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OZET

OZCAN H.A. Farkh Kkosullarda muhafaza edilen sperm érneklerinde sicaklik
ve seminal plazmanin rolii. T.C Biruni Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Klinik Embriyoloji programu. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul 2019.

Amag: Spermlerin ortam sicakli§ina ve ortam sivisina bagli olarak sperm kalitesinde
(canli hiicre sayisi, hareketlilik, DNA yapisi) degisimler gozlenmektedir. Sperm
kalitesini korumak icin semen Ornekleri ideal ortamda saklanmalidir. Klinik
merkezlerde spermlerin 24 saat gibi kisa siireli saklanmasinda genellikle dondurma
solisyonu kullanilmaktadir. Saklama islemi i¢in kullanilan ortam (dondurma
sollisyonu, sivi azot tanki vs.) maliyetli bir siire¢ oldugu igin siirecin gerekliligi
tartisilmakta ve alternatif ¢Ozlimler aranmaktadir. Semen Orneklerinin maruz
kalabilecegi ti¢ farkli sicaklik degeri ile iki farkli ortam sivisinda spermlerin 24 saat
muhafaza edilmesinin sonuglarinin tamamini igeren bir c¢aligma literatlirde
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore sayi,
hareket ve morfolojik olarak normal sperm kabul edilen 6rnekler ti¢ farkli sicaklik
degeri ile iki farkli ortam sivisinda 24 saat muhafaza edildikten sonra sperm
kalitesindeki (canli hiicre sayisi, hareketlilik, DNA yapis1) degisikliklerin

incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve metot: Tez caligmasina normal sperm kalitesinde 25 adet semen 6rnegi
dahil edildi. Semen Orneklerinin ilk analizleri sonrasinda iki gruba ayrilan
orneklerden birinci grup higbir islem yapilmadan seminal plazma sivisinda muhafaza
edildi ve diger grup ise gradient islemi gerceklestirildikten sonra saklandi. Iki
calisma grubu da 4 °C / oda sicaklig1 ve 37°C’de 24 saat bekletildi ve sperm kalitesi
(hareketlilik, 6lii hiicre sayisinin orant ve DNA fragmantasyonundaki degisim orani)
degerlendirildi. Istatistiksel analiz icin Student’s t testi, D’AgostinoPearson testi,
One Way ANOVA ve Tukey testi kullanildi.

Bulgular: Sperm &rnekleri ilk analiz sonrasi sperm sayisi (say1/ml), hareketlilik, 6li
hiicre ve DNA fragmantasyon orani (%) sirasiyla 25,6+4.,9, 67,2+11,1, 21,3£9,1 ve
23,1£9,9 olarak 6lciildii. Gradient isleminden sonra bu degerler 43,5+£20,7, 77,1+9,7,



12,7+6,9 ve 15,0+7,3 olarak 6l¢iildii ve iki farkli saklama kosulu arasindaki degerler
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). 24 saat siire ile oda sicakligi, 4 °C ve
37°C’de saklanan 6rneklerde hareketlilik, 6lii hiicre ve DNA fragmantasyon orani
(%) degerlendirildi ve normal semen orneklerinde hareketlilik 51,2+11,3, 15,1£7,3,
6,7+4,4; 6li hiicre orami 28,2+9,0, 38,7+11,4, 56,2+13,3 ve DNA fragmantasyon
orani 29,8+10,3, 39,6£11,6, 56,7+11,8 olarak 0l¢iildii ve farkli ortamdaki degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). 24 saat siire ile oda sicaklig,
4 °C ve 37°C’de saklanan gradient orneklerinde hareketlilik, 6li hiicre ve DNA
fragmantasyon orani (%) degerlendirildi ve hareketlilik 62,8+10,9, 22,8+9,1,
11,4+4,8; oli hiicre orami 20,2+7,6, 30,2+9,0, 48,3+12,4 ve DNA fragmantasyon
oran1 21,4+7,0, 31,3£8,4, 47,6+£9,6 olarak oOlciildi ve farkli ortamdaki degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

Sonu¢: Yapilan calisma sonucunda spermlerin bulundugu ortam sartlarina bagl
olarak hareketlik, DNA fragmantasyonu ve Olii hiicre sayisinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar goriildii. Gradient islemi uygulanan 6rneklerin kalitesinin normal
orneklere gore daha iyi sonuclar verdigi gosterildi. Ug farkli sicaklik degeri

karsilastirildiginda en uygun ortamin oda sicakligi oldugu gosterildi.

Tartisma: Klinik merkezlerde spermlerin 37 °C sicakligindaki etiiv ve laminar flow
kabin sistemleri icerisinde bekletildigi gz Oniine alindiginda; giincel olarak
uygulanan bu siireglerin yarar1 ve spermler tizerindeki olusturacag: etkiyi tartigmali

hale getirmektedir.

Anahtar kelimeler: Seminal plazma, gradient, DNA fragmantasyonu, semen analizi



ABSTRACT

OZCAN H.A. A role of temperature and seminal plasm in different condition of
the conserved semen sample. TC Birnui University Medical Sciences Institute,

Clinical Embryology Program. Master’s Thesis. Istanbul. 2019.

Introduction: Changes in sperm quality (number of live cells, mobility, DNA
structure) are observed depending on the ambient temperature of the sperm and the
media. Semen samples are stored in the ideal conditions to maintain sperm quality. In
clinical centers, the freezing solution is usually used for the storage of sperm for a
short period of time of 24 hours. Since the medium used for the storage process
(freezing solution, liquid nitrogen tank etc.) is a costly process, the necessity of the
process is discussed and alternative solutions are sought. There are no studies in the
literature that contain the results of maintaining the sperm for 24 hours in two
different media with three different temperature values that the semen samples could
be exposed to. In this study, it is aimed to examine the changes of examples of
normal sperm (according to World Health Organization (WHO) data (numbers,
motions and morphologically)) in sperm quality (live cell number, mobility, DNA
structure) after 24 hours in two different media with three different temperature

values.

Material and Method: 25 semen samples were included in our study in normal
sperm quality. Semen samples were stored in seminal plasma without any procedure
after the first analysis and the other group was stored after the gradient procedure.
Two study groups were incubated at 4 °© C / room temperature / 37 ° C for 24 hours
and the quality of sperm (mobility, rate of dead cell count and rate of change in DNA
fragmentation) were evaluated. Student’s t, D’ Agostino-Pearson, One Way ANOVA

and Tukey tests were used for statistical analysis.

Results: The number of sperm counts (number/ml), mobility, dead cell and DNA
fragmentation rate after sperm analysis (%) were measured as 25,6+4,9, 67,2+11,1,
21,349,1 and 23.1+9.9, respectively. After the gradient procedure, these values were
measured as 43,5+20,7, 77,1£9,7, 12,7+6,9 and 15,0+7,3, respectively and the values
between two different storage conditions were statistically significant (p <0.05).

Mobility, dead cell and DNA fragmentation rate (%) were evaluated in samples

3



stored 24 hours at room temperature, 4 © C and 37 © C and mobility in normal semen
samples was measured as 51.2+11.3, 15.1£7.3, 6 7+4.4, respectively; the ratio of
dead cells was measured as 28.2+9.0, 38.7+11.4, 56.2 £13.3, respectively and DNA
fragmentation rate was measured as 29.8+10.3, 39.6+11.6, 56.7+11.8, respectively
.The difference between the values of different media was statistically significant
(p <0.05). Mobility, dead cell and DNA fragmentation rate (%) were evaluated for
24 hours room temperature, 4 °© C and 37 ° C, and mobility was measured as
62.8 £10.9,22.8+9.1, 11.4 + 4.8, respectively; the ratio of dead cells was measured
as 20.247.6, 30.2+9.0, 48.3+12.4, respectively, and DNA fragmentation rate was
measured as 21.4+7.0, 31.3+8.4, 47.6+9.6, respectively. The difference between the

values of different media was statistically significant (p <0.05).

Conclusion: As a result of the study, there were statistically significant differences
in mobility, DNA fragmentation and dead cell count due to the environmental
conditions of the sperm. Gradient treated samples were shown to be better than the
normal samples. When compared to 3 different temperatures, it was shown that

optimal temperature was the room temperature.

Discussion: Considering that the spermatozoa are kept in 37 °C drying oven and
laminar flow cabin systems in clinical centers. The benefits of these current

processes and the impact on the sperm make it controversial.

Key words: Seminal plasma, gradient, DNA fragmentation, semen analysis



1-GIRIS VE AMAC

Infertilite tanim1; gocuk sahibi olmak isteyen ancak dogal yollar denenerek tiim
sartlar olusturulmasina karsin yine de basariya ulasamayan ¢iftler igin
kullanilmaktadir. Eger sorun kadin kaynakli ise kadin infertilitesi, erkek kaynakli ise
erkek infertilitesi olarak adlandirilmaktadir (Chandra, 2010). En az 1 yil siire ile
korunmasiz sekilde iliski yasayan ve buna ragmen ¢ocuk sahibi olamayan c¢iftler tiip
bebek merkezlerine basvurarak tedavi silirecine baslamaktadir. Kadin, uzman bir
hekim tarafindan muayene edilirken; erkek hastadan ise semen analizi istenmektedir.
Semen analizi testi ile bir¢cok klinikte standart olarak spermlerin sayi, hareket ve
morfoloji parametrelerine bakilmakta ve bu islem genellikle manuel olarak
yapilmaktadir. Bu parametreler Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine uygun olarak
hesaplanmaktadir (Franken and Oehninger, 2012). WHO verilerine gore bir spermin
normal sayilabilmesi igin; sperm sayisinin  minimum 15 milyon, sperm
hareketliliginin (ileri yone dogru dogrusal hareket ve ileri yone dogru dogrusal
olmayan hareketli spermlerin toplam degeri) minimum %40 ve sperm morfolojik
degerlendirmesi sonucundaki degerin minimum %4 olmasi gerekmektedir. Eger bir
semen; referans degerin altinda bir sayiya sahipse oligospermi, referans degerin
altinda bir hareketlilige sahipse astenospermi, referans degerin altinda bir morfolojik
yapiya sahipse teratozoospermi adini almaktadir. Eger bu ii¢ parametrede de
distikliik varsa oligoastenoteratozoospermi terimi kullanilmaktadir (WHO manual,
2010).

Klinik merkezlerde ihtiyag duyulmasi halinde sperm dondurma isglemi
gerceklestirilebilmektedir. Tedavi siiresi ve izlenecek yola bagli olarak genellikle
uzun siireli sperm saklama islemi yapilmasina ragmen, kimi zaman da 24 saat ve
daha az zamanda isleme girecek olan 6rneklerin saklanmasina gerek duyulmaktadir
(Nijs and Ombelet, 2001). Spermin ortam sicakligina ve ortam sivisina bagli olarak
canlt hiicre sayisinda, hareketliliginde degisimler olmaktadir (Nijs and Ombelet,
2001; Desai et al., 2012). Spermlerin ideal sicaklik ve ortam sivisinda saklandiginda
bu parametrelerdeki kaybin en aza indirilmesi beklenmektedir. Tez galismasindaki
deney diizenegi bu amagcla olusturulmustur. Spermler goniillii bireylerden alindiktan

sonra likefaksiyon siiresi beklenerek ilk sayim ve morfolojik degerlendirme
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gerceklestirilip; sonrasinda ayni sperm drneginden ortam sivisina gore iki farkli grup
olusturulmustur. Her iki grup oOrnek igin saklama oncesi 0. saat olarak kabul
edildikten sonra kontrol grubu olusturulmustur. Birinci grupta semen oOrnegi
oncelikle yikama islemine tabi tutulup sonrasinda ii¢ farkli sicaklikta bekletilmek
tizere eppendorf tiiplere aktarilmis; diger grup Ornek ise yikama islemi
gerceklestirilmeden seminal plazma ile eppendorflara alinmistir. Sonrasinda her iki
grubun semen Ornekleri +4 °C, oda sicakliginda (22-24°C) ve 37 °C’ de 24 saat siire
ile inkiibe edilip ertesi giinii yine ayn1 saatte l¢iimleri gergeklestirilmistir. Olii hiicre
sayist ve DNA fragmantasyonunu tespit etmek amaciyla saklama oncesi kontrol
grubunda ve 24 saat sonrasinda Propidyum iyodiir (Pl) ve Acridine Orange (AO)
boyama islemleri gergeklestirilmistir. Kontrol grubu olan 0. saatteki hareketlilik ve
son durumdaki hareketlilikler birbiri ile kiyaslanmustir. Her iki grup ¢ farkli
parametrelerin sonuglariyla kiyaslandiktan sonra sonuglara gore en ideal sicaklik ve
ortam sivisi belirlenerek klinik alanda yol gostermek amaciyla anlamli ifadelerle
yorumlanarak tez calismasi tamamlanmustir. Calismada Diinya Saglik Orgiitii
kriterlerine gore sayi, hareketlilik ve morfolojik anlamda normospermik degerlere
sahip spermler kullanilmis olup; Biruni Universitesi biinyesindeki 25 adet

goniilliiden semen ornekleri temin edilmistir.



2- GENEL BILGILER

2.1. Erkek iireme sistemi ve sperm olusum siireci

Erkeklerde tireme sisteminin temel yapisini testisler olusturmaktadir. Skrotum
igerisine yerlesmis olan testisler; gametler ve erkek cinsiyet hormonu olan androjenin
tiretildigi kisimdir (Gerhard et al., 2010). Androjenler ise erkeklik hormonu olarak
bilinen testosteronun iiretiminden sorumludur. Beyinin alt boliimiine yerlesmis olan
hipofiz bezi; FSH ve LH hormonlarinin {iretildigi yerdir. Sperm {iretimi igin gerekli
olan bu iki hormon birbirleriyle uyumlu olarak ¢aligmaktadir. FSH sperm
tiretiminden sorumluyken; LH ise testosteron {iretimini uyarmakla gérevlidir (llacqua
et al., 2017). Testosteron hormonu ise spermin iretilmesi ve ikincil karakterlerin
olusumu i¢in gereklidir. Spermlerin asil iiretim yeri, testisler icerisinde bulunan
seminifer tiibiillerdir. Seminifer tilibiiller arasina yerlesmis olan sertoli hiicreleri
tizerinde bulunnan premordiyal germ hiicreleri (PGC’s) sperm olusumunu
baglamakta, spermin gelisim asamalarini olusturan spermatogenez ve fonksiyon
kazanimi olan spermiyogenez sonucu olgun sperm meydana gelmektedir (Holstein et
al., 2003; Magnuedottir and Surani, 1987). Testisin enine kesit gorilintiisii, seminifer
tiibiil yapisi, sperm olusum basamaklar1 Sekil . de gosterilmistir.
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Sekil 1. Testis yapisi ve spermatogenezin olusum siireci. (Enclopedia Britannica, inc 2010)



2.1.1. Spermin olusum basamaklari

Premordiyal germ hiicreleri (PGC) diside yumurta, erkekte ise sperm hiicrelerinin
olusumuna oOnciilik eden fazlasiyla Ozellesmis olan hiicrelerdir. PGC’ler; yeni
organizmalarinin olusumunda ve yeni jenerasyonlarin ortaya ¢ikmasinda, genetik ve
epigenetik bilgilerin gelecek kusaklara aktarilmasi hususunda programlanmisg
olusumlardir (Magnuedottir and Surani, 1987). Gebeligin 6. haftasinda PGC’ler
vitelliis kesesinin duvarindan testislere ulagimini tamamlarlar ve ergenlige kadar
dormans halde kalirlar. Ergenlik doneminde (erkek icin 12-14 yas arasi) uyku
halinde beklemekte olan bu hiicreler bir seri boliinmeler gegirerek olgun spermi

olusturmaktadir (Bart and Gassei, 2010).

Spermatogonyal kok hiicreler (SSC) dogum sonrasi testis igerisinde PGC orijinli
olarak gelisim gostermektedir. Bu esnada ozellesme iizerinde etkili olan iki gen
grubu vardir. Bunlar; ekstraembriyonik ektoderm {iizerinden ifade edilen BMP4 ve
BMP8b genleridir. Mitotik gd¢ sonrast bu hiicrelerin etrafi sertoli hiicreleri ile
sarilarak koruma kalkan1 olusturmaktadir (Magnuedottir and Surani, 1987; Bart and
Gassei, 2010). Ergenlik baslangicindan sonra premordiyal germ hiicreleri mitotik
boliinmeler sonucunda spermatogonyal kok hiicrelere donligmektedir. Yine mitoz

boliinme gegiren hiicreler spermatogonyumlar1 olusturmaktadir.
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Sekil 2. Olgun spermin olusum basamaklari sekilde gésterilmistir.



Sonrasinda tekrar mitoz boliinmeler sonucu primer (birincil) spermatositler meydana
gelmektedir. SSC ve spermatogonyum ve spermatositler 46 kromozoma sahip olan
diploid hiicrelerdir. Bu asamadan sonra mayoz boliinmeler baglamakta ve kromozom
sayilarmin yariya diistiigii haploid hiicreler olusmaktadir. (Sekil 2.) Oncelikle mayoz
I sonucu sekonder (ikincil) spermatosit olusmakta ve sonrasinda mayoz Il meydana
gelerek spermatitleri  olusturmaktadir (Cheng and Dolores, 2010). Primer
spermatositler 46 ¢ift kromozom ve 4N yapidayken; mayoz boliinmeler sonucu
olusan spermatitler 23 tek kromozom ve N yapidadir. Spermatitler heniiz
Ozellesmemis ve hareket yetenegi kazanmamis haldeyken spermiyogenezis meydana
gelerek spermler hareket yetenegi kazanmakta ve haploid yapida olan olgun
spermlerin olusum siireci tamamlanmaktadir (Holstein et al., 2003; Cheng and
Dolores, 2010).

2.1.2. Spermin farkhlasmasi (Spermiyogenez)

Mitoz ve mayoz boliinmeler gegirip spermatit halini almis olan sperm hiicresi heniiz
dolleme yetenegine sahip degildir ve olgun sperm olarak degerlendirilmemektedir.
Olgun bir spermden bahsedebilmek i¢in spremiyogenez adi verilen farklilagsma
slirecinden ge¢mis olmasi gerckmektedir (Esponoda, 1985). Spermiyogenez iig
asamadan olusmaktadir. Bunlar; akrozom olusumu, kuyruk olusumu ve

kapasitasyondur (Holstein et al., 2003).

1. Akrozom olusumu ve gorevi: Akrozom enziminin fertilizasyonda dnemli bir etkisi
bulunmaktadir. Spermatidin graniiler endoplazmik retikulumunda {retilen hidrolitik
enzimler golgiye tagindiktan sonra farkli formasyonda golginin trans yiizeyinden
tomurcuklanarak niikleer membrana salinmaktadir (Seki/ 3). Sonrasinda salinimi
gerceklesmis olan yapilar niikleer yiizeyde bariyer seklini alarak akrozom biitiiniinii
olusturmakta ve spermiyogenezin ilk asamasi tamamlanmaktadir (Donnel, 2014).
Yumurta hiicresinin yiizeyinde bulunan zona pellucidadan salinan hidrolitik enzimler
sayesinde spermin rahim igerisindeki yolculugunda gidecegi yonii bulmasinda
kolaylik saglamakla beraber; spermin yumurta yilizeyine penetre olmasinda da
(tutunmasi) fazlasiyla yarar1 olmaktadir. Akrozom spermin bas kisminin {izerini
kaplayan bir enzim kiimesidir. Sperm yumurta birlesimi gergeklestikten sonra zona

pellucidanin eritilmesi asamasinda goérevlidir (Cheng and Dolores, 2010)



2. Kuyruk olugumu: Mayoz boliinmelerin sonunda olusan yuvarlak spermde merkezi
mikrotiibliller kuyruk veya kamg¢i adi verilen yapiyr olusturmaktadir. Kuyrugun
olusumu; hareket yetenegi olan birgok silin bir araya gelmesi ve aksonem yapisini
olusturacak genlerin kodlanmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Aksonem yapis1 merkezi ¢ift
bir mikrotiibiil ve bu yapinin etrafin1 saran dokuz adet mikrotiibiil yapinin biitiinii ile
olusmaktadir. 9+2 olarak adlandirilan ve dinein motorlar ile birlikte dalgasal
hareketler meydana getirerek sperme hareket yetenegi kazandiran bu yapi; boyun
kisminda bulunan ve aksonemi sarmis olan mitokondriyal bolge ile baglanti
kurmakta ve rahim igerisinde yumurtaya ulasana kadar gecen siirede islev
gormektedir (Lincket al., 2016). Kuyruk olusumu tamamlanan spermlerde bas ve
boyun bolgesini ¢evreleyen stoplazmik olusumlar apoptozis ile pargalanir ve spermin
seminifer tiibiile atilim1 gergeklesir. Sonrasinda ductus epididimise gelen spermler

burada cesitli salgilara maruz kalirlar ve hareket yetenegi kazanirlar (Donnel, 2014).

3. Kapasitasyon: Sperm kapasitasyonu disi lireme sistemi {izerinde
gerceklesmektedir (Battistone, 2013). Ejakiile halde erkekten ayrilmis olan semen;
yumurtay1 dollemeden 6nce disi genital bolgesinde bir siire beklemektedir. Servikal
mukus ile karsilasan spermler bir dizi kimyasal olusum yardimiyla bu asamada
ejakiilattan ayrilmaktadir. Spermin tamamen yikanmasi ve yumurtaya basaril sekilde

tutunacak agamalardan ge¢mesi bu esnada meydana gelmektedir (Ickowicz et al.,
2012).
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Sekil 3. Spermiyogenez asamalarinin sematik gosterimi. (Pearson education, 2010)
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2.2 Spermin yapisi

Olgun bir sperm hiicresi ii¢ kisimdan olusmaktadir. Bunlar bas kisim, boyun ve
kuyruk kisimdir (Chemes and Alvarez, 2012). Spermin bas bolgesinde niikleus
bulunmaktadir. Nukleus icerisinde kalitsal bilgileri gelecek nesillere aktarma gorevi
olan DNA bulunmaktadir. Buna ek olarak bas kisimda ayrica igerisinde ¢esitli
enzimleri barindiran akrozom boélgesi mevcuttur (Ickowicz et al., 2012; Balhorn,
1982). Akrozomu olusturan enzimler dollenme asamasinda etkili olmaktadir.
Akrozin ve proteaz enzimleri spermin yumurta hiicresiyle bulustugu esnada yumurta
hiicresini ¢evreleyen zar ve protein tiirevli yapilarin eritilmesinde yardimci
olmaktadir. Hyaluronidaz enzimi ise; spermin rahim icerisinde yumurta hiicresini
kemotaksis yoluyla bulmasinda kolaylik sagladigi ve yumurta hiicresine
tutunmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Stern, 2006).

Sperm hiicresinin orta kisminda boyun yapis1 yer almaktadir. Boyun bolgesini sarmis
olan mitokondri kilifi hiicrenin enerji deposunu olusturmaktadir. Kuyruk ile bas

bdlgesini birbirine baglamaktadir (Chemes and Alvarez, 2012).

Kuyruk kisim ise spermin hareketini saglayan sil yapisindaki mikrotiibiillerden
olugsmaktadir. Kam¢1 hareketleri gergeklestirerek yon tayinini belirler. Spermin bu
kisminda yasanacak olan anomali durumlari, dogal yoldan gebeligin olugsmasinda
engel teskil etmekte ve infertiliteye sebebiyet vermektedir. Ancak bu durum bas
kisimda olusacak anomalinin etkilerine gére klinik anlamda daha kompanse edilebilir
durumdadir (Karabulut ve ark. 2018; Chemes, 2003).

Akrozom
Cekirdek

Mitokondriler

Bas Orta Kamg!
bolim

Sekil 4. Spermin yapisini olusturan kisimlarin sematik gosterimi.
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2.3. Semen analizi

Semen analizi; hastanelerin iiroloji veya tiip bebek bdliimlerinde bu islemleri
yapabilme yetkisine sahip kisiler tarafindan gergeklestirilen ve spermin sayi,
hareketlilik ve morfolojik anlamda degerlendirilmesinin biitiiniidiir. Kisi hekim
talebiyle bu islemi gerceklestirebilecegi gibi; ayni zamanda kendi istegi ile de
hastane veya o6zel bir laboratuvara basvurarak analiz yaptirabilmektedir (Stern,
2006). Erkek bireylerde cinsel saglik agisindan kisinin herhangi bir sorunla
karsilasmadan 6nce de bu testleri diizenli araliklarla yaptirmasi ve takibini saglamasi
hekimlerce tavsiye edilmektedir. Ciinkii olasi bir erken teshis, diger saglik
sorunlarinda oldugu gibi cinsel saglhik alaninda da O©nlem alinmasin
kolaylastirmaktadir (Dolores, 2010). ileri yas ve sperm sayisinin ciddi anlamda
diisiisii sonrasinda dogal yoldan gebelik elde edilme sansi bazen hi¢ kalmamaktadir.
Bazi hastalarda ise semeninde hi¢ sperm bulunmadig tespit edildikten sonra kisiye
uygun tedavi yontemi planlanmaktadir (Karabulut ve ark., 2018). Bu agidan
bakildiginda semen analizi; gerek tiip bebek tedavisinde gerekse dogal yoldan
gebelik isteyen ciftlerin yasantisinda ciddi anlamda 6nemli yer tutmaktadir. Semen
analizi yaptirmak isteyen kisinin, basvurdugu kurumca adina bir dosya agilmakta
veya hasta numarasi atanmaktadir. Sonrasinda iizerinde barkod sistemi ile adi-
soyadi-hasta numarasi-tarih ve kimlik numarasi yapistirtlmis olan semen kab teslim
edilmekte ve hasta semen verme odasina alinmaktadir (Kadioglu ve ark. WHO el
kitabi, 2010). Mastiirbasyon yoluyla elde edilen semen; Oncelikle 20-40 dakika
araliginda degisen likefaksiyon siiresince 37°C sicaklikta bulunan etiiv veya laminar
kabin icerisinde bekletilmektedir. Boylelikle kat1 parcaciklar halinde bulunan semen
stvist ergime gostererek homojen bir sivi haline gelmekte ve spermlerin tamanu
bagimsiz halde hareket 6zgiirliigiine kavugsmaktadir (WHO, 2010). Eger bu siireye
riayet edilmez ise; sperm hiicreleri tam olarak hareketlilik kazanamamis durumda
kalabilmektedir. Ayni zamanda hem sayisal anlamda yanlis veri elde edilme durumu
yasanabilir, hareketlilik dogru saptanamamis olabilir hem de morfolojik yayma ve
analiz isleminin saglikli bir sekilde devam ettirilmesi olanaksiz hale gelebilmektedir.
Her ti¢ parametrede de gozlemsel olarak analiz gergeklestirilmektedir (Eliasson,
1978). Yapilan islemler kaliteli bir elden ¢ikmaz ise ¢ok farkli sonuglar ortaya
cikabilmekle birlikte; iyi gdzlem ve analiz yapan iki kisi arasinda birbirine ¢ok yakin
degerler elde edilmektedir. Bu anlamda islemleri ger¢eklestiren kisinin deneyim ve el

becerisi onem kazanmaktadir.
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2.3.1 Sperm konsantrasyonun belirlenmesi

Likefaksiyon siiresi tamamlanan sperm orneginden 10 pl alinarak makler ad1 verilen
sayim kamarasinin (Resim 1.) tabla kismina birakilir. Hava boslugu kalmayacak
sekilde cam kapagi iistiinden kapatilir. Isik mikroskobunda 20x objektif ile bakilarak
gozlenen 100 kare icerisinden herhangi 10 kare sayilir ve sonu¢ milyon sperm olacak
sekilde yazilir (Molecular Biology book, 2012). Spermde hareketliligin belirlenmesi
i¢in ileri yonde dogrusal hareket yapan spermlerin sayisi, dogrusal hareket yapmayan
spermlerin sayisi, yerinde hareketli spermlerin sayisi ve hareketsiz spermlerin sayisi
belirlenerek ve toplam sperm sayisi ile ayr1 ayr1 oran-orant1 yapilarak yiizdelik olarak

hareket degerleri hesaplanmaktadir (Barrat et al, 2011 ).
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Resim 1. Makler sayim kamarasi

2.3.2. Sperm morfolojisinin belirlenmesi

Spermler morfolojik olarak degerlendirilirken Diinya Saglk Orgiitii verileri ve
Kruger Strict kriterleri géz 6niine alinarak hesaplama yapilmaktadir (WHO, 2010).
Sayim islemi gergeklestirilen semen Orneginden yaklagik 5-10 pl alinarak lam
lizerine ince bir serit olusturacak sekilde birakilir. Lamel yardimiyla 45 derecelik ag1
olusturarak lam boyunca siiriintii ve yayma islemi yapilir (Guzick et al., 2001).
Sirasiyla fiksatif ve sperm boyama kaplarinda bekletilen lam; son olarak siiriintii
olmayan kismindan yikanarak kurumaya alinir. Kuruma isleminden sonra 1s1k
mikroskobunun 100x objektifinde immersiyon yag1 damlatilarak ve yaklasik 100

sperm sayilarak gozlenen bas, boyun ve kuyruk defektleri tablo halinde not edilerek
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yiizdelik olarak anomaliler belirlenmektedir (Franken and Oehninger, 2011). WHO
verilerine gore semende %4 ve lizerinde normal sperm morfolojisi bulunan 6rnekler

normal olarak kabul edilmektedir (Tablo 1.).

Parametre En diisiik Referans
Semen miktar1 (ml) 1.5
Sperm konsantrasyonu (x10%/ml) 15

Toplam sperm sayist (x10%/ejakiilat) 39

Ileri hareketli sperm sayis1 (%) 32
Toplam hareketlilik (%) 40
Canlilik (canli spermler, %) 58
Sperm morfolojisi (%) 4

pH >[=7.2
Lokosit (10°/ml) <1

Tablol. Semen Analizi Kruger kriterlerine gore normal sperm parametreleri, Diinya

saglik orgiitii (WHO 2010)

Spermin boyandiktan sonra akrozom/nukleus orani %40-60 arasinda olmalidir. Oval
seklinde diizgiin bir bag gorlintiisii, | wm kalinlikta ve 7-8 um uzunlukta bir boyuna
sahip ve yaklasik 40-50 pm uzunlukta diizglin yapida bir kuyruga sahip sperm
normal morfolojili kabul edilmektedir (Menkveld et al, 2011.) (Resim 2).

Resim 2. Normal morfolojiye sahip sperm yapisi
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Sekil 5. Kruger degerlendirmesine gore spermin morfolojik gorinisleri (www.ineskumedika.com/normozoospermia-
sperma)

Bas bolgesinde meydana gelen anomaliler spermin yumurtayi bulmasi ve delmesinde
sorunlar olustururken; boyun ve kuyruk mekanizmasinda goriilen anomaliler spermin
hareket yeteneginin azalmasi veya kaybolmasina neden olmaktadir (Chemes and

Alvarez, 2012) (Sekil 5).

2.3.3. Sperm hazirhk yontemleri

Sayimi1 gergeklestirilen ve morfolojik degerlendirilmesi tamamlanan sperm
orneklerinin tiip bebek islemlerine girmeden once bir dizi islemden gecirilmesi
gerekmektedir. Bunlar gradient soliisyonu ile ayristirma yontemi ve yikama-

yiizdiirme (swim-up) metodudur (Oguz ve ark. 2018).
1.Yogunluk farki ile ayrigtirma (gradient) yontemi:

Spermler iretildikten sonra beslenme ve koruyucu amagla testiste bekledigi siire
boyunca semen adi verilen sivi igerisinde muhafaza edilmektedir. Spermler isleme
girmeden Once semenden ayiklanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in yogunluk farki
olusturularak %50-%90 veya %50-70-90’lik olacak sekilde hazir olarak satilan
gradient soliisyonlar1 ile tabakalar olusturulmaktadir. Sonrasinda sperm en iistten
birakilarak 1800 rpm hizda 20 dakika siire ile santrifiij edildikten sonra {iist fazlar

atilarak en altta kalan kisimdaki sperm sivisi toplanmaktadir (Weinbauer et al. 2010).
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Bu kisimdaki spermler toplanip iizerine yikama soliisyonu eklenerek tekrar
santrifiijden gecirilmekte ve bdylelikle gradient yontemi tamamlanmis olmaktadir.
Bu spermler ile direkt islem yapilabilecegi gibi; ikinci bir yontem olan yikama-

ylizdiirme islemine de tabi tutulmaktadirlar.
2. Yikama-yiizdiirme (swim-up) yontemi:

Semen Ornegi iizerine direkt uygulanan sperm yikama soliisyonu ile homojenize
edilir ve santrifiij ile 1800 rpm’de 10 dakika siireyle uygulanmaktadir. islem bittikten
sonra tekrarlanmakta ve sonrasinda iist faz alinarak pellet kisminin iizerine 45
derecelik a¢1 olacak sekilde tutularak yavasca yikama soliisyonu eklenmektedir. 30
dakika-1 saat sonrasinda iist faza dogru ylizmiis olan spermler toplanarak islemlerde

kullanilmaktadir (Volpes et al., 2016).

2.4. Spermin dondurulmasi

Spermler o an i¢in kullanilmayacaksa dondurma-saklama islemi ile birlikte uzun
yillar boyunca muhafaza edilebilmektedir. Spermlerin uzun siireli saklanmalarinda
06zel koruyucu soliisyon kullanilmasinin  yaninda, saklama ortam1 da
olusturulmaktadir (Oberoi et al., 2016). Spermler yikama isleminden gegirildikten
sonra veya yikama yapilmaksizin semeniyle birlikte 6zel olarak hazirlanmis olan
sperm dondurma soliisyonundan 1:1 oraninda spermler iizerine eklenmesiyle birlikte
islem gerceklestirilmektedir. Sperm dondurma soliisyonu (freezing medium)
eklenirken insiilin ignesi ile damla damla olacak sekilde spermler {izerine
birakilmalidir. Hizli muamele gérmesi durumunda toksik etki olusturabileceginden
sperm say1 ve hareketliliginde azalma meydana gelebilmektedir (Oberoi et al., 2016;
Ozkavukcu ve ark., 2008). 2-3 dakika stirede karigtirma islemi tamamlandiginda oda
sicakliginda ayni siire bekletildikten sonra; dogrudan azot sivisina dokundurulmadan
azot buharina maruz kalacak sekilde 10-15 dakika siiresince bekletilmeli ve donma
islemi gozle goriildiikten sonra azot sivisi igerisine batirilabilmektedir. Azot sivisi
-196 °C olup sivi haldeyken bile buharlasma gosterebilmektedir (Resim 3). Sperm
dondurma soliisyonu bu sicaklikta spermin saklanmasina yardimci ve dayanikli

olarak uretilmektedir.
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Resim 3. Spermin dondurulmasi esnasinda kullanilan sivi azot ve koruyucu kryovial kap.
(aydinilgin.com/dondurma-teknikleri)

Dondurulmus spermlerin saklandigi tanklarin (Resim 4.) igerisinde bulunan sivi azot
seviyesi her zaman belirli bir diizeyde tutulmalidir. Eger sinirda bulunan seviyenin
altina diiserse spermde ¢dziinme meydana gelebilir ve saklama islemi saglikli sekilde
yiiriitiilemez (Di Santo et al., 2011). Tanklardaki azot sivist miktari giin asir1 kontrol
edilmelidir.

Resim 4. Dondurulmus sperm 6rneklerinin saklandigi sivi azot tanki.

Dikkat edilmesi gereken diger bir 6nemli nokta da; kryovial tizerine kodlanmis olan
isim-soy isim-dogum tarihi-islem tarihi etiketinin silinmeyecek bir sekilde kodlanmis

oldugunun mutlaka kontrol edilmesidir(Rozati et al., 2017).
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2.5 Sicakhigin sperm hiicreleri iizerindeki etkisi

Ortam sicakliginin hiicre tipleri iizerindeki etkileri degiskenlik gostermektedir. Bazi
hiicreler viicut sicakliginda uzun siire yasantisini slirdiirebilirken; sperm hiicreleri
viicut 1s1s1 olan 36,5 °C’den daha serin ortamda hayata tutunabilmektedir. Nitekim
erkek bireylerdeki viicut yapisi da bu sekilde bir 6zellesme gostererek skrotumu
meydana getirmistir. Skrotumun temel gorevi spermleri viicut 1sisindan daha serin bir
ortamda tutarak yasamalarma elverisli ortam hazirlamaktir. Skrotum igerisindeki 1s1
viicut 1s1s1 olan 36,5 °C’den yaklasik 2 °C daha distiktir (Waseem et al.,2011).
Modifikasyon yetenegi olan bu yap1 eger ortam ve viicut 1s1s1 yiikselmeye basladiysa
kendini uzaklastirarak sarkik bir hale gelmekte; tam tersi bir soguk hava ve viicut

1sisina maruz kaldiginda ise biliziigmekte ve ideal 1sisin1 korumak istemektedir

(llacqua et al. 2017; Waseem et al.,2011).

Testis ortam1 yiiksek 1silara maruz kalmis olan erkeklerin tireme fizyolojisinde ve
sperm kapasitede bozukluklar yasanmaktadir. Doktorlarin diziistii bilgisayari
kullanirken dizlerinizin iizerinde tutmayin uyarisi da bu gibi sorunlarin yaganmasina
onlem olarak sOylenmektedir. Yiiksek sicaklik spermlerde hareket yetenegindeki
diisiisit ve morfolojik bozukluklar1 da beraberinde getirmektedir. DNA yapisinda
bozulmalar ve sperm hiicrelerinin 6liimiiyle sonuglanan etkileri gozlenmektedir (Rex

and Aagard, 2016).

2.6. Ortam sivisinin sperm hiicreleri iizerindeki etkisi

Spermin igerisinde bulundugu ortam sivisinin faydalar1 oldugu gibi bazen de zararli
ve toksik etkileri goriilebilmektedir (Ozkavukcu ve ark., 2008). Uzun siireli ayni sivi
icerisinde bekletilen spermin hareketinde degisim gozlenmekte ve DNA yapisinda
bozukluklar olusabilmektedir. Semen plazmasinda siilfiir, potasyum, kalsiyum,
titanyum, demir, nikel, ¢inko, brom, rubidyum gibi elementler bulunmaktadir
(Kasten, 1967). Spermin iiretiminden viicut disindaki ortama maruz kaldig: siirece
kadar koruyucu ve besleyici bir gorev iistlenen semen sivisi, dis ortamda uzun siireli
spermlere maruz birakildiginda icerdigi bilesenlerden dolayir zarar verici etkiler
ortaya ¢ikarabilmektedir (Hsien-Ming et al., 2012). Hatta iiretiminden sonra testis
icerisinde uzun siireli bekletilmis olan sperm hiicrelerinin hareketliliginin, viicuttan

atildig1 zaman incelendiginde ciddi oranda diislis gosterdigi; bazen de tamaminin
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hareketsiz durumda kalmasiyla sonuglanan Ornekler yapilan klinik caligmalarda
gozlenmistir (Sikka and Hellstrom, 2016). Sperm yikama soliisyonu (gradient) ile
muamele gormiis olan spermlerin hareketliliginde artis gozlenmektedir. Bazi
hareketsiz ve hareket yetenegi diisiik spermler elemine edilerek; hareketliligi iyi olan
spermler elde edilmekte ve daha dengeli ve uzun siire yagayabilecegi uygun ortam
sartlar olusturulmaktadir. Igeriginde HEPES ad1 verilen dengeleyici tuz ¢ozeltisine
sahiptir. Spermi semen igeriginden ayirma gorevi lUstlenen yikama soliisyonu ile
semen igerigine gore daha az yogun ortam elde edilmektedir. Bdylelikle spermin

hareket kapasitesinde pozitif yonelim gozlemlenmektedir (Zhou et al., 2015).

2.7. Spermde DNA hasarimnin belirlenmesi

DNA vyapisi itibariye ¢ift sarmal iplikten olugsmaktadir. Ortam kosullarinin degismesi
sonucunda DNA yapisinda hasarlar ve kirikliklar meydana gelmektedir (Zini et al,
2006). Bu hasarlarin tespit edilmesinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Sperm
kromatin yapisi analizi, terminal transferaz yontemi, asidik anilin mavisi boyama,
kromomisin A3 boyama, toluidin mavisi boyama, akridin oranj boyama bunlardan
bazilaridir. Bu tez ¢aligmasinda DNA hasar tespiti i¢in akridin oranj boyama yontemi

secilmistir (Zini et al,2006; Belloc et al., 2009).

2.7.1. Akridin oranj (AO) boyama yontemi

Akridin turuncusu, bakterilerin niikleik asitlerine ve diger hiicrelere baglanan
florokromatik bir boyadir. UV 15181 altinda, akridin turuncusu RNA ve tek seritli
DNA’y1 turuncu renkte boyar; cift seriti DNA yesil goriiniir (Kasten, 1967).
Boylelikle niikleik asit hasar1 gergeklesmis olan spermler ile normal spermler ayirt

edilebilmektedir.

2.8. Spermde canlihigin belirlenmesi

Sperm calismalarinda hiicre canliligimin tespit edilmesinde Eosin-Y testi
uygulanmaktadir. Canli hiicreler bas kisimda boyay: iceri almazken; 6lii hiicrelerde
Eosin boyast spermin bas bdlgesine difiizyonla gecis yapar ve 11tk mikroskobu

altinda kirmiz1 renkte goriiniim saglar. Boylelikle icerisinde boya bulunmayan ve
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beyaz renkte goézlenen spermler sayilarak ylizdelik olarak hiicre canliligi tespit

edilmektedir (Lingappa, 2015).

»

Resim 5. Eosin-Y testi sonucu gozlenen canli (beyaz) ve 6lu (kirmizi) sperm
hiicreleri.

2.9. Spermde olii hiicrelerin tespiti

Olii hiicrelerin tespit edilmesinde birgok yontem kullanilmaktadir. Isik mikroskobu
altinda gozlenebilen (hematoksilen-eosin, giemsa) boyama yontemleri oldugu gibi
floesan mikroskopla tespiti yapilan DAPI, PI, hoechst gibi boyalar da mevcuttur.
(Sperctor et al, 1998; Tesarik et al., 1998 ). Ayrica faz-kontrast mikroskobu, western
blotlama ve flow-sitometri yontemlerini de kullanarak o6lii hiicrelerin orani

belirlenebilmektedir (Giiles ve Eren, 2008).

2.9.1. Propidyum Iyodiir (PI) boyama yéntemi

PI; membran biitlinliigli tamamen bozulmus, nekrotik ve ge¢ apoptotik yolla Slen
hiicrelerin tespit edildigi floresan mikroskop 15181 altinda kirmizi renkte 151ma yapan
bir boyama yontemidir. Erken apoptotik evredeki hiicreler veya normal yapidaki
hiicreler lizerinde boyama gergeklestirmemektedir (Overbeeke, 1998; Tesarik et al.,
1998). Floresan yontemler disinda flow (akis) sitometrisi yontemi ile de hiicrelerin

0lii / canl1 oranin1 PI boyama ile tespit etmek miimkiindiir.

20



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismaya alinan gruplar ve ozellikleri

Bu calisma; Ocak 2019 ile Haziran 2019 tarihleri arasinda Biruni Universite
Hastanesi Uroloji poliklinigine basvuran hastalardan ve Biruni Universitesi
bilinyesinde farkindalik olusturmak amaci ile yapilmis olan ‘Geng erkeklerde iireme
saglig farkindaligl ve semen analizi’ adli seminer sonrasinda katilim gosteren erkek
ogrenci grubundan goniilliiliikk esasina dayanarak toplanmis olan semen ornekleri ile
gerceklestirilmistir. Calisma grubu 25 kisiden olusmaktadir ve Diinya Saglk Orgiitii

verilerine gére normal kabul edilen sperm 6rnekleri ile islemler gerceklestirilmistir.

Calismada planlanan yas araligi 18-35 olup; herhangi bir kalitsal hastaliga sahip
olan, testis bolgesinde ameliyat ge¢misi bulunan, spermi OAT yapida olan ve cinsel

perhiz siiresi 2 ila 7 gilin aralifinda olmayan kisiler gruptan dislanmistir.

Tez caligmasinda spermler igin kritik degere sahip oldugu ongoriilen ii¢ farkli
sicaklik degeri segilmistir. Bunlar 4 °C, oda sicakligi (RT) ve 37 °C’dir. Aym
kisilerden alinmis olan ornekler iki farkli ortam sivisinda 24 saat siire ile muamele

edilerek sonuglar degerlendirilmistir.

1.Grup: Diinya Saglik Orgiitiiniin kabul ettigi normospermik 6zelliklere sahip semen
orneklerinin herhangi bir ayristirma isleminden ge¢meksizin dogrudan plazma sivisi
ille 24 saat siiresince bekletilerek sonuglarmin degerlendirildigi 25 kisiden

olugsmaktadir (PS=Plazmik semen &rnegi).

2.Grup: Diinya Saglik Orgiitiiniin kabul ettigi normospermik o6zelliklere sahip
semen Orneklerinin gradient sollisyonu ile ayristirilarak 24 saat siiresince bekletildigi
ve sonuglarinin degerlendirildigi ayni 25 kisiden olugsmaktadir (GS=Gradient sonrasi

sperm Ornegi).

Caligma sonuclari belirlemek amaciyla iki farkli boyama yontemi kullanilmistir.
Boyalardan bir tanesi 6lii hiicrelerin tespit edilmesini saglayan Propidyum Iyodiir
(PI), digeri ise DNA fragmantasyonunun belirlenmesinde rol alan Akridin Turuncusu
(Akridin orange =A0O)’dur. Her iki boyama yonteminde de 100 sperm sayilarak

sonuglar yilizdelik olarak degerlendirilmistir.
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Bu calisma Acibadem Universitesi'nin 21.03.2019 tarih ve 2019/6 sayili Atadek

toplantisinda goriisiilmiis olup tibbi etik yonden onaylanmustir.

3.2. Cahismada kullanilan yontemler

3.2.1. Semen analizi uygulamasi

Laboratuvara ulasan semen 6rneklerinin likefiye olma siiresi beklendikten sonra pH
Olcimii gerceklestirildi. Sonrasinda voliim, sperm sayisi, viskozite, 16kosit sayisi
(varsa) degerlendirildi. Son olarak morfolojik degerlendirme i¢in semen 6rnegi lam
tizerine damlatilarak lamel ile 45°lik ag1 olusturacak sekilde siiriintii alindi ve 6nce
fiksatifte bekletildi daha sonra hematoksilin ile boyama islemi gerceklestirildi.
Immersiyon yag1 yardimiyla 151k mikroskobu altinda 100x kat biiyiitme ile Kruger
strict kriterleri lizerinden morfoloji incelemesi gergeklestirildi. 100 adet sperm ile
degerlendirme yapilarak yiizdelik sonuglar elde edildi. Normal morfolojiye sahip
(Resim 6.) spermlerden minimum %4 degere sahip olan semen Ornekleri ile tez

calismasi gergeklestirildi.

Resim 6. Kruger strict kriterlerine gére normal morfolojik yapiya sahip olan spermatozoolar.
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Resim 7. Kirik boyun defekti (ortada), mitokondriyal kayip (sagda, siyah ok), normal sperm (solda).

Resim 8. Boyun dropletleri (siyah oklar), igne bas sperm (* ile belirtilen), dag defekti (sagda)

3.2.2. Gradient yontemi

Sayim iglemi ve morfolojik degerlendirmesi tamamlanan sperm Ornekleri gradient
yontemi ile yikama isleminden gecirildi. Buradaki amag¢ spermin semen
plazmasindan ayristirilarak farkli bir ortam olusturulmasidir. All grad (Life global)
soliisyonu 1ile tek faz olusturacak sekilde %100’liikk gradient ¢alismasi 15°lik falkon

tiipte hazirlandi. 45°’1ik ac1 ile tutularak yavas bir sekilde tizerine 1 ml semen 6rnegi
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eklendi. 1800 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek fazlar elde edildi. Ust
kisimda kalan semen 6rnegi ile gradient sollisyonu pipet yardimiyla cekilerek pellet
birakildi. Pellet iizerine 1 ml HTF soliisyonu eklendi ve 1200 rpm’de 10 dakika
yikama islemi gergeklestirildi. Supernatan kisim atilarak pellet tizerine 1 ml DMEM
eklendi ve ii¢ farkli sicaklik degeri icin eppendorf tiiplere esit sekilde paylastirildi.
Gradient islemi sonrasi tekrar sayim islemi gerceklestirildi, hareketlilik oranlari

belirlendi ve not edildi.

3.2.3. DNA fragmantasyonunun Akridin Oranj boyasu ile tespit edilmesi

Semen ornekleri yayma preperat seklinde hazirlandiktan sonra Cannoy soliisyonu ile
3 saat fikse edildi. Sonrasinda akridin oranj boyasi ile 5 dakika siireyle muamele
edildi. Lam, preperatin ters tarafindan su ile yikandiktan sonra kurumaya birakildi.
Floresan mikroskobu altinda 200x kat biiyiitme ile goriintiiler alind1 (Resim 9.) Yesil
renkte gorlintii veren sperm hiicrelerinin DNA’s1 hasara ugramamisken; turuncu ve
kirmizi renkte parlama gosteren spermlerde DNA hasari oldugu goézlendi. 100 adet
sperm sayildiktan sonra Turuncu renk / Turuncu+Yesil renk sperm orani ile

fragmantasyon orani belirlendi (DF1%).

Resim 9. Spermlerin Akridin Oranj boyama sonrasi floresan mikroskobu altindaki goriintiisii (200x). Yesil renkler
DNA hasarinin olmadigi normal spermleri, turuncu ve kirmizi renkler ise DNA hasarli spermleri gostermektedir.
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3.2.4. Olii hiicrelerin Propidyum Iyodiir boyasi ile gésterilmesi

PI boyama; 6li hiicreleri tespit etmede kullanilan bir yontemdir. Hiicre membrani
normalde PI boya i¢in gegirgen degildir; ancak hiicre 6liimii gerceklestiginde ve
membran yapisi bozundugunda boya hiicre i¢ine alinmakta ve floresan mikroskop
altinda kirmizi yansima yapmaktadir. Kirmizi noktalar (Resim 10.) 6li sperm

hiicrelerini gostermektedir.

Stok boyadan 1 pg alinarak 1 ml PBS tampon soliisyonu igerisinde ¢6zdiiriildii.
Sonrasinda bu ¢ozeltiden 10 pl alindi ve 990 pl PBS igerisinde ¢oziildii. Boyama
islemi i¢in lam ftizerinde 1:2 oraninda boya-semen 6rnegi damlatilarak 10 dakika
sireyle bekletildi ve yayma islemi gerceklestirildi. Son olarak floresan
mikroskobunda mavi 151k altinda 100 adet sperm sayimi islemi gergeklestirildi ve 6li

hiicrelerin tiim hiicre sayisina boliinmesi ile yiizdelik 6li sperm sayisi elde edildi.

Resim 10. Olii sperm hiicrelerinin Propidyum lyodiir boyama ile goriintilenmesi (10x10 biiyiitme).
Sol tarafta 15tk mikroskobi goriintisii yer alirken sag tarafta ayni alanin floresan mikroskobi gériintiisii yer
almaktadir. Kirmizi renkteki spermler 6lii hiicreleri gostermektedir.

Resim 11. Spermlerin Pl boyama sonrasi floresan mikroskop goriintiisii (100x10 biiyiitme)
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3.3. Kullanilan malzemeler

1 | Falkon grubu pipetler ve tiipler B.D.Bionsciences AMERIKA
2 | Streril sperm toplama kabi Firat Med TURKIYE
3 | Ependorflar Eppendorf Gmbh ALMANYA
4 | Laminar flow K systems VIETNAM
5 | Mikroskop Nikon JAPONYA
6 | Inkiibator Niive TURKIYE
7 | Santrifiij Eppendorf ALMANYA
8 | Pastor pipeti Heinz Herenz Medical ALMANYA
9 | Sperm yikama soliisyonu IrvineScentific AMERIKA
10 | Pure sperm Life Global AMERIKA
11 | 200 mikrolitre pipetor EppendorfGmbh ALMANYA
12 | Hepes soliisyonu IrvineScentific AMERIKA
13 | 10 mikrolitre pipetor EppendorfGmbh ALMANYA
14 | Makler kamarasi SefiMedical ISRAIL
15 | Steril eldiven Beybi Plastik TURKIYE
16 | Propidylim iyodiir boyasi Stemcell Technologies KANADA
17 | Akridin Orange boyasi Biotium Technologies AMERIKA
18 | Floresan mikroskobu Olympus JAPONYA
19 | Lam Isolab HOLLANDA
20 | Lamel Isolab HOLLANDA

3.4 Calismanin tasarim

Bu calisma; spermlerin uygun sicaklik ve uygun saklanma ortaminda muamele
edilerek 24 saat siire ile muhafaza edilmesi seklinde planlanmistir. Sicaklik degeri
olarak 4°C-RT-37°C segilmis ve ortam sivisi olarak islemden ge¢gmemis olan saf
semen oOrnegi ile gradient islemi sonrasi olusan ortam sivist belirlenmistir.
Normospermik oOzellikteki 25 adet goniilliinlin semen Ornekleri ile ¢alisma

gerceklestirilmistir.
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NORMOSPERMIK

ORNEKLER

1- SEMEN ANALIZzi
2- ORNEGIN %50’SININ GRADIENT ISLEMI

3- DNA HASAR TESPITi + OLU HUCRELERIN TESPITI

SEMINAL

PLAZMA

4°C RT 37°C
24 SAAT INKUBASYON

GRADIENT
SEMEN

4°C RT 37°C

24 SAAT INKUBASYON

HER GRUBUN; SPERM SAYIMI VE HAREKETLILIK TESPITi
AKRiDIN ORANJ BOYAMA iLE DNA HASAR TESPITIi
PROPIDYUM iYODUR BOYAMA iLE OLU HUCRE TESPITi
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3.5. Calismada kullanilan istatistiksel yontemler

Tez calismasinda de@erler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Veriler
GraphPad Prism 6.01 programi kullanilarak degerlendirildi. Gruplarin normal
dagilma uygunlugu D’Agostino-Pearson testi ile degerlendirildi. ikili grup
karsilastirmalarinda parametrik Student’s t testi, {i¢ veya daha fazla grup
karsilastirilmalarinda ise  One Way ANOVA testi kullanmildi.  Coklu
degerlendirmelerde Tukey testi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farkin

anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasi i¢in Biruni Universite Hastanesi iiroloji polikliniginde bu ¢alismaya
katilmay1 kabul eden ve aydinlatilmis onam formunu imzalayan 25 goniilliiden
semen Ornedi almmistir. Alman semen Ornekleri laboratuvar ortaminda

degerlendirilmis ve analiz sonuglar1 Tablo 2. de verilmistir.

Tablo 2. Calismaya dahil edilen semen 6rneklerinin 6zellikleri (n=25)

Ort.+ Standart Sapma MIN. |MAKS.

YAS (yil) 25,6 £4,9 18 34
SEMEN HACMI (ml) 35+1,3 2 6
KONSANTRASYON (say1/ml) 60,2 =254 25 120
TOPLAM SPERM SAYISI (milyon) [192,5+ 67,2 78 360
TOPLAM HAREKETLILIK (%) 672+11,1 44 88
ILERI HIZ (%) 56,5+ 11,9 38 79
YERINDE HAREKET (%) 10,7 £ 5,1 4 26
HAREKETSIZ (%) 32,8+11,1 12 56
MORFOLOJI (%) 53+1,3 4 8

Calisma grubunun ilk analiz sonuglarina gére yas ortalamasi 25,64+4,9, semen hacmi
3,5+1,3 sperm konsantrasyonu 60,2+25.4, hareketlilik 67,2+11,1 ve morfolojisi
5,3+1,3 olarak degerlendirildi. Toplam hareketlilik %40’tan biiylik bir degere
sahiptir ve kontrol grubu olusturmak i¢cin WHO verilerine gore yeterli diizeyedir.
Morfolojik degerlendirme agisindan bakilacak olursa, minimum %4 olmasi gereken

degerden biiylik veya esit yiizdeye sahip ornekler ile ¢alisma gergeklestirilmistir.

Kontrol grubu ve gradient islemi gerceklestirilmis O6rneklerin 24 saat {ic farkh
sicaklikta saklandig1 sonuglar Grafik 1°de gosterildi. Kontrol grubunda hareketlilik
orant normal semen Orneklerinde 51,2+11,3, 15,1+7,3, 6,7+4,4 olarak ol¢ildii.
Gradient grubunda ise hareketlilik oram1 62,8+10,9, 22,849,1, 11,4+4,8 olarak
Olciildi. Dort farkli kosulda da gradient soliisyonu ile islem gormiis olan sperm
orneklerinin, iglem gormeden semen plazmasi ile ortam sivisi olusturulanlara gore
hareketliliginin daha yiiksek oldugu anlamli sonuglara dayanarak soylenebilmektedir

(p<0,05).

29




Grafik 1. Seminal plazma ve gradient islemi sonrasi sivilarda 24 saat siire ile

bekletilen spermlerin

gozlenmistir.
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4 °C/24=4 °C’de saklanan semen plazmasi 6rneginin 24 saat sonraki orani

RT/24 = Oda sicakliginda saklanan semen plazmasi 6rneginin 24 saat sonraki orani

37°C/24 = 37°C’de saklanan semen plazmasi 6rneginin 24 saat sonraki orant

GS 4°C/24 = 4 °C’de saklanan gradient sperm Grneginin 24 saat sonraki orani

GS RT/24 = Oda sicakliginda saklanan gradient sperm Orneginin 24 saat sonraki

oranit

GS 37°C/24 = 37°C’de saklanan gradient sperm Orneginin 24 saat sonraki orani

gostermektedir.

Beyaz siitun kontrol grubunu, Mavi siitun 4 °C’yi, Sar siitun oda sicakligini (RT),
Kirmizi siitun 37°C’yi temsil etmektedir.

Gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda farkl: sicaklik ortamindaki hareketlilik orani
fark: her iki grupta da anlamliydi (p<0,0001, Tablo 3; ¢coklu karsilastirma tablosu).
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Tiim gruplarda 24 saat sonrasinda hareketlilik oraninda diisiis gozlenmekle birlikte

en anlamli diislis oran1 spermlerin 37°C’de semen plazmasi igerisinde saklanmasi

sonucu ger¢eklesmistir (Grafik 1).

Hareketliligin  sicaklik degerleri

sicakliginda (RT)

gozlenmistir.

degisiminden en az etkilendigi

grup,

dansite gradient islemi sonrasi saklanan spermler iizerinde

Tablo 3. Spermlerin saklanma kosullarina gore hareketliliginde olusan degisim

istatistiksel anlamhlik diizeyinde tablo halinde gosterilmistir.

oda

HAREKETLILIK Ortalama = SS MIN. MAKS. p degeri
Seminal plazma (Kont) 67,2+11,2 44 88
Gradient sperm (Kont) 77,8+9,7 60 95

24 saat 4 °C (SP) 15,12+ 73 5 32 p <0,001

24 saat RT (SP) 51,16 + 11,3 28 72 p > 0,05

24 saat 37 °C (SP) 6,76 + 4,4 1 18 p < 0,001

24 saat 4 °C (G9) 22,84+9,1 10 45 p < 0,001

24 saat RT (GS) 62,8+ 10,9 # 39 83 p>0,05

24 saat 37 °C (GS) 11,36 + 4,8 5 22 p < 0,001

# : istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmeyen grup.

Tiim gruplar incelendiginde sperm hareketliliginin ortam sicaklifina gore en az
degisimin gozlendigi grup oda sicaklifinda saklanan spermlerde gerceklesmistir. Her
iki ortam sivisinda da oda sicakliginda saklanan 6rnekler en az hareketlilik kaybina
ugrayan gruplar olmustur. Ortam sivilar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde,
gradient isleminden gecirilmis olan spermlerdeki hareketlilik artiginin anlaml
derecede fark olusturdugu gozlenmistir (p<0,05). Artisin en fazla gorildigi grup;

hem oda sicakliginda saklanmis hem de gradient isleminden gecirilmis olan 6rnektir.
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Tablo 4. Sperm hareketlilik oranimnin farkh sicaklik degerlerindeki farklarimin

karsilastirilmasi.

Tukey's testi (kontrol grubu) Ortalama farki [95% CI’nin farki p

SP 0. Saat vs. 4 °C/24 52.08 47.43 t0 56.73 <0,05
SP 0. Saat vs. RT/24 16.04 12.39 t0 19.69 <0,05
SP 0. Saat vs. 37°C/24 60.44 55.46 to 65.42 <0,05
4 °C[24vs. RT/24 -36.04 -40.59 to -31.49 <0,05
4 °C[24vs. 24H-37 8.360 6.346 to 10.37 <0,05
RT/24vs. 37°C/24 44.40 39.51 to 49.29 <0,05
Tukey's testi (gradient grubu)  |Ortalama farki {95% CI’nin farki p

GS 0. Saat vs. GS 4°C/24 54.24 47.65 to 60.83 <0,05
GS 0. Saat vs. GS RT/24 14.28 7.688 to 20.87 <0,05
GS 0. Saat vs. GS 37°C/24 65.72 59.13 to 72.31 <0,05
GS 4°C/24 vs. GS RT/24 -39.96 -46.55 to -33.37 <0,05
GS 4°C/24 vs. GS 37°C/24 11.48 4.888 to 18.07 <0,05
GS RT/24 vs. GS 37°C/24 51.44 44.85 to 58.03 <0,05

Gruplar kendi i¢inde karsilagtirildiginda farkli sicaklik ortamindaki hareketlilik orani

fark: her iki grupta da anlamliydi (p<<0,001, Tablo 4; ¢coklu karsilastirma tablosu).

Grafik 2. Seminal plazma ve gradient islemi sonrasi sivilarda 24 saat siire ile

bekletilen spermlerin sicaklik degerlerine gore DNA fragmantasyonunda

farkhliklar gozlenmistir.

DNA HASAR ORANI (%)

100+
804
60+
404
T
20 J_

SP 0. Saat

T
1

*%

T

-

4

C

4°C/24

RT/24

*%%

37°C24  GS 0.Saat GS4°C/24 GSRT/24 GS37°C/24

32



Seminal plzama grubu ve gradient islemi gerceklestirilmis semen Ornekleri 24 saat

sire ile 4 °C, oda sicakligi ve 37°C’de bekletildi ve DNA hasar oranlarindaki

degisim Grafik 2’de gosterildi. Seminal plazma grubunda DNA hasar oram
29,8+10,3, 39,6+11,6, 56,7+11,8 olarak Ol¢iildii. Gradient grubunda ise DNA hasar
oranmi 21,4+7,0, 31,3+£8,4, 47,6+9,6 olarak Ol¢iildi (Tablo 5). Dort farkli kosulda da

gradient soliisyonu ile islem gérmiis olan sperm drneklerinin, islem gérmeden semen

plazmasi ile ortam sivisi olusturulanlara gére DNA hasar oraninin daha diisiik oldugu

gosterildi (p<0,05).

Tablo 5. Spermlerin saklanma kosullarina géore DNA fragmantasyonunda

olusan degisim istatistiksel anlamhilik diizeyinde tablo halinde gosterilmistir.

DNA HASARI Ortalama = SS MiN. | MAKS, | P degeri
Seminal plazma (Kont) 23,8+9,9 10 42
Gradient sperm (Kont) 15+73 6 35
24 saat 4 °C (SP) 396+ 11,6 22 66 p < 0,05
24 saat RT (SP) 29,8+ 10,3 13 48 p > 0,05
24 saat 37 °C (SP) 56,72+ 11,8 35 79 p <0,01
24 saat 4 °C (GS) 31,32+ 8.4 16 51 p < 0,05
24 saat RT (GS) 21,44+ 7,1 # 11 32 p> 0,05
24 saat 37 °C (GS) 476+9,6 30 65 p < 0,001

# : Istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmeyen grup.

Tablo 6. Sperm DNA hasar oranmnin farkh sicaklhik degerlerindeki farklarmin

karsilastirilmasi.

Tukey's testi (seminal plazma)  |Ortalama farki [95% CI’nin farki p

SP 0. Saat vs. 4 °C/24 -6.720 -8.309 to -5.131 <0,05
SP 0. Saat vs. RT/24 -33.64 -38.27 10 -29.01 <0,05
SP 0. Saat vs. 37°C/24 8.080 5.862 t0 10.30 <0,05
4 °C/24vs. RT/24 -26.92 -30.67 t0 -23.17 <0,05
4 °C/[24vs. 24H-37 14.80 12.18t0 17.42 <0,05
RT/24vs. 37°C/24 41.72 36.82 t0 46.62 <0,05
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Tukey's testi (gradient grubu) Ortalama fark1 [95% CI’nin farki p

GS 0. Saat vs. GS 4°C/24 8.280 5.202t0 11.36 <0,05
GS 0. Saat vs. GS RT/24 18.16 14.00 to 22.32 <0,05
GS 0. Saat vs. GS 37°C/24 -8.000 -11.51 to -4.489 <0,05
GS 4°C/24 vs. GS RT/24 9.880 8.069 to 11.69 <0,05
GS 4°C/24 vs. GS 37°C/24 -16.28 -18.90 to -13.66 <0,05
GS RT/24 vs. GS 37°C/24 -26.16 -29.49 to -22.83 <0,05

Gruplar kendi iginde karsilastirildiginda farkli sicaklik ortamindaki DNA hasar orani
farki her iki grupta da anlamliydi (p<0,001, Tablo 6; ¢oklu karsilastirma tablosu).

Grafik 3. Seminal plazma ve gradient islemi sonrasi sivilarda 24 saat siire ile
bekletilen spermlerin sicaklik degerlerine gore olii hiicre oraminda farkhhklar

gozlenmistir.
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Grafik 3.’teki sonuglara gore sicaklik gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda
gradient isleminden geg¢irilmis ortamda muhafaza edilen spermlerdeki olii hiicre
oranlar1 seminal plazma sivisinda bekletilen 6rneklere gore daha diisiiktiir. Gradient
islemlerinin gergeklestirilmesi; Olii hiicre sayisinda olusabilecek artis oranini

diisiirdligii grafikten anlagilmaktadir.
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Seminal plzama grubu ve gradient igslemi gergeklestirilmis semen 6rneklerin 24 saat
stire ile 4 °C, oda sicaklig1 ve 37°C’de bekletildi ve 6lii hiicre oranlarindaki degisim
Grafik 3’de gosterildi. Seminal plazma grubunda Ol hiicre oran1 28,2+9,0,
38,7+11,4, 56,2+13,3 olarak olgiildii. Gradient grubunda ise olii hiicre orami
20,2+7,6, 30,2+9,0, 48,3+12,4 olarak Olgiildii (Tablo 7). Dort farkli kosulda da
gradient soliisyonu ile islem goérmiis olan sperm drneklerinin, islem gérmeden semen
plazmasi ile ortam sivisi olusturulanlara gore 6lii hiicre oraninin daha diisiik oldugu

gosterildi (p<0,05).

Tablo 7. Spermlerin saklanma Kkosullarina gore 6lii hiicre oraminda olusan

degisim istatistiksel anlamhilik diizeyinde tablo halinde gosterilmistir.

OLU HUCRE ORANI | Ortalama + SS MiN. | MAKS. | P degeri
Seminal plazma (Kont) 21,32+9,1 8 41
Gradient sperm (Kont) 12,56 £ 6,9 3 28
24 saat 4 °C (SP) 38,68+ 11,7 20 64 p < 0,05
24 saat RT (SP) 28,24 +9,0 16 49 p > 0,05
24 saat 37 °C (SP) 56,16 + 13,31 36 80 p < 0,001
24 saat 4 °C (GS) 30,2 + 8,9 18 56 p <0,05
24 saat RT (GS) 20,16 + 7,6 # 10 38 p >0,05
24 saat 37 °C (GS) 48,28+ 12,4 28 75 p < 0,001

# : Istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmeyen grup.

Tablo 8. Spermde 6lii hiicre oraninin farkh sicakhik degerlerindeki farklarimin

karsilastirilmasi.

Tukey's testi (Seminal plazma)  |Ortalama farki [95% CI’nin farki  |p

SP 0. Saat vs. 4 °C/24 -6.920 -8.396 to -5.444  |<0,05
SP 0. Saat vs. RT/24 -34.84 -39.8210-29.86  [<0,05
SP 0. Saat vs. 37°C/24 8.760 7.057 t0 10.46 <0,05
4 °C[24vs. RT/24 -27.92 -32.40t0 -23.44  [<0,05
4 °C[24vs. 24H-37 15.68 14.18t0 17.18 <0,05
RT/24vs. 37°C/24 43.60 38.57 to 48.63 <0,05
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Tukey's testi (gradient grubu) Ortalama farki [95% CI’nin farki  [p

GS 0. Saat vs. GS 4°C/24 -17.64 -20.70t0 -14.58  [<0,05
GS 0. Saat vs. GS RT/24 -7.600 -9.841t0-5.359  [<0,05
GS 0. Saat vs. GS 37°C/24 -35.72 -40.491t0-30.95  [<0,05
GS 4°C/24 vs. GS RT/24 10.04 7.494 t0 12.59 <0,05
GS 4°C/24 vs. GS 37°C/24 -18.08 -21.871t0-14.29  [<0,05
GS RT/24 vs. GS 37°C/24 -28.12 -32.7810 -23.46  [<0,05

Gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda farkli sicaklik ortamindaki 6lii hiicre orani

farki her iki grupta da anlamliydi (p<0,001, Tablo 8; ¢oklu karsilastirma tablosu).

24 saat sonraki sonuclar degerlendirildiginde; seminal plazma ile olusturulan
gruplardaki en yiiksek Oli hiicre oran1 %56,16 ile 37°C’de saklanan sperm
orneklerinde gozlenmistir. Yine ayni gruplar icerisinde en diisiik 6li hiicre oraninin
gozlendigi spermler oda sicakliginda muhafaza edilen grup igerisinde (20,16%) tespit

edilmistir.

Tiim gruplar incelendiginde; 4°C’de saklanan oOrneklerin 37°C’de bekletilen

orneklere gore daha az 6lii hiicre barindirdig1 gozlenmistir (Tablo 6).

Anlamsal farkliligin en yiiksek seviyede tespit edildigi grup 37 °C’de bekletilen
orneklerde gozlenmistir. Sicakliga bagl olarak 6lii hiicre sayisinda artigin goriildiigi,
her Gi¢ grup kendi arasinda kiyaslandiginda ortaya ¢ikmaktadir. Yine her ti¢ sicaklik
ortami incelendiginde; sicakligin diisiik oldugu ortamda bulunan spermlerin; ytliksek
sicakliga maruz kalmis olan spermlerden daha c¢ok hayatta kalma olasilig1 oldugu

anlasilmaktadir.

Olii hiicre sayisinin en az oldugu ve canlilik oranin en yiiksek seviyeye ciktigi,
saklama kosullar1 bakimindan en ideal grup oda sicakligi (RT) olarak tespit

edilmistir.

24 saat sonra analiz edilen semen Orneklerinin sonuglar1 ayrintili olarak Tablo 9’da

verilmistir.
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Tablo 9. Farkh sicakliklarda bekletilen semen orneklerinin hareketlilik, olii

hiicre ve DNA hasar oranlar

Tiim Gruplar ORTALAMA |S.SAPMA | MiN | MAKS
& 4°C 15.12 7321885 |5 |32
3 Hareketlilik | Oda sicaklig1 | 51.16 11.29779 28 72
= orani (%) |37°C 6.76 4380639 |1 |18
£w 4°C 38.68 117428 |20 |64
ir‘é Olii hiicre oran | Oda sicakligr | 28.24 8.992034 |16 |49
= (%) 37°C 56.16 13.31565 |36 |80
2 4°C 39.6 1155783 |22 |66
S | DNA hasar oran; |Oda sicaklig [ 29.8 1027943 |13 [48
S (%) 37°C 56.72 11.80932 |35 |78
S 4°C 22.84 9.113543 |10 |45
% Hareketlilik | Oda sicaklig: | 62.8 10.87045 39 83
|5 oram (%) |37°C 11.36 4803471 |5 |22
S5 4°C 30.2 8.953584 |18 |56
%Té Olii hiicre oran; | Oda sicakligi | 20.16 7619493 |10 |38
= © (%) 37°C 48.28 12.41142 |28 |75
% 4°C 31.32 8.439589 |16 |48
S | DNA hasar oram | Oda sicakhigi | 21.44 6.988562 |11 |32
N (%) 37°C 47.6 9.643651 |30 |62
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5. TARTISMA

Giliniimiizde yardimci tireme tekniklerine (ART) duyulan ihtiyac¢ giin gectikce artis
gostermektedir.  Yilda ortalama %7 civart dogum ART kullanilarak
gerceklesmektedir (Hochschild et al., 2002). Bu nedenden dolay1 spermlerin kaliteli
bir sekilde se¢ilmesi, hazirlik siirecinden gegirilmesi, iyi kalitede saklama
kosullarinda tutulmasi ve en onemlisi yiiksek kalitede embriyo elde edilmesi biiyiik
onem tagimaktadir. DNA biitiinliigliniin ortadan kalkmasi ve hasarlarin olusmasi
fertilizasyonu olumsuz anlamda etkilemekle birlikte; embriyo gelisiminin
duraksamasi, olumsuz gebelik siireci, diisiiklerin olugsmasi ve ¢esitli hastaliklar
barindiran bireylerin diinyaya gelmesi gibi durumlara sebebiyet vermektedir

(Tavalaee et al., 2009).

Iyi kalitede spermlerin elde edilebilmesi icin; semen 6rneginin 6zellikleri, sperm
hazirlik yontemleri, spermin saklanma siiresi ile ortamin sicakligi ve sperm hazirlik
siispansiyonlarinin kalitesi gibi kosullar 6nem arz etmektedir. Dogru bir hazirlik
slirecinden geg¢irilmis olan spermlerde; hareketliligi ve morfolojisi yiiksek kalitede
olan spermler segilebilir ancak; DNA biitiinliigiine sahip olan spermlerin belirlenmesi
icin, TUNEL, SSCA, SCD gibi farkli teknikler kullanilmaktadir (Zhang et al, 2011,
Larson KL. et al., 2000). Bunun nedeni DNA yapisinin nitel gozlemlerle tespit
edilememesidir. Sperm DNA’s1 kompakt bir haldedir ve histon-protamin yapis ile
DNA’nin stabilizaysonu saglanmaktadir. Bu sayede dis etkenler sonucu olusacak
tehlikelere karsi onleyici bir etki olusturmaktadir. Eger olusacak bu hasar yiiksek
derecede gergeklesirse; tekrar onarim saglanamamakta ve sonucunda infertiliteye
sebebiyet verebilecek sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Agarwal et al., 2014). DNA
hasarlarinin olusmasinda ortam sicakliginin degeri Onemli bir yer tutmaktadir.
Spermlerin iiretim yeri olan testis ortaminda sicakligin viicut sicakligindan 2-3 °C
daha diisiik oldugu ¢ok iyi bilinen bir gergektir. Bu durumun spermler igin tiretimi,
canliligi ve hareketliligi anlaminda 6nem arz ettigi sdylenebilir. IVF merkezlerinde
giincel olarak uygulanan pratik ¢alismalarda hazirlik agamasinin spermler agisindan
olumsuz sicaklik degeri aralifinda gergeklestirildigi gozlenmistir (Thijssen et al.,

2014).
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Thijssen ve arkadaglarinin 2014 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada spermlerin
hazirlik stireci DGC (density-gradient centrifugation) ve Swim up yontemleri ile
olusturulmus ve oda sicakligi (RT) ile testis ortam1 sicakligi kabul edilen 35 °C’de
24 saat siireyle spermlerin bekletilmesi sonucu hareketlilik, morfoloji, hiicre canlilig
ve hiicrelerin apoptoza ugramasindaki degisim oranit goézlenmistir. Caligmanin
sonuglarina gore hareketlilik, morfoloji ve hiicre canlilig1 35 °C sicaklik ortaminda
RT’de bekletilen Orneklerden daha diisikk c¢ikmistir. Bunun yani sira apoptoz

sonucunda Oliime giden hiicre orani ise daha yiiksek bulunmustur.

Bu tez calismasinda oda sicakligt ve 37 °C’de bekletilen sperm 6rneklerinin
sonuglari incelendiginde Thijssen ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismaya benzer
sonuclar elde edilmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilen Orneklerin, 37 °C
ortamma gore hem DGC hem de semen plazmasi igeriginde daha yiiksek bir
hareketlilik ve canli hiicre yogunlugu goézlenmistir. Ayrica 6lim yolagina katilan
hiicre oraninda ise diisiikliik tespit edilmistir. Yani ortam sicakliginin artis
gostermesinin, belirli bir sicaklik degerinden sonra spermler i¢in olumsuz kosullar
olusturmasina neden oldugu yapilan calismalarca ispat edilmistir. Spermler igin
ozellikle 35 °C ve lizeri sicaklik degerlerinin spermdeki canliligin diisiisiine, DNA
hasarinin ortaya ¢ikmasina ve bilhassa infertilite ile karsilagilacak olan durumlarin
yasanmasina sebebiyet verdigi anlasilmistir. Spermlerin semen plazmasi igerisinde
bekletilmesindense, DGC yontemi ile semeninden ayrildiktan sonra bekleme
stirecinin baglatilmasinin faydali olacagi yapilmis olan bu tez c¢aligmasindaki
sonuglara dayanarak soylenebilmektedir. Yine Schuffner ve arkadaslarmm 2002
yilinda yapmis oldugu bir ¢calismanin sonrasinda, 37 °C’de inkiibasyonu gerceklesen
spermlerin hareketliliginde anlamli sekilde diisiis gozlendigi ve apoptozise ugrayan
spermlerin insidansinda artis oldugu yoniinde tespitleri olmustur (Schuffner et al.,
2002).

Thijssen (2014), ¢alismasi sonrasinda diisiik sicakliklarda bulunan spermlerin ortama
adapte oldugu, dinlenme haline ge¢mis olabilece8i ve mevcut enerjisini muhafaza
etme yoluna gittigi hipotezini 6ne stirmiistiir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, spermlerin
yapisal olarak yumurtay1 dolleyene kadarki sahip oldugu enerjisi ve zaman kaybina
ugramadan hedefine hizlica ilerlemek istemesi goz Oniine alindiginda; yiikselen
ortam sicakligr ile birlikte (6rnegin viicut igerisindeki uterus ortaminda) spermler

belirli bir noktaya kadar hiperaktivasyon durumunu yasamakta ve sonrasinda
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spermlerin ayni ortam sartlarina ¢ok fazla maruz kalmasi sebebi ile 6ncelikle sperm
hizinin disiisii, sonrasinda DNA hasarinin ortaya ¢ikmast ve en son agamada ise

apoptoz veya nekroz ile hiicre 6liimiiniin tetiklenmesi gergeklesiyor olabilir.

Yiiksek sicaklikta tutulan spermlerde morfolojik agidan bozukluklar ortaya
cikmaktadir. 37 °C’de iki saatten fazla siire ile bekletilmis olan spermler ile 21°C’de
bekletilen spermler karsilagtirildiginda; yiiksek sicaklikta bekletilen spermler
tizerinde biiylik niiklear vakuollerin ortaya ¢ikmasinda artis gézlenmistir (Thijssen et
al.,, 2014; Peer, 2007). Bu durum bir¢ok IVF merkezinde hatali uygulamalar
sonucunda negatif etki gosteren durumlarin yasanmasina sebebiyet verebilmektedir.
Genellikle sonraki giin islem gormesi gereken bir hastanin spermi dondurulup
coziilmekte (freezing/thawing) veya 37°C sicakliga sahip inkiibatorlerde
bekletilmektedir. Bu uygulamanin yanlis oldugunu Peer ve arkadaslari yapmis
olduklar1 ¢alisma ile gostermislerdir. Tez ¢alismamizda spermler 4 °C, RT ve
37°C’de 24 saat bekletilmis ve bu deger araliklarinda spermlerde meydana gelen
hareketlilik, canli hiicre sayist ve DNA yapisindaki bozunmalarin orani
karsilastirilmali olarak gosterilmistir. Bunun yaninda ortam sivisinin uygunlugu
acisindan DGC (gradient yontemi) ve Seminal plazma sivisi (SP) igerisinde
bekletilen sperm oOrneklerdeki farkliliklar ortaya konulmus ve DGC yontemi ile
yapilan c¢alismalarda yasanacak olan olumsuzluklarin daha az olacagi anlatilmak

istenmistir.

Spermlere dondurma isleminin uygulanmasi genellikle uzun siireli saklamalar i¢in
yapilmaktadir. Ancak; dondurma/¢ézme islemleri esnasinda spermlerde g¢esitli
hasarlar olusabilmektedir. Spermin hizinda anlamli derecede diislis gozlenmekte ve
spermin yagsam siiresi kisalmaktadir. Hatta uygulanan bu islemler nedeniyle
fertilizasyon asamasinda gesitli olumsuzluklar yasanmaktadir. (Watson,1995). Ayrica
bu spermlerin saklanmasi ve bir yerden baska bir yere nakledilmesi ic¢in ¢esitli
ekipmanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. S1vi azotun stirekli kullanilacak olmasi ise islem
maliyetini artiran bir baska etkendir (Curry, 2000). Spermler igin kisa siireli
saklamalarin gerekli oldugu durumlarda dondurma protokoliiniin negatif etkilerinin
azaltilmasi adina yapmis oldugumuz bu c¢alisma 6rnek teskil etmektedir. Yapilan

literatilir taramasi sonucunda se¢mis oldugumuz sicaklik degerlerinden +4°C ile daha
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Once insan spermleri iizerinde gergeklestirilmis olan herhangi bir c¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu anlamda, c¢alismamizdan elde edilen verilerin yapilacak olan

sonraki ¢aligmalara 151k tutmasin1 umuyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Semen heniiz higbir islemden ge¢irilmemisken sperm sayisi ilk semen analizi
sonuglarma gore ortalama 60 milyon/ml civarindadir. Semen Ornegi gradient
soliisyonu ile ayiklama islemine tabi tutuldugunda konsantrasyonu 40 milyon/ml
civarma diismektedir. Ancak bu sonuglara tam tersi orantili olacak sekilde sperm
hareketliliginde ise gradient islemi sonrasinda kesin bir artis gézlendi. Bu durum iki
sebeple aciklanabilir. Ya igerisinde 6lii hiicreler barindiran saf semen 6rnegindeki bu
hiicreler ayiklanmistir veya semen Orneginin igerisinde bulunan bazi partikiiller,
16kosit varligi, viskozite gibi durumlardan kaynakli spermin hareket yetenegi
kisitlanmalar1 ortadan kalkmistir. Ayrica her iki durum da aynmi anda gerceklesmis

olabilir.

Oli hiicre sayisindaki diisiisiin  sebebi; gradient isleminin farkli yogunluk
siralamalarinda olusturulup bir nevi elek gorevi tistlenmesi ve normal spermler ile
morfolojisi, hareketliligi ¢ok kotii olan spermleri birbirinden ayirmis olmasindandir.
Eger gradient ve yikama islemleri diizgiin sekilde hazirlanip uygulanmazsa ayrisma
tam olarak gerceklesmez ve pellet kisimda 6li hiicre ve kotii morfoloji varligina
rastlanabilir. Olii hiicrelerin gradient islemi ile azalis1 spermdeki hareketlilik oranini
dogrudan etkilemekte ve artisin1 saglamaktadir. Ciinkii tiim hiicreler sayilirken
gradient islemi sonrasi ayristirilmis olan hiicreler dislanacaktir ve hareketlilik ilk

sayim sonuglarina gore daha yiiksek ¢ikacaktir.

Spermlerin gradient soliisyonu ile muamelesi fiziksel bir iglemdir. Dolayis1 ile DNA
fragmantasyonunu dogrudan etkilemesi miimkiin gériinmemektedir. Ancak 6lii hiicre
sayisindaki hesaplama yontemlerinde oldugu gibi; kot morfolojili  spermler
ayiklanirken DNA hasar1t mevcut spermlerin de dansite gradient yontemi ile basarili

sekilde ayrigtirildigi, dolayisi ile oraninda diisiis yasandigi diistiniilmektedir.

Tiim gruplar incelendiginde sperm hareketliliginin ortam sicakligina gore en az
degisim gosterdigi aralik oda sicakliginda saklanan sivilarda gozlenmistir. Her iki
ortam sivisinda da RT’de saklanan ornekler en az hareketlilik kaybina ugramistir.
Ortam sivilar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde, gradient isleminden gecirilmis

olan spermlerdeki hareketlilik artisinin anlamli derecede farklilik olusturdugu
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gozlenmistir (p<0,05). Artisin en fazla goriildiigii grup; hem oda sicakliginda

saklanmis hem de gradient isleminden gegirilmis olan 6rnektedir.

Yapilan bu calismada sicaklik deger araliklari ve kullanilan ortam sivilari klinik
merkezlerdeki birgok kisinin giinliik kullaniminda yer alan ve 6nem teskil eden
degerlerden secilmistir. Bu ¢alismanin 1s18inda; yapilmast planlanan bagska
aragtirmalar oldugu zaman, sicaklik degerlerinin 10-15-20-30 °C gibi araliklar ile
secilmesi ve ortam sivisina swim up yontemi uygulanarak se¢ilmis olan spermlerin
de eklenmesini, ayrica spermlerin bekletildigi siireye ek olarak 12-36-48-60-72
saatleri de eklenerek c¢alismanin yapilmasmin literatire katki saglayacagin

diisiiniiyoruz.

Ayrica klinik merkezlerde yapilan calismalarda sicaklik deger araliklarinin

optimizasyonu i¢in bu ¢alismanin yararli olacagini diistiniiyoruz.
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8. EKLER

EK1

BiRUNI UNIVERSITESI

“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK  ARASTIRMALAR” ICIN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU ONAM FORMU

Arastirma Projesinin Adi. FARKLI KOSULLARDA MUHAFAZA EDILEN
SPERM ORNEKLERINDE SICAKLIK ve SEMINAL PLAZMANIN ROLU

Sizi Hiiseyin Aykut Ozcan tarafindan vyiiriitiilen ‘Farkli kosullarda muhafaza edilen
sperm Orneklerinde sicaklik ve seminal plazmanin rolii’ baglikli bir arastirmaya
davet ediyoruz. Bu aragtirmaya katilip katilmama kararini vermeden Once,
arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu
formun okunup anlasilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak i¢in zaman ayiriiz. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler
varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz liitfen bize sorunuz. Bu anket galismasina
katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya katilmama hakkina
sahipsiniz. Caligma 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 amac ile

kullanilacaktir.

Sorumlu Arastirmaci: Prof. Dr. Tiilay IREZ
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Calismanin amaci nedir; benden baska kag kisi bu ¢calismaya katilacak?

Farkli sperm hazirlama yontemleri kullanilarak farkli sicakliklarda 24 saat siire ile
muhafaza edilecek normospermik vakalarda; bu olgular sonucunda hangi sicaklik ve
saklama ortaminin uygun olacaginin belirlenmesidir. Calismaya siz dahil yaklasik

25 kisinin daha katilmasi planlanmaktadir.
Bu ¢alismaya katilmah miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin
calismay1 birakmakta ozgiirsiiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya calismadan
ayrilirsaniz, vermis oldugunuz sperm orneginin analiziyle ilgili siire¢ rutin olarak
devam edecek ve islem sonucunuzu yine planlanan tarihte almis olabileceksiniz.
Kisacas1 bu galismaya katilip katilmamaniz analiz siirecini pozitif ya da negatif

herhangi bir sekilde etkilemeyecektir.
Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir?

Bu calismaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

girmeyeceksiniz.
Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Arastirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, arastirmayr ve istatiksel analizleri
yiriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca
geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar
inceleyebilir. Calisma sonuglar1 ¢alisma bitiminde yalizca bu arastirmada olmak

lizere t1ibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.
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Daha fazla bilgi icin kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime geginiz.
ADI : Hiiseyin Aykut OZCAN
GOREVI  : Biyolog

TELEFON :05072841107

Biruni Universitesi'nde Biyolog Hiiseyin Aykut OZCAN tarafindan tibbi bir
arastirma yapilacagt belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana

aktarildi ve ilgili metni okudum.
Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla kargilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan gekilebilirim. (Ancak arastirmacilart
zor durumda birakmamak igin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmadan elde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin korunacagini

biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi
bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacag1 konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak

da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Hiiseyin Aykut OZCAN’1
05072841107 no.lu telefondan arayabilecegimi biliyorum.
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Bana yapilan tiim agiklamalart ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

gontlliliik igerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
Katilhme

Adi, soyadi:

Tel:

Imza:
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EK 2.

ETiK KURUL ONAYI
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ACIBADEM

ONIVERSITESI

SAYI: ATADEK-2019/6
KONU: Etik Kurul Karari

Sayin Prof. Dr. Tiilay IREZ, Dog. Dr. Meri¢ KARACAN, Bio. Hiiseyin Aykut OZCAN,

Sorumlulugunu yiriittiigiiniz “FARKLI KOSULLARDA MUHAFAZA EDILEN SPERM
ORNEKLERINDE SICAKLIK ve SEMINAL PLAZMANIN ROLU” baslikli proje 21.03.2019 tarih
2019/6 Sayili Atadek Toplantisinda goriigiilmiis olup 2019-6/27 karar numarasi ile tibbi etik yonden uygun
bulunmustur.

‘/in/g

Prof.Dr. Ismail Hakki Ulus
ATADEK Baskani

www.acibadem.edu.tr
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ACIBADEM MEHMET ALi AYDINLAR UNiVERSITESI

TIBBI ARASTIRMALAR DEGERLENDIRME KURULU (ATADEK)
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FARKLI KOSULLARDA MUHAFAZA EDILEN SPERM ORNEKLERINDE SICAKLIK

ve SEMINAL PLAZMANIN ROLU

Etik onay istenen tibbi aragtirmanin yiiriitiiciisii (sorumlusu):

Prof. Dr. Tiilay IREZ, Dog. Dr. Meric KARACAN, Bio. Hiiseyin Aykut 0ZCAN

Karar:
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