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OZET

Mol.Bio Turgay Din¢, Spermatozoonlarin miktar, bicim ve hareket bakimindan normal
olan erkeklerde sperm dondurma — ¢oézme isleminde dna hasar tayini, Saghk Bilimleri
Enstitiisii Klinik Embriyoloji Yiiksek Lisans Programm, Istanbul, 2015. Erkeklerde
gelecekteki fertilitenin korunmasi igin kemoterapi, radyoterapi yada testis cerrahisinden once
bireylerin spermini alarak daha sonra kullanilmak iizere dondurularak saklanmasi yardimci
tireme tekniklerinin uygulandigi tedavi merkezlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tezin
amaci, IVF merkezlerinde kullanilan yardimci1 tireme tekniklerinden olan sperm
kriyoprezervasyon(dondurma) islemi sirasinda, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan sperm
parametreleri normal olarak kabul edilen bireylerden alinan spermlerde olusabilecek DNA
fragmantasyonun istatiksel olarak anlamli ¢ikip ¢ikmayacagini saptayabilmektir. Bu ve benzer
caligmalar ile sperm DNA hasar1 en az olacak sekilde kriyoprezervasyon metodunda degisiklikler
yapilarak gelistirilmesi saglanabilir. Bu degisiklikler dondurulmus sperm DNA hasarini en aza
indirgeyecegi i¢in daha kaliteli sperm elde edilip merkezlerin gebelik ve canli dogum basarisini

arttirabilir.

Tez calismamiza iireme c¢agindaki 20-40 yas araliginda toplam 100 normal sperm
parametresine sahip kisiler katildi. Ayn1 semen 6rnegi ikiye ayrilarak bir kismi taze iken diger
kismi dondurulup bir ay sonra ¢oziilerek TUNEL(terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP

etiketleme) teknigiyle, sperm DNA fragmantasyonu sonuglari karsilastirilarak degerlendirildi.

Anahtar kelimer: DNA Fragmantasyonu, Sperm, Kriyoprezervasyon, TUNEL



ABSTRACT

Mol.Bio. Turgay DINC, The determination of DNA damage in sperm freezing and
thawing about males spermatozoon content, presence and motility that are under normal
circumstances, Institute of Health Science Clinical Embryology Master's Degree Program,
Istanbul, 2015. Keeping individuals' sperm frozen for later use before chemotherapy, radio
therapy or testis surgery in order to protect future fertility is widely used in treatment centres
where assisted reproductive techniques were carried out. Objective of the thesis is determining if
DNA fragmentation of sperm samples taken from individuals whose sperm parameters as
normally accepted by World Health Organization is statistically significant or not, during sperm
cryopreservation, one of the assisted reproductive techniques used in IVF centres. As a result of
these situations, cryopreservation method can be developed after making change in order to be
least sperm DNA damage. While these changes will minimize the banked sperm damage, sperm

with higher quality may be achieved so that successful operations may be increased.

100 individuals at fertility age between 20 - 40 who have normal sperm parameters have
attend to test. The same semen sample was half investigated in liquid form, the remaining was
kept frozen and after one month it was thawed, re-evaluated with TUNEL (TdT-mediated dUTP-
X nick end labeling) technique and the results were comprised.

Key words: DNA Fragmentation, Sperm, Cryopreservation, TUNEL

vi



11

1.2

2.1
2.2
221
2.2.2
2.2.3
2.3
23.1
2.4
24.1
24.2
2.5
25.1

2.6

3.1
3.11

3.1.2

ICINDEKILER

L] 1 23 1P 1
Arastirmanin ONemli.............c.ccco.cvviviiioeeesece e, 1
ArastirmacinIN AINACL..........ccoiuiiieiiiiiieeniireeeesrere e s e e s snrr e e s snnrreeessnreeeeans 1
GENEL BILGILER .......cooiiiiiiiiii s 3
A0 0 1=] 1 1 PRSPPI 3
SPEIMATOGENEZ: ... 5
SPEIrMALOSITOJENEZ: ...ttt bbb 6
VLY OZ .ttt 6
SPEIMIYOUENEZ: ...ttt ettt ettt s e et e e e ste e e baesaeaneesreenas 7
Sperm INCelemesi ................cccoceviviieiiieeicce e, 1
SEMEN TOPIAMMIASI........cc.ooiiiiiiiiiiciece e 11
K TYOPIEZEIVASYON: ..ottt 20
SPEerm KriyOPreZErVASYONU: .......cc.ccveeireeriesieeiteeresreeste e sreesteseesaaesne e 20
Kriyobiyolojinin Temel Prensibleri: ........cc.cocooiiiieieee, 21
Sperm DNA FragmantasyOnUe...........cccciveeereeninieneeneeeeseesesee e 22
Spermatozoon DNA’s1 HaSarL...........ccccoooviiiiiiiineecee e 22
DNA Fragmantasyonu TaYiNi ........ccceeereneneneniseseeeeee e 26
GEREC VE YONTEM ........cooooviiiiieeeeeee ettt 27
SEMEN ANGLIZI ..o 27
Ornek Toplama ve Ilem...............cccc.cooovvieieiiiieieceecceeee e, 27
Makroskopik Degerlendirme: ...............cccocoiiiiiiiiiiiceee 27

vii



3.13
3.14
3.15
3.2
3.3
3.4
3.5

Mikroskopik ve Sperm Hareketliligi Degerlendirmesi:......................... 28

Sperm Sayis1 Degerlendirmesi: ..............cccooooiiiiiiiii e 28

Sperm Morfolojik Degerlendirmesi: ................cccccooiiiiiiiiiii e 29
Sperm Dondurma-Cozme ISIemi...............c..cocovvevevireceieeeseceeeeee e 29
TUNEL Metodu ile DNA Fragmantasyonu Tayini........ccccccerenenenennnnnns 30
DNA Fragmantasyon Degerlendirilmesi:...............c..cccooiiiiiien, 32
IStatiksel ANANZ ............c..covcveiiiieicce e, 34
BULGULAR ... 36
TARTISMAL.....oooi ettt 44
SONUC VE ONERILER ............cc.coosiiiiiiieiieeeeeeeeseee e 47
KAYNAKLAR ... 48

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Kisaltma

Aciklama

TUNEL

Terminal deoksiniikleotidil
transferaz dUTP Etiketleme

YUT Yardime1 Ureme Teknikleri

IVF In Vitro Fertilizasyon

DNA Deoksiribontikleik Asit

WHO Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
PBS Fosfat Tampon Soliisyonu

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

TESE Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu
TAK Toplam Antioksidant Kapasitesi
DMSO Dimetil Siilfoksit

ATP Adenintrifostat

LH Liiteinlestirici Hormon

dUTP Biotinlenmis Deoksiuridin Trifosfat
BSA Bovine Serum Albumin

DAPI 4’, 6 Diamidino -2- Fenilindol
FITC Floresan Izotiyosinat




SEKILLER DIiZiNi

Sekill: Sperm Morfolojisi (9) ...c..viveiieiiiiiiiei i 4
Sekil 2: Spermatogenezin EVICleri. ........cccviiiiiiiiiiiiee e 10
Sekil 3: Makler Sayma Kamerasl...........cccviiiiiiiiiienieiesee e 16
Sekil 4: Makler kamerasinda sperm gortiniimleri (20) ......ccoooveviiiienieniieiie e, 16
Sekil 5: Sperm sekil bozukluklarinin farkli tipleri (Ureme teknikleri kitabindan alinmistir, 26)
.................................................................................................................................... 18
Sekil 6: Diff-Quik ile boyanmis spermler(26) ..........ccooveeiiiniiiniiiiieiee e 19
Sekil 7: Sperm hareketliliginin degerlendirilmesi ..........ccocevieviiiiiieiiiciee 28
Sekil 8: Kriyoprezervasyonda kullanilan aletler.............cccooeviiiiiinicnicicc 30
Sekil 9: DNA hasar oran1 <%?20 oldugundan dolay1 normal sperm..............cccceeueee. 33

Sekil 10: DNA hasar oran1 >%20 oldugundan dolayr TUNEL pozitif, anormal DNA hasarl1

Sekil 11: Dondurma 6ncesi, taze spermden, TUNEL negatif spermler mavi renkte (DAPI 1I),
TUNEL pozitif hiicrelerde yesil renkte (FITC) goziikmektedir. Sperm 6rneginde 1 adet komplet
DNA fragmantasyonu ve 2 adet parsiyel DNA fragmantasyonu goziikmektedir. ..... 41

Sekil 12: Dondurma igleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde, TUNEL negatif spermler mavi
renkte (DAPI II), TUNEL pozitif hiicreler ise yesil renkte (FITC) goziikmektedir. Sperm
orneginde 1 adet komplet DNA fragmantasyonu ve 4 adet parsiyel DNA fragmantasyonu

EOZUKMEKLEAIT. ... 42
Sekil 13: Cozme sonrast 7 numarali kisinin sperm TUNEL goriinimii .................... 43
Sekil 14: Cozme sonras1 14 numarali kiginin sperm TUNEL gortiniimdi. ................. 43

Sekil 15 Kriyoprezervasyon dncesi ve ¢cozme sonrasi arasindaki DNA fragmantasyon artis
0] 21 012 o PSP 40

TABLOLAR DIZINI



Tablo 1: Makler kamerasinin avantajlart (20)........ccooeeiiriiiiiinniie e 15
Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii normal sperm degerleri (25-26). ....ccovoveveveveveverevennnns 17

Tablo 3: Kriyoprezervasyon Oncesi ve C6zme Sonras1t DNA Fragmantasyonu...... 40

Xi



1 GIRIS

1.1  Arastirmanin Onemi

Infertil vakalarin yaklasik %50’si erkek kokenli bir probleme baghdir (1).
Erkek germ hiicrelerinin, DNA hasarina olan yatkinliklarin  temelinde
spermatogenezin ge¢ doneminde DNA tamir mekanizmalarinin azaltilarak
diizenlenmesi yer alir (2). Sperm hiicrelerinde goriilen DNA hasarinin olusma
mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de iizerinde durulan ii¢ temel mekanizma;
sperm kromatin paketlenmesinde ortaya ¢ikan hasar, basarisiz apoptozis ve oksidatif
strestir (3).

Erkek infertilitesinin arastirilmasinda rutin semen analizi kullanilmaktadir.
Semen analizi ile yapilan degerlendirmede sperm sayi, hareketlilik ve morfoloji
belirlenmektedir. Infertil erkeklerin yaklasik %15'inde normal semen analiz
sonuclarina ragmen infertilitenin kesin nedeni ortaya konulamamaktadir. Diisiik say1,
motilite ve anormal morfoloji gibi bozuk semen parametreleri olan olgularda sperm
DNA hasan yiiksek olarak belirlenmistir. Normal semen parametrelerine sahip

hastalarin %8'inde sperm DNA hasari belirlenmistir (4).

Erkek bireylerin sperm kalitesini etkilemeyecek olan hastaliklarda ancak
tedavisi sperm Kkalitesini bozacak oldugu durumlarda, Ornegin kemoterapi,
radyoterapi yada ilireme organina yapilmasi gereken cerrahi islemlerden Once
bireylerin spermlerinin kendi istekleri dogrultusunda alinarak fertiliteyi korumak
amaciyla saklanmasi gerekmektedir (5). Bu durumlarin sonucunda gergeklestirilen
kriyoprezervasyon metodundan kaynaklanabilecek sperm DNA fragmantasyonunun
derecesini belirleyerek fragmantasyonu engelleyecek ya da azaltacak yeni metodlar

gelistirilebilir. Bu yeni metodlar merkezlerin basarilarin arttirarak fayda saglayabilir.

1.2 Arastirmacinin Amaci

Ulkemizde Saglik Bakanlii’nin iiremeye yardimei tedavi yonetmeliginde de
belirtilen; erkeklerde lireme hiicreleri ve gonad dokularinin saklanmasini1 gerektiren

tibbi zorunluluk hallerinden;



a) Cerrahi yontemlerle sperm elde edilmesi halinde,

b) Kemoterapi ve radyoterapi gibi gonad hiicrelerine zarar veren tedaviler

Oncesinde,

¢) Ureme fonksiyonlarinin kaybedilmesine yol agacak olan ameliyatlar

(testislerin alinmas1 ve benzeri) 6ncesinde,
d) Cok az sayida sperm olmasi (kriptozoospermi) durumunda,

ruhsathi merkezlerde sperm saklanmasina izin verilir. Saklanmasina izin verilen
hastalarda sperm kriyoprezervasyonu sirasinda sperm DNA’sinda olusabilecek
fragmantasyonunun embriyo gelisiminde olumsuz etkilerinden dolay1 bu sekilde

olan hastalara baska teshis ve tedavi alternatifleri gelistirilebilir.

Sperm hiicrelerinin ¢ok kiiclik olmasi, az miktarda sitoplazma igermesi ve
hiicre c¢ekirdeginin kondanse halde olmasi kriyoprezervasyon isleminden diger
hiicrelere gore cok daha yiiksek bir sagkalimla c¢ikmasimni saglar. Yine de
kriyoprezervasyon igleminden diger hiicrelere gore ¢ok daha yiliksek sagkalimla
c¢ikmasint saglar. Yine de kriyoprezervasyon sonrasinda spermatozoonlar biiyiik
olgiide motilite ve viabilite kaybma ugramaktadirlar. Ustelik bu etki kisiden kisiye
degismekte ve ne derecede gerceklesecegi on goriilememektedir. Dondurulmus
semen ile iyi sonuglar alanlar olsa da gebelik oranlar1 taze semene gore daha

diistiktiir (6-9).

Normospermik erkeklerde yapilan tez ¢alismamizda TUNEL teknigi
kullanilarak sperm kriyoprezervasyonun DNA fragmantasyonu iizerine etkisinin

incelenmesi amag¢lanmustir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Sperm

Testisler, gametlerin (sperm hiicresi, spermatozoa, spermiyum) meydana
getirilmesi  (gametogenezis, spermatogenezis) ve steroid yapidaki hormonlarin
uretilip salgilanmasi (steroidogenezis) ile yiikiimliidiir. Testislerin endokrin islevi
Leydig hiicreleri (interstisiyel hiicreler) tarafindan yiiriitiiliir. Leydig hiicreleri testis
dokusu i¢inde, loblar arasindaki bag dokusu boélmelerde bulunur ve iirettikleri steroid
yapidaki hormon olan testosteronu dogrudan kana wverirler. Testosteron,
hipotalamusta gonadotropin serbestletici hormon (GnRH) sekresyonunu ve on
hipofiz de ise LH ve folikiil stimiilan hormon (FSH) sekresyonu {izerine negatif geri

bildirim saglar (10,11).

Birbirinden farkliliklar1 olan iki tip esey hiicresi vardir. Yumurta, insandaki en
biiylik hiicrelerden biriyken, sperm en kiiciiklerindendir. Yumurta hareketsiz olup,
biliylime ve gelisme i¢in gerekli genis hammadde yedeklerini saglamanin yani sira,
etkin koruyucu dis Ortiisiiyle anasal genlerin sagkalimina yardimci olur. Genellikle
son derece hareketlidir ve tasarimi, dolleme gorevini hizli ve verimli olarak yapmaya
uygundur. Erkek bir insanin liretken yasami boyunca biraktig1 milyarlarca spermden,

yalnizca bir kag1 yumurta dollemeyi basarabilir (10-12).

Sperm, c¢iplak yapida hiicre olup, sulu ortamda yumurtaya ulagmada
kendisini ileri dogru iten giiclii bir yapidadir. Sperm, stratejik olarak kamgisina en
verimli sekilde gii¢ aktarabilecek bicimde donatilmistir ve ¢ok sayida mitokondri

icerir (13).



Bas
//, Sentrioller
// Mitokondri =<
e
\ Sperm Hucresi
Kuyruk

Sekill: Sperm Morfolojisi (9)

Sperm tek bir plazma zartyla ¢evrili, morfolojik ve islevsel agidan birbirinden

farkli iki ayr1 bolgeden olusur (12).
e Bas:

Bas, spermi yumurtaya dogru itmesine yardimci olan ve yumurta {izerinde
oyuk a¢gmasina yardimci olan, kuyruk ile yogunlasmis bir haploid ¢ekirdek igeren
kisimdir (13).

Cekirdekte bulunan DNA, tasima i¢in hacim olarak en az sekilde, son derece
sik1 paketlenmistir ve yazilima kapalidir. Birgok spermin kromozomlari, somatik
hiicrelerdeki histonlardan armnmuis, basit, yiiksek oranda art1 yiiklii, protamin denilen
proteinlerle paketlenir. Akrozomal kesecik, spermin bas kisminda ve ¢ekirdek zarinin
on ucunda Ozellesmis bir salgt kesecegi bulunur. Akrozomal kesecik, spermin
yumurtanin dis kabugunu delip ge¢mesine yardimci olabilen hidrolitik enzimler
icerir. Akrozom tepkimesi ise spermin yumurtaya temas ettiginde kesecigin icerigi
eksositozla salinir ve bu tepkime spermin yumurtaya sikica baglanmasina yardimei

olan 6zgiil proteinlerin agiga ¢ikartmasina sebep olur (13).

e Kuyruk:



Hareketli kuyruk, uzun bir kamgidir ayrica orta aksonemi gekirdegin tam arka
tarafinda yerlesik bazal cisimden ¢ikar. Aksonem, spermin kuyruk hareketinin
temelini olusturur. Aksonem, iki adet tekli merkezi mikrotiibiilii ¢evreleyen, esit
araliklarla yerlesmis dokuz adet ikili mikrotiibiilden olusur. Spermlerin kamgilari,
aksonemin 9+2 Oriintiisiinii ¢cevreleyen dokuz adet yogun dis lif bulundurur. Lifler

biikiilme ve kasilmaz 6zelligi vardir (13).

Hareketli kuyruk, dista 9, ortada 2 adet tubulin giftlerinden olusmaktadir. Bu
yapilar hareketi saglamak icin enerji iirlinii olan ATP’nin mitokondride olusturdugu
kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye ¢evirerek yapar. Kamg¢i hareketi, ATP hidrolizi
kaynakli enerjinin mikrotiibiiller {izerinde kaymak icin kullanilan dinein motor
proteinleriyle saglanir. Sperm kuyrugunun o6n kisminda bulunan mitokondriler

tarafindan ATP liretimi gergeklestirilir (13).

2.2 Spermatogenez:

Spermatogenez primordial germ hiicrelerinden sperm tiretimine denir (12).

Spermin olusumu sirasindaki proliferatif ve hiicresel degisiklikleri kapsayan

spermatogenez 3 evrede incelenebilir (14).

Spermatositogenez  (Proliferasyon): Tip A spermatogonya, Tip B
spermatogonyay1 olusturmak i¢in bir dizi bdliinmeye ugrayarak sayica cogalir.

Primer spermatositler en son olugan spermatogonyanin bdliinmesiyle meydana gelir.

Mayoz (Rediiksiyon): Spermatositler kromozom sayisini yariya indirir ve

bdylece iki olgunlagsma bdliinmesine ugrayarak ve spermatid kiimelerini olusturur.

Spermiyogenez (Farklanma): Spermatidler, spermatozoaya doniismek igin

belirgin hiicresel degisikliklere ugrayararlar (14).

Spermatogenezin ilk evresinde germinal epitelin bazal membranina komsu
yerlesimli Tip A spermotogonya denen ilkel spermatogonya 4 kez mitozla bdliinerek
16 adet, daha farklilasmis hiicreler olan Tip B spermatogonyay1 meydana getirir. Bu

evrede spermatogonya Sertoli hiicrelerine dogru ilerler. Sertoli hiicreleri ¢ok



biiyiiktiir ve membranlari bazal ve yan yiizlerde birbirine sikica baglanir. Boylece bir

bariyer meydana gelir (14).

Ortalama 24 giinliik bir siire sonra Sertoli hiicre bariyerini gegen her

spermatogonyum biiyiir ve primer spermatositi olusturur (14).

2.2.1 Spermatositogenez:

Spermatogonya denen hiicreler bazal lamina tizerinde yerlesir ve puberteden
sonra testosteron etkisiyle hiicre siklusuna girerler. Puberteden sonra seminifer
tiibiillerin germinal epitelindeki Tip A hiicreleri araliklarla DNA’larin1 ikiye
katlayarak mitoz ile béliiniirler. Ug tip spermatogonya vardir; koyu Tip A, acik Tip A
ve Tip B (14, 15).

2.2.1.1Koyu TipA

Kiigiiktiir ve kubbe seklinde goriiniime sahiptirler. Oval yassilasmis ¢ekirdegi
vardir. Heterokromatini bol oldugu i¢in ¢ekirdek koyu goriiniime sahiptir. Koyu Tip
A hiicreleri rezerv hiicrelerdir ve hiicre siklusuna girmezler. Ancak mitoz yaparak

koyu Tip A diger jenerasyon hiicreleri yaparlar ve sonunda agik Tip A’y1 olustururlar
(14).
2.2.1.2Aak Tip A

Cekirdegin goriinimii disinda koyu Tip A ile benzer yapidadir. Agik Tip A
hiicrelerinin ¢ekirdekleri ovoid, 6kromatinden zengin ve soluk goriiniimdedir. Iki
cekirdek¢igi bulunur. Bu hiicrelerin organelleri azdir ve testosteronla uyarilinca

cogalarak, mitozla yeni agik Tip A ve Tip B spermatogonyay1 yapar (14).

22.13TipB

Acik Tip A hiicrelerine benzer. Fakat daha yuvarlak ve merkezde yerlesen

cekirdegi ve daha kaba heterokromatini ile ayirt edilir.

2.2.2 Mayoz



Mayoz ve spermatogenez testislerde ergenlik ¢agina kadar baslamaz ve bu
donemden sonra, seminifer tiipgiikler oldukca uzun, sikica biikiili tiipgiiklerin i¢
epitelde siirekli olarak iiretilir. Sadece ovaryumlarda ve testislerde gergeklesir. Tek
tur DNA replikasyonu, iki hiicre bdliinmesi gerceklesir. Kadinlarda mayoz
gestasyonun ilk {i¢ aylik doneminde baslarken erkeklerde ergenligi izler.
Spermatogonyum, olgunlasmamis germ hiicreleri, bu tiip¢iiklerin dis kenar1 boyunca,
bazal laminanin hemen altinda yerlesmistir ve burada mitoz boliinme ile stirekli
cogalirlar. Yavru hiicrelerin bazilarinda ¢ogalma durur ve birincil spermatositlere
farklilagirlar. Homolog kromozomlar arasinda meydana gelen genetik materyal
degisimi birinci mayozda profaza girerler ve birinci mayoz boliinme evrelerinden
gecerek, 22 adet ¢ift otozomal kromozom ve bir adet ¢ift X veya Y kromozomu
iceren, iki ikincil spermatosit iiretirler. Birincil spermatositten tiireyen bu iki ikincil
spermatosit, ikinci mayoz boliinmeyi gegirerek her biri haploid sayida tek kromozom
iceren dort adet spermatid iiretir. Haploid spermatidler, daha sonra morfolojik olarak
spermlere farklilagir ve seminifer tiipgiiklerin liimenine gegerler. Spermler sonradan
daha ileri diizeyde olgunlastiklari ve depolandiklar1 yer olan, testisi kaplayan

biikliimlii bir tiip yapisindaki epididime geger (13-15).

Spermatogenezde, gelismekte olan erkek germ hiicrelerinin mitoz ve mayoz
sirasinda  sitoplazmik boliinmeyi tamamlamamasidir. Burada olgunlasan bir
spermatogonyumdan gelismis, ¢ok sayidaki farklilasan yavru hiicreler, sinsityum
olusturacak sekilde birbirine sitoplazmik kopriilerle bagli kalir. Sitoplazmik kopriiler,
sperm farklilagmasinin en sonunda, spermler tiipgiik liimenine serbest birakilana
kadar bagli kalirlar. Sitoplazmik kopriiler, sperm farklilagsmasinin en sonunda,

spermler tiipgiik limenine serbest birakilana kadar bagl kalirlar (13).

2.2.3 Spermiyogenez:

Spermatidin spermatozoaya doniistiigli mayoz sonrasindaki degisiklikler

dizisidir (14).



Spermatid ¢ekirdegi haploid kromozom seti igerir. Terminal farklanmanin
uzun bir evresi olan spermiogenezise girildiginde, otozomlar az miktarda rRNA,

MRNA ve protein sentezlemeye devam ederler (15).

Mayozdan sonraki birka¢ haftada her spermatid kendisini ¢evreleyen Sertoli
hiicresi tarafindan beslenir ve yeniden sekillendirilir. Boylece giderek spermatozoona
doniistir. Spermatozoona doniisme sirasinda sitoplazmasinin bir kismu kaybolur,
¢ekirdek kromatini yeniden organize olur, kompakt bir bas meydana gelir ve kuyruk
gelisir (14).

Spermiyogenezdeki olaylar sunlardir (14):
a) Cekirdek kondenzasyonu ve ¢ekirdegin hiicrenin periferine gitmesi.

b) Modifiye bir lizozom olan akrozomun olusmasi ve ¢ekirdek yiizeyine

tutunmasi.
c) Flajel olusumu, sentriyolden aksonem gelismesi.
d) Artik cisimlerin atilmasi.

Spermatidler spermatositlerden daha kiiciiktiir ve epitelin daha iist kisminda
bulunurlar. Yuvarlak hiicrelerdir, siklikla polygonal sekil alirlar. Cekirdekleri kaba
heterokromatinden yoksundur ve sitoplazmasinda kisa mitokondri, vezikiiler ve
tiibiiler profile sahip endoplazmik retikulum ve belirgin bir golgi kompleksi bulunur.
Spermatozoaya doniismesinin ilk isareti kiigiik, membranla cevrili proakrozomal
graniiliin jukstaniikleer golgi kompleksinin trans yiiziinde ortaya ¢ikmasidir. Gelisme
ilerlerken bu tek bir biiylik granule doniisiir ve biiyiik bir akrozomal vezikiiliin i¢inde
yer alir. Bu vezikiiliin smirlayici membran g¢ekirdek kilifina yapisir. Ik tutunma
noktas1 gelecekteki yogunlasmis sperm ¢ekirdeginin tepesini belirler. Golgi
kompleksi akrozomal vezikiiliin yiizeyi ile yakin iliskide kalir ve onunla kaynasan
yogun vakuoller olusturmaya devam eder. Bu vakuoller igeriklerini vezikiile bosaltir.
Akrozomal vezikiiliin hacmi arttiginda c¢ekirdek kilifina yapisan membran bolgesi ile
temas noktasindan yanlara dogru yayilir ve hemisferik sekil alir. Bu spermiyogenezin
golgi fazinin tamamlandigini gosterir. Kep fazinda yogun akrozomal graniil ¢ekirdek

kutbunda kalir. Akrozom fazinda akrozomal graniiliin maddesinin biiyiik kismi
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akrozom vezikiilii tarafindan olusturulan kepin i¢inde yeniden dagilir. Bu degisiklikle
akrozom veya akrozomal kep olusumu tamamlanir. insanda akrozomal kep sadece
kutup kisminda ve hafif¢e kalindir (14).

Akrozom ¢ekirdegin 6n kutbunda meydana gelirken sentriyoller spermatidin
arka kutbunda hiicre yiizeyine dogru hareket ederler. Burada sentriyollerden birisi
hiicre zarina dik yerlesir ve duvarindaki {iclii mikrotiibiil yapis1 sayesinde sperm
kuyrugunun aksoneminin olusmasini baslatir. Uzayan flagella spermatid ve sertoli
hiicresi arasindaki bosluktan disar1 dogru uzanir. Cekirdek yogunlagmasi

basladiginda, sentriyol ¢ifti ¢ekirdegin arka kutbuna dogru hareket eder (14).

Spermatid sitoplazmasinda mikrotiibiiller sayica artar ve kaba silindirik bir
diizende manseti olusturur. Bu akrozomal kepin arka kenarindaki g¢ekirdek kilifinin
dairesel bir 6zellesmesinin kaudalinde uzanir. Manget olugsmasiyla birlikte spermatid
belirgin olarak uzar, sitoplazma cekirdegin arkasina dogru flajelin proksimaline
yakin bolgeye hareket eder. Bu kayma sonucunda hiicrenin 6n ucundaki membrane

arada sitoplazma olmayacak sekilde dis akrozom membraniyla birlesir (14).

Bu asamaya kadar, gelen spermin kuyrugu sadece membran ile ¢evrili
aksonemden olugmaktadir. Flagella membran hiicre govdesinin membraniyla devam
ettigi yerde sitoplazmik ylize tutunan materyal yogunlasarak bir halka yapar, bu
ilerde sperm kuyrugunun esas pargasi ve orta parcasinin birlesme bolgesindeki

anulusun taslagini olusturur (14).

Daha sonra mangetin mikrotiibiilleri dagilir ve mitokondri aksonemin
baslangic segmentinin g¢evresine toplanir, 6yle ki u¢ uca siki bir heliks seklinde

diizenlenerek sperm orta parg¢asinin mitokondriyal kilifin1 yapar (14).
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Sekil 2: Spermatogenezin evreleri.

Spermatogonyum, embriyogenezin erken evrelerinde testise gocen ilksel germ
hiicrelerinden koken alir. Cinsel olarak olgunlastiginda spermatogonyumlar hizla
cogalmaya bagslar ve iiretilen bazi hiicre soylar1 sonsuz sayida boliinme yetenegini
korurken, diger soylar sinirli sayida ek mitototik boliinme dongiisiinden sonra primer
spermatositleri olusturmak icin mayoza girerler. Birincil spermatositler birinci mayoz
boliinmeyi tamamlayarak, ikincil spermatositlere doniisiir. Ikincil spermatositler,
ikinci mayoz bdliinmeyi tamamladiktan sonra, olgun sperme farklilagacak olan
haploid spermatidlere doniisiir (15).
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2.3 Sperm Incelemesi

Infertil ¢iftin degerlendirilmesinde semen analizi en 6nemli yeri tutar. Buna
ragmen, azospermi disinda semen analizi, hastalarin steril ve fertil gruplar seklinde
kesin ayriminin yapilmasini saglamaz. Semen parametrelerinin kalitesi azaldikca
istatiksel olarak gebelik sans1 da azalir ama sifira inmez. Buna ragmen dogru sekilde

yapilmis bir semen analizi infertil erkegin degerlendirilmesinde 6nemli bir aragtir

(16).

2.3.1 Semen Toplanmasi

Semen Ornegi polistirenden, steril, tek kullanimlik, kapag: kilitli ve agz1 genis
bir kaba alinmalidir. Semen toplama kaplarinin plastik yapist daha 6nceden kimyasal
ve biyolojik testlerle arastirilmis olmalidir. Bu testler 6zellikle semen parametreleri

incelenmis ve plastik maddenin neden oldugu bir degisiklik saptanmamustir (17).

Semen Orneginin  toplanmasinda en giivenilir ve kabul edilir yol

mastiirbasyondur (18).

Semen 6rnegi miimkiin oldugunca hastanelerde veya tan1 veren merkezlerde
hastalar i¢in hazirlanan 6zel odada verilmelidir. Semen 6rnegi eger disardan analiz
icin getiriliyorsa en fazla 45 dakikada, viicut sicakliinda muhafaza edilerek
laboratuvara iletilmelidir. Daha ge¢ zamanlarda sperm Orneginde motilitesinde

diistise neden olabilir (17,18).

Semen ornegi vermek iizere gelen kisinin cinsel perhiz siiresi 3-5 giindiir.
Cinsel perhiz siiresi infertil olmayan kisilerde sadece sayisal ozellikleri etkileyen
parametredir. Sperm sayist ile cinsel perhiz siiresi arasindaki dogru oranti
belirlenmistir. Uzun siireli cinsel perhizde de spermlerin akrozin iceriginde azalmaya

neden oldugu gosterilmistir (17, 18).

2.3.1.1 Semenin Makroskobik incelenmesi:
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Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirilmasinda ilk spermiyogram
analizinde Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan belirlenen kriterler esas

alinmaktadir. Sperm analizi makroskobik ve mikroskobik incelemelerden olusur.
Makroskobik incelemede semen, likefaksiyon (sivilagsma siiresi), goriiniim,
miktar ve pH 6zellikleri degerlendirilir (19).
2.3.1.1.1 Likefaksiyon:

Ejakiilasyondan 5 ila 40 dakika sonra semen once koagiile daha sonra likefiye
olur. Likefaksiyonu gergeklestiren mekanizmada proteolitik enzimler, plazminojen
faktorleri ve prostat spesifik antijen vardir (18).

2.3.1.1.2 Goriinim ve Koku:

Taze ejakulat gri-beyaz opelasan goriiniimiindedir. Cinsel perhiz siiresi
uzadik¢a renk sariya doner. Semende eritrositlerin bulunmasi halinde ise goriiniim

kirmiz1 veya kahverengidir (17-18).

Semenin kokusu “Kestane Cigcegi” ‘ne benzemektedir (18).

2.3.1.1.3 Voliim

Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gdre semen hacmi 2 ml veya daha fazla
olmalidir. 1 ml’den az olmast durumu, hipospermik olarak isimlendirilip kisa cinsel
perhiz siiresi, retrograd ejakiilasyonu veya ejakiilator kanalda darlik ya da toplama
sirasinda 6rnegin dokiilmiis olabilecegi gibi nedenler diisiiniilebilir. Miktar1 6 ml’den
fazla olan semen igerigi hiperspermik olarak adlandirilir. Bu durumda cinsel perhiz

sliresi uzun veya seminal sivi fazladir (17).

2.3.1.1.4 pH

Ejakiilatin normal ph’s1 7,5-7,8 aras1 ve hafif baziktir (18).

2.3.1.2 Semenin Mikroskobik incelenmesi
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Normal sartlar altinda semen, hipotalamo-pitiiiter testikiiler aks dahilinde
testislerin islevi ve posttestikiiler bosaltma kanallariyla aksesuar bezlerinin

salgilarindan olusur (17).

Klinik olarak semenin degerlendirilmesi tiim androlojik yaklagimlarla birlikte
erkek faktoriiniin tanimlanmasim saglayacaktir. Infertilitede erkek faktoriiniin
kesinlik kazanabilmesi i¢in: dykii, semen analizi, genel fizik muayene ve hormonal
tetkikler sirastyla yapilmalidir. Gerekli goriiliirse testis biyopsisi, fonksiyon testleri

ve biyokimyasal analizler yapilmalidir (17).

Sperm analizi, kisiden kisiye degisiklik gosterdigi i¢in standardize edilmesi
zor olan bir tekniktir. Clinkii kisiden kisiye oldugu kadar, aymi kiside bile cinsel
perhiz siiresi, 1s1 farkliligi, giiniin farkli saatleri, semen Orneginin verildigi yer,
calisma kosullar1 ve emosyonel duruma gore farklilik gosterebilir. Semen 6rnegi 2-7
giinliik cinsel perhizden sonra alinmalidir. Ayni kiside 3-4 hafta arayla iki kez semen
analizi yapilmali ve ¢esitli parametreler arasindaki farklilik %20°den fazla ise {i¢iincii

kez yinelenmelidir (17, 18).

Taze semen degerlendirmesi igin faz-kontrast mikroskobisi onerilir. Ilk
mikroskobik degerlendirme sirasinda konsantrasyon, motilite, mukus iplikleri
formasyonu, sperm agregasyon ve agliitinasyonu ve spermden farkli hiicresel
elemanlarin degerlendirmesi yapilabilir. Ornek iyi karigtirilmamissa ayni rnekten
yapilan iki ayri inceleme arasinda motilite, canlilik, konsantrasyon ve morfolojik
olarak belirgin farkliliklar gézlenebilir. Ayrica sperm kameraya konmasindan hemen
sonra yapilmalidir. Bekletildigi takdirde mikroskop 15181 ile 1sinan Ornek i¢indeki
spermler daha hizli hareket edecekleri i¢in sayimdaki hatalari arttirabilir. Genis agizli
plastik bir pipete 10 kez aspire edilmesi ile 6rnek karistirilabilir. Spermlere hasar
verebileceginden dolay1 yiiksek hizli karigtiricilar kullanilmamalidir. Semenin hacmi
ve lamel boyutlarinin da standart olmasi gerekir. Bdylece analizler her zaman
derinligin yaklagik 20 um’de sabit oldugu preparatlarla yapilmis olur. Derinligin 20
pm’nin altinda olmasi1 spermlerin rotasyonel hareketini zorlayabilir. 10 pl’lik
hacimde semen lam iizerine konur. Uzeri lamelle kapatilir. Lam ile lamel arasinda

hava kabarcigi olusturulmamalidir. Hareketsiz spermlerin birbirleriyle, mukus
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iplikleriyle debris veya sperm olmayan hiicrelere yapismasi sonucu olusan
nonspesifik agregasyon gozlenirse kaydedilmelidir. Hareketli spermlerin birbirlerine
bas-bas, kuyruk-kuyruk veya miks sekilde yapismalarina agliitinasyon denir ve bu
izole form, orta, ¢ok ve siddetli olmak iizere derecelendirilebilir. Agliitinasyon,
agregasyondan ve hareketli spermlerin debris veya sperm dis1t hiicrelere
yapismasindan ayirt edilmelidir. Agliitinasyon olmasi infertilitenin nedeninin
immiinolojik oldugu i¢in yeterli kanit degildir ama antisperm antikor ¢alisilmasini ve
daha ileri incelemelerin yapilmasini diisiindiirebilir. Siddetli agliitinasyon sperm

motilite ve konsantrasyon degerlendirmesini etkileyebilir (17, 18).

Semen analizde mikroskobik degerlendirmenin saglikli sonu¢ verebilmesi
icin faz kontrast mikroskop kullanilmali ve degerlendirmeler 10x20 biiyilitmede

yapilmalidir (19).

2.3.1.2.1 Sperm Sayim

Makler® sperm sayma kameras1 10 mikron derinligindedir. Optik olarak diiz
iki parca camdan meydana gelir. Ust cam kapak gorevi gdrmekte olup merkezinde
her biri 0,1 x 0,1 mm’lik 100 kareye boliinmiis 1 mm?®lik ince kilavuz cizgiler
bulunmaktadir. Aradaki bosluk kuvars pimlerle saglam olarak sabitlenmistir. Analiz
edilis bigimi ise, iyice sivilagsmis ve karistirilmis, seyreltilmemis semenden kiigiik bir
damla almarak diskin merkezine konulur ve {izerine kapama cami kapatilarak
mikroskop altinda 20’lik objektif ile sayim yapilir. Dogru bir sayim icin Once
semenin iyice sivilasmasi gerekir. Ardindan 6rnekten kiiglik bir damla alinarak diske
yerlestirilir ve sayim yapilir. Yukaridan asagiya ya da soldan saga yan yana on
karelik bir alan icindeki spermler sayilir. Bulunan sayr mL'de ka¢ milyon sperm
oldugunu gosterir. Oligospermik semenlerde tiim kilavuz alan igindeki spermler
sayilir, bulunan rakam mL'de ka¢ yliz bin sperm oldugunu gosterir. Kullanimdan
sonra suyla iyice yikadiktan sonra temas ylizeyleri 6zel mercek kagidi ile kurulanir
ve tekrar kullanim i¢in hazir hale getirilir. Sperm sayimi yapilan alandaki (yukaridan
asagilya ya da soldan saga yan yana 10 kare) hareketsiz spermler sayilir ve toplam

sperm sayisi ile orantilanarak hareketli sperm sayisi hesaplanir. Bu islem birgok
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alanda tekrarlanir ve ortalamalar1 alinir. Ardindan hareketlilik yiizdesi ve kalitesi

hesaplanir (20).

Makler kamerasinin ¢ok¢a avantaji bulunmaktadir bu avantajlar Tablo1l’de
verilmistir. Ornekte mikroskopla hi¢ sperm goriilmediyse yeni bir taze preparat

hazirlanir. Yine sperm goriilmezse azoospermiden siiphelenilebilir (20, 21)

Makler hizli ve ideal bicimde sperm sayis1 ve motilitesini degerlendirmek i¢in

kullanilan bir sayma kamerasidir (Sekil 3) (20).

Tablo 1: Makler kamerasinin avantajlari (20).

Spermatozoalar homojen ve tek kat olarak dagilir ve tek bir fokal diizlemde
gbzlemlenir.

2 | Semen numuneleri seyreltilmeden dogrudan orijinal 6rnekten analiz yapilir.

Tiim spermatozoalarin silirtiinmesiz yatay hareketleri sabit sartlar altinda
incelenirler ve degerlendirilir.

Normal hemositometrik teknigin gerektirdigi bir¢ok adimin elenmesi ve her
4 | seferinde ayni sartlar altinda motilitenin inceleniyor olmasi dogruluk
derecesini artirir.

Semen analizinde kullanilan objektifin alan derinligine yaklasik olarak uydugu
5 |igin 10 mikron derinligindeki Makler diski sabit veya hareketli kamera
fotomikrografisi i¢in idealdir.

Disk kolay ve g¢abuk bir sekilde tekrar kullanima hazirlanabilir. Yogun bir
6 | laboratuvarda, asgari teknik ve malzeme kullanilarak, tek bir teknisyen
tarafindan bir saatte cok sayida test yapilabilir.
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Sekil 4: Makler kamerasinda sperm gortiniimleri (20)

Sperm sayma islemi;

1. 10ul semen ornegi diskin {izerine yerlestirilir. 2. kisim olan cam disk 4 pinin

iizerine oturacak sekilde yerlestirilir.
2. Sperm sayma islemi 20 x ‘lik objektifle yapilir.

3. Sayma sirasinda yan yana 10 kare igindeki sperm sayist belirlenir. Bu sayi

milyonla ¢arpilir.
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4. 2-3 alan sayildiktan sonra bunlarin ortalamasi alinir ve sonug olarak belirtilir (20-
23).
2.3.1.2.2 Sperm Degerlendirilmesi

Diinya Saglik Teskilatinin semen analiz i¢in verdigi normal degerler Tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii normal sperm degerleri, (* A: hizli progresif motil, B:
yavas progresif motil, C: yerinde motil.) (25-26).

Parametre WHO 2010
Miktar (voliim) >1.5ml
pH >7.2

ml de sperm sayis1 >15 milyon/ml

(konsantrasyon)

Total sperm sayist >39 milyon/ml

Hareketlilik (motilite) %40 (A+B+C)* %32 (A+B)
Sekil (morfoloji) >%4

Canlilik (Viability) >58

Lokosit (iltihap hiicresi) <1 milyon/ml

Morfolojik olarak sperm degerlendirilmesinde Diinya Saglik Teskilatinin 3.
ve 4. Baskilarindaki “Krugerin siki kriterlerin”deki standartlar Sekil 5°te
gosterilmistir (24).
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a. Kaguk bas /
akrozom yok

b. Kiigiik akrozom
| C. Uzamis bas

d. Asirt  derecede
blyilik bas
Kiguk bas
igne bas
Vakuollii bas
Amorf bas
Bisefalik
Gevsek bas
. Amorf bas

Kirik boyun
.Halka
seklindeki
kivrilmis kuyruk
. Cift kuyruk
. Eksen disindaki

baglanmis

3.—?\—‘.—'.—'_:7@ —h @D

o S

kuyruk

p. Cesitli
sakatliklar

g. Yetigkin
olmayan germ

hiicresi
r. Uzamig
spermatid

S. Proksimal
Sitoplazmik

damlacik

l t. Distal
sitoplazmik
damlacik

Sekil 5: Sperm sekil bozukluklarmnin farkli tipleri (Ureme teknikleri kitabindan
alinmustir, 26)
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Sperm morfolojisinde normal yapilarin degerlendirilmesinde Diff-Quik boya
seti ile hazirlanan lamlar 151k mikroskobunda 1000x ve daha fazla biiyilitme ile

bakilir. Ornek Sekil 6’daki gibi degerlendirilir (26).

a. Normal bigim

b.1. Hafifce bicimsiz bas

b.2. Boyun sakatligi

c.1 ve 2 Anormal kiicik akrozom

c.3. Akrozom yok

c.4. Akrozom sperm basindan %70 buyuk

Sekil 6: Diff-Quik ile boyanmis spermler (Ureme teknikleri kitabindan alinmistir, 26)

Normal spermin Krugere gére kriterleri (26);
Bas:
e Diizgiin: oval bigimli,

e Uzunlugu:5-6 um
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e C(Cap:2.5-3.5 um

e Akrozom: Mutlaka sperm baginin %40-70 olusturmali

Orta Parca:

e ince ve giizel hatli, eksensel olarak bagl

e | pum genisliginde ve yaklasik olarak bas uzunlugunun 1.5 kat1

e Sperm basinin yarisindan biiyiikk bir higbir sitoplazmik damlaciginin

olmamasi
Kuyruk:

e Tek, kirillmamis, diizgiin, 45 pm uzunlugunda biikiilmemis veya halka
gibi degil
2.4 Kriyoprezervasyon

Insan oosit, embriyo, sperm veya gonad dokularini saklamak igin bu hiicre ve
dokularn sifirin altinda sicakliklara gelecek bicimde sogutulurlar. Bu isleme

kryoprezervasyon ya da dondurarak saklama denir (24).

2.4.1 Sperm Kriyoprezervasyonu

Infertiliteye neden olabilen sebeplerden olan, cerrahi operasyonlarin
varhiginda, radyoterapi ve kemoterapi gibi sitotoksik olan tedaviler oncesinde, testis
hasarina neden olabilecek otoimmiin hastaliklarin tedavisi oncesinde veya seker
hastaligi olan diyabet gibi malign olmayan hastaliklarin tedavisi Oncesinde
spermlerin sivi azot igerisinde -196 OC saklanarak fertilitenin korunmasi amaglanur.
Diger taraftan, sperm kriyoprezervasyonu, erkek infertilitesinin tedavisinde,
azoospermik hastalarda epididimal aspirasyon veya testis biyopsisi ile cerrahi

operasyon ile alinmig spermin saklanmasinda, 6nemli bir yer tutmaktadir (13).

Sperm hiicrelerinin ¢ok kii¢iik olmasi, az miktarda sitoplazma igermesi ve
hiicre c¢ekirdeginin kondanse halde olmasi dondurma/¢ézme isleminden diger

hiicrelere gore ¢ok daha yiiksek bir sagkalimla ¢ikmasini saglar (24).
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2.4.2 Kriyobiyolojinin Temel Prensibleri

1.

Spermlerin dondurulma isleminde 6ncelikle kriyoprotektan maddelerle

bir araya getirilip denge olusturulmasi gerekir.

Sogutma isleminin belirli bir hizda gergeklestirildikten sonra sivi azot

igerisinde saklanmas1 gerekir.

Dondurulmus spermin ¢oziilme asamasinda diliisyon yapilarak
kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi ve gelisimlerine izin
verecek fizyolojik soliisyonlar icerisine alinmasi esasina dayanir. Bu

islemler yapilirken (13);
e Hiicre hasar1 minimal olmalidir.
e Hiicrenin yapisal biitlinliigii ve fonksiyonel 6zellikleri korunmalidir.

e Ideal olani, -196 °C'de s1v1 azotta saklamaktir. Ancak - 80 °C - 196 °C

arasinda daha kisa siire saklanabilir. (2 ay)
e - 130°C'nin altinda artik ¢ok az ATP harcanr.

e 37°C'den 7 °C'ye indiginde hiicredeki enzim reaksiyonlari minimal

seviyeye iner.
e 0-5°C arasinda hiicre igi birgok reaksiyon stabilize haldedir.

e Dondurma isleminde, damla damla kriyoprotektan eklenmis spermler
- 5°C ile - 15°C arasinda sogutulduklarinda, asagidaki siray: izleyen

bir dizi olay gerceklesir (13):
a) Once hiicrenin i¢inde bulundugu ortamdaki su donar.
b) Hiicre disinda buz kristalleri olusarak sitoplazmay1 sogutur.

€) Bu sirada, eklenen kriyoprotektan maddeler sebebiyle hiicre disinda
osmolarite daha yiiksektir, bu sebeple hiicreden dis ortama su gecisi
baslar, (hizli su kaybi-dehidratasyon) ve hiicre Once biiziiliir. (Bu

sirada sitoplazmanin kimyasal potansiyeli hiicre disindan fazladir.)
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d) Hiicre disina ¢ikan su donar. (Dehidratasyona bagli olarak hiicre i¢i ile

dis1 arasindaki kimyasal potansiyel farki giderek azalir.)

e) Hiicre disina ¢ikan su, hiicre harabiyetinin esas sebebi olabilecek buz
kristalleri olusmadan once suyun biiylik boliimii disar1 ¢ikmis olur.
Boylece, hiicre hasarina neden olabilecek intraseliiler kristal olusumu

en aza indirilmis olur (13).

Prensipte, dondurma islemi gerceklestikge, kriyoprotektanin hiicre igine

gecisi ve dengenin yeniden kurulmasi ile hiicre tekrar yapisina doner (13).

Hiicreler (spermiyum ya da embriyolar) zamanla degil de, aniden
dondurulursa, hiicre disina su aktarimi ani ve fazla olacagindan hiicre i¢i ile dist
arasindaki dengelenme i¢in yeterli zaman kalmaz ve zarda ozmotik hasar olur. Hizli
degil de, yavas ¢oziliirse bu defa, intraselliiler buz kristalleri birbirleriyle birlesip
biiyiliyebilir ve yine hiicre zarinda hasar meydana gelir. Bu sebepten 6tiirii hizhi
¢ozme tercih edilerek buz kristallerinin hiicrede etkili olabilecegi siire en aza

indirilmis olmalidir (13).

2.5 Sperm DNA Fragmantasyonu

2.5.1 Spermatozoon DNA’s1 Hasar1

Sperm DNA fragmantasyonu, spermatogenez sirasinda yanlis kromatin
paketlenmesi, ejakiilasyon Oncesi apoptozis, ejakiilatta yliksek oranda reaktif oksijen
tiirlerinin olusmasi, cevresel ya da endiistriyel toksinlere maruz kalma, genetik,

oksidatif stres veya sigara kullanimina bagl nedenlerden kaynaklanabilir (27).

Spermatozoon DNA’sinda hasara neden olan faktorler (28);

2.5.1.1 in-Vivo Faktorler:

Spermatozoon 6zellikle genotoksikler olarak bilinen ve DNA’da hasara yol
acan toksik maddeler basta olmak iizere pek ¢ok in vivo faktor tarafindan hasara

ugratilmaktadir. Bu konuda yillardan beri ¢esitli arastirmalar yapan bilim adamlar1
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DNA’daki hasarin fiziksel veya kimyasal etkiler sonucunda meydana geldigini

bildirmektedirler. Bu faktorlerden bazilari sunlardir: (28)

2.5.1.1.1 Sigara:

Sigara DNA hasarini artiran mutajen veya karsinojen maddeler olarak bilinen
veya varsayilan maddeleri (nitrozaminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar-PAH)
icermektedir (29). Sigara dumanindaki mutajenik etkiye bagli olarak sperma
kalitesinde Ozellikle spermatozoon sayisi, motilite oran1 ve anormal spermatozoon
oraninda 6nemli diistisler meydana gelmektedir (30-33). Sigara igmeye bagl olarak
insan spermasinda andploidi (kromozom anomalileri) seviyesi de artmaktadir (30).
Ayrica sigara igilmesine bagli olarak seminal plazmadaki antioksidant seviyesinin
diismesi sonucunda da DNA hasarinin arttigr bildirilmektedir (34, 35). Yapilan
arastirmalar sigara icme orani ile spermatozoon DNA’sinda meydana gelen hasar

arasinda 6nemli derecede pozitif bir iliskinin oldugunu ortaya koymaktadir (36, 37).

Bir babanin sigara igmesi, kendi androjen seviyesinde degisimlerle birlikte bu
babadan dogan cocuklarda da dogumsal anomaliler ve hatta ¢ocukluk ¢aginda bile
cesitli kanserlere neden olabilmektedir (29). Genotoksik maddeler spermatozoon
hiicresinde mutasyonu indiikleyebilir ve ¢cocuga gegip onlarin gelisimini etkileyerek,
kanser meydana getirebilir (38). Kimyasal karsinojenlerin DNA’y1 etkileyen
metabolitleri kan yoluyla diger doku ve organlara taginabilmektedir (39). Ancak
sertoli hiicrelerindeki kan-testis bariyerinden dolay: gelisen cinsiyet hiicreleri ile kan
dolasimi dogrudan temas igerisinde degildir. Bununla birlikte nikotin ve nikotin
metabolitlerine sigara igen kisilerin spermasinda rastlanmasi DNA’y1 etkileyen

metabolitlerin bu engeli asip cinsiyet hiicrelerini etkiledigini gostermektedir (36,40).

2.5.1.1.2 Varikosel

Varikoselin spermatozoondaki DNA hasarina nasil yol actigi heniiz tam
olarak anlasilmamakla birlikte, varikoselli hastalarin testis dokusunda DNA
polimeraz seviyesinde Onemli bir azalma oldugu ve bu enzim eksikliginin
spermatogenezis iizerine olumsuz bir etki yaparak DNA hasar1 meydana

getirebilecegi belirtilmektedir (41). Varikoselli fertil veya infertil hastalarda yapilan
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aragtirmalar, seminal oksidatif strese bagl reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunda artis ve toplam antioksidant kapasitede (TAK) azalmalarin meydana
geldigini ortaya koymaktadir. Artan seminal oksidatif stres iirlinleri spermatozoon
DNA’sindaki hasarla birlikte spermatozoonun plazma membraninda lipid
peroksidasyona, spermatozoon motilitesi, metabolizmast ve fertilizasyon
kapasitesinde ise azalmalara neden olarak spermatozoonun fonksiyonunu
engellemektedir (42). Ayrica oksidatif stres spermatozoonun kromatin biitiinligiinii

etkileyerek tek ve ¢ift DNA sarmali kirilmalarina sebep olmaktadir (43).

2.5.1.1.3 Yas

Yaglanma ile dogru orantili olarak spermatozoon DNA’sinda hasar meydana
gelmektedir. DNA ¢ift sarmalindaki hasar ile spermatozoondaki apoptozisin
yaslanmaya paralel olarak artmakta olup bu artis muhtemelen spermatogenezis
esnasinda ve sonrasinda hiicre se¢im sistemindeki yetersizligin bir sonucu olarak
ortaya c¢ikmaktadir (44). Bazi arastiricilar normal ve infertil erkeklerde sperm
motilitesi ile yas arasinda pozitif bir iliskinin bulundugunu, yasa bagli azalan
spermatozoa motilitesi ve artan DNA hasarmin muhtemelen sperma siispansiyonu
icerisindeki lokositler tarafindan iretilen reaktif oksijen molekiillerinden
kaynaklandigini ileri siirmektedirler (42, 44). Yas ile semendeki 16kosit sayist ve
reaktif oksijen tiirleri arasinda bir iligkinin olmadigr rapor edilmistir. Yasin
ilerlemesiyle spermatozoon DNA’sinda meydana gelen hasarlarin arttig1 ve bu hasarl

hiicrelerin eliminasyonunun da giiglestigi bildirilmistir (45-47).

2.5.1.1.4 Genotoksikler

Genotoksikler, hiicre DNA’sinda hasara yol agan maddelerdir. DNA’da
mutasyona ve kansere yol agmaktadir. Ayrica spermatozoon DNA’sinda da hasara
neden oldugu tespit edilmistir (48). Uzun siireli demir verilmesini takiben canli
viicudunda oksidatif strese bagli olarak mayoz sonrasi testis hiicrelerinde meydana
gelen DNA hasarinin yanisira spermatozoonun fizyolojisi ve fonksiyonunda

bozukluklar olugsmaktadir (49). Kemoterapotik ajan olan ve testis kanseri tedavisinde
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kullanilan cisplatin ilaci da spermatozoonun bas kisminda anomalilere ve

spermatozoon DNA’sinda hasara sebep olan genotoksik bir maddedir (28).

2.5.1.2 in-Vitro Faktorler:

Spermatozoon DNA’sinda hasara neden olan in vitro faktorler genellikle
spermanin islenmesi asamalarinda kullanilan tekniklere bagli olarak ortaya
¢cikmaktadir. Spermanin alinmasindan disinin tohumlanmasina kadar gegen bu siire
igerisinde uygun tekniklerle alinan sperma uygun sekillerde islemlere tabi tutulur. Bu

sliregte spermatozoa DNA’sinda hasar meydana gelebilmektedir (51).

2.5.1.2.1 Spermin Sivi Azot Icerisinde(-196°C) Saklanmasi

Spermanin dondurularak saklanmasi iglemleri sirasinda herhangi bir
uygulama basamaginda uygun olmayan bir islemin yapilmasi, bu uygulamalar
esnasinda spermatozoon DNA’sinda meydana gelebilecek muhtemel hasarin

diizeyinde artisa sebep olacaktir (51-53).

2.5.1.2.2 Seminal Plazma

Seminal plazmada antioksidan seviyesi azaldiginda oksidatif strese bagh
olarak DNA hasar1 diizeyinde artis goriilmektedir (54). Seminal plazmada
antioksidan seviyesinin azalmasi sonucu reaktif oksijen molekiillerinin artmasindan
dolayir DNA hasarindan kaynaklanan infertilite meydana geldigi bildirilmektedir
(55).

2.5.1.2.3 Reaktif Oksijen Molekiillerine Maruz Kalma

Aslinda  reaktif oksijen molekiilleri smirli  seviyede oldugunda
spermatozoanin kapasitasyonu sirasinda fizyolojik role sahiptir (57,60). Ancak
yiiksek diizeyde reaktif oksijen molekiillerine maruz kalma spermatozoa DNA’sinda

hasara ve lipit peroksidasyona neden olmaktadir (59).

2.5.1.2.4 Kryoprotektanlar
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Spermay1 dondurarak saklama esnasinda spermatozoonda olusabilecek zararli
etkiler kryoprotektan maddeler kullanilarak azaltilabilmektedir. Hemen hemen her
tiirlin spermas1 farkli 6zelliklere sahip oldugu i¢in dondurma isleminden &nce
spermaya katilacak olan kryoprotektanin g¢esidi, yogunlugu ve spermanin
kryoprotektana maruz birakilma siiresi tiire gore ayarlanmasi gerekir (59). Farkl
tirlerin spermasinin kryopreservasyonunda dimetil siilfoksit (DMSO), gliserol,
propilen glikol, metanol, butandiol asetamid ve 1,2- propandiol gibi kryoprotektanlar
yaygin olarak kullanilmaktadir (60-61). Kryoprotektanlar dondurma esnasinda
spermatozoonun bas kismindaki intraselliiler kompartmana gegerek sivinin
donmasini ve buz kristallerinin olugmasini segici olarak engeller. Yapilan arastirmalar
dondurma amaciyla spermaya kryoprotektanlarin katilmasinin spermatozoon
DNA’sinda herhangi bir hasara neden olmadigini gostermektedir. Diger bir ifadeyle
spermaya  kryoprotektan  katilip  katilmamasi  spermatozoon = DNA’sini

etkilememektedir (61).

2.6 DNA Fragmantasyonu Tayini

Sperm kromatini durumunun halini degerlendirilmesi i¢in metodlar kullanilir.

Bu metodlar da hasarli kromatinler goziikkmektedir (26).

DNA farmantasyonu tayini i¢in kullanilan metodlardan biri olan TUNEL
testidir. Bu testin analizi DNA polimeraz 1 kalip-bagimli enzim ile katalize edilen
reaksiyon tek DNA iplik kirilmalarinin biotinlenmis deoksiuridin trifosfat (dUTP) ile
birlesme miktarini belirtir. Ozellikle spermlerin hissedilebilir endojen ve degisik
seviyelerdeki DNA hasarlarin1 boyar. TUNEL analizi spermdeki DNA’nin yeniden
modellenmesi esnasinda meydan gelen anomalileri gosterir. Daha ziyade sekilsel

olarak gosterilemeyen sperm anomalilerini ortaya ¢ikarmaktadir.(26)
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Semen Analizi

3.1.1 Ornek Toplama ve islem
a) Kayit Bilgisi:

Ornek verme 6ncesinde goniillii kisinin kimlik bilgisi alindi, cinsel perhiz

stiresi, sigara ve alkol kullanimi sorulup anket dolduruldu.
b) Goniillii Kisi Bilgilendirmesi:

Kisilere yazili belge halinde, kendilerinden alinan 6rnegin ne zaman, nerede,
hangi islemler i¢in kullanilacagimin bilgisi 6zellikle cinsel perhiz siiresinin 3 ila 5

giin oldugunun bilgisi verildi ve imza altina alindu.
¢) Ornek Verme Metodu:

Cinsel perhiz siiresi sonrasinda kisilerden mastiirbasyon yontemi ile 6rnek

alindu.
d) Ornek Verme Yeri:

Ornekler inceleme yapilan merkezin 6zel odasinda alinmis veya drnek evde

verilip 1 saat igerisinde inceleme yapilan merkeze getirilmistir.
e) Ornek Kab::
Ornekler daha dnceden belirlenmis genis agizli polistren kaplara alindi.
f) Ornek Verme Sonrasi Islemler:

Ornek verildikten sonra kisi, tarafimiza kab1 vererek kap iistiine ad, soyad,
protokol numaras1 yazilarak kayit altina alindiktan sonra, 1 saat 37 °C’lik

inkiibatorlerde likefiye olmasi(sivilasmasi) beklendi.

3.1.2 Makroskopik Degerlendirme:

Likefiye olmus 6rnek degerlendirilmeye alind;
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a) Gorinimi ve yogunlugu degerlendirildi, semen kokusuz ve gri goriiniime

sahipti.

b) Likefaksiyon ve viskosite degerlendirildi, ilk 30 dakika igerisinde likefiye

olan sperm ornekleriyle beraber geg likefiye olanlarda oldu.
€) Spermin alindigi kaptan voliim hesabi yapildi.

d) pH 6l¢iimii pH kagitlartyla yapildi.

3.1.3 Mikroskopik ve Sperm Hareketliligi Degerlendirmesi:

Saniyede bas uzunlugunun 5 kati Var _ Kalite A

ileri hareket

Saniyede bas uzunlugunun 1-5 kat Var . Kalite B

ileri hareket

Yerinde hareket var, ileri hareket yok Var . Kalite C

Sperm kuyrugunda hic hareket yok Var . Kalite D

Sekil 7: Sperm hareketliliginin degerlendirilmesi

Yukaridaki tabloda belirtilen sperm kalitesi “A” ve “B” olan kisiler teze dahil

edilmistir.

3.1.4 Sperm Sayis1 Degerlendirmesi:
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Sperm konsantrasyonu hesabini sayim sonucu elde edilen sperm sayisinin o

spermlerin i¢inde bulundugu voliime boliinmesiyle yapildi. Formiilii,

“Sperm Sayis1 milyon/ml = Sayim yapilan alanda 10 karedeki sperm sayis1”

seklinde hesaplandi.

3.1.5 Sperm Morfolojik Degerlendirmesi:

Spermlerin  morfolojik incelemesi Diff-Quik kit (Medion Diagnostics,
Germany) ile boyama sonrasi yapilmisti. Sperm oOrneginden lam {izerine 10ul
damlatilip lamelle yayilarak havada kurutulmustur. Kurutulan lam, kit igerisinde
bulunan sirastyla fiksatifin, katyonik ve anyonik boyalarin i¢inde birer dakika
bekletilip sonra sudan gegirildikten sonra tekrar havada kurutulmustur. Boyanan
preparatlar 151k mikroskobu kullanilarak degerlendirilmistir. %15 veya daha fazla

normal sperm morfoloji gésteren sonuglar normal olarak degerlendirildi.

3.2 Sperm Dondurma-Cézme Islemi

Sperm dondurma ve ¢ozme isleminde sperm dondurma medyumu
kullanilmigtir (Product number:1067, ORIGO Medicult Media Denmark). Kit
igeriginde belirtilen protokol takip edilmistir.

Dondurma islemi asagidaki sekilde yapilmistir:

1. Medyum kullanilmadan 2 saat énce +4°C’den oda sicakligi olan +20

°C’ye cikarildu.
2. Ejekiilat sivilagtiktan sonra miktari ve analizi yapildi.

3. Medyum oda sicakligina geldiginde semen ile 1:1 oraninda diliisyon
yapildi. Medyum semen {iizerine damla damla koyduktan sonra her

damladan sonra karistirildi.
4. Semen medyum karigimi en az on dakika oda sicakliginda bekletildi.

5. Bekleme sonrasi karisim ¢ubuklara ve tiiplere konularak miihiirlendi ve
bilgiler yazildi. C6zme asamasinda onemli oldugu icin, ¢ubugun alt

tarafinda miihiirleme 6ncesi hava boslugu birakilildi.
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6. Miihiirlenmis cubuklar sivi azot buharinda yatay olarak 30 dakika
boyunca bekletildi.

7. Cubuklar 30 dakika sonrasinda hemen s1v1 azot tank igerisine konuldu.

Sekil 8: Kriyoprezervasyonda kullanilan aletler
a) Miihiirleme i¢in kullanilan cihaz, b) Dondurma isleminde kullanilan ¢ubuklar,

¢) S1v1 azot tanki

(Cozme islemi asagidaki gibi yapilmigtir:
1. Cubuklar sivi azot tankindan ¢ikartildi ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edildi.

2. Ornek tamamen ¢oziildiikten sonra iizerine yikama soliisyonu (Vitrolife,
G-SPERM™ PLUS, 10107) eklenip 300 x g’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant atilarak kriyoprotektan uzaklastirilmistir.

Cozme i1slemi sonrasi sperm ornekleri elde edilmistir.
3.3 TUNEL Metodu ile DNA Fragmantasyonu Tayini

Hem dondurma Oncesi taze ornekten hemde dondurulup ¢oziildiikten sonra

sperm Orneklerinin DNA fragmantasyonlarini karsilagtirmak i¢in TUNEL (In Situ
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Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) Kiti

kullanilip incelenmistir.

Kit kullaniminda ihtiya¢ olan malzemeler:
a) Pipet seti ve uglari(1000ul, 100 ul)
b) Lam ve lamel
c) Petri kaplar
d) Pasteur pipeti(2ml)
e) PBS tablet(Fosfat tamponlu tuzlu su)
f) PBS ile hazirlanmis % 3,7°lik para formaldehit, pH:7,4
g) %0,1 Triton X 100 i¢eren Sodyum Sitrat
h) BSA (Bovine Serum Albumin)
1) Mini Santrifiij

j) Floresan Mikroskop

Kit iceriginde bulunan malzemeler:
a) Mavi tiip (Enzim soliisyonu): Terminal deoksinukleotidil transferaz

b) Mor tiip (Isaretleme soliisyonu): Niikleotid karisimi igeren reaksiyon

sollisyonu
Kit protokolii asagidaki gibi yapilmistir;

1. 1 - 2 milyon sperm igeren pellet, PBS (fosfat tamponlu tuz) soliisyonu
eklenerek pipetaj yapilip yikandiktan sonra 5 dakika 800 x g’de

santrifiij edildi.

2. Pelletin iistiinde ki stipernatant steril 2 ml’lik pasteur pipeti ile ¢ekilerek
atildi.
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3. Seminal plazma ayrilip, pellet %1 siir serum albliimini(BSA) iceren

PBS ile 2 kez yikandi.

4. Pellet, 100 pl %1 BSA iceren PBS soliisyonu ile sulandirilip, %3.7
paraformaldehit iceren ve pH’1t 7,4 olan PBS ile 1 saat, oda 1sisinda

calkalanarak fikse edildi.

5. Sperm hiicreleri %1 BSA igeren PBS soliisyonu ile yikanip, dnceden
hasta numaras1 yazilmis temiz lam iizerine 10 ul damlatildi ve bunun

havada kurumas1 beklenildi.

6. Kuruma sonrasi lamlar PBS ile yikandi. Sodyum sitrat icerisinde %0,1

Triton X 100 ile 2 dakika buz iizerinde permeabilize edildi.

7. 2 kez daha PBS ile yikanan lamlara, DNA elongasyonu igin terminal
deoksiniikleotidil transferaz(TdT)-aracili dUTP-etiketleme’den 5 pl ve
isaretleme soliisyonundan 45 pl ile olusturulan karisimdan her lama 25
pl damlatilip lamelle kapatildi. Isik almayacak sekilde ve 37 °C’de 60
dakika inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasi lamlar iizerindeki lameller kaldirildiktan sonra 2 kez
PBS ile yikandi ve niikleusu goriintiileyebilmek i¢in 1mg/ml 4°,6
diamidino-2-fenilindol (DAPI I1) (Abbott Molecular, U.S.A, 06J50-
001) ile boya damlatilip lamelle tekrar kapatildi.

9. Her 6rnekte 100 sperm, floresan mikroskobu ile floresan izotiyosiyanat
(FITC) degerlendirilmesi yapildi. Her alanda DAPI(mavi) ile boyanmig
spermler sayildi. Yesil FITC floresan veren spermlerin (TUNEL pozitif)

sayilan alandakilere orani raporlandi.

3.4 DNA Fragmantasyon Degerlendirilmesi:

DNA fragmantasyonun sonug¢landirilmasinda, kisilerden alman sperm
orneklerinde dondurma 6ncesi ve sonrasinda, 100 hiicrede TUNEL pozitiflik oranlari

belirlenerek istatistiksel analiz yapilmistir.
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TUNEL pozitiflik, asagida belirtilen sekilde hasarli hiicre sayisinin toplam

hiicre sayisina oraninin %20 {izerinde olmasi durumunda gergeklesir (63-65).

Normal sperm DNA hasari(TUNEL negatif): <% 20

Anormal DNA hasari(TUNEL pozitif): >% 20

Parsiyel

Sekil 9: DNA hasar orani1 <%20 olan semen 6rneginde normal sperm (ok)
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Parsiyel

Komplet

Sekil 10: DNA hasar orant >%?20 oldugundan dolayr TUNEL pozitif, anormal DNA
hasarli sperm ornekleri

3.5 Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler SigmaStat 3.0 (Systat Software Inc., Erkrath, Germany)

programi ile yapilmaistir.
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Verilerin normal dagilim gosterip gostermediklerini incelemek igin
Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmistir. Yapilan testler sonucunda verilerin normal
dagilim gostermedikleri tespit edilmistir. Ayni kisilerden alinan sperm Ornekleri
kriyoprezervazyon Oncesi ve ¢ozme sonrast degerlendirildigi i¢in non- parametrik
test olan Wilcoxon Signed Rank Testi uygulanmistir. Veriler medyan degerleri ve
ayrica en diisiik ve en yiiksek degerler olarak gosterilmistir. Ayn1 zamanda medyan

degerlerin yer aldig1 yiizdelik dilimler de gosterilmistir.
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BULGULAR

Calismamiz yas grubu 21 ila 39 arasindan segilmis toplam 100 kiside
yapilmistir. Kisilerin medyan yasi 29 olarak hesaplandi. Diinya Saglik Orgiitii
kriterlerine gore saglikli erkeklerden alinan numuneler (normospermik)

calismaya dahil edilmistir.

Istk  mikroskobu incelemelerinde dondurma islemi sonrasindaki
morfolojik incelemede, dondurma 6ncesi gozlenen morfolojik hasarli spermlerin
haricinde bas ve boyun hasar1 olan, kuyrugu sarmal yapmis spermler

gbzlenmistir.

Asagidaki listede orneklerimizde DNA fragmantasyon hiicre sayilari

verilmistir.
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Kriyoprezervasyon Oncesi

Cozme Sonrasi

Hasta Hasta | Fragmente olan | Fragmente olmayan Fragmente olan Fragmente olmayan
Numarasi | Yasi hiicre sayisi hiicre sayis1 hiicre sayisi hiicre sayisi
1 28 15 85 36 64
2 29 17 83 41 59
3 28 19 81 46 54
4 28 30 70 72 28
5 26 94 14 86
6 24 3 97 7 93
7 25 10 90 24 76
8 30 19 81 46 54
9 30 28 72 67 33
10 30 21 79 50 50
11 30 7 93 17 83
12 29 91 22 78
13 35 10 90 24 76
14 33 26 74 62 38
15 36 15 85 36 64
16 27 8 92 19 81
17 26 17 83 41 59
18 26 15 85 36 64
19 29 26 74 62 38
20 33 29 71 70 30
21 31 14 86 34 66
22 32 15 85 36 64
23 22 19 81 46 54
24 28 18 82 43 57
25 27 17 83 41 59
26 27 39 61 94 6
27 28 15 85 36 64
28 29 16 84 38 62
29 35 26 74 62 38
30 26 15 85 36 64
31 29 17 83 41 59
32 27 19 81 46 54
33 32 20 80 54 46
34 37 25 75 68 33
35 33 27 73 73 27
36 31 18 82 49 51
37 32 20 80 54 46
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Kriyoprezervasyon Oncesi

Cozme Sonrasi

Hasta Hasta | Fragmente olan | Fragmente olmayan Fragmente olan Fragmente olmayan
Numarasi | Yasi hiicre sayisi hiicre sayis1 hiicre sayisi hiicre sayisi
38 39 16 84 43 57
39 38 18 82 49 51
40 28 19 81 51 49
41 25 11 89 23 77
42 27 15 85 32 69
43 29 16 84 34 66
44 30 15 85 32 69
45 33 18 82 38 62
46 35 19 81 40 60
47 32 43 57 90 10
48 34 8 92 17 83
49 34 16 84 34 66
50 21 17 83 36 64
51 25 18 82 38 62
52 26 35 65 74 27
53 28 12 88 25 75
54 28 16 84 34 66
55 26 17 83 36 64
56 24 11 89 23 77
57 25 19 81 40 60
58 30 25 75 53 48
59 25 11 89 23 77
60 30 13 87 27 73
61 30 16 84 34 66
62 29 24 76 50 50
63 35 14 86 29 71
64 33 16 84 34 66
65 36 18 82 38 62
66 28 17 83 36 64
67 26 14 86 29 71
68 26 12 88 25 75
69 29 13 87 27 73
70 33 15 85 32 69
71 31 14 86 29 71
72 32 23 77 48 52
73 26 24 76 50 50
74 28 26 74 55 45
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Kriyoprezervasyon Oncesi

Cozme Sonrasi

Hasta Hasta | Fragmente olan | Fragmente olmayan Fragmente olan Fragmente olmayan
Numarasi | Yasi hiicre sayisi hiicre sayis1 hiicre sayisi hiicre sayisi
75 27 28 72 59 41
76 27 10 90 21 79
77 29 12 88 25 75
78 29 15 85 32 69
79 31 17 83 36 64
80 26 18 82 38 62
81 29 20 80 42 58
82 27 21 79 44 56
83 26 25 75 53 48
84 37 13 87 27 73
85 33 19 81 40 60
86 35 17 83 36 64
87 32 9 91 19 81
88 39 16 84 34 66
89 38 18 82 38 62
90 24 20 80 42 58
91 25 21 79 44 56
92 27 15 85 32 69
93 28 17 83 36 64
94 30 9 91 19 81
95 33 14 86 29 71
96 31 4 96 8 92
97 32 91 19 81
98 34 93 15 85
99 32 12 88 25 75
100 21 16 84 34 66
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Tablo 3: Kriyoprezervasyon Oncesi ve C6zme Sonrast DNA Fragmantasyonu

Gruplar n Medyan Medyan %25 - 75

Yas 100 29 (21-39)

Kriyoprezervasyon Oncesi 100 17,0 (3-43) 14,0 - 19,5

DNA Fragmantasyon Orani * p<0.001
Co6zme Sonrasi 100 36,0 (7-94)* 29,0 - 47,0

DNA Fragmantasyon Orani

DNA fragmantasyonu bulgularimizin istatistiksel analizi sonucunda
kriyoprezervasyon oncesi TUNEL pozitif sperm orani1 %17 bulunurken, ¢ozme sonrasi
cikan oran %36°dir. Kriyoprezervasyon oncesi ile ¢ozme islemi sonrasinda DNA
fragmantasyonu karsilastirildiginda ¢6zme sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir

artis oldugu bulunmustur (p<0.001).

100-

80 -

60 -

40 -

20+

0 ( od

% Fragmante Olan Hiicre

Krivoprezervasyon (Cizme Sonrasi
Oncesi

Sekil 11: Kriyoprezervasyon dncesi ve ¢ozme sonrasi arasindaki DNA

fragmantasyon artis oranlari
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DNA fragmantasyon isleminde TUNEL pozitif hiicreler yesil boyali olarak
goriilmistiir. TUNEL negatif olanlar DAPI II ile mavi boyali olarak goriilmiistiir
(Sekil: 11). Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde, dondurma islemi

oncesine oranla TUNEL pozitif sperm oraninda bir artis oldugu goriilmiistiir (Sekil:
12).

Komplet DNA
Fragmantasyonu Parsiyel DNA
Fragmantasyonu

Sekil 12: Dondurma oOncesi, taze spermden, TUNEL negatif spermler mavi
renkte (DAPI 1II), TUNEL pozitif hiicrelerde yesil renkte (FITC)
gozikkmektedir. Sperm Orneginde 1 adet komplet DNA fragmantasyonu ve 2
adet parsiyel DNA fragmantasyonu goziikmektedir.
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Komplet DNA Parsiyel DNA
Fragmantasyon Fragmantasyonu

Sekil 13: Dondurma isleminden 1 ay sonra ¢oziilen spermlerde, TUNEL negatif
spermler mavi renkte (DAPI II), TUNEL pozitif hiicreler ise yesil renkte (FITC)
goziikmektedir. Sperm 6rneginde 1 adet komplet DNA fragmantasyonu ve 4 adet

parsiyel DNA fragmantasyonu goziikmektedir.
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Komplet DNA
Fragmantasyonu

Sekil 14: Cozme sonrast 7 numarali kisinin sperm TUNEL goriiniimii

Parsiyel Normal olarak
Fragmantasyon kabul edildi.

Sekil 15: Cozme sonrasi 14 numarali kisinin sperm TUNEL goriiniimii.
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5 TARTISMA

Calismamizda  normospermik  kisilerde  sperm  Ornekleri  alinarak
kriyoprezervasyon Oncesi ve sonrasinda DNA fragmantasyonlar1 incelenerek
karsilastirilmistir. Cézme islemi sonrast DNA fragmantasyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (p<0.001).

Erkek infertilitesinin tedavisinde sperm kriyoprezervasyon islemi; cerrahi
yontemlerle alinan testikiiler spermin korunmasi i¢in, radyoterapi, testis cerrahisi ya
da kemoterapi Oncesinde ve liremeye yardimci tedavi yontemlerinde onemli bir
islemdir (17, 66-67).

Tiim canli hiicreler ¢cok dar bir sicaklik araliginda fonksiyon gorebilmekte ve
dondurma — ¢6zme islemlerinin zararh etkilerine karsi duyarli kalmaktadirlar. Tipik
olarak normal oldugu tahmin edilen bagislanmis spermlerin yaklasik % 50’si tek bir
dondurma — ¢6zme isleminde kaybedilebilmektedir. Dondurma - ¢ozme
islemlerindeki oldiriicti etki, kismen dondurma islemleri sirasinda gergekten su
kayb1 ve iyonik yogunluktan kaynaklanmaktadir (69). Sperm igin hayati onem
tasiyan hiicre zarmmin hasara ugramasi ve biitiinliigiiniin kayb1 ile meydana gelen
hiicresel gecirgenligin bozulmasi sonucu hiicre i¢indeki ¢ozelti kompozisyonunun
dengesi bozulmaktadir (70). Dondurma — ¢ozme asamasinda gergeklesecek hasarlar
arasinda lipid peroksidasyonuna bagl hiicre zar1 fosfolipid yapisinin bozulmasi da
olabilir (71).

Dondurma islemi sirasinda gergeklesebilecek hasarlarda iki faktor hipotezi
ileri siiren baska bir calismada, yavas hizda sogutma sirasinda hiicre disi buz
olusumu hakim olmaktadir. Osmoz ile susuz kalan hiicreler ve hiicre i¢i ¢ozeltinin
zehirliligine bagli olarak hiicre oOliimleri gerceklesmektedir. Hizli sogutma
oranlarinda hiicreler i¢in Oldiirlicii olan sey hiicre i¢i buz olusumunun 6n plana
cikmamasidir (72).

Isitma islemi sirasindaki 1sitma hizi da hiicre yasaminda 6nemli derecede
etkilidir. Yavas 1sitma hizlarinda buz kristalleri birbirleriyle bir araya gelerek daha

biiyiik kristalleri olusturma egilimindedirler (73).
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Kriyoprezervasyon sirasinda spermler kimyasal ve fiziksel strese maruz
kalabilirler. Buna bagli olarak plazmada membranin lipid yapisinda degisiklikler
olusabilir (68,74). Bu etkilesim sirasinda sperm baslarinda kiigiilme meydana gelir
(75). Uremeye yardimci tedavi yontemlerinde kriyoprezervasyon islemi sirasinda
kullanilabilecek fonksiyonel sperm oraninin diistiigii ve spermin metabolik islevinin
azaldig1 gosterilmistir (76). Hipo-Osmotik Sigsme Test (HOS) teknigi kullanilarak
yapilan Kriyoprezervasyon sonrasinda spermde akrozom bozukluklari, sarmal kuyruk
ve hasarli membranlar gibi morfolojik bozukluklar meydana geldigi bildirilmistir
(77, 78). Yine baska bir calismada akridin turuncu boyama (AO test) test teknigiyle
yapilan deneyde Kriyoprezervasyonda canli sperm sayisindaki azalmaya DNA’nin
asirt  yogunlagsmast ve apoptozisin  neden oldugu gosterilmistir  (79).
Kriyoprezervasyon sonrasinda sperm motilitesi, canliligi ve normal morfolojisi
oranlarinda diisis olup, bunlarin yaninda DNA fragmantasyonunda artis oldugu
COMET ve TUNEL c¢alismalarinda gosterilmistir (80-82). Buna karsin, sperm
DNA’sinin kriyoprezervasyondan etkilenmedigini ileri siiren ¢aligmalar da mevcuttur
(83).

Bu ¢alismamizda ise kriyoprezervasyon islemi oncesi ve sonrasinda sperm
DNA fragmantasyonunu TUNEL yontemiyle calistik. Kriyoprezervasyon Oncesi
TUNEL pozitif sperm medyan degeri (DNA fragmantasyon varligl) %17 iken
kriyoprezervasyon sonrasinda ise bu oran %36 olarak saptandi. Kriyoprezervasyon
islemi sonrasinda DNA fragmantasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugunu gozledik (p<0.001).

Kriyoprezervasyon oncesindeki sperm Orneklerimizde fragmantasyon oram
diisiik iken, kriyoprezrvasyon sonrasinda ise orneklerimizde fragmantasyon orani
istatiksel olarak anlamli Glgiide yiiksek oldugu saptandi. DNA fragmantasyonun
¢ozme islemi sonrasinda yiiksek olmasi, fiziksel ve kimyasal strese bagli olarak
hiicre membran gegirgenligi ve yapisinin bozulmasindan kaynaklanmis olabilecegini
diistinmekteyiz.

TUNEL teknigi kullanilarak yapilan baska bir ¢aligmada da DNA hasarinin

olustugu bildirilmistir. Bu hasarin dondurma-¢ézme sirasinda gergeklesen
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mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi ve kaspaz (3, 8) aktivasyonu ile
baglantili oldugu gosterilmistir (83).

Sperm DNA kromatin yapisinin saglam olmasi, spermin fertilizasyon
islemine paternal katkisi, erken embriyonik 6liimii engelleme ve hamileligin devami
bakimindan son derece énemlidir (84-85). intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
isleminde DNA hasarli sperm kullanilmasi, genom kalitesi nasil olursa olsun,
dekondensasyonun baslamamasina ya da tamamlanmamasina ve bundan dolay1 da
fertilizasyon ve embriyo gelisimi basarisizliklarina sebep olabilmektedir (84). Daha
onceki caligmalarda IVF ve ICSI sonrasinda artmis DNA fragmantasyonu ile diisiik
fertilizasyon ve embriyo bdliinme oram1 arasinda anlamli bir iliski oldugu
gosterilmistir (86-87). Arastirmalarda kriyoprezervasyon ve DNA fragmantasyonu
arasinda kesin bir iligki gosterilmis olmasa da, genel olarak normal ornekler ile
karsilagtirildiginda sperm kalitesi diisiik olan 6rneklerin kriyoprezervasyon kaynakli
DNA hasar1 ve hiicre 6liimiine yatkinliginin arttigi gézlenmistir. Bizde bu ¢alismamiz
da dondurma - ¢6zme islemine bagli olarak DNA fragmantasyonunda artis oldugunu
saptadik. Dondurma - ¢dzme isleminin insan sperminde DNA hasarina yol agtigi
halen tartisilmakla beraber dondurarak saklama teknigi yardimla iireme teknikleri

arasinda 6nemini korumaktadir (86).
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6 SONUC VE ONERILER

Calismamizda yapmis oldugumuz dondurma-¢6zme islemi sonrasinda DNA
fragmantasyon oranlarinda kriyoprezervasyon Oncesine gore istatistiksel olarak

anlaml bir artig saptanmistur.

Uremeye yardimci tedavi tekniklerinde kriyoprezervasyon isleminin daha
verimli olarak kullanilabilmesi i¢cin, DNA fragmantasyon olusum mekanizmalarini

ortaya ¢ikaracak daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Calismamizda sperm Orneklerimiz  bir ay siireyle dondurulmustur.
Kriyoprezervasyon isleminin sperm iizerinde siireye bagli herhangi bir degisim olup
olmadiginin anlasilmas1 icin farkli dondurma-¢ézme siireleri kullanilarak

arastirmalarin yapilmasi konunun aydinlatilmasi a¢isindan 6nem tasimaktadir.

Ayrica dondurma-¢dzme islemi sirasinda meydana gelen fiziksel ve kimyasal
stresi minimuma diisiirmek amaciyla kullanilacak olan kriyoprotektanlarin yani sira
bu stresi azaltabilecek yeni kimyasal maddelerin kullanimiyla ilgili calismalara

ithtiyag vardir.
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