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OZET

Farkh Sperm Hazirlama Yontemlerinin DNA Hasar1 Olusturma Oranlar ve

Cevresel Faktorlerin Bu Oran Uzerine Etkileri

Uremeye Yardimci Tedavilerden (UYTE), Intra Uterin Inseminasyon (IUT)
erkek faktorlii infertilitenin tedavisinde olumlu sonuglar alinmasini saglamaktadir.
Ancak UYTE’ de yapilan sperm ayirma yontemleri normal morfolojiye sahip sperm
sayisini arttirmasina ragmen, diger 6lii, anormal spermlerin tamamini ve DNA hasarl
spermlerin hepsini ortadan kaldirmaz. Erkege bagli infertilitede bireyin maruz kaldig:
cevresel kosullar goz oniine alinmalidir. Uzun yillardan beri sigaranin erkek tireme
sistemi iizerine etkisi arastirilmasina ragmen hala kesin sonug elde edilememistir. Bu
tez calismasinda farkli sperm hazirlama yontemlerinin semen parametreleri, sperm
morfolojsi ve spermde DNA hasar1 {izerine etkilerinin sigara kullanimina bagl olarak
incelenmesi amaglanmustir.

Bu amagla Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Androloji Laboratuvarina rutin spermiyogram testi i¢in basvuran 40 adet goniillii hasta
yapilan anket sonucunda sigara icen ve igmeyen olarak gruplara ayrildi. Hem yikama
islemi dncesinde hem de dansite gradiyent ve swim-up yontemleri sonrasinda sperm
konsantrasyonu, hareketliligi, morfolojisi ve DNA hasar1 incelendi. Yikama dncesinde
bas anomali ve kuyruk anomali yiizdesi sigara i¢enlerde, normal sperm ylizdesi ise
sigara igmeyenler fazla bulundu (p<0,05). Sperm ayirma tekniklerinden swim-up ve
dansite gradiyent uygulanan gruplarda swim-up sonrasi sigara igmeyen grupta
progresif hareketli sperm yiizdesi daha fazla bulundu (p=0.019).

Sperm DNA hasar1 tespiti i¢in toluidin mavisi boyamasi yapildi. Sigara igen ve
igmeyen hastalarda DNA hasar1 yiizdeleri karsilastirildi, yikama oncesi ve yikama
sonrasinda gruplar arasinda DNA hasar1 yoniinden énemli bir fark olmadigi bulundu.
(p>0,05).

Sonu¢ olarak, daha kesin ve gilivenilir bulgu ve sonuglar elde etmek igin
popiilasyon bazinda veya 6rnek sayisi fazla hasta gruplar tercih edilmelidir. Bunun
yaninda sigara kullanim diizeyleri veya sigara dumanina maruz kalma kosullari
ayrintili olarak incelenmelidir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari, semen analizi, sigara igme, sperm morfolojisi,

toluidin mauvisi.



ABSTRACT

The Incidence of DNA Damage Resulted From Different Sperm Preparation

Methods and The Effects of Environmental Factors on This

Intra Uterine Insemination (1UI), which is an Assisted Reproduction Technique
(ART), provides favorable results on the treatment of male factor infertility. But,
sperm preparation methods do not totally remove the sperms with abnormalities or
DNA damage, despite the fact that they do decrease the ratio of such sperm cells. The
environmental factors affecting the men should also be accounted for the male factor
infertility. One such factor is cigarette smoking. After long lasting years of research
about the effects of cigarette on the male reproductive system and function, the results
obtained are still controversial. This study aims to investigate the effects of two
different sperm preparation techniques on the semen parameters, sperm morphology
and DNA damage, according to the smoking habits of patients.

Forty voluntary male patients applied to the Balikesir University Medical
Faculty Hospital Andrology Laboratory for their spermiogram analyses were included
to this study. Patients were divided into two equal groups as smokers and non-smokers.
Sperm concentration, motility, morphology and DNA damage ratios were analyzed
before sperm preparation and after two different sperm preparation methods, namely
density gradient and swim-up methods. Before sperm preparation, the ratios of sperm
head and tail anomalies were higher in smokers, and the ratio of morphologically
normal sperms was higher in non-smokers (p<0.05). The progressively motile sperm
ratios after swim-up technique were found to be higher in non-smokers when
compared with the smokers (p=0.019).

Toluidine blue staining was used for the detection of sperm DNA damage. No
DNA damage difference was found between the smokers and non-smokers both before
and after density gradient and swim-up methods (p>0.05).

In conclusion; new studies with larger numbers of subjects are needed for more
precise results about the effects of different sperm selection methods and smoking on
the sperm DNA damage. Furthermore, smoking degree and conditions should be
evaluated in a detailed fashion.

Key Words: Cigarette smoking, DNA damage, semen analyses, sperm morphology,

toluidine blue.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), ¢iftlerin en az bir yil siireyle, korunmasiz olarak
cinsel iliskide bulunmasina ragmen gebelik gelismemesini infertilite olarak
tanimlamaktadir. Yaklasik olarak 4.8 milyon ¢ift korunmasiz iliskiye ragmen ¢ocuk
sahibi olamamaktadir (Martinez ve ark., 2006 ). Infertilite problemlerinin % 50’ ye
yakini erkek faktorlidiir. Son 50 yil igerinde semen kalitesinde meydana gelen azalma

erkek faktorlii infertilite oranlarinin bu diizeyde olmasini agiklamaktadir.

Androloji dalindaki ve yardimce1 iireme teknikleri alanindaki gelismeler, erkek
faktorlii infertilitenin tedavisinde etkin ydntemlerin gelismesini saglamistir. Uremeye
Yardimei1 Tedavi (UYTE) metodlarinin en eskisi Intrauterin Inseminasyon (IUI)’dur.
IUI islemi sirasinda erkegin verdigi semen Ornegi icerisinde saglikli spermler elde
edilir ve esinin uterusuna bir katater yardimiyla yerlesitirilir. IUI i¢in en sik kullanilan
sperm se¢me teknikleri basit yikama, swim-up yontemi, dansite gradiyent santrifiij
yontemidir. Bu yoOntemlerin hepsi saglikli morfolojiye sahip hareketli spermlerin
secilebilmesini saglamaktadir. Ancak elde edilen spermlerin DNA yapisi ve biitiinliigi

hakkinda bilgi vermemektedir.

Gilinlimiizde, erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde en fazla kullanilan, en
temel ve basit laboratuvar yontemi rutin semen analizidir. Ancak, infertil erkeklerin
yaklastk % 15° inde semen analiz sonuglart normal oldugundan bu vakalarda
fertilitenin kesin tanisi rutin semen analizi ile konulamamaktadir. Dolayisiyla fertil ve
infertil erkegi kesin olarak birbirinden ayirmak, gebelik sonug¢larin1 6ngérmek igin
yeni yaklagimlara ihtiya¢ artmistir ve dikkatler sperm DNA yapisi iizerine

yogunlagmuistir.

Son on yillik siirecte, erkek infertilitesinde sperm niikleer DNA biitiinliigiliniin
rollinii arastiran ¢aligmalar artmistir. Bu ¢alismalarda DNA yapisini incelemek i¢in

Sperm kromatin yapisi tayini (SCSA), TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick end



labeling), Akridin turuncu testi (AOT), Toludin mavisi (TB), Anilin mavisi (AB), Tek
hiicre jel elektroforezi (COMET), Sperm kromatin ayrilma testi (Halosperm SCD) gibi

yontemler kullanilmaya baglanmistir.

Sigara kullanimi, yasam siiresini, solunum fizyolojisini ve kardiyovaskiiler
fizyolojiyi etkileyen sosyal aliskanliklardan birisidir. Sigaranin bazi mutajenleri ve
kanserojenleri icerdigi uzun yillardan beri bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar, sigara
kullaniminin tiim 6nemli Semen parametreleri (sayi, hareket ve morfoloji) {izerine
olumsuz etkiye sahip oldugunu gostermistir. Buna bagli olarak TZI degerleri
etkilenmistir (Gaur ve ark., 2007). Ayrica sigara i¢enlerde sigarada bulunan karsinojen
ve mutajenlerden dolayr DNA hasari yiiksek seviyede bulunmustur (Potts ve ark.,
1999). Diger yandan yapilan bazi ¢alismalarda sigaranin semen parametleri ve erkek

lireme sistemi {lizerine olumsuz etkisi olmadig1 goriisii savunulmaktadir (Holzki ve

ark,. 1991; Goverde ve ark., 1995).

Bu tez c¢alismasi farkli sperm hazirlama yontemlerinin DNA biitlinliigii
bozulmus spermleri segme oranlarini belirlemeyi ve sigara kullanimmin bu oran
tizerindeki olast etklerini aydinlatmayr amaglamistir. Bu amagla hastalarin
semenlerinden semen yikama islemi 6ncesi DNA hasar1 goriilme siklig1 belirlenecek
elde edilen 6rneklerde iki farkli semen yikama yontemi (Swim-up ve dansite gradiyent
santirfiij) ile sperm se¢imi yapildiktan sonra segilen spermlerde DNA hasart goriilme
siklig1 belirlenecektir. Ayrica hastalara uygulanan anket formu ile sigara kullanma
durumu sorgulanacak ve bu faktére maruz kalan hastalar ile kalmayanlarin DNA hasar
oranlar1 karsilastirilacak, bu iki sperm se¢me yoOnteminden birisinin sigara igen

hastalarda kullaniminin digerine oranla {istiinliigii olup olmadig: aragtirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Erkek iireme sistemi; sperm iireten ve androjenleri sentezleyip salgilayan
testislerden, spermi tasiyan intratestikiiler kanallardan (tubuli rekti, rete testis, duktuli
efferentes) ve disariya spermatozoa taginmasindan sorumlu olan ekstratestikiiler
kanallardan, (epididimis, vas deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek tiretrasinin bir
parcasi), salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejekiile spermatozoaya besin saglayan
aksesuar bezlerden (seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bez) ve erektil

dokudan olusan ¢iftlesme organi penisten olusur (Kierszenbaum, 2006).

2.1. Testis Yapisi

Testisler elips seklinde 4.5-5.1 cm uzunlugunda (Tishler, 1971; Winter ve
Faiman, 1972), 2.5x4 cm genisliginde (Middendorff ve ark., 2002) ve 15-25 ml
hacminde organlardir (Prader, 1966). Testisler viicut disinda bulunan tek organ olup
skrotum i¢inde bulunur. Skrotum deri ve fibromuskiiler yapidadir. Deri kisminda
bulunan kabartilar ile testisi, raphe scroti ile ikiye boler (Sancak ve Cumhur, 1999).
Skrotum igten disa dogru internal spermatik fasya, kremaster fasya, eksternal
spermatik fasya ve dartos kilifindan olusur. Testisler en dista tunika vaginalis, ortada
tunika albuginea ve en igte tunika vaskiilozadan olusan zarlar ile sarilidir. Visseral ve
pariyetal yapraklardan olusan tunika vaginalisin bu yapraklar1 arasinda, az miktarda
ser6z sivi bulunmaktadir. Orta tabaka olan tunika albuginea ise elastik liflerden

olugmaktadir. Testis arka kisminda ise mediastinum testis yapisi bulunmaktadir.

Testislerde spermatogenez viicut sicakligindan 2-4 °C daha diisiik sicaklikta
gerceklesir (Agger, 1971). Testisler vas deferense baglanan epididimis ile iligkilidir.
Testislerin hormon (testosteron) ve erkek gamet hiicresi (spermatozoa) olusturmak

gibi iki 6nemli fonksiyonu bulunmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Insan testis ve epididimis yapis1 (Sharma ve Agarwal, 2011°
den uyarlanmistir)

2.1.1. Seminifer Tiibuller

Testis hacminin ¢ogunlugunu olusturan seminifer tiibiiller bag doku ig¢inde
sikica paketlenmis bigimde bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller Sertoli ile
Spermatogenik hiicreleri igeren oOzellesmis bir epitele sahiptir (Sekil 2.2).
Spermatogenik hiicreler, diizenli olarak ¢ogalan olgun sperme farklilasan hiicrelerdir.
Bu hiicreler testisin erken gelsim evresinde gonadal yolk kesesinden kaynaklanan ve
gonadal kabartilarda kolonize olan primordial germ hiicrelerinden gelismektedir.
Spermatogenik hiicreler komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici gelisim
sergileyen ve belirgin olmayan tabakalar halinde diizenlenmektedir. Spermatogonyum
olarak adlandirilan en inmatiir spermatogenik hiicreler bazal laminanin iizerinde
uzanirlar. Spermatid olarak adlandirilan en matiir hiicreler sertoli hiicresinin apikal

bolimiine tutunurlar (Sharma ve Agarwal, 2011).
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Sekil 2.2. Seminifer tiibiil kesiti ve leydig hiicreleri (The University of
Western Australia
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/malerepro
/malerepro.htm 9.07.2017).

Her testiste 250-1000 adet seminifer tiibiil bulunur ve her bir seminifer tiibiil
de, yaklasik olarak 150-250 pm ¢apinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Spermatogenez
bu tiibiillerde gergeklesir. Seminifer tiibiil etrafi ii¢ farkli doku katmani bulunan
peritiibiiler yapidan olusur. Interstisyumdan gelisen primitif bag doku kokenli
fibrositlerin olusturdugu adventisyal katman dista, miyoid hiicrelerin olusturdugu
katman ortada ve germ hiicrelerin hemen altinda bulunan kollojen liflerin olusturdugu
katman ise i¢te bulunur. Seminifer tiibiil boglugu birbirlerine zonula okludens ile bagl
sertoli hiicreleri tarafindan bazal kompartman ve adluminal kompartman olarak ikiye
boliiniir (Sharma ve Agarwal, 2011) (Sekil 2.3).

Seminifer tiibiillerde bazal lamina ile iliskili piramidal sekle sahip Sertoli
hiicreleri bulunur. Sertoli hiicreleri spermatogenik serinin tiim hiicreleri ile iligkili olup

onlara metabolik ve fiziksel destek saglar (Roosen-Runge ve Holstein, 1978).


http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/malerepro/malerepro.htm
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/malerepro/malerepro.htm
https://www.seslisozluk.net/interstisyum-nedir-ne-demek/

Seminifer tiibiillerin yaklasik olarak % 40’ in1 Sertoli hiicreleri olusturur ve
tim sertoli hiicrelerinin neredeyse % 40’ 1 spermatidlere kadar uzanir. Sertoli
hiicrelerinin nukleusu bir¢ok hiicreden daha biiyiiktiir ve 250-850 pm?® arasinda

boyutlara sahiptir (Russell ve ark., 1990).
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Sekil 2.3. Seminifer tiibiillerde germinal epitel kesit goriinimii
(Sharma ve Agarwal, 2011’ den uyarlanmustir).

Her bir sertoli hiicresi diger 5 adet Sertoli hiicresi ve 40-50 adet germ hiicresi
ile gelisim asamasinda baglantilidir. Germ hiicrelerine yapisal, islevsel ve metabolik
destek olarak, spermatogenezin sorunsuz ilerlemesini saglarlar. Sertoli hiicrelerine

ayni zamanda hemsire hiicreler de denir (Sharpe ve ark., 2003).

Spermatogonez sirasinda erken germ hiicreleri epitel doku bolgesinde
dinlenme fazindadir. Daha sonra gelisen germ hiicreleri seminifer tiibiil liimenine

dogru gelisme gosterir. Bu gelisme agsamasinda hemsire hiicreleri olarak bilinen sertoli



hiicreleri germ hiicrelerini besler ve 6len hiicreleri fagosite eder. Spermatogenez sertoli
hiicreleri ve germ hiicreleri arasindaki iliski, hormonal kontrol ile saglanir. Sertoli
hiicrelerinde bulunun FSH baglayici reseptorlere baglanan Folikiil Uyarict Hormon
(FSH) Sertoli hiicrelerinden Androjen baglayici protein (ABP) salgilanmasini uyarir
(Fritz ve ark., 1976). ABP’ ler spermatogenezin baslamasini, devam etmesini uyaran
testosteron ile dihidrotestosteron gibi androjenlerin baglanmasini ve saliniminin

artmasini saglar.

Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda embriyonik gelisme sirasinda erkek iireme
kanalinin gelismesini baskilayan Anti-Miillerian Hormonu salgilar (Behringer, 1995;
Josso ve ark; 2001). Hipofizde FSH diizenlenmesinde gorevli anahtar makromolekiil
olan inhibin hormonunu salgilarlar. Steroid yapida olmayan inhibin, peptid yapisinda
bir maddedir. Sertoli hiicrelerinde inhibin salgilanmasinmasinda da Sertoli hiicreleri

sorumludur.

Sertoli hiicrelerin sitoplazmalarinda Charcot-Bottcher kristalleri ile Annullate
Lamellae adi verilen tipik sekilli membran 6zellesmelerine siklikla rastlanir (Fawcett

ve Burgos 1960). Sertoli hiicrelerinin baslica fonksiyonlar1 asagidaki gibi siralanir;

. Seminifer tiibiil epitelinin biitlinliigiiniin kalic1 olmasini saglarlar.

. Salgiladiklar1 s1vi1 ile sperm hiicresinin kanal icerisine akmasini saglarlar.
o Kan-testis bariyerinin olusumuna katki saglarlar.

o Germ hiicrelerinin desteklenmesini beslenmesini saglarlar.

o Steroidogeneze ve steroid metabolimasina katilirlar.

o Androjen baglayici protein (ABP), inhibin ve Anti-Miillerian Hormonu

salgilarlar.
o Artik cisimcikleri ve gelismeyen germ hiicreleri fagosite ederler.
. LH, FSH ve testosteron reseptorlerini bulundururlar.



2.1.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri testis bag dokusu igerisinde bulunan graniillii sitoplazmaya
sahip poligonal sekilli hiicrelerdir. Testis hacminin yaklasik olarak % 5-12° sini
olustururlar. Bu hiicreler tek tek ya da gruplar halinde bulunabilmektedir. Leydig
hiicreleri testosteron hormonunun temel kaynagidir (Payne ve ark., 1980). LH
hormonu Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salgilanmasini saglamaktadir. Bu
salgilanma hipofiz bezinde negatif feedback ile diizenlenir (Sharma ve Agarwal,
2010). Leydig hiicrelerinden salinan testosteron hormonu; hipotalamo-hipofizer-
gonadal eksen aktivasyonunda, erkek seksiiel davraniglarinin olusumunda,
spermatogenezin baglamasi ve devamliliginda ve erkek genital organlarin gelisiminde

anahtar rol oynar.

2.1.3. KanTestis Bariyeri

Kan-testis bariyerinin olusmasindan Sertoli hiicreleri sorumludur (Mruk ve
Cheng, 2004). Kan-testis bariyerinin varligi 1900’ larin basinda testis dokusunun
boyanmasi ile ortaya cikarilmistir. Ancak Oyle bir bariyerin varligi yillar boyunca
kabul edilmemesine ragmen c¢esitli boyalarin ve radyoaktif isaretleyici materyallerin
testis limenine tam anlami ile gegmemesi kan-testis bariyerinin varligini kanitlamistir
(Chiquoine, 1964). Bazal kisimda konumlanan bitisik Sertoli hiicreleri arasindaki
0zellesmis hiicre baglantilar1 kan-testis bariyerini olusturur. Bu 6zellesmis baglantilar
seminifer tiibiil katmaninda bulunmaktadir. Kan-testis bariyeri ile seminifer tiibiil
epiteli seminifer tiibiil liimenine uzanan adluminal kompartiman Olusacak bigimde 2’
ye boliiniir. Bazal kisimda spermatogonyum ve primer spermatositler bulunurken,
adluminal kisimda ise sekonder ve spermatiler bulunur (Su ve ark., 2011). Bu sayede
anatomik/fizyolojik bir bariyer saglanarak molekiillerin adluminal kompartimana

girmesini engellenir.

Kan testis bariyeri ayrica sistemik dolagimdan germ hiicrelerine dogru su,
elektrolit, besin ve biyomolekiillerin ge¢isini diizenleyerek, germ hiicrelerine uygun
bir mikrogevre olusturur (Papaioannou ve ark., 2009). Kan-testis bariyeri ayni

zamanda immiinolojik sistem bariyer gorevi goriir. Iimmiin hiicrelerininin hareketini
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kisitlayarak, seminifer tiibiil epitelinde sitokinlerin seviyesini diizenler (Mital ve ark.,
2011). Spermatozoalar piiberte zamani iiretilse de yasamin ilk yilinda immiin sistem
tarafindan taninmazlar. Bu nedenle kan-testis bariyeri spermatozoa hiicresi ig¢in

koruyucu bir ortam saglar (Johnson ve ark., 2008).

2.2. Intratestikiiler Kanallar

2.2.1. Tubuli Rekti

Tubuli rekti seminifer tiibiil aglarini rete testis kanalina baglayan intratestikiiler
bir kanallardir (Roosen-Runge, 1961). Kivrimli seminifer tiibiiller mediastinuma
yaklastikea diizlesir ve tubulu rekti adini alir. Bu kanallar kisa dar ve diizgiin seyreden
1 mm uzunlugunda ve 20-25 mm ¢apinda borucuklardir. Seminifer tiibiillerin sonunda
ve rete testis kisminda oldugu icin ilk yapilan ¢aligmalarda ya seminifer tiibiil devami
ya da yapis1 geregi rete testis kisimlarinin pargasi olarak diisiiniilmiistiir (Bustos-
Obregon,1976). Tubulu rekti epiteli spermatogonyal hiicreler tagimazlar, Sertoli
hiicrelerinden degisen prizmatik hiicreler tagirlar. Mediastinum testisin periferinde yer
alan tubuli rekti kanallar1 tek katli kiibik epitel ile doselidir (Batislam ve Basar, 2004).

2.2.2. Rete Testis

Mediastinum testis bolgesinde konumlanan rete testis labirent bigimli
kanallarin birbiri ile baglantili sekilde bulunmasi ile olusur. Seminifer tiibiillerin
baglandig1 tubuli rekti kanallari rete testis kanalarinin igine bosalir. Rete testis epiteli
tek kath kiibik epitel ile doseli olup apikal yiizeylerinde mikrovilluslar vardir. Epitel
hiicreleri ayrica lateral baglantilar ile birbirlerine baglantilidir (Dym, 1972). Yapilan
caligmalar seminifer tiibiillerde iiretilen sivinin kanallardakine gore daha az protein
icerdigini gostermistir. Ozellikle rete testisten elde edilen sivilarda yiiksek miktarda
serum proteini (albumin, vy-globulin) bulundugu gosterilmistir (Koskimies ve
Kormano, 1973). Bu durum seminifer tiibiillerden gelen sivinin rete testis kanallarinda

degistigini ortaya koymaktadir (Koskimies ve ark., 1971).



2.2.3. Duktuli Efferentes

Duktuli efferentes kanallari, rete testisin devami olarak testis disina ¢ikan
kanallardir. Testisin digsinda tepesi mediastinum testise bakan piramidal bir yapi
olusturan bu kanallar testis ile epididimis arasinda baglant1 saglar (Kenneth ve Rex,
1994). Her bir kanal tiibiiliin dis1 bag doku ile sarilir. Duktuli efferentes kanallari tek
katli prizmatik epitel ve kiibik epitel ile doselidir. Prizmatik hiicreler daha koyu
boyanir, asidofiliktir ve liimene bakan ylizeylerinde silyalar bulunmaktadir (Hoffer,
1972). Bu silyalar epididimise dogru hareketi saglamaktadir. Kiibik hiicreler ise, daha
acik boyanir. Kiibik hiicreler silyasiz, ancak firgamsi kenarlidir (Hamilton ve ark.,
1977). Bu kanallar seminifer tiibiillerden gelen sivinin ¢ogunun emilmesini ve

spermlerin epididimise ulagsmasini saglamaktadir.

2.3. Ekstratestikiiler Kanallar

2.3.1. Duktus Epididimis

Duktuli efferentesin devaminda, uzun ¢ok kivrimli, tek bir kanaldir. Insanlarda
6-7 m uzunlugundadir (Turner, 1995). Epididimisin anatomik yapist genel olarak;
baslangi¢c kismi, bas, govde ve kuyruk boliimleri olarak ayrilmaktadir. Her bolge
liimen ve liimen etrafinda esas epitel hiicreler ve bazal hiicrelerle doselidir (Lasserre
ve ark., 2001). Duktus epididimis, spermatozoanin taginmasi, depo edilmesini
saglamaktadir. Ayrica testislerden salinan spermatozoalar hareketsiz, olgunlagmamis
ve oositi dolleme yetenekleri yoktur (Flesch ve Gadella, 2000). Duktus epididimsi
doseyen epitel hiicreleri, androjen kontrolii altinda salgiladiklar1 proteinler ile
spermatozoaya uygun ortam saglarlar (Hermo ve ark., 1994). Diger bir deyisle,
epididimal olgunlagma olarak tanimlanan degisimle spermatozoay: fertilizasyona

uygun hale getirir (Toshimori, 2003).

Epiteli bazal hiicreler ve prizmatik yapida esas hiicrelerden olugmustur.
Prizmatik hiicrelerin limenine bakan yiizeylerinde stereosilyalar bulunur. Bazal
hiicreler agik renkte boyanir ve poligonal sekilli hiicrelerdir. Bunlara ilaveten epitel
hiicreleri arasinda Halo hiicreleri (berrak hiicreler) olarak adlandirilan lenfosit benzeri
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hiicrelerde bulunur. Histolojik olarak bas ve gévde boliimleri arasinda fark goriilmez.
Kuyruk kismi ejakiilasyondan Once olgun spermlerin depo edildigi yer olmasi

nedeniyle dilatasyon gosterir. Kuyruk kisminda bazal hiicreler daha fazladir.

2.3.2. Duktus (Vas) Deferens

Duktus epididimisin kuyrugu ile devam eden bu kanal prostatik iiretraya dogru
acilmaktadir. Epididimisten farki olarak yapisindaki kalin kas tabakasi ile kolaylikla
ayirt edilebilmektedir. Vas deferens epididimisten gelen spermatozoalarin ilave
stvilarla birlikte iiretraya iletilmesini saglamaktadir. Duktus deferensin duvari; tunika
mukoza, tunika muskularis, tunika adventisya tabakalarindan olusmaktadir. Tunika
mukoza yiizeyi yalanci ¢ok katli stereosilyali prizmatik epitel doselidir. (Batislam ve
Basar, 2004). Vas deferens kanalinin son kismi, genisleyerek ampulla duktus deferens

kismini olusturmaktadir.

2.3.3. Duktus Ejakulatoryus

Duktus Ejakulatoryus, prostat bezini iist kismindan giren ve uzunlugu 2 cm,
¢apt 0.5 mm olan bir kanaldir (Batislam ve Basar, 2004). Burada sag ve sol olmak
lizere Uiretraya acilmaktadir. Epitel tabakasi tek katl prizmatikten ¢ok katli degisken

epitele kadar degismektedir. Vas deferensteki gibi kas tabakasi gozlenmemektedir.

2.4.  Yardimc1 Ureme Bezleri

2.4.1. Seminal Vezikiil

Seminal vezikiil bezleri anatomik olarak; posteriorda mesane, superiorda
prostat bezi, lateral kisminda ise vas deferens ile iliskilidir. Sag ve solda ampulla
duktus deferensin alt ucuna agilan, kivrimli kese seklinde ve her biri 5-7 cm
uzunlugunda ve 13 ml hacminde olan bezlerdir. Seminal vezikiil ¢ok kivrimli bir bez

yapisina sahip oldugu igin salgilama kapasitesi fazladir. Bunun yaninda epitelinde
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salgi hiicreleri ve bazal hiicreler bulunmaktadir. Ancak yapisinda néroendokrin
hiicreler yoktur (Laczko ve ark., 2005). Vas deferensteki gibi tunika mukoza, tunika
muskularis, tunika adventisya katmanlarindan olusur. Epitel yapis1 tek kath prizmatik
hiicreden, yalanct ¢ok katli epitele farklilik gostermektedir. Spermatozoanin
fertilitesini etkileyen fruktoz salgilamaktadir. Seminal vezikiiliin salgilama islevi

testosteron hormonu ile kontrol edilmektedir.

2.4.2. Prostat

Prostat; yaklasik 20 gr agirliginda, 3cm uzunlugunda, 4 cm genisliginde, 2 cm
kalinliginda, mesane ve simfizis pubis ile rektum arasina yerlesmektedir. Siki
fibromiiskiiler stroma igerisine gomiilmiis 30-50 adet tiibiiloalveoler bezden olusur.
Bu bezlerin kanallar1 dogrudan prostatik iiretraya agilmaktadir (Jesik ve ark., 1982).
Prostat bezi bugiinde kabul edilen bolgelere ayrilmistir (McNeal, 1983). Prostatik
liretra, prostat bezini anterior fibromiiskiiler bolge (% 30) ve posterior glandiilar bolge
(% 70) olarak ikiye bolmektedir. Posterior kismi tranzisyonel, merkezi ve periferik
bolge olarak ayrilmaktadir. Merkezi bdlge prostat hacminin % 25’ ini, periferik bolge
ise % 70’ ini olusturmaktadir. Prostat bezi kalsiyum, sitrat iyonu, fosfat iyonu ve
fibrinolizin igeren siite benzer sivi salgilar. Fibronizin semen likefaksiyonunda
etkilidir. Prostat bezinin kapsiilii vas deferensin kasilmalariyla es zamali olarak kasilir.
Boylece prostat sivisi semene eklenir. Prostat salgisinin hafif alkali 6zelligi ovumun
basarili bir sekilde dollenmesi i¢in 6nemlidir. Kadinin vajinal salgilari asit 6zelliktedir.
Sperm pH 6,0 ile 6,5’ e ulagincaya kadar hareketlilik gostermez. Bezler tek katli ya da
yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Prostat liimeninde kalsiyum birikmesi
sonucu prostatik taslar (corpora amilasea) ortaya ¢ikmaktadir (Batislam ve Basar,
2004).

2.4.3. Bulboiiretral Bez

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri), yaklasik olarak 5mm ¢apinda tiretranin
alt iki yaninda, iki kanalla tiretraya katilan iki kii¢iik bilesik tiibiilo-alveolar bezdir.

Epiteli prostat epiteline benzerlik gosterir ve mikrovilluslu kiibik epitel hiicreye kadar
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degisiklik gostermektedir. Cinsel uyar1 sirasinda salgisini penil {iretraya bosaltarak

kayganlik saglamaktadir (Batislam ve Basar, 2004).

25. Penis

Penis idrar bosaltim organi kopulasyon organi olarak islev yapmaktadir. Ug
erektil yapidan olusmaktadir. Penisin kesitinde iistte yer alan ¢ift olam1 korpus
kavernozum, altta ise diretrayr saran ve tek olan korpus spongiosum olarak
isimlendirilmektedir. Kavernoz dokular afferent arter ile efferent ven arasinda olusmus
genis siinger gdriiniimlii siniis yapilaridan olugsmaktadir. Bu kavernoz yapilar1 distan
tunika albuginea sarmaktadir. Penis disardan ise keratinize ¢ok katl deri ile sarilmistir

(Batislam ve Basar, 2004).

2.6. Spermatogenez ve Hormonal Kontrolii

2.6.1. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Spermatogenez hipotalamustan hormonal kontrol ile baslatilir. Hipotalamustan
salgilanan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) hipofizin 6n lobundan
Luteinlestirici hormon (LH) ve Folikiil uyarict hormon (FSH) salinimini uyarir. LH
hormonu testis intersitisyumunda bulunan Leydig hiicrelerini uyararak testosteron
tiretiminin baglamasin1 saglar. FSH hormonu ise Sertoli hiicrelerini uyararak
spermatogenez gelisim asamalarinin olugmasimi saglar (Sekil 2.4). LH ve FSH
hormonlarina ek olarak adenohipofizden salinan adrenokortikotropik hormonu
(ACTH), Prolaktin hormonu, tiroid uyarict hormon (TSH) spermatogenezde rol

oynamaktadir.

Androjenler, spermatogenezde etkisi olan en Onemli hormonlardir.
Dihidrotestosteron; erkeklerde testosteron hormonunun 5-Alfarediiktaz enzimi
araciligi ile doniistimiinden olusur. Hem testosteron hem de dihidrotestosteronun ikisi
de birgok genin aktivitesini ve hamilelik donemindeki gelisim asamalarini diizenleyen

hormonlardir (Wilson, 1992). Ostrojen spermatogenezin baslamasi igin gereklidir
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(Lubahn ve ark., 1993; Smith ve ark., 1994). Sertoli hiicrelerinin farklilasmasi
sirasinda Ostrojen seviyesi minimum seviyeye diiser. Ergenlik oncesi yillarda 6strojen
salinimi leydig hiicrelerinden androjen iiretimini durdurur. Piiberte donemi basladigi
zaman Ostrojen seviyesi diiser ve leydig hiicrelerinden androjen iiretimini ile
spermatogenez baslar. Tiroid hormonlar1 da spermatogenezde anahtar rol oynayan

sertoli hiicrelerinin farklilasmasinda ve gelismesinde dnemlidir.

Beyin
Korteks

Seminifer tlbdul

Estradiol Testosteron
\ K \ Leydig hiicreleri
\ \®\*

-~ Testosteron -

Sekil 2.4 Hipotalamo hipofizer gonadal eksen ve hormonal feedback
mekanizmasinin sematik ¢izimi (Sharma ve Agarwal 2011 den
uyarlanmstir).

Tiim bu hormonlar birbirleri ile iliski i¢erisinde spermatogenez olusumunu
kontrol eder. Bunun yaninda sertoli hiicrelerinden direk olarak salinan biiylime
faktdrleri de kontrol mekanizmast igine dahildir. a- B (TGF), insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF) ve Beta fibroblast biiyiime faktorii (FGF) embriyonik gelisim sirasinda

hiicre go¢iinde, mayoz boliinmenin diizenlenmesi ve hiicre farklilagmasi ile iligkilidir.



2.6.2. Spermatogenez

Diploid spermatogonyumlarin spermatidlere doniismesi spermatogenez olarak
tamimlanmaktadir (Roosen-Runge ve Holstein, 1978). Spermatogenez, primitif ve
totipotent kok hiicrelerden degisimle sperm hiicresi olugturan kompleks bir iglemdir.
Bu islem sirasinda mitoz, mayoz bdliinme ile birlikte hiicresel farklilasma

gorilmektedir.

Spermatogenez; spermatogonyumlarin olgunlagmasi ve farklilagmasi, mayoz
béliinme ve spermiyogenez olarak ii¢ boliime ayrilabilir. insanlarda bu islem piiberte
ile baglar ve yasam boyu devam eder. Gonositler, spermatogonyumlara farklilastig
zaman mitoz bolinme erken embriyonik donemde baglar. Spermatogonyumlar
seminifer tiibiil icinde bazal membran tizerinde yerlesim gostermektedirler. Liimene
dogru primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatid seklinde degisim
gegirirler. Spermatogonyumlar ve primer spermatositler bazal kompartmanda diger

hiicreler ise adluminal kompartmanda bulunmaktadir.

Seminifer tiibiillerde spermatogonyumlar; koyu tip A, acik tip A ve Tip B
spermatogoniumlar olarak ii¢ farkli tipte olmaktadir. Koyu tip A spermatogonyumlar,
seminifer tibiillerde kok hiicreler olup, koyu renk boyanirlar ve oval bir niikleus ile
graniiler kromatine sahiptirler. Bu hiicreler mitoz boéliinme ile koyu tip A
spermatogoiumlart ve agik tip A spermatogoiumlari olusturmaktadirlar. Acik tip A
spermatogoniumlarda oval nukleuslu ve graniiler kromatinlidir. Tip A
spermatogonyumlardan sonra mitotik bdliinmelerle olusan tip B spermatogonyumlar
en ¢ok bulunan spermatogonyum tipidir (Clermont, 1972). B tipi
spermatogonyumlarda son mitoz boliinmelerle primer spermatositleri olustururlar.
Primer spermatositler diploiddir ve 4N DNA igerirler. Olusan bu hiicreler birinci
mayoz boliinmenin profaz evresine (leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez)
girerler. Profazin leptoten evresinde kromozomlar kisalip kalinlasir. Zigoten evresinde
tetrad olarak isimlendirilen homolog kromzomlar arasinda sinaps ve sinaptonemal
kompleks olusturur. Pakiten evresinde ise kromozomlar iyice kisalip kalinlagarak
krossing over olarak isimlendirilen, sperm hiicresine genetik ¢esitlilik saglayacak gen
degisimini gerceklestirirler. Metafaz evresinde kromozomlar ekvatoral boliimde

dizilir. Anafaz agsamasinda ise homolog kromozomlar kars1 kutuplara dogru ¢ekilmeye
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baglar. Telofaz asamasinda ise hiicre boliinmesinin de tamamlanmasi ile sekonder
spermatositler meydana gelir (Sharma ve Agarwal, 2011). Sekonder spermatositler,
2N DNA igermektedir. DNA replikasyonu olmadan ikinci mayoz béliinmeye giren bu
hiicrelerin boliinmesi sonunda spermatidler olusur. Spermatidler birbirinden tam
olarak ayrilmazlar. Sitoplazmik kopriiler ile birbirlerine bagl kalirlar. Olusan bu
spermatidler haploid kromozoma ve 1IN miktarda DNA’ ya sahiptirler. Olusan
spermatidler bir sitodiferansiyon siireci olan spermiyogenez ile sperm hiicrelerine

doniistirler.

2.6.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatidlerin sperm hiicresine doniisiimiin evresidir. Bu
doniisim sirasinda mayoz bdliinmeden sonra elde edilen spermatidler morfolojik

olarak degisim gegirmektedir. Spermiyogenez li¢ faz ile tanimlanir.

Golgi fazinda; spermatid nukleusu etrafinda golgi kompleksi ve mitokondriler
gelisir ve farklilasir. Akrozomal vezikiiller ortaya c¢ikar. Bu bolgede nukleus
yogunlugunda artig gozlenir Sentriol ¢ifti karsi kutba hareket eder ve sitoplazmadaki

mitokondriler hiicre zarina dogru dizilirler (Sharma ve Agarwal 2011).

Baslik fazinda; akrozomal vezikiil genisleyerek nukleusu baslik halinde sarar.
Nuklues uzunlugu artar. Akrozomun karsi kutbunda flagellumu olusturacak yapilar
gelisir. Mitokondriler boyun bolgesinden annulusa go¢ eder. Mitokondrilerle ¢evrili

olan bu bolge orta parcayi temsil eder (Sharma ve Agarwal 2011).

Olgunlagma fazi, sperm hiicrelerinin son seklini aldig1 spermiyogenezin son
evresidir. Sperm hiicresinin artik cisimleri sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.
Flagellum silya yapis1 gosterir. Ozel sekle sahip sperm hiicresi haploid kromozom seti

tasimaktadir (Sharma ve Agarwal 2011).
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2.6.4. Sperm Hiicresi

Sperm hiicresi 6zellesmesini tamamlamis boliinme ve biiylime Ozelligi
olmayan bir hiicredir. Her sperm hiicresi genetik materyali tasiyan bir bas, hareketi
saglayan bir kuyruk ve bu iki kisim arasina yerlesmis olan orta par¢adan olusur (Sekil
2.5). Sperm hiicresi biiyiik nukleusa sahipken, pek ¢ok viicut hiicresinin tersine ¢ok az

miktarda sitoplazmaya sahiptir (Sharma ve Agarwal, 2011).

Sperm bast

Sperm basi, oval bicimlidir ve 4.0-5.0 pm uzunluga, 2.5-3.5 pm genislige
sahiptir. Normal uzunluk genislik oran1 1.50-1.70” tir (Rousseaux ve ark., 2008).
Spermin bas boliim yapisina ait bozukluklar; basin sekli veya boyutu ile ilgilidir.
Makrosefalik bas, vakuollii bas, konik bas ve ¢ift baslilik gibi diger anomali tipleri
siralanabilir. DNA ve proteinden olusan nukleus sperm basmin % 65 ini
olusturmaktadir. X veya Y kromozomunu olusturan DNA, bas kisimda kodlanir ve

saklanir.

Akrozom

Akrozom sperm basinin % 70’ lik kismini kaplayan bolgedir (Oliva ve ark.,
2008). Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde sperm hiicresinde akrozom
bolgesi akrozomal ve postakrozomal bdlge olarak iki kisma ayrildigi goriilmektedir.
Akrozom boélgesi fertilizasyon icin gerekli hyaluronidaz, proakrozin gibi hidrolitik
enzimleri igerir (Baker ve ark, 2008). Fertilizasyon sirasinda akrozomal membran ve

plazma membrani kaynagarak akrozomun enzimleri salgilamasini saglamaktadir.

Baglanti Pargast

Bas kisminda bulunan gekirdege tutunan proksimal sentriol ve aksoneme

kaynaklik eden distal sentriolden olusmaktadir (Sharma ve Agarwal 2011).
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Orta Parca

Sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu kuyrugun orta pargasi
bas bolgesinden sarmalimsi dizilmis mitokondriyal kilifa kadar uzanir. 9+2
mikrotiibiiler aksonem kuyrugun merkezini kaplar. Mitokondriyal kilifla aksonem
arasinda dokuz dis yogun lif bulunur. Mitokondrial halkanin son kismi1 annulus olarak

isimlendirilmektedir (Sharma ve Agarwal 2011).

Esas Parca

Kuyrugun en uzun pargasidir. Yedi dis yogun lif ile sarili merkezi aksonem ve
bir fibroz kiliftan olusur (Sharma ve Agarwal 2011).

Son Parca

Dis yogun lifler ve fibroz kilifin kaybolmasi sonucu yalniz aksonem bulunan
kuyrugun son pargasi 151tk mikroskobunda goriilmemektedir (Sharma ve Agarwal
2011).

KUYRUK KISMI BAS KISMI

+ Plazma  wiokondriyal
Membrani ¢

Cekirdek
Bagent Parges.

o Akrotom

SON PARCA ESAS PARCA ORTA KISIM

el . == MITOKONDRI
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p __ AXSONEMIN YOSUN DI§
o > CIFTE ZARI LIFLER (ODF) AKSONEM
a3y i AKSONEM &
"t PR e GEVRESEL DESTH 'OGUN DI
PLAZMA 2 — Y LIFLER (ODF)
MEMBRAN “ZM“ A PLAZMA

MEMBRAN

Sekil 2.5. Sperm hiicresi sematik ¢izim
(Claire ve ark., 2009 uyarlanmustir).
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2.7. Semen Analizi

Infertilite; eslerin herhangi bir gebeligi onleyici yontem kullanmamalarina
ragmen en az 1 yil igerisinde gebelik elde edilememesi olarak tanimlanir. Ciftler
arasinda goriilen infertilitenin nedenleri incelendiginde yaklasik olarak % 50° lik
kisminda erkege bagh faktorler goriilmektedir (ASRM, 2013; WHO, 2010). Erkege
bagl infertilite faktorlerini arastirmak i¢in erkegin gegmis yillara ait saglik durumlari
incelenmeli ve en az {i¢ ay ara ile en az iki veya ii¢ adet semen analizi

gerceklestirilmelidir.

Semen analizi erkege bagl infertilite faktdrlerinin tanimlanmasi i¢in en 6nemli
arastirma yontemidir. Semen analizi; sperm iiretimi, olgunlasmasi, tasinmasi, aksesuar
bezlerin durumu hakkinda bilgi vermektedir. Bunun yaninda semen pH’ 1 hacmi,
sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi, sperm morfolojisi, sperm canlilig1 ve

semendeki 16kosit konsantrasyonu belirlenerek degerlendirilir.

Modern semen analizi Macomber ve Sander tarafindan kan sayiminda
kullanilan sayim kamarasi ile 1920’ lerde gergeklestirilmistir. Her bir mililitrede 100
milyon sperm bulundugunu gostermislerdir (Macomber ve Sander, 1929). 1950’lerde
Macleod ve arkadaslar1 1.000 fertil ve 1.000 infertil ¢iftlerde semen parametrelerini
karsilagtirmislardir (Macleod ve Gold 1951a; Macleod ve Gold 1951b).

Diinya ¢apinda semen analizinin standardize edilmesi amaciyla Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) 1980 yilinda ilk semen analizi el kitabin1 yaynlamistir. Sonraki
yillarda 1987, 1992, 1999 ve 2010 yillarinda arastirmacilarin fikir birligi i¢in bu
kitabin yeni versiyonlarint yaymlamistir. 1980 ve 1999 yillarinda arasinda yayinlanan
bu dort el kitabinda semen analizinde referans eksikliginden dolay1 birlik
saglanmamustir. En son 2010 yilinda yaymlanan WHO ise 1.953 semen analizi ve 5
calismanin verilerine dayanilarak hazirlanmistir (Cooper ve ark., 2010). Diger WHO
semen analizi el kitaplarina gore 2010 yilinda yayinlanan WHO el kitabinda 6nemli
degisiklikler olmustur. Degisikliklerden bir tanesi semen referans degerlerinin diger

WHO el kitaplarina gore diismiis olmasidir (Tablo2.1).
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Bunun yaninda 2010 yilinda yaymlanan WHO el kitabinda referans alinan
semen parametrelerinin 10 hasta diginda hepsinin 31 yas alt1 hasta grubuna ait olmasi
degerlerin giivenilirligini etkiledigi savunulmaktadir. Ayrica semen Ornegi alinan
1.953 hastanin % 55’ lik kisminin batidaki Avrupa tilkelerine ait olmasi diger bir sorun
teskil etmektedir. Cilinkii daha Once yapilan ¢aligmalarda farkli iilkelerde semen
parametrelerinin degistigi gosterilmistir (Jorgensen ve ark., 2001). Son yayinlanan
WHO el kitabi igerisine dahil edilen daha 6nceki ¢alismalardan bazilar1 Tygerberg
kriterlerinden farkli David sperm morfoloji kriterlerini kullanmistir (Auger ve ark.,
2001; Bonde ve ark., 1988; Jorgensen ve ark., 2001). Bu ylizden sperm morfoloji

kriterlerini tanimlamada tam olarak bir giivenilirlik s6z konusu olamamastir.

Tablo 2.1. Semen parametreleri esik degerleri karsilagtirmas.

Semen Parametreleri WHO 1999 WHO 2010
Semen hacmi (ml) 2 15
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 20 15
Toplam sperm sayis1 (10%/ejakiilat) 40 39
Toplam motilite (PR+NP, %) S0 40
ileriye dogru hareketlilik (PR, %) 25 32
Vitalite (canli spermler, %) £ 58
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 14 4

2.7.1. Semen Toplanmasi

Semen 6rnegi incelenecek ortama yakin bir sicaklikta ve inceleme yerine yakin
bir odada verilmelidir. Semen numunesi 2-7 giin cinsel perhiz araliginda olan
spermiyogram hastalarindan alinmalidir. Semen 6rnegi alinacak kisiye semenin
verilmesi konusunda yazili ve soOzli bilgilendirme yapilmalidir. Numune
mastiirbasyon ile elde edilmeli ve igerisine koyulacak cam veya plastik kap toksik

olmayan genis agizli olmalidir. Kisinin adi ya da numarasi iceren barkod kabin
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lizerine yapistirilmalidir. Bazi durumlarda semen ornegi evde verilebilir. Ornek

laboratuvara getirilirken 20 °C — 37 °C arasinda tutulmalidir (WHO, 2010).

2.7.2. Makroskobik inceleme

Semen oOrnegi, WHO (2010) kriterlerine gore makroskobik olarak
koagiilasyon, likefaksiyon, renk, koku, hacim, viskozite ve pH agisindan

degerlendirilir.

Koagiilasyon ve Likefaksiyon

Toplama kabina alinan semen ejakiilasyonunun hemen ardindan seminal
vezikiiliin salgiladigi protein kinaz enziminin etkisiyle yari kati koagiile kitle
seklindedir. Oda sicakliginda birka¢ dakika icinde genellikle likefiye olmaya
(incelmeye) baslar. Likefaksiyon devam ederken semen daha homojen ve hemen
hemen su gibi bir hale gelir. Son evrelerde yalnizca kiigiik koagiilasyon alanlari kalir.
Semenin prostatik proteazlar tarafindan sivilastirilmasi likefaksiyon olarak tanimlanir.
Likefaksiyon normal bir semen o6rneginde 37°C’de yaklagik 15-60 dakika iginde
gerceklesir. Likefaksiyon islemi ile semen igerisinde bulunan spermatozoa hareket
etme yetenegi kazanir. Bazi durumlarda ise likefiye olmamakta ve semen Orneginin

makroskobik degerlendirilmesi zorlagir. Bu durumlarda semen 6rnegine bromelanin
eklenir (WHO, 2010).

Viskozite

Likefiye olan semen oOrnegi ¢api yaklasik olarak 1,5 mm olan steril tek
kullanimlik pipet ile yer ¢ekimi etkisiyle damlamaya birakilir. Damlama sirasinda
semen uzunlugu 2 cm’ den kisa olmalidir. Viskdz 6zellik gosteren semen damlasi 2
c¢m’ den uzundur. Viskoz semen homojen yapiskandir ve bu dzellik likefiye durumun

aksine zamanla degismez. Yiiksek viskozite 6zelligi, numunenin elastik 6zelligi olarak
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tanimaktadir. Viskoziteyi azaltma islemi gecikmis likefaksiyondaki gibidir (WHO,
2010).

Renk ve Koku

Likefiye olmus semen Ornegi opak bir goriiniime sahiptir. Sperm
konsantrasyonuna bagli olarak opak rengi degisebilmektedir. Cinsel perhiz siiresi
uzadikca ve enfeksiyon varliginda renk sariya doner. Semen igeriginde eritrosit
oldugunda renk kirmizi, kahverengiye doner. Diisiik konsantrasyonlu semen
orneginde opak goriinlim azalir. Ayrica rengi alinan ilaclara baglh olarak degisiklik
gosterebilir. Semen 6rneginin prostat benzerlerinin aktivitesine bagh olarak kendine

has kokusu vardir (WHO, 2010).

Hacmi

Semen hacminin en iyi Olgiilme sekli igerisine alindigr kap ile birlikte
Olclilmesidir. Numune 6nceden tartilmis, temiz, tek kullanimlik bir kap i¢ine alir.
Semen ve kap birlikte tartilir. Son degerden kabin agirligi cikartilarak hacim
hesaplanir. Semen yogunlugunun 1 g/ml oldugu varsayilarak hacmi hesaplanir (Auger
ve ark., 1995; Cooper ve ark., 2007). WHO (2010) kriterine gére semen hacim alt sinir1
1,5 ml’ dir.

pH

Likefiye olmus semen 6rneginde pH ol¢timii 30 dakika sonra 6l¢iilebilir. pH
araligi 6-10 olan kagit iizerine semen yayilir ve 30 saniye sonunda pH degeri

hesaplanir. Alt sinir degeri 7,2 olarak kabul edilmektedir (WHO, 2010).

22



2.7.3. Mikroskobik inceleme

Semen Orneginin mikroskobik degerlendirilmesinde faz-kontrast mikroskobu
kullanilmas1 6nerilir. ilk mikroskobik incelemede semen x100 biiyiitme altinda
incelenir. Bu ilk incelemede mukus iplik¢ik olusumu, sperm agregasyonu ve
agliitinasyonu, sperm digindaki hiicrelerin varlig1 ve sperm bas ve kuyruklari incelenir.

Daha sonra x200 veya x400 biiylitme altinda sperm hareketliligi degerlendirilir.

Islak Preparat Hazirlama

Semen Orneginin degerlendirilmesi i¢in 1slak preparat hazirlaken 10 pl 6rnek
lam iizerine koyulur ve 22 mm x 22 mm lamel (alan: 484 mm?) kapatildiginda yaklasik
20.7 um derinlik saglanmig olur. Hava kabarciginin olusmamasina dikkat edilmelidir.
Ornek yayilmasi tamamlandiktan sonra 1slak preparat degerlendirilir. Olusturulan
sayma alaninin 20 um derinlikten az olmasi sperm hiicrelerinin hareketini azalttig1

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Le Lannou ve ark., 1992; Kraemer ve ark., 1998).

Sperm Agregasyonu

WHO (2010) kriterlerine gore hareketsiz spermlerin birbirlerine, sperm dis1
hiicrelere veya hareketli spermlerin mukus ipliklik¢iklerine baglanmasi agregasyon

olarak degerlendirilir.

Sperm Agliitinasyonu

Sperm agliitinasyonu hareketli spermlerin birbirlerine; bas-basa, kuyruk-
kuyruga veya karigik sekilde yapismasi olarak degerlendirilir. Agliitinasyonun sekli 1-

4 ile derecelendirilirken yapisma yerine gore A-E seklinde degerlendirilir (Sekil 2.6).

e Derece 1: Agliitinasyon kiimesinde bagli olan sperm hiicre sayis1 < 10 seklinde

olup, ¢ogu sperm hiicresi serbesttir.

23



e Derece 2: Agliitinasyon kiimesinde bagli sperm sayis1 10-50 seklinde olup,
izole gruba gore daha az serbest sperm hiicresi vardir.

e Derece 3: Agliitinasyon kiimesinde bagli sperm sayis1 > 50 seklinde olup, bazi
sahalarda serbest sperm hiicresi goriiliir.

e Derece 4: Sperm hiicrelerinin tiimii agliitine olmustur ve her agliitinatlar

birbirleri ile baglantilidir (WHO, 2010).

Sperm hareketi (Motilite)

Semen igerisinde sperm hareketi iireme potansiyelini belirlemedeki en 6nemli
unsurlardan bir tanesidir. Sperm hareketi likefaksiyonunu tamamlamamis semen
orneginden 30 dk iginde degerlendirilmelidir. Faz-kontrast mikroskobu altinda
yaklagik 20 um derinlik olusturulan 1slak preparatta x200 veya x400 biiylitmede 200

sperm hiicresi sayilarak agsagidaki kriterlere gore degerlendirilir.

- {lerleyici (Progresif-PR) hareket
- {lerleyici (Nonprogresif-NP) olmayan hareket
- Hareketsiz (Immotil-1M)

WHO (2010) kriterlerine gore hareketin alt referans sinirt (PR+NP): % 40 ve

ileri dogru hareketin (PR) alt siniri: % 32 olarak belirlenmistir.

Sperm konsantrasyonu

Toplam sperm sayist ve sperm konsantrasyonu gebe kalma orani ile iliskili
olup, semen yapisina katilan sivilarin miktarindan etkilenir (Slama ve ark., 2002).
Semen analizinde sperm konsantrasyonu ile total sperm sayis1 anlamlart birbirleri ile
karistirtlmaktadir. Sperm konsantrasyonu birim hacimdeki sperm sayisini ifade
ederken, total sperm sayisi ise birim hacimdeki sperm sayisinin semen hacim degeri
ile carpilmasi sonucu elde edilmektedir. Sperm konsantrasyonunu belirlemede
fiksatifle sulandirilmis semen 6rnegi mikroskop altinda x400 biiyiitmede Gelistirilmis

Neubauer Sayim Hemositometresi ile incelenmesi énerilmektedir (WHO, 2010).
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Ancak sperm sayiminda kullanilan 6zel olarak tiretilen Horwell veya Makler
sayim kamaralar1 da kullanilabilir (Makler, 1978; Makler, 1980). Bu sayim
kamaralarinda ayn1 zamanda sperm hareketi ve morfolojisi incelenebilir (Imade ve
ark., 1993; Shiran ve ark., 1995). WHO (2010) kriterlerine gore hareketin alt referans
sinir de@eri 15x10°/ml’ dir. Semen kalitesine iliskin terminoloji Diinya Saglik
Orgiitiiniin belirledigi referans degerleri arasinda bulunmayan semeni degerlendirmek

i¢in kullanilmaktadir (Tablo 2.2).

Sperm canlihik (vitalitesi)

Canlilik sperm hiicre membran biitiinliigiinii olarak tanimlanir. Progresif
hareketin toplam sperm yiizdesinin % 40’indan az oldugu durumlarda canlilik
onemlidir. Ayrica dogru hareketlilik degerlendirmesi hareketsiz spermlerin 6lii
spermlerin yiizdesini gegmedigi durumlardaki canlilik ile dogrulanabilir (Mortimer,
1994). Sperm canlilik belirleme yontemleri temelde hiicre membraninin boyayi hiicre
icine almamasina veya hiicre icine almasina baghdir. Canlilik belirlemede 151k
mikroskobunda; eozin, eozin-nigrozin, tripan mavisi gibi boyalar kullanilirken
floresan mikroskobunda ve flow sitometride propidium iyodiir, hoechst, etidyum
homodimer 1, Yo-Pro-1 kullanilabilir (Gillan ve ark., 2005; WHO, 2010). Canlilik i¢in
diger bir yontem ise hipozmotik sisme testidir. Canlilik testinde WHO (2010)

kriterlerine gore alt referans sinir degeri % 58 olarak kabul edilmektedir.

Sperm Morfoloji

Semen analizindeki en Onemli parametrelerden biri sperm morfoloji
degerlendirmesidir. Sperm morfolojisinin fertilitenin belirlenmesinde ana belirleyici
oldugu bilinmektedir (Phetudomsinsuk ve ark., 2008). Ayrica normal morfolojiye
sahip sperm yiizdesinin fertilizasyon kapasitesi ile pozitif iligkilidir. Sperm morfolojisi
ile ilgili calismalar ¢ok eski yillarda baslamasina ragmen Diinya Saglik Orgiitii 1980-
2010 yillar1 arasinda birgok tanimlamaya yer verilmistir (Kruger ve ark., 1987,
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Menkveld ve ark., 1990). Yapilan ¢alismalarda Tygerberg kriterleri tanimlanmustir.

Kruger ve ark. (1988) sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde 3 grup tanimlamustir.

1- Normal morfolojiye sahip grup (% 14’ ten fazla normal morfolojili sperm
bulunmasi)

2- lyi prognozlu grup (% 5 -14 aras1 normal morfolojili sperm bulunmasi) ve
3)

3- Kaotii prognozlu grup (%4’ ten az normal morfolojili sperm bulunmasi)
seklinde tanimlanmistir WHO (2010) kriterlerine gore % 4’ lik grup

degerlendirmede kullanilmaktadir.

Sperm morfolojisinin belirlenmesinde oncelikle likefiye semen lama yayilir,
havada kurutulur ve boyanir. Morfoloji belirlenmesinde baglica Papanicolaou,

Hematoksilen, Giemsa ve Nigrosin-Eosin boyama yontemleri kullanilmaktadir.

Ayrica laboratuvarda hizli, giivenilir ve ¢abuk sonug¢ veren Spermac ve Diff-
Quik gibi hazir boyalarda kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti 2010 yilinda
yayinladigi kitapgikta sperm morfolojisinin belirlenmesinde Papanicolaou, Shorr ve
hizli boyama tekniklerinden Diff-Quik boyama tekniginin ideal oldugunu belirtti
(WHO, 2010). Papanicolaou boyamasi semendeki sperm dist hiicreleri ve sperm
hiicrelerini ayirt etmede kullanilir. Ayrica sperm basinin akrozomal bdlgesi,
postakrozom bolgesi, orta parca, kuyruk bolgesi tanimlamak i¢in ideal boyama
yontemidir. Diger bir yontem olan Shorr boyamasinin da Papanicolaou boyas: ile
benzer oranda normal morfolojiye sahip sperm gosterdigi tespit edildi (Meschede ve
ark., 1993). Androloji laboratuvarinda hizli sonug veren ve WHO (2010) 6nerdigi bir
diger yontem Diff-Quik boyama teknigidir. Bu teknik Papanicolaou boyama yontemi
ile karsilastirildiginda 6nemli bir fark olmadigi gosterilmistir (Kruger ve ark., 1987).
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Agliitinasyon derecesi

1. Derece 2. Derece 3. Derece 4. Derece
(<10sperm/ | (<10sperm/ | (>50 sperm/ (spermlerin
agliitinat, agliitinat, agliitinat, hepsi
bir¢ok bir¢ok bazi agliitine olmus
serbest serbest spermler hala | ve agliitinatlar
sperm) sperm) serbest ) birbirleriyle
baglantih)

A.Bas-basa

B.Kuyruk-

kuyruga

C.Kuyruk ucu-

kuyruk ucuna

D.Karnisik

E.Yumaklasmis

ﬁ(
5
&

Sekil 2.6. Sperm agliitinasyon dereceleri gosterimi (WHO, 2010).
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Tablo 2.2. Semen kalitesine iligskin terminoloji (WHO, 2010).

Aspermi Semenin olmamasi durumudur.
Ilerleyici (Progresif-PR) harekete sahip spermlerin
Astenozoospermi yiizdesinin alt referans degerinden az olmasi durumudur.
Ilerleyici  (Progresif-PR) harekete ve normal
Astenoteratozoospermi morfolojiye sahip spermlerin yiizdesinin alt referans
degerinden az olmasi durumudur.
Azoospermi Semende hi¢ sperm bulunmamasi: durumudur.

Kriptozoospermi

Normal semende sperm goriilmemesine ragmen

santrifiij yapilmig semende sperm bulunmasi durumudur.

Hemospermi Semende eritrosit bulunmasi durumudur.

Semende sinir degerinin {istiinde lokosit bulunmasi
Lokospermi durumudur.

Cansiz  spermlerin ylizdesinin canli  spermlerin
Nekrozoospermi yiizdesinden fazla olmasi durumudur.

Alt referans degerlerine esit veya yiiksek sperm

konsantrasyonu ve ilerleyici (Progresif-PR) harekete ve

Normozoospermi

normal morfolojiye sahip spermlerin  bulunmasi

durumudur.

Oligoastenozoospermi

Alt  referans  degerlerinden  diisik  sperm
konsantrasyonu ve ilerleyici  (Progresif-PR  sahip

spermlerin bulunmasi durumudur.

Oligoastenoteratozoospermi

Alt  referans  degerlerinden  diisik  sperm
konsantrasyonu ve ilerleyici (Progresif-PR) harekete ve

normal morfolojiye sahip spermlerin bulunmasi durumudur

Oligoteratozoospermi

Alt referans degerlerinde diisiikk sperm konsantrasyonu
ve normal morfolojiye sahip spermlerin bulunmasi

durumudur.

Oligozoospermi

Alt referans degerlerinde diisiik sperm

konsantrasyonunun bulunmasi durumudur.

Teratozoospermi

Alt referans degerlerinde diisiik normal morfolojiye

sahip spermlerin bulunmasi durumudur.
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2.7.4. Normal Sperm Morfolojisinin Siniflandirilmasi

Her sperm; bir bas, orta parca ve kuyruktan olusur. Sperm hiicresinin normal

sayilabilmesi igin biitiin kistmlarinin normal olmasi gerekir (Sekil 2.7).

Bag; smirlart belli oval yapili ve 4.0-5.0 um boyunda ve 2.5-3.5 um
genigliginde olmalidir (Sekil 2.8). Akrozom bdlgesi basin % 40-70° ini olusturacak
boyutta olmasi gerekir (Menkveld ve ark., 2001). Akrozom bolgesinde ya hi¢ vakuol
bulunmamali ya da biiyiik veya iki kii¢lik vakuol igermesi halinde, bu vakuoller basin
% 20> si ve daha fazlasim1 kaplamamalidir. Post-akrozomal alan ise vakuol
icermemelidir. Orta parca; ince, sinirlar1 belli ve yaklasik olarak sperm basi
uzunlugunda olmalidir. Bu parcanin ana ekseni sperm basimin ana ekseniyle aym
hizada bulunmalidir. Sperm basimin 1/3” {inden fazlasini kaplarsa anomali sayilir

(Mortimer ve Menkveld, 2001).
Kuyruk boyunca genislik ayn1 olmalidir. Kuyruk orta par¢adan daha ince ve

yaklagik 45 pm uzunlukta (bas uzunlugunun yaklagik 10 kat1) olmalidir. Kuyruktaki

kivrimlar keskin bir ag1 ile olusmuyorsa anomali sayilmaz.

Bas genisligi 2.5-3.5 pm

Bas uzunlugud-5 pm

Orta parga uzunlugu 7-8 pm

Kuyruk uzunlugu 45-50 pm

Sekil 2.7. Normal sperm morfolojisi sematik ¢izim.
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5um

Sekil 2.8. Normal sperm (Kruger ve Franken, 2009).

2.7.5. Anormal Sperm Morfolojisinin Siniflandirilmasi

Insan semen 6rnegi morfolojik olarak sekil bozuklugu gosteren sperm hiicresi
igerebilmektedir. Anormal sperm tanimlamada kullanilan defektler; Bas, Orta parca
ve kuyruk defektleri olarak siiflandirilabilir. Bu defektlerde kendi iginde alt
defektlere ayrilmaktadir.

Bas Defektleri

Bas boyutlari, akrozom boyutlari, bas sekli ve bas bolgesinde yer alan
vakuoller baslica anomali nedenleridir. Bas defektlerine ait sematik ¢izim ve resimler

Sekil 2.9-2.16" da gosterilmistir (Kruger ve Franken, 2009).

Sekil 2.9. Makrosefalik bas defekti.
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Sekil 2.10. Yuvarlak bas defekti.

Sekil 2.11. Amorf bas defekti.

Sekil 2.12. Diizensiz yiizeyli bas defekti.
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Sekil 2.13. Konik bas defekti.

Sekil 2.14. Biiyiik akrozomlu bas defekti.

Sekil 2.15. Kiiciik akrozomlu bas defekti.
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Sekil 2.16. Vakuollii bas defekti.

Orta Parca Defektleri

Orta parca anomalileri genellikle mitokondri, sentrioller, mikrotiibiiller ve
biiylik sitoplazmik dropletlerle iliskilidir. Orta parca defektleri bas ve kuyruk
anomalileri olarak da ortaya ¢ikar (Menkveld ve ark. 1990). Orta parga defektleri
spermatid nukleusu ve sentriol arasinda iliskiden ortaya ¢ikar. Orta parca defektlerine

ait sematik ¢izim ve resimler Sekil 2.17-2.20” de gosterilmistir (Kruger ve Franken,

2009).

Sekil 2.17. Biikiilmiis orta parca defekti.
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Sekil 2.18. Kalin orta parca defekti.

Sekil 2.19. Diizensiz orta parga defekti.

Sekil 2.20. Sitoplazmik droplet.

Kuyruk defektleri

Kuyruk sekli, kalinligi, uvzunlugu ve sayisindaki degisiklikler anomalilere

neden olabilir. Semen igerisinde bassiz (asefalik, basi toplu igne basi) sperm hiicreleri
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de gozlemlenmektedir (Sekil 2. 28). Bassiz sperm olusumu sentriol-kuyruk
birlesmesindeki hatadan kaynaklanmaktadir. Daha sonra sperm ve kuyruk ayrilir.
Baglar ayrica sertoli hiicreleri tarafindan genellikle fagosite edilir (Chemes ve Rawe,
2003). Kuyruk defektlerine ait sematik ¢izim ve resimler Sekil 2.21-2.27° de
gosterilmistir (Kruger ve Franken, 2009).

e

Sekil 2.21. Kivrik kuyruk defekti.

Sekil 2.22. Kuyruk ucu kivrik defekti.
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Sekil 2.23. ki kuyruk defekti.

4

Sekil 2.24. Kirik kuyruk defekti.

Sekil 2.25. Stumped kuyruk defekti.
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Sekil 2.27. Flat kuyruk defekti.

Sekil 2.28. Bassiz kuyruk (Igne bas) defekti.

2.7.6. Teratozoospermi indeksi (TZI)

Treatozoospermi indeksi (TZI) her anormal sperm hiicresinde bulunan anormal

ozellik sayisin1 gostermektedir. Her bir anormal sperm hiicresi maksimum olarak bas,
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orta parca, kuyruk ve sitoplazmik droplet olmak {izere 4 adet anormal O6zellik
gosterebilmektedir (WHO, 1992). Bu anormal 6zellikler sperm hiicresinde sadece bir
az 200 adet sperm hiicresinde morfoloji degerlendirilir. Tespit edilen anomali sayist,
anormal 6zellik gosteren sperm hiicresi sayisina boliiniir. Boylece anormal olan her bir
sperm hiicresi igin ortalama anomali sayis1 hesaplanmis olur. islemin formiilii

asagidaki gibidir (Sekil 2.29).

Bag anomali Orta parga anomali Kuyruk anomali Sitoplazmik droplet
sayisi + sayisi + sayisi + sayisi

TZI=

Anormal sperm sayisi

Sekil 2.29. Teratozoospermi indeksi formiilii

TZI degerlerinde esik deger WHO ig¢in, 1,60 iken diger yapilan diger ¢aligmada
2.09 olarak degerlendirilmistir (WHO, 1999;Menkveld ve ark., 2001).

2.8. Sperm Hazirlama Yontemleri

Ik olarak 1978 yilinda, Uremeye Yardimci Tedavilerden (UYTE) In Vitro
Fertilizasyon (IVF), ile dogum gergeklestikten sonra bilim insanlar1 ve hekimler
androlojik durumlara dikkat ¢cekerek sperm ayirma tekniklerinin gelistirilmesi iizerine
yogunlagsmislardir. IVF ile tubal infertilite kaynakli durumlar tedavi edilirken,
erkeklerde diisen semen kalitesine bagl olarak, semen icerisinde hareketli ve saglikli
sperm se¢cme yontemleri gelistirilmeye baslanmustir. ik olarak bir veya iki yikama
prosediirii igeren sperm ayirma yontemi kullanilmistir (Edwards ve ark; 1969; Lopata
ve ark., 1978). Daha sonra Swim-up Sonrasi tek yikama yontemi tanimlanmistir
(Mahadevan ve Baker, 1984). Insan sperm ayirma ydntemlerinde ilk denemeler
yayinlandiktan sonra hareketli ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) arinmis sperm elde

etme yoniinde ayirma yontemleri gelistirilmeye baglanmistir.

Uremeye Yardimci Tedavilerden (UYTE), In Vitro Fertilizasyon (IVF)

baslamasi ile 1980’ lerde farkli sperm ayirma yontemleri gelistirilmeye baslanmaistir.
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Mahadevan ve Baker (1984) klasik swim-up sonrasi daha gelismis ve hareketli sperm
sayisini  arttirict  yontemlerden dansite gradiyent ve filtrasyon ydntemini
gelistirilmistir. Sperm ayirma yontemlerinden dansite gradiyent ve filtrasyon yontemi
migrasyon yontemlerinden farklilik gosterir. Migrasyon yontemi swim-up ve
migrasyon-sedimentasyon yontemleri seklinde alt gruplara ayrilabilir (Tea ve ark.,
1984; Zavos ve ark., 2000). Dansite gradiyent yontemi ile ayirmak i¢in ilk olarak
Ficoll® (Bongso ve ark., 1989), Nycodenz (Gellert-Mortimer ve ark., 1988) ve
Percoll® (Hyne ve ark., 1986) medyumlar1 kullanilmaktaydi. Ancak 1996 yilinda
Percoll® endotoksin kontaminasyonu riski tasidig igin iiretimi durdurularak androloji

laboratuvarlarinda kullanilmas1 uygun bulunmamastir.

Ideal bir sperm ayirma teknigini; hizli ve maliyeti diisiik, en fazla sayida
hareketli sperm elde edilmeye yonelik, sperm hasarina veya spermde herhangi
fizyolojik degisime neden olmayan 6lii spermleri, 16kosit, bakterileri ve reaktif oksijen

tirlerini (ROS) ayirmaya yonelik olmalidir.

2.8.1. Basit Yikama Yontemi

Basit yikama yonteminde, likefiye olan semen kiiltlir medyumu ile
seyreltildikten sonra 300g-500g arasinda 10 dakika santrifiij edilir {ist faz1 atilir kalan
pellet tekrar medyum ile santrifiij edilerek altta kalan pellet uygun kiiltiir medyumu
hacmi ile slispansiyon haline getirir. Basit yikama metodunda az sayida uygulanan
santrifiij basamagi sperm hiicresinde ROS’ a dayali DNA hasarin1 en aza indirir
(Bjorndahl ve ark., 2010). Artan ROS kaynakli DNA hasar1 sperm hiicresinde sperm
hareketini diisiirdiigli, apoptotik sperm sayminin artmasina neden oldugu ve sperm
membran biitiinliigiinii azalttig1 gosterilmistir (Makker ve ark., 2009). Basit yikama
teknigi genellikle uygun parametrelere sahip semen icin kullanilmasi uygundur.
Bunun yaninda bu teknik uygun spermlerin se¢iminde kullanildigi igin intrauterin

inseminasyonda (IU1) tercih edilmektedir.
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2.8.2. Swim-up Y ontemi

Swim-up sperm yikama yontemi ¢ogunlukla en ¢ok tercih edilen tekniktir.
Mahadevan ve Baker (1984) tarafinda gelistirilen bu yontem tim IVF
laboratuvarlarinda kullanilmaktadir. Bu yontem hiicre pelletinde ya da likefiye
semende gerceklestirilebilir. Swim-up teknigi erkege bagli infertilite durumlarinda cok
tercih edilmemesine ragmen, normozoospermi hastalarda ve kadina bagh infertilite

durumlarinda daha ¢ok tercih edilmektedir.

Genel olarak swim-up yontemi yikamadan sonra elde edilen hiicre pelletine
uygulanir. Likefiye olan semen 15 ml’ lik tiipe koyularak kiiltiir medyumu ile 10
dakika 1600 rpm santrifiij edilir. Ustte kalan siipernatant kismi atilarak altta kalan
pellet tekrar kiiltiir medyumu ile santrifiij edilir. Altta kalan hiicre pelleti iizerine kiiltiir
medyumu edilerek 15 ml’ lik test tiipii 45 derece egimli bir sekilde 37 °C’de 1 saat
boyunca inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonras: siipernatant kismindan hareketli
spermlerin oldugu kisim alinarak kiiltlir medyumu ile tekrar siispansiyon haline
getirilerek intrauterin inseminasyonda kullanilir. Bu teknik ile elde edilen spermler
yiiksek harekete (> % 90) sahiptir. Ayn1 zamanda hiicre pelletinde var olan bir¢ok
tabaka potansiyel hareketli spermin alt tabakada kalmasina ve medyum igerisine
gecememesine neden olur. Ek olarak swim-up sonrasi normal kromatine sahip
spermlerin sayisinin azaldigi gosterilmistir (Henkel ve ark., 1994). Bu teknigin diger
bir dezavantaj1 hiicre pelletinde elde edildigi i¢in burada bulunan l6kosit ve hiicre
kalintilart yiiksek derecede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesine neden olur.
Sperm hiicre membraninda ¢oklu doymamis yag asitleri bulundugu i¢in ROS

tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilirler (Aitken ve Clarkson, 1987).

Ayrica swim-up yontemi degistirilerek likefiye semene uygulanmistir
(Mortimer, 1994). Bu yontemde kiiltiir medyumu likefiye semen iizerine ya da likefiye
semeni kiiltiir medyumun altina koyulur. Daha sonra tiip 45 derece egimli bir sekilde
37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilir (Sekil 2.30). Hareketli spermler kiiltiir
medyumu igerisine yiizer. Az sayida sperm elde edilmesine ragmen hareketi yiiksek
spermler elde edilir. Test tiipii i¢inde 250 pl semen 6rnegi igin 500-600 ul medyum
koyularak 37 °C’ de 30-60 dakika inkiibasyona birakilmasinin ve inkiibasyon sonunda
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medyumun % 75 ya da % 80 toplanmasinin uygun oldugu yapilan c¢alismada

gosterilmistir (Mortimer, 1990).

37°C"de 60 dk inkiibasyon

Sperm yikama
- medyumu

/ Medyum icerisinde aktif
spermler

Likefiye semen
ornegi

Y Semen icerisinde inaktif
spermler

Sekil 2.30. Swim-up yontemi (Beydola ve ark 2013’den uyarlanmuistir).

Diger yandan hyaluronik asit ile hazirlanmis medyum (SpermSelect™,
Pharmacia, Uppsala, Sweden) ile swim-up teknigi uygulanan semenden daha fazla
sayida hareketli sperm elde edilmis ve IVF uygulamalarinda hamilelik orani arttig1
gosterilmistir (Wikland ve ark., 1987; Huszar ve ark., 1990). Uygulanan bu hyaluronik
asit Ozellikli medyum akrozom reaksiyonlarini tetikler ancak, diger swim-up

medyumlarin gére daha pahalidir (Slotte ve ark., 1993).

2.8.3. Swim-Down Yontemi

Swim-down yontemi sperm hiicresinin dogal hareketine baglidir. Bu teknikte
yogunlugu semene gore fazla olan sigir serum albiimini (BSA) igeren medyum test
tiipliniin alt kismina koyularak {izerine likefiye semen 6rnegi koyulur (Ericsson ve ark.,
1973). 37 °C* de 60 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda hareketli

spermler asagiya dogru yani medyum igerisine hareket ederler.

41



2.8.4. Migrasyon-Sedimentasyon Yontemi

Daha gelismis sperm ayirma teknigi Tea ve ark. (1984) tarafindan migrasyon-
sedimentasyon yontemi olarak gelistirilmistir. Bu yontem swim-up ydntemine
sedimentasyon (¢oktiirme) basamaginin eklenmesiyle olusturulmustur. (Tea ve ark.,
194). Ozel plastik veya cam malzemeden olan migrasyon-sedimentasyon tiipleri

igerisinde koni benzeri yap1 bulunur. (Sekil 2.31).

Medyum
a
b emen
— Sperm
wh ™ Toplanma
Yeri

O

Sekil 2.31. Migrasyon-sedimentasyon tiipii
(Cardona Maya ve ark., 2007’ den uyarlanmistir).

Geleneksel swim-up yontemlerinden farkli olarak bu yikama yonteminde
sperm direk olarak semenden elde edilir. Spermler 1 saat siire sonunda koninin i¢ine
yiizerler. Santrifiij basamagi gerektiren diger yoOntemlere gdére migrasyon-
sedimentasyon yonteminde daha dikkatli ¢alisilmalidir. Bu yontemde hareketli sperm
elde edilmesine ragmen verim diisiiktiir. Bu ylizden IVF i¢in uygun degildir. Ayrica
kullanilan tiipler pahalidir (Henkel ve Schill, 2003).

Diger yandan yapilan bazi ¢aligmalarda sonucu IVF icin daha saglikli ve

hareketli spermleri elde edilmesinde bu teknigin dansite gardiyent yontemine gore

daha etkili oldugu gosterilmistir (Sanchez ve ark., 1996). Ayrica bu teknikle diisiik
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kalitede semenden bile yliksek verimlikte spermleri elde edilmesinde etkili oldugu

ortaya ¢ikarilmigtir (Hinting ve Lunardhi, 2001).

2.8.5. Dansite Gradiyent Yontemi

Dansite gradiyent santrifiij yontemi sperm hiicrelerini kendi yogunluklarina
gore ayirmaktadir. Dansite gradiyentler ya devamli ya da kesintili sekilde olmaktadir.
Devamli gradiyentler kesin sinir beli olmaz, ancak kesintili gradiyentlerde kesin sinir
bulunur (Henkel ve Schill, 2003). Uremeye yardimci tekniklerinde en yaygin olarak
kullanilan iki asamali kesintili gradiyent yontemidir. (Bjorndahl ve ark., 2010).

Bu yikama isleme sonucunda her bir sperm yogunluguna gore tiip icerisinde
konumlanir (Bjorndahl ve ark., 2010). Morfolojik olarak normal ve normal olmaya
spermlerin farkli yogunluga sahiptirler. Olgun ve morfolojik olarak normal sperm 1.10
g/ml yogunluga sahipken, morfolojik olarak normal olmayan sperm ise 1.06-1.09 g/ml
yogunluguna sahiptir (Oshio ve ark., 1986). Santrifiij sonrast %45 -%90 medyumda
16kosit, hiicre dokiintiileri, anormal morfolojiye sahip spermler ile hareketi az spermler
bulunur. Yiiksek hareketlilige sahip spermler ise santrifiij tiipiliniin i¢cerinde en altta
pellet icerisinde bulunur. Santriflij hiz1 ve zaman1 ROS olusumunu etkilemektedir.
Bunun yaninda ROS olusumunu engellemek icin hareketli spermleri iceren hiicre

pelleti bir an 6nce ayrilmalidir.

Dansite gradiyent yontemi ile ayirmak igin ilk olarak Ficoll® kullanilmaktaydh.
(Harrison, 1976). Daha sonra polivinilpirolidon (PVP) kapli kolloidal silika
partikiilleri igeren Percoll® kullanilmaya basland1 (Hyne ve ark., 1986). Ancak 1996
yilinda Percoll® endotoksin kontaminasyonu riski tasidig1 igin {iretimi durdurularak
androloji laboratuvarlarmda kullanilmasi uygun bulunmadi. Ayrica Percoll® hiicre
membran yapilarimi degistirerek inflamatuvar olusumuna neden oldugu ortaya

cikarilmistir (Arcidiacono ve ark., 1983).

Percoll® yerine UYTE igin 90’ larm ortalarinda IxaPrep® (MediCult,
Copenhagen, Denmark), SilSelect® (FertiPro N.V., Beernem, Belgium), PureSperm®

(NidaCon Laboratories AB, Gothenburg, Sweden) ve Isolate® (Irvine Scientific, Santa
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Ana, CA, USA) tamtilmaya baslanmistir. Percoll® den farkli olarak bu iiriinler
polivinilpirolidon (PVP) kapli kolloidal silika partikiilleri icermek yerine silan kapli

kolloid silika partikiilleri icermekte ve diisiik toksisite 6zelligine sahiptirler.

Daha o6nce yapilan bazi calismalar Percoll® ve PureSperm® kullanilan
yikamalar arasinda 6nemli bir fark olmadigini gostermistir (S6derlund ve Lundin,
2000). Diger yandan farkl1 calismada PureSperm® ile daha fazla hareketli sperm elde
edildigi gosterilmistir (Chen ve Bongso, 1999).

Uremeye yardimci tekniklerinde en yaygin olarak kullanilan iki asamali
kesintili gradiyent yonteminde 1 ml % 40 (v/v) dansite gradyan medyumunu 1 ml %
80 (v/v) dansite gradyan medyumu iizerine yayarak bir test tiipii i¢inde dansite gradyan
medyumu hazirlanarak {izerine 1 ml semen numunesi koyulur. 15-30 dakika 300-500
g’de santrifiijlendikten sonra Sperm pelletinden siipernatanin (list fazin) ¢cogunu atilir
(Sekil 2.32). Pellet 5 ml takviyeli medyum ile yeniden siispansiyon haline getirilip ve
4-10 dakika 200 g’de santrifiijlenir. Son olusan pellet 0,5 ml kiiltiir medyumu i¢inde
stispansiyon haline getirilir (WHO, 2010).

2.8.6. Cam Yiinii FiltrasyonYontemi

Cam yiini filtrasyon yontemi hareketli spermleri hareketsiz spermlerden
ayirmak i¢in cam ylini kullanilmasi seklinde tanimlamistir (Paulson ve Polakoski,
1977). Bu teknik spermin cam yiinlinden kendi hareketine baglidir. Cam yiinii
filtrasyon yonteminde sperm eldesinin bagarisi kullanilan cam yiinii 6zelligine baglidir
(Sanchez ve ark., 1999). Bu yiizden cam yiiniiniin kimyasal yapsi, yiizey gerilimi, cam

yiinii por aralig1 filtrasyonu etkilemektedir.

Cam yilinii filtrasyon yOntemi swim-up ve migrasyon yoOntemi ile
karsilastirildiginda hareketli sperm sayis1 daha fazladir (Berger ve ark., 1985). Bu
yiizden oligozoospermi ve astenozoospermi hastalarinda kullanilmaktadir. Ayrica cam
yiinil filtrasyon yontemiyle % 90 oraninda l6kositi ayirdig1 gosterilmistir (Henkel ve
ark., 1997). Cam yiinii filtrasyon ile secilen spermde, normal kromatin kondensasyonu

gosterdigi bulunmustur (Henkel ve ark., 1994). Bu yontemde 6zel cam yiinii 2 ml” lik

44



bir enjektdr i¢ine 6-7 mg tartilarak koyulur ardindan 4-5 ml kiiltiir soliisyonu ile
yikanir. Daha sonra islatilmig cam yiinii {izerine maksimum 2 ml likefiye semen
eklenerek 37 °C’ de 5 dakika boyunca siiziilmesi beklenir. Ardindan 400 ul kiiltiir
soliisyonu yardimi ile cam yiinii igerisinde kalmis semeninde siiziilmesi saglanir ve
stiziilen tiim semen 1/3 oraninda kiiltiir soliisyonu ile sulandirilarak 300g’de 10 dakika
santrifiij edilir. Siipernatant atildiktan sonra pellet medyum igerisinde tekrar

stispansiyon edilerek kullanilir.

@ 1600 rpm' de 20 dk santrifiy @
\

S Seminal plazma

ornegi

=

Lokositler, ¢cokimntii

Hareketsiz, anormal
sperm

Ara faz

Hareketli sperm

Sekil 2.32. Dansite gradiyent yontemi (Beydola ve ark 2013’den
uyarlanmstir).

2.8.7. Cam Boncuk Yontemi

Cam boncuk kolon yontemi ilk olarak 6lii ve canli spermleri ayirmak icin
kullanilmistir (Bangham ve Hancock, 1955; McGrath ve ark., 1977). Bu yontem daha
sonra hamster sperm hiicresinde in vitro olarak kapasitasyonda kullanilmistir (Lui ve
ark., 1979). Diger yandan insan sperm hiicresinde hareketli sperm se¢iminde bu teknik
ile yiiksek verim elde edilmistir (Daya ve ark., 1987). Bu teknikte likefiye olan ve 1:1
oraninda medyum ile sulandirilan semen 6rnegi icerisinde altta 5 mm iistte ise 0.075-

0.15 mm boyutlarinda ve 1 gr cam boncuklar bulunan pipet icerisine koyularak 37 °C’
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de sperm ayirma islemi gergeklestirilir. Yapilan caligmalara ragmen tireme yardimei

teknikler i¢in kullanilan sperm hazirlama yontemi olarak kabul edilmemektedir.

2.8.8. Sephadex Kolon Yontemi

Sperm hazirlama yontemlerinden diger biri 90’1 yillarin basinda gelistirilen
sephadex kolon yontemidir (Drobnis ve ark., 1991). Ayrica bu teknik ticari olarak
satilan (SpermPrep®) kitin ¢alisma prensibine dayanmaktadir. Bu yéntem swim-up ve
migrasyon-sedimentasyon yontemi ile karsilagtirildiginda pellet haline gelmis
semenden elde edilen verim daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Gabriel ve Vawda,
1993). Diger yandan geleneksel swim-up yontemiyle karsilastirildiginda elde edilen
gebelik oranin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Zavos ve Centola, 1992). Yine
yapilan diger bir calismada percoll gradiyent ayirma yontemine gore normal kromatin
kondensasyonu gdsteren sperm sayisinin daha fazla oldugu bu yontemde gosterilmistir

(Hammadeh ve ark., 2001).

2.9.Sperm DNA Yapisi

Somatik hiicrelerin aksine, sperm DNA yapist 6zel protein yapisi ile sikica
paketlenmistir. Insanlarda sperm DNA yapisi ii¢ temel béliimde incelenmektedir
(Sekil 2.33). Birinci bolim, sperm DNA yapisi protaminler tarafindan toroidler
seklinde sarmal halindedir. Ikinci béliim, daha kiiciik DNA parcas ise histonlara
bagldir. Ugiincii olarak, kalan DNA yapis1 sperm niikleer matriksine yaklasik 50 kb
araliklarla MAR (Matriks Baglanma Bolgeleri) bolgelerinden baglanir (Ward, 2010).

Spermde bulunan protamin bagli DNA yapisindan dolay1 sperm DNA’s1 diger
hiicrelere gore daha fazla korunmaktadir. Protaminlerde bulunan pozitif arjinin
baglanma bolgeleri DNA yapisinda fosfodiester baglanma bolgelerini nétralize ederek
baglanir. Sonug¢ olarak sperm DNA’ s1 toroid yapisini kazanir (Ward, 2010). Sperm
DNA’ sinda % 12-20° lik kisim histonlara bagl kalan bolgelerdedir. Bu bolgeler
rastgele secilmezler, genlerin promotor bolgelerinde goriilmektedir. Spermiyogenez

ve fertilizasyon sonrasi gelisim i¢in Onemli genler bu protaminle degismeyen
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bolgelerde bulunur (Hammoud ve ark., 2009). Sperm DNA yapis1 20-120 kb aralilarla
MAR ile matriks kismina baglanir. Bu bolgeler DNA replikasyonu ve gen ifadesi igin
0zel bolgelerdir (Sharma ve ark., 2007).

Yapisinda bulunan 6zel histon ve MAR bdlgeleri sperm DNA® sinin embriyo
gelismesinde 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu nedenler UYTE’te uygulanan

yontemlerde sperm DNA biitiinliigii g6z oniine alinmalidir. (Agarwal ve Singh, 2012).

W

Histon

Histon-Protamin

et
\\\ i
Kromatin
. Kondesasyonu

Degisimi
’,
VIR | /
o ) MAR
Protamin |/
& . o 2
Histon Niiklear Matriks Protamin-DNA
Solenoid Torojid yapisi

Katlanmig Histon

MAR Wy

Sekil 2.33. Sperm DNA yapist (Agarwal ve Singh, 2012” den uyarlanmstir).

2.10. Sperm DNA Hasar1

Spermatozoada DNA hasari, hem mitkondrial DNA hem de niikleer DNA’ y1
etkilemektedir. DNA hasari alt1 farkli faktor tarafindan tetiklenmektedir (Sekil 2.34).

1- Spermatogenez sirasinda gergeklesen apoptoz ile gerceklesir.

2- Spermiyogenez sirasinda kromatininin yeniden diizenlemesi sirasinda
gerceklesir.

3- Epididimis ve seminifer tiibiillere sperm tasinmasi sirasinda hidroksil
radikal ve nitrik oksit gibi oksijen radikalleri tarafindan post-testikiiler

DNA hasar1 olugsmasi ile gerceklesir.
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4- Endojen kaspas ve endoniikleazlar tarafindan spermatozoada DNA hasar1
olusturmasi ile gerceklesir.
5- Kemoterapi ve radyoterapi sirasinda gerceklesir.

6- Cevresel toksik ajanlar tarafindan gerceklesir.

spermatogonia
spermatosit
erken spermatit

spermatit

spermatozoa

vas
deferens

apoptoz
(ii) Spermiyogenez sirasinda

1 iv) Endojen kaspas ve endonikleazlar

(v) Kemoterapi ve radyoterapi

(Vi) Cevresel toksik ajanlar

it
(iii) ROS tarafindan gergeklesen
post Uler DNA

Sekil 2.34. Sperm DNA hasar1 temel mekanizmalar (Sakkas ve Alavarez,
2010 dan uyarlanmigtir).

Bu etkenlerden en 6nemli rol alan ise; epididimis sperm taginmasi sirasinda
post-testikiiler DNA  hasaridir. Daha o6nce yapilan caligmalarda DNA
fragmantasyonunun testis i¢inde bulanan spermatozoaya gore epididimisin kaudal
bolgesi ile semen igerisinde bulunan spermatozoada daha fazla oldugu gosterilmistir

(Ollero ve ark., 2001; Greco ve ark., 2005).

Spermatogenez sirasinda apoptoz olaymin % 50-60 indan sertoli hiicreleri
sorumludur. DNA hasar tespit edilen iireme hiicreleri erken evrelerde fagosite
edilmektedir. Ancak bazi durumlarda sertoli hiicreleri tarafindan apoptoz edilmesi
gereken hiicreler spermatogenez siirecinden geger ve semen igerisine kadar ulasir
(Billig ve ark., 1996). Spermiyonegez sirasinda da histon-protamin degisimini

sirasinda DNA hasar1 olustugu gdsterilmistir (Marcon ve ark., 2004).
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Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Oksidatif stres (OS), reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve onlarin antioksidanlari
arasindaki dengesizlikten olusmaktadir. Antioksidanlar; enzimatik veya nonenzimatik
yolla ROS’ a kars1 savunma gerceklestirmektedirler. Siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutation peroksidaz baslica enzimatik antioksidanlardir. Vitamin E ve C ise

nonenzimatik antioksidanlardir.

Oksijen metabolizmasi sirasinda olugan siiperoksit radikali, hidrojen peroksit,
ve hidroksil radikalleri, reaktif oksijen tiirleridir. Fazla miktarda ROS varlig1 oksidatif
stres yaratarak, protein, lipid ve DNA’ da hasar olusturmaktadir. Sperm hiicresi de
diger tiim aerobik hiicreler gibi ROS’ a kars1 dengede kalmaya ¢alismaktadir. Yapilan
calismalarda inferil erkeklerde % 40 oraninda daha fazla ROS tespit edilmistir.
(Iwasaki ve ark., 1992). Bu durum infertil erkeklerde ROS ile infertilite arasindaki

iligkinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Oksidatif stres ile erkek tireme sistemi arasindaki iliski ilk kez 1943 yilinda
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada aerobik kosullarda inkiibasyona birakilan sperm
hiicresinin hareketinin katalaz enzimi aktivitesi ile olustugu gosterilmistir. Bu durum
sperm hiicresinin normal metabolizmas1 i¢inde az miktarda ROS {irettigini
kanitlamistir (MacLeod, 1943). Spermatogenez sirasinda diisiik seviyede iiretilen
serbest radikallerin sperm kapasitasyonu icin gerekli oldugu bilinmektedir. Hidrojen
peroksitin akrozom reaksiyonu ve sperm hiperaktivasyonu i¢in gerekli oldugu

gosterilmistir (De Lamirande ve Gagnon, 1993).

Semen icerinde ROS kaynagi l6kositler ve sperm hiicreleridir. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda, Lokositospermide diisiik semen kalitesi, hareketi ve defektif
fertilizasyon tespit edilmesi bu durumu desteklemektedir (Saleh ve ark., 2002;
Moskovtsev ve ark., 2007).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda yiiksek seviyede ROS iireten immatiir
spermlerin olgun spermlerde DNA hasarina neden oldugu ve bu hasarin epididimis ve

seminifer tiibiillere hareketi sirasinda da olustugu ortaya koyulmustur (Ollero ve ark.,

49



2001). ROS, DNA hasarin1 dogrudan veya dolayli olarak etkilemektedir. Sperm
ayirma tekniklerinde kullanilan santrifiij metodu immatiir spermler ve olgun spermler
yakin iliskili oldugu i¢in ROS ile dogrudan spermde DNA hasar1 olusmasina neden
olmaktadir (Twigg ve ark., 1998). Ayrica ROS dolayl1 olarak endojen kaspas ve
endoniikleazlar etkileyerek DNA hasar1 olusmasina neden olabilmektedir. ROS etkili
DNA hasarlarini ortadan kaldirmak igin antioksidanlar kullanilmakladir. Daha 6nce
yapilan ¢alismada, antioksidan kullanimimnin sperm DNA hasarini1 azalttigin

gosterilmistir (Greco ve ark., 2005).

Fare sperm hiicresi ile yapilan ¢alismalarda 40 “C’ de tutulan spermlerde DNA
fragmantasyonunun arttig1 gosterilmistir. Insan spermleri fare spermlerinden farkli
olarak DNA paketlenmesi diisiik protaminden dolay:r daha heterojendir. Bu yiizden
yiiksek sicakliklarda insan spermi daha kolay etkilenir (Bianchi ve ark., 1993). Ayrica,
cevresel toksik ajanlardan hava kirliligine maruz kalan insanlara DNA

fragmantasyonunun daha fazla oldugu ortaya koyulmustur (Rubes ve ark., 2007).

2.11. Sperm DNA Hasar1 Tespit Yontemleri

Gegen 20 yil iginde sperm DNA fragmantasyonu tespiti i¢in bircok test
gelistirilmistir. Bu yontemler; Sperm kromatin yapisi tayini (SCSA), TUNEL (TdT-
mediated-dUTP nick end labeling ), Akridin turuncu testi (AOT), Toludin mavisi (TB),
Anilin mavisi (AB), Tek hiicre jel elektroforezi (COMET), Sperm kromatin ayrilma
testi’dir (Halosperm SCD).

2.11.1. Sperm Kromatin Yapisi Tayini (SCSA)

SCSA testi anormal sperm DNA’ sinin 1s1 veya asite maruz birakilmasi sonucu
gerceklesen denatiirasyon olusmasi prensibine dayanmaktadir (Evenson ve ark.,
2007). Bu testte akridin turuncusu eklendiktikten sonra olusan denatiirasyon sonucu
renk degisimi gbzlenmektedir. Bu renk degisimi eklenen asit ile yesilden kirmiziya
gerceklesir. Degerlendirme akim sitometrisi ile yapilmaktadir (Darzynkiewicz ve ark.,

1975). Elde edilen DNA fragmantasyon indeksi ‘DFI” olarak gosterilmektedir.
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2.11.2. TdT-mediated dUTP Nick End Labeling (TUNEL)

TUNEL testi DNA hasarini tespit etmede SCSA testinden sonra en sik
kullanilan yontemdir. Bu testte DNA hasarindan ziyade DNA kiriklar1 tespit
edilmektedir. Isaretlenen DNA kiriklar1 Isaretlenen bu kiriklar 1stk mikroskobu
floresan mikroskobu veya akim sitometrisi ile ol¢iiliir (Gorczyca ve ark., 1993). Elde
edilen spermler TUNEL pozitif ya da negatif olarak smiflandirildiktan sonra total

sperm sayisina oranlanarak degerlendirilmektedir.

2.11.3. Akridin Turuncusu Testi (AOT)

Akridin turuncusi 6zellikle DNA {izerine etkili sitokimyasal bir boyadir. Bu
boya floresan mikroskop goriintiilemelerinde kullanilmaktadir (Sekil 2.35). Akridin
turuncusu genetik materyalde DNA ve RNA’ ya baglanarak sperm kromatin
denatiirasyonunu yansitmakladir. AOT boyamada normal cift sarmalli DNA’ ya
baglandiginda yesil, tek zincirli denatiire DNA’ ya baglandiginda kirmizi renk olusur
(Ichimura ve ark., 1971). AOT boyama, ¢ift sarmalli DNA ve tek zincir DNA arasinda
metakromatik boyama 6zelligine dayanan ucuz ve kolay bir yontemdir (Tejada ve ark.,
1984;Virant-Klun ve ark., 2001). Bu yontemde floresan mikroskopta renklerin ¢abuk

kaybolmasi testin negatif yoniinii ortaya koymaktadir.

2.11.4. Anilin Mavisi (AB)

Asidik bir boya olan anilin mavisi boyanma yonteminde lizin ve arjinin
yoniinden zengin histonlarin ayrilmasmi saglamaktadir. Immatiir sperm hiicresinde
lizin yonilinden zengin histon proteinleri mavi renk ile boyanirken, olgun sperm
hiicresinde diisiik lizin igeren histon proteinlerinden dolayr mavi boyanmaz
(Hammadeh ve ark., 2001). Anilin mavisi boyanma yonteminde 151k mikroskobu ile

yapilan degerlendirme yeterlidir.
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Sekil 2.35. Insan sperm hiicresinde AOT ile
floresan mikroskopta gOriintiisii
(Evenson, 2011).

2.11.5. Toluidin Mavisi (TB)

Toluidin  boyama kromatin yapisint metakromatik boyanma 6zelligi
saglamaktadir (Sekil 2.36). Bu boya siki paketlenmemis kromatin veya hasarli
DNA” ya sahip sperm hiicresinde fosfat rezidiilerini boyar. Sperm hiicreleri bu boyama
yonteminde 151k mikroskobu degerlendirmelerinde metakromatik 6zellik gdsterdigi
i¢in agik mavi ve mor menekse goriintiisii gosterir (Erenpreiss ve ark., 2001). Anormal
DNA’ ya sahip spermler koyu mavi veya mor renkte boyanirken, normal DNA’ ya
sahip spermler yesil veya agik mavi renkte boyanmaktadir (Erenpreiss ve ark., 2004).
TB boyama yonteminin giivenilirligi az olmasina ragmen AOT boyama yontemi ile
karsilastirildiginda sonuglarin benzerlik gosterdigi bulunmustur Ayrica SCSA ve
TUNEL teknikleri ile benzerlik gosterdigi ortaya koyulmaktadir (Erenpreiss ve ark.,
2004).

TB boyama yontemi ucuz ve kolay bir yontem olmasmin yaninda, 1s1k
mikroskobu ile incelenen preperatlar kalici olmaktadir. Bunu yaninda TB yontemi ile
boyanan smear oOrnekleri morfoloji degerlendirmesinde de kullanilabilmektedir.
Ancak yapilan incelemeler, kisiler arasinda farklilik gdsterebilmektedir (Tsarev ve
Erenpreiss, 2011).
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Sekil 2.36. insan sperm hiicresinde toludin mavisi
boyanma goriintiisii (Kim ve ark., 2013).

2.11.6. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Tek hiicre jel elektroforezi sperm hiicresinde DNA hasarini tespit etmede en
etkili yontemlerden bir tanesidir. Bu yontemde hem tek hem de ¢ift zincir DNA hasar1
tespit edilmektedir. Yogunlugu azaltilmis spermler agaroz jele yiiklenir ve floresan
ozellikli boya ile yiriitiilir. DNA hasar1 olan spermlerde kuyruklu yildiz goriintiisii
olusurken, bozulmamis DNA igeren spermler hareket etmez. ilk olarak COMET
yontemi nukleus yapisini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Cook ve ark.,1976). Daha
sonra yapilan alkalin jel elektroforezine maruz birakilan spermlerde kuyruklu yildiz
goriintlisii olanlarda tek zincir DNA hasar1 tespit edilmistir (Collins ve ark., 1997). Cift
zincir DNA hasar tespit edilen spermlerin nétr ortama maruz birakilmasi gerektigi
Ongoriilmiistiir (McVicar ve ark. 2004). Ancak yapilan karsilastirma sonucu alkalin
ortama maruz biraklian spermlerde notr ortamdaki spermlerden daha fazla DNA hasari
hasar1 oldugu tespit edilmistir (Angelis ve ark., 1999). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
COMET yontemi ile TUNEL testi sonuglar1 karsilastirildigina sonuglarin benzer
oldugu gosterilmistir (Aravindan ve ark., 1997).
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2.11.7. Sperm Kromatin Ayirma Testi (HolaSperm, SCD)

Sperm kromatin ayirma testi, cabuk sonu¢ veren ve pahali laboratuvar
ekipmanlar1 ihtiya¢ duyulmayan bir testtir. Son zamanlarda Bu testin ticari versiyonu
olan Halosperm® (Halotech, Madrid, Spain) kullanilmaktadir. Bu testte denatiire
olmasi i¢in agaroz jele denatiirasyonu saglayan soliisyon eklendikten sonra sperm
hiicresi membrani ve proteinleri uzaklastirmak i¢in lizis tampon eklenir. Bu islem
sonrasinda saglam DNA igeren sperm hiicrelerinde DNA etrafinda tipik halo
goriintlisii olusur. fragmante DNA sperm hiicrelerinde ise kii¢lik halo goriintiisii verir

ve ya hig hi¢ halo goriintiisii olustmaz (Fernandez ve ark., 2005).

2.12. infertilite

Infertilite, diinya ¢apinda on ciftten birinde ortaya cikan saglik problemi
olmaya baslamstir (Boivin ve ark., 2007). Yaklasik olarak 4.8 milyon ¢ift korunmasiz
iliskiye ragmen cocuk sahibi olamamaktadir (Martinez ve ark., 2006 ). Infertilite
problemlerinin yaklasik % 50’ si erkek faktorliidiir. Diinya ¢apinda farkli bolgelerde
erkek faktorlii infertilite problemlerinin goriilme siklig1 % 2.5-12 arasinda degisiklik
gostermektedir (Agarwal ve ark., 2015).

Son 50 yil iginde yapilan ¢alismalardan bazilar erkek semen kalitesinin yillar
icinde azaldigin1 gosterirken, bazi caligmalarda ise herhangi bir degisim olmadigini
gostermistir. Yapilan bir caligmada 1938-1990 yillar1 arasinda sperm sayinin her y1l %
1 oraninda azaldig1 gosterilmistir (Carlsen ve ark., 1992). Diger bir calismada ise
Amerika Birlesik Devletlerinde bu azalma oraninin her yil % 1,5, Avrupa’ da ise % 3
oldugu, batili olmayan iilkelerde ise herhangi bir degisim olmadig1 bulunmustur (Swan
ve ark., 1997). Yapilan diger bir ¢calismada yil olarak daha erken dogan erkeklerin
semen parametreleri karsilastirildiginda, azalma oldugu tespit edilmistir (Jorgensen ve
ark., 2011). Yapilan ¢alismalarin kapsadigi yillarda testis kanserinde meydana gelen
artis, bu durumun etkilerini ortaya koymustur (Schmiedel ve ark., 2003; Huyghe ve
ark., 2003). Ayrica yillar i¢inde semen kalitesinin azaldig1 goriisiinii destekleyenler,
bu durumun yasanilan cografi konumda goriilen degisiklikle ilgili olabilecegini

savunmaktadir (Skakkebaek ve ark., 2006).
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Erkek semen parametreleri ile ilgili yapilan calismalarda cinsel perhiz
stirelerinin farklilig1 veya analizin yontemi ve yapan teknisyenin farklilig1 savunulan
goriisiin dogrululugunu etkilemektedir (Agarwal veark., 1995; Auger ve ark., 2000).
Ayrica caligmalarda erkeklerin yas durumu, caligmaya katilan sayisi, mevsimsel
durumlar gdz oniine almmalidir. Ornegin daha 6nce yapilan calismada semen
kalitesinin bahar doneminde arttigl, yaz doneminde ise azaldigi gosterilmistir

(Gyllenborg ve ark.,1999).

Erkek genitoiiriner fonksiyonlardaki bozulma genetik faktorlerden ¢ok
cevresel faktorlerle iliskilidir. Ornegin; cografik konumdaki degisiklik, hava kirliligi,
endiistriyel atik/agir metal {ireme sistemini olumsuz etkilemektedir. Ayrica sigara
icme, kafein ve alkol tiikketme gibi kisisel yasam ozellikleri de erkek iireme sistemini
etkilemektedir. Tiim bunlarin yaninda kanser, kriptorsidizm gibi daha bir ¢ok faktoriin

erkek iireme sistemini {izerine etkili oldugu bilinmektedir (Chia ve ark., 2010).

Semen analizi ile ilgili yapilan c¢alismalarda infertilite durumlarn
degerlendirilirken, yasam kalitesini etkileyen sigara veya uyusturucu kullanma
durumu goz Oniine alinmalidir. Sigara igme durumunun semen kalitesini olumsuz
etkiledigi bilinmektedir (Sadeu ve ark., 2010). Sigarada bulunan nikotin, serbets
radikallari iiretmektedir (Traber ve ark., 2000). Sigara icen erkeklerde, sigara
igmeyenlere gore seminal oksidatif stres daha fazladir ve semen igerinde bulunan
16kosit sayist artmaktadir (Close ve ark., 1990). Bunun yaninda sigara igenlerde
sigarada bulunan karsinojen ve mutajenlerden dolayt DNA hasar1 yiiksek seviyede

bulunmustur (Potts ve ark., 1999).

Ancak bazi ¢alismalarda sigara kullaniominin semen parametreleri ve erkek
ireme sistemi Uizerine olumsuz etkisi olmadig1 savunulmaktadir. Yapilan bir
caligmada sigara kullanimini semen parameterlerini degistirmedigi ancak yuvark
hiicre sayisin1 ve 16kosit sayisini arttirdigi gosterilmistir (Trummer ve ark ., 2002).
Benzer olarak sigara igenin spermatogenez tizerine olumsuz etkisi olmadigi

gosterilmistir (Holzki ve ark., 1991).

55



2.13. Cevresel Faktorler ve Infertilite

Cevresel faktorlerin, spermatogenez lizerine etkilerini tam olarak tespit etmek
oldukg¢a zordur. Gegtigimiz 10 yil i¢inde, gelismis ve gelismekte olan tilkelerde
kimyasal endiistride meydana hizli gelen gelisim, dogada fazla miktarda ksenobiyotik
olmasina neden olmustur. Ksenobiyotikler, biyolojik sisteme zararli; pestisit, herbisit,
kozmetik iiriinler ve temizlik maddeleri gibi yabanci molekiillerdir. Kimyasal toksisite
son zamanlarda artmakta ve hatta meydana gelen zararlh etkileri uzun yillar sonra bile

karsimiza ¢ikmaktadir.

Radyasyon gibi ksenobiyotikler olgun testis i¢inde direk olarak erkek iireme
hiicrelerini etkilemektedir. Diger bir deyisler erkek iireme hiicrelerini iireten kok
hiicrelerde meydana gelen tamir mekanizmalar1 sayesinde en diisik DNA hasari
olusan hiicrelerdir (Hill ve ark., 2004). Ancak spermatogenez sirasinda, sperm
hiicreleri epididimis igerinde 2-12 giin, disi ireme sisteminde ise 2 giin kalabilir. Bu
zamanlarda sperm hiicreleri DNA hasarina karst en duyarhidir (Aitken ve Sawyer,
2003). Bunun yaninda ksenobiyotikler sadece erkek iireme sisteminde degil ayni
zamanda disi ireme sisteminde bozukluklara neden olarak, dogan erkek bireylerde
testikiiler disgenezis sendromuna neden olmaktadir. Buna bagli olarak gelecek
yasamda; diisiik semen Kkalitesi, testis kanseri, hipospadias gibi hastalilara neden

olmaktadir. (Fisher ve ark., 2003).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, agir metal, organik c¢oziiciiler ve pestisit gibi
maddelerin gonadotoksisite ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu maddeler, direk olarak
seminifer tiibiil ve hipotalamo-hipofizer-gonadal eksene etki ederek, sperm hareket ve
sayisinin azalmasina, sperm morfolojisi lizerine etki ederek infertiliteye neden

olmaktadir (Kumar, 2004).

Hava kirliligine bagl olarak iiretilen ROS, diisiik semen kalitesine neden olan
onemli bir faktordiir. Hava kirliligine daha fazla maruz kalan erkeklerle yapilan
caligmada; kanda methemoglobininin artti§i, semen kalitesinin ise diistiigl
gozlemlenmistir (De Rosa ve ark., 2003). Ayrica kadin bireylerde ise hava kirliligine
bagli olarak hamilelikte diistikler gozlenmistir (Sallmen ve ark., 2000).
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2.14. Sigara Kullanim ve Erkek Infertilitesi

Sigara kullanmanin; yasam siiresine, solunum fizyolojisine, kardiyovaskiiler
fizyolojiye ve genel saglik durumuna olumsuz etkisi kanitlanmistir. Ancak erkek
infertilitesi lizerine olumsuz etkisi tam olarak gosterilememektedir. Diinya
popiilasyonunun tigte biri sigara kullanmakta ve sigara kullanan erkeklerin ¢ogu
ergenlik donemindedir. Amerika’ da erkeklerin % 30’ u kadinlarin ise % 35’ 1 sigara
kullanmasina ragmen, sigara kullanimi ile erkek infertilitesi arasindaki iliski tam
olarak aciklanamamistir. Ancak, yapilan caligmalarda sigara kullaniminin infertilite
olugmasinda risk olusturdugu goriisii kabul edilmektedir (ASRM, 2008). Sigara

kullanimi erkek tireme sistemi ile ilgili bir¢ok fonksiyonu etkilemektedir (Sekil 2.37).

Sperm Yapisi ve Proteinler

o\ ez
Aksonem-Akrozin / DNA Hasan
)

S, ¢«
'

Oksidatif Stres

Semen Yapisi
ROS RNS

Yardimci Ureme Bezleri

Semen Parametreleri ‘(
Canlilik-Hareket-Morfoloji \
Konsantrasyon \ /

Sekil 2.37. Sigara kullaniminin erkek infertilisi tizerine etkisi
(Haque ve ark., 2014’den uyarlanmistir).

Sigara dumani iki faza ayrilmaktadir. Bunlar partikiiler faz ve gaz fazidir.
Nikotin ve katran partikiiler fazda bulunurken, karbonmonoksit ise gaz fazda bulunur.
Rakyoaktif polonyum, bezopiren, dimetilbenzen, naftalin, kadmiyum (Cd) gibi
karsinojen ve mutajenler, sigarada bulunmaktadir (Colagar ve ark., 2007). Giinde 20
adetten fazla sigara i¢enlerde semen igerisinde yiiksek seviyede Cd tespit edilmistir.
Cd seviyesinin ise direk olarak sperm sayis1 ve hareketi ile iliskili oldugu gosterilmistir

(Saaranen ve ark., 1989). Sigara kullanma durumu ise aktif ve pasif igicilik olarak
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ikiye ayrilmaktadir. Aktif sigara icenler direk olarak, hidrojen peroksit, hidroksil
radikalleri gibi yiiksek seviyede ROS’ a maruz kalirlar. (Saleh ve ark., 2002). Bunlarin
yaninda, N-nitrozamin (TSNA), N'nitrosornikotin (NNN) gibi karsinojenlerden
etkilenmektedirler. Son olarak DNA hasarina neden olan, 3-metil-nitrozamin propanol
(MNPA) sigarada bulunmaktadir (Haque ve ark., 2014).

Sigara, tiim semen parametreleri (sayi1, hareket ve morfoloji) {izerine olumsuz
etkiye sahiptir. Sigara kullanim miktar1 ile semen hacmi arasinda zit iligski ortaya
koyulmustur (Gaur ve ark., 2007). Sigarada bulunan nikotinin, sperm sayisini ve

normal sperm morfolojisini diistirdiigii gosterilmistir (Gornig ve Schirren, 1996).

Klinik insan c¢alismalarinda sigara icenlerde; diisiik sperm sayist ve
konsantrasyonunun yaninda infertilite nedeni olan, oligospermi ve azospermi
goriilmustiir (Hassa ve ark., 2006). Ayrica sperm ayirma tekniklerinden swim-up
Oncesi ve sonrasi elde edilen bulgularda sigara icmeyenlerde, sperm sayis1 ve hareketi,
sigara icenlere gore daha fazla bulunmustur (Colagar ve ark., 2007). Son zamanlarda
sigara icenlerden elde edilen semen analizlerinde fazla sayida anormal sperm
goriilmektedir. Bu durumun da elde edilen TZI degerlerini etkiledigi gosterilmistir

(Gaur ve ark., 2007).

Semen analizinden elde edilen veriler sigara igen bireylerde, bireye dayali
farkliliklar gosterebilmektedir. Bazi ¢alismalarda sigara icenlerde sperm hiicresinin
ozelliklerini daha ayrintili incelemeyi uygun gormiistiir. Bu dogrultuda sigara i¢en
bireylerde aksonem yapisinda degisikler tespit edilmistir (Yeung ve ark., 2009). Bunu
yaninda akrozom yapisinda bulunan akrozin enzimi, sigara igenlerde azalmis ve

infertiliteye neden olmustur (Gerhard ve ark., 1989).

Reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) kaynakli oksidatif stres (OS) sperm
hiicrelerinin kiigiik sitoplazmalarindan dolayi, sperm hiicrelerinde daha kolay hasar
meydana getirmektedir. Oksidatif stres de canliligin azalmasina, hareketin diigmesine
neden olmaktadir. Benzer olarak, siiperoksit, nitrojen peroksit gibi reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) sperm kalitesini etkilemektedir. Sigara igme ROS ve RNS olusmasina
neden olan dis faktorlerdendir. Sigara igenlerde % 48 oraninda semende 16kosit ve %

107 oraninda ROS seviyesinde artis bulunmustur. Bu zararli etkiler géz oniinde
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bulunduruldugunda sigara igmenin OS yaratarak, infertilite olugmasina neden oldugu
acikea gosterilmektedir (Kothari ve ark., 2010). Antioksidanlar ise ROS’ un olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Askorbik asit gibi semende dogal olarak bulunan
antioksidanlar, sigara igenlerde % 20-40 daha diisiikk seviyede tespit edilmistir
(Dawson ve ark., 2007).

Diger yandan yapilan c¢alismalarda sigaranini semen parametreleri {izerine
olumsuz etkisi olmadigini savunmaktadir. Sigara kullaniminin erkek {ireme sistemine
olumsuz etkisi olmadig1 gosterilmistir. Anormal sperm saymin sigara kullanim ile
ilgili olmadig1 gosterilmistir (Hoidas, ve ark., 1985). Diger bir ¢alismada ise sigara
kullanan deney grubu ile sigara kullanmayan deney grubu arasinda semen
parametreleri karsilastirilmis ve sigaranin semen parametreleri iizerine etkisi olmadigi
ortaya koyulmustur (Dikshit ve ark., 1987). Sigara kullanimimnin DNA hasar1 {izerine
olumsuz etkisi olmadig1 yapilan diger bir ¢alisma ile gosterilmistir (Oldereid ve ark.,
1989).

Sigara kullanim miktarinin semen kalitesi lizerine etkisi karsilastirildiginda,
diistik semen kalitesinin sigara kullanimiyla ilgili olmadigi ortaya cikarilmistir
(Goverde ve ark., 1995). 889 bireyle yapilan bir ¢alismada sigara kullanmayan, agir
iciciler ve orta diizeyde iciciler olarak ayrilan bireylerde semen parametreleri ve serum
FSH, LH diizeyleri arasinda 6nemli bir fark olmadigi gosterilmistir (Pasqualotto ve
ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Calisma Kasim 2016 ve Nisan 2017 tarihleri arasinda Balikesir Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Androloji Laboratuvarina rutin
spermiyogram testi i¢in bagvuran, érnek veren ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 40
erkek goniilliiye ait semen ornekleri ile gergeklestirildi. Bu arastirma hastalarin, rutin
spermiyogram testi yapildiktan sonra artan ve normalde tibbi atik olarak laboratuvar
ortamindan uzaklastirilan semenleri ile gergeklestirildi. Caligmamiz Balikesir
Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Uygulamalar Etik Kurulu’ nun
19.10.2016 tarih 2016/106 nolu izni ile gergeklestirildi (bkz. EK-2). Calismaya katilan
her hasta i¢in bilgilendirilmis goniillii olur formu ile izinleri alind1 (bkz. EK-3). Ayrica
calismaya katilmay1 kabul eden goniillii hastalara sigara veya ilag kullanimi, mesleki
maruziyetler vb. gibi c¢evresel etkenlerle temaslarini belirlemek igin arastirmaci
tarafindan hazirlanan Cevresel Etkenlere Maruziyet Anketi uygulandi (bkz. EK-4).
Goniilli hastalarin semen 6rneklerinden mikroskobik olarak degerlendirme sonucu

azospermi tanisi konulanlar ¢alisma disinda tutuldu.

3.2.  Semen Orneklerinin Eldesi

Androloji laboratuvarina spermiyogram testi i¢in bagvuran ve ¢aligsmaya
katilmada goniillii olan hastalar kendilerine ayrilan 6zel odada mastiirbasyon yontemi
ile elde ettikleri semen 6rneklerini steril, plastik kaplara koyarak laboratuvarimiza
teslim ettiler. Semen Ornekleri 37 ©°C sicakliktaki inkiibatorde bekletilerek
likefaksiyonlarinin tamamlanmasi saglandi. Likefiye semen ile hastanin rutin
spermiyogram testine yonelik incelemeler tamamlandiktan sonra kalan semen, tibbi

atik olarak laboratuvardan uzaklastirilmak yerine, calismaya dahil edildi.
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3.3. Hasta Gruplari

Calismaya dahil olan hastalara Cevresel Etkenlere Maruziyet Anketi
uygulandi. Anket degerlendirmesi sonucunda hastalarda en sik rastlanan cevresel
etken sigara kullanim1 oldugu i¢in bu faktoriin incelenmesine karar verildi ve hastalar
sigara icen ve icmeyen olarak iki gruba ayrildi. Sigara igmeyen olgular i¢in en az 1 y1l
sigara igmiyor olmak kosulu uygulandi. Sigaray1 1 yil i¢inde birakanlar ise ¢alismaya
dahil edilmedi. Her iki gruptada 20 hasta yer aldu.

3.4. Semen Orneklerine Uygulanan incelemeler ve islemler

Tim hastalardan elde edilen semen Orneklerinde spermiyogram testi,
morfolojik inceleme ve toluidin mavisi ile DNA hasari incelemesi gergeklestirildi.
Ardindan her bir 6rnek iki esit hacme ayrildi. Bunlardan birisinden dansite gradiyent
yontemi ile digerinden ise swim-up yontemi ile spermler elde edildi. Son olarak iki
farkli yontem ile elde edilen spermlerin konsantrasyon, say1 ve hareketlilik tayinleri
yapildi, morfolojik degerlendirmeleri ve toluidin mavisi ile DNA hasari incelenmeleri

gerceklestirildi. Calismada kullanilan yontemlerin detaylar1 agsagida belirtilmistir.

3.4.1. Spermiyogram Testi

37 °C sicaklikta inkiibatorde yaklagik 20 dakika likefiye olan semen
orneklerinin analizi yapildi. Semen analizinde ilk olarak makroskobik inceleme
yapilarak, semenin kokusu, goriiniimii, hacmi ve viskozitesi degerlendirildi. Daha
sonra mikroskobik incelemeleri yapmak i¢in semenden alinan 10 pl hacmindeki 6rnek
derinligi 0.01 mm olan Makler sayim kamerasinin ortasina damlatilarak tizerine grid
cami kapatildi (Sekil 3.1). Olympus BX53 151k mikroskobunda 200X biiyiitme altinda
yapilan degerlendirme ile sperm konsantrasyonu, total sperm sayis1 ve hareketliligi

degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Makler Sayim Kamarasi

3.4.2. Dansite Gradiyent Yontemi ile Sperm Eldesi

Dansite gradiyent yontemi asagida basamaklar1 tarif edilen bicimde

gerceklestirildi.

1-

15 ml hacimli Falkon tiipiiniin en altina 1 ml %80’lik kolloid soliisyonu
(PureSperm®80, Nidacon) eklendi.

Ayni falkon tiipii igerisine %80’lik kolloid soliisyonun tizerine 1 ml %40’lik
kolloid soliisyonu (PureSperm®40, Nidacon) eklendi.

Falkon tlipiiniin en iist kismima da 1 ml semen eklendi.

Falkon tiipti x500g’de 20 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij tamamlandiktan sonra siipernatant kismi atildi.

Falkon tiipiiniin alt kiminda kalan pellet 5 ml medyum (PureSperm®Wash,
Nidacon) igeren yeni bir falkon tiipiine alinarak ¢oziildii.

Falkon igerisinde medyum ile ¢oziilen bu pellet x500g” de 10 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij tamamlandiktan sonra siipernatant kismi atildu.

Son asamada altta kalan pellet 05 ml kiltir medyumu
(PureSperm®Wash, Nidacon) iginde yeniden siispansiyon haline getirildi.

Takip eden metotlarda bu sperm siispansiyonu kullanildu.
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3.4.3. Swim-up Yontemi ile Sperm Eldesi

Swim-up yontemi asagida basamaklari tarif edilen bi¢imde gergeklestirildi.

Likefiye olan 1 ml semen 6rnegi 15 ml hacimli falkon tiipii igerisine koyuldu.
Icerisinde semen 6rnegi bulunan falkon tiipiine semen iizerine gelecek sekilde
yavasca 2 ml semen yikama soliisyonu (PureSperm®Wash, Nidacon) eklendi.
Tiipii 45 derece egimli olarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon islemi sonunda tiip nazik¢e dik duruma getirilerek kiiltiir
medyumunun en stteki 1 ml’lik kismi alindi. Bu kisim ileri hareketli spermleri
icermektedir.

Bu 1 ml’lik kisim igerisinde 2 ml medyum bulunan yeni bir falkon tiipiine
alinarak medyum ile seyreltildi.

Falkon tiipii x500g’de 10 dakika santrifiij edildi

Santrifiij tamamlandiktan sonra siipernatant kismu atildu.

Son asamada altta kalan pellet 0,5 ml kiltir medyumu
(PureSperm®Wash, Nidacon) iginde yeniden siispansiyon haline getirildi

Takip eden metotlarda bu sperm siispansiyonu kullanildu.

3.4.4. Spermlerin Morfolojik Degerlendirilmesi

Morfolojik degerlendirme hem sperm ayirma 6ncesi hem de dansite gradiyent

ve swim-up yontemi ile elde edilen sperm orneklerinde gerceklestirildi. Morfoloji

degerlendirme yontemi asagida basamaklari tarif edilen bi¢gimde gerceklestirildi.

Yikama Oncesi ve yikama yontemlerinden sonra elde edilen semen 6rneginden
10 pl lam tizerine yayildi.

Lamlar havada kurutuldu.

Havada kurutulan lamlar kit protokoliine uygun olarak; 1 dakika fiksatif ile
tespit edildi.

Tespit islemi gergeklesen preperatlar kit icerisindeki Quik-Diff Red soliisyonu
ile 1 dakika boyandi.
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Lamlar yikanmadan sonra kit icerisindeki Quik-Diff Blue soliisyonu ile 30
saniye boyandi.

Boyanan preperatlar akan ¢esme suyunda yikandi.

Havada kurulan preperatlar entellan ile kapatilarak x1000’lik biiylitmede

incelendi.

Orneklerde sperm morfoloji degerlendirilmesi en az 200 sperm hiicresinde

asagida belirtilen Kruger kesin kriterlerine gore yapildi.

Sperm bas1 sinirlar belli oval yapili olmalidir.

Sperm uzunlugu 4.0-5.0 um, genisligi ise 2.5-3.5 um olmalidir.

Akrozom bdlgesinin basin %40-70 ini olusturacak biiyiikliikte olmalidur.
Post-akrozomal alanda vakuol bulunmamalidir.

Orta parg¢a ve kuyruk anomalisi bulunmamalidir.

Orta parca; ince, sinirlart belli ve yaklasik olarak sperm basi uzunlugunda
olmalidir.

Orta parcanin ana ekseni sperm basinin ana ekseniyle ayni hizada
bulunmalidir.

Orta parc¢a eni 1 mikron, uzunlugu bas uzunlugunun 1,5 kat1 olmalidir.
Kuyruk boyunca genislik ayn1 olmalidir. Kuyruk orta pargcadan daha ince ve
yaklasik 45-55 pm uzunlukta (bas uzunlugunun yaklagik 10 kati) olmalidir.

Sperm morfoloji degerlendirmesinde ise dikkat edilen hususlar asagida

belirtilmistir.

Sperm hiicresinin biitiinliniin morfolojisi degerlendirmeye katilmalidir.
Degerlendirme x100 biiyiitme alaninda yapilmalidir.

Degerlendirme esnasinda hiicre kiimelerinin bulundugu bolgelerdeki sperm
hiicreleri dikkate alinmamalidir.

Serbest kuyruklar (igne baslar) ve serbest baslar (bir bas ve kuyruga sahip olan

germ hiicreleri olarak tanimlanan) sperm olarak sayilmadiklarindan, anomali

olarak da kabul edilmemelidir (WHO, 2010).
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Tespit edilen bas, orta parca ve kuyruk anomalileri, droplet varligive normal
morfolojiye sahip olan sperm oranlari yilizde olarak ifade edildi. Morfolojik

degerlendirme sonrasinda Teratozoospermi Indeksi (TZI) hesaplandi.

3.4.5. Toluidin Mavisi Testi

DNA hasarmin incelenmesinde Toluidin mavisi ile boyama yontemi kullanildi.
Toluidin mavisi boyasi1 Erenpreiss ve ark. (2001) tanimlandig1 bigimde ve asagida

belirtilen sekilde hazirlandi.

Gerekli Malzemeler

. Disodyum Hidrojen Fosfat (NazHPO.)

o Sitrik Asit Monohidrat (C¢HgO7H20)

. Hidroklorik Asit (HCI)

J %9611k Etanol

o Toluidin Blue Toz (C15H16CIN3 S 0.5ZnCly)
o Aseton (C3HsO)

. Tersiyer Biitanol (CsH100)

. Distile Su

Soliisyonlarin Hazirlanmast

0,2 M Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPOj4) soliisyonu igin;

° Distile su: 100 ml
o Na2HPOa4: 2,83 gr
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0,1 M Sitrik Asit Monohidrat (CeHgO7H20) soliisyonu i¢in;

Distile su: 100 ml
Na2HPOa4: 2,10 gr

0,1N HCI ¢ozeltisi i¢in;

Distile su: 1000 ml
%37’lik HCI: 8,28 ml

Fiksatif i¢in;

%96’ lik etanol: 100 ml
Aseton: 100 ml

Elde edilen, 0,2 M Sitrik Asit Monohidrat (C6H807.H20) soliisyonundan
75,30 ml ve 0,2 M Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPOa) soliisyonundan 24,70
ml alinarak pH 3.5 Mcllvain’s buffer hazirlandi.

pH 3.5 Mcllvain’s buffern 50 ml’ si alind1 ve iizerine tizerine 50 ml distile su
eklendi.

%350’1ik 100 ml Mcllvain’s buffer igerisine 0,05 gr toz toluidin mavisi eklendi

ve karistirildi.

Toluidin Boyama Yontemi

Yikama oncesi ve yikama yontemlerinden sonra elde edilen semen 6rneginden
10 pl lam tizerine yayildi

Lamlar havada kurutuldu.

Kuruyan preparatlar; % 96 ethanol/aseton (1:1) fiksatifi ile +4 “C’ de 30 dakika
tespit edildi.

+4 °C’ de fikse edilen preperatlar havada kurutuldu.

Preparat zayif bir asit olan 0,1N HCl ile +4 “C’ 5 dakika hidroliz edildi.
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6- Hidroliz isleminden sonra preperatlar 3x2 dakika distile suda yikandi.
7- Oda sicakliginda %0.05” lik toluidin mavisi boyasinda 5 dakika bekletildi

8- Boyama isleminden sonra preperatlar 2x3 dakika distile su ile yikandi.
9- Preperatlar yikama isleminden sonra tersiyer biitanol ile 2x3 dakika 37 °C’de
dehidratasyon yapildi.

10- Dehidratasyondan sonra preperatlar ksilen ile oda sicakliginda 2x3 dakika
parlatildi.
11-  Son asamada preperatlar entellan ile kapatildi. Isik mikroskobunda x1000°’lik

biiyiitmede incelendi (Erenpreiss ve ark., 2001).

Metakromatik 6zellik gosteren boya sayesinde hasarli DNA yapist gosteren
spermler koyu mavi veya mor renkte boyanirken, normal DNA’ ya sahip spermler
yesil veya agik mavi renkte boyandi. Her 6rnek igin en az 200 spermdeki hasarli DNA

degerlendirildi ve oran1 % olarak belirlendi.

3.5. Degerlendirme ve Istatistiksel Analiz

Arastirma verileri Varyans Analizi (ANOVA) ve Tekrarlanmis Olgiimler icin
Karisik Varyans Analizi (Split-Plot ANOVA) testleri kullanilarak analiz edildi. Sigara
igen ve igmeyen hastalarin yikama oncesi ve sonrasi yapilan dl¢timleri ANOVA testi
ile karsilagtirildi. Dansite gradiyent ve Swim-up yontemleri arasinda sigara kullanim
durumuna gére yapilan karsilastirmalarda ise Tekrarlanmis Olgiimler icin Karisik
Varyans Analizi testi kullanildi. Degiskenlerin normallik ve varyanslarin homojenligi
gibi ANOVA test varsayimlarini karsiladigi gézlenmistir. Tiim analizler SPSS siiriim
24 kullanilarak gergeklestirildi. Veriler grafik olarak SigmaPlot 10.0 ile yapildi. o-
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Semen Analizi Bulgular

Bu ¢alismaya, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Androloji Laboratuvarina rutin spermiyogram testi i¢in basvuran goénillii 40 hasta
dahil edildi. Hastalar sigara kullan (n:20) ve sigara kullanmayan (n:20) olmak {izere
iki gruba ayrildi. Sigara igen ve igmeyen hasta grubuna ait sperm hazirlama
islemlerinden Once yapilan semen analizine ait bulgular karsilastirildi. Sigara igcen
grupta yas ortalamasi 31,65 (£6,67), sigara igmeyen grupta ise yas ortalamasi 30,70
(£3,58) idi. Semen hacim ortalamalar: sigara igenlerde, 3,50 (+0,98) ml, sigara
icmeyen grupta ise 3,74 (+1,65) ml olarak bulundu. Ortalama sperm konsantrasyonu,
sigara igen grupta 90,60 (+£63,35) milyon/ml sigara igmeyen grupta 86,90 (£57,87)
milyon/ml, toplam sperm sayisi (TSS) ise sigara i¢en grupta 290,55 (+215,76) milyon
adet, sigara icmeyen grupta 296,55 (£229,43) milyon adet, sperm hareketliligi
degerlendirildiginde, progresif hareketli sperm yiizdesi sigara icenlerde % 34,95
(£23,07), sigara igmeyen grupta % 45,15 (£20,72) bulundu. Elde edilen bu degerler
arasinda, istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (p>0.05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hasta gruplarinda yikama oncesi degerlerin karsilagtirilmasi.

Sigara icen Sigara icmeyen
Degiskenler grup grup P

Ort£SS Ort£SS degeri
Yas (y1l) 31,65 (£6,67) 30,70 (£3,58) 0,578
Hacim (ml) 3,50 (£0,98) 3,74 (£1,65) 0,574
Konsantrasyon 90,60 (£63,35) 86,90 (£57,87) | 0,848
(milyon/ml)
TSS
(milyon adet) 290,55 (£215,76) | 296,55 (£229,43) | 0,933
Progresif hareketli
sperm (%) 34,95 (£23,07) 45,15 (£20,72) | 0,150
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Semen orneklerine, sperm se¢im yontemlerinden swim-up ve dansite gradiyent
yontemi uygulandiktan sonra elde edilen 6rneklerde de sperm konsantrasyonu ve
progresif hareketli sperm yiizdesi belirlendi. Dansite gradiyent sonrasi sigara igen
grupta sperm konsantrasyonu 71,00 (+88,44) milyon/ml, sigara igmeyen grupta 80,70
(£70,60) milyon/ml, progresif hareketli sperm yiizdesi sigara icen grupta % 47,53
(£28,53), sigara igmeyen grupta % 60,65 (£21,96) olarak bulundu. Swim-up sonrasi
sigara i¢en grupta sperm konsantrasyonu 15,75 (+£19,78) milyon/ml, sigara igmeyen
grupta 23,40 (£28,53) milyon/ml, progresif hareketli sperm yiizdesi sigara i¢cen grupta
% 59,60 (£33,14), sigara igmeyen grupta % 80,40 (+18,85) olarak bulundu. Sigara i¢cen
ve igcmeyen grupta dansite gradiyent yontemi sonrasi Sperm konsantrasyonu ve
progresif hareketli sperm yiizdeleri ile Swim-up yoOntemi sonrasi sperm
konsantrasyonu arasinda 6nemli bir fark yoktu (p>0.05). (Tablo 4.2). Ancak sigara
igen Ve igmeyen hasta gruplarinda swim-up sonrasi progresif hareketli sperm yiizdesi
karsilastirildiginda sigara igmeyen grupta progresif hareketli sperm yiizdesinin anlaml

olarak daha yiiksek oldugu bulundu (Tablo 4.2). (p=0,019).

Tablo 4.2. Hasta gruplarinda dansite gradiyent ve swim-up sonrasi Sperm
konsantrasyonu ve hareketlilik.

Sigara icen | Sigara icmeyen
Degiskenler grup grup P
Ort+£SS Ort+SS degeri

Dansite gradiyent sonrasi
sperm konsantrasyonu 71,00 (£88,44) | 80,70 (+70,60) | 0,714
(milyon/ml)

Swim-up sonrasi sperm
konsantrasyon 15,75 (£19,78) | 23,40 (£28,53) | 0,344
(milyon/ml)

Dansite gradiyent sonrasi
progresif hareketli sperm | 47,53 (£28,53) | 60,65 (+21,96) | 0,112
(%)

Swim-up sonrasi
progresif hareketli sperm | 59,60 (+33,14) | 80,40 (+18,85) | 0,019*
(%)
*p<0.05
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40 hastanin tamaminda iki farkli sperm hazirlama ydntemi yani dansite
gradiyent ve swim-up yontemleri sonrasinda elde edilen spermlere ait veriler
karsilastirildiginda, swim-up  yontemi  sonrasinda elde edilen sperm
konsantrasyonunda 6nemli derecede azalma oldugu goriildii. Bu farkin istatistiksel
analizine ait p degeri sigara igen grup i¢in p=0,000, Sigara igmeyen grup igin ise
p=0,003 idi.

4.2. Morfoloji Bulgular:

Hastalardan elde edilen sperm Orneklerinde hem yikamalar 6ncesi hem de
dansite gradiyent ve swim-up islemleri sonrasi morfoloji degerlendirmesi amaciyla
Diff-Quik ile boyanan yayma preperatlar kullanildi. Kruger’ in kesin kriterlerine gore
yapilan incelemede tiim hastalara ait yikama 6ncesi, normal sperm, bas, orta parga,
kuyruk anomalisine ve sitoplazmik droplete sahip sperm yiizdeleri belirlendi Her
ornek icin hazirlanan bir preperatta en az 200 adet sperm hiicresi degerlendirildi.
Sayilan anomalilerin higbirine sahip olmayan sperm normal kabul edildi (Sekil 4.1).
Yikama Oncesi verileri incelendiginde sigara igenlerde normal sperm % 6,75 (£6,40),
sigara igmeyen grupta % 12 (+6,81) olarak bulundu. Anomaliler incelendiginde bas
anomalisinin sigara igcen grupta % 87,35 (£9,39), sigara igmeyen grupta % 79,70
(£18,85), orta par¢a anomalisinin sigara igen grupta % 25 (£7,73), sigara igmeyen
grupta 25,45 (£8,98), kuyruk anomalisinin sigara igen grupta % 27,60 (+11,33), sigara
icmeyen grupta % 22,70 (+10,81), sitoplazmik dropletin ise sigara icen grupta % 3,95
(£2,92) sigara igmeyen grupta % 1,75 (x1,48) oldugu goriildii. Yikama 6ncesi normal
sperm orani sigara igmeyen hastalarda anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,016). Yine
hem bas anomali yiizdesi (p=0.017) hem de kuyruk anomalisi yiizdesi (p=0,05) sigara
icenlerde daha fazla oranda izlendi. Bu iki grup arasinda sitoplazmik droplet ve orta
parca anomalisi agisindan 6nemli bir fark yoktur (p>0.05) (Tablo 4.3). Sigara igen ve
icmeyen hasta gruplarinda yikama oncesi TZI degerleri de karsilastirildi (Sekil 4.2).
Sigara icen grupta TZI degeri % 1,54 (£0,15), sigara igmeyen grupta % 1,47 (£0,13)
olarak bulundu. TZI degerleri agisindan gruplar arasinda 6énemli bir fark goriilmedi
(p>0.05).
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Sekil 4.1. Hasta gruplarinda yikama 6ncesinde morfolojik kriterlerin
karsilastirilmasi (* p < 0.05) (Siitunlar ORT+SE).
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Sekil 4.2. Hasta gruplarinda yikama oncesinde TZI degerlerin
karsilastirilmasi (Siitunlar ORT=SE).
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Tablo 4.3. Hasta gruplarinda yikama oncesinde morfolojik degerlendirme

verileri.
Sigara icen Sigara
Degiskenler grup icmeyen grup P
Ort£SS Ort£SS degeri
Normal sperm (%bo) 6,75 (£6,40) 12 (£6,81) 0,016*
Bas anomalisi (%) 87,35 (£9,39) | 79,70 (+18,85) | 0,017*

Orta par¢a anomalisi (%0) 25 (£7,73) 25,45 (£8,98) | 0,866
Kuyruk anomalisi (%0) 27,60 (£11,33) | 22,70 (+10,81) | 0,05*
Sitoplazmik droplet (%0) 3,95 (£2,92) 1,75 (£1,48) 0,111
TZI (%) 1,54 (£0,15) | 1,47 (x0,13) | 0,188
*p<0.05

Morfolojik degerlendirmeler swim-up ve dansite gardiyent yontemi sonrasi
elde edilen spermlerde de gergeklestirildi. Sigara icen ve igmeyen hastalarda dansite
gradiyent yontemi ile elde edilen spermlerin morfoloji degerlendirilmesine ait veriler
karsilastirildi (Sekil 4.3). Sigara igen hastalarda normal sperm oran1 % 14,15 (£10,11),
sigara icmeyen grupta % 17,90 (£8,59), bas anomalisi sigara icen grupta % 79,15
(x13,78), sigara igmeyen grupta % 77,55 (£9,56), orta par¢a anomalisi sigara icen
grupta % 17,70 (£7,92), sigara igmeyen grupta 15,10 (£5,81), kuyruk anomalisi sigara
igen grupta % 20,30 (£12,87), sigara igmeyen grupta % 15,30 (£11,11), sitoplazmik
droplet ise sigara icen grupta % 0,45 (£0,75), sigara igmeyen grupta ise % 0,50 (£1,05)
bulundu. TZI degeri sigara igen ve igmeyen hasta gruplarinda karsilastirildi (Sekil 4.4).
Sigara igen grupta % 1,36 (+0,18), sigara igmeyen grupta % 1,30 (+0,12) olarak
bulundu. Sigara icen ve igmeyen grupta dansite gradiyent sonrasi elde edilen degerler

arasinda, istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (p>0.05) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.3. Hasta gruplarinda dansite gradiyent sonras1 morfolojik
kriterlerin karsilastirilmasi (Siitunlar ORT=SE).
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Sekil 4.4. Hasta gruplarinda dansite gardiyent sonras1 TZI degerlerin
karsilastirilmasi (Siitunlar ORT+SE).
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Tablo 4.4. Hasta gruplarinda dansite gradiyent sonras1 morfolojik degerlendirme

verileri.
Sigara icen Sigara icmeyen
Degiskenler grup grup P
Ort+SS Ort£SS degeri
Normal sperm (%o) 14,15 (x10,11) 17,90 (£8,59), | 0,214
Bas anomalisi (%) 79,15 (£13,78) 77,55 (£9,56) 0,719

Orta par¢a anomalisi
(%)
Kuyruk anomalisi (%) | 20,30 (£12,87) 15,30 (£11,11) | 0,197

17,70 (£7,92) | 15,10 (£5,81) | 0,244

Sitoplazmik droplet
(%)

Dansite gradiyent
sonrasi TZI degeri (%)

0,45 (£0,75) 0,50 (+1,05) | 0,864

1,29 (£0,15) 1,30 (£0,12) | 0,283

Iki grup arasinda swim-up sonrasi da spermlerde morfoloji degerlendirilmesi
yapild1 (Sekil 4.5). Sigara igenlerde normal sperm % 16,95 (£9,36), sigara igmeyen
grupta % 20,50 (£9,45), bas anomalisi sigara igen grupta % 73,40 (£17,53), sigara
igmeyen grupta % 71,25 (£19,96), orta parca anomalisi sigara igen grupta % 18,60
(£6,85), sigara igmeyen grupta % 16,85 (x7,11), kuyruk anomalisi sigara igen grupta
% 13,65 (£9,60), sigara igmeyen grupta % 9,60 (£6,81), sitoplazmik droplet ise sigara
icen grupta % 0,80 (+0,89), sigara igmeyen grupta ise % 0,60 (+1,18) bulundu. TZI
degeri sigara i¢en ve igmeyen grupta karsilastirildi (Sekil 4.6). TZI degeri sigara igen
grupta % 1,29 (£0,15), sigara icmeyen grupta % 1,25 (+0,10) olarak bulundu. Bu iki
grup arasinda sperm morfoloji degerlendirmesinde 6nemli bir fark yoktur (p>0.05)

(Tablo 4.5).
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Sekil 4.5. Hasta gruplarinda swim-up sonras1 morfolojik kriterlerin
karsilastirilmasi (Siitunlar ORT=SE).
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Sekil 4.6. Hasta gruplarinda swim-up sonrast TZI degerlerin
karsilastirilmasi (Siitunlar ORT=SE).
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Tablo 4.5. Hasta gruplarinda swim-up sonrasi morfolojik degerlendirme verileri.

Sigara icen Sigara icmeyen
Degiskenler grup grup P
Ort£SS Ort£SS degeri
Normal sperm (%o) 16,95 (£9,36) 20,50 (£9,45), 0,214
Bas anomalisi (%) 73,40 (£17,53), | 71,25 (£19,96) 0,719

Orta parc¢a anomalisi
(%)

Kuyruk anomalisi (%0) 13,65 (£9,60) 9,60 (£6,81), 0,214
Sitoplazmik droplet

18,60 (+6,85) | 16,85 (x7,11), | 0,433

0,80 (£0,89), 0,60 (x1,18) | 0,551
(%)
Swim-up sonras1 TZI 1,29 (£0,15) 1,25 (+0,10) 0,399
degeri (%)

4.3. DNA Hasar1 Bulgulan

Sigara icen ve igmeyen hastalardan elde edilen sperm Grnekleri hem yikama
oncesi hem de iki yontem sonrasinda DNA hasar1 degerlendirmesi amaciyla Toluidin
mavisi ile boyandi. Her bir lamda en az 200 adet sperm hiicresi sayildi ve DNA hasar

orani yiizde olarak hesaplandi.

Yikama Oncesinde sperm DNA hasar1 sigara icen grupta % 19,03 (£9,19),
sigara igmeyen grupta ise % 18,47 (+7,88) olarak bulundu (Sekil 4.7). Elde edilen
semen Ornekleri dansite gradiyent ve swim-up yontemi ile yikandiktan sonra % DNA
hasar1 belirlendi. Dansite gradiyent yikama sonrasinda DNA hasar1 sigara igen grupta
% 6,40 (£5,46), sigara icmeyen grupta % 5,00 (+5,88) olarak bulundu (Sekil 4.8).
Swim-up sonrast DNA hasari sigara i¢en grupta % 3,60 (£3,96) sigara igmeyen grupta
% 3,15 (£3,60) olarak bulundu (Sekil 4.9). Elde edilen bu degerler arasinda,
istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (p>0.05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Hasta gruplarinda yikama Oncesi ve sonralarinda DNA hasari

yiizdeleri.
Degiskenler Sigara icen Sigara icmeyen
grup grup P
Ort£SS Ort+£SS degeri

Yikama oncesi DNA

19,03 (£9,19) 18,47 (£7,88) 0,836
hasar: (%)
Dansite gradiyent

6,40 (£5,46) 5,00 (£5,88) 0,440
sonrast DNA hasari (%0)
Swim-up sonras1 DNA

3,60 (£3,96) 3,15 (£3,60) 0,709
hasar (%0)

I Sigara icen

25 1

20 1

15 4

10 A

% (DNA Hasar1)

[ Sigara igmeyen

Gruplar

Sekil 4.7. Hasta gruplarinda yikama 6ncesi DNA hasari
karsilagtirilmasi (Siitunlar ORT+SE).
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Sekil 4.8. Hasta gruplarinda dansite gradiyent sonrast DNA hasari
karsilastirilmasi (Stitunlar ORT+SE).
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Sekil 4.9. Hasta gruplarinda swim-up sonrast DNA hasari
karsilastirilmasi (Siitunlar ORT+SE).
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4.4. Diff-Quik Boyama Gériintiileri

Sekil 4.10. Sigara igcen hasta grubuna ait spermlerin Diff-Quik ile boyanma
gorlintiisii. Yikama oncesi (A), dansite gradiyent, (B) swim-up
(C). Normal morfolojide sperm ( ), bas anomalisi (« ), orta
parca anomalisi (— ), kuyruk anomalisi ().



Sekil 4.11. Sigara igmeyen hasta grubuna ait spermlerin Diff-Quik ile boyanma
goriintlisii. Yikama oncesi (A), dansite gradiyent (B), swim-up
(C). Normal morfolojide sperm (),
bas anomalisi (v ), orta parca anomalisi (—),
kuyruk anomalisi (---»), sitoplazmik droplet (® ).



4.5. Toludin Mavisi Boyama Gériintiileri

Sekil 4.12. Sigara igen hasta grubuna ait spermlerin Toluidin mavisi ile
boyanma goriintiisii. Yikama 6ncesi (A), dansite gradiyent (B),

swim-up (C). DNA hasar1 igermeyen sperm (T B-), DNA hasar1
iceren sperm (TB+).
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Sekil 4.13. Sigara igmeyen hasta grubuna ait spermlerin Toluidin mavisi ile
boyanma goriintiisii. Yikama 6ncesi (A), dansite gradiyent (B),

swim-up (C). DNA hasar1 igermeyen sperm (TB-), DNA hasari
iceren sperm (TB+).
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5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasi, farkli sperm hazirlama yontemlerinin Semen parametrelerine,
sperm morfolojisine, spermde DNA hasar1 olusturma oraninin ve son zamanlara artan
sosyal bir aligkanlik olan sigara kullaniminin bu oran tizerine etkilerini belirlemeyi

amaglamistir.

Glinlimiizde erkek iireme sisteminde Ozellikle, semen kalitesinde ve sperm
iiretiminde azalma, infertilite nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak deneysel
caligmalarda g6z Oniinde bulundurulmayan, sperm {iretiminde bireysel farkliliklar,
deneysel calismalarda kullanilan bireylerin farkli popiilasyona ait olmasi, semen
yorumlamada standart degerlere ulasilamamasi, deneysel g¢alismalarda hatali veya
eksik sonuclar1 karsimiza cikarmaktadir. Buna ek olarak celiskili sonuglar elde

edilmektedir.

Tim bunlara ragmen, son zamanlarda erkek iireme sistemi ile ilgili
hastaliklardaki artis, semen kalitesindeki azalma ile iliskilendirilmektedir. Ancak
semen kalitesi yorumlanmasinda bireylerin maruz kaldig1 ¢evresel faktorler, yasam
bicimi gbéz Oniine alinmalidir. Agir metallere, organik c¢oziiciilere, pestisit gibi
kimyasal maddelere temasin hem erkek hem de kadin iireme sisteminde bozulmalara
neden oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir (Schmiedel ve ark., 2003; Huyghe
ve ark., 2003).

Ozellikle yasamu etkileyen sosyal aligkanliklardan biri olan sigara kullanimu,
yasam siiresini, solunum fizyolojisini, kardiyovaskiiler fizyolojiyi etkiledigi
bilinmektedir. Uzun yillardan beri sigaranin erkek lireme sistemi ve infertilite iizerine
etkisi arastirilmaktadir. Ancak erkege bagl infertilite ile arasindaki iligski tam olarak
kanitlanamamustir. Yapilan ¢aligmalardan bazilar1 sigaranin semen parametreleri ve

erkek ilireme sistemi tlizerine olumsuz etkiye sahip oldugunu savunurken, bazi
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literatiirler ise etkisi olmadigin1 savunmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarin ¢ogunda

erkek infertilitesinde sigara kullaniminin risk olusturdugu goriisii agir basmaktadir.

Daha 6nce yapilan calismalarda sigara kullaniminin ROS’un olusumuna neden
olarak OS yarattigin1 ve bu durum da sperm hiicresinde hasara neden olarak erkek
infertilitesini tetikledigi gosterilmistir (Kothari ve ark., 2010). Benzer olarak sigaranin
direk olarak DNA hasar1 olusturmadigimi OS yaratarak infertilite olusumunu
kolaylastirdig1 savunulmaktadir (Saleh ve ark., 2002). Ancak bu savunulan goriise zit
caligmalar yapilmaktadir. Bu zit goriiglerin varligi, yapilan farkli deneysel ¢alismalarin
olmast ve Ozellikle c¢alismalara katilan hastalarin  farkli  6zellikleri ile

aciklanabilmektedir.

Literatiirde calismalarin ¢ogu sigaranin infertilite ile ilgili oldugunu
savunmasina ragmen, tam olarak kanitlanmamistir. 655 sigara igen ve 1131 sigara
icmeyen olmak iizere toplam 1789 erkek ile yapilan calismada sigara igenlerin total
sperm sayist ve total sperm hareketinin sigara igmeyenlere gore daha az oldugu
gosterilmistir (Kiinzle ve ark., 2003). Giinde 16 adetten fazla sigara tiikketen bireylerde,
kullanmayanlara gore semen hacminin daha diisiik oldugu bulunmustur (Saaranen ve
ark.,1987). Diger bir ¢alismada ise, infertil sigara icen bireylerde sigara igmeyenlere
gore, diisiik sperm hareketi ve fazla sayida anormal sperm tespit edilmistir (Chia ve
ark., 1994).

Sigara kullanimimin semen kalitesi iizerine olumsuz etkisi ¢ogu literatiirde
kabul edilmesine ragmen, bazi ¢aligmalarda sigara kullaniminin semen kalitesine etki
etmedigi gosterilmistir (Dikshit ve ark., 1987, Goverde ve ark. 1995). Benzer olarak,
478 sigara igenin dahil oldugu diger bir calismada sigara igen ve i¢cmeyen grup
arasinda sperm konsantrasyonu, motilite ve morfoloji acisindan 6nemli bir fark
olmadigi ortaya koyulmustur (Trummer ve ark., 2002). Yapilan bir diger calismada;
sigara igen hasta grubunda semen parametrelerinin sigara igmeyenlere gore diisiik
oldugu bildirilmis ancak istatistiksel olarak onemli bir fark olmadig1 gosterilmistir
(Davar ve ark 2012). Bu tez ¢alismasinda yikama oncesi yani bazal degerler arasinda
sigara igen ve igmeyen hasta gruplarinda sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi

(TSS) arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark yoktu (p>0.05). Progresif hareketli
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sperm sayist sigara igmeyen grupta daha fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gostermedi (p=0.150).

Sigaranin semen hacmi iizerine olumsuz etkisi bazi ¢alismalarda savunulurken,
bazi ¢alismalarda ise degistirmedigi gosterilmistir. 522 sigara igmeyen, 143 hafif
diizeyde sigara i¢en (<10 sigara/giin), 154 orta diizeyde igici (11-20 sigara/giin) ve 70
agir igici (20> sigara/giin) ile yapilan caligmalarda sigara kullanim miktarina bagh
olarak semen konsantrasyonu ve motilite gibi degerlerin degismedigi ancak semen
hacminin gruplar arasinda farklilik gosterdigi bulunmustur (Pasqualotto ve ark., 2006).
Fakat yapilan diger ¢alismada, sigara i¢en Ve Sigara igmeyenler arasinda semen hacmi
acisindan anlamli farklilik olmadigi bulunmustur. (Al-Matubsi ve ark 2011).
Yaptigimiz bu tez caligmasinda yikama oncesi bazal semen hacimleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda, sigara igen grupta ortalama 3,50 (+0,98) ml, sigara igmeyen grupta
ise ortalama 3,74 (+1,65) ml olarak bulundu. Gruplar arasinda sigara kullanimina bagli
olarak semen hacmi agisindan 6nemli bir fark goriilmedi (p=0,574). Deneysel
calismalar ve benzer tez calismalar1 arasinda goriilen celiskili sonuglarin Oniine
geemek icin cografik dagilimli ve fazla 6rnek sayisi i¢eren ¢alismalarin yapilmasi bu

durumu kesin sonuca baglayabilecektir.

Semen konsantrasyonu, motilite ve hacim yaninda sperm morfolojisi infertilite
belirlenmesinde 6nemli bir kriterdir. Baz1 ¢alismalarda sigaranin morfoloji tizerine
olumsuz etkisi savunulurken, diger calismalarda ise etkisi olmadig1r gosterilmistir.
Sigara tiilketimine bagli olarak normal sperm morfolojisinin azaldigi ancak bas
anomalisi disinda diger morfolojik defektlerin ise degismedigi gosterilmistir (Chia ve
ark., 1994a). Benzer olarak, sigara kullananlarin sigara kullanmayanlara gore daha az
sayida normal sperm morfolojisine sahip oldugu bulunmustur (Kiinzle ve ark., 2003).
Bu tez calismasi bu caligmalar1 desteklemistir. Yaptigimiz calismada yikama oncesi

sigara igmeyen grupta normal sperm yiizdesi sigara igmeyenlere gore fazla bulundu
(p=0,016).

Chia ve ark (1994b) sigara igenlerde sperm bas anomalisinin daha fazla
oldugunu gostermistir Yaptifimiz bu calismada Onceki calismayr destekler
niteliktedir. Sigara igenlerde bas anomalisi fazla bulundu (p=0,017). Benzer olarak

kuyruk anomali ylizdesi sigara i¢cenlerde daha fazla bulundu (p=0,05).

85



Diger bir calismada ise sigara igen grupta igmeyen gruba gore sitoplazmik
droplet sayinda artig goriilmiistiir (Mak ve ark., 2000). Bu tez ¢alismasinda yikama
oncesi, sitoplazmik droplet yiizdesi ise sigara igen grupta yiizde olarak fazla olmasina
ragmen aralarinda 6nemli bir fark yoktu (p=0,111). Bu durum, sigara kullaniminin
yillar iginde artmasi ve buna paralel olarak erkege bagli infertilitede artig goriilmesi
sigaranin sperm morfolojisini etkileyerek infertilitede etkin rol oynadigini
diistindiirmektedir. Sigaranin sperm morfolojisini etkileyerek TZI degerini degistirdigi
gosterilmistir (Gaur ve ark., 2007). Bu tez ¢alismasinda ise yikama Oncesi sigara i¢cen
ve icmeyen grup karsilagtirildiginda sigara i¢enlerde TZI degeri fazla olasina ragmen

onemli bir fark goriilmedi (p=0.188).

Sigara kullanim1 sadece semen parametreleri lizerine etki etmez ayn1 zamanda
tiremeye yardimci tekniklerinden, IVF, ICSC ve IUI’ da basar1 oranini diistirdiigii
savunulmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismada sigara igen grupta swim-up sonrasi
sigara igmeyenlere gore semen parametreleri daha diisiikk bulunmustur (Colagar ve
Jorsaraee, 2007). Ayrica IUI yapilan kadinlarda gebelik orani esi sigara i¢cenlerde daha
diisiik bulunmustur (irez ve ark., 2013). Bunun yapilan IUI ydntemlerinden dansite
gradiyent ve swim-up yontemi semen parametreleri yoniinden karsilastirilmasi
sonucunda total sperm sayisi, progresif hareketli sperm sayis1 ve canli sperm sayisi
yoniinden dansite gradiyent yonteminin daha etkili oldugu gosterilmistir (Ricci ve ark.,
2009). Ancak bir diger ¢alismada swim-up yontemi ile yikanan spermlerin, dansite
gradient yontemi ile yikama yapilanlardan daha fazla hareket ve sperm sayisi
icerdigini bildirmistir (Marchesi ve ark., 2010). Benzer olarak ise swim-up yontemi
elde edilen canli sperm sayisinin dansite gradiyent yontemine gore daha fazla oldugu
gosterilmistir (Ricci ve ark., 2007). Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda sigaranin IUT igin
kullanilan sperm se¢im yontemlerinden swim-up ve dansite gradiyent sonrasi sigara
icen ve igmeyen gruplarda konsantrasyon ve progresif hareketli sperm yiizdesi
karsilagtirildi. Sigara icen ve igmeyen grupta dansite gradiyent ydontemi sonrasi sperm
konsantrasyonu ve progresif hareketli sperm yiizdeleri ve swim-up konsantrasyonu
arasinda onemli bir fark bulunmadi. Ancak sigara i¢en ve igmeyen hasta gruplarinda
swim-up sonrasi progresif hareketli sperm yiizdesi karsilastirildiginda sigara igmeyen
grupta progresif hareketli sperm yiizdesi istatistiksel olarak fazla bulundu (p=0,019).
Yikama Oncesi degerlerde gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadigi tespit edilmesine

ragmen yikama islemi sonrasi 6zellikle swim-up yonteminde sigara igmeyenlerde
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progresif hareketli sperm sayisinin daha fazla bulunmasi sigaranin sperm hareketini

olumsuz etkiledigini ortaya koymaktadir.

Sigara igen grupta dansite gradiyent ve swim-up yontemi karsilastirildiginda
swim-up yonteminde, sperm konsantrasyonunda onemli derecede azalma gorildii
(p=0,000). Sigara i¢meyen grupta da aymi sekilde dansite gradiyent ve swim-up
yontemi karsilastirildiginda swim-up yonteminde, sperm konsantrasyonunda énemli

derecede azalma gorildii (p=0,003).

Hareketli ve normal morfolojiye sahip spermlerin varligit UYTE’ de basari
oranini arttirirken, anormal morfolojiye sahip spermlerin ise fertilizasyon basarisini
azalttig1 bilinmektedir. Ancak UYTE’ de yapilan dansite gradiyent veya swim-up gibi
yontemler normal morfolojiye sahip sperm sayisini arttirmasina ragmen, diger olii ve
anormal spermlerin tamamini ortadan kaldirmaz. Yapilan bir ¢alismada swim-up
sonrast uygulanan dansite gradiyent yonteminin kuyruk ve bas anomalilerini tek tek
yapilan yontemlere gore daha fazla azalttigini géstermistir (Yamanaka ve ark., 2016).
Yaptigimiz tez caligmasinda sigaranin sperm ayirma teknikleri {izerine etkisi olup
olmadigini arastirmayi amaglamistir. Her iki grupta swim-up ve dansite gradiyent
yontemlerinden sonra spermlerde, Kruger’ in kesin kriterlerine gore yapilan
incelemede yikama Oncesinde, normal sperm, bas, orta parca, kuyruk anomalisine ve
sitoplazmik droplete sahip sperm yiizdeleri karsilastirildi. iki grup arasinda morfolojik
degerler arasinda 6nemli bir fark yoktu (p>0.05). Ancak swim-up yonteminde dansite
gradiyent yontemine gore kuyruk anomalisi sigara igen ve sigara igmeyen grupta

yiizde olarak daha az olmasina ragmen, anlamli bir farklilik gériilmedi.

Semen analizi lireme ile ilgili sorunlar i¢in belirleyicidir. 2010 yilinda WHO
semen analizi ilgili referans sinir degerlerini diigiirmistir (WHO, 2010). Bunun
yaninda infertilite belirlenmesinde belirleyici olan sperm DNA yapisinin 6nemli
oldugu vurgulanmaktadir. UYTE uygulamalarindan sonra elde edilen basarisizliklarin
nedenleri arasinda erkege bagli infertilitede sperm DNA hasar1 gosterilmektedir.
Sperm DNA hasart hem mitkondrial DNA’ da hem de niikleer DNA’ da
goriilebilmektedir. Spermatogenez sirasinda gergeklesen apoptozun, spermiyogenez

sirasinda  kromatininin  yeniden diizenlenmesinin, post-testikiiler hasarlarin,
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kemoterapi ve radyoterapinin, ¢evresel toksik ajanlarin sperm DNA hasar1 olusumuna

neden oldugu yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir.

Sigarada bulunan baslica alkaloid olan nikotinin, hiicre membraninda hasara
ve DNA hasarina neden oldugu gosterilmistir (Arabi, 2004). Nikotinin metaboliti olan
kotinininde semen parametrelerini diislirdiigii anormal sperm sayisin1 ve DNA hasarini
arttirdig1 ortaya koyulmustur (Chen ve Kuo, 2007). Sigara i¢enlerde % 48 oraninda
semende 16kosit ve % 107 oraninda ROS seviyesinde artis bulunmustur. Bu zararh
etkiler goz oniinde bulunduruldugunda sigara igmenin OS yaratarak, infertilite
olusmasina neden oldugu agik¢a gosterilmektedir (Kothari ve ark., 2010). Reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu DNA hasari, diisiik semen kalitesi liremeye yardimci

tedavilerde agikca ortaya koyulmustur (Agarwal ve ark., 2006).

Fakat sigaranin sperm DNA hasar1 olusturma konusu hala tartismalidir.
Yapilan ¢aligsmalarin bir kism1 sperm DNA hasarina bir etkisi olmadigin1 savunurken,
diger calismalarda ise ROS araciligiyla sperm DNA hasari olusturdugu goriisiinii
savunmaktadir. 35 sigara igen ve 78 sigara igmeyen infertil erkekle yapilan calismada
sigara icenlerde (4.7 +/- 1.2%) ve sigara igmeyenlerde (1.1 +/- 0.2%) sperm DNA
hasar1 karsilastirilmis ve sigara icenlerde DNA hasarinin fazla oldugu gosterilmistir
(Sun ve ark., 1997). Benzer olarak, fertil sigara icenlerde DNA hasarinin ve semen
icinde ROS’un daha fazla oldugu tespit edilmistir (Taha ve ark., 2012). Ayrica yapilan
diger bir calismada sigara igenlerde DNA hasar1 6nemli derecede fazla bulunmasina
ragmen diger semen parametreleri arasinda Onemli bir fark olmadigi ortaya
koyulmustur (Sepaniak ve ark., 2006). Bu durum ayrica sigaranin semen
parametrelerinden bagimsiz olarak sperm niikleer yapisinda etkili olabilecegini

gostermistir.

Farkli olarak, sigara icmeyen, hafif diizeyde sigara icen (1-14 sigara/giin), agir
igici (15-40 sigara/giin) gruplarla yapilan ¢alismada sigaranin DNA hasar iizerine
anlamli bir etkisi olmadigimi géstermistir (Oldereid ve ark., 1989). Yaptigimiz bu tez
caligmasinda yikama dncesi DNA hasar yiizdeleri sigara igen ve igmeyen gruplarda
Toluidin mavisi boyamasi yapilarak karsilastirildi ve aralarinda onemli bir fark

olmadig tespit edildi (p=0,836).
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Yardimci iireme tedavilerinde DNA hasar olusma durumunun belirlenmesine
giin gectikge dnem verilmektedir. Dansite gradiyent ve swim-up yontemlerinin tek tek
veya karsilagtirmali olarak sperm DNA hasar1 iizerine etkileri arastirilmaktadir.
Literatiirde, swim-up ve dansite gardiyent yonteminin sperm DNA hasar oranini
azalttig1 yoniinde bir ¢ok ¢alisma mevcuttur (Spano ve ark., 1999; Larson ve ark.,
1999; Younglai ve ark., 2001). Bu galigmalar yikama yontemlerinin DNA hasar
oranin1 azaltigm1 ve UYTE’ de basari oranmi arttirdigini savunmaktadir. Ancak
yikama yoOntemlerinin DNA hasar1 orani Tlzerine etkisi olmadigmi savunan
calismalarda mevcuttur (Sergerie ve ark., 2000; Belcheve ve ark., 2004). Bizim
yaptigimiz c¢alismada sigara icen ve i¢meyen gruplara uygulanan bu yikama
yontemlerinin DNA hasari {lizerine etkilerini tespit etmeyi amacladi. Yapilan yikama
yontemleri sonucunda sigara igen ve igmeyen hasta gruplarinda DNA hasar1 yoniinden
onemli bir fark olmadig1 bulundu (p>0,05). Bu tartismali sonuglar sperm DNA hasari
olugsmasinda sigara disinda diger faktorleri tarafindan etkili olabilecegini ortaya

koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda farkli sperm hazirlama yontemlerinin semen parametreleri,
sperm morfolojsi ve spermde DNA hasar1 tizerine etkilerini sigara kullanimina bagh
olarak inceledik. Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Androloji Laboratuvarina rutin spermiyogram testi i¢in bagvuran 40 adet goniillii hasta
yapilan anket sonucunda sigara i¢en ve icmeyen olarak ayrildi. Likefiye olan semenler
analiz edildi. Semen analizi sonucunda gruplar arasinda yikama Oncesi Sperm
konsantrasyonu, progresif hareketli sperm sayisi, morfoloji agisindan énemli bir fark
goriilmedi (p>0,05). Sperm ayirma tekniklerinden swim-up ve dansite gradiyent
uygulanan sigara igen ve igmeyen hasta gruplarinda swim-up sonrasi progresif
hareketli sperm sayis1 sigara igcmeyenlerde fazla bulundu (p=0,019). Yaptigimiz
calismada yikama Oncesi sigara igmeyen grupta normal sperm yiizdesi sigara
igmeyenlere gore fazla bulundu (p=0,016). Bas anomali ylizdesi ise sigara i¢enlerde
fazla bulundu (p=0,017). Kuyruk anomali yiizdesi ise sigara i¢enlerde anlamli olarak
daha fazla bulundu (p=0.05). Yikamalar sonras1 morfolojik degerler agisindan 6nemli
bir fark goriilmedi (p<0,05).

Sigara kullaniminin erkek infertilitesine etkisini belirlemek amaciyla yapilan
semen parametreleri incelemelerinde ¢ikan sonuglar hala tartismalidir. Sigaranin
ROS’un olusumuna neden olarak OS yarattigmi ve bu durum da semen
parametrelerinde ve sperm hiicresinde DNA hasarina neden oldugu yapilan bazi
calismalarda savunulurken bazi1 ¢alismalarda etkisi olmadigi gosterilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada yikama oncesi ve yitkama sonras1t DNA hasar yiizleri agisindan

onemli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Bu tez calismasinda ise sigaranin bazi morfolojik kriterleri etkiledigini ancak
DNA hasar1 oranina 6nemli bir etkisi olmadig1 bulundu. Bu durum literatiirdeki bazi
caligmalar1 destekler niteliktedir. Ancak hasta gruplarimizin az sayida olmasi,

gruplarda yapilan anket sonucunda verilen bilgilerin eksik veya yanlis olma ihtimali
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veya sigara igmeyen grubun pasif olarak sigara dumanina maruz kalma ihtimali

calismanin sonuglarinin kesin olma ihtimalini sinirlamaktadir.

Literatiilerde sperm DNA hasar1 tespit yontemlerinin bir¢ogu karsilastirmali
olarak verilmektedir. Toluidin mavisi boyama yontemi avantajlart oldugu kadar
dezavantajlari olan bir yontemdir. Bu boyama yonteminin SCSA ve TUNEL teknikleri
ile benzerlik gosterdigi ortaya koyulsa da, yapilan incelemeler kisiler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Bu nedenle daha sonraki calismalarda, sperm DNA hasari

tespitinde karsilastirmali olarak farkli yontemler incelenmelidir.

Daha kesin ve giivenilir bulgu ve sonuglar elde etmek i¢in cografik dagilimli,
poplilasyon bazinda veya ornek sayisi fazla hasta gruplari tercih edilmelidir. Bunun
yaninda sigara kullanim diizeyleri veya sigara dumanina maruz kalma kosullari

ayrintili olarak incelenmelidir.
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EK-3. ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Farkh Sperm Hazirlama Yontemlerinin DNA Hasari1 Olusturma

Oranlari ve Cevresel Faktorlerin Bu Oran Uzerine Etkileri

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ

Aragtirma amaciyla yapilan bu c¢alismaya davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu
caligmada yer almay1 kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini
anlamaniz ve kararimnizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz gerekmektedir.
Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza

acik yanitlar isteyiniz.

1) Calismanin amaci nedir?

Kisirlik goriilme siklig giderek artan bir saglik sorunudur. Ancak, son yillarda
gelistirilen yeni tedavi yontemleri yiiz giildiirmektedir. Sik kullanilan bir tedavi
yontemi olan agilamada erkekten elde edilen meni (cinsel salgi) igerisinden saglikli
goriinen tireme hiicreleri secilmektedir. Ancak, goriinliste saglikli olan iireme
hiicrelerinin kalittm maddesinin ne kadar saglikli oldugu konusunda sinirli bilgi vardir.
Bu c¢alismanin amaci meniden erkek iireme hiicresi elde etmekte kullanilan farkl
yontemlerin kalitm maddesinin saglikli olmasina etkisini ve erkegin sigara, ilag

kullanmasi gibi faktorlerin bu konudaki etkisini incelemektir.
2) Katilma kosullari nedir?
Bu calismaya dahil edilmeniz i¢in doktorunuzun onayi yeterlidir.
3) Nasil bir uygulama yapilacaktir?

Normalde spermiyogram tetkikiniz i¢in Androloji Laboratuvaria verdiginiz
menide gerekli incelemeler yapildiktan sonra artan 2-4 ml hacimli meni tibbi atik
kabina atilmaktadir. Bu ¢alismaya katilmay1 kabul etmeniz durumunda ¢6pe atilan bu

stvidan iki farkli yontemle saglikli goriinen iireme hiicreleriniz segilecek ve kalitim
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maddelerinin ne kadar saglikli oldugu incelenecektir. Ayrica size sorulan birka¢ soru

ile yasiniz, sigara igme durumunuz ve ila¢ kullanma durumunuz 6grenilecektir.
4) Sorumluluklarim nedir?
Aragtirma ile ilgili olarak herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.
5) Katilime sayisi nedir?
Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayist yaklasik 100°diir.
6) Katihmum ne kadar siirecektir?
Bu arastirma i¢in katiliminiz sadece 0rnek verme siireniz ile sinirhdir.

Farkh Sperm Hazirlama Yontemlerinin DNA Hasar1 Olusturma

Oranlari ve Cevresel Faktorlerin Bu Oran Uzerine Etkileri
7) Cahismaya katilma ile beklenen olasi yarar nedir?

Calismaya katilmaniz size dogrudan bir yarar saglamayacaktir. Ancak bu
calisma ile kisirlik sorunu yasayan erkek hastalarin tedavilerinde gelismelere neden

olacak sonuglar elde edilme olasilig1 bulunmaktadir.
8) Calismaya katilma ile beklenen olasi riskler nelerdir?
Calismaya katilmaz durumunda sizi bekleyen olasi bir risk bulunmamaktadir.
9) Hangi kosullarda arastirma dis1 birakilabilirim?
Aragtirma dis1 birakilmaniza neden olacak herhangi bir durum yoktur.
10) Yeni bulgular

Aragtirma siirecinde yapilan uygulamaya yonelik sizi ilgilendirebilecek
herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal
bildirilecektir.

11) Arastirma siiresince ¢ikabilecek sorunlar i¢cin kimi aramaliyim?
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Arastirma haklariniz veya arastirmayla ilgili herhangi bir soru i¢in daha fazla
bilgi temin edebilmeniz igin 0 505 663 42 87 numarali telefondan Dr. F. Bahar Sunay

ile giliniin 24 saatinde erisime gegebilirsiniz.
12) Cahisma kapsamindaki giderler karsilanacak mdir?

Bu calisma i¢in gerekli tim masraflar arastiricilar tarafindan karsilanacaktir.

Calisma i¢in sizden herhangi bir iicret talep edilmeyecektir.

13) Arastirmaya katilmayi kabul etmemem veya arastirmadan ayrilmam

durumunda ne yapmam gerekir?

Arastirmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda calismadan c¢ikma hakkina
sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kayb1 kesinlikle

s06z konusu olmayacaktir.
14) Katilmama iliskin bilgiler konusunda gizlilik saglanabilecek midir?

Size ait kim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir. Ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurular ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize

ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.

Farkh Sperm Hazirlama Yontemlerinin DNA Hasar1 Olusturma Oranlari ve

Cevresel Faktorlerin Bu Oran Uzerine Etkileri
CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida yer alan ve calismaya baslamadan dnce goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 3 sayfalik metni okudum. Aklima gelen tiim sorular1 aragtirmaciya
sordum, bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman
tanindi. Bu kosullar altinda bana ait tibbi bilgilerin gézden geg¢irilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu
aragtirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini hi¢gbir zorlama ve baski olmaksizin
biiyiikk bir goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel

yasalarin bana sagladig haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.
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"Farkli Sperm Hazirlama Yontemlerinin DNA Hasar1 Olusturma Oranlart ve
Cevresel Faktorlerin Bu Oran Uzerine Etkileri" arastirma kapsaminda kullanilan meni

Ornegimin
() Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
() Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliiniin (Kendi el yazisi ile)

Adi-Soyadz:
Imzast:
Adresi:
Telefon No, Faks No:
Tarih (glin/ay/yil): ..../..../....
Aciklamalar1 Yapan Arastiricinin (Doktorun)
Adi-Soyadi:
Imzast:
Tarih (glin/ay/yil):.../..../.....

Onay Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamklhk Eden Kurulus
Gorevlisinin
Adi-Soyadt:
Imzasi:

Gorevi:

Tarih (giin/ay/yil):...../...../ ...
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EK-4. ANKET

FARKLI SPERM HAZIRLAMA YONTEMLERININ DNA HASARI
OLUSTURMA ORANLARI VE CEVRESEL FAKTORLERIN BU ORAN

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

UZERINE ETKILERI CALISMASI ANKET FORMU

Adimiz-Soyadiniz:

Medeni durumunuz:

Yasiniz:

Mesleginiz:

Sigara i¢iyor musunuz?

a) Hayir:

b) Evet: ... yildir ginde.......... paket/adet
Diizenli kullandiginiz bir ilag var mi1?

a) Hayir:

b) Evet: ... isimliilact  ........ yildir  giinde ....... adet

kullantyorum.
Bilinen bir saglik sorununuz var m1?
a) Hayir:
b) Evet: ...l hastasiyim, ............ yildir takip ediliyorum.

Gectigimiz 3 ay icerisinde atesinizin yiikselmesine neden olan bir hastalik

gecirdiniz mi?
a) Hayr:

b) Evet:  ............. giin/hafta/ay 6nce
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