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OZET

MIGRASYON-SEDIMENTASYON YONTEMININ SEMEN
HAZIRLAMADAKI ETKINLIGININ SANTRiIFUGASYON KULLANILAN
YONTEMLE KARSILASTIRILARAK DEGERLENDIRILMESI

Sevil KIRATLI
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Danismanlari: Prof. Dr. Mehmet YUNCU, Dog. Dr. I. Sinan OZKAVUKCU
Temmuz 2016, 72 sayfa

Calismamizda migrasyon-sedimantasyon yonteminin semen hazirlamadaki etkinliginin
santrifiigasyon kullanilan yontemle karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.
Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Uremeye Yardimci Tedavi ve Egitim
Merkezi’ne basvuran progresif ileri hareketli sperm orant %10’un {izerinde olan erkek
hastalar iizerinde yapilmistir.

Iki farkli yontemle (santrifiij-gradient-swim-up; SGS, migrasyon-sedimantasyon; MS)
secilen spermatozoonlar; hareketlilik, konsantrasyon, morfoloji, canlilik, DNA
fragmantasyonu ve persiste histonlarin varligi agisindan incelenerek karsilastirilmistir.

Yapilan ¢alisma neticesinde MS grubu 6rneklerde islem sonrasi spermatozoon say1 ve
hareketliliginin SGS grubuna kiyasla daha iyi oldugu, ancak gruplar arasindaki farkin
anlamli olmadig1 tespit edilmistir. Yine, SGS ve MS gruplarinda sirasiyla; normal
morfolojiye sahip spermatozoon orant %12.19+6.45 ve %10.67+£5.44, canlilik orani
%74.09+£16.65, ve 9%70.45+£16.78, DNA fragmantasyonu orani %3.91+3.96, ve
%2.95%3.33, persiste histon varligr oran1 %10.59+13.40, ve %8.86+7.89 olarak tespit
edildi, ancak deney gruplari arasinda istastistiksel anlamli fark bulunamadi.

Sonug olarak migrasyon-sedimentasyon yonteminin, santifiij kullanilan gradient-swim-
up kombinasyonuna gore sperm se¢me etkinliginde anlamli farklilik goériilmemistir.
Migrasyon sedimentasyon, bir sperm segcme yontemi olarak, motilite sorunu olmayan
hasta 6rneklerinde glivenle kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: infertilite, migrasyon-sedimantasyon, santrifligasyon, sperm secimi



ABSTRACT

EFFICACY OF MIGRATION-SEDIMENTATION COMPARED TO
METHODSWITH CENTRIFUGATION FOR SPERM PREPARATION

Sevil KIRATLI
Master of Science Thesis, Department of Histology and Embryology
Supervisors: Prof. Dr. Mehmet YUNCU, Acc. Prof. Dr. 1. Sinan OZKAVUKCU
July 2016, 72 pages

In our study, the effectiveness of semen preparation using migration-sedimentation
method was evaluated and compared to centrifugation based methods.

Male patients who applied to Ankara University School of Medicine Center for Assisted
Reproduction and had forward progressive motile sperm rate above 10% in their
ejaculate were included in the study. Spermatozoa that selected by two different
methods (centrifuge-gradient-swim-up; SGS, migration-sedimentation; MS) were
investigated and compared according to motility, concentration, morphology, viability,
DNA fragmentation and presence of persistent histones.

The concentration and motility of sperm in MS group was better improved than the SGS
group, but the difference between groups was not found significant. Similarly, in SGS
and MS groups respectively; sperm with normal morphology rate was 12.19% + 6.45
vs. 10.67% = 5.44, survival rate was 74.09% = 16.65 vs. 70.45% + 16.78, DNA
fragmentation rate was 3.91% =+ 3.96, vs. 2.95% =+ 3.33, presence of persistent histone
ratio was 10.59% + 13.40, vs 8.86% * 7.89 and none of the difference between the
experimental groups was statistically significant.

As a result, migration-sedimentation method, compared to centrifugation used in
gradient-swim-up combination was evaluated to be similarly effective. To conclude,
migration sedimentation was assessed to be a safe method for sperm selection for
patients with normal motility.

Key words: centrifugation, infertility, migration-sedimentation, sperm selection



1. GIRIS

Uremeye yardimci tedaviler (UYTE) sirasinda, erkekten masturbasyon ydntemiyle
aliman semen Ornegi ¢esitli islemlerden gecirilerek, igerigindeki spermatozoonlar oosite
enjeksiyon ic¢in hazir hale getirilir. Bu islemler kabaca likefaksiyon, sperm
degerlendirme, se¢me ve yikama yontemleridir. Sperm secimi UYTE icin oldukca
Oonemli bir asamadir ve genellikle santriflij teknigi kullanilarak yapilmaktadir. Santrifiij
ile toplanan semen 6rnegi iki basamakli gradient soliisyonu igerisinden gegirilir ve bu
gradient farki nedeniyle semen i¢inde bulunan lokositler, immatiir spermatojenik
hiicreler, epitel hiicreleri vb. soliisyonun iist katmanlarinda takilacagi icin elimine
edilmis olur. Siipernatan kisminin uzaklastirilmasiyla normal sperm popiilasyonu
pellette elde edilmis olur. Gradiyent soliisyonlarina bu vizkdz yapisini veren igerisinde
barindirdiklari silika partikiilleridir ve ilk santrifiij isleminden sonra pellet olarak ayrilan
spermlerden uzaklastirilmast gerekir. Bu amagla yikama islemi ikinci bir santrifiij
etkisiyle pelletteki spermlerin ¢oktiiriilmesi ve boylece yabanci maddelerden
ayristirtlmasi gorevini goriir. Ardindan gerceklestirilen swim-up teknigi ilk asamada
secilen spermlerin en hareketlilerini segmekte ikinci bir eliminasyon metodu olarak
kullanilir. Ozet olarak, gradient ve swim-up teknigiyle elde edilen spermler 2 asamali,

10’ar dakikadan toplam 20 dakikalik santrifiij etkisine maruz kalirlar.

Santrifiigasyonun sperm fonksiyonlarina basta motilite olmak iizere zararh etkileri
oldugu bildirilmistir (1). Ayn1 zamanda santrifiij sirasindaki fiziksel etkenler nedeniyle
ortaya c¢ikan hiicre hasar1 nedeniyle reaktif oksijen radikallerinin olustugu da
bilinmektedir (2,3). Santrifiijiin direk etkisi ile mekanik membran hasarmin olusabildigi
ve olusan reaktif oksijen radikallerinden kaynaklanan sperm fonksiyon hasarlari
gosterilmistir  (4). Ayrica olusan reaktif oksijen radikallerinin spermde DNA
fragmantasyonuna (5), sperm membraninda lipid peroksidaz ve mitokondriyal ATP
hasarma sebep olabilecegi bildirilmistir (6). Bunlarin yaninda gradiyent dansite
santrifiigasyon ve swim-up tekniklerinin gerek DNA's1 saglikli sperm se¢iminde ve

gerekse anoploidik spermlerin eliminasyonunda istiin teknikler oldugu bilinmektedir
(7).
Tiip bebek tedavileri ve bununla ilgili tip teknolojisi siirekli gelismekte, yeni tedavi

protokolleri kullanima girmektedir. Sperm hiicrelerinin saglikli olmas1 embriyo gelisimi

tizerinde etkilidir. Bu nedenle sperm kalitesini ve yapisini bozan hiicresel ve ¢evresel



faktorlerin ortaya konmasi onemlidir. Bu sekilde yeni tekniklerinin gelistirilmesine

katk1 saglanabilecektir.

Bu c¢alismadaki ama¢ semenden migrasyon sedimentasyon yontemi ile elde edilen
spermler ile, gradiyent soliisyonlariyla santrifiij edilip swim-up yontemi ile hazirlanan
spermleri karsilastirilarak secim yontemlerinin birbirlerine tistinligtini ve spermlerde

olusan olasi1 hasarlar1 incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek Greme sistemi skrotum ile sarili olan bir ¢ift testis, i¢ ve dis genital kanallar,
destekleyici bezler ile penisten meydana gelen bir sistemdir. Dis genital kanallar
sistemini meydana getiren epididimis, vas-deferens, ejekiilatuvar kanal ve erkek tiretrasi
disariya sperm tasinmasindan sorumludur. Destekleyici salgi bezleri olan bir ¢ift
seminal vezikiil, tek prostat bezi ve iki bulboiiretral bezin salgilar1 ise spermin
beslenmesinde, semen olusturulmasinda ve ayn1 zamanda bu salginin kadin iireme

sistemi icerisine taginmasinda gorev alirlar (8).

2.1.1. Testis ve Gelisimi

Testisler olgun erkek iireme hiicrelerinin ve testosteronun iiretildigi, karin boslugunun

disinda skrotum adi verilen bir kesede bulunan bir ¢ift organdir (9).

Testisler paraksiyal mezodermle lateral plagi gegici olarak birbirine baglamakla gorevli
olan mezodermden gelismektedirler (10,11). Embriyonun cinsiyeti genetik agidan
dollenme esnasinda belirlenmis ise de, erkek ve disi yapisal Ozellikleri embriyo
gelisiminin 7. haftasiin ardindan gozlenebilir. Her iki eseyde de gonadlar birbirine
benzer goriinlime sahip oldugunda bu evre seksiiel gelisimin farklanmamis evresi, bu

evredeki gonadlar da farklanmamis gonadlar olarak adlandirilir (10,11).

Testisler karin arka duvarini kaplayan mezotel, altinda yer alan embriyonik bag dokusu
(mezensim) ve ilkel germ hiicreleri olmak {izere 3 kaynaktan koken alir (10,12).
Gonadlar embriyonik evrenin 5. haftasinda, mezonefrik bobregin medialinde,
mezoteldeki kalinlagma ile gelismeye baslamaktadir. Mezodermal epitel ile altinda
bulunan mezensimin yogunlagsmasiyla mezonefrozun medialinde genital veya gonadal
kabartilar sekillenir. Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabartilarda germ hiicresi
bulunmamaktadir. Her iki eseyde de belirtilen haftada farklanmamis olan gonadlarin
yapist aynidir. Farklanmamis gonad en dista korteks, icte ise medulla tabakalarindan
meydana gelir. Embriyo XX esey kromozomuna sahip ise farklanmamis gonadin

korteksi ovaryuma doniisiir, medullast geriler. Buna karsin embriyo XY esey



kromozomuna sahip ise medulla testise doniisiirken korteks bazi1 kalint1 yapilar diginda

geriler (10-12).

Epiblasttan koken alan ilkel germ hiicreleri embriyonik gelisimin 4. haftasinin basinda
vitelliis kesesinin allantoise yakin olan duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda
belirlemeye baslarlar. Bu hiicreler yuvarlak ve biiylik bir nukleusa, belirgin bir veya
birka¢ nukleolusa sahiptir. Sitoplazmalarinda da alkalen fosfataz diizeyi yuksektir. Cok
sayida glikojen ve lipid damlaciklar1 igerirler. Dordiincii haftada sonbarsagin arka
mezenteri boyunca ameboid hareketler yapmak suretiyle ilerleyerek 5. haftanin basinda
ilkel gonadlara ulasmakta, 6. haftada ise genital kabartilara yerlesmektedir. Ilkel germ
hiicreleri genital kabartilara ulasamamalar1 halinde gonadlar gelisemez. Ilkel gonadlarin

testise farklanmasinda ilkel germ hiicrelerinin uyarici etkisi sz konusudur (10,11).

Ilkel germ hiicrelerinin migrasyonu ve cogalmasi bir tirozin kinaz olan c-Kit
reseptoriiyle hiicre membran ligandi olan kok hiicre faktoriiniin etkilesimine baglidir
(13). ilkel germ hiicrelerinin gonadlara migrasyonundan &nce ve gonadlara ulastiklar:
anda genital kabartilardaki kélom epiteli ¢ogalir, mezensim igerisine gomiilerek ilkel
esey kordonlari olarak adlandirilan, yiizey epiteline bagli olan parmak sekilli diizensiz

kolonlar meydana getirirler (11).

Ilkel esey kordonlari testis belirleyici faktorii kodlayan Y kromozomu tizerinde yer alan
SRY geninin etkisi ile testis kordonlarini meydana getirmek icin cogalir. Testis
kordonlar1 gonadlarin hilusuna dogru dallanarak anastomoz yapmakta ve bdylelikle de
rete testisi meydana getirmektedirler. Testis kordonlariyla yiizey epiteli arasindaki iliski
tunika albuginea olarak adlandirilan fibr6z bag dokusu katmaninin olusumu ile kesilir

(10,11,13).

Gelisimin 4. ayinda testis kordonlar1 at nali seklinde bir goriiniime kavusur, iki uglar
birlesir ve tubuli rekti olarak adlandirilan ince bir kanal bi¢imlendirir. Tubuli rektiler
rete testise acilmaktadirlar (12). Testis kordonlar ilkel germ hiicreleri ve bezin yiizey
epitelinden gelisen destek hiicrelerinden (Sertoli hiicreleri) olusmaktadir. Testis
kordonlar1 arasinda gonadal kabartilarin mezensimden kdken alan Leydig hiicreleri
mevcut olup bunlar gelisimin 8. haftasinda testosteron salgilamaya bagslarlar ki bu
hormon erkek genital kanallar1 ve dis genital organlar1 sekillendirir (11). Testis
kordonlar1 puberteye kadar kapali olup puberteyle beraber kordonlarin liimenleri agilir

ve ayn1 zamanda seminifer tiibiiller bigimlenir. Kanalize olan seminifer tiibiiller de rete



testis tiibiilleri ile birleserek duktuli rekti ve duktuli efferenteslere agilirlar. Daha sonra
bunlar da tek bir kanal olan duktus epididimis ile duktus deferensle birlesirler (10,11).
Seminifer tiibiil duvar1 destek hiicreleri olan Sertoli hiicresi ve iireme hiicrelerinden

gelisen spermatogoniumlar olmak tiizere iki hiicre tipinden olusur (10).

aorta mezonefrik kanal
paramezonefrik
kanal
primordiyal
germ hiicreleri
P primer seks
Bagirsaicilp = kordonlari a
proliferasyona ugramakta
olan ¢élomik epitel
dejenerasyona ugra[ngkta
olan mezonefrik tibdil duktus
epididimis

mezonefrik kanal mezorgiyum

dejenerasyona

ugramakta olan
paramezonefrik
kanal

efferent duktul

rete testis

paramezonefrik

kanal seminifer

seminifer tunika tum kordon
kordonlar albuginea sep

Sekil 2.1. Testikiiler gelisim evreleri. a) 5 haftalik embriyoda farklilasmamis gonad evresi b) 5. Haftadan

sonraki evre ¢) Testikiiler gelisimin son evreleri (10).

2.1.2. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi testisler, yardimci bezler, testis dis1 ve i¢i genital kanallar ile
penisten meydana gelmektedir. Testisler embiyonik gelisim, eseysel olgunlasma ve
iireme fonksiyonlarini etkileyen, puberte ile birlikte spermatozoonlarin {iretimi ve
beslenmesiyle erkek esey hormonu testosteronun sentezinden sorumlu, ekzokrin ve
endokrin fonksiyonu bulunan bir ¢ift organdir. Yanlardan basik, oval gorinumld, iri
badem biiytikliigiinde, her biri 10-25 gram agirliginda, 2.5x3.5 cm boyutlarinda olan
testislerin posterior kismi epididimis ile baglantilidir. Testisi distan Orten tunika
albuginea katmani, testisin posterior kisminda kalinlasarak mediastinum testisi meydana
getirir ve fibr6z uzantilar seklinde organin i¢ kismina sokulur. Testise giris yapan ve

testisten ¢ikis yapan kan ve lenf damarlariyla kanallar bu tabaka igerisinde seyreder.
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Mediastinum testis igerisine dogru uzanan ince bag dokusu septumlari testisi 250
civarinda lobiile bolmekte olup her bir lobiiliin i¢eisinde spermlerin iiretildigi ve sayilar
1-4 arasinda olan seminifer tiibiiller yer alir. Seminifer tiibiillerin arasindaki bosluk kan
damarlarini, lenf damarlarini, sinirleri, Leydig hiicrelerini ve makrofajlar1 ¢evreleyen

interstisyel dokuyla kaplidir (Sekil 2.2) (14, 15).
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Sekil 2.2. Testisin histolojik yapisi. a) Testisin sagital kesiti, b) Testisin Hematoksilen-Eozin (H-E) ile

boyanmus sagittal kesiti (16).

2.1.2.1. Seminifer Tubuller

Seminifer tubuller 30-80 ¢cm uzunlugunda ve yaklagik olarak 150-200 um gapindaki
yogun kivrimlara sahip kanallar olup her bir testiste 250-1000 kadar bulunmaktadir.
Seminifer tilibliller anastomoz gosteren kivrimlar seklinde baslamakta olup
mediastinum’a dogru yaklasirken diiz ve kisa tiibiiller olan tubuli rekti’yi meydana
getirirler. Tubuli rektiler de mediastinumda bulunan ve anastomozlasan kanallar olan
rete testise agilirlar. Seminifer tiibiiller; seminifer epitel ve germinal epitel olarak
adlandirilmakta olan ¢ok tabakali bir epitel ile kapli olup seminifer epitel dista bazal
lamina, kollajen lifler ve kontraksiyon 6zelligi olan myoid hiicrelerden meydana gelen
Ozellesmis, peritiibiiler doku ya da tunika propria olarak adlandirilan ¢ok katmanli bir

bag dokusuyla ¢evrilidir. Myoid hiicrelerin organizasyonu tiirler arasinda farklilik arz



etmektedir. Kemirgenlerde tek tabakali bir yapiya sahip iken insanlarda ise 3-5
tabakalidir. Bu hiicreler elektron mikroskobik seviyede diiz kas hiicrelerine benzeyen,
bazal laminayla sarili, aktin filamentler agisindan zengin olan hiicreler olup kasilip
gevseme kabiliyetlerinden otiirli seminifer tiibiillerin ¢apinda degisiklige neden olarak
hareketsiz spermatozoonlarin rete testise dogru ilerleten ritmik hareketi tesis
etmektedirler. Seminifer epitelde spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri seklinde 2

temel hiicre grubu s6z konusudur (15).

2.1.2.2. Sertoli hucreleri

Bu hiicreler bazaldan liimene dek uzanmakta olan uzun, prizma sekilli biiyiik
hiicrelerdir. Destek hiicreleri olarak da adlandirilmakta olan Sertoli hiicreleri gelismekte
olan sperm hiicrelerinin beslenmesinden, korunmasindan ve desteklenmesinden
sorumludurlar. Aynt zamanda tam manasiyla farklilasamayan ve olgunlasamayan
spermatojenik  hiicreleri fagosite etmek suretiyle ortadan kaldirmaktadirlar.
Spermatojenik hiicrelerinde oldugu gibi boéliinme kabiliyetleri bulunmamaktadir.
Puberteye dek seminifer epitelin baskin hiicre tipiyken puberteden sonra sayilarinda
azalma gerceklesir. Bu hiicreler ileri yastaki erkeklerde spermatojenik hiicre

populasyonu azaldigi zaman yeniden seminifer epitelin temel elemanina doniisiirler

(16).

Sertoli hucreleri 6kromatik, biiyiik, oval ya da tiggen sekilli ve bazal sitoplazmada
konumlanmis olan niikleusa sahiptir. Niikleuslar1 bir ya da fazla i¢ katlantilara sahiptir.
Baz: tiirlerde karyozom olarak adlandirilan kendine 6zgii li¢ parcali yapida DNA ve
RNA igeren cisimcik ¢ifti tarafindan ¢evrelenen 1-2 adet bariz niikleolusa sahiptir (17).
Elektron mikroskobunda Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda yogun miktarda lipid
damlaciklar1 gozlenmektedir. Ayn1 zamanda bariz golgi kompleksi, bol ve tiibiiler
mitokondriler, gelismis graniilli ve granilsiz endoplazmik retikulum, primer ve
sekonder lizozomlar, glikojen grantller, serbest ribozomlar, mikrotubdller ve

mikrofilamentlere sahiptirler (15).

Insanlarda bazal sitoplazmada nukleus yakminda “Charcot-Béttcher” adi verilen
inkliizyon cisimcikleri de goriilebilmekte olup bu hiicrelerin  smirlart 151k
mikroskobunda kolay ayirt edilememektedir. Hiicrelerin apikalinde gelismekte olan

spermatozoonlarin bas kisimlar1 bulunmaktadir. Birbirlerine komsu Sertoli hiicreleri



arasinda pek ¢ok baglanti kompleksi mevcuttur. Komsu membranlar arasinda 50’nin
tizerinde paralel kaynasma bolgelerinin yer aldigi zonula okliidens tipi baglantilar s6z
konusu (15,16) olup bu siki baglanti kompleksleri interstisyel dokudaki kan
damarlariyla seminifer tiibiiller arasinda kan-testis bariyeri olusturulmasini saglar. Bu
bariyer ile seminifer epitel bazal ve adluminal boliimlere ayrilir. Bu bariyer germ
hiicrelerinin kandan gelen toksik kimyasallar, ilaglar ve mutajenler gibi zararh
maddelere karsi korunmasini ve seminifer tibdllerin aminoasit, iyon, protein ve
karbonhidrat igeriginin kan ve lenf igeriginden daha farkli olmasini saglar (17).
Spermatogonyumlarin farklilasmasi sperme has proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol agar.
Eseysel olgunlagmanin, immiinolojik kabiliyetin gelismesinden sonra meydana gelmesi
neticesinde farklilagsmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak algilanmakta olup bu
durum germ hiicrelerinin 6liimiine yol agabilecek bir immiin yanit1 tesvik eder. Kan-
testis bariyeri seminifer tubtllere imminoglobulinlerin gecisine mani olarak haploid
germ hiicreleri, sekonder spermatosit, spermatid ve spermler ile immiin sistem arasinda

ortaya ¢ikabilecek herhangi bir etkilesimin de 6niine gegilmesini saglar (16,18).

Sertoli hiicreleri membranlarinda siki  baglantilarin  yan1 siwra oluklu baglanti
komplekslerine, tubulobular komplekslere, ektoplazmik o6zellesmelere, fokal

baglantilara, desmozomlara ve hemidesmozomlara da sahiptirler (Sekil 2.3) (19).
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Sekil 2.3. Seminifer tiibiilde hiicre bagalant1 kompleksleri (20).
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Spermatojenik hiicreler Sertoli hiicrelerinin lateral uzantilar ile olusturulan bélmelere
yerlesmis olan hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerin bazal bdliimlerine yakin olan yerlerde
Sertoli hiicreleri arasinda spermatogonyumlar ve erken donem primer spermatositler
yerlesirken luminal bolgelere dogru ise daha olgun olan spermatositler ve spermatidler
yerlesmistir. Spermatojenik hiicreler olgun hale geldik¢e liimene dogru ilerlerken
Sertoli hiicreleri arasinda yer alan baglanti komplekslerinin meydana getirmis oldugu

bariyeri agmalidir (15).

Sertoli hiicreleri testosteron ve dihidrotestosterona yiiksek baglanma affinitesine sahip
olan androjen baglayict protein sentezlemekte olup bu protein luminal bolgede
testosteron hormonunun yiiksek konsantrasyonlarda tutulmasini saglayacak gelisim ve
farklilasma asamalarindaki sperm hiicrelerinin olgunlasmasinda rol oynar. Bu
hiicrelerde ayni zamanda folikiil uyarict hormon (FSH) salinimini baskilayan inhibin,

plazminojen aktivatori ve transferrin sentezlenmektedir (13).

Yukaridaki agiklamalar dikkate alindiginda Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar1 agagidaki

gibi siralanabilir (16-18):

- Kan-testis bariyerini meydana getirmek

- Geligen spermatojenik hiicrelere destek olmak

- Seminifer tiibiil limenine sperm tagiimini kolaylastiracak olan protein ve iyon
acisindan zengin s1vi salgilamak

- Spermiogenez sonunda atilan rezidiiel cisimsikleri ya da gelisimini
tamamlayamamis olan spermatojenik hiicrelerin fagoside edilmesini saglamak

- Embriyonik gelisim sirasinda erkek fetusta Miiller kanallarinin gerilemesini
saglayan Anti Millerian hormonu tiretmek

- Plazminojen aktivatorii ve transferrin gibi molekiilleri sentezlemek ve ayni
zamanda FSH uyarimi ile andojen baglayici protein sentezlemek.

- On hipofiz bezinden FSH sentez ve salmnmasini baskilayan inhibin ve uyaran

peptidleri (aktivin) salgilamak.

2.1.2.3. Spermatojenik hticreler

Spermatojenik hiicreler diizenli bir sekilde boliinmek suretiyle olgun spermlere

farklilasan hiicrelerdir. 4-8 tabaka hticre icermektedirler. Bu hicreler bazaldan limene
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dogru; spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler, spermatozoon seklindedir. Bu

hiicreler agagida basliklar halinde kisaca agiklanmistir.

2.1.2.3.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal boliimde bazal laminayla dogrudan iligkili olan hiicreler olup
Sertoli hiicreleri arasindaki zonula okliidenslerin altinda yerlestiklerinden kan-testis
bariyerinin disindadirlar. Ug temel spermatogonyum tipi séz konusudur. Tip A
spermatogonyumlar seminifer epitelin kok hiicreleri olup yogun bazofilik ve ince
grantler kromatinli oval nikleusa sahiptirler. Puberteden itibaren mitotik bolinmeler
gecirmek suretiyle ya Tip A koyu spermatogonyumlart veya Tip A acik
spermatogonyumlar1 meydana getirirler. Tip A a¢ik spermatogonyumlar mat boyanan,
ince granller kromatinli oval nukleusa sahiptirler. Mitoz bolinmeler neticesinde
farklilagarak Tip B spermatogonyumlart meydana getirirler. Bunlar merkezi yerlesimli
nukleolusa sahip kiresel nukleusludurlar. Nukleus kromatini nukleolus cevresinde ve

nukleus kilifi boyunca yogunlasma gosterir (16).

2.1.2.3.2. Spermatositler

Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmeleri neticesinde olusan primer
spermatositler sentez fazin1 tamamladiktan sonra mayoz boliinmenin profaz asamasina
girerler ki bu asamada leptoten, zigoten, pakiten ve diploten fazlarimi gegirerek diakinez
sathasina ulagirlar ve krossing over’den sonra kromozomlar ayrilir. Bu asamadan sonra
hiicreler metafaz agamasina girerler ve kromozomlar takip eden anafazda her bir kutba
dogru giderler. Bu boliinmede profazin yaklasik 22 giin civarinda bir siire almasindan
Otliric mikroskop altinda incelenen hiicrelerin o6nemli bir kismi1 bu asamada
gorulmektedir. Spermatojenik seride en biiyiik hiicreler nukleuslarindaki sinaptonemal
kompleksin varlig1 ile karakterize primer spermatositlerdir. Birinci mayoz bélinmenin
ardindan ortaya ¢ikan sekonder spermatositler 2n DNA ve 23 kromozom (22+X ya da
22+Y) icerir. Testis Kkesitlerinde sekonder spermatositler zor gérilurler. Clnku bunlar
interfaz asamasinda kisa siire kalmakta ve hizli bir sekilde mayoz béllinmeye

girmektedirler (16, 21).
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2.1.2.3.3. Spermatidler

Spermatidler sekonder spermatositlerin ikinci mayozu neticesinde ortaya ¢ikan hiicreler
olup diger hiicrelere kiyasla daha kiiciik olmalari, yogunlasmis kromatin bdlgeleri
tastyan nukleuslar1 ve seminifer tiibiillerde liimen yakininda Sertoli hiicrelerinin derin
sitoplazmik  ¢Okiintiilerinde  yerlesmeleriyle = taninmaktadirlar.  Bu  hiicreler
spermiyogenez olarak adlandirilan farklilasma asamasini gecirerek metamorfoza
ugrarlar ki bu siirecte akrozom olusur, nukleus yogunlasir ve uzar, kuyruk gelisir ve
sitoplazmanin 6nemli bir kismi1 kaybedilir. Yeni olusan spermatid merkezi yerlesimli
olan bir nukleus, iyi gelismis bir Golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondriye ve ayni
zamanda bir cift sentriole sahiptir. Spermatidin olgun sperm haline gelme siireci “Golgi
faz1”, “sapka (cap) faz1”, “akrozomal faz” ve “olgunlasma fazi” olmak {izere 4 faz

icermekte olup bu fazlar spermatidlerin 6zel baglantilar ile Sertoli hiicre membranina

fiziksel olarak baglandiginda olusurlar.

- Golgi Fazi: Nukleusun bir kutbuna yerlesen golgi kompleksi PAS (+) graniiller
olan proakrozomal graniilleri salgilamaya baslarlar. Bu graniiller nukleus kilifina
yakin yerlesime sahip olan akrozomal vezikiil igerisinde yogunlasir. Sentrioller
akrozomal vezikulun sekillendigi nukleus bolgesinin karsi kutbuna dogru gog

ederek sperm kuyrugunun sekillenme siirecini baslatir.

- Sapka Fazi: Akrozomal vezikiiliin yerlestigi nukleus yiizeyinde yariya kadar
yayilmas1 ile karakterizedir. Akrozomal sapkanin altindaki nukleus kilifi

porlarini kaybetmek suretiyle kalinlasir. Nukleus igerigi yogunlagir.

- Akrozomal Faz: Kromatini yogunlasan nukleus yassilasir. Sitoplazmik kisim
posteriorda kalir. Sitoplazmik mikrotiibiiller silindirik bir kilif olan manset
seklinde diizenlenir. Akrozomal yiizeyin kars1 kutbuna gb¢ edip kuyrugun erken
gelisimini  baglatan sentrioller modifiye olarak spermin boyun kismini
sekillendirir. Mansgetin kaybolmasi ve sitoplazma derininden boyun kismi ve

uzantisina mitokondriyon gogii gergeklesir ki boylelikle de orta parga sekillenir.

- Olgunlasma Fazi: Sitoplazmik artik olan rezidiiel cisimcigin spermden atildig1

faz olgunlagsma fazidir. Rezidiiel cisimcikler Sertoli hiicrelerince fagosite edilir.
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Neticede seminifer tiibiiliin limenine salinan olgun spermatozoonlar ortaya gikar

(16,13).
2.1.2.3.4. Spermatozoon

Olgun germ hiicresi spermatozoon olarak adlandirilir. Insanda spermatogonyumda
spermatozoon olusumu esnasinda yaklasik 64 giinliik bir siire gecmekte olup bu surece
spermatogenezis denir. Olgun insan spermatozoonu bas, orta par¢a ve kuyruk olmak
tizere 3 ana kisimdan meydana gelir (Sekil 2.4). Spermin bas ve kuyrugu plazma
membrani tarafindan sarilidir. Bas, akrozom ile sarilmigs nukleustan meydana gelir.
Nukleus yassilagsmis olup kromatin acisindan zengindir. Nukleusun anterior yarisi
akrozom tarafindan ortiiliidiir. Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilmekte olan
akrozom, akrozin olarak adlandirilan tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz,
hyalurodinaz ve noroaminidaz gibi g¢esitli hidrolitik enzimlere sahiptir. Spermin orta
pargasi, bas ve kuyruk arasindaki baglantiyr saglamaktadir. Bu kisim bir ¢ift sentriole
sahiptir. Distal sentriol kuyrugun merkezi parcasi olan aksoneme kaynaklik etmektedir.
Kuyruk yapisal olarak siliuma benzemekte olup orta parga, esas parga ve son parca
olmak {izere 3 kisma ayrilmaktadir. Orta parca sarmal olarak dizilmis olan
mitokondrilerin olusturdugu tabakadir. Dokuz arti1 iki (9+2) mikrotiibiiler aksonem ve
dis yogun lifler olarak adlandirilan sperm boynundaki baglanti parcasindan kuyruk
boyunca uzanan 9 adet uzunlamasina filamandan meydana gelir. Kuyrugun esas pargasi
en uzun kisimdir. Yedi adet dis yogun lif ile sarili merkezi aksonem ve bir fibroz
kiliftan meydana gelmektedir. Hem dis yogun lifler hem de fibréz kilif spermin 6ne
dogru hareketi esnasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet
meydana getirir. Kuyrugun son pargast dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken

sonlanmasindan otiirii yalnizca aksoneme sahiptir (16,21).

Orta Parca Esas Parca
1

' =)

. i,

Son Parca

Post-akrozomal bolge

Akrozomal Kep

Kuyruk

Sekil 2.4. Spermin yapisi (16)
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2.1.2.4. Interstisyum

Testisin seminifer tiibiilleri arasinda yer alan bosluklar bag dokusu elemanlari, sinirler,
kan ve lenf damarlar1 ve Leydig hiicreleri ile doludur. Testikiiler kapillerler pencereli
tipte olup kan proteinleri gibi biiyiik molekiillerin serbest bir sekilde gecisine izin
verirler. Interstisyel alanin lenf damarlar1 agisindan zengin olmasi buradan alinan

interstisyel s1viyla lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi agiklamaktadir (16,21).

2.1.2.5. Leydig Hucreleri

Leydig ya da testisin interstisyel hucreleri yuvarlak veya poligonal goériniml
hicrelerdir. Bu hiicreler eozinofilik sitoplazmaya sahip olup merkezi yerlesimli olan
nukleus kaba kromatin graniilleri ve belirgin bir nukleolusa sahiptir. Steroid sentezleyen
hiicre 6zelliklerine sahip olan sitoplazma yaygin agraniiler endoplazmik retikulum,
kiiciik yag damlaciklari, tiibiiler kristali mitokondriler, lipofuksin grandlleri, Reinke
kristali ve Onciillerine sahiptir. Leydig hiicreleri sekonder esey karakterlerinin
olusumundan sorumlu olan testosteronu iiretmektedirler. Testosteron sentezi mitokondri
ve agraniiler endoplazmik retikulumundaki enzimler ile gerceklestirilir. Interstisyel
hiicrelerin aktiviteleri ve miktarlar1 hormonal uyarimlar ile iliskilidir. Gebelik esnasinda
uretilen plasental gonadotropik hormon, maternal kandan fetlise gecmekte olup
androjenik hormonlar iireten fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Androjenik
hormonlar gelisim esnasinda erkek genital organlarin farklilagmasi i¢in gereklidir

(16,13).

2.1.2.6. Rete Testis

Yogun damara sahip olan mediastinum igerisine yerlesmis, birbirleriyle anastomozlasan
tiibiiler yapilar olan rete testisler bir tubulus agi1 olusturmaktadirlar. Tubuli rekti olarak
adlandirilan diiz seminifer tiibiiller mediastinum testisteki bu kanal agima agilmaktadir.
Tek kath kiibik ya da alcak prizmatik epitel ile kapli, diizensiz bu kanallarin epitel
hicreleri tek bir apikal silium ve birka¢ kisa mikrovillusa sahip olup nukleuslar
oldukca koyu boyanmakta ve bu hiicrelerin yaslandig1 bazal membran mediastinumun

yogun kan damarli bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Spermler tubuli rekti ve rete testisten

15



oldukca hizli bir sekilde gectigi icin kesitlerde limende spermlere olduk¢a az
rastlanmaktadir (14,15).

2.1.2.7. Duktuli Efferentes

Yaklagik 20 adet olan ve kivrimli bir yapiya sahip kanallar olup rete testisi epididimise
baglamaktadirlar. Yalanci ¢ok katl prizmatik epitel ile kaplhidirlar. Bu kanallar sistemi
testisten ¢ikarken oldukca kivrimli bir sekil alarak konik yapilar meydana getirmekte
olup bu konik yapilarin bazalinde efferent kanallar epididimise agilmaktadir (16).

Efferent kanallarin epitelinde yer alan hiicreler prizmatik ve kiibik yapilt hiicreler olup
uzun boylu hucrelerinde silium mevcut iken kisa boylu olan hiicrelerinde ise yogun
miktarda mikrovillus, apikal sitoplazmalarinda yogun miktarda lizozom,
mikropinositotik vezikiil ve membran ile smirli yogun cisimler mevcuttur. Seminifer
tiibiillerden salgilanan sivinin 6nemli bir kismi1 bu hiicrelerce geri emilmektedir. Bazal
membrana komsu yerlesen kiibik bazal hiicreler diger hiicrelere doniisebilme 6zelligine
sahip kok hiicrelerdir. Aynm1 zamanda elastik liflere sahip olan sirkiiler ince bir kas
tabakasi da bu kanali ¢evrelemekte olup bu kas tabakasi ve siliumlarin hareketiyle

spermler bu kanallar boyunca ilerlemektedir (14,15).

2.1.2.8. Epididimis

Epididimis duktus efferentes ve duktus epididimisten meydana gelmekte olup testislerin
arka yiizii boyunca uzanmaktadir. Bas, gévde ve kuyruk olmak iizere 3 ana kisimdan
meydana gelir ve bas kisminda efferent duktus mevcuttur. Duktus epididimis ise
olduk¢a kivrimli, uzun bir kanaldir ve epididimisin gévde ve kuyruk kisminda yer
almaktadir. Bu kanali g¢evreleyen siki bag dokusu yogun kan damar1 ve diiz kas
hiicrelerine sahiptir. Yalanci ¢ok tabakali stereosiliali prizmatik epitel bazal hiicreler ve
esas hicrelerden meydana gelir. Esas hucreler pek ¢ok uzun stereosilialara sahip, uzun
boylu prizmatik hiicreler olup sitoplazmalarinda yogun graniilli ve graniilsiiz
endoplazmik retikulum aginin yani sira bir Golgi kompleksi mevcuttur. Bazal hiicreler
kok hiicre ozelligindedir. Epitel igerisinde “halo hiicreleri” olarak adlandirilan
lenfositler gdzlenebilir. Bas ve govde kisimlarinda bag dokusunun yani sira sirkiiler diiz

kas tabakas1t mevcuttur (14,16).

16



Duktus epididimis, spermlerin hareket ve fertilite kabiliyetini kazandigi o6zel bir
kanaldir. Ayn1 zamanda duktuli efferentesten geriye kalan absorbe edilmemis olan
stvinin geri emilimi ve Sertoli hiicrelerince ortadan kaldirilmamis olan rezidiiel
cisimlerin ve bozulmus durumdaki spermlerin fagosite edilmesi gibi olaylar da burada
gerceklesmektedir. Esas hiicreler sperm olgunlasmasint saglayan siyalik asit,

gliserofosfokolin ve glikoproteinleri salgilar (16).

2.1.2.9. Duktus Deferens

Duktus deferens epididimis kuyrugunun devamidir. Kalin duvarli ve muskular bir boru
olan duktus deferens testisin arka yiizinden yukar1 dogru uzanip spermatik kordonun bir
eleman1 olarak inguinal kanaldan gegerek karin bosluguna ulasir. Mesane diizeyinde
genisleme yaparak ampullayr meydana getirir ve bu yapinin son kismina seminal
vezikiiliin kanallar1 da katilir. Daha sonra prostata girerek tiretraya acilir. Prostata giren
segment “duktus ejakulatorius” olarak adlandirilmaktadir. Epiteli ¢ok katli yalanci
prizmatik epitel olup hiicrelerinin biiyiik kismi1 ylizeyinde stereosiliuma sahiptir. Epitel
altinda elastik lifler agisindan yogun bir lamina propria mevcuttur. Mukoza, liimene
dogru katlantilar yaptigindan liimen diizensiz bir goriiniime sahiptir. Kas tabakas1 igte
ve dista longitudinal, ortada sirkiiler seyreden kas liflerinden meydana gelmis olan kalin

bir tabakadir (16).

2.1.2.10. Duktus Ejakulatorius

Duktus ejakulatorius yaklasik olarak 1 cm uzunlugunda, basit prizmatik epitel ile kapli,
kisa ve diiz bir kanal olup prostat bezine girmekte ve prostatik iiretraya agilmaktadir.

Mukoza liimenine dogru katlantilar yapmaktadir. Duvarinda diiz kaslar yoktur (17).

2.1.2.11. Vezikula Seminalis

Vezikula seminalis yaklasik 1,5 cm uzunlugunda, kivrimli ve tubuloalveloar yapidaki
bir ¢ift bezdir. Bu bezlerin i¢ kisminda liimene dogru uzanan salgi epitelinin kapladigi
bag dokusunun girinti-¢ikintilari mevcuttur. Son derece ince katlar meydana getiren

mukoza, dallt ve birbirine baglantilar olusturan petek seklinde bir goriinlime sahiptir.
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Labirent seklinde izlenen liimeni ¢ok katli yalanci epitel ile kaplidir. Kisa, bazal
hicreler ve prizmatik hicrelere sahiptir. Testosteron hormonuna bagl olarak epitel
yiiksekligi farklilik arz eder. Hiicrelerin bazilar1 mikrovillusa sahip iken bazilari ise tek
bir flagelluma sahiptir. Hicreler graniler endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi
acisindan zengindir. Yogun miktarda salgi graniilleri s6z konusudur. Epitelin altinda
fibroelastik bag dokusu ve bunun altinda da igte sirkiiler, dista ise longitudinal kaslar
mevcut olup en dis kisimda ise bag dokusundan yapilmis bir kapsiil bulunur (17, 22,
23). Ejakiilatin %70’1lik kismi1 insanda bu bezin salgis1 olup bu bezler viskoz, sarimtrak
renkli, spermatozoonlar1 aktiflestiren sitrat, inozitol, prostoglandinler ve g¢esitli
proteinler igeren bir salgi salgilar. Bu salgi aynt zamanda yogun oranda fruktoz
icermektedir ki, spermatozoonlar salgidaki monosakkaritleri hareket igin gerekli olan

enerjiyi elde etmek amaciyla kullanmaktadirlar (22).

2.1.2.12. Prostat Bezi

Normal erigkin bireylerin prostatt kestane biiyiikliiglinde olup yaklasik olarak 20
gramdir. Retroperitoneal yerlesimli olan prostat bezi mesane boynu ve iiretranin
cevresini sarmaktadir. Ceperi ince, belli belirsiz bir fibroleastik bag dokusuna sahip
kapsiil ile karisik diiz kas ve arka tarafindan da ejakiilator kanallarin girisine sahiptir.
30-50 kadar dallanmis tubuloalveolar bezden meydana gelmekte olup bunlarin kanallar
prostatik iiretraya agilmaktadir. Prostatta 3 ayr1 bolge s6z konusudur: bunlardan ilki
prostat hacminin %25’lik kismin1 kaplayan merkezi bolgedir (santral kusak). Bu bolge
cok katli yalanci epitel ile kaplhdir. Ikinci bélge ise prostat bezi hacminin %70’lik
kismin1 kaplayan periferik bdlge olup prostat kanseri bu bélgede gelismektedir. Ugiincii
ve son bolge ise gegis bolgesi olup iyi huylu prostat hiperplazilerinin énemli bir kismi

bu bdlgeden kaynaklanmaktadir (22,23).

Prostat bezinin limeninde ¢ogunlukla ¢ap1 0,2-2mm arasinda olan glikoprotein yapida,
kiglk kiiresel cisimcikler mevcut olup bunlar prostat taglari ya da korpora amilasea
olarak adlandirilmaktadir. Onemi tam manastyla anlasilamamis olmasina karsin sayilar:
yasa bagli olarak artis gdstermektedir. Prostat bezi ¢ok katli yalanci epitele sahip, bazal
hiicreler ve salgi yapan hiicrelerden meydana gelmektedir. Prostat salgisi ejakiilat
stvisinin yaklasik %15’ini teskil etmekte olup yogun miktarda asit fosfataz, amilaz ve

fibrinolize sahiptir (22).
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2.1.2.13. Bulboturetral Bezler (Cowper Bezleri)

Caplar1 3-5 cm arasinda olan bu bezler iiretranin membrandz kisminin proksimalinde
yer alarak buraya bosalmaktadir. Bulboiiretral bezler mukus salgilayan tek kath
silindirik epitel ile kapl bezlerdir. Fibroblast, diiz ve ¢izgili kasa sahip bir kapsule sahip
olup bu kapsiilden ayrilan bdlmeler bezi loblara ayirmaktadir. Bezin salgisi

kayganlastirici fonksiyona sahip, berrak bir mukustur (17,22).

2.1.3. Testis Anatomisi

Testisler, funikulus spermatikus’a asili vaziyetteki skrotum igerisinde bulunan,
androjenlerin sentezi ve erkek ilireme hiicreleri olan sperm yapimiyla gorevli, oval
goriiniimlii, her biri yaklasik 10-14 gram agirliginda, 4.5-5cm uzunlugunda ve 2.5 cm

capindaki organlardir (24-26).

Testislerin bagli bulundugu funikulus spermatikusta duktus deferens, a.duktus
deferensis, plexus duktus deferensis, a. testikilaris, plexus testikilaris, plexus
pampiniformis, a.kremasterika, n. genitofemoralis’in ramus genitalis’i ve lenf damarlari
mevcuttur (27, 28).

Skrotum 1s1 diizenlemesi ile gorevli, kivrimli yapida bir kese olup i¢ yizeyi septum
skroti ile ikiye ayrilmaktadir ki testisler de bu bosluklarda yer alir. Testislerin skrotum
icerisinde bulunmasi viicut sicakligindan 2-3°C daha diisiik sicaklikta olmalarini saglar
ki bu da spermatogenezis i¢in gerekli sicakligin (34°C) olugmasini saglar. Skrotum
sicakta gevseyip sarkmakta, sogukta ise biiziiserek toplanmakta olup bu durum diiz kas

liflerinin kontraksiyonu ile gergeklesir (29, 30).

Testislerden her biri margo anterior ve margo posterior olarak adlandirilan iki kenara,
fasies medialis ve lateralis olarak adlandirilan iki yiize, ekstremitas superior ve inferior

olmak Uzere de iki uca sahiptir (25, 29).

Testisler fotal yasamda karin boslugu arka duvarinda retroperitoneal olarak gelismekte,
dogumdan Once canalis inguinalis’ten ge¢mek suretiyle skrotum igerisine inerler. Bu
inis esnasinda karin boslugunda kendilerini saran periton kesesi olan prosesus

vaginalis’i de birlikte tagirlar. Dogumun ardindan periton bosluguyla iliskisini kesen bu
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bu kese tunika vajinalis ismini alir. Testisler distan i¢ce dogru tunika vajinalis, tunika

albuginea ve tunika vaskulosa olmak Uzere ii¢ tabaka ile ¢evrelenmistir (25,27).

Tunika vajinalis skrotumun i¢ yuzeyini kaplayan lamina parietalis (periorchium) ve
testisi saran lamina visseralis (epiorchium) seklinde iki tabakaya sahip olup bu tabakalar
arasindaki bosluk ise vajinalis boslugu olarak adlandirilir ve vajinalis boslugunda az

miktarda ser6z sivi bulunur (26).

Tunika albuginea testisleri kaplayan mavimsi-beyaz renkte, kalin, fibréz kapstildiir, bu
tabaka testisin arka kenarindan iceri dogru testisin damar ve sinirlerinin giris-¢ikis
yaptig1 bolge olan mediastinum testis ile (Highmore korpusu) devam etmektedir (28).
Mediastinum testisten ¢ikan uzantilar septula testis olarak adlandirilmakta olup bunlar
testis parankim dokusundan ge¢mek suretiyle tunika albuginea’nin i¢ ylizeyine ulasir ve
organi lobubli testis olarak adlandirilan 250-300 adet lopguga boler. Lobdller
mediastinuma dogru daralmakta olup her bir lobuli testiste tubuli seminiferi kontorti ve
tubuli seminiferi rektileri bulunur. Tubuli seminiferi kontortileri kaplayan bag dokusu
kan ve lenf damalari, sinirler ve Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) bakimindan
yogundur. Tubuli seminiferi kontorti/seminifer tiibiil duvar yapisi, Sertoli hiicreleri ve

spermatojenik hucreleri ihtiva eder (28).

Tubuli seminiferi kontortiler mediastinuma girerken birlesmek suretiyle tubuli
seminiferi rektileri meydana getirmektedirler. Sayilar1 20-30 kadar olup bu kanallar da
mediastinum testise girerek burada rete testis ad1 verilen bir ag§ meydana getirirler. Rete
testisten 10-12 adet duktuli efferentes olarak adlandirilan kiigiik kanallar ¢gikmaktadir ve
duktuli efferentesler de tunika albuginea’dan ge¢mek suretiyle epididimise girerler.
Tunika vaskuloza tunika albuginea’nin i¢ yiizeyini kaplayan ve testisin damar agindan

meydana gelen tabakadir (27).

2.1.3.1. Testis damarlari, lenf dolasim ve sinirleri

Testisler a.testikularis ve v. testikularis isminde iki damar tipine sahiptir. Testisler aorta
abdominalis’ten ayrilan a.testikularis’ler tarafindan kanlandirilmakta olup bu arter ilk
gelisme bolgesi olan bel bolgesinde aorta abdominalis’ten ¢ikarak asagiya testislere
dogru uzanmaktadir. Arterler testise geldikten sonra septalar vasitasiyla interstisyumda

dagilirlar. A.testikularis, funikulus spermatikus’la beraber testisin arka kenari olan
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margo posterior’dan organ igerisine girerek mediastinum testiste pek c¢ok dala ayrilir
(30). Testislerin venéz kani v.cava inferior’a bosalmaktadir. V.testikularis, testis ile
epididimisten ¢ikar ve vendz bir bag olan plexus pampiniformis’i olusturmak igin
birlesir. Plexus pampiniformis 8-12 venden meydana gelmekte olup funikulus
spermatikus igerisinde duktus deferens’in Oniinde a.testikularis’i sarar. Plexus
pampiniformis testisin 1s1 diizenleyici sisteminin bir pargast olarak bezin sabit 1sida
olmasimi saglar. Sol v. testikularis plexus pampiniformis’ten ¢ikarak sol v. renalis’e

dokiiliir, sag v. testikularis’in kdkeni benzer olmasina karsin v. kava inferior’a agilir

(29,31).

Testisin lenf damarlar1 yiizeyel ve derin olmak iizere iki grup olup bunlardan ylzeyel
lenf damarlar1 tunika vajinalis’in yilizeyinde, derin lenf damarlar1 da testis ve
epididimis’in igerisinde uzanir ve funikulus spermatikus’la beraber karin bosluguna

girerler (24,25).

Testisler otonom sinirler ile innerve olur, bunlar a.testikularis’in ¢evresindeki plexus
testikularis’ten gelir. Plexus testikularis; 10. kafa ¢ifti n. vagus’tan gelen parasempatik
lifleri, medulla spinalis’in T10-11. segmentlerinden gelen sempatik ve visseral afferent
lifleri igerir (25).

2.1.4. Testis Fizyolojisi

Testis dokusu ekzokrin ve endokrin fonksiyonlari yerine getiren bir dokudur. Ekzokrin
fonksiyonu seminifer tiibiillerde spermiyogenezisle spermiyumlar: liretmekte iken
endokrin fonksiyonu ile de androjenler olarak bilinen erkeklik hormonlar

salgilanmaktadir (32).

Testislerin ana hormonu hipofiz bezi 6n lobundan salgilanmakta olan liiteinlestirici
hormonun (LH) etkisiyle Leydig hicrelerinde dretilen testosteron olup bu hormon
testisin Leydig hiicrelerinde kolesterolden sentezlenmektedir. LH’nin Leydig
hiicrelerini uyarmast cAMP yoluyla olmakta olup cAMP kolesteril esterden kolesterol
sekillenmesini artirmakta, protein kinazin aktive edilmesiyle de kolesterol pregnenolona
dontstiiriilmektedir. Kolesterolden pregnenolon sentezi mitokondrilerde gerceklesmekte
olup pregnenolon mitokondrileri terk ederek mikrozomal enzimler vasitasiyla

progesterona doniistiiriiliir. Leydig hiicrelerinin graniilsiiz endoplazmik retikulumda
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progesteron ilk olarak androstenediona, androstenedion da testosterona doniistiiriiliir
(32, 33).

Testosteron hormonunun temel etki yeri prostat olup diger pek ¢ok dokuda Sa-rediiktaz
enzimi aracilig1 ile dihidrotestosteron’a ¢evrilir. Dihidrotestosteron, dis genital

organlarin gelisiminin uyarilmasinda oldukga 6nemli etkiye sahiptir (34, 35).

Dogumdan onceki agsamada testosteron hormonu mezonefrik kanallart uyarmak
suretiyle erkek genital kanallarin olusumunu saglamanin yani sira bu evrede ayni
zamanda dihidrotestosteron da erkek dis genital organlari olan penis ve skrotumun ve

ayni zamanda prostatin gelisimini saglar (36).

Ergenlik doneminde penis boyu ve enindeki biiylime, aksesuvar bezlerin blyumesi ve
salg1 olusturmalari, sesin kalinlagmasi, sakal ve biyik ¢ikmasi, pubik killanma ve genel
olarak viicudun killanmasi, libido artigi, viicut yapisinda maskilen gelisim gibi
sekonder esey Ozelliklerinin gelismesi gibi durumlar testosteron hormonuyla iligkili olan
durumlardir. Erkek tipi kil dagilimi ise dihidrotestosteron ile iliskilidir. Testosteron
hormonu ayni zamanda protein sentezini artirmakta, yikimini azaltmakta ve biiyiime
hizin1 etkilemektedir. Kemik biiylimesini saglayan epifiz kismina etki etmek suretiyle
biliylimesini durdurmaktadir. Ayn1 zamanda parakrin etkiyle testosteron hormonu Sertoli

hlcrelerinde spermatogenezesi devam ettirir (32, 34).

Hipotalamusun arkuat nukleusu, hipotalamo-hipofizeal portal kana gonadotropin salici
hormon (GnRH) ve LH salgilamasi yoniinde uyarmaktadir (37). LH, Leydig
hiicrelerinden androjen salgilanmasini saglamakta olup salgilanan testosteron hormonu
belirli bir seviyenin {izerine ¢iktiginda negatif geri bildirim diizenegi sayesinde
hipotalamustan GnRH ve hipofiz bezinden de LH salinimim1 baskilar. Folikiil uyarici
hormon (FSH) ise Sertoli hicrelerindeki reseptorler vasitasiyla Sertoli hiicrelerinden
inhibin ve aktivin gibi glikoproteinik hormonlarin salgilanmasini saglar. FSH bilhassa
spermatogenezi uyarmaktadir. Inhibin, hipofiz bezi 6n lobundan FSH salinimim
baskilamaktayken aktivin ise uyarmaktadir. Ayni zamanda embriyolojik gelisim
esnasinda Miiller kanallarmin gerilemesini saglayan Miiller Kanali Baskilayict Madde

de Sertoli hiicrelerinden salgilanmaktadir (38).
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2.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik bdlinmeler
neticesinde hiicre farklilasmasiyla olgun sperm olusmas: siirecidir (39, 40). Bu sirecte
(Sekil 2.5) germ hiicreleri mayoz sonrast 46 kromozomlu 2n (diploid) durumdan, 23
kromozomlu n (haploid) duruma gecerler ve yine 23 kromozom igeren haploid yumurta
hlcresiyle birlesmek suretiyle 46 kromozomlu yeni bir bireyin olusmasma imkan
saglarlar. Her asamada hiicreler spermatogonyum, spermatosit ve spermatid gibi farkli

isimler almaktadirlar (41).

®
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\ Tip B Spermatogonya
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Sekil 2.5. Spermatogenez (44).

Seminifer tubul icerisinde spermatogenezin biitiin asamalarindaki sperm Onciili
hiicreler s6z konusu olup farklilasma asamasini tamamlayan hiicreler seminifer tiibiil
icerisine birakilir. Bu nedenle de testistin farkli kesimlerindeki farkli alanlarinda
gelisimin farkli evrelerindeki sperm {iiretimi devam etmekte ve farklilasan hiicreler

g6zlemlenebilmektedir (41).
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Insan viicudunun en kompleks hiicresel farklilasma olaylari arasinda yer alan
spermatogenez yaklasik 64 giinliikk bir siire¢ olup olgun spermatozoonun ejekilatta
gorulmesi ise 74 glin almaktadir (43).

Spermatogenez “spermatositogenez”, “mayoz” ve ‘“spermiyogenez” olmak iizere 3
boliime ayrilmakta olup her bir vere kendine has 6zellik ve sorumluluklara sahiptir (44).

Bu asamalar asagida basliklar halinde kisaca agiklanmistir.

2.2.1. Spermatositogenez

Seminifer tlibiil bazal membrani iizerinde oturan spermatogonyumlar kiiclik diploid
germ hucreleri olup puberteye dek bolinmezler. Spermatositogenez pubertede
baslamakta olup spermatogonyumlar mitoz ile ¢ogalarak yerlerine yeni gelecek olan
spermatogonyumlart ve nihayetinde de primer spermatositleri meydana getirirler.
Spermatogonyumlar 151k mikroskobunda yapilan incelemede nukleuslariin bariz koyu
goriiniimleri ile ayirt edilmektedirler. Sitoplazmada nukleus ¢evresinde yerlesen ve 6pm
capindaki Lubarsch kristaloidleri mevcuttur. insan spermatogonyumlari rutin histolojik

peraparatlardaki goriintimleri dikkate alinarak 3’e ayrilmaktadirlar:

1. Koyu Tip A Spermatogonyumlar: Seminifer epitelin kok veya rezerv
hiicreleridirler. Diizensiz araliklar ile bolinmek suretiyle yeni koyu Tip A
spermatogonyumlart ve ayni zamanda acgik Tip A spermatogonyumlari

olustururlar.

2. Acik Tip A Spermatogonyumlar: Koyu tip hiicreler ile ayn1 6zelliklere sahip
olan bu hcreler testosteron hormonu etkisiyle mitoz gecirerek ¢ogalirlar ve
yeni agik Tip A hiicreleri ve ayn1 zamanda Tip B hiicrelerini olustururlar.

3. Tip B Spermatogonyumlar: Ag¢ik Tip A spermatogonyumlara benzeyen bu

hiicreler mitoz sonucunda primer spermatositleri olustururlar.

Bir koyu Tip A spermatogonyumun boéllnmesiyle olusan yeni hiicreler sitoplazmik
kopriiler vasitasiyla birbirlerine bagli kalirlar, nukleuslar1 tam olarak bdliinse de
sitoplazmalar1 tam manastyla ayrilmadigir icin olusan hiicreler inci dizileri gibi
birbirlerine baghdirlar. Bu sitoplazmik baglantilar spermatid olgunlasmasinin son
donemlerine dek siirer ve orijinal koyu Tip A hiicresinden her bir kopyalamanin

senkronize gelisimi ve hiicrelerin birbirleriyle iletisimi i¢in hayati 6nem arz eder. Ayni
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zamanda bu sitoplazmik kopriilerin hiicreler arasinda RNA ve protein degisimini

kolaylastirdig1 da diisiiniilmektedir (43).

2.2.2. Mayoz

Tip B spermatogonyum mayotik profazin basladigin1 gosteren 2 adet preleptoten
spermatosite mitoz boliinme ile farklilagsmakta olup bu hiicreler bazal membrana yakin
durmalarina karsin leptoten ve zigoten spermatositler ise kan-testis bariyerinden hareket
etmek suretiyle limene dogru tasimmmaktadirlar. Preleptoten, leptoten, zigoten
spermatositler seminifer tiibiiliin 6zgiin asamalarinda yer almakta olup rutin mikroskopi
ile tanimlanabilmektedirler. Mayoz bolinme spermatogenezin uzun bir evresi olup
seminifer tibulde yer alan germ hiicre bolinmeleri 12 evrede meydana gelen 3 agsamada

incelenir (44):
1) Mayoz I, 4n hicrelerin bolunmesi;

2) Birincil spermatositlerden daha bulyik olan ikincil spermatositlerin
duzenlenmesi (2n)
3) Mayoz IlI, 2n ikincil spermatositlerin haploid (n) yuvarlak spermatidlere

boluinmesi
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2.2.3. Spermiyogenez

Spermatidler 8um ¢apinda, kiigiik yuvarlak haploid hiicreler olup tek bir agik Tip A
spermatogonyumdan meydana gelen tiim spermatidler interselliiler kopriiler vasitasiyla
birbirlerine baghidirlar. Bir spermatid olustuktan sonra tekrar boliinmez. Dolayisiyla
haploid spermatidler olgun spermiyum olusturacak olan spermiyogenez siirecine
girerler. Yogun bir doniisiimiin gerceklestigi bu asamada nukleus karakteristik seklini
almakta olup artik sitoplazma kaybolur, akrozom ve kuyruk gelisir. Bu asama
insanlarda 16-22 gun kadar devam eder. Spermatidlerin farklilasmas: daha oOnceki
bolumler de ifade edildigi gibi “golgi evresi”, “sapka evresi”, “akrozomal evre” ve

“olgunlagsma evresi” olmak tizere 4 asamada gergeklesir (Sekil 2.6).

Akrozomal Graniil Akrozomal vezikiil Akrozomal kep Akrozom

/ e ‘
o %%%ﬁ \rG i /LE,}} cekirdek
o T

’_'_//Relidiiel Cisimcikler

Mitoch\ondria Akrozom

5um 50 um
Kuyruk ' Esas Parga Orta Parga Bas

Sekil 2.6. Spermatositogenezis (44).
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2.3. Sperm Hazirlama Yontemleri

Sperm hazirlamada c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Sperm 6rnegi bu yontemler ile
laboratuvar ortaminda pek ¢ok asamadan gegirilerek hazirlanmakta olup bu islemler ile
hareketliligi (motilite) ve morfolojisi iyi olan spermlerin segilebilmesi saglanabilir.
Seminal plazma, 0lu ya da zarar gérmiis anormal spermatozoa, olgun olmayan germ
hiicreleri, bakteri, hiicresel rezidiiler ve beyaz kiireler uzaklastirilmaktadir. Yukarida da
ifade edildigi gibi sperm hazirlamada kullanilan bir¢ok yontem s6z konusu olup bunlar
Tablo 2.1°de goriilmektedir (3,45). Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilanlari
standart sperm yikama (SSW), klasik swim-up (SWU) ve dansite gradient
sentrifiigasyondur (DGS) (3,46).

Tablo 2.1. Sperm Hazirlama Y o6ntemleri

— Standard Sperm Yikama
— Migrasyon
e Swimup
e Migrasyon sedimantasyon
e Albumin siitunlaria dogru swim-down
Filtrasyon Yontemleri
e Glass-wool column filtrasyonu
e Glass-Bead seperasyonu
e Sephadex siitunlari
e Transmembran migrasyon
— Dansite gradient santrifiigasyon
Ficoll ile sperm tuzagi
Nycodenz gradient
Percoll
Percoll sonrasi iirtinler
1. Puresperm
2. Isolate gradient
3. Ixaprep
4.PureCeption
5. Purewash
6. Silselect

2.3.1. Standart Sperm Yikama

Bu yontem ile semenden en yiiksek sayida toplam hareketli sperm elde edilmektedir.
Fakat hazirlanan 6rnegin son hali hareketli, hareketsiz ve olgun olmayan spermlerin
karisimi seklindedir. Spermatozoa disi hiicresel elementlerde sik¢a bulundugu igin

intrauterin inseminasyon sonuglarini negatif yonde etkileyebilir. Likefaksiyon sonrasi
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semen santrifuj tlplne konur. Toplam hacim 10ml olacak sekilde kiiltiir soliisyonu tiipe
ilave edilir ve karigtirilir. Karisim 400 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
siipernatan uzaklastirilir. Karisima kiiltiir soliisyonu 10ml olacak sekilde yeniden ilave
edilerek santriflij islemi 400 g’de 10 dakika boyunca tekrarlanir. Siipernatan atilarak
dipte kalan kisima 0.5ml kiltur soltisyonu ilave edilerek drnek intrauterin inseminasyon

i¢in hazir hale getirilir (46).

2.3.2. Swim-up yontemi

Bilinen en eski ve en yaygin olarak kullanilan sperm hazirlama yontemi olup belirli bir
soliisyon igerisine konulan sperm Orneginde iyi kalite, hareketliligi yiiksek spermlerin
yiizerek ylizeye ¢ikmasi temeline dayanmaktadir. Bir mililitre sperm 6rnegi tiip igerisine
konulur, tizerine 4ml kiiltiir soliisyonu ilave edilerek karigtirtlir. Daha sonra 500 g’de 10
dakika boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatan kisim uzaklastirilir. Karigim baska
bir 4ml’lik kiiltiir soliisyonu igerisine konulur. Yeniden 250 g’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilir. Kdltlr solusyonu 1ml olacak sekilde ilave edilerek test tiipii 45 derece
egimli bir sekilde 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilir. Sonugcta iist kisimdaki
500ul soliisyon igerisinde toplanan hareketli ve kaliteli sperm kismi alinarak temiz bir
tiipe konulur, inceleme ve intrauterin inseminasyon i¢in hazirlanir. Swim up ydntemi
kolay uygulanabilir, ucuz, motilitesi oldukca yiiksek olan (¢ogu >%90) temiz 6rnek elde
edilmesini saglayan bir yontemdir. Bu avantajlarin yanmi sira bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bu yontem yalnizca sperm sayisi ve hareketliligi iy1 olan 6rnekler i¢in
kullanilabilir. Ayn1 zamanda islem sonrasi 6rnek hacmi az olup spermatozoa reaktif

oksijen radikallerinden zarar gorebilir (3).

2.3.2. Migrasyon-Sedimentasyon Ydntemi

Migrasyon sedimentasyon yontemi Tea ve arkadaslari tarafindan gelistirilen bir
spermatozooa ayirma teknigidir. Prensip olarak swim up tekniginin sedimantasyon ile
birlestirmis halidir. Geleneksel swim up prosediriniin aksine spermatozoa direk olarak
likefiye olmus semenden elde edilir. I¢ kismimda bir koni bulunan 6zel cam veya plastik
tiplerde bu islem gergeklestirilir. Supernatant medyumun igerisine go¢ eden
spermatozonlar kisa bir zaman diliminde i¢ bolgedeki koniye ¢okerler. Dolayisiyla bu

metot santrifiije maruz birakildiktan sonra swim up teknigi ile spermatozoa elde edilen
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geleneksel yontem ile santrifiijiin etkilerini gérmek amaciyla bir karsilatirma yapilabilir

(47).

2.3.4. Dansite gradient santrifligasyon yéntemi

Bu yontemde en yaygin olarak Percoll soliisyonu kullanilmaktaydi. Fakat bu
soliisyonun toksisitesinden Otiirii  giiniimiizde kullanilmamakta, bunun yerine
SpermGrad, IxaPrep, Puresperm, Silselect, Isolate vb kullanilabilir. Percoll, PVP’ye
kaplanmis 15-30nm capli koloidal silika partikiillerinden meydana gelmektedir. Olgun
spermler soliisyondan daha yiiksek gradientte olduklarindan alt tabakada toplanmakta,
olgun olmayan spermler ise iist tabakada toplanmaktadir. Gradient islemi i¢in sperm
likefiye olmasi i¢in 20 dakika boyunca bekletilir, 15ml’lik tiipte ejakiilat hacmine
esdeger olmak tlizere yikama sivisi ilave edilir. 400g’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildikten sonra siipernatan kisim uzaklastirilir ve 0,5ml yikama ¢ozeltisi pellete ilave
edilerek yeniden karigtirilir. Sperm konsantrasyonun uygun gradient tabakalari 0,5 ml
konularak hazirlanir. Bunun iizerine yikanmis 0,5ml sperm ilave edilerek 300 g’de 20
dakika boyunca santrifiij edilir. Sonrasinda ise dipte kalan pellet pastor pipetiyle aspire
edilerek tzerine 4ml yikama soliisyonu konur ve 1800g’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilir, slipernatan kistm uzaklastirilip 4ml yikama sollisyonu katilarak 5 dakika boyunca
santrifiij edilir. Stipernatan kisim uzaklastirilarak pellet miktarina gore soliisyon
katilarak islem igin hazir hale getirilir. Bu yontemle hareketliligi iyi olan temiz sperm
ornegi elde edilmekte olup ejakilatta az sayida sperm oldugunda en uygun yontemdir.
Ornekten lokositler biyik oranda elimine edilmekte, reaktif oksijen radikaller
azalmakta, elde edilen sperm Ornegi de yeterli olmaktadir. Farkli soliisyonlar
kullanilmas: sebebiyle zaman alict ve maliyetli bir yontemdir. Ayni zamanda

endotoksin riski s6z konusu olup percoll spermatozoa igin zararli olabilir (3).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Uremeye Yardimci Tedavi ve Egitim
(UYTE) Merkezi’ ne infertilite tedavisi i¢in basvuran progresif ileri hareketli motilitesi
%10’un tizerinde olan hastalarin semen Orneklerinden, tedavisi i¢in gerekli kisim
ayrildiktan sonra kalan atik kistm dahil edildi. Yapilan calisma icin Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi’nden etik kurul karari alindi (Ek-1) ve ¢alismaya katilacak goniilliilere

calisma hakkinda bilgilendirilmeleri i¢in hazirlanan form okutulup onaylatildi (EK-2).

Calismaya dahil edilen goniilliilerden steril, kapakli kaplara mastiirbasyon yontemiyle
semen Ornekleri alindi ve 30 dakika 37°C sicaklikta likefaksiyon i¢in inkiibe edildi.
Likefaksiyon Pastor pipeti ucunda semenin ipliksi uzamasi ile kontrol edildi.
Likefaksiyon siiresi 30 dakikay1 asan Ornekler 30 dakika daha inkiibe edildi. Bu siire

icinde likefaksiyon olusmayan drnekler ¢aligma disinda birakildi.

Likefiye olmus semen ornekleri konsantrasyon tayini i¢cin Makler sayma kamarasinda

degerlendirildi. Calismaya 22 gonullt dahil edildi.

Hastanin tedavisinde kullanilacak miktar ayrildiktan sonra kalan semen 2 gruba ayrildi.
Birinci gruba santrifiij-gradient-swim-up; SGS yontemi uygulanirken ikinci gruba

migrasyon-sedimantasyon; MS yontemi uygulandi.

Birinci grup icin 15 ml hacimli santrifiij tiiplerine %80 ve %40°lik silika partikiilii
iceren gradient medyumlarindan 0,5’er ml’lik sivi siitunlar1 hazirland1 (PureSperm
40/80, Nidacon, Goteburg, Isveg). Likefiye semen bu sivi siitunlarmin iizerine
dikkatlice yayildi ve 400 g hizda 10 dakika santrifiij yapild1 (gradient yontemi).
Santrifiigasyondan sonra olusan supernatan atildi, pellet iizerine 2 ml sperm yikama
medyumu (SpermRinse, Vitrolife, Goteburg, isveg) eklenerek pipetaj ile pellet kaldirild
ve tekrar 400 g’de 10 dakika santrifiij edilerek spermatozoonlar yikandi. Santrifiij
sonrasinda supernatantin 1 ml’lik kismi uzaklastirildi ve tiip igerisinde kalan 1 ml
supernatant ile pellet 30 dakika 37°C sicaklikta inkiibe edilerek spermatozoonlarin
pelletten yukariya yiizmeleri saglandi (swim-up yOntemi). Bu slrenin sonunda
supernatanin 700 pl’si mikropipet yardimiyla temiz bir tiipe aktarildi ve deneysel

caligmalarda kullanilda.
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Ikinci grup icin Sekil 3.1°deki migrasyon sedimentasyon (MS) tiipii (RI MSC, Research
Instruments, Cornwall, Birlesik Devletler) kullanilarak spermlerin santrifiij edilmeden
eldesi saglandi. Bu amagla, mikropipet yardimiyla likefiye semenden 400ul alinarak

MS tiipiiniin dis odacigina dikkatlice yayildi (Sekil 3.1°de “b” olarak gdsterilen kisim).

—~— T -
Sperm yikama
a medyumu
Semen
a Spermilerin elde
- = edildigi kisim
P R

Sekil 3.1. Migrasyon sedimentasyon tlpune 6rneklerin yiklenmesi ve sperm eldesi

Daha sonra Sml’lik steril bir enjektorle tiibiin orta aksindan gecip taban kismindan
(Sekil 3.1’de “c” olarak goOsterilmistir) baslayacak sekilde, 2ml sperm yikama
medyumu, dis hazneye yayilmis semeni kaplayacak tarzda (Sekil 3.1°de “a” olarak
gosterilmistir) yavasca eklendi. Ardindan 30 dakika 37°C sicaklikta inkibe edilerek
migrasyon sedimentasyon yontemi uygulandi. Bu siirenin sonunda MS tiipiiniin

tabanindan, orta aks boyunca bir mikropipetor gecirilerek 700 ul’lik medyum temiz bir

tiipe aktarild1 ve deneysel ¢alismalarda kullanildi.
Her iki gruba da asagidaki testler uygulandi ve istatistiksel olarak karsilastirildi:

Makler sayma laminda hareketlilik ve konsantrasyon degerlendirmesi,
Diff Quick hizli boyama yontemi ile morfoloji tayini,
Eosin-nigrosin boyasi ile canlilik tayini,

Sperm kromatin sagilma testiyle DNA fragmantasyonu tayini,

o B~ w0 D

Anilin mavisi boyasi ile persiste histon tayini testleri yapildi.
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3.1. Makler Kamarada Hareketlilik ve Konsantrasyon Tayini

Deney gruplarindan alinan 10’ar pl’lik 6rnekler Makler sayim kamarasinin odacigina
konup sayma lami kapatilarak 10 pum kalinhginda yayma olusturuldu. Isik
mikroskobunda 200’likk biiylitme altinda Makler kamaranin odacigina tek katman
olarak yayilan spermatozoonlar pespese 10 karede sayildi. Pespese 10 karelik alanlardan
3 farkli bolgeden sayim yapilarak ortalamasi alindi ve mililitre basina diisen milyon
adet spermatozoon derisimi tespit edildi. Daha sonra hareketlilik tayini de DSO el

Kitabinda belirtildigi sekilde kaydedildi (48).

3.2. Morfoloji Degerlendirmesi

Spermatozoon morfolojisinin 151k mikroskobik diizeyde degerlendirilmesi Diff Quick
boyama yontemiyle yapilmistir (MGG boyama Kkiti, katalog numarasi: 500101, Mediko
Kimya Ltd. Sti., Istanbul, Tiirkiye). Boyali preparatlarda en az 200 spermatozoon,
Kruger’in strict kriterlerine gore degerlendirilmistir (49). Her gruptan iki preparat
olacak sekilde lamlara 20 pl spermatozoon siispansiyonu yayildi. Hazirlanan preparatlar

oda 1s1sinda kurutuldu. Ardindan preparatlara sirastyla asagidaki islemler uygulandi.
Boyama icerisindeki reaktifler;

A. Fiksatif ¢ozeltisi; 1 dakika
B. Eosine ¢ozeltisi; 1 dakika

C. Thiazine ¢ozeltisi; 1 dakika uygulandi.

Her bir gecis asamasinda preparat {izerindeki fazla ¢dzeltinin akmasi i¢in preparat
birkac saniye dik bir sekilde havada tutuldu. Preparatlar en son basamaktan sonra sale
igerisindeki distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Orneklerin degerlendirmesi bir
sonraki giin yapildi. Preparatlar 100 biylitme altinda incelendi. Her bir grupta 200 adet
spermatozoon degerlendirildi. Bas, orta parca, akrozom ve kuyruk morfolojisinde
normal gdérinime sahip olanlar yuzde cinsinden normal morfolojiye sahip olan

spermatozoon olarak kaydedildi.
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3.3. Canlilik Degerlendirmesi

Spermatozoon canlilik testi tek basamakli eozin-nigrozin boyama teknigi ile yapildi
(50). Binde dokuzluk NaCIl’li distile su igerisinde %0.67 eozin Y ve %10 nigrozin
kaynatilarak ¢0ziildii, oda sicakligina sogutulduktan sonra filtre edildi. Hazirlanan
boyanin 20 ul’si 20 ul spermatozoon siispansiyonu ile 30 saniye siiresince karistirildi.
Karisim lama yayildi, havada kurumaya birakildi. Havada kurutulduktan sonra
preparatlar 100x objektif altinda incelendi. Her bir gruptan 200 adet spermatozoon
sayildi. Saglam sitoplazma zarina sahip canli spermatozoonlar eozini sitoplazmalarina
gecirmediginden bu hiicreler nigrozinle boyanan zeminde beyaz olarak; Oli
spermatozoonlar ise pembe olarak izlendi (Resim-2). Yuzde cinsinden canli

spermatozoonlar hesaplandi.
3.4. Sperm DNA Fragmantasyonu Tayini

Sperm Kromatin Sacilma Testi i¢in kit icinden cikan ¢ozeltilerle, kitin uygulama
kilavuzu esas alinarak deneyler yapildi (Halotech, Halosperm kit, Fina Biotech.,
Madrid, Ispanya). Isleme baslamadan once tiip igerisinde hazir olarak bulunan agaroz
jel tupleri mikro dalga firinda maximum sicaklikta 15 saniye eritildi. Eriyen jel tipleri
37°C inkiibator icerisine yerlestirilmis sicak su banyosunda i1sinin esit dagilmasi i¢in
bekletildi. Deney gruplarindan 15’er pl spermatozoon siispansiyonu iki ayri tiipteki 50
ul jel igerisine alindi. Olusan jel-6rnek karigimindan 15 pl 6rnek kit icerisinde temin
edilen 6zel lam {izerine alind1 ve lamel ile kapatilarak 5 dakika +4°C de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda lam {izerine kapatilan lameller kaldirildi ve sirasiyla su
basamaklar uygulandi,

1. 7 dakika denaturasyon solusyonu igerisine alindi,

2. 25 dakika lyzis solusyonuna birakildi,

3. 5 dakika distile suda yikandj,

4. 2 dakika %70 etil alkol,

5. 2 dakika %90 etil alkol,

6. 2 dakika %100 etil alkol serilerinden gegirilerek kurumaya birakildi.
Kuruyan érnekler;

1. 15 dakika Eosin

2. 15 dakika Thiazine soliisyonunda boyandiktan sonra kurumaya birakildi.
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Orneklerin degerlendirmesi bir sonraki giin yapildi. Preparatlar 100X biiyiitmede
incelendi. Her bir gruptan 100 adet spermatozoon sayildi. Yiizde cinsinden sperm
kromatin sagilmasi gostermeyen (DNA fragmantasyonu mevcut) spermatozoonlar

hesaplanda.

3.5. Anilin Mavisi Boyama ile Persiste Histon Tayini

Anilin mavisi boyasi; 0,5 gr anilin mavisi, 2,48 ml distile su ve 3,2 ml glasiyal asetik
asit karisimiyla hazirlandi. Her iki yontemle elde edilen spermatozoon 6rneklerinden 20
ul’si lama yayildi. Havada kurumaya birakildi. Kuruyan ornekler 5 dakika Anilin
mavisi solliisyonunda bekletilerek boyama yapildi. Ardindan distile suda yikanan
ornekler havada kurumaya birakildi. Orneklerin degerlendirmesi bir sonraki giin yapildi.
Preparatlar 100x biiyiitmede incelendi. Her bir gruptan 200 adet spermatozoon sayildi.
Yiizde cinsinden boyay1 hiicre igine alarak persiste histon agisindan pozitif sonug veren

spermatozoonlar hesaplandi.

Istatistik

Yapilan calismada SPSS paket programiyla tanimlayict istatistikler yapilmis, grup

karsilastirmalarinda Wilcoxon testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 34.63+10.66, ortalama semen hacmi
3.37£2.12 ml, ortalama spermatozoon konsantrasyonu 129.42+108.21 milyon/ml idi.
Orneklerde ortalama a grubu ileri hareketli spermatozoon %44.26+14.14, b grubu
yerinde hareketli spermatozoon %13.47+4.68, ¢ grubu hareketsiz spermatozoon
%42.42+13.18 bulunmakta idi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Yas ve Seminal Parametrelerinin

Ortalama Degerleri
Ort.+SS

Yas 34.63+10.66
Hacim 3.37+£2.12
Konsantrasyon 129.42+108.21
a grubu ileri hareketli %44.26+14.14
b grubu yerinde hareketli %13.47+4.68
c grubu hareketsiz % 42.42+13.18

4.1. Hareketlilik ve Konsantrasyon

Santrifiije maruz birakilan Orneklerde (n=19) islem sonrasi spermatozoon
konsantrasyonu 2.80+3.06 milyon/ml, a grubu ileri hareketli spermatozoon
%75.84£29.03, b grubu yerinde hareketli spermatozoon %8.11+11.29, ¢ grubu

hareketsiz spermatozoon % 16.05+27.18 olarak hesaplandi.

Migrasyon sedimentasyon yontemi uygulanan orneklerde islem sonrasi spermatozoon
konsantrasyonu 3.25+2.87 milyon/ml, a grubu ileri hareketli spermatozoon
%77.38+21.84, b grubu yerinde hareketli spermatozoon %9.58+7.54, ¢ grubu hareketsiz
spermatozoon %13.05+£22.27 olarak hesaplandi.

Bu iki yonteme gore hazirlanan Orneklerin hareketlilik ve konsantrasyon

karsilagtirmasina gore istatiksel anlamli bir fark gérilmedi (p>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Islemler sonrasi1 konsantrasyon ve motilite degerleri

Santrifiij sonras1 Migrasyon Sedimentasyon Sonrasi p degeri
Ort.£SS Ort.£SS
Konsantrasyon 2.80+ 3.06 3.25+2.87 0.190
a grubu ileri hareketli %75.84+29.03 %77.38+21.84 0.845
b grubu yerinde hareketli %8.11+11.29 %9.58+7.54 0.348
¢ grubu hareketsiz % 16.05+27.18 % 13.05+22.27 0.887
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4.2. Morfoloji Degerlendirmesi

Santrifije maruz birakilan Orneklerde islem sonrast normal morfolojiye sahip
spermatozoon %12.19+6.45, migrasyon sedimentasyon yontemi uygulanan érneklerde
islem sonrasi normal morfolojiye sahip spermatozoon %10.67+5.44 olarak tespit edildi.

Iki grup arasinda istatiksel 6nemli bir fark goriilmedi (p>0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. islemler sonras1 morfoloji sonuglar

Santrifiij sonrast Migrasyon Sedimentasyon Sonrasi p
Ort.x£SS Ort.xSS degeri
Normal morfolojiye
sahip spermatozoon %12.19+6.45 %10.67+5.44 0.220
orant

Bas, orta parca, akrozom ve kuyruk morfolojisinde normal goriiniime sahip olanlar
yuzde cinsinden normal morfolojiye sahip olan spermatozoon olarak kaydedildi (Resim
4.1-4.3).

Resim 4.1. Normal bas, boyun, akrozom ve kuyruk yapisina sahip spermatozoon morfolojik gorintisu
(Diff Quick boyast 100X objektif)
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Resim 4.2. Normal bas, boyun, akrozom ve kuyruk yapisina sahip spermatozoa morfolojik goruntisi
(Diff Quick boyasi 100X objektif)

4.3. Canlilik Degerlendirmesi

Santrifiije maruz birakilan Orneklerde islem sonrasi spermatozoon canlilik orani
%74.09+16,65, migrasyon sedimentasyon yontemi uygulanan 6rneklerde (n=22) islem
sonras1 spermatozoon canlilik oran1 %70.45+16,78 olarak tespit edildi. iki grup arasinda
istatiksel fark anlamli degildi. (p>0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. islemler sonras1 canlilik sonuglar

Santrifiij sonrasi Migrasyon Sedimentasyon Sonrasi | p degeri
Ort.xSS Ort.+SS
Canli spermatozoon | .7 09416 65 %70.45+16.78 0.333
yuzdesi

Saglam sitoplazma zarina sahip canli spermatozoonlar eozini sitoplazmalarina
gecirmediginden bu hiicreler nigrozinle boyanan zeminde beyaz olarak; oli

spermatozoonlar ise pembe olarak izlendi (Resim 4.3.-4.5).
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Resim 4.3. Hiicre igerisine boya alarak pembemsi goriintii olusturan canliligini yitirmis spermatozoon

gorintiist (eozin-nigrozin boyama 100X objektif)

Resim 4.4. Yildiz: Pembe boyanmig 6lii spermatozoon, Oklar: Boya almamig canli spermatozoa (eozin-

nigrozin boyama 100x objektif).
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Resim 4.5. Yildiz: Pembe boyanmis 6lii spermatozoon, Ok: Boya almamis canli spermatozoa (eozin-

nigrozin boyama 100x objektif).

4.4. Sperm DNA Fragmantasyonu

Santrifiije maruz birakilan drneklerde islem sonrast DNA fragmantasyonu olan spermler
%3.914+3.96, migrasyon sedimentasyon yontemi uygulanan orneklerde (n=22) islem
sonrasi DNA fragmantasyonu olan spermler %2.95+3.33 olarak sayildi. iki grup
arasinda istatiksel 6onemli bir fark gorilmedi (p>0,05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Islemler sonrast DNA fragmantasyonu sonuglari

Santrifiij sonrast Migrasyon Sedimentasyon Sonrasi p
Ort.£SS Ort.£SS degeri
DNA
fragmantasyon %3.91+3.96 %2.95+3.33 0.213
orant

Yiizde cinsinden sperm kromatin sagilmasi gostermeyen spermatozoonlar hesaplandi

(Resim 4.6-4.9).
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Resim 4.6. Sperm kromatin sagilma testinde normal (yildiz) ve DNA kirigina sahip anormal sperm
gorintisi (ok) (20X objektif)

Resim 4.7. Sperm kromatin sagilma testinde normal (yildiz) ve DNA kirigina sahip anormal sperm
gorintusi (ok) (100X ojjektif)
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Resim 4.9. Sperm kromatin sagilma testinde normal (yildiz) ve DNA kirigina sahip anormal sperm
gorintisi (ok) (100X objektif)
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4.5. Anilin Mavisi Boyama ile Persiste Histon Degerlendirmesi

Santrifiije maruz birakilan 6rneklerde islem sonrasi persiste histon icerigi olan spermler
%10.59+13.40, migrasyon sedimentasyon yoéntemi uygulanan orneklerde (n=22) ise
%8.86+7.89 olarak tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamlibir fark
goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 4.6)

Tablo 4.6. Islemler sonrasi Persiste Histon Degerleri

Santrifiij sonrast Migrasyon Sedimentasyon Sonrasi p
Ort.x£SS Ort.£SS degeri
Persiste histon %10.59+13.40 %38.86+7.89 0.613
orant

Yiizde cinsinden boyayi hiicre i¢ine alarak pozitif sonug¢ veren spermatozoonlar
hesaplandi (Resim 4.10-4.12).

Resim 4.10. Anilin mavisi ile boyali yayma preparatlarinda histon-protamin degisimi ger¢eklesmeyen

anormal sperm koyu renkte gériinmekte (100X objektif)
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Resim 4.11. Anilin mavisi ile boyali yayma preparatlarinda persiste histon bulunmayan normal sperm

boyay1 almamistir (100X objektif)

Resim 4.12. Anilin mavisi ile boyali yayma preparatlarinda persiste histon bulunmayan 2 adet normal
sperm boyayi almamustir (100X objektif).
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5. TARTISMA VE SONUC

Gerek dogal konsepsiyonda, gerekse yardimla iireme islemlerinde, sperm hiicrelerinin
kalitesi embriyo gelisimi, gebelik olusumu ve gebeligin devamlilig: {izerinde dogrudan
etkilidir (51). Bu nedenle sperm Kkalitesini ve yapisim1i bozan hiicresel ve c¢evresel
faktorlerin ortaya konmasi 6nem tasimaktadir. In vitro fertilizasyon, mikroenjeksiyon ve
intrauterine inseminasyon (asilama, IUI) gibi yardimh lireme tekniklerinde, spermin
fertilizasyon kapasitesini artirmak i¢in spermatozoonlart seminal plazmadan ayirmak
rutin islemlerin bir parcasidir (4). Bu islemlerden santrifiigasyon, insan semeninde
seminal plazmay1 hiicresel bilesenlerden ayirmak i¢in kullanilan en yaygin ve etkili
yontemdir (52, 53). Ancak santrifuigasyon yonteminin mekanik ve fiziksel etkileri,
saglikli sperm eldesinde tartismali konular arasindadir. Yontemlerin giivenilirligini

arastiran ¢alismalar halen siirmektedir.

Santrifiigasyonun bagsta motilite olmak tizere sperm fonksiyonlarina zararl etkileri
oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (1). Santrifiij sirasindaki fiziksel etkenler
nedeniyle ortaya ¢ikan mekanik hiicre membran hasar1 nedeniyle olusan reaktif oksijen
radikallerinin (ROR) sperm fonksiyonlarinda bozulmalara neden oldugu bildirilmistir
(2, 3, 4). ROR olusumunun spermde DNA fragmantasyonuna (5), sperm membraninda
lipid peroksidaz birikimine ve mitokondriyal hasara sebep olabilecegi bildirilmistir (6).
Bunlarin yani sira santrifiijiin kullanildig1 dansite gradiyent santrifiigasyon (DGS) ve
swim-up (SU) tekniklerinin, gerek DNA'st saglikli sperm se¢iminde ve gerekse

anoploidik spermlerin elenmesinde goreceli iistiinliiklerinin oldugu bilinmektedir (7).

DGS ve SU yontemleri iiremeye yardimci tedavilerin (UYTE) giinliik pratiginde
kombine sekilde kullanilmaktadir. Geleneksel SU yontemi spermatozoanin onceden
yikanmig ve tiip tabanina c¢oktiiriilmiis pelletten medyuma dogru aktif hareketini esas
almaktadir. Genel olarak, inkiibasyon siiresi 30-60dk. kadardir. Bu teknik ile ¢ok
yuksek oranda morfolojisi normal, hareketli ve diger hiicrelerden arinmis spermatozoa
siispansiyonu elde edilebilmektedir (3). Ilk olarak Mahadevan ve Baker tarafindan
tanimlanan bu metot; diinya genelinde tiim UYTE laboratuvarlarinda normozoopsermi
hastalar1 ile disi infertilitesinde yaygin olarak kullanilan bir sperm hazirlama teknigi
olmustur (54). Bu sekilde hazirlanan spermatozoa ile in vitro ortamda elde edilen
fertilizasyon oranlarinin ¢ok yiliksek oldugu bildirilmistir. Ancak bazi c¢iftlerde
aciklanamayan fertilizasyon problemleri de gorilebilmektedir (55, 56, 57). Spermin
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mevcut nicel ve nitel 6zellikleri ile kullanilan yontem farkliliklar1 inseminasyonun
gerceklesmesinde orantili olarak degisimler olusturdugu ¢alismalarla gosterilmistir. Biz
de bu galismalar dogrultusunda spermatozoa elde edilmesinde yeni bir yontem olan
migrasyon-sedimentasyon (MS) teknigini geleneksel santrifiij kullanilan yontemle
(DGS+SU) karsilagtirarak santrifiij sirasinda spermatozoanin gorebilecegi zararlar1 ve

yeni teknigin konvansiyonel sistem kadar etkin olup olmadigin1 inceledik.

Calismamizda santrifiije maruz birakilan Orneklerde motilite orani; ileri hareketli
spermatozoon %75.84, yerinde hareketli spermatozoon %8.11, hareketsiz spermatozoon
% 16.05 olarak tespit edildi. MS yontemi uygulanan &rneklerde ise islem sonrasi ileri
hareketli spermatozoon orant %77.38, yerinde hareketli spermatozoon %9.58,
hareketsiz spermatozoon %13.05 oraninda hesaplandi. MS yontemindeki hareketli
oranin santrifligasyona oranla kismi fazlaligi, santrifiij sirasinda spermatozoanin
fonksiyonel durumunun olumsuz yonde etkilenmis olabilecegini diisiindiirse de

istatiksel olarak iki yontem arasinda anlamli bir sonug ortaya ¢cikmamistir (p>0,05).

Aksi bir sekilde bu durumun morfolojik degerlendirmesinde ise santrifuje maruz
birakilan 6rneklerde islem sonrasi normal morfolojiye sahip spermatozoon %12.19,
migrasyon sedimentasyon yontemi uygulanan oOrneklerde islem sonrasi normal
morfolojiye sahip spermatozoon %10.67 olarak tespit edildi. iki grup arasi istatiksel
anlamli bir fark bulunmadi (p=0.220). Goriildiigii gibi yiiksek hareketlilige sahip
spermlerin MS yoOnteminde de basariyla elde edilmesi; bu yontemin kolayligi goz
oniinde bulunduruldugunda, giinliik klinik uygulamalarda maliyetli cihaz alimlarina
ihtiya¢ gostermemesi agisindan avantajlidir. Alvarez ve arkadaslar1 ile Benau ve
arkadaslart ise c¢aligmalarinda santrifiigasyonun sperm hiicrelerinin hareketliliginde
onemli Ol¢lide bir azalma gergeklestirdigini ayrica sperm hiicrelerinin enzimatik
aktivitelerinde de degisiklikler olusturdugunu gosteren bulgulariyla bu durumu
desteklemislerdir (53,58).

Matas ve arkadaslariin yaptigi caligmada ise sperm fonksiyonlarinin santrifiij
prosediiriinden etkilenerek hasara ugradigi belirtilmistir (1). Abidor ve arkadaslari
santrifiigasyon sirasinda olusan pelletdeki sikilagmanin hiicrelerde mekanik zorlamalara
sebep oldugunu bildirmistir (59). Ancak bizim ¢alismamizda santrifiije maruz birakilan
orneklerde canlilik oran1 %74.09 iken, MS teknigindeki Grneklerdeki canlilik orani
%70.45 hesaplanmistir. Elde ettigimiz veriler Abidor ve arkadaslarinin ¢alismasindan

farklilik gosterse de istatiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir fark ¢ikmadig:
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gbzlenmistir (p=0.333). Aradaki deger farkliliklarinin santrifiijj hiz ve siirelerinden

kaynaklamis olabilecegi diistiniilmiistiir.

DGS teknigi bazi1 avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Yontemin pahali olmasi,
endotoksin olusturma potansiyeli ve farkli yogunlukta medyumlar gerektirmesi
nedeniyle uzun zaman almasi gibi dezavantajlara sahiptir. (3). Bunun yaninda, testikiiler
spermlerin iglenmesinde debrilerin kolaylikla uzaklastirilabilmesi, ¢ok az miktarlardaki
ejakiilattan spermatozoa elde edilebilmesi, spermatozoonlarda iyi hareketlik 6zelligi
saglamasi ve seminal plazma ve lokositleri rahatca uzaklastirabilmesi, yontemi tercih
nedenleri arasinda sayilabilir (3). DGS yonteminin DNA fragmantasyonuna sahip sperm
oranlarinda iyilestirme sagladigi bilinmektedir (60,61). Ancak Muratori ve arkadaslari
DGS prosediiriiniin spermde DNA fragmantasyon artisina yol agtigini belirtmislerdir
(51). Bu ¢alisma bir ilk olarak, yardimli iireme tekniklerinde sperm se¢iminde DGS
kullaniminin sperm DNA fragmantasyonuna neden olabilecegini gostermis ve daha da
onemlisi bu durum goriildiigii zaman ¢iftlerin gebelik olusturmasinda %50 daha diisiik
sansinin oldugunu belirtmistir (51). Uygun sperm sec¢imi basarili bir fertilizasyonu
gerceklestirmek, kaliteli embriyo gelisimini saglamak, gebelik olusturmak ve canli
bebek dogumunu gergeklestirmek igin yeterli olmayabilir (62,63). Tim bunlarin
olusumu i¢in sperm kromatin biitiinliigiiniin saglam olmas1 zorunludur. Ozellikle de ileri
yastaki kadinlarda oosit, spermatozoonda olusmus DNA hasarin1 onaramayabilir (64,
65). DNA hasarlaryla ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmis ve sperm DNA fragmantasyonun
UYTE sonuglarin1 negatif yonde etkileyen sonuglar gosterilmistir (66-70). DGC’nin
sperm DNA fragmantasyonuna etkisi belirsizdir. Bazi ¢alismalar DGC ile DNA’s1
diizgiin spermatozoa eldesini gostermisken (71), bazilar1 bir degisiklik olmadigini hatta
DNA kalitesi diisiik spermatozoa eldesi oldugunu belirtmistir (72-76). Bunlara ek olarak
ve daha da énemlisi DGC prosediiriiniin DNA hasarina sebebiyetiyle UYTE’de gebelik

basarisin etkileyip etkilemedigi halen bilinmemektedir.

Calismamizda sperm DNA fragmentasyon oranlar1 kromatin sagilma testi ile incelenmis
ve test edilen yontemlerin literatlirdeki genel bulgularla uyum gosterecek sekilde sperm
DNA fragmantasyon oranlarin1 azalttigi tespit edildi. Calismamizda santrifiije maruz
birakilan orneklerde islem sonrast DNA fragmantasyonu olan spermler %3.91 iken,
migrasyon-sedimentasyon yontemi uygulanan orneklerde %2.95 olarak bulundu.
Spermin yapisal bozukluga ugradigin1 gosteren bir bulgu olarak goériinmesine karsin

istatiksel olarak iki grup arasindaki fark anlamli bulunmad1 (p=0,213).
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Tekrarlayan santrifijler semendeki ROR (retimini 6nemli Olglide artirmaktadir (52).
Spermin plazma membraninda yliksek miktarlarda doymamis yag asitlerinin ROR ile
lipid peroksidasyonuna girmesi, sperm hareketliligi de dahil olmak iizere bir¢ok sperm
fonksiyonlarin1 onemli derecede etkilemektedir (4). ROR’daki yiiksek artis sperm
hiicrelerinde membran hasarina yol a¢maktadir. Bu durum spermlerde fonksiyon
bozuklugu yaratarak fertilizasyon kapasitesini etkilemektedir (77,78,79). Calismamizin
bir sonraki ayagi olarak, santriflij edilmis ve MS uygulanmis semen Orneklerinde ROR
artis1 incelenerek farklar ortaya konabilir. Calismamizin bulgularinda da ifade edildigi
gibi, santrifiije maruz birakilan 6rneklerde islem sonrasi persiste histon igerigine sahip
spermler %10.59 iken MS yontemi uygulanan 6rneklerde bu oran daha da diiserek
%8.86 olarak tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmese de, MS tekniginin, DNA’nin paketlenmesinde bir yetersizlik durumu olan ve
sperm DNA kiriklarina yol acan histon-protamin degisim yetersizliginin giderilmesinde

etkin bir yontem oldugu izlenmistir.

Literatiir 1518inda santrifiigasyon-swim-up kombinasyonlu yonteminin dezavantajlarina
yonelik bir¢ok veriye ulasilmigtir. Oligozoospermi ve asthenozoospermili vakalarda
diisiik verimli sperm eldesi, spermatozoonlarda ROR hasarlanmasinin yiiksek olmasi ve
spermatozoonlarda normal kromatin kondansasyon oraninin diigmesi yOntemin
dezavantajlarindandir (3). Bu dezavantajlar1 desteklercesine Henkel ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢alismada swim-up isleminden sonra normal kromatin kondansasyonuna
sahip spermatozoan sayisinda belirgin bir azalma gozlemislerdir (80). Teknigin bir
baska dezavantaji ise kullanim i¢in bir spermatozoa pelleti daha olusturulmasi
gerekmesidir. Bu iglem sirasinda hiicrelerin kendi aralarindaki ya da diger hiicrelerle
temaslar1 nedeniyle hiicresel kalintilar ve 16kositler tarafindan ¢ok yiiksek oranda ROR

olusturulmaktadir (81).

Santrifiigasyon-swim up yonteminin dezavantajlar1 nedeniyle alternatif bir spermatozoa
ayirma teknigi ileri sirilmistir. Tea ve arkadaslart (47) tarafindan gelistirilen
migrasyon-sedimentasyon yontemi spermatozoa ayirma teknigi olarak laboratuvarlarda
uygulanmaya baslamistir. Prensip olarak swim-up tekniginin sedimantasyon ile
birlestirmis halidir. Geleneksel swim-up proseduriiniin aksine spermatozoa direkt olarak
likefiye olmus semenden elde edilir. I¢ kisminda bir koni bulunan 6zel cam veya plastik
tiplerde bu islem gergeklestirilir. Semenden medyumun igerisine go¢ eden

spermatozoonlar kisa bir zaman diliminde i¢ bdlgedeki koniye ¢okerler.
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Yapilan calismalarin sonucunda hareketlilik yliksek olsa da kazancin az olmasi
nedeniyle bu yontem yardimli iireme tekniklerinde ¢ok fazla kabul gérmemistir. Ayrica
swim-up yonteminde oldugu gibi az miktardaki ejakiilat i¢inde iyi hareket kalitesinde ve
yiiksek sayida sperm bulma zorlugu, spermatozoonlar1 kurtarmadaki oranin ¢ok diistik
olmas1 ve 6zel cam ve plastik tiipler gerektirmesi ve bu malzemelerin pahalilig1 gibi
yontemsel anlamda da bazi1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Zavos ve arkadaslart yardiml
ureme tekniklerinde spermatozoa eldesi icin swim-up ve sedimentasyonu saglayan iki
bolmeli bir tiip onermistir ancak yontemin halen IVF veya ICSI i¢in ne kadar kullanigh

oldugunu tartigilir durumdadir (82).

Sanchezve arkadaslar1 Siddetli oligo ve/veya asthenozoospermia vakalarinda bile 2-3
saatlik inkiibasyondan sonra ejakulattaki sperm hiicrelerinden ICSI igin yeterli sayida
hareketli spermatozoa elde edilebildigini gdstermislerdir (83). Calismalarinda, DGS
yontemini MS yontemiyle karsilastirdiklarinda, MS yontemiyle ileri hareketli, normal
sperm morfolojisine sahip, kromatin kondansyonu diizgiin ve 6lii sperm orani diisiik
spermatozoon eldesinin daha iyi olabilecegini gostermislerdir. Ayrica; modifiye edilmis
migrasyon-sedimentasyon yontemi kullanilarak elde edilen spermazatazoonlarin
enjeksiyon pipetlerinin cam ylizeylerine daha az yapisma gostermesi dolayisiyla pipette
daha az tikanikligin olusmasi bir avantaj saglamistir m(3). Bu baglamda, son
zamanlarda Hinting ve Lunardh’in 6nerdigi migrasyon teknigine yakin bir yaklagimla
kalitesi ¢ok diisilk olan semenden ICSI de kullanilabilecek hareketli, kalitesi iyi

spermatozoa elde etmislerdir (84).

Sonug olarak, klinik uygulamalarinda spermatozoa konsantrasyonu ve motilite orani
yuksek olan hastalarda migrasyon-sedimentasyon yodntemi tercih edilebilir. Hem
santrifiije bagli ROR olusumunun 6niine ge¢ilmis hem de santrifiijiin mekanik etkilerine
bagli olarak spermatozoada yapisal ve fonksiyonel hasarlanmalar engellenmis olur.
Ayrica migrasyon sedimantasyon ile sperm hazirlama metodu; basit bir poliklinikte ya
da muayenehane diizeninde, IUI gibi islemler i¢in laboratuvar gereksinimini ortadan
kaldirabilir. Sonuclarimiz her ne kadar istatistiksel olarak anlamli diizeyde ¢ikmasa da
migrasyon sedimentasyon metodu, DGS ve swim-up yontemine g0re spermatozoon
parametrelerinde daha iyi degerlerin elde edilmesine imkan vermistir. Bu sonuglar rutin
olarak kullanilan ve biiyiilk anlamda kabul goérmiis sperm se¢cme yontemleri temel
alindiginda, nispeten yeni bir yontem olan migrasyon-sedimentasyon yonteminin de

benzer basariyla kaliteli spermatozoonlar: segebildigini kanitlamaktadir. Yiiksek sayida

48



olgunun calismaya katilmasi anlamli sonuglarin ortaya ¢ikmasi yoniinde bir yaklagim
olabilir. Dolayisiyla migrasyon-sedimentasyon yontemi klinik kullanimda hem pratik,

hem de daha verimli bir islem olarak degerlendirilebilir.

Tip bebek tedavileri ve bununla ilgili tip teknolojisi siirekli gelismekte, yeni tedavi
protokolleri kullanima girmektedir. Bu sekilde en iyi metodun belirlenmesine yonelik
yapilan aragtirmalarla daha dogal ve kaliteli sperm se¢imi ile daha saglikli gebeliklere

katki saglanacagi umulmaktadir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU
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EK 2

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
Arastirmanin Ad1 : MIGRASYON-SEDIMENTASYON YONTEMININ SEMEN
HAZIRLAMADAKI ETKINLIGININ SANTRIFUGASYON KULLANILAN YONTEMLE
KARSILASTIRILARAK DEGERLENDIRILMESI

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!!!
Bu ¢alismaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢calismada yer almay1 kabul
etmeden Once calismanin ne amacgla yapilmak istendigini anlamaniz ve karamizi bu
bilgilendirme sonras1 Ozgiirce vermeniz gerekmektedir. Size 06zel hazirlanmig bu
bilgilendirmeyi Litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza ag¢ik yanitlar isteyiniz

CALISMANIN AMACI NEDIR?
Calismanin amaci semenden migrasyon sedimentasyon yontemi ile elde edilen spermlerin,
santriflij kullanilarak elde edilen spermlerle karsilastirarak incelemektir.

KATILMA KOSULLARI NEDIiR?
Géniilliilerin bu ¢alismaya dahil edilebilmesi i¢in Diinya Saglik Orgiitiiniin belirledigi semen
analiz kriterlerinde progresif ileri hareketli motilitesi %10’un iizerinde olmasi gerekmektedir.

KATILIMCI SAYISI NEDiR?
Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 20 dir.

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Tip bebek tedavileri ve bununla ilgili tip teknolojisi siirekli gelismekte, yeni tedavi
protokolleri kullanima girmektedir. Bu ¢alismada santrifiijiin sperm hiicreleri {izerinde
olumsuz bir etkisi bulunup bulunmadig1 arastirilarak, sperm hiicresinin en iyi hangi sekilde
elde edilebilinecegine katkida bulunulacaktir.

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDiR?
Calisma adina hastalar lizerinde bir islem veya ila¢ uygulanmayacaktir. Dolayisiyla ¢alismanin
kendi protokolii itibariyle hastalara getirecegi bir risk bulunmamaktadir.

ARASTIRMA = SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ = SAKINCALI
OLDUGU BILINEN ILACLAR/BESINLER NELERDIR?
Calisma siiresince birlikte kullaniminin sakincali oldugu ilag ve besinler yoktur.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILiRIM?
Alman Ornegin Diinya Saglik Orgiitii Kriterlerine belirledigi semen analiz kriterlerinde
progresif ileri hareketli motilitesi %10’un altinda durumlarda arastirma dis1 birakilabilirsiniz.

DIGER TEDAVILER NELERDIR?
Calisma Oncesinde veya calisma siiresince herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.
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HERHANGI BiR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK
KIMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?

Calismada bir zararlanma durumu yoktur. Herhangi bir diger konularda sorumluluk Ankara
Universitesi UYTE Merkezi sorumlusu Uzm. Dr. Sinan OZKAVUKCU dur.

YENI BULGULAR
Arastirma siirecinde herhangi bir tedavi veya uygulama yer almayacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KiMmi
ARAMALIYIM?

Histolojik arastrma siirecinde herhangi bir tedavi veya uygulama yer almamaktadir;
dolayisiyla ¢alisma nedeniyle sahsimizda bir sorun olugsmas1 miimkiin degildir.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?
Calisma atik materyalden yapilacagindan dolay1 herhangi bir gider bulunmamaktadir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR ?
Calisma Ankara Universitesi UYTE Merkezi tarafindan desteklenmektedir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BIR ODEME YAPILACAK
MIDIR?
Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastrmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastrmada yer almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz.

Aragtirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; calismadan c¢ekilmeniz ya da
arastirict tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel
amagcla kullanilabilecektir.

KATILMAMA ILiSKiN BiLGILER KONUSUNDA GiZLIiLiK SAGLANABILECEK
MIiDIR?

Size ait tiim kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik
bilgileriniz goriilmeyecektir. Sadece arastrmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar
ve resmi makamlar gerektiginde kimlik bilgilerinize ulasabilir.
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Calhsmaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan Once goniillilye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 3 sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim

sorular1 arastiriciya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrmtilartyla

anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay: isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiirlitiiciisiine yetki veriyor ve sdz konusu
arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve bask1 olmaksizin biiyiik bir
goniillillik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana
sagladig1 haklan kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI
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ADRESI
TEL. - FAKS
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