmesi dezavantajlaridir.
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12. Bu caligmanin sonuglar1 gostermektedir ki mikro akiskan ¢ip yikama yontemi agilama
hastalarinin tedavisinde density gradient ve swim up yontemlerine gére daha etkili ve
fizyolojik bir yontemdir. Bu yaklagim, mikro akiskan c¢ip ile secilen spermler
kullanildiginda embriyo gelisimi, fertilizasyon, implantasyon ve gebelik oranlarinda

tyilesme olup olmadigini gdsteren ileri calismalarla desteklenebilir.
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