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1. GIRiS

Sperm nikleuslarinda kromatinin gevsek paketlenmis olmasi ve
bozuk DNA, genellikle bas anomalisi gosteren spermlerde gozlenir. IVF
uygulamalari bu tip spermlerin fertilizasyon potansiyellerinin diisik oldugunu
gOstermekte ve yine bu olgularda dogal yolla gebe kalma sansinin da
azaldigini belirtmektedir. Ayni konuyu inceleyen diger caligmalarda sperm
nikleusunda; hasarli DNA'nin gebeligin erken ddnemlerinde dustge de

neden oldugu gésterilmigtir1'5.

IVF uygulamalarinda énem kazanan bu anomaliler spermin bir
gelisim anomalisi olarak ortaya c¢ikar ve 1gik mikroskobu duzeyinde anilin

mavisi ve toluidin mavisi boyamalariyla gdsterilebilir.

IVF uygulamalarinda ejakulat 6rnegi veya testikuler spermler
islemden once servikal mukusun segiciligini taklit eden yontemlerle hazirlanir.
Kisaca sperm yikama olarak adlandirilan bu iglemler sonucunda seminal
plazmanin dekapasitasyon faktoérlerinden arindiriimis, motilitesi artmis ve
normal morfolojideki spermlerin ¢ok oldugu bir sperm popllasyonu elde
edilmis olur. Bazal semenin ozelliklerine ve laboratuvar prensiplerine goére
degismekle birlikte; ginimuzde dansite, gradient santrifigasyon, swim-up ve

benzeri ydntemler kullaniimaktadir.

Bu calismaya merkezimize infertilite sikayeti ile basvuran ve
izole teratozoospermi tanisi alan bireyler dahil edilmistir. Hastalarin bazal
semen oOrneklerinden ve Ug¢ farkli yikama yonteminden (dansite gradient
santrifigasyonu, swim-up ve ikisinin kombinasyonu) elde edilen spermler
anilin mavisi ile boyanmistir. Boylece ylkama yontemlerinin persiste histona

sahip spermlerin eleminasyonuna etkisi kargilagtirmall olarak incelenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Gelisimi ve Histolojisi

Genital sistem, erken donemde her iki cinste de birbirine
benzer. Bundan dolayi, genital sistemin gelisiminin baglangic donemi, cinsel

gelisimin farkhlasmamig safhasi olarak adlandirilir.

Erkek ve disi morfolojik 6zellikleri 7. embriyonik haftadan
itibaren gelismeye baglarlar. X kromozomuna sahip ovumun, X veya Y
kromozomu taglyan sperm ile dollenmesi ile fertilizasyon gergeklesir, bdylece
cinsiyet belirlenir. Gelismekte olan gonadlar XY veya XX kromozom ciftine
sahip olurlar®’. Primordiyal (ilkel) germ hiicreleri ilk kez gelisimin dérdiincii
haftasinda vitellis kesesi duvarinda, allantoisin baslangi¢c yerine yakin
endodermal hdcreler arasinda ortaya c¢ikarlar. Embriyonun katlanmalari
sirasinda vitellius kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisine dahil olur. Bu
sirada, primordiyal germ hicreleri, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca
gonadal kabartilara go¢ ederler. Altinci haftada primordiyal germ hucreleri
altindaki mezensim igerisine girerler ve primer seks kordonlarinin yapisina

katilirlar®®,

Gonadlar (testisler ve ovaryumlar), G¢ kaynaktan kdken alir:

o Posteriyor karin duvarini déseyen sdlom epiteli
o Bunun altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu)
. ilkel cinsiyet hiicreleri

Gonad gelisiminin ilk safhalari, besinci haftada ortaya c¢ikar.
Mezonefrozun mediyalinde, sdélom epitelinde bir kalinlasma meydana gelir.
Bu epitelin ve altindaki mezensimin ¢ogalimiyla, mezonefrozun mediyalinde

bir gonadal (genital) kabarti olusur. Parmak seklindeki epitel kordonlari



(birincil cinsiyet kordonlari), alttaki mezensimin icine dogru kisa slrede

buydarler.

Gonadlarin goérinimu yedinci haftaya kadar her iki cinste de
aynidir ve “farklanmamis gonadlar” olarak adlandirilirlar. Gonadal gelisimin
ilk safhalari besinci haftada ortaya ¢ikar;, mezonefrozun medialinde,
mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezengimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik, gonadal (genital)
kabarti olusur. Parmak seklindeki epitel kordonlari primer seks kordonlari
altindaki mezensim icerisine dogru kisa slrede ilerler. Erkek fenotipinin
geligsimi icin 'Y kromozomun kisa kolu seks tayini igin Onemlidir. Testis
belirleyici faktor (TDF) icin gerekli olan SRY geni, Y kromozomunun cinsiyet
belirleyici bolgesinde yerlesiktir. Farklanmamis gonadin medullasi Uzerinde
testise farklanmasinda belirleyici Y kromozomudur. Y kromozomu tarafindan
dizenlenen TDF, testikller farkhlasmayi saglar. Bu faktoérin etkisi altinda,
primer seks kordonlari seminifer tlbullere farklanirlar. Farklanmamis gonad
bu asamada, dista yer alan medulladan olusmaktadir. E§Ger embriyo XX seks
kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma
farklanir, medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini
icermekteyse, medulla testise farklanir, korteks bir takim kalintilari disinda
geriler ve dejenere olur. On ikinci haftada gelismekte olan gonadin kalin bir
fibroz kapsul olan tunika albugineasinin belirginlesmesi erkek fetls igin
karakteristiktir. Kapsulin gelismesi sonucunda seks kordonlarinin (seminifer-
testikuler- kordonlarin), ylzey epiteli ile olan baglantilari kaybolur. Bu arada
genisleyen testis asamall olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve
kendi mezenteri olan mezorgiyum ile asili hale geger. Seminifer kordonlar;
seminifer tibullere, tibuUli rekti ve rete testise farklanirlar. Seminifer ttbduller,
interstisyel hucreleri (Leydig hucreleri) olusturan mezensimden ayrilirlar.
Sekizinci haftadan itibaren Leydig hucreleri, androjenik hormonlari
(testosteron ve androstenedion) salgilamaya baslarlar, bu hormonlar

mezonefrik kanallarin ve dig genital organlar erkek cinse uygun farklanmasini

3



indUkler. Testosteron uretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu
stimlle eder, hormonun miktari 8-12 haftalik periotta en ylksek degerine

ulasmistir.

Primordiyal germ hdcrelerinin gogu stella, fragilis genleri ve
BMP-4 tarafindan kontrol edilir. Sertoli hlicreleri; dorsal sélom epitelinden
(mezodermal), spermatogonyumlar; primordiyal germ hicrelerinden
(endodermal), primordiyal germ hucreleri; vitellus kesesi endoderminden
kdken alir. Digta korteks ve icte de medulladan olusur. Eger embriyo XX
cinsiyet kromozomuna sahipse, farklanmamis gonadin korteksi over yontinde
degisim gosterir ve medulla geriler. Eger embriyo XY cinsiyet kromozomuna
sahipse, medulla testise farklilasir ve korteks, bir takim kalintilar disinda

geriler®.

Degenerating
mesonephric
tubule

Excretory
Tunica mesonephric

hric .
Reranmeonsy albuginea  tubules

duct Mesonephric

(ductuli efferentes) duct
duct >Mesonephric duct
A B (ductus deferens)

Sekil 1. A. Sekiz haftalik embriyoda testisin transvers kesitinde tunica albuginea,
testisin kordonlari, rete testis ve primordial germ hiicreleri gosterilmektedir.
Mezonefrik sekretuvar tiibullerin glomeruler ve Bowman kapsulleri dejenere olur. B.
Dordiincii aydaki testis ve genital kanallar gosterilmektedir. Atrofik sekilli testis
kordonlari rete testis kanallariyla birlesir. Duktuli efferentes mesonefrik kanallara

girmektedirg.



Sekil 2. A. Bes haftalik embriyoda, primordial germ hiicrelerinin yolk kesesi

duvarindan embriyo icerisine gog¢ii izlenmektedir. B ve C. Bes haftalik embriyo
kaudalinin li¢ boyutlu giziminde, gonadal (genital) kabartilar ve primordial germ
hiicrelerinin, geligen gonadlara go¢leri izlenmektedir. D. Alti haftalik embriyonun
transvers kesitinde primer seks kordonlar gériilmektedir. E. Bir sonraki safhanin
transvers kesitinde, farklanmamis gonadlar ve paramezonefrik duktuslar

izlenmektedir'.
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Sekil 3. Fotomikrografta, yaklasik 40 giinliik embriyo abdomeninin transvers
kesitinde, embriyonun genetik cinsiyetine gore bir testis veya ovaryum olarak
gelisecek gonadal kabartisi gosterilmektedir. Gelismekte olan bu gonadin gogunlugu
gonadal kabartinin s6lom epitelinden koken alan mezensimden olugmustur. Gonad

igerisindeki biiyiik yuvarlak hiicreler, primordiyal germ hiicreleridir'.

Daha sonra; hipofizden salinan luteinize edici hormon (LH)
uyarimi altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya bagladiklari
prepubertal doneme kadar dinlenmede kalirlar. Testosterona ek olarak
embriyoda interstisyel hicreler hamileligin 18. haftasina kadar islevlerini
suardararler; bundan sonra testosteron sentezinde goérulen bir azalma ile
birlikte gerilerler fetal testisler glikoprotein yapida bir hormon olan anti-
Miillerian hormon (AMH) veya Mullerian inhibitér madde (Mullerian Inhibitory
Substance: MIS) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli
hicreleri tarafindan salgilanir, hormonun salgilanmasi puberteye kadar
devam eder, daha sonra seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik kanallarin
gelisimini baskilar®®. Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar,
[Gmenleri yoktur, puberteden itibaren limen gelisir. Fetal testiste, Sertoli
hicreleri, seminifer tlbullerde ¢ogunlugu olusturur. Daha sonraki gelisme

sirasinda, testisin ylzey epiteli duzlegir ve yetiskin testisinin dig ylzeyindeki



mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentese farklanacak olan 15-20
adet mezonefrik tibdl ile devam eder. Bu kanallar (duktuli efferentes), duktus
epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanlrlar”. Disi ya da erkek
embriyolar birer ¢ift genital kanala sahiptir. Mezonefrik kanal (Wolf kanali)
erkek Ureme sistemi i¢ organlarinin énemli bir bolimine farklanirken,
paramezonefrik kanal (Muller kanali) disi i¢ genital organlarinin gelisimine
katilir. Bes ila altinci haftalarda genital sistem farklanmamis asamada
oldugundan genital kanallarin her iki ¢ifti de bulunur. Sekizinci haftada fetal
testislerden salgilanan testosteronun etkisi altinda, mezonefrik kanallarin
proksimal pargalari, olduk¢a kivrintili bir hal alir ve epididimise farklanir.
Mezonefrik kanalin diger bdlimlerinden duktus deferens ve duktus
ejakulatoryus geli§ir6’7. Leydig hacrelerinin hem aktiviteleri hem de sayilari
hormon uyarisina baglidir. insanda gebelik sirasinda Uretilen plasental
gonadotropik hormon anne kanindan fetise gecer ve androjenik hormonlari
ureten bol miktardaki fetal testikuler interstisyel hicreleri uyarir. Androjenik
hormonlarin varli§i embriyonik farklanmada erkek genital organlarinin

gelismesi icin gereklidir.
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Sekil 4. Farklilanmamis Gonadin Testise Doniismesi''.



2.2. ilkel Esey Hiicreleri

Dérdincid haftanin basinda, vitellis kesesinin duvarinda ve
allantoisin baglangi¢c yerine yakin yerlesimde olan endodermal hucreler
arasinda belirirler. Daha sonra, arka barsagin dorsal mezenteri boyunca
gonad kabartilarina go¢ ederler. Altinci haftada, ilkel esey huicreleri alttaki

mezensimin i¢ine girerler ve birincil cinsiyet kordonlarinin yapisina katilirlar.

Testis Belirleyici Faktor (TDF), testis farklilagsmasini saglar. Bu
dizenleyici unsurun etkisi altinda, birincil cinsiyet kordonlari seminifer

tubullere farklilagir. Y kromozomunun olmamasi, over gelisimiyle neticelenir.

Testislerin Geligsimi bazi genlerin koordinasyonlu uyarimiyla
baslar. SRY Geni Y kromozomunun kisa kolunda bulunur ve anahtar role
sahiptir. TDF birincil cinsiyet kordonlarini uyarir, kordonlar medullanin
derinliklerine dogru uzamaya baglar dallanirlar ve anastomoz yaparlar. Rete
testis olusur. Tunika albuginea gelisince cinsiyet kordonlarinin (seminifer
kordonlarin) ylzey epiteliyle olan baglantisi sona erer. Tunika albugineanin

yogunluk kazanmasi testis gelisimi igin oldukga 6nemlidir.

Testis genigledikge mezonefrozdan ayrilir mezonsiyuma

tutunur.
Seminifer kordonlardan gelisen yapilar ve agamalari sdyledir:
o Seminifer Tubuller

° Tubuli Rekti

o Rete Testis
o Seminifer tibll mezensimden ayrilir.
o Leydig hlcreleri mezensimden gelisirler ve 8. haftadan

itibaren androjenik hormon salgilamaya baslar.



. Androjen hormonlar mezonefrik duktuslarin ve dis

genitallerin farklilagsmasini uyarir.

o insan koryonik gonadotropin (hCG) testosteron Uretimini

uyarir 8-12. haftalarda pik yapar.

Fetal testislerden salinan hormonlar

- Testosteron
- Antimalleryan Hormon (AMH)

AMH Sertoli hicrelerince salinir puberteye kadar devam eder.

Mulleryan (paramezonefrik kanallarin) gelisimini baskilar.

Seminifer tubdlller puberteye kadar Iimensizdir daha sonra

lGmenleri gelisir.

444 XY 44 + XX
Y influence \‘ Absence of Y
Indifferent gonad
Testis / \ Ovary
Medullary cords develop Medullary cords degenerate
No cortical cords Cortical cords develop
Thick tunica albuginea No tunica albuginea

Sekil 5. Primordial germ hiicrelerinin farklanmamis gonada etkisi’.



Fetal Testis

Sertoli hucreleri seminifer tiplerde gogunluktadir. Daha sonraki
gelisimde testis yuzey epiteli duzlegir yetigkin testisin dis ylzey mezotelini
olusturur. Rete testis efferent duktulileri olusturan 15 — 20 adet mezonefrik

tabdllerle devam eder.
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Sekil 6. Testis ve overin gelisimi (seminifer tiibiil ve over korteks kesiti)".

Fetal testislerde Sertoli hucreleri 6.-7. haftalarda AMH'’yi
sentezler. Sekizinci haftada Leydig hucreleri testosteron salgilar ve hCG,
testosteron salinimini uyarir. Testosteron mezonefrik kanallardan erkek
genital kanal olugsumunu uyarirken; AMH, paramezonefrik kanallarin
epitelyal-mezengimal doénlsumle kaybolmasina yol acgar. Mezonefroz
dejenere olunca mezonefrik kanallardan bazilari kalir duktuli efferentesi

olustururlar. Duktuli efferentes mezonefrik kanala acilir, bu bdlgede duktus
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epididimise donusur. Mezonefrik kanal epididimisin distalinde kalin ve kasli

bir hale gelir ve duktus deferens olusur.
2.3. Testis Anatomisi

Testis islevsel olarak iki anatomik yapiya ayriimaktadir. Bu
bolgeler interstisyum ve seminifer tlibillerdir. interstisyumda Leydig hiicreleri
bulunur ve bu hucreler testosteron hormonu salgilarlar. Seminifer tubullerin
epitelinde ise Sertoli hicreleriyle desteklenen spermatogonial kdk hucreleri
bulunmaktadir ve bu hicreler sperm udretimini saglamaktadir. Testisin
yapisindaki spermatogoniumlar bazal lamina Uzerinde yer almaktadir. Bu
hicreler limene dogru hareket ettikge olgunlasmaktadirlar. Spermatogenik

hiicrelerin arasinda onlara destek olan Sertoli hiicreleri bulunmaktadir'?.

Bir testisteki seminifer tibullerin toplam uzunlugu yaklasik 250
metredir ve tubuller kivrimli ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken limeni
daralir ve duz tubuller ya da tabdli rekti adiyla bilinen kisa segmentler halinde
devam eder. Bu diz tubduller, seminifer tibdllerin rete testis denilen, epitel ile
doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Anastomoz
yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin

bas kismina baglanir'"'

. Her bir seminifer tubdl yaklagik 150-250 um
capinda olup 30-80 cm uzunluktadir ve bir fibréz bag dokusu kilifi, belirgin bir
bazal lamina ve karmagik bir seminifer epitelden (germinal epitel) olusur.
Seminifer tlbUli saran tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan
olusmustur. Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en icteki katman duz kas
Ozellikleri gosteren yassilasmis miyoid hicrelerden olusur. Seminifer tubdil
epiteli iki tip hlcreden meydana gelir. Bunlar destek hicreleri (Sertoli
hicreleri) ile spermatogenik seri hlicreleridir. Seminifer tubuller erkek Greme
hicreleri olan spermatozoonlari Uretirken, interstisyel hlcreler de testikuler
androjenleri salgilar™. Testislerin karin boslugunun disinda skrotum iginde

yerlesimleri vicut 1sisindan 2-3°C dusuk 1sida olmalarini saglar. Testislerin
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boyu 4-5 cm, eni 2,5 cm ve 6n arka ¢api 3 cm olup ortalama agirliklari 14

gramdir.

Seminifer tibll duvarinda bulunan spermatogenik seri
hicreleri, bazal lamina ve tubul [iGmeni arasini dolduracak dort-sekiz tabaka
halinde dizenlenmislerdir. Bu hiicreler birkag bélinmeden sonra farklilasarak

spermatozoonlari olustururlar'™ 314,

2.4. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hicreleri seminifer tdbullerin bazal membranindan

[imene dogru uzanan somatik bilesenlerdir.

FSH ve testosteron gibi faktorler tarafindan gelen endokrin ve
parakrin uyariya yanit olarak germ hucrelerinin farklilagmasi igin destek
saglamaktadirlar. Sertoli hucreleri dizensiz ¢ekirdege sahip olarak daha
kompleks bir epitelium olusturmak Uzere germ hucrelerine yapigsmaktadirlar.
Bu baglantilarin arasinda kan testis bariyeri de yer almakta ve germ
hicrelerinin farklilasmasi sirasindaki immun sistem hicrelerinden haploid
germ hucrelerini korumaktadir. Ayrica germ hucrelerinin gelismelerinde ve

hareket kazanmalarinda da énemli role sahip olduklari gésterilmi§tir15.

Sertoli hiicreleri Tip A ve Tip B olarak iki kategoriye ayrilabilir'®.
Tip A Sertoli hiicrelerinde serbest halde lGmene birakilmaya hazir olan olgun
spermatidler sitoplazmik kriptlerin derinlerinde iken Tip B Sertoli hiicrelerinde
bu kriptler zor gérullrler. Bu nedenle epitelyum ddnglsiunidn 14 asamasi
boyunca Tip A Sertoli hicrelerinin Tip B Sertoli hicrelerine kendilerini
doénusturmeleri, germ hicreleri gelisme ve hareketleri sirasinda olusan

hucresel degisikliklere adapte olmalari igin gereklidir“’”.

Gecirimsiz bir bariyer olusturmak

Kan testis bariyeri epitelyumu spermatogonyum ve adluminal

bdlge olmak uUzere iki bélume ayirmaktadir. Spermatogonyum bdlgesi, pre-
12



leptoten ve leptoten spermatositlerin yerlestigi bazal bdlmedir. Adluminal
bdlge ise spermatogenez ve spermiogenezin cesitli asamalarinda olan

mayotik spermatositler ve spermatidlerin oldugu bélgedirm.

Kan testis bariyeri;

Germ hucre gelisim ve hareketi ile ilgili 6zel bir ortam
saglar
. Molekdillerin gecisini dizenler

o immunolojik olarak bariyerdir

Sertoli hdcreleri olgun spermatidlerin seminifer epitelinden
serbest birakilmasi igin gereklidirler. Bu serbest birakilma sonrasinda Sertoli
hicreleri, spermatogenez sirasinda dejenere olan spermatidleri ve diger
germ hucrelerinden serbest kalan atik organlari fagosite etmektedir. Ayrica
germ hucrelerinin sag kalimi i¢i gerekli olan protein, proteaz, karbonhidrat,
vitamin ve metal iyonlarin germ hucrelerine ulastiriimasi ve sentezi islerini de

saglar.
2.5. Spermatogenezis

Mayoz

o Mayoz bolinme dremeyi saglayan esey hucrelerinin

olusumunu saglar.

. insan ve hayvanlarda sperm ve ovumun olusumunu
° Cicekli bitkilerde yumurta ve polenin olusumunu
. Ciceksiz bitkilerde sporlarin olusumunu saglar.

Mayoz sadece ovaryumlarda ve testislerde gergeklesir. Tek tur
DNA replikasyonu ve iki hiicre bélinmesi gergeklesir, sonugta haploid Grtinler

olusur. Ozel kromozom homologlarini giftlestirerek DNA pargalarinin karsilikli
13



degisimini (genetik rekombinasyon) kapsar. Boylece kardes hucreler orijinal

ureme hcrelerinden genetik olarak farkli olur.

Kadinlarda mayoz gestasyonu ilk U¢ aylik ddoneminde baglar ve
erkeklerde ergenligi izler. Mayoz, ¢akisan kardes kromatidler arasinda DNA
degdisimine izin verir, sonraki rekombinasyonun iki yeni kromatid arasinda
gerceklesmesi ile birlikte yeni ancak baglantili gen kombinasyonu
olusturabilir bu da genetik cesitliligi arttirir'.

Mayoz bolinme; mayoz | ve mayoz Il olmak Uzere iki asamada
gerceklesir.
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Sekil 7. Mayoz Béliinme®.

MAYOZ |

interfaz, profaz |, metafaz |, anafaz |, telofaz | olmak Uzere 5

evrede gerceklesir.



51 phase G3 phase

Sekil 8. interfaz evresi®.

Hicrenin bolinme igin hazirlik evresidir. Bu evrede hlcre

blydr. Sitoplasma ve organel miktari iki katina ¢ikar. DNA kendini esler.

leptotena Zygotene pachytene diplotene diakinesis

Sekil 9. Profaz I.

Kromatin iplik, kisalip kalinlagsarak kromozomlari olusturur.
Cekirdek zari ve gekirdekgik kaybolur.

Sentrozomlar ig iplikliklerini olugturur ve hucrenin zit kutuplarina

dogru gekilir.

Homolog kromozomlar, yan yana dizilir. Homolog kromozomlar:
biri anneden, digeri babadan gelen ve ayni karakterlerle ilgili genleri tagiyan
kromozomlardir. Homolog kromozomlarin dortli  kromatid seklindeki

goérunugune, tetrat adi verilir.
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Sekil 10. Sinapsis ve tetrad olugumu®.

Homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri birbirine
sarilir. Bu olaya sinapsis denir. Kromatidlerin birbirine temas ettikleri bolgeye
kiazma denir. Daha sonra kardes olmayan kromatidler arasinda gen alis-

verisi olur. Bu olaya, crossing-over adi verilir.
Crossing over, cesitliligi arttirir.

Profaz | sonunda c¢ekirdek zari, tamamen kaybolur ve ig iplikleri

kromozomlarin kinetokorlarina baglanir.

Sekil 11. Metafaz I°.

Homolog kromozomlar, hlcrenin ortasinda karsi karsiya

dizilirler.

16



Sekil 12. Anafaz 1%,

Sentrozom, ig iplikleri ile homolog kromozomlari c¢ekerek
birbirinden ayirir. Homolog kromozomlar zit kutuplarda toplanir. Homolog
kromozomlar ayrildigr i¢in, kromozom sayisi vyariya iner. Homolog

kromozomlarin ayrilmasi ayni zamanda, gesitliligin olugsmasini saglar.

—— ..r'"___
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Sekil 13. Telofaz I°.

Kromozomlar tekrar kromatin iplik haline geri doner. Kromatin

iplik etrafinda gekirdek zari olusur. Bir hicrede iki gekirdek goéruldr.

o
@@

Sekil 14. Sitoplazma béliinmesi (sitokinez 1)%.

Cekirdek  bolinmesinden sonra sitoplazma  bdlinmesi
gergeklesir. Bdylece mayoz l'in sonunda, bir hicreden iki hicre olusur.

Kromozom sayisli yariya iner.
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MAYOZ Il:

Mayoz | sonucunda olusan, n kromozomlu iki hiicre; mayoz II'yi
gegcirir. Mayoz II'de interfaz evresi gorilmez. Mayoz II'nin geri kalan tim

evreleri mitoz bolunme gibi gergeklesir.

{9\ \\é ;; metaphase Il @@] AT first polar body
\LW*’\M/ \§'Z é‘%”

spormatts /" | C} f) {\ Q@Q

polar bodies
(undergo apoptosis)

l spermiogenasis

spermatozoa

ovum

Sekil 15. Mayoz II”°.

Mayoz II'nin sonunda 2 hicreden, 4 hlcre olusur. Kromozom

sayisi degismez.
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Sekil 16. Mayoz boéliinmede kromozom sayisinin ve DNA miktarinin evrelere goére
degisimi®.

Mayoz bolinmede cesitlilik olusumu

Mayoz boélinmede, crossing-over gerceklesmezse bile, gesitlilik
olusur. CuUnkG mayoz bdlinmenin anafaz | evresinde, homolog
kromozomlarin ayriimasi gesitliligi saglar. Mayoz bélinmede crossing- over

gerceklesirse, olusan gesitlilik daha da artar.

.—-—..

o086 f;‘f){ 101010

Sekil 17. Crossing over sonrasinda ortaya ¢ikan yavru hiicrelerdeki genotipik

cesitlilik®.

19



2.6. Spermiyogenezis

Spermatogenezis tam farklanmamig diploid (2n)
spermatogenetik hucrelerden 6zellesmis haploid (n) spermatozoonlarin
gelistigi bir olaylar dizisidir. Bu hucrelerin gecirdigi evreleri; spermatogonial
evre (spermatogenezis), mayoz bdlinme evresi ve spermatid evresi
(spermiogenezis) olmak Uzere Ug¢ evrede incelenir. Spermiogenezis surecini
tamamlayan spermatidlerin Sertoli hucrelerinin apikal sitoplazmasindan

serbest kalmasi ise spermiasyon olarak tanimlanir.

Embriyonik ve fetal gelisim doneminde spermatogonium
hicreleri primordial germ hucrelerinden kdken alirlar. Yeni dogan bir erkek
cocugunda seminifer tlbuller, germinal epitelden kdken alan Sertoli hlcreleri
ve daha az olmak Uzere gonositlerle (spermatogonia) cevrilidir. Puberteye
yaklasildikga spermatogonyumlarin sayisi artar ve gelisme bununla sinirh
kalir. Puberteden itibaren baslayan spermatozoa Uretimi 45 yasina kadar

aktif olarak siirer ve 45 yasindan sonra azalarak da olsa devam eder?"®.

Spermatogonial Evre

Seminifer epitelde bazal mebran Uzerinde bulunan ve diploid
olan spermatogoniumlar mitotik aktivite ile birka¢ kez ¢ogalirlar. Bu ¢ogalma
ile spermatogenezis icin yeterli sayida hicre saglanirken bir bolimi de
kaynak hucre olarak is gorur. Kaynak hucreleri yedektir. Yeniden ¢cogalabilir
ve yasam sureleri olduk¢a uzundur. Yeni olusan hucrelerin bir bolumu

cogalarak spermatogenezis evresine girerken bir boliumu de dejenere

olur?'2

insanda spermatogenetik hiicrelerin 3 tipi ayirt edilmistir:
o Koyu tip A

. Acik tip A

20



. Tip B

Koyu tip A spermatogoniumlar kaynak hicrelerdir ve gereginde
aclk hucreleri olugtururlar. Her Gg tip de bazal membran Uzerine yerlegik iri
yuvarlak hucrelerdir ve boyanma Ozellikleriyle histolojik kesitlerde ayirt
edilebilirler. B gurubu spermatogonyumlarin mitoz ile c¢ogalmasiyla
spermatositler meydana gelecektir ve bu yeni hiucrelerin olusumuyla mayoz
dénemi baslar® (Sekil 18).

Sekil 18. Tek bir spermatogonyumdan mayoz boéliinmelerle meydana gelen 4 adet

spermatozoa”.
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Sekil 19. Testislerin yapisini ve spermatogonyumdan olgun spermatozoa olusumunu

gosteren gizim?'.

Mayoz Bolunme Evresi:

Erken evredeki yani preleptoten spermatositler
spermatogonyumlarla ayni yapisal o6zellikleri tasirlar. Sertoli hicrelerinin
olusturdugu kompartmanlarin alt bdéluminde vyer alarak gelisim sureci
icerisinde lumene dogru ilerlerler. Bu sirada, hucre hacmi belirgin olarak
artmistir ve ¢gekirdek morfolojisi mayoz bélunmenin profaz evresine (leptoten,
zigoten, pakiten ve diploten) uygun yapisal Ozellikler gdsterir.
Spermatogonyumlarin  mitoz bdlinme gegirdikten sonraki olusan yeni
hicreler primer spermatosit olarak adlandirilir ve pakiten evresi yaklasik 16
gun surer. Primer spermatositlerin mayoz bolunmeyi gecirerek olusturduklari
yeni hucreler sekonder spermatositdir. Sekonder spermatositlerin hicre
dongu suresi 8 saat surdugu icin histolojik kesitlerde gortlemezler. Sekonder
spermazoitler 2. mayoz bélinme ya da ekvatoriyal bolinme ile spermatidleri

meydana getirirler ve bdylece spermiogenezis evresi baslar®>2%2° (Sekil 19).
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Spermiyogenezis

Spermatidler Sertoli hucreleri arasindaki kompartmanlarin
limene en yakin boliminde bulunur ve erken evre spermatid olarak
isimlendirilirler. Daha sonra Sertoli hicrelerinin apikal sitoplazmalarina gog¢

ederek bir dizi yapisal degisiklige ugrarlar (Sekil 20).

Spermatogenezis
Destek
hicre
(Sertoli) W
; Sperm hiicreleri %g-ﬁ
all (23 kromozom E
y 9 . ' [E®s
wy
§ B = (&Spermatid
g P o ) (23 kromozom)
= Sekonder 3
<3 @ ) fa spermatosit ';g,
E . @ (23 kromozom) TE
= = i < 3
5 | =N __Primer =3
o| @ @ spermatosit £v
” \ (46 kromozom) E
= # .~ Spermatogonium b
.‘J )i (46 kromozom)

Sekil 20. Spermatogenik seri hiicrelerinin Sertoli hiicreleri ile komsulugu ve
spermatidlerin Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda olgun spermatozoona

doniisiimii®’.

Bu vyapisal degisiklikler; akrozom olusumu, flagellum
sekillenmesi, kromatin kondensasyonu ve fazla sitoplazmanin atiimasidir.
Spermatidin bu yapisal degisikligi gecirdigi donem, gec¢ spermatid evresi
olarak bilinir.

Spermatidlerde  spermiyogenezisin  ilk  belirtileri  hicre
organellerinde gozlenir. Golgi kompleksinde olusturulan vezikuller ¢ekirdegin
on kismina dogru hareket eder ve birbirleriyle birleserek cekirdegin on

kisminda akrozomal kepi olustururlar. Akrozomal kep karbonhidratlardan
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zengin, hyallronidaz, nérominidaz ve akrozin gibi enzimler iceren, hicre

icindeyken inaktif olan bir yapidir’®*,

Golgi kompleksinden akrozomal kep gelisirken, sentriyol ¢ifti de
hdcrenin karsi kutbuna dogru go¢ ederek hicre zarina yakin bir yere yerlesir.
Distal sentriyolden gelisen aksonem bir ¢ift santral tibulis ve bunlari
cevreleyen dokuz cift periferal tibulisten meydan gelmistir. Bu yapisiyla
aksonem, flagellumun 06zinU olusturur. Bu sirada akrozomal kep de
cekirdegin her iki yaninda incelerek uzar ve cekirdek c¢evresindeki son
konumunu alir. Proksimal sentriyol cekirdegin kaudal kismindaki girintiye
yerlesir. Es zamanli olarak sitoplazmik mikrotubllUsler organize olarak
akrozomal kepin her iki ucundan hudcrenin kaudal uzantisina dogru
yerleserek mangeti sekillendirirler. Mansetin sekillenmesiyle, ¢gekirdek hicre
sekline uyarak vyassilagir ve uzar. Sitoplazma da kaudalde uzayarak

spermatidin sperm seklini almasina katkida bulunur (Sekil 21).

Sekil 21. Spermiyogenezisde olgun bir spermatidden spermiyumun olugsmasi”.

Spermiyogenezis sirasinda spermatid c¢ekirdegindeki histonlar
peotaminlerle yer degistirir, protaminlerdeki disUlfit capraz baglari kromatinin
yapisini saglamlastirir ve kromatin yogunlasarak ¢ekirdek zarinda ekzantrik

bir yerlesim gosterir®>22.
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Spermiasyonda Sertoli hicrelerinden ayrilirken spermatidlerin
boyun kisminda bir miktar sitoplazmik artik (sitoplazmik droplet) vardir.
Spermiyogenezis evresinin sonunda sitoplazmanin fazlasi atiir ve bu
sitoplazma parcaciklari Sertoli hcreleri tarafindan fagosite edilir. Bu
dénemde spermlerde halen atilmayan sitoplazmik droplet bulunabilir ve
bunlar da spermin epididimisteki hareketi sirasinda kuyruk boyunca
ilerleyerek sonugta tamamen atilir. Spermlerde sitoplazma, spermin bas ve
kuyruk kismin cevreleyen c¢ok ince bir halka olarak kalir. Bu dar alanda

spermin hareketini saglayan organeller vardir.

Spermler, oosite haploid sayida kromozom aktaran hticrelerdir
ve iglevine uygun olacak sekilde yapisal farklanmalar gegirirken hareketi
saglayacak organellerin dizilimi de gergeklesir. Olgun bir sperm 60 pm.
uzunluguna, bas, boyun ve kuyruk olmak Uzere U¢ bodlimden meydana
gelmistir. Bas kismi oval ve yassidir. Akrozomal kep cekirdegin 6ninde
yerlesik olup bas kisminin yaklasik 2/3'Unu kaplar®?® (Sekil 21- 22). Boyun
kismi kisa olup baglantt parcasini da icerir. Kuyruk, 50-55 pum
uzunlugundadir, orta ve esas pargalarla son kismindan olugsmustur. Orta
parcada aksonem, dis yogun fibriler ve bunun da disindan
mitokondriyonlarla sariimigtir. Esas parga orta par¢caya gore daha incedir ve
iki longitudinal kolon ve bunlarin baglantilarindan olugur, son kisim ise
sadece aksonem ve gevreleyen dar sitoplazmadan meydana gelmistir (Sekil
22).
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boyun

mitokondriya
L

aksiyel filaman

kuyruk
aksiyel filaman
- sil ve flagellum yapis: igin
L tipik olan 942 seklindekl
ssinsal dizilimi olan
mikrotibulleri igerir

b, hicre membrant
son hnlu.“l

Sekil 22. Spermin Yapisal Ozelliklerini Gosteren Sematik Gizim?'.

2.7. Spermde Bulunan Nukleer Proteinler ve

Spermatogenez Sirasinda Histon-Protamin Degisimleri

Spermatogenezis tek sira Sertoli hucreleri ve spermatogenetik
seriye ait hucrelerle cevrili seminifer tibullerde gerceklesen ve erkek germ
hlcrelerinin olusmasini, sayilarinin artmasini ve olgun spermatozoonlara

doéntismesini saglayan bir siirectir?®=3",

Memelilerde sperm gelisimi 3 dnemli olay ile karakterizedir;

1- Akrozom geligimi

2- Keratin kilif icine yerlesmig, dinamik bir aksonemden
olugsan kuyrugun organizasyonu.

3- NuUkleusun kondensasyonu ve uzamasi ile birlikte

etrafinin mikrotubuler/keratin yapisinda bir kilif ile gevrelenmesi.

Nukleus kondensasyonunda etken olan faktér, spermatogenik
seri hlcrelerinin kromatin yapisinda diger somatik hicrelerinden farkli olarak
bazi olaylarin gerceklesmesidir. Bu olaylar son 40 yildir ultrastrikturel

metotlarla ortaya c¢ikartilabilmistir. Haploid spermatidler tipik bir nikleozomal
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kromatin yapisi goOsterir. Bu evrede bol miktarda nonribozomal RNA
aktiviteleri  vardir*?. Spermiyogenezis suresince protamin proteinleri
spermatid kromatin kondensasyonunda onemli rol oynarlar. Paternal
genomun tasinmasinda rol alan sperm igin kromatin kondensasyonu 6nem

tasir’>.

Spermiyogenez ilerledikge boncuk dizilimi seklinde gdérinum
veren kromatin yapisi yerini diz kromatin liflerine birakir. Bunlar artik

transkripsiyon yapamaz ve yan yana iplikgikler seklinde toplanlrlar32.

Erken evre spermatosit ve erken evre spermatidlerin
kromatinleri Uzerinde somatik histonlar ve testise spesifik TH1 ve TH2B
histonlari bulunmaktadir. ileri evre spermatidlerde ise TP1 ve TP2 gecis
proteinleri bulunmaktadir®. Spermde somatik hlicrelerde bulunan histonlarin
daha dayanikli olan protaminlerle yer degistirmeden Once testise spesifik
histonlar ve gegis proteinleri TP1 ve TP2'ye neden ihtiyag duyduklari tam
aciklanamamistir. Yapilan deneysel calismalarda TH1 gen ekspreyonu

onlendiginde fertilitenin devam ettigi gésterilmigtir35.

Her ne kadar TP1 gen delesyonu varliginda spermatogenezis
tamamlanabilmekte ise de, TP2 ve P2 prekursorlerinin ortamdaki miktarlar
artmakta ve matur P2 gelismeyerek kromatin  kondensasyonu

olamamaktadir.

TP1 eksikliginde sperm motilitesi bozulur ve fertilizasyon

kapasitesi azalir*®.

TH1 ve TP1 proteinlerinin kromatin kondensasyonunda ve
genin aktivasyonunda rolleri kisithdir. Gegis proteinlerinin spermatogeneziste
onemi ve rolu buyudktir. Yapilan galigsmalar TP1 ve TP2 gegis proteinlerinin
DNA'nin  batanligund koruyarak protaminlerin  kromatin uzerinde daha

saglam yerlesmelerini sagladigini ortaya cikartmistir*”.
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Diger yandan, TP1'in de DNA kiriklarinda tamir edici oldugu

gosterilmistir®®.

Spermiyogenezde, spermatidlerde histonlarin uzaklastiriimasi
sirasinda topoizomeraz-ll adli endonukleaz, DNA iplik¢iklerini keserek
aradan bir parcay ¢ikartir. TP1 bu araya girer ve DNA'nin fosfat gruplariyla
etkileserek acikliklari doldurur. Bu arada bagka bir DNA ligaz enzimi de
TP1’in iki ucunun orijinal DNA’ya baglanmasini saglar. Histonlar ile
protaminlerin  yer dedistirmesi sayesinde kromatin kondensasyonu

geceklesir®.

Spermatogenezisin son asamasinda somatik nikleoproteinler
yuksek oranda arginin ve sistein igeririler. Sistein molekulleri disulfit baglari
ile birlesirler ve mekanik ve kimyasal stabiliteyi saglarlar. Pozitif yuklu
protamin ve negatif yukli DNA iskeleti arasinda molekuller arasi kuvvetli
etkilesim DNA’nin bazik karakterli protamine baglanmasini kolaylastirarak

kromatinin yogunlasmasina sebep olmaktadir®.

iste  bu mekanizma TP1 eksikliginde neden kromatin
kondensasyonunun bozuldugunu agiklamaktadir. Butun bu galismalar, gegis

proteinlerinden TP1'in DNA tamirinde esas rolu bulundugunu goéstermektedir.

Spermde DNA hasarlarinin hangi nedenlere bagl olarak ortaya
ciktig1 konusu tam olarak agiklanamamistir. Degisik ¢alismalarda, apopitoz,
inflamasyon, sigara ve oksidanlarin spermde kromatinin kondanse hale

gecmesini engelledikleri gdsterilmistir*'.

IVF ve ICSI igslemlerinde semen degerleri bozuk olan erkeklerde
hasarli genetik materyal iceren hiucre sikhgr da artmisg olacagindan, bunlarda

DNA hasarli hiicre kullanimi riski de ortaya ¢ikmaktadir®.

Ayrintili ve degisik boyama teknikleri ile daha spesifik olarak bu

DNA hasarlarinin gosterilmesi ve saptanmasinda daha guvenilir sistemlerin
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ortaya c¢ikartilmasi fertilizasyon kapasitelerinin  artmasinda 6nem

kazanmaktadir.

Normal kromatin kondensasyonunun olmamasi spermlerde
gelisim anomalilerinin bir sonucu olarak ortaya ¢gikmaktadir. Sperm kromatini
cesitli testler ile incelenebilmektedir. Bunlardan birisi anilin mavisi boyasi, bir
digeri toluidin mavisi boyasrdir (Resim 1). NiUkleusun anilin mavisi ile
boyanmasi ve toluidin mavisi ile koyu mavi veya mor boyanmasi spermin

DNA kondensasyonunda hatalar oldugunun belirtisidir®.

Resim 1: Anilin mavisiyle boyanmis semen preparati. Bag kismi koyu renkte boyanan

spermatozoon persiste histon agisindan pozitif olarak degerlendirilmekte (ok).

2.8. Sperm inceleme Yontemleri

Spermiogram (semen analizi, sperm tahlili) sperm sayisini,
seklini hareketini degderlendirmeye yonelik bir testtir. Sperm sayisi, normal
spermlerin anormal sekilli spermlere orani, hareket derecesi iyi olan sperm
miktari degerlendirilir. Verilen semen 6érneginin miktari, PH’sI, rengi, I6kosit

varligi, fruktoz miktari, likefaksiyonu gibi 6zellikleri degerlendirilir. Belli zaman
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dilimlerinde spermlerin hareketliligi incelenir. Hareketlerine goére siniflama

yapllir.

Sperm degerlendirme kriterleri olarak birkag farkli deger arahgi
kullanilir. Kruger kriterleri 6zellikle sperm sekil bozukluklarini gdéz 6énune alan
bir degerlendirme yéntemidir. Ozel bir boyama sonrasi sperm sekil (morfoloji)
Ozellikleri incelenerek sperm 0&rneginin fertilite (dogurganlik) kapasitesi

belirlenir.

Normal Sperm Analizi icin En DiUsik Referans Dederleri:

1. Hacim: 1,5 mi

2. Ph: 7,2’den blyuk

3. Viskosite 2’den az

4. Sperm konsantrasyonu 15 milyon/ml'den fazla

5. Total sperm sayisi 39 miyon’dan fazla

6. Motilite yuzdesi (ileri hareketli + yerinde hareketli) %

40’dan fazla olmali.
7. Morfoloji %4’den fazla normal olmaldir (Kruger
kriterlerine gore)

8.  Lokosit 1 milyon/mI'den az olmahdir®.

Morfoloji

Morfolojik degerlendirme, lam Uzerine ince bir sekilde yayilan
semenin boyandiktan sonra immersiyon yagi altinda x100’luk blUyutme ile
incelenmesini gerektirir. Boya kitleri spermlerde blUzilmeye neden olarak
boyutlarinin farkli gérinmesine neden olmamali, ayrica yayma, temiz bir lam
Uzerine alinan taze 6rnegin (10-20 ul) 45 derecelik agiyla ince bir sekilde
yayllmasiyla gergeklestiriimelidir. Boyali preparatlarda 100 veya 200 sperm

degerlendirilerek sonug verilmelidir.
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Sperm basi 2-3 pm. uzunlugunda olmal, sinirlari dizgin ve
oval bir goérinim sergilemelidir. Akrozom, basin %40-70’ini olusturmall,
vakuol icermemeli ve postekvatoriyal segment dizgun olmalidir. Bas buyuk,
kiguk, yuvarlak, uzun, yassli, vakuolli veya cift olarak gozlenebilir. Sperm
morfoloji degerlendiriimesinde anomalili spermlerin ¢ogunlukta olmasi

teratozoospermi olarak isimlendirilir.

Boyun 4-5 pm. uzunlugunda ve duzgun olmal ve bagin alt
kismina, aksiyal konumda baglanmalidir. Boyun bdlgesinde bulunabilecek
sitoplazmik artiklar (sitoplazmik droplet) basin yarisindan daha bulyuk

olmamali, boyun kalin ya da irreguler yapilanma goéstermemelidir.

Kuyruk 45-55 pm. uzunlugunda, duzgun tek sayida ve giderek
incelenen yapisiyla gézlenmelidir. Kisa, kivrik, kirik kuyruklar anomali olarak
kabul edilir’’.
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Tablo 1. Cesitli Sperm Morfoloji Degerlendirmelerinde Esas Alinan Degerler‘“.

Teratozoospermi sperm morfolojisinin %4’den daha az

oldugu durumlar icin yapilan bir tanimlamadir.

teskil eder.

sorumludur®.

2B T o

infertil erkeklerin %85’inde teratzoospermi en blylk grubu
Yuzde 54’Unde

ise agir derecede

Etiyolojide degisik faktorler saptanmistir:

Travma

Diabetes Mellitus

Varikosel

Seminal enfeksiyonlar

Bozuk beslenme

Bes yil ve Uzeri vazektomi sonrasi

Kruger (1986)
Eliasson (1971) | WHO (1980-1987) Menkveld WHO (1992)
(1920}
Bas
Sekl Diizenli, owval Diizenli, owval Diizgiin, oval Orwval
Akrozom Tamimlanmarug | #1/3 uzunlukta Bagmn % 40-7071 | Bagn % 40-7071
Uzmluk 3-5 pm 3-5 pm 3-3 pm 4-33 pm
Gemniglik 2-3 pm 2-3 pm 2-3 pm 2.5-3-5um
Borderline MNommal MNommal Anormal Mommal
formlar
Orta Parca
Uzurluk 3-T wm 7-% um 1,5xbas Diizenli, kivnk degl,
uzunluiu baz aksna 900 il
Gemislik 1 pm Diizenli, diiz, bas | <1 um, bagh
genigligimin 1/371 yuvarlak,
Sitoplazmik
Droplet <1/2bas Tanimlanmarmis Aksivel bagh 1/3 bas
Kuyruk Tammmlanmanus | =43 pm Eivrik degil,
Yuwarlak, diiz <1/2bag diiz, diizgiin,
=45 pm Temminal droplet vok
Yuvarlak, diiz
Esik Deger =% 40 =% 50 9% 14 =930
Teratozoospermi

izole teratozoospermi




7. Sigara ve alkol kullanimi
8. 45 ve yas uzeri olmak

9. Kronik sicaga maruz kalmak
Kruger kriterlerine gore;

Saglikli sperm 6rneginde en az %14 normal morfoloji olmali.
Yizde 4-14 arasinda ise orta dercede teratozoospermiden bahsedilir. Yizde

4 ve alti ciddi izole teratozoospermi diye tanimlanir.

Spermlerin baslari oval, 5-6 pm uzunlugunda, 2,5-3,5 um
capinda, orta bolim ve kuyruk 50 pm uzunlugunda olmasi normal olarak

degerlendirilir®®.

Teratozoospermi indeksi (TZI)

TZI, DSO tarafindan énerilmis, Kruger ve Menkveld’in daha
once Uzerinde galistigi ve pratik kullanimi Gzerinde fikir birligine varilmis bir
yontemdir. Tanim olarak sperm basina disen anomali sayisini gosterir.
Spermde birden fazla morfoloji bozuklugu olabilir. Hem bas hem de kuyruk
anomalisi varsa anomali Sayisi/bozuk morfolojili sperm sayisi formline gére
hem bas hem de kuyruk anomalisi varsa oran 2/1 = 2 dir. Sadece bir anomali

varsa 1/1 = 1’dir.

Normalde 100 sperm sayilmal bu 100 spermdeki toplam
anomali sayisi bu 100 sperm icindeki anomalili sperm sayisina orani

hesaplanmalidir.
Bunun degerini DSO 1.60 Menkveld ise 2.09 olarak bildirmistir.

Eger TZI degeri DSO degeri olan 1.60’dan ya da Menkveld'e

gore olan 2.09 un altinda ise normal kabul edilmelidir*’.
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2.9. Sperm Hazirlama Yontemleri

Sperm yikama protokolleri; spermlerin medyum veya hyaltronat
tampon icinde yuzdurtlerek medyum yluzeyine toplanmasi (yuzdirme, swim-
up), semenin medyumla karistirilip santriflj edildikten sonra (yikama,
washing) elde edilen peletten medyum ylzeyine spermlerin ytzdarilmesi,
gradientlerden, albumin kolonlarindan veya cam yiununden (glass wool)

siizilmesi esaslarina dayanir*®49-0-51,

Yuzdarme (swim-up) yontemi: Motil spermlerin  immotil
spermlerden ayirilabilmesi igin gelistirilen bir yontemdir. Bu yontemde taze
semen dornedi, Petri kabina genisge bir damla seklinde hazirlanan medyumun
alt kismina birakilir ve spermlerin kendi motilite o6zellikleriyle medyum

yuzeyine dogru yuzmesi beklenir.

Swim-up ydnteminde, her birinde 2-4 ml medyum olan tlplerin
dibine 1-2 ml semen Ornegi birakilir ve spermlerin medyum yuzeyinde
toplanmasi igin tlpler inklbatdrde bekletilir. Tabandaki motil spermlerin
birikecedi yuzeyi arttirabilmek icin tlpler inkibatére 30-40 derecelik aglyla
yerlestirilir ve boylece spermlerin toplanacagi yuzey genisletilirken inktibator

1sisi da sperm hareketlerini aktive eder®®?.

Swim-up yontemi kullanildiginda bazal semen
degerlendirmesine gore; yeterli sayida motil ve normal morfolojide sperm
elde etmek igin tlp sayisi arttirilabilir. Semenin Gzerine koyulan medyum

miktari ve tlplerin inklbatérde tutulma suresi sonuglari degistirebilir.

Standart yontemde (yikama+swim-up), sperm hazirlanirken
buayuk tuplere 4 ml medyum koyulur ve Uzerine eklenen semenle karismasi
saglanir. Karisim 15 dakika 1700 devirde (rpm) santrif(ij edilir ve Uzerindeki
supernatan alinarak sperm kabina bosaltilir. Temiz bir pipetle pelletin Gzerine
2 ml medyum koyularak tekrar ayni sure ve hizda santrifij edilir. Son

santrifljden sonra pelletin dagiimasini 6nlemek icin yavags bir sekilde ve tip
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egimle tutularak 0,5 ml medyum eklenir ve inkubatirde 30-45 derecelik
egimle yarim saat kadar bekletilir. Ylzeyde toplanan spermler en hareketli

spermlerdir.

Dansite Gradient Santrifigasyon Yontemleri; Percoll, albumin
ve ficoll polimerlerini iceren medyumlarla gradientler olusturularak semenin

santrifiigasyon sirasinda bu kolonlardan siiziilmesi saglanarak yapilir®”.

Polivinilpirolidon kapli koloidal silika partukulleri iceren percoll,
sollisyonu, sperm yikama isleminde ilk kez 1981'de Gorus ve Pipeleers

tarafindan kullaniimistir™.

Gradient uygulamalarinda genellikle gradientler 2 tabaka olarak
hazirlanir. TUpun dibine daha yogun olan katman 1 ml olacak sekilde koyulur
ve bunun Uzerine ikinci tabaka karismamalarina dikkat edilerek yavas bir
sekilde yerlestirilir. Katmanlarin Gzerine koyulan semenin en fazla 2 ml
olmasina 6zen gosteriimeli ve yine karismadan, pipetle yavas yavas
yerlestiriimelidir. Tip 1500-1700 rpm'de 8-10 dakika santriflij edildikten sonra
uzerindeki kisim atilir ve temiz tiplere her iki tabaka (yaklasik 0,3 ml) ayri
ayri alinir. Uzerlerine 2-3 ml yikama medyumu koyularak tekrar ayni siire ve
hizda santriftj edilir. Taplerin Uzerindeki kisim atilir ve dipte kalan kisim

klasik IVF'de inseminasyon ve mikroenjeksiyon icin hazirlanir®’.

Cam ylninden (Glass wool) suzme; semen 0Ornedi cam
yundnden suzdirllerek sonugta oOlu ve aglutine spermlerle dokintl ve

I6kositlerden arinmis motil sperm populasyonu elde edilir?’.

Konsantrasyon Yontemi; semende sperm yok (azoospermi) ise
uygulanir. Semen 6rnegdi esit volimde yikama medyumu ile 15 ml lik tlpe
konulup 2400 rpm'de 10 dakika santrifij edilir. SUpernatan atilir ve pellete 1
ml yikama medyumu ile kanigtirilir, tekrar dakikada 2500 devirde santrifij

edilir. Slipernatan atilir ve pellet mikroskop altinda incelenir®.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Calismamizda HRS (Health Research System) Ankara Kadin
Hastanesi Uremeye Yardimci Tedavi (nitesine infertilite nedeniyle bagvuran
teratazoospermik vakalarin semen o6rnekleri kullanildi. Toplam 50 hastanin
semen oOrnegi 3-5 gunlik cinsel perhiz slresi sonrasinda mastirbasyon

yoluyla toplandi.
3.1. Yayma Preparat Hazirlama

Temiz bir lam Uzerine alinan taze érnek (10-20 pl) 45 derecelik
aclyla ince bir sekilde yayildi. Bu islem her bir hasta igin 4 farkli gruba (Bazal,

swim-up, dansite gradient, dansite gradient+swim-up) uygulandi.

Ornekler 15-30 dakika likefiye olmasi igin bekletildi. Her bir
hastadan alinan érnekler; swim-up, dansite gradient, dansite gradient+swim-
up teknikleri sonrasinda ve islenmemis bazal drnekten olmak Uzere 4’er
preparat olacak sekilde hazirlandi. Preparatlar 30 dakika sureyle formaldehit
icerisinde fikse edildikten sonra 5 dakika sureyle anilin mavisi ile boyandi.
Yikandiktan sonra havada kurutulup Entellan™ (Merck Millipore,
Massachusetts, ABD) ile lamelle yapistirilip, immersiyon yadi damlatilip 11k
mikroskobunda x100 buyudtmeli objektif altinda degerlendirildi (Zeiss,
Axioplan, Jena, Almanya). Her preparat icin 200 spermdeki anilin mavisiyle
pozitif boyanan sperm oranlari hesaplandi. Sperm baslarindan koyu

boyananlar histon (+), agik boyananlar histon (-) olarak degerlendirildi (Resim

1).

3.2. Dort farkh grup icin sperm hazirlama metodu

1) Dansite Gradyent

Gradyentler (Sperm Grad, Vitrolife, Géteburg, isveg) konik dipli

tipun tabanina énce %80 sonra %40 olarak katmanlandirildi. Uzerine 1 ml
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semen 6rnegi ve 1 ml kiiltiir sivisi pipetlenip yavasca yayildi. Ornekler 1500
rom'de 10 dakika santriflij edildi. Stpernatan atildi. Pellet Gzerine 1 ml kultar
sivisi eklenip pipetlendi ve 1300 rpm'de 10 dakika santriflj edildi. Sipernatan

atildi pellet Gzerine 0,5 ml kultdr sivisi eklenerek yayma preparat hazirlandi.

1. Bazal: 10 pl. Likefiye semen 6rnegdi lam Gzerine yayildi.

2. Swim-up: Konik dipli tip Gzerine 1 ml semen 6rnegi ve 1
ml kiltir sivisi pipetlenip koyuldu. Ornek 1500 rpm'de 5 dakika santrifi]
edildi. Sipernatan atilip 1 ml kultar sivisi eklenip pipetlendi ve 1300 rpm'de 5
dakika santriflj edildi. Sipernatan atilip 0,5 ml kultir sivisi eklenip yayma
preparat hazirlandi.

3. Dansite Gradyent + Swim-up: Dansite Gradyent sonrasi
kalan pellet tizerine 1 ml kiiltir sivisi eklenip pipetlendi. Ornek 1300 rpm'de 5
dakika santrifuj edildi. Pellet Gzerine 0,5 ml kultir sivisi eklenip yayma
preparat hazirlandi.

2) Anilin Blue Boyasinin Hazirlanmasi

1. 0,5 gr anilin mavisi
48 ml distile su

2 ml glasiyel asetik asit

3) Boyama

1. Bazal Semen/yikanmis sperm slaytlara ince tabaka
halinde yayildi.

2, Oda 1sisinda kurutuldu.

3. Slaytlar 5 dk. anilin mavisi solisyonunun iginde bekletildi.

4, Daha sonra slaytlara zarar vermeyecek sekilde bol su ile
yikama yapildi.

5. Slaytlar oda 1sisinda kurumaya birakildi.

6. Kuruduktan sonra entellan ile kapatma yapildi.

3.2. istatistiksel Analizler
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Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi "SPSS
for Windows 11,5" paket programinda yapilmistir. Degderlendirmede diger
yontemlerle bazal arasindaki karsilastirmalarda Paired-t testi her bir yontem
icin sigara i¢cen ve igmeyenlerin kargilastirmalarinda Student’s t testi, diger
yontemler ile bazal de@erler arasindaki farklarin sigara igme durumuna gore
karsilastinimasinda Mann-Whitney U testi, yontemlerin bazale gdre farklari
ile yas, volum, konsantrasyon, motilite ve Kruger skoru ile arasindaki
iligkilerin arastirilmasinda Spearman Rank korelasyon analizi kullaniimistir.

istatistiksel anlamlilik siniri 0,05 olarak kabul edilmistir.

4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin (n=50) ortalama yasi 34,60 +
5,35 (min-maks. 34-47) idi. Bu hastalarin icinde sigara kullanimi %72
seviyesindeydi. Ortalama semen hacmi 3,23 + 1,11 ml (1-6,5 ml) idi.
Ortalama sperm konsantrasyonu 82,54 + 17,92 (57-148) milyon/ml
9,87 (55-93) olarak
olglldi. Orneklerin ortalama Kruger skoru %1,28 *+ 1,01 (medyan=1) idi
(Tablo 2).

H+

dizeyindeydi. Ortalama sperm motilitesi %73,50
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Tablo 2. Caligmaya Dahil Olan Hastalarin Demografik Bilgilerinin Ve Seminal

Parametrelerinin Ortalama Degerleri.

Ort.£SS Min.-Max.
Yas 34,60 + 5,35 34-47
Sigara Icme n(%) 36(72.,0)
Volum € .2 1 o 1-6.5
Konsantrasvon 82,54+ 17,92 57-148
Motilite 73,50+ 9,87 55-93
Kruger 1,28 £ 1,01 (Medyan=1)

Yontemlere gore anilin mavisi skoru (histon +) bazal érneklerde

21,29 % 9,53 olarak tespit edilirken, gradiyent yontemi sonrasi 19,10 £ 9,33,

swim-up sonrasi 17,64 + 8,44, gradiyent+swim-up sonrasi 16,22 + 9,06

seklinde bulundu. Bazale goére anilin mavisi skorlari gradiyent yonteminde

2,19 = 9,23, swim-up yodnteminde 3.65 + 8,93 ve gradiyent+swim-up

yonteminde 5,07 + 9,33'luk azalma goraldu. Bu degisim miktarlari gradient

sonras! anlamli olarak bulunmazken (p=0,100) swim-up ve gradiyent + swim-

up sonrasi istatistiksel olarak anlamlh bulundu (sirasiyla, p=0,006 ve

P=0,001) (Tablo 3).
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Tablo 3. Hastalarin Bazal Anilin mavisi Degerlerinin (Farkli) Yontemlerin
Kullanilimasiyla Ne Sekilde Degistigini Gosteren Tablo.

Gruplarm Bazal Degerlere Gire Farklar
Yontem AB Skor Gra. SwimUp Gra._Swim
P P P
Ort. £ 88 Ort. £ 88 Ort. £ 88 Ort. £ 88
Bazal 21.29+953
Gradient 19.10+933 | 2,19+923 | 0,100
Swim-up 17,64+ & 44 3.65+893 0.006
Gra.+Swim-up | 1622+ 9.06 5,07+£933 0.001

Hasta gruplarn arasinda alt grup olarak belirlenen sigara
tuketimine gore bazal anilin mavisi skorlari sigara igmeyen grupta 20,61 *
9,24, igen grupta 21,56 + 9,75 olarak tespit edildi, fark istatistiksel olarak
anlamhl bulunmadi. Bu gruplar arasinda sperm segme ydntemlerine bagl
olarak anilin mavisi skorlarinda azalma tespit edildiyse de fark anlaml degildi
(Tablo 4). Ancak, yontemler sonrasi bazal degerlerle ortaya cikan farklar
karsilastirildiginda (bazal skor — yontem skor), sigara icmeyen grupta anilin
mavisi skorlari sadece gradiyent + swim-up yonteminde anlamli olarak
iyilesme gosterirken (%6,50 + 7,96, p=0,009), sigara icen grupta anlamh fark
swim-up yontemiyle birlikte ortaya ¢ikmakta (%3,25 + 8,71, p=0,032) ve
gradiyent + swim-up yodnteminde iyilesme daha da belirgin olarak
izlenmekteydi (%4,51 £ 9,85, p=0,009) (Tablo 5).
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Tablo 4. Sigara Tiryakiligine Gére Galisma Gruplan Arasinda Sigara igen ve igmeyen

Hastalara Ait Anilin Mavisi Persiste Histon Yiizdesi.

Sigara
Icmiyor Iciyor
P

ort. £ 88 ort. £ 88
Bazal 20,61 +£9.24 21,56 £ 9,75 0,756
Gradient 19.36 +£ 8,23 19,00 +£ 9,83 0,905
Swim-up 15,93 + 8,82 18,31 £ 8,32 0,377
Gra.+Swim-up 14,11+ 7,48 17.04 £9,58 0,309

Tablo 5. Sigara Tiryakiligine Gore Bazal ile Farklar. Sigara igen ve igmeyen Gruplarda
AB Skor Yiizdelerinde Yontemlerin Degerlere Gore Ortaya Cikarttigi Degisiklikler.

Sigara

icmiyor iciyor
p* p*
Ort.xSS

Ort. £S5

Bazal - Gradient 1,25+ 8,96 0,611 2,56+9,43 0,113

Bazal - Swim-up 4,67+9,72 0,095 3,25+8,71 0,032

Bazal - Gra.+swim-up 6,50+ 7,96 0,009

:Her grup icin bazal degerlere gére karsilastirma sonuclari,

4,51+9,85 0,009

¥

Hasta gruplari yas ve semen parametrelerine gore
siniflandirildiginda Ug farkli ydontemin bazale gore istatistiksel olarak anlamli

bir fark ortaya koymadigi izlenmigstir (Tablo 6).
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Tablo 6. Bazale Gore Farklar ile Korelasyonlar. AB Skorlarinda 3 Farkli Yontemde

Ortaya Cikan Degisimin Hasta Yasi, Semen Voliimii, Sperm Konsantrasyonu, Molilite

ve Morfolojiye Gére Korelasyonu.

Gradient Swim-up Gra.-Swilm_up

r p r p 1 P

Yas -0.111 | 0,445 -0,130 | 0,369 -0.258 | 0,070
Volum -0,045 | 0,756 -0,047 | 0,744 0,009 0,949
Konsantrasyon | 0,046 0,750 0,058 | 0,688 -0,038 | 0,794
Motilite 0,093 0,520 -0,020 | 0,888 0,092 0,524
Kruger -0,130 | 0,368 -0,012 | 0,935 0,065 0,656
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5. TARTISMA

Sperm nikleuslarinda kromatinin gevsek paketlenmis olmasi ve
bozuk DNA genellikle bas anomalisi gosteren spermlerde goézlenir. IVF
uygulamalari bu tip spermlerin fertilizasyon potansiyellerinin disuk oldugunu
gostermekte ve yine bu olgularda dogal yolla gebe kalma sansinin da
azaldigr bilinmektedir. Ayni konuyu inceleyen diger calismalar sperm
nikleusunda hasarli DNA’nin gebeligin erken ddnemlerinde disuge de

neden olabilecegini gdstermistir'.

IVF uygulamalarinda énem kazanan bu anomaliler spermin
bir gelisim anomalisi olarak ortaya cikar ve 1Stk mikroskobu dlizeyinde anilin

mavisi ve toluidin mavisi boyamalariyla gdsterilebilir.

Pratikte ejakulat 6rnegi veya testikller spermler iglemden
once servikal mukusun segciciligini taklit eden yontemlerle hazirlanir. Kisaca
sperm yikama olarak adlandirilan bu iglemler sonucunda seminal plazmanin
dekapasitasyon faktorlerinden arindiriimig, motilitesi ylksek ve normal
morfolojideki spermlerin ¢cok oldugu bir sperm populasyonu elde edilmis olur.
Bazal semenin 0Ozelliklerine ve laboratuvar prensiplerine gore degismekle
birlikte; gunuimuzde dansite gradient santrifigasyon, swim-up ve benzeri

yontemler kullaniimaktadir.

Yapilan bir ¢gok galismada hangi yontemin en uygun oldugu
konusunda bir gériis birligi yoktur®®®’. Ana hedef, en fazla hareketli sperm
oranini saglayan ve en iyi morfolojiye sahip spermlerin segilebilmesine

olanak veren teknigi uygulamaktir.

Sperm kondensasyon kalitesi ve sperm morfolojisi ile yapilan
calismalar sonucunda, insan spermlerinin kromatin paketleme Kkalitesinin
spesifik boyalar ve florokrom kullanilarak yapilan degerlendirmelerinin,
morfoloji degerlendirmelerine katkida bulunacak bir ydntem oldugu

belirtiimistir. Morfolojisi koétl olan spermler gevsek paketlenmis kromatin
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icerebilmekte ve bu fertilizasyon esnasinda sperm dekondansasyonuna
engel olabilmektedir. Hasarli kromatinler; kromamisin As; boyasi ve Anilin

mavisi boyasi tutabilmektedir.

Anilin mavisi boyasi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada varikosel
tanisi olan kisilerde operasyon o6ncesi anilin mavisi boyasiyla boyanmig
sperm baglari anlamli sekilde yuksekken, ameliyattan sonraki veriler
incelendiginde anilin mavisi pozitif sperm yuzdesi anlamli bir sekilde

azalmistir®®.

Yine baska bir calismada erkek yasinin, sperm morfolojisinin ve
anormal sperm kromatin yapisi gibi 6zelliklerinin toluidin mavisi ve aniline
mavisi testleriyle belirgin bir iliski gdstermedigi gériilmistiir®. Benzer olarak
calismamizda da dahil edilen hastalarin yaglarinin, persiste histon oranlariyla

iligkisi tespit edilmemistir.

Sperm kromatin kondansasyonu sirasinda histon retansiyonu
erkek Uremesinde kritik rol oynamaktadir. Yapilan bir calismada histon
retansiyonu ile degiskenlik gosteren kromatin kondansasyonunun buyuk bag

hayvanlarda tireme vyetisiyle iliskili oldugu gdsterilmistir®®.

Bizim yaptigimiz galismada ydntemlerin, bazal degerlere gore
AB skorunu nasil etkiledigi ve anilin mavisi skoruna katkisi istatistiksel olarak
goOsteriimis ve buna gore tek basina swim-up ve gradiyent+swim-up
yontemleri bazal degerler ile kiyaslandiginda persiston histon varhgi
acisindan daha etkin bir iyilesmeye neden oldugu gorlimustur.
Gradient+swim-up grubundaki iyilesme oraninin daha ylksek oldugu tespit
edilmis olmasina ragmen bu etkinligin swim-up yodntemlerinin getirdigi

faydadan dolayi oldugu anlasiimaktadir (Tablo 3).

Jayaraman ve ark. infertilite klinigine basvuran 51 hastada
yaptigi bir galismada normo_, oligo_, teratozoospermik hasta &érneklerini
kabul etmis ve terminal deoksinukleotidil transferaz aracilikli dUTP etiketleme
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tayiniyle (TUNEL), DNA hasarlarini degerlendirmistir. Bu &érneklerin bizim
calismamizda oldugu gibi gradiyent, swim-up ve kombinasyonlariyla isleme
sokulduktan sonra DNA hasarinda belirgin azalma tespit etmisler, ancak
yontemler arasinda bir dstunluk bulmam|§lard|r61. Literatirde calisma
metodumuz ve bulgularimiza en benzeyen rapor oldugu dusundldigunde,
DNA kiriklarina yol agmasi muhtemel bir patoloji olan persiste histon
varliginin tespiti ve eliminasyonu DNA hasari olugsmadan bir dnceki adim
olarak degerlendirilebilir. Bu anlamda hasta grubumuzda gradiyent
yonteminin swim-up ve kombine ydntemden daha yetersiz kaldigini tespit
ettik. izole teratozoospermi hastalarinda bu nedenle gradiyent yéntemine

mutlaka swim-up eklenmesi gerekliligini vurgulamak isteriz.

Le Lannou ve ark. yayinladiklari bir ¢alismada fertil ve infertil
semen numunelerinde, gradiyent santrifigasyon ya da swim-up prosedurini
sperm segim yontemi olarak kullanarak kargilastirmiglardir. Segilen
spermatozoa; motilitesine, normal formlarin ylzdesine, nikleer maturitesine
(anilin mavisi boyamasi, akridin orange boyamasi, etidyum bromid alimi ve
SDS nukleer dekondensasyon) goére degerlendiriimistir. NUkleer matirite
seviyesi, her iki yontem ile de iyilesme gostermigtir. Ancak ¢alismamizin tam
tersi bir bulgu olarak dansite gradiyentle elde edilen spermlerin nukleer
matiiritesinin swim-up'a gére daha iyi oldugunu tespit etmislerdir®®. Bizim
yaptigimiz calismada Ug¢ farkli ydntemle elde edilen sperm hicrelerinin
persiste histon yutzdeleri, ilk alinan islenmemis semen 6érnegindeki oranlarla
karsilagtirilarak hangi ydntemin persiste histonlari iceren spermlerin

eliminasyonunda daha etkili oldugu degerlendirilmistir.

Buna gore segilen hasta grubunda islem gérmemis ejakulatta
persiste histon orani ylizde 21,29 + 9.53 bulunmustur. Gradiyent yontemi
kullanilarak elde edilen spermatozoonlarda bu oran yuzde 19,10 + 9.33
olarak degerlendiriimis ve iglem gdrmemis ejakulattaki (bazal) orana gore
iyilesme tespit edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Swim-up yéntemi ve gradient+swim-up yontemi kullanildiginda persiste
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histon oranlari bazal ortalamalara gére anlamh derecede azalma
gOstermigtir (sirasiyla, %3,65 + 8,93 ve % 5,07 + 9,33) (sirasiyla, p=0,006 ve
p=0,001). Bu durum sectigimiz hasta populasyonun izole teratozoospermi
grubu olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu hasta grubunu dogrudan hedef
alan calismalar literatirde bulunmamaktadir ve diger hasta gruplan ile
incelendiginde semen hazirlama yontemlerinden elde edilen fayda degisken

olabilmektedir.

Calismaya dahil edilen hastalar birarada degerlendirildiginde
bazale gbére swim-up anilin mavisi skorlari anlamli derecede degisiklige
ugramistir. Hasta grubumuzda sigara igme orani %72 olarak tespit edilmis ve
bu degiskenin (sigara tiryakiligi), kullanilan yéntemlerde bir fark olusturup
olustumadiginin tespiti amaciyla hastalar iki grupta incelenmistir. Buna goére
genel hasta grubunda swim-up yontemiyle bazale gére anlaml bir fark ortaya
cikmigken, sigara igmeyen hastalar ele alindiginda swim-up igin bu fark
ortadan kalkmis sadece gradient+swim-up yonteminde bazale gére anlamli
fark tespit edilmistir. Ancak sigara icen grup ele alindiginda anilin mauvisi
skorlarindaki farkin swim-up yontemiyle birlikte anlamh bir iyilesmeye
kavustugu gortlmustar (Tablo 5). Bu sonug, sigara tiryakisi hastalarda bazal
sperm kalitesinin persiste histon agisindan daha kétu oldugu ve tek basina
swim-up yontemine bile olumlu yonde yanit verdigi seklinde yorumlanabilir.
Dolayisiyla sigara icen hastalarin sperm anilin mavisi skorlarindaki iyilesme,
sadece swim-up ile, igmeyen gruba goére nispeten daha kolay olmustur. Her
ne kadar bazal anilin mavisi skorlari iki grup icin anlaml derecede fark
gostermemis olsa da (Tablo 4) bu durum calismaya dahil edilebilen kisith

hasta sayisindan kaynaklaniyor olabilir.
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6. SONUG

izole teratozoospermili hastalarin spermatozoonlari
persiste histonlarin varligi nedeniyle DNA kiriklari ve epigenetik degisiklikler
gibi tehditlere aciktir. Bu durum IVF basarisini da etkileyebileceginden
ICSI/IUI sikluslarinda sperm se¢gme yontemlerinin kullaniimasi ve 6zellikle

swim-up yontemini igeren bir protokolun tercih edilmesi onerilir.
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7. OZET

iZOLE TERATOZOOSPERMi OLGULARINDA FARKLI SPERM HAZIRLAMA
TEKNIKLERININ KROMATIN KONDENZASYON DEFEKTi SONUGLARINA ETKISi

infertil erkeklerin %85’inde teratozoospermi en énemli patoloji olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu hastalarin %54’linde ise agir derecede izole teratozoospermi
etkendir. IVF uygulamalarinda énem kazanan bu patolojiler, spermin bir gelisim
anomalisi olarak goruliur. Ancak sperm olgunlasmasinda blylk 6nem tasiyan ve
paternal DNA'nin paketlenmesinde bir sorun olarak karsimiza ¢ikan histon-protamin
degdisimin izole teratozoospermi vakalarinda ne diizeyde oldugu bilinmemektedir. Bu
duzeyin tespiti 1sik mikroskobu dizeyinde anilin mavisi ve toluidin mavisi
boyamalariyla gosterilebilir. Semen hazirlama yéntemlerinin bu hasta grubunda
persiste histon diizeylerine ne sekilde etkide bulundugu ¢alismamizin temel amacini
olusturmaktadir. Bu ¢alismada izole teratozoospermi tanisi alan 50 bireyin semen
numuneleri U¢ farkli semen hazirlama ydnteminden gegcirilmigtir (dansite gradient
santrifiigasyonu, swim-up ve ikisinin kombinasyon). Ug farkli yéntemle elde edilen
sperm hicrelerinin persiste histon yuzdeleri, islenmemis semen Ornedindeki
oranlarla karsilastirilarak hangi yontemin persiste histonlari iceren spermlerin
eleminasyonunda daha etkili oldugu degerlendirilmistir. Buna goére secilen hasta
grubunda islem gérmemis ejakulatta persiste histon orani ylizde 21,29 + 9,53
bulunmustur. Gradiyent yontemi kullanilarak elde edilen spermatozoonlarda bu oran
yuzde 19,10 + 9,33 olarak degerlendiriimis ve islem gérmemis ejakilattaki (bazal)
orana gore iyilesme tespit edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Swim-up yontemi ve gradient+swim-up yontemi kullanildiginda
persistan histon oranlarindaki azalma farki anlamli bulunmustur (persiste histon
yuzdesi sirasiyla, %17,64 + 8,44 ve %16,22 + 9,06) (bazal ile ortaya c¢ikan fark
sirasiyla, %3,65 *+ 8,93 ve %5,07 + 9,33, p-=0,006 ve p=0,001). Teratozoospermili
hastalarin spermatozoonlari persiste histonlarin varligi nedeniyle DNA kiriklari ve
epigenetik degisikliklere agiktir. Sonug olarak, ICSI/IUI sikluslarinda sperm segme
yontemlerinin kullaniimasi ve dzellikle swim-up ydntemini iceren bir protokoltn tercih

edilmesi onerilir.

Anahtar kelimeler: spermatozoon, anilin mavisi, persiste histon,

gradient, swim-up, infertilite.
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8. SUMMARY

EFFECT OF DIFFERENT SPERM PREPARATION TECHNIQUES ON
CHROMATIN CONDENSATION DEFECTS IN PATIENTS WITH ISOLATED
TERATOZOOSPERMIA

In male infertility, teratozoospermia is one of the most common pathology with the
incidence of 85%. Among them, 54% show severe isolated teratozoospermia.
Besides, the effect of the histone-protamine exchange; that has a great importance
in the maturation of the sperm and packing the paternal DNA; on the
teratozoospermia cases is not known yet. The main purpose of this study was to
determine the effect of the sperm preparation methods on the persistent histone
levels of teratozoospermic patients. Sperm samples of 50 men; who were diagnosed
with isolated teratozoospermia; were subjected to three different sperm preparation
methods (density gradient centrifugation, swim-up and combination of two methods).
The effectiveness of these methods on the elimination of the sperms containing the
persistent histones was evaluated by comparing them with the raw sperm
preparations. In this context, 4 preparations were prepared per patient and stained
with aniline blue and 200 spermatozoa are evaluated for each one. The persistent
histone ratio in the raw ejaculate was determined as 21,29 £ 9,53%. This ratio was
19,10 £ 9,33% in the spermatozoa obtained by the gradient method. The decrease
in the persistent histone ratio between basal (raw) and gradient-selected sperms
was not statistically significant. However, when swim-up and gradient + swim-up
methods were used, the persistent histone ratios showed a significant decrease in
comparison with the basal averages (3,65 = 8,93% and 5,07 = 9,33%, p= 0,006 and
p= 0.001, respectively). The spermatozoa of the patients with teratozoospermia are
open for the effects such as DNA breaks and epigenetic variations due to the
existence of the persistent histones. In consideration with our findings, it is
recommended to use sperm selection methods in ICSI/IUI cycles, particularly a

protocol containing the swim-up method.

Key words: spermatozoa, aniline blue, persistent histone, gradient,

swim-up, infertility.
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10.EKLER

FALE 4 GV Kaonn Hasuonos:

02.09.2014

l1gili Makama,

istanbul Yeni Ytizyil Universitesi Klinik Embriyoloji Yiiksek Lisans Programinda 6grenci
olarak yer alan Hatice Sahin'in "lzole teratozoospermi olgularinda farkli sperm hazirlama
tekniklerinin kromatin kondensasyon defekti sonuglarina etkisi" isimli tez aragtirmasi hastanemiz
biinyesinde bulunan UYTE merkezi androloji laboratuvarina bagvuran hastalarin atk semen
numuneleri kullamlarak yiiriitiilecektir. Bu ¢aligilma merkezimizin isleyisi ve etik agidan bir
sakinca igermemektedir ve yiiriitiilmesinde sakinca yoktur.
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