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ÖZET 

T.C. 

SELÇUK ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

Silimarinin İnsan Sperm Kriyopreservasyonunda Antioksidan Etkisi 

Seda ATAY 

Histoloji ve Embriyoloji (Tıp) Anabilim Dalı  

YÜKSEK LİSANS TEZİ / KONYA 2017 

Bu çalışma insan sperm kriyopreservasyonu sırasında, spermde meydana gelen kriyohasarın 

sonucu olarak, sperm parametrelerinde meydana gelen olumsuz etkiyi azaltmak için, dondurma 

ortamına eklenen silimarin antioksidanın etkisini araştırmak üzere yapılmıştır.  

Silimarin, devedikeni (Silybum marianum) bitkisinin tohum ve meyvelerinin ektresinden elde 

edilen bir flavonoiddir. Silimarin, uzun yıllarıdır klinik olarak alkole bağlı karaciğer hastalıklarının 

tedavisinde ve anti-hepatotoksik ajan olarak kullanılmaktadır. Fakat silimarinin asıl aktivitesi; içerdiği 

flavano-lignanlar ve diğer polifenolik bileşikler ile güçlü antioksidan özellik göstermesidir. 

20 normospermik bireyin semen örneği çalışmaya dahil edilmiş olup, örnekler çalışma için 6 

gruba ayrılmıştır. İlk grup kriyopreservasyon işleminin spermde oluşturduğu kriyohasarın tespiti için 

taze semen örneğinin kullanıldığı kontrol grubudur. Diğer gruplar ise eklenen farklı konsantrayonlarda 

silimarinin dondurulup çözülen sperm üzerinde etkisinin araştırılması için oluşturulmuştur. Bunun için 

örnek 5’e bölünmüş ve sırasıyla 0, 20, 100, 500 ve 1000 µg/ml silimarin, sperm dondurma ortamına 

eklenmiştir. 72 saat boyunca -196 Co’lik likit azot tankında saklama işlemi gerçekleştirilmiştir. Daha 

sonra örnekler 37 Co’de çözdürülmüş ve tüm gruplarda: motilite, plazma membran bütünlüğü, 

mitokondriyal aktivite, akrozomal bütünlük ve apopitozis parametrelerine bakılmıştır.  

Dondurup çözme işleminin sperm parametreleri üzerindeki etkisine bakmak için taze semen 

örneği ile silimarin eklenmeden (0 µg/ml) dondurulup çözülmüş grup karşılaştırılmış ve 

kriyopreservasyon işleminin sperm parametrelerinin tümünü anlamlı (p˂0,05) düzeyde olumsuz 

etkilediği görülmüştür. 

Kriyohasar üzerine silimarinin etkisinin araştırılması içinde sperm dondurma ortamına 

değişen dozlarda silimarin eklenen gruplarda sperm parametreleri karşılaştırılmıştır. Motilite, plazma 

membran bütünlüğü ve mitokondriyal aktivite için en etkili silimarin konstrasyonun: 100 µg/ml ve 

500 µg/ml olduğu bulunmuştur. Akrozomal bütünlüğün ise en iyi 1000 µg/ml silimarin eklenen grupta 

korunduğu görülmüş ve apopitozis değerlendirmesi için kullanılan % kaspaz 3 değeri en düşük 20 

µg/ml ve 100 µg/ml silimarin içeren gruplarda olduğu bulunmuştur. 

Sonuçlarımıza göre: sperm kriyopreservasyon ortamına silimarin antioksidanın takviyesi 

dondurup çözme işlemi sonrası spermde meydana gelen hasarı önemli derecede azaltmıştır. Hücrede 

doğrudan serbest radikal temizleme ve mitokondri üzerinde koruyucu etki özelliği olan silimarinin, 

kriyohasarın ana sebebi olarak görülen serbest oksijen radikalleri (ROS)’un oluşturduğu zararlı etkiyi 

baskılayabildiği gösterilmiş olup, insan sperm kriyopreservasyonunda kullanılabileceğini gösteren ilk 

çalışma olmuştur. 

Anahtar Sözcükler: Antioksidan; Kriyopreservasyon; Silimarin 
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 SELÇUK UNIVERSITY  

HEALTH SCIENCES INSTITUTE 

Antioxidant Effect of Silimarin on Human Sperm Cryopreservation 

Seda ATAY 

Department of Histology and Embriology 

MASTER THESIS / KONYA 2017 

This study was conducted to investigate the effect of silymarin antioxidant added to the 

freezing medium in order to reduce adverse effects on sperm parameters as a consequence of 

cryoinjury during human sperm cryopreservation. 

Silymarin is a flavonoid derived from the extracts of seeds and fruits of the milk thistle 

(Silybum marianum)plant. Silymarin has been used for many years in the treatment of alcoholic liver 

diseases clinically and as an anti-hepatotoxic agent. But the actual activity of silimarin is; contain 

flavano-lignans and other polyphenolic compounds and exhibit strong antioxidant properties. 

Samples of 20 normospermic individuals were included in the study and the samples were 

divided into 6 groups for study. The first group is the control group in which fresh semen samples are 

used to detect cryoinjury to the sperm of the cryopreservation process.The other groups were 

established to investigate the effect of silymarin on frozen spermatozoa in different concentrations. 

For this, the sample was divided into 5 and added to the freezing medium of 0 μg / ml, 20 μg / ml, 100 

μg / ml, 500 μg / ml and 1000 μg / ml silymarin sperm respectively. Storage was carried out in a -

196°C liquid nitrogen tank for 72 hours.The samples were then thawed at 37°C and the motility, 

plasma membrane integrity, mitochondrial activity, acrosomal integrity and apoptosis parameters were 

examined in all groups. 

In order to see the effect of freezing and thawing on the sperm parameters, frozen-thawed 

group was compared without addition of silymarin (0 μg / ml) with fresh sample of sperm and the 

cryopreservation process was found to negatively affect sperm parameters as a whole (p˂0.05). 

Sperm parameters were compared in groups of 0, 10, 100, 500, and 1000 μg / ml silymarin 

added to sperm freezing medium in the investigation of the effect of silimarin on cryoinjury.The most 

effective silymarin constructions for motility, plasma membrane integrity and mitochondrial activity 

were found to be 100 μg / ml and 500 μg / ml. Acrosomal integrity was best preserved in the 1000 μg / 

ml silymarin added group and the% Caspase 3rate used for apoptosis evaluation was found to be 

lowest in groups containing 20 μg / ml and 100 μg / ml silymarin. 

According to our results, the addition of silymarin antioxidant to the sperm cryopreservation 

medium reduced freezing damage to the sperm after freezing and thawing. Direct free radical 

scavenging and direct protective action on mitochondria have been shown to silymarin inhibit the 

deleterious effect of caused by free oxygene radicals (ROS), the main cause of cryoinjury, and have 

been the first study showing that it can be used in cryopreservation of human sperm. 

Keywords: Antioxidant; Cryopreservation; Silymarin
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1. GİRİŞ 

Kriyopreservasyon bir diğer adıyla dondurarak saklama hücreleri sıfırın 

altındaki derecelerde dondurup stabilize ederek saklama ve istenildiği zaman 

kullanma imkanını sağlayan işlemdir. Sperm kriyopreservasyonu ise içeriğinde 

sperm hücresini bulunduran seminal plazma sıvısının dondurularak saklama 

işlemlerini içerir. 

İnsan spermasının kriyoprezervasyonu, yardımcı üreme merkezlerinde, 

androloji laboratuarlarında ve sperm bankalarında rutin olarak kullanılan bir 

prosedürdür (Gandini ve ark 2006). Radyasyon ve kemoterapi gibi tedavilerden önce, 

testiküler hasara neden olabilecek hastalıkları taşıyan bireyde, sperm aspirasyon ve 

ekstraksiyonu uygulanan azospermik hastalarda tekrarlanan işlemleri önlemek adına 

fertilitenin korunması için yaygın olarak kullanılmaktadır. Sperm 

kriyoprezervasyonu, ilk olarak 1953 yılında fertilitenin korunması amacıyla tedavi 

yöntemi olarak kullanılmaya başlanmıştır (Bunge ve Sherman 1953). 

Kriyopreservasyon işleminin uzun bir geçmişe sahip olmasına rağmen, eritme 

sonrası sağkalım oranı sınırlı kalmış ve ideal beklentileri karşılamayı başaramamıştır 

(Li ve ark 2010). 

Bu işlemin üreme devamlığı için büyük yararları vardır. Ancak, sperm 

membran lipid kompozisyonunda, mitokondriyal membran potansiyelinde, akrozom 

durumu, motilite ve canlılığında olumsuz değişikliklere neden olabilir ve bu olaya 

“kriyohasar oluşumu” denir. Ayrıca sperm DNA hasarında artışa ve apopitoz ile ilgili 

değişikliklere neden olur (Love 2005, Amidi ve ark 2010, García-Herrero ve ark 

2011). 

Sperm kriyohasarına artmış tuz konsantrasyonuna bağlı olarak ozmotik şokun 

izlediği hücresel dehidrasyon, hücre içi buz kristali oluşumundan kaynaklanan 

fiziksel hasar, termal şok, oksidatif stres (OS) veya reaktif oksijen türleri (ROT) 

oluşumu sebep olur.  

Artmış ROT üretimi, lipid peroksidasyonunu (LPO), yapısal değişiklikleri, 

kromatin disfonksiyonunu ve DNA hasarını indükleyebilir(Kodama ve ark 1997, 

Cocuzza ve ark 2007). ROT ile oluşturulan hasardan kaçınmak için seminal plazma, 

antioksidan enzimleri (süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz) ve enzimatik olmayan 
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süpürücüleri (albümin, taurin, ürat ve askorbat) bol miktarda içermektedir 

(Venkatesh ve ark 2011).  

Bu antioksidanlar spermleri bakteri ve lökositlerden ve anormal spermlerden 

üretilen oksidanlardan korumaya yardımcı olur. Bu nedenle, antioksidan savunma 

kapasitesinde azalma semenin kriyoprezervasyonunu takiben canlılığın ve 

hareketlilik gibi çeşitli fertilizasyon parametrelerinin olumsuz etkilenmesine neden 

olabilir (Martinez-Soto ve ark 2010). Bu olumsuz etkinin azaltılması için dondurma 

ortamları yaygın olarak farklı antioksidanlar ile takviye edilmiştir (Roca ve ark 2005, 

Li ve ark 2010, Zribi ve ark 2010). 

Silimarin devedikeni (Silybum marianum) bitkisinin tohum ve meyvelerinin 

ektresinden elde edilen bir flavonoiddir. Silimarin 30 yılı aşkın bir süredir klinik 

olarak alkole bağlı karaciğer hastalıklarının tedavisinde ve anti-hepatotoksik ajan 

olarak kullanılmaktadır (Saller ve ark 2001). Fakat silimarinin asıl aktivitesi; içerdiği 

flavano-lignanlar ve diğer polifenolik bileşikler ile güçlü antioksidan özellik 

göstermesi ve buna bağlı olarak serbest radikal tutucu işlevinin bulunmasıdır (de 

Groot ve Rauen 1998). Bu özelliğinden dolayı silimarin ile ilgili birçok çalışma 

yapılmıştır.  

Silimarinin hücre GSH seviyesinde artışa neden olduğu, SOD aktivitesini 

arttırdığı ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettiğini ortaya koyan çalışmalar 

bulunmaktadır(Bosisio ve ark 1992, Zhao ve ark 2000). Silimarin eklenerek sperm 

dondurup saklanması ile ilgili literatürde yanlızca hayvalar ile yapılan birkaç çalışma 

mevcuttur.  

Roostaei-Ali Mehr ve Parisoush (2016) yaptığı bir çalışmada farklı 

konsantrasyonlarda silimarin ve kaproik asit eklenmiş koç semeninin saklanması 

araştırılmıştır. Sperm canlılığı, hareketliliği, membran bütünlüğü ve melondialdehit 

seviyeleri araştırıldığında sonuçlar, silimarinin sperm kalitesini arttırdığı 

gözlenmiştir.  

Purdy ve ark (2004) yaptığı bir çalışmada ise keçi sperminin saklanması 

sırasında eklenen silimarin ve kateşin flavonoidlerinin sperm hareketliliğine etkisi 

araştırılmıştır. 
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Yaptığımız bu çalışma ile fertilitenin korunması amacıyla, dondurup- çözme 

işlemi (kriyoprezervasyon) uygulanmış spermde meydana gelen kriyohasarı motilite, 

plazma membran bütünlüğü, mitokondriyal aktivite, akrozomal bütünlük ve 

apopitozis gibi parametreleri üzerinden incelemek ve kriyohasar üzerinde güçlü 

antioksidan özelliğe sahip silimarinin etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

1.1. Erkek Üreme Sistemi 

Erkek genital sistemi bir çift testis, genital boşaltım yolları ve bu yollara 

yardımcı aksesuar genital bezler ve eksternal genital organdan oluşmaktadır (Şekil 

1.1.). Üreme ve hormon salgılama görevi olan testisler skrotum içinde spermatik 

kord ile asılı dururlar. Birleşik tübüller içeren testis hem ekzokrin hem de endokrin 

salgı yapan karışık bezlerdir. Endrokrin salgısı steroid yapıdaki testesteron 

hormonudur. Ekzokrin salgısı ise testis sıvısı (testiküler luid) ve spermatozoon 

(sperm, spermiyum)’dur (Kierszenbaum 2006). 

Testisler en dışta tunika albuginea adı verilen sıkı düzenli bağ dokusu kapsülü 

ile sarılıdır. Tunika albuginea, mediastinum testis denilen bir kalınlaşma yaparak 

organın parankimasının içine doğru sokulma yapar. Mediastinum testisten sıkı bağ 

dokusu yapısında ışınsal biçimde septula testisler çıkar. Bu septula testisler 

parankimayı 200-300 adet lobuli testislere ayırır. Bunların tepeleri mediastinuma 

yöneliktir ve piramit biçimlidir.  

Her lobül içinde oldukça kıvrımlı, 1-4 adet kadar seminifer tübül yer alır. 

Tübüllerin arasında intertisyel bağ dokusu ile doludur ve burada interstisyel Leydig 

hücreleri yer almaktadır (L. Carlos Junqueira 2006). Seminifer tübüller 

spermatogenezis olayının gerçekleştiği yerdir. Çok kıvrıntılı kanallardan oluşmakla 

birlikte bu kanalların uzunluğu 30-40 cm uzunlukta ve 150-250 mikrometre 

kalınlığındadır. Her bir testisteki seminifer tübüllerin toplam uzunluğu 250 metre 

kadardır.  

Her bir seminifer tübül rete testise açılır. Rete testis seminifer epitelin 

ürünlerini toplayan kanallar ağıdır. Seminifer epitelde lamina proprianın bazal 

laminaya bitişik iç hücreleri, yassılaşarak miyoid ya da peritubuler kontraktil 

hücreleri oluştururlar. Bu hücrelerin ritmik kontraksiyonları, spermiyumlar ve 
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seminifer tübül sıvısının, seminifer tübül ve genital boşaltma yolları boyunca ileri 

doğru hareketini sağlarlar (L. Carlos Junqueira 2006). 

 

Şekil 1.1. Erkek genital Sistemi (L. Carlos Junqueira 2006). 

İnterstisiyel doku içinde kan, lenf kapillerleri, sinüzoidler ve etrafında gruplar 

halinde androjen üreten Leydig hücreleri yer alır (Thakur ve ark 2014). 

Erginde seminifer tübül epiteli, somatik Sertoli hücreleri ve spermatogenik 

hücre serilerini içeren çok katlı epitel görünümündedir. Sertoli hücreleri gelişmekte 

olan spermatogenetik hücreleri destekleyerek korur, spermiyogenezin sonunda artık 

hücre kalıntılarını fagosite eder, sipermiyasyon sırasında lümene salınımı 

kolaylaştırır ve seminifer tübül lümenine protein ve iyondan zengin sıvı salgılayan 

tek tip hücrelerdir (Kaur ve ark 2014).  

Spermatogenik hücreler ise spermatogenesis sırasında oluşan farklı gelişme 

evrelerindeki farklı tip hücreleridir. 

Bunlar:  

 spermatogoniumlar,  

 primer spermatositler  
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 sekonder spermatositler,  

 spermatidler ve spermiyumlar (sperm-spermatozoon)’dır (L. Carlos 

Junqueira 2006). 

1.1.1. Spermatogenez 

Bir gelişme olgusu olan spermatogenez, farklanmamış ilkel tip erkek üreme 

hücrelerinin (spermatogoniumlar), ileri derecede farklanmış spermiyumlara 

dönüşmesi olayıdır.  

Spermatogenez; spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenez safhalarından 

oluşur. 

Seminifer tübül epiteli püberteden önce, çok sayıda Sertoli hücresi içerirken,  

az sayıda ilkel germ hücresi içermektedir. Pübertede, hipofiz ön lobundan, 

hipotalamustan salgılanan gonadotropin salgılayıcı hormonun (GnRH) etkisi ile 

gonadotropik hormonlar salgılanmaya başlar. Bu hormonlar, Folikül uyarıcı Hormon 

(FSH) ve Lüteinleştirici Hormon (LH)’lardır. 

Bu hormonların uyarısı ile tip A spermatogonium’ları meydana getirmek 

üzere spermatogonium'lar bir dizi mitoz bölünmeye uğrarlar. Tip A 

spermatogoniumların bir kısmı, spermatogenezin ileri yaşlara kadar devam etmesi 

için kök (stem) hücreler olarak işlev görürler (Komeya ve Ogawa 2015). 

Diğer bir kısım ise tip B spermatogoniumlara farklanırlar. Tip B 

spermatogoniumların mitoz bölünmeleri ile primer spermatositler meydana gelir. 

Spermatogenezin mayoz safhası başlangıcını oluşturan hücreler primer 

spermatositlerdir. 

Primer spermatositler, 46 kromozom sayısına (diploid) sahiptirler. Oluştuktan 

hemen sonra 1. mayoz bölünmenin profaz safhasına girerler. İnsanlarda profaz 

safhası 22 gün sürer. DNA'ları replike olur ve normalin iki katı kromozom sayısına 

ve iki katı DNA miktarına sahip olurlar (Hassa 2003). 

Benzer kromozomlar metafaz plağında yan yana gelerek homolog kromozom 

çiftlerini oluştururlar. Sentromerleri bölgesi hariç, sıkıca birbirlerine değerler. X ve Y 
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kromozomları homolog olmayıp, ancak kısa kollarının uçlarındaki homolog 

segmentlerde çift oluştururlar.  

Sonra tetradlar arasında gen alışverişi (krossing over) olayı gerçekleşir. Bu 

çift yapılı homolog kromozomların uzunlamasına açılarak, kromatinlerde enine 

kırılmalar oluşması ve bu parçaların çiftler arasında karşılıklı değişimi olayıdır. Daha 

sonra homolog komozomlar, birbirlerinden ayrılmaya başlarlar. Ancak, çiftler, bir 

süre daha kromatidlar arası değişimin olduğu bölgelerde, birbirlerine bağlı kalmaya 

devam ederler.  

Homolog kromozomlar X şeklinde görünümüne kiyazma adı verilir. Kiyazma 

aşamasında homolog kromozomlar arasında, karşılıklı gen blokları değişimi 

gerçekleşir, homolog çiftlerin birbirinden ayrılmaları da devam eder.  

Sonunda, homolog kromozomlar birbirlerinden ayrılırlar ve tetradlar ayrılarak 

diyad halini alır. Kromozom çiftinin iki üyesi, ekvator bölgesinde düzenlenerek 

bölünme iği (spindle) oluşturur. Daha sonra, üyeler karşı kutuplara çekilir ve primer 

spermatositler ikiye bölünürler (Hassa 2003).  

Primer spermatositlerden birinci mayoz bölünme ile sekonder spermatosit adı 

verilen iki yavru hücre oluşur. Sekonder spermatositler primer spermatositlere oranla 

küçük hücrelerdir ve homolog kromozom çiftlerinin birer üyesini, yani 22 otozom ve 

bir seks kromozomu olmak üzere 23 adet kromozom içerirler.  

Böylece, 1. mayoz bölünme ile DNA miktarı 2n ve kromozom sayısı diploid 

olur. Sekonder spermatositler, hemen ikinci mayoz bölünmenin profazına girerler. 

Bu bölünmede DNA replikasyonu olmaz, 23 iki yapılı kromozomlar iki kardeş 

kromatid içerir ve bunlar sentromerleri bölgelerinden ayrılırlar. Bölünme sonunda, 

23 adet tek haploid kromozom sayısına ve 1n DNA miktarına sahip spermatid 

denilen 4 yavru hücre meydana gelir (Şekil 1.2.).  

İki mayoz bölünme sonunda 1 adet primer spermatositten, haploid 

kromozomlu 4 adet spermatid meydana gelir. Bunların ikisi 22 + X diğer ikisi ise 22 

+ Y kromozom düzenine sahiptir (Michael H. Ross 2014). 
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Şekil 1.2. Spermatogenezin safhaları 

1.1.2.  Spermiyogenez 

Spermatidlerin olgun erkek üreme hücresi olan spermiyum ya da 

spermatozoonlara dönüşmesi olayıdır (O’Donnell 2014).  

Yuvarlak bir hücre olan spermatidler kuyruklu ve hareketli bir spermiyuma 

dönüşürler. Bu dönüşme olayında, spermatidte bazı değişiklikler meydana gelir. Dört 

fazda gerçekleşen morfolojik farklanmalar şu şekilde sıralanmaktadır; 
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Golgi Fazı: Spermatidte çok sayıda golgi kompleksi oluşumları gözlenir. 

Bunlar periyodik asit-Schiff (PAS) pozitif granülleri içermektedir. Bu granüller 

akrozomal vezikülü oluşturmak üzere bir araya gelirler (Şekil 1.3.).  

Akrozomal vezikül nukleusun ön bölümünü kaplayacak kadar genişler ve 

akrozomal kepi oluşturarak ön kutbu belirler. Sentriyoller arka kutba doğru göç eder 

ve aksonemi oluşturan 9 periferik mikrotübül çifti ve iki merkezli mikrotübül 

parçaları bir araya gelmeye başlar. 

Kep Fazı: Akrozomal vezikül en kutupta nukleusun ön yarısı üzerinde 

genişleyerek akrozomal kep (akrozomal şapka)’i oluşturur (Şekil 1.3.). 

Akrozom Fazı: Spermatid bazal laminaya doğru yönelerek sertoli hücrelerinin 

içerisine iyice gömülür. Çekirdek şekil ve büyüklük değiştirir, kromatin yoğunlaşır 

nukleus yassılaşıp uzar. Sitoplazmik mikrotübüller akrozomdan arka kutba doğru 

uzanarak silindirik kılıfı (manşeti) oluşturur. Sentriyollerden gelişen 9 kalın fibril 

aksonemin mikrotübüllerini sarmak üzere kuyuruğun içine doğru uzanır (Şekil 1.3.). 

Nukleusu flagellum ile birleştiridiği için bu liflerin başladığı bölgeye 

bağlayıcı parça (boyun) adı verilir. Flagellumun yüzeyini sarmak için plazma 

membranı arkaya doğru uzanır ve manşet kaybolur.  

Sperm kuyruğunun orta parçası dediğimiz kısımda ise mitokondriyonların 

kaba fibrilleri heliks tarzında sararak bir kılıf oluşturduğu kısımdır. Kuyruğun esas 

parçasında ise orta parçanın distalinde longitudinal iki fibröz sütun ve birçok sayıda 

bağlayıcı fibröz halkalardan oluşan fibröz kılıfın dış yoğun lifleri çevreleyerek 

flagellumun ucuna kadar ilerlediği kısımdır. Fibröz kılıfın en uç kısmında kalan ve 

yanlızca aksonem mikrotübüllerini içeren en son kısım ise kuyruğun son parçasını 

oluşturmaktadır. 

Maturasyon Fazı: Fazla sitoplazmanın Sertoli hücreleri tarafından fagosite 

edildiği fazdır. Spermatidler birbirinden bağımsız hale gelir ve lümene salınırlar. Bu 

ilk spermatozoonlar hareketsizdir ve oositi dölleme potansiyeline henüz sahip 

değildir. Spermatozoonlar kapasitasyonlarını dişi genital kanalları içerisinde 

tamamlar (Şekil 1.3.). 
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Şekil 1.3. Spermiyogenezin safhaları. diFiore’nin Histoloji Atlası’ndan alıntılanmış 

ve Türkçeye çevrilmiştir (Eroschenko 2008). 

Spermiyogenez, çoğunlukla seminifer tübüllerdeki Sertoli hücrelerinin apikal 

sitoplazma girintilerinde geçmektedir. Spermiyogenezde olan birçok spermatid, 

başları aynı Sertoli hücresi apikal girintilerine gömülü, kuyrukları lümene uzamış 

olarak dururlar(O’Donnell 2014). 

Spermiyumların Sertoli hücrelerinden seminifer tübül lümenine atılmalarına 

spermiasyon denir. Lümene atılan ve serbest kalan spermatidler yavaş yavaş genital 

boşaltma yollarına geçer. Spermiyumların seminifer tübül lümenine salınmaları 
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sırasında, hücreler arası köprüler, artık cisimler olarak geriye kalırlar ve sonra Sertoli 

hücreleri tarafından fagosite edilirler  (L. Carlos Junqueira 2006). 

1.1.3. Olgun Spermin Yapısı 

Ergin spermiyum, hareketli olup baş ve kuyruk (flagellum) kısımlarından 

oluşur (Şekil 1.4.).  

Yaklaşık 60 mikrometre uzunluğunda olan olgun spermin baş kısmı yassı ve 

sivridir ve 4,5 mikrometre uzunluğunda ve 3 mikrometre genişliğindedir. Akrozomal 

başlık zona pellusidanın delinmesi için gerekli birçok proteaz enzimi içermekedir. 

Baş kısmında akrozomal kepin posteriorunda ise genetik bilginin taşındığı nukleus 

bulunmaktadır. 

Sperm kuyruğu ise boyun, orta parça, esas ve son parça olmak üzere 

bölümlere ayrılmıştır.  

Yaklaşık 7 mikrometre uzunluğundaki orta parçada kalın fibrillerin ve 

aksonemal kompleksin etrafını saracak şekilde birçok mitokonriyon kılıfın 

bulunduğu kısımdır.  

Esas parça ise yaklaşık 40 mikrometre uzunluğundadır. Fibröz kılıf, dış 

yoğun fibriller ve aksonemal kompleksi içerir. 

 Son parça ise 5 mikrometre uzunluğunda olup kalın fibrillerden yoksun olup 

yalnızca aksonemal kompleksi içeren kısımdır (Bruce Alberts 2008). 

Şekil 1.4. Olgun spermin şematize edilmiş yapısı. 
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1.2. Semen Analizi 

Günümüzden infertilite şikayetiyle gelen çiftlerin yaklaşık %30’unda 

infertilite sebebinin erkek faktörüne bağlı olduğu saptanmıştır. Semen analizi ise 

erkek infertilitesinin belirlenmesinde çok önemli bir parametre olup ejekülatın 

incelenmesi işlemidir.  

Bu test ile başlıca semendeki sperm sayısı, hareketliliği ve sperm şekli 

değerlendirilir. Semen analizi ilk olarak Edward Martin tarafından 1902 yılında 

infertilitenin saptanması için önerilmiştir. Daha sonraki yıllarda analiz için incelenen 

parametreler genişletilerek Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 1980 yılında 

semen analiz klavuzu oluşturularak parametreler standartlaştırılmıştır ve en son 2010 

yılında revize edilmiştir. 

Çizelge 1.1. Semen analizi için Dünya Sağlık Örgütü’nün en düşük referans değerleri 

(WHO 2010) 

 

Semen analizi 3 ila 5 günlük cinsel perhiz sonrası ejekülasyon ile elde edilen 

semenin miktar, görünüş, hacim, viskozite, morfoloji, pH, motilite ve semende ki 

diğer hücrelerin tespiti ve konsantrasyonlarının belirlenmesi gibi birçok parametre 

içermektedir. 

Parametreler En Düşük Referans Değer 

Semen volümü (ml) 1.5 (1.4-1.7) 

Total sperm sayısı (106) 39 (33-46) 

Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15 (12-16) 

Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42) 

Progressive motilite (PR,%) 32 (31-34) 

Vitalite (canlı sperm,%) 58 (55-63) 

Sperm morfolojisi (normal formlar,%) 4 (3.0-4.0) 

pH ≥7.2 

Peroksidaz – pozitif lökosit (106/ml) <1.0 

MAR testi (%) <50 

Immunobead testi (%) <50 

Seminal çinko (µmol/ejakülat) >2.4 

Seminal fruktoz (µmol/ejakülat) >13 

Seminal nötral glukozidas (mU/ejakülat) >20 
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Perhiz süresi önemli olup sürenin 3 günden kısa olması durumunda sperm 

sayının azalmasına ancak hareketliliğin artışına sebep olurken bu sürenin 5 günden 

uzun olması durumunda ise bu durumun tersi gözlenir.  

2-3 ayda bir tekrarlanan sperm üretimi çevresel faktörlerden oldukça 

etkilenmektedir. Sonuçlar değerlendirilirken de zararlı etkenlere maruz kalma 

durumuda göz önünde bulundurulmalıdır. 

Semen beyazımsı vizköz bir sıvıdır ve spermler ile çeşitli salgı bezlerinden 

salınan sıvıları içerir. Ejakülasyondan sonraki 10-60 dakika içinde ise sıvılaşarak 

akışkan hale gelir ve bu olaya likefaksiyon denir.  

Steril idrar kabına toplanan sperm mastürbasyon yolu ile elde edilmektedir. 

Bu işlem öncesinde mutlaka idrar tamamen boşaltılmış olması ve eller ile penisin 

yıkanarak kurulandıktan sonra kap veya kapağın iç kısımlarına dokunmadan, 

herhangi bir kayganlaştırıcı madde kullanmadan meni örneğinin tamamının kap içine 

steril bir şekide boşaltılması gerekmektedir.  

Toplanan örnek likefaksiyonu için 37°C de 10-60 dk bekletilmelidir.  

Likefiye olan semen örneği ilk olarak makroskobik olarak değerlendirilir. 

Görünümü, likefaksiyon zamanı, rengi, kokusu, volümü ve viskozitesi 

değerlendirilerek not edilir.  

Semen rengi opak ve beyazımsı, kokusu atkestanesi bitkisine benzer, 

partikülsüz ve kansız görünümlü olmalıdır.   

Vizkozitesi ise pipetleme işlemi sonrasında pipetten damla damla 

dökülmeyecek kadar olmalıdır. Likefikasyon süresi 37 0C de 15 ile 60 dakika 

arasında olmalıdır.  

Semen pH’sı 7,2 ile 8 arasında bazik değerdedir ve ölçümü pH kağıtları ile 

yapılır. 

Mikroskopik değerlendirmesinde konsantrasyonu, motilitesi, canlılığı, 

aglütinasyonu, morfolojisi ve sperm olmayan hücreler incelenir. Kimyasal 

değerlendirmesi ise pH (power of hydrogen) ölçümü yapılarak yapılır. 
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Sperm konstrasyonu spermin fertilizasyon kapasitesinin belirlenmesi için 

kullanılan önemli bir parametredir. Yumurtayı döllemek için belli bir sayıda olması 

gerekmektedir ve bu sayı normal bir semen örneğinde 15x106/ml sperm’dir (WHO 

2010). 

10x10 kareden oluşan Makler kamaraya (Sefi Medical Instruments, İsrail) 

(Şekil 1.5.) 1 damla damlatılan semen, 3 farklı 10 karede (toplam 30 kare) sperm 

hücrelerinin sayılıp ortalaması alınarak konsantrasyon hesaplanır. 

Şekil 1.5. Makler sperm sayma kamarası 

Sperm hareketliliği (motilitesi) için 4 farklı değer kullanılmaktadır.  

 Progresif motilite ;  + 4; lineer ileri yönde hareketli,  + 3; geniş dairesel hareketli  

 Non-progresif motilite ;  + 2; yerinde hareketli   

 İmmotilite ;  + 1; hareketsiz.   

Normal bir semen mililitrede 1 milyondan daha fazla lökosit içermemelidir. 

Semende normalden fazla lökosit görülmesi, üreme organlarında bir enfeksiyon 

varlığını düşündürür.  

Ayrıca semen örneğinde gelişimini tamamlamamış üreme hücrelerinin 

(germinal inmatür hücre) sayısının mililitrede 1 milyon veya altında olması beklenir. 
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1.3. Kriyopreservasyon (Dondurarak Saklama) 

Kriyojenik sıcaklıklarda hücreleri stabilize ederek saklama ve istenilen 

zamanda yeniden kullanma imkânı tanıyan prosedüre kriyopreservasyon (dondurarak 

saklama) denir.  

Kriyoprezervasyon işlemindeki gelişmeler sayesinde, oosit ve sperm gibi 

erkek ve dişi üreme hücrelerinden, embriyo gibi daha ileri yapılı organizmalara kadar 

çeşitli hücre tiplerinin düşük sıcaklıklarda korunarak saklanmasına imkân veren pek 

çok yöntemin gelişmesine olanak sağlamıştır (Di Santo ve ark 2012). 

Sperm kriyopreservasyonu ise içeriğinde sperm hücresini bulunduran seminal 

plazma sıvısının sıfırın altındaki sıcaklıklarda dondurularak, daha sonra kullanılması 

için saklama işlemlerini içerir. Bu işlemlerin genel prosedürü ise kriyokoruyucular 

ile dengelenen semenin önce soğutulması, daha sonra -1960C sıvı azot içinde 

saklanması ve çözülürken kriyokoruyuculardan uzaklaştırılarak uygun fizyolojik 

ortama aktarılması basamaklarını içermektedir. 

1930’lu yıllarda tavşan spermine sıfırın altındaki sıcaklıkların etkisinin 

araştırılması ile başlayan hücre dondurma çalışmaları, 1949 yılında gliserolünde 

saklama ortamına eklenerek kriyokoruyucu etkisinin olduğunun ilk defa kanıtlanması 

ile ilerleme kaydetmiştir (Hammond 1930) 

İlk olarak 1953 yılında, fertilitenin korunması amacıyla sperm 

kriyopreservasyonuna başlanmış ve bu yıllarda tanıtılan insan spermatozoasının 

kriyoprezervasyonu birçok kısıtlamasının üstesinden gelerek şimdi yardımcı üreme 

teknolojilerinin (ART'lerin) ayrılmaz bir parçasını oluşturmaktadır (Bunge ve 

Sherman 1953). 

Sperm kriyoprezervasyonu birçok erkek için fertilitenin korunmasında yararlı 

ve etkili bir yöntem sağlamaktadır. Kanser hastaları, radyasyon ve kemoterapi gibi 

tedavilerden önce sperm kriyopreservasyonu fertilitenin korunabilmesi için oldukça 

önemli bir avantaj sağlar. Aynı zamanda diyabet ve otoimmün bozukluklar gibi bazı 

hastalıklarda testiküler hasara neden olabilir. Ayrıca, vazektomi uygulanan 

bireylerde fertiliteyi korumak içinde bu yöntem kullanılabilmektedir. Perkutanöz 

epididimal sperm aspirasyonu veya testiküler sperm ekstraksiyonu yapılan 
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azoospermik hastalarda, tekrarlanan biyopsileri veya aspirasyonları önlemek için 

dondurulup çözülen spermler kullanılabilir. 

 Korunmuş sperma intrauterin aşılama, IVF ve intrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonu için kullanılmaktadır.  

Bununla birlikte donma ve çözme yöntemleri, spermatozoayı çok fazla 

fiziksel ve kimyasal hasara maruz bırakır. Bu yüzden kriyoprezervasyon 

prosedürlerinin geliştirmesi için çalışmalar devam etmektedir (Said ve Agarwal 

2012). 

1.3.1. Dondurma yöntemleri 

Sperm kriyoprezervasyonunda kullanılan üç konvansiyonel dondurma tekniği 

vardır; yavaş dondurma, hızlı dondurma ve vitrifikasyon. 

Yavaş dondurma 

2-4 saatlik zaman aralıklarında iki veya üç kademeli sperm soğumasından 

oluşan yavaş dondurma tekniği Behrman ve Sawada tarafından önerilmiştir 

(Behrman ve Sawada 1966). 

Elle veya otomatik olarak yarı-programlanabilir derin dondurucular 

kullanılarak yapılır. 

Manuel yöntemde, numune oda sıcaklığından 5°C'ye kadar, 0,5-1°C/dk 

hızında soğutulur. Örnek daha sonra 5°C'den -80°C'ye 1-10°C/dk hızında 

dondurularak, -196°C'de sıvı azota daldırılır. 

Manuel tekniklerle başarılı bir şekilde sperm dondurma gösteren çalışmalara 

rağmen, bu prosedürün tekrarlanabilirliği bazı sorunlara neden olabilmektedir. Bu 

sebeple, programlanabilir dondurucular geliştirilmiştir (Thachil ve Jewett 1981). 

Hızlı dondurma 

İlk olarak Sherman tarafından önerilen hızlı dondurma tekniğinde kriyotüpler 

nitrojen buharında 10-20 dakika bekletilir ve daha sonra -196°C'de sıvı nitrojene 

alınır (Natarajamani 2017). 
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Azot buharlarının altında, alttaki sıvının uzaklığı ve hacminin bir fonksiyonu 

olarak bir termal fark vardır. Örnek başlangıçta yavaş yavaş kriyokoruyucu eklenerek 

karıştırılır ve kriyotüplerdeki karışım bir süre 4°C'de inkübe edilir. Kriyotüpler daha 

sonra -80°C’deki sıvı azot seviyesinden 15-20 cm uzaklığa yerleştirilir 20 dk 

beklenir ve bu aşamadan sonra tüpler sıvı nitrojene batırılır. 

Soğutma sırasında, iki uç arasındaki ısı farkını en aza indirgemek için tüpleri 

yatay konuma getirmek tercih edilir. 

Bu tekniğin dezavantajı ise sıcaklık düşüşü eğrisi kontrol edilemez ve donma 

sıcaklıkları -70, -80 ve -99°C arasında değişebilir. 

Vitrifikasyon 

Bu yöntemin hızlı donurmadan farkı buz kristallerinin oluşumunu engellemek 

için yüksek ozmolariteli sperm medyumunun kullanılarak çok hızlı dehidrasyonun 

gerçekleştirilmesidir.  

Hücrede cam benzeri hızlı bir katılaşma meydana getirdiği için bu ismi 

almaktadır (Trounson ve ark 1987). 

1.3.2. Çözme Yöntemleri 

Çözme prosedürü de dondurma yöntemi kadar önemlidir. Hücrenin, 

fizyolojik aktivitesini geri kazanmasının sağlanması gerekir. Ani ısı değişimlerinden 

kaçınılmalıdır.  

Genel olarak, çözme işlemi protokolleri 37°C'lik bir eritme sıcaklığında 

yapılır. Hızlı çözünme için daha yüksek erime sıcaklıklarının kullanımı hücre 

hasarına sebep olabileceğinden dolayı önerilmez.  

Oda sıcaklığında 10 dakika eritme ve daha sonra 37°C'de 10 dakika daha 

inkübe ederek çözme, bir termostat veya su banyosu içinde 37°C'de 10 dakika 

boyunca çözme, oda sıcaklığında 15 dakika boyunca bekleterek çözme gibi 

yöntemler vardır. 

Örnek eritildikten sonra, yıkama ve santrifüjleme ile kriyokoruyuculardan 

uzaklaştırılarak kriyoprezervasyon ortamından ayrılır. 
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1.4. Kriyohasar Oluşumu 

Düşük sıcaklıklarda hücre metabolizmasının yavaşlaması durumu germ 

hücrelerini, embriyoları ve dokuları uzun vadeli saklayabilmemize olanak sağlar. 

Donma-çözme prosedürlerindeki başlıca sorun, düşük sıcaklıklara maruz kalan 

hücrede meydana gelen hücre içi ve hücre dışı suyun faz değişikliği ile ilişkili olan 

kriyohasardır (Gao ve Critser 2000). 

Donma ve çözme sırasında asıl hasar -15°C ila -60°C arasındaki orta sıcaklık 

aralığında meydana gelmektedir. Hücreler ve hücre dışı ortam -5°C'de donmamış ve 

aşırı soğutulmuş halde kalır. -5°C ile -15°C arasındaki sıcaklıklarda hücre dışı 

ortamda buz oluşur, ancak hücre içi eriyikler donmaz ve aşırı soğutulur (Gao ve 

Critser 2000). 

Soğutma hızı çok düşük olması durumu suyun çoğunun hücre dışına 

çıkmasını sebep olur ve hücre içi eriyikler konsantre olur. Hücre içi donma 

gerçekleşmeden, hücreler dehidrate olur, organellerin ve zarların hacimleri daralır ve 

hücre yüksek konsantrasyonlara maruz kalır (Şekil 1.6.). 

Bu durum, lipid-protein komplekslerini ve denatüre makromolekülleri etkiler, 

donmamış kanalların boyutunu azaltır ve irreversibl membran füzyonunu indükler 

(Mazur ve ark 1972, Wiest ve Steponkus 1979). 

Soğutma oranı çok yüksek olursa, hücre içi su tamamen hücre dışına çıkmaz 

ve hücre içinde donarak sitoplazmada buz kristalleri oluşur ve bu durum kriyohasara 

sebep olur (Şekil 1.6.) (Mazur 1990, Muldrew ve McGann 1994). Hücre içi buzun 

oluşumu kriyokoruyucu maddeler eklenerek azaltılabilir (Gao ve Critser 2000). 

Bu nedenle, hem yüksek hem düşük hızda dondurma ayrı mekanizmalarla 

hücrenin kriyohasarına sebep olabilir. Sonuç olarak, iki şekilde kriyohasar meydana 

gelir. İlki yüksek soğutma hızlarında ölümcül olabilen hücre içi buzun oluşumu ve 

ikincisi düşük soğutma hızlarında çözünürlük/elektrolit konsantrasyonu, hücre 

dehidrasyonu ve ekstrasellüler boşlukta donmamış fraksiyonun azalması nedeniyle 

kriyohasar meydana gelebilir.  

Her hücre tipi için en uygun bir soğuma hızı mevcuttur. Bu hız hücre içi buz 

oluşumunu önleyecek kadar düşük ancak çözünen/elektrolit konsantrasyonundan 
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dolayı kriyohasarı asgariye indirecek kadar yüksek olarak tanımlanmaktadır (Şekil 

1.6.) (Mazur 1990). Çözülme sırasında da kriyohasar meydana gelebilir. Yüksek 

sıcaklıklarda çözülme kriyoprotektanların hücreyi yeterince hızlı terkedememeleri 

nedeniyle ozmotik streste artışa sebep olurken, düşük çözülme sıcaklıkları yeniden 

kristalleştirme ile sonuçlanır (Mazur ve ark 1972, Wiest ve Steponkus 1979). 

Bu nedenle optimum çözülme oranları, bu iki durumun ortasında olmalıdır 

(Şekil 1.6.). Dolayısıyla, sperm kriyoprezervasyon protokollerindeki gelişmeler, 

optimum soğutma ve çözme hızlarını bularak kriyohasarı olabildiğince önlemeye 

yöneliktir (Juarez ve ark 2011). 

Şekil 1.6. Soğutma hızının hücreye etkisi 

1.4.1. Spermde Kriyohasar Oluşumu 

Diğer hücre türleriyle karşılaştırıldığında, spermatozoa, membranın yüksek 

akışkanlığı ve düşük su içeriği (yaklaşık %50) nedeniyle kriyoprezervasyon hasarına 

daha az hassas gibi görünmektedir. Buna rağmen, kriyoprezervasyon sperm yapısının 

ve fonksiyonunun olumsuz yönde etkilenmesine neden olabilir. 

 İnsan spermatozoasının dondurulması-çözülmesi işleminde hücre içi ve 

hücre dışı buz kristallerinin oluşmasıyla oluşan termal şok, ozmotik şok, hücresel 

dehidrasyon ve oksidatif stres oluşumu gibi bazı zararlı süreçlerin oluşabileceği 

yapılan birçok çalışma ile gösterilmiştir (Stanic ve ark 2000, Watson 2000). 
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Şekil 1.7. Kriyopreservasyonun sperm yapısına etkisi 

Kriyoprezervasyon, dondurulmuş çözülmüş spermin viabilitesini, akrozom 

bütünlüğünü, hareketliliğini ve dölleme yeteneğini kaçınılmaz olarak azaltmaktadır 

(Şekil 1.7.) (Zeng ve ark 2014, Yeste ve ark 2015). 

Kriyoprezervasyonun plazma zarına etkisi 

Zar bütünlüğü, sperm hareketliliği ve canlılığı için önemli bir faktördür. 

Dondurup-çözme işlemlerine karşı hücrenin hassasiyeti plazma membranının 

kompozisyonu ve biyofiziksel özelliklerine bağlıdır (Comizzoli ve Wildt 2013). 

Bu işlemin plazma membranı üzerine en önemli etkilerinden biri soğuk 

şokudur. Soğuk şoku, plazma membranının 5 °C'ye eşit veya daha düşük 

sıcaklıklarda kararsız bir yapı kazanmasından sonra ortaya çıkan olumsuz etkileri 

içerir. Ca2+ homeostazı, akrozom bütünlüğü ve zar lipit yapısının bozulması ile 

sonuçlanır (Casas ve Flores 2013). 

Herhangi bir plazma membranı, akışkanlığı sağlayan fosfolipidleri ve 

kolesterol gibi sertliği ve kararlılığı sağlayan değişen miktarda sterolleri içerir. 

Düşük sıcaklıklarda, lipitler fiziksel fazlarda (yani sıvı ve jel fazlı lipidlerde) 

değişikliğe uğrarlar. Bu nedenle, zar fosfolipidlerinin yanal hareketlerinin 
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kısıtlanması, sıcaklık 5°C'den düşük olduğunda ortaya çıkar ve sonuçta akışkan 

fazdan jel fazına geçiş meydana gelir.  

Farklı membran lipidleri farklı geçiş sıcaklıkları gösterdiğinden dolayı bazı 

doymamış fosfolipitler diğerlerinden daha erken jelleştirilir ve faz ayrımı meydana 

gelir. Bu olaydan sonra, integral membran proteinleri lipit-faz ayrımlarıyla geri 

dönüşümsüz şekilde kümelenir ve membran lipidleri yeniden yapılandırılır. Bu 

durumun sonucunda ise bazı kolesterol molekülleri ortama salınır (Harrison ve 

Miller 2000, Vadnais ve Althouse 2011).  Bu yapısal değişikliklerin sonucunda, lipid 

ve protein etkileşimleri bozulabilir ve iyon kanalları gibi bazı proteinler yer değiştirir 

veya fonksiyonlarını kaybeder (Steponkus 1984). 

Bu durum plazma membranının destabilize olmasını ve seçici geçirgenliğini 

kaybetmesine sebep olur ve bunun sonucunda Ca2+ ve bikarbonat gibi iyonların 

hücre dışı boşlukta konsantrasyonları artarak homeastazi bozulmuş olur (Watson 

2000, Bailey ve ark 2008). 

Sonuç olarak insan spermatozoasının kriyopreservasyonu, membranın şişmesi 

ve akrozomal bütünlüğün bozulması ve dejenerasyona bağlı olarak sperm 

hareketliliği ve hızı üzerinde olumsuz etkilere sahip olduğu bilinmektedir. 

Kriyoprezervasyonun sperm nukleusuna etkisi 

Kriyoprezervasyonun sperm nukleusunu nasıl etkilediğini değerlendiren 

çalışmalar kromatin bütünlüğüne odaklanmıştır. Bu DNA, nükleoproteinler ve DNA 

ile nüklüeer proteinler arasındaki yapısal etkileşimi ayırt ederek açıklanabilir.  

Sperm kromatini esas olarak DNA ve protamin (P1 ve P2) ve %2 ile %15 

arasında histon H1 nükleoproteinden oluşur (Ward 2010). Donma-çözmenin 

protaminler üzerindeki etkisi ile ilgili olarak, spermin nukleusu boyunca P1 ve H1'in 

yerinde ve dağılımında değişiklikler meydana gelir (Flores ve ark 2008, Flores ve ark 

2011). Dahası, sperm kromatininin ana hatlarını oluşturan protaminlerin sistein 

radikalleri arasındaki disülfit köprüleri yoluyla etkileşimi, dondurulup çözülme 

işlemi sonrası bozulmaktadır (Flores ve ark 2011). 

DNA fragmantasyonu ile ilgili olarak, Terminal Deoksinükleotidil transferaz 

(TdT)-aracılı dUTP-biotin çentik-uç etiketleme (TUNEL), Sperm Kromatin Yapı 
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Analizi (SCSA), Sperm Kromatin Dispersiyon testi (SCD), Comet nötr ve Comet 

alkalin testi gibi sperm DNA bütünlüğünü değerlendirmek için farklı yöntemler 

vardır.  

Çözülme sonrasında hemen DNA fragmantasyonunda önemli bir artış 

olmamasına rağmen, dondurulmuş çözülmüş sperm en az 2 saat boyunca 37°C'de 

inkübe edildiğinde DNA hasarının daha belirgin olduğu görülmüştür (Alkmin ve ark 

2013, Yeste ve ark 2013). 

DNA kaynaklı kriyohasarın oluşumu türler arasında da farklılık gösterir, 

çünkü P1 ve P2'ye sahip olan türler, sadece P1'e sahip olanlardan daha yüksek 

düzeyde DNA parçalanması gösterirler. Örneğin, sperm kriyoprezervasyonu 

insanlardaki DNA bütünlüğünü ve yoğunlaşmasını büyük oranda etkileyebilirken, 

köpeklerde böyle bir etki yoktur (Urbano ve ark 2013).  

Kriyoprezervasyon sonrası DNA fragmantasyonundaki artışın altında yatan 

mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir ve oksidatif DNA hasarının artışı ile 

ilişkili olduğu düşünülmektedir (Paoli ve ark 2014). Son yıllarda yapılan çalışmalar 

ile insanlarda, kriyoprezervasyon ile bağlantılı DNA fragmantasyonun artışı, 

kaspazların aktivasyonu yerine oksidatif stres ile ilişkili olduğunu gösterilmiştir 

(Thomson ve ark 2009).  

Kriyoprezervasyonun perinükleer tekaya etkisi 

Perinükleer teka, sperm çekirdeğini çevreleyen bir bölgedir ve sperm baş 

bölgesini korumak için hayati önem taşıyan sito-iskelet proteinleri içerir (Sutovsky 

ve ark 2003).  

Bu bölgede döllenme sırasında önemli bir rol oynayan PLCζ ve PAWP gibi 

sperm proteinleri içerir (Escoffier ve ark 2015). Buranın bütünlüğü spermin işlevini 

uygun bir şekilde yerine getirebilmesi için oldukça önemlidir.  

Bu yüzden, sperm kriyoprezervasyonunun perinükleer tekaya zarar vermesi 

F-aktinin stabilizasyonunda değişikliğe ve çekirdek dekondenzasyonuna sebep olur. 
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Kriyoprezervasyon sonrası sperm proteinlerinin seviyeleri, yerleri ve 

fonksiyonlarındaki değişiklikler 

Sperm kriyoprezervasyonu sperm proteinlerin seviyeleri, lokalizasyonu ve 

fonksiyonu üzerinde farklı etkilere sahiptir.  

Yapılan bir çalışmada taze ve dondurulup çözülmüş domuz sperminin, sperm 

proteomu karşılaştırmış (Chen ve ark 2014). Çalışma sonucunda sperm prematür 

kapasitasyonu, adhezyon, enerji üretimi ve sperm-oosit bağlanması ve füzyonu gibi 

çoklu süreçlerde yer alan 41 kadar proteinde değişiklik olduğu görülmüş. Bu 41 

proteinin altısının seviyeleri kriyoprezervasyon sonrasında düşerken diğer 35'inin 

arttığı gözlenmiş.  

Western blotting ile bakıldığında da donmuş ve çözülmüş spermde, AKAP3, 

süperoksit dismutaz 1 (SOD1), TPI1 ve ODF2 ekspresyonunun arttığını 

gözlemlemişlerdir. Taze ve dondurulup çözülmüş insan spermi karşılaştırıldığında da 

27 kadar sperm proteininin farklı olduğu bulunmuş. Bu durumda, 

kriyoprezervasyona cevap olarak ACO2, TEKT1, VIM, OXCT1'in azaldığı 

görülürken, ENO1, TEKT3 ve TEKT4'ün anlamlı olarak arttığı gözlenmiş (Wang ve 

ark 2014). 

Farklı proteinlerin içeriğindeki değişiklikler dışında, kriyoprezervasyonun, 

aktin ve mitofusin 2 ve glikoz taşıyıcı GLUT3 gibi proteinlerin yerini değiştirmesine 

neden olduğu bildirilmiştir (Sancho ve ark 2007, Flores ve ark 2010). 

Protein fonksiyonu ile ilgili olarak, kriyohasarın iyon kanal proteinlerinin 

işlevini etkileyebileceği de belirtilmiştir. Bu işlevi kaybetmek dondurulup çözülmüş 

spermlerin fertilizasyon yeteneğinin azalmasının temelini oluşturabilir. Örneğin, L 

tipi voltaj kapılı Ca2+ kanalının, [Ca2+] ortalama bazal değeri taze sperme göre 

dondurulup çözülen spermde daha yüksek bulunmuştur ve agonistlerin aracılık ettiği 

[Ca2+]’i artışları, dondurulup çözülmüş spermlerde taze spermden daha yüksek 

bulunmuştur. Bunun tersi olarak antagonistlerin eklenmesi ile verilen yanıt 

dondurulup çözülmüş spermde, taze spermden daha düşük bulunmuştur (Albrizio ve 

ark 2015).  

Bütün bu bulgular ile donma çözme işleminin bu kanalların işlevini etkilediği 

sonucuna varılmaktadır. 
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Kriyoprezervasyonun mitokondriyal fonksiyon ve ROS üretimine etkisi 

Mitokondri membranıda plazma membranı gibi kriyoprezervasyona karşı 

oldukça hassasttır. Mitokondriyal aktivitenin, spermde dondurulup çözüldükten sonra 

azaldığı bilinmektedir. 

İç mitokondriyal membranda oksidatif fosforilasyon yoluyla üretilen ATP, 

motilite sağlamak için mikrotübüllere aktarılır (Wallach ve Zamboni 1987). Bu 

nedenle, mitokondriyal aktivitedeki bir bozulma motilitedeki azalmanın başlıca 

sebebidir. 

Mitokondriyal fonksiyon ile ilgili bir diğer nokta, reaktif oksijen türleri 

(ROS) üretimine yöneliktir. Mitokondriyal membran akışkanlığında bir değişiklik 

mitokondriyal membran potansiyelinde değişime sebep olur ve bu durum da ROS’un 

serbest bırakılmasına neden olabilir (Wallach ve Zamboni 1987, Lasso ve ark 1994). 

Hidrojen peroksit (H2O2), süperoksit anyonlar (O2-) ve hidroksil radikaller 

(OH-) gibi ROS’ların üretimi, sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve zona 

pellusidaya bağlanma gibi önemli sperm fonksiyonlarında kritik bir rol oynamaktadır 

(Agarwal ve ark 2006). 

Yüksek ROS konsantrasyonlarına maruz kalınması mitokondriyal ve plazma 

membranlarının bozulmasına ve kromozomal ve DNA fragmentasyonuna neden 

olduğu için, sperm hareketliliği ve canlılığı azalır (Taylor ve ark 2009). 

 Sperm fosfolipid bağlı çoklu doymamış yağ asitlerinin (PUFAs) bis-allikik 

metilen gruplarının oksidatif hasarı, lipid peroksidasyona (LPO) yol açar ve bu da 

ROS’un spermatozoaya verdiği zararın başlıca belirtisidir (Sharma ve Agarwal 

1996). 

LPO nedeniyle, zarların geçirgenliği ve akışkanlığında meydana gelen 

değişimler, sperm hareketinin geri dönüşsüz kaybına, hücre içi enzimlerin sızıntısına, 

DNA hasarına, oosit penetrasyonundaki zorluklara ve sperm-oosit füzyonuna yol 

açmaktadır (Aitken 1995). 

Normal koşullar altında, ROS'un zararlı etkilerini nötralize etmek için, 

spermatozoa ve seminal plazmada ROS'u temizleyen ve hücresel hasarı önleyen 
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antioksidan sistemlere sahiptir (Gadea ve ark 2011). ROS'un varlığı ile sperm 

antioksidan aktivitesi arasındaki dengesizlik, sperm kriyohasarının ana nedenidir 

(Ball 2008, Li ve ark 2010). 

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden olduğu oksidatif strese karşı ana 

savunma faktörleridir (Silva ve ark 2011). İki tip antioksidan vardır: enzimatik 

antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar.  

Enzimatik antioksidanlar doğal antioksidanlar olarak da bilinirler; glutatyon 

peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz (GR), süperoksit dismutaz (SOD) ve katalazın 

tümü sperm doğal antioksidan savunma sistemine katılır.  

Sentetik antioksidanlar veya diyet takviyeleri olarak da bilinen enzimatik 

olmayan antioksidanlar, indirgenmiş glutatyon (GSH), ürat, askorbik asit, vitamin E 

(atokoferol), karotenoidler (b-karoten), ubikinonlar, taurin ve hipotaurin, selenyum 

ve çinkodur (Alvarez ve Storey 1989). 

Kriyoprezervasyonun apopitozise etkisi 

Seçici hücre ölümü olarak da adlandırılan apopitoz, hücrenin 

sonlandırılmasına neden olan hücresel morfolojik değişiklikleri tetikleyen bir dizi 

biyokimyasal olayı içerir.  

Çalışmalar, kriyoprezervasyon ve çözülmeyi takiben sperm hücrelerinde 

apopitoz belirteçlerinin artma eğiliminde olduğunu ortaya koymuştur.  Kaspaz 

aktivasyonu, fosfatidilserin'in hücre zarında dış yüzeye translokasyonu, 

mitokondriyal membran potansiyelinin değişimi ve DNA parçalanması, insan 

spermlerinde görülen apopitoz belirteçleridir. 

İnsan spermatozasındaki apopitoz mekanizmaları tam olarak anlaşılamamış 

olsada spermatozoadaki kaspazların varlığı hücresel apopitoz için en iyi 

belirteçlerden biridir.  

Apopitoz büyük ölçüde kaspaz adı verilen sistein proteazlarının aktivasyonu 

ile düzenlenir. Bunlar bir NH2
– terminal grup içeren sisteinil-aspartat spesifik inaktif 

zimojen olarak üretilen proteazlardır. Apopitoz, aspartat rezidülarına yüksek afinite 

gösteren kaspazların aktivasyonu ile sağlanır (Fuentes-Prior ve Salvesen 2004).  
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2, 8, 9 ve 10 gibi apoptotik başlatıcı kaspazlar, efektör kaspazlarını (3, 6 ve 7) 

aktive eden çeşitli substratların bölünmesine ve apopitoz sürecinin tamamlanmasına 

yol açarlar. Kaspaz-3 aktivasyonu apoptotik kaskadtaki hücrenin kaderini belirler. 

Burdan sonra hücre ölümü geri dönüşümsüzdür. 

Apopitozun diğer bir belirteçi fosfatidilserinin sperm zarı dış yüzeyine 

translokasyonudur. Bu nispeten erken bir apoptotik belirteçtir (Martin ve ark 1995). 

Dış yüzeyde beliren fosfatidilserin, yıkım için fagositler üzerindeki çeşitli reseptörler 

tarafından tanınır.  

DNA parçalanması, spermatozoa'daki geç evre apopitozis için bir belirteçtir. 

DNA fragmantasyonuna kısmen, bir DNA tamir enzimi olan poli (ADP-riboz) 

polimeraz (PARP) 'yi inaktive eden ve hasar görmüş DNA'nın tamirini engelleyen 

Kaspaz 3'ün aktivasyonu neden olabilir (Grunewald ve ark 2009). 

Son olarak kriyoprezervasyonun sperm hücrelerinin antioksidan aktivitesini 

azalttığı ve hücreleri ROS hasarına karşı daha duyarlı hale getirdiği görülmüştür. 

Yüksek konsantrasyonda reaktif oksijen türlerinin varlığı ve antioksidan enzim 

seviyesinin azalması sonucu hücre apopitoza uğramaktadır. Bu gibi durumlarda 

apopitoza, apoptotik uyaranı hisseden ve BAX ve BAK proteinleri yoluyla dış 

mitokondriyal membranın permeabilizasyonunu tetikleyen ve sitokrom c salınımını 

sağlayan BCL-2 protein ailesinin aktivasyonu aracılık eder. Buna karşılık, bir 

apopitozom oluşturmak için kaspaz-9 APAF-1 ile birlikte aktive edilir, sonuç olarak 

apopitozis kaskatı başlatılır ( Arnoult ve ark 2003). 

1.5. Kriyoprotektanların (Kriyokoruyucuların) Önemi 

Daha önce belirtildiği gibi, donma ve çözme ortamının bileşimi hem yavaş 

hem de hızlı dondurmada kritik bir rol oynamaktadır. Buna ek olarak, yavaş 

dondurma hücre içinde buz kristallerinin oluşumunu önlemek için kullanılır, ancak 

bu kristallerin oluşumu tamamen önlenemez.  

Bu nedenle kriyokoruyucular donma ve çözme protokollerinden kaynaklanan 

stresin azaltılması için kullanılır, ancak en uygun konsantrasyonu bulmak oldukça 

önemlidir çünkü bu maddeler sperm için toksik olabilir (Okazaki ve ark 2009). 
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1.5.1.Hücre Zarından Geçemeyen Kriyoprotektanlar 

Plazma membranından geçemeyen kriyokoruyucular süt ve yumurta sarısında 

bulunan proteinler, şekerler ve polivinilpirolidon, hidroksietil nişasta, polietilen 

glikoller ve dekstranlar gibi yüksek molekül ağırlıklı bileşiklerdir. Buz oluşumunu 

önler, protein ve hücre zarını stabilize etmeye katkıda bulunurlar. Bu bileşikler 

kriyokoruyucu rolü ekstrasellüler olarak geliştirirler. Bu çözünenler hücre zarını 

geçen kriyokoruyucular yokken hücreyi tam olarak koruyamamasına rağmen, hücre 

zarını geçen kriyoruyucuların etkinliğini arttırarak hücre dışı konsantrasyonlarının 

azaltmasını sağlarlar  (Fahy 1986, Benson ve ark 2012). 

Yumurta sarısı farklı proteinlerin bir karışımıdır ancak ana koruyucu etkisi 

LDL aracılıdır. Yapılan farklı çalışmalar ile yumurta sarısı bileşeninin düşük 

yoğunluklu lipoproteinler (LDL) veya soya lesitiniyle değiştirilip değiştirilemeyeceği 

araştırılmıştır. Domuz spermi ile yapılan çalışma ile yumurta sarısı fraksiyonunun 

LDL ile değiştirilmesi ile donma çözülme sonrası kalitesinin arttığı ve DNA 

bütünlüğünü olumlu yönde etkilediği görülmüştür (Fraser ve ark 2007).  

Buna ek olarak, yumurtanın kaynağının da elde edilen LDL fraksiyonlarının 

özelliklerini etkilediği görülmüştür. Örneğin güvercin yumurta sarısından elde edilen 

LDL fraksiyonunun, tavuk, devekuşu, ördek ve bıldırcın yumurtalarından elde 

edilenlerden daha yüksek kriyokoruyucu etkilere sahip olduğu görülmüştür (Wang ve 

ark 2012). 

Yumurta sarısı proteinlerinin soya lesitiniyle değiştirilmesi ile ilgili olarak 

insanlar, koçlar ve boğalar üzerindeki çalışmalar farklı sonuçlar vermiştir. İnsanlarda 

konvansiyonel sperm kalite parametreleri, DNA bütünlüğü ve hyaluronata bağlanma 

yeteneği bakımından, yumurta sarısı ve soya lesitini ile yapılan çalışmalarda önemli 

farklılıklar görülmemiştir (Reed ve ark 2009). Buna karşın, aygır spermi ile yapılan 

araştırmalar, yumurta sarısının soya lesitiniyle değiştirilmesinin üreme 

performansının düşmesine neden olduğu ve koçlarda yapılan çalışmalarda ise toplam 

sperm hareketliliği, kromatin ve akrozom bütünlüğü üzerinde olumlu bir etki olduğu 

gösterilmiştir (Papa ve ark 2011, Mata-Campuzano ve ark 2015). 
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1.5.2. Hücre Zarını Geçebilen Kriyoprotektanlar 

Hücre zarını geçen kriyokoruyucular gliserol, DMSO, etilen glikol, metanol, 

propilen glikol ve dimetilasetamid gibi bileşiklerdir. Bütün bu çözücüler hücrelere 

nüfuz eder ve 1 M'a kadar ve hatta daha yüksek konsantrasyonlarda bile nispeten 

zehirsizdirler  (Gao ve Critser 2000).  

Etki mekanizmaları elektrolit konsantrasyonunu azaltma ve düşük 

sıcaklıklarda ozmotik büzülme derecesi ile ilgilidir (Mazur 1984). Bu ajanlar, 

sitoplazma viskozitesini etkiler, difüzyon hızlarını değiştirir ve lipid çift katmana 

yerleşerek hücre zarı özelliklerini değiştirir (Holt 2000).  

Bununla birlikte, bu maddeler hücreye zarar verebilir ve 5°C'den yüksek 

sıcaklıklarda ozmotik hacim değişikliklerine neden olabilir. Donmadan önce nüfuz 

etmeleri gerekir ve çözülürken çabucak hücre dışına çıkarılmaları gerekir. 

Son olarak, belirli bir kriyokoruyucunun uygunluğunun, hücrenin bu ajana 

geçirgenliğine ve spesifik sitotoksik etkilerine bağlı olduğunu ve bu nedenle uygun 

kriyokoruyucu konsantrasyonunun hücre türüne bağlı olduğu önemli bir noktadır 

(Gao ve Critser 2000). 

1.6. Vücudun Antioksidan Sistemleri 

Evrimsel süreçte, canlı organizmalar, reaktif oksijen türlerine (ROS) ve 

reaktif nitrojen türlerine (RNS) karşı özel antioksidan koruyucu mekanizmalar 

geliştirmiştir (Surai 2014). Bu nedenle, canlı organizmaların oksijen bakımından 

zengin bir ortamda hayatta kalmalarını sağlayan doğal antioksidan sistemleri 

mevcuttur.  

"Antioksidan sistemler" genel terimi, hücrelerin serbest radikallerden 

korunmasından sorumlu olan mekanizmaları tanımlamaktadır. Koruyucu antioksidan 

bileşikler, organellerde, hücre içi veya hücre dışı boşluklarda bulunur ve maksimum 

hücresel koruma sağlar.  

Canlı bir hücrenin antioksidan sistemi üç önemli savunma basamağı içerir 

(Surai ve I. Fisinin 2010, Surai 2014, Kumar ve ark 2015) 
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İlk savunma basamağı, serbest radikallerin öncüllerini temizleyerek veya 

katalizörleri inaktive ederek serbest radikal oluşumunun önlenmesinden sorumludur 

ve süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) artı 

metal bağlayıcı proteinler olmak üzere üç antioksidan enzimden oluşur. 

Süperoksit radikali, hücredeki fizyolojik koşullarda üretilen ana serbest 

radikal olduğundan, hücredeki birinci antioksidan savunma basamağının ana unsuru 

SOD (EC 1.15.1.1) olarak düşünülür. Bu enzim aşağıdaki reaksiyonda ki gibi 

süperoksit radikalini parçalamaktadır: 

2 O2- + 2 H + → H2O2 + O2 

SOD tarafından oluşturulan hidrojen peroksit, aşağıdaki gibi GSH-Px veya 

CAT ile detoksifiye edilerek suya indirgenir: 

H2O2 + 2 GSH → GSSG + 2H2O 

2H2O 2 → 2H2O + O2 

Geçiş metal iyonları lipid hidroperoksitlerinin, aldehitler, alkoksil ve peroksil 

radikalleri gibi sitotoksik ürünlere ayrışmasını hızlandırır. Bu nedenle, metal 

bağlayıcı proteinlerde (transferrin, laktoferrin, haptoglobin, hemopeksin, 

metalotiyonein, seruloplazmin, ferritin, albümin, miyoglobin, vb.) savunma 

sisteminin ilk basamağına aittir.  

Ne yazık ki, hücredeki antioksidan savunma sisteminin ilk basamağı, serbest 

radikal oluşumunu tamamen engellemek için yeterli değildir ve bazı radikallerin bu 

sistemden sızması, lipid peroksidasyonunu başlatmaları ve çoklu doymamış yağ 

asitlerine (PUFA'lar), DNA'ya ve proteinlere zarar vermelerine neden olur.  

Bu nedenle, savunmanın ikinci basamağı, zincir kırıcı antioksidanlardan (E 

vitamini, ubiquinol, karotenoidler, vitamin A, askorbik asit, ürik asit ve diğer bazı 

antioksidanlar) oluşur. Glutatyon (GSH) ve tioredoksin sistemleri de antioksidan 

savunmanın ikinci basamağında önemli bir role sahiptir.  

Zincir kırıcı antioksidanlar, çoğaltma reaksiyonunun zincir uzunluğunu 

olabildiğince kısa tutarak peroksidasyonu inhibe ederler. Böylelikle, zincir 
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reaksiyonunda peroksil radikal ara ürünlerini atarak lipid peroksidasyonunun 

artmasını önlerler. 

Bununla birlikte, hücrede antioksidan savunmanın ikinci basamağı bile, lipid 

ve protein oksidasyonunu önleyemez ve bazı biyolojik moleküller hasar görebilir. Bu 

durumda üçüncü savunma basamağı hasar gören molekülleri ortadan kaldıran veya 

onaran sistemlere dayanır. Bu antioksidan savunma basamağı, lipolitik (lipazlar), 

proteolitik (peptidazlar veya proteazlar) ve diğer enzimleri (DNA tamir enzimleri, 

ligazlar, nükleazlar, polimerazlar, proteinazlar, fosfolipazlar, çeşitli transferazlar, vb. 

) içerir.  

Bütün bu antioksidanlar birbirleriyle entegre bir antioksidan sistemi 

oluşturarak vücutta işlev görürler. Hücredeki antioksidanların karşılıklı etkileşimi, 

serbest radikallerin ve toksik ürünlerin zararlı etkilerinden maksimum düzeyde 

hücreyi koruma için hayati öneme sahiptir.  

Bu nedenle, antioksidan savunmalarında çeşitli seçenekler bulunmaktadır 

(Surai 2014); 

 Lokalize oksijen konsantrasyonunu azaltmak 

 Pro-oksidan enzimlerin aktivitesini azaltmak ve mitokondride elektron 

zincirinin etkinliğini arttırmak ve süperoksit üretimine yol açan elektron sızıntısını 

azaltmak  

 Çeşitli transkripsiyon faktörlerini (örneğin Nrf2 ve NF-κB) indükleyerek 

başlangıç radikallerini temizleyip birinci zincirin başlamasının önlenmesi ve AO 

enzimlerinin sentezi (SOD, GSH-Px, CAT, glutatyon redüktaz (GR), GST vb.)  

 Vita-gen aktivasyonu ve sentezi ve koruyucu moleküllerin artan 

ekspresyonu (GSH, tioredoksinler, ısı şoku proteinleri (HSP'ler), sirtuinler vb. ) 

 Metal iyonlarının bağlanması (metal bağlayıcı proteinler) ve metal 

şelatlama 

 Peroksitlerin radikal ve toksik olmayan ürünlere dönüştülerek 

parçalanması (Se-GSH-Px) 

 Peroksil ve alkoksil radikalleri gibi atılabilen ara radikallerin 

temizlenerek zinciri kırılması (vitamin E, C, GSH, ürik asit, ubikinol, bilirubin vb.) 
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 Hasar görmüş moleküllerin (metionin sülfoksit redüktaz (Msr), DNA 

onarım enzimleri, şaperonlar vs.) onarılması veya parçalanması. 

1.6.1. Silimarin 

Silimarin (SM), Silybum marianum (deve dikeni) bitkisinden elde edilen C25 

içeren flavonoid karışımıdır. 

Şekil 1.8. Silymarin elde edilen Silybum marianum (milk thistle) bitkisi (Agarwal ve 

ark 2006). 

Günümüzde standartlaştırılmış (silibinin, çoğunlukla silybin olarak 

adlandırılan) içeriğine göre, SM ekstraktı, az miktarda flavonoid ve yaklaşık % 65-80 

flavonolignanlar (silybin A ve silybin B, izosilybin A, izosilybin B, silikristin ve 

silydianin) içerir. Yaklaşık olarak % 20-35 oranında yağ asidi içerir ve bu polifenolik 

bileşiklerin çeşitli metabolik düzenleyici etkileri vardır (Comelli ve ark 2007). 

Şekil 1.9. Silimarinin kimyasal yapısı (Comelli ve ark 2007). 
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Silibin 1959 yılında flavonolignanlar olarak adlandırılan doğal bileşiklerin 

yeni bir ailesinin birinci üyesi olarak keşfedilmiştir (Biedermann ve ark 2014). 

Silimarinin baskın ve birinci aktif bileşeni olarak bilinmektedir (Hackett ve ark 2013, 

Kren ve ark 2013).  Bu nedenle silibin içeriği ve silibin antioksidanı içeren bileşimler 

çeşitli model sistemlerde SM'nin biyolojik aktivitesini açıklamak için kullanılır. 

Özellikle SM, karaciğer rahatsızlıklarını tedavi etmek için altın standart ilaç 

olmuştur ve deve diken özleri, yaklaşık 2000 yıldır geleneksel bitkisel ilaçlar 

"karaciğer tonikleri" olarak kullanılmıştır. Bu nedenle SM, karaciğer üzerindeki 

antioksidan ve kemoprotektif etkileri ile çok iyi bilinmektedir ve genellikle 

tamamlayıcı ve alternatif hepatoprotektif bir ilaç olarak reçete edilir (Loguercio ve 

ark 2007, Post-White ve ark 2007, Federico ve ark 2008, Loguercio ve Festi 2011, 

Loguercio ve ark 2012, Stiuso ve ark 2014).  

SM’nin aynı zamanda güçlü antioksidan ve doku yenileyici özelliğinden 

hepato-, nöro-, nefro- ve kardiyo-koruyucu madde olarakta kullanılmıştır. Hayvan 

modellerinde ve insan deneylerinde SM'nin antioksidan özelliği üzerine çeşitli yolları 

ve etki mekanizmalarını kapsayan kapsamlı araştırmalar yapılmıştır (Madrigal-

Santillán ve ark 2014, Milic ve ark 2014, Vargas-Mendoza ve ark 2014, Zholobenko 

ve Modriansky 2014). 

 Bununla birlikte, polifenollerin doğrudan antioksidan (AO) aktivitesinin, 

direk olarak vücudun antioksidan savunmasına katılarak etkisini göstermediği 

düşünülmektedir ve Nrf2 ve NF-κB ve ilgili gen ve protein ifadeleri de dahil olmak 

üzere çeşitli transkripsiyon faktörlerinin modülasyonu yoluyla hücresel antioksidan 

savunmanın indüklenmesi üzerindeki SM / silibin etkisini araştırmak için sadece 

sınırlı çalışma yapılmıştır (Hollman 2014, Surai 2014). 

1.6.2. Silimarin'in (SM) Antioksidan Özellikleri 

Silimarin antioksidan savunma sistemine farklı yollarla katkıda bulunur; 

1. Serbest radikalleri doğrudan temizleyerek 

2. Serbest radikal oluşumundan sorumlu spesifik enzimleri inhibe ederek 

veya stres koşullarında mitokondrilerin elektron taşıma zincirinin bütünlüğünü 

koruyarak serbest radikal oluşumunu önleyerek 
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3. Çoğunlukla Nrf2 ve NF-κB'yi de kapsayan transkripsiyon faktörleri 

vasıtasıyla bir dizi antioksidan enzim ve enzimatik olmayan antioksidanı aktive 

ederek hücrenin optimal redoks durumunun muhafaza edilmesine katılarak.  

4. HSP, tioredoksin (Trx), sirtuenler vb. olmak üzere koruyucu moleküllerin 

sentezinden sorumlu olan ve stres koşullarında ilave koruma sağlayan bir dizi 

vitageni aktif hale getirerek katkıda bulunur. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. Örnek toplama ve Çalışma Grubu Oluşturma 

Semen örneklerinin toplanması işlemi için Selçuk Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastanesi Tüp Bebek Merkezi Kliniği’ne spermiyogram testi için başvuran ve semen 

parametreleri World Health Organization (WHO, Dünya Sağlık Örgütü) 2010 

kriterlerine göre (WHO 2010 kriterleri Tablo 1’de verilmiştir) normospermi sınıfına 

giren ve çalışmaya katılmayı gönüllü olarak kabul eden 20 erkek birey seçilmiştir.  

Seçilen bireyler spermiyogram testi öncesi çalışma konusu hakkında tek tek 

bilgilendirilmiş olup gönüllülük formu imzalatılmıştır. Bireyler aktif üreme 

döneminde (20-40 yaş arasında) olup, sigara kullanmayan, herhangi sistemik bir 

hastalık, çocuk yaşta ateşli hastalık, testis travması, varikosel gibi üreme 

fonksiyonelliğini etkileyen bir hastalık geçirmemişlerdir. 

Örnekler üç-beş günlük cinsel perhiz süresi ardından mastürbasyon yolu ile 

elde edilmiştir. 

Hastalardan elde edilen taze semen örnekleri çalışmamız için farklı gruplara 

ayrılmıştır. Her bir hastanın semen örneği 6 gruba bölünmüştür. Oluşturulan bu 

gruplar çizelge2.1’de özetlenmiştir. İşlem başmakları da şekil 2.1’de şematize 

edilmiştir. 

Çizelge 2.1. Çalışma için oluşturulan gruplar 

1. Grup Dondurma Öncesi (Taze Semen-Kontrol 1) 

2. Grup 

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin 

(1000µg/ml) 

3. Grup 

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin 

(500µg/ml) 

4. Grup 

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin 

(100µg/ml) 

5. Grup 

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin 

(20µg/ml) 

6. Grup 

Semen + Dondurma Medyumu (Donma sonrası- 

Kontrol2) 
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Şekil 2.1. İşlem Basamakları 

2.1.1. Semen Analizi 

Verilen semen örneği 37ºC’leri inkübatörde likefiye olana kadar bekletildi. 

Bekleme süresi her hasta için değişmekle birlikte ortalama süre 20 dk’dır. Daha 

sonra 10’luk pipet yardımıyla semen örneğinin hacmi belirlenmiştir.  
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 Likefiye olmuş semen örneği çalışma için 6 grup oluşturmak adına eşit 

hacimde bölünmüştür. İlk grup olan dondurma öncesi kontrol grubu için taze semen 

örneğinden Makler Chamber üzerine 10 μl koyularak faz kontrast mikroskobunda 

(Olympus, CX31), 20X objektif altında tüm kareler sayılarak konsantrasyon ve 

motilite değerlendirildi. Konsantrasyon için üç farklı on kare sayılarak ortalama 

değer alındı. Çalışmaya 60-120 106/ml aralığında sperm sayısına sahip bireyler dahil 

edilmiştir.  

Motilite değerlendirmeleri lineer ileri yönde hareketli olanlar + 4 progresif-

motil, geniş dairesel hareketli olanlar  + 3 progresif-motil, yerinde hareketli olanlar + 

2 nonprogresif-motil ve hareketsiz olanlar ise + 1 immotil olarak değerlendirildi. 

Plazma membran bütünlüğü (vitalite) değerlendirmesi için Merck Eosin Y 

Çözeltisi kullanılmıştır. Lam üzerine damlatılan 15 μl semen örneği üzerine 15 μl 

boya eklenerek üzeri lamel ile kapatılmıştır. Faz kontrast mikroskobunda (Olympus, 

CX31), 40X objektif altında 5 farklı bölgede en az 200 adet sperm hücresi sayılarak 

ortalamaları alınmış ve plazma membran bütünlüğünü koruyan canlı hücrelerin oranı 

hesaplanmıştır. 

PH (Merck)’ı belirlenerek değerler kaydedilmiştir. 

1. Grubun semen analizi sonrası akrozomal bütünlüğü, mitokondriyal 

aktivitesi ve apopitozis değerlendirmeleri yapılmıştır. 

Diğer gruplar için ayrılan semen örneği ise dondurma işlemi için 

hazırlanmıştır. 

2.1.2. Semen Dondurma ve Çözme İşlemi 

2., 3., 4., 5. ve 6. Grupları oluşturmak için taze semen örnekleri 1:1 oranında 

olacak şekilde dondurma medyumu (1067- Origio sperm freezing medium) ile steril 

kriyotüpler (Cryo Vial, T3082A) içinde karıştırılmıştır.  

Her bir grup için dondurma medyumu içine farklı konsantrasyonlarda 

silimarin eklenmiştir. Eklenen silimarin konsantrasyonları tablo 2.1’de özetlenmiştir. 

6. Grup kontrol grubu olup silimarin eklenmeden yanlızca medyum eklenmiştir.  
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 Semen içine dondurma medyumu damla damla eklenerek 

karıştırılmıştır. Üzerine hasta ismi ve grubu yazılmıştır. 10 dk oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra 15 cm yükseklikte sıvı azot buharında 30 dk tutulmuş ve 

sonrasında sıvı azot içine (-196 C0) daldırılmışır. 72 saat bekletildikten sonra çözme 

işlemine geçilmiştir. 

 Sıvı azottan çıkarılan örnekler 37 C0’lik sıcak su banyosunda 1 dk 

bekletilerek çözülmüştür. 1:1 oranında PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma) 

eklenerek 1500 rpm’de 15 dk santrifüj edildikten sonra süpernatant atılarak 

kriyoprotektan uzaklaştırılmıştır. Elde edilen sperm örneklerine ilk basamaktaki taze 

semen örneğine uygulanan işlemlerin aynısı uygulanmıştır.  

Semen analizi yapılmış motilite ve plazma membran bütünlüğü (vitalite) 

değerleri faz kontrast mikroskobu (Olympus, CX31) altında 40X büyütmede 

incelenerek belirlenmiştir ve tüm grupların yüzdelik değerleri hesaplanmıştır. 

Akrozomal bütünlüğü, mitokondriyal aktivitesi ve apopitozis değerlendirmeleri 

yapılmıştır. 

2.1.3. Akrozomal Bütünlüğün Floresan Mikroskop ile Analizi 

Spermde akrozomal membran bütünlüğünün değerlendirilmesi işlemi için 

floresan bağlı lektinler kullanılır. Peanut agglutinin (PNA) ve Pisum sativum (PSA) 

en çok kullanılan lektinlerdir. Bu lektinler Fluorosein isothiocyanate (FITC), 

phycoerthryne (PE), Alexa Fluor gibi floresanlar ile işaretlenir. Çalışma için 

kullanılan konjugat FITC-PNA (L7381 Sigma)’dır.  

Bunun için 30 µl semen örneği lama yayılarak havada kurutulmuştur. Absolu 

metanol ile 10 dk fikse edilmiştir. Daha sonra üzerine FITC-PNA içeren PBS 

solüsyonunu(100µg/ml) damlatılarak 37 C0 de 30 dk bekletilmiştir ve tekrar PBS ile 

yıkanarak 100X büyütmede epifloresan mikroskop (Olympus Bx51) altında 

bakılmıştır. Dış akrosomal membran yapısının bozulması lektinin membrana 

bağlanmasını azaltmaktadır.  

Değerlendirme yapılırken spermin baş bölgesinde ki akrozomal kep kısmında 

yeşil floresan vermesi hasarsız akrozomun varlığını gösterirken, yanlızca ekvatoral 

bölgede yeşil floresan ya da hiç boyanmama durumu akrozamal bütünlüğün 
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bozulduğu anlamına gelmektedir. Değerlendirme yapılırken 5 farklı bölgede 200 

hücre sayılarak ortalama değerler alınmıştır. 

2.1.4. Mitokondriyal Aktivitenin Floresan Mikroskop ile Analizi 

Sperm hücresinde mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi için 

MitoTracker adı verilen özel floresan boyalar kullanılarak mitokondri membranı 

içindeki oksidatif stres hasarının anlaşılması sağlanmaktadır.  

Çalışmada mitokondriyal aktivitenin belirlenmesinde MitoTracker™ Red FM 

(M22425 Thermo Fisher Scientific) kullanılmıştır. 1 vial MitoTracker™ Red FM 

PBS (1/2000 oranında)   ile sulandırılarak hazırlanmıştır. Ependrof içinde 1 milyon 

hücre için 50 µl seyreltilmiş mitotracker solüsyonu olacak şekilde karıştırılarak, 30dk 

37C0’de inkübe edilemiştir. 

İnkübasyondan sonra sperm örneği lama yayılmış ve DAPI içeren floresan 

kapatma medyumu (ab104139 abcam) damlatılarak lamel ile kapatılmıştır. Daha 

sonra epifloresan mikroskop (Olympus Bx51) altında 100X büyütmede 

değerlendirilmiştir. Floresan işaretli spermlerin yüzdesinin belirlenmesi için en az 

beş bölgede 200 sperm sayılmıştır.  

2.1.5. Kaspas 3 Yöntemi ile Apopitozis Belirlenmesi 

Normal hücreler apopitozis sinyali aldıkları zaman CAD (kaspazla-aktifleşen 

deoksiribonükleaz) enzimi tarafından, DNA nükleozom birimlerine ayrılarak 

fragmante olur. CAD enzimi normal hücrelerde ICAD (kaspazla aktifleşen 

deoksiribonükleaz inhibitörü- DNA fragmentasyon faktör 45) ile bağlı formda 

bulunur. Kaspaz 3 bu DNaz enziminin aktivasyonunu sağlar ve apopitotik süreci 

indükler.   

Apoptotik hücrelerin belirlenmesi için Kaspas 3’ün immunhistokimyasal 

boyama yöntemi kullanılmıştır.  

Bu yöntem için semen örneği lama yayılarak kurutulmuş ve 15 dk absolu 

metanol ile fikse edilmiştir. Primer antikor olarak Anti-Caspase-3 antibody 

(ab13847) kullanılmıştır. İmmunhistokimyasal boyama için Histostain-Plus IHC Kit, 

DAB, broad spectrum (Invitrogen, 859643) kullanılmıştır. Kit protokolüne uygun 
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işlemler yapılmış ve mayer hematoksilen (MHS1 SIGMA) ile çapraz boyamasıda 

yapılarak entellan ile kapatılmıştır.  

Işık mikroskobunda (Zeiss Axio Imager.A1)  100X büyütmede bakılarak 

apoptotik hücreler belirlenmiş ve sonuçlar farklı 5 bölgede 200 hücre sayılarak 

verilmiştir. 

2.1.6. Sonuçların İstatiksel Analizi 

İstatistiksel analiz için; oluşturulan gruplar arasındaki motilite, plazma 

membran bütünlüğü, mitokondriyal aktivite, akrozomal bütünlük ve apopitozis 

karşılaştırmaları Oneway ANOVA Testi kullanılarak yapılmıştır. Grupların sperm 

parametreleri (motilite ve plazma membran bütünlüğü) arasındaki korelasyon ise 

Pearson kolerasyon testi kullanılarak yapılmıştır. p<0.05 anlamlı olarak kabul 

edilmiştir.  
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3. BULGULAR 

3.1. Semen Analizi Sonuçları 

20 normospermik bireyden toplanan sperm örneklerinin likefikasyonu sonrası 

gruplar oluşturulmuştur. Çalışmamız iki kontrol grubu içermektedir. Dondurma 

öncesi ve sonrası spermde meydana gelen kriyohasarın tespiti için ilk kontrol 

grubumuz taze semen örneğidir. İkinci kontrol grubumuz ise silimarinin 

kriyopreservasyon üzerine etkisinin tespiti için dondurma işlemi sırasında dondurma 

medyumuna silimarin eklenmeyen örnektir. 

Taze semen örneği ilk olarak motilite, vitalite, pH, renk, koku, vizkozite, 

konsatrasyon gibi makroskobik ve mikroskobik değerlendirmeleri yapılmıştır. Aynı 

işlemler dondurulup çözülen gruplar içinde sırasıyla uygulanmıştır.  

Seçilen bireylerin semen örneklerinde ortalama sperm sayısı mililitrede 85,6 

x 106 olup en az 61 ± 6 106/ml, en fazla 115 ± 5 106/ml konstrasyondadır. 

3.1.1. Motilite 

Donma öncesi ve donup çözme sonrası sperm hareketliliğinde meydana gelen 

değişim karşılaştırıldığında, dondurup çözünen spermin hareketliliğinde istatiksel 

olarak anlamlı (p˂0,05) düzeyde azalış olduğu görülmüştür. Taze semen örneğindeki 

sperm örneklerinin progresif ve nonprogresif olmak üzere toplam hareketliliğinin 

ortalama yüzde değeri 73±9,6 iken bu değer 6. grup olan silimarin eklenmeden 

dondurulup çözülen sperm hareketliliği ile karşılaştırıldığında, hareketliliğin  

%20±7,2’ye kadar azaldığı görülmüştür.  

Kontrol grupları dışında, taze semen ile silimarin eklenerek dondurulup 

çözülen örneklerin toplam yüzde motilite değerlerine baktığımızda da donmanın 

sperm hareketliliği üzerinde tüm gruplarda anlaml (p˂ 0,05)  düzeyde azalış olduğu 

görülmüştür (Şekil3.1.) 
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Şekil 3.1. Donma öncesi (1.grup taze semen) ve dondurulup çözülen sperm 

örneklerinde prograsif ve nonprograsif olmak üzere toplam hareketlilik. Değerler her 

grup için (n=20); %Toplam motilite ± Standart sapma olarak verilmiş olup, her farklı 

harf (a,b,c) gruplar arasında istatiksel olarak anlamlılığı (p˂ 0,05) ifade etmekedir. 

Örneklerin dondurulması işlemi için farklı konstrasyonlarda silimarin 

kullanılmıştır. Bu konstrasyonlar; 0, 20, 100, 500 ve 1000 µg/ml’dir. Eşit hacimde 

semen örneği ve dondurma medyumu (Origio sperm freezing medium) ile farklı 

konstrasyonlarda silimarin eklenen örnekler, dondurularak 72 saat sonunda 

çözülmüştür.  

Gruplar karşılaştırıldığında 3. Grup (Semen+Dondurma Medyumu+Silimarin 

(500 µg/ml)) ve 4. Grup (Semen+Dondurma Medyumu+ Silimarin (100µg/ml))’larda 

ortalama sperm hareketliliği %33±7,2 olup eşittir. Diğer gruplar ile 

karşılaştırıldığında (2., 5. ve 6.) göre sperm hareketliliğinin istatiksel olarak anlamlı 

(p˂ 0,05) düzeyde daha fazla olduğu görülmüştür.  

2.Grup (Semen+Dondurma Medyumu+Silimarin (1000µg/ml)), 5. Grup 

(Semen+Dondurma Medyumu+Silimarin (20µg/ml) ve 6. Grup (Semen+Dondurma 

Medyumu) grupları arasında toplam yüzde motilite değerleri arasında istatiksel 

olarak anlamlı (p=0,925, p=0,256) düzeyde bir fark görülmemiştir. 

6. Grup yalnızca Semen+Dondurma Medyumu ile dondurulup çözülen grup 

olup %20±7,2 değeriyle en az sperm hareketliliği gösteren gruptur.  
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3.1.2. Plazma Memran Bütünlüğü (Vitalite) 

Plazma membran bütünlüğüne baktığımızda da dondurup çözme işleminin 

plazma membran bütünlüğü üzerine olumsuz etki ettiği görülmüştür.  

Dondurma öncesi taze semendeki sperm örneklerinde  %82±8,5 oranında 

plazma membran bütünlüğü görülürken bu oran dondurup çözme sonrası örneklerde 

%27±6’lara kadar düşmüş olup tüm kriyopreservasyon işlemi uygulanmış gruplar ile 

taze semen karşılaştırıldığında plazma membran bütünlüğünde istatiksel olarak (p˂ 

0,05) anlamlı düzeyde azalış görülmüştür. 

Şekil 3.2. Donma öncesi ve dondurulup çözülen sperm örneklerinde plazma 

membran bütünlüğü yüzdesi. Değerler her grup için n=20 olmak üzere; % Plazma 

membran bütünlüğü± Standart sapma olarak verilmiş olup her farklı harf (a,b,c,d) 

gruplar arasında istatiksel olarak anlamlılığı (p˂ 0,05) ifade etmekedir. 

Dondurulup çözülen gruplar arasındaki karşılaştırmaya baktığımızda da 4. 

Grup olan 100µg/ml silimarin eklenmiş grupta %38,55±6,151 oranında plazma 

membran bütünlüğü görülmüş olup bu oran gruplar arasında en yüksek değerdir ve 2. 

Grup, 5. Grup ve 6. Grup ile karşılaştırıldığında (p˂0,05) anlamlı düzeyde fark 

görülmüştür.  

Ancak plazma membran bütünlüğü açısından 3. ve 4. gruplar arasında anlamlı 

(p=0,997) düzeyde bir fark bulunamamıştır.  

2., 5. ve 6. Gruplar arasında (p=0,784, p=0,213) % plazma membran 

bütünlüğü  değerleri arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 
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3.2. Mitokondriyal Aktivitenin Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve dondurup çözme işlemi sonrası mitokondriyal 

aktivitedeki değişimlerin değerlendirilme işlemi MitoTracker Red ile yapılmış olup 

epifloresan mikroskop ile 100X’lük büyütmede incelenmiştir. 

 Spermde mitokondrinin bulunduğu kısım olan orta kısımda yoğun kırmızı 

floresan görülmesi aktif ve hasarsız mitokondriyal membrana sahip spermin varlığını 

göstermektedir. Boyanmanın olmaması mitokondriyal aktivitenin olmadığını 

göstermektedir. 

Şekil 3.3. Mitokondriyal membran potansiyeli (*) hasarsız ve (#) hasarlı spermin 

floresan mikroskop görüntüsü.  X100 büyütmede. 

Dondurma öncesi taze semendeki sperm örneklerinde  %78,9±9,3 oranında 

mitokondriyal aktivite görülürken bu oran dondurup çözme sonrası örneklerde 

%23,3±7,2’lere kadar düşmüş olup tüm kriyopreservasyon işlemi uygulanmış gruplar 

ile taze semen karşılaştırıldığında plazma membran bütünlüğünde istatiksel olarak 

anlamlı (p˂ 0,05) düzeyde azalış görülmüştür. 

* 

# 
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Şekil 3.4. Donma öncesi ve dondurulup çözülen sperm örneklerinde % 

Mitokondriyal Aktivite değerleri. Değerler her grup için n=20 olmak üzere 

%Mitokondriyal aktivite ± Standart sapma olarak verilmiş olup her farklı harf 

(a,b,c,d) gruplar arasında istatiksel olarak anlamlılığı (p˂ 0,05) ifade etmekedir. 

Kriyopreservasyon işlemi uygulanmış gruplar kendi aralarında 

karşılaştırıldığında ise 4. grubun mitokondriyal aktivitesi diğer silimarin eklenen 

gruba ve kontrol grubuna göre anlamlı (p˂ 0,05) düzeyde daha fazla bulunmuştur. 

En yüksek konsantrayonda silimarin eklenmiş grup olan 2. grubun % 

mitokondriyal aktivite değeri 3., 5. ve kontrol grubu olan 6. gruba göre sırasıyla 

p=0,989, p=0,997 ve p=0,293 olmak üzere anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 

Silimarin eklenmeden kriyopreservasyon işlemi uygulanmış grubun % 

mitokondriyal aktivite değeri %23,3±7,2 olarak bulunmuş olup en düşük aktivitenin 

bu grupta olduğu görülmüştür. 

3.3. Akrozom Bütünlüğünün Değerlendirilmesi 

Fluorosein isothiocyanate (FITC) bağlı peanut agglutinin lektini kullanılarak 

sperm akrozomal membranının bütünlüğü değerlendirilmiştir. Akrozomal membran 

yapısının bozulması lektinin bağlanmasını azaltmaktadır.  

Sonuçlar epifloresan mikroskop altında 100X’lük büyütmede 

değerlendirilmiş olup akrozomal bütünlüğünü koruyan spermlerin akrozomal kep 

kısmında yeşil ve parlak floresan görülmüştür ( Şekil 3.5.).   
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Akrozomal membranı hasarlanan spermlerde ise yalnızca ekvatoral bölgede 

yeşil floresan ya da hiç boyanmama durumu görülmüştür ( Şekil 3.6.) 

Şekil 3.5. Akrozomal bütünlüğünü koruyan spermlerin floresan mikroskop 

görüntüsü. Akrozomal kep kısmında yoğun floresan ışıma görülmektedir. 100X’lük 

büyütmede 
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(a) 

(b) 

Şekil3.6. Akrozomal membranı hasarlanan spermlerin floresan mikroskop görüntüsü. 

(a) Çok az boyanma (b) Ekvatoral bölgede floresan boyanma görülmektedir. 

X100’lük büyütmede. 

 



46 

 

Taze semen örneğinde ki spermlerin %82±5,3’ünün akrozomal bütünüğünü 

koruduğu görülürken, donma ve çözme işlemi sonrası akrozomal bütünüğünü 

koruyan sperm oranı  %33 ±7,6’ya düşmüş olup dondurup çözme işlemi spermin 

akrozomal bütünlüğününün % değerini istatiksel olarak anlamlı düzeyde (p˂0,05) 

azaltmıştır. 

 

Şekil 3.7. Donma öncesi ve dondurulup çözülen sperm örneklerinde akrozomal 

bütünlük yüzdesi. Değerler her grup için n=20 olmak üzere % Akrozomal Bütünlük± 

Standart sapma olarak verilmiş olup her farklı harf (a,b,c,d,e) gruplar arasında 

istatiksel olarak anlamlılığı (p˂ 0,05) ifade etmekedir. 

Dondurulup çözme sonrası gruplara baktığımızda ise silimarin konstrasyonun 

artmasıyla spermde akrozomal bütünlüğün korunduğu görülmüştür. En yüksek 

akrozomal bütünlüğe sahip spermlerin en yüksek silimarin konstrasyonu eklenen 

grupta (2. grup) olduğu bulunmuş ve %60±5,9 oranında spermin akrozomal 

bütünlüğünü koruduğu bulunmuştur. Diğer dondurulup çözülen gruplarla 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı (p˂0,05) düzeyde farklı olduğu 

görülmüştür. 

Dondurulup çözülen grupları akrozomal bütünlük açısından birbirleriyle 

karşılaştırıldıklarında 4. ve 5. gruplar haricinde diğer tüm gruplar arasında anlamlı 

(p˂0,05) düzeyde farklılıklar olup,  4.ve 5. gruplar arasında (p=0,875) anlamlı bir 

farklılık bulunamamıştır. 
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3.4. Apopitozisin Değerlendirilmesi 

Kaspaz adı verilen sistein proteazların aktivasyonu ile düzenlenen apopitozis 

sürecinin tamamlanmasında önemli rol oynayan, efektör kaspaz olan Kaspaz 3 ‘ün 

immunhistokimyasal yöntem ile belirlenmesi ile apopitozis değerlendirmesi 

yapılmıştır. 

Anti-Caspase-3 antibody ile yapılan boyama ışık mikroskobu altında 

incelenmiştir.  100X ‘lük büyütmede alınan görüntülerde görüldüğü gibi kahverengi 

boyanmanın olduğu sperm hücreleri Kaspaz 3 aktivasyonun varlığını gösterirken, 

yanlızca mayer hematoksilen ile boyanmış sperm hücrelerinde apoptotik sürecin 

olmadığını göstermektedir (Şekil 3.9.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8. İmmünhistokimyalsal yöntem ile boyanmış spermin ışık mikroskop 

görüntüsü. (*) Kaspaz-3 aktivasyonu görülen sperm,  (+) Aktivasyon görülmeyen 

sperm. X100’lük büyütmede. 

Sonuçlar değerlendirildiğinde sperm kriyopreservasyonun hücreyi apoptotik 

sürece yönlendirdiği görülmüştür. 

% 9,35±3 oranında Kaspaz-3 pozitiflik görülen taze semen örneğinin 

dondurulup çözülmesi sonrasında değeri %36,6±5,3 oranına yükselmiştir.  

* 

+ 
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Kaspaz-3 aktivasyon yüzdesi taze semen örneği ile kriyopreservasyon yapılan 

tüm gruplar karşlaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı (p˂0,05) düzeyde artış 

olduğu görülmüştür.  

Şekil3.9. Donma öncesi ve dondurulup çözülen sperm örneklerinde Kaspaz 3 

yüzdesi. Değerler her grup için n=20 olmak üzere % Kaspaz 3 ± Standart sapma 

olarak verilmiş olup her farklı harf (a,b,c,d,e) gruplar arasında istatiksel olarak 

anlamlılığı (p˂ 0,05) ifade etmekedir. 

Dondurulup çözülen sperm örneklerine baktığımızda en düşük Kaspaz 3 

aktivasyon yüzdesi, 4. grup olan 100µg/ml silimarin eklenerek kriyopreservasyon 

yapılan grupta görülmüştür.  

Bu değer %24,4±3,7 olarak bulunmuş olup 5. grup olan 20 µg/ml silimarin 

eklenmiş grup hariç diğer kriyopreservasyon işlemi uygulanmış gruplara göre 

anlamlı (p˂0,05) düzeyde düşük bulunmuştur. Grup 4 ve 5 arasında p=0,481 olmak 

üzere anlamlı bir farklılık bulunmamaktadır. 

En yüksek silimarin konstrasyonu içeren 2. grup ile 4. ve 5. gruplar arasında 

anlamlı (p˂0,05) bir farklılık olmakla birlikte,  2. grup ile 3.ve 6. gruplar arasında 

sırasıyla p=0,803, p=0,106 olmak üzere anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 

Kriyopreservasyon için kontrol grubu olan 6. grubun % kaspaz 3 değeri 

%36,6±5,3 olup en yüksek değerdir. Bu değer 2. grup hariç diğer tüm gruplar ile 

anlamlı (p˂0,05) düzeyde farklılık göstermektedir. 
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3.5. Sperm Parametrelerinin Analizi 

 

Şekil 3.10. Gruplara göre sperm parametrelerinin karşılaştırılmasıDeğerler her grup 

için n=20 olmak üzere Parametre ± Standart sapma olarak verilmiş olup her farklı 

işaret (*,#) her grup içinde istatiksel olarak anlamlılığı (p˂ 0,05) ifade etmektedir. 

Taze semen ve kriyopreservasyon işleminin uygulanmış olduğu grupların 

tümünde sperm parametreleri arasında korelasyon analizi yapılmış ve tüm guplarda 

motilite, plazma membran bütünlüğü ve mitokondriyal aktivite yüzde değerleri 

arasında p˂0,01 olmak üzere pozitif yönlü ve anlamlı bir ilişki bulunmuştur. 

4.Grubun % motilite, % plazma membran bütünlüğü ve % mitokondriyal 

aktivite parametrelerinde ki pozitif yönlü kolerasyonun yanında, % akrozomal 

bütünlük ve % kaspaz 3 değerleri arasında r= -0,57, p=0,008 olmak üzere negatif 

yönlü anlamlı bir ilişki bulunmuştur. 

5. grupta ise %  kaspaz 3 değeri ile % plazma membran bütünlüğü ve % 

mitokondriyal aktivite değerleri arasında sırasıyla r= 0,569, p=0,09, r=0,544, p=0,13 

olmak üzere pozitif yönlü anlamlı bir ilişki bulunmuştur. 
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4. TARTIŞMA 

Bu çalışma ile semen kriyopreservasyon medyumuna farklı 

konstrasyonlarda (20 µg/ml, 100 µg/ml, 500 µg/ml, 1000 µg/ml) silimarin 

eklenmesinin, dondurulup çözme sonrası sperm motilitesi, plazma membran 

bütünlüğü, mitokondriyal aktivitesi,  akrozomal bütünlüğü ve Kaspaz 3 aktivasyonu 

üzerinde olumlu etkiler gösterdiğini tespit ettik. 

Bu çalışmanın amacı, kriyopreservasyonu yapılan normal sperm 

parametresine sahip erkeklerde dondurma ortamına ilave edilen bir antioksidanın 

kriyohasar oluşumunu en aza indirgeyerek, çözülme sonrası sperm parametreleri 

üzerinde olumlu etkiye sahip olup olmadığını belirlemektir. 

Memeli spermatozası, başarıyla kriyoprezervasyonu yapılan ilk hücrelerden 

biridir (Talaei-Khozani ve ark 2010). Spermanın dondurulması, vazektomi 

uygulanan erkekler için ve HIV ve hepatite karşı seronegatiflik düzeltilinceye kadar 

verici spermanın depolanması için, yardımcı üreme, radyasyon veya kemoterapi 

tedavisi de dahil olmak üzere çeşitli durumlarda rutin olarak kullanılır. Testiküler 

sperm ekstraksiyonu yapılan azoospermik hastalardan alınan spermlerin 

depolanmasında da kullanılır. İntrauterin inseminasyon, in vitro fertilizasyon ve 

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi ileri düzeyde yardımcı üreme tekniklerinde 

kullanılması için sperm depolanması önemli bir doğurganlık rezervi sağlar. 

Hücreler, hem donma hem de çözme işleminde şiddetli strese maruz kalırlar 

(Talaei-Khozani ve ark 2010). Kriyoprezervasyon, sperm plazma zarında aşırı lipid 

peroksidasyonuna neden olabilir ve numunelerin oksijen radikal konsantrasyonunda 

genel bir artışa neden olabilir. Yüksek ROS konsantrasyonlarına maruz kalma, sperm 

hareketliliğini ve canlılığı, DNA bütünlüğünü, servikal mukusa penetrasyonunu ve 

akrozomal yapıyı bozar (Critser ve ark 1987, Taylor ve ark 2009, Thomson ve ark 

2009). 

ROS'un zararlı etkilerine karşı koymak için spermatozoa ve seminal plazma, 

ROS'u temizleyen ve iç hücresel hasarı önleyen bir takım antioksidan sistemler 

içerir. Antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan moleküllerden oluşur 

(Branco ve ark 2010, Gadea ve ark 2011). Enzimatik antioksidan savunma 

mekanizmaları glutatyon peroksidaz/redüktaz sistemi, süperoksit dismutaz ve katalaz 
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içerirken, enzimatik olmayan antioksidanlar indirgenmiş glutatyon, ürat, askorbik 

asit, vitamin E, karotenoidler, ubikinonlar, taurin ve hipotaurin içerir (Alvarez ve 

Storey 1989). 

 Dondurma ortamına antioksidan moleküller, enzimler veya her ikisinin 

eklenmesi çözme sonrası spermatozoa'nın sağkalım ve DNA bütünlüğünü iyileştirir 

(Kalthur ve ark 2011). Antioksidanlar sadece diyet takviyeleri olarak değil, aynı 

zamanda sperm oksidatif stresinin olumsuz etkilerini gidermek için in vitro kültür 

ortamında da kullanılmaktadır. Örneğin askorbat, genistein, katalaz, ve E vitamini 

gibi antioksidan bileşikler, semen dondurma protokollerinin geliştirilmesi için 

kullanılmıştır (Taylor ve ark 2009, Thomson ve ark 2009, Martinez-Soto ve ark 

2010, Gadea ve ark 2011). 

Sperm kriyopreservasyonu prosedürlerinin geliştirilmesi, çözme sonrası elde 

edilen spermin kalitesini arttırmak için oldukça önemlidir. Bu bağlamda yapılan 

çalışmalar arasında dondurma ortamına ilave maddelerin eklenmesi ile eklenen 

maddenin özelliği ve konstrasyonuna bağlı olarak kriyopereservasyon başarısında 

artış görülmüştür. 

Literatüre baktığımızda bununla ilgili birçok çalışma yapılmıştır.  

Yapılan ilk çalışmalar seminal plazma proteinlerinin ortama eklenmesi ile 

başarının arttırılmaya çalışılması üzerine olmuştur. Bu proteinlerin ortama eklenmesi 

ile sperm hareketliliği, akrozom ve membran bütünlüğü ve ROS düzeyinde 

değişiklikler görülmüştür. Ancak başarıdaki artış eklenen seminal plazmanın 

hacmine, kullanılan medyuma ve inkübasyon sıcaklığına bağlı olarak değişmektedir 

(Fraser ve ark 2007). 

Son yıllarda yapılan başka bir çalışmada kolestrolün (kolesterol yüklü 

siklodekstrinler, CLC) siklodekstrin partiküllerine yüklenerek ortama eklenmesi ile 

plazma membranındaki kolestrol miktarları arttırılmaya çalışılmıştır (Purdy ve 

Graham 2004). Elde edilen sonuçlara göre sperm plazma membranın stabilitesinin 

arttığı, membran ve akrozom bütünlüğünün korunduğu görülmüştür. Bununla 

birlikte, 500 x 106sperm başına 12.5 mg CLC'den yüksek konsantrasyonlarda CLC 

eklenmesinin sperm motilitesine zararlı bir etkisi olduğu için, çözündürme ortamına 
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CLC'nin dahil edilip edilmeyeceğini araştırmak için daha fazla araştırma yapılması 

gerekli olduğu düşünülmüştür (Tomás ve ark 2011). 

Dondurucu medyumuna aljinat ilavesi ile çözünme sonrası sperm kalitesi 

arttırılmaya çalışılmış (Hu ve ark 2014).Eklenen aljinatın sperm akrozom 

bütünlüğünü iyi koruduğu, SOD ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttırdığı ve 

dondurulup çözüldükten sonra malondialdehit seviyesini düşürdüğü gözlenmiştir. 

Yeni bir strateji olarak kriyoprezervasyon medyumuna, donma 

prosedürlerinin zararlı etkilerine karşı koyan proteinlerin eklenmesi ile çözülme 

sonrası sperm parametrelerinde olumlu sonuçlar elde edilmesi beklenmiştir. Örneğin, 

ısı şok 70 kDa protein 8'in (HSPA8) ovidukttaki sperm sağkalımını uzattığı ve 

sperme yanıt olarak oviduktal tek katlı tabakalarda upregüle olduğu bilinmektedir 

(Elliott ve ark 2009, Yeste ve ark 2014).  

Bu proteinin sperm sağkalımını sürdürmesini sağladığı mekanizma, sperm 

plazmalemmasının akışkanlığını ve stabilitesini korumak için olan yeteneği ile 

ilgilidir. Burdan yola çıkarak, sığır, rekombinant HSPA8'in donma ve çözme 

ortamına eklenmesinin, çözülme sonrasında sperm sağkalımını arttırdığı 

gösterilmiştir (Holt ve ark 2015). 

Kriyoprezervasyon ortamının antioksidanlarla desteklenmesi pozitif 

sonuçlar ile rapor edilmiştir.  

Melatonin ilavesinin antioksidan özelliğide göz önüne alındığında 

dondurulmuş çözülmüş semende, sperm canlılığını ve motilitesini geliştirdiği ve 

çözülme sonrası lipid peroksidasyonunu azalttığı bildirilmiştir (Succu ve ark 2011) 

E vitamini ve insülin büyüme faktörü I (IGF-I) eklenmesinin de sperm 

canlılığı, hareketliliği ve MDA seviyesi üzerinde olumlu etkiler gösterdiği 

görülmüştür (B. ve ark 2013). 

Yine başka çalışmalarda donma ortamına E vitamini,  hipotaurin ve doğal 

antioksidanların (örneğin; Opuntia ficus-indica’dan elde edilen doğal antioksidan) 

takviyesi ile sperm motilitesini arttırırken, DNA fragmantasyonunu azalttığı 

görülmüştür (Taylor ve ark 2009, Meamar ve ark 2012, Brugnon ve ark 2013). 
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Çalışmalarda pozitif etkileri görülen diğer antioksidanlar L-sistein, α- 

tokoferol, Lutein, Bütillenmiş hidroksitoluen, Trolox ve Askorbik asittir (Roca ve ark 

2004, Chanapiwat ve ark 2009, Jeong ve ark 2009, Kaeoket ve ark 2010, Satorre ve 

ark 2012, Giaretta ve ark 2015, Varo-Ghiuru ve ark 2015). 

Sperm dondurma ve çözme ortamlarına GSH ilavesinin, çözülme sonrasında 

sperm kalitesini arttırdığı, nükleoprotein yapısını stabilize ettiği ve hem in vivo hem 

de in vitro dölleme yeteneğini geliştirdiği görülmüştür (Gadea ve ark 2005, Yeste ve 

ark 2013, Estrada ve ark 2014, Yeste ve ark 2014, Yeste ve ark 2015). İnsan 

sperminde dondurucuda eritildikten sonra GSH içeriğinde% 64'e kadar bir azalma 

vardır, bu da antioksidan savunma sisteminin sperm kriyoprezervasyonuna meydan 

okuduğunu göstermektedir(Gadea ve ark 2011). Ayrıca, donma ve çözme ortamına 

GSH eklenmesi ROS düzeylerini düşürdüğü ve insan sperminin motilitesini 

geliştirdiği görülmüştür (Gadea ve ark 2011). 

Reaktif oksijen türevlerinin yarattığı bu hasarları azaltabilmek adına 

kriyoprezervasyon sırasında semen sıvısına dışarıdan antioksidan eklenerek sperm 

kalitesi arttırmaya yönelik yaptığımız bu çalışmamızda antoksidan olarak silimarin 

seçilmiştir. 

 Silymarin (SM), Silybum marianum (deve dikeni) bitkisinden elde edilen 

C25 içeren flavonoid karışımıdır. Silimarinin serbest radikalleri süpüren güçlü bir 

antioksidan olduğu ve hücre lipid peroksidasyonuna karşı iyi bir koruma sağladığı 

bilinmektedir (Zi ve diğerleri 1998). 

Literatüre baktığımızda silimarin ve onun aktif formu silibinin serbest 

radikalleri direkt olarak temizlediğini gösteren birçok çalışma mevcuttur. Silibin ile 

insan trombositleri, beyaz kan ve endotel hücreleri ile yapılan bir çalışmada ROS ve 

eikozanoidlerin oluşumu üzerindeki etkisi araştırılmıştır (Rickling ve ark 1995) 

Silibinin insan granülosit hücrelerinde güçlü bir HOCI (IC 50 7 µM) temizleyicisi 

olduğu gösterilmiştir. Aynı şekilde, silibinin rat karaciğer kupffer hücreleri ile 

yapılan bir çalışmasında da O2- ve NO- üretimini inhibe ettiği gösterilmiştir 

(Dehmlow ve ark 1996, Dehmlow ve ark 1996). 

Aslında, Silybin'in süperoksit anyon temizleme kabiliyeti bulunmamasına 

karşın, hem aracılı düşük dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu önemli 
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derecede azaltabildiği (20 μM'de) ve hidroksil radikal oluşumu inhibe ettiği 

göstermiştir (Varga ve ark 2006). 

Başka bir in vitro çalışmada ise serbest radikal temizleme aktivitesi ve 

antioksidan özellikleri (>200 μM) dört farklı deneyle gösterilmiştir (Asghar ve 

Masood 2008). Saf silimarin bileşiklerinin serbest radikal temizleme aktivitesinin 

kayda değer ölçüde değiştiği, silidianin ve silikristinin, silibinden 2-10 misli daha 

aktif olduğu ve kütle esasına göre SM'nin silibinden yaklaşık 8 kat daha güçlü 

serbest radikal temizleyici olduğu gösterilmiştir (Dvořák ve ark 2003). 

Silimarinin hücredeki serbest radikal üretimin ana kaynağı olan mitokondri 

üzerine koruyucu etkileri olduğunu gösteren birçok çalıma da mevcuttur. Mitokondri 

hücrede, oksijenin birincil tüketildiği ve tekli elektronları oksijene transfer edebilen 

çok sayıda redoks enzimi içeren ve ROS süperoksitini (O2- ) üreten kısmıdır. ROS 

ürettiği bilinen mitokondriyal enzimlerin başında, trikarboksilik asit (TCA) döngüsü 

enzimleri olan akonitaz ve α-ketoglutarat dehidrojenaz; elektron taşıma zinciri (ETC) 

kompleksleri I, II ve III;  piruvat dehidrojenaz ve gliserol-3-fosfat dehidrojenaz; 

dihidroorotat dehidrojenaz; monoamin oksidazlar (MAO) A ve B ve sitokrom b5 

redüktaz gelmektedir.  

Mitokondride oluşabilecek herhangi bir hasar, oksidatif stresin artışına ve 

ROS üretimi ve temizlenmesi arasında dengesizliğe neden olarak net ROS 

üretiminde artışa neden olur. Üretilen bu ROS, proteinlerin modifikasyonlarına, lipid 

peroksidasyonuna ve sonuçta mitokondriyal disfonksiyon ile sonuçlanan 

mitokondriyal DNA hasarına neden olabilir (Sekine ve Ichijo 2015). Birçok çalışma 

ROS'un zararlı etkileri üzerine odaklanmıştır ve şu anda mitokondriden üretilen 

ROS'un, hücrenin strese girmesine neden olan hücreiçi sinyal iletim yolaklarının 

düzenlenmesinde de yer aldığı iyi bilinmektedir (Calabrese ve ark 2010). 

Oksidatif stresin azalmasından sorumlu olan mekanizmalardan birisi, SM / 

silibinin'in mitokondriyal yapı ve fonksiyonu üzerindeki koruyucu etkisidir. Aslında 

SM, hücreiçi sinyalleri tetikleyerek mitokondriyi patolojik olaylardan korur. 

Örneğin, silibinin takviyesinin, elektron taşıma zincirini optimize ettiği, elektron 

sızıntısını ve ROS oluşumunu azalttığı ve doğrudan mitokondride ROS üreten 

enzimlerin etkinliğini azalttığı gösterilmiştir.  
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Rat karaciğer hücresi ile yapılan bir çalışmada ise silibinin ilavesinin, SOD 

aktivitesini arttırdığı ve mitokondriyal membran potansiyelini düzenlediği ve 

mitokondriyal disfonksiyonunu ve hücre hasarını önlediği gösterilmiştir (Rolo ve ark 

2003). 

Başka bir çalışmada ise Silibinin, 10 μM kadar düşük bir konsantrasyonda 

bile, perfüze edilmiş sıçan hepatositlerinde metabolik akışa dayalı ROS 

oluşumundaki artışı azalttığı gösterilmiştir. Ek olarak, izole karaciğer 

mitokondriyolojisi üzerine yapılan çalışmalar, bu düşük doz silibinin elektron 

transfer zinciri aktivitesine bağlı olarak ROS üretimini baskıladığını ortaya 

koymuştur (Detaille ve ark 2008). 

 Sıçan karaciğerinin soğukta tutulması ve sıcak reperfüzyonu ile ilgili 

yapılan bir çalışmada lipid peroksidasyonu arttırdığı ve süperoksit anyon oluşumuna 

sebep olduğu ve GSH ve mitokondriyal ATP içeriğini azalttığı görülmüştür. Bununla 

birlikte, silibinin (100 uM) eklenmesiyle bu parametrelerin iyileştiği 

gözlenmiştir(Ligeret ve ark 2008). 

Silimarinin güçlü antioksidan özelliği kullanılarak sperm kriyopreservasyon 

başarısında artışına yönelik literatürde çok az çalışma vardır ve yanlızca hayvalar ile 

denenmiştir. Roostaei-Ali Mehr ve Parisoush (2016) ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada farklı konsantrasyonlarda silimarin ve kaproik asit eklenmiş koç 

semeninin saklanması araştırılmıştır. Sperm canlılığı, hareketliliği, membran 

bütünlüğü ve melondialdehit seviyeleri araştırıldığında sonuçlar silimarinin sperm 

kalitesini arttırdığı gözlenmiştir. Purdy ve ark (2004) yaptığı bir çalışmada ise keçi 

sperminin saklanması sırasında eklenen silimarin ve kateşin flavonoidlerinin sperm 

hareketliliğine etkisi araştırılmıştır. Çalışmamız literatürde daha önce insan spermi 

kriyopreservasyonunda silimarinin kullanılması ile ilgili bir çalışma 

bulunmadığından bu alanda öncül nitelik taşımaktadır. 

Motilite, spermatozoa'nın fertilizason kapasitesini belirleyen en önemli 

özelliklerden biridir (Branco ve ark 2010). Yüksek ROS yoğunluğuna maruz 

kalınması mitokondriyal ve plazma membranlarının bozulmasına, kromozomal ve 

DNA parçalanmasına ve sperm hareketliliğinde azalmaya neden olur (Baumber ve 

ark 2003). 
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 Çalışmamızın ilk basamağında 20 normospermik erkek bireyden toplanan 

semen örnekleri, donma öncesi ve dondurulup çözme sonrası karşılaştırması 

yapılarak kriyopreservasyonun hücreye verdiği hasar tespit edilmiştir.  

Sonuçlara baktığımızda literatüle uyumlu olarak motilite ve plazma 

membran bütünlüğü parametreleri soğuktan olumsuz yönde etkilenmiştir. Toplam % 

motilte değeri taze semende %73±9,6 iken dondurup çözme sonrası %20±7,2’ye 

düşmüştür. Taze semende plazma membran bütünlüğü yüzdesi %82±8,5 iken 

dondurulup çözme işlemi sonrası %27±6 kadar inmiştir. Ortama farklı 

konstrasyonlarda silimarin eklenerek çözülme sonrası bu oranlar arttırılmaya 

çalışılmıştır. Beklenildiği gibi kriyopreservasyon işlemi uygulanmış ve silimarin 

eklenmiş gruplar hiç silimarin eklenmeyen gruplara göre daha iyi sonuçlar vermiştir.  

Motilite ve plazma membran bütünlüğünün korunması için en uygun 

konstrasyonların 100µg/ml ile 500 µg/ml arasındaki silimarin olduğu görülmüştür. 

100 µg ve 500 µg silimarinin ortama eklenmesi aynı etkiyi göstermiş olup aralarında 

anlamlı (p˂0,05) düzeyde bir fark görülmemiştir. 20 µg/ml silimarin 

konstrasyonlarında da bu parametreler için iyileşme söz konusudur ancak bu fark 

kontrol grubu olan hiç silimarin eklenmeyen gruba göre anlamlı (p˂0,05) düzeyde 

bulunmamıştır. 

 Kriyokoruyuculuk için 20 µg/ml silimarin yeterli bir miktar olarak 

görülmemiştir. 1000 µg/ml silimarin konstrasyonu ise motilite ve plazma membran 

bütünlüğü parametreleri için 20 µg/ml silimarin eklenmiş grup ve kontrol grubuyla 

arasında anlamlı (p˂0,05) düzeyde bir farklılık bulunmamıştır.  ROS’un zararlı 

etkisini azaltmak için optimum konstrasyonu uygulamak oldukça önemlidir.  

Mitokondrinin apopitozun kontrolünde önemli bir rolü olduğu gibi aynı 

zamanda enerji üretimi, redoks durumunun modülasyonu, ozmotik regülason ve Ca2+ 

homeostazı gibi farklı hücresel işlevlerde ana rol oynar (Rasola ve Bernardi 2007). 

Kriyoprezervasyon, hücre içi Ca2+ konsantrasyonlarındaki değişikliklerle birlikte 

oksidatif ve ozmotik streslerle ilişkili olduğundan, mitokondrinin kriyohasar 

oluşumunda büyük etkisi vardır. Daha önce manda, boğa, insan ve at sperm 

hücrelerinde olduğu gibi normal spermlerin dondurulup-çözülmesinden sonra 
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mitokondriyal membran potansiyelinde aşırı bir azalma (erken apopitoz benzeri 

fenomen) tespit edilmiştir (Paasch ve ark 2004, Ortega-Ferrusola ve ark 2008). 

 Mitokondrial aktivite, önceki çalışmalara göre doğrudan sperm motilitesi 

ile ilişkilidir (Gravance ve ark 2000, Espinoza ve ark 2009). Mitokondriyal ATP 

üretimi ve dolayısıyla mitokondriyal membran potansiyeli kriyopreservasyondan 

olumsuz bir şekilde etkilenebilir. Dondurma ortamına antioksidan maddeler 

eklenerek mitokondriyal bütünlük korunmaya çalışılmıştır.  

 Bu alanda yapılan çalışmalardan biri, Trolox'un dondurma medyumuna 

eklenmesi ile domuz sperminin mitokondriyal aktivitesi üzerinde doza bağımlı bir 

koruyucu etkisi olduğunu göstermiştir (Peña ve ark 2003) . Aynı maddenin 60 ve 120 

μM'lik konsantrasyonlarda koç sperminin kriyoprezervasyon ortamına ilave 

edilmesiyle mitokondriyal bütünlüğün korunduğu gözlenmiştir (Silva ve ark 2012). 

Ancak, milimolar aralıktaki Trolox'un mitokondriyal aktivitede azalmaya neden 

olduğuda görülmüştür .  

Antioksidan ilavesinin dondurup çözme prosedürünün kritik aşamaları 

esnasında hücre içi yollara müdahale ederek olumsuz bir etki yaratmasıda 

mümkündür. Bizim çalışmamızda silimarinin mitokondri üzerinde sperm 

kriyopreservasyon işlemi sırasında oluşabilecek hasara karşı koruyucu etkisi 

araştırılmıştır. MitoTracker Red Fm kullanılarak mitokondriyal membran potansiyeli 

ölçümü yapılıştır. Dondurup çözme işlemi, taze semen ile karşılaştırıldığında, 

mitokondriyal membran potansiyeli oldukça azalmıştır. Bu etkiyi azaltmak adına 

farklı konstrasyonlarda eklenen silimarinin en etkin olduğu konsantrason aralığının 

100 µg/ml  - 500 µg/ml olduğu görülmüştür. 

 % mitokondriyal aktivite değerlerine baktığımızda diğer konstrasyonlarda 

(1.000 µg/ml, 20 µg/ml ve 0 µg/ml) eklenen silimarinin mitokondriyal aktiviteye 

etkisi p˃0,05 olmak üzere anlamlı bir farklılık içermemektedir. Bulunan değerler 

daha önce belirtildiği gibi motilite ve plazma membran bütünlüğünde olduğu gibi en 

uygun konstrasyon aralığının 100 µg/ml  - 500 µg/ml olduğunu göstermiş olup 20 

µg/ml silimarinin kriyohasarı engellemek adına yetersiz kaldığı, 1.000 µg/ml 

silimarinin ise muhtemelen osmolariteyi etkileyerek hücre yolaklarını baskılayıp 

negatif etki gösterdiği sonucuna varılabilir.   
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Yapmış olduğumuz pearson korelasyon analiziylede tüm gruplar için sperm 

parametrelerinde p˂0,01 olmak üzere pozitif yönlü ilişki bulunmuş olup motilite, 

plazma membran bütünlüğü ve mitokondriyal aktivitenin sıkı ilişkisi gösterilmiştir.  

Kriyoprezervasyon, prematüre kapasitasyon veya akrozom reaksiyonlara 

neden olur. Akrozomal bütünlüğü olumsuz yönde etkiler. Antioksidan ilavesi ile 

akrozomal bütünlüğün korunması için yapılan bazı çalışmalarda, örneğin;  

Dondurulmuş çözülmüş tavşan, boğa ve keçinin spermatozoası ve 5°C'ye soğutulmuş 

koyun spermatozoa'sında eklenen antioksidanın canlılık ve akrozom bütünlüğünü 

arttırdığı gösterilmiştir (Tuncer ve ark 2010, Sarıözkan ve ark 2014). Bazı bulgular 

ise dondurma ortamına quercetin eklenmesinin sperm yaşayabilirliği ve akrozom 

bütünlüğü üzerinde herhangi bir etki göstermediği yönündedir (P> 0.05).  Quercetin 

flavonoidlerinden biridir ve iki değerlikli katyonları şelatlayıp temizleyerek serbest 

radikal oluşumunu önleme ve böylece hidroksil radikallerinin oluşumunu sınırlama 

özelliği sayesinde antioksidan koruma sağladığı bilinmektedir. Yine de, Gibb ve ark 

(2013)ve Silva ve ark (2012) kriyoprezervasyon öncesi quercetin eklenmesinin 

sperm yaşayabilirliği veya akrozom bütünlüğünü önemli ölçüde etkilemediğini ve bu 

da quercetin'in antioksidan etkisinin bu kalite özelliklerini kapsamadığını 

düşündürmektedir. 

Literatürde yer alan bu değişik verilere göre akrozomal bütünlükte dahil tüm 

sperm parametrelerinin kriyohasara karşı korumada eklenen maddenin türüne bağlı 

olarak değişken sonuçlar elde edilebileceği sonucuna varılmaktadır. Bizim 

çalışmamızda silimarinin akrozomal bütünlük üzerine etkisinde motilite, membran 

bütünlüğü ve mitokondriyal aktiviteden farklı olarak silimarin konsantrasyonunda ki 

artışın akrozomal membran bütünlüğünde oldukça iyi koruma sağladığı gözlenmiştir. 

Diğer parametrelerde görülen optimum konsatrasyon aralığı olan 100-500 µg/ml, 

akrozomal bütünlük için geçerli bulunmamıştır. 1.000 µg/ml silimarin eklenen 

ortamın sperm akrozomal bütünlüğünü en yüksek düzeyde koruduğu görülmüş olup 

değer %60±5,9 olarak bulunmuş ve bu değerin diğer silimarin eklenen gruplara göre 

anlamlı (p˂0,05) düzeyde artmış olduğu görülmüştür.  

Daha önce yapılan çalışmada ortama silimarin eklenerek 50C’de saklanan 

spermler üzerinde 100 µg/ml silimarinin akrozomal bütünlüğü en yüksek düzeyde 
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koruduğu bulunmuştur(Silva ve ark 2012). Yapılan bu çalışmada donma işlemi 

uygulanmamış yanlızca soğukta saklama yapılmıştır ve koç spermleri kullanılmıştır. 

Literatürde yer alan bu bilgi ile bizim bulgularımız arasındaki farklılıkların 

sebebi, uygulanan saklama işleminin farklılığı ve kullanılan spermin kaynağının 

farklılığı olabilir. 

Hayvan modelleri ile yapılan çalışmalarda, kriyoprezervasyonun, 

mitokondriyal membran potansiyeli, kaspaz aktivasyonu, membran geçirgenliği ve 

fosfatidilserinin translokasyonu gibi apopitoz bulgularını arttırdığı görülmüştür. 

Bir çalışmada, kriyoprezervasyonun Kaspaz 3, 8 ve 9'un aktivasyonu ile 

anlamlı olarak ilişkili olduğunu ve mitokondriyal membran potansiyelinin 

bozulduğunu göstermiştir. Bununla birlikte, DNA fragmentasyonunda önemli bir 

değişiklik gözlemlenmemiştir (Paasch ve ark 2004). 

Benzer şekilde, hastadan ve sağlıklı donorlerden toplanan örneklerin 

kriyoprezervasyonu,  membran yüzeyinde fosfatidilserin translokasyonu gösteren 

spermatozoa yüzdesinde bir artışa neden olurken, bu artış DNA bütünlüğünde önemli 

bir değişiklik ile ilişkili bulunmamıştır (Duru ve ark 2001). 

Genel olarak, kriyoprezervasyon sırasında sperm DNA fragmantasyonunun 

ortaya çıkışı açıklığa kavuşturulamamaktadır. Mevcut yeni çalışmalar, sperm DNA 

fragmentasyonunun, kaspazların ve apopitozun aktivasyonu yerine, 

kriyoprezervasyon sırasında oksidatif stresin artışı ile ilişkili olduğunu ileri 

sürmektedir (Thomson ve ark 2009). 

Kriyoprezervasyon sırasında ortaya çıkan mitokondriyal membran 

akışkanlığındaki değişiklik ROS salınımına yol açacaktır. Daha sonra, salınan ROS, 

yüksek sıklıkla tek ve çift sarmal DNA kopmaları olan sperm hücrelerinde DNA 

hasarına neden olur.  

Çalışmalar ile spermatozoanın kriyoprezervasyonu ve çözülmesi sırasında 

ROS üretimi süreci iyi gösterilmiştir. Hem insan spermleri hem de seminal lökositler 

tarafından ROS üretiminin 4°C'ye soğumada arttığı bildirilmiştir (Wang ve ark 

1997). Dolayısıyla, lökositleri içeren dondurularak saklanan semen örnekleri, DNA 

parçalanmasına daha yatkın olabilir. Buna ek olarak, kriyoprezervasyon işleminin, 



60 

 

sperm hücrelerinin antioksidan aktivitesini azalttığı ve ROS ile oluşturulan hasara 

daha duyarlı hale geldiğini gösterilmiştir  (Lasso ve ark 1994). 

Sperm DNA fragmantasyonunun oluşumu, kriyoprezervasyonun sonucu 

olmayabilir, ancak çözünme ile daha fazla ilişkili olabilir. Sperm DNA 

fragmantasyonunun zamanla hızlı bir şekilde artması, çözünmeden sonraki ilk 4 saat 

boyunca en yüksek oranda görülmüştür. Bu nedenle, çözünmüş sperm örnekleri 

klinik ortamda olabildiğince çabuk kullanılmalıdır (Gosalvez et al., 2009).  

Dondurulmuş ile taze spermler kıyaslandığında, kriyoprezervasyonun 

aktifleştirilmiş pan-kaspazların yüzdesinin %21'den % 47'ye arttırdığı görülmüştür. 

İlginç bir şekilde, aktive edilmiş kaspaz konsantrasyonu artan gliserol 

konsantrasyonu ile %7'den %14'e pozitif korelasyon göstermiştir (Grunewald et al., 

2005). Ek olarak, kriyoprezervasyon sonrası sağlıklı donörlerde aktifleştirilmiş 

Kaspaz-1’in, infertilite hastalarında Kaspaz-8’in ve hem hasta hem de donör 

gruplarda Kaspaz-9'un önemli miktarda arttığı gösterilmiştir (Wündrich ve ark 2006). 

Spermatozoa'daki apopitozun derecesi, kullanılan kriyoprotektan tipi ve 

uygulanan protokollerle ilişkili görünmektedir. Farklı kriyoprezervasyon 

protokollerinin uygulanmasından sonra fosfatidilserin hücre zarı dış yüzeyine 

translokaysonunu değerlendirmek için annexin V bağlaması kullanılmaktadır. 

Annexin V negatif spermatozoa yüzdesi, TEST-yolk buffer ile dondurulmuş olarak 

saklanan spermatozoada en yüksek bulunmuş. Kriyo-şokuna maruz bırakılan 

spermlerde (hiçbir kriyoprotektan olmayan) annexin V bağlanması en yüksek oranda 

görülmüştür (J Glander ve Schaller 1999). 

Benzer şekilde, %14 gliserol uygulaması, %7 gliserolden daha yüksek 

miktarda aktive edilmiş kaspaz ile sonuçlanmıştır. Bu nedenle, gliserolün, sperm 

kriyoprezervasyonu sırasında mitokondriye toksik etkisi yoluyla doğrudan kaspaz 

aktivasyonuna katkıda bulunabileceği düşünülmüştür (Wündrich ve ark 2006). 

DNA’nın fragmante olması apoptotik sürece girmiş hücrelerde CAD 

(caspase activated DNaz -kaspazla aktifleşen deoksiribonükleaz-) enzimi tarafından 

DNA’nın nükleozom birimlerine ayrılmasıyla gerçekleşir. CAD normal hücrelerde 

ICAD’a (inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease-kaspazla aktifleşen 

deoksiribonükleaz inhibitörü- DNA fragmentasyon faktör 45) bağlı inaktif formda 
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bulunur. Apopitoz sürecinin başlamasıyla sinyal alan hücrelerde Kaspaz 3 tarafından 

CAD’lar aktive edilir ve DNaz (endonükleaz) olan bu enzim çekirdek DNA’sının 

hızlı biçimde 180-200 baz çiftlik nükleozomal birimlerine ayrılmasını sağlar 

(Sakahira ve ark 1998). 

İnsan spermatozasındaki apopitoz mekanizmaları tam olarak anlaşılamamış 

olsa da spermatozoadaki kaspazların varlığı hücresel apopitoz için en iyi 

belirteçlerden biridir. Efekör kaspaz olan Kaspaz-3 aktivasyonu apoptotik kaskadtaki 

en önemli kaspazlardan olup hücre ölümü geri dönüşümsüz olarak indüklemektedir. 

Bu yüzden çalışmamızda apopitozis değerlendirmesi için yanlızca apoptotik 

hücrelerde oluşan Kaspaz 3 ‘ün immunhistokimyasal boyama metodu uygulanmıştır. 

Dondurup çözme işleminin Kaspaz 3 yüzdesini anlamlı (p˂0,05) derecede 

arttırdığı gözlenmiştir. Taze semende Kaspaz 3 yüzdesi 9,25±3 bulunmuş olup, 

dondurup çözme işleminde bu değerin %36±5,3’e yükseldiği görülmüştür. Kaspaz 3 

yüzdesinde ki bu artışın kriyopreservasyon işleminin apoptotik süreci anlamlı 

derecede tetiklediğini kanıtlamıştır. Literatüre baktığımızda kullanılan 

kriyokoruyucunun türüne göre Kaspaz 3’ün aktivasyonu azaltılmaya çalışılmış ve 

sonuçların bazılarında koruyucu etki görülmezken, bazılarında azalış tespit 

edilmiştir. Bizim çalışmamızda eklenen silimarin’in konstrasyon bağımlı olarak 

Kaspaz 3 yüzdesinde kontrol grubuna göre azalış görüldüğü tespit edilmiştir. 

Kaspaz 3 yüzdesinde azalışı en iyi gördüğümüz, optimum konstrasyonlar 

20µg/ml ve 100µg/ml olarak bulunmuştur ve aralarında anlamlı (p˂0,05) bir farklılık 

bulunamamıştır. Diğer konstrasyonların Kaspaz 3 yüzdesinde ki etkisi kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında anlamlı bir etki göstermediği görülmüştür. 500 µg/ml silimarin 

takviyesinin 1000 µg/ml silimarin eklenen gruba göre % kaspaz 3 değeri daha az 

çıkmış olsada p=0,803 olmak üzere anlamlı bir farklılık içermemektedir. 1000 µg/ml 

gibi yüksek konstrasyonda silimarin Kaspaz 3 yüzdesinde önemli bir azalış 

sağlayamamış olup etki göstermemiştir. 1000 µg/ml silimarin içeren grubun % 

Kaspaz 3 değeri kontrol grubuna göre daha fazla çıkmamış olması silimarinin 

herhangi toksik etki yaratıp hücreyi apopitozise sürüklemediğini göstermiştir. Bu 

sonucun ortama eklenen yabancı bir madde olan silimarinin ters bir etki 

yaratmadığını düşündürmüştür. 
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Çalışmamızda sperm kriyopreservasyon işlemi sırasında spermde oluşan 

kriyohasarı motilite, plazma membran bütünlüğü, mitokondriyal aktivite, akrozomal 

bütünlük ve apopitozis parametreleri üzerinde incelemiş olup, dondurma ortamına 

silimarin antioksidanının takviye edilmesiyle bu parametrelerde iyileşme 

sağlayabileceğimizi göstermiş olduk. Sonuçlarımızın çoğu literatür ile uyum 

göstermiş olup insan sperminin kriyopreservasyonu için kriyokoruyucu olarak 

ortama silimarinin eklenmesi üzerine daha önce yapılmış bir çalışma 

bulunmamaktadır. Sonuçlarımız silimarinin bu alanda etkin bir şekilde 

kullanılabileyeciğini kanıtlayan öncül bir çalışma niteliğindedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Yaptığımız bu çalışmada farklı konstrasyonlarda silimarin eklenmiş 

dondurma ortamları kullanarak insan sperm kriyopreservasyonu sonrası çözülmüş 

spermin kalitesinde artışı değerlendirdik. Bunun için 20 normspermik erkek bireyin 

semen örnekleri kullanlmış olup her bireyin örneği 6 gruba bölünmüştür.  İlk grup 

taze semen örneği, 2., 3., 4., 5. ve 6. gruplar sırasıyla 1.000 µg/ml, 500 µg/ml, 100 

µg/ml, 20 µg/ml ve 0 µg/ml silimarin dondurma ortamına eklenerek 72 saat boyu – 

196 Co’de saklamış ve sonrasında 37Co’de çözülmüştür. Tüm grupların motilite, 

plazma membran bütünlüğü, mitokondriyal aktivite, akrozomal bütünlük ve 

apopitozis parametreleri değerlendirilmiştir.  

Elde ettiğimiz sonuçlar literatürle uyumlu olarak kriyopreservasyon işleminin 

sperme önemli derecede hasar verdiği görülmüş ve antioksidan takviyesi ile bu 

hasarın azaltılması başarılmıştır. Değerlendirdiğimiz parametrelere baktığımızda 

farklı konstrasyonların farklı parametreler üzerinde daha olumlu etki göstermesi yine 

literatürde yapılan çalışmalar gibi bulunmuştur. Bu farklılıkları daha aza indirgemek 

için çalıştğımız konstrasyonlar arasındaki farkı azaltmalı ve seçilen konstrasyon 

aralığı genişletilerek çalışma genişetilebilir.  

Sonuçlara baktığımızda 100 µg/ml ve 500 µg/ml konstrasyon da silimarin 

eklenmesi, diğer konstrasyonlara göre motilite, plazma membran bütünlüğü ve 

akrozomal bütünlük açısından daha olumlu etkilemiş ancak 20 µg/ml silimari ise 

apopitozis parametresi için daha iyi sonuçlar vermiştir. Bunların aksine literatürde 

rastlanmayan bir sonuç ise 1.000 µg/ml silimarin eklediğimiz grubun akrozomal 

bütünlüğü daha iyi koruduğu yönündedir. Bu farklılığın sebebi silimarinin kimyasal 

yapısının akrozomal bütünlük üzerine etisinin diğer eklenen antioksidanların etki 

mekanizmalarından daha farklı bir yolla etki ettiği düşünülebilir.   

 Kriyopreservasyon üzerine yapılan geçmiş çalışmaların sonuçlarına 

baktığımızda çok değişken olduğu görülmektedir. Bu farklılılar insan veya hayvan 

kaynaklı spermin yapısal farklılıkları, kullanılan antioksidanın kimyasal yapısı, 

seçilen konstrasyon aralıkaları, uygulanan kriyopreservasyon protokolü gibi çok 

değişkenli parametrelerden kaynaklanıyor olabilir. 
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Bizim çalışmamız silimarinin dondurma ortamına eklenmesi ile çözülen 

spermin kalitesini arttırmaya yönelik insan spermi ile yapılan ilk çalışmadır. 

Literatüre bu alanda katkı sağlanacağı düşünülmekte olup, çalışma örneklem sayısı 

arttırılarak ve konstrasyon aralıkları genişletilerek yapılacak invitro ve ayrıca invivo 

çalışmalar ile geliştirilebilir. 
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