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1. OZET

Infertilite giiniimiizde giderek artan bir sorun haline gelmekte olup infertil ¢iftlerin
yaklasik %20’si yalnizca erkek faktorden kaynaklanmaktadir. Erkek faktor
degerlendirilmesinde siklikla DSO (WHO) kriterlerine uygun standart semen analizi
yapilmaktadir. Fakat semen analizi sperm DNA hasarlar1 hakkinda bilgi

vermemektedir.

Sperm DNA hasar mekanizmalarindan en 6nemlilerinden biri anormal ya da
diizensiz kromatin paketlenmesidir. Spermatogenez siirecinde spermatid kromatini
kompaksiyon siireci gecirir ve histon proteinleri sperme 6zgii protamin proteinleri ile
yer degistirerek sperm kromatin kondensasyonunu gergeklestirir. Kromatin
kondensasyon siirecinin normal olmamasi spermlerde gelisimsel anomalilere neden
olur. Sperm DNA fragmantasyon indeksi ve maturasyon defekti oranlarina bakilarak
fertilizasyonda kullanilacak spermler hakkinda bir 6ngorii saglanabilir. Gradient ve
swim-up yontemleri giintimiizde IVF laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanan IVF-
ICSI o6ncesi sperm hazirlama teknikleridir. Gradient yontemi anormal ve normal
spermlerin yogunluk farkliliklarindan faydalanarak ayirma islemi saglarken, swim-
up yontemi spermlerin hizli olanlariin {ist faza yiizmesi ile ayrigsmay1 saglar. Her iki
yontem de en kaliteli, yiiksek motilite ve normal morfolojiye sahip spermleri elde
etmeyi amaclarken semenden sperm dis1 hiicrelerle birlikte 6lii, hareketsiz spermleri
ayirmay1 saglar. Cogunlukla IVF laboratuvarlarinda spermle ilgili yapilan tiim

islemler 37° C gergeklestirilir.

Bu calismada normospermi ve oligoastenoteratospermi olgularinda farkli semen
hazirlama yontemleri kullanarak, hazirlama igleminin maturasyon defekti olan
spermleri ayristirmasi ve ayni zamanda oda sicakligi (22 °C) ve 37° C ‘nin sperm

DNA fragmantasyonuna etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calisma ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul’'una sunuldu ve
2018-12-9 say1 ve 29.01.2018 tarihli etik kurul onayr alindi. Calisma Ocak 2018-
Haziran 2018 tarihleri arasinda Biruni Universite Hastanesi’ne spermiyogram analizi

icin bagvuran hastalarda uygulandi.



Bu calismada; Biruni Universite Hastanesi Uroloji poliklinigine bagvuran
hastalardan normospermi(n:20) ve oligoastenoteratospermi gruplarinda (n:20) WHO
kriterlerine uygun standart semen analizi uygulanarak ardindan asidik anilin mavisi
boyama yontemi ile sperm maturasyon defekti ve acridin orange boyama yontemi ile
sperm DNA fragmantasyon hasar1 degerlendirilmistir. Gradient ve swim-up
yontemleri kullanilarak yapilan sperm ayristirma sonrasit gruplar kendi iginden
ayrilarak oda sicakligr (22 °C) ve 37° C ‘de 1 saat inkiibasyon yapilmis olup
inkiibasyon sonrasi yeniden asidik anilin mavisi boyama ve acridin orange boyama
yapilarak oncesindeki DNA fragmantasyon indeksi ve sperm maturasyon defekti ile

uygulama sonrasi elde edilen degerler karsilagtirilmistir.

Bu tez ¢alismasia gore sperm hazirlama yontemi olarak swim-up ve gradient
yontemlerinin arasinda motil sperm, sperm sayisi ve morfolojisi acisindan anlamh
farklilik bulunmamis olup motilite ve konsantrasyon parametreleri gézoniine alinarak
iki yontem de olgunun durumuna gore tercih edilebilir. Sperm immaturasyonu ve
DNA fragmantasyonu agisindan da gerek dansite gradient ve gerekse swim up
yontemi ile azaldig1r gosterilmistir. Ozellikle oligoastenoteratospermi olgularinda
normospermiye kiyasla, 37°C de inkiibasyonun O6zellikle DNA fragmantasyonu

acisindan kotii etkileri ortaya ¢ikmustir.

Sperm DNA hasarin1 en aza indirmek i¢in inkiibasyon 37°C ye gore oda
sicakliginda gergeklestirilebilir. En fonksiyonel ve DNA hasarinin en az oldugu
ayristirma ve inkiibasyon sicaklikliginin swim-up ve oda sicakligi (22°) oldugu

gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: DNA hasar1, gradient, swim-up, DNA fragmantasyonu



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



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



3. GIRIS VE AMAC

Fertilizasyon sperm ve oositin dogrudan etkilesimi sonucu hiicre membranlarinin
fizyonuyla beraber erkek ve disi gametlerin birlesmesi seklinde meydana
gelmektedir. Bu siirecin tamamlanmasi ve bunu takiben normal embriyo gelisimi
spermin DNA biitiinliigiine baghdir. Kondanse sperm DNA’s1 genetik materyalin
hatasiz gegisi i¢in 6nem arz etmektedir. Sperm DNA hasar1 erkek infertilitesinin
onemli bir nedenidir (Kara M. Ve ark. , 2011).

Spermiyogenez  siirecinde  protamin  proteinleri  spermatid  kromatin
kondensasyonunda o©nemli rol oynarlar. Spermiyogenez sirasinda spermatid
kromatini kompaksiyon siirecine girer ve histonlarin protaminlerle yer degistirmesi
ile kromatin kondensasyonu gerceklesir. Normal kromatin kondensasyonu’nun
olmamasi spermlerde gelisim anomalilerine neden olmaktadir (Erimsah S. ve ark. ,

2008)

Standart semen analizinde spermi degerlendirmek i¢in bazi kriterler bulunmaktadir.
Bunlarin arasinda; konsantrasyon, motilite ve morfoloji basta gelmektedir
(WHO,2010). Fakat bu kriterler spermdeki DNA hasari ve sperm maturasyonu
hakkinda bilgi vermemektedir. Standart semen analizinde kullanilan parametrelere ek
olarak sperm maturasyon, kromatin kondansayon testinin de rutin laboratuvar
uygulamalarinda yer almasi spermin DNA’s1 hakkinda 6ngorii olarak kabul edilebilir
(Hammadeh M.E. et al. ,2001). Ayrica ICSI ve IVF sonuglarinda blastokist
asamasina gelinmesinde 6ngorii saglayabilecegini diistindiirmektedir (Foresta C. et al.
,1992; Hammadeh M.E et al. ,1996; Zini et al. ,2001).

Ortam sicakliginin spermlerin testikiiler maturasyonunu etkiledigi bilinmektedir
(Hamilton TRDS et al. ,2018 ). Memeli spermatogenezinde, gegis proteinleri,
niikleozomlar1 kararsizlastiran, DNA burulmasini onleyen, iplik kopmalarinin DNA
onarimin1  kolaylastiran ve kromatin  yogunlagsmasina katkida  bulunan
spermatidlerdeki histonlarin ¢ogunun yerini alir (Sakkas D. et al. ,2010; Wouters-

Tyrou D. et al. ,1998). Daha sonra, protaminler adi verilen pozitif yiiklii proteinler
protaminasyon adi verilen bir siiregte bu gegis proteinlerinin yerini alir (Carrell D.T
etal., 2007; Gosalvez J. et al. ,2011). Protaminasyon yanlig ger¢eklestiginde, sperm

kromatin yogunlagsmasindaki bozukluklar, dogurganlik tizerindeki etkileri ile ortaya
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¢ikabilir (Balhorn R. ,1982; Balhorn R. ,2007). Sperm kromatin paketlemesi sadece
genetik materyalin sikigmasima neden olmakla kalmaz, ayni zamanda fiziksel ve
kimyasal hasarin etkiledigi sperm DNA'sim1 da korur (Sotolongo B. Et al. ,2005;
Aitken R.J et al. ,1992). Protamin cksikligi, spermatozoay1 serbest radikallerin
etkisine kars1 daha savunmasiz hale getirir (Aitken R.J. et al. ,1988); bu nedenle, 1s1
stres kosullarinda anormal sperm kromatini tarif edildiginden, 1s1 stresinin

protaminasyon siirecini etkilemesi muhtemeldir.

Bu ¢alismada oligoastenoteratospermi ve normospermi gruplarinda farkli semen
hazirlama yontemleri kullanilarak, farkli sicaklik degerleri ile birlikte, bastaki
konsantrasyon, motilite ,morfoloji, sperm maturasyon degeri ve DNA fragmantasyon
degeri parametreleri ele alinarak sperm hazirlama ve sicaklik inkiibasyonun sperm
maturasyon degeri ve DNA fragmantasyon degeri islem Oncesi ve islem sonrasi
maturasyon ve DNA fragmantasyonu incelenerek sperm hazirlanmasi sirasindaki

uygulanan 1s1 stresinin etkisinin degerlendirilmesi amac¢lanmistir.

Her grup i¢in optimize semen hazirlama yontemi ve DNA fragmantasyonunun ve
maturasyon defektinin en az gorildigi sicaklik ve sperm hazirlama yontemi

belirlenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1.Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; germ hiicresi olan spermin devamli olarak iiretimi, beslenmesi
ve gecici olarak depolanmasindan ayrica androjen biyosentezi ve sekresyonundan

sorumludur.

Erkek lireme sisteminin dis iireme organlar1 olan skrotum ve penisten olusmaktadir.
I¢ genital sistem ise hem sperm hem de iireme hormonlarini {ireten gonadlar, sperm
hareketi i¢in gerekli salgilar1 saglayan yardimci bezler ve spermlerle birlikte bu
salgilar1 ileten kanallardan meydana gelmektedir (Reece J.B. and Campbell N.A.
,2015).

Epididim basi

Efferent kanallar
Duktus deferens
(vas deferens)

Rete testis

Aberran kanallar

Epididimin govdesi Septa

Tunika albuginea
Mediastinum testis

Lobdller

Epididim kuyrugu

Sekil 1:Erkek iireme sistemi anatomisi (Netter F.H. ,2005)



4.1.1. Testis

Skrotal kavitede bulanan erkek primer iireme organi olan testisler, yogun kollojendz
bag dokusundan olusan tunica albuginea ile ¢evrili olup funikulus spermatiscusa asili
olarak bulunmaktadir. Skrotum icinde yer alan testisler distan ige dogru tunica
vajinalis, tunica albuginea, tunica vaskiiloza olmak iizere ii¢ tabaka ile ¢evrilidir
(Junqueira L.C. et al. ,1998). Testisler yaklagik olarak 4- 5 cm uzunlukta, 2. 5 cm
genislikte, 3 cm kalinlikta ve 10-15 gr agirhigindadir. Her testis testikiiler lobiiller
denilen yaklasik olarak 250 adet piramidal lobiile ayrilir ve her lobiilde gevsek bag
dokusu ile sarilt 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller kalin bir bazal
lamina ve miyoid hiicrelerle sarilmis olup testis hacminin yaklasik %80’ini olusturur.
Testikiiler hacim ile sperm konsantrasyonu, Folikiil Stimiilan Hormon (FSH),
Liiteinizan Hormon (LH) ve prolaktin diizeyleri arasinda dogrusal bir iliski

bulundugu gosterilmektedir (Jensen C.E. et al. ,1995).

\' ductuli efferentes
£ - P, fuctuli aberantes (vestigial mesonephric tubudi
& 5

rete testis (mediastinum testis'de)

/s
dederers —__I

septula testis

unica albuginea

lobuli testis
ductus epidadymis

ductuli aberrantes

Onden goriinis p : Wi
ducts deferens ‘\ ' / 7}:5«“}
F xS ’
ductuli efferentes G S AL
~
EARAD
ductus epididymis t%
rete testis (mediastinum testis de)

ductull aberrantes

tubuli sermaniferi concoeti

Sekil 2:Testis yapist ve seminifer tiibiiller (Netter F.H. ,2008)



4.1.2.Seminifer tibiiller

Testis hacminin biiyiik bir kismini olusturan seminifer tiibiiller spermlerin tiretildigi
kivrimli seyreden kanallardir (Kierszenbaum A. L. , 2006). Salgilama bigimi aktif
holokrin olup, salgilama materyali canli hiicre spermiumdur. Tek bir insan testisinde
seminifer tiibiillerin toplam uzunlugu 250 metreyi bulmaktadir (Junqueira L.C. et al.
,1998). Seminifer tiibiiller bir fibréz bag dokusu kilifi, belirgin bazal lamina ve
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tubullerin igerigi rete testis
kanallarina bosaltilir. Rete testis, seminifer epitelyumun testikiiler sperm, salgisal

protein ve iyonlar gibi iiriinlerini toplayan kanallar agidir (Chung K.W. , 2005).

4.1.3.Sertoli hiicreleri

Germ hiicrelerine destek olan ve onlar1 besleyen sertoli hiicreleri, bazal membran
tizerine yerlesmis olup seminifer tiibiil limenine dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir
(Esrefoglu M. ,2016). Sitoplazmasinin apikal yiliziinde spermiumlarin yerlesimine
uygun girintiler igerirler ve yan uzantilarla spermatogonium ve spermatositler arasina
uzanir ve onlara mekanik olarak destek olup otoimmiin reaksiyonlardan korunmasini

ve beslenmesini saglarlar.

Sertoli hiicreleri;

1-Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri destekler, korur ve besler.
2-Spermiyogenezin sonunda atilan rezidual cisimcikleri fagositoz ile elimine eder.

3-Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla seminifer tiibiil liimenine salinimini

kolaylagtirir.

4-Seminifer tilibiil ltimenine proteinler ve iyonlarca zengin bir sivi salgilar.
5-Androjen baglayan protein,inhibin,plazminojen aktivator ve transferrin salgilar.
6-Anti-Miillerian hormon(AMH) salgilar.

7-Kan testis bariyerini olustururlar (Kierszenbaum A. L. , 2006, Esrefoglu M. ,2016).



Sekil 3:Testisin histolojik yapis1 (Eroschenko P.V.,2001)

4.1.4.Leydig hiicreleri

Intertiibiiler alanda bulunan kan damarlar1 ve lenfatik sinozoidlerle yakin iliskide
olan Leydig hiicreleri testosteron hormonunu sentezleyerek kan ve lenf kapillerlerine
bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar. Leydig hiicreleri diger tiim steroid iireten
hormonlar gibi bolca lipid damlaciklari, diiz endoplazmik retikulum ve tiibiiler
kristali mitokondriyonlara sahiptir (Kierszenbaum A. L, 2006). Embriyoda
testosteron ve diger androjenler erkek fetiisiin gonadlarinin gelismesi i¢in esastir.
Pubertede ise spermiyum iiretiminin ve aksesuar bezlerin sekresyonunun baglamasi
ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi i¢in gereklidir. Eriskinlerde
spermatogenezin, bezlerin sekretuar aktivitelerini ve sekonder seks karakterlerinin
devam etmesi i¢in 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 bagina yaklagik 20 adet kivrimli seyreden duktili eferentes
ad1 verilen kanallarla agilir. Bu kanallar yalanci ¢ok katli prizmatik epitel, prizmatik
ve kiibik hiicrelerden olugsmaktadir. Hiicre boylarinin esit olmamas1 sebebiyle epitel
ylizeyi girintili ¢ikintili olarak giiriiliir. Spermin bu kanallar boyunca ilerlemesi

silyumlarin hareketi ve kas tabakasi sayesinde gerceklesir (Gartner L.P. ,2016).

4.1.2.2. Epididimis

Duktili eferentes ve duktus epididimisten olusan bir organdir. Duktus epididimis
yaklasik 4-6 metre uzunlugunda, tek ve olduk¢a kivriml bir tiiptiir. Bu uzun kanal,
cevresini saran bag dokusu ve kan damarlar ile birlikte epididimisin kuyruk ve
govdesini olusturur (Junqueira L.C. et al. ,1998). Epididimis testisin arka tist yiizii
boyunca uzanir ve bas, govde ve kuyruk olmak iizere ii¢c boliimden olusur. Duktili

eferentes epididimisin bas kisminda bulunur.

4.1.2.3.Duktus deferens

Epididimisin kuyrugundan sonra kanal kalinlasarak muskiiler bir boru seklinde olan
duktus deferensi olusturur. 2 mm ¢apinda 40 cm uzunlugundadir. Testisin arka
yiiziinden asagi dogru uzanir ve spermatik kordonun bir elemani olarak inguinal
kanaldan gecerek karin bosluguna ulasir. Mesane seviyesinde genisleyerek ampullay:
olusturur. Ampullanin son kisminda seminal vezikiiliin kanallarin1 da alarak prostata

girer ve ejekulatuar duktus olarak {iretraya agilir (Junqueira L.C. et al. ,1998).

4.1.2.4. Penis ve iiretra

Penis, idrarin ve semenin viicut digina atilmasini saglayan organdir. Mesaneden
baslayan ve penis igerisinde ilerleyen {liretra, idrar1 ve semeni dis ortama tasir
(Esrefoglu M. ,2016). Penis baslica ti¢ silindirilk erektil doku kitlesi ile iiretrayi
igermekte olup, distan deri ile sarilmistir (Junqueira L.C. et al ,1998).
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4.1.3.Erkek Genital Sistemin Yardimci Bezleri

4.1.3.1.Prostat bezi

En biiyiik yardimci genital bez olan prostat bezi pelviste mesanenin altinda yer alir
ve lretranin ilk parcasini sarar. Prostat, diiz kas liflerince zengin, fibroelastik bag
dokusundan bir kapsiil ile kusatilmistir. Prostat bezi {irlinlerini uzun bosaltim

kanallar1 araciligiyla prostatik iiretraya salgilar (Gartner L.P. ,2016).

Prostat bezi giinliik salgis1 0.5- 2 ml kadardir. Ejakulatin %20-30’unu olusturur.
Bazik prostat salgis1 vajinanin asit ortamini nétralize ederek spermiumlarin vajina
icerisinde yasamasini saglar. Prostat sekresyonu parasempatik stimiilasyon ile artar.
Sekresyonun iginde asit fosfataz, prostatik antibakteriyel faktor, sitrik asit, spermin,
lipid, fruktoz, ¢inko, proteolitik enzimler, immunglobulinler, sodyum, klor ve

bikarbonat bulunmaktadir.

4.1.3.2.Seminal vezikiil

Mesanenin arkasinda yer alan olduk¢a kivrimli seyreden yaklasik uzunluklari 15 cm
ye ulasan bir ¢ift tiibiiler bezdir. Kanallar1 duktus deferensin ampullasiyla birleserek
duktus ejekulatoryusu olusturur. Seminal vezikiilden salgilanan sivi spermiyumlari
aktive eden friiktoz, sitrat ve prostoglandinlerden zengindir (Kierszenbaum A. L,
2006).

Seminal vezikiiller androjene bagimli organlardir.

4.1.3.3.Bulboiiretral bezler(Cowper bezleri)

Bulboiiretral bezler, prostatin altinda iiretra boyunca yer alan iki adet kiigiik
tiibiiloalveoler bezdir. Kanallar1 penil iiretra ile birlesir. Ejekiilasyon dncesi liretrada
kalmis olabilecek asidik idrar kalintisini nétrallestirme islevi géren saydam bir
mukus salgilar. Bu salgi galaktoz, galaktozamin ve siyalik asitten zengindir

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

Erkek gameti olan spermatozoanin testislerde olusumu spermatogenez olarak
adlandirilir ve puberteden kisa bir siire dnce pitiituar bezden salinan gonadotropinler
ile baglayarak hayat boyu devam eder (Mawhinney M. and Mariotti A., 2013; Ross
H.M. ve et al. , 2015). Spermatogenez, spermatid olusumuna kadar olan
spermiositogenezis ve spermatozoa olusumuna kadar siiren spermiyogenezis olarak

iki evrede incelenir.

Spermatogonia diploit (2n) kromozomludur. Spermatogonia erginlik ¢agina kadar,
viicut hiicreleri gibi mitozla boliinerek yeni spermatogonia meydana getirir ve
testisin hacim olarak biiyiimesini saglarlar. Eseysel olgunluga ulastiktan sonra bazi
spermatogonia mitoz yerine, mayoz bdoliinme gegirerek spermalart meydana
getirirler. Spermatogoniadan spermatozoa olusuncaya kadar gecen olaylara
spermatogenez denir (Gedikli S. ve ark. ,2013). Mayoz gegirecek olan
spermatogoniuma primer (birincil) spermatosit adi verilir. Bunlar 2n (diploid)
kromozomludurlar. Her primer spermatosit birinci mayoz bdliinme ile biiyiikliikleri
birbirine esit olan iki sekonder spermatosit olusturur. Ikincil spermasitler de ikinci
mayoz bdlinme ile biyiikliikleri birbirine esit olan dort tane spermatid
olusturur. Spermatitler haploit kromozomlu ve bol miktarda sitoplazma igeren kiire

bi¢imindeki hiicrelerdir.

Spermatidler sperme doniisiirken hiicre sekli ve organizasyonu bakimindan 6nemli
baskalasimlar gecirirler ve bu olaya spermiyogenezis adi verilir. Spermatidlerin
spermatozoonlara  donilisiimii  sertoli  hiicreleri icerisinde meydana  gelir.
Spermiyogenez dort evreden olusmaktadir; golgi evresi, kap evresi, akrozomal evre

Ve maturasyon evresi.

Olgun bir sperm; bas, boyun ve kuyruk olmak {iizere {i¢ kisimdan olusur. Degisim
sirasinda once spermatidin ¢ekirdeginin hacmi kiictiliir, daha yogun hale gecer ve
cevresine bir miktar sitoplazma alarak spermanin bagini olusturur. Sitoplazmanin
biiyiik bir kismu disar1 atilir. Golgi kompleksleri bagin 6n kismina toplanarak bir
burun olusturur. Bu kisma akrozom adi verilir. Akrozom yumurta zarim eritecek
enzimler icerir. Spermatitde bulunan sentrioller ¢ekirdegin alt kisminda boyun

bolgesinde yerlesmislerdir. Mitokondriumlar boyun bolgesinde toplanarak, kuyrugun
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hareketi icin gerekli enerjiyi saglarlar. Boynun arkasindan geriye dogru kuyruk
uzanir. (Gartner L.P. ,2016).

Sitoplazmik kopraler

Primer spermatosit

Spermatogonyum

Sekil 4: Seminifer tiibiil ve ¢evresindeki dokunun bir bdliimii(Junqueira L.C. et al.

1998).
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Sekil 5: Erkek germ hiicrelerinin olusumu (Rosai J. , 2004).

Residnel
cisim

Olgun sperm bas ve kuyruk olmak {izere iki boliimden olusmaktadir.

Bas bolgesinde; nukleus, nuklear membran ve akrozomal kisim bulunur. Lizozomal
organelin bulundugu akrozom nukleusun 2/3’{inii kaplar ve hyalurinidaz, aril siilfataz

,akrosin, asit fosfataz, ndroaminidaz gibi hidrolitik enzimler igerir.

Kuyruk bolgesi 45-50 um uzunlugundadir ve orta parca, esas par¢a ve son parca
olarak ii¢ boliime ayrilar. Kurugun merkezinde bir ¢ift periferinde 9 ¢ift aksonem

olarak adlandirilan mikrotiibiil yapilart bulunmaktadir. Mikrotiibiil yapisinin etrafi
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kalin fibrillerde c¢evrili olup bu dis fibriller kuyruga diklik kazandirmaktadir.

Aksonem ise hareketlilik saglar. Spermatozoa hareketini flagellum ile gergeklestirir.

Sperm

SEKIL6: Sperm hiicresinin yapisi(Junqueira L.C. et al. ,1998).

4.3.Sperm Kromatin Yapisi

Sperm DNA’s1 nukleus igerisinde siki ve yogun bir bigimde paketlenmistir. Somatik
hiicre DNA’lar1 nukleusun yalnizca bir boliimii doldurulan sperm DNA’s1 nukleusun
neredeyse tamamini kaplamaktadir. Sperm DNA’sindaki bu sekilde diizenlenme
oosite aktarillacak genetik bilginin sikica paketlenmesi ve dolayisiyla embriyonun
gelismesine olanak saglamaktadir. Spermatozoada sperm kromatin paketlenmesi
DNA’nin nukleus membranina baglanmasi, DNA’nin nukleusa baglandiktan sonra
DNA kiimelerinin olusumu, histonlarin protaminlerle yer degistirmesi ve

kromozomal pozisyon olmak iizere dort basamakta meydana gelmektedir.

Sperm hiicresinde somatik hiicrelerde bulunan ve DNA paketlenmesinde gorev alan
histonlarin %90-95’i sperm hiicresine 6zgii olan protaminlerle yer degistirmektedir.
Protaminler; histonlarin yar1 biiyiikliigiinde, arjinin bakimindan zengin, sperm
nukleusunda yer alan ve spermatogenezin ileri evrelerinde sentezlenen proteinlerdir.
Protaminasyon, sperm hiicrelerine 6zgii epigenetik diizenlemedir (Giines S. ve ark.
,2013).

Protaminler arasindaki disiilfit ¢capraz baglar sperm nukleusunun yogunlagsmasinda

onemli rol almaktadir. Histonlar tarafindan paketlenen kromatin dizileri protaminlere
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gore daha gevsektir. Histonlarin artisi sperm kromatininin siki paketlenmesini

engelleyerek DNA hasarina yatkinligini arttirir.

4.4.Sperm DNA Hasari

Sperm DNA hasariin temelinde spermatogenezin ge¢ donemde DNA tamir
mekanizmalarinin azaltilarak diizenlenmesi yatmaktadir. Ayrica spermatogenez
sirasinda hiicrelerin apoptozis yeteneklerini kaybetmeleri genetik hasara yol
acmaktadir. Spermatozoadaki DNA hasar1 nedenleri ve mekanizmasi hakkinda
giinimiizde yeterli bilgi birikimi bulunmasa da fizerinde durulan ti¢ temel
mekanizma; sperm kromatin paketlenmesinde meydana gelen hasar, basarisiz

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

4.4.1.Anormal veya diizensiz kromatin paketlenmesi

Sperm kromatin yapist DNA ve sperm niikleer proteinleri arasindaki iliskiyi
saglamak amaciyla siki bir bicimde paketlenmistir. Bu proteinler agirlikli olarak
bazik 6zellik gosteren protaminlerden olusur. Sperm DNA’lar1 siki ve diizenli sekilde
protaminler atrafinda sarmalanmigtir. Stabilizasyon sistein bakimindan zengin
disiilfid c¢apraz baglariyla saglanir. Spermatozoa kromatin yapisinin biiyiik bir
boliimii protaminlerle paketlenmisken %15°lik bir boliimii histonlarla paketlenmistir.
(Aoki V.W. and Carrell D.T. ,2003). Infertil erkeklerde histon/protamin oraninin
fertil erkeklere oranla artmis oldugu gosterilmistir (Foresta C. et al. ,1992). Bu
durum anormal kromatin paketlenmesi olarak adlandirilir ve spermin dis strese karsi
duyarliligini arttirir. Ayrica infertil erkeklerde %5-%15 oraninda protamin eksikligi
oldugu gosterilmistir (Tesarik J. et al. ,2002).
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4.4.2.Apoptozis

Apoptozis spermatogenez siirecinde germ hiicre popiilasyonunu sertoli hiicreleri
tarafindan destekleyebilecek sayiya indirmek ve anormal spermatozoalari segerek

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

Yasam boyunca hasarli ya da mutasyona ugramis hiicreler apoptozisle segilerek yok
edilirler. Apoptoziste hiicre boyutlar1 kiigiiliir, hiicre zar1 parcalanir, hiicre iskeleti
yeniden diizenlenir, niikleer yogunlagsma ve intranukleosomal DNA fragmantasyonu
olusur (Nagata S. ,2000). Apoptozis normal kabul edilen fizyolojik bir siire¢ olup
asirtya kagmasi sperm sayisinda azalma ve dolayisiyla infertiliteye neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Caspas (cysteinyl aspartate-specific proteinases) olarak bilinen
spesifik proteinazlar apoptozis regiilasyonunda &nemlidir. Insan seminifer tiibiil
epitelinde inaktif proenzimler olarak eksprese edilen proapoptotik sinyallerle aktive
olan bir¢ok proteinazin varligin bilinmekle beraber en dnemlisi caspas-3’tiir (Peasch
U. et al. ,2004). Caspas’lar tarafindan aktive edilen DNAz’lar DNA

fragmantasyonundan sorumludur.

4.4.3.0ksidatif stres

Bir ya da birden fazla eslesmemis elektronu bulunan atom veya molekiiller serbest
radikaller olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri (ROS) ileri derecede
reaktif oksijenlenmis ajanlara sahip serbest radikaller smifidir (Aitken R.J. and
Clarkson J.S. ,1988). ROS hasar1 ;kanser ,inflamatuvar hastaliklar ve yaslanma basta

olmak {izere bir¢ok patolojiden sorumlu tutulmaktadir (Lenzi A et al. ,1998).

ROS sperm plasma membraninda lipid peroksidasyonuna neden olarak sperm
fonksiyonu ve fertilizasyonda gorevli bazi protein aktivitelerinin degismesine, tek
iplik ve ¢ift iplik DNA hasarina neden olurlar( Duru N.K. ve ark. ,2000; Twigg J.P.
et al. ,1998). Siiperoksit (O2 -) ve hidroksil radikallerinin mutajenik olduklari,
kromozom delesyonlarina ve kardes kromatin degisikliklerine neden olduklar
bilinmektedir (Shamsi  M.N. ,2011). Fertil erkeklerde semen sivisindaki
antioksidanlar spermi ROS hasarindan korumaktadir. Antioksidanlarin koruma

kapasitesini asan diizeyde ROS iiretimi olan olgularda ise reprodiiktif kapasite
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azalmaktadir (Aitken RJ et al. ,1992). Ancak bu olgularda daha ¢ok kabul géren

mekanizma azalmig antioksidan tiretimidir (Zini A et al. , 1993).

Spermatozoalar ve lokositler semende yiiksek oranda ROS kaynagidir (Plante M. et

al. ,1994). Anormal semen parametrelerine sahip erkeklerde sperm DNA’s1 16kosite

bagli ROS hasarina karsi daha duyarhidir. Semendeki 16kosit konsantrasyonunun 3

milyon/ml’yi ge¢mesi durumunda fertilizasyonda anlamli derecede bozulmalarin

meydana geldigi gozlenmistir (WHO 5.bask1,2010).

4.5.Sperm DNA Hasar1 Belirleme Yontemleri

YONTEM ‘ ANALIZ METODU PARAMETRE
Sperm  kromatin  yap1 | Akis sitometrisi DNA sarmalinin
analizi (SCSA) ayrilmasi(asit/1s1)
Comet analizi Floresan mikroskobu DNA
parcalanmasi(dsDNA)

Terminal transferaz | Isik mikroskobu, | DNA par¢alanmasi
analizi(TUNEL) Floresan mikroskobu,

Akis sitometrisi
Sperm kromatin dagilimi | Floresan mikroskobu DNA parcalanmasi(tek
analizi(SCD) sarmal)
Asidik  anilin  mavisi | Isik mikroskobu DNA yapisi/Niiklear
boyama maturasyon
Akridin oranj boyama Floresan mikroskobu, | DNA ¢ift iplik sarmalinin

Akis sitometrisi

birbirinden ayrilmasi

Kromomisin A3 boyama | Floresan mikroskobu DNA yapisi/Niiklear
maturasyon

Toluidin mavisi boyama Isik mikroskobu DNA yapisi/Niiklear
maturasyon

TABLO1: Sperm Kromatin Hasarin1 Belirleme Y ontemleri
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4.5.1.Sperm kromatin yapisi analizi-SCSA

SCSA analizi normal sperm kromatini denaturasyon indiiksiyonuna duyarli olan bir
akis sitometrisi yontemidir. Bu yontem anormal kromatin yapisinin asit ve 1s1 ile
denaturasyonuna yatkin olmasi prensibine dayanmaktadir. Denature DNA 1s1 veya
asit ile muamele edilerek akridin oranj boya ile boyanir. Cift zincirli normal DNA
yesil renkte floresan Ozellik gosterirken tek zincirli (hasarli) DNA kirmizi floresan
1sima gostermektedir. Degerlendirme sonunda DNA fragmantasyon indeksi (DNA

fragmantation Index, DFI) hesaplanir (Aktan G. ve Sanli O. ,2004).

4.5.2.COMET analizi

COMET analizi tek hiicre jel elektroforez yontemi olarak bilinir ve DNA hasari
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Diger yontemlere kiyasla daha basit bir
yontemdir (Singh N.P. and Stephens R.E. ,1998). Sperm hiicreleri ¢oziinmiis agaroz
ile karistirilir ve lamel {izerine yayilir. Daha sonra lizis yapilir ve elektroforez yapilir.
DNA floresan bir boya ile boyanir (Shen H. and Ong C. ,2000). DNA hasar1 olan
hiicreler mikroskopta kuyruklu yildiz gibi goriiniir ve comet ismini bu nedenle
almigtir. Kuyruk uzunlugu kirik sayist ile dogru orantili olarak artis gosterir. DNA
hasar1 gdrmiis hiicrelerde ¢ift sarmalli DNA spirallerinin gociinii gdstermek amaciyla

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

4.5.3. Terminal transferaz (TUNEL) analizi

Tunel yontemi, kaliba bagimsiz olarak calisan terminal nukletidil transferaz (TdT)
enzimi katalizorliiglinde, ¢ift sarmal DNA kiriklarinda birlesen dUTP’lerin
inkorporasyon miktarini belirler (Gorczyca W. et al. ,1993). Sperm kromatin/DNA
anomalilerine bagli erkek infertilitesini belirlemek amaciyla siklikla kullanilan bir
yontemdir. TUNEL yonteminde DNA kiriklari DNA’y1 denature etmeden, akis
sitometrisi veya floresan mikroskobu ile Olciilebilmektedir. Br-dUTP, esit olmayan
DNA wuglarma katilarak DNA kiriklarim1 yansitmakta ve 1simanin yogunlugu
eslesmemis dUTP’leri yani DNA’daki ¢entik sayisini gostermektedir. FITC, DAPI,
PI gibi floresan boyalar kullanilir ve pozitif hiicrelerde yiiksek yogunlukta sinyaller
alinabilir (Schlegel P.N. and Paduch D.A. ,2005).

20



4.5.4.Sperm kromatin dagilimi analizi-SCD

Niiklear proteinler uzaklastirilir ve spermin bas kisminin etrafindaki halo olusumu
degerlendirilir. Agaroz jel kullanilarak spermin asit veya alkaliye maruz birakilmasi
sonucu normal DNA’ya sahip spermlerde halo halkalar1 gozlenir.  DNA
fragmantasyonu olan spermlerde bu halo ¢ok kiigiiktiir yada yoktur. Yontem,
denaturasyona bagli sperm DNA’sinin karakteristik olarak olusturdugu halo
yapisinin hasarli DNA’da daha kiigiikk c¢apli olarak goriinmesi prensibine

dayanmaktadir.

Spermde DNA dagilimini gozleyebilmek amaciyla denature edici asit ¢ozeltisi ve
sonrasinda lizis tamponu uygulanir. DNA’dan niiklear proteinler uzaklastirilir ve
halolar goriintiilenir. Floresan veya 1sik mikroskobunda goriintiileme yapilabilir.

Halolar skorlanir ve DNA hasar orani hesaplanir (Fernandez J.L. , 2005).

4.5.5.Asidik anilin mavisi boyama

Anilin mavisi sperm kromatin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla kullanilan
asidik bir boyadir. Immatur DNA’ya sahip spermlerde zayif kromatin

paketlenmesinden dolay1 koyu mavi renkte boyanma goézlenir.

Asidik anilin mavisi boyama teknigi, ejekiilattaki spermatozoalarin niikleer protein
bilesiminin farkliliklarin1 belirleyerek lizinden zengin histonlara baglanarak histon
fazlaligin1 gosterme prensibine dayanmaktadir. Anilin boyama ile kondensasyon
anomalisinin yan1 sira morfolojisini de degerlendirmek miimkiindiir (Chapman J.C.

,2003; Avci B. ,2006).

4.5.6.Akridin oranj(turuncu) boyama

Akridin oranj testi (AOT), asit kosullarina dayanan ve denaturant DNA'ya dayanan
basit bir mikroskobik prosediirdiir ve denature DNA akridin turuncu ile boyanir.
AOT, AO floresaninin yesilden (dogal DNA) kirmiziya (denatiire edilmis DNA)
metakromatik kaymasin dlger. Acridine Orange, par¢alanmis DNA'ya baglandiginda
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kirmizi dogal DNA'ya baglandig1 zaman yesil 151k sacar. Bir¢ok yazar, drnekte >%
50 yesil fliioresansin, infertil vericilerden alinan 6rnekte AOT igin normal bir cut-off
degeri oldugunu goézlemlemistir(Tejada R.I. et al. ,1984 ). Floresan mikroskobu
kullanarak AOT, DNA denatiirasyonunun durumunun genel bir resmini saglar.
Benzer sekilde, sitometri ve SCSA Yazilim kullanilarak sperm kromatin yap1 analizi
(SCSA), Akridin oranj (AO) floresan yogunlugunu o6lcer. Kirmizi / kirmiz1 + yesil
orani, DNA fragmantasyon indeksi (DFI%) olarak adlandirilan DNA
fragmantasyonunun yiizdesini verir (Evenson D.P. et al. , 1999) SCSA degeri% 15
veya daha diisiik DFI degerine sahip olan semen numuneleri diisiik seviyeli,% 15'ten
biiyiik veya esit % 30 DFI degerleri orta,% 30'dan fazla veya esit DFI degerleri ise
yiiksek seviyede DNA fragmantasyonunu temsil eder (Claassens O.E. et al. , 1992)

4.5.7.Kromomisin A3 boyama

CMA3 gevsek bagl paketlenmis kromatinde protamin eksikligini gosteren bir
florokromdur (Marchiani S. , 2017).

4.5.8.Toluidin mavisi boyama

Toluidin mavisi spermin kromatin biitiinligiinii gosterebilmek i¢in kullanilan bir
boyadir. Matur spermler agik mavi, immatur spermler koyu mavi renkte

gozlenir.(Zahedi A. et al. ,2013; Avci S. et al. ,2006)

4.6.Sperm Hazirlama Yontemleri

Yardimci iireme tekniklerinde ejekiilataki en kaliteli spermlerin se¢ilmesi amaciyla
birka¢ temel teknik kullanilmaktadir. Sperm yikama teknikleri kaliteli sperm se¢imi
saglamayi, fertilizasyon kapasitesi diisiik spermleri elemeyi amaglamaktadir.
Spermin fertilizasyon kapasitesini belirlemede morfoloji ve motilite parametreleri
basta olmak iizere reaktif oksijen tiirevlerinin varligt ve DNA fragmantasyonu

Onemini arz etmektedir.
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Swim-up tekniginde spermler kendi motiliteleri ile semenden ayrilirlar. Ejekiilatta

motilite yliksek ise bu teknik daha siklikla tercih edilmektedir.

Gradient tekniginde normal sperm ve anormal spermlerin yogunluklarmin farkl
olmasi nedeniyle ayristirma miimkiin hale gelir. Cift faz gradient metodunda en
yogun tabaka alt kistmda konumlandirilir tizerine daha az yogunluk tabakasi konulur
ve en istte semen olacak sekilde konumlandirilir. Semen igerisindeki atiklar ve
anormal spermler daha az yogun tabakaya goc¢ ederler ve bu sekilde bir ayrigma

saglanir.

Bu iki sperm yikama yonteminde de immotil spermler ayristirilir, immatiir spermler
ortamdan uzaklastirilir, anormal morfolojiye sahip spermler uzaklastirilir ve
kromatin hasar1 olan spermler ortadan kaldirilir. Ayni1 zamanda bakteri ve viriislerin

de uzaklastiriimasi saglanir (Ozkavukeu S. ve Aras D. ,2017).

PARAMETRE REFERANS DEGER

>1,5ml
VOLUM

7.2-8.0
PH

<3
VISKOZITE

>15x10°%/ml
KONSANTRASYON

>39x10%/ml
TOTAL KONSANTRASYON
TOTAL MOTILITE >%40

(Progresif+Nonprogresif)

%32
PROGRESIF HAREKETLILIK

%4 Normal
MORFOLOJI

%58
VITALITE

<1
LOKOSIT

TABLO 2: Semen Analizi Normal Referans Degerleri (WHO 5.Baski ,2010)
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WHO parametrelerine gére sperm analizi terminolojilerinin tanimlar1 ve nedenleri :

1.

Aspermi: Hig¢ ejakiilat olmamasi durumudur. Aspermi nedenleri arasinda
retrograd ejakiilasyon, vaskiiler nedenler, hormonal nedenler ve ereksiyon
bozukluklar1 bulunmaktadir.
Azospermi: Ejakulatta sperm yoklugu anlamina gelmektedir. Azospermi
yapan nedenler arasinda genetik bozukluklar, hormonal degisiklikler,
germinal aplazi, bilateral vas deferens yoklugu ve ejakiilator kanallarda
tikanikliklar sayilabilir.
Hipospermi: Ejakulatin hacminin 1,5 ml’den az olmasi durumudur.
Hipospermi nedenleri arasinda prostat, seminal vezikiil ve vas deferensin
enfeksiyonu, travma ve tiimdrlerinin yani sira; androjen eksikligi, ejakiilator
kanallarin tikanikliklar1 ve retrograd ejakiilasyon da bulunmaktadir.
Oligozoospermi: Sperm sayisinin 15 milyon/ ml’ nin altinda olmasidir.
a. Hafif Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5- 15 milyon/ ml’ nin arasinda
olmasidir.
b. Siddetli Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ ml’ nin altinda
olmasidir.
Oligozoospermi idiyopatik olabildigi gibi; sistemik enfeksiyonlar,
kromozomal bozukluklar, inmemis testis, ilaglar, kronik sistemik

hastaliklar ve koit sikligina bagl olarak da gelisebilir.

Astenozoospermi: Ileri hareketli spermatozoa’ nin < % 40 olmasi ya da ileri
hizli hareketli olanlarin < % 32 olmasi anlamina gelir. Pek ¢ok konjenital
nedenle veya enfeksiyon, ilag, 1s1 sebebiyle olusabilir.

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

Astenoteratozoospermi: Spermlerin motilite ve morfolojik incelemesinin
her ikisininde normal sinirlarin altinda olmasidir.
Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin sayi, motilite ve morfolojik

incelemesinde tigiiniin birden normal sinirlarin altinda olmasidir.
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9. Nekrozoospermi: Ejekulatta % 25 ten fazla 6lii sperm hiicresi bulunmasi
anlamma gelir. Idiyopatik olabildigi gibi; toksik maddelerle temas,
Kartagener Sendromu ve cinsel iligki sikliginda azalma nedeniyle de

olusabilir.

2.6.1.Semen toplanmasi (WHO 5.baski ,2010)

Genellikle 3-5 giinliik cinsel perhiz doneminden sonra semen Grnegi alinmasi tavsiye
edilmektedir. Normal erkeklerde her bir giinliik cinsel perhizde semen voliimii 0.4
ml, semen konsantrasyonu 10-15 milyon/ml artar ki bu artis 5 giine kadar devam
eder. Sperm motilite ve morfolojisi 5-7 giinliik cinsel perhizde etkilenmez. Bir

haftadan sonra ise motilitede yavaglama meydana gelir.

En uygun semen Ornegi laboratuvarda mastiirbasyonla elde edilir. Bu sekilde
semenin genel muayenesi, koagiilasyon ve likefaksiyon olaylarinin gozlenmesi ve

motilitenin dogru bir sekilde degerlendirilmesi miimkiin olur.

Semen ornegi laboratuarda 6zel olarak hazirlanmis odalarda alinmalidir. Burada
gerekli tiim temizlik imkanlari, uygun 1s1 ve ses ortami saglanmalidir. Ornek almak
icin genis agizli ve poliprolen, polietilen kaplar kullanilabilir. Bu kaplar kesinlikle

deterjan ve diger zararli maddeler icermemeli, viicut 1sisinda olmalidir.

2.6.1.1.Makroskopik inceleme

Renk: Semenin rengi mat beyazdir. Cinsel perhiz siiresi ve enfeksiyona bagli olarak

renk sarimsi veya gri-krem renkte olabilmektedir.

Koagiilasyon: Ejakulasyondan hemen sonra semen sivi haldeyken hizla koagiile

haline gelir. Bu gecis ¢ok kisa zamanda meydana gelir.

Likefaksiyon: Normal bir semen 6rneginde 37°C’de likefaksiyon yaklagik 10-20
dakika icinde gerceklesir. Bu olay prostattan salgilanan enzimlere baglidir.
Likefaksiyon, normal prostat fonksiyonunun bir gostergesidir. Likefaksiyon sonrasi,
semen yap1 ve renk olarak homojen goriiniimdedir. Eger likefaksiyon hi¢ olmuyorsa

ya da 30 dakikadan uzun siiriiyorsa, bu muhtemel gecirilmis prostatite bagli prostatin

25



normal islev goérmediginin bir belirtisidir. Likefaksiyon siiresi spermatozoonun

hareketlik kazanmas1 agisindan énemlidir.
Hacim: Semen hacmi 1,5 ml ve tstiinde olmalidir.

Viskozite: Viskozite semen akigskanligina karst olusan direng anlamindadir.
Likefaksiyonu baglatan proteolitik enzimler prostatta bulunur ve seminal
vezikiillerden salgilanan maddeler semeni koagiile eder. Yetersiz likefaksiyon
hipervisk6z semene yol acgar. Yiiksek viskozite spermi olumsuz yonde
etkilemektedir. Ozellikle motiliteyi, konsantrasyonu ve spermin antikorla

kaplanmasini etkileyebilmektedir.

pH: Normal ejakiilatin pH degeri 7,2 ile 8.0 arasinda degisir. Akut prostat, vezikula
seminalis, epididim enfeksiyonlarinda pH 8.0'in {izerinde saptanabilir. Bu organlarin
kronik enfeksiyonlarinda ise pH 7,2 altinda saptanabilir. Semen analizinin en énemli

kismini ise mikroskobik inceleme olusturmaktadir .

2.6.1.2.Mikroskopik inceleme

Konsatrasyon: Sperm konsantrasyonu ile erkek fertilitesi arasinda direnkt olarak
baglanti bulunmaktadir. Fertilite i¢in sperm sayisinin olmasi gereken alt limiti 15
milyon/mL’dir . Bunun altindaki degerler oligozoospermik olarak siiflandirilirlar, 5

milyon/mL’ nin altinda ise siddetli oligospermi olarak degerlendirilir.

Azoospermi tanis1 konulurken son derece dikkatli olunmalidir. Ejekiilatta hi¢ sperm
ornegine rastlanmadigi durumlarda sperm 6rnegi 3000 rpm de 10 dk santrifiijlenerek
konsantre hale getirilmeli ve pellette inceleme yapilmalidir. Azospermi tanist alan
erkeklerin bu sekilde ayrintili incelenmeleri sonucu sperme rastlanabilir (Olshan AF.

11995)

Total sperm sayis1 basit¢e sperm hacmi ile sperm konsantrasyonun carpimu ile elde
edilir. Konsantrasyon hesaplanirken, sulandirilmis semen 6rnegi, x400 biiyiitmeli bir
mikroskop altinda Neubauer sayim kamarasiyla (hemositometre) incelenebildigi gibi,
sperm sayimi i¢in Ozel iiretilmis olan ve sulandirilmadan sayima olanak veren

Horwell veya Makler sayim kamaralar1 da kullanilabilir. Bu 6zel kamaralar aym
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anda motilite ve morfolojinin de saptanmasina izin verdiginden siklikla tercih

edilirler (WHO 5.bask1 ,2010)

Sekil 7: Makler sayim kamerasi (Brito F.C.L. et al. ,2016).

Motilite: Sperm motilitesi total sperm popiilasyonunda hareketli olan spermlerin
yiizdesidir. Diinya Saglik Orgiitii hareketliligi 3 sinifta degerlendirmektedir: a)
llerleyici (progresif) hareket b) Ilerleyici (progresif) olmayan hareket c¢) Hareketsiz
DSO kriterlerine gore motilitenin (a+b) <%40 ve/veya ileri dogru hareketin (a) <32%

oldugu erkekler astenozoospermik olarak siniflandirilirlar (WHO 5.baski ,2010)

Morfoloji: Sperm morfolojisi spermatogenezin Kkalitesini yansitir, morfoloji
anormallikleri (teratospermi) bas, boyun ve kuyruga gore siiflandirilir. DSO
Kriterlerine gore normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi %30'un iizerinde olmalidur.
DSO’niin 6nerdigi morfolojik degerlendirme 6zelliklerini aym alan ancak sinirda
kabul edilen spermatozoayr da anormal gruba sokan daha kesin Olgiitlerin

kullanildig1 degerlendirme sistemi Kruger’in kesin Olgiitleri olarak bilinir (Kruger
T.F.,1988)

Bas, diiz oval yapida olmali, basin eni uzunlugunun 3/5 -2/3’{i arasinda degismeli ve
uzunluk 5-7 pm, en 2,5-3,5 pm arasinda olmalidir. Akrozom basin 6n kisminin %40-
70’ini olusturmalidir. Sinirda normal bas sekilleri ve/veya oval sekle yakin ise

beraber gros bir sekil bozuklugu olmasa da bu anormal kabul edilmelidir.
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Boyun; implantasyon basin uzun ekseni boyunca ve intakt olmalidir. Orta kisim;
silindir sekilli ve basin uzun ekseni dogrultusunda baglanmig olmalidir. Eni yaklasik
1 um, boyu ise basin uzunlugunun 1,5 kat1 olmalidir. Basin biiyiikliigiiniin 2’ sini
gecen sitoplazmik artiklar ya da sayica 3 adetin iizerinde olanlar anormal kabul
edilmelidir. Kuyruk; diizgiin yapida ve orta kismindan biraz daha ince olmali, kivrim

ve biikiilme olmamalidir. Uzunlugu 45 pm olmalidir.

Bu degerlendirmeye gore normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi %14’iin iizerinde
olmalidir. %14 ve altindaki degerler anormal kabul edilir (Teratozoospermi).
Prognoza gore 2’ye ayrilir: lyi prognoz (G pattern): Normal morfolojili sperm orani
%5-14 arasi, Koti prognoz (P patern): Oran %4’den azdir. Kruger kesin
kriterlerinde belirtilen normal morfoloji sinirt WHO’nun son smiflamasinda %4

olarak kabul edilmistir.
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Diinya saghk Orgiitii 2010 semen analizi

Parametreler En diisiik referans deger
Semen volim (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayisi (10°) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10° / ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canl sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4(3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif I6kosit (10° / ml) <1.0
MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (pmol/ejakilat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakilat) >13
Seminal nétral glukozidaz (mU/ejakulat) >20
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Calismanin Tasarimi

Bu calismada sperm yikama yontemi olarak “swim-up” (sperm yiizdiirme) ve
“gradient” (farkli yogunluk ayirma) teknikleri kullanilarak Normospermi ve
Oligoastenoteratospermi ¢alisma gruplar1 kriterlerine uyan 40 hastada sperm
maturasyon defekti ve sperm DNA fragmantasyon oranlari ile oda sicakligi (22°C)

ve 37°C uygulanarak karsilastirildi.

Calisma Ocak 2018-Haziran 2018 tarihleri arasinda Biruni Universite Hastanesi’ne

spermiyogram analizi i¢in bagvuran hastalarda uyguland.

Calismada 6nce ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul’una sunuldu ve

2018-12-9 say1 ve 29.01.2018 tarihli etik kurul onayi alindi.

5.2.Hasta Secimi

Calismaya dahil olma kriterleri:
Oligoastenoteratospermi Grubu igin;

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

den az olmasi ve ileri hareketli sperm yiizdesinin %32 den az olmasi
Normospermi Grubu igin;

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

%4 den fazla olmasi ve ileri hareketli sperm yiizdesinin %32 den fazla olmasi
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Her iki grup igin;

-Erkegin yasinin en az 20 en fazla 45 olmasi

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

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

5.3.Calismada Kullanilan Yontemler

5.3.1.Swim-up yontemi:

Likefiye olmasi saglanan semen ornekleri, sperm hazirlama islemine alindi. Bazal
semen Orneginde islem Oncesi voliim, konsantrasyon, motilite, 16kosit parametreleri
degerlendirildi. Ardindan hematoksilin boyama yapilarak morfoloji degerlendirilmesi
yapildi. Ayrica sperm maturasyon testi ve DNA fragmantasyon testi igin anilin

mavisi ve akridin oranj boyamasi yapilarak degerlendirildi.

Semenin yapilan mikroskopik incelemesinin ardindan swim-up yontemi ile yikandi.
Progresif motiliteye sahip spermlerin medyum igerisinde yiizdiiriilmesi yontemi olan
swim-up islemine, semen &rnegi falkon konik tiipe konularak baslandi. Uzerine 1/1
oraninda sperm yikama medyumu eklendi. 1600 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant pipet yardimiyla alindi. Tiip spora 45 derece ag1 ile yerlestirilip, pellet
tizerine 1 ml medyum eklendi. A¢1 bozulmadan 1 saat 37° C’de inkiibe edildi.
Supernatan’dan bir miktar alinarak, sperm sayr ve motilitesi tekrar incelendi ve
kaydedildi. Son olarak, tiipiin agist bozulmadan pipet yardimi ile toplam 0,5 ml
olacak sekilde tlip yiizeyinden sperm solusyonu c¢ekilerek 37°C ve 22°C de
bekletilmek tlizere falcon 15 ml tiipe aktarildi. Belirlenen sicakliklarda 1 saat inkiibe
edilen hazirlanmig sperm maturasyon defekti ve DNA fragmantasyonu belirlemede
kullanildi.
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5.3.2.Gradient+Swim-up yontemi:

Likefiye olmasi saglanan semen &rnekleri, sperm hazirlama islemine alindi. Bazal
semen Orneginde islem Oncesi voliim, konsantrasyon, motilite, 16kosit parametreleri
degerlendirildi. Ardindan hematoksilin boyama yapilarak morfoloji degerlendirilmesi
yapildi. Ayrica sperm maturasyon testi ve DNA fragmantasyon testi i¢in anilin

mavisi ve akridin oranj boyamasi yapilarak degerlendirildi.

Semenin yapilan mikroskopik incelemesinin ardindan semen gradient+swim-up

yontemi ile yikandi.

Gradient sollisyonu olarak %100 Grad (lifeglobal) kullanilarak %80 olacak sekilde
medium ile seyreltildi. Tek faz %80 gradient kullanildi. 15 ml falcon tiipe 1 ml
gradient soliisyonu eklendi ve lizerine dikkatlice 1 ml semen 6rneginden eklendi.
2000 rpm de 10 dk santrifiij yapildi. Siipernant atilarak 1 ml medium eklendi ve 1600
rpm de 8 dk santrifiij yapilarak yikandi. Ust faz atilarak 1 ml medium eklendi ve 1
saat 37C de inkiibe edildi.

Supernatan’dan bir miktar alinarak, sperm sayr ve motilitesi tekrar incelendi ve
kaydedildi. Son olarak, pipet yardimi ile toplam 0,5 ml olacak sekilde tiip
yiizeyinden sperm solusyonu ¢ekilerek 37°C ve 22°C de bekletilmek {izere falcon 15
ml tiipe aktarildi. Belirlenen sicakliklarda 1 saat inkiibe edilen yikanmis sperm

maturasyon defkti ve DNA fragmantasyonu belirlemede kullanildi.

5.3.3.Sperm maturasyonunun anilin mavisi boyasi ile gosterilmesi

Semen oOrnekleri higbir islem yapilmadan O6nce yayma preparat yapilarak sperm
maturasyon defekti degerlendirmek amaci ile asidik anilin mavisi boyamasi yapilarak
degerlendirilmistir. Gradient ve swim up islemlerinden sonra elde edilen ornekten
yeniden bir yayma preparat hazirlanarak degerlendirilmis ve karsilagtirma

yapilmustir.
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Anilin mavisi boyama;

Yirmi mikrolitrelik semen 6rnegi temizlenmis lam {izerine yayilip kurutulur. Oda
sicakliginda %2 glutaraldehit i¢inde 30 dakika fikse edilir. Fiksasyon sonrast %5
anilin mavisi ve %2 asetik asit iceren boya soliisyonunda 5 dakika boyanir ve distile
su ile yitkanir (Henkel R. Et al. , 2001). Nukleuslar1 boyanmis hiicreler pozitif ve
boyanmamis spermler negatif, yani matiir olarak degerlendirilir. 100 sperm sayilarak

boyanmamis sperm yiizdesi ¢ikarilarak sperm maturasyon defekti orani hesaplanir.

53.4Sperm DNA fragmantasyonunun akridin oranj ile floresan

Mmikroskobunda degerlendirilmesi

Semen oOrnekleri hi¢bir islem yapilmadan oOnce DNA fragmantasyonu
degerlendirmesi i¢in Carnoy Fiksatifi ile fikse edilir ve Akridin Oranj boyamasi
yapilir. Semen Orneklerinin semen hazirlama islemleri ve sicaklik islemlerinde
gectikten sonra elde edilen kisminda yeniden yayma preparat hazirlanarak DNA

fragmantasyonu degerlendirilmek {izere boyanir.
Mikroskopik-akridin oranj testi;
(M-AOT)

Tejada ve arkadaslari, 1984; Liu ve Baker, 1992 tarafindan gelistirilen test DNA
normalliginin degerlendirilmesi i¢in yapilir. Smearlar Carnoy fiksatifinde (3: 1 oraninda,
metanol: glasiyal asetik asit en az 3 saat siireyle ) tutulur ve hava ile kurutulur. Slaytlar daha

sonra AO boyasina alinir.

STOK AQ cozeltisi ve diger soliisyonlar

%1 AO distile suda hazirlanir ( 1gr AO/100 ml distile suda ¢6ziiliir)
0,1 Molar sitrik asit (1 19,212gr/ 1 litre distile suda)

0,3 molarNa2HPO4.H20  (47,991gr/ litre distile suda)

Carnoy fiksatifi ~ ( metanol 75 ml, asetik asit 25 ml )
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BOYA c¢ozeltisi

%1 Akridin Oranj.................... 2,5 ml
0,1 Mol/L sitrik asit.............. 10 ml
0,3 M Na2HPO4..................... 400 pl
Giinliik hazirlanir.

Boyanin uygulanmasi:

20 upl sperm silispansiyonu Onceden temizlenmis lam iizerine yayilir, kurutulur.
Kurumus 6rnek Carnoy fiksatifi ile 1 saat fikse edilir. Fiksasyon sonrasi akridin oranj
boyasi ile 5 dakika karanlikta boyanir, distile su ile yikanir, kurutulur ve floresan
mikroskobunda incelenir. Yesil boyali hiicreler normal DNA, sari-kavuni¢i boyali

hiicreler fragmente DNA tasimaktadir. Ortalama 100 hiicre sayilarak yiizde

fragmantasyon c¢ikarilir.
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(Akridin orange boyama)
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SPERM MATURASYON DEFEKTi ORANI
(Asidik anilin mavisi boyama)
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(Akridin orange boyama)
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5.3.5.Istatistiksel yontemler:

Bu calismada iki grup karsilastirilmasi i¢in student’s t testi, ikiden ¢ok grup

karsilastirmasi igin ANOVA- Dunnett t testi kullanilmistir.

6. BULGULAR:

Bu prospektif kontrollii ¢alismada, Ocak 2018 ve Haziran 2018 tarihleri arasinda
‘Biruni Universitesi Hastanesi’ Uroloji klinigine basvuran hastalardan calisma
kriterlerine  uyan kontrol grubu normospermik (n:20), deney grubu
oligoastenoteratospermik (n:20) tanist olan toplam 40 hastadan iki farkli sperm
hazirlama yontemi olan swim-up ve dansite gradient yontemlerinin ve iki farkli
sicaklik parametresi olan oda sicakligi (22°C) ve 37°C olan farkli gruplarmin
etkilerinin sperm kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu iizerine etkileri

arastirildi.

40 hastanin yikama oncesi semen parametreleri, sperm maturasyon defekti ve sperm
DNA fragmantasyon indeksi hesaplanarak tiim sperm oOrneklerine swim-up ve
dansite gradient yontemleri ayr1 ayr1 uygulandi ve tiim hasta gruplarinda yikama
sonras1 oda sicakliginda (22° C) ve 37° C de 1 saat inkiibasyon yapildi. Yikama
sonras1 sperm parametreleri degerlendirilerek her grup i¢in yikama ydntemleri,
sperm maturasyon defekti ve DNA fragmantasyon indeksi yilizdeleri hesaplanarak
yikama oOncesi yikama sonrasi ile, kontrol ve deney gruplari arasinda, sicaklik
farklar1 arasinda, yikama yoOntemleri arasinda ve gruplar kendi igerisinde

karsilastirildi.
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Sekil 8: Sperm morfoloji degerlendirmesi, anormal morfolojik yapidaki spermlerin

gosterimi (100x immersiyon objeksifi 151k mikroskobu goriintiisii)

Sekil 9: Sperm morfoloji degerlendirmesi, anormal morfolojik yapidaki spermlerin

gosterimi (100x immersiyon objeksifi 151k mikroskobu goriintiisii)
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Sekil 10: Asidik anilin boyama koyu mavi boyanan pozitif (+) spermler maturasyon
defektini yansitmakta olup, boyanmayan negatif (-) olarak gosterilmektedir. (100x

immersiyon objektifi 151k mikroskobu goriintiisii)

Sekil 11: Acridin orange boyama yesil (normal), kavuni¢i ve turuncu (defektli) DNA
fragmantasyonunu gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi
goriintiisii)
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Sekil 12: Acridin orange boyama kontrol yesil (normal) DNA ya sahip spermleri

gostermektedir. (100x immersiyon objektifi floresan mikroskobi goriintiisii)

P degeri Yorumu

p<0.05 Istatistiksel anlamlilik *

p<0.01 Yiiksek diizeyde istatistiksel anlamlilik **
p<0.001 Cok yiiksek istatistiksel anlamlilik ***
0.05<=p<0.10 Anlamlilik egilimi(sinirda anlamlilik)

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

saptanmamistir)
Normospermi OAT t p
(x+SD) (x+SD)
Konsantrasyon 69,600+41,6848 | 10,275+3,3618 6,344 <0,001
(1 cc)
Tablo 3 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

konsantrasyon degrlerinin karsilastirilmasi.
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Tablo 3’te konsantrasyon degiskeni agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur(p>0,05). WHO 2010 kriterlerine gore beklenildigi gibi

1.grup normospermik Orneklerde konsantrasyon degeri 15 milyon/ml’nin iizerinde

gorlliirken, oligoastenoteratospermik  orneklerde konsantrasyon degeri 15
milyon/ml’nin altinda goriilmektedir.
Motilite% Normospermi OAT t p
(x+SD) (x+SD)
[leri hareketli 44,60+7,584 22,75+7,217 9,334 <0,001
Yerinde 19,25+7,18 18,80+6,195 0,212 0,833
hareketli
Hareketsiz 36,15+12,136 58,80+12,136 5,817 <0,001

Tablo 4 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi motilite

degerlerinin karsilastirilmasi.

Tablo 4’te prograsif hareket (ileri hareketli motilite yiizdesi) ve non-progressif
hareket (hareketsiz sperm yilizdesi) degiskenleri agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p>0,05). Yerinde hareketli motilite
yiizdesi degiskeni acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir(p<0,05). WHO 2010 kriterlerine gore beklenildigi gibi 1.grup

normospermik drneklerde beklenildigi gibi %32 in {izerinde ileri hareket goriiliirken ,

oligoastenoteratospermik  Orneklerde ileri hareket degeri %32’in altinda
goriilmektedir.
Morfoloji % Normospermi | OAT t p
(x+SD) (x+SD)
Normal 6,25+1,88 2,55+1,91 7,412 <0,001
Basg 53,557,571 53,557,997 <0,001 1,000
Orta kisim 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 gruplarinda yikama

degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Tablo 5’te normal ve kuyruk morfoloji degiskenleri agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur(p>0,05). Bas ve orta kistm morfoloji
degiskenleri agisindan 1ki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir(p<0,05). ). WHO 2010 kriterlerine gore beklenildigi gibi 1.grup
normospermik drneklerde beklenildigi gibi %4’lin iizerinde normal morfolojiye sahip

sperm degeri goriiliirken, oligoastenoteratospermik orneklerde %4’tin altinda

gorilmektedir.
Konsantrasyon | Normospermi Oligoastenoteratospermi | t p

(x£SD) (x+SD)
Yikama oncesi | 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 gruplarinda yikama sonrasi

konsantrasyon degerlerinin karsilastiriimasi.

Tablo 6’da gradient yontemi ve swim-up yontemi sonrasi konsantrasyon degerleri

degiskenleri acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur(p>0,05). Gradient yontemine kiyasla swim-up yonteminde her iki

grupta da daha yiiksek konsantrasyon elde edilmistir.

Motilite Normospermi | Oligoastenoteratospermi | t p
(x+SD) (x£SD)

Yikama Oncesi | 44,60+7,584 22,757,217 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 gruplarinda yikama sonrasi motilite

degerlerinin karsilagtirilmasi.

Tablo 7°de gradient yontemi ve swim-up yontemi sonrasi progresif motilite degerleri

degiskenleri agisindan 1ki grup arasinda istatistiksel olarak anlamhi fark

bulunmustur(p>0,05). Gradient yontemine kiyasla swim-up yonteminde her iki

grupta da daha yiiksek progressif motilite degeri elde edilmistir.
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Sperm Normospermi OAT t p
maturasyon (x£SD) (x£SD)

defekti oram%

Yikama oncesi 21,05+7,193 50,55+10,738 -10,207 <0,001
Gradient/Oda 16,30+7,027 42,60+9,877* -9,736 <0,001
sicaklig

Gradient/37 15,35+862 40,70+9,587* -9,616 <0,001
Swim-up/Oda 16,75+6,965 46,50+10,216 -10,760 <0,001
sicakligt

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

Tablo 8 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi yikama

sonrast sperm maturasyon defekti degerlerinin karsilastirilmasi.

*grup ici degerlendirme

Tablo 8’da kromatin kondensasyon defekti oranlari degiskenleri agisindan iki grup

arasinda  istatistiksel olarak anlamli  fark  bulunmustur(p<0,05).Kromatin
kondensasyon defekti normospermik 1.grupta oligoastenoteratospermik olan 2.
Gruba gore anlamli derecede diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica yikama sonrasi her
iki yontemde de kromatin kondensasyon defekti oranlarimin diistiigli goriilmektedir.
Her grup kendi i¢inde degerlendirildiginde sperm hazirlama yontemlerine gore
kromatin kondensasyon defektinin normospermi olgularinda farklilik gdstermedigi,
ancak oligospermik olgularda gradient yonteminin swim up ydntemine gore

kondensasyon defektli spermleri ayiklamada daha bagarili oldugu goriilmiistir.
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DFI1% Normospermi | OAT t p
(x+SD) (x+SD)

Yikama oncesi | 21,506,605 30,85+10,644 -3,3380 0,002

Gradient/Oda 18,00+6,224 28,35+10,946 -3,676 0,001

sicaklig

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

Swim-up/Oda | 16,60+6,402* 25,50+10,455* | -3,247 0,002

sicaklig

Swim up/37 19,906,790 29,67+10,23 -3870 0,001

Tablo 9 : Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama oOncesi yikama
sonrast sperm DNA fragmantasyon indeksi degerlerinin karsilagtirilmasi.(*gruplar ici

anlamlilik)

Tablo 9°da DNA fragmantasyon indeksi degerleri degiskenleri agisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur(p<0,05). DNA fragmantasyon
indeksi normospermik 1.grupta oligoastenoteratospermik olan 2. Gruba gore anlamli
derecede diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica yikama sonrasit swim-up yonteminde
DNA fragmantasyon indeksi yiizdelerinin diistiigii goriilmektedir. Gradient
yonteminde 2.grupta 37° de DNA fragmantasyon indeksi artig gostermektedir. Oda
sicakligr inkiibasyonunda ise yikama Oncesine oranla ¢ok diisiik bir azalis

gorilmektedir.

Normospermi ve oligoastenoteratospermi  gruplart arasinda yikama Oncesi

konsantrasyon acisindan beklenildigi gibi anlamli bir fark goriilmektedir

(Grafikl).Yikama sonrasi ile karsilastirildiginda her iki grupta da konsantrasyonda
anlamli derecede diisiis goriilmekte olup, her iki grupta da gradient yonteminde
swim-up yontemine gore daha diisik konsantrasyon goriilmektedir(Grafik2).
Gradient ve swim-up yontemleri kendi i¢inde Kkarsilastirildiginda normospermi

grubunda daha fazla sayida sperm elde edildigi gorilmekte fakat

oligoastenoteratospermi  grubunda istatistiksel olarak anlamli  bir fark

gorilmemektedir(Grafik3).
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Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplar1 arasinda yikama Oncesi motilite
acisindan anlamli bir fark goriilmektedir ( Grafik4 ).Yikama sonrast ile
karsilastirildiginda her iki grupta da anlamli derecede motilitede artis goriilmekte
olup, gradient ve swim-up yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (Grafik5). Oligoastenoteratospermi grubunda motilite oraninin

normospermi grubuna gore daha fazla artmis oldugu goriilmektedir(Grafiko).

o Konsantrasyon

70 1
60
50
40
30
20
10

Milyon/ml

Konsantrasyon

H Normospermi 69,6

H Oligoastenoteratospermi 10,275

Grafik 1: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

konsantrasyon degerlerinin karsilagtirilmasi.
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H Oligoastenoteratospermi 2,05 2,9

Grafik 2: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama sonrast
konsantrasyon degerlerinin karsilagtiriimasi.
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H Normospermi 69,6 18,9 23,75
M Oligoastenoteratospermi 10,275 2,05 2,9

Grafik 3: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama oncesi ve

yikama sonrasi konsantrasyon degerlerinin karsilastiriimasi.
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Progresif motilite
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Grafik 4: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

motilite degerlerinin karsilastiriimasi.
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Grafik 5: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama sonrasi

motilite degerlerinin karsilastirilmast.
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Progresif motilite
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Grafik 6: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama oncesi ve

yikama sonras1 motilite degerlerinin karsilastirilmasi
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| H normal morfoloji 6,25 2,55
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Grafik 7: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

morfoloji degerlerinin karsilastirilmasi

Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplari arasinda yikama oncesi morfoloji

acisindan anlamli bir fark goriilmektedir (p<0,01).
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Sperm maturasyon defekti orani
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Grafik 8: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi

yikama sonrasi sperm maturasyon defekti degerlerinin  karsilastirilmasi.
Normospermik olgularda sperm se¢im yontemlerinden ikisinin’de de kromatin
kondansasyon defektinin ayni diizeyde azaldigi goézlenmistir(p<0,05). Oligospermik
olgularda ise gradient yontemi ile se¢ilmis spermlerde kondansasyon defektinin

azaldigi, bu sonucun swim up Oorneklerinde goriilmedigi anlasilmistir.
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Grafik 9: Normospermi ve Oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi
yikama sonrasi sperm DNA fragmantasyon indeksi degerlerinin karsilagtirilmasi.
Normospermi ve oligoastenoteratospermi olgular1 6nceki deger (semen) ile

karsilastirtlmistir.
*p<0,05,**p<0,005

Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama Oncesi asidik anilin
mavisi ile sperm maturasyon defekti oranina bakildiginda, oligoastenoteratospermi
grubunda normospermi grubuna gére anlamli derecede yiiksek maturasyon defekti
goriilmiistiir. Yikama sonrasi gradient ve swim-up gruplar1 37°C ve oda sicakliginda
(RT) inkiibe edilerek degerlendirildiginde yikama sonrasi tiim gruplarda maturasyon
defektinde azalma goriilmekte olup gruplar kendi icginde Kkarsilastirildiginda
maturasyon defektinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaktadir.
Yikama sonrasi tiim gruplarda oligoastenoteratospermi olgularinda normospermiye

gore maturasyon defektinin daha fazla azalma gosterdigi goriilmektedir ( Grafik8 ).

Normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda yikama 6ncesi akridin orange

boyama ile sperm DNA fragmantasyon indeksi oranina bakildiginda,

oligoastenoteratospermi grubunda normospermi grubuna goére anlamli derecede
yilksek DNA fragmantasyonu goriilmektedir. Normospermi olgularinda yikama

sonrast tim gruplarda DFI oraninda diisiis goriilmektedir. Oligoastenoteratospermi
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olgularinda yikama sonrasi gradient ve swim-up gruplart 37°C ve oda sicakliginda da
inkiibe edilerek degerlendirildiginde yikama sonrast G/37°C hari¢ diger gruplarda
DNA fragmantasyonunda diisiis gozlenmektedir. Gruplar arasinda en fazla DFI

diisiisii S/RT’ de goriiliirken, DFI artis1 yalnizca G/37°C de goriilmektedir (Grafik9).
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7. TARTISMA:

Infertil erkek olgularda sperm DNA hasar1 yiiksek olarak saptanmakta ve
yardimci iireme tekniklerinin bagar1 oranlari ile ters iliski gostermektedir. Buna
ragmen, sperm DNA hasarinin yardimci lireme tekniklerine olan etkisi halen bir
tartisma konusu olup sperm DNA hasar1 tespit yontemi rutin uygulamalarda
kullanilmamaktadir. Infertil ¢iftlerin yaklasik %20’si yalmzca erkek faktor olup
giinimiizde erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde rutin semen analizi
kullanilmaktadir. Ancak infertil erkeklerin yaklasik %15’inde normal semen analizi
sonuclart goriilmektedir (Koyuncu H. ,2011; Agarwall A. and Allamaneni S.S. ,
1996) .

Son yillarda infertilitenin tanisinda, gebelik sonuglarin1 6ngdrmede yeni
belirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir. Konsantrasyon, hareketlilik ve morfoloji, bir
semenin ddllenme potansiyelini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
parametrelerdir. Bu parametreler spermin kalitesi hakkinda genel bir fikir verir,
ancak iireme sonucunun en énemli bilesenlerinden biri hakkinda bilgi saglamaz. Bu
nedenle sperm DNA hasarlar1 iizerine calismalar yogunlasmaktadir. Infertil
erkeklerde fertil erkeklere kiyasla sperm DNA hasarinin daha yiiksek oldugu ve
fertilizasyon potansiyelini olumsuz yonde etkiledigi kanitlanmistir (Evenson D.P. et
al. ,1999) Diisiik konsantrasyon, diisiik motilite ve anormal morfoloji parametreleri
ile yiiksek sperm DNA hasar1 birlikte gosterilmektedir. Ayn1 zamanda normal semen
analizi sonuglart goriilen hastalarin %8’inde de sperm DNA hasar1 oldugu

gosterilmistir (Zini A et al. ,2001).

Bu calismada normospermik hasta grubunda sperm maturasyonu ve DNA
fragmantasyonu agisindan oligoastenoteratospermik gruba gore daha diisiik
fragmantasyonlu ve daha diisiik maturasyon defektli sperm tasidigi gosterilmistir.
Dansite gradient tekniginin histon pozitif spermleri elimine etmede gradient
teknigine gore daha basarili oldugu goriilmistiir. Sperm DNA fragmentasyonunun
azalmasinda dansite gradient veya swim up yonteminin benzer diizeyde etki yaptigi
ancak ortam sicakliginin DNA fragmantasyonu acisindan negatif etki yaptig

gorilmiistiir.
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Sperm DNA’s1 tek veya ¢ift DNA iplik kopmasi, fertil ve infertil erkekler arasindaki
farki agiklayabilmektedir. Sperm DNA fragmantasyonuna abortif apoptoz,
rekombinasyondaki eksiklikler, protamin yetersizlikleri veya oksidatif stres gibi
yapisal faktorler neden olabilir (Agarwall A and Allamanni S.S. ,2005) Hasar ayrica,
depolama sicakliklari, uzatma maddeleri, kullanim kosullari, bosalma sonrasindaki
stire, enfeksiyonlar ve ilaglara reaksiyon ya da testis sonrasi oksidatif stres gibi dig
etkenler nedeniyle de olusabilir(Agarwall A and Allamanni S.S. ,2005). iki &zellik
spermi somatik hiicrelerden ayirir: Protaminasyon ve DNA onariminin olmamasi.
Spermdeki DNA onarimi, transkripsiyon ve spermiyogenez sonrasi durdugundan
sona erer, bu nedenle bu hiicrelerin epididim ve ejakiilasyon sonrasi gecisleri
sirasinda meydana gelen hasar1 onarmak igin higbir mekanizmasi yoktur (Champroux
A. et al. ,2016). Oositlerin ve erken embriyolarin sperm DNA hasarini onardigi
gosterilmistir, bu nedenle sperm DNA fragmantasyonunun etkisinin, sperm kromatin
hasarmin ve kapasitenin kombine etkilerine bagli olmasi ile iliskili oldugu ileri

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

frez ve arkadaslarinin 2015 ve 2018 de yaptiklar1 ¢alismalara gore hafif erkek
faktorlii ve aciklanamayan infertil olgularda sperm kromatin kondansasyonu
degerlerinin (anilin mavisi negatif sperm oran1) yani protaminasyonun klinik gebeligi
ongorebilecegi gosterilmistir (Irez T. ve ark. ,2015; 2018). Arastiricilar sperm
niikleer proteinlerinin ,yani histonlarin protaminasyonunun fertilizasyon sonrasi
embriyo gelisiminde ¢ok 6nemli rol tistlendigini ve gebelikle sonuclanan intrauterin
inseminasyon ve ICSI olgularinda pozitif gebeligi Ongorebilecek degerleri
gostermislerdir (irez T. ve ark. ,2015 ; 2018).

Protaminler, spermlerde ana niikleer proteinleridir. insan sperm ¢ekirdegi iki
tip protamin igerir: tek kopya gen tarafindan kodlanan protamin 1 (P1) ve protamin
2 (P2) proteinleri (P2, P3 ve P4) ailesi ve bir oncii proteine ¢evrilmistir. Protaminler
bir asirdan daha once kesfedilmis olup islevleri heniiz tam olarak anlasilmamustir.
Oliva R. 2006 da agikladig1 gibi gercekte, protaminler i¢in farkli hipotezler
onerilmistir: sperm cekirdeginin kompakt bir hidrodinamik sekle yogunlagmasi,
spermatozoa tarafindan iletilen genetik mesajin  korunmasi, niikleohiston-
niikleoprotamin geg¢isi sirasinda veya sonrasinda DNA'nin biitiinliigiinii ve onarimini
sirdliren islemlere dahil olma ve Spermatozoanin epigenetik baskisinda yer

alma(Oliva R. ,2006). Protaminler ayrica pozitif bir Darwinist se¢cimi destekleyen
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verilerle birlikte dogada bulunan en degisken proteinlerden biridir. P1 ve P2
protaminlerin ifadesindeki degisikliklerin insanda kisirlikla iligkili oldugu
bulunmustur (Oliva R. ,2006). Bazi infertil hastalarda protamin genlerindeki
mutasyonlar da bulunmustur. Protaminlerin ekspresyonunda kusurlu olan transgenik
fareler ayrica sperm cekirdeginde cesitli yapisal kusurlar gosterir ve degisken
derecelerde kisirliga sahiptir (Balhorn R. ,2007). Degisen protamin seviyelerinin,
spermatozoan DNA'da hasarlanmaya karst duyarliligin  artmasina neden
olabilecegine dair kanitlar vardir, ayrica yardime iiremede kisirhiga veya kotii YUT

sonuglarina neden oldugu gosterilmistir (Angelopoulous R. et al. ,2007).

Ortam sicakliginin sperm DNA fragmantasyonu, sperm anoploidisi, seminal
alfa glukozidaz diizeyi (NAG) ,sperm maturasyonu ve akrozin aktivitesi iizerine
etkisini aragtirmak tizere yapilan bir ¢alismada, goniilli deneklerde skrotum
temperatiirii 43 dereceye kadar 1sitilmis ve haftalik 30-40 dakikalik siireler i¢inde 3
aylik semen sonuglar1 degerlendirilmistir (Zhang M.H. , 2018). Isitilmig siire¢ sonrasi
sperm akrozin aktivitesinde ve nétral alfa glukozidaz diizeyinde azalma gozlenmistir.
Sperm aneuploidisinde ve DNA fragmantasyonunda artis goriilmiistiir (Zhang M.H. ,
2018).

Wach-Gygax L. ve arkadaslarinin 2017 de yaptiklar1 bir ¢alismada at spermlerinin
yillik takibinde DNA fragmentasyonlarina ve membran biitinliigiine bakild1 (Wach-
Gygax L., 2017). Calismada sperm konsantrasyonu ve motilitesinin bahar aylarinda
en yiksek diizeyde oldugu, yaz aylarinda ise diistiigiinii gosterdiler. Sperm

kalitesinin mevsimsel olarak degistigini ileri siirdiiler.

Yardimer lireme teknikleri uygulamalarinda sperm hazirlama metodlar1 6nemli
basamaklardan biridir. IVF ve ICSI uygulamalar1 6ncesi WHO kriterlerine uygun
olarak standart semen analizi yapildiktan sonra semen 6rnegi hazirlanarak en kaliteli
en yiiksek motiliteye sahip spermler elde edilmesi amaglanirken ayni zamanda
l16kositler ve sperm dis1 hiicre atiklarindan kurtulmak miimkiin hale gelir. Tiim sperm
hazirlama yontemlerinin ortak amaci seminal plazma ve sperm dis1 hiicrelerden
kurtulmak ayni1 zamanda en yiiksek kapasiteye sahip spermleri elde etmektir
(Mortimer , D. ,2000 and Henkel R.R, Schill W.B. ,2003). Sperm hazirlama yontemi
tercih edilirken sperme en az zarar1 veren ve en yiiksek konsantrasyona, motiliteye ve

morfolojiye sahip spermleri elde etmek amaglanmaktadir. Bu tez caligmasinda
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amaclanan farkli sperm hazirlama yontemlerinin ve sicakliklarin kullanilmasi en
ideal fonksiyonel spermleri elde edebilmede hangi sperm hazirlama yonteminin ve
ortam sicakligr ile inkiibasyonunun ICSI ve IVF 6ncesi DNA hasarini en aza
indirgeyerek en fonksiyonel spermleri elde edebilmede yol gosterici olmasidir.
Gilintimiizde rutin olarak IVF laboratuvarlarinda sperm hazirlama islemi i¢in gradient
ve swim-up teknikleri kullanilmaktadir. Genellikle diisiik konsantrasyon ve
motiliteye sahip numunelerde gradient yontemi tercih edilirken yiiksek motiliteye ve
konsantrasyona sahip numunelerde swim-up yontemi yeterli goriillmektedir. Bu tez
caligmasinda normospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda her iki yontem de

kullanilarak karsilastirilmistir.

Bu tez ¢alismasina gore sperm hazirlama yontemi olarak swim-up ve gradient
yontemlerinin arasinda motil sperm, sperm sayisi ve morfolojisi agisindan anlamli
farklilik bulunmamustir. Motilite ve konsantrasyon parametreleri gozoniine alinarak
iki yontem de olgunun durumuna gore tercih edilebilir. Spano ve ark. 1999 yilinda
yaptig1 caligmaya gore swim-up yontemi sperm kromatin yapi bozuklugu olmayan
spermlerin se¢iminde kullanilabilir (Spano M. et al. , 1999). Gradient yonteminin
sperm DNA fragmantasyonunu anlamli olarak azalttigin1i gosteren c¢alismalar
mevcuttur (Zini A. et al. ,2011 ). Diger ¢aligmalara gore ise Gradient yonteminin
swim-up yontemine gore daha yiiksek DNA hasar1 gostermesinin nedeni ise daha
fazla santifiij uygulamasi oldugu diisiiniilmektedir (Stevanato J. et al. , 2008).
Santrifiij uygulamalarinin DNA hasarini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir

(Youngai E.V et al. ,2001 )

Bu caligmada sperm immaturasyonu ve DNA fragmantasyonu gerek dansite
gradient ve gerekse swim up yontemi ile azaldigi gosterilmistir. Ozellikle
oligoastenoteratospermik 6rneklerde normospermi’ye kiyasla, 37°C de inkiibasyonun

ozellikle DNA fragmantasyonu agisindan kotii etkileri ortaya ¢ikmustir.
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8. SONUC VE ONERILER:

En iyi morfolojiye sahip spermler yilkama yontemleri ile se¢ilmesine ragmen sperm
DNA hasarinin dislandigr sdylenememektedir. Rutin IVF-ICSI uygulamalarinda
sperm DNA hasar1 bilinememekte ve bu nedenle iyi morfolojiye sahip spermler
secilerek fertilizasyonda kullanilmaktadir. Fakat yalnizca iyi morfoloji sperm DNA
hasarmin diisiik oldugunu gostermekte yeterli degildir. Bu calismaya gore sperm
yikama yapildiktan sonra asidik anilin mavisi ile boyama yapilarak sperm
maturasyon defektleri tespit edilebilir. Bu boyama teknigi olduke¢a pratik olup rutin
IVF laboratuvarlarinda uygulamak i¢in uygundur. Bdylece asidik anilin mavisi
boyama sonugclar ile fertilizasyonda kullanilacak spermlerin maturasyon defektleri
hakkinda bilgi sahibi olunarak sperm kaynakli fertilizasyon oranlar1 6ngoriilebilir.
Yikama yontemi olarak swim-up ya da gradient yontemlerinin her ikisi de tercih
edilebilir. Sperm DNA hasarini en aza indirmek i¢in inkiibasyon 37°C ye gore oda

sicakliginda gergeklestirilebilir.
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10.EKLER

EK1

BiRUNI UNIVERSITESI

“GIRISIMSEL ~OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR” iCIN
BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Sperm hazirlama yontemlerinin sperm kromatin

kondenzasyonu ve DNA hasari iizerine etkisi “’

Sizi, ‘Sperm hazirlama yontemlerinin sperm kromatin kondenzasyonu ve DNA
hasar1 tizerine etkisi’ baglikli bir arastirmaya davet ediyoruz. Bu aragtirmaya katilip
katilmama kararint vermeden Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini
bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi bilyiikk onem
tasimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayirimiz. Eger
anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Bu anket ¢aligmasina katilmak tamamen goniilliiliik esasina
dayanmaktadir. Calismaya katilmama hakkina sahipsiniz. Calisma hakkinda tam
olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak
isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu formlardan elde edilecek

bilgiler tamamen aragtirma amaci 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 sicakliklarin da etkisiyle
normazoospermik ve oligoastenoteratospermik olmak iizere deney gruplarinda bu
kosullarin sperm kromatin kondenzasyonu ve DNA hasar1 lizerine etkilerini
incelemek amaglanmistir. Calismanin ortalama alt1 ay stirmesi ve yaklasik 40 kisinin

katilmasi1 planlanmaktadir.
Bu calismaya katilmalh miyim?

Bu c¢alismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin
caligmay1 birakmakta 6zgiirstiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya calismadan
ayrilirsaniz, vermis oldugunuz doku Orneginin analiziyle ilgili siire¢ rutin olarak
devam edecek ve islem sonucunuzu yine planlanan tarihte almis olabileceksiniz.
Kisacasit bu g¢alismaya katilip katilmamaniz analiz siirecini pozitif ya da negatif

herhangi bir sekilde etkilemeyecektir.
Bu calismaya katilmamin maliyeti nedir?

Bu c¢alismaya katilmaniz halinde herhangi bir maddi sorumluluk altina

girmeyeceksiniz.
Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Aragtirma sorumlusu, kisisel bilgilerinizi, arastirmayi 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 aragtirmada olmak

tizere t1ibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.
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Daha fazla bilgi i¢in kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen

iletisime geginiz.
ADI : Ecem ASLAN
GOREVI  :Biyolog

TELEFON : 05337040724

Biruni Universitesi'nde Biyolog Ecem ASLAN tarafindan tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve

ilgili metni okudum.
Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitilmesi sirasinda
herhangi bir neden gostermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim
uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar

verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma igin 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 saghik sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tirlii tibbi miidahalenin
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saglanacagi konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak

da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sorun ile karsilastigimda; Bio. Ecem ASLAN’1 05337040724

nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,

gontlliliik igerisinde katilmay1 kabul ediyorum.
Katilhmer
Adi, soyadz:

Tel:

Imza:
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EK 2

ETIiK KURUL ONAYI
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Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu

29.01.2018
Sayin: Ecem ASLAN

Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan Arastrmalar Etik Kurulu yapilan inceleme
sonucunda ‘Sprem hazirlama yintemlerinin sperm kromatin kondenzasyonu ve DNA
hasan iizerine etkisi’isimli aragtirmamizin kurulumuzun 29.01.2018 tarihli toplantisinda etik
yonden uygun oldufuna karar verilmistir.

Etik Kurul Bagkam

Prof.Dr.Can Polat EYIGUN
ERONG
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T.C.

BiRUNI ONIVERSITESI

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

-

Tarih:29.01. 2018

Toplant Sayisi:12

| Karar No: 2018/12-9

Arastirmaci

Ecem ASLAN"in

planladifn

aragtrmanm etik yonden wygun olduuna karar verildi,

‘Sprem  hazmrlama
yintemlerinin sperm kromatin kondenzasyonu ve DNA hasan
| flizerine etkisi®® konuln arastrma incelendi, yapilan inceleme sonucunda
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