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OZET

SPERM KRiYOPREZERVASYONU SONRASINDA APOPTOZISIiN
DEGERLENDIRILMESI

Fulya AYDINER

insan sperm 6rneklerinin  depolanmasi yani sperm bankasi
olusturabilmek icin uzun yillardir cesitli calismalar yapilmis ve cesitli metotlar
denenmistir. Amac spermin en az yapisal ve fizyolojik zararla dollenme
kapasitesini surdurebilmesi olmustur ve kriyoprezervasyonla bu kismen
basariimigtir. Ancak glinimuzde ne yazik ki kriyoprezervasyon icin standart bir
yontem mevcut degildir ve henliz aydinlatilamamis bir ¢cok soru vardir. Bu
amacla bu calismada kriyoprotektan farkinin dondurma c6ézme sonrasinda
spermde DNA fragmantasyonuna etkisini arastirdik.

Bu amacla toplam 50 olgu (sperm motilite bozuklugu olan
asthenozoospermia, 40 olgu ile motilite bozuklugu olmayan normozoospermia
10 olgu) calisma kapsamina alindi. Olgulardan elde edilen semen 6rnekleri
makroskobik olarak koagiilasyon, likefaksiyon, gériiniim, hacim, viskozite ve
pH acisindan degerlendirildi. Mikroskobik olarakta motilite, sperm
konsantrasyonu morfoloji yoniinden diinya saghk orguti (WHO) kritelerine
gore degerlendirildi. Bundan sonraki agsamada her bir olgudan alinan semen
ornekleri iki gruba ayrildi. Yikama oncesi grup ve yikama sonrasinda iki farkl
soliisyon (Medicult ve TEST yolk buffer) ile dondurulup ¢éziilen grup. Her iki
gruba da DNA fragmantasyonunu gostermek icin TUNEL yontemi uygulandi.
Apopitoz bulgulan ultrastriktirel olarak da TEM ile degerlendirildi. Boylece
yikama oncesi ve ylkama sonrasi dondurulan ve c¢o6zinen gruplar ile iki
kriyoprotektan madde arasindaki fark ortaya konmaya calisildi. Beklenildigi
gibi sperm sayisi, total motilitede yikama sonrasi artis, dondurup ¢6zme
sonrasi da anlamh bir diusus go6zlendi. Ancak iki farkli kriyoprotektan
karsilastinldiginda, istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmadi. C6zme
sonrasi iki kriyoprotektan gurubu arasinda DNA fragmantasyon ortalamasi

acisindan ise anlaml farklilik vardir.
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Sonuc olarak, bulgularimiz spermin dondurma oncesi yikanip
yikanmama tartismasina aciklik getirerek dondurma 6ncesi mutlaka yikanmasi
gerektigi dogrultusundadir. Ultrastriiktiirel olarak da desteklenen, DNA
fragmantasyonunun degerlendirildigi TUNEL testi sonucunda yikanmamis
ornekler ile yikanan ve dondurulup c¢coézinen oOrnekler arasinda anlamli fark
ortaya konmustur. Anahtar kelimeler : Sperm, TUNEL, Kriyoprezervasyon, TEM
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SUMMARY

EVALUATION OF APOPTOSIS AFTER SPERM CRYOPRESERVATION

Fulya AYDINER

For long years, different studies were made and different methods were
tried to store human sperm specimens that’s to say to form a sperm bank. The
aim was to ensure sperm’s continuousness of fertilization capacity with few
morphological and physiological damages and this was achieved by
cryopreservation partially. However, there is no any standard method for
cryopreservation yet and there are lots of questions exist. In our study, we
investigated the effect of different cryoprotectants on DNA fragmentation of
sperm after freezing and thawing.

Totally fifty cases investigated in our study: forty samples of
asthenozoospermia with sperm motility defects and ten samples of
normozoospermia with no sperm motility defects. Semen samples were
macroscopically evaluated for liquefaction, volume, viscosity, appearance and
pH values and coagulation. Samples also were evaluated microscopically for
motility, sperm concentration and morphology according to the World Health
Organization (WHO) criterias. After this stage, the semen samples were
separated into two groups. The first group consisted of pre-washed samples.
Second group consisted of post-washed with the followed freezing and
thawing with two different cryoprotectants (MEDICULT and TEST yolk buffer)
samples. In both groups in order to show DNA fragmentation TUNEL assay
was performed. Apoptosis was evaluated ultrastructurally by TEM.

Results: the total motility of the sperm number was increased in the
second group and meaningful decrease seen in the first group. There was no
statistical difference between the two cryoprotectan solutions. There was a
meaningful statistical difference in the average of DNA fragmentation between
the two cryoprotectans group.
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Conclusions: sperm should be washed before freezing. The evaluation
of DNA fragmentation in TUNEL assay which was also supported by
ultrastructural findings revealed that there is a difference between the pre-
washed and post-washed freezed and thawed samples.

Key words: Sperm, Apoptosis, TUNEL, Cryopreservation, TEM
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1. GiRiS VE AMAC

GUnUmadzde infertilite nedenlerinin %40'nin erkek faktdrine bagli oldugu
bilinmektedir. Erkek infertilitesine ¢6zUm arayislari igin yardimci Greme teknikleri gok
hizli gelismekle birlikte, henlz istenen gebelik basarisi elde edilememistir. Bati
Ulkelerinde uygulanan dondr programlari, spermin dondurularak saklanmasini
zorunlu hale getirmis ve bu konudaki tekniklerin gelismesine de katki saglamistir.
Spermin dondurularak saklanmasi hem (remeye yardimci tedavilerdeki basariyi
arttirmis; hem de, 6zellikle kemoterapi-radyoterapi, testis cerrahisi sonrasi fertilitenin
korunmasina katkida bulunmustur. Kemoterapide kullanilan ilaglar ve isin tedavisi,
erkeklerde sperm dretimini kalici olarak bozabilmektedir. Sperm dondurma islemi,
kanser tedavisi igin radyoterapi (1sin tedavisi) veya kemoterapi (ila¢ tedavisi) gbren
hastalarin ¢ocuk sahibi olabilmelerine olanak saglamaktadir. Ozellikle geng yasta
kanser tedavisi gérmek zorunda kalan erkeklerden tedavi 6ncesi alinan semen
ornekleri dondurularak bu erkeklerin ileride ¢ocuk sahibi olma olasiligini
artirmaktadir. Gunimizde sperm dondurma yoénteminde kullanilan birgok
kriyoprotektan mevcuttur. Bunlardan birisi yumurta sarisi (test yolk buffer- Irvine
Scientific), digeri ise gliserol ve sukrozdan olusan sperm freezing (Medi-Cult)

medyumlaridir.

Son yillarda apopitoz mekanizmasi ile ilgili olarak bircok calisma yapilmistir.
Dondurma ve ¢b6zme islemi sonrasinda spermlerde meydana gelen apopitozun
anlasiilmasi ve bunlarin embriyo olusum asamasinda olusturabilecegi etkileri
arastirmak icin 6nceden yapilan diagnostik testlerin ayirici 6ézelligi 6nem teskil
etmektedir. Spermde apopitozun gdésteriimesi, sperm kalitesini degderlendirmeye
yardimci olmaktadir. Spermin dondurulmasi, motilitesini, morfolojisini, DNA
bltinligunt ve mitokondriyal aktiviteyi etkilemektedir. Biz bu galismamizda en ¢ok
kullanilan bu iki kriyoprotektan ile yapilan dondurma islemi sonrasindaki farklari
ortaya koymayi amacladik. Sperm dondurulup ¢ézuldikten sonra spermde meydana
gelebilecek ince yapisal degisiklikler ve TUNEL yéntemi DNA fragmantasyonu olan

hiicreler saptanarak karsilastirilacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. ERKEK UREME SISTEMI

Erkek Ureme sistemi; germ hiicresi olan spermin devamli Gretimi ve erkek seks

hormonlari olan androjenlerin sentezi ve salinimindan sorumludur.

Erkek Greme sistemi; testis, genital kanal sistemi (epididimis, duktus deferens,
duktus ejakulatuar ve erkek Uretrasinin bir kismi), yardimci Ureme bezleri (vesikila

seminalis, prostat ve bulbo Uretral bezler) ve penisten olugur (1,2).

2.1.1. TESTIS ANATOMISI:

Testis, skrotum iginde sad ve solda yerlesmis, vicut boslugunun disinda yer
alan oval sekilli bir ¢ift organdir. Spermatik kordon tarafindan asili tutulan testisler,
gubernakulumun artiklari olan skrotum baglari tarafindan skrotuma tutunmusglardir
(2,3).Testisler, spermin Uretiminden (spermatogenez) ve androjenlerin sentezinden
(steroidogenez) sorumludur. Testesteron basta olmak Uzere androjenler,
spermatogenezin devamini, erkek fenotipindeki fetus gelisimi ile birlikte erigkin bir

erkegin fiziksel ve davranigsal karakterlerinin ortaya ¢cikmasini saglar (2).

Testis karin boslugundan skrotumlara inerken, birlikte kan damarlari, lenfatik
damarlar, otonom sinirler ve karin zarinin bir uzantisi olan tunika vajinalisi de surtkler
(2,4).

Hem testis i¢i sicakligin korunabilmesi hem de testislerin beslenmesi i¢in kan
damarlarinda bir dizenlenme vardir. Testislerin beslenmesi, duktus deferens ve
testislere ulasan testikller arter araciliiyla saglanir. Testikller arter, kapsuli
gecmeden 6nce bircok dala ayrilir ve sonra intratestikiler damar agini olusturur.
Testis igerisindeki kapiller, pleksus pampiniformisi olusturan venler araciligi ile
toplanir. Testikuler arter ve duktus deferens ile birlikte spermatik kordonu yaparlar.
Testis venleri igerisindeki kan, testis arterlerinden daha digUk isida olup, arteriyel
kanin i1sisini azaltir. Bdylece testisteki sicakhgin vicudun diger kisimlarindan daha
distk kalmasina yol acar. Testis ici sicakligin daha disik olmasi (35 °C) spermlerin
normal gelisimine olanak saglar. Bundan baska kremaster kasi anterior abdominal

duvarin internal abdominal oblik kasindan kdken alir (2).



2.1.2. TESTIS EMBRIYOLOJISI :

Testis, Uriner sistem ile iligkide olup, karin boslugunun arka duvarinda
retroperitonal olarak gelisir. Gonad gelisiminin ilk evresi 5. haftada mezonefrozun
medialinde mezotelin kalinlasmasi ile baglar. Bu epitelin ve altindaki mezengimin
¢ogalmasi mezonefrozun medial kisminda bir kabartinin olugsmasina neden olur.

Buna da gonadal ya da genital kabarti denir (3). Gonadlar da t¢ kaynaktan geligir:

1. Ara (intermediyer) mezoderm: Karin arka duvarini déseyen mezengim

2. Mezodermal epitelyum: S6lomik mezotelyum da denir ve genital kabartilari déser.
3. Primordiyal germ hcreleri: vitellus kesesi duvarindan gonadlara g6¢ ederler (2,3).

Primordiyal germ hicrelerinin gonadal kabartiya g6¢U; Urogenital kabartilarda
mezoderm hucrelerinin proliferasyonunu ve sélomik mezotelyum hicrelerinden testis
kordonlarinin olugmasini uyarir. Daha sonra seminifer kordon icinde seminifer

tibdller diz tlbullere ve rete testise farklanir (2).

Gelisimin ilk agsamasinda gonadlar farklanmamiglardir. Her iki cinste de gérinis
benzerdir. Bu farklilasmamis gonadlar hem kortikal hem de meduller bolgeler igerir.
Testis ya da ovaryum yoéninde farkhlasabilme yetenekleri vardir. Genetik cinsiyet,
dollenme sirasinda Y kromozomunun varlidina bagh olarak belirlenmekle birlikte
testislerin gelisimi 7. haftaya kadar olusmaz. XY kromozomu tasiyan embriyolarda
korteks gerilerken medulla testise farklanacaktir (2,3). Gonadal cinsiyet Y
kromozomunun kisa kolunda yer alan Seks Belirleyici Bélgesi SRY (Sex determining
Region of the Y) geninin varligiyla kesinlesir. DNA’ya bagll spesifik bir protein olan
Testis Belirleyici Faktéri’nin (testis-determining factor, TDF) SRY geni tarafindan
kodlandidl, bu faktérin testis gelisimi ve farklilanmasindan sorumlu oldugu ortaya
konmustur.(2,3) Baslangicta TDF nin, Page ve arkadaslar tarafindan izole edilen
Ginko Finger Gen proteini ( Zinc Finger Protein Y, ZFY) oldugu dusunullse de (5),
ZFY’nin bu proteine sahip olmayan XX genotipinde U¢ erkek ve bir XX interseks
olgusunun saptanmasindan sonra; ZFY’nin TDF olmadidi ortaya ¢ikmistir. Daha
sonra farelerde ZFY homologunun ekspresyonunun, testis belirlenmesinde etkin
olmayan germ hiicreleri ile iligkili olmadigini kanitlamistir. ilerleyen yillarda Y

kromozomundan SRY geni izole edilmistir (6). Mittwoch ise SRY geninin testikller
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farklanmasinin ilkk déneminde énemli rol oynadigini, diger Y kromozomal genlerin ise
germ hucrelerinin farklanmasinda etkili olduklarini sdylemistir (7). Son yillardaki
calismalarda ise erkek gelisiminin SRY-DNA yapisindaki degisimlere karsi gUcli

olmasina ragmen, kritik noktanin nuklear lokalizasyona bagl oldugu ortaya ¢ikmistir

(8).

Erkek gelisiminin erken d&énemlerinde, seminifer tibdllerin arasindaki
mezengimden Leydig hucreleri geligir. Testikller farkhlagmanin olusmasindan hemen
sonra Sertoli hicreleri de Anti Millerien Hormon (AMH) sentezlemeye baglar. Bu
hormon tek tarafli olarak salgilandigi bélgede Muller kanalinin gerilemesine neden
olur. Bir hafta sonra, yaklasik 8. haftada Leydig hiicreleri testosteron salgilamaya
baglarlar. Bu hormon mezonefrik kanaldan gelisen yapilarin ve erkek dis genital
organlarinin olusumunu saglar. Disiler ve erkekler farklilasmamis gonad evresinde
ayni anda iki ayri kanal sistemine sahiptirler. Bunlardan mezonefrik kanal (Wolf
kanal) erkek genital kanallarinin gelisiminde 6nemli rol oynar. Mezonefrik
kanallardan epididimis, duktus deferens ve seminal vezikll gelisir. Paramezonefrik
kanal (Muller kanal) ise disi Greme sisteminin gelisiminde 6énemlidir. Normal erkek
dig genital sisteminin gelismesi igin Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteronun 5-
alfa-rediktaz enzimi araciligi ile aktif sekli olan dihidrotestosterona (DHT) dénismesi
gerekir (2, 3).

Sertoli hicreleri, bir diger dnemli hormonal yapi olan Mdller kanallarini inhibe
eden faktort (Mdallerian inhibiting factor, MIF) salgilar.

DHT olmadiginda genetik ve gonadal cinsiyetin ne oldugu énemli degildir. Dig
genital yapilar disi ydoninde gelisir. Bdylece testesteron, MIF ve DHT varlgi, gelisen

bir erkek embriyonun fenotipik cinsiyetini belirler.

Skrotumlar icinde testisler normal vicut sicakliginin 2-3°C altindadir.
Spermatogenez igin  distuk sicakhk gereklidir. Ancak hormon Uretimine
(steroidogenez) katkisi yoktur.  Yilksek ates veya testislerin inmemesi gibi
durumlarda sperm Uretimi durur.



2.1.3. TESTIS HISTOLOJISI:

Testisin disinda kalin bir bag dokusu kilifi olan tunika albuginea bulunur. Bu
kilifin ic bélum0 olan tunika vaskilosa ise kan damarlarindan zengin, gevsek bag
dokusundan olusur. Testisin arka duvari boyunca tunika albuginea igeriye dogru
uzanir ve kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Testise girip ¢ikan kan ve lenf

damarlariyla testisin bosaltim yollari mediastinumdan geger (2).

Her testis, kapsillden organ igine uzanan kesintili bag dokusu bdlmeleriyle
(septa)yaklasik 250 adet lobile ayrilmistir. LobUllerin herbiri spermlerin Uretildigi 1—4
adet seminifer tubllden (duktuli seminiferi kontorti) ve Leydig (intersitisyel)
hiicrelerinin barindidi bag dokusu stromasindan olugsmustur. Tubdl uzun ve kivrintili
yapidadir. Lobdl icinde kendi Uzerine katlanmalar olusturur ve kivrimlar yapar.
Kivrimlarin ~ son kisimlari mediastinuma dogru kisa ve diz bi¢cimde seyreder.
Seminifer  tObdllerin bu kismina diz tdabdller (tObdli rekti) denir. Tubdli rekti
mediastinum iginde yer alan anastomozlardan sorumludur ve seminifer epitelyumun
artnlerini (testiktler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanal sistemi olan

rete testis ile devam eder (1,2).

Seminifer tibdller olduk¢a kivrimli, igi bos yapilar olup yogun kapiller ag ile
cevrelenmistir. TubdUllerin her biri yaklagik 150 mikrometre c¢apinda, 80 cm
uzunlugunda, iki ucu U seklinde olan ve rete testise acgilan tuplerdir. Her iki testiste
yaklasik 1000 ttbdl vardir ve toplam uzunluklari yaklasik 0, 5 km kadardir. Tubullerin
her iki u¢ kismi kisa bir dizlesme ile rete testislerde sonlanir. Rete testis
mediastinum icerisinde dar kanallardan olusan bir ag yapisidir. Yaklasik 10—12 adet
efferent kanal ¢ikar. Bu kanallar ile spermler epididimise tasinir. Seminifer tibdllerin
duvari dista tunika propria denilen bag dokusu tabakasi, icte kalin bir seminifer epitel
katmani ve bunlarin arasinda bulunan bazal laminadan olusur. Seminifer epitelin
oturdugu bazal lamina en ¢ok laminin, tip IV kollajen ve heparan silfattan zengin
proteoglikan yapidadir. Ayrica bazal lamina fibroblastlar ve kasilabilir miyoid
hicrelerden olusan bir duvarla ¢evrelenmistir. Bazal laminanin intersitisyel dokuya
dogru olan dis kismi agik renklidir. Burada tip | kollajen lifler bulunur. Seminifer epitel
baslica iki hiicre tipi icermektedir. Bunlar Sertoli hicreleri ile cgesitli olgunlagsma

asamasindaki spermatogenik hicrelerdir(1,3).



2.1.3.1. SERTOLI HUCRELERI:

Sertoli hlicreleri; bazal laminadan seminifer tubdl [limenine dogru uzanan uzun
piramidal bigimli, bazal membran U(zerine oturan, destekleyici hicrelerdir. Bu
hlcreler, puberteye kadar seminifer epitelde dominant olarak bulunurlar, puberteden
sonra seminifer tlbdlleri déseyen hucrelerin yaklasik % 10'unu olustururlar. Sertoli
hiicreleri puberteden sonra postmitotiktir. Eriskin testisinde mitotik hiicre bélinmesi
g6zlenmez. Daha ileri yaslarda spermatogenik hlcre populasyonu distigu igin,
Sertoli huicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelir (1).

Sertoli hiicrelerinin cekirdekleri olukludur ve heterokromatin kitleleri ile iligkili
genis bir ¢ekirdekgik igerir. Sitoplazmasi diiz ve granilli endoplazmik retikulum, mito-
kondriyonlar, lizozomlar, lipid damlaciklari, yaygin bir golgi aygiti ve zengin hlcre
iskeleti (vimentin, aktin, mikrotubdller) icerir. Sitoplazmalarinda islevleri henuz
tanimlanmamis olan Charcot-Bottcher kristalloidleri denilen inklizyon cisimcikleri
vardir (1,5).

Komsu Sertoli hicrelerinin yan yUzleri birbirleriyle siki baglantilar (zonula
okludens) yaparlar. Boylece seminifer tlbul iki bélmeye ayrilir. Birinci bazal bélme
daha dardir. Siki baglantinin alt kisminda yer alir ve daha genis olan Iimene yakin
olan adluminal bélmeyi cevreler. Bu hlcreler arasindaki siki baglantilar nedeniyle
limen ici yapilari, bag dokusunun etkisinden koruyan bir kan-testis bariyeri olugur.
(8). Bazal bdlme icinde spermatogoniumlar ve genc spermatositler (/eptoten,
zigoten), adluminal bdlmede ise olgun spermatositler (pakiten), spermatidler ve
spermler bulunur. Spermatositler mayoz ile bélinurlerken, mayozun ileri evrelerinde
adluminal bélmeye gecerler. Kan-testis bariyerinin varligini gésteren bir ¢calismada,
testis damarlarina verilen ¢ogu maddenin testisin lenf damarlarinda gézlendigi ama
rete testis sivisina gegcmedigi gdsterilmistir. Testis icindeki kan damarlarinin duvarlari
ve peritubuler miyoid hiicreleri de kan-testis bariyerinde fonksiyoneldir. Kan-testis
bariyeri pubertede spermatogenez bagsladigi zaman olusur. Bu bariyerin 6nemi, germ
hiicreleri mayoz gecirirken dis etkilere ¢ok hassas olduklari i¢in, bunlara daha dizenli
ve spesifik bir ortam saglamasidir. Mayoz gegirdikten sonra haploid hale gelen germ
hicrelerinin vicut bagisiklik sistemi tarafindan taninmamalari nedeniyle yikilmalarina

da engel olmaktadir. Ayrica, bu bariyer sayesinde bazi ilaglarin germ hicrelerine
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ulagsmalari da o6nlenmis olunur. Sertoli hilcreleri "kan-testis bariyeri" sayesinde
adluminal bélimde bulunan hdcreler icin dis ortamdan izole, 6zel bir mikrogevre

yaratmis olurlar (9).
Sertoli hiicrelerinin bir¢ok iglevi vardir;

1. Sertoli hicreleri gelismekte olan spermatogenik htcreleri destekler, korur ve
besler.

2. Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidual (artik)

cisimcikler olarak adlandirilan, fazla hiicre kisimlarini fagosite eder.

3. Seminifer tlbdl limenine proteinler ve iyonlardan zengin sivi salgilamak gibi

bircok fonksiyonu vardir.

4. Sertoli htcrelerinin bir diger salgisi, vlcuttaki demir tasinimini saglayan

transferrindir.

5. Kan-testis bariyerinin olusturulmasi ve gelismekte olan gametlerin immunolojik

olarak taninmasinin engellenmesidir.

6. Androjen Baglayici Protein (ABP), AMH ve inhibin’in sentez ve salgilanmasini

saglamaktir (3).

Sertoli hiicreleri testosteron ve FSH ile birlikte spermatogenezisi kontrol eder ve
ABP sentezini ve sekresyonunu dizenler. ABP seminifer tibdllerin diginda dretilen
testesteron ve DHT baglayarak germinal epitelyum ve limende normal germ hicre
olgunlagsmasi igin gerekli yliksek androjen konsantrasyonu saglayan bir proteindir.
ABP, hipofizden salgilanan FSH’a baglanir ve sertoli hiicrelerindeki FSH reseptdrleri
tarafindan taninir. Hem ABP hem de androjen reseptérl, androjenlerin baglanma
potansiyeli olan farkl proteinlerdir. ABP salgisal bir protein iken, androjen reseptoru

sitoplazmik ve nukleer bir proteindir (2).

Sertoli hiicreleri ayrica inhibin ve aktivin altbirimlerini de (a ve B alt birimleri)
salgilar. inhibin (aa heterodimeri) hipotalamustan ve &n hipofizden salinan

gonadotropin salgilatici faktér (GnRH) ve FSH (izerine negatif geri bildrim etkisi
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gbsterirken, aktivin (aa veya BB homodimer) FSH salinimi Gizerine pozitif geri bildirim
etki gosterir (1).

Fetal Sertoli hicreleri MIF sentezler ve salgilar. MIF’in molekiler yapisi;
dénlstirich baylime faktori-beta (transforming growth factor-g) TGF-B ile benzerdir.
MIF, Mdaller kanallarinda hicre bélinmesini inhibe ederek, sonugta disi Greme
organlarinin gelisimini engelleyen buyuk, glikoprotein yapida bir maddedir.

2.1.3.2. SPERMATOGENIK HUCRELER:

Duzenli olarak ¢ogalip olgun spermlere farklanan hucrelerdir. Spermatogenik
hiicreler testis gelisiminin erken dénemlerinde vitellus kesesinin allantoise komsu
duvarinda gézlenir ve gonadal kabartilara gé¢ eden primordiyal germ hicrelerinden
gelisir. Sertoli hdcrelerinin arasinda, sirekli gelisen, dizensiz bicimde yerlesmis
katmanlar olustururlar. En az gelisim gbsteren immatir hicreler olan bilinen
spermatogonyumlar bazal lamina Uzerinde yer alir. En olgun hicreler olan
spermatidler Sertoli hicrelerinin apikal kismina yapisik bir bicimde bulunur ve

tabdllerin Iimenle sinirini olusturur.

Peritibuler doku da denen lamina propria (interstisyum) tipik fibroblastlardan
fakir cok katli bag dokusudur. insan seminifer tiibillerinin bazal laminasinin dis tarafi,
3-5 sira miyoid peritlbdler kontraktil hiicreler ve kollajen fibrillerden olusur. Miyoid
hicreler ultrastriktirel dizeyde incelendiginde, yapilarinda diz kas hicrelerine
benzer sekilde bazal lamina ve ¢ok sayida aktin filamenti gérGlir. Bu hucreler
fibroblastlarin yoklugunda kollajen sentezi yaptigindan dolayi grantlli endoplazmik
retikulumundan zengindirler. Bu hcrelerin ritmik kasilmalari, spermlerin ve testis
sivisinin seminifer tibullerden dis bosaltim yollarina iletiimesinde yardimcidir. Miyoid
hucrelerin dis kismindaki interstisiyel alanda kan ve lenf damarlarindan baska Leydig
hucreleri de yer alir.

Yaslanmanin normal bir sUreci olarak peritibUler dokunun kalinhg@i artar. Bu
kalinlasma spermin yapiminda azalma ve seminifer tlbdllerinin boyutlarinda
gerilemeye neden olur. Erken yasglarda peritibiler dokuda gérilen asiri kalinlasma
ise kisirlik nedenlerindendir (2).



2.1.3.3. LEYDIG HUCRELERI:

Seminifer tbuller arasindaki gevsek bag dokusundan yapili bol damarli tabaka
interstisyumda, dagilmis olarak fibroblastlar, mast hdcreleri, diger bag dokusu
yapilari ve Leydig hicreleri bulunur (3). BlyUk, poligonal ve merkezi nukleusa sahip,
sitoplazmasi eozinofilik boyanan tipik olarak lipid damlaciklar igeren hicrelerdir.
Belirgin, cubuk bicimli sitoplazmik inklGzyonlar olan Reinke kristalloidleri ve lipofuksin
pigmenti hicre icin  karakteristik  O6zellikler —arasindadir.  Rutin  histoloji
preparasyonlarinda Reinke kristalloidleri yaklasik 3x20 um boyutlarinda ve 1s1g1 kiran
yapida izlenir. Fonksiyonu ve yapisi tam olarak bilinmemekle birlikte muhtemelen
hucrenin protein yapidaki bir Grintddr. Steroid salgilayan hlcrelerde oldugu gibi
Leydig htcreleri de iyi gelismis grantlsiiz endoplazmik retikuluma ve tubulovezikller
kristali mitokondrilere sahiptir. Granulsiiz endoplazmik retikulumlarda kolesterolden

testesteron dretimi igin gerekli enzimler bulunur (2).

Erken fetal donem boyunca Leydig hicreleri testesteron salgilar. Fetal Leydig
hiicreleri gebeligin 8 ile 18. haftalari arasinda oldukga aktiftirler. Gebeligin 18.
haftasindan itibaren, testiste Leydig hlcre populasyonu baskindir. Embriyoda
testesteron ve diger androjenler, erkek fetusda gonadlarin gelisimi icin gereklidir.
Pubertede ise testesteron salgisi, sperm Uretimi, aksesuar bezlerin salgisinin
baslatiimasi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi igin gereklidir. Eriskinde ise
testesteron salgisi, spermatogenez, sekonder seks karakterlerinin devami, genital

bosaltim kanallari ve aksesuar bezler i¢in gereklidir(1, 2).

Pubertede Luteinizan hormon (LH) artigi ile androjen sentezi oluncaya kadar
androjen seviyeleri dusuk kalir. LH ve prolaktin Leydig hlcre fonksiyonunu duzenler.
Prolaktin, LH reseptérinin gen ekspresyonunu dizenlerken, LH testesteron
Uretiminde gbrev alir. Hiperprolaktinemi, gonadotropin salinimini ve testisteki etkisini
azaltarak, erkek Ureme fonksiyonunu baskilar. Asiri prolaktin, Leydig hicrelerinden
androjenlerin Gretimini azaltir. Bunun etkisi ile spermatogenesis zayiflayarak erekiil

disfonksiyon ve infertiliteye neden olabilir (1).



2.1.4. TESTIS FiZYOLOJISI:

FSH ve LH sirasiyla, Sertoli ve Leydig hlcrelerinin fonksiyonunu dizenler.
Hipofizin  deneysel cikarilmasi (hipofizektomi) ardindan, spermatogenezin
duraklamasi FSH ve LH’nin spermatogenik islevin vazgegilmez dizenleyicisi
oldugunu gdstermektedir.

ABP, Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenir, salinimi FSH tarafindan uyarilr.
ABP, testesteron veya DHT’ye baglanir. ABP-androjen kompleksi spermatogenik
hucrelerin cevresinde androjen seviyelerini yUkseltir. Bu kompleks, ylUksek
yogunlukta androjen bulunduran epididimise de tasinir.

LH, Leydig hicrelerinde testesteron sentezini uyarir. Hem testesteron hem de
5a-rediktaz ile testesteronun indirgenme metaboliti olan DHT, ayni androjen

reseptdrine tutunur.

Androjen reseptori steroid-tiroid-retinoik asit reseptérlerinin Uyesidir ve U¢
birimden olusur;

1. DNA baglayici birim( androjen-yaniti veren elemani tanir)
2. Transkripsiyon faktorleri baglayici birim,
3. Androjen-bagdlayici birim.

X kromozomundaki bir gen tarafindan kodlanan, androjen reseptdrindeki
bir bozukluk, androjen duyarsizlii sendromunun (androjen insensitivite
sendromu, AlS) sebebidir. Bu genetik bozukluga sahip kisilerdeki semptomlarin
siddeti, androjen reseptdérinin kismen veya tamamen androjenleri baglama
yetersizligine bagl olarak degisir.

Testesteron, LH' nin saliniminda negatif geri bildirim etkisi gdsterir. Dolagim
kanindaki agiri testesteron seviyesi anteriyor hipofizden LH salinimini engeller.
Testesteron seminal vezikillerin fonksiyonunu uyarirken, DHT de prostat bezi

Uzerine etki eder.

Eriskin testisinde Sertoli hlicreleri inhibin, aktivin ve ABP olarak ¢ ana salgisal

protein Uretir. Fetal testis de ise Sertoli hiicreleri MIS sentezler ve salgilar.
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2.1.5. SPERMATOGENEZE ETKI EDEN FAKTORLER:

2.1.5.1.  SICAKLIK

Normalde testisler vicut 1sisindan 2-3°C daha soguk ortamda bulunurlar.
Spermatogenez i¢in 35 °C' lik sicaklik idealdir. Skrotum sadece testisleri icerisinde
tasimakla kalmaz, kasilip-gevsemesiyle testislerin belirli bir isida kalmasini da
saglarlar. Sicaklik dengesi, spermatik arteri saran venlerin olusturdugu pampiniform
pleksus tarafindan skrotumda saglanir ve sicakligi dagitmak icin ters yonli akimla isi
degisimini gerceklestirir. Sicaklik 35°C'nin altina distiginde sicakligi artirmak igin,
spermatik kordondaki kremaster kasinin ve skrotal kesenin dartos kasinin kasiimasi

testisi karin bosluguna yakinlagtirir.

2.1.5.2. KRIPTORSIDIZM

Kriptorgidizm (inmemig testis) gelisim sirasinda testisin skrotal keseye ulasa-
mamasli ve abdominal bosluk veya inguinal kanalda kalmasi olayidir. Bu durumda,
normal vicut sicakhgi (37°C - 38°C) spermatogenezi 6énler ve durum cift tarafliysa

infertilite meydana gelir.
Testislerin skrotuma inigi iki agamada gercgeklesir:
1. Transabdominal inig, MIF tarafindan kontrol edilir,

2. inguinal-skrotal inig, genitofemoral sinir tarafindan tasinan kalsitonin
gen-iliskili peptid ile indUklenen androjen salinimi kontroliindedir.

Yapilan son arastirmalar géstermektedir ki; insulin-benzeri faktér 3 ve Hoxa-
10 genlerindeki mutasyonlar bilateral kriptorsidizm ile iligkilidir. Transabdominal inis
bozukluklari sik olmamaktadir. Birgok cocukta inmemis testis inguinal kanalda tespit
edilebilir. inguinal kanaldaki testisler cevredeki ligament ve kemikler tarafindan

travma ve basiya maruz kalirlar.

Kriptorsidizm, premattre yeni doganlarda sik gorilen (%30) bir olay olmasina
ragmen zamaninda doganlarda yaklasik % 1 oraninda géralir. Bu durum geri
dénusimsiz histolojik dedisikliklere neden olabilir ve testis kanseri riskini arttirir.
Testiktler timoérlerin blylk bir cogunlugu tedavi edilmemis kriptorsid testis ile

iligkilidir. Hormonal tedavi (koriyonik gonadotropin uygulamasi) testikiler inisi
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uyarabilir. Bu basarisizsa, cerrahi bir sonraki secenektir ve inmemis testislerin cerrahi
operasyonla duzeltiimesi gerekmektedir (1). Orsiyopeksi (testislerin skrotumlara
indirilmesi) tercihen histolojik degisiklikler baglamadan yani yaklasik 2 yas civarinda

yapiimalidir (2).

2.1.5.3. KANSER KEMOTERAPISI

Anti-timoral ilaglarla tedavi edilen gen¢ erkek hastalar gecici slreyle
aspermatogenik hale gelirler. Tedavi spermatogonyumlarin  mitozunu ve
spermatositlerin mayozunu etkileyebilmektedir. Halbuki, dinlenmedeki DNA sentezi
ve hlcre boélinmesine katilmamis kdk hdcreler, antikanser kemoterapi kesildigi
andan itibaren seminifer epitelde tekrar baskin hale gecebilirler (2). Hayvan
calismalarinda radyoterapi ve kemoterapinin DNA hasari yaptigi insan spermlerinde
ise andploidi oraninda gecici olarak bir artisa sebep oldugu gdsterilmistir( 17).

2.1.5.4. KABAKULAK
Kabakulak, postpubertal erkeklerde %20-30 akut orsit ile gérilen sistemik viral
bir enfeksiyondur. Genellikle, kabakulak nedeni ile olusan orsitin ardindan

spermatogenik fonksiyonda degisiklik gériimez.

2.1.5.5. SPERMATIK KORDON BUKULMESI (TORSIYONU)

Spermatik kordonlar bukuUlerek testisin nekrozuna sebep olabilir. Spermatik
kordonun blkilmesi testise gelen arteriyal kan akimini ve testisteki ven6z drenaji
bozabilir. Genellikle bu durum fiziksel bir travma veya tunika vajinalis igcinde anormal
testis hareketi ile olusabilir. Torsiyon hemen tedavi edilmezse, hemorajik enfarkt

gelisir ve nekroz ile sonuglanir.

2.1.5.6. RADYASYON

Spermatogonyal kdk huicrelerin erkek fertilitesinde énemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hlcrelerdir ve dolayisiyla radyasyon ve kanser kemo-
terapisine direnglidirler. Mitotik olarak bélinen spermatogonyumlar, mayotik bélinen
spermatositler ve farklilanmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve
radyasyona duyarlidirlar.  Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin
sonlandiriimasindan sonra, spermotogonyal kdk hucreleri spermatogenik sureci

yeniden olusturabilirler. Postmitotik Sertoli hilcreleri bu tedavilere yiksek oranda

12



direnglidirler. Spermatogenezisin turnover zamani 64-72 gin oldugu igin ve matdr
spermdeki radyasyonun oéldartch etkisi higbir zaman radyasyon dozundan hemen
sonra gb6zulmez. Bununla birlikte matlr spermlerde genetik hasar olusabilir.
Erkeklerde yaklasik 600 cGy’ lik doz aylarca kalici sterilite nedeni olabilir. Daha
disUk dozlar ise aylar sonra steriliteye sebep olsalar bile bu etki gegicidir ve fertil
hale 1-2 yil sonra geri donulebilir (1).

2.1.5.7. YAS

Chen ve arkadaglarinin 2003 yilinda 551 olguda yaptidi bir ¢calismada semen
volimu, sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi, motilite ve normal morfolojili
sperm sayisinin yasla azaldigi gérulmustir (11). Chen ve arkadaslari bir baska
calismada 306 olgu Uzerinde mevsim, yas ve sigara kullanmanin semen
parametreleri Uzerine etkisini arastirmis. Yas gruplarn ile semen volimuU, sperm
konsantrasyonu, motilite ylzdesi ve normal morfoloji ylzdesi arasinda anlamh bir
iligki bulunamamistir (12). Eskenazi ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptidi bir
calismada ise semen kalitesinde yasa bagh belirgin bir azalma tespit edilmigtir.
Ozellikle semen volimii ve sperm motilitesi konusunda daha belirgin bir azalis

g06zlenmigtir (13).

Yaglanma ile dogru orantili olarak spermin DNA’sinda hasar olugsmaktadir. DNA
cift sarmalindaki hasar ile spermdeki apopitoz yaslanmaya paralel olarak artmaktadir.
Bu artis spermatogenezis esnasinda ve sonrasinda hicre segim sistemindeki
yetersizligi gbstermektedir. Narendra ve arkadaslari yasin ilerlemesiyle sperm
DNA’sinda meydana gelen hasarlarin arttigini  ve bu hasarli hUcrelerin
eliminasyonunun gi¢ oldugunu yas ile spermdeki l6kosit sayisi ve reaktif oksijen
tarleri arasinda bir iligki olmadigini bildirmislerdir (14). Bazi ¢alismalar da fertil ve
infertil erkeklerde sperm motilitesiyle yas arasinda pozitif bir iliskinin oldugu
gOsterilmistir. Yasa bagl azalan sperm motilitesinin ve artan DNA hasarinin
nedeninin, semen igerisindeki I0kositler tarafindan Uretilen reaktif oksijen turlerinin

(ROS) olabilecegi ileri strtlmastar (15,16).

2.1.5.8. VARIKOSEL
Varikosel testikller venlerdeki geri akimla karakterize olup spermatik kordon

venlerinin anormal geniglemesi nedeniyle olusur. Varikosel sonucu sperm Uretimi
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azalir (1). Varikoselin spermde DNA hasarina nasil yol agtigi henidz tam
anlasiimamistir. Fujisawa ve arkadaglari varikoselli hastalarin testis dokusunda DNA
polimeraz seviyesinde ciddi bir azalma oldugunu ve bu enzim eksikliginin
spermatogenezis zerine olumsuz bir etki yapmasi nedeniyle DNA hasari meydana
getirebilecegini ileri sirmuglerdir(18). Yapilan calismalar varikoselli fertil veya infertil
hastalarda seminal oksidatif strese bagl yan driin (ROS) dizeyinde artma ve toplam
antioksidan kapasitede azalmalarin meydana geldigini ortaya koymaktadir. Artan
seminal oksidatif stres drtnleri, sperm DNA’sindaki hasarla birlikte spermin plazma
membraninda lipid peroksidasyonuna neden olur. Bu da spermin motilitesi,
metabolizmasi ve fertilizasyon kapasitesinde azalmalara neden olarak spermin
fonksiyonunu engeller (19). Ayrica oksidatif stres, spermin kromatin butinlGginU
etkileyerek tek ve ¢ift DNA sarmal kirilmalarina sebep olmaktadir (20).

2.1.5.9. SIGARA

Sigara ve sperm parametreleri arasindaki iliskiyi degerlendiren pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Bir kisim yayinlar sperm parametrelerinin sigara kullanimindan
etkilendigini savunurken, yapilan bazi ¢caligmalarda ise sigara ile sperm parametreleri

arasinda anlaml bir iliski saptanmamistir.

Bir calismada semen volim, total sperm sayisi, hipoozmotik sisme testi (hypo-
osmotic swelling, HOS) ile sigara kullanimi arasinda direkt bir iliski saptanamamisg,
ancak motilite ve morfoloji bozukluklarinin sigara icenlerde daha fazla oldugu
gbzlenmistir(21). Yine ayni calismada sigara icenlerde semende |6kosit

konsantrasyonunun icmeyenlere gére daha fazla oldugu saptanmigtir.

Alkol ve sigaranin semen parametreleri Uzerine etkisini arastiran bir baska
calismada ise alkol veya sigara tuketiminin semen parametrelerini etkilemedigi,
ancak her ikisini birlikte kullananlarla kullanmayanlar karsilastirildiginda semen
volimuU, sperm konsantrasyonu ve motil sperm ylzdesinde belirgin bir azalma ve
motil olmayan canh spermlerde belirgin bir artma gd6zlenmistir. BOylece bu iki

aliskanhgin sinerjik etkisi tartisiimigtir (22).

infertil tiirk erkeklerinde yapilan bir ¢alismada giinde yirmi adet ve daha fazla

sigara icenlerde sperm kuyruk defektlerinin daha fazla oldugu gézlenmis, ancak ilging
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olarak ginde yirminin Gzerinde sigara i¢cenlerde hafif icicilere gore ileri hareketliligin
daha fazla oldugu saptanmistir (23). Ancak isve¢ erkeklerinde yapilan ¢alismada
semen volimu ve total sperm konsantrasyonu diginda semen kalitesi ile sigara i¢imi
arasinda anlamli bir farklihk saptanmamistir (24). Buna karsin Trummer ve
arkadaslarinin yaptigr ¢alismanin sonucunda sigara igiminin semen parametrelerini
etkilemedigi, ancak yuvarlak hicre ve I6kosit oranini anlamli olarak arttirdidi
gb6zlenmigtir (25). Antisperm antikorlarinin sigara icenlerde daha fazla oranda
g6zlendigi ¢caligmalar da bulunmaktadir (26). Bir diger ilging ¢calisma sigara i¢cenlerde
sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi, motilite ve total motil sperm ylzdesinde
belirgin mevsimsel degisiklikler oldugunu ve bu parametrelerin daha sicak
mevsimlerde distigu gbsterilmistir. Ancak sigara icmeyenlerde artan sicaklikla béyle
bir etki gbrilmemigtir (27). Sigara icmeyenlerin sperm kalitesinin daha iyi oldugunu
bildiren pek ¢ok yayin bulunmaktadir (28,29).

2.1.6. SPERMATOGENEZ:
Spermatogonyumun ileri derecede 6zellesmis sperm haline gelinceye kadar
gecirdigi slrece spermatogenez denir. Spermatogenez ergenlikten 6énce basglar,

gonadotropin diizeyinin yikselmesinin etkisiyle yasam boyunca devam eder.
Spermatogenez 3 ayri evreden olusur:

1. Spermatositogenez

2. Mayoz

3. Spermiogenez

2.1.6.1. SPERMATOGONYUMLAR:

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iligkide olan
diploid spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hicreleri ile arasindaki siki baglantilarin
altinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin diginda kalirlar.
Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hicrelerden kdken alirlar ve pubertede
baglayan bagarili mitotik hticre bélinmeleri gegirirler.

Ug tip morfolojik spermatogonyal hiicre tipi bulunur:
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Koyu A Tipi (Ad) spermatogonyumlar: Cekirdedi oval,12 um capinda, yuvarlak
sekilli hticreler olup bol heterokromotin igerirler. Seminifer tibulllerdeki kék hiicrelerdir
ve mitozla bdlunerek diger Koyu A Tipi spermatogonyumlari ve Agik A Tipi
spermatogonyumlari olustururlar. Bu htcreler dizensiz araliklarla bdlinerek kék
hucre olarak kalabilecekleri gibi, bir ¢ift koyu A Tipi (Ad) spermatogonyum ya da bir
cift acik A Tipi (Ap) spermatogonyum da olusturabilirler.

Acik A Tipi(Ap) spermatogonyumlar: Gekirdekleri acik renk boyanir, oval ve ince
granller kromatine sahiptirler. Mitokondri ve ¢ok az miktarda Golgi aygiti ve
endoplazmik retikulum icerir. Ap spermatogonyumlar, farklanma sirecinde ve
spermin olusumunda goérevlidirler. Birka¢ mitoz bdlinme gegirerek sayilarini artirip

diger spermatogonyumlari olusturur.

B Tip spermatogonyumlar: Spermatogonyumlarin en ¢ok bulunan tipidir. Bunlar
da bazal lamina Uzerine otururlar. Fakat bazal lamina ile baglantilari daha azdir.
Hucrelerin ¢ekirdedi merkezi olarak yerlesmis ve yuvarlaktir. Cekirdekte bir ya da iki
koyu boyanan cekirdekgik bulunur. Sitoplazmada diger A tiplerine gére daha fazla
ribozom bulunur. Oval yerine yuvarlak olan nukleuslari disinda agik tip A
spermatogonyumlara benzerler. Mitozla bélinerek primer spermatositleri meydana
getirirler B tipi spermatogonyumlar, mayoz bdlinme gegirecek olan spermatositlere
dénusdrler. Bu sirada yavas fakat belirgin bir blyime ile ¢caplari 18 mikrona ulagir (2,
8).

2.1.6.2. SPERMATOSITLER VE MAYOZ:

B Tipi spermatogonyumlar mitozdan hemen sonra, DNA sentezindeki S fazini
tamamlar ve mayoz bdlinmenin profaz agamasina girer. Bir primer spermatosit iki
adet sekonder spermatositi olusturmak Uzere birinci mayoz boélinmeye gider. Primer
spermatositler 4C DNA miktarina sahiptir ve 1C hilicre basina yaklasik 1,5 pg DNA’
ya esdeg@erdir. Birinci mayoz bélinme yaklasik 22 gin stren uzun bir profaz evresi
ile karakterizedir. Spermatositler iki mayotik hiicre bdlinmesi sonrasinda Sertoli
hicrelerinin arasindaki siki  baglantilarin  hemen UGzerinde, seminifer tGabdlin
adluminal bélimunde yer alirlar. Bdylece, mayoz bélinmeler kan-testis bariyerinin

icinde gergeklesir.
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Birinci mayoz bélinmedeki profazinin alt evreleri ise; leptoten (ipliksi), zigoten
(eslesen), pakiten (kalinlasan), diploten (cift gbérinen) ve diyakinez (uzaklasan)
evreleridir. Bu alt evreler dort olayla karakterizedir.

'y

. Zigoten-pakiten evresinde spermatositlerde sinaptonemal kompleks olusumu,
2. Homolog kromozomlarin eslesmesi (sinapsis)

3. Homolog kromozamlarin kardes olmayan kromatidleri arasinda genetik bilgi
degisimi (krossing-over)

4. Eslesmis homolog kromozomlarin ayrilmasi yani ayrilma (disjunction)

Uzun olan bu profaz evresinden sonra, kardes kromatid ciftleri metafaz, anafaz

ve telofaz evreleri gecgerir ve sekonder spermatositlere dagilir.

Sekonder spermatositler hizli bir sekilde interfaz asamasi ve ikinci mayoz
bélinmeyi gegirir. Her bir sekonder spermatosit artik herhangi bir hiicre bélinmesi
gOstermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet spermatid meydana getirir. Birinci
mayoz bdélinme gilnlerce slren bir slre¢ olmasina ragmen ikinci mayoz bélinme
dakikalar strdaginden primer spermatositler seminifer tibillerde en ¢ok gdzlenen
hicrelerdir.

ikinci mayoz béliinmenin sonunda 2C DNA miktari 1C’ ye diiser. Meydana

gelen spermatidlar haploid spermatidlerdir ve spermiogenez surecine girerler (1).

2.1.6.3. SPERMATIDLER VE SPERMIOGENEZ:

Spermiogenezis olarak adlandirlan silregte dnce yuvarlak olan spermatidler
uzayarak uzamis yapidaki spermatidleri yaparlar. Ug ana olay spermiyogenezi
karakterize eder:

Flagellumun (kamci) gelismesi: Flagellum, distal sentriyolden gelisir. Keratin
iceren dis yogun lifler ve fibréz kilif ile cevrili esmerkez dizilimli 9+2 mikrottbul
aksonem yapisindadir. Mitokondriler kuyrugun orta parcasinda sarmalimsi bir kilif
olusturur, spermatid olgunlagsma evresi sirasinda gelisip, flagellum boyunca

dizilimlerini tamamlarlar .
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Akrozom gelismesi: Déllenme icin sart olan hidrolitik enzimlerin depolanmasi
ve sUrekli sentezinin gerceklestigi akrozomal kesenin olusumudur. Akrozomun
gelismesi dort ardisik evreden olusur: Golgi evresi, kep/sapka evresi, akrozomal evre

ve olgunlasma evresi

1) Golgi evresi: Spermatidlerin sitoplazmasinda nukleusun yaninda belirgin bir
Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik
retikulum bulunur. Periyodik-asit Schiff (Periodic-acid Schiff, PAS) pozitif proakzomal
granuller Golgi aygitinda birikir ve bu proakrozom grandilleri glikoproteinden zengindir
ve bir slire sonra zarla ¢evrili bir akrozom vezikilu ile birlesir. Bdylece buyuk, tek bir
grandl iceren akrozom granuli olusur. Akrozom granlli daha az yodun akrozom
veziklllyle cevrilir. Vezikil ve granltl cevredeki Golgi Urlnlerinin  katihmiyla
bliylimeye devam eder. lyi gelismis granilsiiz endoplazma retikulumu ile Golgi
cisimcigi arasinda birgok baglanti bulunur. Cekirdegin Uzerindeki akrozom bdlgesi
spermin 6n kutbunu belirler. Spermin gelisiminin bu asamasinda, mitokondriler
aniden sitoplazmanin kenarina dogru go¢ ederek plazma zarina yakin yerlesir.
Akrozom granuli ve vezikdli olusurken iki adet silindir seklinde ve birbirine dik
konumdaki sentriyol, olusan akrozomun aksi yoninde, cekirdegin arkasina dogru

hareket eder.

2) Baslik evresi: Akrozom vezikull ve granilinden akrozom bashgi olusur ve
cekirdegin tim 6n kismini kapsar. Akrozom basligi akrozom igerigini kapsayacak
bicimde i¢c ve dig akrozom zarlarini olusturur. Cekirdek zari ve ic akrozom zari
arasinda granaler filament6z bir madde meydana gelir. Akrozom bdlgesinde ¢ekirdek
zari, porlarini kaybeder ve daha yogun gérindr. Buna neden ise, i¢ tarafindaki

kromatin yogunlagsmasidir.

3) Akrozom evresi: Spermatid ¢ekirdedi 6n kismi, seminifer tlbdllerin bazaline
dogru yerlesir. Cekirdek wuzar ve kromatin yogunlasmasi olur. Spermatid
sitoplazmasi, seminifer tibdl epitelinin luminal bdlgesine dogru yer dedgistirir.
Cekirdegin akrozom bdlgesi plazma zarina yakinlasir ve hicre uzar. Gekirdek
progresif olarak yassilagir ve uzar. Bu sirada kromatin grandlleri genisler, boylari
esitlenir ve aralarda gorilen bazi bosluklar disinda homojen bir bicimde dagilir. Bu

bosluklar ve vakuoller genellikle kaybolur ve son asamalarda ¢ekirdek olduk¢a koyu
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boyanan homojen bir gérinime kavusur. Akrozom bUyUmesini tamamladiginda
Golgi kompleksi, ¢ekirdegin 6n kutbundan sitoplazmanin bol oldugu bdlgeye goc

eder.

4) Olgunlasma evresi: Bu asamada spermatid sitoplazmasi atilir ve Sertoli
hucrelerince fagosite edilir. Daha sonra Sertoli hicreleri ge¢ spermatidlerin tibul
[imenine dogru serbest hale gelmesini de saglar. Bazi tlrlerde bu son agsamada ileri
cekirdek yogunlasmasi ve akrozomda sekil degisiklikleri gérulebilir (2).

Niikleer yogunlasma: Somatik histonlar (HI, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizin
zengin protaminlerle yer degistirdiginde nikleer yodunlagsma olusur. Bu da sperm
genomik DNA'sini stabilize eder ve korur. Somatik histonlarin protaminlere
dénisimuinden sonra, nikleozomlar kaybolur ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak
icin diiz kromatin lifler yan yana dizilirler. Gekirdek uzar ve yogunlasir, manset kaudal
yénde gbc eder. Olgunlasma, cekirdek yodunlasip, manset dagiimaya basladiginda
ve dis yodun lifler tamamen organize oldugunda tamamlanir. Spermiogenezin

olgunlasma asamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi yoktur (1).

2.1.7. SPERMIN YAPISI:

Semen, testisten gelen sivi ve spermlerle birlikte epididimis, duktus defferens,
prostat, vezikula seminalis ve glandula bulbouretralisten gelen salgilar igerir.
Semenin alkali ortami Uretra ve vajendeki asidik durumu nétralize eder. Semenin
icerdigi  prostaglandinler spermlerin  hareketliligini  kolaylastirirken,  zigotun
implantasyonunu da kolaylastirir.

Bir sperm bas, boyun ve kuyruk bélgesinden olusur. Toplam uzunlugu yaklasik
60 um kadar olan spermnun bas bdélgesinin boyu 3-5 um, eni 2-3 um dir. Esas gérevi;
DNA materyalini tasimak ve korumak olan bas bodlgesi, lizozomal organelin
bulundugu akrozom, déllenmek Uzere oosite yapistigi kisim olan ekvator bdlgesi ve

akrozom sonrasi bolgeyi icerir.
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2.1.7.1. Bag Bélgesi:

Akrozom: Gekirdegin Ugte ikisini kaplar. Plazma zarinin hemen altinda bulunan
akrozom zari arkaya dogru ilerler, orada bir katlanti yapip tekrar én tarafa gelir. Bu
paralel gibi duran iki zar arasinda birgok hidrolitik enzimin paketlenmis olarak
bekledigi yer olan akrozomal matriks bulunur. Buradaki esas iki enzim hyaluronidaz
ve akrozindir. Akrozin, proakrozin adi verilen inaktif zimojenlerde tutulan tripsin
benzeri bir proteinazdir. Akrozin; zonayi pargalayarak spermin gegmesini saglar.
Spermin icerdigi diger zimojen sperminojendir. Bu enzimler akrozom reaksiyonunda

salgilanirlar.

Olgun spermde akrozom bashginin arka sinirinda ekvator bdlgesi bulunur.
Déllenmeden 6nce, akrozom reaksiyonu ve akrozomal basin kaybindan sonra dis
akrozomal zarin oolemmaya baglanmasi 6n akrozom ile ekvator bdlgesi arasindaki
bdlgeden olur. Buraya komsu akrozom zarinda elektron yogun madde birikimi vardir
ve elektron mikroskobunda pentalaminer bir gérinime neden olur. Akrozomun bas
kismindaki zengin enzimler bu bdlgede yoktur. Ekvator bdlgesi vimentinden
zengindir.

Peri-niikleer madde: Akrozomun altinda onu ¢ekirdekten ayiran ince tabakaya
perinikleer madde denir. Disulfit koprileriyle saglamlastiriimis bu madde, akrozomla
nikleus arasinda sert bir yapi olup kesintisiz bir tabaka yaparak ¢ekirdegin Gzerini
kaplar. Akrozomun arkasindaki bu madde, post akrozom kilifini olusturur.

Cekirdek: Spermin DNA'sI arginin ve sisteinden zengin olduk¢a bazik proteinler
olan protaminlerle bir kompleks halinde bulunur. Sistein miktari nedeniyle distilfit
garpraz baglari fazladir. Bu, gekirdege saglamhk ve dayanikhlik kazandinr. Gekirdek
haploid sayida kromozom icerir ve oosite girmeden ve protaminler ayrilmadan DNA

aktive olamaz.

Son halka ve bazal plaka: Kuyrugu bas bdlgesinden ayiran yapidir. Burada
cekirdek zari porlara sahiptir. Bu bdlge de elekironca yogun bir maddenin
olusturdugu bazal plaka yer alir.
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Sitoplazmik artik: Baglayici-orta parca c¢evresinde iginde ribozomlar ve
mitokondrilerin bulundugu sitoplazmik artik kalabilir. Maturasyonu bozulan sperm
spermiogenezin son evresinde fazla sitoplazma artigini atamaz. Bu sperm morfoloji
defekti TESE yapilan hastalarin spermlerinde en sik gortilen bozuklukturdur. Bu
defektin neticesinde sperm normalden daha fazla ROS yapar ve oksidatif stres
belirtileri verir (10).

Akrozom reaksiyonu ve 6n akrozomal bélge: Akrozom 6n kismini érten plazma
zarinin iki 6nemli gbrevi vardir. Birincisi zona pellusidaya baglanma, ikincisi akrozom

reaksiyonunu baslatmak icin dig akrozom zariyla birlesmedir.

Zonayla birlesme muhtemelen zar glikokaliksinde bulunan karmagsik
glikokonjugatlarla saglanir ve lektin baglayarak fonksiyel hale geger. Hicre zar, dig
akrozom zariyla kaynagir ve akrozom reaksiyonu baglar. Akrozom reaksiyonu doért

asamada gerceklesir:

1. Matrikste dekondanzasyon ve sisme ile dis akrozom zarinda dalga benzeri

gOrandm

2. Plazma zar ve dig akrozom zari arasinda noktasal kaynasmalar ,

3. Her iki zarda pencerelenme ve deliklenmeler

4. Akrozom yuzeyinde hibrid vezikiller meydana gelir.

2.1.7.2. Boyun Bélgesi:

Uzunlugu yaklasik 0,3 pm olup, yapisinda segmentli kolonlardan olusan
baglanti parcasi ve proksimal sentriol bulunur. Proksimalde iki ¢ift bélinmas sGtun, 2

major ve 2 mindr stitun yapmak Uzere bas alt kisminda birlesirler.

Distalde ise her sttun birbiri Uzerine ¢aprazlasir ve orta par¢cada dig yodun
liflerle birlesir. Bu sutunlarin gorevi; boyun bdlgesine esneklik kazandirmak ve bazal
plaka baglantisinda gerilim yaratmadan biktlmeyi saglamaktir.
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Distal sentriyol ise spermiogenezin ileri evrelerinde ortadan kalkmaktadir.
Bunlar aksonemin olusumu sirasinda énemli bir rol oynar. Proksimal sentriyol 9 adet

acli dis mikrotUbdl igerir. Ortada ise mikrotlbul gifti yoktur.
2.1.7.3. Kuyruk Bélgesi:

Enerji Gretimi ve hareketlilikten sorumlu oldukga gelismis bir bdlgedir. insan
sperminin kuyrugu orta parga, esas parga, son parcga olarak tge ayrilir.

Aksonem: Aksiyel filamanlar tim kuyruk boyunca uzanarak 4 parcayi da gecer
ve kuyrugun motor parcasi olarak gorev yapar. Aksonemin yerlesimi Okaryotik
hicrelerdeki silia gibi 9+2 dizenlemesine uyar. 9 dis c¢ift mikrotlbUl yapisi ve ortada
bir ¢ift mikrotibdlden olusur. Digtaki her tlblle saat yéninde bir numara verilir ve
birincisi genelde ortadaki cifte paralel planda yer alandir. Digardaki her ¢ift A ve B alt
birimlerinden olusur. A tam ve kesintisiz bir mikrotibll yapisina sahipken, B
kesitlerde C harfi seklinde kargimiza ¢ikan eksik bir mikrotiibul yapisina sahiptir. Bu
alt birim serbest uglarinda A tibaline baglanmigtir. Bu mikrotbudllerin ana yapisinda
tibdlin proteini bulunur. Tdbdlin - molekdlleri protofilamanlari olusturmak (Gzere
siralanmiglardir. Protofilamanlar da yan yana dizilip mikrottbdl duvarini olustururlar.
A mikro tibulinde ve ortadaki merkezi tibdlllerde 13 adet protofilaman varken, B
tib0lG 10 adet protofilamandan olusur. Tubulin de kendi iginde a ve 3 olmak lUzere 2
formdadir.

Her A tObllinden yan taraftaki ¢iftin B tObdlline dogru bir ¢ift uzanti ¢ikar.
Bunlar birbirinden 24 nm uzakliktadir ve konumlarina gbére i¢c ve dis olarak
adlandirilirlar. Kollarin ana bilesimi bir Ca-Mg bagimli ATPaz izomeri protein olan
dyneindir. Bu dynein kollari bir mikrotibdl c¢iftinin yandaki Gzerinden kaydirma
hareketi yaparak kuyrugun hareket etmesini saglar. Bu mekanizma kas
kasilmasindakine benzetilebilir. Bu kollarin yoklugu Kartagener Sendromuna neden

olur.

Her 9 dis ¢ift, komsu ciftlerle bir protein araciligiyla baglanir. Bu protein
neksindir. 96 nm uzunluktadirlar ve elastik yapilariyla aksonemin simetrisini korur.
Ortadaki mikrotubul ciftleri ¢evrelerinde merkezi bir kilif olustururlar ve bu kiliftan
distaki her A tibdline 1ginsal uzantilar génderirler.
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Dis yogun lifler: Omurgal hayvanlarin spermlerinin aksonemleri ayri bir
yardimci yapiyla c¢evrelenmistir. Her mikrotibdl ciftinin dis kisminda bélinmas
sttunlarin distalinden baslayip esas parca icinde sona eren dig yogdun lifler bulunur.
Her lifin kesintili bir korteksi ve yogun bir medullasi bulunmaktadir. Korteksin kesintili
oldugu kisim mikrotibul ciftlerinin bulundugu yize kadar gelir. Medulla sisteinden
zengin keratin benzeri protein ve yaygin disUlfit gapraz baglar igerir.

Dis yogun liflerin boylari kuyruk boyunca esit degildir. insanda esas parcanin
%60'Ina kadar uzanirlar ve 3 kisma ayrilir:

1. 2 kisa lif: 3 ve 8 numaralilar (6-8 um),
2. 3 orta boylu lif: 2, 4 ve 7 numaralilar (17-21 um),
3. 4 uzun lif: 1,5,6,9 numaralar (31-35 um).

Lifler kontraktil proteinler icermez ancak ATPaz aktiviteleri ve Ca baglama
Ozellikleri vardir. Bu liflerin ileri derece kaybinda esas parcanin egdriligi meydana
gelmektedir. Bu da kuyrugun sertliginde rolii olabilecegi disiindiirmektedir. insan
spermi diger turlere gbre daha kisa dis yogun lifler icerir ve daha esnek bir kuyruga

sahiptir.

Orta parga: 3,5 um uzunlugundadir. Orta parganin en énemli 6zelligi tire 6zgin
sayida mitokondriyonun arka arkaya dizildigi mitokondri kilifinin varhgidir. Bu kilif
sarmal bi¢ciminde aksonemin ¢evresini sarar. Bu sarmalin 11-15 dénguisi vardir ve
her dénemece ortalama 2 mitokondri denk gelir. Spermin mitokondriyonu diger
hiicrelerin mitokondriyonunda daha saglam bir dis zar icerir. Bu da, ozmotik
degisikliklere ve deterjan etkilerine direng saglar. i¢ zarlar enerji Uretiminden

sorumludur.

Esas parca: En uzun parca ¢api yaklagik 0,5 pm ve uzunlugu 40 pm’ dir. Esas
parca yapisinda aksonem, aksonemi cevreleyen kalin dis fibriller, fibréz kilf ve
plazma membrani bulunur. Kilif 2 adet periferik sutun igerir. Bu iki situn yarim daire
seklindeki fibréz kilifla sanlir. Fibréz kihf siki bir sekilde bir araya gelmis
filamanlardan olusur. insanda 50 nm kalinlikta ve birbirlerinden 10-20 nm uzaktadir.

Uzunlamasina sutunlar 2 kiguk dig yogun lifleri (3 ve 8'i) kaplar ve birlesir. Fibr6z
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kilif, distlfit baglarindan zengin yapisiyla siki ve oldukg¢a dayanikli bir bélgedir. Fibroz

kilif kuyuk hareketlerini kisitlar ve kontrol eder.

Son parca: Fibréz kilifin distal ucundan sonra son pargca baslar. 3 pum
uzunlugundadir. Kuyrugun son kismina 5-7 ym. kahln fibriller ve fibréz tabaka
kaybolur. Bu bélgede aksonemin mikrotiibliler yapisi sona erer. Once dynein kollari
yok olur, daha sonra merkezdeki mikrottbdl ciftleri kaybolur ve distaki ciftlerin ikisi
ortaya hareket ederken kalan 7 si onlarin etrafini sarar. Bu sirada B tabdlleri de

acilarak kaybolur. Kuyrugun ucuna gelindikge tim mikrotUbdl yapisi sonlanir (30).

2.2.  APOPITOZ (ProGRAMLI HUCRE OLUME)

Son yillarda histopatoloji, genetik ve molekiler biyolojide yapilan yogun
calismalar batin hucrelerin  kendilerini  Oldirecek bir genetik dizenede sahip
oldugunu ortaya koymustur. Bu dizenek yeni hiicreler olugurken varolan hiicrelerin
bir kisminin élimuyle korunmaktadir. Hicre 6lumuandn iki tipi vardir, bunlar apopitoz
ve nekrozdur (31,32). Her ikisinde de c¢esitli biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu
hiicre 6limU meydana gelir (33).

Hucrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6lum 1842 yilinda Vogt
tarafindan tanimlanmigtir. ‘Programlanmis hiicre 61Um0’ terimi olarak ilk kez 1965
yilinda ‘Apopitoz’ terimi ise 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan kullaniimistir
(34). Apopitoz, eski Yunanca'da "sonbaharda yaprak dokimi" anlamina gelen "apo-
TOE-sis" 'den kéken alir (35). Programlanmis hlcre 6lima, hlcre intihari, fizyolojik
hucre 6lUmU apopitoz ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir (36,37,38).

Apopitoz ve mitoz dokuda surekli bir denge halindedir Belirli bir dokuda hticre
proliferasyonu mitozla, o dokuda olmasi gereken hiicre sayisi da apopitoz ile
belirlenir (36,39).

Wyllie, 1980 yilinda apopitotik hicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini
yaparak, hicrede DNA butinldginin kalmadigini, apopitotik hicre i¢in karakteristik

olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olugtugunu gdéstermistir (40).

1993 yilinda Cohen timus hcrelerinin direkt olarak apopitozu segmedigini,

hicre 6limdne neden olacak genleri olusturarak hicreleri apopitoze yénlendirdigini
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bildirmistir(41). Bdylece apopitozun genetik olarak kontrol edilen fizyolojik

mekanizmalarla regtle edilen bir hiicre 6lumu oldugunu ortaya ¢ikarmistir (42).

2.2.1. APOPITOZ MODELI

Caenorhabditis elegans isimli nematod Uzerinde apopitozun genetik ve
molekiler mekanizmalarinin anlagiimasinda oldukga yardimci olmustur (43,44).
Caenorhabditis elegans toprakta yasayan, mikroskopik (~1mm) bir nematod

(yuvarlak solucan) tartdur.

Caenorhabditis elegans ile ilgili ¢alismalar apopitozun birbirini izleyen dort

evresi oldugunu géstermistir:

1. Hucreyi intihara g6tiren hiicre i¢i veya hlicre digl uyariima,

2. Apopitotik hiicrelerin diger hicreler tarafindan ortadan kaldiriimasi,
3. Hducre ici proteazlarin aktivasyonu ile hiicrelerin élduriimesi,

4. Apopitotik hicre parcaciklarinin lizozomlar iginde yikimi( 45)

2.2.2. APOPITOZUN GORULDUGU OLAYLAR

Apopitoz organizmanin bazi doku ve hicrelerinde surekli olmakta ve d6mar boyu
devam etmektedir. Ginde yaklagik bir milyon hiicre apopitoza ugrayarak olir ve
yerine yeni hicreler yapilir. Bu hizda bir hiicre 6limi ve yeniden yapimi bir insanin
vucut agirhginin her 24 ayda bir yenilenmesi anlamina gelir (46). Bu anlamda
apopitoz spesifik bir uyarana maruz kalan hicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi
dizenleyici bir cevaptir (39). Apopitozlu hicreler saglikli doku icinde dagiimis sekilde
bulunur (37). Apopitozun goruldigu belli bash olaylar sunlardir:

2.2.2.1. FizvoLoJik OLAYLAR

1. Embriyogenez ve metamorfoz strecinde programli hiicre yikimi ki bunlara érnek
olarak; fetus implantasyonu, organogenezis ve gelisim strecinde Muller ve Wolf
kanallarinin involisyonu, kalp gibi bazi i¢ organlarin limenlerinin olusmasi

gosterilebilir (47)
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. Yetigkinlerde hormona badimh menstriel siklusta endometriyum hacrelerinin
yikimi, menopozda folikil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra meme

bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda (48).

. Vertebralarin néron gelisimi sirasinda néron hicrelerinin %50 azalmasi sirasinda
(49) ve aksonlari hedeflerine ulasmayan ndéronlarin  ortadan kaldirilarak

ndronlarla hedef organlar arasindaki baglanti hatalarinin kaldiriimasinda (50),

. Surekli  proliferasyon  gbsteren  hicre gruplarinda hiicre  sayisinin

dengelenmesinde (barsak kripta epitelieri) (37,41)

. Immun sistemin diizenlenmesinde, intratimik T hiicrelerinin gelisiminde, T
lenfositlerinin ~ kontrolinde, mattdr T lenfositlerinin  antijene  bagiml
dizenlenmesinde, immatir B lenfositlerinin gelisiminde, self reaktif B hlcrelerinin

yok edilmesinde (48)

. Derideki keratinositlerin, yuzeye gbé¢ ederek epidermisin en Ust tabakasi olan

stratum korneumu olusturmasinda. (51,52)

2.2.2.2. PATOLOJIK OLAYLAR
. Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofide (kastrasyon sonrasi prostat atrofisi,

glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (36,39).
. Sitotoksik T hicreleri ile olusturulan hiicre 6limU (otoimmun hastaliklar) (42).
. Her t0rli neoplastik olugsumda; hem bluyime hem gerileme déneminde (37).

. Hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apopitoz
gorulir. Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon,
hafif travma, hafif hipoksi gdsterilebilir (36).

. Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi
sikhikla pankreas ve bébrek tibdllerinde oldugu gibi) (38).

2.2.3. APOPITOZUN HASTALIKLARLA OLAN ILISKISI

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apopitoz yoluyla hicre 6limUinin

artmasi ya da azalmasinin kanser, otoimmun bozukluklar, viral infeksiyonlar,
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norodejeneratif hastaliklar gibi bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi
gOsterilmistir (33,53) (Tablo 1).

Tablo 1 Apopitoz ile hastaliklarin iligkisi

Apopitozun Aktivasyonu ile Apopitozun inhibisyonu ile
iligkili Hastaliklar iligkili Hastaliklar
Otoimmun bozukluklar:
Norodejeneratif hastaliklar: | Sistemik lupus eritamatozus, immun

Alzheimer hastal@i, Parkinson hastaligl, |iliskili glomerulonefritler, akut ve kronik
Amyotrofik lateral skleroz, Retinitis|renal yetmezlik, Diabetik néropati ve
pigmentoza, Serebellar dejenerasyon polikistk  bdébrek  hastahdi,  Greft

rejeksiyonu

_ _ Kanser: Folikiler lenfoma P53
Iskemik hasarlar: Myokard _
. L. . . mutasyonlariyla  olugan  karsinomlar,
infarktdsd, inme, Reperflizyon 5 L .
. Hormon bagimh  timorler, Akciger
hasan,beyin hasari . . _
kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

_ Viral infeksiyonlar: Herpes virus,
AiDS
Poliovirus, Adenovirus

Miyelodisplazik sendromlar:
Apilastik anemi

Toksik nedenli karaciger hasari

2.2.4. APOPITOZ- NEKROZ

Kerr, fizyolojik olarak o6len hucrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin
parcalarini gézlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olay! bdzisme
nekrozu olarak adlandirmigtir. Apopitoz, hicrede yarattigi degisikliklerle nekrozun bir
parcasiymis gibi algilansa da nekrozda hulcre siser, mitokondri genisler, organeller
¢6zlndr, plazma zarn yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona

neden olur. Apopitoz sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz.
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Apopitozun gergeklesmesi igin yiksek ATP seviyelerine ihtiyag vardir. Hlcre
ici ATP seviyesi hicrenin apoptitoz veya nekroz ile Olecegine ydn verir. Bu da
mitokondrinin énemini apopitozun erken fazinda goésterir. Eger hicre ciddi olarak
yaralanirsa apopitotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile
Olecektir (35). Apopitoz hlcre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok
eder. Bu olay nikleer buzilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (36, 39).
Nekroz sirasinda DNA hucre bitinligid bozulmadan énce parcalanir. Bu da hlicre
6limUndn geg bulgusu olan post litik DNA parcalanmasidir. Apopitozda mitokondri

tarafindan sitoplazmaya sitokrom-c gibi bircok madde salinir.

2.2.5. APOPITOZ MEKANIZMALARI
Hucrenin apopitotik olarak uyarildigi ve programlanmig hiicre 6limin0 baslatan

iki temel mekanizma belirlenmistir.
1)Hlcre digi (eksternal ) sinyallerle apopitoz mekanizmasi.
2) Hucre ici (internal) sinyallerle apopitoz mekanizmasi.

Apopitozun dis yolu Tumér Nekroz Faktér (TNF) ailesi hicre ylzey
reseptdrlerinin ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir (Sekil 1).

Ekstrensek intrensek

" ) L1l mmmmmz@m ‘ﬂﬂ]’ﬁfﬂmﬂﬂ I mmmmmmrmﬁ

ER stress

<

Sekil 1 Apopitoz Mekanizmasi
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2.2.5.1.  HUCRE Digi (EKSTRENSEK) SINYALLERLE APOPITOZ

Hucre 6lumUnd dizenleyen mekanizmalarin belki de en iyi anlagiimis érnegi
sitokine bagh dis apopitoz yoludur. TNF-a, TNF ile iligkili apopitoz uyarici ligantlar
(TRAIL) ve Fas ligantlari bazi malign ve normal hlcrelerde kendilerine 6zgi
reseptorlerle birleserek O6lime neden olurlar. TNF ailesi reseptorler (TNF-
R1/CD120a,TNF-R2,DR3/Wsl1/Tramp,DR4/Trail-R1, DR5/Trail-R2, CAR-1) ve Fas
(CD95/APO1) reseptdru belli bir aminoasit dizilimi ve homolojiyi paylasir (56,57)
(tablo 2) .

Tablo 2 TNRF Siper Ailesi

Sitoplazmik kisimlarinda o6lim Sitoplazmik kisimlarinda olim
bélgesi bulunanlar bélgesi bulunmayanlar

TNF-R1 TNF-R2

FAS (CD95, APO-1) CD30

DR3 CD40

TRAIL-R2 (DR5)

TRAIL-R1 (DR4, APO-2)

DR6

Bu proteinlerin hicre digi kisimlari ligant baglanmasi i¢in  dnemlidir.
Sitoplazmik kisimlarinda kismen korunmus olan bir 6lim bélgesi (DD) bulunur. Bu
bolgeler sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglanarak apopitozun basladigi yerlerdir.
Ligandlar baglandiginda 3 Timér Nekroz Faktér Reseptéri (TNFR) ya da Fas
molekili kompleks olusturur. TNFR ve Fas trimerlerinin sitoplazmik bdlimleri
sirasiyla TNFR’e baglh 6lim bolgesi (TRADD) ve Fas’a baglh o6lum bdlgesi
(FADD/Mort-1) denen adaptér proteinlere baglanir. Bu proteinlerin hem DD hem de
proteazlarin 6lim olusturan kisimlarina (DED) baglanan bdlgesi vardir. Reseptérlerin
sitoplazmik kisimlari, adaptdr proteinler ve proteazlar "Olim{ Baslatan Sinyalleme
Kompleksi (DISC)" denen yapiyi olustururlar. (58,59) (Sekil1). Normalde "Olim
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Boélgesi Susturucusu (SODD) olarak bilinen proteiniyle uyariimamis reseptérlerin
sitoplazmik DD uglari maskelenerek reseptoérlerin kendi kendilerine sinyal Gretmeleri
Onlenir. Reseptérin uyariimasiyla SODD 6lim ucundan ayrilarak DED iceren

adapt6érin baglanmasina izin verir (57,60).

TNFR sinyalleme kompleksi en az 3 degisik etkinlik gdsteren islev
aktivasyonuna yol agar. Bunlar:

1. C-Jun N-ucu Kinaz (JNK) aktivasyonu
2. Cekirdek Kappa B Faktoért (NF-kB) aktivasyonu

3. Apopitozun uyariimasi

TNF-a etkisini TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorleri Gzerinden gdsterir. TNFR1'in
uyariimasiyla sitoplazmik bélgeye baglanan TRADD adaptéri aslinda reseptérle
etkilenen protein (RIP), FADD ve TRAF2 proteinlerinin baglanmasina aracilik eder.
TNF-R2 reseptdrt 6nce TNF Reseptoru ile iligkili faktor 2'ye (TRAF2), bu protein de
TRAF1’e baglanir (56). TNFR tarafindan apopitozun baslatilmasi i¢cin TRADD ve
FADD gerekirken JNK ve NF-kB aktivasyonu TRADD, TRAF2 ve RIP ile olur. JNK ve
NF-kB aktivasyonu apopitoz uyariminda yer almaz hatta apopitozdan koruyucu yanit
olusturabilir (61) (sekil 2).

CDo5L TRAIL
APO3L TNF APOAL APO-2L

.'IMHMHI.’IM’.JIJJHLMHIJI.TH i

Tl

[T

Démm Etki alani

Olim effektér
etki alant

Kaspaz8/10 Kaspaz8/10 Kaspaz 8110 Kaspaz8/10

Sekil 2 TNFR super ailesi
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2.2.5.2. HUCRE I¢I (INTRENSEK ) APOPITOZ

Apopitozun yaygin yolu olan i¢ yol hliicrenin kendi iginden, sitotoksik ilaglar gibi
hasar yapici ajanlarla baslar ve i¢ yoldaki apopitotik sinyal iletiminde mitokondri
tarafindan gercgeklesir (58).

2.2.5.2.1. MITOKONDRI/ SITOKROM-C YOLUYLA APOPITOZ
Mitokondri hlcre igin enerji Uretimi ve yaslanmada rol oynar. Mitokondri
apopitozda sitoplazmaya gecerek 6lim programini aktive eden birka¢ faktor salar.
Bunlar sitokrom ¢ ve dogal bir faktdr olan apopitozu uyaran faktér (AIF) dir. B 16semi
hucresi/ 2 (Bcl-2) bu faktérlerin sitoplazmaya salinimi énlemektedir (62).

AIF canl hicrede i¢ ve dis mitokondriyal membran arasinda bulunur, bakteriyel
ferredoksin ya da NADH oksidorediktazlarina benzerlik gbsteren ve cekirdek
tarafindan kodlanan, proteaz &zelliginde olan 57 kDa'lik bir flavoproteindir. AlF
sitoplazmik faktdrler yoklugunda apopitotik cekirdek dedisikliklerini baslatir ve
kaspazi aktive eder (62).

Sitokrom ¢ mitokondriyal elektron iletim sisteminin énemli bir pargasidir.
Normalde mitokondrinin i¢ ve dis membrani arasindaki bélgede bulunur. Salinimi
Bcl-2 proteinler tarafindan dizenlenen ve kaspazlarin aktivasyonunda gerekli bir
kofaktoérdir. dATP (ya da ATP) ve sitoplazmik faktér Apaf-1 (C.elegansta Ced-4'Un
memelideki karsil@i) ile birlikte sitoplazmaya salinimi 6nce Kaspaz-9'u sonra da
Kaspaz-3'U aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar (63). Apaf-1
proteinin kaspazla etkilesme aktivasyonu igin gereken bilinen tek mekanizma
sitokrom-c’dir (64,65).

2.2.5.2.2. ENDOPLAZMIK RETIKULUM ARACILI APOPITOZ
OLUSTURULMASI
Son zamanlarda amiloid (B nérotoksisitesine katkida bulunan kaspaz 12'ye
bagimli endoplazmik retikulum aracili apopitotik yol tarif edilmistir (66,67). Bu yol
mitokondrial/sitokrom-c ve 6lim reseptdr aracili apopitozdan farkli bir yoldur. ER,
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
birgok surecte kritik 56neme sahiptir (67).
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2.2.6. APOPITOZ REGULATORLERI

Kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p53, apopitoz baskilayici faktor (IAP), protein aileleri
apopitoz regulatérleridir .

2.2.6.1. KASPAZLAR

Proteazlarin hucre élimunde iki 6nemli gérevi vardir.
1. Ozel hiicre béliimlerinde olusan 8lim sinyallerinin iletimi

2. Aktivasyon ve inaktivasyonla sonuglanan cok sayida hicresel protein

parcalanmasi.

Serin proteaz ailesi baslatma sirecinde rol alirken sistein proteaz ailesi 6lim
olayinda islevseldir (68).

Kaspazlari (Caspases) tek bir sistein proteaz ailesi olusturur (64,69). Bu yol
Bcl2 ailesi ve IAP ailesi gibi hicre 6lim karsiti proteinler tarafindan ters ydnde
etkilenir. insanda 11 degisik kaspaz belirlenmistir (70). Kaspazlar prekirsér (inaktif)
zimojen olarak Uretilir. Katalitik (p10 ve p20 alt Uniteleri) bélge ve N-ucunda
baglanma bdlgesi (prodomain) bulunur. Aktiflesmeleri igin proteolizle C-ucundaki
aspartik asit kalintilarinin ayrilmasi gerekir. Aktif kaspaz iki p10 ve iki p20 alt Unitesi
iceren ve iki aktif bdlgesi olan bir heterotetramerdir (Tablo 3). Aktif bdlge sistein ve
histidin uclari boylk alt Gnitede, substrattaki aspartatlara baglanarak parcalanmayi
olusturan arginin uglarn ise kiglk alt Unitede bulunur. Kaspazlar aspartat
bdlgelerinden substratlarini parcaladigindan ve kendileri de aspartat bdélgelerinin

parcalanmasiyla aktiflestiklerinden proteolitik bir selale olusturma potansiyelindedir.

meo__ gt — &
MR TE e ‘ LD AP

Prokazspaz Adaptér aracili yakin Aktif kaspaz
ve trans proteolizis

Sekil 3 Prokaspazin Aktif Kaspaza Dénisimu
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Yapi ve fonksiyonlarina gére 3 gruba ayrilirlar (70) (Tablo 3) ;

1. Baslica lenfokin yapiminda bulunan kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE), Kaspaz-4,
Kaspaz-5, Kaspaz-11, Kaspaz-12, Kaspaz-13 ve Kaspaz- 14. Fakat
Kaspaz-1 ve Kaspaz- 4 apopitozda da rol oynar ;

2. Cesitli hGicresel proteinleri pargalayan ve kicuk bir baglanma bdlgeleri olan
kaspazlar: Kaspaz-3, Kaspaz-6 ve Kaspaz-7. Bunlara sonuclandirici
(effektdr) kaspazlar da denilir;

3. Sinyal iletiminde yer alan aktivasyon kaspazlar: Kaspaz-2, Kaspaz-8,

Kaspaz-9 ve Kaspaz-10. Baglatici (initiatdr) kaspazlar denilen bu
kaspazlarin uzun bir baglanma bélgesi vardir. Bu bélgeler CARD ve DED

olarak bilinir. Bu uclara baglanacak 6zel molekuller yoluyla aktive olurlar.

Tablo 3 Kaspaz Ailesi

Baslica lenfokin yapiminda | Sonuclandirici(effektor) | Baslatici (initiator)
bulunan kaspazlar kaspazlar kaspazlar
Kaspaz-1 (ICE) Kaspaz-3 (CPP32/Yama) | Kaspaz-2,
Kaspaz-4 Kaspaz- 6 Kaspaz8(FLICE/MACH)
Kaspaz-5 Kaspaz-7 Kaspaz-9
Kaspaz-11 Kaspaz-10
Kaspaz-12
Kaspaz-13
Kaspaz- 14
2.2.6.2. BcL-2 AILESI PROTEINLERI

1985’de ilk kez B hicreli lenfomada t (14;18) kromozomal translokasyonunda
kesfedilen proteindir. insanlarda gorilen kanserlerin yarisinda anormal yiiksek
dlzeylerde veya hatali Bcl-2 proteini yapimi vardir. Bcl-2 ailesi apopitotik kaskadin
(71,72).

mitokondridir ve Bcl-2 guUgli bir 6lim

kontrolinde en 6nemli Bcl-2 ailesi proteinlerinin  etki
(72).

engellemede rol oynar.

gruptur yeri

inhibitéradar Antioksidan yolda
Bcl-2 mitokondri

membrani disinda, endoplazmik retikulum ve nikleer membranlarda bulunur. Bcl- 2

mitokondriden sitokrom-c salinimini

ayrica Raf 1 ve kalsindrine baglanir (72).
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insanda en az 17 Bcl-2 ailesi iiyesi bulunur. Bcl-2 ailesi proteinler birkag a-

heliks yumagini igeren benzer protein yapisindadir. Bunlar 4’e kadar numaralanan

Bcl-2’ye benzer (BH) bdlgesidir. Bel-2 ile ilgili proteinler yapisal ve fonksiyonlarina

gbre 3 grupta toplanir (73,74) :

1.

Bcl-2 alt grubu; Bcl-2, Bcl-XL ve Bcl-w'den olusur, dort bélgeleri (BH1,
BH2, BH3, BH4) kuvvetli benzerlik gdsterir. Hepsinin antiapopitotik
aktivitesi vardir. Proteinin C ucunda zara tutunma bdlgesi vardir ve

mitokondri membraninda bulunur.

Bax alt grubu ; Bax ve Bak'dan olugur. BH1, BH2 ve BH3 bdlgelerinde Bcl-
2'yve benzerlik gosterirler ve hepsi proapopitotiktir. Yapi olarak bazi
bakteriyel toksinlerin por olusturan proteinlerine benzerlik gdsterirler ve
kismen hucre igi zarlarda bulunan mitokondri, endoplazmik retikulum ve
cekirdek zarlarinda kanallar olusturma yetenekleri vardir. Bax, tipki difteri
toksini gibi endozomal/lizozomal zarlarda mRNA ¢evirimini (translasyon)
baskilayan adenozin 5'-difosfat ribozile edici polipeptit A alt Gnitesinin
sitoplazmaya gecmesini saglayacak buydklikte kanallar olusturarak
hicreyi 6ldardr;

Bik alt grubu proapopitotik Bik, Bid ve Bim'den olusur. Bunlara yalniz
BH3bdlgeleri Bcl-2’ye benzerlik gésterdigi icin BH3 proteinler de denir.
Belirgin  Ozellikleri heterodimerler yapmalarn ve bdylece eslerinin

aktivitelerinin diizenlenmesini saglamalaridir.

Bcl-2 Protein Ailesi

[Eci-Z sub ailesi: MNormal mitokondr inner meambranndaki Ands apoptotils faktorler |

_ BHa, BHI B BHZ____ Th | Bcl-2,
i o Bol-Xy AT,
reseptir bSlges=si Bl Ml

rBax sulr allesi: Mermal mitokondrl Inner membranmnda Pro apoptotik faktérler ]

EH3 B BHz_ Ta |

Bao,
Bak. Bok

IEade ce BH3 sub ailesi:Mormal sitoplazmadaki Pro apoptotik faktSrler |

EH3 A Bid

EHS T | Bim,
Bk, Bad,
© e, Hrl
Ligand z“,r e

balgesi Puma

BH: Bcl-2 homolog bdlgesi

AR T T S 0 (O 5 SR oo 2IETY ey unar lanmg

Sekil 4 BCL-2 Ailesi

34



2.2.6.3. P53 VE ORTAK PROTEINLER

Apopitozun diger duzenleyicilerinden birisi de p53’ddr. Baslangicta bir
onkoprotein olarak belirlenmesine ragmen yabanil (wild) p53 proteininin 6zellikle
DNA hasarlanmasina yanit olarak hicre 8lumunt baglatici islev gérdigu kesinlik
kazanmistir. 393 aminoasitli bir proteindir. Ug fonksiyonel bdlgesi vardir: N-ucunda
asidik transaktivasyon bdlgesi, merkezinde DNA’ya baglanan bdlge ve C-ucunda

tetramerizasyon bdélgesi.

Pek ¢ok hlicresel proteine baglanan ve gen ekspresyonunda yer alan yabanil
p53, cevresel sartlara ve hicresel duruma gére hicre déngisinin kontroli, DNA
tamiri ve sentezi, hlcre farklilasmasi, genomik sekillenme ve programli hicre
6limunde goérev alir (75,76). DNA hasarlanmasi olan normal hicrelerde p53 protein
dlzeyinde belirgin bir artisla hicre doéngustd G1'de bloke olur. Blyldmenin
durmasindan sonra DNA onarimi, hiicre DNA' sinin ¢ogaldigi S fazina gegcmeden
6nce tamamlanir. Genom hasari blydk boyutlarda ise hicre programli hicre
6limune girer (77,78). p53 proteini, genomu dénusturicu etkisi olan mutasyonlardan
temizlenene kadar hicrenin S fazina gecisini engelledigi i¢in "genom gardiyani”
olarak tanimlanir. p53 proteininin etkinligi gendeki degisikliklerle, kopyalama sonrasi
fosforilasyon degisikligi ile, hicresel ya da viral diger proteinlerle etkilesmesi ile
etkilenebilir. Mdm-2 denilen bir hiicresel proto-onkogeni p53 proteinine baglanarak
kompleks olusturur. Yuksek Mdm-2 konsantrasyonlari p53 proteininin gen kopyalama

aktivitesini 6nleyerek onun timor baskilayici islevini inaktive eder (79-80).

2.2.6.4. |IAP AILESI PROTEINLERI

Anti-apopitotik protein ailesinden apopitozis protein inhibitérleri omurgal ve
omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar programlanmis hicre 6lUmUnin negatif
dizenleyicileridir. Bazi memeli homologlari; XIAP, clAP1, clAP2, NAIP, Bruce,
Survivin, plAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu hiicre 6limini Kaspaz-3,
Kaspaz-7 ve Kaspaz-9'a direkt olarak baglanip onlar inhibe ederek gerceklestirirler
(66). Apopitozis protein inhibitérleri kaspazlari 6lum reseptdrleri ve mitokondrial yol ile
inhibe ederler (66,81).
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2.2.7. APOPITOTIK HUCREDE GOZLENEN MORFOLOJIK VE
BIYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER

2.2.7.1. MORFOLOJIK DEGISIKLIKLER
22.7.1.1. Yiizey Organellerinin Kaybi

Apopitoza ugrayan htcrenin komsu hicrelerle iligkisi kesilir. Hlcre ylzeyindeki
mikrovillisler ve diger hlcrelerle yaptiklar 6zel baglar ortadan kalkar, hlicre ylzeyi
yuvarlaklagir (40, 82).

22.7.1.2. Hlicre Bliziilmesi

Apopitotik hiicre komsu hlcreye gére daha kliclik ve sitoplazmasi daha
yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hlcre organelleri yapilarini korur
(67). Sitoplazma yogunlugu arttigi icin organeller kalabalik gértnlr. Hlcre zar
saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gbézlenmez
(40,42, 82).

2.2.7.1.3. Kromatin Yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik cekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek apopitozda
odak noktasidir. Hlcreden hicreye degdismekle birlikte genellikle cekirdek bulzusgtr
(41,82). Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya toplanir.
Cekirdek porlari secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiglk
cekirdek parcalarina boélindr. Cekirdekcik genigler ve grandlleri kaba granller
halinde dagilir (40,42, 82).

2.2.7.14. Sitoplazmik Baloncuklar Ve Apopitotik Cisimlerin Olugmasi

Hicrede 6nce ylzeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilari
sitoplazma parcgaciklarn iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan
zarla saril apopitotik cisimlere dénusur (42,82). Apopitoz igin morfolojik degisimler
hicre blztlmesi, kromatin yogunlagsmasi, hiicre membran tomurcuklanmasi olurken
fosfotidilserin aciga c¢ikar. Saglikli hiicrelerde plazma membraninin icinde bulunan
fosfotidilserin apopitotik hicrelerde plazma membraninin dis yizinde bulunur ve

fagositik hiicreler igin sinyal gérevi gorur (71).
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2.2.7.2. BIYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER
Sonlandirici kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve gekirdek icinde

hedef proteinleri yikarlar.
22.7.2.1. DNA Kiriklarinin Olusumu

Hedef proteinlerden biri olan DNA, endonlkleaz ile ¢apraz bad yapan bir
proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endonilkleazi serbestlestirirler. Cekirdek
icine giren Ca++ Mg++ bagimli endonlkleaz, DNA kiriklari olugturur. Kiriklar
nukleozomlarin arasindan mono veya oligonikleozomal olarak meydana gelir. 180

baz cifti ve katlar seklinde kirilma olugur (83).
2.2.7.2.2. Hiicre Iskeletinin Yikilmasi

Kaspazlarin aktiflestirdigi  bir bagka protein ise hicre iskeletinin ana
bilesenlerinden olan aktini yikan proteindir. Aktin filamanlarinin yikimi ile hicre

normal seklini kaybeder (83).
22.7.2.8. Hiicre Membrani Degigiklikleri

Kaspazlarin etkisiyle hlcre zarinin asimetrisi bozulur. Plazma zarinin i¢
yuzindeki fosfatidilserin yer degistirerek zarin dis yuzine yerlesir. Ayrica bazi
apopitotik htcreler hiicre zarlarinda thrompospondin adli adheziv bir glikoprotein ve
bazi hicrelerin adhezyon molekdlleri (ICAM 3)’i igerirler. Bu membran degisiklikleri
apopitotik hicrelerin cevre fagositler tarafindan fark edilip fagositozlarini saglarken,
transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde olusan capraz baglanmalar

membranlarin parcalanmasini ve apopitotik cisimlerin olusmasini saglarlar (84).

Hucreler 6zellesmis yapilarini ve diger hlcrelerle olan temas ylzeylerini
kaybederler. Su kaybederek kigulip bazlslrler. Sitoplazmanin yogunlastigi ve
organellerin birbirine yaklastigi g6zlenir.

22.7.24. Fagositoz:

Apopitotik cisimler gcevredeki parenkim hucreleri ve fagositler tarafindan fagosite

edilerek dokulardan temizlenirler (84).
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2.2.8. APOPITOZUN SAPTANMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

GUndmUzde apopitozun saptanmasinda bircok yeni teknik ve ydntem
uygulanmaktadir. Cogunlukla bu ydntemler morfoloji, immudnohistokimyasal ve
biyokimyasal yontemlerdir. Bunlarin disinda DNA mikroassay ve flowsitometride

yaygin olarak apopitozun saptanmasinda kullaniima baslanmistir.
2.2.8.1. MORFOLOJIK YONTEMLER

2.2.8.1.1. Isik MIKROSKOBU
Hematoksilen boyasi ile hem hicre kiltiri calismalarinda hem de doku
takiplerinde kullanilir. Apopitotik hiicre tespitinde uygulanan ilk metodlardan biridir.
Bunun nedeni ise pratik ve maliyetin az olusudur. Hematoksilen boyamada, kromatini
hematoksilen boyar apopitotik htcreler nukleus morfolojisine gére degerlendirilir.

Apopitoza 6zgl degisiklikler iyi bir boyama yapilmig ise sdyle gorulebilir :
1. Hudcre kigllmesi "cell shrinkage", veya
2. Sitoplazmik kiicllme "cytoplasmic shrinkage”,
3. Kromatinin kondanse olmasi "nuclear condensation" ve
4. Nukleus zarinin periferinde toplanmasi,

5. Nukleusun kugllmesi "pyknosis" veya pargalara bdélinmesi "nuclear

fragmentation"

Bir diger boya ise Gimsa boyasidir. Boyama sonrasi nukleus morfolojisi esas
alinarak apopitotik hlcreler taninir. Sitoplazma sinirlari hematoksilen boyamaya gére
daha iyi secilebilmektedir fakat hematoksilen boyamaya belirgin bir GstinlGga yoktur
(46).

2.2.8.1.2. FLORESAN MIKROSKOBU
Floresan boyalar hdcrenin  kromatinindeki DNA'ya baglanabildiklerinden,
nukleusu goérindr hale getirirler. Cansiz hiicre ile yasayan hicrenin ayrimina eger
hicre kdltard calismasinda kullanilirlarsa olanak tanir. Fakat hematoksilen ya da
Giemsa boyamanin kullanildigi 6rneklerde hicrelerin tamami ydéntemin prensibi

geregi zaten 6lmektedir. Canli ve 60 hlcre ayrimini yapabilmek igin, bu hicreleri
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boyayabilen Hoechst boyasi ile birlikte 60 hicreleri boyayabilen propidium iyodir

beraber kullanilir.

Bu ybdntemlerde canlligin belirleyicisi, hicrenin plazma membraninin (hicre
zarinin) intakt olup olmadigidir. Membrani intakt olan (canh) hulcreler propidium
iyodur gibi sadece membran butinligt bozulmus (614) hicreleri boyayan bir boya ile
boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 610 veya canli tim hucrelere girebilen boyalar
ise ortamdaki tim htcreleri boyayarak 6li veya canli hicre ayrimina olanak saglar.
Bu sekilde boyanan hucreler bir floresan mikreskobu ile taninabilir. Bu yéntemle
hicrelerin 6lG ya da canli oldugu anlasilabilir ama 6lU hicrelerin apopitozisle veya
nekrozisle 6lup dlmediklerinin ayrimi hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus

morfolojisine bakilarak yapilabilir ( 46).

2.2.8.1.3. FAZ—- KONTRAST MIKROSKOBU

Bu tlr mikroskop sadece hcrelerin kiltir ortaminda, "flask" veya "plate"lerde
blyutildigd calismalarda, hicreyi veya hicre toplulugunu incelemek amaciyla

kullanilir.

2.2.8.1.4. ELEKTRON MIKROSKOBU

Apopitozda en degerli yontem ("gold standard") elektron mikroskobu ile
degerlendirme olarak dusunulmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru sekilde
belirlendigi yontemdir. Ayrica ultrastriktirel olarakta ince yapida hicrede
mitokondrinin durumu, hlicre zar ya da nukleus membraninin bittnlGgunin bozulup
bozulmadidi gibi yapilar incelenebilir. Elektron mikroskobu caligsmalarinda, nukleus
fragmantasyonu acikga goérulebilir, apopitotik hicrede, normal hlcreyle
kiyaslandiginda sitoplazmik kigulme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu
izlenebilmektedir (46).

2.2.8.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER:

228.2.1. TUNEL Yédntemi:

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. Parafin bloklar, donmus

kesitler, kultard yapiimis solisyon halindeki veya "plate"lere ekilmis, ya da lameller
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Uzerinde buyUtdimus hlcrelerde apopitozun varligi bu metodla saptanabilir (Sekil 5)

In situ nick translation In situ end labeling (TUNEL)
(template dependent) (template independent)
- ick
/ 3 3

+ Terminal polymerase
+ X-dNTP ( m)

3

| + Terminal transferase
+ X-dNTP ( m)

R A

| 1 H[I I]

| il
5

Sekil 5 TUNEL

22822

Anneksin V Yéntemi:

Normal hucrelerde hicre membran yapisindaki lipitlerden olan fosfatidilserin

(PS) sitoplazmik ylzde bulunur. Eger hlicre apopitoza ugrarsa PS molekulleri hiicre
membraninda i¢ taraftan dis tarafa dogru yer degistirirler. PS'lerin dig yilze
translokasyonu, FITC gibi floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak
g6rindr hale getirilir. Annexin V 35-36 kD agirliginda Ca2+ bagdimh, fosfolipit
baglayici bir proteindir ve PS icin ylksek afiniteye sahiptir. Bdylece apopitotik
hicreler saptanmis olur. Annexin V yéntemi hem floresan mikroskobuyla hem de flow

sitometri ile kullanilabilir ( Sekil 6).

Annexin V
problan

Tely —

Plazma

Siteplazma

% Fosfotidilserin

Sitoplazma

Sekil 6 Anneksin V

2.2.8.23.

Kaspaz Yéntemi:

Bu yéntem icin 6nceden dokunun Kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da

¢alisilan dokuda apopitoza yol agan ajanin Kaspaz-3'0 kirip kirmadiginin bilinmesi
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gerekir Kaspaz-3 yontemi ile sadece apopitotik hlcrelerde olusan aktif Kaspaz-3
belirlenebilir (46).

2.2.8.2.4. M30 Yéntemi:

M30 yénteminde apopitotik hlicreler sitokeralin

CYTOKERATIN-18

18'in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu ortaya b

i 1

cikan yeni antijenik bélgenin immiinohistokimyasal - Sl -
138 I8
yéntemle boyanmasi prensibine gére belirlenir. | T T e

Fakat yanlzca sitokeratin 18'i eksprese eden

epitelyal kaynakh dokularda kullaniimasi
Sekil 7 M30
mUmkindir. Apopitoza gidecek olan bir hicrenin
erken evrede gobsteriimesi ise son yillarda tanimlanan M30 fare monoklonal

antikorlari ile yapilan imman enzim kopru teknidi ile olabilmektedir (85,86) (Sekil7).
2.28.25. ELISA:

ELISA ile gerek Kkultird yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek mdmkinddr. Ayni sekilde M30

dizeylerinin 6lcimU de mUmkuandar.
2.2.8.2.6. Flourimetrik Yéntem:

Kaltarh yapiimis hicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yéntemdir. Bu ydntemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu "plate"lere hicre
lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekdulleri tutulur, ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya c¢ikan floresanin siddeti
fluorimetre ile élcllerek kaspaz aktivitesi saptanir (46).

2.2.8.3. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Hucrelerde apopitoza yol acan bir tek mekanizma olmamakla birlikte pek ¢ok
hiicre tipinde erken apopitozda sitoplazmada iyonize kalsiyumun arttidi izlenmigtir
(87). Apopitozda en 6nemli biyokimyasal olay endojen endonlkleaz enziminin
aktivasyonu ile DNA’nin kirilmasidir. Bu enzim Ca ve Mg bagimli oldugundan

aktivasyonu igin hicre igi kalsiyumun artmasi gerekmektedir. Enzim DNA’y1 200 baz

41



ciftik parcalara ayirarak kirilmalar olusturur ve jel elektroforezinde merdiven

paterninin olusmasina yol agar (88) .

2.2.8.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA kiriklarinin  gdosterildigi
biyokimyasal ~ bir  y&ntemdir. Endontieaz -@@
Apopitozda DNA, 180 baz cifti ve l . f
bunun katlarina karsilik gelen _@
noktalardan (internukleozomal \\\Imnm )Nl’.’lkleozom @ 0
bélgelerden) kirildigi icin merdiven | Kor histon m

g6rintist "ladder pattern" olusur. Sekil 8 Agaroz Jel Elekiroforezi
Bu bulgu apopitoz icin
karakteristiktir. Nekrozda gérilmediginden apopitozu nekrozisten ayirmada faydali

yéntemlerden biridir.
2.2.8.3.2. "Western" Blotting:

Bu metot yardimiyla apopitoza 6zgl bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. Bcl-2) ya da kirilip kinlmadiklarinin (6rn. Kaspaz-3) saptanmasi
muimkandur. Sitokrom c'nin sitoplazmaya ¢ikip ¢ikmadigr da bu metotla belirlenebilir.
Yalniz, sitokrom c tespitinde 6nce altfraksiyonlama yapilarak hicrelerin mitokondriyal
ve sitoplazmik fraksiyonlar aynlir. Ardindan, normalde sitoptazmik fraksiyonda
bulunmasi beklenmeyen sitokrom c'nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde

hucrelerin apopitoza gittikleri anlasilir (46).

2.2.8.4. DIGER YONTEMLER
2.2.84.1. "DNA Microarrays"

DNA "microarray" teknolojisi hentz ¢ok yeni ve ¢ok pahali bir ydntemdir. Fakat,
yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bicimde degistirme iddiasi tagiyan bu
teknoloji ile ayni anda ve kisa bir sure iginde yUzlerce hatta binlerce genin
ekspresyon derecelerinin . mRNA'larinin tespiti mUmkin olabilecektir. Bdylece,
apopitoza 6zgU hicre ylzey O6lim reseptoérlerinin ekspresyon durumlari hakkinda
genis bilgi edinme olanagi dogacaktir (46).
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2.2.8.4.2. "Flow" Sitometri:

Florasan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak "Flow" sitometri denen
cihazda apopitozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylzey proteininin
saptanmasi mumkindir. Avantajlari; apopitotik hlicreler kolayca belirlenebilir, uzun
zaman almaz, kantitatif sonug¢ verir, ortalama 5000-10,000 hiicre sayilir ve kullanigli
bir ydntemdir.

Genel olarak apopitoz tespitinde Annexin V , sadece nekrotik hiicreleri boyayan
bagska bir probla muamele edilebilir.Bu sekilde hem apopitotik hem de nekrotik
hucreler ayri ayn tespit edilmis olur.Genelde bu madde propidium iyodurdr.

a.Floresan bir madde olan propidium iyoddr kullanilarak
b.Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayar islemleri kullanilarak hlcre boyutu ile icerdigi
DNA miktar kiyaslanir, azalan DNA miktarinin da apopitozdan oldugu, apopitotik
hiicre populasyonu tayin edilir. ikincisinde, floresan mikroskobuyla uzun zaman alan
sayma iglemi saniyeler iginde yapilarak sonug alinir (46).

2.2.9. SPERMATOGENEZDE APOPITOZUN ROLU

Disi ve erkek gonadlarin normal gelisimi esnasinda hicre 6lum0 olmaktadir.
Ovaryan foliklllerin % 901 hayatin erken déneminde apopitoza ugrar ve bu
foliklllerin atilmasi kadinlarin tGreme doneminde de Onemlidir. Erkeklerde ise
testisteki germ hicrelerinin % 75’i apopitoza ugrar ve bu mekanizma ile bozuk germ

hicreleri yok edilmis olur.

Normal spermatogenez icinde, hicre gelisimi ve farklilanmasina ilave olarak
germ htcre 6limU de gorilir ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar. Sinka ve
arkadaslari tarafindan normal spermatogenez sirasinda olan spontan hiicre 61imu ve
gonadotropik destegin kesilmesi ile skrotumda sicaklik artisina bagl hizlanmis germ
hiucre o6limUndn apopitoz  yoluyla oldugu g0sterilmistir  (89). Apopitoz,
spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli hicre
6limune yol agar (90). Germ hicrelerindeki bu 6lim spermin normal gelisimi igin
mutlaka gereklidir(91). Kerr tarafindan yapilan bir ¢calismada testiste devamli olarak
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spontan apopitozun gerceklestigi bildirilmistir (92). Testiste, defektif germ hlcrelerinin
yok edilmesine ybnelik bu islemde erkek germ hicrelerinin % 75'i apopitoza maruz
kalir (93). Sperm apopitozu ve sperm DNA’sinda hasar erkek infertilitesinin
potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilir. Apopitoz ile ortaya ¢ikan germ hlcre
kaybi, spermatogenez sirasinda olugur ve p53, p21, Kaspaz, Bc1-2 ve Fas
dlzeylerinle degisik yollarla saptanabilmektedir (94,95,96). Spermiyogram sonuglari
normal olan 6érneklerde Fas ekspresyonlu sperm sayisi dusuktir fakat anormal
parametreli 6rneklerde ylksek bulunmustur (97).

Gorczyca ve arkadaslari 1993 yilinda, anormal sperm hicrelerinde somatik
hucrelerin apopitozu igin karakteristik olan DNA zincir kiriklarini ve DNA in-situ
denatlrasyonunda anlamli artisini géstermiglerdir. Bu ¢alismalar somatik hlcrelerde
DNA hasarina yol agan endojen endonukleaz aktivitesinin, reprodiktif tedavilerde

hasarli germ hlcrelerinin elenmesinden sorumlu oldugunu gdstermektedir (98).

Testislerde sperm yapimi ve mattrasyonu Sertoli hlicrelerinin destegi altinda
gerceklesir. Ancak bu olayin saglikli sirebilmesi, Sertoli hicrelerinin sayisi ile
spermatogonyum sayisi arasindaki belirli orana baghdir. CUnk( zaten c¢ogdalma
kapasitesi olmayan Sertoli hucreleri sadece belirli sayidaki spermatogonyumlari
destekleyebilir. Yani, mayoz bdlinmeye girecek spermatogonyum sayisi sinirhdir.
Eger spermatogonyum sayisi, Sertoli hlicrelerinin destek kapasitesini agarsa, fazla
hucreler apopitoz ile pargalanir (99).

Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel
kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, i1si artisinin oldugu olgularda testislerde olusan
programli hucre 6limlerinde artma bulunabilir (100,101,102,103,104).

Bazi calismalarda germ hicrelerinin apopitozunda testosteronun da etkili
oldugu bildiriimistir (105). Spermatogenez sirasinda apopitozun baslatiimasinda
etken bir baska faktdér ise germ hicreleri ve l6kositlerden kaynaklanan ROS yapimi
ve miktaridir(106,107). insan spermi ile yapilan ¢ok sayidaki ¢calismada hiicre 6limi
ile ROS (iretimi arasinda siki iliski bulundugu vurgulanmistir (108,109). inflamasyon

hicreleri salgiladiklar sitokinler ile apopitozu baslatabilir (110).
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Spermatogenezde testikller germ hilicre apopitozun hormonal kontrol altinda
gerceklestigi bildirilmistir (103,104). Hipofizektomize immatir ratlarda hem germinal
hem de somatik hlicrelerde apopitozun ortaya c¢iktigi ve bu olgularda FSH ya da
insan karyonik gonadotropin hormonu (Human Chorionic Gonadotropine Hormone,
hCG) tedavileri ile bu yodun programlanmis hicre O6liminin engellebildigi
gOsterilmigtir (101,104).

Ayrica, gonadotropin ya da testesteron eksikligi disinda matirasyon arresti ve

hipospermatogeneze yol acan tim klinik durumlarda da apopitoz gértlebilir(111).

Seminifer tabul epitelinin 1s1, radyasyon veya soguk gibi faktdrlere olan
duyarlihgr da germ hadcrelerinin programlanmis hdcre 6élimlerini artiran diger bir
faktordlr (112). Sonugta, testikiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimilanlarin varliginda
fizyolojik olmayan dizeyde apopitoz gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde

bozulma ve infertilite olusabilir (42, 45,113).

Glander ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaptidi calismada ejakulattaki apopitotik
sperm yuzdesi ile motilite arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gdéstermislerdir.
Buna karsi Oosterhuis ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptidi calismada ise
apopitotik hUcrelerle sperm motilite ve konsantrasyonu arasinda negatif bir
korelasyon saptamiglardir. Bu farkli sonuglarin farkli yéontem kullanimindan, farkl
hasta popullasyonundan veya daha biyUk olasilikla ¢alismalardan birinin semen ile

yapiimasindan kaynaklanabilecegi distinilimektedir (114,115).

Bir baska arastirmada ise 2006 yilinda yayinlanan Perticarari ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢alismalarinda Syto16 ve 7-amino-actinomycin-D (7-AAD)
kombinasyonu ile uygulanan multiparametrik flow sitometrinin sperm apopitozunu

degerlendirmede oldukg¢a duyarli bir yéntem oldugunu savunmaktadir (116).

Aziz ve arkadaglarinin 2007 yilindaki bir galismada ejakilat spermindeki
apoptosis ile sperm morfoloji, sperm deformite indeksi (SDI) arasindaki iligkiyi
belirlemektedir. SDI apopitotik grup ve yogunluk farki ile ayrilan spermlerdekine gére
anlamli olarak digtk bulunmustur (117).

Son galismalar, apopitozun normal spermatogenez sirasinda germ hicre

6limUnin mekanizmasinin altinda yatan nedenlerden biri olup insanlari da kapsayan
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pek cok memeli tiriinde spermatogenezi dizenleyen dnemli mekanizmalardan biri
oldugunu gOstermektedir (114,118.119). Apopitoz yodun olarak testiste
spermatogonyumlarda, spermatositlerde ve spermatidlerde incelenmis ve pek cok
apopitotik faktor tanimlanmistir. Ancak ejakilat sperminde apopitoz Gzerine yapilan
arastirmalar tartismalidir (103,105,118,120,121,122).

2.3. KRiYOPREZERVASYON:

Bilimsel ve modern anlamda canl hiicre dondurma calismalari, 1949 yilinda
Polge ve arkadaslarinin gliseroliin soguk sokuna karsi koruma saglayici 6zelligini
bulmasindan sonra baslamistir. ilk dondurulan hiicre sperm olmustur. Bu anlamda,
kriyobiyoloji hiicre, doku, organ ve organizmalarin dondurulmasini inceleyen bilim
dah olarak énemini artirmig ve dondurulup ¢6zilen hucrenin fizyolojik ve fonksiyonel
6zelliklerinin daha iyi anlagilmasi, kriyobiyolojiyi yonlendirmistir (123,124 ).

Déllenmenin baslamasi ile birlikte hayati olaylar biyolojik bir saatin ritmine
uygun bir sekilde iglemeye baslar. Kriyoprezervasyon biyolojik saati durdurarak bu

isleyise bir midahale imkani saglamistir (125).

Kriyoprezervasyondaki amag¢, c¢ok disuk sicaklikta canlh bir hlcre veya
dokunun, minimum hasarla ve fonksiyon kaybi olmaksizin uzun streli saklanmasidir
(126).

2.3.1. KRIYOPREZERVASYON ASAMALARI:

Kriyoprezervasyonda bes 6nemli asama bulunur.

1. Suyun kristalizasyonundan kaynaklanabilecek hicresel hasari azaltan

kriyoprotektanlarla olan ilk etkilesim
2. Sifir derecenin altindaki sicakliklara kadar dondurma
3. Saklama
4. Gbzme

5. Dilisyon ve kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi, fizyolojik

mikrogcevreye geri donus ve ileri gelisim olarak siniflandirilabilir.
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Bu asamalar arasinda en kritik olani; baglangi¢c fazindan disik sicakliklara inis
dénemi ve fizyolojik ortama geri dénlstir. DlsUk sicakliklara ulastiktan sonra bu

sicaklik — 196 Cdir. Bu sicaklikta gegcen zamanin canlilik Gzerine etkisi yoktur (127).

2.3.2. KRIYOBIYOLOJININ TEMELLERI

Sivi nitrojen -196°C de su, kristal formda bulunur ve tim kimyasal
reaksiyonlarda inhibe olur. Bu da hicresel faaliyetlerin durmasina neden olur.
Dondurma sureci hlcrelerdeki bazi kimyasal olaylarin yavaslamasina ya da
durmasina yol agarken bazilarinin da hizlanmasini saglayabilmektedir. Hicrelerin
hayatta kalmay! basarmalari asin disik sicakliklara dayanma becerilerinden ¢ok;
donma ve i1sinmada iki kez gegmek zorunda olduklari, élimcdl olarak kabul edilen,
ara bolge sicakliklarindaki sag kalmlarina baghdir (-15°C ila -60°C). -196°C lik
sicaklik, 1siya bagmli suren higbir reaksiyonun c¢alismasina izin vermez. Bu
sicakliklarda varolan tek sey fiziksel hal, camsi ve kristalli partikillerdir. Ayrica
-196°C' de kimyasal reaksiyonlar icin yeterli termal enerji yoktur (127).

—196°C'deki donmus sulu dizeneklerde olusabilecek tek reaksiyon iyonize
radyasyon ve kozmik iginlarin direkt etkisiyle meydana gelen serbest radikallerin
olusumu ve makromolekillerde kirik olusumu gibi fotofiziksel olaylardir. Bu kadar
disUk sicakliklarda enzimatik tamir mekanizmalari ¢alisamayacagindan ¢ok uzun
stre gecirilse bile bu iyonlagsmalar zararli ve geri dénisimstz DNA kiriklarina yol
acabilir. Kdiltdrdeki memeli hlcrelerinin %63 'Gnun 6limine yol agan iyonize
radyasyon dozu 200-400 rad' dir. Dinyadan yayilan radyasyon dozunun yilda 0.1 md
oldugu g6z 6niine alindiginda -196°C'de korunan tipik memeli hiicre popllasyonun,
bu oranda bir hasara ugramasi icin 2,000 ila 4,000 yil ge¢cmesi gerekmektedir. Bu
oransal hesaplamanin yani sira; -196°C' de hiicre saklama yodntemlerinde
kromozomal veya genetik degisikliklerin ortaya ¢iktigini gdsteren bir kanit yoktur.
Bununla ilgili bir calismada ise 8 hucreli fare embriyolarina 2000 yilina esdeger
radyasyon verilmig, buna ragmen ne embriyoner canllik azalmis ne de dogumda

herhangi bir anomali olmustur. (128)
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2.3.3. KRIYOPREZERVASYONDA BASARIYI ETKILEYEN ETMENLER

2.3.3.1. DONDURMA VE COzZME HIZLARININ KONTROLU

Sogutma hizi artikga hicre ici buz olusumu da artacaktir. Hicre hacmi ve
membran kompozisyonlarina gdére kullanilan kriyoprotektanlardan bagimsiz her
hucrenin optimum bir sogutma hizi vardir. Hicre i¢inde buz olugturmayacak en hizli
sogutmaya, "optimum sogutma hizi" denir. Bununla beraber ¢ok cesitli hiicre tipleri
icin birgok optimum sogutma hizi tanimlanmustir. in vitro fertilizasyon igin énemli olan
bazi hicreler igin ise hala acgik, optimum bir deger ortaya konulamamistir. Donma
sirasinda hdcrelerin hipertonik durumlara karsi gésterdigi tepki birgcok etkene baghdir.

Bunlarin en énemlileri sunlardir:

. Hucrenin hacmi (V) ve ylzey alani (A)
. Suya karsi plazma membran gecirgenliginin yeterliligi (Lp)

1
2

3. Kriyoprotektanlarin aktivasyon enerijisi (E)
4. Kriyoprotektanin tipi ve konsantrasyonu
5

Sogutma hizi (B)

Ornegin, spermlerde yiizey alani/hacim orani embriyo/oosite gdére daha
yUksektir ve daha yilksek su gecirgenlik katsayisi s6éz konusu oldugundan asiri
soguk durumlara daha hizli ulasmak mimkunduir. Sodutma hizinin hiicre ¢apiyla da
iligkisi vardir. Hicre capindaki artis sogutma hizinda bir azalmaya ihtiya¢ duyar. Bu
nedenle oositlerin dondurulmasinda ¢ok daha duguk hizlarda olmaktadir (126).

Hlcrede meydana gelen fiziksel olaylar soguma hiziyla yakindan iliskilidir. Eger
soguma yeterince yavas olursa, hlcre, icindeki suyu ekzosmozis ile hizlica kaybeder
bdylece hicre i¢i ve disi ortamlar kimyasal potansiyeller agisindan bir dengeye
ulasacaktir. Sonugta hiicre dehidrate olacak ve intraselller olarak donmayacaktir.
Ancak, eger hlcre ¢ok hizli sogutulursa dengeye ulagsmak icin suyunu yeterince hizl
kaybedemeyecek; gittikce asir soguyan hicre icinde denge, intraselller donma ile

saglanacaktir. Hicre ici buz olusumu hicrenin 6limine neden olabilmektedir.
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Embriyo ve zigotlardaki en ylksek canlilik oranlari 0,3 °C / dak sogutma hiziyla
elde edilmigtir (127).

2.3.3.2. Buz FORMASYONU

Kriyoprotektif sollisyonlar genellikle -15 °C in altinda buz olustururlar. Bu olay
asiri soguma (supercooling) olarak adlandirilir. Asiri soguma, bir sivinin, sivi fazdan
kati faza gegcmeden normal donma noktasinin altinda bir sicakliga sogumasidir. Bu
yari kararl haldeki sivinin partikdlleri enerjilerini kaybeder ancak kati kristal formuna
gecemezler. Bu sirada eger siviya kicuk bir kristal ile "seeding" yapilirsa kristallesme
olusacak ve sicaklik donma noktasina geri dénecektir. Kristallesme ortamdaki toz
zerrecikleri, mekanik titresim ya da sert ylzeyler ile de indiklenebilir. Asir soguma
olayr atmosferde sikga gorilen bir olaydir. Sivilardaki kristallesmeyi takiben,
donmamis fraksiyondaki fiziksel &zellikler degismekte, kristallesmeden olusan gaz,
ortam viskozitesini arttirmak ve pH’da énemli degisimler yapmaktadir. Kristallesmenin
yarattigi stres faktoér, hicrede ozmotik buzismeye ve polimerizasyona bununla
birlikte membran lipit fazinda degisimlere yol agmaktadir (129, 130).

In vitro fertilizasyonda (IVF) hicreler, embriyolar ve blastosistlerin ortamda
kontrolli bir sekilde buz olusumu basglatmak icin yapilan calismalarda hasara yol
acan sogutma hizlari denemigtir. Dikkatli élcimlerin uygulandigi seri ¢alismalarda
-9°C'nin altinda nikleasyonun baglatildigi érnekler disik hayatta kalma oranlarina
sahipken, -5°C ile -7.5°C arasinda c¢ekirdeklenmenin uyarildigi 6rneklerde hayatta
kalma oraninin daha ylksek oldugu bulunmustur. IVF uygulamalarinda da bu
sogutma hizlari kullaniimaktadir. Orneklerin bulundudu strawlar yada vialler -7°C'ye
kadar sogutulup, termal denge igin bir stire bu sicaklikta tutulur. Daha sonra buz
olusumunu baslatmak igin strawlarin ya da viallerin dig yluzine soguk bir forseps ya
da benzeri bir seyle dokunulur. Straw ya da vial ylzeyinin sicakligi aniden igindeki
sollisyonun erime noktasina kadar ylkselir ve buz yapisi olugur. Tekrar -7 °C'ye
dakikada 2,5 °C'lik bir hizla sogur. Devam eden yavas soguma sirasinda hlcresel
dehidratasyon meydana gelir. -5°C'nin altinda hticreler ve onlari saran ortam hem
asiri soguma ve hem de donma noktasinin bazi koruyucu c¢ozeltiler ile agagi
¢ekilmesi nedeniyle donmamis bir halde bulunur. -5 °C ve -15°C arasinda, hiicre
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disinda kendiliginden ya da uyari ile buz olusumu gerceklesir buna ragmen hcre igi
asiri soguk ama donmamig bir halde kalir. Bunun sebebi, plazma zarinin hicre
icinde buz kristalleri gelisimine engel olmasidir. Hlcre igindeki asiri soguk sivi,
disaridaki yari donuk c¢bzeltiye gére daha yiksek bir kimyasal potansiyele sahiptir.
Aradaki bu potansiyel fark hicre icindeki sivinin disari ¢ikmasina ve digarida
donmasina sebep olmaktadir.

2.3.3.8. KIMYASAL KORUMA

Sicaklik kontroll tek basina dondurma yénteminde hlcre canliligini korumak
icin yeterli degildir. Kriyoprotektan olarak ilk kez sperm dondurmada gliserol
kullanilmis daha sonraki vyillarda ise hucreleri kriyoprezervasyon slrecinde
olusabilecek lezyonlara karsi korumak igin farkli kimyasallar denenmistir.

2.3.4. KRIYOPROTEKTANLAR

Gamet hUcrelerinin  dondurulmasinda kullanilan koruyucu maddeler olan
kriyoprotektanlar, soguk soku ve donma esnasinda gelisen diger hasarlara karsi
koruma saglarlar. Kriyoprotektanlarin koruyucu etkileri, suyla hidrojen baglari
olusturarak, buz kristallerinin boyutlarini ki¢ultmeleriyle ortaya ¢gikmaktadir. Gliserol
ve propanediol, bu isi hidroksil gruplari ile (-OH) yaparken dimetil silfoksit (DMSQO)
ise oksijen atomu sayesinde yapmaktadir. Kriyoprotektanlar medyumun donmadan
kalan kismindaki elektrolit konsantrasyonunu da azaltarak koruyucu etki
gbstermektedirler(131).

Kriyoprotektanlar hlcrenin dondurulmasinda olusan soguk soku zararina,
intrasellller kristal olusumuna, ¢6zUm esnasinda dekristalizasyona ve gelisen
membransel destabilizasyona karsi koruyucu amaglh olarak kullanilir. Genel olarak
koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis fraksiyonu artirarak ve ortamdaki iyon
miktarini azaltarak gosterirler. Hicre, dondurulmadan &nce kriyoprotektanlarla
inkibasyona tabi tutularak, intraselliler bakimdan dengeye gelmesi saglanmaktadir.
Kriyoprotektanlarin en énemli 6zellikleri, disik molekller agirliga sahip olmalar ve
toksik etkilerinin ancak belirli oranlarda katildiklarinda olugmasidir (124,132).

Hlcrelerin  bagariyla  dondurulmasi, plazma membranindan  suyun ve
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kriyoprotektanlarin basit diflizyonunu ve hizl transportunu gerektirir. Son yillarda
membranda transport iglevli protein yapisinda olan su kanallari (aquaporin)
saptanmistir. Bu proteinlerin dondurma sivisina katilmasiyla hicrenin yagsam gicu
artinlmaktadir (133).

Spermdeki membransal yapilar (plazma membrani, dis akrozomal membran ve
mitokondri membrani) ile oosit-embriyo membrani, donma/¢cézinme islemine karsi
son derece duyarlidir. Membran yapilari klasik hicre membrane yapisinda akici
mozaik tarzinda dizenlenmis protein, glikoprotein ve glikolipitlerden yapili iki sirali
fosfolipit katmanindan olusmustur. Bu yapilarin termodinamik 6zellikte ve % 65-70
oraninda doymamig fosfolipitterden (yag asidi) olusmasi, membranlarin
sogutulmalarinin sonucu olarak irreversibl faz degisimine, sivi fazdan jel fazina
gecmesine sebep olmaktadir. (129, 134). Faz degisimleri membran ici enzimlerinin
kinetiginde degisime yol acarak, c¢6zme sonrasi canlihgini azaltmaktadir
(129,135,136).

Kriyoprotektanlar islevsel olarak iki gruba ayriimaktadir.
Permeabl kriyoprotektanlar,
Permeabl olmayan kriyoprotektanlar.

2.3.4.1.  PERMABL (INTERNAL) KRIYOPROTEKTANLAR

Permeabl 6zellige sahip kriyoprotektan olarak, en yaygin kullanilanlari DMSO,
Gliserol, Etilen Glikol ve propilen glikoldir (PROH). Bu kriyoprotektanlarin molekiil
agirliklan sirasiyla 78,13, 92,10, 62,07, 76,10 gramdir.

Bu tdr kriyoprotektanlar etkilerini, hlicre zarindan igeriye girerek ve koligatif( baglasik)
olarak gbstermektedir. Koruyucu etkileri donma esnasinda ortamdaki elektrolit
yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu dizenleyip protein yapilarini korumalari ve
disik sicakliklarin yarattigi ozmotik blUzlUsmeyi azaltmalarn ile olusmaktadir.
Permeabl kriyoprotektanlar bu kristallerinin olusumunu -40 °C kadar dugurebilmekte
ve hlcre solusyonlarin zararli etkilerinden korunabilmektedir. Permeabl

kriyoprotektanlar hlcre icine gecisleri soliisyonun kendi gecis gucl, hlcre ici ve
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disindaki kriyoprotektanlarin konsantrasyon farki i1si ve hlcre yizeyi ile orantihdir.
(126,137138,139,140)

2.3.4.1.1. DMSO (DIMETILSULFOKSIT):

DMSO, kimyasal olarak bir polar kdék etrafinda iki apolar bastan olusan
amfipatik bir bilegiktir. Bu &zellik ona hem sivi hem de organik medyumlarda
¢6zinme imkani saglamaktadir. Hicre dondurma medyumundaki kriyoprotektanlarin
toksisitesini azaltmak igin, hucrelerin kriyoprotektanlara maruz kalma sdresinin
kisaltiimasi ve permeabl 6zelligi olmayan kriyoprotektanlarin kullanimi  gibi
uygulamalar yapiimaktadir (141).

2.3.4.1.2. GLISEROL:

Gliserol, ylksek oranda hidrofilik yapi gdsteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki C/OH oraninin esit olmasi onun spermn Uizerine olan etkisini
artirmaktadir. Gliseroliin toksik etkisi tlre badimhlik g&stermektedir. Hlcrelerde
gliserolin toksik etkisi, membran biyoenerji dengesinde degisiklide ve ozmotik
stresse yol agcmasiyla kendini géstermektedir (130,142 ,143).

2.3.4.1.3. ETILEN GLIKOL:

Etilen glikol su, alkol ve asetonla karigabilen ancak eterde hemen hemen hig
¢6ziinmeyen, renksiz, viskoz ve tatli bir alkoldir. Donma noktasi -13°C, kaynama
noktasi ise 198°C’dir. Bir ¢ok tlrlin spermasinda dondurma - ¢ézme sirasinda olusan
zarara kars! etilen glikol, gliserolle esit oranda etki saglamaktadir.

2.3.4.1.4. AMID TUREVI KRIYOPROTEKTANLAR:

Amid tdrevi kriyoprotektanlar (formamid, dimetilasetamid (DMA vb.) 6zellikle
aygir spermasinin dondurulmasinda gliserole gére daha iyi koruma vermektie ve
daha az kontraseptif 6zellik gdéstermektedir. Sulandiricilara %3,5-5 oraninda
katilmasi, donma zararina karsi etkili olmakta, ¢6ziim sonu parametrelerde iyilesme
saglamaktadir.
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2.3.4.2.  NONPERMEABL (EKSTERNAL) KRIYOPROTEKTANLAR

Eksternal kriyoprotektanlar, membranlarin sivi  ve katyonlara karsi
permeabilitesinde artis yaparak, ozmotik strese karsi hiicre membranlari esnek hale
getirir. Bu olayda c¢c6zme esnasinda hicresel sismeyi engeller. Ayrica, hlcrede
donma-¢6ziime sirasinda gelisen lipit peroksidasyonunu azaltmaya calisirlar.
Permabl kriyoprotektanlara ilave edilen sivilar disik oranda kullaniimakta, buda
internal kriyoprotektanlarin olasi toksik etkilerini osmotik basing farkliliklari
olusturarak azaltmaktadir (144,145). Eksternal kriyoprotektanlar, makromolekuller ve

sakkaritler olarak ikiye ayrilir.

2.3.4.2.1. MAKROMOLEKULLER:

Makromolekdillerinden en ¢ok kullanilanlar gunlardir: Polietilen glikol, ficoll 70,
Bovine serum albumin (BSA), dekstran, mannitol ve polivilinilprolidon’dir. BSA’ nin
lipit peroksidasyon inhibitéri oldugu distntimektedir (139,145, 146).

2.3.4.2.2. SAKKARITLER:

Sakkaritlerden glukoz, siikroz ve disakkaritler sayilabilir. Sakkaritler, lethal etkili
intrasellller kristallesmeyi engellemek icin hlcrede dehidrasyon olustururlar (147,
148). Sekerler donma ve ¢bzme sirasinda olusan membran zararina karsl,
membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girip ylzey artisi saglayarak koruma
saglamaktadir. Cdézme islemi sirasinda da hlcrelerin ozmotik soka girmesini
6nlemektedir (139).

2.3.4.3.  YUMURTA SARISI

Yumurta sarisinda bulunan distk dansiteye sahip fosfolipitler, sperm ylzeyine
baglanir ve hicresel adenilat siklazi aktive ederek kriyoprotektif etki gosterirler (136).
Bircok arastirmada lipozomlardan elde edilen fosfolipitlerin koruyucu etkileri
arastiriimis, tire gére koruyucu etkili fosfolipit kaynaklari saptanmistir. %20 yumurta
aki 56° 1sida 30 dk. inaktive edilerek serum ve gliserol ilave edilip kompleks bir

kriyoprotektan olusturulur (137).
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2.3.4.4.  ANTIFIREEZE PROTEINLER

Antifreeze proteinlerinin farkli molekller agirhda sahip, tripeptit zincirlerden
olusan (g tipi vardir. Bu proteinler disiUk sicakliga sahip sularda (-1,8°C) yasayan
baliklar, bocekler, bakteriler ve bitkilerden izole edilmektedir.

2.3.4.5. DIGER KRIYOPROTEKTIF AJANLAR

Kriyoprotektif ajanlardan soya fasllyesi ekstraklarinin, hlcrenin sogutulmasi
sirasinda membran akiskanhdini azaltarak koruyuculuk sagladigi bildiriimektedir.
(136,149). Ayrica pentoksifylline, kaffeine, sodium nitroprusside, platelet aktivasyon
faktori (platet activating factor, PAF) ve hyaluronik asid’'in spermin ¢6zim sonu
yasamina katki sagladigi bildiriimektedir (150).

2.3.5. KRIYOPREZERVASYON METODLARI

Kriyoprezervasyonda birka¢ ¢esit metod uygulamaktadir.

2.3.5.1.  KLASIK YAVAS DONDURMA

Yavas dondurma tekniginin genellikle embriyo ve oosit dondurulmasinda
kullaniimaktadir ve en c¢ok tercih edilen yéntemdir. Cok sayida modifikasyonu
olmakla birlikte, su basamaklari icermektedir;

1- Kriyoprotektanin eklenmesi

2- Dondurma kaplarinin igine hicrelerin yerlestiriimesi

3- Kaplarin dondurma makinesine alinmasi

4- Kristalizasyonun (seeding) uyariimasi

5- Yavas sogutma

6- Sivi nitrojen iginde saklama

7- Orneklerin ¢dziilmesi ve kriyoprotektanin uzaklastiriimasi

Buz olusumunu engellemek ve neden olacagi zarar azaltmak amaciyla énce
hicreler dehidre edilmelidir. Bu amacgla %10-11 civarinda kriyoprotektan iceren
soltsyonlar kullaniimaktadir (151). Kriyoprotektanin eklenmesini takiben, hlcreler bir
dengeleme sirecine birakilirlar ve bu esnada hiicreler, su kaybetmeye baslarlar. Su
kaybinin  nedeni, ekstraseliler ortamin hiperozmotikligi ve hicre zarinin

kriyoprotektana nazaran suya daha gecirgen olmasindan kaynaklanmaktadir. Hicre
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digina su ¢ikigl ve hucre igine kriyoprotektan girisi dengeye ulastiginda hucrenin

blzUsmesi durmaktadir (152).

Dondurma makinesinde 0 °C’nin altindaki sicakliklarda kontrolli olarak buz
olusumunun uyariimasi gerceklesir. Dondurma isleminin yavas yapilmasinin nedeni
bu dengeleme slrecine zaman tanimak igindir. Aksi taktirde, su hicre iginde
donacak ve hlcrenin 6limine neden olacaktir. Seeding islemi uygulandiginda,
plazma membraninin buzdan koruyucu etkisinden dolayi, hiicrenin digindaki ortam,
daha 6nce donmaya baslar. Bu nedenle ekstrasellller sividaki eriyik konsantrasyonu
yukselir. Hucre icindeki ve digindaki kimyasal potansiyel farkina bagli olarak hicre
icindeki su, hicre disina cilkmaya ve burada donmaya baslar. Sitoplazmadaki
sicaklik 0°C’nin altina dismesine ragmen, cesitli eriyikler bulunmasi nedeniyle
donma meydana gelmemektedir (151,153). Donma islemi sirasinda, hlcre iginde
donmadan kalan sivida da eriyiklerin konsantrasyonu hizla ve siddetli derecede
artmaktadir. Ornegin izotonik NaCl sollisyonu -21°C’ye sogutuldugunda tuz
konsantrasyonu 32 kat artar (154). Artan bu elektrolit konsantrasyonu hcre
membranlarinin stabilizasyonunu kaybetmesine neden olur. Gliserol gibi bazi
kriyoprotektanlar, bu etkileri azaltir. Fare oositlerinde yapilan ¢alismalar intraselltler
buz kristallerinin olusumunun meydana gelmemesi igin, su igeriginin %90’ INIn
kaybedilmesi gerektigini gdstermektedir. Oysaki embriyo igin %30’luk bir oran yeterli
olmaktadir (155).

Yavas dondurma tekniginde biyolojik yapilarda iki tip hasar olusma riski vardir.
Bunlardan birisi sogutmanin hizli yapilmasina bagh olarak olugan hicre iginde buz
olusumudur. Digeri ise sogutma c¢ok yavas yapildiginda buz kristallerinin olusumuna
bagli meydana gelen eriyik konsantrasyonunun artmasidir (153). Ayrica ¢ok yavas
sogutma soguk hasarina da neden olabilmektedir. Sogutma oraninin saptanmasinda
3 6nemli faktdr kullanilmaktadir. Bunlar membran yapisi, hicre plazma membraninin
suya ve kriyoprotektana karsi isiya bagdimh gecirgenligi ve ytzey/hacim oranidir
(156). Cogu kriyoprotektan hiicre icine giris hizina karsin, suyun hiicreden ¢ikigi hizi
kadar bir hizla hicre igine giremediklerinden, hiicrede dehidrasyona ve buzismeye

neden olurlar. Bu olay kriyoprotektanin dilusyonu sirasinda tersine dénmektedir.
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Dilusyon medyumundaki su, hicre igine hizla girerken, hicre igindeki kriyoprotektan
ayni hizla cikamamaktadir. Sonugta, hlicrede sisme meydana gelmektedir. Bunu
6nlemek amaciyla dilusyon medyumlarina, hlcre zarini gegcemeyen sukroz
katilmaktadir. Slkroz, suyun hiicre icine girisini yavaslatarak hlcrenin aniden

sismesine ve ozmotik bir sok yasamasina engel olmaktadir (157).

2.3.5.2. ULTRA HizLI DONDURMA

ilk olarak Trounson ve Sjoblom tarafindan uygulanmistir. Hizli dondurma
terimi, kismen dehidre edilmis hicrelerin yaklasik 1250°C/dk hizinda sogutularak
dondurulmasini ifade etmektedir. Bu teknikte, genellikle 2-4,5 M konsantrasyonlarda
hiicre zarini gecebilen Gliserol, propanediol, DMSO veya Etilen gliserol gibi bir
kriyoprotektan ile birlikte hiicre zarini gecemeyen sikroz, laktoz veya galaktoz gibi
kriyoprotektanlar beraber kullaniimaktadir. Otuz saniye ile 3 dakika arasinda kisa bir
dengeleme surecinden sogutulan hlcreler, nitrojen buharina tutulduktan sonra, sivi

nitrojene daldiriimaktadir.

Vitrifikasyonun tersine, bu teknikte ekstrasellller sivida, buz kristalleri olusumu
meydana gelmektedir. Hlcre ici sivida buz olusumu riski bulundugundan diger
tekniklere gbére daha dusuk canlihk oranlari vermektedir. Bu teknik klasik dondurma
ve vitrifikasyon kadar ilgi gérmemigtir (158).

2.3.5.8. VITRIFIKASYON

Vitrifikasyon programli dondurma aletlerinin pahali olmasi ve programlarinin
uzun surmesi nedeniyle gelistirilmis bir tekniktir. Vitrifikasyon tekniginde ise, bir
sivinin donmadan asirt soguma nedeniyle, yogunlugunun c¢ok ylkselmesi
sonucunda, cam benzeri bir hal almasi olarak tanimlanmaktadir. Teknigin en 6nemli
6zelligi, buz kristali olusumunun elimine edilmesidir. Vitrifikasyonun evcil hayvanlarin
embriyolarini dondurmak amaciyla ilk defa kullaniimasindan bu yana, 20 yillik bir
sire gecmisti. Bu olgunun gerceklesebilmesi, ylksek konsantrasyonlarda
kriyoprotektan bir ajana, ylksek sogutma ve isitma oranlarina, intraseliler ve
ekstraseluler kisimlarin egszamanl olarak vitrifiye olmasini gerektirmektedir. Zamanla,
yogunlastiriimis polimerlerin  kriyoprotektan olarak kullanilmasi toksisite riskini

azaltmis, soguma ve Isitma oranlarindaki ciddi artislar, daha az konsantre
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soltsyonlarin kullanimina neden olmus ve hilcrelerdeki soguk hasarinin siddetini
disUrmastar (159,160,161). Bu teknikte ¢ok hizli sogutma yapiimasindan dolay! +15
ile =5 °C arasindaki soguk hasarinin meydana geldigi dereceler c¢abucak
gecilmektedir. Saniyede 107 °C’lik sogutma orani ile su bile vitrifiye edilebilmektedir.
Payetlerin nitrojene daldiriimasi ile 2500 °C/dK’lik bir sogutma orani saglanmaktadir
(161).

Bircok laboratuvar vitrifikasyon ile memeli embriyolarinda iyi bir canlihk orani
ortaya koymustur. Ancak bu yéntem hala deneyseldir ve saydamlastirma icin ihtiyag
duyulan ylUksek seviyede katki maddeleri de potansiyel olarak sitotoksiktir. Yine bu
yontemde Kkarsilagilmasi muhtemel pratik bir sorun da vitrifiye olmus c¢dézeltilerin
devitrifiye olma egilimleri, yani kristallesmeleri ve bdylece depolama ve ¢bzme
islemleri sirasinda canhlik kaybinin ortaya ¢ikabilmesidir.

Basarili bir vitrifikasyon islemi, iyi permeabilite 6zelliklerine sahip disuk
toksisiteli kriyoprotektanlarin kullanimini, kriyoprotektanlarin ortama ilavesini, hiicre
dondurma isleminin disen sicakliklarda yapilmasini ve hicrede olusacak yapi
yikimlarini énlemek icin relaksanlarin kullaniimasini gerektirmektedir(146).

Bu ¢ sik kullanilan kriyoprezervasyon yontemi disinda birkac alternatif yéntem

daha bulunmaktadir.

196 ° C dzerinde saklama yéntemi: Bu konvansiyel yontemde &rnekler, sivi
azota ihtiya¢ duyulmadan —130°C altinda sogutulan buzdolaplari ve dondurucular da
saklanabilir. Fakat -130 C altinda uzun sUreli saklanmalar hicre canhliginda
azalamaya yol acar. Bu ydéntem embriyo ve oosit gibi hlcrelerin saklanmasinda
uygun olmamakla birlikte htcre kayiplarinin ¢ok énemli olmadigi bazi memeli hiicre
kalthrlerinde ve mikrobik stspansiyonlarda kullaniimaktadir (125).

Dondurarak kurutma: Eger memeli hiicrelerde canhlik korunabilseydi en elverigli
yontem olurdu. Bdylece dondurularak depolanmanin getirdigi tGm zorluklar ve
maliyetler asilabilirdi. Bu yéntem demostratif olarak fare spermlerinde kullaniimigtir.

Dondurularak kurutulmus fare spermi bir fare oositine direkt enjeksiyon yapilarak
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normal bir gelisimin elde edilebilecedi goésterilmigtir. Bununla birlikte mayalar ve
bakteriler Gzerindeki arastirmalar bu yéntemin yiksek oranda mutajenik oldugunu ve
saklanma sdresi artikga canliigin azaldigini gdstermistir. Bu etkenler sebebiyle

insanlarda dondurulup kurutulmus spermlerin kullaniimasi engellenmektedir(125).

2.3.6. DONDURMA SIRASINDA HUCREDE MEYDANA GELEBILECEK
DEGISIKLIKLER

Hicre biyokimyasinda, sicakligin degismesine bagli olarak bir takim
degisiklikler meydana gelmektedir. Sicakhdin 37°C den 7°C kadar dismesi ile enzim
reaksiyonlarinda yaklasik olarak 8 kat azalis meydana gelmektedir. Sicakhgin
dismeye devam etmesiyle beraber hlcrenin iginde bulundugu sollsyonlarda da bazi
fiziksel ve kimyasal degisimler meydana gelir.

Hucrelerin dondurulmasinda suyun biyolojik formunun degisimi s6z konusudur.
Yani dondurma, suyun biyolojik olarak kristallesmesi, sekil degistirmesi ile
gerceklesir. Hucrelerin  dondurulma iglemi sirasinda ekstraselliler sollsyon
kendiliginden veya etkime (seeding) ile -5 ila -100°C’ de kristallesir. Ancak
intrasellller ortam hicre membraninin etkisiyle hentiz donmamistir. S6z konusu
olusum sirasinda ekstraselliler suyun buzlasmasi nedeniyle ortamda bulunan
maddelerin yodunlugunda artis olugur. Bu durum kimi kimyasal maddelerin hlcre
icinde ve disinda farkli yogunlukta bulunmalarina yol acar. Meydana gelen farkl yapi
ya da denge nedeniyle bir kisim sivinin hicre disina ¢ikmasi (dehidrasyon) ile bu kez
de hucre iginde bulunan bir kisim erimis maddelerin yogunlugunda ytkselme

meydana gelir ve hicre icerisinde de kristaller olusur (127).
Dondurulma sirasinda hiicrede meydana gelebilecek degisiklikleri siralarsak;

1. Godzuculer ve tuz solusyonlari sivi fakat vizkozitesi yiuksek fazda iken; su, buz
kristallerine donlstr, sivi fazdan kati hale gecer. Sicakhdin dismesi ile
meydana gelen buz kristalleri, i¢ hicre sistemini koruyan hicre

membranlarinda blyUk lezyonlar olusturabilir.

2. Sicakhgdin dismesi sonucu suyun buz kristalleri olusturmasi nedeniyle geride

kalan tuz solusyonlari ektraselliler ortamdaki ¢6ziculik etkilerini gittikgce
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azaltir. Su — tuz — buz kangimi kritalize oldugu anda buna 6tektik noktalari
denir. Tuz bilesenler, 6tektik noktalarina suyun kristallesmesi ile ulagir. Bu
degerler normal kdltiir solusyonlari icin —10°C ile —17°C arasi, sodyum klorid
icin ise —25°C dir. Bu sebeple kriyoprotektif ajanlarin yoklugunda mortalite
artacak, hudcreler yiksek oranlarda pH degisikliklerine ve farkli
konsantrasyonlarda tuzlarin etkisine maruz kalacaktir. Bu durum lipoprotein
denatlrasyonu ve buna bagli olarak membran iginde zorlanmalara neden olur
ve bu da solusyon etkisi olarak agiklanabilir.

3. Dondurma sollsyonu igindeki tuz konsatrasyonunun artmasi ile birlikte hiicre
ozmotik hale gecer ve su kaybeder, bunu takiben pasif dehidratasyon ve
blzisme baslar. Hicre yogdunlugundaki azalmanin ¢ok olmasi hicre
yapisinda geri dénisumslz hasarlara yol acarak hicrenin 6limine sebep

olur.

4. Kriyoinjury : Gametlerdeki sogutma zarari hiperozmotik stres, soguk soku
stresi, ozmotik blzlisme-sisme sonucu olusmaktadir. Hiperozmotik ¢evrenin
yaratiimasinda ortam pH’si, selliler dehidrasyonda artig, hiicre membrani
protein-lipit kompleksinin zayiflamasi 6nemli yer tutar. Donma esnasinda, oosit
ve embriyoda olusan koyu lipit damlaciklarinin soguk soku hasariyla ilgili
oldugu distnllmektedir (162). Gamet ve embriyonun sojuk sokuna maruz
kalmasinda gelisen zararlar, intraselliler dehidrasyon, membran lipit ve
proteinlerinde  destabilizasyon-denatirasyon, hicre ve endoplazmik
retikilimunda ozmotik sisme, plazma membraninda intramembrandz
kimelesme, zona pellusidada fraktir, akrozomal enzimlerin salinimi, soguk
sokuyla spermin sirkiler hareketi ve motilite kaybi, oositlerin IVF kayiplar
olarak siralanabilir (129,130,134). Bunlarin sonucunda, hiicrede apopitozis,
serbest radikal olusumu, ATP sentezinde aksama, fertilite kaybi, polispermi
ve tetraploidi olusmaktadir (151).

2.3.7. OZMOTIK STRES VE OZMOTIK SISME
Donma igleminde etkili en énemli faktér hlicrede olugan ozmotik strestir. Donma
sirasinda hiperozmotik ortam olusmasina ragmen, ¢6zme esnasinda kristalizasyonun

ortadan kalkmasiyla bu ortam azalmaktadir. Ozmotik stres intrasellller ve
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ekstrasellller ortamdaki ozmotik farktan ileri gelmektedir. Bu ozmotik farkhligin
hesaplanmasi, hiicreden hangi oranda suyun uzaklastirimasinda énemlidir. Suyun
uzaklastirlma orani ise dogrudan ortama katilacak kriyoprotektan yogunluguyla
iligkilidir (163). Kriyoprotektanlarin ilavesi ortamin hiperozmotik olmasina, hicre
membranindan igeriye girmesiyle hlcrede dehidrasyonun sekillenmesine neden
olmaktadir. Kriyoprotektanlarin uzaklastiriimasinda htcreler tekrar sismekte ve
isozmotik hacime ulagsmaktadir (164). Bu tekrarlanan degdisimler kritik noktalari
gectiginde, hiperozmosize bagdli, geri dénisimsiz olarak membran yikimi olusur.
Ayrica hiicredeki kuguk porlarin varligi potasyum ve sodyum iyonlarinin girig-¢gikigini
saglayarak, hlcrenin hipoozmotik stress ve kolloidal ozmotik hemolize duyarliligini
artirir.

Mazur ve arkadaslarinin (165) ortaya attigi iki faktér hipotezine gdére; hizli
sogutma zarari, hiicrede sekillenen kristallesmeyle ilgilidir. Yavas sogutma zarari ise
hucrenin kriyoprotektanlara uzun sire maruz kalmasinda ya da asiri blzigmesinde

olusmaktadir.

Hlcreler su icerigine, hacmine, sogutulma duyarliigina ve sitoplazmik
membranin sivi permeabilite katsayisina gore spesifik sogutma oranina sahiptir.
Donma esnasinda gametin su alig-veriginin hesaplanmasi, hicrenin donmaya ve
kriyoprotektanlara karsi ozmotik tepkinin belirlenmesi, lethal etkili intrasellller donma
insidensinin azaltilmasi ve kriyoprotektanlarin optimum katim oranlarinin saptanmasi
bazi membran parametrelerinin belirlenmesine baglidir. Bu parametreler, ozmotik
inaktif hacim, hidrolitik iletkenlik (Lp), eriyik permeabilitesinin aktivasyon enerjisi (Vp)
ve hicre ylzeyi/hacim oranidir (138, 165).

Sonug olarak hicreler soguk sokuna maruz kaldiklarinda membransel ve
ozmotik degisikliklere ugramaktadir. Bu degisiklikler hicrelerin  ¢dzim sonu
yasam/fonksiyonel ©6zelliklerini olumsuz etkilemektedir. Ozellkle gamet ve
embriyolarin soguk soku ve ozmotik zarara karsi ortamlarina kriyoprotektif ajanlarin
katilmasi, ¢6zme sonrasi canliigi ve fertiliteyi optimize etmektedir. Son yillarda
geligtirilen bazi membransel parametreler, kriyoprotektanlarin ortama hangi oranda
katilacaginin belirlenmesinde kullaniimaktadir.
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2.3.8. SPERM KRIYOPREZERVASYONU
Sperm hucreleri dondurularak canli olarak uzun yillar saklanabilir ve

istenildiginde ¢ézillerek yardimci treme tekniklerinde kullanilabilir.

ik hiicre dondurma bankasi 1972 yilnda kurulmustur. Bir yildan fazla siredir
saklanan sperm ile dogan ilk sagliklh bebek 1973 yilinda diinyaya gelmistir. Tyler Tip
Merkezinde 20 yildir saklanmakta olan sperm ile canli bir bebek dogumu 1998

yilinda gerceklesmistir.

Kriyoprezervasyonun yardimci ireme tekniklerinde (YUT) dnemli bir yer
tutmaktadir. Sperm kriyoprezervasyonun kullanim amagclarini siralayacak olursak;
1. Sperm parametreleri normal olup, kemoterapi,radyoterapi gérecek hastalarin
drnekleri alinip saklanmasi
2. Spermatogenezi inhibe edebilecek ilaglarin kullanim éncesinde ejakdlattan
sperm alinip saklanmasi,
3. Testis veya prostat cerrahisi 6ncesinde ejakdlattan sperm alinip saklanmasi
4. Obstriiktif azoospermiden siiphelenilen ve YUT kullaniimasi planlanan
hastalarda 6ncesinde testisin histopatolojisi hakkinda bilgi sahibi olunmasi,
esi hazirlanmamis olan nonobstriktif azoospermik hastalarda testiktler
sperm ekstraksiyon (TESE) ile bulunan spermlerin saklanmasi
5. Azoospermik hastalarda basarili veya basarisiz bir islem sonrasinda istenilen
gebeliklerde cerrahi islemleri tekrarlamamak icin alinan 6rnegin saklanmasi
6. Prepubertal dénemde malignensi sebebiyle kemoterapi yada radyoterapi
7. YUT planlanan hastanin psikojenik faktérler gibi sebepler nedeniyle islem
gunu 6rnek alinma problemi olabilecegdi dustnuliyorsa énceden érnek alinip
saklanmasi
8. Donor sperm bankasi amaciyla alinan semen 6rnegin saklanmasi
alinacaksa testisden 6érnek alinip saklanmasidir.
Spermin degisik olusum evrelerine spesifik kriyopreservasyon yapilabilir.
Sperm testisten c¢iktiktan sonra plazma membran lipid ve proteinlerinde fiziksel ve
kimyasal degisiklikler olur. Degisik maturasyon evresindeki spermler farkli

kriyobiyolojik 6zellikler gdsterirler ve farkl dondurma ¢dézme ydntemi gerekir. Ejakilat
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sperminin dondurma ve ¢bzme sensitivitesi epididimal sperm ve testikiler spermden
daha yUksektir. Kriyoprezervasyon sirasinda sperm hasarlanmasi olabilir. Sperm
motilitesi ve sperm-oosit flzyon kapasitesi azalabilir veya plazma membran lipid
peroksidasyonuna bagli olarak fertilizasyon azalabilir. Bunlarin sebebi serbest

oksijen radikallerinin (hidrojen peroksit vs) tretiminin artmasidir (166).

YUT uygulanmasi sirasinda insan sperminin mekanik strese (pipetleme,
karistirma ve santrifij ) dayanikh olmasi sebebiyle ¢ok problem yasanmaz.
Kriyoprezervasyonda bakteriyel, viral ya da mantar enfeksiyonlari gorulebilir (166).
Sperm dondurmanin sperm motilitesi ve canlihdi Gizerine olumsuz etkisi olabilir. Bunu
6nlemek igin bazi arastirmacilar kiltir ortamina koruyucu olarak askorbik asit,

katalaz, E vitamini vs gibi antioksidanlarin eklenmesini énerirler (167).

Dondurma ¢6zme islemi sirasinda sperminin fertilizasyon kapasitesini azaltan

boyun kiriklari gortlebilir (168). Akrozomal ve plazma membranlarinda sisme ve

parcalanma olabilir (169).

Sperm kriyoprezervasyonu esnasinda dondurma oraninin kontroll ¢gogunlukla
ilkeldir: Numuneler genellikle, sivi nitrojenin Uzerindeki buharin iginde tutulur, bu da,
farkli numunelerin arasinda termal ge¢cmislerde énemli farklarla sonuclanir. Sperm
sayimlari normal oldugu zaman, ortaya ¢ikan érnekler arasi varyasyon ve yagsama
kabiliyeti 6nemli olmayabilir; fakat IVF uygulamasindaki yakin zamandaki bazi
gelismeler canliigi azami dereceye ¢ikarmak igin iyilestiriimis dondurma tekniklerini
kullanmayi zorunlu kilmistir. Uygulamadaki bu degisiklikler ki, bunlar

e ICSInin bulunmasi ve ¢éztlmeden sonra yiksek canliliktaki az sayida
spermin depolanmasi igin artan bir ihtiyacin var oldugu cerrahi sperm toplama
tekniklerinin elverisliligi

e Dondrlere yapilan 6deme ve dondrlerin isminin gizlenmesi ile ilgili yasama
degisikliklerinin, sperm dondri sayisinda bir azalmayla sonuglanacagi
beklenmektedir ve bu sebeple, tim spermleri yiksek canllikta depolayabilmek
ve algilanan disuk donma kalitesinden dolay dondrleri geri cevirmemek
gerekmektedir. Eger iyilestiriimis kriyoprezervasyon metotlari uygulanabilirse,
daha fazla donér bulunabilir.
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Kriyoprezervasyon streslerine insan sperminin tepkisinin bir incelemesi,
g6zlenen davranisin, memeli hicrelerinin birgok diger tipinde bildirilenden degisik
oldugunu gdsterir ve hlcresel donma yarasinin genellikle kabul edilen modellerinin
uygulanamadigi gérinmektedir. Sperm kriyobiyolojisi birka¢ agidan asagida

tartisildigi Gzere olagandisidir.

Go6zulmeden sonra hayatta kalan maksimum hicre canhligina bakilarak,
hiicrenin birgok tipiyle net optimal bir dondurma orani tespit edilmigtir. Buna karsilik,
sperm dondurma esnasinda lineer sogutma oranina nispeten duyarsizdir. Insan
spermiyle, -1°C veya -100 ° C’ ye soguttuktan sonra, ¢ok genis bir tepki egrisi ve
hayatta kalmada c¢ok az bir fark vardir. Memeli hUlcreler igin olagandisi olan
sogutmaya duyarsizlik, sperm hiicreleri igin olagandir. insan sperminin
kriyoprezervasyonu hakkinda yayimlanan birgok ¢alisma arasinda, sogutma oraninin
hicrenin hayatta kalmasina etkisi hakkinda cok az miktarda (< 5) calisma
bulunmaktadir. Buna Kkargilik, hem embriyo hem oositin hayatta kalmasinda
sogutmanin farkli oranlarinin etkileri (izerine birgok yayin bulunmaktadir. insan
sperminin dondurma ve ¢6zinmeden sonra yasama kabiliyeti nispeten diguktur: tipik
olarak ¢6zinmeden sonra %50-60’1 motiliteye sahiptir. Diger birgok memeli hiicre
tipinde, Ornegdin embriyolar, optimal sogutma oraninda, ¢ok yuksek oranlarda

canlliga, %90’larda, ulagmak mdmkunddr (170).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. OLGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dali Tup Bebek Merkezine Nisan 2007 ile Kasim 2007 tarihleri arasinda bagvuran
toplam 50 olgu (sperm motilite bozuklugu olan 40 olgu ile motilite bozuklugu olmayan
10 olgu) calisma kapsamina alindi. Kontrol grubunun yas ortalamasi 36,4 ve yas
arahgr 28-42 , motilite bozuklugu olan grubun ise yas ortalamasi 35,3 ve yas aralidi
23-54 tir.

Semen o&rnekleri mastirbasyon yontemi ile 3-5 gunluk ideal cinsel perhiz
sonrasi elde edildi. Mastirbasyonla elde edilen semen 6érnegi steril ve genis agizh bir
kapta toplandi.

TOm olgulardan toplanan semen Orneklerine ilk &6nce makroskopik
degerlendirme yapildi. Sonra mikroskopik degerlendirmeye tabii tutuldu. Mikroskobik
degerlendirmede sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi  degerlendirildi. Bundan
sonraki agamada her bir olgudan alinan semen érnekleri iki gruba ayrildi. ilk grup
semen oOrneklerine yikama yapiimadan TUNEL ydntemi uygulanirken, ikinci gruptaki
semen 6rnekleri gradient ydntemi ile yikandi, dondurma ve ¢ézme islemi yapildiktan
sonra TUNEL yéntemi uygulandi. Ayni zamanda her iki gruptan secilen 6 6rnek
ultrasuktural olarak transmisyon elektron mikroskopunda (Transmission Elektron
Microscope, TEM) incelendi.

3.2, SEMEN ANALizi

3.2.1. MAKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Semen; koagtlasyon, likefaksiyon, gériinim, hacim, viskozite ve pH agisindan
degerlendirildi.

Semen Ornegi viskozitesi, 5ml lik pipet kullanilarak semikantitatif olarak 6lguldd.
Likefaksiyondan sonra ejakulat 5 ml’ lik pipetle aspire edilip bir damla semenin kendi
agirhigi ile pipetten damlamasina izin verildi. 2 cm’ den fazla ipliksi bir sekilde uzayan
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semen damlalari hiperviskoz olarak degerlendirildi. Viskozite, subjektif olarak 4
dereceli bir skalada degerlendirildi:

—_

: Viskozite normal

2: Biraz artmis viskozite

3 : Orta derecede artmis viskozite

4 : Oldukcga artmis viskozite

Gecerli viskozite 30 dakikalik likefaksiyon sonrasi +1 derece olarak kabul edildi.
PH 6lcimi ise, bir damla semenin pH kagidi tGizerine damlatiimasi ile yapildi.
Semen volimU dereceli pipetle dlcllerek saptandi.

3.2.2. MIKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Semen o6rnekleri 37° C de bekletildi ve motilite degerlendirmesi ejakulasyondan
sonra 1 saat icinde oda sicakhdinda yapildi. Sperm konsantrasyonu ve motil sperm
ylzdesi WHO kriterlerine gbre belirlenerek Faz kontrast mikroskobu ile

degerlendirme yapildi.

Sperm konsantrasyonu ve motil sperm ylzdesinin belirlenmesi icin Makler
Sayim Kamerasi kullanildi

Likefiye olan semen 6rneginden alinan bir damla; Makler Sayim Kamerasinin
ortasina konup Ust kapak kapatilarak 10 um kalinliginda yayma olusturuldu. 200x
blylitme altinda yan yana 10 kare sayilarak mililitre basina disen sperm sayisi
tespit edilir.

Her bir spermin motilitesi 4 kategoride skorlandi:
+4 Hizli ileri hareketli
+3 Yavas ileri hareketli

+2 Yerinde hareketli
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Hareketsiz (immotil)

Mikroskop alanini lineer motilite ile gegen spermler ileri hareketli olarak
degerlendirildi. Lineer motilitesi olmayan spermlerle, lineer motilitesi olan spermlerin

toplam ylzdesi ise toplam hareketlilik olarak belirlendi.
Sperm morfolojisi degerlendirmesi igin Stat 1l boyasi kullanild.

Stat Ill boyasi; geleneksel Wright's ve Wright's Giemsa boyamasi ile benzerdir
ve Kruger sperm morfolojisi kriterlerine uygundur. immatiir sperm ve beyaz kan

hucrelerini ayirt eder.

Semenden alinan bir damla érnek lam Uzerine smear seklinde yayilir. Bu lam 5-

15 dakika arasi havada kurutulduktan sonra boyama iglemine gegilir.

Lam 5 kez Fiksatif solisyonuna batirildi (her bir batiris bir saniye olmali). Fazla

sollisyonun akmasi igin bekletildi. Daha sonra diger asamaya gegildi.

Lam sonra 5 kez Sollsyon I'e (Eosin solisyonu) batinldi (her bir batiris bir

saniye olmal). Fazla solisyonun akmasi i¢in bekletildi ve diger asamaya gegildi

Lam daha sonra 5 kez Sollsyon IlI'ye (azure soliisyonu) batirildi (her bir batiris

bir saniye olmali). Fazla solisyonun akmasi igin bekletildi.
Deiyonize sudan gegirildi.
Kurumasina izin verilip ve daha sonra immersiyon yagi altinda incelendi.

Sperm morfolojisinin kesin kriterleri: Sperm morfolojisinin
degerlendiriimesinde, Krager kriterleri ve diger parametreler icin WHO kriterleri
kullanildi

Sperm basi ovoid ve dizgin konturlu olmali, iyi sinirlanmig bir akrozomal kilif

icermelidir.
Bas boyutlari, 4—6 mikron X 2—3 mikron X 1,5 mikron olmalidir.
Akrozom, bas alaninin %40-70’ ini kaplamalidir.

Akrozom altinda kalan bélimlerin konturlari diizgin olmalidir.
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Boyun, orta parca ve kuyruk anomalisi olmamalidir.

Orta parca silindirik ve bas ile aksiyel olmalidir.

Orta parca eni 1 mikron, uzunlugu bas uzunlugunun 1,5 kati olmalidir.
Orta parca sitoplazmik artik icermemelidir.

Kuyruk uniform, orta pargadan daha ince ve 45-55 mikron uzunlugunda

olmaldir.
Kesin kriterlere gére morfolojik degerlendirmede dikkat edilecek noktalar:
Spermin timunin morfolojik yapisi degerlendiriimelidir.
Degerlendirme 1000X blyutme alaninda yapiimalidir.

Degerlendirme esnasinda hicre kimelerinin bulundugu bdlgelerdeki spermler

dikkate alinmamalidir.
TUNEL test uygulama protokoli:

1-Ejakulat 6rnegi 1200 rpm’de 10 dakika santrif(j edilmek suretiyle konsantre
edildi.

2-Olusan pelet her defasinda Uzerine 1 ml distile su ekleyip homojenize

edildikten sonra 3 kez 1200 rpm’de 10’ar dakika santrif(j edildi.

3-2ml hipotonik soltsyon (KCI; 0,075 M) eklendi. Hafifge vortekslendikten sonra
1200 rpm’de 10 dakika santrifdj edildi.

4-Slpernatant uzaklastirilip ve 37°C’de 30 dakika inklibe edildi.

5-Pelet Uzerine 2 ml fiksatif (2:1; metanol: asetik asit ) eklendi. 15 dakika -
20°C’de bekletildi.

6-2 lam Uzerine yaymalar yapildi. 5 dakika fosfat bufer solisyonunda (phosphat
buffer solution, PBS) (1x), bekletildi. Daha sonra sirayla %70, %85 ve %100’llk etil
alkol konsantrasyonlarindan gegirilerek yikandi.
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7-Bu asamada hazir kit (Roche in situ Cell Death Detection Kit) soliisyonlarinin
uygulanmasina gegildi. Once birinci soliisyondan 5 ul, sonra ikinci soliisyondan 45 pl
alinarak hazirlanan stok solisyondan hazirlanmis iki slaytin herbirinin Gzerine 25 pl
eklenip, Gzerleri genis birer lamelle kapatildi. Slaytlar kagit 1slak havlu konmus olan
mapeye Yyerlestirilip ve Uzerleri aliminyum folyo ile kapatildi. 45 dakika 37°C’de
inklbasyona birakildi.

8-inkiibasyon sonrasi PBS ile 1 dakika boyunca yikandi. Islem 3 kez tekrar
edilip érnekler oda sicakhginda kurumaya birakildi.

9- Kurumus slaytlar DAPI boya ile boyanip ve floresan mikroskopta FITC filtresi

ile degerlendirildi.
Elektron Mikroskpu Doku Takibi:

Santrifllj edilerek pellet haline getirilen érnekler %2,5  luk glutaraldehide alindi.
1- 48 saat + 4°C’ de bekletildi.

Sorensen fosfat buffer ile 3—4 kez degistirilerek 15-20 dakika yikandi.
(glutaraldehid siselerinden bosaltilip Gzerine tampon sollsyonu kondu.)

1 kisim PBS ve 1 kisim osmium tetroksit (OsO4) sollisyonu karisimda 1 saat
bekletildi. (Ependorf tlplerin icine 500 pul OsO4 + 500 pl tampon kondu. Bu islem her
ornek igin otomatik pipet kullanilarak yapildi. Tapler alimunyum folyo ile kaplanip oda

sicakhginda 1 saat karanlik ortamda (gekmece igine ) bekletildi.

PBS ile 1520 dakika yikandi. Ug kiicilk beher icine PBS konup OsO4’ ten
¢clkan parcgalar calkalandi. Bu asamada 1 gece bekletildi. Cikan parcalar kurutma
kagidinda stzdurdlip en son icinde tampon olan eppendorf tipe kondu.

Dehidratasyon iglemi
% 70 Alkol .................. 10 dakika
%100 ( Absolu) Alkal...... 10 dakika

%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika
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Propylene oxid .............. 10 dakika
Propylene oxid .............. 10 dakika

infiltrasyon iglemi

Dokudaki propylen oxiti; pargalari kurutmayacak sekilde 1:1 oranindaki propylen

oxit ve araldit karisimina alindi. Arada hafif hareketlerle Kkaristirilarak oda

sicakliginda 1 saat bekletildi.

Saf araldit igine pargalar alindi. Arada hafif hareketlerle karistirilarak 6—12 saat

oda sicakliginda bekletildi.
Ertesi gln yeni araldit karisiminda yaklasik 2 saat bekletildi.

Parcalar DMP 30’lu ya da BDMA'lI saf araldit icine gdmdalar. 60°C ‘lik etivde
48 saat polimerize edildi.

3.3. SPERMLERIN DONDURULMASI

Olgulardan alinan érnekler semen parametreleri incelendikten sonra ikiye
boélindd. Bir bélimu Medicult diger bolimU ise Test yolk Buffer adli iki farkli
kriyoprotektan kullanilarak donduruldu. ilk kismina mikroskopik degerlendirmeden
sonra TUNEL y&ntemi uygulandi. ikinci kismi ise gradient yontemi ile yikandiktan
sonra dondurulup ¢ézilerek TUNEL yéntemi uygulandi. Gradient yontemi ile
sperm yikama isleminde Pure ception (Sage ) %40’lik ve %80’ lik gradientler ve
sperm ylkama medyumu (Sperm Washing Medium, Sage) oda sicakligina
getirildi.

1. Steril 1 ml.’lik bir pipet yardimiyla, konik tabanh santrifdj tipd icine 1 ml.
Pureception % 80’lik konuldu.Steril 1 ml’ lik bir pipet yardimiyla,
Pureception % 80’lik Uzerinde bir katman olusturacak sekilde 1ml.
PureCeption % 40’lik konuldu.

2. Olusturulan ikili gradient Gzerinde bir katman olusturacak sekilde, steril bir
pastér pipet yardimiyla 3-4 ml kadar likefiye semen konuldu.

3. 500 g. ‘de 20 dk. santrif(j edildi.



4. SantrifQj sonrasi steril bir pastdr pipet ile, seminal plazma, ara katmanlar,
tim PureCeption %40, ve PureCeption %80’'in olusan pellete zarar

vermeden aspire edildi.

5. 10 mllik pipet yardimiyla, pelletin Gzerine 4 ml Sperm yikama medyumu
konuldu.300 g.’'de 10 dk. santrifdj edildi.

6. Steril bir pastor pipet ile santriflj sonrasi pelleti bozmadan Ustte kalan
sperm ylkama medyumu aspire edildi.

7. 1 ml. sperm yilkama medyumu eklenerek spermler 1 saat yuzdurdldu.

Daha sonra tekrar ylzdirme (Swim-up) sonrasi degerlendirme yapildi ve
sperm dondurma medyum 1:1 oraninda damla damla ilave edilerek 10 dakika
beklendi. Bu karisim vial adi verilen hicre dondurmak igin kullanilan dondurma
tiplerine (Cryo Cellstra Greiner Bione) alindi. Sivi azot buharinda (sivi azot Ust
seviyesinden en az 7 cm yukarida) vialler 30 dakika bekletildi. Daha sonra
tanklardaki 6nceden tespit yerlerine transfer edildi.

3.4. SPERMLERIN COZULMESI

Vialler sivi azot tankindan c¢ikarildi. 1 dakika oda sicakliginda betildikten
sonra eriyinceye kadar 37°C 'de bekletildi. Viallerin kapaklari agilarak igerikleri
yikama igin santrifuj tplerine aktarildi. Kriyopektan maddelerin uzaklastiriimasi
amaciyla sperm yikama medyumu eklenip 300 g' de 10 dakika santrifuj edildi ve
Ustte kalan kisim atildi. O,5 ml sperm ylkama medyumu ilave edilerek 30dk
beklendi.Coéziinen spermatozoa TUNEL degerlendiriimeleri, 1sik floresan

mikroskobu ve elektron mikroskopisi incelemeleri igin hazirlandi.
3.5. ISTATISTIK

Bu c¢alismada SPSS 15.0 for Windows yazilimi kullanilarak istatistiksel
analizler yapildi. Gruplarin karsilastirmalarinda “Independent Samples T Testi”
kullanildi. Gerektiginde Korelasyon ve Lineer Regresyon Analizi yapildi. Veriler
ortalama, * standart sapma ve % ile ifade edildi. istatistiksel anlam igin p<0.05
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Normozoospermia ve asthenospermia kriterlerindeki hastalardan alinan érnekler
yilkama éncesi, yikanip dondurulup ¢ézme sonrasi olmak lzere 2 grupta incelendi.
Bu gruplar arasindaki farklar yas, motilite, kullanilan dondurma sollsyonlari, DNA
fragmantasyonlari ve  ultrastriktirel Ozelliklerine  gbére  karsilastirilarak

degerlendirilmigtir
4.1. MOTILITE BULGULARI

Dondurma o6ncesi yapilan sperm analizinde normozoosperme sahip 10
hastadan alinan semen Orneklerindeki spermlerde ileri progresif hareketlilik orani
%14,6 iken swim up uygulamalarinda sonra bu oranin %24,6 yukseldigi saptandi.
Oranlar arasindaki bu artis istatiksel agidan anlamh bulundu (p<0,05). Ayni hasta
grubundan elde edilen semen 6rneklerine dondurma ve ¢ézme islemi uygulandiktan
sonra yapilan incelemede ileri progresif hareketli sperm orani %19,1 olarak tespit
edildi. Bu oran dondurma Oncesi oran ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan
anlamli bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4).

Galismamiz kapsamina aldigimiz asthenozoospermia sahip 40 hastanin semen
ornekleri ileri progresif hareketli sperm orani agisindan incelendiginde dondurma
oncesi bu oran %0,8 iken dondurma 6ncesi yikama yapildiktan sonra oran % 4,7 e
yUkselmistir. Bu artig istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Dondurma-
¢cbzme sonrasi bu oran %3,1 degerine dismustir. Oranlar arasindaki bu disls

istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4 Gruplara gore ileri Progresif hareketlilik oranlari

Normo (n=10) Astheno (n=40) Toplam (n=50)

Bazal semen ileri Progresif 14,6 £ 10.2 08+ 2.1 35 £7.3
hareketlilik
Yikama sonrasi ileri progresif 24,6 £9.5 47 £4.7 8,7 £9.9
hareketlilik
Cozme sonrasi ileri progresif 19,1 £ 9.6 3,1+£7.2 6,3 +10.0
hareketlilik

NOT: p degeri < 0.05 Ort + Stand.Sap.
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Calismamiz kapsamina aldigimiz normozoospermia sahip 10 hastanin yas

ortalamasi 36,9 iken asthenozoospermia sahip 40 hasta nin yas ortalamasi 35,2 dir.

Normozoospermia olgularinda sperm sayilari géz 6nlne alinarak yapilan
degerlendirmede bazal sperm sayisi 109.5 x10° iken yikama sonrasi bu deger 57.8
x10° bulunmustur. (p<0,05). C6zme sonrasi ise bu deger 28,7 x10° ye dusmistr.

Oranlar arasindaki bu diisUs istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05)(Tablo 5).

Asthenozoospermia olgularinda sperm sayilari géz 6ndne alinarak yapilan
degerlendirmede bazal sperm sayisi 49.3 x10° iken yikama sonrasi bu deger 17.5
x10°% bulunmustur. (p<0,05). Cézme sonrasi ise bu deger 7.9 x10° ye dusmistir.

Oranlar arasindaki bu diistUs istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05)(Tablo 5).

Normozoospermia sahip 10 hasta spermleri total motil sayl degeri géz 6nlne
alinarak degerlendirildiginde ortalama total motil sayr degeri 210.2 x10° iken
dondurma &ncesi yapilan yikama total motil sayida bu deger 43,8 x10° bulunmustur.
Dondurma ve ¢dzme sonras! ise bu deder 7,9 x10° degerine diismustir. Oranlar
arasindaki bu dusuUs istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05)(Tablo 5).

Asthenozoospermia sahip 40 hasta spermleri total motil sayl degeri g6z 6niine
alinarak degerlendirildiginde dondurma o6ncesi ortalama total motil sayl degeri
54,9x10° iken dondurma &ncesi yapilan yikama sonrasi ortalama total motil sayida
bu deger 10,8x10° bulunmustur. Dondurma ve ¢ézme sonrasi ise bu oran 1.8x10°
dismustir. Oranlar arasindaki bu dislUs istatiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05)(Tablo 5).
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Tablo 5 Sperm Sayisi Karsilastirmasi

Normo (n=10) Asteno (n=40) Total (h=50) p Degeri

Yas 36,954 35,2+ 6.6 35,5 £6.3 -
Sperm Sayisi (x10°mL) 109,5 + 57.1 49.3+41.0 61.3£50.3 <0.05
Total Motil Sayi (x10°mL) 210,2+117.8 54.9 +51.8 85.9+92.9 <0.05
Yikama Sonrasi Sperm Sayisi 57.8 +23.9 17.5+15.6 255+ 237 <0.05
(x10°mL)

Yikama Sonrasi Total Motil Sperm 43.8 £20.0 10.8 £11.2 17.4 +18.7 <0.05
Sayisi (x10°mL)

Co6zme Sonrasi Sperm Sayisi 28.7£14.6 79185 12.1+£12.9 <0.05
(x10°mL)

Cozme Sonrasi Total Motil Sperm 7.9+3.6 1.8+24 3.0£3.6 <0.05

Sayisi (x10°mL)
NOT: p degeri < 0.05 Ort * Stand.Sap.

Calismamiz kapsaminda medicult ile dondurdugumuz normozoospermia sahip
5 hastanin yas ortalamasi 37.0 iken asthenozoospermia sahip 20 hastanin yas
ortalamasi ise 36.1 dir. (Tablo 6)

Normozoospermia olgularinda sperm sayilari géz 6nlne alinarak yapilan
degerlendirmede bazal sperm sayisi 107.4 x10° iken asthenozoospermialarda bu
deger 44.8 x10° dir. Total motil sperm sayisi normozoospermialarda 238.4 x10°
asthenozoospermialar da ise 42.8 x10° dir. Morfoloji normozoospermialarda %9.4
iken, asthenozoospermialarda %2.9 olarak bulunmustur. Yikama sonrasi sperm
sayisl normozoospermia 60.6 x10° iken asthenozoospermia da ise 11.8 x10° olarak
bulunmustur. Yikama sonrasi total motil sperm sayisi da normozoospermialarda
44.1 x10° iken, asthenozoospermialarda 7.2 x10° dir. Dondurma ve ¢ézme sonrasi
sperm sayisi normozoospermia 29.2 x10°, asthenozoospermialarda ise 5.4 x10°
olarak gbzlenmistir. Dondurma ve ¢b6zme sonrasi total motil sperm sayisi
normozoospermiada 7.3 x10° iken , asthenozoospermialarda.1.2 x10° bulunmustur.
(Tablo 6)

Calismadaki diger solusyon olan Test yolk buffer ile dondurdugumuz
normozoospermia sahip 5 hastanin yas ortalamasi 36.8, asthenozoospermia sahip
20 hastanin yas ortalamasi ise 34.2 dir. (Tablo 6)
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Normozoospermia olgularinda sperm sayilari géz 6nlne alinarak yapilan
degerlendirmede bazal sperm sayisi 111.6 x10° iken asthenozoospermialarda bu
deger 53.7 x10° dir. Total motil sperm sayisi normozoospermialarda 182.0 x10°
asthenozoospermialar da ise 67.2 x10° dir. Morfoloji normozoospermialarda %8.6
iken, asthenozoospermialarda %2.0 olarak bulunmustur. Yikama sonrasi sperm
sayisl normozoospermia 55.0 x10° iken asthenozoospermia da ise 23.1 x10° olarak
bulunmustur. Yikama sonrasi total motil sperm sayisi da normozoospermialarda
43.5 x10° iken, asthenozoospermialarda 14.3x10° dir. Dondurma ve ¢cbzme sonrasl
sperm sayisi normozoospermia 28.2 x10° asthenozoospermialarda ise 10.5 x10°
olarak gb6zlenmistir. Dondurma ve ¢b6zme sonrasi total motil sperm sayisi
normozoospermiada 8.5 x10° iken , asthenozoospermialarda 2.4 x10° bulunmustur.
(Tablo 6)

iki dondurma solusyonu normozoospermia ve asthenozoospermia gruplarinda
karsilastirildiginda, ¢ézme sonrasi sperm sayisi, ¢6zme sonrasi total motil sperm
sayis| arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p<0.05) (Tablo 6)

Tablo 6 Solusyonlara Gére Motilite Ve Morfoloji Degerlendirmesi

MEDICULT TEST YOLK BUFFER
Normo (n=5) Asteno Normo (n=5) Asteno
(n=20) (n=20)
Yas 37.0x22 36.1 7.1 36.8+7.8 342159
Sperm Sayisi (x10°mL) 107.4 +52.5 448 +329 111.6+76.5 53.7+482
Total Motil Say (x10°mL) 238.4£127.6 4241293 182.0+113.6 67.2+65.8
Morfoloji (%) 9.4 +1.1 29+1.6 8.6+1.9 20+1.3
Yikama Sonrasi Sperm Sayisi 60.6 £ 27.5 11.8£82 55.0 +22.7 23.1 £19.0
(x10°mL)
Yikama Sonrasi Total Motil 44.1 £19.0 72+58 43.5 +23.2 14.3+14.0
Sperm Sayisi (x10°mL)
Cozme sonrasi Sperm Sayisi 29.2+16.8 5.4 £42 28.2+14.0 10.5£10.8
(x10°mL)
Cozme sonrasi Total Motil Sperm 7.3+3.6 1.2+1.0 8.5+39 24+32
Sayisi (x10°mL)
NOT: p degeri 0.05 Ort + Stand.Sap.
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4.2, MORFOLOJIK BULGULAR

Dondurma 6ncesi 1sik mikroskobunda Kruger Strict morfoloji kriterlerine gére
yapilan degerlendirmede sperm morfolojisi normal, basg, orta parca ve mixed olarak
degerlendirilmistir.

Bu bulgular dogrultusunda normozoospermia kriterlerine sahip olgularda
normal morfoloji orani %9 iken astenozoospermia kriterlerine sahip olgularda bu oran
%2.5 bulunmustur. Normozooospermialarda bas anomalisi %41.2 iken,
asthenospermialarda bu oran %44.6 dir. Ortaparca anomalisi %1.0 iken
asthenospermialarda %0.8 dir. Kuyruk defekti normozooospermialarda %0.5 iken,
asthenospermialarda %0.4 bulunmustur. Normozoalarin mixed anomalisi %48.3 iken,
asthenospermialarda %51.8 dir. Toplamda normal sperm ylzdesi 3,8 olarak

bulunmustur. Morfolojik kriterler tablo7’te gdsterilmistir.

Tablo 7 Morfolojik Kriterlerin Deg@erlendirirlmesi

Morfoloji Normo Asteno Total
(n=10) (n=40) (n=50)
Normal 9+1,5 25+15 3.8+3
Bas 41.2+8 446+ 9.4 43.6 £
9.2
Ortaparca 1.0+1.7 08+27 0825
Kuyruk 05«1 0411 0411

Mixed 48.3+6.6 51.8+95 519
Not: p degeri < 0.05

4.2.1. ISIK MIKROSKOBU DEGERLENDIRMESI

Dondurma 6ncesi Kruger Strict morfoloji kriterlerine gére 1sik mikroskobunda
yapilan degerlendirmede sperm morfolojisi normal, bas, orta parca, mixed olarak
degerlendirilmigtir. (Sekil 9)
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=>
Resim 1 Isik mikroskobik bulgular

1 (a) Normozoospermia hastanin morfolojik slayti normal morfololideki sperm ( ). (b) Astheonozoospermia

hastanin morfolojik slayti. Sitoplazmik artik ( ), akrozomal kist ( *), yogun bas defekti (."’),, kivrik
kuyruk defekti (."). (c ) Astheonozoospermia hastanin morfolojik slayti. Akrozom yoklugu ("*),yuvarlak
basli globozoospermi ( ), akrozomal Kkist ( *),yogun bas defekti ('"’), ¢cift kuyruk ( ). (d)

Astheonozoospermia hastanin morfolojik slayti. Akrozom yoklugu ( *),gift kuyruk defekti ( ),yogun bas

defekti ("’). (e) Akrozom yoklugu ("’),yuvarlak basli globozoospermi -mikrosefalik ( ), akrozomal kist

( 7).yogun bas defekti ("), cift kuyruk () . (f) Sitoplazmik artik (), akrozomal kist (7 ),bas ve

boyun bélgesinde sitoplazmik artik ( ),. Akrozom yoklugu ( *).
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4.2.2. FLORESAN MIKROSKOBIK BULGULAR

Dondurma — ¢b6zme sonrasi sperm hicreleri TUNEL teknidi ile fluoresan

mikroskobunda degerlendirilmigtir.

Normozoospermia kriterlerinde 10 hastada dondurma 6ncesi TUNEL pozitif
orani %7,4 iken ¢bzme sonrasinda bu oran %9.1 olmustur. Oranlar arasindaki bu

artis istatistiksel agcidan anlamli bulunmamistir (p>0,05). (tablo8)

Asthenozoospermia kriterlerinde 40 hastada dondurma 6ncesi TUNEL pozitif
orani %9.7 iken ¢bzme sonrasinda bu oran %9.7 olmustur. Istatistiksel agidan
anlamli bulunmamistir (p>0,05).(tablo 8)

Tablo 8 DNA fragmantasyon sonuglarinin gruplara gére degerlendirilmesi

Normo Asteno Total p
(n=10) (n=40) (n=50) Degeri
Dondurma 6ncesi TUNEL-Pozitif hiicre (%) 74+39 97148 9.2+47 AD

Co6zme sonrasi TUNEL-Pozitif hiicre (%) 91+52 97172 9.6+6.8 AD

NOT: p degeri <0.05 Ort + Stand.Sap. AD=Anlamli Degildir

Yikanmamis d&rnekler ile yikanan ve Medicult solusyonu kullanilarak
dondurulup ¢éziinen érnekler arasinda, dondurma éncesi TUNEL-Pozitif hiicre orani
% 8.2 iken ¢dzme sonras! bu oran %7.6 olmustur. Oranlar arasindaki bu disis
istatistiksel agidan anlamli bulunmamigtir (p>0,05)

Yikanmamig drnekler ile yikanan ve TEST yolk buffer solusyonu kullanilarak
dondurulup ¢ézlnen 6rnekler arasinda, dondurma éncesi TUNEL-Pozitif hiicre orani
% 10,2 iken ¢bzme sonrasi bu oran %11,6 olmustur. Bu artis istatistiksel agidan

anlamh bulunmustur (p<0,05) (tablo 9)

Yikanmadan dondurulan &érneklerde TUNEL pozitif hlicre sayisi ortalamasi
arasinda her iki solusyonda bir farklilik yoktur ama ¢6zme sonrasi TUNEL pozitif
hucre sayisi ortalamasi arasinda yikanip dondurulup ¢dzllen 6rneklerin  apopitotik

hiicre sayisi arasinda iki solisyona gére anlamh farkhlik var (p<0.05) (Tablo 9)
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Tablo 9 DNA fragmantasyon sonuglarinin dondurma solusyonlarina gére degerlendiriimesi

MEDICULT TEST YOLK BUFFER
- P _ P
WEID degeri WD degeri
Dondurma 6ncesi TUNEL-Pozitif hiicre (%) 8.2 + 4.4 AD 10.2 £+ 4.9 AD
Cozme sonrasi TUNEL-Pozitif hiicre (%) 76 + 43 A 11.6 £83 A

NOT: p degeri <0.05 Ort + Stand.Sap. AD= Anlamli Degildir A=Anlamhdir

Medicult kullanilarak yapilan normozoospermia kriterlerinde 5 hastada
dondurma o6ncesi TUNEL pozitif orani %7,9 iken ¢dzme sonrasinda bu oran %6,6
olmustur. Oranlar arasindaki bu dists istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir
(p>0,05).

Test Yolk Buffer kullanilarak yapilan normozoospermia kriterlerinde 5 hastada
dondurma 6ncesi TUNEL pozitif orani %6,9 iken ¢6zme sonrasinda bu oran %11.5
olmustur. Oranlar arasindaki bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir
(p>0,05)

Medicult kullanilarak yapilan asthenozoospermia kriterine sahip 20 hastada
dondurma 6ncesi TUNEL pozitif orani % 8,3 iken ¢ézme sonrasinda bu oran %7,8

olmustur. Oranlar arasindaki bu fark istatistiksel agidan anlamh degildir (p>0,05).

Test Yolk Buffer kullanilarak yapilan asthenozoospermi/
asthenoteratozospermia kriterine sahip 20 hastada dondurma éncesi TUNEL pozitif
orani %11.1 iken dondurma sonrasinda bu oran %11.6 oldu.. Oranlar arasindaki bu

fark istatistiksel agidan anlamli degildir (p>0,05). (Tablo 10)

Tablo 10 DNA fragmantasyon sonuclarinin dondurma solusyonlari gruplarina gére degerlendiriimesi

MEDICULT TEST YOLK BUFFER
Normo Asteno p Normo Asteno p
(n=5) (n=20) degeri (n=5) (n=20) degeri

Dondurma oncesi TUNEL- 79+45 83+45 AD 6.9+3.6 11.1£49 AD
Pozitif hiicre (%)

Codzme sonrasi TUNEL- 6.6+£34 7845 AD 11.5+59 11.6+89 AD
Pozitif hiicre (%)

NOT: p degeri <0.05 Ort + Stand.Sap. AD= Anlaml Degildir
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Asthenospermiali TUNEL pozitif olan olgunun yikama Oncesi floresan

mikroskobundaki degerlendirme sonucu %22,8 bulunmustur (Res:2). Ayni olgunun

yikandiktan sonra dondurup c¢c6zme sonrasi 6rneginde ise TUNEL pozitif degeri
%38,9dur. (Res:3)

Resim 2 Dondurma éncesi TUNEL uygulanan asthenozoospermli hasta

Resim 3 C6zme sonrasi TUNEL ayni hasta
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Asthenozoospermli olgunun floresan mikroskobundaki TUNEL bazal
degerlendirme sonucu %5,8 bulunmustur. Bu slayt resim 4de gdsterilmistir. ayni
olgunun yikanip dondurup ¢6zme sonrasi spermlerinin tunel degerlendirme sonucu

%38,2, bulunmustur. Bu slayt resim 5 de gdésterilmistir

Resim 4 Dondurma 6ncesi TUNEL uygulanan asthenozoospermia hasta

Resim 5 GC6zme sonrasi TUNEL uygulanan asthenozoospermia ayni hasta
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Normozoospermli olgunun floresan mikroskobundaki TUNEL bazal
degerlendirme sonucu %3,8 bulunmustur. Bu slayt resim 6 da gdésterilmigtir. Ayni
olgunun yikanip dondurup ¢ézme sonrasi spermlerinin TUNEL degerlendirme

sonucu %4,3 bulunmustur. Bu slayt resim 7 de gdsterilmigtir.

Resim 6 Dondurma 6ncesi Tunel uygulanan normozoospermia hasta

Resim 7 Cézme sonrasi TUNEL uygulanan ayni hasta

81



4.2.3. ELEKTRON MIKROSKOBIK DEGERLENDIRMELER

Spermler ultrastriktirel olarak dondurma éncesi ve ¢bzme sonrasi bas boyun

ve kuyruk bdlgeleri olarak U¢ bdlgede incelenmistir.

Normal spermlerin ultrastriktirel incelemesinde bas goOrinimleri normal,
cekirdek kromatini yogun ve homojen, akrozom yapisi normal olarak gdzlendi.
Akrozom igerigi homojen bir dagihm goésterirken elektron yogun bdlgeler segcildi.
Membran yapisinin altinda ise i¢ akrozom ve dig akrozom zarlar dizenli olarak
izlendi. Akrozom i¢ zari, ¢ekirdek zarina oldukga yakin ve siki bir iligki icerisindeydi.
Akrozom dis zarinin ekvatoral bdlgede dar bir alanda cep olusturduktan sonra i¢
zarla devam ettigi g6ruldi. Spermlerin membran yapilarinin diizgiin oldugu belirlendi
(Resim 8a,b).

Resim 8 Normozospermi (a,b,c) bas bélgesinden enine kesit (b)

Yikama sonrasi 6rneklerde az sayida normal gérindmlu hdcrelerin yaninda
spermlerin blylk bdliml bas bdlgesinde sitoplazmik artiklar iceriyordu (Resim 9
a,b,c). Bu tip hdcrelerin bir grubunda ise akrozomun c¢ekirdekten uzaklastigi
subakrozomal bdélgede sitoplazmik igerigin arttigi dikkati cekmekteydi (Resim 9a, c).
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Resim 9 Elektron mikroskobik bulgular

9(a,b,c) Yikama sonrasi grup, (a,b,c) bas ve boyun bdlgesinde sitoplazmik artik ( ) , (a ve c) akrozom

cekilmesi (%)

Yine bu grupta ¢ok sayida erken apoptotik ¢ekirdekli sperm heterojenik kromatin
dagihmi ile belirgin olarak gézlenirken (Res: 10a), bazi spermlerde ge¢ apoptotik
bulgu belirtisi olan nikleer fragmantasyon saptandi (Res: 10b). Cok sayida akrozom
icermeyen makrosefalik globozoospermlerin  bir bolimd  ¢ekirdekte vakuoller
iceriyordu (Res: 10c).Yine bu grupta bazi hlcrelerin bas bdlgelerinin tamamen
normal olmasina karsin boyun bdlgelerinde sitoplazmik artiklar igerdikleri ve

buralarda dev membransel vakuollerin varligi gézlendi (Res: 10d).
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Resim 10 Elektron mikroskobik bulgular

10 (a) erken apoptotik gekirdek ( ) , (b) gec apoptotik hlcrede nikleer fragmantasyon ( )s
(c) akrozom igermeyen globozoosperm ( ) , nikleer vakuoller ( *) ,(d) boyun bélgesinde membransel dev

vakuoller ( )
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Ayrica bu grupta Bizzare spermlere sik rastlandi ortak akrozoma sahip
bu cekirdekler vakuoller icermekteydi (Res: 11a). Bazi hlcrelerde ise akrozom i¢
zarinin g¢ekirdek icerisine invaginasyonu (akrozomal kist) belirgin olarak dikkati ¢ekti
ve goruntilendi (Res: 11b).Yine bu grupta birgok hiicrede sperm zarinda dizensizlik
g6zlendi (Res: 11c). Bu gruptaki hicrelerin kuyruk ultrastriktirinde herhangi bir

anomaliye rastlanmadi.

Resim 11 Elekiron mikroskobik bulgular

11 (a) Bizzare spermde nlkleer vakuoller ( ), ortak akrozom (-), (b) akrozomal kist (’""'), (c) hicre

zarinda diizensizlik ( )-
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Cb6zme sonrasi grupta hlcreler bas ve boyun bélgelerinde yine sitoplazmik
artik iceriyordu (Res: 12 a,b). Bu hucrelerinde c¢ekirdeklerinde vakuoller gbézlendi
(Res: 12b). Ancak bu grupta akrozom icermeyen makrosefalik globozoospermler ¢ok
sayidaydi cekirdeklerinde membransel vakuoller, sitoplazmik artiklarinda ise dev

granuler vakuoller icermekteydiler (Res. 12c,d,).

Resim 12 Elektron mikroskobik bulgular

12 (a,b) bas ve boyun bdlgesinde sitoplazmik artik (_>), nikleer vakuoller ( *) ,(c) globozoospermde

nikleusta membransel vakuoller ( )

86



Cb6zme sonrasi uygulama yapilan bu grupta en 6nemlisi amorf basl spermlere
¢ok sik rastlanmasiydi (Res: 13). Bu gruptaki spermlerinde kuyruk ultrastriktiriinde

herhangi bir anomaliye rastlanmamistir.

Resim 13 Elekiron mikroskobik bulgular

Amorf basl sperm ( )
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Tablo 11 Sperm Histopatolojik bulgular

Sperm Histopatolojik bulgular Dondurma Cozme
Oncesi sonrasl
Akrozomal membran kaybi + +

Asimetrik akrozomal genisleme - -
Akrozomal reaksiyonun erken evresinde
vezikulasyon - -

Dis akrozomal membranda veziklilasyon ve
akrozomal icerik kaybi + +

Akrozom cevresinde anormal granuler
sitoplazmik materyal + +

Akrozomun nukleustan uzaklagmasi + +

Akrozomal kist (nukleus icerisine akrozom

invaginasyonu) bu durumda dis akrozomal

membran etkilenmez ancak ic membran + -
defektlidir.

Anormal vezikiile akrozom
Akrozom yoklugu (globozoospermia)

Wrinkling membran beraberinde akrozomal
icerik kaybi + +

Nukleusun orta parcanin son bélimiine kadar
spiral olarak uzamasi - -

Hypercondence nukleus, cok miktarda dens
sitoplazmik materyalle cevrili olarak - -

Mitokondriyal swollen ve empty

Mikrosefalik sperm ¢ok miktarda sitoplazmik
materyal ile cevrili olarak + +

Dev niikleer vakuoller ( bu vokuollar bazen
membran6z materyal icerir bazende graniiler)
bunlarda genellikle akrozom g6zlenmez

Bizarre sperm ( central boélgede ortak akrozom
ile) - +



5. TARTISMA

Memeli sperm hicrelerinin déllenme kapasitesini surdidrmesi igin yapilan
calismalar yaklasik 135 yil dncesine dayanmaktadir. 1866'da, -15 ¢ C’ye kadar
dondurulmus olan insan sperm hiicrelerinin hayatta kaldigini gdzlemis olan, italyan
doktor P. Mantegazza, sperm 6rneklerinin depolanmasi igin bir insan sperm bankasi
kavrami ortaya atmistir (197). Daha sonralari Hammond ve Walton’'in calismalari

sperm dondurma isleminin yasallagmasini saglamigtir (198,199).

Sperm, rutin olarak kriyoprezervasyon uygulanan ilk memeli hucresidir.
Kriyoprezervasyon uygulanan spermin tedaviyle ilgili ilk kullanimi ise 1953 yilinda
gerceklesmistir (200). IVF’teki yeni gelismeler, sperm kriyoprezervasyonu igin yeni
metotlar gelistirmeyi zorunlu kilmistir. Shettles seyreltimemis spermin ince duvarl
kapillerle dogrudan serinletilen alkole daldirdiktan sonra kuru buzla -79 ° C veya sivi
nitrojenle -196 ¢ C veya sivi helyumla -269 °C’ ye donduruldugunda, insan
korundugunu rapor etmistir ve motilitenin, ¢ézllmeden sonra birka¢g saat boyunca

devam ettigini bildirmistir (201).

Bazi arastiricilar ise insan sperminin dondurma ve c¢c6zmeden sonra yasama
kabiliyetinin nispeten dusuk oldugunu belirtmektedirler, tipik olarak ¢6zinmeden

sonra motilite orani %50-60’a digmektedir. (170)

insan  sperm  kriyoprezervasyonunda, spermin déllenme  kapasitesini
surdirebilmesi icin uygulanacak metotlar ve bu metotlarda baz alinacak parametreler

ve degerleri konusunda cevap bulmak amaciyla, birgok ¢alisma yapilimigtir:

e Hucre canliliginin devami igin sogutma ve 1sitma hizi ne olmalidir?
e Optimum dondurma metodu ne olmalidir?

e Kriyoprotektan tipi

e Kiriyoprotektan eklenme ve cikarilma metodu ne olmalidir?

e (Cbzme sonrasinda sperm hicresinde meydana gelen apopitoz ?

e Spermdeki apopitoz hangi yontemlerle arastiriimalidir?
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Biz de c¢alismamizda bu sorularin cevaplarinin bir kismini bulabilmeyi ve

uygulanabilecek metot farkliliklarini ortaya koymayr amacladik.

Kriyoprezervasyon prosesi sirasinda dondurma ya da ¢ézmenin ozmotik etkileri,
spermin hucre zarina zarar vererek ve spermin motilitesini azaltarak spermin
déllenme kapasitesini ciddi oranda dusurdr (171,172). Bu, spermin yapisal ve
fonksiyonel butinlGgu ile beraber akrozomun da zarar gérmesine sebep olur ve kivrik
kuyruk gibi morfolojik degisimler yaratir (173,174). Sperm, dondurma ¢6zme
isleminde kriyoprotektanlarin eklenme ve cikarilmasi sirasinda; 6lddrict hdcre igi
buz kristallerinin olusmasi ve ¢dzllmesi, hicre dehidratasyonu, ozmotik zarar ve
hucre zari permabilitesinin degdismesi gibi ¢ok blylk fiziksel ve kimyasal etkilere
maruz kalir (134,176). Ne yazik ki, sperm kromatin yenilenmesini optimize etmek
amacilyla semeni dondurma ve c¢dzme metotlari kesinlesmemistir, spermin

kriyoprezervasyonu igin standart bir metot bulunmamaktadir (177,178).

Dondurmanin amaci, hicre ici buz olusumundan veya hipertonik sollsyondan
kaynaklanan htcre Olumlerini minimuma indirmektir. Bu nedenle hdcre canlliginin
devami igin sogutma ve i1sitma hizlari ¢ok énemlidir. Kriyobiyolojide dondurma islemi
sirasindaki sogutma hizi istenenden ¢ok hizh olursa hcre icindeki su disari ¢cikamaz
ve intrasellller buzlanma sonucu hiicre 6l0r. Eger dondurma hizi ¢cok yavas olursa bu
da zararsiz hiicre disi buzlanmanin olmasini ve ortam ozmolaritesinin artmasina
neden olarak hlcrenin dehidrate olmasini saglar. Dehidratasyon sonucunda hiicre
hasari meydana gelir veya hlcre 6l0r (179).

Hizlh sogutmada enerji kaybinin ¢ok olmasi azalan enerji ile hicre suyunun
yeteri kadar disar atilamamasi sonucu hicre iginde ¢ok fazla su kalir. Bu da hulcre igi
buzlanmaya ve hicre 6lumine neden olur. Bu nedenle optimal bir sogutma hizi

kullanilmali ve hlcrenin fiziki ve kimyasal 6zellikleri iyi bilinmelidir.

DlUsUk sogutma hiziyla buz olusmamasi sonucu uzun slre yiksek ozmolarite
ile karsi karsiya kalan hdcre, membran lipoproteinlerinde olusan denatiirasyon
nedeniyle, parcalanir. ilk kez 1977 yilinda Merymann ve ark. “Minimum hiicre teori”
adini verdikleri, her hlcrenin maksimum sivi kaybetme kapasitesi oldugunu ve bu

esik deger asildiginda hicrenin canlihgini kaybedecegini acikladilar(180).
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Dondurma islemi spermlere damla damla kriyoprotektan eklenerek - 5°C ile -
15°C arasinda uygulanir. Daha sonra ise sirasiyla su olaylar gerceklesir: Oncelikle
hdcrenin icinde bulundugu ortamdaki su donar. Hicre disinda buz kristalleri olugarak
sitoplazmay! sogutur. Eklenen kriyoprotektan madde sebebiyle hicre disinda
ozmolarite daha yUksektir, hiicreden dig ortama su gecisi baslar ve hiicre buzulir. Bu
sirada sitoplazmanin kimyasal potansiyeli hiicre digindan fazladir. Hlcrenin disina
¢cikan su donar. Béylece, hiicre iginde buz kristalleri olusmadan énce suyun blyUk
bdlimU disar ¢cikmig ve hicre harabiyetine neden olabilecek intrasellller kristal
olusumu en aza indirilmig olur (153,181,182,183,184).

Hucrelerin dondurulmasinda her hicreye 6zgd dondurma protokolleri
olusturul-mustur. Hicre volima ve ylzey alani, hiicre ici su volima, hicrenin ozmotik
toleransi ve limitleri, hipertonik ve hipotonik solUsyonlara yaniti, hiicre membran
permeabilitesi, kullanilacak kryoprotektan sollsyonun secimi, hlcre eneriji
metabolizmasi, hicre ici buz kristallerinin olustugu sicakhk bu protokollerin
belirlenmesinde 6nemlidir. Bu kriterler gesitli hicrelerde farkhlik gbéstermektedir.
Ornegin, insan spermi -10 C/dakika hizla fare embriyolari -0.3 C/dakika hizla en
yuksek canlilik elde edilmektedir (185).

GUnOmuizde gamet hicrelerinin saklanmasinda, 5°C’ de sivi saklama ve
dondurma olmak Uzere baglica iki ydontem kullaniimaktadir. Bu yéntemlerde spermin
yasamsal fonksiyonlarini, saklama isisini, sogutma hizini ve kullanilan kriyoprotektif
maddeler belirler. Sivi saklama ydnteminde, spermi sulandirdiktan sonra 5°C gibi
digUk 1silarda sperm yasamsal aktivitesini ancak 2-3 gun koruyabilmektedir
(186,187,188).

Dondurma yodntemi ise, spermin daha dislUk isilarda saklanmasi temeline
dayanir. Hulcreyi soguk sokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddelerle
sulandirilan sperm, ampul (etil alkol banyosunda), pellet (-79°C kuru buzda) veya
payet (-110°C sivi azot buharinda) yoéntemiyle dondurularak - 196° C’' ta
saklanir(189,190). Dondurma yénteminde ise iki farkh teknik uygulanmaktadir.
Bunlardan manuel ydntemde sperm o6rnekleri 6rnek verildikten sonraki 1-2 saat
icinde dondurulmalidir. Spermler sivi nitrojen buharinda 30 dakika yaklasik olarak 8-

10 cm uzaklikta bekletilir. Boylece asamali olarak straw yada vialin 1sisi; 30 sn sonra
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-65 °C,60 sn sonra -115 °C , 90 sn sonra -130 °C, 120 sn sonra -135 °C, 150 sn
sonra -140 °C, 4dk sonra ise -152 °C ulasir. 30 dakikanin sonunda Ornekler sivi
nitrojen icerisine alinir. Programlanabilir dondurma aleti kullanilarak yapilan
yontemde ise, kullanilan kriyoprotektan nedeniyle farkli protokoller uygulanabilir.
Dezavantaj detayl bir yéntem olmasi ve manuel yonteme gbére daha uzun zaman
almasidir(127). Bu ¢alismada manuel yontemi kullaniimigtir.

Permeabl kriyoprotektanlar( gliserol, 1-2 propanediol, DMSO, ProH)
intraselliler buz kristalleri olusumunu - 40°C'a kadar dusdtrUrler. Ayrica hcreyi
soltisyonun toksik etkilerinden korurlar. Non permeabl ajanlar (Stkroz, glukoz) ise
ozmotik basin¢ degisikliklerine kargi hlcre zarini korurlar. Cézme sirasinda da
hiicrenin asiri derecede sismesini dnlerler. Sperm dondurma igleminde permeabl
kriyoprotektan olarak % 5-15'lik gliserol, non permeabl ajanlar olarak ise sikroz tercih
edilmektedir(24). Sikroz blylk bir molekil oldugu igin ve yayllma gdsteremez. Bu
sebeple de sogutma iglemi sirasinda ozmotik olarak dehidratasyonu baslattidi igin,
¢bzme iglemi esnasinda da hicrenin 6lUmind o6nler, konsantrasyon farki ile

intraselltler kriyoprotektanin hiicre i¢cinden uzaklasmasini saglar (192,193,194).

Bizim c¢alismamizda iki farkh kriyoprotektan kullaniimigtir. Bunlarin ticari
isimleri Test Yolk Buffer (%12 gliserol, %20 yumurta aki, 1.000 Unite Penisilin-G,
1.000 pg/mLStreptomisin Silfat) ve Medicult Sperm Freezing Medium ( Modifiye
Tyrodes solUsyo-nu, siikroz, glukoz ve sodyum laktat iceren HEPES buffer, gliserol
Human Serum Albumin, Penisilin (50.000 1U/I) ve Streptomisin (50mg/l)) dur. Farkl

kriyoprotektanlarin kargilastiriimasi ile ilgili literatirde galismalar bulunmaktadir.

2004 yilinda Nallella ve ark. yaptiklari ¢caligmada iki farkh kriyoprezervasyon
ve u¢ farkh kriyoprotektani karsilastirmislardir.  Kriyoprezervasyon ydntem
karsilastiriima-sinda kendilerin gelistirdigi metotla ki; érnek doért parcaya bolinip
TEST yolk buffer eklenip rototarda 5 dakika bekletildikten sonra viallere alinip -20
°C 5 dakika sonrasinda -96 °Cde 2 saat sivi azot buharinda bekletip, daha sonra -
196 °C, sivi azota almiglar.24 saat sonra da ¢6zmdisler. Diger yéntem ise bizim
galismamizda uyguladigimiz yéntemdir. Sonug olarak sperm motilite ve hayatta sag
kalim oranlan iki farkli ydntem arasinda bizim de uyguladigimiz yéntem de daha

Ustin bulunmus. Fakat arastiricilar sperm morfolojisi bakimindan iki metot arasinda
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anlamh bir fark bulamamislardir. Ug farkli kriyoprotektan arasinda yine bizimde
¢alismamizda kullandigimiz TEST yolk buffer ve Medicult sperm freezing medium ve
Enhance sperm freezing mediumu karsilastinimis. TEST yolk buffer mediumun

sperm motilitesi diger kriyoprotektanlardan daha iyi bulunmustur. (191)

2006 yihnda Verza Junior ve ark. yaptiklari calismada yine ug¢ farkl
kriyoprotektani 23 infertil sperm  &rneginde galismislar ve MEDICULT
kryoprotektanin hayatta sag kalim orani diger iki kriyoprotektandan ylUksek
bulmuslardir(196)

2001 yilinda ise Hammedeh ve ark. dondurma &ncesi ve sonrasi iki farkl
kriyoprotektan kullanarak fertil ve infertil erkeklerin sperm morfolojik yapisi ve
kromatinlerini incelemigler. Bu c¢alismada TEST vyolk buffer ile human sperm
preservation medium (HSPM) karsilastinimis ve TEST yolk bufferin kromatin ve

sperm morfolojisinde daha az hasara sebep oldugunu bildirmislerdir (175)

2000 yilinda Hallak ve arkadaslari ise kullanilan kriyopektan maddenin iki
farkh  formu ile sperm motilite ,morfoloji ve sperm membran yapisini
karsilastirmiglardir. Bu kriyoprotektan maddenin (gliserolll ve gliserolsuz TEST yolk
Buffer) iki farkl formu karsilastinldiginda sperm motilite, vitalite ve normal sperm
ylzdesi sadece gliserol iceren kriyopektanda daha yiksek olarak bulunmustur (201)

Bizim calismamizda ise Medicult ile TEST yolk buffer arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

Kriyoprezervasyon yodnteminin segimi, kullanilacak spermin yikanarak yada
direkt sekilde dondurulmasi olarakta farkhliklar icermektedir. Bazi caligsmalarda
semen ornekleri sperm yikama prosedurlerinden biri uygulanip sonra dondurulurken
bazi c¢alismalarda ise direkt dondurma yapilabilmektedir. Seminal plazmanin
dondurma-¢ézme sirasinda koruyucu oldugu belirten calismalar (202,203) bunun
tersini savunan; swim-up ya da Percoll gradient yéntemiyle seminal plazmadan
ayrilan spermatozoonlarin daha iyi sag kalim gdsterdiklerini vurgulayan (150,
204,205) ve iki yéntem arasinda farklik olmadigini savunan yayinlar da mevcuttur.
(206).

93



Bazi caligmalarda infertil erkeklerin spermlerindeki DNA hasari orani, fertil
erkeklerin spermlerindeki DNA hasarindan daha yUksek bulunmustur(207,208).
Barroso ve ark 2000 yilindaki bir ¢calismasinda yiksek sperm motiliteli érnekler ile
disuk sperm motiliteli érnekler karsilastinldiginda DNA fragmantasyonlu spermlerin
oraninin distk sperm motiliteli 6rneklerde daha yiksek oldugu belirtilmigtir. (209)

Siddighi ve ark. 2004 yilindaki yayinlarinda fragmante DNA ya sahip sperm
ve apoptotik ve nekrotik sperm iceren vakalarda basarisiz déllenme veya dislk
oranini daha sik olarak bildiriimektedir(210). Fakat, bazi arastiricilar DNA
fragmantasyonunun fertilizasyon ve sperm hizini negatif etkilemesine ragmen
gebelik Uzerine etkisi olmadigini iddia etmektedirler(211).

Spermatogenez sirasinda germ hucrelerinin %75’i olgunlagsmadan apoptoz ile
ortadan kaldiriimaktadir (223). Apopitozun kontroliinde ise Sertoli hicreleri biylk
oranda sorumludur (222). Apopitoz Uzerine yapilan caligmalarda farkl sonuclar
ortaya c¢ikmasinin nedeni apoptoz belirlenmesinde kullanilan yéntem cesitliliginin
fazla olmasidir. Kullanimda olan bes ana yb6ntem bulunmakla beraber TUNEL

disinda hepsinin bazi dezavantajlari ve eksiklikleri bulunmaktadir (226,227,228).

TUNEL ybénteminde ise preapoptotik hlcrelerin dahi boyanmasi ydéntemin
sensitivitesini  daha da arttirmaktadir. Bu ylUzden TUNEL apoptozis
degerlendiriimesinde standart yéntemdir( 229)

Moustafa ve ark yaptiklari ¢calismada disUk sperm konsantrasyonu ve kotl
sperm morfolojisi olan semen 6rneklerinde TUNEL pozitifligin daha yiksek dlzeyde
oldugunu belirtmiglerdir. Shen et al. Buna ragmen DNA hasari olan spermlerin
tamami apoptotik sirece girmemektedir, Ayni sekilde Sakkas ve ark (2002) DNA
hasarini, dogrudan sperm hlcrelerinde meydana gelen bir apoptotik slrecle
iliskilendirmemislerdir (212,213,214).

Ancak, TUNEL ydntemi kullanilarak ejakulatta %15 ve Ustt DNA
fragmantasyonu gdzlenen hastalardan ayrica testis biyopsisi alinarak kullanilan
6rneklerde DNA fragmantasyonunun daha az oranda oldugu saptanmistir.Bu gibi
hastalarda ICSI| ydontemiyle basari orani daha yiksek bulunmustur(215).
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Bu nedenlerle McVicar ve ark. 2004 ‘de DNA fragmantasyonunun sperm
kalitesi igin kullanilabilir bir indikatér olarak kabul edilmesi gerektigini ileri
surmuslerdir. Bu ydnde yapilan ¢alismalar TUNEL ile yapilan élgimlerle sperm DNA
fragmantasyonunun erkek fertilitesinde ylksek oranda édnemli oldugunu gdstermistir
(208).

ilerleyen caligmalar DNA fragmantasyonunun aza indirgenmesi ile ilgilenmistir.
insan sperminde swim-up ile yikama o6ncesi ve sonrasinda DNA fragmantasyon
durumu karsilastinldiginda swim up sonrasi hazirlanan érneklerde yilkama éncesine
gbre nekrotik, apopitotik ve sitoplazmik artik bulunan spermlerin anlamli derecede
azaldigr saptanmigtir. Ancak immatlr, akrozomu bozuk spermlerin swim up

sonrasinda da hala var olduklari gézlenmistir(216).

2006 yilinda de Paula ve ark. yaptiklar ¢alismada oligozoospermli hastalara
TEST vyolk buffer solusyonu kullanilarak uyguladiklari standart dondurma
prosedurinden sonra TUNEL testi ile dondurma 6ncesi ve sonrasinda apopitotik
hiucreleri degerlendirmisler ve  kriyoprezervasyon sonrasinda Oligozoospermli
erkeklerde kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasi apopitopik sperm nikleer DNA
fragmantasyon orani daha ylksektir. Kriyoprezervasyon normozoosperm  ve
oligozoospermik erkeklerde apopitotik DNA fragmantasyonunu yulkseltici bir etki
yapar. (217).

Ancak bizim calismamizda yikama sonrasi 6rneklere gére dondurulan ve
sonrasinda ¢ozilerek yikanan normozoospermi ve asthenospremi Orneklerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir. Yikanmis &rnekler iki farkli
kryoprotektan (TEST yolk buffer ve Medicult ) ile dondurulmustur. Farkh
kriyoprotektanlarin kullanildigi sperm 6rneklerinde ise ¢6zme sonrasi hlicre oranlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmus ve Medicult ile dondurulan

hastalarin ¢6zme sonrasi DNA fragmantasyon orani daha disik olarak saptanmisgtir.

Nallella ve ark 2004, a goére kriyoprezervasyon sonucunda dondurmanin
osmotik etkisi ve ¢dzmenin disik fertilizasyon kapasitesine ve hiicre zarinda hasara
neden olmaktadir. Bu sonu¢ hicre morfolojisini etkileyerek sperm fonksiyon

bozukluguna ve immotiliteye neden olmaktadir(192). Bizim ¢alismamizda da yikama
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sonrasina gore ve ¢6zme sonrasi yikanmis orneklerde sperm sayisinda, motilitede
azalma tespit edilmis ve istatistiksel degerlendirmede bu iki grup arasindaki fark
anlamli  bulunmustur.iki ~ farkli  kriyoprotektan  grubu  kendi  aralarinda
karsilastirildiginda ise sperm sayisinda ve motilitede istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamistir.

infertilitenin  sperm  apoptozuna olan iligkisinin aragtinldigi  bir ¢ok
ultrastriktirel calismada ejakulatta anucleate sitoplazmik artiklarin varligr (218)
spermlerde dizensiz nudkleer kromatin bicimi, nikleer kromatin pargalanmasi,
apoptotik cisimcikler igceren yogun yuvarlagimsi tomurcuklanma gdésteren nukleuslu
spermler, nikleer kromatin icinde vakuollerin bulunusu ve bu vakuollerin bazilarinin
icindeki membransal cisimlerin  (miyelin  figUrlerin)  varligi  tanimlanmigtir
(218,219,220) Ayrica, apoptotik slrecin son evresinde ise; yogun sitoplazma, nukleer
fragmentasyon iceren apoptotik cisimler, bozulmus organeller ve sitoplazmik
materyalin varhdi belirtilmigtir (221,222,223).

Ancak, yapilan literatlr taramalarinda yikanan ve dondurulup ¢ézlinen sonrasi

spermlerde ultrastriiktUrel dlizeyde ¢alismaya rastlanmamistir.

Bu calismada ise alinan érneklerde az sayida normal gérinimli spermlerin
yaninda hdcrelerin blyidk bélimda bag bdlgesinde sitoplazmik artiklar iceren
elongating spermatidti. Bu tip hicrelerin bir grubunda ise akrozomun c¢ekirdekten
uzaklastigi subakrozomal boélgede sitoplazmik icerigin arttigr dikkati ¢ekti. Yine bu
grupta ¢ok sayida erken apoptotik ¢ekirdekli sperm heterojenik kromatin dagihmi ile
belirgin olarak g6zlenirken bazi spermlerde ge¢ apoptotik bulgu belirtisi olan nikleer
fragmantasyon saptandi. Cok sayida akrozom igcermeyen, c¢ekirdeginde vakuoller
bulunan makrosefalik globozoospermler gézlendi . Bazi hicrelerin bas bdlgeleri
tamamen normaldi, ancak boyun bdélgelerinde hala sitoplazmik artiklar igceren bu
hicrelerin ge¢ spermatidler oldugu goéruldi ve bu artiklarda dev membransel
vakuoller bulundugu gbézlendi. Ayrica yikama sonrasi grupta ortak akrozoma sahip,
cekirdeklerinde vakuoller igeren ¢ok sayida Bizzare sperm, akrozom i¢ zarinin
cekirdek icerisine invaginasyonu sonucu akrozomal kist iceren hicreler gértnttlendi.
Yine bu grupta birgok hicrede sperm zarinda dizensizlikler belirgin olarak dikkati

cekti . Hucrelerin kuyruk ultrastriktirinde herhangi bir anomaliye rastlanmadi.
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Cbézme sonrasi grupta, kullanilan iki kryoprotektan arasinda ultrastriktirel
olarak bir fark gézlenmedi ve bulgularin ortak oldugu tespit edildi. Siklikla bas ve
boyun bdélgelerinde sitoplazmik artik iceren spermatidlere rastlandi . Hucrelerin
¢ogunun c¢ekirdeklerinde vakuoller gobzlendi. Bu grupta akrozom icermeyen
makrosefalik globozoosperimler, ¢ekirdeklerinde membransel vakuoller, sitoplazmik
artiklarinda ise dev graniler vakuoller icermekteydiler. Az sayida amorf bash
spermlerin de bulundugu bu grupta en énemli bulgu yilkama sonrasi sperm sayisi
azalmis olmakla birlikte ge¢ yada erken apoptotik hiicre gdzlenmedi.
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6. SONUC VE ONERILER

Galismamizda son yillarda hizli gelisim gdsteren in vitro fertilizasyonun
ayrilmaz bir parcasi olan kriyoprezervasyon konusunu ele aldik. infertil erkeklerde
sperm hdcrelerinin  dondurulmasi, spermin motilitesini, morfolojiyi, DNA
batinliguni etkilemektedir. Batin bu gelismeler isiginda infertil giftlerin %40’ ni
olusturan erkek faktérine ¢ézim bulma arayislarina hizla devam edilmektedir.
Kriyoprezervasyon hakkinda bilimsel agidan aciklanmayi bekleyen bir ¢ok soru
vardir. Buda kriyoprezervasyon son yillarda en fazla ¢aligsilan konular arasinda
olmasina neden olmustur. Bu ¢alismada bizde TUNEL ve elektron mikroskobu ile
spermlerin ince yapisini apopitoz yénunden arastirdik.

Sonug olarak, bulgularimiz spermin dondurma O6ncesi yikanip yikanmama
tartismasina agiklik getirerek dondurma &éncesi mutlaka yikanmasi gerektigi
dogrultusundadir. DNA fragmantasyonun degerlendirildigi TUNEL testi sonucunda
yikanmamis ornekler ile yikanan ve dondurulup ¢6ztnen 6rnekler arasinda anlamli

fark ortaya konmus bu fark ultrastriktlrel olarak da gésterilmigtir.

Bu ¢alismadan elde ettigimiz bulgular sonucu spermin yikanip dondurulmasi
ve degisik dondurma teknikleri arasindaki varyasyonlar konusunda daha ayrintil
calismalar yapilmasi gerektigini digtinmekteyiz. Ayrica sperm hicresinde olusan
DNA fragmantasyonunu ayrintil olarak gésteren farkli metotlarin kullaniimasinin
dondurma yénteminin standart hale getirilmesinde yararli olabilecegini kanisindayiz.
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