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ABSTRACT 

Sperm freezing is a method which is used in donor inseminations and cancer 

treatment, in addition to the assisted reproduction techniques. Sperm 

cryopreservation in male infertility is important with regard to the maintenance and 

transmission of the fertility to the next generations.  

 When the frozen stored sperm cells are used in assisted reproduction 

techniques, sperm parameters such as motility or viability may be adversely affected 

and thus this may result in poor fertilization, embryo development or implantation 

rates.  

In this thesis study, sperm samples of 45 patients were frozen via TYB (Tris 

Egg Yolk Buffer) media supplemented with glutathion and β-ME antioxidants, post-

thaw sperm parameters were investigated and in order to support the study, DNA 

fragmentation levels were analysed via Halosperm test.    

In the study a total of 5 groups were constructed as foolows: pre-freeze, TYB 

media no supplemented with antioxidant, Glutathion added TYB media (final 

concentration: 1 mM), β-ME addecd TYB media (final concentration: 0.5 mM) and 

Sperm Freeze Solution
TM

 (Vitrolife).   

The motility and vitality rates, A motility % (forward and fast motile 

spermatozoon), B motility % (forward but slow motile spermatozoon), C motility % 

(slow motile, not proggressive spermatozoon) and D motility % (immotile 

spermatozoon) were investigated before the freezing and after the thawing 

procedures, and the statistical results were evaluated via  Analysis Of Variance. 

http://en.wiktionary.org/wiki/mM
http://en.wiktionary.org/wiki/mM
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As a conclusion, post-thaw vitality, motility and B motility %values were 

statistically significantly decreased, whereas D motility % was incerased as expected. 

Pre- and post-thaw values of C motility % were statistically insignificantly changed. 

It was observed that A motility % was significantly decreased in the groups other 

than the second which included  glutathione added TYB medium. In addition, these 5 

groups investigated were further analysed via Halosperm test (Halotech DNA, S.L.), 

but no significance was detected. 

.  
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ÖZET 

Sperm dondurma, yardımla üreme teknolojilerinin yanı sıra donör 

inseminasyonları ve kanser tedavisinde de kullanılan bir yöntemdir. Erkek 

infertilitesinde sperm kriyoprezervasyonu, üremenin korunması ve gelecek nesillere 

aktarılması açısından önem teĢkil etmektedir. 

 Dondurularak saklanan sperm hücreleri yardımla üreme tekniklerinde 

kullanıldığında, hareketlilik ve canlılık gibi sperm parametreleri olumsuz 

etkilenmekte ve dolayısıyla döllenme, embriyo geliĢimi ve implantasyon oranlarına 

yansımaktadır.   

Bu tez çalıĢmasında, 45 hastanın semen örnekleri glutatyon ve β-ME 

antioksidanları eklenen TYB (Tris Egg Yolk Buffer) medyumu ile donduruldu, 

çözme sonrası sperm parametreleri incelendi ve çalıĢmayı desteklemek amacıyla 

Halosperm testi ile DNA fragmantasyon seviyeleri analiz edildi. 

ÇalıĢmada, dondurma öncesi (Taze semen), antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu, glutatyon (son konsantrasyon 1 mM) eklenen TYB medyumu, β-ME  (son 

konsantrasyon 0.5 mM) eklenen TYB medyumu ve Sperm Freeze Solution
TM

 

(Vitrolife) medyumu olmak üzere toplamda 5 grup oluĢturuldu.  

Dondurma öncesi ve sonrasında toplam motilite, vitalite, %A motilite (ileri 

hızlı hareketli spermatozoon), %B motilite (ileri yavaĢ hareketli spermatozoon), %C 

motilite (yerinde hareketli spermatozoon) ve %D motilite (hareketsiz spermatozoon) 

oranları incelenerek sonuçlar istatistiksel olarak Varyans Analizi (Tek yönlü) ile 

değerlendirildi. 

http://en.wiktionary.org/wiki/mM
http://en.wiktionary.org/wiki/mM
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ÇalıĢmamız sonucunda, çözme sonrası canlılık, hareketlilik, %B hareketli 

değerlerinin istatistiksel olarak anlamlı derecede azaldığı, %D hareketliliğin ise 

beklendiği gibi arttığı sonucuna varıldı. %C hareketli değerlerinin dondurma öncesi 

ve sonrası farkı istatistiksel olarak önemsiz bulunup, glutatyon eklenen TYB 

medyumunun bulunduğu 3. grup dıĢındaki diğer grupların %A oranının önemli 

düzeyde azalmakta olduğu görüldü.  Ayrıca değerlendirilen bu 5 grup, çözme 

sonrasında Halosperm test (Halotech DNA, S.L.) ile incelendi fakat aralarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç bulunamadı. 
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KISALTMALAR 

AC: Askorbik asit 

ASRM: Amerikan Üreme Tıbbı Derneği (American Society for Reproductive 

Medicine) 

ATP: Adenozin trifosfat 

β-ME: Beta merkaptoetanol 

BMI: Vücut kitle indeksi (Body Mass Index) 

CA: Tek hücre jel elektroforezi (Comet Assay - Single Cell Gel Electrophoresis 

assay –SCGE) 

CR1aa: Charles Rosencrans medyumu 

DBD-FISH: DNA kırıkları belirleme yöntemi (DNA Breakage Detection-

Fluorescence In Situ Hybridization test) 

DMSO: Dimetilsülfoksit 

DNA: Deoksiribonükleik asit 

EG: Etilen glikol 

GSH: ĠndirgenmiĢ Glutatyon 

GSR: Glutatyon redüktaz 

GSSH: Okside Glutatyon 

http://www.reproductivefacts.org/
http://www.reproductivefacts.org/
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ICSI: Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (Intra Cytoplasmic Sperm Injection) 

IUI: AĢılama ( Intrauterin Inseminasyon)  

IUPAC: Uluslararası Temel ve Uygulamalı Kimya Birliği (International Union of 

Pure and Applied Chemistry)  

IVF: Hücre dıĢı döllenme (In Vitro Fertilization)  

IVM: Hücre dıĢı olgunlaĢma (In Vitro Maturasyon) 

mL: Mililitre 

OPU: Yumurta toplama iĢlemi (Oosit Pick Up) 

PBS: Fosfat çözeltisi (Phosphate Buffered Saline) 

pH: Hidrojen potansiyeli 

PN: Pronükleer 

PROH: 1,2-propanediol 

ROH: Alkoller 

ROT: Reaktif oksijen türevleri 

RSH: Tiyoller 

SCD: Sperm kromatin dağılım testi (Sperm Chromatin Dispersion) 

SCSA: Sperm Kromatin Yapısı Tayini (Sperm Chromatin Structure Assay)  

TCM-199: Doku kültür medyumu-199 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry&action=edit&redlink=1
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TUNEL: The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase- Mediated Deoxyuridine 

(TdT) Triphosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay 

ÜYTE: Üremeye Yardımcı Tedavi 

WHO: Dünya sağlık örgütü (World Health Organization) 
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1 GİRİŞ 

Dünya nüfusu hızla artmaya devam ederken kısırlık her geçen gün daha fazla 

sayıda çifti etkileyen bir sorun olarak devam etmektedir. Her ikisini birlikte 

düĢünmek çeliĢki gibi görünse de kısırlık; insanlık tarihi boyunca güncelliğini 

koruyan en önemli sorunlardan biri olmuĢtur ve olmaya devam etmektedir. 

Günümüzde kısırlık sorunu geliĢtirilen tıbbi yöntemlerle büyük ölçüde 

çözülebilmektedir. Çocuk istemi olan ve doğal yollarla çocuk sahibi olamayan 

çiftlere, üremeye yardımcı tedavi (ÜYTE) merkezleri yardım edebilmektedir (1). 

Bu ÜYTE merkezlerinde çocuk sahibi olmak isteyen kısır çiftlerin, 

anamnezleri alındıktan sonra çeĢitli tetkik aĢamalarından geçirilmektedir. Kadınlarda 

jinekolojik muayene, hormon ölçümü, histerosalfingogram gibi tetkikler, erkeklerde 

ise testis muayenesi yapılır ve semen değerleri incelenir. Bu incelemeler sonucunda 

çiftler uygun tedaviye yönlendirilir. Kullanılan yöntemler; aĢılama (IUI), invitro 

fertilizasyon (IVF) ve intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)’dur. Uygulanan bu 

yöntemlerde anne adayının menstrual dönemi takip edilerek oositlerin geliĢimi 

sağlanır. AĢılama yönteminde, oositler yeterli olgunluğa eriĢtiğinde babadan alınan 

semen örneği hazırlanarak bir kateter yardımıyla anne rahmine enjekte edilir. IVF ve 

ICSI iĢleminde ise oositlerin geliĢimi sağlandıktan sonra oositler toplanır ve bu 

iĢleme OPU (oosit pick up) adı verilir. Babadan alınan semen ile toplanan oositler 

gerekli iĢlemlerden geçirildikten sonra in vitro ortamda döllenmeleri sağlanır. Daha 

sonra zigot belli süre laboratuar ortamında kültüre edilir ve embriyoların durumuna 

göre ikinci gün, üçüncü gün ya da beĢinci gün anne uterusuna yerleĢtirlir (2). 



 
 

2 
 

Günümüzde yardımla üreme teknolojisinin geliĢimi açısından üreme hücreleri 

ve dokularının baĢarılı bir Ģekilde dondurulup saklanabilmesi büyük önem 

taĢımaktadır (1). 

Sperm hücrelerinin dondurulması, dondurma çözme protokollerinin 

kullanıldığı ilk günlerden beri araĢtırmacıların dikkatini çekmiĢtir. 1980’li yıllardan 

beri sperm dondurma yeni protokollerin geliĢtirilmesi sayesinde IVF’de kullanılan 

rutin iĢlemlerden biri haline gelmiĢtir (3). 

Sperm dondurma, yardımla üreme tekniklerinin yanı sıra kanser tedavisinde 

ve KKTC, Ġsrail gibi bazı ülkelerde donör inseminasyonunda kullanılmaktadır. 

Ülkemizde donör olunması ve kimi ülkelerde kullanılan sperm bankası sistemi 

kanunen yasal değildir. Bunun yanı sıra sitotoksik kemoterapi, radyoterapi ve diğer 

cerrahi giriĢimler, testiküler yetmezlik ya da ejekülasyon fonksiyon bozukluklarına 

neden olabileceğinden dolayı bu tedaviler öncesinde spermin dondurularak 

saklanması ülkemizde yasal bir süreç olup hastaya ileride çocuk sahibi olma Ģansı 

vermektedir (4). 

Yardımla üreme teknikleri uygulamalarında kullanılacak olan semen örneği 

çeĢitli yıkama iĢlemlerinden geçirilir. Bu esnada spermatozoon hücreleri, enerji, 

mineral maddeler ve çeĢitli antioksidanlar içeren ve kendilerini dıĢ ortama karĢı 

koruyan seminal plazmadan uzaklaĢtırılmaktadır. Bu durum, spermatozoon’ların 

oksidatif strese karĢı daha hassas olmalarına neden olmaktadır. Oksidatif stres sonucu 

reaktif okdijen türevi (ROT) üretiminin neden olduğu zararlar ile birlikte, 

spermatozoonun fertilizasyon potansiyeli olumsuz yönde etkilenmektedir (5).  
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Yapılan çalıĢmalar sperm dondurma ve çözme iĢlemleri sonrasında 

antioksidan maddelerin sperm motilite ve DNA yapısı üzerine etkileri olduğunu 

göstermiĢtir (6). 

Antioksidanlar, semen sıvısında bulunan ve spermatozoon hücrelerini 

oksidatif stresin neden olduğu hasarlardan korumakla görevli Sistein, Sisteamin, 

Glutatyon, Beta-Merkaptoetanol, E vitamini gibi çeĢitli maddelerdir (7). 

Bu çalıĢmada da birer antioksidan madde olan Glutatyon ve Beta-

Merkoptoetanol’ün, sperm dondurma yöntemi sonrası sperm kalitesi üzerine etkisini 

araĢtırmak amaçlanmıĢtır. 
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2 GENEL BİLGİLER 

2.1 Kısırlık (İnfertilite) 

Kısırlık, diğer bir deyiĢle infertilite, üreme çağında olan bir çiftin herhangi bir 

doğum kontrol yöntemi kullanmaksızın, en az bir yıl düzenli cinsel iliĢkiye rağmen 

gebeliğin oluĢmaması olarak tanımlanır (8). Ġnfertilite üreme çağdaki çiftlerin 

%15’ini etkilemektedir. Korunmasız geçen 12 aylık süre sonunda çiftlerin %80’i ilk 

6 ay içinde, geri kalanların ancak %10’u takip eden 6 ay içinde gebe kalabilmektedir 

(9,10). Tüm kısır çiftlerin %30-40’ında erkek, %40-50’sinde kadın faktörü tespit 

edilirken, %20-25 çiftte hem erkek hem de kadına ait patolojiler birlikte gözlenir. 

%15 çiftte ise tüm tanısal tetkikler sonucunda bir infertilite nedeni tanımlanamaz 

(açıklanamayan infertilite) (11). 

Dünya Sağlık Örgütü’nün tahminlerine göre infertilite, tüm dünyada 50-80 

milyon kadını etkilemektedir (12). Buna göre dünyada infertilite oranının %8-12 

arasında olduğu söylenebilir. Türkiye’de ise bu oran evli çiftlerin %10-20’si 

arasındadır (13). 

 

2.2 İnfertil çifte yaklaşım 

2.2.1 Kadın 

Kadın nedenli infertilitenin araĢtırılmasına anamnez ve muayene ile 

baĢlanmalıdır. Anamnezde; infertilite süresi, daha önce kullanılan doğum kontrol 

yöntemleri, seksüel öykü, birleĢme sıklığı, önceki gebelikleri, menstrual siklus 

düzeni, daha önceden geçirilmiĢ operasyonlar, sigara, alkol ya da sürekli kullanılan 
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ilaçlar, tiroid hastalığı, androjenik deri değiĢiklikleri, ağrılı adet görme ve ağrılı 

cinsel iliĢki varlığı, smear sonuçları, ailede erken menopoz sorgulanır. Fizik 

muayenede; ağırlık ve vücut kitle indeksi (BMI) belirlenir. Androjen hakimiyeti, 

sekonder seks karakterleri, galaktore varlığı incelenir (14). 

2.2.2 Erkek 

Erkek nedenli infertilite anemnezinde ise; doğum kusurları, geliĢimsel 

anomaliler, seksüel hikaye testis enfeksiyonları ve hasarları sorgulanmalıdır. Fiziksel 

muayenede; kıl dağılımının incelenmesi, tiroid bezi palpasyonu, jinekomasti için 

göğüslerin incelenmesi, genital inceleme ve testis ölçümünü içermektedir. Semen 

analizi ise ejekülatın incelenmesidir ve erkek infertilitesinin belirlenmesinde çok 

önemli bir parametredir (15). 

2.3 Semen Analizi ve Değerlendirilmesi 

Semen analizi ile semenin görünüĢ, hacim, pH, viskozite, motilite, morfoloji, 

semen sıvısındaki diğer hücrelerin tanımlanmaları ve konsantrasyonlarının 

belirlenmesi gibi birçok parametre incelenmektedir (15). 

Ġnfertil bir erkek değerlendirilirken 4-6 hafta ara ile en az 2 kez semen analizi 

yapılır. Semen örneği 3-6 günlük cinsel perhiz sonrası alınmalı ve en geç 1 saat 

içinde değerlendirilmelidir. 2010 Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’ne göre referans 

değerler Tablo 1’deki gibidir (16). 
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Tablo 1: Dünya Sağlık Örgütü kriterlerine göre semen analizi değerleri. 

Parametreler En düşük referans değer 

Semen hacmi (ml)  1.5 (1.4-1.7) 

Total sperm sayısı 39 (33-46) 

Sperm konsantrasyonu (ml) 15 (12-16) 

Total motilite (%)  40 (38-42) 

Progressive motilite (%) 32 (31-34) 

Vitalite (canlı sperm, %) 58 (55-63) 

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

pH >7.2 

Peroksidaz-pozitif lökosit (ml) <1.0 

MAR (Mixed antiglobulin reaction) testi (%) <50 

Immunobead testi (%) <50 

 

2.3.1 Makroskopik Değerlendirme  

Konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi semen paremetrelerinin 

değerlendirilebilmesi için tüm örneğin homejen bir yapıda olması gerekmektedir. 

YaklaĢık olarak 15-30 dakika arasında likefiye olan semenin görüntüsü gri opak 

olmalıdır. HoĢ olmayan koku veya görüntü, mukus ya da jöle partikülleri 

kaydedilmelidir (17). 

Günümüzde semen hacmini değerlendirmede volümetrik metodlar ile ölçüm 

önerilmektedir. Volümetrik olarak ölçümde en ideal yöntem olarak serolojik pipet 

yardımıyla 0,1 ml üzerinden değerlendirme yapılabilir.  
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pH belirlenmesinde ise en kolay yöntem pH kağıtları kullanılarak yapılan 

değerlendirmedir. Semenin pH değeri 7,2 – 7,8 arasında olmalıdır (18). 

2.3.2 Mikroskobik Değerlendirme 

Konsantrasyon; Spermatozoonların fertilizasyon potansiyelini belirlemek için 

kullanılan önemli bir kriterdir. Belli bir seviyenin altında spermatozoon 

konsantrasyonu, yumurtayı döllemek için yeterli değildir. Bu değer, mililitredeki 

spermatozoon sayısı olarak belirlenir. Normal bir semen, mililitrede en az 20 milyon 

spermatozoon içermelidir (16). 

Motilite (Hareket edebilme yeteneği); Spermatozoonların fertilizasyon 

potansiyelini belirlemek için kullanılan diğer önemli bir kriterdir çünkü 

spermatozoon yumurtayı dölleyebilmek için hareketli olmalıdır. Spermatozoonların 

hareketleri aĢağıda sıralanan kriterler göz önüne alınarak A, B, C, D olarak 

sınıflandırılır. Semenin motilite değeri, yüzde olarak belirlenir. A motilite, hızlı ve 

ileri hareketli spermatozoonlar için, B motilite, yavaĢ ve ileri hareketli 

spermatozoonlar için, C motilite, yerinde hareketli spermatozoonlar için, D motilite 

ise hareketsiz spermatozoonlar için kullanılır (16). 

Morfoloji; Spermin yapısal özelliklerinin incelenmesidir. Spermatozoonun 

baĢ, boyun ve kuyruk bölümlerine bakılarak değerlendirme yapılır. Spermatozoonun 

dölleme potansiyelini belirlemek için kullanılan önemli bir kriterdir. 

Spermatozoonun yumurtayı dölleyebilmesi için morfolojisinin düzgün olması 

gerekir. Kruger kriterlerine göre bu oran %4’dür (16). 
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Morfolojik değerlendirme, semen örneği lam üzerine ince bir Ģekilde 

yayıldıktan sonra boyanarak mikroskop altında (100X objektif) immersiyon yağı ile 

bakılarak yapılır (1). 

a 

 

b 

 

c 

 

Resim 1: a. Normal sperm b. Baş ve boyun anomalileri c. Kuyruk anomalileri (WHO 2010 

Laboratory manual for the examination of human semen and sperm-cervical mucus interaction 

Cambridge University Press Fourth Edition) 
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2.3.3 Semen Terminolojisi 

Eliasson ve arkadaĢları (1970) semen değiĢkenleri ile ilgili bir terminoloji 

önermiĢlerdir. Bu terminoloji WHO (Dünya Sağlık Örgütü) tarafından da önerilmiĢtir 

(1999). 

Normospermi: Normal ejakülat 

Oligozoospermi: Referans değerlerden düĢük sayıda sperm konsantrasyonu 

Astenospermi: Referans değerden düĢük motiliteye sahip sperm 

Teratospermi: Referans değerden düĢük morfolojiye sahip sperm 

Oligoastenoteratosperm: Referans değerden düĢük morfoloji, motilite ve 

konsantrasyona sahip sperm 

Azospermi: Ejakülatta sperm bulunmaması 

Aspermi: Ejakülat bulunmaması 

2.3.4 Spermatogenez 

Spermatogenez, spermatogonyumun olgun sperme dönüĢmesidir. Seminifer 

tübül içinde spermatogonya (46, XY), primer spermatosite (46, XY) dönüĢür. Sonra 

her primer spermotosit 1. mayoz bölünme geçirerek sekonder spermatosite (23,X) 

bölünür. Ardından sekonder spermotositler 2. mayoz (23,X) geçirir ve sonuçta 4 adet 

haploid kromozomlu spermatid oluĢur (19).  

  Spermiogenezis, yuvarlak Ģekilli spermatidin olgun Ģekilli sperme 

dönüĢmesidir. Olgun sperm, baĢ boyun ve kuyruktan oluĢan, serbest olarak 
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yüzebilen, aktif olarak hareketli bir hücredir. Spermiogenizisde stoplazma kaybı, 

kuyruğun geliĢmesi ve akrozomun Ģekillenmesi gerçekleĢir. Spermiogenezis de dahil 

olmak üzere spermatogeneziz yaklaĢık iki ay sürer ve tamamlandığında spermler 

seminifer tübüllerin lümenine geçer (19).  

2.4 Kriyoprezervasyon 

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama); hücrelerin ve dokuların sıfır 

derecenin altındaki ısılara kadar soğutularak, bütün biyolojik aktivitelerinin 

yavaĢlatılması ve gelecekte kullanılması amacıyla saklanmasını ifade eder (ASRM 

2012).  

Gamet ve embriyo kriyoprezervasyonun genel prensibi; dondurma esnasında 

su kristallerinin oluĢturabileceği hücresel hasarların kriyoprotektanlarla 

dengelendikten sonra gamet hücresinin soğutularak sıvı nitrojen içinde, -196 ° C da 

depolanması ve çözülürken de kriyoprotekranlar uzaklaĢtırılarak gamet ve 

embriyoların canlılıklarını koruyabilecekleri ve geliĢimlerini sürdürebilecekleri 

fizyolojik ortamlara geçirilmesidir (1). Sıcaklığın düĢmesiyle hücre içindeki su sıvı 

halden katı hale geçer ve buz kristalleri oluĢturur. OluĢan buz kristalleri iç hücre 

sistemini koruyan membran bütünlüğü için tehlike yaratmakla brilikte, geriye kalan 

tuzlar için hücre dıĢı ortamdaki çözücülük etkisi de giderek azalır. Dolayısyla 

molariteleri artar, yüksek oranda pH değiĢiklikleri meydana gelir ve farklı 

konsantrasyonlarda tuz etkisine maruz kalır. Bu durum lipoprotein denatürasyonuna 

ve buna bağlı olarak membran içinde bozulmalara neden olabilir (20). 
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Kriyoprezervasyon teknolojisindeki ilerleme; küçük hücreli organizmalar, diĢi 

ve erkek gamet hücreleri ya da embriyolar gibi daha karmaĢık organizmalar da dahil 

olmak üzere bir çok hücre tipinde dondurarak saklama yöntemlerinin geliĢmesini 

sağlamıĢtır (21). 

Kriyoprezervasyon özellikle testis yetmezliği ya da ejekülasyon 

bozukluğunun neden olduğu kemoterapi ve radyoterapi gibi uygulamalar öncesinde 

erkek fertilitesinin korunması açısından büyük önem taĢımaktadır. Aslında bu 

yöntem gelecekte kanser hastaları için çocuk sahibi olabilme Ģansı vermektedir (21). 

Yapılan araĢtırmalar sonucunda, dondurulmuĢ ve taze spermatozoa ile ICSI 

yapılıp (intrastoplazmik sperm enjeksiyonu) gebelik sonuçları karĢılaĢtırıldığında 

fark olmadığı saptanmıĢtır (22).  

2.4.1 Kriyoprezervasyonunun Tarihçesi 

Kriyobiyoloji araĢtırmaları 1930’lu yıllarda yoğunlaĢmıĢ ve tavĢan 

spermlerinin dondurulması sırasında 0 ° ile -45 ° C arasındaki ısı değerlerinin etkileri 

araĢtırılmıĢtır (23,24). Polge ve arkadaĢlarının 1949 yılında meniyi dondurmak için 

gliserolü kullanmasıyla kriyoprotektan kullanımında ilk baĢarılı sonuca varılmıĢtır. 

Gliserol günümüzde hala yaygın bir Ģekilde kriyoprotektan olarak kullanılmaktadır 

(25).  

Hemen ardından yapılan çalıĢmalarda, insan spermlerinin dondurulmasında 

gliserol kullanılmaya baĢlanılmıĢ ve sonuçta dondurulmuĢ spermlerin IUI 

(Intrauterin Inseminasyon) için uygun olduğu belirtilmiĢtir (26). 
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1960-1970’li yıllarda hücreye özgü soğutma ve çözme ısıları formüle 

edilmiĢtir. Bu saptamalardan birçoğu kriyobiyolojinin prensipleri olarak kabul 

edilmiĢ ve günümüzde halen kullanılmaktadır (27, 28).  

Ġlk kez 1972 yılında -196° ve -296 °C’de fare embriyoları dondurulduğunda 

canlılıklarını koruyabildikleri gözlemlenmiĢtir (29). Aynı dönemde 8 hücreli fare 

embriyolarının dondurulduğu çalıĢmada, embriyo dondurma-çözme protokollerinde, 

soğutma ve çözme ısısıyla kriyoprotektanların etkisi incelenmiĢtir (30). 

1980’li yıllar insan gamet ve embriyolarının dondurulmasına yönelik 

prensiplerin oluĢturulduğu bir dönem olmuĢtur. Dondurulup çözülmüĢ insan 

embriyosuyla oluĢan ilk gebelik Avusturalya’dan (31), ilk doğum Hollanda’dan (32) 

bildirilmiĢtir.  Yapılan araĢtırmalarda PROH (1,2-propanediol) kullanılarak zigotların 

da dondurulabileceği bilgisi litaratüre girmiĢtir (31). 

Ġlk kez 1986 yılında kriyoprezervasyonun baĢarısı yapılan araĢtırmalar 

sonucunda belgelenmiĢtir. AraĢtırmacı dondurulmuĢ embriyo transferi yaptıkları 317 

hastada 45 gebelik elde ettiklerini ve 16 bebeğin doğduğunu belirterek embriyo 

transferi baĢına canlı doğum oranının %5, gebelik oranının %14 olarak 

gerçekleĢtiğini belirtmiĢtir (33). 

2.4.2 Kriyoprotektanlar 

Kriyoprotektanlar hücre için toksik olmakla birlikte, gametlerin dondurma, 

saklanma ve çözme aĢamalarında hücreyi koruyan maddelerdir. Hücre içinde 

proteinleri stabilize ederek hücre içi buz oluĢumunu azaltırlar. Tüm kriyoprotektanlar 

suyla tamamen karıĢabilirler ve bazıları çok yüksek konsantrasyonda bile toksik 
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özellik göstermezler. Hepsi hiperozmotiktir ve yüksek oranda H2 bağlama 

kapasiteleri vardır. Hücre zarından geçebilme yeteneklerine göre iki gruba 

ayrılabilirler. Küçük moleküllü, geçirgen olan kriyoprotektanlar; Gliserol, etilen 

glikol (EG), 1,2-propan-diol (PROH) ve dimetilsülfoksit (DMSO)’dir. Bu 

kriyoprotektan maddeler sudan yavaĢ da olsa hücre zarından geçerler. Büyük 

moleküllü, geçirgen olmayan kriyoprotektanlar; Ģekerler, polimerler ve amfipatik 

bileĢiklerdir. Bu maddeler ise hücre zarından geçemezler ve hücre dıĢında belirgin bir 

ozmotik etki gösterirler (17,18). 

 

2.4.3 Kriyoprezervasyon Yöntemleri 

Hücre ve doku kriyoprezervasyonu için yavaĢ dondurma ve hızlı dondurma 

olmak üzere iki tip temel dondurma yöntemi vardır.  

YavaĢ dondurma: YavaĢ dondurma için kullanılan iĢlemler genellikle oldukça 

benzerdir. Hücre ya da dokular kriyoprotektan ve sükrozun optimal bir 

konsantrasyonunu içeren sulu bir çözelti içerisinde dengelenir ve dondurma 

çubukları ya da tüpler içerisinde dondurulur. Kriyoprotektana maruz kaldıktan sonra 

sıcaklık yavaĢça düĢürülür ve çözeltide buz kristali oluĢumu baĢlatılır (kontrollü 

buzlandırma). Tüp ya da dondurma çubukları -6.5° ile -7° C’de kontrollü 

buzlandırılır (seeding), 0.3° – 0.5 °C/dakikalık bir hızla yavaĢça yaklaĢık -40° C‘ye 

soğutulur ve ardından, depolama için en son sıvı nitrojene transferinden önce hızla -

150° C’ye soğutulur. Embriyo ve spermatozoa sıvı nitrojen içerisinde 

depolandıklarında onlarca yıllarca bozulmazlar (18). 
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Hızlı Dondurma (Vitrifikasyon): Vitrifikasyon hücrede cam benzeri bir 

katılaĢma meydana getirerek hücre içinde buz kristallerinin oluĢumunu önleyen bir 

yöntemdir. Hızlı soğutma genellikle sıvı nitrojene ya da buharına doğrudan temasla 

gerçekleĢtirilir ve bu nedenle de programlanabilir dondurma makinelerine ihtiyaç 

yoktur. BaĢarılı bir vitrifikasyon, son derece hızlı bir soğutma hızıyla birlikte 

kriyoprotektanların oldukça yüksek konsantrasyonlarda kullanımına dayanır (17,18) 

2.5 Reaktif Oksijen Türevleri (ROT) 

ROT, oksijen metabolizması sonucunda oluĢan metabolitlerdir (34). Oksijen, 

biyokimyasal olaylar sırasında organik moleküllerle etkileĢir ve çok aktif ara ürünler 

olan ROT oluĢumuna neden olur. Bu türevlere genel olarak serbest radikaller denir 

(35). Bunlar çok kısa ömürlü (10
-11

- 10
-9 

saniye) moleküllerdir. Metabolizmada 

oksijen bulunduğu sürece, ROT’nin oluĢumu normal bir durumdur (36) ve belli 

seviyelerde ve kontrollü üretildiklerinde hücrelerde sinyal molekülleri olarak görev 

almak gibi bazı fizyolojik fonksiyonlarda rol alabilecekleri gibi, kontrolsüz 

üretimleri, birçok patolojik olayda önemli bir faktör olabilir (37,38). 

ROT’nin üretimine neden olan ana biyolojik kaynak mitokondri 

membranlarında gerçekleĢen elektron transportudur. Oksijenin H2O’ya oksidaz 

yoluyla dönüĢümü, serbest radikal oluĢumuna neden olan elektronların ardıĢık 

transferini gerektirir (39). 

ROT’nin membran ile bağlantılı olmayan diğer bir üretim yerleri de fagositik 

aktivitede görev alan hücrelerdir. Konağın kendini mikroorganizmalara karĢı 
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savunması için gerekli olan fagositik aktivite sırasında meydana gelen solunum 

patlaması ROT oluĢumuna neden olur (39).
 

2.5.1 ROT ve Spermatozoa 

ROT yağ peroksidasyonuyla yağlara zarar verir (40). Sperm hücre zarı 

fosfolipid tabakasındaki doymamıĢ yağ asitlerinin varlığı, sperm hücrelerini yüksek 

oksijen konsantrasyonuna karĢı oldukça duyarlı hale getirmektedir ve ROT’ne maruz 

kaldıklarında doymamıĢ yağ asiti içeriği %20’den fazla oranla düĢmektedir (36,41).  

Fazla miktarda ROT’ne maruz kalan spermatozonlar membran 

akıĢkanlığındaki azalma sonucu membran birleĢmesi olayına bağlı olan 

fonksiyonlarını gerçekleĢtiremezler (42). 

Membran bütünlüğünün bozulması hücrenin elektrolitlere karĢı 

geçirgenliğinin bozulmasına da neden olarak kalsiyum ve kısmen sodyum iyonlarının 

hücre içine alınmasını, hücrenin enerji üretme mekanizmasını bozar ve ATP azlığına 

neden olur. Kalsiyum iyonlarının hücre içi artıĢı proteazları ve fosfolipazları da 

aktive ederek proteinlerin ve yağların zarar görmesine neden olur. Serbest radikaller 

enzim inaktivasyonuna da neden olarak DNA’da yapısal hasara neden olur ve bu da 

hücrenin ölümüyle sonlanır (43,44,45). 

2.5.2 ROT ve Korunma 

Hücre içi ve dıĢı koruma sistemlerinden biri olan antioksidanlar serbest 

radikallerin potansiyel toksik etkilerine karĢı hücreyi koruyan mekanizmalardır. 

Spermaozoanın lidip peroksidasyonundan korunmaları bu hücrelerin fonksiyonlarını 
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doğru bir Ģekilde yerine getirebilmeleri ve hücre zarının devamlılığını 

koruyabilmeleri açısından çok büyük önem taĢır (46,47,48). 

Koruma mekanizmaları primer ve sekonder olarak gruplandırılır. Primer 

koruma mekanizmaları antioksidan bileĢiklerini (E, A ve C vitamini, glutatyon ve 

ürik asit) ve antioksidan enzimlerini (süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon 

peroksidaz) içermektedir. Sekonder koruma mekanizmaları ise lipolitik enzimler, 

fosfolipazlar, proteolitik enzimler, proteazlar, peptidazlar, DNA onarım enzimleri, 

endonükleazlar, eksonükleaz ve ligaz olarak sıralanmaktadır (49).  

2.6 Antioksidanlar  

Oksidasyon,  elektronların bir atom ya da molekülden ayrılmasını sağlayan 

kimyasal tepkimedir ve bunun sonucu serbest radikaller oluĢabilir. Bu serbest 

radikaller hücre hasarına ve hatta hücre ölümüne neden olan bir dizi zincirleme 

reaksiyonun oluĢumuna neden olur. Antioksidanlar, serbest radikal ara maddelerini 

kaldırarak bu zincir reaksiyonlarını sonlandırmak ve diğer oksidasyonları önlemekle 

görevli moleküllerdir. Genelde kendilerini oksitleyerek indirgeyici ajanlar olarak 

görev alırlar (50). 

Antioksidan, oksit giderici her türlü kimyasal maddeye verilen addır ve 

sadece biyolojik sistemlerde kullanılmazlar. Aynı zamanda, yiyecek ve kozmetik gibi 

birçok endüstriyel kullanıma sahiptir (51). 

Antioksidanlar üreme biyolojisinde de önemli görevler almaktadır. Sığır 

embriyolarında yapılan bir çalıĢmada, elde edilen oositler, siteamin içeren ve 

içermeyen TCM-199 medyumuna aktarılarak geliĢmeleri takip edildikten sonra 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Elektron
http://tr.wikipedia.org/wiki/Atom
http://tr.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tepkime
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döllenme iĢlemi sonrasında dondurulmuĢ, çözme sonrasında CR1aa ve sentetik 

ovidukt sıvısında geliĢtirilmek üzere iki alt gruba bölünmüĢtür. ÇalıĢma sonucunda 

sisteamin varlığı çözme sonrasında CR1aa medyumunda olumlu yönde geliĢimi 

etkilemiĢtir (53). 

Sperm ve seminal plazma da kendilerini oksitatif strese karĢı koruyan bir dizi 

antioksidanlar ile donatılmıĢtır. Seminal plazmada süperoksit dismutaz, katalaz ve 

glutatyon peroksidaz gibi yüksek molekül ağırlıklı antioksidanlar ve seminal sıvı 

kapasitesinin büyük bölümünü oluĢturan ve enzimatik olmayan (askorbik asit, 

tokoferol, pirüvat, glutatyon, karnitin, taurin, hipotaurin) antioksidanlar bulunur (6). 

Ġnfertil erkeklerle yapılan bir çalıĢmada %25’inin semeninde yüksek düzeyde 

ROT tespit edilmiĢtir. ROT ve sperm DNA hasarı arasındaki iliĢki antioksidanların 

kullanımı için temel oluĢturmaktadır (54,55). 

Antioksidanların, ejekülatında anormal spermatozoa ve lökosit bulunan infertil 

erkeklerde, ROT’un neden olduğu dıĢ etkiyi hafifletme potansiyeli açısından klinikte 

anlamlı olduğu gösterilmiĢtir (56). Vitamin E, katalaz, glutatyon gibi antioksidanların 

sperm hareketini ROT’un dıĢ etkilerinden koruduğu gösterilmiĢtir (57,58). 

Glutatyon, E vitamini, N-asetil sistein ve Katalaz gibi antioksidanların sperm üretimi 

esnasında ROT seviyesini azaltarak sperm motilitesinin azalmasını önlemede etkili 

olduğu söylenirken (59-63), bazı araĢtırmacılara göre hareket kaybını önlemede 

etkisiz olduğu belirtilmiĢtir (64-66). 

Erkek infertilitesinde, sperm DNA hasarı ve sperm fonksiyon bozukluklarının 

en önemli nedenlerinden birinin seminal oksidatif stres olduğu bildirilmiĢtir. 
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Oksidatif stres oluĢumunun ise reaktif oksijen türevleri ve bunları yok etmekle 

görevli olan seminal antioksidanların arasındaki dengesizlik olduğu savunulmuĢtur 

(54,67-69). 

2.6.1 Glutatyon  

Glutatyon, glutamik asid, sistein ve glisin moleküllerinden oluĢan bir 

tripeptittir. Serbest radikaller ve peroksit gibi reaktif oksijen türlerinin neden olduğu 

önemli hücresel hasarları önleyen bir antioksidandır (70). 

Glutatyonun indirgenmiĢ (GSH) ve oksitlenmiĢ (GSSH) olmak üzere iki 

formu bulunur. Sağlıklı hücre ve dokularda glutatyonun  %90’ı indirgenmiĢ formu 

olan GSH,  %10'dan daha azı ise oksitlenmiĢ formu olan GSSH olarak bulunur. 

GSSH'ın yükseltgenerek GSH'a dönüĢmesi oksidatif stresin göstergesidir. Bu 

değiĢimi sağlayan ise glutatyon redüktaz (GSR) enzimidir (71). 

 Glutatyon hücre içinde sentezlenir. Hücre içinde sentezlendikten sonra 

glutatyon gama glutamil transpeptidaz ile hücre dıĢına taĢınır (72). 

Glutatyon DNA sentezi ve onarımı, protein sentezi, prostaglandin sentezi 

amino asit transportu ve enzim aktivasyonu gibi metabolik ve biyokimyasal 

reaksiyonlarda kullanılır.  Özellikle immün sistemi, sinir sistemi, gastrointestinal 

sistem ve akciğer sistemi olmak üzere vücuttaki her sistem GSH metabolizmasından 

etkilenir (73). 

GSH sperm ve oosit hücrelerinde bulunan en önemli antioksidan 

maddelerden biridir (74).  
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Glutatyon mayotik iğlerin konumlanmasında rol oynar. Döllenme sonrası 

erkek pronükleus oluĢumunda aktif rol oynar ve blastosist evresinde erken 

embriyogenez üzerine olumlu etkileri vardır (75). 

GSH seviyesinin artmasının, döllenme, embriyonik geliĢim, sperm 

fonksiyonu ve olgunlaĢmasında önemli bir role sahip olduğu gösterilmiĢtir. Özellikle 

domuz oosit olgunlaĢmasında hücre içi glutatyon sentezi önemli bir olaydır. 

Glutatyonun DNA ve protein sentezine, memeli hücrelerinde  amino asit iletimi ve 

embriyo geliĢimine faydalı etkileri vardır (76,77).  

Boğalarda sperm dondurma medyumuna GSH eklenmesiyle normal akrozom 

oranın ve motilitenin arttığı hem de fertilizasyona olumlu etkisinin olduğu 

savunulmuĢtur (78). 

Sığırlarda sisteaminli IVM medyumunda, β-ME, sistein ve sisteine bağlı 

sentezlenen glutatyon eklenmesiyle, sisteaminin oosit geliĢimine etkisi test edilmiĢ 

ve in vitro fertilizasyonda, thiol komponentlerii ile IVM uygulandığında GSH 

sentezinin baĢlaması sonrası yüksek intrasülüler GSH seviyesinin, in vitro kültürün 

baĢlangıç seviyesinde olduğu sonucuna varılmıĢtır. Dahası sonuçlara göre bu 

metabolik yolun in vitro embriyo geliĢimini etkileyecek olan stoplazmik maturasyon 

için önemli bir bileĢeni olduğu belirtilmiĢtir. Koyunlarda ise in vitro 

maturasyonunda, β-ME’un değil de sisteaminin embriyo geliĢimini arttırdığı 

görülmesine rağmen tiyol bileĢenleri ile uygulanan IVM’den sonra, yumurtadaki 

intrasellüler GSH seviyelerinin ne kadar süreyle kalacağı bilinmemektedir (79). 
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2.6.2 Beta-merkaptoetanol 

Tiyoller (RSH), alkollerin (ROH) kükürtlü benzerleridir. IUPAC 

(International Union of Pure and Applied Chemistry ) sistemine göre tiyollerin 

isimleri alkan ismine –tiyol son eki getirilerek oluĢturulur. Ana zincirin 

numaralandırılması, -SH grubunu taĢıyan karbona daha küçük numara verilecek 

yönde yapılır. SH grubu sübstitüent olduğunda ‘merkapto’ adını alır. Bu grup ayrıca 

sülfhidril grubu olarak bilinmesine rağmen sistematik adlandırmada bu isim 

kullanılmaz. Tiyoller zayıf asitlerdir ancak alkollerden çok daha asidiklerdir. Ciddi 

derecede toksik maddelerdir. Özellikle düĢük moleküllü tiyollerin en belirgin özelliği 

kötü kokularıdır. Etantiyol doğal gaza, gaz kaçaklarının fark edilmesi için karıĢtırılır 

(80).  

2-Merkaptoetanol disülfit bağlarını indirgeyerek koparan kimyasal bir 

bileĢiktir ve hidroksil radikalleri ile biyolojik bir antioksidan olarak iĢlev görebilir.  

Bazı proteinler 2-ME tarafından denatüre edilebilirler. Proteinlerin disülfit bağlarını 

kopararak tersiyer ve kuartener yapıları bozabilir. Bu özelliğinden dolayı yaygın 

olarak monomerik, dimerik ya da polimerik protein molekülleri elde edebilmek için 

protein analizlerinde kullanılır (80).  

Beta-merkaptoetanol maddelerin redüksiyonunda görev alan tiyol bileĢiğidir 

ve sistinin sisteine oksidasyonunu önleyerek sistein aktivetisini artırır (81). 

Beta-merkaptoetanol direk antioksidan olarak görev yaptığı gibi hücre içi 

GSH ve sistein aktivitesini artırarak da etkisini gösterir (82). 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry&action=edit&redlink=1
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In vitro fertilizasyonda β-ME takviyesinin gametlerin fonksiyonu üzerine 

yararlı bir etkiye sahip olduğu düĢünülmektedir (83). Domuzlarda, IVM sırasında 

sistein ve β-ME eklenmesi erkek pronükleusunun oluĢumuna ve embriyoların 

geliĢimine faydası olduğu bildirildiği gibi ineklerde blastosist kalitesine herhangi bir 

fayda sağlamadığı bildirilmiĢtir (76,84,85). 

Domuzlarda yapılan bir baĢka çalıĢmada ise iki farklı antioksidanın (AC, β-

ME ), in vitro kültür aĢamasındaki blastosistlerin geliĢimi ve çözme iĢleminde kültür 

medyumuna eklenmesiyle kriyotoleransı incelenmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre in 

vitro kültüre eklenen antioksidanların embriyo geliĢimi, total hücre sayısı ya da 

apoptoz indeksi üzerine etkisi görülmediği gibi,  β-ME varlığının kriyotolerans 

üzerinde etkisi olmadığı bildirilmiĢtir. Buna rağmen AC ile kültüre edilen 

embriyolarda ROT seviyesi ve dondurma- çözme sonrası canlılık oranlarında önemli 

ölçüde düzelme gözlemlenmiĢ ve embriyo canlılığı ve kalitesinin de arttığı 

görülmüĢtür (86). 

Pronuklear aĢamadaki (PN) fare embriyolarının çeĢitli dondurma yöntemleri 

ile dondurma çözme sonrası embriyo geliĢimi ve implantasyon oranı üzerindeki 

etkileri incelenen bir çalıĢmada, dondurma sonrası in vitro kültür medyumuna β-ME  

eklenmesinin embriyo geliĢimi ve implantasyon oranlarını arttırdığı görülmüĢtür 

(87).  

GSH, kaliteli embriyo elde etmek için yaygın olarak kullanılan 

antioksidanlardan biridir ve domuzlarla ilgili yapılan çalıĢmalarda, oosit 

maturasyonunda sistein ile desteklenmiĢ IVM kültür medyumlarının kullanılmasının 

basit ve etkili bir yöntem olduğu bildirilmektedir (88). Yine domuzlarla yapılan bir 
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çalıĢmada, oosit maturasyonunda β-ME ’in rolüne bakıldığında IVM medyumundaki 

BME konsanrtasyonlarının, embriyo geliĢimi ve domuz yumurtalarındaki intraselüler 

GSH düzeyi ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (76).  

 

2.7 DNA Hasarı ve Sperm 

Genetik materyalin moleküler bütünlüğünde ekzojen veya endojen faktörlerin 

etkisiyle meydana gelen değiĢiklikler DNA hasarı olarak adlandırılmaktadır. 

Kimyasal bileĢikler, ultraviyole ve X-ıĢınları gibi çevresel faktörlerin yanı sıra hücre 

içinde üretilen reaktif oksijen türevleri DNA’nın bütünlüğünü tehdit etmektedir (89). 

ROT’nin düĢük seviyesi sperm fonksiyonu için gerekli olup yüksek seviyeleri 

sperm fonksiyonlarının bozulmasına neden olabilir (90). 

Spermatogenez sırasındaki normal olmayan kromatin paketlenmesi, 

ejekülasyondan önceki apopitoz ya da sperm hücrelerindeki aĢırı ROT üretimine 

bağlı DNA parçalanmasının altında yatan sebeplere henüz açıklık getirilmemiĢtir 

(91). 

Ġnfertil erkeklerin fertil erkeklere göre daha fazla DNA hasarına sahip 

olduğunu ve DNA hasarının üreme sonuçlarını olumsuz etkileyebileceğini gösteren 

kanıtlar vardır (92-95).  

Kriyoprezervasyonun spermin antioksidan aktivitesini azaltarak ROT hasarına 

daha açık hale getirdiği de gösterilmiĢtir. Yüksek konsantrasyonda ROT ve 

antioksidan enzimlerdeki düĢüĢ hücre apoptozuna neden olmaktadır. Apoptoz 
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sırasında mitokondriden salınan apoptoz indükleyici faktörlerin DNA 

fragmantasyonuna neden olduğu belirtilmiĢtir (96).   

DüĢük sayı, motilite ve anormal morfoloji gibi bozuk semen parametreleri 

yüksek DNA hasarı ile birlikte gösterilmesine rağmen normal semen parametrelerine 

sahip hastaların %8’inde sperm DNA hasarı olduğu bilinmektedir (97,98). 

Son yıllarda erkek infertilitesinde sperm DNA bütünlüğünün rolünü araĢtıran 

çalıĢmalar artmıĢ olmakla birlikte erkek infertilitesini öngörmede semen analizine 

oranla sperm DNA bütünlüğünün daha iyi bir belirteç olduğu savunulmaktadır. Bu 

amaçla birçok test çeĢitli çalıĢmalarda kullanılmıĢtır. Bu testler; Sperm Kromatin 

Yapısı Tayini (Sperm Chromatin Structure Assay) (SCSA), Akridin Turuncu Testi 

(Acridine Orange Test) (AOT), Toludin Mavisi (Toluidine Blue) (TB), Anilin Mavisi 

(Aniline Blue), TUNEL [The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated 

Deoxyuridine (TdT) Triphosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay], Asıl Çentik 

Okuma Tayini (In Situ Nick Translation Assay) (NT), Tek Hücre Jel Elektroforezi 

(COMET), Sperm Kromatin Ayrılma Testi (Halosperm Test) (Sperm Chromatin 

Dispersion Test) (SCD) (99). 
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3 GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Hasta Grubu 

Bu tez konusu için Kadıköy Florence Nightingale Hastanesi’ne baĢvuran 18 – 

45 yaĢ arası, 45 erkek hasta çalıĢmaya alındı.  Üç-yedi günlük cinsel perhiz süresinin 

ardından mastürbasyon yoluyla verilen örnek her hasta için değerlendirildi. 

ÇalıĢma için tablo 1’de belirtildiği gibi 5 grup oluĢturulmuĢtur. Dondurma 

öncesi ve sonrasında her bir grup için toplam motilite, vitalite, %A motilite (ileri hızlı 

hareketli spermatozoon), %B motilite (ileri yavaĢ hareketli spermatozoon), %C 

motilite (yerinde hareketli spermatozoon) ve %D motilite (hareketsiz spermatozoon) 

incelenmiĢtir. 

  Tablo 2: Çalışma yapılan gruplar. 

1. Grup:  Dondurma öncesi (Taze semen) 

2. Grup:  Antioksidan eklenmeyen TYB medyumu (Kontrol grubu) 

3. Grup  Glutatyon eklenen TYB medyumu  

4. Grup  β-ME eklenen TYB medyumu 

5.  Grup Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 

  

3.2 Semenin Hazırlanması 

Verilen semen örneği 37ºC’lik inkübatörde likefiye olana kadar bekletildi. 

Tüplere (Falcon/2095) koyularak hacimleri ölçüldü. Daha sonra konsantrasyonu, 

motilitesi, vitalitesi ve pH’ı (Merck) belirlendi. 



 
 

25 
 

Semen örneğinden Makler sayma kamarasına 10 μl koyulup, faz kontrast 

mikroskobunda (Olympus, CX31), 40X objektif altında tüm kareler sayılarak 

konsantrasyon ve motilite değerlendirildi. 

Motilite; A motilite (ileri hızlı hareketli spermatozoon grubu), B motilite (ileri 

yavaĢ hareketli spermatozoon grubu), C motilite (yerinde hareketli spermatozoon 

grubu) ve D motilite (hareketsiz spermatozoon grubu) olmak üzere 4 gruba ayrıldı. 

En az 100 adet spermatozoon incelemeye alınarak A, B, C ve D oranları % olarak 

belirlendi. Toplam motilite oranı ise %A, %B ve %C motilitenin toplamı olarak 

belirlendi. 

Vitalite için 10 μl semen örneği ve 10 μl boya (Merck Eosin Y Çözeltisi) lam 

üzerinde karıĢtırılarak üzeri lamel ile kapatıldı. Fazkontrast mikroskobunda 

(Olympus, CX31), 40X objektif altında en az 100 adet sperm sayılarak canlılık oranı 

belirlendi. 

3.3 Sperm Dondurma Medyumunun Hazırlanması  

 Yumurta Sarısı Hazırlama; 

1. Alınan taze yumurta distile su ile yıkanarak temizlenir. 

2. 17 mL yumurta sarısı üzerine 83 mL distile su konularak son hacim 100 

mL’ye tamamlanır ve köpürtmeden dikkatlice karıĢtırılır. 

3. KarıĢım tüplere eĢit Ģekilde bölünerek santrifüj edilir. (12000 RCF, 45', 5 

°C ) 

4. Santrifüj sonrası kalan pellet atılıp üstü alınır ve 0.45 μm’lik filtreden 

geçirilir. 
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 Toz malzemeler tartıldıktan sonra 50 mL’lik tüp içine konulur. 

 HazırlanmıĢ olan toz karıĢım içerisine yumurta sarısı ilave edilir ve homojen 

hale gelinceye kadar karıĢtırılır (100). 

 Son konsantrasyon %5’lik olacak Ģekilde gliserol eklenir.  

 Hazırlanan karıĢım dondurma iĢleminde kullanılmak üzere 10’ar mL’lik 

tüplere bölünür. 

 Tüplerden birine son konsantrasyon 1 mM olacak Ģekilde Glutatyon (101), 

diğerine son konsantrasyon 0.5 mM olacak Ģekilde β-ME (102) ilave edilir.  

 

Tablo 3: TYB medyumu için kullanılan malzeme listesi 

Malzeme Sigma 

Miktar (50 mL 

için) 

Final 

Konsantrasyon 

Tris T6066 1.355 gr 273.70 mM 

D-Fruktoz F0127 0.500 gr 55.50 mM 

Sitric asit C0706 0.700 gr 72.87 mM 

Trehaloz T0167 0.946 gr 50 mM 

Penislin P7794 50.000 gr 1000 IU/mL 

Streptomisin S1277 50 gr 1 μg/mL 

Gliserol G2025 5 ml %5 

 

http://en.wiktionary.org/wiki/mM
http://en.wiktionary.org/wiki/mM
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3.4 Spermin dondurulması ve çözülmesi 

Hazırlanan medyum ile likefiye olmuĢ semen örneği 0,5’er mL oda 

sıcaklığında 1:1 oranında çok yavaĢ bir Ģekilde damla damla iyice karıĢtırılır ve 

kriyotüp (Nunc Cryotube Thermo/377267) içerisine konulur. -196 °C sıvı azot 

buharında 30 dakika bekletilir ve sıvı azot içerisine daldırılır. 

Sıvı azottan çıkarılan kriyotüpler oda sıcaklığına gelinceye dek bekletilir. 1 

ml medium ile yıkanır (G-IVF/Vitrolife) ve ardından 1500 rpm’de 15 dakika santrifüj 

edilir. Üst faz atılıp fazkontrast mikroskobunda (Olympus, CX31), 40X objektif 

altında tüm kareler sayılarak dondurma öncesinde olduğu gibi motilite ve vitalite 

değerlendirilir. 

3.5 Sperm DNA Hasarı Belirlenmesi (Halosperm) 

Semen örneklerinin DNA hasarı belirlenmesinde Halotech DNA, S.L. kit 

kullanılmıĢtır. Toplamda 6 semen örneğinde dondurma öncesi ve dondurma sonrası 

DNA fragmantasyonu incelenmiĢtir. 

1. Lizis solüsyonu (LS) oda sıcaklığına getirilir (22 °C). 

2. Semen örneği 5-10 milyon/mL olacak Ģekilde seyreltilir. 

3. Agaroz (ACS) 5 dakika 90-100 °C’lik su banyosunda eritilir ve 37 °C 

oluncaya kadar soğuması beklenir. 

4. 25 µl semen örneği agaroz jel ile güzelce karıĢtırılır.  

5. KarıĢımdan 14 - 20 µl alınarak lama damlatılır ve 18x18 mm ya da 22x22 

mm’lik lamel ile kapatılarak 5 dakika 4 °C’de buzdolabında bekletilir. 

6. Lamel yatay bir Ģekilde dikkatlice çekilerek alınır.  
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7. 10 mL distile su içerisine 80 mikrolitre (AD) konularak denatürasyon 

solüsyonu hazırlanır ve lam bu solüsyonda 7 dakika bekletilir. 

8. Daha sonra lizis solüsyonunda (LS) 25 dakika bekletilir. 

9. Distile suda 5 dakika bekletilerek lizis solüsyonundan uzaklaĢtırılır. 

10. Sonra sırasıyla %70’lik, %90’lık ve %100’lük alkol serilerinden geçirilerek 

kurumaya bırakılır. 

11. Boyama iĢlemi için PBS (phosphate buffered saline) ile Eosin (Wright's Eosin 

Methylene Blue solution for microscopy. Merck) 1:1 oranında karıĢtırılır. 

Lam yatay bir Ģekilde bırakılarak 5-10 dakika boyama iĢlemi yapılır. 

Kurumaya bırakılır. 

12. Ġmmersiyon yağı ile 100X objektif ile mikroskop altında incelenir. En az 100 

sperm sayılarak değerlendirilir. 
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3.6 İstatistiksel Değerlendirmeler 

ÇalıĢmamızda elde edilen bulguların istatistiksel değerlendirmesi için SPSS 

(Statistical Package for Social Sciences) 13.0 programı kullanılmıĢtır. Dondurma 

öncesi ile çözme sonrası medyum grupları Varyans Analizi (Tek yönlü) ile 

karĢılaĢtırılmıĢ ve önemli farklılık gösteren değiĢkenlerde, ikili grup karĢılaĢtırmaları 

için Dunnet testi kullanılmıĢtır. Rastgele seçilen 6 örneğin DNA fragmentasyonunun 

değerlendirilmesinde ise Wilcoxon Signed Ranks testi uygulanmıĢtır.  

Bu çalıĢma %95’lik güven düzeyinde yürütülmüĢtür. 
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4 BULGULAR  

4.1 Sperm Özellikleri 

Yapılan çalıĢmada, 45 hastanın semen örneği dondurma öncesi (1.grup), 

antioksidan eklenmeyen TYB medyumu (2.grup, Kontrol grubu), Glutatyon eklenen 

TYB medyumu (3. grup), β-ME eklenen TYB medyumu (4.grup), Sperm Freeze 

Solution
TM

-Vitrolife medyumu (5.grup) olmak üzere 5 gruba ayrılmıĢtır. Dondurma 

öncesi ve sonrasında toplam motilite, vitalite, %A motilite (ileri hızlı hareketli 

spermatozoon), %B motilite (ileri yavaĢ hareketli spermatozoon), %C motilite 

(yerinde hareketli spermatozoon) ve %D motilite (hareketsiz spermatozoon) 

incelenmiĢtir. 

4.1.1 Vitalite‟nin Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve sonrasında vitalite değerleri karĢılaĢtırıldığında, dondurma 

öncesine göre her 4 grup için de vitalite oranının anlamlı derecede azaldığı 

belirlenmiĢtir (F=21,11; p=0,0005). 

 

Grafik 1: Dondurma öncesi ve sonrası ortalama “% Vitalite” değerleri. 

1.Grup: Dondurma öncesi taze semen analizi değerleri. 2.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB medyumu. 3.Grup: Glutatyon eklenen TYB medyumu. 4.Grup: β-ME 

eklenen TYB medyumu. 5.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 
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Vitalite değerlerine iliĢkin ortalamalar, standart sapmalar ve varyans analizi 

sonucu Tablo 3’te verilmiĢtir. 

 
Tablo 4: “% Vitalite” değerlerinin ortalaması, standart sapması ve tek yönlü varyans analizi test 

değerleri. 

 Ortalama 
Std. 

Sapma 
n 

P Dunnett 

(Dondurma öncesi 

ile karşılaştırma) 

Dondurma öncesi 80,96 14,910 45  

1.Grup: Antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu 
35,83 27,571 45 0,0005 

2.Grup: Glutatyon eklenen TYB 

medyumu 

40,47 31,063 45 0,0005 

3.Grup: β-ME eklenen TYB medyumu 
37,07 28,051 30 0,0005 

4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

47,71 29,984 45 0,0005 

 

ÇalıĢılan 4 grup vitalite özelliği bakımından kendi arasında 

değerlendirildiğinde birbirleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunamamıĢtır (Tablo: 4). 

Tablo 5:  Medyum gruplarında „% Vitalite‟ değerlerinin karşılaştırılması. 

GRUPLAR 
p 

(Dunnett) 

1.Grup: TYB medyumu 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 
0,467 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

1,000 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,464 

3.Grup: β-ME + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,460 
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4.1.2 Motilite‟nin Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve sonrasında motilite değerleri karĢılaĢtırıldığında, dondurma 

öncesine göre her 4 grup için de motilite oranının anlamlı derecede azaldığı 

belirlenmiĢtir (F=18,90; p=0,0005). 

 

 

Grafik 2: Motilite‟nin dondurma öncesi ve sonrası değerlendirilmesi. 

1.Grup: Dondurma öncesi taze semen analizi değerleri. 2.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB medyumu. 3.Grup: Glutatyon eklenen TYB medyumu. 4.Grup: β-ME 

eklenen TYB medyumu. 5.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 

 

 

Motilite değerlerine iliĢkin ortalamalar, standart sapmalar ve varyans analizi 

sonucu Tablo 5’te verilmiĢtir. 
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Tablo 6: “% Motilite” değerlerinin ortalaması, standart sapması ve tek yönlü varyans analizi 

test değerleri. 

 Ortalama 
Std. 

Sapma 
n 

P Dunnett 

(Dondurma 

öncesi ile 

karşılaştırma) 

Dondurma öncesi 71,87 19,260 45  

1.Grup: Antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu 
30,10 26,581 45 0,0005 

2.Grup: Glutatyon eklenen TYB 

medyumu 

33,96 30,465 45 0,0005 

3.Grup: β-ME eklenen TYB medyumu 
32,78 26,931 30 0,0005 

4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

36,87 30,410 45 0,0005 

 

 

ÇalıĢılan 4 grup motilite özelliği bakımından kendi arasında 

değerlendirildiğinde birbirleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunamamıĢtır (Tablo: 6). 

Tablo 7:  Medyum gruplarında‟%Motilite‟ değerlerinin karşılaştırılması. 

GRUPLAR p (Dunnett) 

1.Grup: TYB medyumu 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 
0,995 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

1,000 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
1,000 

3.Grup: β-ME + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,939 
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4.1.3 %A Motilitenin (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve sonrasında %A motilite karĢılaĢtırıldığında, dondurma 

öncesine göre her 4 grup için %A motilitenin anlamlı derecede azaldığı belirlenmiĢtir  

(F=5,20; p=0,001). 

 

 

Grafik 3: %A Motilitenin (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) dondurma öncesi ve 

sonrası değerlendirilmesi 

1.Grup: Dondurma öncesi taze semen analizi değerleri. 2.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB medyumu. 3.Grup: Glutatyon eklenen TYB medyumu. 4.Grup: β-ME 

eklenen TYB medyumu. 5.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 

 

 

 

%A Motilite değerlerine iliĢkin ortalamalar, standart sapmalar ve varyans analizi 

sonucu Tablo 7’de verilmiĢtir. 
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Tablo 8: “%A” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) değerlerinin ortalaması, standart 

sapması ve tek yönlü varyans analizi test değerleri.  

 

Ortalama 
Std. 

Sapma 
n 

P Dunnett 

(Dondurma 

öncesi ile 

karşılaştırma) 

Dondurma öncesi  14,82 13,042 45  

1.Grup: Antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu  
5,03 7,797 45 

0,001 

2.Grup: Glutatyon eklenen TYB 

medyumu 

9,80* 14,535 45 0,001 

3.Grup: β-ME eklenen TYB medyumu 
6,38 7,823 30 0,001 

4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

6,64 9,227 45 0,001 

 

ÇalıĢılan 4 grup %A motilite bakımından kendi aralarında 

değerlendirildiğinde; Glutatyon eklenen TYB medyumunun bulunduğu 3. grup 

dıĢındaki diğer grupların, %A motilitenin önemli düzeyde azalmakta olduğu 

görülmüĢtür (Tablo: 8). 

 

Tablo 9: Medyum gruplarında “%A” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) değerlerinin 

karşılaştırılması. 

 

GRUPLAR p (Dunnett) 

Dondurma Öncesi 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

0,590 

1.Grup: TYB medyumu 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

0,829 

1.Grup: TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,998 

1.Grup: TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 
1,000 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,503 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,935 

3.Grup: β-ME + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,990 

 



 
 

37 
 

4.1.4 %B Motilitenin (İleri Yavaş Hareketli Spermatozoon) Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve sonrasında %B motilite karĢılaĢtırıldığında, dondurma 

öncesine göre her 4 grup için de %B motilitenin anlamlı derecede azaldığı 

belirlenmiĢtir (F=21,83; p=0,0005). 

 

 

 

Grafik 4: %B Motilitenin (İleri Yavaş Hareketli Spermatozoon) dondurma öncesi ve 

sonrası değerlendirilmesi 

1.Grup: Dondurma öncesi taze semen analizi değerleri. 2.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB medyumu. 3.Grup: Glutatyon eklenen TYB medyumu. 4.Grup: β-ME 

eklenen TYB medyumu. 5.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 

 

%B Motiliteye iliĢkin ortalamalar, standart sapmalar ve varyans analizi sonucu 

Tablo 9’te verilmiĢtir. 
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Tablo 10: “%B” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) değerlerinin ortalaması, standart 

sapması ve tek yönlü varyans analizi test değerleri. 

 Ortalama 
Std. 

Sapma 
n 

P Dunnett 

(Dondurma 

öncesi ile 

karşılaştırma) 

Dondurma öncesi  54,73 17,042 45  

1.Grup: Antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu  
15,57 17,886 45 0,0005 

2.Grup: Glutatyon eklenen TYB 

medyumu 

21,42 22,896 45 0,0005 

3.Grup: β-ME eklenen TYB medyumu 
21,42 22,953 30 0,0005 

4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

25,71 24,830 45 0,0005 

 

 

ÇalıĢılan 4 grup %B motilite bakımından kendi arasında değerlendirildiğinde 

birbirleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (Tablo: 10). 

 

Tablo11: Medyum gruplarında “%B” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) değerlerinin 

karşılaştırılması. 

GRUPLAR p (Dunnett) 

1.Grup: TYB medyumu 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,907 

1.Grup: TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

0,988 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,906 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 
0,987 

3.Grup: β-ME + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,318 
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4.1.5 %C Motilitenin (Yerinde Hareketli Spermatozoon) Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve sonrasında  %C motilite karĢılaĢtırıldığında, dondurma 

öncesine göre her 4 grup için de  %C motilite bakımından aralarındaki fark anlamlı 

bulunamamıĢtır. (F=0,78; p=0,534). 

 

 

Grafik 5: %C Motilitenin (Yerinde Hareketli Spermatozoon) dondurma öncesi ve 

sonrası değerlendirilmesi 

1.Grup: Dondurma öncesi taze semen analizi değerleri. 2.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB medyumu. 3.Grup: Glutatyon eklenen TYB medyumu. 4.Grup: β-ME 

eklenen TYB medyumu. 5.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 

 

 

%C Motiliteye iliĢkin ortalamalar, standart sapmalar ve varyans analizi sonucu 

Tablo 11’da verilmiĢtir. 
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Tablo 12: Medyum gruplarında “%C” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) 

değerlerinin karşılaştırılması. 

 

Ortalama 
Std. 

Sapma 
n 

P Dunnett 

(Dondurma 

öncesi ile 

karşılaştırma) 

Dondurma öncesi  4,18 4,711 45  

1.Grup: Antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu  
7,33 10,854 45 0,534 

2.Grup: Glutatyon eklenen TYB 

medyumu 

5,13 10,498 45 0,534 

3.Grup: β-ME eklenen TYB medyumu 
5,40 8,577 30 0,534 

4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

4,44 4,984 45 0,534 

 

 

ÇalıĢılan 4 grup %C motilite bakımından kendi arasında değerlendirildiğinde 

birbirleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (Tablo: 12). 

 

Tablo 13:  Medyum gruplarında %C Motilite değerlerinin karşılaştırılması 

GRUPLAR p (Dunnett) 

1.Grup: TYB medyumu 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,994 

1.Grup: TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

0,999 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,991 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
1,000 

3.Grup: β-ME + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,845 
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4.1.6 %D Motilitenin (Hareketsiz Spermatozoon) Değerlendirilmesi 

Dondurma öncesi ve sonrasında % D motilite karĢılaĢtırıldığında, dondurma 

öncesine göre her 4 grup için de % D motilitenin anlamlı derecede arttığı 

belirlenmiĢtir (F=22,44; p=0,0005). 

 

 

Grafik 6: %D Motilitenin (Hareketsiz Spermatozoon) dondurma öncesi ve sonrası 

değerlendirilmesi 

1.Grup: Dondurma öncesi taze semen analizi değerleri. 2.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB medyumu. 3.Grup: Glutatyon eklenen TYB medyumu. 4.Grup: β-ME 

eklenen TYB medyumu. 5.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-Vitrolife medyumu 

 

 

 

%D Motilite değerlerine iliĢkin ortalamalar, standart sapmalar ve varyans analizi 

sonucu Tablo 13’da verilmiĢtir. 
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Tablo 14: “%D” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) değerlerinin ortalaması, standart 

sapması ve tek yönlü varyans analizi test değerleri. 

 

Ortalama 
Std. 

Sapma 
n 

P Dunnett 

(Dondurma 

öncesi ile 

karşılaştırma) 

Dondurma öncesi  26,47 18,108 45  

1.Grup: Antioksidan eklenmeyen TYB 

medyumu  
72,57 23,114 45 

0,0005 

2.Grup: Glutatyon eklenen TYB 

medyumu 

65,36 30,051 45 0,0005 

3.Grup: β-ME eklenen TYB medyumu 
67,40 26,908 30 0,0005 

4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

63,04 26,861 45 0,0005 

 

  

 

ÇalıĢılan 4 grup %D motilite bakımından kendi arasında değerlendirildiğinde 

birbirleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (Tablo: 14).  

 

 
Tablo 15:  Medyum gruplarında “%D” Motilite (İleri Hızlı Hareketli Spermatozoon) değerlerinin 

karşılaştırılması. 

 

GRUPLAR p (Dunnett) 

1.Grup: TYB medyumu 
2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 

1,000 

1.Grup: TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,990 

1.Grup: TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 

0,992 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 
3.Grup: β-ME + TYB medyumu 

0,933 

2.Grup: Glutatyon + TYB medyumu 4.Grup: Sperm Freeze Solution
TM

-

Vitrolife medyumu 
1,000 

3.Grup: β-ME + TYB medyumu 
4.Grup: Sperm Freeze Solution

TM
-

Vitrolife medyumu 
0,599 
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4.1.7 DNA Fragmantasyon Oranlarının Değerlendirilmesi 

 Dondurma öncesi ve sonrasında % DNA fragmantasyon karĢılaĢtırıldığında, 

dondurma öncesi değerler ile 4 grup için dondurma sonrası değerler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıĢtır. ÇalıĢılan 4 grup DNA 

fragmantasyonu bakımından kendi aralraında değerlendirildiğinde, gruplar arası 

farklılık önemli bulunmamıĢtır. 

 

Tablo 16: Dondurma öncesi ve sonrası „%DNA Fragmantasyon‟ değerlerinin karşılaştırılması. 

 n Ortalama 

Std. 

Sapma 

min max Medyan 
P-

Değeri
a 

Dondurma öncesi 6 11,15 5,765 4,2 20,1 9,650 

1.Grup: Antioksidan 

eklenmeyen TYB 

medyumu 

6 11,13 7,166
b 

3 20 
9,85 0,893 

2.Grup: Glutatyon 

eklenen TYB medyumu 

6 14,92 10,074
b 

4,5 28,5 
12,100 0,248 

3.Grup: β-ME eklenen 

TYB medyumu 

6 14,30 7,584
b 

5,9 26,4 
12,200 0,249 

4.Grup: Sperm Freeze 

Solution
TM

-Vitrolife 

medyumu 

6 20,80 14,855
b 

7,6 44,3 
15,550 0,058 

a
: Grupların dodurma öncesi değerlerle karĢılaĢtırılması sonucu elde edilen ‘P’ değerleri. 

b
: Deneme grupları arası farklılık anlamlı bulunmamıĢtır (X

2
=2,438; p=0,486). 
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 Resim 3‘te çalıĢmamızda değerlendirilen Halo Test sonucu fragmente olan ve 

olmayan spermlerin görüntüleri yer almaktadır. 

 

 

Resim 3: Halo test sonucu fragmente olan ve olmayan spermler.  

*1 Fragmente olan sperm.  *2 Fragmante olmayan sperm. 
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5 TARTIŞMA 

Yardımla üreme teknikleri uygulamalarında sperm ve oositin kalitesi sonuçları 

etkileyen önemli parametrelerdir. Herhangi birindeki yapısal ya da morfolojik 

bozukluk fertilizasyon aĢamasından implantasyona kadar geçen süreci olumsuz 

etkileyebilmektedir. 

Sperm kriyoprezervasyonu, tüp bebek tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

yöntemlerden biridir. Dondurma iĢleminin gerek motilite, morfoloji gibi sperm 

parametrelerinin olumsuz etkilenmesine, gerekse genetik ve moleküler araĢtırmalarla 

belirlenen yapısal bozulmalara neden olduğu bilinmektedir (103-109). 

Gliserol içeren tris tamponlu yumurta sarılı medyum (TYBG) ile yapılan bir 

çalıĢmada, hızlı dondurma yönteminin basit ve pratik bir yöntem olmasına rağmen, 

insan sperminin buhar fazı yöntemiyle seminal plazma ile birlikte dondurularak 

saklanması, sperm hareketliliğini korumak için çok daha iyi bir yöntem olduğu 

belirtilmiĢtir. Aynı zamanda TYBG varlığında ve yokluğunda, iki dondurma yöntemi 

arasında, canlılık, akrozom durumu ve DNA bütünlüğü açısından anlamlı bir farklılık 

olmadığı belirtilmiĢtir (110). 

Gliserol içeren tris tamponlu yumurta sarılı medyum (TYB), öncelikle kolay 

elde edilebilir ve düĢük maliyetli bir dondurma medyumu olması nedeniyle 

çalıĢmamızda kullanılmıĢtır. Kullandığımız protokol daha önce insanlarda 

denenmemiĢ bir yöntemdir ve çalıĢmamızda kullanılan bu medyum (TYB) ile 

piyasada hazır olarak bulunan SpFreeze Solution medyumu karĢılaĢtırıldığında, 

benzer sonuçlara ulaĢılmıĢtır. Dondurma öncesi %80 olan canlılık değeri, çözme 
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sonrasında TYB medyumu için %38 iken SpFreeze Solution medyumu için %48 

olarak bulunmuĢtur. Hareketlilik değeri ise dondurma öncesinde %72 iken çalıĢma 

sonrasında TYB medyumu için %30, SpFreeze Solution medyumu için %37 olmak 

üzere birbirine yakın değerlerde gözlenmiĢtir. Bu durum kullandığımız medyumun, 

piyasada bulunan ticari medyumlara bir alternatif oluĢturabildiğini göstermektedir.  

Bir diğer paremetre olan %A (ileri hızlı hareketli spermatozoa) değeri, 

dondurma öncesinde %15 iken, dondurma sonrasında Glutatyon eklenen medyum 

grubunda %10 olarak saptanmıĢ olup diğer gruplar arasından dondurma öncesine en 

yakın değer olarak gözlemlenmiĢtir. %D (hareketsiz spermatozoa) oranı ise 

dondurma öncesi %26 iken, çözme sonrasında % 73, %65, %67, %63 gibi beklendiği 

gibi artmıĢ ve 4 grup arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıĢtır.  

Ġnfertilitede sperm DNA fragmantasyonun etkisi birçok çalıĢmada tartıĢılan 

bir konu olagelmiĢtir. Normal semen parametrelerine sahip erkeklerde 

açıklanamayan infertilite nedenlerinden biri olarak DNA fragmantasyon seviyelerinin 

araĢtırılmasını akla getirmiĢtir (111). Bu amaçla DNA fragmantasyonunu 

ölçülmesinde birçok test kullanılabilir  (TUNEL, CA, DBD-FISH, SCSA ve SCD) 

(112-116).   

Bunlardan biri olan SCD testi, kolay ve güvenilir olmakla birlikte literatüre 

son dönemde girmiĢ bir yöntemdir (116). DNA fragmantasyonunun diğer sperm 

parametreleri ile olan iliĢkisini değerlendiren farklı görüĢler bulunmaktadır. 754 

hasta ile yapılan bir çalıĢmada tüm semen parametreleri (motilite, morfoloji, 

konsantrasyon) ile DNA fragmantasyonu arasında negatif iliĢki bulunmuĢtur (117). 

Morfoloji, akrozomal indeks ve motilite gibi semen parametrelerinin DNA hasarı ile 
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iliĢkisinin incelendiği baĢka bir çalıĢmada ise bir iliĢki tespit edilmemiĢtir (91). DNA 

hasarını farklı yöntemlerle inceleyen çeĢitli araĢtırmalar, semen parametreleri ile 

DNA hasarı arasında herhangi bir iliĢki olmadığını desteklerken (118,119), kimi 

araĢtırmalarda bu parametreler arasında negatif bir iliĢki varlığı bildirilmiĢtir 

(120,121). Biz de çalıĢmamızı genetik yönden desteklemek amacıyla, rastgele seçilen 

6 örnekte TYB medyumuna Glutatyon ve β-ME antioksidanlarını ekleyerek DNA 

hasarı üzerine etkisini karĢılaĢtırdık ve belki de örnek sayısının yetersiz olması 

nedeniyle sonuçlarımızda istatistiksel olarak anlamlı bir sonuca ulaĢamadık. 

Sıvı azot buharında dondurma ve bilgisayarlı dondurma yöntemlerinin 

karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada, sıvı azotla dondurma sonrasında DNA hasarının daha 

fazla olduğunu gösterilmiĢtir (122). DNA bütünlüğünün araĢtırıldığı baĢka bir 

çalıĢmada ise taze semen ve hazırlanmıĢ sperm örneklerinin, dondurma öncesi ve 

sonrasındaki değerleri karĢılaĢtırılmıĢ ve taze semenin dondurmanın, çözme sonrası 

DNA bütünlüğüne daha az zarar verdiğini gösterilmiĢ, bunun nedeni olarak da 

seminal plazma içinde bulunan antioksidanlar ileri sürülmüĢtür (105). Bizim 

çalıĢmamızda ise sıvı azot buharı kullanılarak antioksidan eklenen medyumlarla 

dondurulan taze semen örneklerinin DNA hasarı seviyesi açısından farkı 

karĢılaĢtırılmıĢ, fakat anlamlı bir sonuca varılamamıĢtır. Bu durum, örnek sayısının 

yetersiz olmasıyla açıklanabilir, örnek sayısı artırılarak yeni çalıĢmalar yapılabilir. 

Ġnfertil erkeklerden alınan örneklerin fertil erkeklere göre oksidatif strese karĢı 

daha duyarlı olduğu ve antioksidanlar tarafından korunmaya daha fazla ihtiyacı 

olduğu bilinmektedir (123). Semenin inkübasyon ve santrifüj gibi iĢlemlerle 

hazırlanma aĢamaları sırasında antioksidanların sperm DNA’sını korumak için sınırlı 

bir gücü bulunmakla birlikte (62,65,66,124), bazı durumlarda vitamin C ve E gibi 
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antioksidan kombinasyonlarının in-vitro kullanımı, sperm DNA hasarına da neden 

olabilmektedir (62,66,124). ÇeĢitli antioksidan maddelerin semenin hazırlanma ve 

dondurma süreçlerindeki olumsuz etkilerinin göz önünde bulundurarak biz de 

çalıĢmamızda Glutatyon ve β-ME antioksidanları eklenmiĢ TYB medyumunu 

kullanıp vitalite ve motilite değerleri üzerine etkilerini değerlendirdik. ÇalıĢma 

sonucunda farklı antioksidanlar eklenmiĢ medyumlarla dondurulup çözülen taze 

semen örnekleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilemedi. 

Sperm DNA’sı hasarının üreme potansiyeli üzerindeki etkisi birçok farklı 

çalıĢmada değiĢik sonuçlar gösteren tartıĢmalı bir konu olagelmiĢtir. Bazı araĢtırıcılar 

kriyoprezervasyon sonrasında DNA hasarında, anlamlı artıĢ bildirilirken (104,124), 

bazı araĢtırıcılar daha farklı görüĢler bildirmiĢlerdir (126,127). Ortaya çıkan bu görüĢ 

ayrılıkları, DNA hasarını belirlemede kullanılan teknikler, dondurma yöntemleri ve 

dondurma öncesinde uygulanan hazırlama tekniklerinin farklılığından kaynaklanıyor 

olabilir. 

ÇalıĢmamızda dondurma öncesinde ve farklı antioksidanlar eklenmiĢ 

dondurma medyumlarıyla dondurulan örneklerin çözme sonrasında DNA hasarını 

incelediğimizde, sonuçlar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanamamıĢtır. Dondurma sonrasında motilite, vitalite değerlerinin beklenildiği 

üzere anlamlı derecede azaldığı sonucuna varılmıĢtır. 

Yardımla üreme tekniklerinde baĢarının artırılabilmesi için, oksidatif stresin 

olumsuz etkilerinin en aza indirmek üzere, antioksidan eklenmiĢ medyumların 

kullanımı ile yeni çalıĢmaların gerekliliği bildirilmiĢtir (37, 128-130).  

Yaptığımız bu çalıĢmada dondurma-çözme sonrasında motilite, vitalite 
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değerlerinin istatistiksel olarak anlamlı derecede azaldığını belirledik. Bulgularımız, 

bu konuda yapılan diğer çalıĢmaların bulgularını desteklemektedir (108,109).  

Antioksidanların yararlı etkileri ve moleküler düzeyde geliĢtirilen tekniklerin 

ıĢığında yapılacak geleceğe yönelik çalıĢmalar, çözme sonrasında sperm kalitesini 

etkileyen olumsuz koĢulları en aza indirgemek amacıyla yapılmalıdır. Bu sayede 

çocuk sahibi olmak isteyen çiftler için daha yüksek gebelik oranları sağlayabilmek 

mümkün gibi görünmektedir.   
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7 EKLER 

EK 1: Etik Kurul Onayı 
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