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1.0ZET VE ANAHTAR KELIMELER

Kriyoprezervasyon; hiicrelerin ve dokularin ¢ok diisiik sicaklikta sogutularak,
biitiin biyolojik aktivitelerinin durdurulmasi, minimum hasar ve fonksiyon kaybi
olmaksizin gelecekte kullanilmasi amaciyla uzun siireli saklanmasidir. Giiniimiizde
erkek faktoriiniin tedavisinde kullanilan sperm kriyoprezervasyonunda Ki amag
spermin kriyoprezervasyon sonrast dollenme kapasitesini siirdiirebilmesidir. Bu
calismamiz da kriyoprotektan farkinin dondurma ¢dzme sonrasinda spermde DNA
fragmantasyonuna, maturasyonu ve motilitesine etkisini arastirdik. Bu ve benzer
caligmalar ile sperm DNA hasar1 en az olacak sekilde kriyoprezervasyon metodunda
degisiklikler yapilarak DNA hasarini en aza indirgeyip merkezlerin gebelik ve canli
dogum basarisi arttirilabilir. Calisma ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik
Kurul’una sunuldu ve 2017/6-3 say1 ve 13.06.2017 tarihli etik kurul onay1 alindi.
Calisma Eyliil 2017- Nisan 2018 tarihleri arasinda Fertijin Kadin Sagligi ve Tiip
Bebek Merkezine spermiyogram analizi igin bagvuran hastalarda uygulandi. Klinige
bagvuran hastalardan normozoospermi (n:20) ve oligoastenoteratozoospermi
gruplarinda (n:20) WHO Kkriterlerine uygun standart semen analizi uygulanarak
ardindan asidik anilin mavisi boyama yontemi ile sperm maturasyonu ve akridin
oranj boyama yontemi ile sperm DNA fragmantasyon hasar1 degerlendirildi. Sperm
ornekleri sperm yikama yontemi olarak “gradient” (farkli yogunluk ayirma) teknigi
kullanilarak yikandi ve yikama sorasinda kriyoprotektan olarak ii¢ farkli soliisyonlar
ile donduruldu 24 saat sonra ¢oziiliip motilitesi, DNA fragmantasyonu ve sperm
maturasyonu Yyoniinden tekrar degerlendirildi. Bu tez caligmasina gore farkli
kriyoprezervasyon soliisyonlariyla dondurulup ¢oziilen sperm Orneklerinin ¢6zme
sonrast sperm motilite, DNA fragmantasyonu ve sperm maturasyonu agisindan
kriyoprotektanlara gére anlamli fark bulunamamis olup oligoastenoteratozoospermi
olgularinda normozoospermi olgularina gore motilite, DNA fragmantasyonu ve
sperm maturasyonu yoniinden dondurma ¢dzme sonrasi kotii etkileri benzer olarak

tiim kriyoprotektan soliisyonlarda ortaya ¢ikmastir.

Anahtar kelimeler: Asidik anilin mavisi, Akridin oranj, DNA fragmantasyonu,

sperm maturasyonu, sperm dondurma



2. ABSTRACT

Evaluation of sperm cryopreservation and its results with different

cryoprotectant solutions

Cells and tissues are cooled at very low temperature, all biological activities
to stop, minimal damage and function without loss of long-term use the purpose of
future storage. We investigated the effect of cryoprotectant on DNA fragmentation,
maturation, motility in after freezing. Similar studies, it can be improved by making
changes in the cryopreservation method with the least amount of sperm DNA
damage these changes will minimize the damage of frozen sperm DNA, better
quality sperm can be obtained and the success of pregnancy and live birth rate.The
study was submitted to the Biruni University Non-Interventional Ethics Committee
and was approved by the ethics committee of 2018-12-9 and dated 29.01.2018. The
study was carried out between September 2017 - April 2018 in patients applying for
spermiogram analysis to Fertijin Women's Health and IVF Center. Among the
patients who applied to IVF Center, standard semen analysis was performed
according to WHO criteria in normozoospermia(n: 20) and OAT groups (n: 20).
Sperm samples were washed using the in gradient, technique as a sperm washing
method and were thawed with three different solutions as the cryoprotectant in the
wash thecnique. They were thawed after 24 hours before freezing. Then all samples
were evaluated with acridine orange and acidic alanine blue painting procedure on
about sperm maturation and DNA fragmentation. According to this study, there is no
significant difference between in sperm motility, DNA fragmentation and sperm
maturation in these sperm samples after thawing or frozen with different

cryopreservation solutions.

Key words : Acridin orange, annilin blue, DNA fragmantation, sperm freezing,

sperm maturation



3.GIRIS VE AMAC

Erkek infertilitesi, bir erkegin normal bir kadin partner varliginda cinsel
olarak aktif olmalarina ve korunmasiz cinsel iliskilerine karsin, bir yilin iginde
gebelik meydana gelmemesi veya ¢ocuk sahibi olamamasi olarak tanimlanmaktadir
(Dohleet al, 2009). Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde anamnez ve fizik
muayeneyi takiben semen analizinin yapildig1 bilinmektedir. Semen analizinin de,
sayt ve hareketlilik, sperm morfolojisi ayrintili olarak incelenmektedir. Fakat bu
kriterler spermdeki DNA hasar1 ve sperm maturasyonu hakkinda bilgi
vermemektedir. Standart semen analizinde kullanilan parametrelere ek olarak sperm
maturasyon, kromatin kondansasyon testinin de rutin laboratuvar uygulamalarinda
yer almast spermin DNA’s1 hakkinda 6ngdrii olarak kabul edilebilir (Hammadeh et
al., 2001).

Son yillarda yapilan arastirmalar erkek infertilitesin de sperm DNA biitiinliigi
lizerine yapilmaktadir. Bu calismalar da, sperm DNA biitiinliigiiniin, erkegin
fertilitesinin belirlenmesinde c¢ok oOnemli bir role sahip oldugu goézlemlenmistir
(Koyuncu, 2011). Sperm orneklerinde DNA fragmantasyon oraninin; infertil
bireylerde fertil bireylere gore daha yliksek seviyede oldugu bilinmektedir (Sun et
al., 1997). DNA fragmantasyonu tespit yontemleri ile her yontemde farkli degerler
elde edilmistir. Fakat sonuclar genellenecek olursa, fertil bireylerin sperm DNA hasar
orani karsilastirlldigin da, infertil bireylerin sperm DNA hasar oranmin anlamh
derecede yiiksek oldugu gériilmiistiir (Sun et al., 1997; Bianchiet al., 1993). YUT ile
yapilan bazi islemler de sperm kriyoprezervasyonuna basvurulmaktadir. Ureme
hiicreleri ve dokularmin da dondurulup saklanabilmesi ve istenildigi zaman
coziilebilmesi Yardimc1 Ureme Teknolojileri (YUT) agisindan olduk¢a 6nemlidir
(Delilbasi, 2008). Dondurulmus spermler ilk kez 1949 yilinda Polge ve arkadaslari
tarafindan YTU' de kullanilmistir (Polgeet al.,1949). Kriyoprezerve edilmis sperm ve
taze spermin ICSI sonuglar1 iizerine etkisi ¢esitli ¢alismalarda tartisilmistir. Taze
sperme oranla dondurulmus spermde fertilizasyon orani, embriyo gelisme orani ve
gebelik oranlar1 gibi parametrelerin diigmesine ragmen, sonuglar kabul edilebilir
smirlar igerisindedir. Borges ve ark. taze ejekiilat spermin, dondurulmus ejekiilat
sperme oranla daha yiiksek fertilizasyon oranina sahip oldugunu ileri siirerken

(Borgeset al.,2007). Kuczynski ve ark. ise taze ejekiilat sperm ile dondurulmus



ejekiilat spermin fertlilizasyon ve implantasyon oranlarinda herhangi bir farkliligin
olmadigini ileri stirmiiglerdir (Borgeset al.,2007; Kuczynski et al., 2001).

Bu c¢alismanin amaci sperm hiicresi dondururken kullanilan farkh
kriyoprotektan soliisyonlarinin dondurma ¢6zme sonrasinda DNA fragmantasyonuna,
sperm maturasyonu ve motilitesine etkilerinin kiyaslanmasidir. Bu sekilde gelecek
caligmalarda sperme daha az zarar veren teknikler gelistirilebilir ve boylelikle YUT

sonuglar1 pozitif yonde gelistirilebilir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.Erkek Ureme Sistemi

Erkek tlreme sistemi: testisler, genital kanal sistemi(epididimis, duktus
deferens,
duktus ejakulatuar ve erkek iiretrasinin bir kismi), salgi bezleri (seminal vezikiil,

prostat bezi ve bulboliretral bezler) ve penisten meydana gelir (Abraham, 2002; Ross

etal., 2003).

___— Mesane

Membranéz tretra

Uretra : - Ampulla

T Prostat

—— Seminal vezikul
Ejakulator kanal

Penis

Penisin korpus kavernozumu =
P Bulbotretral bez

Uretranin korpus kavernozumu Duktus deferens

Prepisyum
Glans penis

Epididim
Testis

Mediyastinum testis

Sekil 1: Erkek iireme sistemi (Junqueiraet al., 1998).

4.1.1.Testis

Testis, viicut boslugunun disinda skrotum iginde sag ve solda yerlesmis oval
sekilli bir ¢ift organdir. Distan ice dogru tunica vajinalis, tunica albuginea, tunica
vaskiiloza olmak tizere ii¢ tabaka ile ¢evrilidir (Junqueiraet al., 1998).

Testisler, spermatogenez ile sperm hiicresinin iiretilmesi (spermatozoa) ve steroid
yapidaki hormonlarin iretilip salgilanmasindan  (steroidogenezis) sorumludur.
Testislerdeki endokrin islevi Leydig hiicreleri (interstisiyel hiicreler) tarafindan
yiiriitiiliir ve iiretilen testosteron dogrudan kana verirler. Testosteron, hipotalamusta
gonadotropin serbestletici hormon (GnRH) sekresyonunu ve 6n hipofiz de ise LH ve
folikiil stimiilasyon hormon (FSH) sekresyonu {izerine negatif geri bildirim saglar

(Gilberts, 2000).



Erkek genital sistemi testis ve epididimisin genital sitemde ki diger boliimlerden
farkliliklar1 ve testikiiler lobiillerin baglantilar1 gosterilmektedir (Junqueiraet
al.,20006).

Testis histolojisi: Testisler, skrotum i¢inde yerlesmis yaklasik 4-4,5 cm boyutlarinda,
20-30 gram agirliginda ve tunika albuginea adi verilen kalin bir bag dokusu ile
cevrili iireme organlaridir. Her testis, yaklasik 250 adet lobiile ayrilmistir. Lobiillerin

herbiri 1-4 adet seminifer tiibiilden ve Leydig (intersitisyel) hiicrelerinin bulundugu

bag dokusu stromasindan olugsmustur (Abraham, 2002).

Sekil 2: Testis Histolojisi (Victor P. Histoloji atlast ).

4.1.2.Seminifer Tiibiiller

Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Boylar1 30-70 cm
caplar1 150-250 pm dir. Bir testiste toplam tiibiil uzunlugu 250 metredir. Tiibiiller
kivrimlidir ve uglara dogru daralarak devam ederler ve rete testise baglanirlar. Rete
testis kanallar1 da duktuli efferentes ile epididimin bas kismina baglanmaktadir.
Seminifer epitel iki tip hiicre igerir: sertoli ile spermatogenez serisini olugturan

hiicreler (Junqueiraet al., 1998).



4.1.3.Sertoli Hiicreleri

Seminifer tiibiil membranindan liimene kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir.
Spermatogenez serisindeki hiicreleri saran sertoli hiicrelerinin birgok iglevi vardir;
Spermiyogenez sirasinda fazla sitoplazmik pargaciklari fagosite ederler.

FSH (Follicule Stimulating Hormone, Folikiil Uyarici Hormon), direkt sertoli
hiicrelerini uyarir ve spermatogenez i¢in uygun ortam olusturur.

Gelismekte olan spermatozoonlar1 sitoplazmik uzantilariyla destekler, besler ve
korurlar.

Kusurlu spermleri fagosite eder.

Erkekte, kadindakinin 1/5°1 kadar 6strojen iiretimi sertoli hiicrelerinde yapilir.
Anti-Miillerian hormon(AMH) iiretimi yapar.

Sik1 baglantilarla birbirlerine tutunarak kan —testis bariyerini olustururlar.

Folikiil uyarici hormon(FSH) ve testesteron kontrolii altinda Androjen Baglayici
Protein (ABP) iiretir (Sinclair et al., 1990).

Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda inhibin ve aktivin alt birimlerini de salgilar. Inhibin
hipotalamustan ve 6n hipofizden salinan gonadotropin salgilatict faktér (GnRH) ve
FSH {izerine negatif geri bildrim etkisi yaparken, aktivin FSH salinimi iizerine

pozitif geri bildirim etkisi gosterir (Abraham, 2002).

4.1.4.Leyding Hiicreleri (Interstisyel Hiicreler)

Leydig hiicreleri testis dokusu icinde, loblar arasindaki bag dokusu
bdlmelerinde bulunur ve erkeklik hormonu olan testesteronu tretirler. Testesteron ise
hipofiz 6n lobundan salgilanan Liiteinlestirici hormonun stimiilasyon veya

inhibisyonu i¢in 6nemlidir (Grudzinska and Yovich.,1995).

Testesteron embriyonal ve fotal yasam sirasindaki cinsiyet farklilagmasi igin
gereklidir. Puberte doneminde ise spermin iiretiminin ve aksesuar bezlerin
sekresyonunun baglamasi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi i¢in gereklidir.
Eriskinler de spermatogenezin, bezlerin sekretuar aktivitelerini ve sekonder seks

karakterlerinin devam etmesi i¢in gerekmektedirler (Gartner and Hiatt., 2016).



Sitoplazmik koproler

Geng spermatidier

Sekonder spermatositler

Primer spermatosit

Spermatogonyum

Interstisyel hcreler

Sekil 3: Sertoli hiicreleri ile gelismekte olan sperm arasindaki iligkiyi gosteren

seminifer tiibiil kesitinin sematik gosterimi (Junqueiraet al., 1998).

4.1.2.Genital Bosaltim Kanallar

Testiste tretilen spermatozoonlari penise dogru tastyan kanallar duktus

epididimis, duktus deferens(vasdeferens) ve iiretradir.

4.1.2.1.Duktus epididimis

Yaklasik 4-6 m uzunlugunda tek ve kivrimli kanaldir. Cevresini saran bag
dokusu ve kan damarlar ile epididimin kuyruk ve gévdesini olusturur. Epididimisin
epiteli spermatogenez siirecinde olusan artik cisimciklerin sindirilmesine yardime1

olur (Junqueira L. et al.,1998).

4.1.2.2.Duktus deferens (vasdeferans)

Duktus deferens spermatik kordonun bir parcasini olusturur. Prostata girmeden dnce
genisler ve ampullayr olusturur. Ampullanin son kisminda seminal vesikiiller
duktusa katilir. Daha sonrada prostata girer ve prostatik {iretraya agilir. Prostata giren

segmente ejakiilatuvar kanal denir (Junqueira et al., 1998).



4.1.2.3.Uretra

Mesaneden baglayan ve penis icerisinde ilerleyen iiretra, idrarin ve semenin dis
ortama taginmasini saglar. Penil liretranin biliyiik boliimii yalanci ¢ok katli prizmatik
epitel ile Ortiiliidiir. Mukus salgilayan littre bezleri penil iiretra boyunca bulunur

(Junqueira et al.,1998).

4.1.3.Seminal Bezler

Spermatozoa, testislerdeki seminifer tiibiiller de {iretilir, epididimler de
depolanir ve aksesuar bezlerden gelen sivi salgilarla karisarak seyreltilir. Semen ise

spermatozoanin konsantre siispansiyonundan olusturulur (Ross and Pawlina ., 2014).

4.1.3.1.Prostat bezi

En biiylik aksesuar cinsiyet bezidir. Prostat bezinin epitelyal hiicrelerinden
salgilanan  ekstraselliiler ~vezikiillere prostasom adi verilir. Prostasomlar,
spermatozoonlarin kapasitasyon zamanini diizenler, akrozom reaksiyonunu indiikler
ve sperm motilitesini stimiile eder. Ayrica, kadin genital sisteminde immiin hiicrelerle
etkileserek spermatozoonlar1 fagositten korur ve Omiirlerini uzatir (Aalbertset
al.,2014). Prostat bezi salgisi, seminal sivinin %20-30’unu olusturur ve hafif
alkalidir(pH: 7,29). Salg iirtinleri; prostat asit fosfataz (PAP), prostat spesifik antijen
(PSA), amilaz, sitrik asit, ¢inko ve fibrinolizindir (Aalbertset al.,2014; Gardner et
al.,2010). Semenin likefiye olmasin1 saglayan proteolitik enzim (serin proteaz olan)

PSA’dir. Fibrinolizin ise semeni akiskan hale getirir (Ross and Pawlia,2014).



4.1.3.2.Bulboiiretral bezler (Cowper Bezleri)

Seminal sivinin  %2-5’ini  salgist olusturur. Bol miktarda galaktoz,
galaktozamin, galakturonik asit, metilpentoz ve ortalama miktarda sialik asit igerir.
Kayganlastirici yapiya sahip sekresyonlari, erkek liretrasinda ki rezidiie idrar1 ve

kadindaki asidik vajinal salgilar1 nétralize eder (Gardner et al., 2010).

4.1.3.3.Seminal vezikiil

Seminal sivinin biiyiik bir (%50-70) kismini sar1 renkte viskdzseminal
vezikdl salgis1 olusturur. Salgi icerisinde fruktoz, amino asit, prostaglandin, askorbik
asit, basit sekerler ve seminal vezikiile 6zgii proteinler vardir. Fruktoz, ejekiilasyonla
atilan spermin ana enerji kaynagidir. Ejekiilasyon sirasinda seminal vezikiillerin diiz
kasmmin  kasilmasi sonucu salgi, ejakiillatuar kanal igine bosaltilir ve
spermatozoaniiretra digina atilir (Gardneret al, 2010). Seminal vezikiillerin salgilama

fonksiyonunu gostermek icin fruktoz dl¢iimii yapilir (WHO 5.baski, 2011).

4.2.Spermin Yapisi

Sperm (spermatozoon, ¢ogulu; spermatozoa), erkek bireye ait olgun germ
hiicresidir. Sperm uzunlugu yaklastk 60 um kadardir. Bas, boyun ve kuyruk
boliimiinden olusmaktadir. Bag kisminin boyu 3-5 pm, eni 2-3 pum’dir. Bagin 2/3 6n
kismi akrozom adi verilen bir kilifla kaplanmistir. Akrozom kesesi igerisinde
yumurta zarmi delmek icin gereken hidrolitik enzimler (hiyaluronidaz, akrozin,
proteazlar, asit fosfatazlar) bulunmaktadir (Fawcet, 1965).

Boyun, kuyruk ile sperm basi arasinda 0.5 pm uzunlugunda kisa bir parcadir.
Mitokondriler burada bulunur ve sperm hiicresine gerekli olan enerjiyi saglayan
mitokondriler tarafindan saglanir (Curry M.R., 1995). Sperm boynunda sentrozom
organeli bulunur. Sentrozom, sperm kuyrugunun baglangi¢ kismidir. Sentrozomun
gbrevi, yumur hiicresinin boéliinerek cogalmasi ve embriyo gelisim siirecinin
baglatilmasidir.

Kuyruk bélgesi 45-50 um uzunlugundadir. Insan sperminin kuyrugu orta parga, esas
parca ve son parc¢a olarak tice ayrilir. Kuyrugun merkezinde 9+2 diizenlemesine uyan

9 dis ¢ift mikrotiibiil yapis1 ve ortada bir ¢ift mikrotiibiil yapis1 bulunmaktadir.
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Mikrotiibiil yapisinin etrafi kalin fibrillerde ¢evrili olup bu dis fibriller kuyruga diklik

kazandirmaktadir. Aksonem ise hareketlilik saglar. Spermatozoa hareketini flagellum

ile gerceklestirir.

Sekil 4 : Sperm hiicresinin yapisi (Siizen, 2012).

4.3.Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonial hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler
sonucu hiicre farklilagsmasi ile olgun sperm hiicresinin olusumudur.
Spermatogenez sirasin da, spermatozoa morfolojik ve fizyolojik olarak normal sperm
fonksiyonu i¢in gerekli epididimal olgunlagma girer. Bu sebeple, spermatogenez
esnasinda meydana gelen bir aksaklik hatali sperm tretimine sebep olur (Shafik et

al., 2006).
Spermatogenez 3 evrede incelenir:
4.3.1.Spermatositogenez (proliferasyon)
Insanda spermatogenetik 3 tip hiicre vardir: Koyu tip A, acik tip A, tip B.

Koyu tip A spermatogoniumlar kaynak hiicrelerdir ve gereginde acik hiicreleri

meydana getirirler. Ug tip spermatogenik hiicre de bazal membran iizerinde yerlesik,
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yuvarlak, iri hiicrelerdir ve boyanma Ozellikleriyle histolojik kesitlerde ayirt
edilebilirler (Clermont,1972). Tip A spermatogonia Tip B spermatogonia olusturmak
icin boliinerek sayica cogalir.

Primer spermatositler Tip B spermatogonyanin boliinmesiyle meydana gelir. Primer
spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4n DNA igerir (n haploid kromozom
sayisini insanlarda 23 kromozom) ya da bu kromozomlarda ki DNA miktarini
gosterir). Primer spermatositler olusmalarindan hemen sonra birinci mayoz
boliinmenin profazina girerler. Bu boliinmenin profaz asamasi yaklasik 22 giin siirer

(Ozdamar ve ark., 2002).

4.3.2.Mayoz boliinme

Primer spermatositler 1. mayoza girer ve DNA'larini replike ederler.1.mayozu
tamamlamas1 sonucu olusan sekonder spermatositler homolog kromozomlarin
yarisini (23 haploid kromozom) ve DNA'nin yarisini (2n DNA) tasirlar.

Sekonder spermatositler 2. mayoza girerek, 23 haploid (n DNA) kromozom igeren

spermatid’ leri olusturur.

4.3.3.Spermiyogenez (farkhilasma)

Bu siirecte hiicre boliinmesi gerceklesmez. Mayoz bdliinmeler sonucu
meydana gelen spermatidlerin sertoli hiicreleri igindeki gelisim ve farklilasma
stirecleridir. Bu silire¢ sonunda spermatidler olgun spermiumlar halinde seminifer
tiibiiliin liimenine atilir (Fawcett, 1965).

Liimende Sertoli hiicresi tarafindan beslenir ve yeniden sekillendirilir. Boylece
giderek spermatozoona doniisiir. Spermatozoona doniisme sirasinda sitoplazmasinin
bir kismi kaybolur, ¢ekirdek kromatini yeniden organize olur, kompakt bir bas

meydana gelir ve kuyruk gelisir (Hassa, 2003).
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Sekil 5: Erkek germ hiicrelerinin olusumu(Junqueiraet al., 1998).

Ug asamada spermiyogenez meydana gelir:

Sekonder spermatositlerin boliinmesi ile olusan spermatid hiicrelerinin olgun
spermiyumlara doniismesi olayma spermiyogenez denir.

Bu siiregte, akrozom olusur, cekirdek yogunlasir ve uzar, flagellum gelisir ve
sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonucta seminifer tiibiiliin liimenine salinan olgun
spermatozoon meydana gelir (Junqueira et al.,1998).

Spermiyogenez: golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi1 olmak iizere li¢ fazdan

olusur:

Golgi Fazi:

Spermatidlerin sitoplazmasinda nukleusun yaninda belirgin bir Golgi kompleksi,
mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum
bulunur.

Cekirdegin iizerindeki akrozom bdlgesi spermin 6n kutbunu belirler. Spermin
gelisiminin bu agamasinda, mitokondriler aniden sitoplazmanin kenarina dogru gog

ederek plazma zarina yakin yerlesir. Akrozom graniilii ve vezikiilii olusurken iki adet
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silindir seklinde ve birbirine dik konumdaki sentriyol, olusan akrozomun aksi

yoniinde, ¢ekirdegin arkasina dogru hareket eder (Junqueiraet al.,1998).

Akrozomal faz:

Akrozom vesikiilii ve graniilii ¢ekirdegin 6n kismini kaplayacak sekilde yayilir ve
akrozom adin1 alir. Akrozom hyaliironidaz, noéraminidaz, asit fosfataz ve bazi
hidrolitik enzimler icerir. Bu sebeple lizozom gibi islev gorerek korona radyata
hiicrelerini birbirinden ayirir ve bu enzimler zona pellusiday1 sindirir.

Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu (kamgiy1)
olusturmaktadir. Mitokondriler de kamginin proksimal pargasi etrafinda toplanarak
‘orta parca’ adi verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bdlge spermatozoonlarin
hareketlerinin kaynagini aldig1 yerdir.

9+2 mikrotiibiil aksonem yapisindadir. Mitokondriler kuyrugun orta pargasinda

sarmalims1 bir kilif olusturur (Junqueira et al., 1998).

Maturasyon faz :

Bu agamada spermatid sitoplazmasi atilir ve sertoli hiicrelerince fagosite edilir. Daha
sonra sertoli hiicreleri spermatidlerin tiibiil liimenine dogru serbest hale gelmesini

saglar (Junqueira et al., 1998).

Akrozomal grandl

Akrozomal vezikl

Akrozomal baglik (kep) Akrozom

Sentriyolier Mitokondri

Kalinti gdvdeler

Mitokondri Akrozom
—ET
5pum o 50 um Sum 5um
Son parca Esas par¢a Orta par¢a Bag

Sekil 6: Spermiyogenez(Junqueira et al., 1998).
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4.4.Laboratuvar Degerlendirmesi

4.4.1.Semen analizi

Semen analizi infertilite ile bagvuran cifterde erkege uygulanan temel
teslerden birisidir. Semen analizi spermatozoanin, seminal plazmanin, sperm dis1
hiicrelerin ve bir¢ok faktoriiniin degerlendirmesinde anahtar role sahip bir tanisal
testtir.

Semen analizinde sonuglarin standardize edilebilmesi i¢in en az 72 saatlik cinsel
perhiz gereklidir. Bu siirenin 48 saatten az ya da 7 glinden uzun olmamasina dikkat
edilmelidir. Semen parametreleri fertil erkeklerde bile zaman iginde baz1
degisiklikler gosterebilir, bu nedenle en az 2 hafta araliklarla en az 2 sperm 6rnegi

incelenmelidir.

4.4.1.1.Semenin makroskobik olarak incelenmesi

Semen analizine, likefaksiyondan (incelme) hemen sonra baslamalidir.
Numunenin tamami genellikle oda sicakliginda 15 dakika iginde likefiye olur, bu
durum nadiren 60 dakika veya daha uzun zaman alabilir. Altmis dakika i¢inde tam
bir likefaksiyon olusmazsa, bu durum kaydedilmelidir. Dehidratasyon veya 1s1
degisikliginin semen kalitesini olumsuz yonde etkilememesi i¢in ejakiilasyondan
sonra 30 dakika, en fazla bir saat i¢inde analiz yapilmalidir(WHO 5.baski, 2010) .
Normal likefiye olmus semen numunesi homojen ve gri-opak bir gériiniime sahiptir.
Makroskobik olarak degerlendirilen parametreler: koagiilasyon, likefaksiyon siiresi,
goriiniim ve renk, viskozite, hacim, pH’dir.

Koagiilasyon: Ejakiilasyon sonrasi semenin sivi halden semisolid hale ge¢mesidir.
Semende bulunan vezikiil ve epididimal proteinler nedeniyle koagiilasyon olur.
Koagiilasyonun olmamasi durumunda seminal vezikiilin veya vasdeferensin
yoklugundan siiphelenilir (DuPlessis., 2013) .

Likefaksiyon (sivilasma siiresi): Seminal sivinin tekrar sivi hale ge¢mesidir.
Prostattan sekrete edilen prostat spesifik antijen (PSA) ile vezikiiler proteinlerin
etkilesimi ile gerceklesir. Koagiilasyon sonrasi genellikle ilk 15 dakikada goriiliir.

Ancak 60 dakikaya kadar uzayabilir. Nadiren sivilasma olmayabilir, mekanik veya
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enzimatik ¢6zme gerekebilir. Likefaksiyon normal prostat islevinin gdstergesi olarak
kabul edilir (Mikhailichenko and Esiov., 2005).

Goriinlim: Homojen ve gri-opak goriinlimdedir. Normal koku prostat sekresyonu ile
oksidasyonu sonucu olusur. Normal dis1 kokular enfeksiyon gostergesi kabul edilir.
Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse, daha az opak bir goriinlim alabilir; rengi de
farklilasabilir: 6rn: eritrositler mevcutsa (hemospermi) kirmizi-kahverengi veya hasta
ikterikse veya bazi vitaminler veya ilaglar aliyorsa sar1 olabilir.

Hacim: Uygun cinsel perhiz siiresi sonrasi normal hacim 1,5 - 6 ml’dir.

Semen pH’si: Bir damla semen pH kagidi lizerine konur ve 30 saniye i¢indeki renk
degisimi kalibrasyon c¢ubugu ile karsilagtirilir. Normal pH, seminal vezikiil
sekresyonlarina bagli olarak alkalidir. Normal bir 6rnek i¢in alt referans degeri

7,2 dir.

4.4.1.2.Semenin mikroskobik olarak incelenmesi

Makroskobik incelemeyi takiben, ejekiilattan 10 pl damla alinarak Makler
sayim kamarast kullanilarak sperm konsantrasyonu faz-kontrast mikroskobu ile
degerlendirilir. Preparat, toplam x100 biiyiitme altinda taranir (6r: x10 biiyilitmeli
objektif ve x10 biiylitmeli okiilerin kombinasyonu). Mikroskoptan bakilarak; (WHO
5.baski, 2010).

Sperm sayisi, hareketliligi, morfolojisi

Sperm agregasyonu veya agliitinasyonu

Spermatozoa disinda hiicrelerin varlig

or: epitel hiicreleri “yuvarlak hiicreler”

(Iokositler ve immatiirgerm hiicreleri) ve izole sperm baslar1 veya kuyruklari
degerlendirilir.

Sperm o6rnegi degerlendirilene kadar 20- 37 derece arasinda muhafaza edilmelidir.
Sperm motilitesinin degerlendirmesi; likefaksiyon sonrast 30 dk bir saat i¢inde
yapilmalidir.

Sperm sayisi: Tiim ejakiilattaki toplam sperm sayisidir ve alt referans degeri
39x10%/ml’dir. Sperm konsantrasyonunun total hacim ile ¢arpimindan elde edilir.
Semende hi¢ sperm olmayan hastalarin semeni 15 dakika siireyle 3000g santrifiij

edilip pelet incelemesi yapilmadan azoospermi tanist konulmamalidir. Azospermi
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tanis1 alan erkelerin bu sekilde ayrtili incelenmeleri sonucu sperme rastlanabilir
(Olshanet al., 1995) .
Makler sayim kamerast:

Sperm sayma kameras1 10 pl derinligindedir. Iki par¢a camdan meydana gelir.
Ust cam her biri 0,1x0,1 mm ‘lik 100 kareye bdlinmiis 1 mm * lik ince ¢izgiler
bulunur.
Yine stvilagmis ve karistirilmis, seyreltilmemis semenden kiiciik bir damla alinarak
diskin merkezine konulur, yerlestirilir ve sayim yapilir. Yukaridan asagiya ya da
soldan saga yan yana on karelik alan icerisinde ki spermler sayilir. Bulunan say1
ml’de kag milyon sperm oldugunu gdsterir.
Sperm sayimi yapilan alandaki (yukaridan asagiya ya da soldan saga yan yana 10
kare) hareketsiz spermler sayilir ve toplam sperm sayisi ile orantilanarak hareketli
sperm sayist hesaplanir. Bu islem birgok alanda tekrarlanir ve ortalamalari alinir.

Ardindan hareketlilik yiizdesi ve kalitesi hesaplanir (Demirel.,2006).

Sekil 7: Makler sayim kameras1 (Laboratuvarimizda ¢ekilmistir).

Sperm hareketlerinin siniflandirilmasi:

Spermatozoanin ileri hareketli, yerinde hareketli ve hareketsiz olarak
kategorize edilmesi gerektigi Onerilmektedir(a,b,c veya d seklinde derecelendirme
yerine) (WHO 5.baski, 2010) .

+ lleri hizli(Progresif Motilite; PR): dogrusal veya genis bir daire icinde aktif olarak
hareket eden spermatozoa.

s Qleri hizli olmayan(Nonprogresif Motilite; NP): ileriye dogru hareketin olmadig
tiim diger hareketlilik kaliplari,

» Hareketsiz (Immotilite; IM )
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Sperm agregasyonu: Hareketsiz spermlerin birbirleri ile ortamdaki mukus iplikleri
gibi debris materyali ile veya sperm dis1 hiicreler ile yapismasi sonucu gozlenebilir

(WHO 5.bask1, 2010).

Sekil 8: Bir epitel hiicresi (a), debris (b) veya spermatozoa (c, d) ile kiimelesmis

spermatozoa goriintiileri( WHO 5.baski, 2010).

Sperm agliitinasyonu: Hareketli spermlerin birbirlerine bas-bas, kuyruk-kuyruk
veya karisik olarak yapisarak bir arada bulunmasidir. Grade 1-4 olarak siniflandirilir
(WHO 5.baski, 2010)

Sperm canliligi: Progresif hareketli sperm orant < %40 oldugu durumlarda sperm
canlilik testleri ozellikle dnem kazanir. Hiicre membran biitiinliigliyle belirlenir.
Canli spermlerin yiizdesi, boyayr tutmama veya hipotonik sisme testiyle saglam
membranli hiicreler belirlenerek degerlendirilir. Eozin-nigrosin veya eosin-Y testinde
membran biitiinliigli hasar gormiis spermler boyayr alirlar ve boyanmis olarak
gozlenirler. Hipoozmotik sisme testi ise, yalnizca membranlar1 saglam (canl
hiicreler) hiicrelerin hipotonik sivilarda sisecegi ilkesine dayanir.

Sperm morfolojisi: Morfoloji anormallikleri (teratospermi) bag, boyun ve kuyruga
gore siniflandirilir. DSO kriterlerine gdre normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi
%30'un iizerinde olmalidir. DSO’niin &nerdigi morfolojik degerlendirme 6zelliklerini
ayni alan ancak smirda kabul edilen spermatozoay1 da anormal gruba sokan daha
kesin oOlgiitlerin kullanildig1 degerlendirme sistemi Kruger’ in kesin Olgiitleri olarak

bilinir (Kruger, 1988).
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Tablo 1: Kruger Kesin Kriterlerine Gére Sperm Morfolojisi (Kruger, 1986).

BAS Uzunluk 5-6 Mikron / Genislik 2,5-3,5
mikron

AKROZOM Basin % 40-70°ini olusturmali

ORTA PARCA Genislik 1 mikron / Uzunluk 1.5 x Bas
Uzunlugu

KUYRUK Boy : 45 Mikron / Uniform / Orta
parcadan daha ince /
Kivrilmamis / Kirik bulundurmamali

SITOPLAZMIK DAMLACIK Bas alaninin % 30-70‘inden az sadece

orta par¢ada lokalize

Sperm Morfolojik Anomalileri:

Normal goriiniim disinda; bas, boyun ve kuyruk bdlgesinde gozlenebilecek olasi

morfoloji anomalileri bulunmaktadir.

Bas anomalileri: Biiyiik ya da kiigiik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, vakuolli

(>2’den fazla vakuol, vakuoler alan boyanmasi %20’den fazla), ¢ift bash veya

bunlarin kombinasyonu seklinde goriilebilmektedir.

Boyun ve orta kisim anomalileri: Basin asimetrik olarak orta parcaya girmesi, kalin

ya da diizensiz olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonudur.

Kuyruk anomalileri: Kisa, birden ¢ok, kirik, keskin acili, koil sekilli, diizensiz ve

bunlarin kombinasyonlaridir.
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WHO 2010 Sperm Kriterleri:

Tablo 2: Semen Analizi Normal Referans Degerleri( WHO 5.Baski, 2010)
: a) Ilerleyici (progresif) hareket, b)ilerleyici (progresif) olmayan hareket,

c¢) Hareketsiz(immotil)

Parametreler Alt limit degerleri
Miktar (voliim) >1.5 ml
(1.4-
1.7)
pH >7.2
ml de sperm sayist >15 milyon/ml
(konsantrasyon) (12-16)
Total sperm sayis1 >39 milyon/ml
(33-46)
Hareketlilik (motilite) %40 (A+B+C)* %32 (A+B)
(38-42)
Sekil (morfoloji) >%4
(3-4)
Canlilik (Vitalite) >58
(55-63)
Lokosit <1 milyon/ml




WHO parametrelerine gére sperm analizi terminolojilerinin tanimlari

Aspermi: Seminal sivinin tamamen olmamasina aspermi ad1 verilir. Azoospermi’den
(seminal stvida sperm bulunmamasi) ayirt edilmesi gerekir. Aspermi yapan nedenler
arasinda retrogradejakiilasyon, vaskiiler nedenler, hormonal nedenler ve ereksiyon
bozukluklar1 bulunmaktadir.

Hipospermi: Ejakulatvoliimiiniin 1,5 ml’ den az olmasidir. Hipospermi yapan
nedenler arasinda prostat, seminal vezikiil ve vasdeferensin enfeksiyonu, travma ve
timorlerinin yani sira; androjen eksikligi, ejakiilator kanallarin tikanikliklari ve
retrogradejakiilasyon da bulunmaktadir.

Hiperspermi/ polizoospermi: Sperm konsantrasyonunun siirekli olarak 250
milyon/ml” den fazla olmasidir. Prostat ve seminal vezikiillerin enfeksiyonun da veya
cinsel iligkinin seyrek olmasi durumunda goriiliir.

Ejakulattakoagiilasyon bozuklugu: Ejakiilatinkoagiile olmamasi durumudur.
Seminal vezikiil patolojilerinde goriiliir.

Ejekiilattalikefaksiyon bozuklugu: Ejakiilatinlikefiye olmamasi durumudur.
Prostat ve bulbo- iiretral bezin patolojilerinde goriiliir.

Azospermi: Ejakulatta hi¢ sperm hiicresinin olmamasidir. Azospermiye genetik
bozukluklar, hormonal degisiklikler, germinal aplazi, bilateral vasdeferens yoklugu
ve ejakiilator kanallarda tikanikliklar neden olabilir.

Oligozoospermi: Sperm sayisinin 15 milyon/ ml’ nin altinda olmasidir.

Hafif oligozoospermi: Sperm sayisinin 5- 15 milyon/ ml’ nin arasinda olmasidir.
Siddetli oligozoospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ ml’ nin altinda olmasidir.
Astenozoospermi: Ileri hareketli spermatozoa’ nin % 40 dan diisiik olmasi ya da ileri
hizli hareketli olanlarin % 32 den diisiik olmast durumudur. Pek ¢ok konjenital
(Kartegener Sendromu) , enfeksiyon, ilag, 1sidan dolayi olusabilir.

Teratozoospermi: Normal sperm morfolojisinin %4 {in altinda olmasi olmasi
durumudur. Teratozoospermi yapan nedenler arasinda kromozomal bozukluklar,
toksik maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve epididim enfeksiyonu
bulunmaktadir.

Astenoteratozoospermi: Spermlerin motilite ve morfolojik incelemesinin her

ikisinin de normal sinirlarin altinda olmasidir.
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Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin say1, motilite ve morfolojik incelemesinde
ticliniin birden normal sinirlarin altinda olmasidir.

Nekrozoospermi: Numunenin % 25’ ten fazla 61l sperm hiicresi igermesi anlamina
gelir. Idiyopatik olabildigi gibi; toksik maddelerle temas, Kartagener Sendromu ve
cinsel iligki sikliginda azalma nedeniyle de olusabilir.

Lokositospermi: Semende 16kositlerin Imilyon/ml.'den fazla olmasidir.
Hipospermi: Semen hacminin 1 ml. veya daha az olmas1 durumudur.

Hiperspermi: Semen hacminin 6 ml.'den daha fazla olmasi durumudur.

Niikleer Anomali: Sperm hiicresinin basinin toplu igne seklinde olmasidir
(pinhead).

Globozoospermi: Sperm hiicresinin bas kismindaki akrozom yapisinin
bulunmamasidir.

Kriptozoospermi:Yiikksek  hizda  santrifijj sonrast ejekiilatta  sperm

goriilmesidir(WHO 5.Bask1,2010;Yaman ve ark.,1990; Satar ve Gengdal., 2013).

Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Erkek infertilitesinin teshisinde semen parametrelerinin degerlendirilmesine
dayanmaktadir. Ancak bu parametrelerin hicbirinin bir ¢iftin tek basina dogurganlik
potansiyelinin degerlendirmesinde giivenilir olmadig:i bilinmektedir. Ozellikle
aciklanamayan infertilite hastalarinda bu parametreler referans sinirlar1 igerisindedir.
Kabul edilen standartlara gore; hasar goren spermin sayisinin % 15'in altinda olmas1
beklenmektedir. %15-30 ara satha; %30'dan fazla anormal sperm igeren

spermiyogram sonucuna sahip erkekler yiiksek DNA fragmantasyonuna sahip olarak

kabul edilir (Ashok et al., 2016).

4.5.Sperm DNA Yapisi

Sperm kromatini, DNA ve sperm niikleer proteinlerinin siki bir sekilde
paketlenmesiyle olusur. Bu niikleer proteinler ¢cogunlukla bazik 6zellik gosteren P1
ve P2 protaminlerdir. DNA iplikleri bu protaminlerin etrafinda diizenli ve siki
ilmekler olusturacak bicimde sarmalanmistir (Filatow et al., 1999). Spermatozoa
kromatin yapist bu sekilde protaminlerle sikica paketlenmisken, %15°lik bir kismi

histonlarla daha gevsek bir yapida paketlenmistir.
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Spermiyogenez sirasinda protaminler, histonlarla yer degistirir. Bu gegiste TP1 ve

TP2 proteinleri etkindir (Filatow et al., 1999).

4.5.1.Sperm DNA hasarlar

Sperm DNA fragmantasyonu, spermatogenez esnasinda kromatinin yanlig
paketlenmesi, ejakiilasyon Oncesi meydana gelen apoptozis, ejakiilatta yiiksek
miktarda reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi, endiistriyel ya da g¢evresel toksinlere
maruz kalma, genetik, oksidatif stres veya sigara kullanimindan kaynaklanabilir
(Elder and Dale., 2014).

Sperm DNA’st herhangi bir onarim mekanizmasina sahip degildir. Somatik
hiicrelerinin aksine spermde olusabilecek DNA hasari embriyonal agidan daha kotii
sonucglara neden olabilmektedir. Kromozomal sapmalar sebebiyle, dollenmede ve
embriyo gelisiminde sorunlar ortaya ¢ikabilir (Bordignon and Smith ., 1999).

Bu noktada onarim mekanizmasi olan oositin sperm DNA’sinda tek zincir kiriklarini,
cift zincir kiriklarina gore daha kolay onarabildigi bilinmektedir. Ancak onarim DNA
hasart ¢ok genigsse embriyo, paternal DNA’nin tamamini degregasyona ugratabilir

(Yamauchi et al, 2007).

Tablo 3: Sperm DNA Hasarina Sebep Olan Faktorler (Durmaz ve Dikmen ., 2010).

CEVRESEL FAKTORLER BiYOLOJIiK FAKTORLER
Radyasyona maruz kalma Anormal Kromatin Paketlenmesi
Sigara aliskanlig Apoptozis

Kimyasal maddeye marz kalma Reaktif Oksijen Tiirevleri
Kemoterapi

Varikosel

Genital Enfeksiyonlar
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4.5.2.Sperm DNA fragmantasyonu

Sperm DNA’s1t ortalama 60 kb biiyiikliigiindedir. Sperm niikleoproteinleri
%80 oraninda sikistirilmis yapida bulunur. P1 ve P2 protaminleri igeren sperm
DNA’s1, P1 protamini P2’ye gore daha yogundur.
P2 protaminin diisiik yogunluktaki bu yapi1 sperm DNA’s1 herhangi bir onarim
mekanizmasina sahip degildir. Somatik hiicrelere gore spermde olusabilecek DNA
hasar1 embriyonal agidan daha ko&tii sonuglara neden olmaktadir. Ciinkii sperm
DNA’s1 herhangi bir onarim mekanizmasina sahip degildir. Paternal genomun
ekspresyonu basladigi andan itibaren kromozomal sapmalar nedeniyle, dollenme de
ve embriyo gelisiminde sorunlar ortaya ¢ikabilir (Bordignon et al,1999).
Boyle durumlar da oositin sperm DNA’sinda tek zincir kiriklarini, ¢ift zincir
kiriklarina gore daha kolay onarabildigi bilinmektedir. Ancak onarim DNA hasari
cok fazlaysa embriyo, paternal DNA’nin tamamini degregasyona ugratabilir

(Yamauchi et al., 2007).

4.5.3.Spermatozoa kromatin paketlenmesi

Sperm hiicresi kromatini, DNA ve sperm niikleer proteinlerinin siki bir
sekilde paketlenmesiyle olusur. Bu niikleer proteinler P1 ve P2 bazik 6zellik gosteren
protaminlerdir. Sperm DNA iplikleri bu protaminlerin etrafinda diizenli ve siki
ilmekler olusturacak bicimde sarmalanmistir. Sperm kromatininin biiytik bir kism
protaminlerle sikica paketlenmisken, %15°likbir kismi histonlarla daha gevsek bir
yapida paketlenmistir. .Fertil erkeklerde bu oran korunurken, infertil erkeklerde bu
oranin artmig oldugu goézlemlenmistir (Oguz, 2013; Tesarik and Greco. ,2002;

Ashoket al., 2017).

4.5.4. Apoptoz

Apoptozis programli hiicre O6limii olarak tanimlanabilir. Spermatogenez
sirsinda iki apoptotik gorev vardir. Birincisi anormal spermatozoonlart elemine
etmek; ikincisi ise sertoli hiicrelerinin destekledigi germ hiicrelerinin sayisini
simnirlandirmaktir.  Apoptoz esnasinda olusabilecek herhangi bir hatada bu

spermatozoonlar yok edilmeyebilir. Boylece DNA hasarli sperm hiicreleri ejekiilata
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dahil olur. Yapilan bir calismada apopitozun hatali DNA materyalinin embriyoya
geemesini engelleyen son basamak oldugu diisiiniilmiistiir (Singh and Muller.,

2002).

4.5.5.Reaktif oksijen tiirevleri(ROS)

Serbest radikaller yiiksek enerjili, kararli olmayan bilesiklerdir. Semendeki
ROS kaynagi 16kositler ve anormal morfolojiye sahip spermatozoadir. Semendeki
l16kositleri prostat ve epididim olusturmaktadir. Lokositler mikroorganizmalara karsi
koyarken ortama siiper oksit (O;) salarlar. Bu siiper oksit anyonu diger ROS ve
oksidanlarla reaksiyona girerek hidrojen peroksit (H;O), hidroksil grubu (OH )
veya hipoklorid (C1O ) gibi toksik maddelerin olusmasina neden olur (Lamirande
and Gagnon,1993; Baker and Aitken., 2005). Biitin bu mekanizmalar reaktif

oksijenlerin spermin genetik materyalinde, morfolojisinde zararlara yol agmaktadir.

4.6.Sperm DNA Fragmantasyon Analizi

Kabul edilen standartlara gore; hasar goren spermin sayisinin % 15'in altinda
olmas1 beklenmektedir. %15-30 ara satha; %30'dan fazla anormal sperm igeren
spermiyogram sonucuna sahip erkekler yiiksek DNA fragmantasyonuna sahip olarak
kabul edilir. Boyle yiiksek DNA parcalanmasi olan sperm oOrnekleri ICSI igin
kullanildiginda basarisiz dollenme oranlari, gebelik kayiplar1 yavas embriyo

gelisimleri goriilmistiir (Ashok et al., 2016).

DFI <%15: Iyi FertilFertil Potansiyel
%15- 30 DFI: Orta Fertil Potansiyel
>%30 DFI: Kotii fertil potansiyel

4.6.1.Sperm kromatin yapisi tayini (SCSA)

Fragmente olmus DNA'll spermleri ayirt etmek icin akridin oranj 1simasi
degisikligine dayanir. Akridin oranj 1simasi ¢ift DNA'ya (dsDNA) baglandiginda
yesil renkte floresanlanir ancak tek zincirli (ssDNA) DNA'ya baglandiginda

kirmiziya doniigiir. Florasan 1s1k altinda metakromatik boyanan hiicreler kirmizi ve
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yesil renklere gore gruplandirilip sayilir. SCSA’da saptanan DNA hasar1 DFI (DNA
fragmantasyon indeksi) oranlara gore yorumlanir. DFI alt limiti infertillerde biiyiik
oranda %30’dur. Flow sitometrik bir teknik oldugu icin hem pahali hem de
gozlemcinin tecriibesi gerekli oldugundan pek tercih edilmeyen bir yontemdir

(Kazim et al, 2006; Fernandez et al., 2005; Gandini et al., 2004).

4.6.2. Toluidin mavisi ile DFI tespiti

Sperm kromatin biitiinliiglinli degerlendirmek i¢in kullanilan bir boyadir.
Toluidin mavisi sperm DNA'sinda bulunan histon proteinlerinin fosfat gruplarina
baglanarak sperm kromatin yogunlasmasinin ortaya c¢ikmasini saglar (Nabi et al.,
2013).

Sperm DNA’sinin denatiirasyonu ile sperm DNA’sina tutunan toluidin blue 151k
mikroskobunda analizine dayanan bir yontemdir. Koyu mavi ve pembe renkler
diizgiin paketlenmemis sperm DNA’sinin, sperm hiicresinin bas kismina aldig
yiiksek diizeyde toluidin blue yiiziinden kaynaklanir. Ac¢ik mavi, mavi ve mor

menekse renkleri normal DNA biitiinliigiine sahip spermlerin gostergesidir.

4.6.3.Akridin turuncu testi (AOT)

Akridin turuncu, niikleik asit'e 6zgii, katyonik floresan boyadir. Cift sarmal ya
da tek sarmal DNA’ya baglandiginda floresan mikroskopta goriiniirliigii farkhdir.
Yesil renkte goriintiilenenler normal DNA’ya sahip spermatozoalari, sart ve kirmizi
renkte goriintiilenenler DNA hasar1 olan spermatozoalari gosterir (Cebesoy ve

ark,2006; Khalili et al., 2006).

4.6.4.Asidik anilin mavisi testi

Lizinden zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini protaminlerin ayirt
edilebilmesi i¢in kullanilan bir boyadir. Olgun olmayan spermatozoonun bol
miktarda lizin igeren histon barindiran niikleusu islem bitiminde mavi renge
donecektir. Matiir spermatozoonun arjinin-sistein zengini protaminli niikleusu az
miktarda lizin ihtiva ettigi i¢in anilin mavisiyle renk almayacaktir (Agarwal et al.,

2017).
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4.6.5. COMET (Cluster Of Motifs E-valueTool) Testi

Tek hiicre jel elektroforezi kullanimi gerektirir. Agaroz igerisine sabitlenen
sperm lizizde elektoroforeze birakilir. Negatif yiiklii DNA, pozitif yiiklii uca dogru
cekilir. DNA kiriklart COMET’in bas kisminda yogun halde bulunurken, ¢ift ve tek
DNA zincirindeki kiriklar COMET in kuyruguna dogru yonelir. Spermatozoon hem
tek hem de cift zincir kiriklarii gosterebildigi i¢in kullanimi daha avantajli bir
metottur. Sonuglarin iyi ve diizgiin bir sekilde verilebilmesi i¢in yetismis insanlara

ihtiya¢ duyulmaktadir (Morris et al., 2002).

4.6.6.Terminal transferaz(TUNEL) testi

Apoptoz sonucu meydana gelen DNA parcalanmasini 6lgmek icin kullanilir.
TUNEL teknigi apoptoz sonucu meydana geldigine inanilan semendeki sperm
populasyonunun tanimlanmasi i¢in ilk defa Gorczya ve arkadaslari tarafindan
uygulamistir (Shamsi et al., 2011).TdT (Terminal Deoksi nukleotidil Transferaz)
enziminin katalizledigi bir tepkimedir. Tek ve ¢ift zincirli DNA’da dUTP’nin (deoksi
uridin trifosfatin) katilim1 prensibi ile ¢alisir. DNA kiriklarinin 3°’OH ucuna, terminal
deoksi niikleotidil transferaz (TdT) enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla,
biyotinlenmis uridin trifosfat (dUTP) baglanir. Normal DNA’l1 spermatozoon da
yalnizca arkadaki boliim floresan 1sikta gortiliir, fragmante DNA (¢oklu kromatin 3’-
OH uglar) acik floresan 1g1kta gortiliir. Fakat uygulamasi zor ve pahal1 bir yontemdir

(Kazim et al., 20006).

4.6.7.In situ-nick translasyon (NT)Testi

Yalnizca tek zincir kiriklarmi tespit etmektedir. Biyotinlenen deoksi uridin
trifosfatin (dUTP), tek dal DNA kiriklarinda yogunlasmasi ile ssDNA kiriklarinin
tespiti yontemidir. Ozel olarak endojen DNA hasarmi belirler ve degisken
seviyelerini barindiran spermatozoonu boyar. NT yontemi spermatozoon da, niikleer
DNA’nin yeniden sekillenmesi asamasinda meydana gelen anomalileri saptar

(Estever et al., 2015).
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4.6.8.DBD-FISH (DNA break age detection-FISH) testi

FISH yontemi mikro delesyon gibi kromozom anomalilerini saptamak icin
kullanilan bir metottur. Hiicreler agaroz matriksle bir slayta gomiildiigiinde denatiire
edici bir alkali ¢ozlicii solusyonla parcalanir, tek zincirli DNA motifleri DNA zincir
kiriklarina doniisiir. Notralize edilir ve protein uzaklastirilir, tek zincirli DNA, biitiin
genom ya da spesifik DNA problariyla hibridlenerek floresan ortam da incelenir

(Fernandez et al., 1993).

4.7.Sperm Kriyoprezervasyonu

Sperm dondurma ilk kez 1949'da Polge ve arkadaslari tarafindan gliserol
kullanilarak yapilmistir (Mazur P., 1984).
Amag diisiik sicaklikta canli bir hiicre veya dokunun, fonksiyon kaybi olmadan
minimum hasar ile uzun stireli saklanmasidir (Wetzels A.M.M., 1996).
Sperm kriyoprezervasyonunun genel prensibi; materyalin kriyopretektanlarla
dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen i¢inde, -196°C’da depolanmas1 ve
coziilirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak  spermlerin  canliliklarin
koruyabildikleri ve ileri fizyolojik ortamlara gecirilmesidir (Gardner D.K., 2007).
Kriyoprezervasyon islemi sirasinda kullanilan kimyasallar, dondurma-¢6zme
yontemi canlili1 etkileyebilecek yontemlerdir. Materyalin diisiik 1silarda sogutulup
¢ozme sirasinda fizyolojik 1s1 ve ortama dondiiriilmesi dikkatle yapilmasi gereken
islemlerdir (Schroeder A.C. et al.,1990). Giliniimiizde gegerli olan sperm
kriyoprezervasyonunun gerekli oldugu endikasyonlar asagida oldugu gibi

Ozetlenebilir (Davis N.S., 1997).

Cerrahi yontemlerle sperm elde edilmesi halinde,

Kemoterapi ve radyoterapi gibi gonad hiicrelerine zarar verebilecek sitotoksit
tedaviler 6ncesinde ozellikle geng bireylerde,

Ureme fonksiyonlarinin kaybedilmesine yol acacak olan ameliyatlar (testislerin
alinmasi vb.) 6ncesinde,

YUT planlanan hastasindan psikolojik nedenlerle islem giinii 6rnek alimma problemi

olabilecegi diisiiniilityorsa dnceden sperm 6rnegi alinip saklanmasi,
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Azoospermik hastalarda basarili cerrahi islem sonrasinda iglemleri tekrarlamamak
icin alinan 6rnegin saklanmasi,

Yine ayni yonetmelige gore ‘lreme hiicreleri ve gonad dokulari, bu materyallerin
giivenligi agisindan verici adaya ait DNA analizi ile birlikte saklanir (Sangeret al.,
1992).

Maturasyon evreleri farkli olan spermlerin dondurma ve ¢dzme yoOntemleri de
birbirinden farklidir. Ejekiilat sperm testikiiler ve epididimal sperme gore
kriyoprezervasyon da daha hassastir. Kriyoprezervasyon sonrasi motilite, canlilik ve
fertilizasyon kapasitesi serbest oksijen radikallerinin (hidrojen peroksit vs) iiretimi

arttig1 i¢in diisebilir (De Lamirande et al., 1997).

4.7.1.Kriyobiyolojinin Temelleri

4.7.2. Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar gamet hiicrelerinin dondurulmasinda kullanilan koruyucu
maddelerdir. Koruyucu 6zellikleri yiiksek oranda H, (Hidrojen) baglar1 olusturup buz
kristallerinin boyutlarini kiigiiltiirler (Sanger et al.,1992).

Kriyoprotektanlar: permeabl ve permeabl olmayan kriyoprotektanlar olarak ikiye
ayrilir.
Permeabl kriyoprotektanlar hiicre igersine gegebilirken, permeabl olmayan

kriyoprotektanlar hiicre icerisine gegememektedir (Delilbasi, 1997)

4.7.2.1.Permeabl(internal) kriyoprotektanlar

En yaygin kullanilanlar1 DMSO, gliserol, etilen glikol ve propilen glikoldiir
(PROH).
Bu kriyoprotektanlar hiicre zarindan igeriye girerek etkilerini gosterirler. Koruyucu
etkileri donma sirasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu
diizenleyip protein yapilarint korumalari ve diisiik sicakligin yarattigi ozmotik

bliziismeyi azaltmalari ile olusmaktadir (Leeuw et al,1993).
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4.7.2.2.Nonpermeabl (Eksternal) kriyoprotektanlar

Monosakkaritler (glukoz, heksoz), disakkaritler (siikroz) ve trisakkaritler
(raffinoz) hiicre disinda kalan koruyucu maddelerdir. Bu koruyucu maddeler hiicre
zarin1 osmotik basinca karsi esnek hale getirir ve hiicrenin asir1 sismesini Onlerler

(Aray et al,1993).

4.8.Kriyoprezervasyon Hasarlarn

Dondurulma esnasinda hiicrelerin temel ve fiziksel strese maruz kalirlar.
Dondurma hasarinin sebepleri:

1. Hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu
2. Yogun dehidratasyon
3. pH degisiklikleri

4. Protein denatiirasyonu

Sicaklikta ani disiisten kaynaklanan hiicre yapisi ve fonksiyon hasari, membran
gecirgenligi ve hiicre iskeleti yapisindaki degisimlerle ilgilidir (Elder and Dale
.,2013).

Dondurma islemi sirasinda karsimiza ¢ikabilecek en temel hiicre hasar1 dondurma ve
Ozellikle ¢ozme asamasinda olur. Hiicreler aniden dondurulursa, hiicre disina su
aktarimi ani ve fazla olacagindan zarda ozmotik hasar olur. Hizli degil de yavas
coziiliirse bu defa intraselliiler buz kristalleri birbirleriyle birlesip biiytiyebilir ve yine
hiicre zarinda hasar meydana gelir. Yavag dondurma ve hizli ¢6zme bu nedenle
onemlidir (Albert et al., 2008). Kriyoprezervasyon da hiicre hasarinin nedenleri, buz
kristalleri kaynakli yapisal hasarlar ve oksidatif stres ile iligkili reaktif oksijen
radikallerinden kaynaklanan hasarlar seklinde Ozetlenebilir. Bununla birlikte,
spermlerde en sik karsilasilan kriyo-hasarlar membran hasari, organel hasar1t ve DNA
biitiinltiglinlin bozulmas1 (DNA fragmantasyonu) seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.

En uygun dondurma-¢6zme protokollerinin uygulanmasi sonrasinda bile %30-50
oraninda motilite kayb1 gozlenmektedir (Paoli et al.,2014).

Dondurma hasar1 sebebi ile de ¢6zme sonrasi spermin motilitesi, sperm oosit fiizyon
kapasitesi azalabilir veya fertilizasyon olumsuz etkilenebilir. Serbest oksijen

radikallerinin (hidrojen peroksit gibi) liretim artabilir.
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Kriyoprezervasyon ve DNA fragmantasyonu arasinda kesin bir iligki gosterilmis
olmasa da, genel olarak normal 6rnekler ile karsilagtirildiginda sperm kalitesi diisiik
olan oOrneklerin kriyoprezervasyon kaynakli DNA hasar1 ve hiicre Oliimiine

yatkinliginin arttig1 gézlenmistir (Paoli et al.,2014; Said et al.,2010).

4.9.Kriyoprezervasyon Teknikleri

Dondurma islemi sirasindaki dondurma hizi hiicre 6zelligine uygun olmalidir.
Yavas sogutmada fazla miktarda buz kristalleri olusur ve biiyiikliikkleri farklidir.
Fakat ani sogutmada buz kristalleri daha kiiciiktiir ve ¢ok hizli olustuklari i¢in kiigiik
hiicreler bunlarin arasina sikisip daha fazla sayida hayatta kalma oran1 gosterirler.
Hizli dondurma islemlerinin yavas dondurma protokollerinden en onemli farki
kullanilan kriyoprotektan maddelerin yiiksek konsantrasyon da olmasidir.
Kriyoprezervasyonun genel prensibi; materyalin kriyopretektanlarla dengelendikten
sonra sogutulmasi, sivi nitrojen iginde -196 °C’da depolanmasi ve ¢oziiliirken de
kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak spermlerin canliliklarini koruyabildikleri ve ileri

gelisimlerini stirdiirebilecekleri fizyolojik ortamlara gegirilmesidir (Gardner, 2007).
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Calismaya Dahil Edilen Hasta Gruplari Ve Ozellikleri

Bu calisma Fertijin Kadin Saglig1 ve Tiip Bebek Merkezine Eyliil 2017-Nisan
2018 tarihleri arasinda bagvuran %350'si (n:20) normozoospermi, %50'si (n:20)
oligoastenoteratozoospermi olan toplam 40 olguyla yapilmistir. Calismaya katilan
olgularin yaglar1 21 ile 52 arasinda degismekte olup, ortalama 33,45+7,52 yas olarak
saptanmigtir. Calisma retrospektif bir ¢alismadir, uygulanacak protokollerin biitiin
hastalar i¢in belirli bir standartizasyonda olmasia dikkat edilmistir. Calismamizin
Biruni Universitesi Girisimsel olmayan arastirmalar etik kurulu tarafindan
13/06/2017 tarihli 2017/6-3sayil1 toplantisinda etik yonden uygun olduguna karar

verilmigtir.
5.2.Calismanin Tasarimi

Bu ¢alisma da Normozoospermi ve Oligoastenoteratozoospermi ¢alisma
gruplar1 kriterlerine uyan 40 hastanin sperm Ornekleri sperm yikama yontemi olarak
“gradient” (farkli yogunluk ayirma) teknigi kullanilarak yikandi. Yikama sonrasinda
kriyoprotektan olarak origio sperm frezee, irvinefreezing medium - TEST yolk buffer
(TYB) ve vitrolife sperm freeze markal ti¢ farkli soliisyon kullanilarak dondurup
cozdiikten 24 saat sonra spermler sayi, motilitesi, DNA fragmantasyonu ve sperm
maturasyonu yoniinden dondurma Oncesi ve dondurma sonrasi seklinde

degerlendirildi.

Calismaya dahil olma kriterleri:

Normospermi Grup i¢in;

Erkegin semen analizinin Diinya Saglk Orgiiti (DSO) kriterlerine gére yikama
islemi Oncesi sperm yogunlugunun 15 milyon/ml fazla olmasi, normal morfolojinin
%4 den fazla olmasi ve ileri hareketli sperm yilizdesinin %35 den fazla olmasi.
Oligoastenoteratozoospermi Grup igin;

Erkegin semen analizinin Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gére yikama
islemi Oncesi sperm yogunlugunun 15 milyon/ml az olmasi, normal morfolojinin %4

den az olmasi ve ileri hareketli sperm yilizdesinin %35 den az olmasi.
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Her iki grup i¢in;

-Erkegin yasinin en az 20 en fazla 55 olmasi

-Endokrinolojik ve/veya metabolik bozukluklar gostermemesi
-Varikosel ve/veya prostat tanis1 konulmamis olmasi

-En az 3 en fazla 7 giin cinsel perhiz siiresi uygulanmasi

5.3.Calismada Kullanilan Yontemler
5.3.1.0rnek alimi ve spermiyogram testi

Semen Ornekleri 3-7 giinliik ideal cinsel perhiz siiresi sonrasi semenin ortam
sicakligindaki degisikliklere maruziyetini engellemek, analizi arasindaki zamani
kontrol etmek amaciyla laboratuvarin yakinindaki 6zel bir odada mastiirbasyon
yontemiyle elde edildi. Mastiirbasyon sirasinda herhangi bir kayganlastirici
kullanilmamistir. Alinan Ornegin iizerine hastanin bilgileri okunabilir sekilde not
edildi ve hastaya gerekli bilgiler dogru bir sekilde anlatildi. Hastaya 6rnegi disariya
kacirmamasi gerektigini belirtmek 6nemlidir.

Semen Analizi: Elde edilen semen Ornegilikefaksiyon i¢in laboratuvar sehpasi
tizerinde bekletildi. Likefiye olduktan sonra ilk olarak makroskobik ardindan
mikroskopik olarak degerlendirildi.

Makroskobik olarak hacmi 6l¢iildii, rengi, kokusu, viskozite, likefaksiyon siiresi ve
koagiilasyonu degerlendirildi. Mikroskobik olarak degerlendirmek i¢in makler sayim
kamerasma 1 damla(10ul) 6rnekten damlatilarak 200x biiylitme altinda yan yana 10
kare sayilarak mililitre basina diisen sperm sayisi1 tespit edildi. Ardindan motiliteve

progresyon orani belirlendi.

Her bir spermin motilitesi 4 kategoride skorlandu:

a)ilerleyici (progresif) hareket

b) Ilerleyici (progresif) olmayan hareket

c¢) Hareketsiz

Temel sperm parametreleri (konsantrasyon, hareketlilik, morfoloji) WHO 2010
kriterlerine gore kaydedildi.

Ardindan hematoksilin boyama yapilarak morfoloji degerlendirilmesi yapildi.
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Sperm morfolojisinin kesin kriterleri: Sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde,
Kriiger kriterleri ve diger parametreler icin WHO kriterleri kullanildi.

Sperm bas1 ovoid ve diizglin konturlu olmali, iyt smirlanmis bir akrozomal kilif
icermelidir.

Bas boyutlari, uzunluk 5-6 Mikron / Genislik 2,5-3,5 mikron olmalidur.

Akrozom, bag alaninin %40-70’ ini kaplamalidir.

Boyun, orta parca ve kuyruk anomalisi olmamalidir.

Orta parga sitoplazmik artik icermemelidir.

Kuyruk uniform, orta par¢adan daha ince ve 45-55 mikron uzunlugunda olmalidir.
Ayrica sperm maturasyon testi ve DNA fragmantasyon testi i¢in asidik anilin mavisi

ve akridin oranj boyamasi yapilarak degerlendirildi.

5.3.2.Uygulanan Sperm Hazirlama Teknigi

5.3.2.1.Dansite Gradient Yontemi (yogunluk farkiyla ayirma)

37°C’de 15-30 dklikefiye olmus semen Ornegi, pasteur pipetiyle (Falcon®
Disposable TransferPipets 3ml) homojenize edildi.

Konik bir tiipe (Falcon 15ml Conical Centrifuge Tubes) 0,5 ml %80’lik (Fertipro
PureWash Gradient)gradient medyumu tiizerine 0,5 ml %40’lik(Fertipro Pure Wash
Gradient) gradient medyumu birbirine karigsmayacak sekilde eklendi.

Semen orneginden 1 ml medyumlarin iizerine birbirlerine karismayacak sekilde
eklendi. Semen, %40 ve %80’lik medyum igeren 3 katmanli tabaka olusturdu.

Konik tlip, 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi ( pellet+
slipernatant) iist ksimda ki siipernatant ¢ekilip atildu.

Geriye kalan pelletin iizerine 1 ml sperm yikama medyumu (Irvine Scientific Sperm
WashingMedium) eklendi ve homojenize edildi. Tekrar santrifiije 5 dk kondu ve
pellet dipte kalacak sekilde iist kisim ¢ekildi.

Yikanmis sperm orneginden 10 pl alinarak, sperm say1 ve motilitesi tekrar incelendi
ve kaydedildi.

Ardindan 20 pl semen 6rnegi temizlenmis lam iizerine yayilip kurutuldu. Sonrasinda

geriye kalan sperm 6rnegi iice boliinerek dondurma islemi i¢in viallere konuldu.
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5.3.3.Sperm maturasyon degerlendirmesinde asidik anilin mavisi boyama

Her hastanin preparati uygulanan (oda sicakliginda 30 dk) %3’liikk glutaraldehit
fiksatifinde 30 dk siireyle tutulup fikse edildi ve hava ile kurutuldu. Daha sonra
kuruyan preparatlar %5 lik anilin mavisi soliisyonu (pH=3.5) ile 5 dakika boyandi.
Preparatlar havada kurutulduktan sonra immersiyon yagi kullanilarak 151k
mikroskobunda x100 biiylitmede degerlendirildi. Koyu mavi boyanmis sperm
niikleuslar1 anilin mavisi (+), boya almamis spermler anilin mavisi (-) olarak

degerlendirildi.

5.3.4.Sperm DNA fragmantasyonu degerlendirilmesinde akridin oranj boyama

Her hastanin 6rne8i uygulanan (soliisyonu oda sicaklifinda 2 saat) preparat taze
Carnoyfiksatifinde (3: 1 oraninda, metanol: glasiyal asetik asit en az 3 saat siireyle )
tutuldu ve hava ile kurutuldu. Preparatlar daha sonra AO boyasina alindi ve
karanlikta 5 dk siireyle boyandi. Distile suyla yikanan preparatlar kurumadan lamelle
kapatilarak mikroskop ve 100’liilk immersiyon objektifinde floresan mikroskopta
450-490 nm dalga boyunda incelenir. Yesil floresan veren spermler normal DNA’I1
sperm, sari-oranj-kirmizi floresan verenler hasarli DNA’ya sahip spermler olarak

degerlendirildi. Ortalama 100 hiicre sayilarak yilizde fragmantasyon ¢ikarildi.

STOK AO cozeltisi ve diger soliisyonlar

%1 AQO distile suda hazirlanir ( 1gr AO/100 ml distile suda ¢oziiliir)
0,1 Molar sitrik asit  ( 19,212gr/ 1 litre distile suda)

0,3 molarNa2HPO4.H20  (47,991gr/ litre distile suda)
Carnoyfiksatifi (metanol 75 ml, asetik asit 25 ml )

BOYA Cozeltisi

%1 AkridinOranj.................... 2,5ml
0,1 Mol/L sitrik asit.............. 10 ml
0,3 M Na2HPO4..................... 400 pl
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Sperm orneklerinin dondurulmasi

Ormnekler semen parametreleri incelendikten sonra iige béliindii. Ug farkli sperm

dondurma soliisyonu ile ayr1 ayr1 donduruldu.

A sperm dondurma soliisyonu
SpermFreezeeMediumforfreezinghuman sperm
Bilesimi:

HEPES

fizyolojik tuzlar

glisin,

dekstrozmonohidrat

laktat

gliserol

sukroz

serum albiimin

Soliisyon 30 dakika boyunca 37°C’da 1sinmaya birakildi.

Gradient yontemiyle yikanan sperm 6rnegi viale aktarildi.

Iml sperme 0.7ml Sperm Freeze orani olacak sekilde damla damla medyum eklendi.

Karisimi dengeye getirmek i¢in oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

S1v1 azot seviyesinin hemen iistiinde, 15 dakika boyunca dikey olarak donduruldu.

S1v1 azot i¢inde saklandi.

B sperm dondurma soliisyonu

Freezing Medium - TEST Yolk Buffer (TYB)

with Glycerol and Gentamicin

Bilesim

Antioksidan..................... sodyum sitrat

Protein .............coooiiiinl. Tavuk yumurta sarisi(EggYolk )
Tampon ..........cooeviiiinnnnnn. TES Tampon, Trizma tabani
Enerji substratlari........... Fruktoz

Kriyokoruyucu................ Gliserol

Antibiyotik ...................... Gentamisin

Soliisyon 30 dakika boyunca 37°C’da sivilagsmaya birakildi.
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Bir viyal medyum ¢6ziindiiriildii ve 37°C’ye getirildi.

Gradient yontemi ile yikanan sperm oOrnegi steril,15 ml viale aktarildi, hacim
belirlendi ve 1:1’lik bir 6rnek: medyum oranma ulagilana kadar medyum damla
damla eklendi. Ornek-medyum karisimi yavasca sogumasini saglamak igin kap 2°C -
5°C sicaklikta sogutuldu(dakikada 0.5°C/dakika).

90 dakika sonra ornek geleneksel yontemler kullanilarak vial i¢inde dondurulmaya

hazir hale geldi. S1v1 azot tankina aktarildi.

C sperm dondurma soliisyonu

Vitrolife sperm Freeze Solution
Bilesimi

Kalsiyum klortir

Gliserin

MOPS

Kimyasal olarak tanimlanmuis lipit konsantresi
Glisin

Sodyum dihidrojen fosfat

Glikoz

Magnezyum kloriir

Sodyum klorit

Sakkaroz

Potasyum kloriir

Sodyum hidroksi

Donmus sperm érneklerinin ¢oziilmesi

Vialler siv1 azot tankindan ¢ikarildi. 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
eriyinceye kadar 37°C 'de bekletildi. Viallerin kapaklar1 agilarak igerikleri yikama
icin santrifuj tliplerine aktarildi. Kriyopektan maddelerin uzaklastirilmak, motiliteleri
yeniden kazandirmak amaciyla sperm yikama medyumu eklenip 1200 rpm' de 10
dakika santrifuj edildi ve istte kalan kisim atildi. O,5 ml sperm yikama medyumu

ilave edilerek 30 dkbeklendi. Cozlinen spermatozoa lamlara yayilip her soliisyon i¢in
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ayr1 ayn fikse edilip akridinoranj ve anilin mavisi boyasi ile boyanip florasan ve 151k

mikroskobunda tek tek degerlendirildi.

Sekil 9: Akridin oranj boyama yesil (normal), kavuni¢i ve turuncu (defektli) DNA
fragmantasyonunu gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi

gOriintlisii).

Sekil 10: Sperm morfoloji degerlendirmesi, anormal morfolojik yapidaki spermlerin

gosterimi (100x immersiyonobjeksifi 151k mikroskobu goriintiisii)
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5.3.5.istatistiksel incelemeler

[statistiksel analizler i¢in NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayict istatistiksel metodlar(ortalama, standart sapma, medyan, frekans,
minimum, maksimum) kullanildi. Nicel verilerin normal dagilima uygunluklari
Shapiro-Wilk testi ve grafiksel incelemeler ile sinanmistir. Normal dagilim gosteren
nicel degiskenlerin iki grup arasi karsilastirmalarinda Student-t testi, normal dagilim
gostermeyen nicel degiskenlerin iki grup arasi karsilagtirmalarinda Mann-Whitney U
test kullanildi. Normal dagilim gosteren nicel degiskenlerin grup ici
karsilastirmalarinda Paired Samples Test kullanildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05
olarak kabul edildi.
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6.BULGULAR

0.01<=p<0.05 Istatistiksel anlamlilik *

0.001<=p<0.01 Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik **

p<0.001 Cok yiiksek istatistiksel anlamlilik ***

0.05<=p<0.10 Anlamlilik egilimi(sinirda anlamlilik)

p>0.10 Fark tesadiiften ileri gelmistir(istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamistir).

Calisma Eyliil 2017-Nisan 2018 tarihleri arasinda %50’si (n=20) normozoospermi,
%350’si (n=20) oligoastenoteratozoospermi olan toplam 40 olguyla yapilmistir.
Calismaya katilan olgularin yaslar1 21 ile 52 arasinda degigsmekte olup, ortalama

33,45+7,52 yas olarak saptanmistir.
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Tablo 4: Normozoospermi ve oligoastenateratozoospermi hastalarin  sperm
parametrelerinin karsilastirilmasi
Gruplar Test Degeri
Toplam Normal OAT p
(n=20) (n=20)

Yas (yil) Min-Maks t:-1,053

(Medyan) 21-52 (32,5) 21-45 (30) 23-52 (34)

Ort£Ss 33,454£7,52 32,20+7,48 34,70£7,53  %0,299
Voliim (ml) Min-Maks Z:-1,334

(Medyan) 1-4 (2) 1,5-4 (2) 1-4 (2)

Ort£Ss 2,22+0,7 2,30+0,57 2,13+0,82 ®0,182
Konsantrasyon Min-Maks Z:-5,391
(milyon/ml) Say1  (Medyan) 5-240 (28,5) 25-240 (103)  5-32(12)

Ort£Ss 62,08+69,24 111,70+67,95  12,45+6,13  °0,001**
Total Min-Maks Z:-5,413
Konsantrasyon (Medyan) 6-480 (74,5) 86-480 (249) 6-63 (23)
(milyon/ml) Ort+Ss 131,6+142,4 237,25+133,96 25,95+13,28 P0,001**
Motilite % Min-Maks 1:5,135

(Medyan) 5-75 (42) 5-75 (53,5) 21-46 (34,5)

Ort£Ss 43,08+14,68 52,35+14,72 33,8+6,65 40,001**
Motilite fleri Hizhh Min-Maks Z:-5,076
% (Medyan) 2-30 (7,5) 5-30 (15) 2-10 (5)

Ort£Ss 10,38+7,8 15,9547,45 4,80+2,02 ®0,001**
Motilite ileri Min-Maks 1:6,118
Yavas % (Medyan) 5-40 (18) 5-40 (25) 8-26 (14)

Ort£Ss 19,83+£8,52  25,75+7,66 13,9+4,05 40,001**
Motilite  Yerinde Min-Maks Z:-0,725
Titrek % (Medyan) 4-35 (13) 5-35 (10) 4-27 (13)

Ort£Ss 13,65+6,57  12,95+6,20 14,35+7,01 0,468
Morfoloji % Min-Maks Z:-5,419

(Medyan) 1-10 (4) 4-10 (7,5) 1-4 (2)

Ort£Ss 4,7+2,89 7,20£1,70 2,20£1,06  °0,001**
#Student-t Test ®MannWhitney U Test **p<0,01
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Gruplara gore olgularin yaglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05).

Gruplara gore olgularin voliim 6l¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05).

Oligoastenoteratozoospermi grubu olgularin yikama oncesi mililitredeki sperm sayisi
(Konsantrasyon), normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).

Oligoastenoteratozoospermi grubu olgularin yikama 6ncesi mililitredeki spermin
hareketlilik yiizdesi (Motilite Ileri Yavas), normozoospermi grubu olgulara gére

istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).

42



Tablo 5: Normozoospermi ve Oligoastenoteratozoospermi hastalarinin - dondurma

sonrast motilitelerinin karsilatirilmasi

Gruplar Test Degeri
Toplam Normal OAT p
(n=20) (n=20)

GRAD Yontem Min-Maks Z:-5,412
(Milyon) Sayr  (Medyan) 2-263 (27,5)  34-263 (123,5) 2-21(6,5)

Ort+Ss 66,30£80,60  12520+77,51  7,40+4,65  °0,001***
GRAD Motil Min-Maks t:5,104
Say1 % (Medyan) 42-95(68)  62-95(735)  42-77 (62)

Ort+Ss 68,05£11,35  75,20+8,91 60,90+8,81  0,001***
A/DS Say1  Min-Maks Z:-5,423
(milyon) (Medyan) 0,2-83 (6) 7-83 (35,5) 0,2-5 (2)

Ort+Ss 20,4542524  38,75+24,52  2,15+13 b0,001%***
A/DS Motil %  Min-Maks t:1,520

(Medyan) 10-70 (41,5)  10-70 (46,5) 19-53 (36)

Ort=Ss 40,35£15,23  43,95+1844  36,75+10,42 20,139
B/DS Say1 Min-Maks Z:-5,436
(milyon) (Medyan) 0,3-78 (8) 10-78 (38,5)  0,3-6 (2)

Ort=Ss 19,63+23,53  37,15+22,1 2,12+1,34  °0,001%**
B/DS Motil %  Min-Maks t:1,618

(Medyan) 4-65 (40) 15-65 (44) 4-60 (37,5)

Ort+Ss 38,41+164  42,53+17,42 343146 0,114
C/DS Sayr Min-Maks Z:-5,430
(milyon) (Medyan) 0,5-82 (7) 8-82 (37) 0,5-6 (3)

Ort+Ss 19,88+23,55 372542237  2,5+1,67 b0,001***
C/DS Motil % Min-Maks t:1,958

(Medyan) 15-67 (43,5)  15-67 (46) 15-56 (35)

Ort+Ss 40,38+143  44,65£1522  36,1+1224 20,058
®Student-t Test *MannWhitney U Test **p<0,01

Oligoastenoteratozoospermi grubu olgularin Gradient yontemi ile yikanan

sperm Ornegi sayisi, normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde diisiik saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Tablo 6: Dondurma dncesi ve dondurma sonrast DNA fragmantasyonu ve kromatin

kondansasyonu yetersizliginin karsilagtirilmasi

Gruplar Test Degeri
Toplam Normal (n=20) OAT (n=20) p
DO/AO DNA  Min-Maks t:-6,602
o)

Fragmantasyonu % (Medyan) 9-68 (25) 9-27 (15) 18-68 (32.5)

Ort£Ss 264841327 16,9+6,09 36,05411,45  %0,001%**
DO/AB (+) kromatin  Min-Maks t:-7,522
kondansasyonu (Medyan) 7-57 (25) 7-35 (16,5) 24-57 (35)
yetersizligi% Ort£Ss 279841326  17,85+6,92 38,149,86 20,001***
BIDS AO DNA Min-Maks t.-7,996

o)

Fragmantasyonu % (Medyan) 9-72 (35) 9-35 (20,5) 33-72 (42,5)

Ort£Ss 33,6£14,19  22,5+8,04 44,749 47 20,001 %**
B/DS AB(+) Min-Maks t:-8,437

i M

kromatin (Medyan) 9-65(325)  9-36 (23) 30-65 (45)
kondansasyonu OrtLSs 30,001 %
yetersizligi% 34,18+14,89 22,3723 46,05+10,31
ADS AO DNA Min-Maks £-7,330
Fragmantasyonu % (Medyan) 1169 (32)  11-38 (20) 30-69 (43,5)

Ort£Ss 332414,69  22,148,62 44341045  0,001%**
A/DS AB Min-Maks t.-7,855
(+)kromatin (Medyan) 8-62 (33) 8-42 (23) 29-62 (45,5)
kondansasyonu OrtLSs 30,001 %
yetersizligi % 34141429 23,0047,95 45,2049,82
CIDS AO DNA Min-Maks t-7,312
Fragmantasyonu %  (Medyan) 8-70 (31) 8-35 (21.,5) 26-70 (45)

Ort£Ss 3343+14,77  22,0547,62 44,.80+10,84  20,001%**
C/DS AB(+) Min-Maks t:-7,680

i M

kromatin (Medyan) 1062 (335)  10-42 (24,5) 30-62 (44)
kondansasyonu OrtLSs 80,0014+
yetersizligi% 343341421 23,6047,70 45,05+10,62
#Student-t Test **p<0,01
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Grafikl: Gruplara gére dondurma Oncesi Akridin oranj (AO) ile boyanan spermin
DNA fragmantasyon orani

OAT grubu olgularin dondurma oncesi Akridinoranj (AO) ile boyanan
spermin DNA fragmantasyon orani, normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).

DO/AB (+) kromatin Kondansasyonu yetersizligi
%
60 -
50
40 -
30
20
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Normal OAT

Grafik 2: Gruplara gore dondurma oncesi Anilin mavisi (AB) boyasi ile (+) boyanan
spermin kromatin kondansasyonu yetersizligi orani

OAT grubu olgularin dondurma Oncesi anilin mavisi boyasi ile boyanan
spermin kromatin kondansasyonu yetersizligi orani, normozoospermi grubu olgulara

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 3: Gruplara gore B soliisyonu ile dondurulup ¢oziilen 6rnegin akridin
oranj(AO) ile boyandiktan sonraki DNA fragmantasyon orani

OAT grubu olgularin B soliisyonu ile dondurulup ¢o6ziilen 6rnegin anilin
mavisi ile (+) boyandiktan sonraki kromatin kondansasyonu yetersizligi orani,
normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde ytliksek

saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 4: Gruplara gore B soliisyonu ile dondurulup ¢6ziilen drnegin Anilin mavisi
ile (+) boyandiktan sonraki kromatin kondansasyonu yetersizligi orani
OAT grubu olgularin A soliisyonu ile dondurulan sperm 6rneginin dondurulup

¢ozme sonrast akridin oranj ile boyandiktan sonraki DNA fragmantasyon orani,
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normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 5: Gruplara gore A soliisyonu ile dondurulan sperm 6rneginin dondurulup
¢Ozme sonrast akridinoranj ile boyandiktan sonraki DNA fragmantasyon orani

OAT grubu olgularin A soliisyonu ile dondurulan sperm 6rneginin dondurulup
¢ozme sonrasi annilinblue ile boyandiktan sonraki kromatin kondansasyonu
yetersizligi orani, normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 6: Gruplara gore A soliisyonu ile dondurulan sperm o6rneginin dondurulup
¢ozme sonrast Anilin mavisi ile (+) boyandiktan sonraki kromatin kondansasyonu

yetersizligi orant
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OAT grubu olgularin A soliisyonu ile dondurulan sperm Orneginin ¢dzme
sonras1 anilin mavisi ile boyandiktan sonraki kromatin kondansasyon yetersizligi
orani, normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 7: Gruplara gore C soliisyonu ile dondurulan sperm o6rneginin dondurulup
¢ozme sonrasi akridinoranj ile boyandiktan sonraki DNA fragmantasyon orani

OAT grubu olgularin C soliisyonu ile dondurulan sperm 6rneginin ¢ézme
sonras1t akridin oranj ile boyandiktan sonraki DNA fragmantasyon orani,
normozoospermi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 8: Gruplara gore C soliisyonu ile dondurulan sperm 6rneginin dondurulup
¢6zme sonrasi Anilin mavisi ile (+) boyandiktan sonraki kromatin kondansasyonu

yetersizligi orani
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OAT grubu olgularin C soliisyonu ile dondurulan sperm 6rneginin dondurulup
¢ozme sonrast anilin mavisi ile boyandiktan sonraki kromatin kondansasyon
yetersizligi orani, normozoospermi grubu olgulara gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek saptanmistir (**p=0,001; p<0,01).
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Grafik 9: Farkli kroyoprotektanlarla dondurulan Normozoospermi grubunun

dondurma ¢6zme sonrasi1 motilite yiizdeleri orant

70
60 = DS MOTILITE %
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Grafik 10: Farkli kroyoprotektanlarla dondurulan OAT grubunun dondurma ¢ézme

sonras1 motilite yiizdeleri oran
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Grafik 11: OAT grubu hastalarin A,B ve C soliisyonu ile dondurulup ¢6zme sonrasi
akridin oranj ile boyandiktan sonraki DNA fragmantasyon oranlari

OAT grubu olgularin A,B ve C soliisyonu ile dondurulan sperm Orneginin
dondurulup ¢6zme sonrasi acridinorange ile boyandiktan sonraki DNA
fragmantasyon oran1 degerleri karsilastirildiginda kriyoprotektan soliisyonlarinin
biribirine iistiinliigli saptanmadi.

25 = DS/AO DNA FRAGMANTASYON %

20
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DO/AO/NORMAL A/DS B/DS C/DS

Grafik 12: Normozoospermi grubu hastalarin A, B ve C soliisyonu ile dondurulup
¢ozme sonrasi akridinoranjile boyandiktan sonra ki DNA fragmantasyon oranlari
Normozoospermi grubu olgularin A,B ve C soliisyonu ile dondurulan sperm
orneginin dondurulup ¢6zme sonrasi Akridin oranj ile boyandiktan sonra DNA
fragmantasyon orani degerleri karsilastirildiginda kriyoprotektan soliisyonlarinin

birbirine iistiinliigli saptanmadi.
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Grafik 13: Normozoospermi grubu hastalarin A,B ve C soliisyonu ile dondurulup

¢ozme sonrast AB(+) ile boyandiktan sonraki kromatin kondansasyon yetersizligi

orani

Normozoospermi grubu olgularin A,B ve C soliisyonu ile dondurulan sperm

orneginin dondurulup ¢6zme AB(+) ile boyandiktan sonraki kromatin kondansasyon
yetersizligi oran1 degerleri karsilagtirildiginda  kriyoprotektan soliisyonlarinin
birbirine iistiinliigli saptanmadi.
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Grafik 14: OAT grubu hastalarin A, B ve C soliisyonu ile dondurulup ¢6zme sonrasi

Anilin mavisi(+) ile boyandiktan sonraki kromatin kondansasyon yetersizligi oranlari

Oligoastenateratozoospermigrubu olgularm A, B ve C

sollisyonu

ile

dondurulan sperm orneginin dondurulup ¢d6zme AB(+) ile boyandiktan sonraki
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kromatin kondansasyon yetersizligi orani degerleri karsilastirildiginda kriyoprotektan

soliisyonlarinin birbirine listiinligii saptanmadi.

Tablo 7: Normospermi ve oligoastenoteratozoospermi gruplarin dondurma sonrasi

motilite ve DNA fragmantasyonu

Normospermi oligospermi p
Grad sonrasi
motilite 75,20+8,91 60,90+8,80 0,0005
Dondurma sonrasi
motilite A 43,95+18,44 37,25+22.37 0,192
Dondurma sonrasi
motilite B 42,52+17,42 34,30+14,60 0,192
Dondurma sonrasi
motilite C 44,65+15,22 36,10+£12,23 0,192
Dondurma  Oncesi
DNA 16,90+6,08 36,05+11,45 0,0005
fragmentasyonu(%)
Dondurma sonrasi
DNA 22.10+8,62 44,30+10,44 0,0005
fragmentasyonu
(%)
A soliisyonu
Dondurma sonrasi
DNA 22,50+8,36 44,70+9,46 0,0005
fragmentasyonu
(%)
B soliisyonu
Dondurma sonrasi
DNA 23,60+7,70 45,05+10,62 0,0005
fragmentasyonu
(%)
C soliisyonu
DO AB (+) % 17,85+6,91 38,10+9,85 0,0005
DS AB(+)% A sol 23,00+7,95 45,20+10,62 0,0005
DS AB(+)% B sol 22,30+7,72 46,05+10,30 0,0005
DS AB(+)% C sol 22,05+7,61 44,80+10,83 0,0005

Normospermi ve oligoastenoteratozoospermi grupta gradient uygulamasi
sonrast sperm motiliteleri anlamli olarak farkli bulundu (p=0,0005). Dondurma

sonrasi uygulanan her soliisyonda motilitede benzer diisiis goriildii. Kriyoprotektan
sollisyonlariin sperm motilitesi acisindan benzer etkileri bulundu. Gradient sonrasi
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alman DNA fragmentasyon degerlerinin normospermik ve oligospermik olgularda
anlaml farkliliklart goériildii(p=0,0005).

Normozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi  ornekler kendi iglerinde
degerlendirildiginde dondurma ve ¢6zme sonrasi degerlerin 6nceki degerlere benzer
oldugu goriildii. Buna gore kriyoprotektan soliisyonlarinin biribirine {stiinliigi
saptanmadi.

Tablo 8: Saglikli grupta dondurma soliisyonlarinin karsilastirilmast

Ortalama Sapsr?a.l p*
B DS/Say1 37,15 22,10
A /Say1 38,75 24,52 0,704
C /Say1 37,25 22,37
B/DS/ Motil yiizde 42,53 17,42
A/Motil yiizde 43,95 18,44 0,192
C/Motil ylizde 44,65 15,22

B/DS/AO DNAFragmantasyonu 22,50 8,04

A/AO/DNA Fragmantasyonu 22,10 8,62 0,704
C/AO/DNA Fragmantasyonu 22,05 7,62
B/DS/AB Sperm maturasyonu 22,30 7,23
A/ABSpermmaturasyonu 23,00 795 0,818
C/AB/Spermmaturasyonu 23,60 7,70

*:Friedman Test
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Tablo 9: Hasta grupta dondurma soliisyonlarinin karsilagtirilmasi.

Std.

*k
Ortalama Sapma p
B/DS/Say1 2,12 1,34
A/Say1 2,15 1,30 0,321
C/Say1 2,50 1,67
B/DS/Motil yiizde 34,30 14,60
A/Motil yiizde 36,75 10,42 0,786
C/Motil/yilizde 36,10 12,24
B/DS/AO/DNAFragmantasyonu 44,70 9,47
A/AO/DNAFragmantasyonu 44,30 10,45 0,860
C/AO/DNAFragmantasyonu 44,80 10,84
B/DS/AB Spermmaturasyonu 46,05 10,31
A/ABSpermmaturasyonu 45,20 9,82 0,814
C/AB/Spermmaturasyonu 45,05 10,62

*.Friedman Test

Her iki grupta da sperm oOzellikleri iic dondurma soliisyonu arasinda istatistiksel

olarak anlaml farklilik gostermemektedir.

54



7. TARTISMA

Yumurtanin doéllenmesi spermin direk olarak yumurta hiicresi ile temasi
sonrasinda gergeklesen membran fiizyonu yolu ile birlikte disi ve erkek ¢ekirdeklerin
birlesmesi ile olusmaktadir. Bundan sonraki siiregte embriyonun saglikli bir gelisim
gostermesi spermin DNA biitiinliigiine baghdir (Bjorndahl et al,2006). Dogru sekilde
paketlenmis olan sperm DNA’s1 olusan fertilizasyon ile dogru bir sekilde genetik
materyalini aktarmasi1 gerekmektedir. Hasarli DNA fertilizasyon problemlerine sebep
olarak dollenmenin olusamamasina veya gelisen embriyolarda dogumsal anomalilere
sebep olabilmektedir (Baker and Aitken., 2005). infertilite sorunu yasayan ciftlerin
ortalama %?20’sinde erkek faktorii sebebi goriilmektedir Bu durumda sperme bagh
DNA hasarlarinin  degerlendirilmesinde ve fertilitenin korunmasi amact ile
spermlerin dondurularak saklanmasin da bir¢ok test ve yontem uygulanabilmektedir.
In vitro fertilizasyon tekniklerinde zaman igerisinde gelisen teknikler ile son
donemde erkek kisirligt konusunda yasanan sorunlara c¢are olarak sperm
dondurularak sonradan ¢oziilmiis spermler tizerinde DNA biitiinliigiiniin korunmasi
lizerine birgok calisma yapilmistir (Koyuncu H. ,2011). Yapilan ¢alismalarda DNA
biitiinltiglintin, saglikli gebelik elde edilebilmesi i¢in biiyilk 6nem arz ettigini
gostermektedir (Chohan et al., 2006). DNA hasarini tespit eden bu testler sayesinde
fertil ve infertil degerlendirmesinin daha kolay ortaya konabilecegi gergegini
saptamistir (Boynukalin ve ark., 2014).

Giliniimiizde gelismekte olan yardimci tireme teknikleri ile erkek infertilitesi
konusunda olduk¢a yol alinmistir. Testikiiler biyopsi sonrasi veya ¢ok az sayida
sperm hiicresi elde edilen erkeklerin hiicrelerinin dondurularak saklanmasi
tedavilerde basar1 oranini artirmaktadir. Fakat bu durum Sperm dondurma ve sonraki
¢ozdiirme prosediirlerin de sperm hareketliligini de azalmaya sebep olabilmektedir
(Georgiou et al,1998; Sharma et al,1997). Motilitenin disinda Sperm DNA
biitiinliiglinlin korunmasi fertilizasyon ve saglikli embriyo gelisimi i¢in dnem tastyan
kriterlerden biridir (Donnelly et al.,2000). DNA defektlerindeki artis1 ile fertilizasyon
arasinda ters orant1 goriilmektedir (Sakkas et al., 1996). Dadoune JP. ve arkadaslari
yaptiklar1 bir ¢calismada DNA fragmanstasyonu konusunda spermleri asidik anilin
mavisiile boyayarak morfoloji degerlendirildiginde sadece canli ve anilin mavisi
boyasi ile bas kismi boyanmamis spermler arasinda anlamli bir  farklilik

bulmuglardir (Dadoune et al.,1988).

55



2006 yilinda da Paula ve arkadaslar1 oligozoospermli vakalarinda TEST yolk buffer
soliisyonu ile standart dondurma islemi sonras1t TUNEL test ile dondurma oncesi ve
sonrasinda apoptotik hiicrelerin durumunu degerlendirerek kriyoprezervasyon
sonrasinda oligozoospermli erkelerde sperm niikleer DNA fragmantasyon oraninin
yiikseldigini  gostermislerdir. Ayni zamanda normozoospermik erkeklerdede
kriyopreservasyonun DNA fragmantasyonunu arttirdigi gosterilmistir (De Paula et
al.,2006). Bizim yaptigimiz ¢alisma da normozoospermi ve OAT vakalarin da Test
yolk buffer, vitrolife sperm freezing, origio sperm freezing olmak iizere ii¢ farkl
kriyoprotektan igeren sperm dondurma soliisyonu kullanilarak gradient sonrasi
ornekler ayr1 ayrt dondurulmus ve 24 saat sonra ¢Ozilliip motilitesi, DNA
fragmantasyonu ve sperm maturasyonu yoniinden Anilin mavisi (AB) ve Akridin
oranj (AO) boyalari ile boyanip degerlendirilmistir. OAT gruplu hastalar da ti¢ farkl
solisyonun karsilastirllmast ¢ozme sonrast DNA fragmantasyonu, sperm
maturasyonu ve sperm motilitesi yoOniinden aralarinda daha Once yapilan
calismalarda ki sonuglara kiyasla anlamli fark bulunamamistir. Ancak
oligoastenoteratozoospermik hastalarin spermleri normozoospermik hastalara gore
dondurup ¢ozme sonrast sperm motilitelerinde ciddi azalmalar olmus ve DNA
fragmantasyon ile kromatin kondansasyon yetersizligi oranmnin = arttig1
gbzlemlenmistir. Kriyoprezervasyon sonrasin sperm motilite, vitalite ve normal sekil
yapist oranlarinda diisme oldugu, DNA fragmantasyonunda ise artis oldugu bazi
caligmalarca desteklenmektedir (Petyim and Choavaratana.,2006;Ngamwuttiwong
and Kunathikom.,2007). Verza Junior ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan bir
calismada bizim c¢aligmamiza benzer olarak ii¢ farkli marka kriyoprotektan ile 23
infertil erkek {iizerinde yapilan ¢aligmada spermlerin canliliklar1 test edilmis iki
markada digerine gore bu oranin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Junior et al., 2006).

Yapilan arastirmalarda farkli sonuglarin elde edilmesinin sebepleri arasinda
calisilan hasta sayisinin azligi ya da c¢oklugu, dondurma ve ¢6zme sirasinda
uygulanan tekniklerin farklilig1 ve sonuclarin degerlendirilmesinde kullanilan genetik
testlerin ¢aligma prosediirlerinin farkli olusu sayilabilir. Sperm hiicrelerinin
dondurulmast mutlak suretle DNA hasarina sebep oldugu ya da hasar oraninin
yiikseldigi konusunda net bir sonuca varilamamistir. Ayrica DNA hasarinin
dondurma ve ¢ézme islemine bagli olmadan da taze sperm orneginde de belli bir

oranin iizerinde olabilecegi tespit edilmistir.
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8.SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismadanormozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi grubu
toplam 40 hastanin sperm Ornekleri konsantrasyon, motilite, progressif motilite,
vitalite ve DNA fragmantasyonu, sperm maturasyonu bakimindan incelendi. Daha
sonra sperm yikama yontemi olan “gradient” (yogunluk farkiyla ayirma) teknigi
kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler iige boliinerek irwine test yolk buffer,
vitrolife sperm freezing, origio sperm freezing olmak iizere ii¢ farkli sperm
dondurma soliisyonu kullanilarak sperm ornekleri ayri ayr1 donduruldu ve 24 saat
sonra ¢Ozllliip motilitesi, DNA fragmantasyonu ve sperm maturasyonu yoniinden
AB ve AO boyalari ile boyanip degerlendirildi.

Elde ettigimiz sonug ve istatistiksel veriler 1s1¢inda ii¢ farkli kriyoprotektan
kullanilarak yapilan sperm dondurup cozme islemi sonrasi
oligoastenateratozoospermi ve normozoospermi hastalarin spermlerinde 24 saat
sonra ¢bzme sonrasi hareketlilik (Motilitesi) ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamistir. Dondurma oOncesi ve dondurma sonrasi DNA
fragmantasyonu ve kromatin kondansasyonu yetersizligine bakildiginda ise
Oligoastenateratozoospermi hasta grubunun ¢ézme sonrast DNA fragmantasyonu ve
sperm immatiirite diizeyi normozoospermik gruba gore anlamli diizeyde yiiksek
cikmigtir. Soliisyonlar1 motilite, DNA fragmantasyonu ve sperm maturasyonu
bakimindan kendi aralarinda karsilastirdigimizda ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.

Kriyoprezervasyonun sperm DNA fragmantasyonuna neden olmasi
dolayisiyla kriyoprotektan maddelerin de gelistirilmesi ve yeni tekniklerin

uygulanmasi sperm DNA hasarini en aza indirebilir.
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10.EKLER

Ek1.Gonilli Olur Formu

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” ICIN
BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: ‘Farkli kriyoprotektan soliisyonlar1 ile sperm
kriyoprezervasyonu ve sonuglariin degerlendirilmesi

Sizi, Farkli kriyoprotektan soliisyonlar1 ile sperm kriyoprezervasyonu ve
sonuclarinin degerlendirilmesi ’ basliklt bir arastirmaya davet ediyoruz. Bu
arastirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden 6nce, aragtirmanin neden ve nasil
yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi
biiylik 6nem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz.
Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Bu anket ¢aligmasina katilmak tamamen goniilliiliik esasina
dayanmaktadir. Caligmaya katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam
olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak
isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecek
bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacaktir.

Sorumlu Arastirmact: Prof.Dr.Tiilay IREZ

Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu ¢calismaya katilacak?

Sizi davet ettigimiz ¢aligmanin amaci erkek gonad hiicreleri olan spermatozoalarin
farkli kriyoprotektan maddelerle bir araya getirilerek dondurulmast ve ¢ozme
isleminden sonra motilite ve DNA fragmantasyon oraninin degerlendirilmesidir.

Spermiyogram tahlili amaciyla vermis oldugunuz semen 6rnegi degerlendirildikten
sonra arastirma amaciyla kullanilacak ve daha sonra imha edilecektir. Orneginizden
analiz sonrasi ¢aligilmasi planlandigi i¢in sizin saglik durumunuza ve spermiyogram
analizine herhangi bir negatif etkinin olmas1 Ongoriilmemektedir. Calismanin

ortalama iki ay siirmesi ve yaklasik 40 kisinin katilmasi planlanmaktadir.

Bu calismaya katilmali miyim? (Bu boliim aynen korunacaktir)

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin
calismay1 birakmakta 6zgiirslinliz. Eger katilmak istemez iseniz veya calismadan

ayrilirsaniz, vermis oldugunuz semen Orneginin analiziyle ilgili slire¢ rutin olarak
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devam edecek ve islem sonucunuzu yine planlanan tarihte almis olabileceksiniz.
Kisacast bu ¢aligmaya katilip katilmamaniz analiz siirecini pozitif ya da negatif
herhangi bir sekilde etkilemeyecektir.

Bu caligmaya katilmamin maliyeti nedir?

Bu c¢alismaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

girmeyeceksiniz.

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak? (Bu bdliim aynen korunacaktir)

Arastirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, arastirmayr ve istatiksel analizleri
yiirtitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca
geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar
inceleyebilir. Calisma sonuglari ¢aligma bitiminde yalizca bu arastirmada olmak

lizere tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.

Daha fazla bilgi i¢in kime bagvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen
iletisime geginiz.

ADI : Sinem OZGOL

GOREVI : Arastirma sorumlusu

TELEFON : 05396548797

Fertijin Kadin Hastaliklar1 ve Tiip Bebek Merkezinde Biyolog Sinem OZGOL
tarafindan tibbi bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum.

Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.
Aragtirmaya katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak aragtirmacilari
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan cekilece§imi Onceden bildirmemim
uygun olacagmin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma disi1 da tutulabilirim.
Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.
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Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini
biliyorum.

Aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi
bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak
da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Sinem OZGOL ’iin
05396548797 nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalart ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,
goniilliiliik icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimet

Adi, soyadi:

Tel:

Imza:
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Ek 2.Kurum izin yazisi

"N

R

Biruni Universitesi Girigsimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanhigina:

Istanbul Biruni Universitesi Klinik Embriyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi

ogrencllennden Bio. Sinem OZGOL’tin sorumlu arastirmacis:1 oldugu Farkh
Kkriy: O soliisy lar ile sperm kriyoprezervasyonu ve sonuglarinin degerlendirilmesi

% isun.li yiiksek lisans tez arastirmasinda, merkezimize spermiyogram testi amaciyla gelen
h‘asml arin spermiyogram degerlendirilmesi sonras: kalan semen &6rneklerinin arastinnlma
¢l kullanil uygundur.

Saygilarimla
Fertijin Tup Bebek Merkezi Klinik Direktori
Op.Dr. Seval Tasdemir
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Ek 3.Etik kurul onay1

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

13.06.2017
Saymn: Sinem Ozgbl

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Arastrmalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda “Farkll Kriyoprotektan Soliisyonlarla Sperm Kriyoprezervasyonu ve

Sonuglarimin  Degerlendirilmesi” isimli arastwrmamzin kurulumuzun 13.06.2017 tarihli
toplantisinda etik yonden uygun olduguna karar verilmistir.

Etik urul Bagkan:
Prof. ilay Irez

I
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GIRISIMSEL OLMAYAN KLIiNIK ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

T.C.

BIRUNI UNIVERSITESI

Tarih:13.06.2017

Toplantt Say1s1:6

Karar No: 2017/6-3

soliisyonlarla

sperm

Aragtirmact  Sinem Ozgél'in  planladizn  “Farkli Kriyoprotektan
kriyoprezervasyonu
degerlendirilmesi” konulu aragtirma incelendi, yapilan inceleme sonucunda
aragtirmantin etik yénden uygun olduguna karar verildi.

ve  sonug¢larmin

UYELER
Adi soyad: Alam Boliimii Katilim :
[ Imza
_—— Y /) N
Prof.Dr.Tilay Trez Temel Tip Histoloji ve Etik kurul M
Bilimleri Embriyoloji Baskan1 d
Dog.Dr.Ler t i v N
og.Dr.Leman Senturan Saglk Bilimleri | |, . . Eték i;‘;u] |
Fakiiltesi sirel a3 :i . %
Yardimcist \ . )
Prof.Dr,Fatma Celik S:f.gllk ‘ Beslenme ve . r
Bilimleri Divetetik Uye —
o Fakitltesi St |
Dog.Dr.$6len Tip R . 1 L]
Himmetoglu Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Raportor _
| Yrd.Dog.Dr.Ayse Egitim i .
Tugba Ceyhun Duman Fakiiltesi Zihin Engelliler Uye
Yrd.Dog.Dr.Belen Sirinoglu Dis i I
Capan Hekimligi Pedodonti Uye %\
Fakiiltesi p
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Ad1 Soyadi: Sinem Ozgél

Dogum Tarihi ve Yeri : 04.06.1991/IST
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Unvani: Biyolog

Ogrenim Durumu: Lisans
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