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1. ÖZET 

 

İnfertilite günümüzde giderek artan bir sorun haline gelmekte olup infertil çiftlerin 

yaklaşık %20’si yalnızca erkek faktörden kaynaklanmaktadır. Erkek faktör 

değerlendirilmesinde sıklıkla DSÖ (WHO) kriterlerine uygun standart semen analizi 

yapılmaktadır. Fakat semen analizi sperm DNA hasarları hakkında bilgi 

vermemektedir.  

     Sperm DNA hasar mekanizmalarından en önemlilerinden biri anormal ya da 

düzensiz kromatin paketlenmesidir. Spermatogenez sürecinde spermatid kromatini 

kompaksiyon süreci geçirir ve histon proteinleri sperme özgü protamin proteinleri ile 

yer değiştirerek sperm kromatin kondensasyonunu gerçekleştirir. Kromatin 

kondensasyon sürecinin normal olmaması spermlerde gelişimsel anomalilere neden 

olur. Sperm DNA fragmantasyon indeksi ve maturasyon defekti oranlarına bakılarak 

fertilizasyonda kullanılacak spermler hakkında bir öngörü sağlanabilir. Gradient ve 

swim-up yöntemleri günümüzde IVF laboratuvarlarında rutin olarak uygulanan IVF-

ICSI öncesi sperm hazırlama teknikleridir. Gradient yöntemi anormal ve normal 

spermlerin yoğunluk farklılıklarından faydalanarak ayırma işlemi sağlarken, swim-

up yöntemi spermlerin hızlı olanlarının üst faza yüzmesi ile ayrışmayı sağlar. Her iki 

yöntem de en kaliteli, yüksek motilite ve normal morfolojiye sahip spermleri elde 

etmeyi amaçlarken semenden sperm dışı hücrelerle birlikte ölü, hareketsiz spermleri 

ayırmayı sağlar. Çoğunlukla IVF laboratuvarlarında spermle ilgili yapılan tüm 

işlemler 37° C gerçekleştirilir.  

     Bu çalışmada normospermi ve oligoastenoteratospermi olgularında farklı semen 

hazırlama yöntemleri kullanarak, hazırlama işleminin maturasyon defekti olan 

spermleri ayrıştırması ve aynı zamanda oda sıcaklığı (22 °C) ve 37° C ‘nin sperm 

DNA fragmantasyonuna etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

     Çalışma ‘Biruni Üniversitesi Girişimsel Olmayan Etik Kurul’una sunuldu ve  

2018-12-9 sayı ve 29.01.2018 tarihli etik kurul onayı alındı. Çalışma Ocak 2018-

Haziran 2018 tarihleri arasında Biruni Üniversite Hastanesi’ne spermiyogram analizi 

için başvuran hastalarda uygulandı. 
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     Bu çalışmada; Biruni Üniversite Hastanesi Üroloji polikliniğine başvuran 

hastalardan normospermi(n:20) ve oligoastenoteratospermi gruplarında (n:20) WHO 

kriterlerine uygun standart semen analizi uygulanarak ardından asidik anilin mavisi 

boyama yöntemi ile sperm maturasyon defekti ve acridin orange boyama yöntemi ile 

sperm DNA fragmantasyon hasarı değerlendirilmiştir. Gradient ve swim-up 

yöntemleri kullanılarak yapılan sperm ayrıştırma sonrası gruplar kendi içinden 

ayrılarak oda sıcaklığı (22 °C) ve 37° C ‘de 1 saat inkübasyon yapılmış olup 

inkübasyon sonrası yeniden asidik anilin mavisi boyama ve acridin orange boyama 

yapılarak öncesindeki DNA fragmantasyon indeksi ve sperm maturasyon defekti ile 

uygulama sonrası elde edilen değerler karşılaştırılmıştır.        

      Bu tez çalışmasına göre sperm hazırlama yöntemi olarak swim-up ve gradient 

yöntemlerinin arasında motil sperm, sperm sayısı ve morfolojisi açısından anlamlı 

farklılık bulunmamış olup motilite ve konsantrasyon parametreleri gözönüne alınarak 

iki yöntem de olgunun durumuna göre tercih edilebilir. Sperm immaturasyonu ve 

DNA fragmantasyonu açısından da gerek dansite gradient ve gerekse swim up 

yöntemi ile azaldığı gösterilmiştir. Özellikle oligoastenoteratospermi olgularında 

normospermiye kıyasla, 37°C de inkübasyonun özellikle DNA fragmantasyonu 

açısından kötü etkileri ortaya çıkmıştır. 

      Sperm DNA hasarını en aza indirmek için inkübasyon 37°C ye göre oda 

sıcaklığında gerçekleştirilebilir. En fonksiyonel ve DNA hasarının en az olduğu 

ayrıştırma ve inkübasyon sıcaklıklığının swim-up ve oda sıcaklığı (22°) olduğu 

gösterilmiştir. 

Anahtar kelimeler: DNA hasarı, gradient, swim-up, DNA fragmantasyonu 
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2. ABSTRACT 

 

      Infertility problem is a increasing day by day, approximately 20% of infertile 

couples are caused only by male factor). In the evaluation of the male factor, 

standard semen analysis is performed according to WHO criteria. However, semen 

analysis does not provide information about sperm DNA damage. One of the most 

important mechanisms of sperm DNA damage is abnormal or irregular chromatin 

packaging. In the process of spermatogenesis, the spermatid chromatin undergoes a 

compaction process and the histone proteins carry out the condensation of sperm 

chromatin by replacing them with sperm specific protamine proteins. Abnormal 

chromatin condensation process causes developmental anomalies in sperm. Sperm 

DNA fragmentation index and maturation defect rates can be related with infertility. 

Gradient and swim-up methods are the pre-IVF-ICSI sperm preparation techniques 

that applied routinely in IVF laboratories. Swim-up method allows the separation of 

the spermatozoa from the fast ones to the upper phase while the gradient method 

provides separation by utilizing the density differences of abnormal and normal 

sperm. Both methods aimed to obtain the highest quality, high motility and normal 

morphology. Semen with non-sperm cell allows to eleminate dead immobilized 

sperm. Mostly, all procedures are  performed at 37 ° C  in IVF laboratories .The aim 

of study was to investigate the effect of different semen preparation in different 

temperatures on the separation of sperm, control in with maturation defect and DNA 

fragmentation. 

    The study was submitted to the Biruni University Ethics Committee and was 

approved in 2018-12-9 and dated 29.01.2018. The study was applied to the Biruni 

University Hospital between January 2018 and June 2018 in patients who applied for 

spermiogram analysis. In study; Patients admitted to the Biruni University Hospital 

Urology outpatient clinic. Standard semen analysis was performed according to 

WHO criteria in normospermia (n: 20) and oligoastenoteratospermia (n: 20) groups, 

followed by sperm maturation defect with acidic aniline blue staining method and 

sperm DNA fragmentation damage by acridin orange staining method. After 

separation of the sperm by using gradient and swim-up methods, the groups were 

separated from them and incubated at room temperature (22 ° C) and 37 ° C for 1 

hour, followed by incubation with acidic aniline blue staining and acridin orange 
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staining prior to DNA fragmentation index. Sperm maturation defect was compared 

with the values obtained after the application.  

       According to this thesis, there is no significant difference between the swim-up 

and gradient methods in terms of motile sperm, sperm number and morphology as a 

sperm preparation method and it can be preferred according to the condition of 

motility and concentration parameters. In terms of sperm immaturation and DNA 

fragmentation, it has been shown to decrease with density gradient and swim up 

method. Especially in cases of oligoasthenoteratospermia, the incubation at 37 ° C 

had bad effects especially on DNA fragmentation compared to normospermia. 

Incubation can be carried out at room temperature to minimize sperm DNA 

damage.In this study  it has been shown that the most functional  incubation 

temperature at the swim-up or gradient technique  are room temperature (22 °C ). 

Key words: DNA damage, gradient, swim-up, DNA fragmentation   
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Fertilizasyon sperm ve oositin doğrudan etkileşimi sonucu hücre membranlarının 

füzyonuyla beraber erkek ve dişi gametlerin birleşmesi şeklinde meydana 

gelmektedir. Bu sürecin tamamlanması ve bunu takiben normal embriyo gelişimi 

spermin DNA bütünlüğüne bağlıdır. Kondanse sperm DNA’sı genetik materyalin 

hatasız geçişi için önem arz etmektedir. Sperm DNA hasarı erkek infertilitesinin 

önemli bir nedenidir (Kara M. Ve ark. , 2011). 

Spermiyogenez sürecinde protamin proteinleri spermatid kromatin 

kondensasyonunda önemli rol oynarlar. Spermiyogenez sırasında spermatid 

kromatini kompaksiyon sürecine girer ve histonların protaminlerle yer değiştirmesi 

ile kromatin kondensasyonu gerçekleşir. Normal kromatin kondensasyonu’nun 

olmaması spermlerde gelişim anomalilerine neden olmaktadır (Erimşah S. ve ark. , 

2008) 

Standart semen analizinde spermi değerlendirmek için bazı kriterler bulunmaktadır. 

Bunların arasında; konsantrasyon, motilite ve morfoloji başta gelmektedir 

(WHO,2010).  Fakat bu kriterler spermdeki DNA hasarı ve sperm maturasyonu 

hakkında bilgi vermemektedir. Standart semen analizinde kullanılan parametrelere ek 

olarak sperm maturasyon, kromatin kondansayon testinin de rutin laboratuvar 

uygulamalarında yer alması spermin DNA’sı hakkında öngörü olarak kabul edilebilir 

(Hammadeh M.E. et al. ,2001). Ayrıca ICSI ve IVF sonuçlarında blastokist 

aşamasına gelinmesinde öngörü sağlayabileceğini düşündürmektedir (Foresta C. et al. 

,1992; Hammadeh M.E et al. ,1996; Zini et al. ,2001). 

Ortam sıcaklığının spermlerin testiküler maturasyonunu etkilediği bilinmektedir 

(Hamilton TRDS et al. ,2018 ). Memeli spermatogenezinde, geçiş proteinleri, 

nükleozomları kararsızlaştıran, DNA burulmasını önleyen, iplik kopmalarının DNA 

onarımını kolaylaştıran ve kromatin yoğunlaşmasına katkıda bulunan 

spermatidlerdeki histonların çoğunun yerini alır (Sakkas D. et al. ,2010;   Wouters-

Tyrou D. et al. ,1998). Daha sonra, protaminler adı verilen pozitif yüklü proteinler 

protaminasyon adı verilen bir süreçte bu geçiş proteinlerinin yerini alır (Carrell D.T 

et al. , 2007; Gosalvez J. et al. ,2011). Protaminasyon yanlış gerçekleştiğinde, sperm 

kromatin yoğunlaşmasındaki bozukluklar, doğurganlık üzerindeki etkileri ile ortaya 
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çıkabilir (Balhorn R. ,1982; Balhorn R. ,2007). Sperm kromatin paketlemesi sadece 

genetik materyalin sıkışmasına neden olmakla kalmaz, aynı zamanda fiziksel ve 

kimyasal hasarın etkilediği sperm DNA'sını da korur (Sotolongo B. Et al. ,2005; 

Aitken R.J et al. ,1992). Protamin eksikliği, spermatozoayı serbest radikallerin 

etkisine karşı daha savunmasız hale getirir (Aitken R.J. et al. ,1988); bu nedenle, ısı 

stres koşullarında anormal sperm kromatini tarif edildiğinden, ısı stresinin 

protaminasyon sürecini etkilemesi muhtemeldir. 

Bu çalışmada oligoastenoteratospermi ve normospermi gruplarında farklı semen 

hazırlama yöntemleri kullanılarak, farklı sıcaklık değerleri ile birlikte, baştaki 

konsantrasyon, motilite ,morfoloji, sperm maturasyon değeri ve DNA fragmantasyon 

değeri parametreleri ele alınarak sperm hazırlama ve sıcaklık inkübasyonun sperm 

maturasyon değeri ve DNA fragmantasyon değeri  işlem öncesi ve işlem sonrası  

maturasyon ve DNA fragmantasyonu incelenerek sperm hazırlanması sırasındaki 

uygulanan ısı stresinin etkisinin  değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

Her grup için optimize semen hazırlama yöntemi ve DNA fragmantasyonunun ve 

maturasyon defektinin en az görüldüğü sıcaklık ve sperm hazırlama yöntemi 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1.Erkek Üreme Sistemi 

 

Erkek üreme sistemi; germ hücresi olan spermin devamlı olarak üretimi, beslenmesi 

ve geçici olarak depolanmasından ayrıca androjen biyosentezi ve sekresyonundan 

sorumludur. 

Erkek üreme sisteminin dış üreme organları olan skrotum ve penisten oluşmaktadır. 

İç genital sistem ise hem sperm hem de üreme hormonlarını üreten gonadlar, sperm 

hareketi için gerekli salgıları sağlayan yardımcı bezler ve spermlerle birlikte bu 

salgıları ileten kanallardan meydana gelmektedir (Reece J.B. and Campbell N.A. 

,2015). 

 

 

Şekil 1:Erkek üreme sistemi anatomisi (Netter F.H. ,2005) 
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4.1.1. Testis 

 

Skrotal kavitede bulanan erkek primer üreme organı olan testisler, yoğun kollojenöz 

bağ dokusundan oluşan tunica albuginea ile çevrili olup funikulus spermatiscusa asılı 

olarak bulunmaktadır. Skrotum içinde yer alan testisler dıştan içe doğru tunica 

vajinalis, tunica albuginea, tunica vasküloza olmak üzere üç tabaka ile çevrilidir 

(Junqueira L.C. et al. ,1998). Testisler yaklaşık olarak 4- 5 cm uzunlukta, 2. 5 cm 

genişlikte, 3 cm kalınlıkta ve 10-15 gr ağırlığındadır. Her testis testiküler lobüller 

denilen yaklaşık olarak 250 adet piramidal lobüle ayrılır ve her lobülde gevşek bağ 

dokusu ile sarılı 1-4 adet seminifer tübül bulunur. Seminifer tübüller kalın bir bazal 

lamina ve miyoid hücrelerle sarılmış olup testis hacminin yaklaşık %80’ini oluşturur. 

Testiküler hacim ile sperm konsantrasyonu, Folikül Stimülan Hormon (FSH), 

Lüteinizan Hormon (LH) ve prolaktin düzeyleri arasında doğrusal bir ilişki 

bulunduğu gösterilmektedir (Jensen C.E. et al. ,1995). 

 

Şekil 2:Testis yapısı ve seminifer tübüller (Netter F.H. ,2008)  
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4.1.2.Seminifer tübüller 

 

Testis hacminin büyük bir kısmını oluşturan seminifer tübüller spermlerin üretildiği 

kıvrımlı seyreden kanallardır (Kierszenbaum A. L. , 2006). Salgılama biçimi aktif 

holokrin olup, salgılama materyali canlı hücre spermiumdur. Tek bir insan testisinde 

seminifer tübüllerin toplam uzunluğu 250 metreyi bulmaktadır (Junqueira L.C. et al. 

,1998). Seminifer tübüller bir fibröz bağ dokusu kılıfı, belirgin bazal lamina ve 

germinal ya da seminifer epitelden oluşur. Seminifer tubullerin içeriği rete testis 

kanallarına boşaltılır. Rete testis, seminifer epitelyumun testiküler sperm, salgısal 

protein ve iyonlar gibi ürünlerini toplayan kanallar ağıdır (Chung K.W. , 2005). 

4.1.3.Sertoli hücreleri 

Germ hücrelerine destek olan ve onları besleyen sertoli hücreleri, bazal membran 

üzerine yerleşmiş olup seminifer tübül lümenine doğru uzanan prizmatik hücrelerdir 

(Eşrefoğlu M. ,2016). Sitoplazmasının apikal yüzünde spermiumların yerleşimine 

uygun girintiler içerirler ve yan uzantılarla spermatogonium ve spermatositler arasına 

uzanır ve onlara mekanik olarak destek olup otoimmün reaksiyonlardan korunmasını 

ve beslenmesini sağlarlar. 

Sertoli hücreleri; 

1-Gelişmekte olan spermatogenik hücreleri destekler, korur ve besler. 

2-Spermiyogenezin sonunda atılan rezidual cisimcikleri fagositoz ile elimine eder. 

3-Olgun spermatidlerin aktin-aracılı kasılmalarla seminifer tübül lümenine salınımını 

kolaylaştırır. 

4-Seminifer tübül lümenine proteinler ve iyonlarca zengin bir sıvı salgılar. 

5-Androjen bağlayan protein,inhibin,plazminojen aktivator ve transferrin salgılar. 

6-Anti-Müllerian hormon(AMH) salgılar. 

7-Kan testis bariyerini oluştururlar (Kierszenbaum A. L. , 2006, Eşrefoğlu M. ,2016). 
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Şekil 3:Testisin histolojik yapısı (Eroschenko P.V. ,2001)  

4.1.4.Leydig hücreleri 

 

İntertübüler alanda bulunan kan damarları ve lenfatik sinozoidlerle yakın ilişkide 

olan Leydig hücreleri testosteron hormonunu sentezleyerek kan ve lenf kapillerlerine 

boşaltarak endokrin sekresyon yaparlar. Leydig hücreleri diğer tüm steroid üreten 

hormonlar gibi bolca lipid damlacıkları, düz endoplazmik retikulum ve tübüler 

kristalı mitokondriyonlara sahiptir (Kierszenbaum A. L, 2006). Embriyoda 

testosteron ve diğer androjenler erkek fetüsün gonadlarının gelişmesi için esastır. 

Pubertede ise spermiyum üretiminin ve aksesuar bezlerin sekresyonunun başlaması 

ve sekonder seks karakterlerinin gelişmesi için gereklidir. Erişkinlerde  

spermatogenezin, bezlerin sekretuar aktivitelerini ve sekonder seks karakterlerinin 

devam etmesi için gerekmektedirler (Gartner L.P. ,2016). 
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4.1.2.Erkek Genital Kanal Sistemi 

4.1.2.1.Duktili eferentes 

 

Rete testis epididimisin başına yaklaşık 20 adet kıvrımlı seyreden duktili eferentes 

adı verilen kanallarla açılır. Bu kanallar yalancı çok katlı prizmatik epitel, prizmatik 

ve kübik hücrelerden oluşmaktadır. Hücre boylarının eşit olmaması sebebiyle epitel 

yüzeyi girintili çıkıntılı olarak gürülür. Spermin bu kanallar boyunca ilerlemesi 

silyumların hareketi ve kas tabakası sayesinde gerçekleşir (Gartner L.P. ,2016). 

4.1.2.2.Epididimis 

 

Duktili eferentes ve duktus epididimisten oluşan bir organdır. Duktus epididimis 

yaklaşık 4-6 metre uzunluğunda, tek ve oldukça kıvrımlı bir tüptür. Bu uzun kanal, 

çevresini saran bağ dokusu ve kan damarları ile birlikte epididimisin kuyruk ve 

gövdesini oluşturur (Junqueira L.C. et al. ,1998). Epididimis testisin arka üst yüzü 

boyunca uzanır ve baş, gövde ve kuyruk olmak üzere üç bölümden oluşur. Duktili 

eferentes epididimisin baş kısmında bulunur. 

4.1.2.3.Duktus deferens 

 

Epididimisin kuyruğundan sonra kanal kalınlaşarak musküler bir boru şeklinde olan 

duktus deferensi oluşturur. 2 mm çapında 40 cm uzunluğundadır. Testisin arka 

yüzünden aşağı doğru uzanır ve spermatik kordonun bir elemanı olarak inguinal 

kanaldan geçerek karın boşluğuna ulaşır. Mesane seviyesinde genişleyerek ampullayı 

oluşturur. Ampullanın son kısmında seminal vezikülün kanallarını da alarak prostata 

girer ve ejekulatuar duktus olarak üretraya açılır (Junqueira L.C. et al. ,1998). 

4.1.2.4.Penis ve üretra 

 

Penis, idrarın ve semenin vücut dışına atılmasını sağlayan organdır. Mesaneden 

başlayan ve penis içerisinde ilerleyen üretra, idrarı ve semeni dış ortama taşır 

(Eşrefoğlu M. ,2016). Penis  başlıca üç silindirilk erektil doku kitlesi ile üretrayı 

içermekte olup, dıştan deri ile sarılmıştır (Junqueira L.C. et al ,1998). 
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4.1.3.Erkek Genital Sistemin Yardımcı Bezleri  

4.1.3.1.Prostat bezi 

 

En büyük yardımcı genital bez olan prostat bezi pelviste mesanenin altında yer alır 

ve üretranın ilk parçasını sarar. Prostat, düz kas liflerince zengin, fibroelastik bağ 

dokusundan bir kapsül ile kuşatılmıştır. Prostat bezi ürünlerini uzun boşaltım 

kanalları aracılığıyla prostatik  üretraya salgılar (Gartner L.P. ,2016). 

Prostat bezi günlük salgısı 0.5- 2 ml kadardır. Ejakulatın %20-30’unu oluşturur. 

Bazik prostat salgısı vajinanın asit ortamını nötralize ederek spermiumların vajina 

içerisinde yaşamasını sağlar. Prostat sekresyonu parasempatik stimülasyon ile artar. 

Sekresyonun içinde asit fosfataz, prostatik antibakteriyel faktör, sitrik asit, spermin, 

lipid, fruktoz, çinko, proteolitik enzimler, immunglobulinler, sodyum, klor ve 

bikarbonat bulunmaktadır. 

4.1.3.2.Seminal vezikül 

 

Mesanenin arkasında yer alan oldukça kıvrımlı seyreden yaklaşık uzunlukları 15 cm 

ye ulaşan bir çift tübüler bezdir. Kanalları duktus deferensin ampullasıyla birleşerek 

duktus ejekulatoryusu oluşturur. Seminal vezikülden salgılanan sıvı spermiyumları 

aktive eden früktoz, sitrat ve prostoglandinlerden zengindir (Kierszenbaum A. L, 

2006). 

Seminal veziküller androjene bağımlı organlardır. 

4.1.3.3.Bulboüretral bezler(Cowper bezleri) 

 

Bulboüretral bezler, prostatın altında üretra boyunca yer alan iki adet küçük 

tübüloalveoler bezdir. Kanalları penil üretra ile birleşir. Ejekülasyon öncesi üretrada 

kalmış olabilecek asidik idrar kalıntısını nötralleştirme işlevi gören saydam bir 

mukus salgılar. Bu salgı galaktoz, galaktozamin ve siyalik asitten zengindir 

(Kierszenbaum A. L. ,2006). 
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4.2.Spermatogenez  

 

Erkek gameti olan spermatozoanın testislerde oluşumu spermatogenez olarak 

adlandırılır ve  puberteden kısa bir süre önce pitütuar bezden salınan gonadotropinler 

ile başlayarak hayat boyu devam eder (Mawhinney M. and Mariotti A., 2013; Ross 

H.M. ve et al. , 2015). Spermatogenez, spermatid oluşumuna kadar olan 

spermiositogenezis ve spermatozoa oluşumuna kadar süren spermiyogenezis olarak 

iki evrede incelenir. 

Spermatogonia diploit (2n) kromozomludur. Spermatogonia erginlik çağına kadar, 

vücut hücreleri gibi mitozla bölünerek yeni spermatogonia meydana getirir ve 

testisin hacim olarak büyümesini sağlarlar. Eşeysel olgunluğa ulaştıktan sonra bazı 

spermatogonia mitoz yerine, mayoz bölünme geçirerek spermaları meydana 

getirirler. Spermatogoniadan spermatozoa oluşuncaya kadar geçen olaylara 

spermatogenez denir (Gedikli S. ve ark. ,2013). Mayoz geçirecek olan 

spermatogoniuma primer (birincil) spermatosit adı verilir. Bunlar 2n (diploid) 

kromozomludurlar. Her primer spermatosit birinci mayoz bölünme ile büyüklükleri 

birbirine eşit olan iki sekonder spermatosit oluşturur. İkincil spermasitler de ikinci 

mayoz bölünme ile büyüklükleri birbirine eşit olan dört tane spermatid 

oluşturur. Spermatitler haploit kromozomlu ve bol miktarda sitoplazma içeren küre 

biçimindeki hücrelerdir. 

Spermatidler sperme dönüşürken hücre şekli ve organizasyonu bakımından önemli 

başkalaşımlar geçirirler ve bu olaya spermiyogenezis adı verilir. Spermatidlerin 

spermatozoonlara dönüşümü sertoli hücreleri içerisinde meydana gelir. 

Spermiyogenez dört evreden oluşmaktadır; golgi evresi, kap evresi, akrozomal evre 

ve maturasyon evresi. 

Olgun bir sperm; baş, boyun ve kuyruk olmak üzere üç kısımdan oluşur. Değişim 

sırasında önce spermatidin çekirdeğinin hacmi küçülür, daha yoğun hale geçer ve 

çevresine bir miktar sitoplazma alarak spermanın başını oluşturur. Sitoplazmanın 

büyük bir kısmı dışarı atılır. Golgi kompleksleri başın ön kısmına toplanarak bir 

burun oluşturur. Bu kısma akrozom adı verilir. Akrozom yumurta zarını eritecek 

enzimler içerir. Spermatitde bulunan sentrioller çekirdeğin alt kısmında boyun 

bölgesinde yerleşmişlerdir. Mitokondriumlar boyun bölgesinde toplanarak, kuyruğun 
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hareketi için gerekli enerjiyi sağlarlar. Boynun arkasından geriye doğru kuyruk 

uzanır. (Gartner L.P. ,2016). 

 

 

Şekil 4: Seminifer tübül ve çevresindeki dokunun bir bölümü(Junqueira L.C. et al. 

,1998). 
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Şekil 5: Erkek germ hücrelerinin oluşumu (Rosai J. , 2004).  

Olgun sperm baş ve kuyruk olmak üzere iki bölümden oluşmaktadır. 

Baş bölgesinde; nukleus, nuklear membran ve akrozomal kısım bulunur. Lizozomal 

organelin bulunduğu akrozom nukleusun 2/3’ünü kaplar ve hyalurinidaz, aril sülfataz 

,akrosin, asit fosfataz, nöroaminidaz gibi hidrolitik enzimler içerir. 

Kuyruk bölgesi 45-50 μm uzunluğundadır ve orta parça, esas parça ve son parça 

olarak üç bölüme ayrılar. Kuruğun merkezinde bir çift periferinde 9 çift aksonem 

olarak adlandırılan mikrotübül yapıları bulunmaktadır. Mikrotübül yapısının etrafı 
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kalın fibrillerde çevrili olup bu dış fibriller kuyruğa diklik kazandırmaktadır. 

Aksonem ise hareketlilik sağlar. Spermatozoa hareketini flagellum ile gerçekleştirir. 

 

ŞEKİL6: Sperm hücresinin yapısı(Junqueira L.C. et al. ,1998). 

4.3.Sperm Kromatin Yapısı  

 

Sperm DNA’sı nukleus içerisinde sıkı ve yoğun bir biçimde paketlenmiştir. Somatik 

hücre DNA’ları nukleusun yalnızca bir bölümü doldurulan sperm DNA’sı nukleusun 

neredeyse tamamını kaplamaktadır. Sperm DNA’sındaki bu şekilde düzenlenme 

oosite aktarılacak genetik bilginin sıkıca paketlenmesi ve dolayısıyla embriyonun 

gelişmesine olanak sağlamaktadır. Spermatozoada sperm kromatin paketlenmesi 

DNA’nın nukleus membranına bağlanması, DNA’nın nukleusa bağlandıktan sonra 

DNA kümelerinin oluşumu, histonların protaminlerle yer değiştirmesi ve 

kromozomal pozisyon olmak üzere dört basamakta meydana gelmektedir. 

Sperm hücresinde somatik hücrelerde bulunan ve DNA paketlenmesinde görev alan 

histonların %90-95’i sperm hücresine özgü olan protaminlerle yer değiştirmektedir. 

Protaminler; histonların yarı büyüklüğünde, arjinin bakımından zengin, sperm 

nukleusunda yer alan ve spermatogenezin ileri evrelerinde sentezlenen proteinlerdir. 

Protaminasyon, sperm hücrelerine özgü epigenetik düzenlemedir (Güneş S. ve ark. 

,2013). 

Protaminler arasındaki disülfit çapraz bağlar sperm nukleusunun yoğunlaşmasında 

önemli rol almaktadır. Histonlar tarafından paketlenen kromatin dizileri protaminlere 
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göre daha gevşektir. Histonların artışı sperm kromatininin sıkı paketlenmesini 

engelleyerek DNA hasarına yatkınlığını arttırır. 

4.4.Sperm DNA Hasarı   

 

Sperm DNA hasarının temelinde spermatogenezin geç dönemde DNA tamir 

mekanizmalarının azaltılarak düzenlenmesi yatmaktadır. Ayrıca spermatogenez 

sırasında hücrelerin apoptozis yeteneklerini kaybetmeleri genetik hasara yol 

açmaktadır. Spermatozoadaki DNA hasarı nedenleri ve mekanizması hakkında 

günümüzde yeterli bilgi birikimi bulunmasa da üzerinde durulan üç temel 

mekanizma; sperm kromatin paketlenmesinde meydana gelen hasar, başarısız 

apoptozis ve oksidatif strestir (Agarwal A. and Allamaneni SS. , 2005). 

4.4.1.Anormal veya düzensiz kromatin paketlenmesi 

 

Sperm kromatin yapısı DNA ve sperm nükleer proteinleri arasındaki ilişkiyi 

sağlamak amacıyla sıkı bir biçimde paketlenmiştir. Bu proteinler ağırlıklı olarak 

bazik özellik gösteren protaminlerden oluşur. Sperm DNA’ları sıkı ve düzenli şekilde 

protaminler atrafında sarmalanmıştır. Stabilizasyon sistein bakımından zengin 

disülfid çapraz bağlarıyla sağlanır. Spermatozoa kromatin yapısının büyük bir 

bölümü protaminlerle paketlenmişken %15’lik bir bölümü histonlarla paketlenmiştir. 

(Aoki V.W. and  Carrell D.T. ,2003). İnfertil erkeklerde histon/protamin oranının 

fertil erkeklere oranla artmış olduğu gösterilmiştir (Foresta C. et al. ,1992). Bu 

durum anormal kromatin paketlenmesi olarak adlandırılır ve spermin dış strese karşı 

duyarlılığını arttırır. Ayrıca infertil erkeklerde %5-%15 oranında protamin eksikliği 

olduğu gösterilmiştir (Tesarik J. et al. ,2002). 

 

 

 

 



18 
 

4.4.2.Apoptozis 

 

Apoptozis spermatogenez sürecinde germ hücre popülasyonunu sertoli hücreleri 

tarafından destekleyebilecek sayıya indirmek ve anormal spermatozoaları seçerek 

yok etmekle görevlidir (Dunkel L. et al. ,1997). 

Yaşam boyunca hasarlı ya da mutasyona uğramış hücreler apoptozisle seçilerek yok 

edilirler. Apoptoziste hücre boyutları küçülür, hücre zarı parçalanır, hücre iskeleti 

yeniden düzenlenir, nükleer yoğunlaşma ve intranukleosomal DNA fragmantasyonu 

oluşur (Nagata S. ,2000). Apoptozis normal kabul edilen fizyolojik bir süreç olup 

aşırıya kaçması sperm sayısında azalma ve dolayısıyla infertiliteye neden olabileceği 

düşünülmektedir.  Caspas (cysteinyl aspartate-specific proteinases) olarak bilinen 

spesifik proteinazlar apoptozis regülasyonunda önemlidir. İnsan seminifer tübül 

epitelinde inaktif proenzimler olarak eksprese edilen proapoptotik sinyallerle aktive 

olan birçok proteinazın varlığın bilinmekle beraber en önemlisi caspas-3’tür (Peasch 

U. et al. ,2004). Caspas’lar tarafından aktive edilen DNAz’lar DNA 

fragmantasyonundan sorumludur. 

4.4.3.Oksidatif stres 

 

Bir ya da birden fazla eşleşmemiş elektronu  bulunan atom veya moleküller serbest 

radikaller olarak tanımlanmaktadır. Reaktif oksijen radikalleri (ROS) ileri derecede 

reaktif oksijenlenmiş ajanlara sahip serbest radikaller sınıfıdır (Aitken R.J. and  

Clarkson J.S. ,1988). ROS hasarı ;kanser ,inflamatuvar hastalıklar ve yaşlanma başta 

olmak üzere birçok patolojiden sorumlu tutulmaktadır  (Lenzi A et al. ,1998). 

ROS sperm plasma membranında lipid peroksidasyonuna neden olarak sperm 

fonksiyonu ve fertilizasyonda görevli bazı protein aktivitelerinin değişmesine, tek 

iplik ve çift iplik DNA hasarına neden olurlar( Duru N.K. ve ark. ,2000; Twigg J.P. 

et al. ,1998).  Süperoksit (O2 -) ve hidroksil radikallerinin mutajenik oldukları, 

kromozom delesyonlarına ve kardeş kromatin değişikliklerine neden oldukları 

bilinmektedir (Shamsi M.N. ,2011). Fertil erkeklerde semen sıvısındaki 

antioksidanlar spermi ROS hasarından korumaktadır. Antioksidanların koruma 

kapasitesini aşan düzeyde ROS üretimi olan olgularda ise reprodüktif kapasite 
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azalmaktadır (Aitken RJ et al. ,1992). Ancak bu olgularda daha çok kabul gören 

mekanizma azalmış antioksidan üretimidir (Zini A et al. , 1993). 

Spermatozoalar ve lökositler semende yüksek oranda ROS kaynağıdır (Plante M. et 

al. ,1994). Anormal semen parametrelerine sahip erkeklerde sperm DNA’sı lökosite 

bağlı ROS hasarına karşı daha duyarlıdır. Semendeki lökosit konsantrasyonunun 3 

milyon/ml’yi geçmesi durumunda fertilizasyonda anlamlı derecede bozulmaların 

meydana geldiği gözlenmiştir (WHO 5.baskı,2010). 

4.5.Sperm DNA Hasarı Belirleme Yöntemleri  

 

YÖNTEM ANALİZ METODU PARAMETRE 

Sperm kromatin yapı 

analizi (SCSA) 

Akış sitometrisi DNA sarmalının 

ayrılması(asit/ısı) 

Comet analizi Floresan mikroskobu DNA 

parçalanması(dsDNA) 

Terminal transferaz 

analizi(TUNEL) 

Işık mikroskobu, 

Floresan mikroskobu, 

Akış sitometrisi 

DNA parçalanması 

Sperm kromatin dağılımı 

analizi(SCD) 

Floresan mikroskobu DNA parçalanması(tek 

sarmal) 

Asidik anilin mavisi 

boyama 

Işık mikroskobu DNA yapısı/Nüklear 

maturasyon 

Akridin oranj boyama Floresan mikroskobu, 

Akış sitometrisi 

DNA çift iplik sarmalının 

birbirinden ayrılması 

Kromomisin A3 boyama Floresan mikroskobu DNA yapısı/Nüklear 

maturasyon 

Toluidin mavisi boyama Işık mikroskobu DNA yapısı/Nüklear 

maturasyon 

TABLO1: Sperm Kromatin Hasarını Belirleme Yöntemleri 
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4.5.1.Sperm kromatin yapısı analizi-SCSA 

 

SCSA analizi normal sperm kromatini denaturasyon indüksiyonuna duyarlı olan bir 

akış sitometrisi yöntemidir. Bu yöntem anormal kromatin yapısının asit ve ısı ile 

denaturasyonuna yatkın olması prensibine dayanmaktadır. Denature DNA ısı veya 

asit ile muamele edilerek akridin oranj boya ile boyanır. Çift zincirli normal DNA 

yeşil renkte floresan özellik gösterirken tek zincirli (hasarlı) DNA kırmızı floresan 

ışıma göstermektedir. Değerlendirme sonunda DNA fragmantasyon indeksi (DNA 

fragmantation Index, DFI) hesaplanır (Aktan G. ve Şanlı Ö. ,2004). 

4.5.2.COMET analizi 

 

COMET analizi tek hücre jel elektroforez yöntemi olarak bilinir ve DNA hasarını 

belirlemek amacıyla kullanılmaktadır. Diğer yöntemlere kıyasla daha basit bir 

yöntemdir (Singh N.P. and Stephens R.E. ,1998). Sperm hücreleri çözünmüş agaroz 

ile karıştırılır ve lamel üzerine yayılır. Daha sonra lizis yapılır ve elektroforez yapılır. 

DNA floresan bir boya ile boyanır (Shen H. and Ong C. ,2000). DNA hasarı olan 

hücreler mikroskopta kuyruklu yıldız gibi görünür ve comet ismini bu nedenle 

almıştır. Kuyruk uzunluğu kırık sayısı ile doğru orantılı olarak artış gösterir. DNA 

hasarı görmüş hücrelerde çift sarmallı DNA spirallerinin göçünü göstermek amacıyla 

kullanılır (Tamburrino L. et al. ,2012). 

4.5.3.Terminal transferaz (TUNEL) analizi 

 

Tunel yöntemi, kalıba bağımsız olarak çalışan terminal nukletidil transferaz (TdT) 

enzimi katalizörlüğünde, çift sarmal DNA kırıklarında birleşen dUTP’lerin 

inkorporasyon miktarını belirler (Gorczyca W. et al. ,1993). Sperm kromatin/DNA 

anomalilerine bağlı erkek infertilitesini belirlemek amacıyla sıklıkla kullanılan bir 

yöntemdir. TUNEL yönteminde DNA kırıkları DNA’yı denature etmeden, akış 

sitometrisi veya floresan mikroskobu ile ölçülebilmektedir. Br-dUTP, eşit olmayan 

DNA uçlarına katılarak DNA kırıklarını yansıtmakta ve ışımanın yoğunluğu 

eşleşmemiş dUTP’leri yani DNA’daki çentik sayısını göstermektedir. FITC, DAPI, 

PI gibi floresan boyalar kullanılır ve pozitif hücrelerde yüksek yoğunlukta sinyaller 

alınabilir (Schlegel P.N. and Paduch D.A. ,2005). 
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4.5.4.Sperm kromatin dağılımı analizi-SCD 

 

Nüklear proteinler uzaklaştırılır ve spermin baş kısmının etrafındaki halo oluşumu 

değerlendirilir. Agaroz jel kullanılarak spermin asit veya alkaliye maruz bırakılması 

sonucu normal DNA’ya sahip spermlerde halo halkaları gözlenir.  DNA 

fragmantasyonu olan spermlerde bu halo çok küçüktür yada yoktur. Yöntem, 

denaturasyona bağlı sperm DNA’sının karakteristik olarak oluşturduğu halo 

yapısının hasarlı DNA’da daha küçük çaplı olarak görünmesi prensibine 

dayanmaktadır. 

Spermde DNA dağılımını gözleyebilmek amacıyla denature edici asit çözeltisi ve 

sonrasında lizis tamponu uygulanır. DNA’dan nüklear proteinler uzaklaştırılır ve 

halolar görüntülenir. Floresan veya ışık mikroskobunda görüntüleme yapılabilir. 

Halolar skorlanır ve DNA hasar oranı hesaplanır (Fernandez J.L. , 2005). 

4.5.5.Asidik anilin mavisi boyama 

 

Anilin mavisi sperm kromatin bütünlüğünü değerlendirmek amacıyla kullanılan 

asidik bir boyadır. İmmatur DNA’ya sahip spermlerde zayıf kromatin 

paketlenmesinden dolayı koyu mavi renkte boyanma gözlenir. 

Asidik anilin mavisi boyama tekniği, ejekülattaki spermatozoaların nükleer protein 

bileşiminin farklılıklarını belirleyerek lizinden zengin histonlara bağlanarak histon 

fazlalığını gösterme prensibine dayanmaktadır. Anilin boyama ile kondensasyon 

anomalisinin yanı sıra morfolojisini de değerlendirmek mümkündür (Chapman J.C. 

,2003; Avcı B. ,2006). 

 

4.5.6.Akridin oranj(turuncu) boyama 

 

Akridin oranj testi (AOT), asit koşullarına dayanan ve denaturant DNA'ya dayanan 

basit bir mikroskobik prosedürdür ve denature DNA akridin turuncu ile boyanır. 

AOT, AO floresanının yeşilden (doğal DNA) kırmızıya (denatüre edilmiş DNA) 

metakromatik kaymasını ölçer. Acridine Orange, parçalanmış DNA'ya bağlandığında 
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kırmızı doğal DNA'ya  bağlandığı zaman yeşil ışık saçar. Birçok yazar, örnekte ≥% 

50 yeşil flüoresansın, infertil vericilerden alınan örnekte AOT için normal bir cut-off 

değeri olduğunu gözlemlemiştir(Tejada R.I. et al. ,1984 ). Floresan mikroskobu 

kullanarak AOT, DNA denatürasyonunun durumunun genel bir resmini sağlar. 

Benzer şekilde, sitometri ve SCSA Yazılım kullanılarak sperm kromatin yapı analizi 

(SCSA), Akridin oranj (AO) floresan yoğunluğunu ölçer. Kırmızı / kırmızı + yeşil 

oranı, DNA fragmantasyon indeksi (DFI%) olarak adlandırılan DNA 

fragmantasyonunun yüzdesini verir (Evenson D.P. et al. , 1999)  SCSA değeri% 15 

veya daha düşük DFI değerine sahip olan semen numuneleri düşük seviyeli,% 15'ten 

büyük veya eşit % 30 DFI değerleri orta,% 30'dan fazla veya eşit DFI değerleri ise 

yüksek seviyede DNA fragmantasyonunu temsil eder (Claassens O.E. et al. , 1992) 

4.5.7.Kromomisin A3 boyama 

 

CMA3 gevşek bağlı paketlenmiş kromatinde protamin eksikliğini gösteren bir 

florokromdur (Marchiani S. , 2017). 

4.5.8.Toluidin mavisi boyama 

 

Toluidin mavisi spermin kromatin bütünlüğünü gösterebilmek için kullanılan bir 

boyadır. Matur spermler açık mavi, immatur spermler koyu mavi renkte 

gözlenir.(Zahedi A. et al. ,2013;  Avcı S. et al. ,2006) 

 

4.6.Sperm Hazırlama Yöntemleri  

 

Yardımcı üreme tekniklerinde ejekülataki en kaliteli spermlerin seçilmesi amacıyla 

birkaç temel teknik kullanılmaktadır. Sperm yıkama teknikleri kaliteli sperm seçimi 

sağlamayı, fertilizasyon kapasitesi düşük spermleri elemeyi amaçlamaktadır. 

Spermin fertilizasyon kapasitesini belirlemede morfoloji ve motilite parametreleri 

başta olmak üzere reaktif oksijen türevlerinin varlığı ve DNA fragmantasyonu 

önemini arz etmektedir. 
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Swim-up tekniğinde spermler kendi motiliteleri ile semenden ayrılırlar. Ejekülatta 

motilite yüksek ise bu teknik daha sıklıkla tercih edilmektedir. 

Gradient tekniğinde normal sperm ve anormal spermlerin yoğunluklarının farklı 

olması nedeniyle ayrıştırma mümkün hale gelir. Çift faz gradient metodunda en 

yoğun tabaka alt kısımda konumlandırılır üzerine daha az yoğunluk tabakası konulur 

ve en üstte semen olacak şekilde konumlandırılır. Semen içerisindeki atıklar ve 

anormal spermler daha az yoğun tabakaya göç ederler ve bu şekilde bir ayrışma 

sağlanır. 

Bu iki sperm yıkama yönteminde de immotil spermler ayrıştırılır, immatür spermler 

ortamdan uzaklaştırılır, anormal morfolojiye sahip spermler uzaklaştırılır ve 

kromatin hasarı olan spermler ortadan kaldırılır. Aynı zamanda bakteri ve virüslerin 

de uzaklaştırılması sağlanır (Özkavukçu S. ve Aras D. ,2017). 

 

PARAMETRE REFERANS DEĞER 

 

VOLÜM 

>1,5 ml 

 

PH 

7.2-8.0 

 

VİSKOZİTE 

<3 

 

KONSANTRASYON 

>15x106 /ml 

 

TOTAL KONSANTRASYON 

>39x106/ml 

TOTAL MOTİLİTE 

(Progresif+Nonprogresif) 

>%40 

 

PROGRESİF HAREKETLİLİK 

%32 

 

MORFOLOJİ 

%4 Normal 

 

VİTALİTE 

%58 

 

LÖKOSİT 

<1 

 

TABLO 2: Semen Analizi Normal Referans Değerleri (WHO 5.Baskı ,2010) 
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WHO parametrelerine göre sperm analizi terminolojilerinin tanımları ve nedenleri : 

1. Aspermi: Hiç ejakülat olmaması durumudur. Aspermi nedenleri arasında 

retrograd ejakülasyon, vasküler nedenler, hormonal nedenler ve ereksiyon 

bozuklukları bulunmaktadır. 

2. Azospermi: Ejakulatta sperm yokluğu anlamına gelmektedir. Azospermi 

yapan nedenler arasında genetik bozukluklar, hormonal değişiklikler, 

germinal aplazi, bilateral vas deferens yokluğu ve ejakülatör kanallarda 

tıkanıklıklar sayılabilir. 

3. Hipospermi: Ejakulatın hacminin 1,5 ml’den az olması durumudur. 

Hipospermi  nedenleri arasında prostat, seminal vezikül ve vas deferensin 

enfeksiyonu, travma ve tümörlerinin yanı sıra; androjen eksikliği, ejakülatör 

kanalların tıkanıklıkları ve retrograd ejakülasyon da bulunmaktadır. 

4. Oligozoospermi: Sperm sayısının 15 milyon/ ml’ nin altında olmasıdır. 

a. Hafif Oligozoospermi: Sperm sayısının 5- 15 milyon/ ml’ nin arasında 

olmasıdır. 

b. Şiddetli Oligozoospermi: Sperm sayısının 5 milyon/ ml’ nin altında 

olmasıdır. 

Oligozoospermi idiyopatik olabildiği gibi; sistemik enfeksiyonlar, 

kromozomal bozukluklar, inmemiş testis, ilaçlar, kronik sistemik 

hastalıklar ve koit sıklığına bağlı olarak da gelişebilir. 

5. Astenozoospermi: İleri hareketli spermatozoa’ nın < % 40 olması ya da ileri 

hızlı hareketli olanların < % 32 olması anlamına gelir. Pek çok konjenital 

nedenle veya enfeksiyon, ilaç, ısı sebebiyle oluşabilir. 

6. Teratozoospermi: Normal spermatozoa morfolojisinin < %4 olması 

durumudur. Teratozoospermi yapan nedenler arasında kromozomal 

bozukluklar, toksik maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve epididim 

enfeksiyonu bulunmaktadır. 

7. Astenoteratozoospermi: Spermlerin motilite ve morfolojik incelemesinin 

her ikisininde normal sınırların altında olmasıdır. 

8. Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin sayı, motilite ve morfolojik 

incelemesinde üçünün birden normal sınırların altında olmasıdır. 
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9. Nekrozoospermi: Ejekulatta % 25’ ten fazla ölü sperm hücresi bulunması 

anlamına gelir. İdiyopatik olabildiği gibi; toksik maddelerle temas, 

Kartagener Sendromu ve cinsel ilişki sıklığında azalma nedeniyle de 

oluşabilir. 

 

2.6.1.Semen toplanması (WHO 5.baskı ,2010) 

Genellikle 3-5 günlük cinsel perhiz döneminden sonra semen örneği alınması tavsiye 

edilmektedir. Normal erkeklerde her bir günlük cinsel perhizde semen volümü 0.4 

ml, semen konsantrasyonu 10-15 milyon/ml artar ki bu artış 5 güne kadar devam 

eder. Sperm motilite ve morfolojisi 5-7 günlük cinsel perhizde etkilenmez. Bir 

haftadan sonra ise motilitede yavaşlama meydana gelir. 

En uygun semen örneği laboratuvarda mastürbasyonla elde edilir. Bu şekilde 

semenin genel muayenesi, koagülasyon ve likefaksiyon olaylarının gözlenmesi ve 

motilitenin doğru bir şekilde değerlendirilmesi mümkün olur. 

Semen örneği laboratuarda özel olarak hazırlanmış odalarda alınmalıdır. Burada 

gerekli tüm temizlik imkanları, uygun ısı ve ses ortamı sağlanmalıdır. Örnek almak 

için geniş ağızlı ve poliprolen, polietilen kaplar kullanılabilir. Bu kaplar kesinlikle 

deterjan ve diğer zararlı maddeler içermemeli, vücut ısısında olmalıdır.  

2.6.1.1.Makroskopik inceleme 

 

Renk: Semenin rengi mat beyazdır. Cinsel perhiz süresi ve enfeksiyona bağlı olarak 

renk sarımsı veya gri-krem renkte olabilmektedir. 

Koagülasyon: Ejakulasyondan hemen sonra semen sıvı haldeyken hızla koagüle 

haline gelir. Bu geçiş çok kısa zamanda meydana gelir. 

Likefaksiyon: Normal bir semen örneğinde 37°C’de likefaksiyon yaklaşık 10-20 

dakika içinde gerçekleşir. Bu olay prostattan salgılanan enzimlere bağlıdır. 

Likefaksiyon, normal prostat fonksiyonunun bir göstergesidir. Likefaksiyon sonrası, 

semen yapı ve renk olarak homojen görünümdedir. Eğer likefaksiyon hiç olmuyorsa 

ya da 30 dakikadan uzun sürüyorsa, bu muhtemel geçirilmiş prostatite bağlı prostatın 
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normal işlev görmediğinin bir belirtisidir. Likefaksiyon süresi spermatozoonun 

hareketlik kazanması açısından önemlidir.  

Hacim: Semen hacmi 1,5 ml ve üstünde olmalıdır. 

Viskozite: Viskozite semen akışkanlığına karşı oluşan direnç anlamındadır. 

Likefaksiyonu başlatan proteolitik enzimler prostatta bulunur ve seminal 

veziküllerden salgılanan maddeler semeni koagüle eder. Yetersiz likefaksiyon 

hipervisköz semene yol açar. Yüksek viskozite spermi olumsuz yönde 

etkilemektedir. Özellikle motiliteyi, konsantrasyonu ve spermin antikorla 

kaplanmasını etkileyebilmektedir. 

pH: Normal ejakülatın pH degeri 7,2 ile 8.0 arasında değişir. Akut prostat, vezikula 

seminalis, epididim enfeksiyonlarında pH 8.0'in üzerinde saptanabilir. Bu organların 

kronik enfeksiyonlarında ise pH 7,2 altında saptanabilir. Semen analizinin en önemli 

kısmını ise mikroskobik inceleme oluşturmaktadır . 

2.6.1.2.Mikroskopik inceleme 

 

Konsatrasyon: Sperm konsantrasyonu ile erkek fertilitesi arasında direnkt olarak 

bağlantı bulunmaktadır. Fertilite için sperm sayısının olması gereken alt limiti 15 

milyon/mL’dir . Bunun altındaki değerler oligozoospermik olarak sınıflandırılırlar, 5 

milyon/mL’ nin altında ise şiddetli oligospermi olarak değerlendirilir. 

Azoospermi tanısı konulurken son derece dikkatli olunmalıdır. Ejekülatta hiç sperm 

örneğine rastlanmadığı durumlarda sperm örneği 3000 rpm de 10 dk santrifüjlenerek 

konsantre hale getirilmeli ve pellette inceleme yapılmalıdır. Azospermi tanısı alan 

erkeklerin bu şekilde ayrıntılı incelenmeleri sonucu sperme rastlanabilir (Olshan AF. 

,1995) 

Total sperm sayısı basitçe sperm hacmi ile sperm konsantrasyonun çarpımı ile elde 

edilir. Konsantrasyon hesaplanırken, sulandırılmış semen örneği, x400 büyütmeli bir 

mikroskop altında Neubauer sayım kamarasıyla (hemositometre) incelenebildiği gibi, 

sperm sayımı için özel üretilmiş olan ve sulandırılmadan sayıma olanak veren 

Horwell veya Makler sayım kamaraları da kullanılabilir. Bu özel kamaralar aynı 
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anda motilite ve morfolojinin de saptanmasına izin verdiğinden sıklıkla tercih 

edilirler (WHO 5.baskı ,2010) 

 

Şekil 7: Makler sayım kamerası (Brito F.C.L. et al. ,2016). 

Motilite: Sperm motilitesi total sperm popülasyonunda hareketli olan spermlerin 

yüzdesidir. Dünya Sağlık Örgütü hareketliliği 3 sınıfta değerlendirmektedir: a) 

İlerleyici (progresif) hareket b) İlerleyici (progresif) olmayan hareket c) Hareketsiz 

DSÖ kriterlerine göre motilitenin (a+b) <%40 ve/veya ileri doğru hareketin (a) <32% 

olduğu erkekler astenozoospermik olarak sınıflandırılırlar (WHO 5.baskı ,2010) 

Morfoloji: Sperm morfolojisi spermatogenezin kalitesini yansıtır, morfoloji 

anormallikleri (teratospermi) baş, boyun ve kuyruğa göre sınıflandırılır. DSÖ 

kriterlerine göre normal morfolojiye sahip sperm yüzdesi %30'un üzerinde olmalıdır. 

DSÖ’nün önerdiği morfolojik değerlendirme özelliklerini aynı alan ancak sınırda 

kabul edilen spermatozoayı da anormal gruba sokan daha kesin ölçütlerin 

kullanıldığı değerlendirme sistemi Kruger’in kesin ölçütleri olarak bilinir (Kruger 

T.F. ,1988) 

Baş, düz oval yapıda olmalı, başın eni uzunluğunun 3/5 -2/3’ü arasında değişmeli ve 

uzunluk 5-7 μm, en 2,5-3,5 μm arasında olmalıdır. Akrozom basın ön kısmının %40-

70’ini oluşturmalıdır. Sınırda normal baş şekilleri ve/veya oval şekle yakın ise 

beraber gros bir şekil bozukluğu olmasa da bu anormal kabul edilmelidir. 
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Boyun; implantasyon basın uzun ekseni boyunca ve intakt olmalıdır. Orta kısım; 

silindir şekilli ve basın uzun ekseni doğrultusunda bağlanmış olmalıdır. Eni yaklaşık 

1 μm, boyu ise başın uzunluğunun 1,5 katı olmalıdır. Başın büyüklüğünün ½’ sini 

geçen sitoplazmik artıklar ya da sayıca 3 adetin üzerinde olanlar anormal kabul 

edilmelidir. Kuyruk; düzgün yapıda ve orta kısmından biraz daha ince olmalı, kıvrım 

ve bükülme olmamalıdır. Uzunluğu 45 μm olmalıdır. 

Bu değerlendirmeye göre normal morfolojiye sahip sperm yüzdesi %14’ün üzerinde 

olmalıdır. %14 ve altındaki değerler anormal kabul edilir (Teratozoospermi). 

Prognoza göre 2’ye ayrılır: İyi prognoz (G pattern): Normal morfolojili sperm oranı 

%5-14 arası,  Kötü prognoz (P patern): Oran %4’den azdır. Kruger kesin 

kriterlerinde belirtilen normal morfoloji sınırı WHO’nun son sınıflamasında %4 

olarak kabul edilmiştir. 
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Dünya sağlık Örgütü 2010 semen analizi 

 Parametreler                                                              En düşük referans değer                                                

Semen volümü (ml)                                                           1.5 (1.4-1.7) 

Total sperm sayısı (106)                                                    39 (33-46) 

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

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

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

Vitalite (canlı sperm, %)                                                    58 (55-63) 

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

pH                                                                                            >7.2 

Peroksidaz-pozitif lökosit (106 / ml)                                  <1.0 

MAR testi (%)                                                                          <50 

Immunobead testi (%)                                                           <50 

Seminal çinko (μmol/ejakülat)                                             >2.4 

Seminal fruktoz (μmol/ejakülat)                                          >13 

Seminal nötral glukozidaz (mU/ejakülat)                          >20 

------------------------------------------------------- 
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5.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

5.1.Çalışmanın Tasarımı 

 

Bu çalışmada sperm yıkama yöntemi olarak “swim-up” (sperm yüzdürme) ve 

“gradient” (farklı yoğunluk ayırma) teknikleri kullanılarak Normospermi ve 

Oligoastenoteratospermi çalışma grupları kriterlerine uyan 40 hastada sperm 

maturasyon defekti ve sperm DNA fragmantasyon oranları ile oda sıcaklığı (22°C) 

ve 37°C uygulanarak karşılaştırıldı. 

Çalışma Ocak 2018-Haziran 2018 tarihleri arasında Biruni Üniversite Hastanesi’ne 

spermiyogram analizi için başvuran hastalarda uygulandı. 

Çalışmada önce ‘Biruni Üniversitesi Girişimsel Olmayan Etik Kurul’una sunuldu ve  

2018-12-9 sayı ve 29.01.2018 tarihli etik kurul onayı alındı. 

 

5.2.Hasta Seçimi 

 

Çalışmaya dahil olma kriterleri: 

Oligoastenoteratospermi Grubu için; 

Erkeğin semen analizinin Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) kriterlerine göre yıkama 

işlemi öncesi sperm yoğunluğunun 15 milyon/ml az olması, normal morfolojinin %4 

den az olması ve ileri hareketli sperm yüzdesinin %32 den az olması 

Normospermi Grubu için; 

Erkeğin semen analizinin Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) kriterlerine göre yıkama 

işlemi öncesi sperm yoğunluğunun 15 milyon/ml fazla olması, normal morfolojinin 

%4 den fazla olması ve ileri hareketli sperm yüzdesinin %32 den fazla olması 

 

 



31 
 

Her iki grup için; 

-Erkeğin yaşının en az 20 en fazla 45 olması 

-Endokrinolojik ve/veya metabolik bozukluklar göstermemesi 

-Varikosel ve/veya prostat tanısı konulmamış olması 

-En az 3 en fazla 7 gün cinsel perhiz süresi uygulanması 

5.3.Çalışmada Kullanılan Yöntemler 

 

5.3.1.Swim-up yöntemi: 

Likefiye olması sağlanan semen örnekleri, sperm hazırlama işlemine alındı. Bazal 

semen örneğinde işlem öncesi volüm, konsantrasyon, motilite, lökosit parametreleri 

değerlendirildi. Ardından hematoksilin boyama yapılarak morfoloji değerlendirilmesi 

yapıldı. Ayrıca sperm maturasyon testi ve DNA fragmantasyon testi için anilin 

mavisi ve akridin oranj boyaması yapılarak değerlendirildi. 

Semenin yapılan mikroskopik incelemesinin ardından swim-up yöntemi ile yıkandı. 

Progresif motiliteye sahip spermlerin medyum içerisinde yüzdürülmesi yöntemi olan 

swim-up işlemine, semen örneği falkon konik tüpe konularak başlandı. Üzerine 1/1 

oranında sperm yıkama medyumu eklendi. 1600 rpm’de 8 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant pipet yardımıyla alındı. Tüp spora 45 derece açı ile yerleştirilip, pellet 

üzerine 1 ml medyum eklendi. Açı bozulmadan 1 saat 37º C’de inkübe edildi. 

Supernatan’dan bir miktar alınarak, sperm sayı ve motilitesi tekrar incelendi ve 

kaydedildi. Son olarak, tüpün açısı bozulmadan pipet yardımı ile toplam 0,5 ml 

olacak şekilde tüp yüzeyinden sperm solusyonu çekilerek 37°C ve 22°C de 

bekletilmek üzere falcon 15 ml tüpe aktarıldı. Belirlenen sıcaklıklarda 1 saat inkübe 

edilen hazırlanmış sperm maturasyon defekti ve DNA fragmantasyonu belirlemede 

kullanıldı. 
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5.3.2.Gradient+Swim-up yöntemi: 

 

Likefiye olması sağlanan semen örnekleri, sperm hazırlama işlemine alındı. Bazal 

semen örneğinde işlem öncesi volüm, konsantrasyon, motilite, lökosit parametreleri 

değerlendirildi. Ardından hematoksilin boyama yapılarak morfoloji değerlendirilmesi 

yapıldı. Ayrıca sperm maturasyon testi ve DNA fragmantasyon testi için anilin 

mavisi ve akridin oranj boyaması yapılarak değerlendirildi. 

Semenin yapılan mikroskopik incelemesinin ardından semen gradient+swim-up 

yöntemi ile yıkandı. 

Gradient solüsyonu olarak %100 Grad (lifeglobal) kullanılarak %80 olacak şekilde 

medium ile seyreltildi. Tek faz %80 gradient kullanıldı. 15 ml falcon tüpe 1 ml 

gradient solüsyonu eklendi ve üzerine dikkatlice 1 ml semen örneğinden eklendi. 

2000 rpm de 10 dk santrifüj yapıldı. Süpernant atılarak 1 ml medium eklendi ve 1600 

rpm de 8 dk santrifüj yapılarak yıkandı. Üst faz atılarak 1 ml medium eklendi ve 1 

saat 37C de inkübe edildi. 

Supernatan’dan bir miktar alınarak, sperm sayı ve motilitesi tekrar incelendi ve 

kaydedildi. Son olarak, pipet yardımı ile toplam 0,5 ml olacak şekilde tüp 

yüzeyinden sperm solusyonu çekilerek 37°C ve 22°C de bekletilmek üzere falcon 15 

ml tüpe aktarıldı. Belirlenen sıcaklıklarda 1 saat inkübe edilen yıkanmış sperm 

maturasyon defkti ve DNA fragmantasyonu belirlemede kullanıldı. 

5.3.3.Sperm maturasyonunun anilin mavisi boyası ile gösterilmesi 

 

Semen örnekleri hiçbir işlem yapılmadan önce yayma preparat yapılarak sperm 

maturasyon defekti değerlendirmek amacı ile asidik anilin mavisi boyaması yapılarak 

değerlendirilmiştir. Gradient ve swim up işlemlerinden sonra elde edilen örnekten 

yeniden bir yayma preparat hazırlanarak değerlendirilmiş ve karşılaştırma 

yapılmıştır. 
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Anilin mavisi boyama; 

Yirmi mikrolitrelik semen örneği temizlenmiş lam üzerine yayılıp kurutulur. Oda 

sıcaklığında %2 glutaraldehit içinde 30 dakika fikse edilir. Fiksasyon sonrası %5 

anilin mavisi ve %2 asetik asit içeren boya solüsyonunda 5 dakika boyanır ve distile 

su ile yıkanır (Henkel R. Et al. , 2001). Nukleusları boyanmış hücreler pozitif ve 

boyanmamış spermler negatif, yani matür olarak değerlendirilir. 100 sperm sayılarak 

boyanmamış sperm yüzdesi çıkarılarak sperm maturasyon defekti oranı hesaplanır. 

5.3.4.Sperm DNA fragmantasyonunun akridin oranj ile floresan 

mikroskobunda değerlendirilmesi 

 

Semen örnekleri hiçbir işlem yapılmadan önce DNA fragmantasyonu 

değerlendirmesi için Carnoy Fiksatifi ile fikse edilir ve Akridin Oranj boyaması 

yapılır. Semen örneklerinin semen hazırlama işlemleri ve sıcaklık işlemlerinde 

geçtikten sonra elde edilen kısmında yeniden yayma preparat hazırlanarak DNA 

fragmantasyonu değerlendirilmek üzere boyanır. 

Mikroskopik-akridin oranj testi; 

(M-AOT) 

Tejada ve arkadaşları, 1984; Liu ve Baker, 1992 tarafından geliştirilen test  DNA 

normalliğinin değerlendirilmesi için yapılır. Smearlar Carnoy fiksatifinde   (3: 1 oranında, 

metanol: glasiyal asetik asit en az 3 saat süreyle ) tutulur ve hava ile kurutulur. Slaytlar daha 

sonra AO boyasına alınır. 

STOK AO çözeltisi ve diğer solüsyonlar 

%1 AO distile suda hazırlanır ( 1gr AO/100 ml distile suda çözülür) 

0,1 Molar sitrik asit     ( 19,212gr/ 1 litre distile suda) 

0,3 molarNa2HPO4.H2O     (47,991gr/ litre distile suda) 

Carnoy fiksatifi     ( metanol 75 ml, asetik asit 25 ml ) 
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BOYA çözeltisi 

%1 Akridin Oranj……………….. 2,5 ml 

0,1 Mol/L sitrik asit…………..   10 ml 

0,3 M Na2HPO4…………………400 µl 

Günlük hazırlanır. 

Boyanın uygulanması: 

20 μl sperm süspansiyonu önceden temizlenmiş lam üzerine yayılır, kurutulur. 

Kurumuş örnek Carnoy fiksatifi ile 1 saat fikse edilir. Fiksasyon sonrası akridin oranj 

boyası ile 5 dakika karanlıkta boyanır, distile su ile yıkanır, kurutulur ve floresan 

mikroskobunda incelenir. Yeşil boyalı hücreler normal DNA, sarı-kavuniçi boyalı 

hücreler fragmente DNA taşımaktadır. Ortalama 100 hücre sayılarak yüzde 

fragmantasyon çıkarılır. 
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ÇALIŞMA ŞEMASI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NORMOSPERMİ OLİGOASTENOTERATOSPERMİ 

SEMEN ANALİZİ 

SPERM MATURASYON DEFEKTİ ORANI  

(Asidik anilin mavisi boyama) 

SPERM DNA FRAGMANTASYON İNDEKSİ ORANI 

(Akridin orange boyama) 

GRADİENT+SWİM-UP SWİM-UP 

KONSANTRASYON 

MOTİLİTE 

37 22 37 22 

SPERM MATURASYON DEFEKTİ ORANI  

(Asidik anilin mavisi boyama) 

SPERM DNA FRAGMANTASYON İNDEKSİ ORANI 

(Akridin orange boyama) 
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5.3.5.İstatistiksel yöntemler:  

 

Bu çalışmada iki grup karşılaştırılması için student’s t testi, ikiden çok grup 

karşılaştırması için ANOVA- Dunnett t testi kullanılmıştır. 

6. BULGULAR: 

 

Bu prospektif kontrollü çalışmada, Ocak 2018 ve Haziran 2018 tarihleri arasında 

‘Biruni Üniversitesi Hastanesi’ Üroloji kliniğine başvuran hastalardan çalışma 

kriterlerine uyan kontrol grubu normospermik (n:20), deney grubu 

oligoastenoteratospermik (n:20) tanısı olan toplam 40 hastadan iki farklı sperm 

hazırlama yöntemi olan swim-up ve dansite gradient yöntemlerinin ve iki farklı 

sıcaklık parametresi olan oda sıcaklığı (22
°
C) ve 37°C olan farklı gruplarının 

etkilerinin sperm kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu üzerine etkileri 

araştırıldı. 

40 hastanın yıkama öncesi semen parametreleri, sperm maturasyon defekti ve sperm 

DNA fragmantasyon indeksi hesaplanarak tüm sperm örneklerine swim-up ve 

dansite gradient yöntemleri ayrı ayrı uygulandı ve tüm hasta gruplarında yıkama 

sonrası oda sıcaklığında (22° C) ve 37° C de 1 saat inkübasyon yapıldı. Yıkama 

sonrası sperm parametreleri değerlendirilerek her grup için yıkama yöntemleri, 

sperm maturasyon defekti ve DNA fragmantasyon indeksi yüzdeleri hesaplanarak 

yıkama öncesi yıkama sonrası ile, kontrol ve deney grupları arasında, sıcaklık 

farkları arasında, yıkama yöntemleri arasında ve gruplar kendi içerisinde 

karşılaştırıldı. 
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Şekil 8: Sperm morfoloji değerlendirmesi, anormal morfolojik yapıdaki spermlerin 

gösterimi (100x immersiyon objeksifi ışık mikroskobu görüntüsü) 

 

 

Şekil 9: Sperm morfoloji değerlendirmesi, anormal morfolojik yapıdaki spermlerin 

gösterimi (100x immersiyon objeksifi ışık mikroskobu görüntüsü) 

Baş defekti Baş defekti 

Boyun defekti 

Boyun defekti 

Baş defekti 

Baş defekti 

Baş defekti 

Boyun defekti 

Boyun defekti 
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Şekil 10: Asidik anilin boyama koyu mavi boyanan pozitif (+) spermler maturasyon 

defektini yansıtmakta olup, boyanmayan negatif (–) olarak gösterilmektedir. (100x 

immersiyon objektifi ışık mikroskobu görüntüsü) 

 

 

Şekil 11: Acridin orange boyama yeşil (normal), kavuniçi ve turuncu (defektli) DNA 

fragmantasyonunu göstermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi  

görüntüsü) 
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Şekil 12: Acridin orange boyama kontrol yeşil (normal) DNA ya sahip spermleri 

göstermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi  görüntüsü) 

 

P değeri Yorumu 

p<0.05 İstatistiksel anlamlılık * 

p<0.01 Yüksek düzeyde istatistiksel anlamlılık ** 

p<0.001 Çok yüksek istatistiksel anlamlılık *** 

0.05<=p<0.10 Anlamlılık eğilimi(sınırda anlamlılık) 

p>0.10 Fark tesadüften ileri gelmiştir(istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmamıştır) 

 Normospermi 

(x±SD) 

OAT 

(x±SD) 

t p 

Konsantrasyon 

(1 cc) 

69,600±41,6848 10,275±3,3618 6,344 <0,001 

Tablo 3 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi 

konsantrasyon değrlerinin karşılaştırılması. 
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Tablo 3’te konsantrasyon değişkeni açısından iki grup arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulunmuştur(p>0,05). WHO 2010 kriterlerine göre beklenildiği gibi 

1.grup normospermik örneklerde konsantrasyon değeri 15 milyon/ml’nin üzerinde 

görülürken, oligoastenoteratospermik örneklerde konsantrasyon değeri 15 

milyon/ml’nin altında görülmektedir. 

Motilite% Normospermi 

(x±SD) 

OAT 

(x±SD) 

t p 

İleri hareketli 44,60±7,584 22,75±7,217 9,334 <0,001 

Yerinde 

hareketli 

19,25±7,18 18,80±6,195 0,212 0,833 

Hareketsiz 36,15±12,136 58,80±12,136 5,817 <0,001 

Tablo 4 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi motilite 

değerlerinin karşılaştırılması. 

Tablo 4’te prograsif hareket (ileri hareketli motilite yüzdesi) ve non-progressif 

hareket (hareketsiz sperm yüzdesi)  değişkenleri açısından iki grup arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur (p>0,05). Yerinde hareketli motilite 

yüzdesi değişkeni açısından iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır(p<0,05). WHO 2010 kriterlerine göre beklenildiği gibi 1.grup 

normospermik örneklerde beklenildiği gibi %32 in üzerinde ileri hareket görülürken , 

oligoastenoteratospermik örneklerde ileri hareket değeri %32’in altında 

görülmektedir. 

 

Morfoloji % Normospermi 

(x±SD) 

OAT 

(x±SD) 

t p 

Normal 6,25±1,88 2,55±1,91 7,412 <0,001 

Baş 53,55±7,571 53,55±7,997 <0,001 1,000 

Orta kısım 21,950±5,5201 19,160±8,8464 1,197 0,239 

Kuyruk 18,35±4,771 22,40±5,567 -2,468 0,018 

Tablo 5 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi morfoloji 

değerlerinin karşılaştırılması. 

 



41 
 

Tablo 5’te normal ve kuyruk morfoloji değişkenleri açısından iki grup arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur(p>0,05). Baş ve orta kısım morfoloji 

değişkenleri açısından iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır(p<0,05). ). WHO 2010 kriterlerine göre beklenildiği gibi 1.grup 

normospermik örneklerde beklenildiği gibi %4’ün üzerinde normal morfolojiye sahip 

sperm değeri görülürken, oligoastenoteratospermik örneklerde %4’ün altında 

görülmektedir. 

 

Konsantrasyon Normospermi 

(x±SD) 

Oligoastenoteratospermi 

(x±SD) 

t p 

Yıkama öncesi 69,600±41,6848 10,275±3,3618 6,344 <0,001 

Gradient 18,90±13,345 2,05±1,276 5,621 <0,001 

Swim-up 23,75±15,801 2,90±1,804 5,863 <0,001 

Tablo 6 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama sonrası 

konsantrasyon değerlerinin karşılaştırılması. 

Tablo 6’da gradient yöntemi ve swim-up yöntemi sonrası konsantrasyon değerleri 

değişkenleri açısından iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmuştur(p>0,05). Gradient yöntemine kıyasla swim-up yönteminde her iki 

grupta da daha yüksek konsantrasyon elde edilmiştir. 

Motilite Normospermi 

(x±SD) 

Oligoastenoteratospermi 

(x±SD) 

t p 

Yıkama öncesi 44,60±7,584 22,75±7,217 9,334 <0,001 

Gradient 78,15±7,659 59,60±15,278 4,854 <0,001 

Swim-up 80,80±7,925 63,05±15,605 4,535 <0,001 

 

Tablo 7: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama sonrası motilite 

değerlerinin karşılaştırılması. 

Tablo 7’de gradient yöntemi ve swim-up yöntemi sonrası progresif motilite değerleri 

değişkenleri açısından iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmuştur(p>0,05). Gradient yöntemine kıyasla swim-up yönteminde her iki 

grupta da daha yüksek progressif motilite değeri elde edilmiştir. 
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Sperm 

maturasyon 

defekti oranı% 

Normospermi 

(x±SD) 

OAT 

(x±SD) 

t p 

Yıkama öncesi 21,05±7,193 50,55±10,738 -10,207 <0,001 

Gradient/Oda 

sıcaklığı 

16,30±7,027 42,60±9,877* -9,736 <0,001 

Gradient/37 15,35±862 40,70±9,587* -9,616 <0,001 

Swim-up/Oda 

sıcaklığı 

16,75±6,965 46,50±10,216 -10,760 <0,001 

Swim-up/37 15,25±7,018 45,50±9,671 -11,3220 <0,001 

Tablo 8 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi yıkama 

sonrası sperm maturasyon defekti  değerlerinin karşılaştırılması. 

*grup içi değerlendirme 

 

Tablo 8’da kromatin kondensasyon defekti oranları değişkenleri açısından iki grup 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur(p<0,05).Kromatin 

kondensasyon defekti normospermik 1.grupta oligoastenoteratospermik olan 2. 

Gruba göre anlamlı derecede düşük olduğu görülmektedir. Ayrıca yıkama sonrası her 

iki yöntemde de kromatin kondensasyon defekti oranlarının düştüğü görülmektedir. 

Her grup kendi içinde değerlendirildiğinde sperm hazırlama yöntemlerine göre 

kromatin kondensasyon defektinin normospermi olgularında farklılık göstermediği, 

ancak oligospermik olgularda gradient yönteminin swim up yöntemine göre  

kondensasyon defektli spermleri ayıklamada daha başarılı olduğu görülmüştür. 

 

 

 

 

 

  



43 
 

DFI% Normospermi 

(x±SD) 

OAT 

(x±SD) 

t p 

Yıkama öncesi 21,50±6,605 30,85±10,644 -3,3380 0,002 

Gradient/Oda 

sıcaklığı 

18,00±6,224 28,35±10,946 -3,676 0,001 

Gradient/37 19,55±6,224 32,55±10,889 -4,518 <0,001 

Swim-up/Oda 

sıcaklığı 

16,60±6,402* 25,50±10,455* -3,247 0,002 

Swim up/37 19,90±6,790 29,67±10,23 -3870 0,001 

Tablo 9 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi yıkama 

sonrası sperm DNA fragmantasyon indeksi değerlerinin karşılaştırılması.(*gruplar içi 

anlamlılık) 

 

Tablo 9’da DNA fragmantasyon indeksi değerleri değişkenleri açısından iki grup 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur(p<0,05). DNA fragmantasyon 

indeksi normospermik 1.grupta oligoastenoteratospermik olan 2. Gruba göre anlamlı 

derecede düşük olduğu görülmektedir. Ayrıca yıkama sonrası swim-up yönteminde 

DNA fragmantasyon indeksi yüzdelerinin düştüğü görülmektedir. Gradient 

yönteminde 2.grupta 37
0
 de DNA fragmantasyon indeksi artış göstermektedir. Oda 

sıcaklığı inkübasyonunda ise yıkama öncesine oranla çok düşük bir azalış 

görülmektedir. 

Normospermi ve oligoastenoteratospermi grupları arasında yıkama öncesi 

konsantrasyon açısından beklenildiği gibi anlamlı bir fark görülmektedir 

(Grafik1).Yıkama sonrası ile karşılaştırıldığında her iki grupta da konsantrasyonda 

anlamlı derecede düşüş görülmekte olup, her iki grupta da gradient yönteminde 

swim-up yöntemine göre daha düşük konsantrasyon görülmektedir(Grafik2). 

Gradient ve swim-up yöntemleri kendi içinde karşılaştırıldığında normospermi 

grubunda daha fazla sayıda sperm elde edildiği görülmekte fakat 

oligoastenoteratospermi grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmemektedir(Grafik3). 
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Normospermi ve oligoastenoteratospermi grupları arasında yıkama öncesi motilite 

açısından anlamlı bir fark görülmektedir ( Grafik4 ).Yıkama sonrası ile 

karşılaştırıldığında her  iki grupta da anlamlı derecede motilitede artış görülmekte 

olup, gradient ve swim-up yöntemleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunamamıştır (Grafik5). Oligoastenoteratospermi grubunda motilite oranının 

normospermi grubuna göre daha fazla artmış olduğu görülmektedir(Grafik6). 

 

 

Grafik 1: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi 

konsantrasyon değerlerinin karşılaştırılması. 
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Grafik 2: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama sonrası 

konsantrasyon değerlerinin karşılaştırılması. 

 

Grafik 3: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi ve 

yıkama sonrası konsantrasyon değerlerinin karşılaştırılması. 
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Grafik 4: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi 

motilite değerlerinin karşılaştırılması. 

 

Grafik 5: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama sonrası 

motilite değerlerinin karşılaştırılması. 
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Grafik 6: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi ve  

yıkama sonrası motilite değerlerinin karşılaştırılması 

 

Grafik 7: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi 

morfoloji değerlerinin karşılaştırılması 

Normospermi ve oligoastenoteratospermi grupları arasında yıkama öncesi morfoloji 

açısından anlamlı bir fark görülmektedir (p<0,01). 
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Grafik 8: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi 

yıkama sonrası sperm maturasyon defekti  değerlerinin karşılaştırılması. 

Normospermik olgularda sperm seçim yöntemlerinden ikisinin’de de kromatin 

kondansasyon defektinin aynı düzeyde azaldığı gözlenmiştir(p<0,05). Oligospermik 

olgularda ise gradient yöntemi ile seçilmiş spermlerde kondansasyon defektinin 

azaldığı, bu sonucun swim up örneklerinde görülmediği anlaşılmıştır. 

 

AB/ö
nce

AB/G
RT

AB/G
37

AB/S
RT

AB/S
37

Normospermi 21,05 16,3 15,35 16,75 15,25

Oligoastenoteratospermi 50,55 42,6 40,7 46,5 45,5

0

10

20

30

40

50

60

A
si

d
ik

 a
n

ili
n

 b
o

ya
m

a 
%

 

Sperm maturasyon defekti oranı 

 
 

*    ** 

   



49 
 

 

Grafik 9: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi 

yıkama sonrası sperm DNA fragmantasyon indeksi değerlerinin karşılaştırılması. 

Normospermi ve oligoastenoteratospermi olguları önceki değer (semen) ile 

karşılaştırılmıştır. 

*p<0,05,**p<0,005 

Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi asidik anilin 

mavisi ile sperm maturasyon defekti oranına bakıldığında, oligoastenoteratospermi 

grubunda normospermi grubuna göre anlamlı derecede yüksek maturasyon defekti 

görülmüştür. Yıkama sonrası gradient ve swim-up grupları 37°C ve oda sıcaklığında 

(RT) inkübe edilerek değerlendirildiğinde yıkama sonrası tüm gruplarda maturasyon 

defektinde azalma görülmekte olup gruplar kendi içinde karşılaştırıldığında 

maturasyon defektinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamaktadır. 

Yıkama sonrası tüm gruplarda oligoastenoteratospermi olgularında normospermiye 

göre maturasyon defektinin daha fazla azalma gösterdiği görülmektedir ( Grafik8 ). 

Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarında yıkama öncesi akridin orange 

boyama ile sperm DNA fragmantasyon indeksi oranına bakıldığında, 

oligoastenoteratospermi grubunda normospermi grubuna göre anlamlı derecede 

yüksek DNA fragmantasyonu görülmektedir. Normospermi olgularında  yıkama 

sonrası tüm gruplarda DFI oranında düşüş görülmektedir. Oligoastenoteratospermi 
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olgularında yıkama sonrası gradient ve swim-up grupları 37°C ve oda sıcaklığında da 

inkübe edilerek değerlendirildiğinde yıkama sonrası G/37°C hariç diğer gruplarda 

DNA fragmantasyonunda düşüş gözlenmektedir. Gruplar arasında en fazla DFI 

düşüşü S/RT’ de görülürken, DFI artışı yalnızca G/37°C de görülmektedir (Grafik9). 
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7. TARTIŞMA: 

 

         İnfertil erkek olgularda sperm DNA hasarı yüksek olarak saptanmakta ve 

yardımcı üreme tekniklerinin başarı oranları ile ters ilişki göstermektedir. Buna 

rağmen, sperm DNA hasarının yardımcı üreme tekniklerine olan etkisi halen bir 

tartışma konusu olup sperm DNA hasarı tespit yöntemi rutin uygulamalarda 

kullanılmamaktadır. İnfertil çiftlerin yaklaşık %20’si yalnızca erkek faktör olup 

günümüzde erkek infertilitesinin değerlendirilmesinde rutin semen analizi 

kullanılmaktadır. Ancak infertil erkeklerin yaklaşık %15’inde normal semen analizi 

sonuçları görülmektedir (Koyuncu H. ,2011; Agarwall A. and Allamaneni S.S. , 

1996) . 

        Son yıllarda infertilitenin tanısında, gebelik sonuçlarını öngörmede yeni 

belirteçlere ihtiyaç duyulmaktadır. Konsantrasyon, hareketlilik ve morfoloji, bir 

semenin döllenme potansiyelini belirlemek için yaygın olarak kullanılan 

parametrelerdir. Bu parametreler spermin kalitesi hakkında genel bir fikir verir, 

ancak üreme sonucunun en önemli bileşenlerinden biri hakkında bilgi sağlamaz. Bu 

nedenle sperm DNA hasarları üzerine çalışmalar yoğunlaşmaktadır. İnfertil 

erkeklerde fertil erkeklere kıyasla sperm DNA hasarının daha yüksek olduğu ve 

fertilizasyon potansiyelini olumsuz yönde etkilediği kanıtlanmıştır (Evenson D.P. et 

al. ,1999) Düşük konsantrasyon, düşük motilite ve anormal morfoloji parametreleri 

ile yüksek sperm DNA hasarı birlikte gösterilmektedir. Aynı zamanda normal semen 

analizi sonuçları görülen hastaların %8’inde de sperm DNA hasarı olduğu 

gösterilmiştir (Zini A et al. ,2001).  

         Bu çalışmada normospermik hasta grubunda sperm maturasyonu ve DNA 

fragmantasyonu açısından oligoastenoteratospermik gruba göre daha düşük 

fragmantasyonlu ve daha düşük maturasyon defektli sperm taşıdığı gösterilmiştir. 

Dansite gradient tekniğinin histon pozitif spermleri elimine etmede gradient 

tekniğine göre daha başarılı olduğu görülmüştür. Sperm DNA fragmentasyonunun 

azalmasında dansite gradient veya swim up yönteminin benzer düzeyde etki yaptığı 

ancak ortam sıcaklığının DNA fragmantasyonu açısından negatif etki yaptığı 

görülmüştür. 
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Sperm DNA’sı tek veya çift DNA iplik kopması, fertil ve infertil erkekler arasındaki 

farkı açıklayabilmektedir. Sperm DNA fragmantasyonuna abortif apoptoz, 

rekombinasyondaki eksiklikler, protamin yetersizlikleri veya oksidatif stres gibi 

yapısal faktörler neden olabilir (Agarwall A and Allamanni S.S. ,2005) Hasar ayrıca, 

depolama sıcaklıkları, uzatma maddeleri, kullanım koşulları, boşalma sonrasındaki 

süre, enfeksiyonlar ve ilaçlara reaksiyon ya da testis sonrası oksidatif stres gibi dış 

etkenler nedeniyle de oluşabilir(Agarwall A and Allamanni S.S. ,2005). İki özellik 

spermi somatik hücrelerden ayırır: Protaminasyon ve DNA onarımının olmaması. 

Spermdeki DNA onarımı, transkripsiyon ve spermiyogenez sonrası durduğundan 

sona erer, bu nedenle bu hücrelerin epididim ve ejakülasyon sonrası geçişleri 

sırasında meydana gelen hasarı onarmak için hiçbir mekanizması yoktur (Champroux 

A. et al. ,2016). Oositlerin ve erken embriyoların sperm DNA hasarını onardığı 

gösterilmiştir, bu nedenle sperm DNA fragmantasyonunun etkisinin, sperm kromatin 

hasarının ve kapasitenin kombine etkilerine bağlı olması ile ilişkili olduğu ileri 

sürülmektedir ( David W. and  Clarke H.J. , 2003). 

        İrez ve arkadaşlarının 2015 ve 2018 de yaptıkları  çalışmalara göre hafif erkek 

faktörlü ve açıklanamayan infertil olgularda sperm kromatin kondansasyonu 

değerlerinin (anilin mavisi negatif sperm oranı) yani protaminasyonun klinik gebeliği 

öngörebileceği gösterilmiştir (İrez T. ve ark. ,2015; 2018). Araştırıcılar sperm 

nükleer proteinlerinin ,yani histonların protaminasyonunun fertilizasyon sonrası 

embriyo gelişiminde çok önemli rol üstlendiğini ve gebelikle sonuçlanan intrauterin 

inseminasyon ve ICSI olgularında pozitif gebeliği öngörebilecek değerleri 

göstermişlerdir (İrez T. ve ark. ,2015 ; 2018). 

         Protaminler, spermlerde ana nükleer  proteinleridir. İnsan sperm çekirdeği iki 

tip protamin içerir: tek kopya gen tarafından kodlanan protamin 1 (P1) ve  protamin 

2 (P2) proteinleri (P2, P3 ve P4) ailesi ve bir öncü proteine çevrilmiştir. Protaminler 

bir asırdan daha önce keşfedilmiş olup işlevleri henüz tam olarak anlaşılmamıştır.  

Oliva R. 2006 da açıkladığı gibi gerçekte, protaminler için  farklı hipotezler 

önerilmiştir: sperm çekirdeğinin kompakt bir hidrodinamik şekle yoğunlaşması, 

spermatozoa tarafından iletilen genetik mesajın korunması, nükleohiston-

nükleoprotamin geçişi sırasında veya sonrasında DNA'nın bütünlüğünü ve onarımını 

sürdüren işlemlere dahil olma ve Spermatozoanın epigenetik baskısında yer 

alma(Oliva R. ,2006). Protaminler ayrıca pozitif bir Darwinist seçimi destekleyen 
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verilerle birlikte doğada bulunan en değişken proteinlerden biridir. P1 ve P2 

protaminlerin ifadesindeki değişikliklerin insanda kısırlıkla ilişkili olduğu 

bulunmuştur (Oliva R. ,2006). Bazı infertil hastalarda protamin genlerindeki 

mutasyonlar da bulunmuştur. Protaminlerin ekspresyonunda kusurlu olan transgenik 

fareler ayrıca sperm çekirdeğinde çeşitli yapısal kusurlar gösterir ve değişken 

derecelerde kısırlığa sahiptir (Balhorn R. ,2007).  Değişen protamin seviyelerinin, 

spermatozoan DNA'da hasarlanmaya karşı duyarlılığın artmasına neden 

olabileceğine dair kanıtlar vardır, ayrıca yardımcı üremede kısırlığa veya kötü YÜT 

sonuçlarına neden olduğu gösterilmiştir (Angelopoulous R. et al. ,2007).     

         Ortam sıcaklığının sperm DNA fragmantasyonu, sperm anöploidisi, seminal 

alfa glukozidaz düzeyi (NAG) ,sperm maturasyonu ve akrozin aktivitesi üzerine 

etkisini araştırmak üzere yapılan bir çalışmada, gönüllü deneklerde skrotum 

temperatürü 43 dereceye kadar ısıtılmış ve haftalık 30-40 dakikalık süreler içinde 3 

aylık semen sonuçları değerlendirilmiştir (Zhang M.H. , 2018). Isıtılmış süreç sonrası 

sperm akrozin aktivitesinde ve nötral alfa glukozidaz düzeyinde azalma gözlenmiştir. 

Sperm aneuploidisinde ve DNA fragmantasyonunda artış görülmüştür (Zhang M.H. , 

2018). 

     Wach-Gygax L. ve arkadaşlarının 2017 de yaptıkları bir çalışmada at spermlerinin 

yıllık takibinde DNA fragmentasyonlarına ve membran bütünlüğüne bakıldı (Wach-

Gygax L. , 2017). Çalışmada sperm konsantrasyonu ve motilitesinin bahar aylarında 

en yüksek düzeyde olduğu, yaz aylarında ise düştüğünü gösterdiler. Sperm 

kalitesinin mevsimsel olarak değiştiğini ileri sürdüler. 

      Yardımcı üreme teknikleri uygulamalarında sperm hazırlama metodları önemli 

basamaklardan biridir. IVF ve ICSI uygulamaları öncesi WHO  kriterlerine uygun 

olarak standart semen analizi yapıldıktan sonra semen örneği hazırlanarak en kaliteli 

en yüksek motiliteye sahip spermler elde edilmesi amaçlanırken aynı zamanda 

lökositler ve sperm dışı hücre atıklarından kurtulmak mümkün hale gelir. Tüm sperm 

hazırlama yöntemlerinin ortak amacı seminal plazma ve sperm dışı hücrelerden 

kurtulmak aynı zamanda en yüksek kapasiteye sahip spermleri elde etmektir 

(Mortimer , D. ,2000 and Henkel R.R, Schill W.B. ,2003). Sperm hazırlama yöntemi 

tercih edilirken sperme en az zararı veren ve en yüksek konsantrasyona, motiliteye ve 

morfolojiye sahip spermleri elde etmek amaçlanmaktadır. Bu tez çalışmasında 
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amaçlanan farklı sperm hazırlama yöntemlerinin ve sıcaklıkların kullanılması en 

ideal fonksiyonel spermleri elde edebilmede hangi sperm hazırlama yönteminin ve 

ortam sıcaklığı ile inkübasyonunun ICSI ve IVF öncesi DNA hasarını en aza 

indirgeyerek en fonksiyonel spermleri elde edebilmede yol gösterici olmasıdır.  

Günümüzde rutin olarak IVF laboratuvarlarında sperm hazırlama işlemi için gradient 

ve swim-up teknikleri kullanılmaktadır. Genellikle düşük konsantrasyon ve 

motiliteye sahip numunelerde gradient yöntemi tercih edilirken yüksek motiliteye ve 

konsantrasyona sahip numunelerde swim-up yöntemi yeterli görülmektedir.  Bu tez 

çalışmasında normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarında her iki yöntem de 

kullanılarak karşılaştırılmıştır. 

        Bu tez çalışmasına göre sperm hazırlama yöntemi olarak swim-up ve gradient 

yöntemlerinin arasında motil sperm, sperm sayısı ve morfolojisi açısından anlamlı 

farklılık bulunmamıştır. Motilite ve konsantrasyon parametreleri gözönüne alınarak 

iki yöntem de olgunun durumuna göre tercih edilebilir. Spano ve ark. 1999 yılında 

yaptığı çalışmaya göre swim-up yöntemi sperm kromatin yapı bozukluğu olmayan 

spermlerin seçiminde kullanılabilir (Spano M. et al. , 1999). Gradient yönteminin 

sperm DNA fragmantasyonunu anlamlı olarak azalttığını gösteren çalışmalar 

mevcuttur (Zini A. et al. ,2011 ). Diğer çalışmalara göre ise Gradient yönteminin 

swim-up yöntemine göre daha yüksek DNA hasarı göstermesinin nedeni ise daha 

fazla santifüj uygulaması olduğu düşünülmektedir (Stevanato J. et al. , 2008). 

Santrifüj uygulamalarının DNA hasarını arttırdığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir 

(Youngai E.V et al. ,2001 ) 

      Bu çalışmada sperm  immaturasyonu ve DNA fragmantasyonu gerek dansite 

gradient ve gerekse swim up yöntemi ile azaldığı gösterilmiştir. Özellikle 

oligoastenoteratospermik örneklerde normospermi’ye kıyasla, 37°C de inkübasyonun 

özellikle DNA fragmantasyonu açısından kötü etkileri ortaya çıkmıştır.  
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8. SONUÇ VE ÖNERİLER: 

 

En iyi morfolojiye sahip spermler yıkama yöntemleri ile seçilmesine rağmen sperm 

DNA hasarının dışlandığı söylenememektedir. Rutin IVF-ICSI uygulamalarında 

sperm DNA hasarı bilinememekte ve bu nedenle iyi morfolojiye sahip spermler 

seçilerek fertilizasyonda kullanılmaktadır. Fakat yalnızca iyi morfoloji sperm DNA 

hasarının düşük olduğunu göstermekte yeterli değildir. Bu çalışmaya göre sperm 

yıkama yapıldıktan sonra asidik anilin mavisi ile boyama yapılarak sperm 

maturasyon defektleri tespit edilebilir. Bu boyama tekniği oldukça pratik olup rutin 

IVF laboratuvarlarında uygulamak için uygundur. Böylece asidik anilin mavisi 

boyama sonuçları ile fertilizasyonda kullanılacak spermlerin maturasyon defektleri 

hakkında bilgi sahibi olunarak sperm kaynaklı fertilizasyon oranları öngörülebilir. 

Yıkama yöntemi olarak swim-up ya da gradient yöntemlerinin her ikisi de tercih 

edilebilir. Sperm DNA hasarını en aza indirmek için inkübasyon 37°C ye göre oda 

sıcaklığında gerçekleştirilebilir. 
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10.EKLER 

 

EK 1 

BİRUNİ ÜNİVERSİTESİ 

              “GİRİŞİMSEL OLMAYAN KLİNİK ARAŞTIRMALAR” İÇİN 

BİLGİLENDİRİLMİŞ GÖNÜLLÜ  OLUR FORMU 

 

 

 

Araştırma Projesinin Adı: Sperm hazırlama yöntemlerinin sperm kromatin 

kondenzasyonu ve DNA hasarı üzerine etkisi ‘’ 

 

Sizi, ‘Sperm hazırlama yöntemlerinin sperm kromatin kondenzasyonu ve DNA 

hasarı üzerine etkisi’ başlıklı bir araştırmaya davet ediyoruz. Bu araştırmaya katılıp 

katılmama kararını vermeden önce, araştırmanın neden ve nasıl yapılacağını 

bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlaşılması büyük önem 

taşımaktadır. Aşağıdaki bilgileri dikkatlice okumak için zaman ayırınız. Eğer 

anlayamadığınız ve sizin için açık olmayan şeyler varsa, ya da daha fazla bilgi 

isterseniz bize sorunuz. Bu anket çalışmasına katılmak tamamen gönüllülük esasına 

dayanmaktadır. Çalışmaya katılmama hakkına sahipsiniz. Çalışma hakkında tam 

olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorularınız cevaplandıktan sonra eğer katılmak 

isterseniz sizden bu formu imzalamanız istenecektir. Bu formlardan elde edilecek 

bilgiler tamamen araştırma amacı ile kullanılacaktır. 

 

 

 

Sorumlu Araştırmacı: Prof.Dr.Tülay İREZ 
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Çalışmanın amacı nedir; benden başka kaç kişi bu çalışmaya katılacak?  

Farklı sperm hazırlama yöntemleri kullanılarak farklı sıcaklıkların da etkisiyle 

normazoospermik ve oligoastenoteratospermik olmak üzere deney gruplarında bu 

koşulların sperm kromatin kondenzasyonu ve DNA hasarı üzerine etkilerini 

incelemek amaçlanmıştır. Çalışmanın ortalama altı ay sürmesi ve yaklaşık 40 kişinin 

katılması planlanmaktadır. 

Bu çalışmaya katılmalı mıyım?  

Bu çalışmada yer alıp almamak tamamen size bağlıdır. Şu anda bu formu 

imzalasanız bile istediğiniz herhangi bir zamanda bir neden göstermeksizin 

çalışmayı bırakmakta özgürsünüz. Eğer katılmak istemez iseniz veya çalışmadan 

ayrılırsanız, vermiş olduğunuz doku örneğinin analiziyle ilgili süreç rutin olarak 

devam edecek ve işlem sonucunuzu yine planlanan tarihte almış olabileceksiniz. 

Kısacası bu çalışmaya katılıp katılmamanız analiz sürecini pozitif ya da negatif 

herhangi bir şekilde etkilemeyecektir. 

Bu çalışmaya katılmamın maliyeti nedir? 

Bu çalışmaya katılmanız halinde herhangi bir maddi sorumluluk altına 

girmeyeceksiniz. 

Kişisel bilgilerim nasıl kullanılacak?  

Araştırma sorumlusu, kişisel bilgilerinizi, araştırmayı ve istatiksel analizleri 

yürütmek için kullanacaktır ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktır. Yalnızca 

gereği halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar 

inceleyebilir. Çalışma sonuçları çalışma bitiminde yalızca bu araştırmada olmak 

üzere tıbbi literatürde yayınlanabilecektir ancak kimliğiniz açıklanmayacaktır. 
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Daha fazla bilgi için kime başvurabilirim?  

Çalışma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz olduğunuzda aşağıdaki kişi ile lütfen 

iletişime geçiniz. 

ADI  :  Ecem ASLAN 

GÖREVİ : Biyolog  

TELEFON : 05337040724 

 

Biruni Üniversitesi’nde Biyolog Ecem ASLAN tarafından tıbbi bir araştırma 

yapılacağı belirtilerek bu araştırma ile ilgili yukarıdaki bilgiler bana aktarıldı ve 

ilgili metni okudum. 

Bu bilgilerden sonra böyle bir araştırmaya “katılımcı” olarak davet edildim. 

Araştırmaya katılmam konusunda zorlayıcı bir davranışla karşılaşmış değilim. Eğer 

katılmayı reddedersem, bu durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan ilişkime 

herhangi bir zarar getirmeyeceğini de biliyorum. Projenin yürütülmesi sırasında 

herhangi bir neden göstermeden araştırmadan çekilebilirim. (Ancak araştırmacıları 

zor durumda bırakmamak için araştırmadan çekileceğimi önceden bildirmemim 

uygun olacağının bilincindeyim). Ayrıca tıbbi durumuma herhangi bir zarar 

verilmemesi koşuluyla araştırmacı tarafından araştırma dışı da tutulabilirim.  

Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altına 

girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır.  

Araştırmadan elde edilen benimle ilgili kişisel bilgilerin gizliliğinin korunacağını 

biliyorum. 

Araştırma uygulamasından kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi 

bir sağlık sorunumun ortaya çıkması halinde, her türlü tıbbi müdahalenin 
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sağlanacağı konusunda gerekli güvence verildi. (Bu tıbbi müdahalelerle ilgili olarak 

da parasal bir yük altına girmeyeceğim). 

Araştırma sırasında bir sorun ile karşılaştığımda; Bio. Ecem ASLAN’ı 05337040724 

nolu telefondan arayabileceğimi biliyorum. 

Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Bu koşullarla 

söz konusu klinik araştırmaya kendi rızamla, hiç bir baskı ve zorlama olmaksızın, 

gönüllülük içerisinde katılmayı kabul ediyorum. 

Katılımcı                    

Adı, soyadı: 

Tel:  

İmza: 
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