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1. GIRIS

Korunmasiz cinsel iligkiye ragmen bir yil boyunca gebe
kalinamamasi olarak tanimlanan infertilite (kisirlik), %40-%50 kadina ait,
%30-%40 erkege ait nedenlerden ortaya c¢ikmakla, ciftlerin %25’'inde ise
erkek ve kadin faktoru birlikte bulunmaktadir. Kadinlarda gorilen en 6nemli
infertilite sebepleri; endometriozis, yumurtlama bozukluklari, tiplerin hasarl
veya tikali olmasidir. Erkekte gorilen infertilite nedenleri ise; sperm
sayisinin, hareketliligin yetersiz olmasi ve yapisinin anormal olmasidir.
Erkekte infertilite tanisinin konulmasinda semen analizi yapiimakta, sperm
sayisi ve Ozelliklerinin verimli dolleme icin yeterli ve uygun olmamasi halinde
yikama iglemi veya melatonin uygulamasi ile sperm sayisinin ve motilitesinin
arttirilabilecegi bazi c¢alismalarda 6ne surUlmektedir. Sperm sayisi ve
motilitesinin yeterli ve uygun olmasi halinde sperm DNA’sinin fragmantasyon
orani da infertilite sebebiyle ilgili bilgi verebilmektedir. Cunku
spermatozoondaki DNA hasari; apoptozis erken embriyo fragmantasyonu ya
da daha sonra dusuklerle (abort) sonuclanabili. DNA fragmantasyon
oranlarinin da melatonin uygulamasi ile degistigine dair ¢alismalar mevcuttur.
Cesitli tekniklerle 6lgilen DNA fragmantasyon oranina goére de infertilite
tanisi konulan ciftlere uygun yardimci tGreme teknikleri kullanilir ve giftlerin

bebek sahibi olmasi saglanir.

Melatonin uzun zamandan beri bilinen pineal bez hormunudur.
Temel olarak immun modulatuvar, gun i¢i ve mevsimsel ritmi ayarlayici, uyku
dizenleyici etkileri vardir. Tum vilcutta yaygin melatonin reseptorleri
bulunmaktadir. Epifiz bezi tarafindan 06zellikle karanlikta salgilanan ve
sirkadiyen ritim kontrolinden sorumlu olan melatoninin, son zamanlarda hem
antioksidan o6zelligi hem de Ureme sistemi Uzerine etkileri incelenmektedir.
Bu sebeple fertilitenin arttirlmasina yonelik c¢alismalarda da siklikla

kullaniimaktadir.



Bu calismada melatoninin insan sperm hucresi fonksiyonu ve
DNA hasari Uzerine etkisinin in vitro fertilizasyon agisindan degerlendiriimesi
amagcglanmistir. Bu amagla melatonin hormonu uygulamasinin sperm

parametreleri Gzerine ve DNA hasar oranina etkisi incelenmisgtir.



1. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek Ureme sistemi; testisler, yardimci bezler, genital kanallar

ve penisten olusur 1 (Sekil 1).

Mesane
Prostat

Membranoz uretra \

—— Bulbouretral Bez

Corpus cavernosum

(Penis) ——— Ductus deferens

- Ductus epididymidis

Corpus cavernosum
(Uretra)

Ductuli efferentes

Glans penis —— Epididymis

Testicular lobule
Tunica albuginea ——— Mediastinum testis
Tunica vaginalis

Tubuli recti Rete testis

Sekil 1: Erkek Greme sistemi !

2.1.1. Testisler

insanda 15 gram agirhginda olan testisler, oval yapida olan
organlardir. Skrotum iginde asili olarak bulunurlar 2. Skrotumun derisi gok
incedir ve melanin pigmenti igcerdigi icin kahverengi renktedir. Yag ve ter
bezleri bol miktarda bulunur. Skrotum testis Isisinin ayarlanmasinda énemli

rol alir 1.



2.1.2.Seminifer Tubuller

Testiste yaklagik olarak 250-1000 kadar seminifer tuabal
bulunur. Her bir tiibdl 150-250 um g¢apinda 30-70 cm uzunlugundadir 1.

Seminifer tubuller, fibroz bag dokusu kilifi, ¢cok katli seminifer
epitel, belirgin bir bazal membrandan ve lamina propria’dan olusur. Seminifer
tubdller arasinda interstisyel doku bulunur. Seminifer tabuld, fibroz tunika
propria sarar. Fibrdz tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur.
Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en igteki katman yassilasmis miyoid
hiicreler igermektedir. Bu hiicreler diiz kas Ozellikleri gdstermektedir *(Sekil
2).

| Sitoplazmik kopriiler
Geg spermiyogenez @x, l‘ Geng spermatidier

Spermiyogenez
baslangici

Sekonder spermatositier

Mayoz
bolinme

Primer spermatosit

Bazal Spermatogonyum

lamina

interstisyel hiicreler

Sekil 2: Seminifer tlbul ve interstisyel bag dokusunun sematik gosterimi 1.

2.1.3.Sertoli Hiicreleri

Sertoli hucreleri, bazal laminadan seminifer tabdl [Gmenine
dogru uzanan piramidal hadcrelerdir. Destekleyici hlcreler olan Sertoli

hidcreleri, puberteye kadar dominant halde bulunur. Puberteden sonra ise

4



postmitotiktir. Bir baska deyigle, eriskin testisinde mitotik hicre bolinmesi
olmaz. Fakat herhangi bir hasar meydana geldiginde kendini yenileyecek
yaplya sahiptirler. ilerleyen yaslarda ise Sertoli hiicreleri tekrar epitelin esas

elemani haline gelir *.

Sertoli hlcrelerinin sinirlari dizensizdir ve sitoplazmada derin
cokintiler icerirler 2. Sertoli hiicrelerinin tabanlari bazal laminaya tutunur.
Apikal uglari ise seminifer tubulin limenine wuzanir. Sertoli hucreleri
spermatogenik seri hiicrelerine gére daha direnclidir. Ozellikle kot
beslenme, X 1sini gibi olumsuz kosullara dayanikhdir 4. Komsu Sertoli
hdcrelerinin uzantilari siki baglantilarla birbirlerine baglanmistir. Bu siki
baglantilar kan testis bariyerini olusturur. Bu baglantilar sayesinde sertoli
hicreleri immiinojenik koruma saglamis olur °. Spermatositler ve
spermatidler sertoli hucrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki derin
girintilerde  yerlesmiglerdir. Sertoli hucrelerinin  baglantilari  sayesinde

spermatositler ve spermatitler kandan gelen urtnlerden korunurlar.

Sertoli hucrelerinin diger islevleri; spermiyogenezisin sonunda
atilan artik cisimleri fagosite etmek, spermiasyon suresince olgun
spermatitlerin aktin aracilh kasilmalarla seminifer tabdl [imenine salinimini
kolaylastirmak, gelismekte olan spermatojenik hicreleri beslemek, korumak,
Anti mdllerian hormonu Uretmek, seminifer tubdl lUmenine proteinler ve
iyonlardan zengin bir sivi salgilamaktir 158, Inhibin ve aktivin alt birimleri de
sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir. inhibin, folikiil uyarici hormon (FSH) ve
Gonadotropin Salgilatici faktdr (GnRH) Uzerine negatif geri bildirim etkisi
gOsterir. Bunun tam tersi olarak aktivinde FSH salinimi Uzerine pozitif geri

bildirim etkisi gosterir 1.

Sertoli hucreleri, germ hucreleriyle siki iletisim halinde olup
germ hucrelerinin geligimi igin olduk¢a onemlidir. Bu iletisimdeki amacg,
spermatogenez igin uygun bir gevre olusturmaktir 7. Germ hiicre 6limin{n
dizenlenmesini parakrin uyarilar saglar 8. Spermatogenik hicreler; diizenli

sertoli hdcrelerinin arasinda surekli gelisen, duzensiz sekilde yerlesmis



katmanlar olusturan hicrelerdir . Spermatogenik hiicrelerden bazal
membrana en yakin olan spermatogonyumlardir. Lumene en yakin olan

olgun hiicreler ise spermatitlerdir. Limende ise spermiyumlar izlenir 2.

2.1.4.Spermatogonyum

Spermatogonyumlar, 12 pm c¢apinda diploid spermatogenik
hiacrelerdir. Bazal lamina ile direkt iligki icerisindedirler ve bazal

kompartmana yerlesiklerdir.

Kuguk hucreler olan spermatogonyumlar, seksuel
olgunlasmada bir seri mitoz bolunme gegirirler. Yeni olusan farklilagsmamig
hdcreler, ya tip A spermatogonyum olarak devam eder, ya da mitotik sikluslar

boyunca farklilasarak tip B spermatogonyumlari olustururlar.

Spermatogonyumlar kok hiicreden kéken alirlar. insan
testisinde koyu ve acik olarak gozlenenler Tip A Spermatogonyumlardir.
Mitotik hicre bolinmeleri gecirirler. Tip A koyu spermatogonyumlar
bdlinerek spermatogonyumlarin sayisini korurlar ve bu bolinmeden sonra

Tip A acik spermatogonyumlari olustururlar 2.

2.1.5.Spermatogenez

Spermatogonyumlarin puberteden sonra bolinup farkhlasarak

sperm olusturmasidir ° (Sekil 3).

insanda spermatogonyumdan spermatozoon (olgun sperm

hiicresi) olusumuna kadar gegen siire yaklasik 64 gindur .



®/®\® Tip A Spermatogonya

\®\_ (K&k Hiicreler)
Tip B Spermatogonya
- }_ (Progenitdr Hiicre)
-
TR

e e e e e e e e e S e e e e ¥

Sekil 3: Spermatogenez °

2.1.6.Spermatozoon (Spermiyum, Sperm)

Spermatozoon, o6zellesmis bir

hicresidir. Spermin toplam uzunlugu 60 pm’

enerji Uretiimesinden sorumlu olan kuyruk

> ——— Rezidual Cisimcikler

Mitoz

}— 1. Mayoz Bolinme

]— 2. Mayoz Boliinme
~

_— Rezidual Cisimcikler

> Spermatidler

>~ Spermiyogenezis

Spermatozoa

morfolojiye sahip, olgun germ
dir . Spermiyum, hareketlilik ve

ve DNA'yi iceren, oositin zona

pellusidayl taniyarak sperm oosit birlesmesini saglayan bas bdlgesinden

meydana gelir 1°. (Sekil 4).



Akrozom

Basg \

Akrozom
ile gevrili
niikleus

Kuyruk esas pargasi

Boyun

Kuyruk orta e
pargasi

Kuyruk son kismi

Sekil 4: Normal bir spermatozoonun gosterimi 11

Kuyruk, spermiyumun enerji Uretim bdlgesidir ve sperm

hareketinden sorumludur. Kuyruk bolgesi oldukga gelismis bir bolgedir 2.

Spermin hareketliligi  fertilizasyon icin énemlidir. insan
spermiyum kuyrugu dort ana bolgeden olugur: boyun, orta parca, esas parga
ve son parga 1°. Kuyruk ile sperm basi arasinda 0.5 pym uzunlugunda kisa bir
parca vardir. Bu pargaya boyun denir. Orta parga, kuyrugun 3,5 pm
uzunlugundaki parcasidir. Esas parca, 55 pm olmakla birlikte kuyrugun en
uzun pargasidir. Orta pargca baglanti pargasinin en distalindeki anulus
hizasina kadar uzanirken, esas pargca anulustan termina parcanin
proksimaline kadar uzanir 13, insan spermiyumu kuyrugun baglanti ve orta
parcasi etrafinda ¢ok fazla sayida mitokondri gibi organel fazlaliklarini iceren
sitoplazmik bir damla igerir 4. Mitokondri kilifinin varligi orta parganin en
onemli 6zelligidir. Bu kilif aksonemin g¢evresini sarar. Spermin mitokondrisi
diger hucrelerin mitokondrisinden daha saglam bir dis zar icermektedir. Bu
nedenle deterjan etkisine ve ozmotik degisikliklere karsi gugcluddr 2. Son

parca ise fibroz kilifin erken sonlanmasindan ve yogun liflerden dolayi
kuyrugun en kisa parcasidir ve sadece aksonema icerir . Son pargada kalin

8



fibriller ve fibroz tabaka kaybolur. Aksonemin mikrotubuler yapisi sona erer
12

Normal sperm bas! yaklagik olarak 4.5 ym uzunlugunda ve 3
pm genisligindedir. Sperm basinin fonksiyonlari; DNA’ yiI igermesi, korumasi
ve fertilizasyon esnasinda igerigini oosite aktarmasidir. Batun memelilerde
sperm basinin gdrevinin ayni olmasina ragmen, hem nukleus hemde
akrozomun bundan 6tird de sperm basinin sekli ve boyutu farkhdir ve tire
O0zgudir 5. Plazma membrani, zona pellusidayl tanima ve baglanma ile
ekzositotik akrozom reaksiyonu esnasinda dig akrozomal membranla
birlesmeyi saglayarak iki onemli islevde gorev alir ve ayni zamanda plazma

membrani sperm bolgesinin 6n bolgesini gevreler 16,
2.1.7.5emen

Semen, olgun germ hucresi olan spermatozoonlar ile testis ile
epididimisin salgisinin ve ejakulasyon esnasinda seminal vezikul, prostat ve
bulbolretral bezlerinin salgilarinin birlesmesiyle olusur /. Semen, vizkoz,
mat, beyazimsi-gri bir renge sahiptir. Kendine 6zgu keskin bir kokusu vardir.
Semen vicuttan atildiktan sonra yaklasik 15-20 dakika sonra bulaniklasarak

akiskan bir goriinim kazanir 18,

Semen analizi Diinya Saglik Orgiti (WHO) tarafindan belirlenen

kriterlere gore yapilmaktadir 1°. Bu kriterler sdyle listelenir:

Semen hacmi :1.5ml
Total sperm (10%/ejekdlat) : 39 (33-46)
Sperm sayisi/ml (10°/ml) : 15 (12-16)
Total motilite (%) : 40 (38-42)
Progresif hareketli (%) : 32 (31-34)
Canlilik (vitalite) testi (%) : 58 (55-63)
Normal morfolojide sperm (%) : 4 (3.0-4.0)
pH=7.2



2.2. infertilite

Korunmasiz olarak cinsel iligkiye girilmesine ragmen, bir yildan
sonra gocuk sahibi olamama durumuna infertilite (kisirlik) denir. Tup bebek
merkezlerine ¢ocuk sahibi olmak igin basvuran ciftlerde bazi arastirmalar
yapilarak, ciftlerin infertilite nedenleri saptanmaya calisilir. infertilitenin
nedeni sonucunda gerekli durumlarda yardimci Greme teknikleri (YUT)
kullanilir. In vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

(ICSI) yardimci Greme teknikleri arasinda yer alir.

infertilite, kadin veya erkek nedenli olabilecegi gibi her ikisinden
de kaynaklanabilir. Bireylerin ikisinde de sorun olmadidi halde gebelik

gerceklesmiyorsa buna agiklanamayan infertilite denir 2°.

2.2.1. Erkekte infertilite

Erkegin infertilitesinin  degerlendiriimesindeki en 6nemli
baslangi¢, semen analizidir 2. Semen analizi, ejekiilatin degerlendiriimesine
dayanir. Semen analizi i¢in, incelenecek ejekulat en az 48 saatlik cinsel
perhiz sonrasinda masturbasyon ile steril bir kaba alinmalidir. Cinsel perhiz
suresi 7 gunu gegmemelidir. Ejakulatin makroskobik muayenesinde, miktari,
likefaksiyon zamani, goruniml, pH1 ve viskozitesi de@erlendirilir. Bu
incelemede; sperm sayisi, hareketliligi, morfolojisi, yuvarlak hiicre sayisi ve
siniflandiriimasi incelenir 2. Mililitredeki spermatozoa sayisina ve kalitesine

gore ejekilat degerlendirilmesi yapilir 23.

Azoospermia: Ejakulatta spermin olmamasi

Normozoospermia: Normal semen

Hematospermia: Ejakulatta kan olmasi

Lokositospermia: Ejakulatta normalin Gzerinde I0kosit bulunmasi
Hipospermia: Ejakulat volumunun<1 ml olmasi

Hiperspermia: Ejakulat volimUinin>6 ml olmasi

10



Oligozoospermia: Normalden az sperm konsantrasyonu (<20milyon/ml)
Polizoospermia: Normalden fazla sperm konsantrasyonu (>250 milyon / ml)
Astenozoospermia: Zayif motilite (a+b) veya zayif ileri dogru (a) hareketlilik
Teratozoospermia: Normal morfoloji yizdesinin azalmis olmasi
Nekrozoospermia: Tum spermlerin 6l olmasi

Globozoospermia: Yuvarlak basli, akrozomsuz sperm hucrelerinin bulunmasi

2.3. Erkek infertilitesinde Sperm DNA Biitiinliigiiniin Rolii

DNA baz dizisinin replikasyon sirasinda dogru dizilimle
olugsmasi, yeni nesillere aktarilmasi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle DNA
Uzerinde olusan hasarlari onaran spesifik onarim sistemleri vardir. DNA
hasari disuk seviyede ise DNA onarim mekanizmalari tarafindan verimli bir
sekilde onarilir. DNA bazlarinin yapisinda olusan kimyasal degisimler
replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye ve sonugta mutasyona neden olur.
Radyasyonlarin iyonize edici etkisi ile olusan radikaller nukleik asit baz
modifikasyonlarini etkileyerek DNA'da hasara yol acarlar ?4. DNA seker-
fosfat iskeletinde olusan kopmalar ise replikasyonun durmasina neden
olurken hiicreyi Olime bile yonlendirebilir 2°. DNA hasari normal DNA
metabolizmasi sirasinda kendiliginden veya cevresel faktorlerin etkisiyle

olusmaktadir 26,

Erkek germ hicre hattindaki DNA hasari iki tiptedir 27:

e Replikasyon hatalari

¢ DNA tek ve cift kiriklari ile olugsan DNA fragmantasyonu.

Nukleer DNA hasarinin kaynagi hakkinda ug¢ teori mevcuttur.
ilki matiirasyon sirasinda yanlhs paketlenme ve ligasyonun hasara yol
actigidir 28, ikinci teori apoptosis mekanizmalarinin fragmantasyona yol

agmasi iken, Ggiincl teori ise oksidatif stresin hasar kaynagi oldugudur 2°.
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Spermatozoon DNA hasari, fertilite potansiyeliyle negatif
korelasyon gosterir. Normal testislerdeki germ hucreleri %5’ten daha az DNA
zincir kingina sahiptir 20, DNA kiriklarinin seviyeleri infertillerde fertillere gore
daha ylksektir. Spermatozoon DNA hasarlarinin infertilitedeki énemi ¢ok

saylida in vitro ve in vivo ¢calismada gosterilmistir 32,

2.3.1. Spermatozoon DNA’sinda Hasara Neden Olan Faktorler

Cesitli nedenlerden dolayr spermatozoon DNA’sinda farkli
diizeyde hasarlar meydana gelmektedir. Ornegin; protamin eksikligi kromatin
yogunlasmasini engellemekte, DNA'yI hasara acik hale getirmektedir. infertil
erkeklerin yaklasik %5-15’lik bir boéluminde total protamin eksikligi
bulunmaktadir 28, Reaktif oksijen tirleri (ROT), mitokondrilerde ATP Uretimi
sirasinda metabolik yan Urun olarak olugan sperm hucrelerinin
hiperaktivasyonunda, kapasitasyonunda ve akrozom reaksiyonlarinda
fizyolojik role sahiptir. Ancak seminal plazmadaki miktarlarinin artigi oksidatif
hasara neden olmaktadir. Sperm hicreleri ROT lerin indUkledigi hasarlara
¢ok duyarhdirlar. Bunun sebebi plazma membranlarinin yuksek oranda ¢oklu

doymamis yag asitlerinden olugsmasidir 32,

Apoptozun da DNA hasarlanmasi ile iligkisi oldugu
gOsterilmigtir. Apoptoz ile ortaya g¢ikan germ hlcre kaybi spermatogenez
sirasinda olusan dominant bir surectir ve p53, p21, kaspaz, bc1-2 ve Fas
dizeylerince degisik yollarla ayarlanir. Spermatogenez sirasinda apoptozun
cesitli nedenleri vardir. Eger spermatogonyum sayisi, sertoli hucrelerinin
destek kapasitesini asarsa, fazla hicreler apoptoz ile pargalanir.

Testosteronun da apoptoza neden olabilecegi diisliniimektedir 33.

Hucre dlzeyinde gergeklesen fizyolojik olarak programlanmis
hicre olumu olan apoptoz sirasinda hucrelerde, kromatin yogunlasarak
cekirdek ve sitoplazma membranlari kaynasir. Sonugta c¢ekirdek
fragmantasyona ugrar ve hiicre apoptotik cisimlere donlslr 4. Yaslanmaya

paralel olarak DNA ¢ift sarmalindaki hasar ile spermatozoondaki apoptozun
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arttigr dusunulmektedir. Spermatogenez esnasinda ve sonrasinda hucre

secim sistemindeki yetersizlik sonucu bu artis olusabilmektedir 2.

2.4.Sperm DNA Hasarini Belirleme Yontemleri

Erkek infertilitesi tani ve tedavisinde spermde DNA hasarinin

olup olmadiginin degerlendiriimesi ayri bir Gnem tasir .

Spermde DNA hasarinin belirlenmesi igin gesitli yontemler vardir:

2.4.1. Toluidin Mavisi Boyamasi (Toluidine Blue, TB)

Toluidin mavisi bazik nikleer bir boya olup, kromatin ve DNA
yapisindaki fosfat kalintilarina baglanir 6. Zayif spermatozoon batinlGgini
ve siddetli DNA hasarini gosterir. Bu boya DNA paketlenmesine hassas

oldugu icin kromatinin metakromatik boyanmasinda kullanilir 35,

Toluidin mavisi ile kromatin yapisi saglam sperm baslari agik

maviye boyanirken biitinligd bozulmus kromatinler ise mora boyanir 3.

2.4.2. DBD-FISH (DNA Breakage Detection-Fluorescence in Situ

Hybridisation) Yontemi

Agaroz matriks igine hucreler gomulerek alkali solusyona maruz
birakildiginda DNA iplikgigi ¢ozullir. Notralizasyon ve proteinlerin
uzaklastiriimasi saglanarak, elde edilen tek iplikli DNA, butiin genom ya da
spesifik DNA problaryla hibritlenerek floresan yogunlugunda incelenir.
Sperm hdcrelerindeki anormal kromatin paketlenmesi DNA’yr alkali
denatltirasyonuna karsi daha duyarli hale getirir, bu da floresan yogunlugunu
arttinr 37, Pahali, zaman alici ve 6zel prosedirler gerektiren bir yontem

oldugu icin klinik kullanimi azdir 38.
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2.4.3. Akridin Turuncu Testi (Acrydine Orange Test, AOT)

Akridin turuncu boyasi, cift zincirli DNA'da iki zincir arasina
girerek monomer olustururken, tek zinciri DNA'da bir araya toplanarak

agregat olusturur 2° (Sekil 5).

Sekil 5: a) Toluidine mavisi boyamasi b) DBD-FISH yontemi c) Akridin oranj boyamasi 3

2.4.4. Anilin Mavisi Boyamasi (Anilin Blue)

Anilin mavisi, lizinden zengin histonlarla, arjinin/sistein zengini
protaminlerin ayriminda kullanilan bir boyadir 3. immatiir spermlerdeki histon
tastyan nukleuslarin zengin lizin gruplari ile reaksiyona girerek mavi renk
olusturur. Lizin miktari az olan, bol miktarda protamin igceren matur

spermatozoada mavi renk olusmaz .

2.4.5. Chromomycin A3 (CMA3) Yontemi

Guanin-sitozin spesifik DNA’da protoaminlerle ayni yere
baglanan bir florokromdur. Bu ylUzden yuksek CMAS3 floresansi, az
protaminasyon duzeyini, dolayisi ile de gevsek paketlenmis kromatin yapisini

ifade eder 41.

2.4.6. in Situ-Nick Translasyon (ISNT)Ydntemi

Bu yontem biyotinlenen deoksiuridin trifosfatin (dUTP) tek iplikli
DNA kiriklarinda DNA polimeraz | enzimi tarafindan kaliba eklenmesi
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reaksiyonuna dayanir. Spermatozoonda, nukleer DNA’nin yeniden

modellenmesi sirasinda meydana gelen anomalileri gésterir 2.

2.4.7. Sperm Kromatin Dagilim Yontemi (Sperm Chromatin Dispersion Test,
SCD, HALOSPERM Testi)

Spermatozoon, liziz solusyonundan once asit solisyonuyla
muamele edilir ve fragmante olmayan DNA’lI spermatozoonda nukleer
protein uzaklastirilir. Bu iglemlerden sonra DNA dagihim halolari meydana
gelir. Fragmante DNA’lI spermatozoonda bu halolar ya hi¢ yoktur ya da ¢ok
kigUktir 42 43, Halonun olusmasi veya biyUkligi DNA fragmantasyonunun
olmadigini gosterir. Cinkl halonun bulunmamasi ya da capinin ¢ok kiguk

olmasi fragmantasyonun varligini ifade eder 4.

2.4.8. COMET (Cluster of Motifs E-value Tool) Yontemi

Mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan topluluklarin

biyolojik izlenmesinde kullanilan sitogenetik yontemlerden biridir 4°.

COMET yonteminde; elektrik akimi uygulanmasi, kirilmis ve
hafiflemis DNA fragmanlarinin, ¢ekirdekten hizla gog¢unu saglar. Kirik DNA’
nin katottan anoda gocgu floresans bir boya ile boyanarak géruntilenmigtir.
Elektroforez islemi sonunda hasarli DNA c¢ekirdekten anoda dogru goéc¢
ederek kuyruklu yildiz (comet) goérintistinin olusmasina neden olur. Bu

nedenle hasarli hiicrelere “comet” adi verilir 46 (Sekil 6).
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Sekil 6: Gorsel analiz ile comet skorlamasi 47

Comet testinin az sayida hicre gerektirmesi, degisik hicre ve
doku gruplarina uygulanabilir hassas, kolay, hizli ve ekonomik bir yontem
olmasinin yani sira, gesitli tirlerde DNA hasarlarini tespit edebilir olmasi, en
onemlisi tek hucre seviyesinde bilgi veriyor olmasi endustriyel toksikoloji,
cevresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan biyoizlenimleri DNA onarim ve
hasarinin temel mekanizmasi gibi c¢alismalarda kullanilabilmesindeki

avantajlandir 8.

Slre, uygulanan voltaj gibi elektroforez sartlar, tuz
konsantrasyonu ve pH gibi lizis tamponunun parametreleri Comet teknigi
etkileyen faktorlerdir. Kisiler arasinda DNA hasarinda degisiklik olusturan
faktorler; yas, hava Kkirliligi, diyet, cinsiyet, sigara, glnes i1s1§ina maruziyet,
enfeksiyon ve meslek olarak sayilabilir 4°.

2.4.9. TUNEL (TdT-mediated-dUTP Nick End Labeling ) Yontemi

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase-mediated
deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling) metodu apoptoziste

ortaya ¢lkan DNA fragmantasyonunu gdstermenin bir yoludur. DNA
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fragmantasyonundan kokenlenen serbest 3'OH uclari modifiye nukleotidlerle
enzimatik olarak terminal deoksinukleotidiltransferaz (TdT) enzimi tarafindan
isaretlenir. Serbest uglara TdT enzimi tarafindan biyotinlenmis uridintrifosfat
(dUTP) baglanir. Bu serbest uglar ¢ekirdeklerde ve apoptotik cisimciklerde
bulunurlar. Bu yuzden bu yontem, kromatin kondensasyonu olusmus ve DNA
kiriklar bulunan erken evre apoptozise 6zgldir #°. TdT enzimi tek sarmall
ya da cift sarmalli DNA’'nin 3’'OH uclarina serbest olarak eklenen nikleotid
trifosfatazlari katalizler. Digoksigenin-konjugat eklenmesiyle serbest olarak
bulunan nukleotidler bir oligomer olusturarak digoksigenin ile konjuge olurlar.
Sonrasinda bu nukleotidlerin peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-
digoksigenin antikoru ile baglanmasi ve sonugta 3'OH uclarinin spesifik

boyanmasi saglanir °° (Sekil 7).

Programlanmis hucre 6lumu, normal spermatogenezin gelisimi
ve kontrolu igin gereklidir. Ancak agir testikiler germ hicre apoptozu,
yardimci Ureme tekniklerinden elde edilecek basariyi dagsurir. TUNEL teknigi
apoptotik  olduguna inanillan semendeki sperm  populasyonunun

tanimlanmasi igin ilk defa Gorczya ve arkadaslari tarafindan uygulanmistir 52,

TUNEL ybntemi ile sperm sayisi, motilitesi ve normal morfoloji
yuzdesi arasinda bir korelasyon oldugu gosterilmigtir. Bu korelasyonla
TUNEL sonuglarinin prediktif etkinliginin yuksek olabilecegi, intrauterin
inseminasyondaki (IUl) gebelik orani, in vitro fertilizasyonda (IVF) embriyo
kalitesi, intra sitoplazmik sperm enjeksiyonunda ise (ICSI) fertilizasyon orani
hakkinda fikir verebilecegi ve tekrarlayan gebelik kayiplarina bir agiklama

getirebilecegdi distiniimektedir 2.

17



52525

Apoptosis sonucu
DNA fragmanlarinin ortaya ¢cikmasi
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Digoksigenin-dNTP ile kuyruk olusmasi
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Antikor konjugatiyla baglanmasi

@

Kromojen ile boyanmasi

Sekil 7: TUNEL metodu sematik gosterimi 53

2.4.10. Sperm Kromatin Yapi Analizi (Sperm Chromatin Structure Assay,

SCSA)

Isi ya da asitle muamele ile DNA denaturasyonu metakromatik
olarak degisen akridin orani boyamasi ile flow sitometrik incelenmesi esasina
dayanir. SCSA asit metot kullanimi daha kolaydir. Hasarli DNA (tek zincirli
DNA) kirmizi renkte floresan verirken, hasarlanmamis DNA (¢ift zincirli DNA)
yesil renkte floresan verir. SCSA’da tespit edilen DNA hasari, DNA
fragmantasyon orani (DFO)ile belirlenir. DFO siniri, fertil ve infertillerde
genelde %30’dur 4243,
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2.4.11. Yiksek Performansli Likit Kromotografi (High Performance Liquid

Chromatography, HPLC) Yontemi

Spermatozoonda oksidatif DNA hasari yan urini olan 8-
hidroksideoksi guanozin (8-OHdG) seviyesi OlgUimunu esas alan bir

yontemdir 3.

2.5. infertilite Tedavisinde Yardimci Ureme Teknikleri

Son yillarda gesitli sebeplerle infertilite sorunu yasayan ciftlerde
tedavi yontemi olarak yardimci Ureme tekniklerine basvurulmaktadir. Bunlar
spontan olarak gebelik elde edemeyen ¢iftlere uygulanan yontemlerdir. 1978
yilinda ilk kez yardimci Greme teknikleri ile gebelik sonucu bir bebek dinyaya
gelmistir. Erkek infertilitesi, aciklanamayan infertilite, endometriozis, polikistik
over sendromu, immunolojik infertilite, uterin faktor, ileri anne yasi gibi

nedenler igin farkli yardimci Greme teknikleri kullanilir 5455,

Tarihsel gelisim sureci icinde bircok yardimci Ureme teknigi
tanimlanmis ve uygulanmistir. Bu tekniklerden bazilari; in Vitro Fertilizasyon-
Embriyo Transferi (IVF-ET), Gamet intra Fallopian Transferi (GIFT), Zigot
Intra Fallopian Transferi (ZIFT), Tubal Embriyo Transferi (TET), Kismi Zona
Diseksiyonu (PZD), Subzonal inseminasyon (SUZI), Intra Sitoplazmik Sperm
Enjeksiyonu (ICSI)dir %6,

2.5.1.Iintra Uterin inseminasyon (1Ul)

Cinsel iligki disinda bir yontemle, erkekten alinan spermin
laboratuvarda 06zel iglemlerden gecirilerek kadinin ovilasyon déneminde
Ureme sistemi icerisine birakilmasi ydntemi intrauterin inseminasyon (IUI)

olarak adlandirilir 57.

Oositin overden direkt olarak alindigi yontemler yardimci Greme

teknikleri tarafindan kapsandigindan yardimci Greme teknikleri arasina dahil
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edilemez. Overlerde olgun oositler igeren foliklller olusturmak igin, islem

oncesinde kadina foliklilogenezisi saglayan ilaglar verilir %8,

Intrauterin inseminasyonda alinan spermler, sayi ve hareketlilik
oranlarinin arttiriimasi igin gesitli yilkama iglemlerinden gegcirilerek ¢ok az bir
sivi iginde konsantre edilir 58 5, Yikanmis ejekiilat, 6zel kanil ya da enjektor
ile direkt olarak uterus icine verilir. iglemler agrili degildir ve sonrasinda

istirahat gerektirmez ©°.

Erkekte yetersiz sperm miktarinda, sperm motilitesi sorunu
varliginda, kadinda vaginal ya da servikal faktérler oldugunda veya ciftte
aciklanamayan infertilite s6z konusuysa, intrauterin inseminasyon (1UIl)

islemi, basglangi¢ tedavisi olarak denenir 58 5°,

Ul isleminin basarisi; kadinin yasi, erkekte sperm morfolojisi,

sperm sayisi veya sperm motilitesi gibi ¢esitli parametrelere baghdir.

inseminasyon zamani da islem basarisinda oldukga énemli bir
parametredir ve genellikle insan Koryonik Gonadotropin Hormonu (HCG)

enjekte edilmesinden 34-38 saat sonradir 6% 62,

intrauterin inseminasyon disinda intra Servikal inseminasyon
(ICI) da vardir. intraservikal inseminasyonda hicbir muameleden gecmemis
ejekulat, enjektor ya da oOzel kanul yardimi ile vajina ya da servikse

birakilmaktadir. Ancak bu yontem ginimuzde pek fazla uygulanmamaktadir
60

2.5.2.in Vitro Fertilizasyon

Spermatozoon ve oositin laboratuvar ortaminda bir kultlr kabi
icinde bir araya getirilerek, spermatozoonlarin kendi yetenekleri ile oositi

dollemesi temeline dayanan bir yontemdir ©3.
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GunUmuzde vyerini mikroinjeksiyon islemine birakmasina
ragmen daha az maliyetli, uygulamasinin basit olmasi ve spermatozoonun
herhangi bir islem uygulanmadan oosite penetre olmasi daha avantajli bir

yardimci yontem olmasini saglar 4.

Son yillarda embriyolar kultir ortaminda bes gun bekletilerek
blastosist safhasina geldikten sonra da transfer edilmeye baslanmistir.
Standart U¢ gunlik embriyo transferi ile karsilastirildiginda blastosist
transferlerinin implantasyon oranlari daha yiiksek gorilmektedir . Bu
yontemde fertilizasyon orani; sperm parametrelerinin daglk olmasi, normal
morfolojinin %4’lUn altina dismesi ile azalir 6. Erkek subfertilitesi de IVF ile
fertilizasyon oranini dustrmektedir. Bu nedenle ve yeterli sayida Kkaliteli
embriyo elde etmek amaciyla daha etkin maniplulasyon teknikleri
geligtirilmigtir. Bunlar; Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD), Subzonal
inseminasyon (SUZI), intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) gibi

tekniklerdir 57.

2.5.3. intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Mikropipet yardimiyla tek bir spermi, oosit zona pellusidasinda
bir delik acgilarak buradan oosit sitoplazmasi igcine verme islemidir 7. Bu
yontemde yumurta igerisine en iyi kalitede tek bir sperm aktarildigi i¢in ¢ok

disik sperm sayilarinda bile fertilizasyon gergeklesebilmektedir .

ICSI, erkekten kaynaklanan infertilite tedavisinde en ¢ok tercih
edilen mikromanipilasyon teknigidir ¢’. Birden fazla oosit elde etmek igin,
hastanin yasina, eger varsa Onceki tedavilerine, oosit rezervine, FSH
diizeyine gore 6zel bir indiiksiyon uygulanir. Ostrojen seviyesi uygun diizeye
geldigine ve oositler olgun buyuklige ulasildiginda hastaya HCG enjekte
edilir. HCG uygulamasindan 36 saat sonra oositler toplanir ve daha sonra
etraflarindaki kimulUs ve graniloza hicrelerinden arindirilan oositlerin olgun

(Metafaz Il) olanlari spermatozoonlarla birlestirilir 2.
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Ul ve IVF’'deki basarinin 6nceden tahmin edilebilmesi ve hangi
yontemin kullanilacagina yardimci olabilmek adina sperm kromatin yapisinin
degerlendirilmesi kullanilabilir. Ornegin eder hastanin sperm parametreleri

normal fakat hasarli DNA orani yiksekse Ul yerine ICSI 6nerilebilir 2,

Aksine calismalarda ise ICSI olgularinda egder morfolojisi
normal spermatozoon enjekte edilmisse, fertilizasyon ve gebelik oranlarinin

DNA hasarli spermatozoon oranlari ile iligkili olmadigi belirtilmistir 32

2.6. Melatonin

Melatoninin gun ici degisimi gbéz 6nune alindiginda, kanda ve
hdcre icinde melatoninin gece konsantrasyonlari gundiuze nazaran 3-10 kat
daha fazla oldugu gértlmektedir. Melatoninin salgilanmasi genelde aksam
saat 21.00-22.00 saatlerinde basglar, 02.00-04.00 saatleri arasinda ise
maksimum seviyesine ulagirken, sabah 07.00-09.00 arasinda ise azalrr.

Salgilanma hizi ise; 29 mg/gun’dar 6971,

Yasa gore incelendiginde ise, hayatin ilk G¢ ayinda melatonin
dusukken, Ug-alti ay arasinda yukselmeye ve gece gundiz farkhhig
olusmaya baglar. Bir-bes yasta nokturnal deger 250 pg/mL, 5-15 yasta 65
pg/mL, 50-70 yasta 20 pg/mL’dir. GUndUz degerleri 20 pg/mL civarindadir.
Yetiskinlerde plazmada ortalama diizeyleri 50-70 pg/mL’dir °.

Melatoninin bazi toksinlerle olusan oksidatif stres uUzerinde
Onleyici etkisi vardir. Melatonin hem suda ve hem de lipid fazda ¢6zUtnebilen
bir 0Ozellige sahip olmasi, tum intraselller komponentlere rahatlkla
ulasmasini ve hucre zarini, organelleri ve gekirdegi etkin bir sekilde serbest
radikal hasarindan korumasini saglar. Cekirdege kadar ulasabilme 6zelligi,
DNA'nin oksidatif hasara karsi korunmasini saglar. Melatonin htcre zarinin
dis ylzeyine baglanarak radikalleri membrandan Once tutar ve onlari

detoksifiye ederek membrani korur 72
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Melatonin saliniminin uyku Uzerine etkisi total uyku suresinden
¢ok, uykunun baslangici, kalitesi ve latent evresi ile ilgili oldugu ve bunu
hipotermik etki sagladigi dustnulmektedir. Ancak Melatonin salgisi i¢in uyku
sart degildir, karanlik yeterlidir. Melatonin salinimi artigi, vicut 1sisini dusurur

ve bu da uyku hissi olusturur, yani direkt hipnotik etkisi yoktur 73.

Melatonin hicre zarinin dis ylzeyine baglanarak radikalleri
membrandan 6nce tutar ve onlari detoksifiye ederek membrani Kkorur.
Melatonin, prooksidatif aktivitesi olmayan ve kolayca oksitlenmeyen bir
molekuldur. Ayrica redoks dongusune ve radikal Ureten reaksiyonlara girmez
74_

Melatoninin Ureme Uzerinde mevsimsel etkisine bakildiginda;
melatoninin uzun sureli ve yluksek dizeylerde bulundugu dénemlerde yani
uzun gunlerde dolveren turlerin Uremesi engellenirken, kisa gunlerde
dolveren tirlerin Gremesini uyardigi gortimastir 7°. Sonuglar  kesin
olmamakla birlikte, melatoninin kadinlarda kontraseptif olarak tek basina ya
da progestin ile birlikte verildiginde dort ayin sonunda ovulasyonu inhibe ettigi
gérilmistir. insanda bu uygulamalarin fertilite icin bir alternatif uygulama
oldugu ileri sUrllmektedir 76, Melatoninin, ikizlik ve ovulasyon oraninda artisa
neden oldugu gortimistir. Ostruslarin basarili bir sekilde uyarabilecegi,
granuloza hucrelerdeki progesteron sentezini artirmasiyla baglantili olarak

embriyonun yasama sansini da artirdi§i goézlemlenmistir 77.
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2. GEREG VE YONTEM

Calismada infertilite tani ve tedavisi icin Mikrogen Genetik
Hastaliklar Tani Merkezi Laboratuvarlari'na (Ankara) bagvurmus, toplam 130
erkek hastaya ait sperm o6rneginin sayi, motilite, DNA fragmantasyon orani

verileri ve melatonin uygulamasi ile bu verilerin degisimi incelenmigtir.

Calismada laboratuvar kayitlarina goére; d¢ farkli  grup

kullaniimistir:

Kontrol Grubu: Laboratuvara infertilite tanisi icin bagvurmus
hasta sperm ornekleri (N=45). Bu gruba ait sperm &rneklerine melatonin
uygulanmamig, yikama oncesi ve yilkama sonrasi sperm sayl ve motiliteleri

incelenmigtir.

I. Grup: Laboratuvara infertilite tanisi icin basvurmus hasta
sperm ornekleri (N=45). Bu gruba ait sperm orneklerine melatonin
uygulanmig, melatonin inkibasyonu oOncesi ve sonrasi sperm sayl ve
motiliteleri incelenmisgtir.

[I. Grup: Laboratuvara infertilite tedavisi igin basvurmus hasta
sperm oOrnekleri (N=40). Bu gruba ait sperm 6rneklerinin énce sayisi, motilite
oranlari ve DNA Fragmantasyon Oranlari (DFO) incelenmis, melatoninin
DNA hasarina etkisinin analiz edilebilmesi icin oOrnekler daha sonra
melatoninsiz ve melatoninli ortamlarda dort saat ve bir gece inkibe

edildiginde elde edilen DNA fragmantasyon oranlari degerlendirilmistir.

Calismada gruplardan elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler i¢cin IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Turkiye)
programi kullanildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks
testi ile degerlendirildi ve niceliksel verilerin normal dagilima uygunluk
gOstermedigi saptandi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici

istatistiksel metotlarin (ortalama, standart sapma, frekans) yani sira niceliksel
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verilerin iki grup arasi degerlendirmelerde Mann Whitney U testi kullanildi.
Tekrarlayan 6lgumlerin degerlendiriimesinde Friedman testi, farkliiga neden
olan élgtimiin tespitinde ise Wilcoxon Isaretli Siralar testi kullanildi. Niteliksel
verilerin degerlendiriimesinde Continuity (Yates) Duzeltmeli Ki-Kare testi

kullanildi. Anlamlilik p<0,05 duzeyinde degerlendirildi.

25



3. BULGULAR

Calismada kontrol grubu olarak belirlenen, melatonin
uygulanmamig, sadece ylkama yapiimis olan hasta sperm o&rneklerinde
(N=45), yikama Oncesi ve sonrasi sperm say! ve motiliteleri incelendiginde

asagidaki bulgular elde edilmisgtir:

Yikama oOncesi sperm sayilari 3 ile 170 milyon arasinda
degismektedir. Ortalamasi 55,27+36,56 ve medyani 53 milyon olarak
hesaplanmigtir. Yikama sonrasindaki sperm sayilari ise 4 ile 180 milyon
arasinda degismekte olup, ortalamasi 59,96+38,03 milyon ve medyani 58

milyondur (Tablo 1).

Yikama oncesi sperm motilite oranlari %10 ile %86 arasinda
degismekte olup, ortalamasi %58,44+17,22 ve medyani %62'dir. Yikama
sonrasinda ise sperm motilite oranlari %12 ile %90 arasinda degismekte
olup, ortalamasi %63,84+17,62 ve medyani %70 olarak belirlenmistir (Tablo
1).

Tablo 1: Kontrol grubundaki érneklerin sayi ve motilite dagilimlari (N=45).

Kontrol Grubu Min-Maks Ort+SS (Medyan)
Yikama 6ncesi 3-170 55,27+36,56 (53)
Sperm Sayisi (Milyon)
Yikama sonrasi 4-180 59,96+38,03 (58)
Sperm Motilitesi Orani  Yikama 6ncesi 10-86 58,44+17,22 (62)
(%) Yikama sonrasi 12-90 63,84+£17,62 (70)
n %
Ort: Ortalama SS: Standart Sapma
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Calismada l.grup olarak belirlenen hasta sperm orneklerinde
(N=45), melatonin uygulamasi oOncesinde ve sonrasinda sperm sayl ve

motiliteleri incelendiginde asagidaki bulgular elde edilmistir:

Orneklerin melatoninde inkiibasyon éncesinde sperm sayilari
13 ile 200 milyon arasinda degismekte olup, ortalamasi 82,51+36,68 ve
medyani 82 milyondur. inkiibasyon sonrasinda ise sperm sayilari 13 ile 200
milyon arasinda degismekte olup, ortalamasi 82,98+37,22 milyon ve

medyani 85 milyondur (Tablo 2).

Orneklerin inkiibasyon 6ncesi sperm motilite oranlari %40 ile
%90 arasinda degismekte olup, ortalamasi %75,87+12,64 ve medyani
%80’dir. inkiibasyon sonrasinda ise sperm motilite oranlari %45 ile %95
arasinda degismis, ortalamasi %78,29£12,15 ve medyani %80 olarak

belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: 1. Calisma grubundaki 6rneklerin sayi ve motilite dagilimlari (N=45).

Calisma grubu Min-Maks Ort+SS (Medyan)
inkiibasyon 13-200 82,51+36,68 (82)
Sperm Sayisi (Milyon) .once5|
Inkiibasyon 13-200 82,98+37,22 (85)
sonrasi
inkiibasyon 40-90 75,87+12,64 (80)
Sperm Motilitesi Orani  6ncesi
(%) inkiibasyon 45-95 78,29+12,15 (80)
sonrasi
n %
Ort: Ortalama SS: Standart Sapma
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Kontrol grubu ve l.gruptaki 6rnekler, yikama veya melatoninde
inkibasyonun sperm sayi ve motilitesine etkisinin belirlenebilmesi amaciyla,
grup ici ve gruplar arasi farkhliklar agisindan istatistiksel olarak analiz edilmis

ve bulgular Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3: Kontrol grubu ve I.
degerlendirmesi

Grup sperm oOrneklerinin grup i¢i ve gruplar arasi

Calisma Kontrol
Grubu (n=45) grubu
Ornekler islemler (n=45) z p
Ort+SS Ort+SS
(Medyan) (Medyan)
Yikamallnkiibasyon 82,51+36,68 55,27+36,56
oncesi (82) (53) 3,433 0,001"
Sperm Yikamal/lnkiibasyon 82,98+37,22 59,96+38,03 2,864 0,004*
Sayisi sonrasi (85) (58)
(Milyon) Fark 0,47+2,77 (0)  4,69+4,67 (5) -6,592  0,001*
Z -1,325 -5,342
p 0,001* 0,001*
Yikamal/lnkiibasyon 75,87+12,64 58,44+17,22 N
oncesi (80) (62) 5289 0,001
Spelntn . Yikamal/lnkiibasyon 78,29+12,15 63,84+17,62 4327 0,001%
Motilitesi  sonrasi (80) (70)
Orani (%) Fark 2,42+3,96 (2) 5,40+2,61(5) -4,867  0,001*
Z -4,371 -5,860
p 0,001* 0,001*
IMann Whitney U Test 2Wilcoxon isaretli Siralar Testi *p<0,05

Calismada Il. Grup olarak belirlenen hasta sperm 6rneklerinde
(N=40), DNA

incelendiginde asagidaki bulgular elde edilmigtir:

sperm sayi, motiliteleri ve fragmantasyon oranlari

Sperm sayilari 0,4 ile 150 milyon arasinda degismekte olup,
ortalamasi 54,14+38,00 milyon ve medyani 51,5 milyondur. Sperm motilite
oranlari ise %14 ile %76 arasinda olup, ortalamasi %50,73+15,01 ve
medyani %54’tur (Tablo 4).
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Il. Gruptaki sperm ornekleri, DNA fragmantasyon oranlari
acisindan degerlendirildiginde; baslangictaki DNA fragmantasyon oranlarinin
%5 ile %25 arasinda degistigi, ortalamasinin %12,64+4,80 ve medyaninin
%11 oldugu goérlimustur. Melatoninsiz ortamda 4 saat bekletiimis 6rneklerde
DNA fragmantasyon oranlart %5 ile %26 arasinda olup, ortalamasi
%14,55+4,96 ve medyani %13’tur. Melatoninli ortamda 4 saat bekletilmis
orneklerde DNA fragmantasyon oranlari ise %6 ile %38 arasinda degismis,
ortalamasi %20,15+6,61 ve medyani %19 olarak belirlenmistir. Melatoninsiz
ortamda 1 gece bekletilmis sperm Orneklerinde DNA fragmantasyonu %5 ile
%42 arasinda degismekte olup, ortalamasi %23,53t7,78 ve medyani
%22,5'tir. Melatoninli ortamda 1 gece bekletiimis spermlerde ise DNA
fragmantasyon oranlari %6 ile %25 arasinda olup, ortalamasi %13,35+4,89

ve medyani %12 olarak gorulmustur (Tablo 4).

Tablo 4: Il. Grup sperm o&rneklerinin sayi ve motiliteleri ile birlikte farkli zaman ve farkh
Ozellikteki ortamlardaki DNA fragmantasyon oranlarinin dagihmi (N=40).

Ornekler islem zamanlan Min-Maks Ort+SS (Medyan)
Sperm Sayisi (Milyon) Baslangi¢ 0,4-150 54,14438,00 (51,5)
Sperm Motilitesi Orani (%) Baslangi¢ 14-76 50,73+£15,01 (54)
Baslangi¢ 5-25 12,64+4,80 (11)
Melatoninsiz ortamda
4 saat bekletme 5-26 14,55+4,96 (13)
Melatoninli ortamda
DNA Fragmantasyon Orani
4 saat bekletme 6-38 20,1546,61 (19)
(%) .
Melatoninsiz ortamda
1 gece bekletme 5-42 23,53+7,78 (22,5)
Melatoninli ortamda
1 gece bekletme 6-25 13,35+4,89 (12)
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[I. Gruptaki sperm o&rnekleri icin melatoninsiz ortamlarda
baslangictaki, 4 saat ve 1 gece bekletmeye baglh DNA Fragmantasyon

Oranlarinin istatistiksel karsilastirmasi Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5: Melatonin uygulanmayan o6rneklerin farkli zamanlardaki DNA fragmantasyon
oranlarinin degerlendiriimesi

Baslangi¢ 4 saat 1 gece
bekletme bekletme
Melatoninsiz OrttSS OrttSS OrttSS X2 p
(Medyan) (Medyan) (Medyan)
DNA 12,64+4,80 14,551+4,96 23,5347,78
57,035  0,001*
Fragmantasyon (112) (13) (22,5)
Orani (%) z p

Baslangi¢-4 saat bekletme -3,023 0,001*
Baslangi¢-1 gece bekletme  -5,165 0,001*
4 saat bekletme-1 gece bekletme  -5,285 0,001*

¥2: Friedman Testi Z: Wilcoxon isaretli Siralar Testi *p<0,05

[I. Gruptaki sperm Ornekleri igin melatoninli ortamlarda
baslangictaki, 4 saat ve 1 gece bekletmeye bagli DNA fragmantasyon

oranlarinin istatistiksel karsilastirmasi ise Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6 : Melatonin uygulanan érneklerin farkli zamanlardaki DNA fragmantasyon oranlarinin
degerlendirilmesi

Baglangi¢ 4 saat 1 gece
o bekletme bekletme
Melatoninli OrtzSS OrtzSS OrtzSS X’ p
(Medyan) (Medyan) (Medyan)
DNA 12,64+4,80 20,15+6,61 13,35+4,89
53,603  0,001*
Fragmantasyon (11) (29) (12)
Orani (%) Z p

Baslangi¢-4 saat bekletme -5,271 0,001*
Baslangi¢-1 gece bekletme -2,031 0,042*
4 saat bekletme-1 gece bekletme -5,378 0,001*

¥2: Friedman Testi Z: Wilcoxon Isaretli Siralar Testi *p<0,05
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[I. Gruptaki sperm o&rneklerinin melatoninsiz ve melatoninli

ortamlarda 4 saat ve 1 gece bekletmeye bagli DNA Fragmantasyon Oranlari

istatistiksel olarak karsilastiriimis ve bulgular Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Melatonin uygulanan ve uygulanmayan sperm 6rneklerinin farkli zamanlardaki DNA
fragmantasyon oranlarinin degerlendirilmesi.

4 saat
DNA

bekletme
Fragmantasyon

1 gece
Orani (%)

bekletme

Melatoninsiz

OrtxSS
(Medyan)

14,55+4,96
(13)
23,53+7,78
(22,5)

Melatoninli
OrttSS Z
(Medyan)

20,15+6,61
(19)

13,35+4,89
(12)

-5,171

-5,295

0,001*

0,001*
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4. TARTISMA

Normal dogurgan ciftlerde, normal bir sikliktaki cinsel iligki
durumunda gebe kalma orani %25’tir. Bu oran 1 yil sonunda %85 iken, 2 yil
sonra %90 civarindadir. Duzenli ve korunmasiz bir cinsel iliskiye ragmen, bir
yil icerisinde gebelik olusmamasi durumuna infertilite denir. Gelismis
ulkelerde infertilite sorunu %38 oraninda kadina, %28 oraninda erkege ve

%35 oraninda da her iki bireye baglidir 78.

infertilite tanisi konulan ciftlerde, dogal yolla olusamayan
fertilizasyon invitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyon
(ICSI) gibi yardimci Ureme teknikleri ile gergeklestiriimektedir 7°. Bu
tekniklerin basarisinin arttirilmasi igin spermlerin yikanmasi, melatoninin

hormonu ilavesi gibi gesitli yontemler kullaniimaktadir.

Bu calismada melatoninin insan sperm hucresi fonksiyonu ve
DNA hasari Uzerine etkisinin in vitro fertilizasyon acisindan degerlendiriimesi
amaclanmistir. Bu amagla calismada infertilite tani ve tedavisi icin Mikrogen
Genetik Hastaliklar Tani Merkezi Laboratuvarlari'na (Ankara) basvurmus,
toplam 130 erkek hastaya ait sperm oOrneginin sayi, motilite, DNA
fragmantasyon orani verileri ve melatonin uygulamasi ile bu verilerin degisimi
arastirnlmistir.

Calismada laboratuvar kayitlarina goére; ug¢ farkli  grup
kullanilmistir:

Kontrol Grubu: Laboratuvara infertilite tanisi igin basvurmus
hasta sperm ornekleri (N=45). Bu gruba ait sperm Orneklerine melatonin
uygulanmamis, yikama oncesi ve yikkama sonrasi sperm sayl ve motiliteleri
incelenmigtir.

[.Grup: Laboratuvara infertilite tanisi icin basvurmus hasta
sperm ornekleri (N=45). Bu gruba ait sperm d&rneklerine melatonin
uygulanmig, melatonin inkUbasyonu Oncesi ve sonrasi sperm sayl ve

motiliteleri incelenmisgtir.
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[I. Grup: Laboratuvara infertilite tedavisi igin basvurmus hasta
sperm oOrnekleri (N=40). Bu gruba ait sperm 6rneklerinin 6nce sayisi, motilite
oranlari ve DNA Fragmantasyon Oranlari (DFO) incelenmis, melatoninin
DNA hasarina etkisinin analiz edilebilmesi icin drnekler daha sonra
melatoninsiz ve melatoninli ortamlarda dort saat ve bir gece inkibe

edildiginde elde edilen DNA fragmantasyon oranlari degerlendirilmistir.

Calismadaki Kontrol grubu ve I. Grup igcin sperm sayl ve
motiliteleri Diinya Saghk Orgitl (WHO) tarafindan 2010 yilinda yayinlanan
‘iInsan semeninin incelenmesi ve islemlerden gegirilmesi ile ilgili Laboratuvar
El Kitabr’'nda verilen degerlerle karsilastiriimistir . WHO’nun kriterlerine
gbre toplam sperm sayisinin 33-46 milyondan (ortalama 39 milyon) fazla,
sperm motilitesinin ise %38-42 (ortalama %40) olmasi verimli dollenme igin

yeterlidir.

Kontrol grubunda ylkama oncesi sperm sayisi ortalama 53
milyon olup, ylkama sonrasinda sperm sayisi ortalamasi da 58 milyondur.
Sperm motilite orani, ylkama oncesi ortalama %62, yikama sonrasi ise
ortalama %70 olarak gorulmustir (Tablo 1). Calhsmamizdaki kontrol
grubunun ortalama sperm sayisi ve motilitesinin, verimli ddlleme igin

WHO’nun kriterlerine uygun oldugu belirlenmigtir.

I. gruptaki sperm Orneklerinin sayisi, melatoninde inkibasyon
oncesinde ortalama 82 milyon, inkubasyon sonrasinda ise ortalama 85
milyon iken, sperm motilite orani melatoninde inkibasyon 6ncesi ortalama
%80, inklibasyon sonrasinda ise %80’dir (Tablo 2). Bu gruptaki sperm

motilitesi de WHO’nun kriterlerine uygun olarak gortlmektedir.

Kontrol grubu ve I.gruptaki oOrneklerde, ylkama veya
melatoninde inkibasyonun sperm sayl ve motilitesine etkisinin istatistiksel
olarak incelendigi Tablo 3’te goéruldugu uUzere, |. Gruptaki Orneklerin

yikama/inkibasyon Oncesi ve sonrasi sperm sayilari, Kontrol grubundan
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daha yuksek olarak saptanmistir (p<0,05). Kontrol ve I. Grubun her ikisinde
de ylkamal/inkibasyon oOncesine gore yilkamal/inkibasyon sonrasi sperm
sayllarinda anlamli bir artis goriimustir (p<0,05). Fakat kontrol grubundaki
artis miktari, |. gruptakinden ylksek olarak belirlenmigtir.  Bu durum,
yikama/melatoninde inkiibasyonun sperm sayisini arttirmada etkili oldugunu

gOstermektedir.

I. gruptaki Orneklerin yikamal/inkiibasyon oncesi ve sonrasi
sperm motilite oranlarinin, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamh
duzeyde yuksek oldugu gorulmustir (p<0,05). Kontrol grubu ve |. gruptaki
orneklerin  her ikisinde de ylkamal/inkibasyon ©Oncesine gore
yikama/inkiibasyon sonrasi sperm motilite oranlarinda anlamli dlizeyde bir
artis oldugu saptanmistir (p<0,05). Fakat kontrol grubundaki artis miktari,
l.gruptaki artistan anlamh olarak daha yuUksektir (p<0,05). Bu durum,
yikama/melatoninde inkibasyonun sperm motilitesini arttirmada etkili

oldugunu gostermektedir.

Leon ve arkadaglarinin (2005) yaptigi ¢alismada melatonin
uygulamasinin sperm sayilarinin yiksek olmasini tetikledigi ifade edilmistir
80, Bu c¢alismanin bulgularn tez calismasindan elde edilen verilerle

ortlismektedir.

Benzer bir calisma olan; Du Plessis ve ¢alisma ekibinin (2010),
melatoninin insan sperm fonksiyonlari Uzerine yaptiklari galismada belirli
molaritede melatonin inkibasyonu sonucu motilitenin melatonin uygulanan
ve uygulanmayan grup arasi fark oldugu, bu farklihgin hem hareketli hem

statik hiicrelerde ayni sekilde sonug verdigi gézlemlenmistir 8.

Ortiz ve arkadasglarinin (2011) calismasinda da yarim saat 1TmM
melatonin uygulama sonrasi sayi olarak degisiklik olmasa bile, motilitenin
arttig1 ve statik yani hareketsiz spermlerin melatonin uygulamasi sonrasi

hareketlendigi gdzlemlenmistir (melatoninin mitokondri (izerindeki etkisi) 2.
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Succu ve arkadaglari da (2011) in vitro c¢alismalarinda
melatonin  uygulamasinin, sperm hiperaktivitesini ve kapasitesini

dizenledigini kanitlamiglardir 2,

Karimfar ve arkadaslar (2015) iran poptlasyonunda yaptiklari
arastirmada, bu c¢alismada elde edilen bulgularla ayni sonucu veren,
melatonin ile inkibe edilmigs spermlerin ylkama sonunda elde edilen
sayllarindaki oranin arttigini bildirmiglerdir 8. Calismamizdaki sonuglarda da

inkiibasyon sonrasi sperm sayisinin artisi gézlenmektedir.

Calismanin Il. Grubu, sperm sayisi ve motilitesi acgisindan
degerlendirilerek WHO kriterleri ile karsilastirildiginda, Tablo 4’te verilen
sperm sayilarinin (0,4-150 milyon, ortalama 54 milyon) ve sperm motilite
oranlarinin (%14-76, ortalama %51), verimli dolleme igin WHO kriterlerini

karsilamakta oldugu gorulmustur.

[I. Gruptaki sperm ornekleri melatoninsiz ortamda DNA
Fragmantasyon Oranlari agisindan farkli zamanlarda (baslangig, 4 saat ve 1
gece bekletme) incelendiginde (Tablo 5), melatonin uygulanmayan
orneklerde baslangictaki, 4 saat bekleme ve 1 gece bekleme sonrasindaki
DNA fragmantasyon oranlarinda anlamli bir farklihk saptanmistir (p<0,05).
Farklihgin hangi zamandan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili
post hoc karsilastirmalar sonucunda; baslangica gore 4 saat bekletme ve 1
gece bekletme sonrasi DNA fragmantasyon oranlarindaki artis 6nem
tasimaktadir (p<0,05). 4 saat bekletme sonrasindaki DNA fragmantasyon
oranlarinda goérulen artisin 1 gece bekletme sonrasina gore daha yuksek
olarak ortaya c¢ikmasi da 6nemlidir (p<0,05). Bu durum, DNA o6rneklerinin
dogal kosullar altinda bozuldugunu, zamanla bu bozulmanin hizlandigini

gOstermektedir.

[I. Gruptaki sperm ornekleri melatoninli ortamda DNA

Fragmantasyon Oranlari agisindan farkli zamanlarda (baslangig, 4 saat ve 1
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gece bekletme) incelendiginde (Tablo 6), melatonin uygulanan 6rneklerde
baslangictaki, 4 saat bekleme ve 1 gece bekleme sonrasindaki DNA
fragmantasyon oranlari arasinda anlamli bir farklihk saptanmistir (p<0,05).
Farkhligin hangi zamandan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili
post hoc karsilastirmalar sonucunda; baslangica gore 4 saat bekletme ve 1
gece bekletme sonrasi DNA fragmantasyon oranlarinda gorulen artisin
anlamli duzeyde ylksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). Fakat 4 saat
bekletmeye gére 1 gece bekletme sonrasinda DNA fragmantasyon
oranlarinda goérulen azalmanin istatistiksel olarak anlamlilik gdsterdigi de
gorulmektedir (p<0,05). Bu durum, melatoninde inkube edilen sperm
orneklerinde DNA fragmantasyon oranlarindaki degisimin etkisinin zamana
bagimh oldugunu, 4 saat melatoninde bekletilen sperm 6rneklerinde DNA
fragmantasyonunun arttigini, ancak 1 gece melatoninde bekletilen sperm

orneklerinde DNA fragmantasyonun azaldigini gostermigtir.

[I. Gruptaki sperm o&rneklerinin melatoninsiz ve melatoninli
ortamlarda 4 saat ve 1 gece bekletmeye bagli DNA Fragmantasyon Oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiinda (Tablo 7), melatoninde bekletilmig
orneklerin 4 saat bekletme sonrasindaki DNA fragmantasyon oranlarinin,
melatoninsiz 6rneklerdeki DFO’dan daha yuksek oldugu goértulmuasttr
(p<0,05). Melatoninsiz orneklerin ise 1 gece bekletme sonrasindaki DNA
fragmantasyon oranlari, melatoninli 6rneklerden anlaml duzeyde daha
yuksek olarak saptanmigtir (p<0,05). Bu durum; 4 saat gibi kisa bir sure
melatonin ile muamelenin DFO’yu arttirdigini, dolayisiyla DNA'yi
korumadigini, ancak spermleri 1 gece gibi uzun bir sire melatoninde
bekletmenin DFQO’yu azaltmada etkili oldugunu, dolayisiyla DNA’yi

fragmantasyonun etkilerinden korudugunu gostermektedir.

Melatonin hormonu hem yadda hem de suda ¢o6zunebilir
Ozellige sahip oldugu igin, nukleus dahil olmak Uzere hicrenin her organeline
ulasabilir. DNA’'nin oksidatif hasara kargi korunmasinda melatoninin bu
ozelligi 6nemlidir 8, Ortiz ve arkadaslarinin (2011) calismasinda spermlere
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melatonin inkibasyonu sonucunda TUNEL metodu uygulayarak apoptozis ve
DNA fragmantasyonunun inhibe edildigi gorilmistir 8. Tez caligmasindan
elde edilen verilere gore de baslangictaki DFO orani 4 saat sonra
melatoninsiz ortamda artis gostermistir. Melatoninli ortamda 4 saat
bekletmede ise daha fazla artis gostermigtir. Fakat melatoninli ortamda bir
gece bekletiimis orneklerdeki DFO, melatoninsiz ortamda bir gece bekletilen
orneklerinkinden azdir. Yani melatoninde uzun slre bekletmek DFO’yu

azaltici etki gostermistir.

Bu konuda yapilan calismalar gostermistir ki, ejakilasyondan
sonra, érnekler suni déllenme igin ele alindiginda sperm DNA fragmantasyon
orani hizla degigebilir. Memeli turlerinde, sicaklik degisim bolgeleri sperm
DNA degredasyonunu (hasarini) artinr. 37°C’de uzun saatler sperm
inkiibasyonundan sonra, bazal degerler artma egilimindedir. Boylece sperm
DNA parcalanmasi, turler arasi ve turler ici farkli bireylerde semenden elde
edildiginde zamanla artacaktir. Fertilligi kanitlanmis insan donoérlerinde, en
yuksek sperm DNA hasar orani artigi, IVF durumlan altinda ilk dort saat
37°C’ de inkubasyonda gozlenmistir. Bu saatte %8,3 fragmantasyon hizini
verir. Gegmis calismalarda gosterilmistir ki, bir grupta 14 hastadan secilen ve
0, 4 ve 24 saat 37°C’ de insan tubal fluid (HFT) medium iginde inkibe edilen
sperm orneklerinde de nova canlilik kaybi, propidium iodide-pozitif hicreler
ve TUNEL assayi ile deg@erlendiriimis, DNA hasari arasinda korelasyon
bulunmustur. Genellikle durum buysa, sperm DNA fragmantasyonunda daha
az cesit olmalidir. Cinkih DNA parcalanmasi canlilik verilerinden

sonugclandiriimalidir 86,

Spermatozoondaki DNA hasari; apoptozis erken embriyo
fragmantasyonu ya da daha sonra dislklerle (abort) sonuglanabilir . Bu
sebeple Uremeye vyardimci tekniklerde spermlerde DNA hasarlari
arastirilarak, déllenmenin verimliligi arttinimaya calisilir. Uremeye yardimci
tekniklerde DNA hasari SCSA testi kullanildiginda %30, TUNEL testi
kullanildiginda ise %12’den fazlaysa IUl ile fertilizasyon orani neredeyse
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sifirdir. Bazi ¢alismalar sperm DNA hasari ile IVF/ICSI sonuclari arasinda bir
iliski bulunmadigini sdylese de, yapilan galismalarin bayuk bir cogunlugunda
IVF sikluslarinda embriyo kalitesi ve blastosist geligimi ile sperm DNA hasari
arasinda anlamli bir negatif iliskinin oldugunu gostermektedir 8. Hem IVF
hem de ICSI sikluslarinda sperm DNA hasari ile fertilizasyon orani arasinda

negatif bir iligkinin oldugunu bildiren gorisler de bulunmaktadir 8 9,
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5. SONUC

Semen ile ilgili parametrelerin incelenmesi, infertilite tanisinda
ve tedavi yontemlerinin hangisinin segilecegi ile ilgili karar vermede buyuk
onem tagsir. Bu sebeple laboratuvarda yapilan gesitli islemlerle sperm sayi ve
motilitesinin arttirilabilmesi mumkunduir. Bu amag i¢in yilkama solUsyonuyla
spermlerin yikanmasi saglanir veya melatoninde inkubasyon uygulanir,
bdylece hareketli spermler segilerek sperm Kkalitesi, dolayisiyla da

dollenmenin kalitesi arttirilir.

Bu calismada yikama isleminin ve melatonin uygulamasinin

sperm sayisini ve motilitesini arttirmada etkili oldugu goézlenmistir.

Spermlerde DNA fragmantasyon oranlari da gesitli yontemlerle
Olcllerek infertilite tanisi ve tedavisi hakkinda fikir verir. Laboratuvarda
melatonin uygulamasinin spermde DNA hasarini azalttigi yonunde
calismalar literaturde gorulmus, bu galismada melatonin uygulamasinin DNA
Fragmantasyon Oranina etkisi arastinimistir. Calismadan elde edilen
bulgular, literatirdeki goértsleri desteklemektedir. Sonug¢ olarak, melatoninli
ortamda (0-4 saat) DFO zamanla artmaktadir. Ancak melatoninde uzun stre
bekletmek DFO’ yu azaltici yonde etki gostermektedir. Dolayisiyla yardimci
ureme tekniklerinde spermlerde DNA hasarlarinin azaltlmasi amaciyla
orneklerin uzun sure melatoninde inkubasyonu, teknigin basarisi agisindan

yararl olacaktir.
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7. OZET

MELATONININ INSAN SPERM HUCRESI FONKSIYONU VE DNA HASARI
UZERINE ETKISININ iN VITRO FERTILIZASYON  AGISINDAN
DEGERLENDIRILMESI

Erkekte infertilite tanisinin konulmasi icin semen analizi
yapilarak sperm sayisi ve motilitesi gibi ozellikler incelenir. Verimli dolleme
icin yeterli say1 ve motilitede sperm olmamasi halinde laboratuvarlarda gesitli
islemlerle sperm sayisi ve motilitesi arttirlmaya g¢aligir. Sperm sayisinin ve
motilitesinin verimli doélleme igin yeterli olmasi halinde sperm DNA'sinin
fragmantasyon orani (DFQO) 6lcullr, infertilite sebebiyle ilgili bilgi edinilmeye
calisilir ve infertilite tanisi konulan ciftlere uygun yardimci tGreme teknikleri
kullanilarak giftlerin bebek sahibi olmasi saglanir. Bu ¢alismada melatoninin
insan sperm hucresi fonksiyonu ve DNA hasari Uzerine etkisi incelenmesi
amaclanmistir. Bu amacla Ankara Mikrogen Genetik Hastaliklar Tani Merkezi
Laboratuvarlarina infertilite tanisi veya tedavisi amaciyla basvuruda
bulunmus ve Ornekleri daha 6nce incelenmis 130 erkek hastanin sperm
sayisi ve motilitesi, DNA hasar oranlari, melatonin uygulamasinin bu faktorler
uzerine etkileri; istatistiki acidan degerlendirilmis, veriler arasindaki iligki
arastinimistir. Sonug¢ olarak, yikama isleminin ve melatonin uygulamasinin
sperm sayisini ve motilitesini arttirmada etkili oldugu goézlenmistir. Melatonin
uygulamasinin DNA fragmantasyon oranina etkisi incelendiginde ise,
melatoninde bekletmenin, melatoninsiz ortamda bekletmeye gére DFQO’yu
arttirdidi, ancak melatoninde uzun sure bekletmenin DFO’yu azalttigi

gOrulmustar.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, DFO, ICSI, infertilite, IVF.
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF MELATONIN ON HUMAN SPERM FUNCTION AND
DNA FRAGMENTATION FROM THE POINT OF IN VITRO FERTILIZATION

Semen analysis is the first step in the diagnosis of male
infertility, therefore sperm parameters such as sperm count, motility and
structure are examined. In case of low sperm quantity and quality, the sperm
count and motility are tried to be increased via sperm washing or melatonin
incubation. If sperm quantity and quality are adequate for fertilization, then
the rate of sperm DNA fragmentation is measured. Thus the cause of
infertility might be revealed and infertile couples are provided having
successful pregnancies by use of appropriate assisted reproductive
techniques. This study aims to evaluate the effect of melatonin on human
sperm function and DNA fragmentation. In accordance with this purpose,
sperm parameters of 130 male patients who were applied for infertility
diagnosis and treatment to Ankara Mikrogen Genetic Diagnostic Center were
analyzed and statistically evaluated. As a conclusion it is revealed that sperm
washing and melatonin treatment are efficient at increasing the sperm count
and motility. When the effect of melatonin treatment in DNA fragmentation is
analyzed, it is showed that melatonin incubation increases sperm DNA
fragmentation, but incubation at a long period of time -even overnight in

melatonin- decreases DNA fragmentation.

KEY WORDS: Melatonin, DFO, ICSI, infertility, IVF.
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