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1. OZETLER

1.1.Tiirkce Ozet

In vitro Ceratonia siliqua uygulamasinin insan sperm Kriyoprezervasyonuna
bagh olusan DNA hasar1 iizerine terapotik etkisinin incelenmesi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Dilara AKINCI
Damismani: Prof. Dr. Murat AKKUS

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

Amag: Sperm ve testikiiler doku kriyoprezervasyonu 1953 yilindan iltibaren erkek
infertilitesinde fertilitenin korunmasi igin tedavi yontemi olarak kullanilmaya
baslamistir. Kriyoprotektanlarla dondurulan semen Orneginin ¢bzme sonrasinda
fonksiyonel parametrelerinin (vitalite, motilite, konsantrasyon ve fertilizasyon
potansiyeli, DNA fragmantasyonu ) olumsuz yonde etkilendigi yapilan ¢alismalarla
dogrulanmistir. Dondurularak saklanan sperm hiicreleri yardimla iireme tekniklerinde
kullanildiginda, diisiik fertilizasyon oranlart ve embriyonun gelisim,5. giine
ulagamayan embriyolar ve implantasyon potansiyelinde azalma, abortus oranlarinda
ise artma goriilmektedir. Bu ¢alismada semen orneklerine in vitro Ceratonia siliqua
uygulamasinin vitalite, motilite, DNA fragmantasyonu iizerine teropotik etkilerini

incelemeyi amagcladik.

Gerec ve Yontem: Bu calisma insan sperm kriyopreservasyonu sirasinda, spermde
meydana gelen kriyohasarin sonucu olarak, sperm parametrelerinde meydana gelen
olumsuz etkiyi azaltmak ic¢in, dondurma ortamina eklenenCeratonia siliqua L

(keciboynuzu) bitkisinin etkisini arastirmak iizere yapilmistir.

Bu tez ¢alismasina 25-40 yas araliginda toplam 50 hasta dahil edilmistir. Bu 50
hastadan 25°1 astenozoospermik , 25 1 normozoospermik olarak ayrilmis ve semen
ornekleri 6 gruba ayrilmistir. 1. grup sadece gradient yontemi ile yikanmig
normospermik grup, 2. grup gradient yontemi ile yikanmis ve dondurup ¢oziilmiis
normozoospermik grup, 3. grup gradient yontemi ile yikanmis ve dondurup ¢oziilmiis
ve Ceratonia siliqua L.eklenmis normozoospermik grup, 4. grup adece gradient
yontemi ile yikanmis astenozoospermik grup, 5. grup grup gradient yontemi ile

yikanmis ve dondurup ¢oziilmiis astenozoospermik grup ve son olarak 6. grup gradient



yontemi ile yikanmig ve dondurup c¢oziilmiis ve Ceratonia siliqua L.eklenmis

astenozoospermik gruptur.

Semen ornekleri -196 Co’lik likit azot ile dondurulmus ve azot tankinda saklama
islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra Ornekler 37 Co’de ¢Ozdiirilmiis ve tim

gruplarda: motilite, DNA fragmantasyonu ve vitalite parametrelerine bakilmstir.

Bulgular: Dondurup ¢ozme isleminin sperm parametreleri tizerindeki etkisine
bakmak i¢in sadece gradient yontemi ile yikanmis semen ornekleri Ceratonia siliqua
L eklenmeden dondurulup ¢o6ziilmiis grup Kkarsilastirilmig ve Kriyopreservasyon
isleminin sperm parametrelerinin timiinii anlamli (p<0,05) diizeyde olumsuz

etkiledigi goriilmiistiir.

Kriyohasar iizerine Ceratonia siliqua L etkisinin arastirilmasi i¢inde sperm dondurma
ortamina Ceratonia siliqua L eklenen gruplarda sperm parametreleri karsilastiriimistir.
Motilite, DNA fragmantasyonu ve vitalite parametrelerinin degerlendirilmesi i¢in

Ceratonia siliqua L konsantrasyon %0.010olarak ayarlanmistir.

Ceratonia siliqua L. eklenmemis gruplarla gore Ceratonia siliqua L eklenmis gruplar

arasinda olumlu bir fark gézlenmistir..

Sonug¢: Sperm kriyopreservasyon ortamina Ceratonia siliqua L takviyesi dondurup
¢ozme islemi sonrasi spermde meydana gelen hasar1 onemli derecede azaltmistir.
Hiicrede dogrudan serbest radikal temizleme ve mitokondri iizerinde koruyucu etki
Ozelligi olan Ceratonia siliqua L, kriyohasarin ana sebebi olarak goriilen serbest
oksijen radikalleri (ROS)’un olusturdugu zararli etkiyi baskilayabildigi gosterilmis
olup, insan sperm kriyopreservasyonunda kullanilabilecegini gosteren bir caligsma

olmustur.

Anahtar Soézciikler: Keciboynuzu, Sperm, Kryoperzervasyon, DNA hasari, motilite,

vitalite.



1.2. Abstract

Investigation of the therapeutic effect of in vitro Ceratonia siliqua application on

DNA damage caused by human sperm cryopreservation.
Student’s Surname and Name: Dilara AKINCI

Advisor: Prof. Dr. Murat AKKUS

Department: Histology and Embryology

Abstract

Aim: Smoking

Materials and Methods: A

Results: The

Conclusion: Smoking

Keywords: DNA



2. GIRIS VE AMAC

Fertilizasyon siireci i¢in sperm hiicrelerinin canlilig1 biiyiik 6nem tagimaktadir. Ancak
cesitli faktorler, sperm hiicrelerinin yapisal biitiinliiglinii ve canliligini olumsuz
etkileyebilir, bu da iireme sagliginda sorunlara yol agabilir. Giiniimiizde sperm
hiicrelerinin  kriyoprezervasyonu, infertilite tedavisinde sik¢a bagvurulan bir
yontemdir. Bu teknik, ozellikle kanser hastalarinda kemoterapi ve radyoterapi
Oncesinde iireme yeteneginin korunmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica, diyabet
ve otoimmiin hastaliklar gibi testikiiler hasara neden olabilecek durumlarda,
oligospermi ve ejekiilator disfonksiyonlarda, sperm donasyonu uygulamalarinda ve
testikiiler sperm elde edilen azoospermi vakalarinda da yaygin sekilde
uygulanmaktadir. Saklanan bu hiicreler, ileri donemlerde liremeye yardimci tedavi

(UYTE) siireclerinde kullanilmaktadir (1).

Kriyoprezervasyon yontemi, ilk olarak 1953 yilinda erkek infertilitesinde fertilitenin
korunmast amaciyla uygulanmaya baslamistir. Ancak yapilan arastirmalar,
kriyoprotektan kullanilarak dondurulan semen 6rneklerinin ¢6zme islemi sonrasinda
fonksiyonel parametrelerde belirgin bozulmalar yasandigini gostermektedir. Bu
parametreler arasinda vitalite, motilite, konsantrasyon, fertilizasyon potansiyeli ve
DNA fragmantasyonu yer almaktadir (2). Ayrica, kriyoprezervasyon sonrasi sperm
hiicreleri ile yapilan iiremeye yardimei tekniklerde, diisiik fertilizasyon oranlari,
embriyonun gelisiminde gerileme, 5. giline ulasamayan embriyolar, azalan

implantasyon potansiyeli ve artan diisiik oranlar1 gbzlemlenmistir (3).

Bu tez caligmasinda, kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasinda 50 hastaya ait sperm
parametreleri ve DNA fragmantasyon seviyeleri incelenmistir. Ayrica, in vitro
Ceratonia siliqua L. uygulanmasinin sperm parametreleri ve DNA fragmantasyonu
tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Calisma sonuglarimiz, kriyoprezervasyon isleminin
sperm parametrelerini olumsuz yonde etkiledigini ve DNA fragmantasyonunu
artirdigin1 ortaya koymustur. Bununla birlikte, Ceratonia siliqua L. uygulamasinin

sperm fonksiyonlar tizerindeki terapétik etkilerini degerlendirmeyi amagladik.



3. GENEL BILGILER
3.1. Gametogenezis

Gametogenezis, en genel tanimiyla diploid germ hiicrelerinin mayoz bdliinme ve
farklilasma siirecleri sonucunda haploid disi ve erkek gamet hiicrelerine doniismesidir.
Gametogenez, erkek bireylerde spermatogenez, disi bireylerde oogenez olarak ayrilir.
Bu siire¢ esnasinda erkek ve disi germ hiicrelerinde ¢esitli degisimler meydana gelir.

Bu degisimlerin altinda yatan iki temel neden sunlardir:

1. Somatik hiicrelerde bulunan diploid kromozom sayisinin gamet hiicrelerinde
haploid diizeye diigmesi.

2. Fertilizasyona hazirlik amaciyla tireme hiicrelerinin farklilasmasi.

Erkek ve disi bireylerde gametogenez siireci arasinda bazi temel farkliliklar

bulunmaktadir. Bu farkliliklar su sekilde siralanabilir:
Erkeklerde Gametogenez (Spermatogenez)

e Spermatogenez puberte doneminde baglar.
e Puberteyle birlikte sperm iiretimi baslar ve yasam boyu devam eder, ancak
yasla birlikte azalir.

e Her bir primer spermatositten dort olgun spermatozoa olusur.
Disilerde Gametogenez (Oogenez)

e QOogenez fetal donemde baglar.

e Disi bireylerde oogenez, yasam boyunca iki kez duraklar:Birinci duraklama
dogum 6ncesinde profaz I evresinde gerceklesir.Ikinci duraklama metafaz 11
evresinde olup fertilizasyonla sona erer.

e Her primer oositten yalnizca bir olgun oosit meydana gelir.

e 0Oogenez menopoz ile sona erer (4).



3.1.1. Primordial Germ Hiicreleri

Olgun bir erkek bireyin gameti olan sperm ile disi bireyin olgun oositi birleserek zigotu
olusturur ve bu yapi, yeni bir yasamin baglangicidir. Gelisecek olan bu yeni canlinin

gamet hiicreleri, primordial germ hiicrelerinden (PGH) koken alir.

Blastokistin endometriuma implantasyonunun 5. giiniinden itibaren, embriyo 3 primer
germ tabakasinda farklilasmaya baslar. Bu siiregte, 6zel bir hiicre grubu PGH olarak
tanimlanir. Canlinin gelecekteki ilireme kapasitesi, bu hiicre grubunun dogru bir

sekilde gelismesine baghdir (5).

Embriyonik gelisimin ikinci haftasinda, epiblast icinde olusan PGH’ler, dordiincii
haftanin basinda yolk kesesinin dorsal duvarinda, allantoisin baslangi¢ bdlgesinde,
endodermal hiicreler arasinda yaklasik 100 hiicre olarak ortaya ¢ikar. Bu hiicreler,

endodermal hiicrelerden daha biiyiik, daha az organelli ve seffaf yapilartyla ayirt edilir.

Dérdiincti ile altinc haftalar arasinda, PGH’ler ameboid hareketler ile yolk kesesinden
once bagirsak tiiplerine, ardindan mezenter boyunca arka viicut duvarinin sag ve sol
kisimlarina dogru hareket ederler (6). Altinci hafta itibariyla, mezensim igine girerek
primer seks kordonlarina dahil olurlar. Bu siirecte, mitotik boliinmeler ile hiicre
sayilar artar ve kolonize olduklarinda gonadlarin olusumunu tamamlarlar. Bu evre,
erkek ve disi germ hiicrelerinin birbirinden ayrilmadigi bir dénem oldugu igin

“farklanmamis evre” olarak adlandirilir.

Genital kabartiyr ¢evreleyen germinal epitelden tiireyen hiicreler, gonadlarin
gelisimini baglatmak iizere bu farklanmamis dokuya kolonlar halinde invaze olur. Bu
yapi1, primitif seks kordonlar1 olarak adlandirilir. Epitelyal kordonlar, gonadin i¢
medulla ve dis korteks kisimlarini olusturmak iizere gonadal mezensim igine dogru
biiyiir. Gelisimin 7. haftasina kadar her iki cinsiyet i¢in ortak bir gonad yapis1 vardir.
Ancak 7. haftadan itibaren gonadlarda, seks kordonu hiicrelerindeki Y kromozomunda
bulunan SRY geninin varli§ina bagli olarak énemli morfolojik degisiklikler meydana
gelir. Erkek bireylerde, bu genin etkisiyle korteks gerilerken, medulla testis yapisini

olusturur. Disi bireylerde ise korteks ovaryumu meydana getirirken, medulla geriler
(5,7,8,9,10).



Primordial gonadal kabartilar, alt torasik ve fist lomber bélgelerde gelisir ve
farklanmamis mezenkimal dokudan koken alir. Bu kabartilar, gametogenez siireci
boyunca erkek ve disi gamet hiicrelerinin gelisimini saglayan yapilarin temelini

olusturur. Ilerleyen siirecte hiicresel farklilasma ile bu yapilar olgun gamet hiicrelerine

doniistir (10).
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Sekil 1. Gametogenez (8)

3.2.Spermatogenez

Spermatogonial kok hiicrelerden olgun sperm hiicrelerine kadar uzanan hiicre
farklilasma siirecine spermatogenez denir. Spermatogenez, testisin tiibiiler
kompartmaninda gerceklesen ve temel islevi olan bir dizi hiicresel farklilagma siirecini
kapsar. Siire¢ kisiden kisiye degismekle birlikte, ortalama olarak 74 giin siirer ve
giinliik yaklasik 100 milyon sperm iretilir (9). Skrotumun konumu nedeniyle,

spermatogenez abdominal 1sidan 1-2°C daha diisiik bir sicaklikta gergeklesir (11).



Spermatogenez, erkek bireylerde genellikle 12-14 yas arasinda ergenlige girisle baslar,
yasam boyunca devam eder ancak yasla birlikte olumsuz etkilenebilir. Fetal donemde
testisin seminifer tiibiillerinde bulunan spermatogonyal hiicreler aktif degildir. Puberte
oncesinde seks kordonlar1 bosalarak seminifer tiibiillere doniisiir ve bu sirada PGH’ler

(primordial germ hiicreleri) spermatogonyum hiicrelerine farklilagir.

Spermatogonyumlar, seminifer tiibiiliin bazal membranina yerlesmis, interselliiler
baglantilarla birbirine bagli biiyiik, yuvarlak ve oval cekirdekli hiicrelerdir. Bu
hiicreler, Sertoli hiicreleriyle komsuluk yapar. Sertoli hiicreleri, birbirlerine siki
baglantilarla bagli olup kan-testis bariyerini olusturur. Bu bariyer, seminifer tiibiil
limenine kan kaynakli antikor gibi zararli yapilarin gecisini engelleyerek sperm

hicrelerini korur.

Bazal membran {izerinde {i¢ tip spermatogonyum hiicresi bulunmaktadir:

e Koyu Tip A Spermatogonyumlar: En az farklilagsmis hiicre tipidir. Sirekli
olarak mitoz gecirerek kendilerini yeniler. Bazilari, soluk tip A
spermatogonyumlara, ardindan B tipi spermatogonyumlara doniisiir.

e Soluk Tip A Spermatogonyumlar: Spermatositlerin olusumu icin ara
basamaktir.

e B Tipi Spermatogonyumlar: Mayoz boliinmeye girerek spermatositleri

meydana getirir (5,6,9).
Spermatogenez siireci, tanimlama kolaylig1 acisindan ii¢ asamada incelenir:

e Spermatositogenez (Proliferasyon): Spermatogonyal hiicrelerin mitoz
gegcirerek cogalmasi.

e Mayoz (Rediiksiyon Boliinmesi): Diploid spermatositlerin haploid hiicrelere
dontisimii.

e Spermiogenez (Farklilasma): Haploid hiicrelerin olgun sperm hiicrelerine

doniigtimii.
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Sekil 2. Spermatogenezin olusum asamalari (22)

3.2.1. Spermatositogenezis

Spermatositogenezis, spermatogenezin ilk biiylik asamasidir. Puberte Oncesinde,
seminifer tiibiil epitelinde az sayida germ hiicresi ve ¢ok sayida Sertoli hiicresi
bulunur. Puberte ile birlikte, hipotalamustan salgilanan GnRH nin kontroliinde hipofiz
on lobundan FSH ve LH hormonlar1 salgilanir. Bu hormonlarin etkisiyle, testislerde
testosteron iiretimi indiiklenir. Testosteronun spermatositogenezis lizerindeki etkisi,
testis kok hiicre havuzundaki spermatogonyal hiicrelerin DNA’larin1 mitoz boliinme
yoluyla iki katina ¢ikarmaya baslamasini saglar. Bu siire¢ sonucunda koyu tip A

hiicreleri ortaya ¢ikar.

Koyu tip A hiicrelerinin bir kismi spermatogenez i¢in kullanilirken, diger kismi kok
hiicre olarak kalir. Kok hiicreler de koyu tip A hiicreleridir ve ihtiya¢ duyuldugunda
mitotik aktiviteyle cogalabilirler. Spermatogenez siirecinde kullanilacak hiicreler ise
B tipine farklilagsmis olanlardir. Spermatogonyal kok hiicreler radyasyon ve kanser
kemoterapi ilaglarina direngliyken, tip B spermatogonyum ve daha ileri

spermatogenetik hiicreler ¢evresel etkilere oldukca duyarhdir.



Tip A spermatogonyum hiicreleri, seri mitoz boliinmeler gecirerek bir hiicre kiimesi
olusturur. Son mitoz boliinme sonunda olusan hiicreler, B tipi spermatogonyum adin
alir (6). A tipi spermatogonyumlar mitoz bdliinmeye devam ederken, B tipi
spermatogonyumlar Ozellesir ve biiyliyerek liimene daha yakin bir konuma geger.
Birkag gelisim basamaginin ardindan, germinal epiteldeki en biiylik germ hiicresi olan
primer spermatositlere doniisiirler. Primer spermatositler, 46 kromozom ve diploid
(2n) DNA igerir.

Primer spermatositler, olusumlarindan kisa bir siire sonra birinci mayoz boliinmenin
profazina girer. Mayozun basinda, hiicre DNA’s1 replike edilir ve iki katina ¢ikar,
bdylece “4n” haline gelir. Birinci mayoz tamamlandiginda, 23 kromozom ve 2n DNA
iceren daha kiiciik iki hiicre olusur; bu hiicrelere sekonder spermatosit denir. Sekonder
spermatositler, hemen ardindan mayoz II'ye girerek 23 kromozom ve n DNA igeren

spermatidleri olusturur.

Bir primer spermatosit hiicresinin mayoz boliinmesi, dort spermatid olusumuyla
sonuclanir. Bu siire¢, kromozom igerigi ve DNA miktarini azaltarak spermatidlerin
haploid hale gelmesini saglar (12). Birinci ve ikinci mayoz boliinmeler arasinda DNA
sentezi gergeklesmez, bu nedenle ikinci boliinmeden sonra DNA miktar1 yariya iner
ve haploid sayidaki spermatid hiicreleri olusur. Fertilizasyon sirasinda bu hiicreler,
diploid sayida kromozom iceren ve yeni bir bireyin baglangici olan zigotun olusumuna

katkida bulunur (9,13).

3.2.2. Spermiyogenez

Spermatid hiicrelerinin farklilasarak olgun bir sperm hiicresine doniislim siirecine
spermiyogenez denir. Spermiyogenez, spermatogenezin en son basamagidir. Bu
stirecte hiicre boliinmesi gergeklesmez, ancak sitozoliin biiyiik bir kismi ile spermin
genetik bilgiyi oosite aktarmasinda rolii olmayan organeller ¢ikarilir. Ilk basta
yuvarlak bir hiicre olan spermatid, seminifer tiibiiliin limen kismina bitisik bir yere
yerlesmistir. Spermiyogenez tamamlandiginda, spermatid hiicresi spermatozoon
olarak seminifer tiibiil liimenine salinir. Bu asamada spermatozoon hiicresinde su

degisiklikler meydana gelir:

e Akrozom Olusumu:
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Akrozom, sperm baginin 6n kisminda, nukleusun hemen {izerinde bulunur.
Embriyonel gelisim sirasinda endoplazmik retikulum ve Golgi cisimciginden koken
alir. Fertilizasyon i¢in gerekli olan hidrolitik enzimleri igerir. Bu enzimler arasinda

hyaluronidaz, ndraminidaz ve akrozin bulunur. Akrozom olusumu, ardisik ii¢ evreden

gecer:

v Golgi Evresi
v" Kep Evresi

v" Akrozomal Evre

e Boyun, Orta Par¢a ve Kuyrugun Olusumu:

Akrozomal kep gelisirken bir sentriyol, spermatid nukleusunun arkasina yerleserek
proksimal ve distal sentriyoller olusur. Distal sentriyol, flagellumun merkezinde
bulunan aksonemi meydana getirir. Aksonem, ¢ift santral tibil ve 9+2’lik
mikrotiibiiler yapiya sahiptir. Proksimal sentriyol ise spermin boyun kisminin yapisina
katilir. Sitoplazmada bulunan mitokondriler, flagellumun boyun bdolgesine yerlesir.
Kuyruk hareketi, boyun kismindaki mitokondrilerden saglanan enerji ve

mikrotiibiillerin birbiri lizerine kaymasi ile gergeklesir (4,9,14).

e (Cekirdek Yogunlagmast:

Sperm basinda bulunan ¢ekirdek, kromatin yogunlasmasinin gergeklestigi bolgedir.
Somatik histonlar, arginin ve lizin zengin protaminlerle yer degistirir. Bu degisim,

sperm DNA’sin1 stabilize eder ve koruma saglar (14).

Spermiyogenez tamamlandiginda spermatozoon hiicresi bas, boyun ve kuyruk
kisimlarindan olusur ve toplam uzunlugu yaklasik 60 mikrometredir (14).
Spermatogonyumun bu asamalardan gecerek olgun bir spermatozoon haline gelmesi

yaklasik 74 giin stirmektedir (9).

11
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Sekil 3. Spermiyogenezisin sematik ¢izimi (13)

3.2.3. Spermatogeneizin Hormonal Diizenlenmesi

Hipotalamo-hipofizer-gonadal aksin temel gorevi, reprodiiktif performans i¢in gerekli
seks hormonlarinin fizyolojik diizeylerde {retimini saglamak ve testikiiler

fonksiyonlarin diizenli calismasini1 desteklemektir.

Hipotalamustan yaklasik 90 dakikada bir salgilanan gonadotropin serbestlestirici
hormon (GnRH), hipofiz 6n lobundan folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinize

edici hormon (LH) salinimin1 kontrol eder.

Lipoprotein yapisinda olan FSH ve LH, gonadlarin gelisimi, olgunlasmasi ve
islevlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Germ hiicrelerinde LH ve FSH
reseptorleri bulunmaz; ancak Sertoli hiicrelerinden germ hiicrelerine hormonal
sinyalleri ileten yogun bir iletisim sistemi mevcuttur. LH, Leydig hiicrelerinden
testosteron sentezini uyarirken, FSH pubertal gelisim siiresince Sertoli hiicrelerinin

proliferasyonu icin gereklidir (8,13,20,21).
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Sekil 4. Hipotalamus-hipofizer-gonadal aksin sematik goriintiisii (23)

3.2.4. Epididimal Matiirasyon

Spermatozoonlarin motilite kazanma stireci epididimde gerceklesir. Kivrimli bir
yapiya sahip olan epididim, yass1 epitel hiicreleri ile kaplidir. Epididimal matiirasyon
sirasinda, sperm kuyrugundaki yapisal degisiklikler esas olarak motiliteyi artirmaya

yoneliktir.

Bu siiregte, sperm kuyrugundaki dis fibriller, disiilfit baglarinin olusumu ile daha
kararli bir yapiya kavusur ve kuyruk hareketleri etkin hale gelir. Epididimal
matiirasyon sirasinda yalnizca sperm hareket yetenegi gelistirilmekle kalmaz, ayni
zamanda fertilizasyon icin gerekli olan sperm basinin zona pellucida'ya baglanmasin

saglayan nukleus kromatin stabilizasyonu da tamamlanir.

Sperm membranindaki lipit ve glikoproteinlerde meydana gelen degisiklikler, spermin
oositi tanimasini ve onunla baglanmasint miimkiin kilarak fertilizasyon i¢in uygun

ortam hazirlar (5,14).
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3.2.5. Kapasitasyon

Kapasitasyon, sperm hiicresinin disi tireme kanallarinda fertilizasyon i¢in uygun hale
gelmesi ve aktiflesmesi siirecidir. Bu siirecin gerceklesebilmesi icin sperm ile disi
lireme sistemi arasinda yakin bir etkilesim gereklidir (15). Disi iireme kanalinda
yaklagik yedi saat siiren kapasitasyon, genellikle uterus veya tuba uterina boyunca
ilerlerken, buralardan salgilanan maddelerin etkisiyle gergeklesir. Kapasitasyon
sirasinda olusan yapisal ve fonksiyonel degisiklikler, spermin zona pellucida

reseptoOrlerine baglanma yetenegini ve afinitesini artirir (16).

Kapasitasyon siirecinde sperm hiicreleri, hiperaktivasyon adi verilen bir dizi hareket
degisikligine ugrar (17) ve akrozom reaksiyonu (akrozomal ekzositoz)
gerceklestirmeye hazir hale gelir. Hiperaktivasyon, kuyrugun daha genis bir salinim
acistyla kirbag benzeri hareketler yapmasi ve bu sayede giiclii ylizme kuvveti
olusturmasi olarak tanimlanir (18). Bu silire¢, sperm kuyrugunun plazma
membranindaki CatSper (sperm katyon kanallar1) adi verilen transmembran Ca+2
kanallarindan ani Ca+2 girisi ile tetiklenir. Bdylece spermler, tuba uterinanin viskdz
ortaminda daha hizli hareket edebilir ve oositi ¢evreleyen kiimiiliis ooforus ile zona
pellucida bariyerlerini gegmeleri kolaylagir (15). Yalnizca kapasitasyon siirecini

tamamlamis spermler oosite ulasabilir.

Kapasitasyon sirasinda sperm hiicresinde dort onemli biyokimyasal degisiklik

meydana gelir:

e cAMP’ye bagl fosforilasyon reseptorlerinin aktive edilmesi,
e Plazma membraninin kimyasal yapisinin yenilenmesi,
e Plazma membraninin hiperpolarizasyonu,

e Plazma membraninin iyon gecirgenliginin diizenlenmesi (19).

3.3. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, testisler, genital kanallar, yardimc1 bezler ve penis olmak iizere
dort temel yapidan olusur. Erkek iireme sistemindeki her bir yapmin kendine 6zgii
islevleri bulunmaktadir. Testislerin temel gorevi, spermatozoon tiretimi ve erkeklik

hormonlarinin sentezlenmesidir.
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Genital kanallar ve yardimecr bezler, olgunlasan sperm hiicrelerinin diiz kaslarin
yardimiyla disariya iletilmesini saglar. Ayni zamanda, yardimci bezlerden salgilanan
stvilar, spermatozoonlarin beslenme ihtiyacini karsilar. Spermatozoonlar, yardime1
bezlerin salgilariyla birlikte, penis araciligiyla disi lireme sistemine iletilen semeni

olusturur.

Testislerde iiretilen baglica hormon testosterondur. Testosteronun yani sira
dihidroksitestosteron, erkek fizyolojisinin devamliligi i¢in gerekli olan diger 6nemli
bir hormondur (24).
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Sekil 5. erkek genital sistemi (24)

3.3.1. Testisler

Testisler, yogun bag dokusu igeren kalin bir tabaka olan tunica albuginea ile
kaplanmistir. Tunica albuginea, testisin arka boliimiinde kalinlasarak mediastinum
testis ad1 verilen yapiy1 olusturur. Bu bolgeden testis i¢cine dogru uzanan fibrdz yapilar,
septum olarak adlandirilir ve bu septumlar testisi yaklasik 250 piramidal bolmeye
ayirir. Ancak bu bolmeler birbirinden tamamen izole degildir ve birbiriyle

baglantilidir.

Her lobiilde, gevsek bag dokusuyla cevrili 1 ila 4 adet seminifer tiibiil bulunur. Bu bag
dokusu, bol miktarda kan damarlari, lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreler
olarak bilinen Leydig hiicrelerini icerir. Seminifer tiibiiller, erkek lireme hiicreleri olan

spermatozoonlari iiretirken; interstisyel hiicreler testis androjenlerini salgilar.
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Embriyolojik gelisim sirasinda testisler, skrotuma dogru go¢ eder ve bu siiregte tunica

vaginalis ad1 verilen serdz bir yapi, peritondan tiiretilerek skrotum igine taginir (25,26).

3.3.2. Seminifer tiibiiller

Spermatozoonlar, seminifer tiibiillerde iiretilmektedir. Klinik caligmalar, eriskin
erkeklerde spermatozoon {iretim hizimin giinlik yaklagik 2 x 10° oldugunu
gostermektedir. Her testis, 250 ila 1000 arasinda seminifer tiibiil igermektedir.
Seminifer tiibiiller, karmasik bir yapiya sahip olup ¢ok katl epitel ile désenmis, 150-
200 pm capinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Erigkin saglikli bir erkek testisindeki

toplam seminifer tiibiil uzunlugu yaklasik 250 metredir.

Seminifer tiibiiller, kivrimli bir yap1 sergileyip uglara dogru liimeni daralarak diiz
tiibiiller veya tubuli recti olarak adlandirilan kisa segmentlere doniisiir. Tubuli recti,
seminifer tiibiilleri rete testis ad1 verilen, epitel ile kapli bir labirente baglar. Rete testis
kanallari, epididimin bas kismia 10-20 adet ductuli efferentes araciligiyla ulasir.
Seminifer tiibiiller, fibroz bag dokusu bir kilif, bazal lamina ve ¢ok katmanli seminifer

epitelden olusur.

Seminifer tiibiilleri ¢cevreleyen fibréz tunica propria, 3 ila 5 fibroblast katmanindan
olusur. En igte, bazal laminaya yapisik olan tabaka, miyoid hiicreler igerir. Seminifer

tiibiiller arasindaki bosluklarin biiyiik bir kismi ise Leydig hiicreleri ile doludur
(24,25,26).

Seminifer epitel iki tip hiicre igerir:

e Sertoli Hiicreleri (Destek Hiicreleri): Testiste destek gorevini tistlenir.
e Spermatogenez Hiicreleri: 4 ila 8 tabakadan olusan bu hiicreler, spermatozoon

tiretiminden sorumludur. Spermatozoon iiretim siirecine spermatogenez denir.

Spermatogenez, karmasik mitoz ve mayoz boliinmeleri igeren bir siiregtir ve hiicrelerin
olgun spermatozoonlara doniismesini saglar. Bu doniisiim siirecinin son agamasina ise

spermiogenez adi1 verilir (24,25).

16



— Spermatik kordon

Testiskuler arter,
ven ve Sini

Duktus deferens

Epedidim bay
Epididi Lanali
Semindfer 10bU

Efferent Septum

duktuller -~

Mediatinum 4 s v WYL —\\ Septum
testis -rete testis Y e
T Lobil
Epididim b == Tunika vajinals
viserol yaprok
Tunika vajinals
porictol yoprok
- Tunika albuginea

Epididin kuyrugu X._

-

Seminifer tabaiun miroskopik gorontsG

Sekil 6. Seminifer Tibiil (24)

3.3.3. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, testisin islevselligi agisindan kritik 6neme sahip olup spermatogenez
stirecinde hiicreleri ¢evreleyen uzun, piramidal yapiya sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler,
bazal kisimlarindan sikica bazal laminaya tutunmus olup iist kisimlart seminifer
tiibiilin liimenine dogru uzanir. Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde Sertoli
hiicrelerinin sinirlar1 tam olarak belirgin degildir. Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalar, Sertoli hiicreleri hakkinda daha fazla bilgi saglamis ve bu hiicrelerde ¢ok
sayida diiz endoplazmik retikulum (dER), az miktarda graniillii endoplazmik
retikulum (ER), yogun mitokondri, lizozom ve iyi gelismis bir Golgi kompleksi
bulundugunu gostermistir. Nadir olarak, sitoplazmanin alt kisminda Charcot-Béttcher
kristali ad1 verilen kristalloid yapilar gozlenmistir. Bu yapilarin, lipoprotein reseptor
(CLA-1) protein kiimesinden olustugu ve Sertoli hiicrelerindeki lipid transportu ile

iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Sertoli hiicreleri, bazolateral yiizeylerinden birbirine sikica baglanarak kan-testis
bariyerini olusturur. Ayrica, bu hiicreler arasinda bulunan gap junction baglantilari

sayesinde iyon ve kimyasal maddelerin hiicreler arasi aligverisi saglanir.

Sertoli hiicrelerinin baslica gérevleri sunlardir:
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e Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesi.

e Fagositoz ile spermatogenez sirasinda atilan artik cisimlerin ve spermatidlerin
Sertoli hiicrelerinin lizozomlar tarafindan uzaklastirilmasi.

e Anti-Miillerian Hormon (AMH) salgilanmasi.

e Kan-testis bariyerinin olusturulmasi.

e Hipofizde FSH iiretimini inhibin B salgilayarak baskilamas1 (26,27).

(URAY & Jog " iy e 9");
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Sekil 7. Seminifer Tiibiil Hiicreleri (28).

3.3.4. Olgun sperm

Yaklasik 60 pm uzunlugundaki olgun sperm, bas, boyun ve kuyruk olmak iizere {i¢
ana boliimden olusur. Bas kismi1, yogunlagmis bir ¢cekirdek ve 6n kenarlarinda akrozom
iceren bir yapidan olusur. Akrozom, hyaluronidaz enzimi igerir. Spermin oosit
membraniyla temas etmesi sonucu akrozom reaksiyonlari gergeklesir ve bu
reaksiyonlarla salgilanan akrozomal enzimler, 6zellikle hyaluronidaz, fertilizasyonun

gerceklesmesi icin hayati oneme sahiptir.

Boyun bélgesinde bulunan mitokondriyal kilif, spermin kuyruk hareketlerinin enerji
ithtiyacini karsilar. Kuyruk, merkezinde bir ¢ift ve ¢evresinde dokuz ¢ift flaman iceren

bir yapi sergiler (24,29,30).
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Cekirdek

Sentriol

Akrozom

Sekil 8. Olgun sperm (27)

3.4. Testis I¢cin Kanallar

Testis i¢in genital kanallar

e Tubuli resti
e Rete Testis

e Duktuli efferentstir.

Bu kanallarin ana gorevi seminifer tiibiillerden gelen spermatozoonlarida igeren

semeni duktus epididimise tagimaktir.

3.4.1. Genital bosaltim kanallar:

Testislerde iiretilen spermatozoonlar1 penise tasityan kanallar sunlardir:

e Duktus epididimis
e Vas deferens (Duktus deferens)

e Uretra

Duktus Epididimis; Duktus epididimis, yaklasik 4-6 metre uzunlugunda, kivrimli bir
yapiya sahiptir. Bu uzun kanal, ¢evresindeki bag dokusu ve kan damarlariyla birlikte
epididimin govdesini ve kuyrugunu olusturur. Duktus epididimis, yalanci ¢ok kath
prizmatik epitel ile dosenmistir. Epitelyal hiicrelerin yiizeyinde, stereosilya ad1 verilen

uzun mikrovilluslar bulunur.
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Vas Deferens (Duktus Deferens); Vas deferens, kalin bir kas tabakasiyla ¢evrili diiz
bir kanaldir ve prostat yoluyla iiretraya acilir. Kanal, stereosilyalara sahip yalanci ¢ok
katli prizmatik epitel ile kaplidir. Kalin diiz kas katmanlari, ejekiilasyon sirasinda
peristaltik kasilmalar olusturarak spermatozoonlarin kuvvetli bir sekilde disariya

atilmasini saglar (24,31,25,27).

Uretra; Yaklagik 16 cm uzunlugundaki {iretra, penisin ucuna kadar uzanir. iginde
bulunan spiral yapilar, idrar akisinin genis bir ¢apta gergeklesmesini saglar. Uretra
epiteli, mesaneden ¢ikista gegis epitel hiicreleri ile baslar; daha ileride ¢ok katli
silindirik epitel hiicrelerine doniisiir ve dis meatusta ¢ok katli yass1 epitel hiicrelerine

yerini birakir.

Uretral bezler;mukus salgilayarak epiteli idrarmn tahris edici etkisinden korur. Uretra,

konumuna gore dort bolgeye ayrilir:

3.4.2. Yardimci Genital Bezler
Erkeklerde lireme islevinin gergeklesebilmesin saglayan salgilar yardimci genital beler

tarafindan uretilir.

Bu bezler;

e seminal vezikiiller
e prostat bezi

e bulbotiretral bezlerdir.

Seminal vezikiiller ; uzunluklar1 yaklasik 15cm olan 2 adet kivrimli kanaldir.
Salgilayic1 graniillerden zengin, yalanci c¢ok katli prizmatik epitelle doseli bir
mukozast vardir. Ana gorevi viskoz, sarimsi renge, spermatozoonlar1 aktive eden
sitrat, inozitol,prostaglandin ve bir dizi protein igeren bir salgi iiretmesidir. Seminal
vezikiillerdeki salgmmin salgilanma stireclerindeki islevselligi testesteron diizeyine

baghdir.

Prostat; yaklasik olarak 30-50 adet dallanmis tiibiiloalveoler bezlerden olusur. Bu

tiibiiloalveoler bezlerin kanallar1 prostati {iretraya bosalir. Prostat bezi prostat sivisini
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iretir ve ejekiilasyon sirasinda kuvvetlice salgilama giicii olugturmak iizere bunu

biriktirir. Prostat yapisi ve islevi testesteron diizeyine baglidir.

Biilboiiretral Bezler ( Cowper Bezleri); Cap1 yaklasik 3-5 mm olan ve iiretranin
mebrandz kisminin proksimaline yerleserek buraya sagi yapan bezlerdir. Mukoz
salgilayan tek kath silindirik epitel ile doseli tiibiiloalveoler bezlerdir. yapisinda diiz

kas bulunan salgis1 kayganlastirici islev goren berrak mukustur.(24,31, 25,32 )

3.4.2.1. Seminal s1v1 (Semen)

Semen, diger adiyla seminal sivi, sperm hiicreleri ve bu hiicrelerin i¢inde bulundugu
stvidan olugur. Seminal s1v1, yardimci genital bezlerden salgilanir. Opak beyazimsi bir
goriinlime sahip olan semen, saglikli ve fertil erkeklerde 1 ml’sinde yaklasik 100
milyon sperm igermektedir. Bu spermlerin yaklasik %20’si morfolojik olarak anormal,

%25°1 ise immotil 6zellik gostermektedir.

Saglikli bir erkekte ejekiilat miktar: ortalama 3 ml civarindadir. Semen atilimi belirli
bir siralamayla gergeklesir. Ereksiyon sirasinda biilboiiretal bezler mukozal salgilar
salgilayarak kaverndz lretray1 kayganlastirir. Gergek ejekiilasyon esnasinda once
prostat salgilar1 saliir. Bu asamayi, duktus epididimis ve duktus deferens
duvarlarindaki kaslarin kasilmasiyla spermlerin disariya itilmesi izler. Son olarak,

besleyici maddeler igeren seminal s1vi salgisi da ejekiilat bilesimine eklenir (33).

3.5. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi

Korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir y1l boyunca gebelik olusmamasi
durumunda giftlere infertilite tanis1 konur. Infertilite, giiniimiizde toplum genelinde
giderek artan bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Yapilan arastirmalar, infertil

ciftlerin %8-12’sinde bu durumun mevcut oldugunu gostermektedir (34).

1990-2017 yillar1 arasinda gergeklestirilen arastirmalar, infertilite prevalansinin
kadinlarda yillik %0.370, erkeklerde ise %0.291 oraninda arttigin1 ortaya koymustur
(35). Erkek infertilitesi, diinya genelinde erkeklerin %7-12’sini etkileyen ve iireme
sistemi iizerindeki karmagiklig1 nedeniyle genis capta incelenen bir konudur. Erkek
infertilitesine neden olan faktorler ¢esitlidir. Bununla birlikte, infertil ¢iftlerin
%40’1nda agiklanamayan infertilite tanis1 konulmustur. Erkek infertilitesinin nedenleri

arasinda dogumsal veya sonradan edinilmis iirogenital anomaliler, hormonal
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bozukluklar, enfeksiyonlar, varikosel, endokrin sorunlar, genetik anomaliler,
immiinolojik faktorler, fiziksel travmalar, cinsel yolla bulasan hastaliklar, ¢evresel
etkiler ve yasam tarzi yer almaktadir. Erkek infertilitesi, genellikle obstriiktif
(tikanikliga bagli) ve non-obstriiktif (tikaniklik dis1) nedenler olmak {izere iki ana

gruba ayrilmaktadir (36).

Infertilite ~ vakalarmin ~ %355’inin  sperm  anormalliklerinden  kaynaklandig
belirlenmistir. Semen analizleri, sperm sayisindaki azalma (oligozoospermi), hareket
kabiliyetindeki diistikliik (astenozoospermi), sekil bozukluklar (teratozoospermi) ve
sperm eksikligi (azoospermi) gibi sorunlarin yaygin oldugunu gostermektedir (37).
Azoospermi vakalarinin %65°1, non-obstriiktif azoospermi (NOA) olarak adlandirilan
durumu icermektedir. Geriye kalan %35 ise obstriiktif azoospermi (OA) grubuna

girmektedir.

OA vakalarinda, spermatogenez normal sekilde devam eder ancak tikaniklik veya
anatomik sorunlar nedeniyle sperm ejakiilata ulasamaz. Bu durumun nedenleri
arasinda bilateral vas deferensin yoklugu, ejakiilatuar ve epididimal kanal
tikanikliklar1, seminal vezikiil anomalileri, enfeksiyonlar ya da vazektomi gibi cerrahi
miidahaleler yer alir. OA tedavisinde, tikanikligin kaynagina yonelik cerrahi
miidahaleler dnerilir. Cerrahi basarisiz oldugunda yardimer iireme teknikleri (YUT)

kullanilabilir.

Non-obstriiktif azoospermi (NOA) ise genellikle spermatogenezdeki ciddi sorunlarla
iligkilidir ve siklikla testikiiler fonksiyon bozuklugundan kaynaklanir. NOA,
cogunlukla idiopatik bir patoloji olarak goriilmektedir. Bu vakalarda yardime1 tireme

teknikleri, temel tedavi yontemidir (38).

3.5.1. Obstriiktif infertilitenin nedenleri

Vazektomi; Erkek bireylerde kalict dogum kontrol yontemi olarak uygulanan diisiik
riskli bir cerrahi islem olan vazektomi, azoospermiye neden olabilir. Vazektomiden
sonra yaklasik 20 yil icinde sperm iiretiminde belirgin bir azalma goriilmektedir.
Tikaniklig1 gidermek igin cerrahi geri doniisiim uygulanan bireylerin yalnizca
%6’sinda dogurganlik fonksiyonlar1 eski seviyelerine yaklagmaktadir. Bununla

birlikte, vazektomi sonrasi epididimal tikaniklik gibi yan etkiler gelisebilir (39).
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Ejakiilatuar Kanal Tikaniklig1; Infertilite tanis1 konmus erkeklerin yaklasik %35’inde
ejakiilatuar kanal tikaniklig1 bulunmaktadir. Bu duruma neden olan baslica faktorler
arasinda prostat kistleri, prostatit, seminal vezikiilit kaynakli fibrozis veya seminal
vezikiil taslar1 yer alir (39,41). Tam tikaniklik durumunda semen 6rneklerinde sperm

bulunmazken, kismi tikanikliklarda az sayida sperm tespit edilebilir (40, 41).

Epididimal Tikaniklik; Epididimis, spermin olgunlagsmasi ve depolanmasinda énemli
bir rol oynar. Epididimiste meydana gelen enfeksiyonlar, tikanikliga neden olarak
sperm fonksiyonlarini olumsuz etkileyebilir ve ciddi ireme problemlerine yol agabilir

(42, 43).

3.5.2. Non-obstriiktif infertilite nedenleri

Kriptorsidizm; Yenidoganlarin %2-6’sinda goriilen ve halk arasinda inmemis testis
olarak bilinen kriptorsidizm, infertil erkeklerin %10’unu etkiler (40,41,43). Tek tarafh
kriptorsidizmde spermatogenez devam etmesine ragmen fertilite diistiktiir. Cift tarafh

kriptorsidizm ise azoospermiye neden olabilir (44).

Testis Torsiyonu; Spermatik kordonun dénmesi sonucu kan akiginin azalmasiyla
ortaya ¢ikan bu durum, siddetli agr1 ve testis iskemisi ile sonug¢lanir. Cocukluk ve
ergenlik donemlerinde daha sik goriiliir ve sperm parametreleri iizerinde olumsuz

etkiler yaratir (45,46).

Testis Travmasi; Kazalar veya yaralanmalar testiste hasara yol agarak infertiliteye
neden olabilir. Bu durum, kan-testis bariyerini bozarak anti-sperm antikorlarinin

olusumuna neden olur (47,48).

Testis Kanseri; Genetik ve epigenetik faktorlere bagli olarak gelisen testis kanseri,
ozellikle 30-35 yas aras1 erkeklerde sik goriiliir. Tedavi sirasinda uygulanan

kemoterapi ve radyoterapi, iireme sagligini ciddi sekilde olumsuz etkileyebilir (49,50).

Genetik Faktorler; Klinefelter sendromu, kromozomal anomaliler ve Y kromozomu
delesyonlar1 gibi genetik bozukluklar, erkek infertilitesinde 6nemli bir yere sahiptir

(51).
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Hormonal Dengesizlik; Hipotalamus-hipofiz-gonadal aksindaki sorunlar, erkek iireme
sistemini olumsuz etkileyebilir. LH, FSH ve testosteron diizeylerindeki dengesizlikler

infertiliteye yol acabilir (52,53).

Varikosel; Skrotal damarlarin genislemesi ile karakterize edilen bu durum, erkeklerin
%15’inde goriilmekte olup erkek infertilitesinde 6nde gelen nedenler arasinda yer alir

(55,56).

Immiinolojik Infertilite; Anti-sperm antikorlar1, spermlerin hareket kabiliyetini ve

fertilizasyon yeteneklerini olumsuz yonde etkileyebilir (59).

3.5.3. Erkek infertilitesinin diger nedenleri
Yas; lilerleyen yasla birlikte sperm parametrelerinde bozulmalar meydana gelir ve

erektil disfonksiyon daha sik goriiliir (60).

Tiitlin Kullanimi; Sigara tiiketimi, sperm sayisint ve kalitesini olumsuz etkileyen

reaktif oksijen tiirlerinin artmasina neden olur (62).

Obezite; Hormon dengelerinde bozulmalara ve testikiiler sicaklikta artisa yol agarak

infertilite riskini artirir (63,64).

Kimyasal Ajanlar; Kursun ve kadmiyum gibi agir metaller, sperm fonksiyonlarim

olumsuz etkiler (66,67).

Asirt Sicak; Yiksek sicakliklar spermatogenezi bozarak sperm DNA’sinda hasara

neden olabilir (68,69).

Oksidatif Stres; Reaktif oksijen tiirleri, sperm membranlarina zarar vererek

infertiliteye yol agabilir (70,71).

3.5.4. Erkek Infertilitesi Tam Yéntemleri

Erkek infertilitesinin tanisinda, ayrintili bir tibbi 6ykii, fiziksel muayene, semen analizi
ve hormonal degerlendirme gibi yontemler kullanilmaktadir. Bunun yami sira,
kromozomal analizler ve sperm fonksiyon testleri gibi ileri tan1 yontemleri de 6nemli

bir yer tutar (73).
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3.5.5. Anamnez

Tani slirecinde hastanin gegmisteki saglik durumlari, gegirdigi cerrahi miidahaleler ve
cinsel yolla bulasan hastaliklar gibi bilgiler dikkatle incelenmelidir. Ayrica hastanin
yasam tarzi, ¢evresel maruziyetleri, mesleki risk faktorleri ve kullanilan ilaglar da

sorgulanmalidir (74,75).

3.5.6. Fiziksel Muayene

Fiziksel muayene, varikosel gibi yaygin sorunlarin teshisinde kritik bir rol oynar.
Bunun yaninda, hormonal dengesizlikler veya malignite belirtileri de fiziksel
incelemeler sirasinda tespit edilebilir. Testislerin biiyiikligli, kivami, yerlesimi ve
epididim yapis1 gibi 6zelliklerin degerlendirilmesi fiziksel muayenenin temel unsurlari

arasindadir (76-79).

3.5.7. Semen Analizi
Semen analizi, erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan testlerden
biridir. Bu test, sperm iiretim kapasitesini ve fonksiyonlarini 6l¢meyi amaglar ve hem

tirologlar hem de kadin dogum uzmanlari tarafindan yaygin sekilde uygulanir.

Semen analizi yapilacak hastalara genellikle 3-5 giinliik bir cinsel perhiz Onerilir.
Mastiirbasyon yoluyla elde edilen semen ornegi, kontaminasyondan korunarak
laboratuvara ulastirilir. Laboratuvarda 6rnek, 37°C’de yaklasik 15 dakika bekletilerek
stvilagsmast  (likefaksiyon) saglanir. Sivilasmis semen Ornegi makroskobik ve

mikroskobik olarak analiz edilir.

Analiz sirasinda degerlendirilen baglica parametreler sunlardir:

e Sperm Sayisi: Sperm yogunlugunun degerlendirilmesi.

e Hareketlilik (Motilite): Sperm hiicrelerinin hareket etme yetenegi.

e Canlilik (Vitalite): Sperm hiicrelerinin yasam orani.

e Morfoloji: Sperm hiicrelerinin yapisal O6zellikleri ve normal goriintimlii

spermlerin orani (80).
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3.5.7.1. Makroskobik Degerlendirme
Infertil bireylerden alinan semen ornekleri, ilk asamada rengi, kokusu, miktari,

likefaksiyon durumu, viskozitesi ve pH degeri agisindan analiz edilir.

3.5.7.1.1. Likefaksiyon
Semen &rnegi genellikle pihtilasmis (yart kat1) halde alimir. Ornek, inkiibatdrde

bekletildiginde, birkag dakika i¢inde piht1 ¢oziilmeye baslar. Semen, 15-60 dakika
icinde homojen ve akiskan hale gelir. Likefaksiyon bu siire i¢inde gerceklesmezse,
analiz raporuna not diisiilmelidir. Gecikmis durumlarda mekanik veya enzimatik
yontemlerle miidahale edilebilir. Mekanik yontemde pipet kullanilarak karigtirma

yapilirken, enzimatik yontemde proteaz enzimi uygulanir (80).

3.5.7.1.2. Viskozite
Likefaksiyon tamamlandiktan sonra semen viskozitesi 6l¢iiliir. Pipet yardimiyla alinan

ornek bir damla olarak birakilir ve pipet ile damla arasindaki ipliksi yapinin uzunlugu
degerlendirilir. Normal viskozitede, damlalar seri sekilde diiserken; anormal
viskozitede ipliksi yapilar olusur. Bu iplikgikler yaklasik 2 cm uzunluga ulasabilir
(80). Toplam sperm sayisim1 belirlemek i¢in semen hacminin dogru o6lgiilmesi
gereklidir. Bu islem, genis agizli 6l¢iim silindiri veya serolojik pipet yardimiyla yapilir
(80).

3.5.7.1.3. Semen pH Degeri
Semen pH’s1, siv1 igeriginin pH degerini yansitir. Ornek alindiktan sonra, 30 dakika

icinde pH 6l¢iimii yapilmalidir. Buislem, 6.0-10.0 araliginda 6l¢tim yapan pH kagitlar

ile gerceklestirilir. Normal semen pH degeri 7.2 nin iizerinde olmalidir (80).

3.5.7.2. Mikroskobik inceleme
Spermin mikroskobik analizi, faz kontrast mikroskobu kullanilarak ger¢eklestirilir. Bu

analiz sirasinda sperm sayisi, hareketliligi, canlilig1 ve morfolojisi degerlendirilir.

3.5.7.2.1. Sperm Sayisi
Likefiye edilmis semen Ornegi pipet yardimiyla alinarak Makler sayim kamerasina

damlatilir ve faz kontrast mikroskobunda x20 biiyiitme ile incelenir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) kriterlerine gore, sperm sayisinin alt sinirt mililitre bagma 15x10°
olarak belirlenmistir. Toplam sperm sayis1 ise semen hacmi ile ¢arpilarak hesaplanir

ve WHO kriterlerine gore en az 39x10°¢ olmalidir.
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Makler kamerasinda spermler esit sekilde dagitilarak kare basina diisen sperm sayisi
belirlenir. Kare bagina birden fazla sperm diismesi durumunda 10 kare analiz edilir;
tek sperm diisiiyorsa 100 kare incelenir. Eger semen 6rneginde sperm bulunmuyorsa,
ornek bir yikama medyumu ile karistirilarak santrifiij edilir ve mikroskop altinda tekrar

degerlendirilir (80).

Sekil 9. Makler sayim kamerasi ve faz kontras mikroskobundaki goriintiisii (134).

3.5.7.2.2. Sperm Motilitesi
Makler kameraya yerlestirilen semen 6rnegi, faz kontrast mikroskobu kullanilarak x20

biiyiitmede incelenir. Inceleme sirasinda 200 sperm hiicresi, hareketlilik durumlarina

gore li¢ kategoriye ayrilarak degerlendirilir:

1. lleri Hareketli Spermler
2. Yerinde Hareketli Spermler

3. Hareketsiz (Immotil) Spermler

Bu kategorilere gore yapilan siniflandirma, sperm hareketliliginin belirlenmesinde

Oonemli bir olgiittiir (80).

3.5.7.2.3. Sperm Vitalitesi
Sperm vitalitesi, membran biitiinliigiinii degerlendirmek i¢in kullanilan bir testtir ve

ozellikle ileri hareketli sperm oraninin %40°1n altinda oldugu durumlarda uygulanir.

Bu test, Hipoozmotik Sisme (HOS) ve Eosin Y Boyamayontemleriyle gerceklestirilir.

e EosinY Boyama:
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Bu yontemde, membrani saglam olan vital spermler boya almaz ve seffaf
sekilde goriiniir. Buna karsilik, membran biitiinliigli bozulmus spermler boyay1
sitoplazmaya alarak koyu pembe renkte gériiliir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO)

kriterlerine gore sperm vitalitesi i¢in alt referans degeri %54 tiir.
e HOS Testi: H

OS testi, hipotonik bir ortamda hareketsiz spermler iizerinde uygulanir ve
membrant saglam olan spermlerin sisme durumunu gézlemlemeye dayanir. Bu
test, 1984 yilinda Jeyendran ve ¢alisma arkadaslari tarafindan tanimlanmis ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan boyama yontemlerine bir alternatif
olarak Onerilmistir. HOS testi, Ozellikle in vitro fertilizasyon (IVF)

stireclerinde sperm sec¢imi i¢in kullanilabilir.

Casper ve calisma arkadaglarinin yaptigr bir arastirmada, immotil spermlerle
gerceklestirilen intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunda (ICSI), hipoozmotik sisme
testi uygulandiginda fertilizasyon oran1 %43, klivaj orani ise %39 olarak bulunmustur.
Buna karsin, rastgele se¢ilen spermlerle yapilan ICSI'de bu oranlar fertilizasyon igin

%26 ve klivaj i¢in %23 olarak rapor edilmistir.

HOS testinin, taze ejakiilat Orneklerinde etkili oldugu gosterilmigtir. Ancak
dondurulmus ve ¢oziilmiis semen Orneklerinde sperm vitalitesini degerlendirmede

yeterli olmadig1 belirtilmistir (81).

Sekil 10. Eosin Y testi sonrasi canli ve 6lii sperm hiicreleri (81)
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Sekil 11. Farkli asamalarda HOS testi sonrasi sperm goriintiileri (135)

3.5.7.2.4. Spermatozoa Agregasyonu
Hareketsiz sperm hiicrelerinin mukus iplik¢ikleri gibi kalintilarla veya sperm dis1

hiicrelerle birleserek bir araya gelmesi durumudur (80).

3.5.7.2.5. Sperm Agliitinasyonu
Hareketli spermatozoonlarin birbirlerine bas basa, kuyruk kuyruga ya da bas ve kuyruk

kisimlari karisik olacak sekilde yapismasi sonucu bir arada bulunmasidir (80).

3.5.7.2.6. Morfolojik Degerlendirme
Likefaksiyonu tamamlanmis ejakiilat 6rnegi, bir lam iizerine yayilir ve hava ile temas

ederek kurutulur. Daha sonra fiksasyon islemi uygulanarak sperm hiicreleri lamlara
sabitlenir. Bu islemin ardindan, giincel IVF laboratuvarlarinda iki farkli boyama

yontemi kullanilarak sperm hiicreleri boyanir. Kullanilan boyalar sunlardir:

e Diff-Quik Boyama Yo6ntemi

e Spermac Stain Boyama Y dntemi
Diff-Quik Boyasi
Diff-Quik boyasi, ti¢ farkli soliisyondan olusur:

1. Fiksatif Soliisyon
2. Xanten Soliisyonu (Stain 1)
3. Tiyazin Soliisyonu (Stain 2)
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Diff-Quik Boyasinin Uygulama Y dntemi

1. Oda sicakliginda kurutulmus yayma preparat, fiksatif soliisyonda 15 dakika
bekletilir.

2. Preparat, Stain 1 soliisyonunda 2 dakika bekletilir ve ardindan steril distile su ile
yikanur.

3. Daha sonra preparat, Stain 2 soliisyonunda yine 2 dakika bekletilir ve tekrar steril
distile suyla yikanir.

4. Boyama islemi tamamlandiktan sonra preparat oda sicakliginda kurutulur ve faz

kontrast mikroskobunda immersiyon yagi kullanilarak x100 biiylitmede incelenir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gére, normal morfolojideki spermatozoon

oraninin alt siir1 %4’tir (80).
Spermac Boyama Yontemi
Spermac boyama yontemi, fiksatif ve A, B, C olmak iizere ii¢ farkli boyadan olusur.

Bu boyalar, spermatozoonun farkli bolgelerini renklendirir.

Spermac Boyama Yo6nteminin Uygulama Adimlari

1. Lam fizerine yayilmis ve kurutulmus preparatlar, fiksatif soliisyonda 10 dakika
bekletilir.
2. Fiksasyon sonrasi preparat steril distile suyla temizlenir ve suyu siiziildiikten sonra

sirastyla:

e A soliisyonunda 1,5 dakika,
e B soliisyonunda 1,5 dakika,

e C soliisyonunda 30 saniye bekletilerek boyanir.

3. Kuruyan preparatlar, faz kontrast mikroskobunda immersiyon yagi ile x100

biiyiitmede incelenir.
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Morfoloji analizi sirasinda 100 spermatozoon incelenir ve her bir anomalinin kaydi

tutulur (80).
Sperm Morfolojik Anomalileri

Normal bir spermatozoonun bas kismi, %40 oraninda sitoplazma ve %60 oraninda
akrozom igerir. Akrozom bolgesinde vakuol veya kist gibi yapilar bulunmamalidir.
Boyun bdlgesi ince bir yapiya sahip olup kuyruk, boynun tam ortasindan ¢ikar ve
incelerek sonlanir. Ancak, tiim spermatozoonlar normal bir morfolojiye sahip degildir.

Bas, boyun veya kuyruk bolgelerinde ¢esitli anomaliler goriilebilir.

e Bas Anomalileri

Bas kismu biiytik, kiiciik, konik, yuvarlak, piriform, vakuollii, amorf ya da ¢ift
basl olabilir. Akrozom, eksik olabilir veya kist gibi yapilar igerebilir. Bu tiir
anomaliler, fertilizasyon siireci ve embriyo gelisimi tizerinde olumsuz etkilere

yol acabilir.

e Boyun ve Orta Kisim Anomalileri

Boyun bolgesi ince veya kalin olabilir. Sitoplazma artig1 bulunmasi ya da basin

asimetrik sekilde boyuna baglanmasi bu grupta yer alan anomaliler arasindadir.

e Kuyruk Anomalileri

Kuyruk bolgesinde birden fazla kuyruk, kisa veya asir1 uzun yapi, kirik, kesik

uclu (tail stump), kivrik ya da spiral sekilli anormallikler gozlemlenebilir (80).
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NORMAL
SPERM

ANORMAL SPERM SEKILLERI

Sekil 12. Normal ve anormal spermler (136)

Tablo 1. Spermiyogram terminolojiler (80).

Sperm Analizi Terminolojilerinin Tanimlar1

lerleyici harekete sahip spermlerin ve normal

Astenoteratozoospermi morfolojiye sahip spermlerin alt referans degerinden az
olmas1 durumudur.
) leri hareketli ssperm hiicrelerinin alt referans degeri
Astenozoospermi
olan %40°dan az olmasidir.
Azospermi Tiim ejakiilatta hi¢ sperm bulunmadigi durumdur.

Globozoospermi

Spermlerde akrozom anomalisinin yogunlukta olup,
hatta hi¢ olmamasi ve sperm basinin morfolojik olarak
yuvarlak olmasidir. Boyle spermlerin ne yazik ki bir

oositi fertilite etme yetenegi yoktur.

Hipospermi

Semen hacminin 2.0 ml alt sinirdan daha az olmasidir

Kriptozoospermi

Semende ilk gdzlemde sperm gdzlenmeyin sperm wash
mediumu ile konsantre edilen drnekte santrifiij sonrasi

sperm goriilmesidir.
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Semendeki 16kositlerin sayisinin {ist sinirdan (1

Lokositospermi .
milyon/ml) fazla olmasidir.
) Degerlendirilen sperm 6rneginde % 25°ten fazla cansiz
Nekrospermi .
sperm hiicresi gozlenme durumudur.
) Hareketliligin %40, morfolojinin %4 ve Mililitredeki
Normozospermi

sperm sayisi 15 milyon/ml veya daha fazla olmasidir.

) ) Hareketliligi ve morfolojisinin normal mililiteredeki
Oligozoospermi .
sperm sayisinin 15 milyon/ml’den daha az olmasidir.

3.1. Sperm Toplama ve Hazirlama Teknikleri

3.1.1. Ejekiilasyon

Semen 6rnegi mastiirbasyon yontemiyle alinmali ve steril, tek kullanimlik bir plastik
kaba yerlestirilmelidir. Ornek, semen sivilastiktan sonra Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
kriterlerine gore analiz edilerek IVF laboratuvarlarinda kullanilmak iizere hazirlanir.
Yumurta toplama giinii aliman semen Orneginin kalitesi diisiikse, ikinci bir 6rnek
alinmas1 miimkiindiir. Likefaksiyon siiresi gegmesine ragmen sivilagmamis semen

orneklerinde, pipetle karistirma islemi uygulanarak viskoz kiimeler agilabilir (82).

Norolojik veya psikolojik nedenlerle 6rnek veremeyen hastalardan prostat {izerine
vibratorle yapilan uyarilar yoluyla sperm elde edilebilir. Retrograd ejakiilasyonu
bulunan bireylerde, mesaneden alinan idrar 6rneginden sperm ayristirilir. Bu iglem
oncesinde, idrarin spermler i¢in zararsiz bir pH seviyesine ulagmasi i¢in hastaya oral

olarak sodyum bikarbonat verilebilir (33).

3.1.2. Cerrahi yontemler

Epididimal veya testikiiler sperm hiicrelerini elde etmek i¢in cerrahi miidahaleler
gerekebilir. Epididimal sperm elde etmek amaciyla mikrocerrahi ya da perkiitan igne
yontemi kullanilabilir. Epididimal aspirasyon, testikiiler fonksiyon bozuklugu olan ya
da obstriiktif azoospermi goriilen bireylerde IVF islemleri i¢in tercih edilen bir

tekniktir.

Testikiiler sperm, acik cerrahi veya gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan micro TESE
yontemiyle elde edilebilir. Testikiiler dokudan alinan 6rnekler, ileri kullanimlar i¢in

dondurularak saklanmalidir (14).
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3.1.3. Dansite-Gradient yontemi

Bu yontem, hareketli, canli ve kaliteli sperm hiicrelerini se¢gmek i¢in kullanilan ve
diisiik sperm parametrelerine sahip bireylerde siklikla tercih edilen bir tekniktir. IVF
ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in kolloidal silika kapl partikiiller

kullanilarak sperm ayrigtirilir.

Prosediir sirasinda, konik bir santrifiij tiiptine 1 ml %90’lik gradient soliisyonu eklenir.
Bunun iizerine dikkatlice 1 ml %45°lik gradient soliisyonu ilave edilerek iki katmanli
bir yap1 olusturulur. Bu katmanlarin iistiine sivilasmis semen 6rnegi dikkatlice eklenir
ve tiip, 10 dakika boyunca 300—400 g kuvvetinde santrifiij edilir. Sperm pelleti, listte
kalan siipernatant sividan ayrilarak pipet yardimiyla homojenize edilir ve 5 ml sperm
wash medyumu eklenir. Karisim, 200 g kuvvetinde 10 dakika daha santrifiij edilir.

Elde edilen pelletteki spermler, kiiltiir islemleri i¢in hazirlanir (80).

@ 1600 rpm’ de 20 dk santrifiy @@
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=
_— e
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Semen [ '} 4 ‘ f@ i I* \ Seminal plazma
ome ‘_';_- I
‘; : 41 — |i= .  Lokositler, ¢okintn
E.:‘l(faz - 5 Hareketsiz, anormal
3 = sperm
- —=—t— i S  Ara faz
u\ —1 Alt faz \(‘
\\ / %90 ¥ )/ Harcketh sperm
\ \ y
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Sekil 13. Dansite-Gradient Yonteminin uygulanisi (137)

3.1.4. Direkt Yiizdiirme Teknigi (Swim-up)

Swim-up ydntemi, sperm hiicrelerinin sperm wash medyumunda bekletilmesi ile
seminal plazmadan kendi hareket yetenekleri aracilifiyla ayrigmasini saglar. Bu
teknik, ozellikle yiiksek motiliteye sahip sperm hiicrelerinin se¢imi icin etkili bir

yontemdir.
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Yontemin uygulanmasinda, bir konik tlipe 1 ml semen 6rnegi yerlestirilir. Tiip 45°
aciyla egimlendirilerek tizerine dikkatlice 1,2 ml kiiltiir medyumu eklenir. Daha sonra
tiip, 37°C sicaklikta bir inkiibatorde 1 saat siireyle bekletilir. Bekleme stiresi sonunda
tiip nazikge dik konuma getirilir ve iist katman dikkatlice baska bir tiipe aktarilir. Ust

kisimda yiiksek motiliteye sahip sperm yogunlugunun bulunmasi beklenir.

Bu yoOntemin avantajlarindan biri, santrifiij isleminin zararli etkilerinden

kacinilabilmesidir (80).

37°C’de 60 dk inkitbasyon

':‘? = S
y. — - = g"c
Sperm yikama =2 ==
medyumu

Medyum igerisinde akuf
spermler

Likefiye semen
omegi

Semen igenisinde naktif
spermler

Sekil 14. Swim Up Yo6nteminin uygulanisi (137)

3.2. Kriyoprezervasyon

1949 yilinda Polge ve ekibi, gliseroliin diisiik sicakliklarda koruyucu etkisini kesfetmis
ve bu gelisme, canli hiicrelerin ve {ireme hiicrelerinin kriyoprezervasyonu igin temel
olusturmustur. Kriyobiyoloji, hiicrelerin, dokularin, organlarin ve organizmalarin
dondurulmasmi inceleyen bir bilim dahdir. Ilk dondurulan hiicre tiirii ise sperm
hiicresidir (83,84). Fertilizasyon ile baslayan biyolojik siire¢, Kriyoprezervasyon

sayesinde biyolojik ritim durdurularak saklanabilir hale gelmistir (85).
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Kriyoprezervasyonun temel amaci, hiicreleri diisiik sicakliklarda, minimum hasar ve

gecici islev kaybiyla koruyabilmektir (85).

Kriyoprezervasyonun Asamalart;

e Kriyoprotektanlarla ilk Temas: Hiicrelerin su molekiillerinin kristallesme
nedeniyle zarar gérmesini 6nlemek i¢in gerceklestirilir.

e Dondurma: Hiicreler, -196°C sicakliga kadar sogutulur.

e Depolama: Hiicreler, diisiik sicaklikta uzun siire saklanir.

e (Cozme (Thawing): Dondurulmus hiicreler yeniden islevsel hale getirilir.

e Kiriyoprotektanlarin Arindirilmasi: Hiicrelerden kriyoprotektan maddelerin

uzaklastirilmasi yapilir.

Ozellikle baslangigtaki sogutma siireci ve ¢cdzme asamalari, kriyoprezervasyonun en
kritik basamaklaridir. -196°C olarak tanimlanan diistik sicaklik, biyolojik islevlerin

tamamen durdurulmasini saglayarak koruma ortami olusturur (86).

3.2.1. Siv1 azot
S1vi azot, havadaki gazlarin ayristirilmasi ile elde edilir. Renksiz, kokusuz ve toksik
olmayan bu madde, -196°C kaynama noktasiyla kriyoprezervasyon iglemlerinde sik¢a

kullanilir.

3.2.2. Kriyobiyolojinin temelleri

Sivi azot, -196°C sicaklikta sivi halde bulunur ve bu sicaklikta tiim kimyasal
reaksiyonlar durur. Kimyasal aktivitelerin inhibe edilmesi, hiicresel islevlerin
tamamen durmas: anlamina gelir. Ancak kriyoprezervasyon bazi durumlarda
hiicrelerin vitalitesinin yavaslamasina veya durmasina yol acabilirken, nadiren hiicre

metabolizmasinda hizlanma da gozlemlenebilir (87).

-196°C sicaklikta karsilagilabilecek baglica istenmeyen olaylar arasinda, radyasyon ve
kozmik 1sinlarin etkisiyle serbest radikal olusumu yer alir. Bu sicaklikta enzimatik
onarim mekanizmalar1 islev gormediginden, iyonlagmalar zararli ve geri doniisii
olmayan DNA kiriklarina neden olabilir. Kriyoprezervasyon iizerine yapilan
aragtirmalarda, in vitro ortamda canli hiicrelerin yaklasik %63 tiniin 200-400 rad

iyonize radyasyona maruz kaldiginda 61duigii tespit edilmistir. Bu radyasyon diizeyinin
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etkilerini anlamak i¢in, diinyanin dogal radyasyon dozunun yilda yalnizca 0.1 rad
oldugunu g6z oniinde bulundurmak oOnemlidir. Buna gore, -196°C’de saklanan
hiicrelerin bu diizeyde zarar gormesi i¢in yaklasik 2000 ila 4000 yil geg¢mesi

gerekmektedir.

Baska bir ¢calismada, ii¢lincii giiniinde 8 hiicreli asamada bulunan fare embriyolarina
2000 yil esdeger radyasyon uygulanmis ve -196°C’de korunan blastomerlerin
tamamen veya kismi dejenerasyon gosterdigi saptanmistir. Ancak bu embriyolardan

dogan yavrularda herhangi bir anomaliye rastlanmamuistir (88).

3.2.3. Kriyoprezervasyonda basariy etkileyen etmenler
Tiip bebek laboratuvarlari i¢in olduk¢a 6nemli olan kriyoprezervasyonu etkileyen

etmeler asagida anlatilmistir.

3.2.3.1. Vitrifikasyon ve ¢c6zme hizlarinin kontrolii

Hiicre i¢i buz olusumu, sogutma hizinin artmasiyla kaginilmaz hale gelir. Her
hiicrenin, hacmi ve membran biitlinliigiine bagli olarak tolere edebilecegi bir sogutma
hizi vardir. Bu hiz, kriyoprotektanlardan bagimsiz olarak hiicre igindeki buz
olusumunu engelleyen en hizli sogutma olarak tanimlanir ve optimum sogutma hiz
olarak adlandirilir. Cesitli hiicreler i¢in optimum sogutma hiz1 belirlenmis olsa da, IVF

uygulamalarinda 6nemli baz1 hiicreler i¢in bu hiz hala kesinlestirilememistir.

Vitrifikasyon sirasinda hiicrelerin hipertonik kosullara verdikleri tepkiler, bir¢cok dis

faktore baglidir. Bu faktorlerin baslicalar1 sunlardir:

e Hiicre Hacmi (V): IVF uygulamalarinda sperm hiicrelerinin ylizey alani/hacim
orani, embriyo ve oositlere gore daha yiiksektir. Bu durum, su gecirgenlik
katsayisinin artmasi nedeniyle, sperm hiicrelerinde asir1 sogumanin daha hizl
gerceklesmesine yol acar.

e Sogutma Hizi: Hiicre ¢api ile dogrudan iligkilidir. Daha biiyiik hiicre ¢apina
sahip oosit ve embriyolar, sperm hiicrelerine gore daha diisilk hizda
sogutulmalidir.

e Plazma Membraninin Su Gegirgenligi (Lp): Membran gegcirgenliginin

yeterliligi, vitrifikasyon basarisinda 6énemli bir rol oynar.

37



e Kiriyoprotektan Aktivasyon Enerjisi (E): Kriyoprotektanlarin etkinligini
belirleyen bir unsurdur.

e Kiriyoprotektan Tirli ve Konsantrasyonu: Kullanilan kriyoprotektanlarin
cesitliligi ve yogunlugu da siireci etkiler.

e Sogutma Hizi (B): Soguma hizi, hiicrenin ihtiyacina goére ayarlanmalidir.
Hiicre icerisindeki su, ekzosmozis ile uzaklastirilarak kimyasal potansiyel
dengesi saglanir. Ancak denge saglanmadan hiicre hizla sogutulursa,
istenmeyen intraselliler donma meydana gelir. Bu durum, hiicre

dejenerasyonuna neden oldugu i¢in vitrifikasyonda kesinlikle 6nlenmelidir.

Arastirmalar, embriyolarda en yiiksek canlilik oranlarinin 0,3°C/dakika sogutma

hizinda elde edildigini gostermistir (87).

3.2.3.2. Buz formasyonu

15°C’nin altinda kriyoprotektan iceren ¢ozeltilerde buz olusumu meydana gelir. Bu
durum, "super cooling" yani asir1 soguma olarak adlandirilir. Asir1 soguma, bir sivinin
sivi fazindan kati1 fazina gegmeden, normal donma noktasinin altinda bir sicakliga
kadar sogumasini ifade eder. Sivinin yar1 kararli bir durumda olmasi, i¢indeki
partikiillerin enerjilerini kaybetmesine ragmen kristal forma gegememesine yol acar.
Ancak, bu asamada siviya kii¢iik bir kristal eklenerek ("seeding"), kristallesme siireci

baglatilir ve sicaklik tekrar donma noktasina yiikselir (89,90).

IVF uygulamalarinda sperm hiicreleri, embriyolar ve blastosistlerin ortamlarinda
kontrollii buz olusumunu saglamak i¢in ¢caligmalar yapilmis ve farkli sogutma hizlari
denenmistir. Hasar olusturabilecek hizlar tespit edilmeye calisilmigtir. Arastirmalar, -
9°C'nin altinda baglatilan niikleasyon siirecinin hiicrelerde diisiik vitalite oranlarina yol
actigini; buna karsin, -5°C ile -7.5°C arasinda ger¢eklesen ¢ekirdeklenme siireglerinin

daha yiiksek vitalite oranlari sagladigini gostermistir.

Bugiin IVF laboratuvarlarinda bu bulgulara dayanarak belirlenmis sogutma hizlar
kullanilmaktadir. Canli hiicrelerin dondurulmasi amaciyla kullanilan straw ve vial gibi
materyaller, -7°C’ye kadar sivi azot ortaminda sogutulur. Bu islemle termal denge
saglanir. Daha sonra, buz olusumunu baslatmak icin vial veya straw dis yiizeyine

soguk forseps ile dokunulur. Bu islem, vial ya da straw ylizeyinin sicakligin1 aniden
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icindeki ¢ozeltinin erime noktasina yiikselterek buz olusumunu baslatir. Ardindan, -

7°C’den itibaren dakikada 2.5°C’lik bir hizla sogutma islemine devam edilir.

Yavas soguma sirasinda hiicresel dehidratasyon olusur. -5°C'nin altindaki
sicakliklarda, hiicreler ve g¢evresindeki ortam asir1 soguma ve kriyoprotektanlarin
donma noktasini diigiirme etkisi nedeniyle genellikle donmamis halde kalir. -5°C ile -
15°C arasinda, hiicre disinda dogal ya da uyarici bir etkiyle buz olusumu gozlemlenir.
Buna karsin, hiicre i¢i sivi donmaz. Bunun nedeni, plazma zarmin hiicre i¢inde buz
kristalleri olusumunu engellemesidir. Hiicre iginde bulunan asirt soguk sivi, disaridaki
yart donmus c¢ozeltiye kiyasla daha yiiksek kimyasal potansiyele sahiptir. Bu
potansiyel fark, hiicre i¢indeki sivinin disar1 ¢ikarak dis ortamda donmasina yol acar

(90).

3.2.3.3. Kimyasal koruma

Kriyoprotektanlar, tireme hiicrelerini dondurma sirasinda koruyan kimyasal
maddelerdir. Bu maddeler, intraselliiler kristal olusumunu engelleyerek, ¢c6zme islemi
stirasinda kristallerin meydana gelmesini 6nler ve membran stabilitesinin bozulmasina
kars1 koruma saglar. Kriyoprotektanlar, su molekiilleriyle hidrojen baglar1 olusturarak
buz kristallerinin boyutlarini kiigiiltiir ve bu sekilde koruma etkisi gosterir. Gliserol ve
propanediol, hidroksil gruplar1 (-OH) araciligiyla koruma saglarken, dimetil siilfoksit
(DMSO) bu islevini oksijen atomu iizerinden gercgeklestirir. Ayni1 zamanda
kriyoprotektanlar, medyumun donmamis kismindaki elektrolit konsantrasyonlarini

azaltarak hiicre korumasini gii¢clendirir (91).

Hiicreler, dondurma islemi oncesinde kriyoprotektanlarla 5-15 dakika siireyle inkiibe
edilir. Bu islem, hiicre i¢inde intraselliiler dengenin saglanmasini amaglar (92).
Dondurma islemi sirasinda hiicrelerin zarar gérmemesi, plazma membranindan suyun
ve kriyoprotektanlarin basit diflizyon ve hizli transport mekanizmalar ile gegigine
baglidir. Son yillarda, membran iizerinde transport gorevini yerine getiren su kanallari
tespit edilmistir. Bu protein yapilarinin dondurma medyumuna eklenmesi, hiicrelerin

kriyoprezervasyon sirasinda canli kalma oranini artirmaktadir (91).

Sperm hiicrelerinin plazma membrani, dis akrozomal membran ve mitokondri

membrant, dondurma ve ¢ézme islemlerine karsi olduk¢a duyarlidir. Bu membranlar,
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protein, glikoprotein ve glikolipitlerden olugmus, ¢ift sira fosfolipit katmanina sahip
klasik bir hiicre membran1 yapisini igerir. Membranlarin termodinamik o6zellikleri,
%65-70 oraninda doymamis fosfolipit icermesi nedeniyle sogutma sirasinda geri
doniisiimsiiz faz degisimlerine ugrayabilir. Bu siire¢, membranin s1vi fazdan yar1 kati
faza gegisine yol agar ve membran i¢indeki enzim kinetiginin bozulmasina neden olur.
S1v1 fazdan yar1 kat1 faza gecis, membran proteinlerinin iglevlerini etkileyerek hiicrede

hasar olusturabilir (129, 134).

S1v1 fazdan yar1 kat1 faza gegis, membran proteinlerinin iglevselliginde degisikliklere

neden olur (89,92,93).

3.2.3.3.1. Permeabl kriyoprotektanlar
Hiicre zarindan gecis yapabilen permeabl kriyoprotektanlar arasinda en yaygin

kullanilanlar DMSO, gliserol, etilen glikol ve propilen glikoldiir. Bu kriyoprotektanlar,
hiicre zarindan igeri girerek koligatif etkiler yoluyla koruma saglar. Koruyucu etkileri,
donma sirasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmak, dehidrasyonu
diizenlemek, protein yapilarini korumak ve diisiik sicakliklarin neden oldugu ozmotik
daralmay1 azaltmak suretiyle ortaya c¢ikar. Permeabl kriyoprotektanlar, buz
kristallerinin olusumunu -40°C’ye kadar diislirerek hiicrelerin zarar gdérmesini
engeller. Bu maddelerin hiicre i¢ine gecisi; ¢ozeltilerin gegirgenlik ozellikleri, hiicre
i¢i ve dis1 konsantrasyon farklari, sicaklik ve hiicre ylizeyi ile dogrudan iliskilidir (94,
95, 96, 97).

3.2.3.3.2. DMSO (Dimetilsiilfoksit)
DMSO, hem su hem de organik ortamda ¢dziinebilen amfipatik bir bilesiktir. Bu

ozelligi, dondurma ¢ozeltilerinde kullanilan kriyoprotektanlarin toksisitesini azaltma
potansiyelini artirir. Hiicrelerin DMSO’ya maruz kalma siiresinin kisaltilmasi ve
permeabl olmayan kriyoprotektanlarin tercih edilmesi, toksisiteyi azaltmak igin

Onerilen stratejilerdir (98).
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3.2.3.3.3. Giliserol
Gliserol, yiiksek hidrofilik 6zelliklere sahip bir bilesiktir. Karbon/hidroksil (C/OH)

oranindaki esitlik, gliseroliin sperm dondurmadaki etkinligini artirir. Ancak gliseroliin
toksisitesi tiire gore farklilik gosterebilir. Bu toksisite, hiicrelerin membran biyoenerji

dengesi ve ozmotik stres nedeniyle olumsuz etkilenmesi ile kendini gosterir (99, 100).

3.2.3.3.4. Etilen glikol
Etilen glikol, su, alkol ve aseton gibi maddelerle karigabilen, ancak eter icinde

¢oziinmeyen renksiz ve viskoz bir bilesiktir. Donma noktast -13°C, kaynama noktasi
ise 198°C’dir. Etilen glikol, dondurma ve ¢dzme sirasinda sperm hiicrelerinde

meydana gelen zararlar1 6nlemede gliserol ile benzer diizeyde koruyucu etki saglar

(101).

3.2.3.3.5. Amid tiirevi kriyoprotektanlar
Amid tiirevi kriyoprotektanlar, 6zellikle veterinerlik alaninda aygir spermlerinin

dondurulmasinda gliserolden daha iyi koruma saglar ve daha az kontraseptif etki
gosterir (101).

3.2.4. Kriyoprezervasyon metotlari
Kriyoprezervasyon Yontemleri Gilinlimiizde IVF laboratuvarlarinda ¢ farkh

kriyoprezervasyon yontemi uygulanmaktadir.

3.2.4.1. Klasik yavas dondurma
Klasik yavas dondurma teknigi, genellikle embriyo ve oositlerin dondurulmasinda
tercih edilmektedir. Bu yontemin uygulanmasi sirasinda bir¢cok degisiklik ve cesitli

islem basamaklar1 yer almaktadir. Yontemin temel adimlar1 asagidaki gibidir:

e Kriyoprotektanin eklenmesi,

e Hiicrelerin viallere yerlestirilmesi,

e Viallerin dondurma cihazina yerlestirilmesi,
e Kiristalizasyonun baslatilmasi,

e Yavas sogutma,

e Sivi azot icerisinde saklama,

e Numunelerin ¢oziilmesi ve kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi.
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Buz kristallerinin yol acabilecegi zararlari 6nlemek ig¢in hiicrelerin dehidrasyonu
gereklidir. Bu amagla, yaklasik %10—11 oraninda kriyoprotektan iceren 6zel ¢ozeltiler
kullanilmaktadir (102). Kriyoprotektanin eklenmesiyle birlikte hiicreler dengeleme
asamasina birakilir ve bu siiregte hiicre igindeki su kaybolur. Bu durum, hiicre zarinin
suya kiyasla kriyoprotektana daha gecirgen olmasi ve dis ortamin hiperozmotik
ozelligi ile iliskili bir mekanizmadir. Su kaybi ve kriyoprotektanin dengelenmesi

saglandiginda, hiicrenin biiziisme siireci sona erer (103).

Yavas dondurma sirasinda biyolojik yapilar iki temel riskle karst karsiya kalabilir.
Birinci risk, hizli sogutma sonucunda hiicre i¢inde buz olusumudur. Diger risk ise fazla
yavas sogutma durumunda eriyik benzeri yapilarin yogunlugunun artmasi nedeniyle
ortaya ¢ikan hasardir (104). Sogutma orani asiri yavas oldugunda soguk hasari
meydana gelebilir. Sogutma hizinin dogru bir sekilde ayarlanmasi i¢in hiicre zarinin
yapisi, zarin su ve kriyoprotektan gecirgenligi ile ylizey/hacim orani gibi faktorler

dikkate alinmalidir (105).

Pek cok kriyoprotektan, hiicre i¢cine suyun c¢ikisina kiyasla daha yavas girdigi icin
hiicrelerin dehidrasyonuna neden olur. Bu durum kriyoprotektanin uzaklastirilmasi
sirasinda tersine doner. Dilatasyon asamasinda, medyumdan hizli bir sekilde su
hiicreye girerken kriyoprotektan ayn1 hizda ¢ikamaz ve bu, hiicrenin sismesine yol
acar. Bu etkiyi engellemek amaciyla dilatasyon medyumlarina hiicre zarmdan
gecemeyen siikroz eklenir. Siikroz, suyun hiicreye giris hizin1 azaltarak ozmotik soku

onler (106).

3.2.4.2.Ultra hizh dondurma

Ultra Hizli Dondurma Bu yontem, Trounson ve Sjoblom tarafindan gelistirilmistir.
Ultra hizli dondurma, kismen dehidre edilen hiicrelerin dakikada yaklasik 1250°C
hizla sogutulmasiyla gergeklestirilen bir tekniktir. Bu yontemde genellikle 2-4,5 M
yogunlukta gliserol, propanediol, DMSO veya etilen glikol gibi hiicre zarindan gegen
kriyoprotektanlarla birlikte, siikroz, laktoz ve galaktoz gibi hiicre zarindan gecemeyen
maddeler kullanilmaktadir. Kisa bir dengeleme siireci olan 30 saniye ile 3 dakika

arasinda hiicreler, s1v1 azot buharinda bekletilip daha sonra siv1 azota daldirilir.
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Bu yontem sirasinda, ekstraseliiler sivida buz kristalleri olusurken, hiicre i¢indeki
stvida buz olusumunun engellenmesi miimkiin degildir. Bu sebeple, diger
kriyoprezervasyon tekniklerine kiyasla daha diisiik bir hayatta kalma oranina sahiptir.

Dolayisiyla, kriyoprezervasyon yontemleri igerisinde en az tercih edilen tekniklerden

biridir (107).

3.2.4.3.Vitrifikasyon

Vitrifikasyon, kriyoprezervasyon alaninda devrim niteliginde bir teknik olarak kabul
edilmektedir ve ozellikle buz kristali olusumunu tamamen engelleme ozelligiyle
dikkat ¢eker. S6z konusu metot, diisiik sicakliklarin biyolojik materyaller tizerinde yol
acabilecegi hasarlari1 minimuma indirmeyi hedefler. Burada belirtilen bazi temel

noktalar sunlardir:

e Buz Kiristali Olusumunun Engellenmesi: Vitrifikasyonun temel avantaji, buz
kristallerinin olusmasini tamamen engelleyerek hiicresel yapilar1 korumasidir

e Hizli Sogutma: Vitrifikasyon sirasinda, yiiksek sogutma hizlar1 (6rnegin
saniyede 107°C gibi) sayesinde zararli sicaklik araliklar1 hizla gegilir.

e Cam Benzeri Yap1: Bu yontem, sivinin donmadan agir1 sogutulmasi sonucu
viskoz bir cam benzeri duruma gegisine dayanir.

e Kullanim Alanlari: IVF laboratuvarlarinda siklikla sperm, oosit ve
embriyolarin saklanmasi i¢in kullanilir. Cézme sonrasinda yiiksek canlilik

oranlar elde edilmesi, bu yontemi popiiler hale getirmistir.

3.2.5. Dondurma esnasinda hiicrede meydana gelecek degisiklikler

Dondurma islemi sirasinda germ hiicrelerinde meydana gelen ani sicaklik
degisiklikleri, hiicrelerde ¢esitli degisimlere yol acar. Dondurma islemi sirasinda IVF
laboratuvarinda hiicreler 37°C’de bulunur. Sicakligin 37°C’den 7°C’ye diismesi,
hiicredeki enzimatik reaksiyonlarin yaklasik sekiz kat azalmasina neden olur. Sicaklik
diisiisti, dis ortam kosullarinin etkisiyle hiicrenin bulundugu soliisyonlarda fiziksel ve
kimyasal degisiklikler olusturur. Canli hiicrelerin dondurulmasinda, suyun fiziksel
form degistirmesi dnemlidir. Hiicre i¢indeki su s1v1 halden kristal forma gecer. Ozetle,
dondurma iglemi sirasinda hiicre igindeki suyun biyolojik kristallesme ile sekil

degistirmesi gergeklesir (93).
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Dondurma islemi sirasinda hiicrelerde meydana gelen degisiklikler sunlardir:
Coziiciiler ve tuz c¢ozeltileri siv1 fakat yiiksek viskozitede bir fazda bulunur. Su, buz
kristallerine doniiserek sividan kati hale gecer. Ani sicaklik diisiisiiyle olusan buz
kristalleri, hiicreyi koruyan membrana ciddi zararlar verebilir. Sicaklik diistiiglinde
buz kristalleri olusur. Bu kristaller, tuz ¢ozeltilerinin ekstraseliiler ortamda ¢oziiciilitk
etkisini azaltir. Su-tuz-buz karigimi kristallestiginde buna 6tektik nokta denir. Tuz
bilesenleri, suyun kristallesmesi ile oOtektik noktalarina ulasir. Normal Kkiiltiir
cozeltilerinde bu noktalar -10°C ile -17°C arasinda, sodyum kloridde ise -25°C’dedir.
Kriyoprotektif ajanlarin bulunmamasi durumunda dejenerasyon artar; hiicreler pH
degisikliklerine ve tuz konsantrasyonlarindaki farkliliklara maruz kalir. Bu durum

lipoprotein denatiirasyonuna ve membran i¢i zorlanmalara yol acar.

Dondurma c¢ozeltisindeki tuz yogunlugu arttiginda hiicre ozmotik bir ortamda su
kaybeder. Bu durum hiicrede dehidratasyona ve biiziismeye neden olur. Hiicre
konsantrasyonundaki biiylik azalmanin hiicrenin 6liimiine yol agtig1r goriilmiistiir.
Kriyoprezervasyon sirasinda ortaya ¢ikan zararlar, hiperozmotik stres, soguk soku
stresi ve ozmotik biiziisme-sisme gibi durumlarla iliskilidir. Hiperozmotik cevre, pH
degisiklikleri, hiicresel dehidrasyon artisi ve membran protein-lipit kompleksindeki
bozulmalara neden olur. Dondurma sirasinda oosit, sperm ve embriyolarda olusan

lipid damlaciklarinin soguk soku hasariyla iliskili oldugu diistiniilmektedir (109).

Soguk soku nedeniyle olusan zararlar su sekilde siralanabilir: Intraseliiler dehidrasyon,
membran lipid ve proteinlerinin denatiirasyonu, hiicre ve ER’de ozmotik sisme,
plazma membraninda intramembrandz kiimelenme, spermlerde akrozomal enzimlerin
salimmminin durmasi, sperm motilitesinde ve sirkiiler hareketinde kayip (107, 108,
109). Bu siireclerin sonucunda hiicrelerde apoptozis, serbest radikal olusumu, ATP
sentez basamaklarinin bozulmasi, dollenme oranlarinda azalma ve genetik olarak

anormal embriyo gelisimi gozlemlenir (102).

3.2.6. Ozmotik stres ve ozmotik sisme

Ozmotik stres, germ hiicrelerinin dondurulmasinda karsilagilan en kritik asamalardan
biridir. Dondurma islemi sirasinda hiicreler hiperozmotik bir ortama maruz kalirken,
¢ozme islemiyle bu durum ortadan kalkar. Ozmotik stres, hiicre i¢i ve disindaki

ozmotik farkliliklar nedeniyle olusur ve bu farkliliklarin biiyiikligii, hiicreden
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uzaklagtiritlan su miktarina baghidir. Hiicre ortamindan suyun uzaklastirilmasi,

dondurma ortaminda kullanilan kriyoprotektan yogunluguyla iliskilidir (163).

Kriyoprotektanlarin eklenmesi, ortami hiperozmotik hale getirerek hiicrede su kaybina
ve dehidrasyona yol agar. Daha sonra hiicre i¢ine alinan kriyoprotektanlar, hiicreyi
yeniden sigirerek izozmotik bir duruma ulagmasini saglar (110). Ancak bu tekrar eden
degisimler, kritik sinirlar astiginda, hiperozmozise bagl olarak geri doniisii miimkiin
olmayan membran hasarlarina neden olur. Hiicredeki kiiciik porlar, sodyum ve
potasyum iyonlarmin giris-¢ikisini diizenler; ancak bu durum, hipo ozmotik strese ve

kolloidal ozmotik hemolizin artisina zemin hazirlayabilir (111).

Aragtirmalar, hizli sogutmanin hiicrede kristallesme kaynakli hasar olusturdugunu,
yavasg sogutmanin ise hiicrelerin kriyoprotektanlara uzun siire maruz kalmasi veya asir1
biiziismesi nedeniyle zarara yol actigin1 gostermektedir (112). Sonug olarak, hiicreler
soguk soku yasadiklarinda membranlarinda ve ozmotik yapilarinda degisiklikler
meydana gelir. Bu degisiklikler, hiicrelerin canlilik oranlarini ve fonksiyonlarin
olumsuz etkiler. Oosit ve sperm hiicreleri bu tiir zararlar agisindan daha hassastir.
Germ hiicrelerinin dondurulmasini takiben yapilan ¢6zme islemi sonrasi canlilik oran,

dollenme basarisini dogrudan etkiler (111).

3.2.7. Sperm kryoprezrvasyonu

[k sperm dondurma bankasi 1972 yilinda kurulmus ve bir yildan daha uzun siire
saklanan sperm ile dogan ilk saglikli bebek 1973 yilinda diinyaya gelmistir. Tyler IVF
merkezinde 20 yildir saklanan sperm ile bir bebegin diinyaya gelmesi ise 1998 yilinda
gerceklesmistir. Sperm hiicreleri, dondurularak uzun siire muhafaza edilebilir ve
minimal kriyozararla ¢oziiliip yardimei iireme tekniklerinde (YUT) kullanilabilir. Bu
islem, YUT prosediirlerinde énemli bir yere sahiptir ve belirli endikasyonlara bagl

olarak uygulanmaktadir:

o Kemoterapi ve Radyoterapi: Sperm parametreleri normal olan hastalarda
kemoterapi ve radyoterapi tedavileri Oncesinde sperm hiicrelerinin
dondurulmasi.

e ilag Kullanimi: Spermatogenezi olumsuz etkileyebilecek ilaglarm kullanimi

Oncesinde ejakiilatta bulunan spermlerin saklanmasi.
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e Testis Cerrahisi: Testis cerrahisi Oncesinde ejakiilattan tekrar sperm elde
edilemeyecek durumlar i¢in sperm hiicrelerinin dondurulmasi.

e Azoospermi Vakalar:: Obstriiktif ve nonobstriiktif azoospermi vakalarinda
testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile elde edilen spermlerin korunmasi.

e Cerrahi Tekrarmin Onlenmesi: Basarili TESE operasyonlar1 sonrasi cerrahi

islemleri tekrarlamamak icin elde edilen hiicrelerin saklanmasi.

Spermler ejekiilator kanallardan ayrildiklarinda plazma membran lipidlerinde ve
proteinlerinde fiziksel ve kimyasal degisiklikler meydana gelir. Farkli gelisim
evrelerindeki spermler, dondurma ve ¢6zme siireglerinde farkli 6zellikler gosterir.
Ejakiilat spermleri, epididimal ve testikiiler spermlere gére daha dayaniklidir. Ancak,
kriyoprezervasyon sirasinda laboratuvar kosullarindan kaynaklanan hatalar spermlere
zarar verebilir. Bu zararlar motilitede azalma, sperm-oosit fiizyon kapasitesinde diisiis
veya plazma membran lipid peroksidasyonuna bagli fertilizasyon oranlarinda azalma
seklinde gorilebilir. Bu problemler, serbest oksijen radikalleri (ROS), ozellikle
hidrojen peroksit seviyesindeki artis ile iligkilidir (113).

Insan spermleri, mekanik islemlere olduk¢a direnglidir. IVF uygulamalarinda
kullanilan pipetleme, karistirma ve santrifiij islemleri sperm iizerinde ciddi bir etki
yaratmaz (114). Ancak kriyoprezervasyon sirasinda motilite ve canlilik olumsuz
etkilenebilir. Bu durumu onlemek i¢in bazi aragtirmacilar, kiiltiir ortamina askorbik
asit, katalaz, E vitamini veya medikal bitkiler gibi antioksidanlar eklenmesini

Onermektedir.

Dondurma ve ¢ézme siireglerinde, spermlerin mitokondri yapilarinda olumsuz etkiler
gdzlenmistir. Bu durum, IVF uygulamalarinda diisiik fertilizasyon oranlarina, kalitesiz
embriyo gelisimine ve diisiik gebelik oranlarina yol acabilir. Elektron mikroskop
goriintiilemeleri, dondurulup ¢oziilen spermlerin 6zellikle boyun bolgesi ve akrozomal

plazma membraninda sisme ve par¢alanma oldugunu gdstermistir (115, 116).

3.3. Medikal Bitkiler

Tarih boyunca insanlar, ¢evrelerindeki bitkileri pek ¢ok farkli amacla kullanmistir.
Hastaliklarin tedavisi, gida temini, barinma, korunma ve 1sinma gibi temel ihtiyaclar

i¢in bitkilerden faydalanilmistir. Gliniimiizde ise bu kullanim, bilimsel yaklagimlarla
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daha sistematik ve bilingli hale gelmistir. ilkel dénemlerde bitkilerin faydalari,
icglidiiler ve deneme-yanilma yontemiyle kesfedilirken, giiniimiizde tip, gida,
eczacilik, kozmetik, tarim ve boya sanayi gibi pek ¢ok alanda bitkilerin etkileri detayl
sekilde arastirilmakta ve uygulanmaktadir. Tiirkiye, hem tarimsal faaliyetler hem de
sahip oldugu zengin bitki ¢esitliligi ile medikal bitkiler bakimindan olduk¢a 6nemli
bir konuma sahiptir (117).

3.3.1. Medikal bitkilerin fertiliteye etkileri

Medikal bitkiler, diisiik maliyetleri, kolay erisilebilir olmalar1 ve dogal yapilar
nedeniyle modern tedavi yontemleri arasinda giderek daha fazla tercih edilen bir
alternatif haline gelmistir. Ozellikle tedavi masraflarinin artmas1 ve kimyasal ilaglarin
yan etkilerine dair endiselerin yayginlagmasi, bitkisel tedavi yontemlerine olan ilgiyi
biiylik 6l¢iide artirmistir. Bununla birlikte, bitkisel tedavi yontemlerinin etkinligi ve
giivenligi konusunda saglik uzmanlarinin gdzetimi altinda uygulanmasi gerektigi

unutulmamasi gereken 6nemli bir konudur.

Bitkisel tedavi yontemlerini tercih eden bireyler arasinda, ekonomik diizeyi diisiik
genc¢ ciftlerin daha sik yer aldigi goriilmektedir. Zini ve ekibinin yaptig
arastirmalarda, infertil erkeklerin %31’inin multivitaminler ve bitkisel iirtinlerden
destekleyici tedavi amaciyla yararlandigi belirlenmigtir (119). Tiirkiye'de Ayaz ve
arkadaslarinin gerceklestirdigi bir baska calismada ise infertil kadinlarin %27’sinin
medikal bitkilerden faydalandigi ve bu kullanimin biiyiik 6l¢lide plasebo etkisiyle
tyilesme sagladigi ifade edilmistir (118).

Japon geleneksel tibbinda kullanilan bitkilerin erkek infertilitesi iizerindeki etkileri
kapsamli bir sekilde incelenmis ve hipogonadizm ile erektil disfonksiyon tedavisinde
%71 oraninda bagsar1 saglandig1 rapor edilmistir (120). Idiopatik oligospermili bireyler
tizerinde yapilan bir baska arastirmada, hastalar iki gruba ayrilmis; bir gruba
testosteron undecanoate gibi alopatik ilaglar, diger gruba ise bitkisel tedaviler
uygulanmustir. Ug¢ ayhik tedavi siirecinin ardindan her iki grupta da sperm
parametrelerinde iyilesme gozlenmis; ancak bitkisel tedavi uygulanan gruptaki
tyilesme oraninin, alopatik tedavi grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu vurgulanmistir

(121).
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Varikoselli erkekler iizerinde gerceklestirilen bir baska c¢alismada ise glinliik olarak
kullanilan at kestanesi preparatlarinin, iki aylik diizenli kullanim sonucunda sperm
fonksiyon parametrelerinde anlamli derecede bir artis sagladigi goriilmiistiir. Bu artis,
kontrol grubuna kiyasla olduk¢a dikkat ¢ekici bulunmustur ve istatistiksel olarak da

anlamli bir sonug olarak degerlendirilmistir (122).

3.3.2. Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.)

Keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Fabaceae (Leguminosae) familyasina ait, yaprak
dékmeyen, ¢ali veya aga¢ formunda biiyiiyebilen, uzun 6miirlii bir bitkidir. Bu bitkinin
kullanim, insanlik tarihine dayamir. Tarihi kaynaklar, ke¢iboynuzunun ilk kez M.O.
4000 yillarinda Eski Misir’da gida ve ilag olarak kullanildigin1 géstermektedir (123).
Halk arasinda harnup, harip ya da balli boynuz olarak bilinen kegiboynuzu,
Tiirkiye'nin zengin florasinda genis bir yayilim alanma sahiptir. Izmir’in Urla
ilgesinden baslayarak Hatay’in Samandag il¢esine kadar uzanan yaklagik 1750 km’lik
kiy1 seridinde dogal olarak yetismektedir. Tiirkiye’de ke¢iboynuzunun yabani, etli ve

susamli gibi farkl tiirleri bulunmaktadir (124).

Keg¢iboynuzu, farkli iklim kosullarinda yetisebilme kapasitesiyle dikkat ¢eker. Iliman
iklim bitkisi olmasina ragmen, kurak ve sicak sartlara son derece dayaniklidir. Bunun
yaninda, diisiik sicakliklara da tolerans gdosterebilir ve zorlu ¢evre kosullarinda
gelisimini siirdiirebilir. Toprak konusunda segici olmayan bu bitki, zayif ve tash
topraklarda bile kolaylikla biiyliyebilir (125). Aga¢ formunda yetistiginde boyu
genellikle 6 ila 20 metre arasinda degisiklik gostermektedir. Cicek yapisi ve dollenme
biyolojisi bakimindan poligam 06zellikler sergileyen kegiboynuzu popiilasyonunda

hem dioik hem de erselik bireyler bir arada bulunabilir (126).

Bitkinin yapraklar1 her zaman yesildir ve ortalama olarak 3-5 cm uzunlugundadir.
Kegiboynuzunun kiiciik, yesil renkli cigekleri, bahar aylarinda goriiliir. Meyveleri
baslangicta parlak yesil renktedir ve olgunlastik¢a koyu kahverengiye doniistir. Meyve
biiyiimesi genellikle Mayis aymda baslar; olgunlagsma ise Haziran ve Temmuz
aylarinda tamamlanir. Hasat donemi ise Eyliil ayindan baslayarak Kasim veya Aralik

aylarina kadar devam eder (127).
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Kegiboynuzu, insan beslenmesinde ve hayvancilikta 6nemli bir yere sahiptir.
Meyveleri; potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, sodyum, selenyum, demir ve
bakir gibi mineraller acisindan oldukc¢a zengindir. Insan gidasi olarak seker, pekmez,
kakao, alkol ve diyet lifi liretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, ilag
endiistrisinde hammadde olarak degerlendirilir (128, 132). Hayvancilik sektoriinde ise

seliiloz, mineral ve protein agisindan zengin igerigiyle hayvan yemi olarak tercih edilir

(123, 129).

Kegiboynuzu ayn1 zamanda fenolik bilesikler acisindan zengin bir kaynaktir. Ozellikle
gallik asit icerigiyle dikkat ¢eker ve bu bilesik giiclii bir antioksidan olarak 6ne ¢ikar.
Arastirmalar, gallik asidin yag oksidasyonunu yavaslatici etkilerini ortaya koymustur
(130, 131). Souli ve arkadaslarmin gergeklestirdigi bir ¢alismada kegiboynuzu
Oziitiinlin, farelerde karaciger hiicrelerini etil alkol kaynakli oksidatif stresten

korudugu belirtilmistir (133).

Keciboynuzu, hem dogal 6zellikleri hem de genis kullanim alanlariyla ¢ok yonlii bir
bitkidir. Bu bitki, hem insan sagligina olan faydalar1i hem de ekonomik degeriyle
dikkat cekmektedir. Tiirkiye’nin zengin biyolojik ¢esitliligi icerisinde énemli bir yere
sahip olan ke¢iboynuzu, siirdiiriilebilir tarim ve dogal tedavi yontemlerinde 6ne ¢ikan

bir bitki olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 16. Keciboynuzu meyvesi ve tohumu (138)
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1.Hasta Grubu

Calismamiza Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Kligine infertilite nedeniyle
basvurmus 25- 40 yas araligindaki 50 (25 normospermi, 25 astenozoospermi) erkek
hasta katilmistir.

50 goniillii hastanin onay1 ile semen 6rnegi alindiktan sonra

Uroloji kliniginden infertilite degerlendirmesi sonras1 geriye kalan semen 6rnekleri
kullanilmistir. infertil 50 erkek hastanin demografik ozellikleri (sigara, aksesuar bez
enfeksiyonu, alkol alimi, yakin zamanda hormonal tedavi, vitamin tiiketimi ve

varikosel bozukluguydu) ¢alismaya dahil edilmemistir.

Sperm voliimii 1,0 ml’den diisiik olan, 16kosit hiicre sayis1 mlI’de 1 milyondan fazla
olan virtual azospermi ve azospermik Ornekler caligma disinda birakilirken; sperm
voliimii 1,5 ml’den fazla olan, sayisi 15 milyonun iizerinde, hareketliligin %40’tan
fazla ve Morfoloji>%4 olan normozoospermik semen 6rnekleri ve sperm voliimii 1,5
ml’den fazla olan, sayist 15 milyonun {izerinde, hareketliligin %40’tan az

Morfoloji>%4 olan astenozoospermili semen 6rnekleri ¢alismaya dahil edilecektir.

Semen 6rnekleri mastiirbasyon yontemi ile 3-4 giinliik 1deal cinsel perhiz sonrasi elde
edilecektir. Mastiirbasyonla elde edilen semen 6rnegi steril ve genis agizli bir kapta
toplanacak ve semenin likefikasyonu i¢in oda sicakliginda 30 dakika beklenecektir.
Tim oOrnekler makroskobik olarak degerlendirildikten sonra mikroskobik
degerlendirme ile sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi ve vitalitesi

degerlendirilmistir.

Hastalardan elde edilen taze semen Ornekleri calismamiz i¢in alti farkli gruba

ayrilmigtir.. Olusturulan bu gruplar asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.
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Tablo 2. Calisma i¢in olusturulan gruplar

Gruplar
L GRUP SADECE GRADIENT YONTEMI ILE YIKANMIS
NORMOZOOSPERMI GRUP
NORMOSPERMIK SEMEN+GRADIENT+DONDURMA
2 GRUP MEDYUMU
NORMOSPERMIK SEMEN+GRADIENT+DONDURMA
3 GRUP MEDYUMU-+Ceratonia siliqua L.
. SADECE GRADIENT YONTEMI ILE YIKANMIS
ASTENOZOOSPERMI GRUP
ASTENOZOOSPERMIK SEMEN+GRADIENT+DONDURMA
> GRY MEDYUMU
ASTENOZOOSPERMIK SEMEN+GRADIENT+DONDURMA
o GRUP +Ceratonia siliqua L.

Tim hastalarda sperm parametreleri (konsantrasyon, motilite, morfoloji ve vitalite)
dondurma oncesinde (taze semen) ve ¢ozme sonrasinda belirlenmistir. Bulgularin
aritmetik ortalamalari hesaplanarak dondurma oncesi ve ¢ozme sonrasi degerler
istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Sperm analizi parametrelerinden, % motilite,
konsantrasyon (mil/ml), % vitalite, % normal morfoloji, % normal DNA
fragmantasyon degerleri ve sperm yikama prosediiriic WHO kriterlerine uygun olarak
yapilmistir [WHO, 2010].

Ornekler mastiirbasyon yoluyla alindiktan sonra 37°C’lik etiivde 15 dakika
bekletilerek likefiye edilmis.. Likefiye olmayan ornekler pipet ile al ver yapilarak
likefiye olmas1 saglandiktan sonra degerlendirilmistir.. Sperm orneklerinin analizi,
ornek verildikten ilk 45 dakikalik silirede tamamlanmistir. Tiim Ornekler analiz
siresince 37 dereceye sabitlenmis 1siticili tablada tutulmustur. Tiim analizler en az 100
sperm hiicresi sayilarak yapilmistir. Dondurmaya uygun olmayacak kadar diisiik

sperm sayisina ya da kalitesine sahip olan 6rnekler calismaya alinmamustir.
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4.2. Sperm Konsantrasyonu

Semen Orneginden Makler sayma kamarasina 10 pl koyulduktan sonra, faz kontrast
mikroskobunda, 40X objektif altinda tiim kareler (100 kare) sayilarak sperm
konsantrasyonu mil/ml olarak belirlenmistir. . Calismamizda, sperm konsantrasyonu

>15 mil/ml olan 6rnekler normal olarak degerlendirilmistir (80).
4.3. Sperm Motilitesi

Likefiye olmus semen 6rneginden lam tizerine 10 pl koyulduktan sonra,Makler sayim
kamersinda, 40X objektifte motilite degerlendirilmistir. Motilite degerlendirilmesin

+4, +3,+2 ve +1 olmak iizere 4 gruba ayrilmistir.

+4 motilite ; belli bir dogruluda ileri hizl haretli spermler

+3 motilite; belli bir dogrultuda ileri hareketli fakat +4 e gore yavas
+2 motilite ; sadece yerinde hareketli spermler

+1 motilite ; immotil yani haretsiz spermlerdir

200 adet sperm degerlendirilerek motilite degeri %4, %3, %Z2ve %1 olarak
belirlenmistir. total motilite degeri ise, %4, %3 ve %2 motilitenin toplami alinarak
hesaplanmistir. Calismamizda, sperm % toplam motilite degeri > %40 olan ornekler

normal olarak degerlendirilerek g¢alismaya alinmigtir (80).
4.4. Sperm Morfolojisi
1. Preparat Hazirlig:

37°C'de likefiye edilmis semenden 5 pl alinarak bir lam iizerine diliie edilmeden
ince bir film tabakasi seklinde yayilir. Hazirlanan preparat, havada 15 dakika

boyunca kurumaya birakilir.

2. Fiksatif Kullanima:
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Preparat, dik sekilde bir sale i¢inde bulunan SpermDif-Quik A Fiksatifine en az 5
kez, en fazla 10 kez daldirilir. Lamin kenar1 saleye degdirilip fazla sivi akitilir.

Steril distile su ile yavasc¢a yikanir ve bir kurutma kagidi ile fazla su emdirilir.
3. Stain I Uygulamasi:

Preparat, dik bir sale igerisinde yer alan SpermDif-Quik Stain I soliisyonuna en az

5 kez, en fazla 10 kez daldirilir. Fazla boya lamin kenarindan akitilir.
4. Stain II Uygulamast:

Preparat, ayn1 yontemle SpermDif-Quik Stain II sollisyonuna en az 5 kez, en fazla 10

kez daldirilir. Steril distile su ile yikanip kurutma kagidiyla fazla su emdirilir.
5. Kurutma ve Inceleme:

Preparat hava ile kurutulur. Boyama islemi tamamlandiktan sonra preparat tamamen

kurudugunda inceleme yapilabilir.
6. Mikroskopik Inceleme:

Preparat, immersiyon yagi altinda 100x biiyilitmeli 151k mikroskobu kullanilarak
incelenir. Tiim alanlar taranarak en az 200 sperm sayilir ve her anormallik kaydedilir.

Sonuglar yiizde olarak ifade edilir.
7. Degerlendirme:

Kruger kriterlerine gore, normal morfolojiye sahip spermler i¢in %4 ve iizeri oranlar

normal kabul edilir.
8. Boyama Ozellikleri:

e Akrozomal Bolge: A¢ik mor renkte boyanir.
e Postakrozomal Bolge, Boyun ve Kuyruk: Koyu mor renkte boyanir.
o Fiksatif: Metanol bazli, Fast Green boya igerir.

e Stain I: Kstanten icerikli fosfat tampon ve sodyum azid koruyucu bulundurur.
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Stain II: Fosfat tamponlu thiazine igermektedir

Sekil 17. Calismamizda morfoloji degelendirme i¢i kullandigimiz SpermDif-Quik
boyalari.

8.1. Sperm Vitalitesi

Oda sicakliginda likefiye olmus 6rnek lam tizerine 10 pl koyulduktan sonra Eosin- Y
solisyonundan 10 pl (1:1 oraninda ) eklenip lamel ile kapatilarak 30 sn sonra
degerlendirilir. 40X objektifte 200 sperm degerlendirilmistir. Boyay1 almayan
spermler canli, boyay1 alan spermler ise 6lii olarak gruplandirilarak canli spermlerin
orani, % vitalite olarak belirlenmistir. Calismamizda sigma aldrich markas1 EOSIN

Y boyasi kullailmistir.

Sekil 18. Caligmamizda vitalite degerlendirmede kullandigimiz Eosin Y boyast
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8.2. Sperm Yikama

sperm yikama islemi iki fazli gradient yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu amagla
PureSperm ve PureWash ¢ozeltileri ile %90 ’lik ve %45 lik iki farkli yogunluga sahip

medyumular1 kullanilmistir.

Tiipe, 6nceden oda 1s1sina getirilmis % 45°lik gradient medyumu daha sonra en dibe
indirerek yavasca %90 ’lik medyumu 1’er ml yavasca koyularak birbirine karigmayan
iki tabaka elde edilmistir. 30 dk boyunca 37 ¢ de Likefiye olmus semen 6rneginden
1 ml’si, bu tabakalarin iizerine yavasca koyulduktan sonra 1200 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Spermleri igeren en alt tabakada meydana gelen ¢okelti pipet
yardimiyla c¢ekilip igerisinde sperm wash medyumu olan bagka bir tlipe aktarilmistir.
1600 rpm’de 10 dakika daha santrifiij edilmistir. Ust siv1 bir pipet ile almmustir. .
Tiiptin dibinde 400 ml kalacak sekilde tist siv1 alinip, kalan siispansiyon ¢alkalanarak
karistirildiktan sonra yikama oOncesinde uygulanan yontemler kullanilarak yikama
sonrast spermlerin motilite, konsantrasyon, vitalite ve morfoloji degerleri

belirlenmistir.

8.3. Sperm Kriyoprezervasyonu

1. Semen, 2-3 giinliik cinsel perhizden sonra mastiirbasyon yoluyla steril bir kap
igerisine alinmalidir.

2. Caligilacak semen ornegi 37°C'de 15-30 dakika likefiye olur.

3. Likefiye olan 6rnegi sperm parametreleri agisindan degerlendirilir.

4. Daha 5 mL’lik tiiplere ayrilmis sperm dondurma mediumu sperm dondurmadan
once oda sicakliginda 37°C'ye getirilir.

5. gradient yontemiyle yikanmig semen ornegi , steril, 15 mL'lik konik bir santrifiij
tiiptine aktarilir, ejakiilat hacmi belirlenir ve dondurma Medium , semen
/dondurma mediumu oran1 1:1 olacak sekilde 30 saniye boyunca yavas yavas
damla damla eklenir. Her damla ekledikten sonra iyice karistirilir. burada dikkat
edilmesi gereken husus kabarcik olusturmamaktir.

6. semen Ornegi lizerine yavas yavas tim dondurma mediumu eklendikten sonra

Karigimin oda sicakliginda yaklasik 10 dakika dengelenmesine izin verilir.
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7. sperm dondurma mediumu karigimi viale aktarilir.. Genlesmeye izin vermek i¢in

vialler agir1 doldurulmaz. viallerin agaz1 sikica kapatilir.

vial cane e baglanmali ve bir saat boyunca siv1 nitrojen buharina maruz birakilmalidir.

daha sonra tanktaki yerine yerlestirilmelidir.

w.

1:1 ratio semen:medium

Sekil 19. Sperm dondurma protokolii

7.1. Sperm cézme

Sperm Cozme islemi (thaw) , vialler sivi azottan ¢ikartilip 1 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 37 derecelik su banyosunda hi¢ hareket edilmeden bekletilir. Vial
icerisindeki sperm Ornegtamamen ¢oziiliip buz formundan sivi forma gegtiginde
lizerine sperm yikama mediumu  (Vitrolife, G-SPERMTM PLUS, 10107)
eklenir..1300 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant atilir ve boylelikle
kriyoprotektan ortamdan uzaklastirilir. Cozme islemi sonrasi elde edilen sperm

hiicreleri sperm fonksiyon parametreleri bakimindan incelenir.

7.2. Acridine Orange (Akridin Turuncusu) Boyama

Akridin turuncusu asidik kosullarda denatiire olmus DNA’ nin boyanmasini saglayan
bir boyadir. Akridin turuncusu asidik kosullarda yesilden turuncuya doniisiir. Bu esasa
dayanarak DNA denatiirasyonunun floresan mikroskopta degerlendirilmesini saglar.
Boya normal DNA’ ya baglandiginda yesil floresan, denatiire olmus DNA’ ya

baglandiginda kirmizi floresan verir (139).

Ozel soliisyonlar ile yikanarak plazma, 6lii sperm ve diger hiicrelerden arindirilan

semen Orneginden, 20 pl alinarak yayma preparat hazirlandi. Carnoy fiksatifinde
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yaklasik 1 saat bekletildikten sonra, havada kurutulup akridin oranj boyasina alindi.
Karanlik ortamda 5 dakika boyada bekletildikten sonra distile suyla yikanip floresan
mikroskobunda 450-490 nm dalga boyunda incelendi Yesil floresan goriintiisii veren
spermler normal, sari-turuncu floresan goriintiisii veren spermler ise hasarli DNA’ya
sahip olarak degerlendirilip, ortalama 100 sperm hiicresi sayilarak DNA

fragmantasyon yiizdesi hesaplandi.

Stok akridin oranj ¢ozeltisi ve diger soliisyonlarin hazirlanisi:

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

0,3 molarNa2HPO4.H20 (47,991gr/ 1 litre distile su)

Carnoy fiksatifi hazirlanmas ;

Metanol.........ccoovvveveieee, 75 ml

%1 Akridin Oran;..................... 25 ml
0,1 mol/l sitrik asit.................... 10 mi
0,3 M Na2HPOA4..................... 300 ul

7.3 Keciboynuzu Oziitiiniin Hazirlanmas:

Tez calismasinda kullanilan bitki 6rnekleri aktardan satin alindi. Satin alinan bitki
orneklerinin organoleptik 6zelliklerinin uygun olmasia dikkat edildiginden dogada

yetistirilerek toplanmis 6rneklerden elde edilmis olanlar tercih edildi.
keciboynuzu (Ceratonia siliqua) meyvesi 6rnekleri 6ncelikle golgede kurutuldu.

Kurutulmus ornekler, havan ve havaneli kullanilarak once kaba pargalar haline

getirildi.

Daha sonra, blender yardimi ile kaba pargalar iyice pargalanarak toz haline getirildi
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Elde edilen kegiboynuzu tozlar1 ¢alismada kullanilan 0.001g tartildi.

Son konsantrasyon %0.01 olacak sekilde 10’ar ml Ham’s F-10 (Irvine, USA)

sollisyonunda oda sicakliginda 6 saat boyunca maserasyona birakildi.

Maserasyon sonunda soliisyon Whatman No.1 siizge¢ kagidindan siiziilerek ¢alismada
kullanilacak son konsantrasyonlart sirasiyla %0.01 olan bitki ekstreleri elde edildi

(Yusuf ve ark., 2017).

Elde edilen bitki ekstreleri calismada kullanilmak icin tiiplere ayrildi tiip agizlari

parafilm ile sarilarak +40C’de saklandi.
Calismadan 6nce 37 C ye getirilen 6rnekler kullnildi.

7.4 istatistiksel Analiz

Degiskenlere iliskin tanimlayic istatistikler verildi. Alt1 degisken incelendi. Istatistik
yontem olarak bagimsiz iki grubu karsilastiran Student’s t testi kullanildi. Verilerin
normallik kontrolii Kolmogorov Smirnov Testi ile test edildi. Veriler normal dagildigi
icin, Students ‘t testi kullanildi.Gruplarin sperm parametreleri (motilite ve vitalite)
arasindaki korelasyon ise Pearson kolerasyon testi kullanilarak yapilmistir. p<0.05
anlaml olarak kabul edilmistir. Anlamlilik diizeyi olarak p=0,05 sinir kabul edildi.

Veriler %95 giivenle analiz edildi.
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8. BULGULAR
8.1. Yas

Hastalarin yag ortalamalar1 normozoospermi grupta 31.5 (£5.2) iken, astenozoopermi
grupta 33.2 (+4.8) ‘dir . Normozoospermik ve astenozoospermik gruplar arasinda

istatiksel bir fark elde edilememistir. (p>0.05).

8.2. Semen Voliimii

Semen voliimii, normozoospermik grup ile astozoospermik grup karsilastirilmis ve
normozoospermik grubun semen voliimii astenozoopermik gruba gore daha yiiksek
bulunmustur (3.25+1.06; 2.92+0.8). Bu iki grubun semen volumii karsilastirmasi i¢in
yapilan istatiksel test sonras1 normozoospermik ve astenozoospermik gruplar arasinda

arasinda istatiksel bir fark bulunamamistir (p>0.05).

8.3. Sperm Konsantrasyonu

Sperm  konsantrasyonlart  (milyon/ml), normozoospermi grupta ortalama
38.30(£16.245), astenozoosperi grupta ortalama 29.20(£13.673)’dir. Bu iki grubun
semen volumii karsilastirmasi i¢in yapilan istatiksel test sonrast normozoospermik ve
astenozoospermik gruplar arasinda arasinda istatiksel bir fark bulunamamistir

(p>0.05).

8.4. Morfoloji

Sperm morfolojisi (Kruger > 4 ), normozoospermi grupta ortalama 4,6(£3.2),
astenozoospermi grubunda ortalama 3,7(%3,3)’dir. Bu iki grubun semen
morfolojisinin karsilastirmasi i¢in yapilan istatiksel test sonras1 normozoospermik ve
astenozoospermik gruplar arasinda arasinda istatiksel bir fark bulunamamistir

(p>0.05).
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Sekil 20. a .)sekli normozospermi grubuna ait morfoloji b .)grubu astenozoopsermik
gruba ait morfoloji (x40). sar1 renkli ok anormal, beyaz renkli ok normal spermleri
gostermekte

8.5. Motilite

Sperm Orneklerinde prograsif ve nonprograsif olmak iizere toplam motilite degerleri
gosterilmistir. .Degerler her grup i¢in (n=25); %Toplam motilite + Standart sapma
olarak verilmis olup, gruplar arasinda istatiksel olarak anlamliligi (p< 0,05) ifade
etmekedir.



Vitrifikasyon Oncesi ve ¢0zme sonrasi sperm motilitesinde gozlenen degisim
karsilastirildiginda, dondurup ¢dziinen spermin motilitesinde istatiksel olarak anlamli

(p<0,05) diizeyde bir diisiis oldugu gézlemlenmistir.

sadece gradient yontemi ile yikanmis normospermik semen 6rneklerinin progresif ve
nonprogresif olmak tlizere toplam hareketliliginin ortalama ylizde degeri 73+9,6 iken
bu deger 2. grup olan kegiboynuzu eklenmeden dondurulup ¢6ziilen sperm
hareketliligi ile Kkarsilastirildiginda, hareketliligin  %20+7,2’ye kadar azaldig

gorilmiistir.

Sadece gradient ile yikanmis semen ornekleri disinda , graiente ek olarak ke¢iboynuzu
eklenerek dondurulup ¢6ziilen Orneklerin toplam yiizde motilite degerlerine
baktigimizda da donmanin sperm hareketliligi tizerinde tiim gruplarda anlamli (p<

0,05) diizeyde azalis oldugu goriilmistiir (Sekil3.1.)

Gruplar  karsilagtirildiginda 3. Grup  (normospermik  Semen+Dondurma
Medyumu-+kegiboynuzu ) motilite %33+7,2 ve 6. Grup (astenospermik semen
Semen+Dondurma Medyumut kegiboynuzu )’larda ortalama sperm hareketliligi
%28+6,1°dir . Diger gruplar ile Kkarsilagtirlldiginda (2., 5. ve 6.) gore sperm
hareketliliginin istatiksel olarak anlamli (p< 0,05) diizeyde daha fazla oldugu

gorilmiistiir.

2.Grup (Semen+Dondurma Medyumu+), 5. Grup (Semen+Dondurma Medyumu+) ve
1 ve 4. Grup (Semen+Dondurma Medyumu-+keciboynuzu ) gruplari arasinda toplam
ylizde motilite degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli (p=0,925, p=0,256) diizeyde

bir fark goriilmemistir.

1 ve 4.. Grup yalnizca Semen+Dondurma Medyumu ile dondurulup ¢dziilen grup olup

%20+7,2 degeriyle en az sperm hareketliligi gosteren gruptur
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Tablo 3. Sperm Motilite Sonuglari

Ortalama
Grup Motilite Karsilagtirma Sonucu

(%)
1. Grup: Normospermik 73+96 Gradient ile yikanmis ve kegiboynuzu
Gradient Yikama olmayan gruplar arasinda fark anlamli

(p < 0.05).

2. Grup: Normospermik 2072 Keg¢iboynuzu olmayan gruplar arasinda
Gradient + Dondurma fark yok (p = 0.925).
(Kegiboynuzu Yok)
3. Grup: Normospermik 33+72 Kegiboynuzu eklenen gruplarda fark
Gradient + Dondurma anlaml (p < 0.05).
(Kegiboynuzu Var)
4. Grup: Astenospermik 28 + 6.1 Dondurulan orneklerde kegiboynuzu
Gradient + Dondurma eklenen grup avantajli (p < 0.05).
(Kegiboynuzu Var)
5. Grup: Normospermik 20+72 Anlaml fark yok (p = 0.256).
Gradient + Dondurma
Medyumu
6. Grup: Astenospermik 2072 Anlamli fark yok (p = 0.256).

Gradient + Dondurma
Medyumu

8.6. DNA Fragmantasyonu

Vitrifikasyon oncesi ve dondurup ¢ozme islemi sonrast DNA fragmantasyonu
degisimlerin degerlendirilme islemi akridin orange yontemi ile yapilmis olup floresan
mikroskobunda 450-490 nm dalga boyunda incelenmistir.Yesil floresan goriintiisii
veren spermler normal, sari-turuncu floresan goriintiisii veren spermler ise hasarl

DNA'’ya sahip olarak kabul edilmistir.
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Sekil 21. Sperm DNA Fragmantasyonu Akridin Oranj Boyama (x40). A sekli
normozospermiye ait gruba B sekli astenozospermi gruba aittir. kirmizi yildiz:
normal DNA’l1 spermleri, sartyildiz: hasarli DNA’l1 spermleri gostermekte

Sadece gradient yontemi ile yikanmis normospermik sperm orneklerinde %78,9+9,3
saglikli DNA fragmantasyon orani goriiliirken bu oran dondurup ¢dzme sonrasi
normospermik semen Orneklerde 9%23,3+7,2’lere kadar diismiis olup tiim
kriyopreservasyon islemi uygulanmis gruplar ile sadece gradient yontemi ile yikanmig
normcospermil semen Ornegi karsilastirildiginda saglikli DNA fragmantasyon

oraninda istatiksel olarak anlamli (p< 0,05) diizeyde azalis goriilmiistiir.

Kriyopreservasyon islemi uygulanmis gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmasada kec¢iboynuzu eklemis 6rneklerde saglikli
DNA’li  sperm sayisinda artis gozlenmistir.  Keciboynuzu  eklenmeden
kriyopreservasyon islemi uygulanmig grubun % sagliklit DNA fragrmantasyon orani
%23,3+7,2 olarak bulunmus olup en diisiik sagliklit DNA’l1 sperm bu grupta oldugu

gorilmiistiir.
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Tablo 4. Sperm DNA fragmantasyon Sonuglari

% Saflikh DNA
Grup Fragmantasyon  Kargilagtirma Somucu
Orani

1. Grup: Rormospermik 789+93 Gradient ile ykanmis grup e
Gradient Yikama difer gruplar arasinda antaml

fark (p < 0.05).
4. Grup: Normaspermik 233271 Gradient grubuna keyasla andamb
Gradient + Dondurma azabs (p < 00%5).
(Keciboynuzu Yok)
3. Grup: Normaspermik Art goziendi Keciboynuzu eklenen gruplarda
Gradient + Dondurma artig gozlend (istatistiksel
(Keqboynuzy Var) anlamiilik yok).
4. Grup: Astenospermik Arte; giziend Kizgiboynuzu eklenen gruplanda
Gradient + Dondurma arts gaziendi (istatistiksed
(Kegiboynuzu Var) anlamlilik yok).
5. Grup: Normospermik 233172 En disik saghki DA oram bu
Gradient + Dondurma grupta [p < 0.05).
Medyumu
6. Grup: Astenospermik 233:72 En diistk saglikh DNA orani bu
Gradient + Dondurma grupta (p < 0.05).
Medyumu

8.7. Vitalite ( Plazma Memran Biitiinliigii)

Vitrifikasyon Oncesi ve dondurup ¢6zme islemi sonrasi vitalite degisimlerin
degerlendirilme islemi eosin y boyama yontemi ile yapilmis olup incelenmistir. Isik
mikroskobunun 40X objektifi ile en az 100 sperm sayilarak degerlendirilmistir. Boyay1
almayan spermler canli, boyayr alan spermler ise Olii spermler olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 22. Normospermi 6rneklerinde sperm vitalite eosin y boyama (x40)

Sekil 23. Astenospermi Orneklerinde sperm vitalite eosin y boyama (x40)

Vitalite degerlendirmesi yaptigimizda  dondurup ¢dzme isleminin vitrifikasyona

olumsuz bir etkisi oldugu goézlemlenmistir.
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Sadece gradient yapilan normospermik semen 6rneklerinde %82+8,5 oraninda vitalite
gbzlenirken bu oran dondurup ¢6zme sonrasi normospermik semen Orneklerde
%?27+6’lara kadar diismiis olup tiim kriyopreservasyon islemi uygulanmis gruplar ile
taze semen Karsilastirildiginda plazma membran biitiinliigiinde istatiksel olarak (p<

0,05) anlaml1 diizeyde azalis goriilmiistiir .

Dondurulup ¢oziilen gruplar arasindaki karsilastirmaya baktigimizda normospermik
Semen+Dondurma Medyumu+keciboynuzu eklenmis olan grupta %38,55+6,151
oraninda vitalite goriilmiis olup bu oran diger dondurulup ¢6ziilmiis olan gruplar
arasinda en yiiksek degerdir ve Karsilastirildiginda (p<0,05) anlamli diizeyde fark

goriilmiistiir.

Ancak vitalite acisindan sadece gradient yontemi ile yikanmis normospermik ve

astenospermik gruplar arasinda anlamli (p=0,997) diizeyde bir fark bulunamamastir.

2 ve 5. Gruplar arasinda (p=0,784, p=0,213) % plazma membran biitiinligi degerleri

arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.
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Tablo 5. Sperm vitalite Sonuglari

Grup

1. Grup: Gradient ile yikanmig
normospermik semen

2. Grup: Dondurulup ¢6zilmusg
normospermik semen
(Kegiboynuzu Yok)

3. Grup: Dondurulup ¢6zilmus
normospermik semen
(Kegiboynuzu Var)

4. Grup: Dondurulup ¢6zulmusg
astenospermik semen
(Kegiboynuzu Var)

5. Grup: Dondurulup ¢6zilmusg
normospermik semen
(Dondurma Medyumu)

6. Grup: Dondurulup ¢ozilmusg
astenospermik semen
(Dondurma Medyumu)

Vitalite
(%)

82+
85

27 +6

38.55

+ 6.15

34+6

27 +6

27+6

68

Kargilagtirma Sonucu

Gradient grubuna kiyasla tim
gruplarda anlamli fark (p < 0.05).

Gradient grubuna kiyasla anlamli azalig
(p < 0.05).

Kegiboynuzu eklenen grupta en
yluksek deger, diger dondurulmus
gruplara gore fark anlamli (p < 0.05).

Kegiboynuzu eklenmig astenospermik
grup, diger dondurulmus gruplara goére
artig gosterdi (p < 0.05).

Anlamli fark yok (p = 0.784).

Anlamli fark yok (p = 0.213).



9. TARTISMA

Bitkilerin saglik alaninda kullanimi insanlik tarihi boyunca yaygin bir uygulama
olmustur. Giiniimiizde modern tipta kullanilan bir¢ok ilag da bitkilerden tiiretilmistir.
Farkl kiiltiirlerde bitkisel tedaviler, ¢esitli yaklagimlar benimsenerek uygulanmaistir.
Ornegin, Bat1 herbalizminde bitkiler genellikle tek basina kullanilirken, Cin Tibbi'nda
karigimlar daha yaygindir (140).

Cin Tibbi, Ayurveda, Unani, Kampo, Noropati ve Homeopati gibi geleneksel
sistemlerde  bitkiler sik¢a kullanilmakta, Osteopatide ise zaman zaman
basvurulmaktadir. Hindistan, Cin, Kore, Endonezya, Kanada ve Nijerya gibi iilkeler,
ulusal politikalarinda ve saglik sistemlerinde geleneksel tibba yer verirken, Japonya,
Birlesik Arap Emirlikleri, Amerika, Almanya ve Avustralya gibi tilkelerde bu konuda
diizenlemeler daha az yaygindir (141,142).

Bitkisel terapiler, diisiik maliyetli olmalar1, kolay erisilebilirlikleri, kimyasal ilaglarin
yan etkilerine duyulan endiseler ve invaziv olmayan bir yaklasim sunmalar1 nedeniyle
infertilite tedavisinde siklikla tercih edilmektedir. Kullanici profiline bakildiginda, bu
terapilerin genellikle diislik egitim diizeyine ve gelire sahip genc ciftler tarafindan
tercih edildigi goriilmektedir. Zim1 ve arkadaslar1 (143), infertil erkeklerin %31'inin
tamamlayict terapi kullandigin1 ve bunlarin %64'linliin multivitamin kapsiilleri,
%20'sinin ise bitkisel iiriinler oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, baska bir
calismada infertil kadinlarin %27'sinin tamamlayici terapilere bagvurdugu ve bunlarin
%68'inin bitkisel karisimlar oldugu rapor edilmistir. Kullanicilarin bu terapilere
bagvurmasinin temel nedenleri arasinda "umut" ve "ilaglarin yan etkilerinden

kaginma" bulunmaktadir (144).

Simon ve Ray , kadin infertilitesinde Geleneksel Cin Tibbi'nda uygulanan bitkisel
terapilerin modern tedavi yontemlerine (ilaglar, cerrahi vb.) kiyasla anlamli derecede
etkili oldugunu bildiren bir meta-analiz sunmuslardir (158). Ried ve Stuart (145), Cin
Bitkisel Terapisi alan infertil kadinlarin, standart tedavi goéren ve IVF uygulanan
kadinlara gore ii¢ kat daha fazla gebe kaldigmi belirtmistir. ilk dort ayda bitkisel terapi
ile gebe kalma oran1 %60 iken, bu oran ilag¢ tedavilerinde %30 olarak kaydedilmistir.

IVF ile tedavi edilen grupta ise 12 ay i¢inde gebelik orant bulunmamistir. Bagka bir
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calismada, IVF ile birlikte eszamanli olarak akupunktur ve Cin Bitkisel Terapisi
uygulanan kadinlarin, kontrol grubuna gore daha yiiksek gebelik oranlarna ve

gebeligin siirdiiriilebilirligine sahip oldugu gozlemlenmistir (146).

Randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir ¢alismada, on iki hafta boyunca bitkisel
karisim kullanan erektil disfonksiyonlu erkeklerin kontrol grubuna kiyasla daha iyi
ereksiyon sagladig1 ve cinsel birlesmeden daha fazla tatmin oldugu tespit edilmistir
(147). Japonya'da Kapon Tibbi'nda kullanilan bitkilerin, 6zellikle erkek infertilitesinde
hipogonadizm ve erektil disfonksiyon tedavisinde %71'e kadar iyilesme sagladigi
bildirilmistir (148). Devi ve arkadaslar1 (149), idiopatik oligospermili hastalar1 iki
gruba ayirmig ve on ii¢ hafta boyunca birinci gruba Testosterone undecanoate gibi
alopatik ilaglar, ikinci gruba ise bitkisel iiriinler vermistir. Ugiincii ay sonunda her iki
grupta sperm sayist ve motilitesinde artis goriilmiis, ancak bitkisel terapi grubunda bu

artis anlamli diizeyde daha fazla olmustur.

Calismamizda, kriyoprezervasyon islemi sonrasi sperm motilitesinde belirgin bir
azalma gozlemlenmistir. Bu bulgu, literatiirdeki onceki caligmalarla uyumludur.
Ornegin, Moghbelinejad ve arkadaslari (2019), kriyoprezervasyonun sperm
hareketliligi tizerinde oksidatif stres kaynakli olumsuz etkiler yarattigin1 bildirmistir.
Hu ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptig1 bir calismada ise kriyoprezervasyonun hiicre
i¢i enerji dengesini bozarak motiliteyi azalttigini ifade etmistir(156). Calismamizda,
keciboynuzu 0ziitii eklenmesinin motilite kaybin1 anlamli diizeyde azalttig
goriilmiistiir. Bu sonug, kegiboynuzunun igerdigi antioksidan bilesiklerin oksidatif
stresi hafifletici etkilerini desteklemektedir. Goulart ve arkadaslar 6zellikle, fenolik
bilesiklerin reaktif oksijen tiirlerini notralize ederek hiicresel fonksiyonlari korudugu
literatlirde belirtilmistir (154). Benzer sekilde, Ozkaya ve arkadaslar1 (2021), dogal
antioksidanlarin sperm motilitesini iyilestirme {izerindeki olumlu etkilerini
vurgulamislardir. Wang ve arkadaslari, kirmizi iiziim ¢ekirdegi ekstresinin oksidatif

strese bagli sperm hasarin1 6nlemedeki etkisini gdstermistir (160).

Kriyoprezervasyon igleminin sperm DNA biitiinliigiine zarar verdigi ¢alismalarimizda
net bir sekilde ortaya ¢ikmistir. DNA fragmantasyonu, kriyoprezervasyonun en yaygin
ve ciddi sonuclarindan biri olarak literatiirde siklikla rapor edilmistir (150).

Keg¢iboynuzu 06ziitii eklenmesinin DNA fragmantasyonu oranlarim1 azalttigi
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gozlenmistir.  Bu  durum,  keciboynuzunun  antioksidan  Ozellikleriyle
iliskilendirilmektedir. Daha Onceki arastirmalar, antioksidanlarin oksidatif hasari
sinirlayarak DNA biitiinliigiinii koruma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir
(151). Hasanpour ve arkadaslar1 (2021), bitkisel antioksidanlarin sperm DNA’sini
kriyoprezervasyona bagli oksidatif stresten koruyabilecegini rapor etmislerdir(155).
Saeed ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptig1 ¢alismada, kriyoprezervasyon sirasinda
kullanilan bitkisel ekstrelerin DNA biitiinliigli {lizerindeki pozitif etkilerini
vurgulamistir (157). Ezzati ve arkadaslar1 (2019) ise yesil ¢ay polifenollerinin sperm

DNA’sin1 oksidatif strese karst koruma tizerindeki etkilerini gostermistir (153).

Watson ve arkadaglar1 2000y1linda Vitalite degerlendirmeleri, kriyoprezervasyonun
sperm hiicrelerinin canlili1 lizerinde olumsuz etkiler yarattigini gostermistir. Plazma
membran biitiinliigii, dondurma ve ¢6zme islemleri sirasinda olusan buz kristallerinin
membran hasarina neden olmasi sebebiyle zarar gormektedir (159). Keg¢iboynuzu
Oziitliniin  vitalite kaybim1 anlamli Olgiide azaltti§i bulunmustur. Bu sonug,
keciboynuzunun membran stabilitesini artiric1  etkisiyle iliskilendirilmektedir.
Delgado ve arkadaslar1 (2019), keciboynuzunun fenolik bilesikler igeren ekstrelerinin
membran koruyucu etkilerini rapor etmistir(152). Benzer sekilde, Zafar ve arkadaslari
2018yilinda (161), fenolik bilesiklerin membran biitiinliigiinii  1iyilestirdigini
belirtmistir. Rahman ve arkadaslar1 (2020) ise zerdecal kdkenli curcumin maddesinin
kriyoprezervasyon sirasinda membran biitiinliigiinii koruma {izerindeki etkilerini

ortaya koymustur (162).
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10.SONUC VE ONERILER

Calismamizda son yillarda hizli gelisim gosteren IVF laboratuvarlarinin ayrilmaz bir
parcast olan kriyoprezervasyon konusunu ele aldik. Infertil erkeklerde sperm
hiicrelerinin dondurulmasi, spermin motilitesini, morfolojiyi, DNA biitiinliigiini ve
vitalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Biitiin bu gelismeler 1s1ginda infertil
ciftlerin %40’ n1 olusturan erkek faktoriine ¢6ziim bulma arayislarna hizla devam
edilmektedir. Kriyoprezervasyon hakkinda bilimsel agidan agiklanmay1 bekleyen bir
cok soru vardir. Buda kriyoprezervasyon son yillarda en fazla calisilan konular
arasinda olmasina neden olmustur. Bu ¢alismamizda bizde sperm dondurma ortamina
kegiboynuzu ekstrasim1  ekleyerek sperm motilitesi, vitakitesi ve DNA

fragramantasyonununa olan etkisi arastirdik.

Destekleyici tedavilerin arasinda sperm kalitesinin arttirtlmasi iizerinde yapilan
caligmalar giderek yogunlasmaktadir. Medikal bitkilerin destek tedavisinin spontan
gebelik sansi isteyen ya da yardimla iireme tekniklerini kullanarak gebelik olasiliginin
artmasin 1isteyen ¢iftlerde faydali oldugu gosterilmistir. Yapilan c¢alismalar, her
medikal bitkinin faydali olmamasi ile birlikte bazilarinin sperm morfolojisi, motilitesi

ve sayisi lizerine olumlu etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu tez calismasinda elde ettigimiz kegiboynuzu bitki ekstrasinin sperm kalitesi
degerlendirildiginde sperm progresif motilite, vitalitesini ve DNA fragmantasyon
olumlu yonde etkiledigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, elde ettigimiz bu
veriler in vitro kosullar altinda gergeklestirildigi i¢in 6nciil ¢alisma kategorisine
girmekte olup uzun vadede antioksidan etkileri gz oniinde alindiginda kec¢iboynuzu

bitkisinin umut vaat ettigini gozlemlemistir.
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13.2. Ek-2 — Goniillii Hasta Onam Formu

Sizi Prof. Dr. Murat AKKUS, doktora 6grencisi Dilara Akinci tarafindan yiiriitiilen
“In vitro Ceratonia siliqua uygulamasinin insan sperm kriyoprezervasyonuna bagl
olusan DNA hasar1 {izerine terapotik etkisinin incelenmesi’’baslikli arastirmaya davet
ediyoruz. Bu arastirmada erkek infertil hastalardan alinan semen 6rneklerinden sperm
incelemesi yapilacaktir. Bu arastirma kriyoprezervasyon ( dondurma ) islemi sirasinda
ortaya ¢ikan olumsuz etkileri engellemeyi amaclayan bir calisma olmasint umut
ediyoruz. Arastirmaya sizin disinizda 49 kisi katilacaktir. Bu ¢alismaya katilmak
tamamen goOniilliilik esasina dayanmaktadir. Bu formu onaylamaniz sonrasi,
arastirmaya katilmayr kabul ettiginiz anlamina gelecektir. Ancak, ¢alismaya
katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢aligmay1 birakma hakkina da
sahipsiniz. Bu c¢alismadan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma amaci ile
kullanilacak olup kisisel bilgileriniz sakli tutulacaktir; ancak verileriniz yaymn
amaciyla kullanilabilir. Calismadan ayrilmaniz halinde verileriniz sizin izniniz
olmadan herhangi bir sekilde yayinlanmayacaktir ve tgilincii sahis/kurumlarla
paylasilmayacaktir. iletisim bilgileriniz ise sadece izninize bagh olarak ve farkl
arastirmacilarin sizinle iletisime gecebilmesi igin “° ortak katilimci havuzuna’
aktarilabilir. Eger arastirmanin amaci ile ilgili verilen bu bilgiler disinda simdi veya
daha sonra daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyarsaniz arastirmaciya simdi sorabilir veya
............ e-posta adresi ve ............. numarali telefondan ulasabilirsiniz. Arastirma
tamamlandiginda genel/size 6zel sonuglarin sizinle paylasilmasini istiyorsaniz liitfen
arastirmactya iletiniz.

Yukarida yer alan ve arasgtirmadan Once katilimciya verilmesi gereken bilgileri
okudum ve katilmam istenen ¢aligmanin kapsamini ve amacini, goniilli olarak
tizerime diisen sorumluluklar1 anladim. Calisma hakkinda yazili ve sozlii agiklama
asagida adi belirtilen arastirmaci/arastirmacilar tarafindan yapildi. Bana, ¢alismanin
muhtemel riskleri ve faydalar1 sozlii olarak anlatildi. Kisisel bilgilerimin &zenle
korunacag: konusunda yeterli giiven verildi.

Bu kosullarda s6z konusu aragtirmaya kendi istegimle, higbir baski ve telkin
olmaksizin benimle sozlii iletisime gecen saymn Dilara Akinci’nin arastirmasina
katilmay1 kabul ediyorum. Calismadan ayrilmam halinde verilerimin iznim olmadan
herhangi bir sekilde yayinlanmayacagi ve tiglincii sahis/kurumlarla paylasilmayacagi
tarafima bildirildi.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilimci Gorlisme tanigi Katilimc1  ile  goriisen
Adi, soyadi: Adres: Ady, soyadi: Adres: hekim
Tel: Tel: Adi  soyadi, unvani:
Imza: Tarih: Imza: Tarih: Adres:

Tel:

90



13.3. Ek 3 - Mezuniyet Yayim

Akina etal

Journal of Drug Delivery & Therapeutics. 2024; 14(12):27-31

Available online on 15.12.2024 at http:/ /jddtonline.info

Journal of Drug Delivery and Therapeutics

Open Acoess to Ph | and Medical R h
C he © 2024 The Auth This pe d wnder the terms of the O BY-NC 4.0 which
parmits ot ! wie provided the origlos)

Investigation of the therapeutic effect of in vitro Ceratonia siliqua

application on DNA damage caused by human sperm cryopreservation
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Article Info: Abstract

Objectives: The main aim of this study was to investigate the effect of Ceratonia siliqua L (carob)
plant added to the culture medium to reduce the negative effect on sperm parameters as a result
of cryodamage ocourring in sperm during human sperm cryopreservation,
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Therapestics. 2024; 14(12):27-31 DO the samples were thawed at 37 °C and vitality test was performed with eosin Y stain in all groups.

http://dxdot.org/10.22270/jdde.v14i12.6906 Results: In order to gate the effect of fre on sperm p only semen
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g the addition of Ceratonia siliqua L. Cryopreservation had a significant (p<0.05) negative effect on
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compared to the groups to which Ceratonia siliqua L. was not added.

Conclusion: According to the results of this study, the negative effects of sperm freezing on sperm
vitality are clearly demonstrated. Considering the positive differences in the groups in which
Ceratonia siliqua L. was added in vitro, we think that Ceratonia siliqua L. will contribute to male
Infertility.

Keywords: sperm, freezing vitality, Ceratonia siliqua L

B difte

smbqulogymyamumuye

INTRODUCTION

The most basic element for fertilization is the vitality of
the sperm. Due to different reasons, sperm structure and
vitality can be damaged and this situation negatively
affects the reproductive health of people.
Cryopreservation of sperm and testicular tissue has been
used as a treatment for male infertility since 1953,
Cryopreservation of sperm cells is a frequently used
method during infertility treatments. In cancer patients,
sperm cells can be frozen and stored for many years in
order to preserve reproductive cells before
chemotherapy and radiotherapy, in diseases that may
lead to testicular damage such as diabetes, auto immune
diseases, in oligospermia and ejaculatory irregularities,
in patients who do not have cells in the ejaculate of the
ISSN: 2250-1177 127)

person but testicular sperm can be obtained
(azoospermia) in order to be used in subsequent ART
(Assisted Reproductive Treatment) applications .
Studies have confirmed that the functional parameters of
semen samples frozen with cryoprotectants are
adversely affected after thawing. When cryopreserved
sperm cells are used in assisted reproduction techniques,
low fertilization rates and embryo development,
embryos that do not reach day 5 and implantation
potential decrease, and miscarriage risk rates increase in
pregnant patients.

Ceratonia siliqua L. (carob) is a perennial herb belonging
to the family Fabaceae (Leguminosae) in the form of
evergreen leafy shrub-tree. The fruits and seeds of carob
have different uses. The fruits of carob, which are rich in

CODEN (USA): JDDTAO
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