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1 ÖZETLER 

1.1 Türkçe Özet 

İnsan Sperminde Kriyoprezervasyon Sonrası Oluşan DNA Hasarı Üzerine İn 

Vitro Zencefil (Zingiber Officinale) Uygulamasının Etkisi 

Öğrencinin Adı ve Soyadı: Zuhal ÇANKIRI  

Danışman: Prof. Dr. Murat AKKUŞ  

Anabilim Dalı: Histoloji ve Embriyoloji 

 

Amaç: Kriyoprezervasyon, biyolojik materyallerin (hücreler, dokular, embriyolar, 

sperm, yumurta hücreleri vb.) çok düşük sıcaklıklarda (genellikle -196°C'de sıvı azot 

kullanılarak) saklanması işlemidir. İnsan sperminin kriyoprezervasyonu, hem 

yardımcı üreme teknikleri hem de erkek üreme kapasitesinin korunması açısından 

büyük bir öneme sahiptir. Ancak, bu işlem sonucunda sperm kalitesinde belirgin bir 

düşüş meydana gelmektedir. Yapılan çalışmalar, zencefilin farklı hücre türleri 

üzerinde antioksidan etki gösterdiğini ortaya koymuştur. Bu araştırmanın temel 

amacı, in vitro uygulanan zencefil ekstraktının insan sperminde özellikle 

kriyoprezervasyon sonrası oluşan sperm parametrelerindeki bozulmalar ile sperm 

DNA hasarı üzerine olası faydalarını ortaya koymaktır. 

Gereç ve yöntem: Çalışmaya, Dicle Üniversitesi Hastanesi Üroloji Kliniği’ne 

başvuran 25-40 yaş aralığındaki 40 normozoospermik (volümü, total sperm sayısı, 

konsantrasyonu, motilite, vitalite ve morfoloji değerleri alt referans değerlerine eşit 

veya üzerinde) erkek hasta dahil edilmiştir. Hastalardan mastürbasyon yoluyla alınan 

ve rutin semen analizleri yapılıp dondurma işlemi için hazırlanan semen örnekleri; 

dondurma öncesi grup, dondurma-çözme sonrası grup, dondurma medyumuna 

zencefil ekstraktı eklenen grup olmak üzere üçe ayrılmıştır. Tüm örneklerin, 

dondurma öncesi ve çözme sonrası sperm parametrelerine ve DNA fragmantasyon 

oranlarına bakılmış ve en az 200 sperm sayılarak ortalamaları alınmıştır. Dondurma 

öncesi ve çözme sonrası değerler istatistiksel olarak karşılaştırılmıştır. 

Bulgular: Çalışmamız, dondurma-çözme işlemi sonrasında sperm canlılığı, 

hareketliliği ve DNA bütünlüğünde belirgin kayıpların meydana geldiğini 
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doğrulamıştır. Ancak, dondurma medyumuna zencefil ekstraktı eklenen grupta bu 

parametrelerde istatistiksel olarak anlamlı iyileşmeler gözlemlenmiştir (p<0,05). 

Sonuç: Bu çalışma, zencefil ekstraktının kriyoprezervasyon sonrası sperm canlılık, 

hareketlilik ve DNA fragmantasyonları üzerindeki olumlu etkilerini ortaya 

koymaktadır. Elde edilen veriler, zencefilin kriyoprezervasyon sürecinde potansiyel 

bir antioksidan ajan olarak değerlendirilebileceğini düşündürmektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Sperm, Kriyoprezervasyon, Zencefil, Zingiber 

Officinale, DNA fragmantasyonu 
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1.2 Abstract 

The Effect of In Vitro Ginger (Zingiber Officinale) Application on DNA Damage 

After Cryopreservation in Human Sperm 

Student’s Surname and Name: ÇANKIRI Zuhal 

Adviser of Thesis: AKKUŞ Murat, PhD, Professor 

Department: Histology and Embriology 

 

Aim: Cryopreservation is the process of storing biological materials (cells, tissues, 

embryos, sperm, oocytes, etc.) at very low temperatures (usually -196°C using liquid 

nitrogen). Cryopreservation of human sperm is of great importance for both assisted 

reproductive techniques and the preservation of male reproductive capacity. 

However, this process results in a significant decrease in sperm quality. Studies have 

shown that ginger has antioxidant effects on different cell types. The main aim of this 

study was to determine the possible benefits of ginger extract applied in vitro on the 

deterioration of sperm parameters and sperm DNA damage in human sperm, 

especially after cryopreservation. 

Materials and methods: The study included 40 normozoospermic (volume, total 

sperm count, concentration, motility, vitality and morphology values equal to or 

above the lower reference values) male patients between the ages of 25-40 years who 

were admitted to the Urology Clinic of Dicle University Hospital. Semen samples 

obtained from the patients by masturbation and prepared for freezing after routine 

semen analysis were divided into three groups: pre-freezing group, post-freeze-thaw 

group, and the group in which ginger extract was added to the freezing medium. 

Sperm parameters and DNA fragmentation rates of all samples before and after 

freezing and thawing were analyzed and at least 200 sperms were counted and 

averaged. Pre-freezing and post-thawing values were compared statistically. 

Results: Our study confirmed that significant losses in sperm viability, motility and 

DNA integrity occurred after freeze-thawing. However, statistically significant 

improvements in these parameters were observed in the group in which ginger 

extract was added to the freezing medium (p<0.05). 

Conclusion: This study reveals the positive effects of ginger extract on sperm 

viability, motility and DNA fragmentation after cryopreservation. The data obtained 
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suggest that ginger can be evaluated as a potential antioxidant agent in the 

cryopreservation process. 

 

Keywords: Sperm, Cryopreservation, Ginger, Zingiber Officinale, DNA 

fragmentation 
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2 GİRİŞ ve AMAÇ 

Korunmasız ve düzenli cinsel ilişkiye rağmen bir yıl boyunca gebelik elde 

edilememesi infertilite olarak tanımlanmakta olup, bu durum dünya genelinde evli 

çiftlerin yaklaşık %15’ini etkileyen yaygın bir sağlık problemi olarak kabul 

edilmektedir. Dünya genelinde yapılan araştırmalar, erkek faktörünün infertiliteye 

katkısının yaklaşık %30-50 arasında olduğunu göstermektedir (1). Bu oran, her 

bölgedeki sağlık hizmetlerinin erişilebilirliği ve toplumun bilinç düzeyine bağlı 

olarak değişiklik gösterebilir. Ancak genel olarak erkek faktörlü infertilite, kadın 

faktörlü infertilite kadar önemli bir katkı sağlar ve çiftlerin infertilite tedavilerine 

yaklaşımında her iki tarafın da değerlendirilmesi gerekir. 

Erkek faktörlü fertilizasyon başarısızlığının en temel nedenlerinden biri, sperm 

hücrelerinin morfolojisi ve hareketliliğinde meydana gelen bozulmalardır. Farklı 

etkenler nedeniyle sperm kalitesinde yaşanan düşüşler, bireylerin üreme sağlığını 

olumsuz yönde etkileyerek yardımcı üreme tekniklerine (YÜT) olan gereksinimi 

artırmaktadır. 

Sperm hücrelerinin kriyoprezervasyonu (dondurulması), infertilite tedavilerinde 

yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir. Üreme hücrelerinin korunması amacıyla, 

kanser hastalarında kemoterapi ve radyoterapi öncesinde, testis hasarına yol 

açabilecek diyabet ve otoimmün hastalıklar gibi sağlık sorunlarında, oligospermi ve 

ejekülasyon bozukluklarında, sperm bankacılığı ve donasyon süreçlerinde, ayrıca 

ejekülatında sperm bulunmayan ancak testiküler sperm elde edilebilen (azospermi) 

bireylerde, ÜYTE (Üremeye Yardımcı Tedavi) kapsamında uzun süre saklanmak 

üzere sperm hücreleri kriyoprezervasyon yöntemiyle dondurulmaktadır (2,3). 

İnfertilite tedavilerinde dondurulmuş sperm hücrelerinin kullanımı yaygın olmakla 

birlikte, çözme işlemi sonrası canlılık ve hareketlilik kaybı ile DNA 

fragmantasyonunda artış gibi olumsuz etkiler görülebilmektedir. Bunun yanı sıra, 

dondurulan spermlerin fizyolojik durumu, kriyohasara karşı duyarlılıklarını 

belirleyen önemli bir unsur olarak değerlendirilmektedir. Normozoospermik 

örneklerle kıyaslandığında, düşük kaliteli sperm hücrelerinin dondurulması 

sonrasında canlılık oranlarında daha büyük bir düşüş ve DNA fragmantasyonunda 

artış gözlemlendiğini belirten çalışmalar bulunmaktadır (4,5). 
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Günümüzde, sperm hücrelerinin kriyoprezervasyonunda farklı yöntemler ve çeşitli 

kriyoprotektan maddeler kullanılmaktadır. Ancak kriyoprezervasyon ve çözme 

işlemi sonrası ortaya çıkan geri dönüşümsüz olumsuz etkileri en aza indirmek 

amacıyla yürütülen araştırmalar devam etmektedir. Kriyoprezervasyon işlemi, sperm 

akrozomu, plazma zarı ve DNA bütünlüğünde bozulmalara yol açarak çözme 

sonrasında sperm hareketliliğinin ve canlılığının azalmasına neden olmaktadır (6). 

Bu sürece bağlı olarak meydana gelen hasarlar genellikle buz kristallerinin oluşumu, 

termal ve osmotik şok ile oksidatif stres gibi mekanizmalarla açıklanmaktadır (7). 

Kriyoprezervasyon sürecinde, sperm kalitesini olumsuz yönde etkileyen en önemli 

faktörlerden birinin oksidatif stres olduğu kabul edilmektedir (7,8). Yüksek 

seviyelerde bulunan reaktif oksijen türleri (ROS), lipid peroksidasyonu yoluyla hem 

mitokondriyal membrana hem de plazma zarına zarar vererek, kromatin 

yoğunlaşmasını ve DNA bütünlüğünü bozmakta, bu da spermin hareketliliğinde ve 

canlılığında azalmaya neden olmaktadır (9). Bu olumsuz etkileri en aza indirmek 

amacıyla, kriyoprotektan solüsyonlara belirli oranlarda antioksidan eklenerek 

dondurma-çözme süreci sonrasında sperm kalitesinin iyileştirilebileceğini gösteren 

birçok araştırma mevcuttur (10). Ancak, standart olarak kabul edilmiş ve rutin 

kullanıma geçmiş belirli bir antioksidan henüz tanımlanmamıştır. 

Zingiber Officinale ya da halk arasında bilinen adıyla Zencefil bitkisinin ana 

biyoaktif bileşenleri arasında gingerol, shogaol, zingeron ve paradol bulunmaktadır. 

Bu bileşikler, zencefilin farmakolojik ve terapötik etkilerinin temelini oluşturur ve 

özellikle antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikarsinojenik özellikleri ile 

sindirim sistemini destekleyici etkileriyle tanınmaktadır (11,12,13). Zencefilin 

(Zingiber officinale) üreme sistemi üzerindeki olumlu etkilerini inceleyen birçok 

araştırma bulunmaktadır. Nassiri ve arkadaşları (2009) tarafından gerçekleştirilen 

çalışmalarda, zencefilin güçlü bir antioksidan özelliğe sahip olduğu belirlenmiştir 

(14). Amin ve Hamza (2006) ise yaptıkları araştırmada, zencefilin erkek farelerde 

testiküler antioksidan enzim aktivitesini artırarak sperm motilitesinde iyileşme 

sağladığını rapor etmiştir (15). Bir başka araştırmada ise, 28 gün boyunca günlük 

1000 mg/kg zencefil verilen farelerde, 14. günden itibaren epididimal sperm 

yoğunluğu ve hareketliliğinde anlamlı bir artış gözlemlenmiştir (16). 
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Bu doğrultuda planlanan çalışmamızda, in vitro uygulanan zencefil ekstraktının, 

özellikle kriyoprezervasyon sonrası sperm parametrelerinde meydana gelen 

bozulmalar ve sperm DNA hasarı üzerindeki olası olumlu etkilerini ortaya koymayı 

amaçlamaktayız. 



 

8 

3 GENEL BİLGİLER 

3.1 Erkek Üreme Sistemi 

Erkek genital sistem; testisler, genital kanallar (epididimis, duktus deferens, duktus 

ejekulatoryus ve erkek üretrasının bir bölümü), yardımcı bezler (seminal vezikül, 

prostat bezi ve bulboüretral bezler) ve penisten oluşur. Bu sistem, spermatogenez 

süreci ile haploid kromozom yapısına sahip germ hücresi olan spermatozoanın 

(sperm) üretilmesi, beslenmesi ve geçici olarak depolanmasının yanı sıra; 

steroidogenez yoluyla androjen hormonların sentezi ve salınımını da 

gerçekleştirmektedir. 

 
Şekil 1. Erkek üreme sistemi (18) 

3.1.1 Testisler 

Testisler, skrotum içinde yer alan, her biri yaklaşık 10-15 gram ağırlığında, oval 

yapıya sahip ve Tunika albuginea olarak adlandırılan bağ dokusu kapsülü ile çevrili 

çift organlardır. Tunika albuginea, testisin arka kısmında kalınlaşarak mediastinum 

testis yapısını oluştururken, fibröz uzantılar testis içine ilerleyerek lobüler bir düzen 

meydana getirir. Testislerde yaklaşık 250 civarında lobül bulunur ve her lobül, 
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kıvrımlı bir yapıya sahip, bağ dokusu ile çevrili 1 ila 4 seminifer tübül ile Leydig 

hücrelerini içermektedir (17). 

 

Şekil 2. Testisin yapısı (21) 

3.1.2 Seminifer Tübüller  

Erkek üreme sisteminde, sperm hücrelerinin üretildiği seminifer tübüller, testislerin 

büyük bir kısmını meydana getirir. Çok katmanlı epitel ile çevrili olan bu tübüller, 

merkezlerinde bulunan bir lümene açılmaktadır. Her bir testiste, sayıları 250 ile 1000 

arasında değişen seminifer tübüller yer almakta olup, bu tübüllerin toplam uzunluğu 

yaklaşık 250 metreyi bulmaktadır. Seminifer tübüller, uç kısımlarında daralarak 

tubuli rekti adı verilen yapıyı oluşturur. Tubuli rekti, epitel ile kaplı olup, ağsı ve 

boşluklu bir yapı sergileyen Rete testis ile bağlantılıdır. Rete testis, epididime 

ulaşmak amacıyla 10 ila 20 adet boşaltım kanalı içeren duktus efferentes aracılığıyla 

iletişim kurar. 

Seminifer tübüllerin iç kısmındaki çok katmanlı epitel, Sertoli hücreleri ve 

spermatogenik hücre serisini barındırır. Sertoli hücreleri, spermatogenez sürecinde 

besleyici ve destekleyici bir işlev görürken, spermatogenik hücreler ise 

spermatogonia adı verilen kök hücrelerden olgun spermatozoaya dönüşen hücreleri 

içermektedir (18). 
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3.1.2.1 Sertoli Hücreleri  

Sertoli hücreleri, ilk olarak Enrico Sertoli tarafından tanımlanmış olup, seminifer 

tübüllerin bazal laminasında prizmatik epitel hücreleri olarak yer alır. Seminifer 

epitelin yaklaşık %30’unu oluşturan bu hücreler, bazal laminaya bağlıdır ve lümene 

kadar uzanarak her biri 30 ila 50 arasında germ hücresinin gelişim sürecini destekler. 

Ergenlik sonrası bölünme yeteneklerini kaybeden Sertoli hücreleri, bol miktarda 

granüllü endoplazmik retikulum (gER), Golgi kompleksi, lizozom ve mitokondri 

içerir. Oval ya da üçgen biçimli çekirdekleri belirgin bir yapıya sahiptir. Lateral 

uzantılarıyla birbirlerine bağlanan Sertoli hücreleri, aralarındaki germ hücrelerini 

izole eder ve destekler. Sertoli hücreleri sıkı bağlantılar yoluyla birleşerek kan-testis 

bariyerini oluşturur ve seminifer tübül duvarını bazal ile luminal olmak üzere iki 

farklı bölüme ayırır. 

Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve erken evredeki spermatositler yer 

alırken, spermatositlerin daha ileri aşamaları, spermatidler ve olgunlaşmış 

spermatozoalar luminal bölgede bulunur. Spermatositler, mayoz sürecinin 

ilerlemesiyle haploid hale geçerek lümene doğru ilerler. Kan-testis bariyerinin temel 

işlevi, gelişmekte olan spermatositleri bağışıklık sisteminin saldırısından koruyarak 

özel bir mikroçevre oluşturmaktır. Sertoli hücreleri arasındaki hücreler arası 

bağlantılar (gap junctions), iyon ve çeşitli kimyasal maddelerin hücreler arası 

geçişini sağlar. Aynı zamanda, izole edilen germ hücrelerinin beslenmesini ve 

hormonal düzenlenmesini Sertoli hücreleri üstlenir. 

Spermatogenik hücreler, sitoplazmik köprülerle birbirine bağlanarak bir ağ yapısı 

oluştururken, Sertoli hücrelerinin sitoplazmik uzantılarıyla desteklenir. Bu hücreler 

tarafından salgılanan Androjen Bağlayıcı Protein (ABP), testosteron moleküllerini 

bağlayarak lümene ve epididime taşınmasını kolaylaştırır ve spermatogenez için 

gerekli olan yüksek testosteron seviyesinin korunmasına yardımcı olur. Ayrıca 

Sertoli hücreleri, İnhibin salgılayarak FSH salınımının düzenlenmesinde rol oynar. 

Bununla birlikte, sperm hücrelerinin seminifer tübüller içinde hareketini 

kolaylaştıran sıvıyı üretir ve spermatidlerin olgunlaşma sürecinde ortaya çıkan 

hücresel atıkları fagosite ederek temizleme görevini üstlenir. 

 



 

11 

3.1.2.2 Leydig Hücreleri 

Leydig hücreleri, testis ve seminifer tübüller arasındaki interstisyel doku içerisinde 

yeralır. Bu yapı, fibroblastların yanı sıra lenf ve kan damarlarını içeren bağ 

dokusundan meydana gelir. Leydig hücreleri, büyük, yuvarlak veya çokgen şekilli 

olup, ergenlik dönemiyle birlikte olgunlaşmaya başlar. Eozinofilik sitoplazmalarında 

küçük lipid damlacıkları barındıran bu hücrelerin merkezi konumda bir çekirdeği 

bulunur. Leydig hücreleri, ikincil cinsiyet karakterlerinin gelişimini sağlayan 

testosteron hormonunun üretiminden sorumludur. 

Testosteron sentezi, hipotalamustan Gonadotropin Salgılatıcı Hormon (GnRH) 

salgılanmasının başladığı ergenlik sürecinde aktif hale gelir. Testosteron üretimi için 

gerekli olan enzimler, salgı yapan diğer hücrelerle benzer şekilde Leydig hücrelerinin 

granüllü endoplazmik retikulumu ve mitokondri kristalarında bulunur. Yetişkin 

erkeklerde kandaki testosteron seviyesi 300-1200 ng/dl aralığında olup, 

intratestiküler bölgede bu değer biraz daha yüksektir. Testislerde en yüksek 

testosteron konsantrasyonu, bazal membran ve seminifer tübüller çevresinde 

bulunmaktadır (18,19). 

3.1.3 Genital Kanallar 

Testiste yer alan genital kanallar; tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentes olarak 

adlandırılır. Bu yapılar, seminifer tübüllerden gelen spermatozoa ile sıvıları duktus 

epididimise iletmekle görevlidir. Kıvrımlı bir yapıya sahip olan seminifer tübüller, 

tubuli rekti aracılığıyla rete testis ile bağlantı kurar. Rete testis, silindirik epitel 

hücreleri ile kaplı bir kanal ağı şeklinde yapılandırılmıştır. Rete testisten ayrılan 

yaklaşık 10 ila 20 duktuli efferentes kanalı, spermlerin epididime doğru hareket 

etmesini sağlar. Ayrıca, seminifer tübüllerde üretilen sıvının büyük bir kısmının geri 

emilimi duktuli efferentes içinde gerçekleşir (20). 

Sperm hücrelerini testislerden penise yönlendiren kanallar ise epididimis, duktus 

deferens (vas deferens) ve üretra olarak sıralanır. Epididimis, sperm hücrelerinin 

olgunlaşması ve depolanması açısından kritik bir yapıdır. Buradan geçen sperm 

hücreleri, duktus deferens yoluyla ilerler. Duktus deferens, spermleri epididimisten 

üretraya taşırken, üretra ise spermin penisten dışarı atıldığı son kanaldır. Bu 



 

12 

kanalların uyum içinde çalışması, spermlerin etkili bir şekilde taşınmasını ve 

ejakülasyon sırasında vücuttan atılmasını sağlar. 

3.1.3.1 Epididimis 

Epididimis, testislerin arka üst bölümünde yer alan, ay şeklinde ve yaklaşık 5-6 cm 

uzunluğunda bir yapıdır. Baş, gövde ve kuyruk olmak üzere üç ana bölüme ayrılır. 

Baş kısmı duktuli efferentesten, gövde ve kuyruk bölümleri ise duktus epididimisten 

oluşur. Spermatozoanın hareket yeteneği kazanarak döllenme kapasitesine ulaştığı 

bölge duktus epididimis olarak bilinir. 

Duktus epididimis içerisinde bulunan temel hücreler, glikoprotein, glikofosfokolin ve 

siyalik asit salgılamakla birlikte, Sertoli hücreleri tarafından yok edilemeyen rezidüel 

cisimleri ve fazla sıvıyı da emer. Epididimisin baş ve gövde kısımlarındaki düz 

kasların peristaltik kasılmaları, sperm hücrelerini ileri doğru hareket ettirir. Güçlü 

kasılmalar sonucunda, olgunlaşmış sperm hücreleri vas deferense taşınır (18,21). 

3.1.3.2 Vas deferens 

Vas deferens, epididimis ile üretra arasında yer alan, kalın kas tabakasına sahip ve 

çok katmanlı prizmatik epitel ile kaplı bir kanaldır. Bu kas yapısının peristaltik 

kasılmaları, ejakülasyon esnasında spermlerin hızla taşınmasına yardımcı olur. Vas 

deferensin ampulla bölümü, veziküla seminalis ile birleşerek, prostat bezi içinde 

duktus ejakulatorius adıyla üretraya doğru ilerler (19,22). 

3.1.4 Aksesuar Bezler 

Aksesuar bezler, seminal veziküllerden, prostat bezinden ve bulboüretral (Cowper) 

bezlerden oluşur. Bu bezler, semenin sıvı içeriğini salgılar. 

3.1.4.1 Seminal Vezikül (Veziküla Seminalis) 

Seminal veziküller çift halinde bulunur ve boşaltım kanalları, duktus deferensin 

ampulla bölümüyle birleşerek ejakülatuvar kanalı oluşturur. Seminal veziküllerin 

duvarı; mukozal tabaka, ince düz kas tabakası ve fibröz kılıf olmak üzere üç 

katmandan meydana gelir. Mukozal tabaka, yüzey alanını artırmak ve salgının 

lümene akışını kolaylaştırmak amacıyla çok sayıda kıvrımlar oluşturur. Beyazımsı 

sarı renkte ve visköz yapıda olan bu salgı, prostaglandinler, aminoasitler, basit 



 

13 

şekerler, fruktoz ve askorbik asit gibi bileşenler içerir. Fruktoz, metabolize edilerek 

sperm hareketi için gerekli olan enerjiyi sağlar. Düz kasların kasılmasıyla birlikte 

salgı, üretraya yönlendirilerek dışarı atılır. 

3.1.4.2 Prostat Bezi 

Mesanenin hemen altında, rektumun ön kısmında yer alan ve üretrayı çevreleyen, 

ceviz büyüklüğünde bir bezdir. Yaklaşık 30-50 tübüloalveolar bezden oluşan bu 

yapı, hafif alkali özellikte bir sıvı salgılar. Prostat bezi, mukozal tabaka, submukozal 

tabaka ve periferik tabakada bulunan prostatik bezlerden meydana gelir. Epitel 

hücreleri, prostat spesifik antijen (PSA), prostatik asit fosfataz, fibrinolizin ve sitrik 

asit enzimlerinin salgılanmasını gerçekleştirir. Fibrinolizin, ejakülasyon sonrası 

semen sıvısının likefiye olmasını sağlar. 

3.1.4.3 Bulboüretral (Cowper) Bezleri 

Bulbouretral bezler, salgı üretme işlevine sahip, bezelye boyutunda ve tübüloalveolar 

yapıda bulunan bir çift bezdir. Bu bezler, bağ dokusundan meydana gelen 

fibroelastik kapsül ile interlobüler bağ doku septumunda düz kas ve iskelet kası 

liflerini barındırır. Asiner veya tübüler salgı ünitelerine sahiptir. Salgı hücreleri 

genellikle silindirik, küboidal veya yassı epitelden oluşur. Küçük salgı kanalları 

sekretuar hücrelerle kaplıyken, daha büyük kanallar tabakalı silindirik epitel ile 

çevrilidir. Bu bezlerin salgıladığı mukus benzeri preseminal sıvı, laktoz, 

galaktozamin, galakturonik asit, sialik asit ve metil pentoz gibi bileşenler içerir. 

Şeffaf renkte olup kayganlaştırıcı özelliğe sahip bir sıvıdır (22). 

3.1.5 Penis 

Penis, dış yüzeyi deriyle kaplı olup, iki ana erektil doku tabakasından meydana gelir. 

Bunlardan ilki, dorsal bölgede bulunan iki adet korpus kavernozum, diğeri ise ventral 

tarafta yer alan korpus spongiozumdur. Korpus kavernozum, endotel hücreleriyle 

çevrili olup, düz kas hücreleri ve bağ doku liflerini içerir. Üretrayı saran korpus 

spongiozum ise penisin uç kısmında genişleyerek, çok katmanlı yassı epitel 

hücrelerinden oluşan glans penisi oluşturur. Penil üretranın büyük bir bölümü çok 

katmanlı silindirik epitel ile kaplanmıştır. 
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Ereksiyon, penisteki vasküler boşlukların çevresindeki düz kasların ve arteriyel kas 

dokusunun uyarılması sonucu ortaya çıkar. Parasempatik sinirlerin gönderdiği 

uyarılar, vazodilatasyona yol açarak kavernöz boşlukların ve penil arterlerin 

genişlemesini sağlar. Bu genişleme, kan akışının artmasına neden olur ve boşluklar 

kanla dolarak ereksiyon meydana gelir. Korpus kavernozumun kasılma ve gevşeme 

sürecinde hücre içi cGMP ve Ca+2 seviyeleri kritik bir rol oynar (19). 

3.2 Spermatogenez 

Spermatogenez, spermatogonyal kök hücrelerin mitoz ve mayoz bölünmelerden 

geçerek spermatozoon olarak adlandırılan olgun sperm hücrelerini oluşturduğu 

biyolojik süreçtir. 

 

Şekil 3. Spermatogenez (25) 

3.2.1 Spermatogonyal Evre 

Seminifer tübüllerin bazal lamina tabakasının hemen üzerinde, çapı yaklaşık 12 μm 

olan spermatogonyum hücreleri bulunur. Puberte öncesinde hipofizden salgılanan 
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gonadotropinler, bu hücrelerin mitoz bölünme yoluyla çoğalmasını sağlar. Oluşan 

yeni hücreler ya bölünmeye devam ederek A tipi spermatogonyumları meydana 

getirir ya da mitoz sürecinin tamamlanmasının ardından farklılaşarak B tipi 

spermatogonyumlara dönüşür. 

İnsanlarda iki farklı A tipi spermatogonyal kök hücre bulunmaktadır: Tip A koyu ve 

Tip A açık. Tip A koyu spermatogonyumlar, seminifer tübüllerin kök hücreleri olup, 

oval şekilli çekirdeğe ve bazofilik yapıya sahiptir; bu hücreler bölünerek Tip A açık 

spermatogonyumları oluşturur. Tip A açık spermatogonyumlar ise soluk boyanan 

çekirdeklere ve bol miktarda ribozoma sahiptir. Bu hücreler mitoz bölünme ile aynı 

tip hücreleri üretmeye devam edebilir veya kromatin yapısı yoğun ve çekirdeği 

yuvarlak olan B tipi spermatogonyumları meydana getirebilir. B tipi 

spermatogonyumlar ise primer spermatositlere dönüşerek spermatogenez sürecinin 

bir sonraki aşamasına ilerleyen öncül hücrelerdir (18,23). 

3.2.2 Spermatosit (Mayoz) Evresi 

Primer spermatositler, birinci mayoz bölünme başlamadan önce DNA 

replikasyonunu gerçekleştirerek 46 kromozom (44+XY) ve 4n DNA içeriğine ulaşır. 

Bu hücreler, spermatogenez sürecinin en büyük hücreleri olarak kabul edilir. Birinci 

mayoz bölünme tamamlandığında, haploid kromozom sayısına (22+X veya 22+Y) ve 

2n DNA miktarına sahip sekonder spermatositler meydana gelir. Sekonder 

spermatositler, interfaz evresinde çok kısa bir süre kaldıktan sonra ikinci mayoz 

bölünmeye girerek haploid spermatidlere dönüşür (24). 

3.2.3 Spermiyogenez 

Spermiyogenezis, spermatogenez sürecinin son aşamasını oluşturur ve erkek 

DNA’sının oosite aktarılmasını sağlayan özelleşmiş hücreler olan spermatozoalara 

dönüşümünü ifade eder. Bu süreç boyunca hücre bölünmesi gerçekleşmeden, haploid 

spermatidler yaklaşık 7-8 μm çapında olup seminifer tübül lümenine yakın bölgede 

konumlanır. Spermiyogenezis; akrozom gelişimi, çekirdeğin yoğunlaşıp uzaması, 

flagellum oluşumu ve sitoplazmanın büyük bir kısmının kaybedilmesi gibi önemli 

aşamaları içerir (25). Olgun sperm hücresi, Sertoli hücre yüzeyinden ayrılarak tübül 

lümenine doğru ilerler.  

Spermiyogenezis süreci dört temel aşamada incelenmektedir; 
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Golgi Evresi: Bu aşamada, spermatid sitoplazmasında çekirdeğe yakın bölgede 

belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir çift sentriol, endoplazmik retikulum 

ve serbest ribozomlar bulunur. Golgi kompleksinden kaynaklanan küçük 

proakrozomal veziküller birleşerek, çekirdeğin bir ucuna yakın konumda tek 

katmanlı bir zar ile çevrili akrozomal başlığı oluşturur. Sentriyoller, akrozomal 

başlığa en uzak noktaya doğru hareket eder ve bunlardan biri bazal cisimciğe 

dönüşür. Bu yapı, silyum ile benzer özellikler gösteren bir yapı oluşturarak flagella 

aksonemini meydana getirir (26). 

Kep Evresi: Bu süreçte, akrozom yoğunlaşan çekirdeğin yarısını kapsayacak şekilde 

genişler. Akrozom içerisinde hiyaluronidaz, nöroaminidaz ve akrozin gibi hidrolitik 

enzimler bulunur. Bu enzimler, spermatozoa oosit ile temas ettiğinde salgılanarak, 

akrozomal dış zarın sperm hücre zarı ile birleşmesini sağlar. Enzimlerin etkisiyle, 

oositi çevreleyen corona radiata hücreleri birbirinden ayrılır ve zona pellusida 

tabakası parçalanır. Bu olay, döllenmenin ilk aşamalarından biri olan akrozomal 

reaksiyon olarak adlandırılır (25). 

Akrozom Evresi: Bu evrede, gelişen spermin akrozomu, yoğunlaşmış çekirdeğe 

sahip başı ile Sertoli hücresinin apikal sitoplazmasında gömülü halde bulunur. Aynı 

zamanda gelişen aksonem, seminifer tübül lümenine doğru uzanarak hücre 

çekirdeğinin yoğunlaşmasını ve uzamasını sağlar. Bu süreçte, nükleozomlarda 

bulunan histon proteinleri, küçük bazik peptidler olan protaminlerle yer değiştirir. 

Flagellumun kuyruk yapısı gelişimini sürdürürken, proksimal bölgede iyonların 

birikmesiyle oluşan orta parçada, flagellum hareketi için gerekli ATP üretilir (26). 

Matürasyon (Olgunlaşma) Evresi: Spermiyogenezisin olgunlaşma aşamasında, geç 

dönem spermatitlerden geriye kalan sitoplazma ve hücreler arası bağlantılar ortadan 

kaldırılır. Olgunlaşan sperm hücresi tübül lümenine bırakılır ancak bu aşamada 

henüz tam olarak işlevsel değildir. 

Olgunlaşma sürecini tamamlayan sperm, seminifer tübüllerden ayrıldıktan sonra 

testis sıvısı ile birleşerek kaput epididimise ulaşır. Burada testis sıvısı ve proteinler 

spermlerden uzaklaştırılır. Spermler, korpus epididimise geçiş yaparken işlevsel hale 

gelir ve hareket yetisi ile döllenme kapasitesi kazanmaya başlar. Epididim içinde 

ilerledikçe gelişimleri devam eder ve ejakülasyondan hemen önce depo edildikleri 

kauda epididimise ulaştıklarında maksimum olgunluk seviyesine erişirler. İnsanlarda 
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bu sürecin genellikle 2 ila 6 gün arasında tamamlandığı gözlemlenmiştir. Spermin 

uzun süreli depolanması ve hareket yeteneğini sürdürebilmesi için, düşük sıcaklık, 

androjen hormonuna bağlı çevresel faktörler ve epididim içindeki spesifik moleküler 

bileşenlerin varlığı büyük önem taşımaktadır (25). 

3.2.4 Sperm Kapasitasyonu ve Akrozom Reaksiyonu 

Spermatogenez süreci tamamlandıktan sonra, seminifer tübüllerin lümenine geçen 

sperm hücreleri, kontraktil yapılar yardımıyla epididime taşınarak burada depolanır. 

Epididimde hareket yeteneğini kazanan spermatozoalar, yaklaşık yedi saat süren 

kapasitasyon süreci sonrasında oositi dölleyebilme kapasitesine ulaşır (24). 

Kapasitasyon, spermin döllenme yeteneğini kazanabilmesi için dişi üreme 

kanallarında gerçekleşen önemli bir biyokimyasal süreç olup, insanlarda yaklaşık 

yedi saat sürmektedir. Bu sürecin büyük bir kısmı fallop tüplerinde meydana gelir 

(27). Serin-treonin fosforilasyonunun kapasitasyondaki rolü tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da tirozin fosforilasyonunun artışı ile kapasitasyon süreci 

arasında belirgin bir ilişki olduğu bilinmektedir. Ayrıca, kapasitasyon sürecinin, 

spermin kolesterol kaybı ile bağlantılı olduğu ve prolin tarafından düzenlenen 

fosforilasyon artışı ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Prolin kontrollü fosforilasyon, 

hücresel çoğalma ve farklılaşma gibi birçok biyolojik sürecin önemli 

düzenleyicilerinden biridir (28). 

Kapasitasyon sırasında, endometriyal hücreler tarafından salgılanan interlökin-6 (IL-

6), spermin döllenme kapasitesini artırarak süreci olumlu yönde etkiler. IL-6’nın bu 

etkisinin, büyük ölçüde spermde bulunan IL-6Rα reseptörüne bağlanması yoluyla 

gerçekleştiği düşünülmektedir (29). Erkek ve dişi üreme kanallarında bulunan bazı 

kapasitasyon önleyici faktörler, spermin erken kapasitasyon yetisi kazanmasını 

engeller. Bu faktörler, kapasitasyon sürecinde sperm hücresinden uzaklaştırılır ve 

spermler ampullaya ulaştığında tam anlamıyla döllenme yeteneğine sahip hale gelir 

(30). Kolesterol, sperm hareketliliğini baskılayarak kapasitasyon sürecinin 

başlamasını geciktirir. Bu nedenle, kapasitasyonun başlatılmasında en önemli 

faktörlerden biri, sperm membranındaki kolesterolün bağlanarak ortamdan 

uzaklaştırılmasıdır (30,31). 
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Kapasitasyon süreci, kalsiyum, kinaz, cAMP, G-protein ve redoks mekanizmalarına 

bağlı olarak gerçekleşen biyokimyasal değişimlerden oluşur ve spermin zona 

pellusida ile etkileşime girmesi için gereklidir. Bu süreçte, ortamda kalsiyum, 

bikarbonat, serum albumin, glikoz ve enerji kaynaklarının bulunması gereklidir. 

Kapasitasyonda, cAMP ikinci mesajcı olarak kritik bir rol oynar. cAMP 

seviyesindeki artış, protein kinaz A (PKA) aktivasyonunu tetikler ve bu enzim, 

kapasitasyon sürecini düzenleyen temel mekanizmalardan biridir. PKA aktivitesinin 

inhibe edilmesi, kapasitasyon sürecini engeller (30,32). 

Kapasitasyon sırasında meydana gelen bir diğer önemli biyokimyasal değişiklik, 

tirozin fosforilasyonundaki artıştır. cAMP, bu fosforilasyonda önemli bir enzim 

olarak görev yapar. cAMP-bağımlı sinyal iletimi ve reaktif oksijen türleri (ROS), 

tirozin fosforilasyon sürecini başlatır (33,34). Ayrıca, kapasitasyon sürecinde hücre 

içi kalsiyum (Ca²⁺) seviyesinde artış gözlemlenir (30,33). Tirozin ile fosforile edilen 

proteinler, insan sperminde ZP3 için reseptör işlevi görür. Bu proteinler akrozomda 

bulunur ve tirozin kinaz aktivitesi gösterir. Zona pellusida ile etkileşime giren bu 

proteinler, tirozin kinaz aktivasyonunu başlatır ve fosfotirozin oluşumuna neden olur 

(35). Sperm hücresinde bulunan AKAP (A-kinase anchor protein), kinaz aktivitesi 

göstererek zona pellusida proteinleri için bir reseptör işlevi görür (30,34). 

Sperm, dişi üreme kanalındaki epitel hücreleriyle etkileşime girdiğinde, spermin 

akrozomal bölgesini kaplayan plazma membranındaki glikoprotein tabaka ve seminal 

plazma proteinleri ortadan kaldırılır. Bu değişiklikler, kapasitasyonunu tamamlayan 

sperm hücresinin korona radiata hücreleri arasından geçerek akrozom reaksiyonuna 

girmesine olanak sağlar (27). 

Akrozom reaksiyonu; zona pellusidanın oosit ve folikül hücreleri arasındaki ilişkileri 

düzenlemesinin yanı sıra, gelişim sürecinde oositleri, yumurtaları ve embriyoları 

koruma görevini üstlenir. Zona pellusida, ayrıca ovulasyonla serbest bırakılan 

yumurta ve sperm arasındaki etkileşimi düzenleyerek döllenme sürecinde kritik bir 

rol oynar. Zona pellusidası bulunmayan dişilerde infertilite gözlemlenmektedir. 

Fertilizasyon sürecinde, zona pellusidanın işlevleri, üzerindeki glikoproteinler 

aracılığıyla yürütülür (36). 

Bu glikoproteinler, post-translasyonel modifikasyonlarla heterojenlik gösteren ZP1, 

ZP2 ve ZP3’tür (37). Bu moleküller, sperm hücresi için reseptör görevi görür. ZP3, 
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sperm reseptörü olarak işlev görerek fertilizasyon sürecinin ilk aşamasında anahtar 

rol oynar. Sperm hücresinin oosite bağlanmasının ardından, ZP3 akrozom 

reaksiyonunu tetikler (38). Akrozom reaksiyonu tamamlandıktan sonra, ZP2 

sekonder sperm reseptörü olarak işlev görerek spermin bağlanmasını sağlar (37,39). 

Spermin baş kısmının yaklaşık üçte ikisini kaplayan akrozom, akrozin ve 

hyaluronidaz gibi enzimler içerir. Kapasitasyonunu tamamlayan sperm, zona 

pellusidayı geçebilmek için akrozom reaksiyonunu gerçekleştirmek zorundadır. 

Sperm, zona pellusidaya bağlandığında, baş kısmında bulunan spesifik reseptörler 

aktive olur ve ekzositoz süreci başlar. Bu aşamada, sperm plazma membranı ile dış 

akrozomal membran birleşerek akrozom içeriğinin serbest kalmasını sağlar. 

Akrozom reaksiyonunu gerçekleştiremeyen sperm, zona pellusida veya oolemma ile 

bağlanamaz (40). 

Fosfoinozitid-3 kinaz (phosphoinositide 3-kinase-PI 3-kinase), somatik hücrelerde 

hem reseptör tirozin kinazlar (RTK) hem de G-proteinleri ile etkileşime girerek 

aktive olur. İnsan sperminde, akrozom reaksiyonu sırasında G-proteinler, RTK, 

inozitol fosfolipidler ve fosfoinozitol 3-kinazın önemli roller üstlendiği 

gösterilmiştir. Ayrıca, fosfoinozitol 3-kinazın spesifik inhibitörlerinden biri olan 

Wortmannin’in, insan sperm akrozom reaksiyonunu büyük ölçüde engellediği tespit 

edilmiştir (41). 

Spermin yumurta ile kaynaşmasını mümkün kılan akrozom reaksiyonu, akrozomal 

veziküllerin ekzositozunu ve akrozomal aktinin polimerizasyonunu içerir. Deniz 

kestaneleriyle yapılan çalışmalarda, yumurta jelinde bulunan fukoz sülfat polimerinin 

(FSP), Ca²⁺’un iki farklı kanal yoluyla hücre içine girmesini teşvik ettiği ve akrozom 

reaksiyonunun tamamlanmasına katkı sağladığı belirlenmiştir. Bu kanallardan biri, 

depo kontrollü (store-operated) bir kanal olup, akrozomal vezikül ekzositozunun 

başlamasına neden olur (42). 

Akrozom reaksiyonu sırasında, tripsin benzeri enzimler ve akrozin salgılanarak zona 

pellusida geçirgen hale gelir (27). Akrozom reaksiyonunu tamamlayan spermler, 

zona pellusidayı geçebilir (43). Ayrıca, spermin akrozomunda bulunan anjiyotensin 

dönüştürücü enzim (ACE), fertilizasyon sürecinde akrozom reaksiyonunun 

tetiklenmesine katkıda bulunur (44). 
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3.2.5 Olgun (Matür) Sperm 

Sperm hücresi, baş ve kuyruk olmak üzere iki ana bölümden meydana gelir. Toplam 

uzunluğu yaklaşık 60 μm olan sperm hücresinin baş kısmı, yaklaşık 4-5 μm 

uzunluğunda ve 3 μm genişliğindedir. Baş bölgesi, genetik bilgiyi içeren çekirdeği 

barındırırken, kuyruk (flagellum) spermin hareket yeteneğini sağlar. Bu yapı, 

spermin yumurta hücresine ulaşarak döllenme sürecini gerçekleştirmesi açısından 

kritik bir rol oynar. 

 

Şekil 4. Olgun bir spermin yapısı (45). 

3.2.5.1 Baş Yapısı 

Bir sperm hücresinin baş kısmının büyük bir bölümünü, babadan gelen genetik 

bilgiyi içeren yoğunlaştırılmış bir çekirdek oluşturur. Çekirdeğin ön yüzeyi, 

hidrolitik enzimler içeren akrozom adı verilen bir yapı ile çevrilidir. Golgi aygıtı 

kökenli olan akrozom, spermin yumurta hücresini döllemesine yardımcı olur. 

Akrozomda bulunan başlıca enzimler arasında akrozin ve hyaluronidaz yer alır. Bu 

enzimler, oositin dış katmanlarını parçalayarak spermin yumurta hücresine 

ulaşmasını sağlar. Bunun yanı sıra, akrozomda asit fosfataz, aril sülfataz, kollajenaz, 

fosfolipaz C, β-galaktozidaz ve nöraminidaz gibi çeşitli enzimler de bulunur. Bu 

enzimler, fertilizasyon sürecinde, sperm akrozom zarı ile oosit plazma membranının 

birleşmesi sırasında serbest hale gelerek döllenmeye katkıda bulunur (46). 

3.2.5.2 Kuyruk Yapısı 

İnsan spermlerinin kuyruk kısmı, dört temel bölüme ayrılır: boyun, orta parça, esas 

parça ve son parça. 
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Boyun bölgesi; sperm başı ile kuyruğu arasındaki bağlantıyı sağlar. Proksimal 

sentriyolden oluşan bu yapı, yoğun fibröz bileşenler içerir. Bu özellik, spermin 

hareketi sırasında boyun kısmının esnek şekilde bükülmesine olanak tanıyarak 

hareket kabiliyetini artırır. 

Orta parça; yaklaşık 7 μm uzunluğundadır ve mitokondrilerin helikal dizilim 

halinde bulunduğu bölgedir. Bu mitokondriler, spermin kuyruk hareketi için gereken 

enerjiyi üretmekle sorumludur (18). 

Esas parça; spermin en uzun bölümü olup yaklaşık 40 μm uzunluğunda ve 0,5 μm 

çapındadır. İç yapısı dört katmandan meydana gelir: aksonem, kalın dış fibriller, 

fibröz kılıf ve plazma membranı. Aksonem, spermin kuyruk hareketini sağlayan 

temel yapıyı oluşturur. Dynein kolları, ATP enerjisini mekanik harekete çevirerek 

spermin ileri hareketini sağlar. Dış fibröz kılıf sayesinde oldukça sağlam bir yapı 

sunarak spermin hareket yeteneğini destekler (47,48). 

Son parça; fibröz kılıfın distal ucundan başlayan yaklaşık 5 μm uzunluğundaki 

bölgedir. Bu kısımda mikrotübüller giderek azalarak sona erer. Dynein kollarının 

kaybolmasıyla birlikte merkezi mikrotübüller de yok olur ve kuyruk ucuna doğru 

tamamen kaybolur (18). 

3.3 Semenin Yapısı 

Semen (meni), hipotalamo-testiküler aksın kontrolünde testislerin fonksiyonu ile 

posttestiküler boşaltım kanalları ve yardımcı bezlerin salgılarından oluşan nihai bir 

üründür (49). Semenin hacminin yaklaşık %90’ı, ağırlıklı olarak prostat bezi, seminal 

veziküller ve epididimis tarafından üretilen salgılardan meydana gelir (50). 

Bu bezlerin salgıladığı sıvılar, spermlerin korunmasını ve taşınmasını sağlarken, aynı 

zamanda döllenme için uygun bir mikroçevre oluşturur. 

3.3.1 Semen Analizi 

Semen kalitesi; cinsel perhiz süresi, sıcaklık değişimleri, günün farklı saatleri, 

mevsimsel faktörler, duygusal durum, çalışma koşulları ve örneğin alındığı ortam ile 

yönteme bağlı olarak farklılık gösterebilir. Bu nedenle, güvenilir sonuçlara 

ulaşabilmek için semen analizi 3-4 hafta arayla en az iki kez tekrarlanmalı ve sperm 

parametrelerinde %20’den fazla değişim gözlemlenirse analiz yeniden yapılmalıdır 

(49). 
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Semen, öncelikli olarak hacim, renk, pH, likefaksiyon (semenin çözünmesi) ve 

viskozite gibi fiziksel özellikler açısından Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO-2021) 

kriterlerine göre değerlendirilir (Tablo 1). Bu kriterlere göre normal bir semen örneği 

homojen yapıda ve gri-opalesan görünümde ve hacmi en az 1,4 ml olmalıdır (50). 

Sperm konsantrasyonu düşük olduğunda, semen daha az opak görünebilir ve belirli 

durumlara bağlı olarak rengi değişebilir. Örneğin, eritrositlerin varlığında kırmızı-

kahverengi, ikterli hastalarda veya belirli ilaçlar ve vitaminlerin kullanımında ise sarı 

renkte olabilir. Semenin normal pH seviyesi en az 7,2 olmalıdır. 

Ejakülasyonun ardından, seminal veziküllerden salgılanan protein kinaz enzimi, 

semeni koagüle eder. Bu pıhtılaşmış semen, prostat salgılarının etkisiyle 15-20 

dakika içinde çözünmelidir. Likefaksiyon sürecinin tamamlanması için maksimum 

süre 1 saat olarak kabul edilir. Viskozite değerlendirmesi, numuneye bir cam çubuk 

batırılıp çıkarılarak oluşan iplikçik ölçülerek yapılır. Oluşan iplikçiğin uzunluğu 2 

cm’yi aşmamalıdır (50). 

Tablo 1. Normal semen parametreleri (WHO-2021). 

Parametre    En Düşük Referans Değer 

Volüm (ml)  

pH 

Total sperm sayısı (milyon/ejakülat)  

Konsantrasyon (milyon/ml) 

Total motilite (%) 

Progresif motilite (%) 

Nonprogresif motilite (%) 

İmmotilite (%) 

Canlılık (%) 

Morfoloji (%) 

1,4  

>7,2  

39  

16  

42  

30 

1 

20 

54  

>4 

 

Semen analizinde mikroskobik inceleme, öncelikli olarak 100x büyütme altında 

gerçekleştirilir. Bu aşamada, semen örneğinde mukus iplikçiklerinin varlığı, sperm 

agregasyonu ya da aglütinasyon gibi olası durumlar değerlendirilir. Ayrıca, 

spermatozoa haricindeki hücreler incelenerek epitel hücreleri, lökositler, 

olgunlaşmamış germ hücreleri ile izole halde bulunan sperm başları veya 

kuyruklarının varlığı tespit edilir. 
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3.3.1.1 Sperm Sayısı ve Hareketliliği 

Likefiye olmuş semen örneğinde, sperm sayısı ve hareketliliğini tespit etmek 

amacıyla Makler sayım kamerası veya Neubauer hemositometresi tercih 

edilmektedir. 200x veya 400x büyütme seviyelerinde gerçekleştirilen incelemelerde, 

sperm konsantrasyonu belirlenirken aynı anda sperm motilitesi de analiz 

edilmektedir (50). 

 
Şekil 5. a).Makler sayım kamerası b).Mikroskop görüntüsü 

Sperm hareketliliği (motilite) şu şekilde derecelendirilir: 

• İleri hareketli sperm (Progresif Motilite; PR): Hızdan bağımsız olarak 

doğrusal ya da geniş daireler içinde aktif hareket eder. 

• Yerinde hareketli sperm (Nonprogresif Motilite; NP): Sperm, küçük daireler 

halinde yüzme, başı sabit tutarak kuyruğunu hareket ettirme gibi yerinde 

hareketler sergiler. 

• Hareketsiz sperm (İmmotilite; IM): Sperm hiçbir hareket göstermez. 

Dünya Sağlık Örgütü’ne göre, sperm hareketlilik sınıflandırması Tablo 2‘de 

belirtildiği gibidir. 

Tablo 2. Sperm hareketliliğinin sınıflandırması (WHO-2021) 

Hızlı ileri hareketli sperm (+4) 

Yavaş ileri hareketli sperm (+3) 

Yerinde hareketli sperm (+2) 

Hareketsiz (immotil) sperm  (+1) 

3.3.1.2 Sperm Canlılığı 

Semen analizinde hareketsiz spermlerin oranı önemli bir kriterdir, ancak tüm 

hareketsiz spermler ölü değildir. Bu nedenle, spermin canlılığını (vitalitesini) 

değerlendirmek için çeşitli testler uygulanmaktadır. Vitalite tespiti, eozin, eozin-
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nigrozin ve tripan mavisi gibi supravital boyalar veya hipoozmotik şişme testi (HOS) 

kullanılarak gerçekleştirilebilir. 

Ölü sperm hücreleri zar bütünlüklerini kaybettikleri için supravital boyaları içlerine 

alır ve böylece boyanarak ölü oldukları belirlenir. Hipoozmotik şişme testi ise sperm 

zarının bütünlüğünü değerlendiren önemli bir canlılık analizidir. Bu test, yalnızca zar 

yapısı sağlam (canlı) olan hücrelerin hipotonik çözeltilerde şişmesi prensibine 

dayanır. Canlı hücreler bu ortamda şişerek kuyruk bölgelerinde karakteristik 

kıvrımlar oluşturur (50). 

3.3.1.3 Sperm Morfolojisi 

Morfolojik incelemeler için genellikle Giemsa, Papanicolaou, Bryan Leishman ve 

Shorr gibi boyama yöntemleri ile Diff-Quick ve Spermac Stain gibi ticari kitler 

kullanılmaktadır. Bu boyama teknikleri, sperm hücrelerinin yapısal özelliklerini daha 

belirgin hale getirerek değerlendirme sürecine katkıda bulunur. 

Sperm morfolojisi, Kruger Kriterleri ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) standartlarına 

göre değerlendirilir. Bu kriterlere göre, sperm başının düzgün konturlu ve oval bir 

yapıya sahip olması beklenir. Akrozom bölgesi, başın %40 ila %70’ini kaplamalıdır 

ve büyük vakuoller veya iki ya da daha fazla küçük vakuol içermemelidir. 

Vakuollerin kapladığı alan, baş hacminin %20’sini aşmamalıdır ve postakrozomal 

bölgede vakuol bulunmamalıdır. Orta parça, ince, düzgün sınırlara sahip olmalı ve 

baş uzunluğuna yakın bir ölçüde olmalıdır. Ayrıca, orta parçanın ekseni, baş 

ekseniyle aynı hizada bulunmalıdır. Eğer orta bölümdeki artık sitoplazma, baş 

hacminin üçte birinden fazla alanı kaplıyorsa, bu durum anormal kabul edilir. 

Kuyruk yapısı boyunca genişlik sabit olmalı, orta parçadan daha ince bir formda olup 

yaklaşık 45 μm uzunluğunda (baş uzunluğunun yaklaşık 10 katı) olmalıdır. Kuyruk, 

keskin bir açı oluşturmadan geriye doğru kıvrılabilir. Ayrıca, rezidüel sitoplazma 

oranı sperm başının üçte birini aşmamalıdır (50). 

Bu standartlara uymayan sperm hücreleri, anormal morfolojili spermler olarak kabul 

edilir. Bu tür yapısal bozukluklar, spermin döllenme yetisini azaltarak embriyo 

gelişimi ve olgunlaşma süreçlerinde aksamalara yol açabilir. 
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Şekil 6. Anormal morfolojiye sahip sperm formları (WHO-2021) 

Anormal morfolojiye sahip sperm hücrelerinde, genetik materyalde bozukluklar da 

görülebilir. Bu tür spermler, anormal DNA içeriği taşıyabilir. Morfolojik 

anomalilerin nedenleri arasında artmış DNA fragmantasyonu, kromozomal yapısal 

bozukluklar ve anomaliler, anöploidi oranındaki artış ve immatür kromatin yapısı yer 

almaktadır. 

3.4 Sperm DNA Fragmantasyonu (DNA Hasarı) 

Spermin temel fonksiyonu, babadan gelen genetik bilgiyi yumurtaya iletmektir. 

Ancak, spermatozoanın taşıdığı 23 kromozomun DNA yapısında meydana 

gelebilecek olası genetik bozulmaların nedenleri ve mekanizmaları henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Morfolojik olarak normal görünüme ve ideal hareket 

kabiliyetine sahip spermler dahi DNA hasarı içerebilir. DNA fragmantasyonu, sperm 

DNA’sında oluşan yapısal bozukluklar ve genomik istikrarsızlık nedeniyle ortaya 

çıkar ve infertil erkeklerin ejakülatında sıklıkla tek ve çift zincirli DNA kırıkları ile 

karakterizedir. 
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Sperm kromatin anomalileri arasında en sık karşılaşılanlar; tek veya çift sarmal DNA 

kırıkları, histonların protaminlere dönüşümündeki bozuklukların yol açtığı DNA 

paketlenme kusurları ve kromatin yapısındaki tersiyer konfigürasyon değişiklikleridir 

(51). 

Sperm DNA fragmantasyonu ve kromatin bütünlüğündeki bozulmaya neden olan 

birçok farklı etiyolojik faktör bulunmaktadır. Bu faktörler geniş bir yelpazeye 

sahiptir ve sigara tüketimi (52), radyasyon maruziyeti (53) ve kemoterapi (54) gibi 

çevresel etkenlerden; lökospermi (55), varikosel (56) ve kanser gibi patofizyolojik 

durumlardan kaynaklanabilir (57). Ayrıca, sperm dondurma gibi bazı tıbbi 

müdahalelerin bile sperm DNA hasarı ile ilişkili olabileceği belirtilmektedir (58). 

Sperm DNA hasarı ve kromatin anomalilerine neden olan moleküler mekanizmalar 

tam olarak netleştirilememiş olsa da, dört ana başlık altında sınıflandırılabilir: 

1. Kromatin paketlenme anomalileri 

2. Apoptozis 

3. Oksidatif stres veya radyasyona bağlı DNA zinciri kırıkları 

4. Kromozomal hasarlar 

3.4.1 Kromatin Paketlenme Anomalileri 

Spermatogenez sırasında kromatin yapısının yeniden düzenlenmesi sürecinde, 

histonların protaminlerle yer değiştirmesi hayati bir aşamadır. Bu dönüşüm 

esnasında, histonların hiperasetilasyonu kromatini daha açık hale getirirken, DNA 

topoizomeraz II (Topo II) enzimi, süpersarmal yapı nedeniyle oluşan burulma 

stresini azaltmak amacıyla sperm DNA’sında geçici kesikler oluşturur. Normal 

şartlarda, bu kırılmalar spermatogenez süreci ve ejakülasyon öncesinde Topo II 

enzimi tarafından onarılır. Ancak, eğer onarım mekanizması eksik ya da yetersiz 

kalırsa, ejakülatta DNA hasarı içeren spermler bulunabilir (59). 

3.4.2 Apoptozis 

Sperm DNA hasarının bir diğer sebebi, tamamlanmamış veya eksik kalan apoptoz 

sürecidir. Testislerde, germ hücrelerinin aşırı çoğalmasını dengelemek ve hasarlı 

hücreleri ortadan kaldırmak amacıyla apoptoz mekanizması devreye girer (60). Bu 

süreç, Sertoli hücreleri tarafından salgılanan Fas ligandı (FasL) ile germ hücrelerinin 

yüzeyindeki Fas reseptörlerinin etkileşimi sonucu tetiklenir. Semen parametreleri 
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düşük olan erkeklerde Fas ekspresyon seviyelerinin arttığı tespit edilmiştir. Bu 

durum, bazı sperm hücrelerinde DNA hasarının Fas ekspresyonuyla başladığını, 

ancak bu hücrelerin apoptoz sürecini tamamlamadan hayatta kaldığını öne süren 

"abortif apoptozis" (tamamlanmamış apoptoz) hipoteziyle uyumludur (61). Ayrıca 

yapılan genetik çalışmalar, spermatogenez sırasında DNA hasarını onaran 

mekanizmalarda eksizyon onarım genleri, uyumsuzluk onarım genleri ve p53’ün 

kritik bir rol oynadığını göstermiştir (62). 

3.4.3 Oksidatif Stres 

Sperm DNA hasarının, artmış reaktif oksijen türleri (ROS) ile doğrudan ilişkili 

olduğu belirlenmiştir (63). Seminal plazma, sperm DNA’sını koruma işlevi gören 

çeşitli antioksidan bileşenler içermektedir (64). Düşük seviyelerde ROS, sperm 

olgunlaşması, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda önemli roller üstlenirken, 

aşırı ROS üretimi hücresel ve genetik düzeyde ciddi zararlara yol açabilir. 

Semendeki en büyük ROS kaynakları arasında lökositler ve spermler bulunur. 

Özellikle olgunlaşmamış veya morfolojik bozukluklara sahip sperm hücreleri, aşırı 

ROS üretimine neden olabilir. Ayrıca, sperm hareketliliğinin sağlanması için enerji 

üreten mitokondrilerin fazla olması, ortamda ROS seviyesinin yükselmesine katkıda 

bulunur (63). 

Çevresel faktörler arasında semende lökosit varlığı, toksik kimyasallar, beslenme 

yetersizlikleri, laboratuvar işlemleri, yaşlanma, stres, sigara ve alkol kullanımı, 

enflamasyon, kanser ve antikanser ilaçları gibi etkenler bulunmaktadır. Ancak, içsel 

faktörlerin dışsal etmenlere kıyasla sperm DNA hasarına daha fazla katkı sağladığı 

bildirilmektedir. Sperm DNA fragmantasyonu, özellikle lökositlerin ürettiği 

ROS’dan çok, sperm hücrelerinin kendi içsel ROS seviyeleriyle daha yakından 

bağlantılıdır (63). Yapılan çalışmalara göre, infertil erkeklerin yaklaşık %25’inde 

spermde artmış ROS seviyeleri tespit edilmiştir (65). 

3.4.4 Kromozomal Hasarlar 

Erkek infertilitesinin nedenleri arasında genetik faktörlerin yaklaşık %30 oranında 

etkili olduğu rapor edilmiştir. Bu genetik anomaliler, sayısal ve yapısal kromozom 

bozukluklarını ya da her ikisinin bir arada bulunduğu durumları içerebilir. Özellikle 

Y kromozomundaki AZF (AZFa, AZFb, AZFc) gen bölgelerinde meydana gelen 
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mikrodelesyonların, azospermi veya oligospermiye sebep olarak üreme yetisini 

olumsuz etkilediği bilinmektedir (66). 

3.5 Sperm DNA Fragmantasyonunu Belirleme Yöntemleri 

Günümüzde, sperm DNA hasarını belirlemek amacıyla farklı teknikler 

uygulanmaktadır. Bu yöntemler, basit boyama işlemlerinden daha karmaşık 

analizlere kadar geniş bir yelpazede yer almakta olup, genellikle üç ana kategoriye 

ayrılmaktadır: DNA hasarının değerlendirilmesine yönelik testler, kromatin 

organizasyonundaki anomalileri saptayan yöntemler ve kromozomal bozuklukları 

tespit eden analizler. Sperm DNA fragmantasyon testlerinde sınır değerleri, yapılan 

araştırmalara bağlı olarak %27 ile %35 arasında değişkenlik göstermektedir (67). 

3.5.1 DNA Hasarını Değerlendirmeye Yönelik Yöntemler 

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin Analizi: 

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif stres kaynaklı DNA hasarını 

belirlemede kullanılan en önemli biyobelirteçlerden biridir. Genomik DNA'daki 8-

OHdG seviyesinin ölçümü, elektrokimyasal dedektörlü yüksek performanslı sıvı 

kromatografi (HPLC-EC) yöntemi ile gerçekleştirilmektedir (68). 

Komet (Tek Hücre Jel Elektroforezi) Testi: 

Komet testi, sperm DNA kırıklarını doğrudan analiz etmek ve erkek infertilitesinin 

araştırılmasında kullanılan yüksek hassasiyete sahip bir yöntemdir (69). Bu test, 

nötral veya alkali ortamda gerçekleştirilebilir; nötral tampon çözeltiler yalnızca çift 

sarmallı DNA kırıklarını tespit edebilirken, alkali tamponlar hem tek hem de çift 

sarmallı kırıkları belirleyebilir (70). 

Yöntemin temel prensibi, alkali pH ortamında farklı moleküler ağırlıklara ve elektrik 

yüklerine sahip DNA moleküllerinin elektrik alanı içinde farklı hızlarda hareket 

etmesine dayanır. Analiz esnasında yoğunlaştırılan sperm hücreleri, agaroz 

solüsyonu içinde ince bir tabaka halinde yayılır ve ardından deterjan ve yüksek tuz 

konsantrasyonları ile işleme tabi tutulur. Bu süreç, DNA'nın süpersarmal halkalarını 

açarak protamin ve histonların uzaklaştırılmasını sağlar. Alkali ortam, çift sarmallı 

DNA’nın doğal sarmal yapısını bozarak kırıkların görünür hale gelmesini 

kolaylaştırır. 
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Elektroforez işlemi uygulandığında, sağlam DNA molekülleri kuyruğa benzer bir 

yapı oluşturmaz, hasar görmüş DNA fragmentleri moleküler ağırlık ve elektrik yükü 

farkı nedeniyle elektrik alanında farklı hızlarda hareket ederek "kuyruklu yıldız" 

benzeri bir görüntü meydana getirir. Hücreler, floresan DNA bağlayıcı boya ile 

boyandıktan sonra görüntüleme yazılımı aracılığıyla analiz edilir. Yazılım, kuyruğun 

uzunluğunu ve floresan yoğunluğunu değerlendirerek DNA iplik kırıklarının 

miktarını belirler. Baş ve kuyruktaki DNA oranına göre hasarın seviyesi tespit edilir. 

Floresan boyama yöntemi ile elde edilen DNA göçü görüntüleri analiz edilerek DNA 

hasarı derecelendirilir (71). 

TUNEL Yöntemi: 

TUNEL (Terminal deoksinükleotidil transferaz dUTP Nick-End Labeling) yöntemi, 

DNA polimeraz enzimi olan Terminal Deoksinükleotidil Transferaz (TdT) 

kullanılarak tek veya çift sarmallı DNA’nın 3’-hidroksil uçlarına rastgele 

deoksiribonükleotitlerin (dUTP) eklenmesi prensibine dayanır (72). Eklenen 

dUTP'ler daha sonra işaretlenerek, akış sitometrisi veya floresan mikroskopi 

teknikleri ile analiz edilir. Ancak, çift sarmallı DNA kırıklarında her zaman 3'-OH 

grubu bulunmadığından, bu kırıkların tespit edilmesi her durumda mümkün 

olmayabilir. Sonuçlar doğrultusunda, spermler TUNEL pozitif veya negatif olarak 

gruplandırılır ve total sperm popülasyonundaki yüzdesel oranları belirlenerek ifade 

edilir (73). 

NT Testi (İn Situ Nick Translasyon): 

Nick Translasyon (NT) testi, temel olarak TUNEL yöntemine benzer bir prensip ile 

çalışmakla birlikte, yalnızca tek zincirli DNA kırıklarını tespit edebilir. Bu yöntem, 

DNA polimeraz I enzimi aracılığıyla gerçekleştirilen bir reaksiyon sonucunda, tek 

zincirli DNA’nın 3'-OH ucuna biyotin veya floresan ile işaretlenmiş dUTP 

eklenmesiyle ölçüm yapılmasını sağlar. NT yöntemi, DNA’daki endojen çentiklerin 

belirlenmesine olanak tanır (74). Ancak diğer testlerle kıyaslandığında duyarlılığının 

daha düşük olduğu belirtilmiştir. 

Sperm Kromatin Yapı Analizi (SCSA): 

Sperm kromatin yapı analizi (SCSA), anormal kromatin yapıya sahip sperm 

DNA’sının ısı veya asit kaynaklı denatürasyona daha duyarlı olduğu prensibine 
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dayanır. Bu yöntemde, akridin turuncusu (AO) boyasının metakromatik özellikleri 

kullanılarak sperm DNA’sının in situ asit veya ısı ile denatüre olma eğilimi ölçülür. 

Akış sitometrisi yardımıyla, tek zincirli DNA’ların (≥ 630 nm'de kırmızı floresan) 

çift sarmallı DNA'lara (515-530 nm'de yeşil floresan) oranı belirlenir (75). Bunun 

yanı sıra, sperm hücrelerinde DNA kırıklarının yanı sıra histon-protamin oranında 

meydana gelen anormallikler de bu yöntemle tespit edilebilir (76). 

Halo Sperm Yöntemi-Sperm Kromatin Dispersiyon (SCD) Testi: 

Sperm Kromatin Dağılımı (SCD) testi, sperm DNA kırıklarını doğrudan tespit 

edebilen bir analiz yöntemidir (77). Test sürecinde, sperm örneği agaroz matriks 

içerisine yerleştirilir, ardından denatürasyon için bir asit çözeltisi ile işlem uygulanır 

ve böylece membran ve proteinler, lizis tamponu ile uzaklaştırılmış olur. Son 

aşamada, boyanan preparat ışık mikroskobu veya floresan mikroskop ile incelenir. 

DNA bütünlüğüne sahip sperm hücrelerinde, çekirdeğin merkezinde geniş bir hale 

(halo) oluşurken, DNA kırıkları bulunan spermlerde halo ya hiç gözlenmez ya da 

oldukça küçük olur (78). 

Acridine Orange Testi (AOT): 

Acridine Orange Testi (AOT), DNA’nın denatürasyon seviyesini belirlemek için 

Acridine Orange boyasının yeşilden kırmızıya doğru metakromatik kaymasını 

kullanır. Asit uygulaması sonrası denatüre olan DNA, yeşil floresan yerine kırmızı 

floresan yayar. Bu yöntem, Sperm Kromatin Yapı Analizi (SCSA) ile benzer bir 

prensibe dayanır ve DNA yapısındaki bozulmaları belirlemek amacıyla 

kullanılmaktadır (79). 

3.5.2 Kromatin Organizasyon Anomalilerini Belirleyen Yöntemler 

Anilin Mavisi Boyama: 

Asidik bir boya olan Anilin mavisi ile sperm kromatin bütünlüğü değerlendirilir. 

DNA hasarı bulunan spermler, genellikle histon kalıntılarının varlığını işaret eder. 

Bu kalıntılar, kromatin paketlenmesinde yetersizliğe yol açarak nükleoproteinlerin 

bazik gruplarını daha erişilebilir hale getirir ve bu durum, anilin mavisi gibi asidik 

boyalara bağlanma eğilimini artırır (80,81). Bu teknik, histon bakımından zengin 

olgunlaşmamış spermatozoalar ile protamin açısından zengin olgun spermleri ayırt 

etme prensibine dayanır. Lizin içeriği yüksek olan histon açısından zengin sperm 
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hücreleri mavi renkte boyanırken, arginin ve sistein bakımından zengin protamin 

içeren olgun sperm hücreleri boyanmaz. Lizin oranının yüksek olması, kromatin 

yoğunlaşmasında kusurlara neden olabilir (82-84). 

Toluidin Mavisi Boyama: 

Toluidin mavisi (TB) boyama yöntemi, spermlerin kromatin yapısındaki ve 

paketlenmesindeki anormallikleri belirlemek için uygulanan önemli bir 

histokimyasal boyama tekniğidir. Kromatini gevşek paketlenmiş veya DNA hasarı 

içeren sperm çekirdeklerindeki fosfat grupları, TB gibi bazik boyalara yüksek oranda 

bağlanır. TB, negatif yüklü fosfat gruplarıyla etkileşime giren katyonik bir boya 

olduğundan, zayıf ya da ortokromatik boyanmış hücrelerde TB bağlanma 

bölgelerinin azlığı, DNA’nın bütünlüğünün korunduğunu gösterir. Buna karşın, koyu 

veya metakromatik boyanmış hücrelerde, TB'nin fazla miktarda bağlandığı fosfat 

bölgelerinin varlığı, DNA bütünlüğünün bozulduğunu ve DNA kırıklarının mevcut 

olduğunu düşündürür (85). 

Kromomisin A3 (CMA3) Yöntemi: 

Kromomisin A3 (CMA3) yöntemi, protamin oranı düşük ve yetersiz paketlenmiş 

DNA’nın dolaylı olarak analiz edilmesini sağlar. CMA3, guanin-sitozin açısından 

zengin DNA bölgelerine özgü olarak bağlanır ve protaminlerle DNA’daki aynı 

bölgeleri hedef alır. Bu nedenle, yüksek CMA3 floresanı gösteren kısımların düşük 

protamin içeriğine sahip olduğu anlaşılır. Bu yöntem, spermatozoa kromatin 

değerlendirmesinde diğer yöntemlerle güçlü bir korelasyon göstermektedir (86). 

3.5.3. Kromozomal Anomalileri Tespit Eden Yöntemler: 

Floresan İn Situ Hibridizasyon (FISH) Yöntemi: 

Bu yöntemde, agaroz matrikse gömülmüş veya lam üzerine sabitlenmiş hücreler, 

DNA'nın denatüre edilmesi amacıyla alkali bir çözelti ile işleme tabi tutulur. Bu 

işlem, çift sarmallı DNA'nın tek sarmallı hale gelmesini sağlar. DNA kırıklarının 

artması, tek sarmallı DNA oluşumunu da artırmaktadır. Denatürasyonun ardından 

nötralizasyon uygulanarak proteinler uzaklaştırılır ve floresan işaretli problar 

kullanılarak in situ hibridizasyon gerçekleştirilir. Bu problar, DNA’nın tamamlayıcı 

bölgelerine bağlanarak floresan sinyal oluşturur. FISH yöntemi, DNA kırıklarının 

varlığını ve miktarını in situ olarak belirlemeye olanak tanır (87). 
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Çalışmamızda, DNA fragmantasyonunu belirlemek amacıyla Acridine Orange 

boyama yöntemi tercih edilmiştir. Ancak, bu yöntemin dezavantajlarından biri, 

floresan mikroskopta renklerin hızla solmasıdır. 

AO Boyama Prosedürü 

Semen süspansiyonundan hazırlanan preparatlar, Carnoy fiksatifinde (3:1’lik 

metanol: glasiyal asetik asit) en az 1 saat bekletildikten sonra kurumaya bırakılır. 

Sonrasında preparatlar, boyama işlemi için Acridine Orange (AO) boyasına aktarılır 

(50). 

AO Stok Çözeltisi ve Diğer Çözeltiler: 

• %1’lik AO çözeltisi: 1 g Acridine Orange, 100 ml distile suda çözülerek 

hazırlanır. 

• 0,1 Molar sitrik asit: 19,212 g sitrik asit, 1 litre distile su içinde çözülerek 

elde edilir. 

• 0,3 Molar Na₂HPO₄·H₂O: 47,991 g Na₂HPO₄·H₂O, 1 litre distile suda 

çözülerek hazırlanır. 

• Carnoy fiksatifi: 75 ml metanol ve 25 ml asetik asit karıştırılarak oluşturulur. 

AO Boya Karışımı: 

• %1 Acridine Orange: 2,5 ml 

• 0,1 Mol/l sitrik asit: 10 ml 

• 0,3 M Na₂HPO₄: 400 µl 

Bu çözelti her gün taze olarak hazırlanır. 

AO Boyama Uygulama Adımları: 

Yıkama işleminin ardından süspansiyon haline getirilmiş sperm örneğinden 20 μl 

alınarak temiz bir lam üzerine yayılır ve havada kurumaya bırakılır. Kuruyan 

preparat, 1 saat boyunca Carnoy fiksatifi ile fikse edilir. Fiksasyon tamamlandıktan 

sonra, taze hazırlanmış AO boyası ile 5 dakika boyunca karanlık ortamda boyama 

işlemi gerçekleştirilir. Fazla boya, distile su ile uzaklaştırıldıktan sonra, temiz bir 

kurutma kağıdı yardımıyla fazla su alınır. Örnekler floresan mikroskop altında 

incelenir. 

Floresan inceleme sırasında: 

• Yeşil floresan yayan sperm hücreleri sağlam DNA içerirken, 
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• Sarı-turuncu floresan yayan sperm hücreleri DNA fragmantasyonu 

taşımaktadır. 

Toplamda en az 200 hücre analiz edilerek DNA fragmantasyon yüzdesi hesaplanır. 

3.6 Sperm Hücresinin Elde Edilmesi 

Normal fizyolojik koşullarda, sperm hücreleri testislerde bulunan seminifer 

tübüllerde üretilir ve olgunlaşmak üzere epididimde depolanır. Ejakülasyon 

sırasında, spermler vas deferens adı verilen kanallar boyunca ilerleyerek hareket eder 

ve bu süreçte prostat bezi, seminal veziküller ve bulboüretral bezler tarafından 

salgılanan sıvılarla birleşir. Bu birleşme sonucunda ejakülasyon sırasında vücuttan 

atılan semen (meni) sıvısı oluşur. En yaygın sperm elde etme yöntemi, mastürbasyon 

yoluyla alınan ejakülatın laboratuvar ortamında değerlendirilmesi ve çeşitli 

tekniklerle sperm hücrelerinin ayrıştırılmasıdır. Ancak bazı durumlarda, sperm 

hücrelerinin doğal yollarla elde edilmesi mümkün olmayabilir. Obstrüktif (tıkayıcı) 

veya obstrüktif olmayan bazı vakalarda, sperm elde etmek için cerrahi müdahaleler 

gerekmektedir. 

Cerrahi sperm elde etme yöntemleri (MESA, PESA, TESE, TESA), ejakülasyon ile 

meni çıkışının gerçekleşmediği veya ejakülatta sperm hücresinin çok az bulunduğu 

(kriptozoospermi) ya da hiç tespit edilemediği (azospermi) vakalarda, yardımcı 

üreme teknikleri (IVF, ICSI) kapsamında testis dokusundan sperm hücrelerinin 

alınması için uygulanmaktadır. Erkek infertilitesi vakalarının yaklaşık %10-15’inde 

azospermi görülmektedir (1). Bazı azospermik hastalarda, testislerde sperm üretimi 

devam etmesine rağmen, sperm hücrelerinin ejakülatta bulunmasını engelleyen bir 

tıkanıklık (obstrüktif azospermi) söz konusu olabilir. Bu durumun temel nedenleri 

arasında doğuştan sperm kanallarının gelişmemesi (konjenital bilateral vas deferens 

yokluğu), sperm taşıyan kanallarda tıkanıklık (epididim veya vas deferens 

düzeyinde) ve geçmişte gerçekleştirilen vazektomi (cerrahi sterilizasyon) 

operasyonları yer almaktadır (88). 

Cerrahi sperm elde etme yöntemleri, obstrüktif azospermisi olan hastalarda epididim 

veya testis dokusundan, obstrüktif olmayan azospermi vakalarında ise doğrudan 

testisten sperm hücrelerinin toplanmasına olanak tanımaktadır. Elde edilen spermler, 

tüp bebek uygulamaları aracılığıyla kadının oositleri ile döllenerek gebelik elde 
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edilmesini sağlamaktadır. Cerrahi sperm elde etmek için kullanılan yöntemler şu 

şekilde özetlenebilir: 

Perkütan Epididimal Sperm Aspirasyonu (PESA) 

Bu yöntemde, skrotum cildi üzerinden epididime ince bir biyopsi iğnesi ile girilerek 

sperm hücreleri aspire edilir. Elde edilen sperm hücreleri, mikroenjeksiyon (ICSI) 

yöntemi ile oositlerin döllenmesi için kullanılabilir (89). 

Testiküler Sperm Aspirasyonu (TESA) 

PESA tekniğinin yetersiz kaldığı ya da uygulanmasının mümkün olmadığı 

durumlarda tercih edilir. Vakumlu bir iğne kullanılarak testis dokusuna girilir ve 

küçük doku örnekleri alınır. Bu örneklerde sperm hücrelerinin bulunması 

durumunda, mikroenjeksiyon (ICSI) yöntemi ile döllenme işlemi gerçekleştirilir 

(90). 

Testiküler Sperm Ekstraksiyonu (TESE) 

PESA ve TESA tekniklerinin uygulanamadığı veya sperm elde edilemediği 

vakalarda kullanılan bir yöntemdir. Bu teknikte, skrotum açılarak testis dokusundan 

biyopsi yoluyla küçük doku parçaları alınır ve sperm varlığı araştırılır. Genellikle 

işlem sırasında genel anestezi uygulanır. Biyopsinin mikroskop altında yapılması 

durumunda yöntem Micro-TESE olarak adlandırılır ve sperm bulma olasılığı 

artırılmış olur (91). 

Mikro Epididimal Sperm Aspirasyonu (MESA) 

Açık cerrahi yöntemi ile gerçekleştirilen bu teknikte, skrotum açılarak epididimden 

iğne yardımıyla olgun sperm hücreleri aspire edilir. Özellikle vas deferens 

kanallarında tıkanıklık bulunan veya doğuştan sperm kanallarına sahip olmayan 

hastalar için tercih edilen bir yöntemdir. İşlem, genellikle genel anestezi altında 

yapılmaktadır (92). 
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Şekil 7. Cerrahi sperm elde etme yöntemleri 

3.7 Sperm Hazırlama Yöntemleri 

Yardımla üreme tekniklerinin büyük bir çoğunluğunda, semen örneği laboratuvar 

koşullarında belirli işlemlerden geçirilir. Doğal döllenme sürecinde, vajinaya 

bırakılan sperm hücreleri için servikal mukus fiziksel bir bariyer görevi görür. Bu 

mukus, spermlerin hiperaktivasyonunu teşvik etmenin yanı sıra, morfolojik olarak 

sağlıklı sperm hücrelerinin seçilmesine de yardımcı olur. Dişi üreme sisteminde 

ilerleme sırasında, semen içerisinde bulunan hücresel artıklar, lökositler, bakteriler 

ve yapısal ya da hareket bozukluğu olan spermler filtrelenerek elenir. Aynı zamanda 

seminal plazma proteinleri uzaklaştırılarak, sperm kapasitasyonu sağlanır. 

Yardımcı üreme tekniklerinde (YÜT) kullanılan sperm hazırlama yöntemleri, bu 

doğal süreçleri laboratuvar ortamında taklit ederek, döllenme potansiyeli yüksek 

sperm hücrelerinin seçilmesini amaçlamaktadır. Kullanılacak sperm hazırlama 

tekniği, semen örneğinin özelliklerine bağlı olarak belirlenir. Tüm sperm hazırlama 

yöntemlerinde, vücut içi ortama benzer koşullar oluşturmak amacıyla özel olarak 

hazırlanmış tuz solüsyonları kullanılır. Ayrıca, uygun tamponlama ile pH dengesi 

korunarak sperm hücreleri için uygun kültür ortamları sağlanır (49). 

3.7.1 Yıkama (Sperm Wash) Yöntemi 

Bu yöntem, seminal plazmayı uzaklaştırmak sperm konsantrasyonunu artırmak 

amacıyla uygulanır (50). 
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Uygulama Prosedürü: 

1. Semen örneği, steril bir pipet yardımıyla yavaşça karıştırılır. 

2. Seminal plazmanın ortamdan ayrıştırılması için semen örneği, kültür 

medyumu ile 1:1 (veya 1:2) oranında seyreltilir. 

3. Hazırlanan süspansiyon, her tüpte en fazla 3 ml olacak şekilde birkaç 

santrifüj tüpüne aktarılır. 

4. Örnekler, 300–500 g’de 5 ila 10 dakika boyunca santrifüj edilir. 

5. Santrifüj sonrası üst faz dikkatlice aspire edilerek atılır. 

6. Tüpte kalan sperm pelletlerine 1 ml kültür medyumu eklenir, hafif pipetaj ile 

tekrar süspansiyon haline getirilir. 

7. Elde edilen süspansiyon, 300–500 g’de 3-5 dakika boyunca yeniden santrifüj 

edilir. 

8. Santrifüj sonrası üst faz aspire edilerek uzaklaştırılır, pellete zarar vermemeye 

özen gösterilir. 

9. Uygun hacimde kültür medyumu eklenerek pellet süspansiyon haline getirilir 

ve analiz için hazırlanmış olur (50) 

3.7.2 Yüzdürme (Swim-up) Yöntemi 

Bu teknik, yüksek hareketlilik gösteren sperm hücrelerini seçmek amacıyla 

uygulanmaktadır (50). 

Uygulama Prosedürü: 

1. Semen örneği, steril bir pipet yardımıyla dikkatlice karıştırılır. 

2. Semen örneğinden 1 ml alınarak 15 ml’lik konik tüpe aktarılır. Üzerine 1-2 

ml kültür medyumundan ilave edilir. Alternatif olarak, semen örneğinden bir 

miktar pipetle çekilip, doğrudan kültür medyumunun altına dikkatlice 

yerleştirilebilir. 

3. Semen ve kültür medyumu arasındaki temas yüzeyini artırmak için tüp, yatay 

düzleme 45 derecelik açıyla eğilir ve 1 saat boyunca 37°C’de inkübasyona 

bırakılır. 

4. İnkübasyon tamamlandıktan sonra tüp hafifçe dik konuma getirilir ve üstteki 

1 ml’lik kültür medyumu kısmı dikkatlice alınır. Bu bölümde, yüksek 

hareketlilik gösteren sperm hücrelerini bulunur. 
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5. Hareketli spermleri içeren bu süspansiyon, 1,5–2 ml kültür medyumu ile 

sulandırılır. 

6. 300–500 g’de 5 dakika santrifüj edilir. Ardından üst katman, pellete zarar 

vermeden dikkatlice aspire edilerek uzaklaştırılır. 

7. Pellete 0,5 ml kültür medyumu eklenerek süspansiyon haline getirilir. Bu 

aşamada, sperm konsantrasyonu ve hareketliliği değerlendirilebilir. 

8. İşlem görmemiş örnekler, tanı, tedavi veya araştırma amaçlı doğrudan 

kullanılabilir (50). 

 

Şekil 8. Swim-up yöntemi 

3.7.3 Dansite Gradient Yöntemi 

Bu teknik, sperm morfolojisini ve hareketliliğini iyileştirmek amacıyla 

uygulanmaktadır (50). Özellikle, şiddetli oligospermi, teratospermi veya 

astenospermi vakalarında, yüksek konsantrasyonda hareketli sperm elde etmek için 

tercih edilir. Yöntem, kaliteli sperm hücrelerini lökositler, ölü spermler ve diğer 

seminal plazma bileşenlerinden ayırmak için kesintisiz yoğunluk gradyanı oluşturur. 

Spermler, yoğunlukları ve hareketlilik seviyelerine göre ayrıştırılır. Dansite gradient 

tekniğinde iki farklı yoğunluk katmanı kullanılır. Gradient konsantrasyonu azaldıkça 

elde edilen sperm sayısı artmasına rağmen, en sağlıklı ve fonksiyonel spermler, daha 

yoğun olan alt katmanda yer alır. Genellikle santrifüj hızı 300 g olarak belirlenir. 

Ancak santrifüj süresinin uzaması ve hızın artması, sperm hücrelerinin hasar görme 

riskini artırabilir (49). 

Uygulama Prosedürü: 

1. Bir test tüpünün içine 1ml %90’lık dansite gradient medyumu konulup 

üzerine 1ml %45’lik dansite gradient medyumu dikkatlice konularak 
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yoğunluk gradyanı oluşturulur. (Yoğunluk tercihen %40-%80 arasında 

değişebilir.) 

2. Semen örneği, steril bir pipet yardımıyla hafifçe karıştırılır. 

3. 1 ml semen örneği, dikkatlice dansite gradient medyumunun üzerine 

yerleştirilir ve 300-400 g’de 15–30 dakika boyunca santrifüjlenir. Gerekli 

durumlarda bir semen örneği birden fazla tüpe de konulabilir. 

4. Santrifüj sonrası, üst faz dikkatlice aspire edilerek uzaklaştırılır, pellete zarar 

verilmemesine özen gösterilir. 

5. Kontaminasyonu önlemek amacıyla, pellet hafifçe pipetlenir ve 5 ml takviyeli 

medyum içerisine alınarak yeniden süspansiyon oluşturulur. Bu süspansiyon 

200 g’de 4-10 dakika boyunca santrifüjlenir. 

6. Spermin saflığını artırmak için yıkama adımı yeniden uygulanır. 

7. Elde edilen pellet, uygun kültür medyumunda pipetlenerek süspansiyon 

haline getirilir. Böylece sperm konsantrasyonu ve hareketliliği 

değerlendirilmek üzere hazır hale getirilmiş olur (50). 

 

    Şekil 9. Dansite Gradient yöntemi 

3.8 Kriyoprezervasyon 

Kriyoprezervasyon; hücre, doku, embriyo, sperm ve yumurta gibi biyolojik 

materyallerin, sıfır derecenin altındaki sıcaklıklarda dondurularak uzun süre 

muhafaza edilmesini sağlayan bir tekniktir (93). Bu yöntemin temel amacı, canlı 

hücreleri veya dokuları, son derece düşük sıcaklıklarda, minimum düzeyde hasar ve 

fonksiyon kaybı olmadan uzun süre saklamaktır (94). Kriyoprezervasyon süreci, 

biyolojik materyalin kriyoprotektanlarla dengeye getirilmesini, ardından kontrollü bir 
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şekilde soğutulup sıvı nitrojen içinde -196°C'de saklanmasını içerir. Çözdürme 

aşamasında ise kriyoprotektanların ortamdan uzaklaştırılmasıyla biyolojik 

materyaller, canlılıklarını sürdürebilecekleri uygun fizyolojik ortamlara aktarılır (95). 

3.8.1 Kriyoprezervasyonun Tarihçesi 

İnsan sperm kriyobiyolojisinin temelleri 18. yüzyıla kadar uzanmaktadır. 1776 

yılında İtalyan bilim insanı ve din adamı Lazzaro Spallanzani, farklı sıcaklıklara 

maruz bırakılan hayvan spermlerini inceleyerek, çözdürme sonrası bazı hücrelerin 

hareketliliğini koruyabildiğini keşfetmiştir. Bu çalışma, sperm 

kriyoprezervasyonunun ilk bilimsel adımlarından biri olarak kabul edilmektedir (96). 

1886 yılında İtalyan doktor Paolo Mantegazza, insan ve kurbağa spermlerini -14°C 

ve -17°C sıcaklıklara maruz bırakarak kriyoprezervasyon üzerine öncü deneyler 

gerçekleştirmiştir. Ayrıca, savaş sırasında hayatını kaybeden erkeklerin spermlerinin 

dondurulup ilerleyen dönemlerde kullanılabileceği fikrini öne sürmüştür (97). 

1930’da John Hammond ve Arthur Walton, kriyoprezervasyonun temel ilkelerini 

anlamaya yönelik önemli bir çalışma yapmışlardır. Tavşan spermi üzerinde 

gerçekleştirdikleri deneylerde, spermlerin 10°C’de tutulması durumunda döllenme 

kapasitesini 100 saat boyunca koruyabildiğini ortaya koymuşlardır (98). 

1949 yılında Polge, Smith ve Parkes, gliserolün kriyoprotektan olarak 

kullanılabileceğini keşfetmişlerdir. Bu buluş, hücrelerin düşük sıcaklıklarda hayatta 

kalabilmesini sağlayarak kriyobiyoloji alanında devrim niteliğinde kabul edilmiştir 

(96). 

1952’de C. Polge ve L. Rowson, kriyoprezervasyonun tarım ve hayvancılık alanında 

uygulanabilir olduğunu göstermiştir. Gerçekleştirdikleri çalışma ile dondurulup 

çözdürülen spermler kullanılarak yapay döllenme yoluyla ilk buzağı dünyaya 

getirilmiştir (99). 

1953’te Bunge ve Sherman, kriyoprezervasyonun insan üreme biyolojisinde 

kullanımına yönelik önemli bir adım atmışlardır. Kuru buz kullanılarak dondurulan 

insan spermleriyle gerçekleştirilen ilk başarılı canlı doğum rapor edilmiştir (100). 

1963 yılında Sherman ve ekibi, sperm hücrelerinin sıvı nitrojen içinde uzun süre 

saklanabileceğini ortaya koymuştur. Bu gelişme, sperm kriyoprezervasyonunun tıbbi 

uygulamalar içinde yaygınlaşmasına olanak sağlamıştır (101). 
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1970’li yıllarda sperm bankalarının kurulmasıyla sperm dondurma ve saklama 

işlemleri yaygınlaşmaya başlamıştır. 1973 yılında, bir yıldan uzun süre saklanan 

sperm kullanılarak sağlıklı bir bebeğin dünyaya gelmesi, bu yöntemin etkinliğini 

kanıtlamıştır. 1998’de ise, 20 yıldan fazla süreyle dondurulmuş spermler kullanılarak 

başarılı bir doğum gerçekleştirilmiştir (102). 

3.8.2 Kriyoprezervasyon Yöntemleri 

Kriyoprezervasyon, hücrelerin, dokuların ve embriyoların dondurularak çok düşük 

sıcaklıklarda uzun süre muhafaza edilmesini sağlayan önemli bir tekniktir. 

Kullanılan kriyoprezervasyon yöntemi, hücre türüne ve korunma amacına bağlı 

olarak belirlenir. Teknolojik ilerlemeler sayesinde, özellikle üreme tıbbı, organ nakli 

ve genetik araştırmalar gibi alanlarda bu yöntemlerin kullanımı giderek 

yaygınlaşmaktadır (93). 

Hücrelerin hayatta kalmasını ve işlevlerini sürdürebilmesini sağlamak amacıyla 

kriyoprotektan adı verilen özel koruyucu maddeler kullanılmaktadır. Günümüzde 

yaygın olarak tercih edilen başlıca kriyoprezervasyon teknikleri şunlardır: 

• Klasik yavaş dondurma tekniği (Slow freezing) 

• Ultra hızlı dondurma tekniği (Rapid freezing) 

• Vitrifikasyon (Camlaştırma - Vitrification) 

3.8.2.1 Klasik Yavaş Dondurma Tekniği 

Klasik yavaş dondurma yöntemi, biyolojik materyalin kontrollü ve kademeli olarak 

soğutulması prensibine dayanır. Bu süreç uzun zaman alan bir prosedür olup (103), 

hücrelerin ani sıcaklık değişimlerinden zarar görmesini önlemek amacıyla düşük 

sıcaklıklara yavaş geçiş sağlanmaktadır (104). 

Uygulama Aşamaları: 

1. Hücrelerde su kaybını sağlamak için kriyoprotektan solüsyonları (gliserol, 

etilen glikol, DMSO vb.) kullanılır. 

2. Hücreler, kriyoviyaller veya özel dondurma tüplerine yerleştirilerek soğutma 

cihazına aktarılır. 

3. Kademeli soğutma işlemi uygulanarak sıcaklık -80°C’ye kadar düşürülür. 

4. Son aşamada, hücreler sıvı azot (-196°C) içinde uzun süre saklanır (103). 
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3.8.2.2 Ultra Hızlı Dondurma Tekniği 

Ultra hızlı dondurma yöntemi, biyolojik materyalin sıvı azot ile temas ettirilerek çok 

kısa sürede dondurulmasını sağlar. Bu teknikte kriyoprotektan kullanımı daha düşük 

seviyede olup, hücre içindeki suyun hızlı bir şekilde dışarı çıkması teşvik edilir. 

Ancak, diğer kriyoprezervasyon yöntemleriyle karşılaştırıldığında uzun vadeli başarı 

oranı daha düşük olabilir (105). 

Uygulama Aşamaları: 

1. Hücreler, düşük konsantrasyonlu kriyoprotektan içeren solüsyonlara 

yerleştirilir. 

2. Hızlı bir dengeleme sürecinin ardından, doğrudan sıvı azot buharına maruz 

bırakılır. 

3. Son aşamada, hücreler sıvı azot içerisine daldırılarak -196°C’de muhafaza 

edilir (106). 

3.8.2.3 Vitrifikasyon 

Vitrifikasyon, modern kriyoprezervasyon teknikleri arasında en gelişmiş 

yöntemlerden biri olup, buz kristali oluşumunu tamamen önleyerek biyolojik 

materyalin korunmasına olanak tanır (107). Özellikle spermler, oositler ve 

embriyolar gibi hassas hücrelerde yüksek başarı oranı sağlamaktadır. Çözme işlemi 

sonrasında hücrelerin canlılık oranları diğer yöntemlere kıyasla daha yüksektir. 

Uygulama Aşamaları: 

1. Biyolojik materyal, yüksek konsantrasyonlu kriyoprotektan solüsyonları ile 

dengelenir. 

2. Ultra hızlı soğutma işlemi uygulanarak doğrudan sıvı azot içerisine daldırılır. 

3. Hücre içindeki sıvının donmadan cam benzeri bir yapıya dönüşmesi sağlanır. 

4. Çözme aşamasında, hızlı ısıtma uygulanarak kriyoprotektanlar ortamdan 

uzaklaştırılır (107). 
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Şekil 10. Camsılaşma (*) ve buz kristali oluşumu () 

Tablo 3. Kriyoprezervasyon Yöntemlerinin Karşılaştırılması 

Yöntem Avantajları Dezavantajları 

Klasik Yavaş 

Dondurma 

Büyük hacimli hücreler 

için uygundur, güvenilir 

bir yöntemdir. 

Buz kristalleri oluşabilir, 

çözme sonrası hücre kaybı 

olabilir. 

Ultra Hızlı Dondurma İşlem süresi hızlıdır, 

minimal kriyoprotektan 

kullanımı sağlar. 

Buz kristali nedeniyle hücre 

zarına zarar verebilir. 

Vitrifikasyon Buz kristali oluşmaz, 

yüksek canlılık oranı 

sağlar. 

Yüksek kriyoprotektan 

toksisitesi riski taşır. 

3.8.3 Kriyoprotektanlar 

Kriyoprezervasyon sürecinde kullanılan kriyoprotektanlar, biyolojik materyalin 

donma sırasında hasar görmesini önleyen özel bileşiklerdir. 

Bu koruyucu maddeler, dondurma işlemi sırasında hücrelerin hayatta kalma oranını 

artırarak, donmaya bağlı hücresel hasarı en aza indirir ve hücrelerin canlılığını 

korumalarına katkıda bulunur. Kriyoprotektanlar, hücre zarından geçebilen 

(permeabl) ve hücre zarından geçemeyen (non-permeabl) olmak üzere iki ana 

kategoriye ayrılır. 
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3.8.3.1 Hücre İçine Nüfuz Eden (Permeabl) Kriyoprotektanlar 

Bu kriyoprotektanlar, hücre zarından geçerek hücre içindeki suyun yerini alır ve buz 

kristallerinin oluşmasını engeller. Aynı zamanda proteinleri stabilize ederek 

hücredeki donma noktasını düşürmeye yardımcı olurlar. Düşük moleküler ağırlığa 

sahip bu bileşikler, hücrelerdeki ozmotik değişikliklerden kaynaklanan hasarı en aza 

indirir. Ancak, yüksek konsantrasyonlarda toksisiteye neden olabilir ve üreme 

potansiyeli üzerinde olumsuz etkiler gösterebilir (108). 

Sık kullanılan permeabl kriyoprotektanlar; 

• Gliserol 

• Etilen Glikol 

• Propanediyol 

• Propilen Glikol (PROH) 

• Dimetil Sülfoksit (DMSO) 

Bu bileşikler, özellikle embriyo, gamet ve gonad dondurma işlemlerinde yaygın 

olarak kullanılırlar ve farklı dondurma protokollerine dahil edilirler (109,110). 

3.8.3.2 Hücre İçine Nüfuz Etmeyen (Non-Permeable) Kriyoprotektanlar 

Hücre zarından geçemeyen kriyoprotektanlar, hücre dışı sıvının viskozitesini 

artırarak donma sıcaklığını düşürür. Hücre içinde suyun hızlı ozmotik dehidrasyonu 

ile kristal oluşumunu engelleyerek koruma sağlar. Genellikle şeker bileşikleri bu 

grupta yer alır ve hücre zarının stabilizasyonuna katkıda bulunurlar. 

Sık kullanılan non-permeabl kriyoprotektanlar; 

• Glukoz 

• Sükroz 

• Rafinoz 

Bunlara ek olarak, Glisin, Prolin ve Trehaloz gibi amfipatik bileşikler, hücre 

zarındaki lipit ve proteinlerle etkileşime girerek hücre bütünlüğünü korur (110,111). 

Genellikle kriyoprotektan çözeltileri, permeabl ve non-permeabl bileşiklerin 

kombinasyonundan oluşur. Ayrıca, fosfolipid içeriğine sahip yumurta sarısı, 

kolesterol, lipoproteinler, albümin ve antioksidanlar da kriyohasar riskini azaltmak 

için dondurma ortamlarına eklenmektedir (112). 
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3.8.4 Çözdürme Prosedürü 

Çözdürme süreci, dondurma işlemi kadar kritik bir aşama olup, biyolojik materyalin 

canlılığını ve işlevselliğini koruyabilmesi açısından son derece önemlidir. 

Dondurulmuş hücrelerin kontrollü bir şekilde çözülmesi, donma sürecinde 

oluşabilecek olası hasarları en aza indirmek için büyük bir özen gerektirir. Özellikle 

sperm, oosit ve embriyo gibi hassas hücrelerde, çözdürme aşaması en az dondurma 

kadar kritik bir süreçtir. 

Genel olarak çözdürme işlemi aşağıdaki aşamalardan oluşmaktadır: 

1. Dondurulmuş numuneler, sıvı azot içinde saklandıkları kaplardan dikkatlice 

alınmalıdır. Bu aşamada, örneklerin çevresel sıcaklığa maruz kalmadan 

doğrudan çözdürme işlemine geçmesi sağlanmalıdır. 

2. Dondurulmuş biyolojik materyaller genellikle 37°C sıcaklığındaki su 

banyosunda çözülmektedir. Bu sıcaklık, hücresel yapıların donmuş halden 

sıvı faza geçişini dengeli ve kontrollü bir şekilde gerçekleştirmesine yardımcı 

olur. Çözme süresi, biyolojik materyalin türüne bağlı olarak değişiklik 

gösterebilir. Sperm örnekleri için bu süre genellikle 5 ila 10 dakika arasında 

değişmektedir (113). 

3. Dondurma aşamasında hücreleri koruyucu bir rol üstlenen kriyoprotektanlar 

(örneğin gliserol, etilen glikol), çözdürme sırasında uygun bir şekilde 

uzaklaştırılmalıdır. Çözülen biyolojik materyal, santrifüjleme işleminden 

geçirilerek ve taze solüsyonlarla yıkanarak bu kimyasalların olası toksik 

etkileri en aza indirilmektedir (114,115). 

4. Çözdürme işlemi tamamlandıktan sonra, hücrelerin canlılık ve fonksiyonları 

mikroskobik analizlerle değerlendirilir. Bu aşamada hücrelerin hareketlilik 

(motilite), morfoloji ve yapısal bütünlük gibi özellikleri analiz edilir. Eğer 

işlem sperm hücreleri için gerçekleştirilmişse, sperm sayısı, hareket kabiliyeti 

ve DNA bütünlüğü gibi parametreler dikkate alınır (116). 

5. Çözdürülmüş biyolojik materyaller genellikle doğrudan kullanıma uygun hale 

getirilir. Özellikle sperm ve embriyo gibi hücreler, yardımcı üreme teknikleri 

kapsamında IVF veya ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) gibi 

prosedürlerde kullanılmaktadır. Eğer biyolojik materyal hemen 

kullanılmayacaksa, kısa süreliğine düşük sıcaklıklarda muhafaza edilebilir. 



 

45 

Ancak, çözülen hücrelerin mümkün olan en kısa sürede kullanılması 

önerilmektedir. 

Çözdürme sürecinde karşılaşılabilecek en büyük risklerden biri, hücre içinde oluşan 

buz kristallerinin çözülme esnasında hücre zarına zarar verme ihtimalidir. Bu nedenle 

çözme işleminin hızlı ve kontrollü bir şekilde gerçekleştirilmesi gerekmektedir. 

Ayrıca, kriyoprotektanların uygun şekilde ortamdan uzaklaştırılmaması, hücreler 

üzerinde toksik etkilere yol açabileceğinden, sürecin dikkatle yönetilmesi büyük 

önem taşımaktadır (116). 

3.8.5 Kriyohasar Mekanizmaları 

Kriyohasar, kriyoprezervasyon süreci boyunca hücrelerde meydana gelen yapısal ve 

işlevsel bozulmaları tanımlayan bir kavramdır. Hücrelerin düşük sıcaklıklara maruz 

kalması, özellikle hücre içindeki suyun buz kristallerine dönüşmesi veya membran 

bütünlüğünün bozulması gibi mekanizmalarla zarar görmesine neden olabilir. 

Kriyohasarın oluşum mekanizmaları temel olarak aşağıdaki faktörlere bağlıdır: 

Buz Kristali Oluşumu 

Dondurma sürecinde hem hücre içindeki hem de hücre dışındaki suyun 

kristalleşmesi, hücre zarına ciddi fiziksel zararlar verebilir. Hücre içinde meydana 

gelen buz kristalleri, hücre zarını ve organelleri mekanik olarak tahrip ederek 

hücresel bütünlüğü bozabilir. Özellikle yavaş dondurma tekniklerinde, büyük buz 

kristallerinin oluşma ihtimali daha yüksektir ve bu durum hücresel ölüm oranını 

artırabilir (117, 118). 

Osmotik Şok 

Dondurma sırasında hücre içindeki ve dışındaki suyun donma hızları arasındaki 

farklılıklar, hücrelerde su kaybına (dehidrasyon) sebep olabilir. Hücre dışındaki buz 

kristallerinin artmasıyla hücre içindeki su dışarı çekilir ve bu da hücre içi ozmotik 

basıncın yükselmesine yol açar. Aşırı ozmotik stres, hücrelerin büzüşmesine ve 

nihayetinde hücre ölümüne neden olabilir (119). 

Membran Hasarı 

Kriyoprezervasyon sürecinde hücre zarları donma-çözülme döngüsüne bağlı olarak 

yapısal değişikliklere uğrayabilir. Hücre zarında bulunan lipit çift tabakası, düşük 

sıcaklıklara maruz kaldığında faz değişimi geçirerek geçirgenliğini kaybedebilir. Bu 
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durum zarın bütünlüğünü bozarak hücresel ölümle sonuçlanabilecek ciddi hasarlara 

yol açabilir. Özellikle vitrifikasyon gibi hızlı dondurma tekniklerinde, membran 

hasarını önlemek için kontrollü çözdürme işlemi uygulanmalıdır (120,121). 

Solüt Konsantrasyonu ve Toksisite 

Dondurma süreci boyunca hücre içindeki suyun donması, hücre içi sıvının 

yoğunluğunu artırarak çözünmüş maddelerin (solütlerin) birikmesine neden olur. Bu 

yüksek solüt konsantrasyonu, hücre içinde toksik etkilere yol açabilir ve hücresel 

metabolizmayı bozabilir. Hücrelerin bu tür kimyasal streslere karşı dirençleri 

sınırlıdır. Bu nedenle, kriyoprotektanlar bu olumsuz etkileri en aza indirmek için 

kullanılır (120). 

Faz Geçişleri ve Lipid Bozulması 

Düşük sıcaklıklar, hücre zarındaki lipitlerin faz değişimine uğramasına neden olarak 

zarın geçirgenliğini ve fonksiyonunu bozabilir. Bu bozulma, hücre içi homeostazın 

bozulmasına ve iyon dengesizliklerine yol açarak hücresel işlevlerin aksamasına 

sebep olabilir. Özellikle yavaş dondurma tekniklerinde bu tür hasarların ortaya çıkma 

ihtimali daha yüksektir (122). 

Kriyoprotektan Toksisitesi 

Kriyoprotektanlar, hücre içindeki suyun donmasını önleyerek buz kristallerinin 

oluşmasını engeller. Ancak, yüksek konsantrasyonlarda kullanıldığında hücreler 

üzerinde toksik etkilere sebep olabilirler. Özellikle dimetilsülfoksit (DMSO) gibi 

bazı kriyoprotektanlar, yüksek dozlarda hücresel zarara yol açabilir (118). Bu 

nedenle, kriyoprotektanların uygun konsantrasyonlarda kullanılması ve çözdürme 

aşamasında dikkatli bir şekilde uzaklaştırılması büyük önem taşımaktadır (121). 

3.8.6 Sperm Kriyoprezervasyonu ve Çözme Prosedürü 

1. Semen numunesi, 2-3 günlük cinsel perhiz sonrası steril bir kap içerisine 

mastürbasyon yoluyla alınmalıdır. 

2. Alınan semen, 37°C sıcaklıkta 15-30 dakika içinde tamamen likifiye 

olmalıdır. 

3. Sıvı hale gelen semen örneği, sperm parametreleri açısından 

değerlendirilmelidir. 
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4. 5 mL’lik tüplerde bulunan sperm dondurma solüsyonu, oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra 37°C’ye kadar ısıtılmalıdır. 

5. Gradient yöntemiyle yıkanan semen numunesi, steril 15 mL’lik konik dipli 

santrifüj tüpüne konularak ejakülat hacmi belirlenir. Dondurma solüsyonu, 

semen/dondurma solüsyonu oranı 1:1 olacak şekilde, 30 saniye boyunca 

yavaşça ve damla damla ilave edilir. Eklenen her damla özenle karıştırılmalı, 

hava kabarcıklarının oluşumundan kaçınılmalıdır. 

6. Tüm dondurma solüsyonu eklendikten sonra, karışım oda sıcaklığında 

yaklaşık 10 dakika dinlendirilmelidir. 

7. Sperm dondurma solüsyonu içeren karışım, vial içerisine aktarılmalıdır. 

Genleşmeye izin vermek için viallerin aşırı doldurulmaması gerekir ve 

kapakları sıkıca kapatılmalıdır. 

8. Vialler, özel tutamaçlarla sıvı azot buharında yaklaşık bir saat bekletildikten 

sonra uygun saklama tankına yerleştirilmelidir. 

 
Şekil 11. Sperm kriyoprezervasyonu 

Sperm çözme prosedürü; 

1. Çözme işlemi için, vialler sıvı azot deposundan çıkarıldıktan sonra yaklaşık 

bir dakika boyunca oda sıcaklığında bekletilir. 

2. Daha sonra, hareket ettirilmeden 37°C’lik su banyosuna yerleştirilir. 

3. Vial içerisindeki sperm örneği tamamen çözünüp buz halinden sıvı forma 

geçtiğinde, üzerine sperm yıkama solüsyonu ilave edilir. 
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4. 1300 rpm hızında 10 dakika boyunca santrifüj edilerek süpernatant 

uzaklaştırılır ve bu sayede kriyoprotektan ortamdan temizlenmiş olur. 

5. Çözme işlemi tamamlandıktan sonra, elde edilen sperm hücreleri fonksiyonel 

parametreler açısından detaylı olarak analiz edilir. 

3.8.7 Sperm Kriyoprezervasyonunun Endikasyonları 

Günümüzde sperm dondurma işlemi, fertilitenin korunması ve yardımcı üreme 

tekniklerinin (YÜT) etkin bir şekilde uygulanabilmesi açısından büyük bir öneme 

sahiptir. Gelecekte üreme potansiyelini koruma amacıyla uygulanan bu yöntem, en 

önemli tıbbi prosedürlerden biri olarak kabul edilmektedir. Sperm 

kriyoprezervasyonunun gerekli görüldüğü bazı başlıca durumlar şu şekilde 

sıralanabilir; 

Kanser Tedavisi Öncesi; Kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavileri, sperm 

üretimi üzerinde geçici ya da kalıcı olumsuz etkiler yaratabilir. Testis kanseri, 

lenfoma, lösemi ve beyin tümörleri gibi hastalıkların tedavisinde, sperm dondurma 

işlemi, tedavi sonrası üreme yeteneğini korumada kritik bir rol üstlenmektedir (123). 

Spermatogenezi Etkileyen İlaç Kullanımı; Nitrofurantoin, sulfasalazin ve 

simetidin gibi bazı ilaçların sperm üretimi üzerinde olumsuz etkileri 

bulunabilmektedir. Bu tür ilaçların kullanımı söz konusu olduğunda, sperm 

kriyoprezervasyonu önerilmektedir (124). 

Ejakülasyon Problemleri; Spinal kord hasarı, cinsel işlev bozuklukları veya 

nörolojik hastalıklar nedeniyle doğal ejakülasyonun mümkün olmadığı durumlarda, 

sperm dondurma işlemi alternatif bir çözüm sunmaktadır (125). 

Testiküler Cerrahi Öncesi; Varikoselektomi, orşiektomi veya diğer testis 

ameliyatları öncesinde sperm dondurulması, operasyon sonrası meydana gelebilecek 

üreme fonksiyon kaybına karşı koruyucu bir önlem olarak değerlendirilmektedir 

(126). 

Vazektomi Öncesi; Vazektomi, kalıcı bir doğum kontrol yöntemi olsa da, ilerleyen 

yıllarda çocuk sahibi olma isteği doğduğunda sperm dondurma işlemi gelecekteki 

olasılıklara karşı bir güvence sağlamaktadır (127). 

İnfertilite Tedavileri; Testiküler sperm ekstraksiyonu ve aspirasyonu (TESE, 

TESA, MESA, PESA) gibi cerrahi tekniklerle elde edilen spermlerin ileri üreme 
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tedavilerinde kullanılabilmesi için kriyoprezervasyon yöntemi uygulanmaktadır 

(128). 

Genetik Hastalıklar; Kistik fibroz ve diğer genetik hastalıklar, sperm üretimini 

olumsuz yönde etkileyebilir. Bu tür vakalarda fertiliteyi koruma amacıyla sperm 

dondurma işlemi önerilmektedir (129). 

Düşük Sperm Kalitesi (Oligospermi/Astenospermi); Sperm sayısı düşük olan veya 

motilitesi zayıf bireylerde, farklı zamanlarda toplanan sperm örneklerinin 

birleştirilerek yardımcı üreme tekniklerinde kullanılması için dondurulması avantaj 

sağlamaktadır (130). 

Sağlıklı ve Fertil Erkekler; Yardımcı üreme yöntemlerinde kullanılmak üzere, 

sağlıklı ve fertil erkeklerden alınan sperm örnekleri gelecekteki kullanım için 

kriyoprezervasyon yoluyla saklanabilmektedir. 

Sperm Donasyonu; Bazı ülkelerde yasal çerçevede sperm bağışı yapılmasına izin 

verilmekte olup, bağışlanan spermler ilerleyen süreçlerde kullanılmak üzere 

kriyoprezervasyon yöntemiyle saklanmaktadır (131). 

Veterinerlik ve Hayvancılık; Hayvan yetiştiriciliğinde ve suni tohumlama 

uygulamalarında da sperm dondurma işlemi yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir 

(132). 

3.8.8 Türkiye’de Sperm Kriyoprezervasyonu ile İlgili Yasal Düzenlemeler 

Türkiye’de sperm kriyoprezervasyonu uygulamaları, 06.03.2010 tarihinde yürürlüğe 

giren ve Sağlık Bakanlığı tarafından düzenlenen ‘Üremeye Yardımcı Tedavi 

Uygulamaları ve Üremeye Yardımcı Tedavi Merkezleri Hakkında Yönetmelik’ 

kapsamında belirli yasal düzenlemelere tabidir. Bu yönetmelik çerçevesinde, 

yalnızca belirli tıbbi endikasyonlar mevcut olduğunda sperm ve gonad dokularının 

saklanmasına izin verilmektedir. 

Yönetmelik doğrultusunda, sperm veya gonad dokularının saklanmasının yasal 

olarak kabul edildiği bazı tıbbi durumlar şu şekilde belirlenmiştir: 

• TESE ve TESA gibi cerrahi prosedürlerle sperm elde edilen bireylerde, 

kriyoprezervasyon uygulanabilmektedir. Bu yöntemle alınan spermler, birden 

fazla yardımcı üreme tedavisinde kullanılabilmesi açısından saklanmaktadır 

(133). 
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• Gonadal hücrelere zarar verebilecek kanser tedavileri gibi gonadotoksik 

uygulamalara başlamadan önce sperm dondurma işlemi gerçekleştirilebilir. 

Kanser tedavisi görecek hastalarda, tedavi sonrası üreme yetisini korumak 

amacıyla kriyoprezervasyon önemli bir alternatif olarak değerlendirilmektedir 

(133). 

• Testis cerrahisi gibi üreme fonksiyonlarını olumsuz yönde etkileyebilecek 

operasyonlar öncesinde, sperm veya gonad dokuları saklanabilir. Özellikle 

testis tümörleri nedeniyle gerçekleştirilen cerrahi işlemler veya testis 

fonksiyonlarını tehlikeye atabilecek girişimler öncesinde sperm 

kriyoprezervasyonu önerilmektedir (133). 

Bunun yanı sıra, yönetmelik kapsamında saklanan üreme hücreleri ve gonad 

dokularının güvenliğini sağlamak amacıyla vericiye ait DNA analizi yapılmakta ve 

bu bilgiler kaydedilmektedir. Bu uygulama, saklanan biyolojik materyallerin 

güvenliğini artırmak ve ilerleyen süreçte meydana gelebilecek olası karışıklıkları 

önlemek adına bir önlem olarak değerlendirilmektedir (133). 

Mevcut yasal çerçeve doğrultusunda, kişisel veya sosyal gerekçelerle sperm 

kriyoprezervasyonu yapılmasına izin verilmemekte olup, yalnızca tıbbi 

endikasyonlar doğrultusunda uygulanabilmektedir. 

3.9 Tıbbi Bitkiler ve Fertilite Üzerine Etkileri 

Tıbbi bitkiler, geleneksel tedavi yöntemlerinde yaygın olarak kullanılan ve çeşitli 

sağlık problemlerinin iyileştirilmesinde etkili bileşenler içeren bitkilerdir. Bitkisel 

tedavi uygulamaları, binlerce yıllık bir geçmişe sahip olup günümüzde modern tıbbın 

tamamlayıcı bir unsuru olarak değerlendirilmektedir. Bu bitkilerin yaprakları, 

kökleri, tohumları, çiçekleri ve kabukları gibi farklı kısımları çeşitli tedavi 

amaçlarıyla kullanılmaktadır (134). Üreme sağlığı açısından tıbbi bitkiler, içerdiği 

biyokimyasal bileşikler sayesinde hem faydalı hem de potansiyel olarak zararlı 

etkilere sahip olabilir. Bazı bitkisel bileşenler erkek ve kadın fertilitesini destekleyici 

özelliklere sahipken, bazıları dikkatli kullanılmadığında olumsuz sonuçlara yol 

açabilir (135). Bu nedenle, bitkisel ürünlerin üreme sağlığı üzerindeki etkileri 

bilimsel veriler ışığında titizlikle değerlendirilmelidir. 

3.9.1 Zencefil (Zingiber Officinale Roscoe) 
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Şekil 12. Zencefil tarlası (Zingiber Officinale Rosc.) 

 

Şekil 13. Zencefil bitkisinin kökleri (Zingiber Officinale Rosc.) 
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Şekil 14. Zencefil rizomu (Zingiber Officinale Rosc.) 

Tropikal ve subtropikal bölgelerde yayılım gösteren Zingiberaceae familyası, 53 cins 

ve 1200’den fazla tür barındıran geniş bir bitki grubudur (136). Zingiberaceae, ait 

olduğu Zingiberales takımının en büyük familyası olup, kendine özgü aromatik 

özellikleriyle diğer bitkilerden kolayca ayırt edilebilmektedir. Aynı zamanda farklı 

kullanım alanlarına sahip olması nedeniyle en zengin bitki familyalarından biri 

olarak kabul edilmektedir. Bu familyaya ait türlerin büyük bir kısmı, yaklaşık 1000 

türü, özellikle tropikal Asya bölgesinde yoğun olarak yayılım göstermektedir (137-

139). 

Bu familyanın öne çıkan üyelerinden biri olan zencefil (Zingiber officinale Rosc.), 

dünya genelinde en değerli baharat bitkileri arasında yer almaktadır (135). Çok yıllık 

bir otsu bitki olan zencefil, ılıman iklimlerde genellikle tek yıllık olarak yetiştirilir. 

Gıda ve tıbbi alanlarda en çok kullanılan kısımları, toprak altındaki rizomları ve 

kökleridir (138,140,141). Güneydoğu Asya kökenli olan zencefil, uzun yıllardır 

özellikle Asya mutfağında önemli bir baharat olarak tüketilmektedir. Zamanla 

Avrupa’ya ulaşarak popülerliği artmış ve günümüzde küresel ölçekte yoğun talep 

gören bir ürün haline gelmiştir. 

Zencefil üretiminde Hindistan, dünya çapında en büyük üretici ve ihracatçı ülke 

konumundadır. Bunun yanı sıra Çin, Nepal, Tayvan, Filipinler, Fiji, Jamaika, 

Nijerya, Japonya, Tayland, Sierra Leone ve Avustralya da önemli üretici ülkeler 

arasında yer almaktadır (137,139). 
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3.9.2 Etkin Maddeleri ve Kullanım Alanları 

Zingiber officinale, dünya genelinde zencefil adıyla bilinen ve uzun yıllardır hem 

baharat olarak hem de geleneksel tıpta tıbbi amaçlarla değerlendirilen önemli bir 

bitkidir (142). Taze veya kuru halde tüketilebilen zencefilin en yaygın kullanılan 

kısmı rizom kökleridir. Yapılan araştırmalar, zencefilin rizomlarında bulunan 

biyoaktif bileşenlerin coğrafi bölgeye, hasat edilen dönemdeki olgunluk seviyesine 

ve kullanılan ekstraksiyon yöntemine bağlı olarak değişiklik gösterebileceğini ortaya 

koymuştur. Bu bileşenler, zencefile kendine özgü aroma ve tat karakteristiğini 

kazandıran temel faktörlerdir (139, 143-146). 

Fitokimyasal incelemeler, kuru zencefil rizomunun yaklaşık %3-6 sabit yağ, %9 

protein, %60-70 karbonhidrat, %3-8 ham lif, %8 kül, %9-12 su ve %1-3 uçucu yağ 

içerdiğini göstermektedir. Taze zencefilde ise; %80.9 nem, %2.3 protein, %0.9 yağ, 

%1.2 mineral, %2.4 lif ve %12.3 karbonhidrat bulunduğu belirlenmiştir. Ayrıca, 

demir, kalsiyum ve fosfor gibi minerallerin yanı sıra tiamin, riboflavin, niasin ve C 

vitamini gibi önemli vitaminler açısından da oldukça zengin bir bitki olduğu 

bildirilmiştir (147-149). 

Zencefilin kendine has keskin lezzeti ve aromatik özellikleri, içeriğinde bulunan 

gingerol, shogaol, paradol ve zingerone gibi fitokimyasallardan kaynaklanmaktadır. 

Shogaol, özellikle yarı kurutulmuş zencefilde yüksek oranlarda bulunurken, taze 

formunda oldukça düşük seviyelerde yer almaktadır (139,149). Yarı kurutulmuş 

rizomların uçucu yağ içeriğinin %0,20 ile %0,32 arasında değiştiği belirlenmiştir 

(149). 

Zencefilin uçucu yağ bileşimi incelendiğinde, en önemli aktif bileşenler arasında 

bisapolen, zingiberene ve zingerol öne çıkmaktadır. Bunun yanı sıra, farklı 

ekstraksiyon yöntemleriyle elde edilen uçucu yağlarda monoterpen ve seskiterpen 

yapısına sahip çeşitli bileşikler tespit edilmiştir. Bunlar arasında camphene, β-

phellandrene, curcumene, cineole, geranyl acetate, terphineol, terpenes, borneol, 

geraniol, limonene, β-elemene, linalool, α-zingiberene, β-sesquiphellandrene, β-

bisabolene, zingiberenol ve β-farnesene gibi bileşikler yer almaktadır (139). 

Yapılan bir başka araştırmada, zencefil uçucu yağının 28 ila 29 farklı bileşenden 

oluştuğu saptanmış olup, en baskın bileşenlerin sırasıyla zingiberene (%10.5-16.6), 

e-citral (%7.4-12.0), z-citral (%5.3-8.8), camphene (%4.9-7.6), ocimene (%0.9-6.5), 
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ar-curcumene (%2.9-9.8), β-farnesene (%5.1-8.4), β-farnesol (%3.9-5.8) ve β-

sesquiphellandrene (%5.8-7.2) olduğu belirlenmiştir (149). 

Zencefilin yaprak, sap ve rizomları, farmakolojik özellikler sağlayan ve doğal 

antioksidan kaynağı olarak değerlendirilen polifenoller ve flavonoidler bakımından 

da oldukça zengin bir içeriğe sahiptir (150-152). 

3.9.3 Geleneksel Tıpta Kullanımı 

Zencefil (Zingiber officinale), içerdiği biyoaktif bileşenler sayesinde tıbbi açıdan 

oldukça değerli bir bitki olup, farklı kültürlerde geleneksel tıpta geniş çapta 

kullanılmıştır (139,145,149,153-156). Yaklaşık 2500 yıldır özellikle Çin ve Hint 

tıbbında önemli bir yer edinmiş ve çeşitli hastalıkların tedavisinde doğal bir destek 

olarak değerlendirilmiştir. Zencefilin rizomları, sindirim sistemini destekleyici 

etkisinin yanı sıra, kanama bozuklukları, romatizmal rahatsızlıklar, saç dökülmesi, 

diş ağrısı, yılan sokmaları ve solunum yolu hastalıklarının tedavisinde 

kullanılmaktadır (145,146,149,153-155,157,158). 

Hindistan’da halk arasında taze zencefilin; soğuk algınlığı, mide bulantısı, astım, 

öksürük, karın ağrısı, kalp çarpıntısı, ödem, mide yanması, iştahsızlık ve romatizmal 

rahatsızlıkların giderilmesinde yaygın olarak kullanıldığı belirtilmektedir 

(145,146,149,153-155,157,158). Bunun yanı sıra, afrodizyak özellikleri nedeniyle 

cinsel sağlığı destekleyici etkileri olduğu düşünülmekte ve bazı toplumlarda bu 

amaçla tüketilmektedir. Bazı Afrika ülkelerinde ise, zencefilin sivrisinek kovucu 

özelliğinden faydalanılarak sıtma riskini azaltmak için kullanıldığına dair bilgiler 

bulunmaktadır (145,146,149,157). 

Geleneksel tıpta zencefilin kadın sağlığı üzerindeki olumlu etkileri de dikkat 

çekicidir. Özellikle kadın hastalıklarının tedavisinde ve doğum sonrası iyileşme 

sürecinde faydalı olduğu ifade edilmektedir (156). Yapılan bazı bilimsel çalışmalar, 

zencefilin içeriğinde bulunan aktif bileşenler sayesinde romatizmal hastalıkların, 

dolaşım sistemi rahatsızlıklarının, mide ülseri dahil olmak üzere sindirim sistemi 

hastalıklarının, migren ağrılarının, mide bulantısı, baş dönmesi ve kusmanın 

önlenmesine yardımcı olabileceğini göstermektedir (139,145,146,149,153-155,157-

161). 
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Bunun yanı sıra, zencefilin kardiyovasküler hastalıklar, diyabet, soğuk algınlığı, 

astım, öksürük ve mide rahatsızlıkları gibi çeşitli sağlık sorunlarının tedavisinde 

yaygın olarak kullanıldığı belirtilmektedir (152,162-164). Ayrıca, hareket hastalığına 

bağlı olarak gelişen baş dönmesi, mide bulantısı ve kusma gibi semptomların 

hafifletilmesinde de etkili olduğu bilinmektedir (165). Zencefil bitkisinin yaprakları 

da baharat olarak kullanılmasının yanı sıra, geleneksel tıpta farklı tedavi amaçlarıyla 

değerlendirilmiştir (156). 

 

 



 

56 

4 GEREÇ VE YÖNTEM 

4.1 Çalışma Gruplarının Oluşturulması 

Bu çalışma için öncelikli olarak, Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel 

Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu'ndan 187 numaralı ve 14.06.2023 tarihli 

etik kurul onayı alındı. Çalışmaya, Dicle Üniversitesi Hastanesi Üroloji Kliniği’ne 

başvuran, 25-40 yaş aralığındaki 40 erkek hasta dahil edildi. Tüm katılımcılara, hasta 

verilerinin gizliliği ve paylaşımı konusunda detaylı bilgilendirme yapıldı ve semen 

örneklerinin kullanımı için gönüllü onam formları alındı. 

Hastaların demografik özellikleri (sigara ve alkol kullanımı, vitamin tüketimi, son 

dönemde alınan hormonal veya kemoterapötik tedavi öyküsü ve varikosel varlığı) 

dışlandı. Çalışmaya dahil edilen bireyler, Dünya Sağlık Örgütü’nün (World Health 

Organization) 2021 yılı laboratuvar kılavuzunda belirtilen normozoospermi 

kriterlerini (semen hacmi, toplam sperm sayısı, sperm konsantrasyonu, hareketlilik, 

canlılık ve morfoloji değerlerinin alt referans sınırlarına eşit veya üstünde olması) 

karşılayan erkeklerden seçildi. Çalışmada değerlendirilen semen örneklerinin 

analizleri yapılarak karakteristik özellikleri belirlendi ve kriterlere uygun olanlar 

dahil edildi. Örnekler; dondurma öncesi grup, dondurma-çözme sonrası grup ve 

dondurma medyumuna zencefil eklenmiş grup olmak üzere üçe ayrıldı. 

Tablo 4. Çalışma grupları 

1. GRUP: TAZE SEMEN Dondurma Öncesi Sadece Gradient Yöntemi ile 

Yıkanmış  

2. GRUP: KONTROL Gradient + Dondurma-Çözme İşlemi Sonrası 

 

3. GRUP: ZENCEFİL Gradient + Dondurma (Medyum+ Zencefil 

Ektraktı)-Çözme İşlemi Sonrası 

4.2 Semen Temini ve Analizi  

Semen örnekleri, 2-7 günlük cinsel perhiz sonrasında, mastürbasyon yöntemiyle 

steril, tek kullanımlık kapaklı plastik kaplara toplandı. Laboratuvarda spermiyogram 

testi için analiz edilecek kısmı ayrıldıktan sonra, kalan örnekler numaralandırılarak, 
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alındıkları tarih ve saat belirtilerek kaydedildi. Örnekler, 37°C’de 30 dakika süreyle 

inkübasyona bırakılarak likefiye olmaları sağlandı. 

Likefaksiyon işlemi tamamlandıktan sonra, Dünya Sağlık Örgütü'nün (WHO 2021) 

laboratuvar kılavuzuna uygun şekilde rutin semen analizi gerçekleştirildi ve sperm 

parametreleri (konsantrasyon, hareketlilik, canlılık ve morfoloji) değerlendirildi. 

Tüm örnekler hem dondurma öncesinde (taze semen) hem de çözme işlemi 

sonrasında analiz edilerek, en az 200 sperm hücresi sayıldı ve ortalamaları 

hesaplandı. Elde edilen dondurma öncesi ve çözme sonrası değerler istatistiksel 

yöntemlerle karşılaştırılarak değerlendirildi. 

4.3 Sperm Konsantrasyonu ve Motilite Tayini 

Likefiye olmuş örneklerden 10 μl alınarak Makler (Sefimedical) sayım kamerasına 

yerleştirildi ve faz kontrast mikroskobunda x20 objektif büyütme ile incelendi. 

Sperm hareketliliği, ileri hareketli spermler (Progresif Motilite; PR), yerinde 

hareketli spermler (Nonprogresif Motilite; NP) ve hareketsiz spermler (İmmotilite; 

IM) kategorilerine ayrılarak değerlendirildi. Buna göre spermler dört farklı gruba 

sınıflandırıldı: 

• (+4): Hızlı ileri hareket eden sperm, 

• (+3): Yavaş ileri hareket eden sperm, 

• (+2): Yerinde hareket eden sperm, 

• (+1): Hareketsiz (immotil) sperm. 

Her örnekte toplam 200 sperm hücresi sayılarak, hareketlilik oranları yüzdelik olarak 

belirlendi. Total motilite değeri, hareketsiz spermler hariç tutularak hesaplandı ve 

%42’nin üzerinde olan örnekler normal kabul edilerek çalışmaya dahil edildi (WHO 

2021). 

Ayrıca, sayım kamerasında 100 kare incelenerek, sperm konsantrasyonu ve toplam 

sperm sayısı milyon/ml cinsinden hesaplandı. Dünya Sağlık Örgütü (WHO 2021) 

kriterlerine göre, toplam sperm sayısı ≥39 milyon/ejekülat ve konsantrasyonu ≥16 

milyon/ml olan normozoospermik örnekler çalışmaya dahil edildi. 
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4.4 Sperm Vitalite Değerlendirmesi  

Sperm canlılığını değerlendirmek için Eozin Y boyası ile birlikte, spermlerin 

kontrastını artırarak daha net görünmelerini sağlayan Nigrosin boyası kullanıldı 

(Eozin-Nigrosin Boya Seti-GBL). Semen örneği, steril pipet yardımıyla yavaşça 

karıştırılarak homojen bir hale getirildi. Ardından, bir tüp içerisine 10 µl semen ve 20 

µl Eozin-Y eklenerek 30 saniye bekletildi. Bu sürenin sonunda, 30 µl Nigrosin ilave 

edilerek hafifçe karıştırıldı. Hazırlanan karışımdan bir damla lam üzerine yayılıp, 

yayma kurumadan lamelle kapatıldı ve x40 büyütmede mikroskop altında incelendi. 

Bu boyama yöntemi sayesinde, ölü hücrelerin kırmızı renkte, canlı hücrelerin ise 

boyanmadığı gözlemlendi. Toplamda 200 sperm sayılarak, canlılık oranı yüzdelik 

olarak hesaplandı. %54’ün üzerinde canlılık oranına sahip örnekler, Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO 2021) kriterlerine göre normal kabul edilerek çalışmaya dahil edildi. 

 

Şekil 15. Eozin-Nigrosin boya seti 

4.5 Sperm Boyama ve Morfoloji Değerlendirmesi 

Spermlerin morfolojik değerlendirmesi için preparatlar, Spermac boyama yöntemi 

(Spermac Stain-FertiPro) kullanılarak boyandı. 

İlk olarak, temiz bir lam üzerine 10 µl semen örneği damlatıldı ve başka bir lam 

yardımıyla yayma işlemi gerçekleştirildi. Hazırlanan yayma, havada kuruyana kadar 

bekletildi. Tamamen kuruduktan sonra, preparatlar 15 dakika boyunca fiksatif 

içerisinde tutuldu. Fiksasyon süresi dolduktan sonra, preparatları fiksatiften 

arındırmak için su ile yıkandı. Bir kurutma kağıdı üzerinde dik bir şekilde tutmak 

suretiyle fazla suyu süzüldükten sonra, sırasıyla Stain A ve Stain B boyama 
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solüsyonlarında 2 dakika, ardından Stain C solüsyonunda 30 saniye bekletilmek 

suretiyle boyama işlemi gerçekleştirildi. 

Boyama tamamlandıktan sonra preparatlar havada kurutuldu ve x100 büyütmede 

immersiyon yağı kullanılarak mikroskop altında incelendi. Her örnekten 200 sperm 

sayılarak morfolojik değerlendirme yapıldı. Kruger kriterlerine göre, normal 

morfolojiye sahip sperm oranı >%4 olan örnekler normal kabul edilerek çalışmaya 

dahil edildi (WHO 2021). Tespit edilen morfolojik anomalili spermler 

fotoğraflanarak kayıt altına alındı. 

 

Şekil 16. Spermac Stain boyama kiti (A,B,C ve Fiksatif) 

4.6 Gradient Tekniği ile Semenin Hazırlanması 

İnkübatörde likefiye olan semen örnekleri, %45 ve %90 oranında silika partikülü 

içeren gradient (kademeli ayrıştırma) çözeltisi kullanılarak hazırlandı (Sperm Grad-

Vitrolife). Yüksek yoğunluklu %90'lık medyum tüpün alt kısmına yerleştirildi. 

Bunun üzerine, iki fazın birbirine karışmamasına dikkat edilerek, daha düşük 

yoğunluklu %45'lik medyum damla damla eklendi ve böylece kesintili dansite 

gradyanı oluşturuldu. 

Hazırlanan dansite gradyanının üstüne semen, 1:1 oranında eklendikten sonra 1800 

rpm’de 15 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüj işlemi tamamlandıktan sonra üst 

faz dikkatlice uzaklaştırıldı ve yerine sperm yıkama çözeltisi (SpermRinse-Vitrolife) 

eklendi. Ardından 1800 rpm’de 5 dakika daha santrifüj işlemi uygulandı. 

İkinci santrifüj sonrası süpernatant atıldı ve tekrar sperm yıkama çözeltisi ilave 

edildi. Elde edilen sperm süspansiyonundan 20 µl alınarak Acridine Orange boyama 

işlemi için lama yayıldı. Kalan sperm süspansiyonu ise dondurma işlemi için üç ayrı 

kısma ayrıldı. 
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Şekil 17. Sperm yıkama ve Dansite Gradient medyumu (%45-%90) 

4.7 Zencefil (Zingiber Officinale) Ekstraktının Hazırlanması 

Çalışmada kullanılan zencefil rizomları, farmasötik standartlara uygun ve tıbbi 

kullanıma elverişli, GMP (Good Manufacturing Practice) sertifikalı organik ürünler 

sağlayan bir tedarikçiden temin edildi. Kök zencefiller özenle yıkanıp kabukları 

soyulduktan sonra, ince dilimler halinde kesildi ve temiz bir kurutma kağıdı üzerine 

yayılıp gölge bir ortamda kurutulmaya bırakıldı. Kurutma işlemi tamamlandıktan 

sonra, kurutulmuş örnekler blender ile öğütülerek ince toz haline getirildi. 

Çalışmada kullanılacak zencefil dozu, literatür verileri temel alınarak belirlendi. 

Yapılan ön deneyler sonucunda, nihai ideal konsantrasyonun %0,01 olması uygun 

görüldü. Bu amaçla, 10 mg tartılan zencefil tozu, 100 ml PBS Sigma-Aldrich (fosfat 

tamponlu salin) içerisine eklendi ve 6-12 saat boyunca oda sıcaklığında maserasyona 

bırakıldı. Maserasyon süresi boyunca karışım periyodik olarak karıştırıldı. Süre 

sonunda, elde edilen karışım Whatman No.1 süzgeç kağıdı kullanılarak süzüldü ve 

ekstrakt çalışmada kullanılmak üzere ağzı parafilmle kapatılarak +4°C’de uygun 

koşullarda muhafaza edildi (166). 
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Şekil 18. PBS Tampon çözeltisi 

4.8 Sperm Kriyoprezervasyonu ve Çözme İşlemi 

Sperm dondurma işlemi için hazırlanan semen örnekleri; dondurma öncesi grup, 

dondurma-çözme sonrası grup, dondurma medyumuna zencefil ekstraktı eklenen 

grup olmak üzere üçe ayrıldı.  

1. Taze semen grubuna; gradient işlemi dışında herhangi bir işlem uygulanmadı. 

2. Kontrol grubuna; gradient sonrası dondurma-çözme işlemi uygulandı. 

3. Zencefil grubuna; gradient sonrası dondurma medyumuna, PBS’de çözülmüş 

%0,01’lik zencefil ekstraktı eklendi ve çözme işlemi uygulandı. 

Sperm dondurma işlemi, hazır olarak temin edilen SpermFreeze Solution (Vitrolife) 

kriyoprotektan solüsyonu kullanılarak uygulandı. İşlem basamakları şu şekildeydi: 

1. Gradient tekniği ile hazırlanmış semen örnekleri, dondurma öncesi üç gruba 

ayrıldı (Taze semen, Kontrol, Zencefil). 

2. Kontrol ve Zencefil gruplarındaki örneklere, kriyoprotektan solüsyonu 1:1 

oranında, damla damla ilave edilerek karıştırıldı. (Zencefil grubunda, 

kriyoprotektan ile birlikte 1:1 oranında PBS’de çözülen %0,01’lik zencefil 

ekstraktı da eklendi). 

3. Hazırlanan karışımlar, kriyoviyal tüplere aktarılıp 15 dakika boyunca 

kriyoprotektan ile dengeleme aşamasına bırakıldı. 

4. Dengeleme sürecini tamamlayan örnekler, sıvı azot seviyesinden 5-10 cm 

yükseklikteki azot buharında 45 dakika bekletildi. 

5. Daha sonra, -196°C’de sıvı azot tankına daldırılarak bir hafta boyunca 

muhafaza edildi. 
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Çözme işlemi için azot tanklarından çıkarılan kriyoviyaller;  

1. Oda sıcaklığında 1 dakika bekletildi, ardından 37°C’lik su banyosuna 

yerleştirilerek hafif hareketlerle 10 dakika boyunca çözülmesi sağlandı. 

2. Çözülmüş numuneler santrifüj tüplerine aktarıldı ve kriyoprotektan 

uzaklaştırılması için 2 ml sperm yıkama medyumu (SpermRinse) eklendi. 

Daha sonra 1800 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi ve üst faz dikkatlice aspire 

edilerek uzaklaştırıldı. 

3. Elde edilen pellet, 0,2 ml hacimde sperm yıkama medyumu ile yeniden 

süspansiyon haline getirildi. 

Bütün bu işlemlerin tamamlanmasının ardından örnekler; canlılık (vitalite), motilite 

ve DNA fragmantasyonu açısından tekrar analiz edildi. 

 

Şekil 19. Sperm dondurma medyumu (kriyoprotektan solüsyon) 

4.9 Sperm DNA Fragmantasyonunun Acridine Orange ile Değerlendirilmesi  

Gradient işlemi sonrasında elde edilen sperm süspansiyonundan 20 μl alınarak, temiz 

bir lam üzerine dikkatlice yayıldı ve kurumaya bırakıldı. Kurumuş yaymalar, Carnoy 

fiksatifi (GBL) içinde 1 saat boyunca sabitlenerek fiksasyon işlemi gerçekleştirildi. 

Fiksasyon tamamlandıktan sonra preparatlar, stok çözelti ile günlük olarak 

hazırlanmış Acridine Orange boyası (Invitrogen) ile karanlık ortamda 5 dakika 

boyunca boyandı. Boyama işlemi sonrasında fazla boya, distile su kullanılarak 

uzaklaştırıldı. Ardından, temiz bir kurutma kâğıdı yardımıyla preparatların üzerinde 

kalan su dikkatlice alındı. 

Hazırlanan yaymalar, floresan mikroskop altında incelenerek ortalama 200 sperm 

hücresi analiz edildi. Yeşil floresan yayan spermler normal DNA içerenler, sarı-
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turuncu-kırmızı floresan yayan spermler ise fragmante DNA içerenler olarak 

değerlendirildi. 

Örnekler, yaydıkları floresan ışığının rengine göre iki gruba ayrıldı: 

• AO Negatif: Yeşil floresan yayan spermler, 

• AO Pozitif: Sarı, turuncu, kırmızı floresan yayan spermler. 

Son olarak, DNA fragmantasyon yüzdesi hesaplanarak veriler değerlendirildi. 

 

Şekil 20. Acridine Orange toz boya 

4.10 İstatiksel Analiz 

Değişkenlere ilişkin tanımlayıcı istatistikler, ortalama, standart sapma, minimum ve 

maksimum değerler ile birlikte rapor edildi. Değişkenlerin normal dağılıma 

uygunluğu, Kolmogorov-Smirnov testi kullanılarak değerlendirildi. 

Normal dağılım gösteren bağımlı grupların tekrarlı ölçümleri için Tekrarlı Ölçümler 

İçin Varyans Analizi (ANOVA) uygulandı. İstatistiksel anlamlılık düzeyi p=0,05 

olarak belirlendi ve p < 0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

İstatistiksel olarak anlamlı sonuç elde edilen durumlarda, gruplar arasındaki 

farklılıkları belirlemek amacıyla post-hoc analizler gerçekleştirildi. Tüm istatistiksel 

hesaplamalar, IBM SPSS Statistics Version 22.0 yazılımı kullanılarak yapıldı. 
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5 BULGULAR 

Bu çalışmaya, Ocak-Şubat 2024 tarihleri arasında Dicle Üniversitesi Hastanesi 

Üroloji Kliniği’ne başvuran, 25-40 yaş arası, 40 gönüllü erkek hasta dahil edildi. 

Çalışma kriterlerine uyan bu 40 normozoospermik hastanın semen analizleri 

yapılarak; semen hacmi, sperm konsantrasyonu, total sperm sayısı, hareketli sperm 

yüzdesi, ileri hareketli sperm yüzdesi, hareketsiz sperm yüzdesi, normal morfoloji 

gösteren sperm yüzdesi ve canlılık yüzdesi belirlendi. Yaş ve semen analizine ilişkin 

tanımlayıcı veriler Tablo 5’te verilmiştir. 

Tablo 5. Yaş, semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayısı, toplam hareketli, 

ileri hareketli ve hareketsiz sperm yüzdeleri ile vitalite ve morfoloji yüzdelerine ilişkin 

tanılayıcı veriler. Örneklem (n)=40; Anlamlılık değeri p<0,05. 

 Ortalama± Standart sapma 

(Ort±SD) 

Minimum 

(Min) 

Maksimum 

(Max) 

Yaş (yıl) 32,98±3,86 26 40 

Hacim (ml) 2,18±0,44 1,5 3,0 

Konsantrasyon 

(milyon/ml) 

43,59±38,29 17,5 147,0 

Total sperm sayısı 

(milyon/ml) 

92,41±90,78 41 348,0 

Total hareket (%) 65,36±14,49 43,0 92,0 

İleri hareket (%) 57,01±16,85 31,0 88,0 

Hareketsiz 

(İmmotil) (%) 

31,27±15,08 8,0 59,0 

Vitalite (%) 76,5±11,53 57,0 96,0 

Morfoloji (%) 12,21±5,32 4,0 28,0 

5.1 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrası Sperm Vitalitesi Üzerine Etkisi 

Sperm vitalite (canlılık) tayini Eosin-Nigrosin uygulaması ile yapıldı. Her örnekte 

200 sperm sayılarak yüzde oranları belirlendi (Tablo 6) 

Vitalite açısından; sadece gradient uygulanmış dondurma öncesi grup (Taze semen) 

ile dondurma sonrası grupların (Kontrol, Zencefil) ortalamaları arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil gruplarının 
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ortalaması Taze semen grubunun ortalamasından çok daha düşüktü (Şekil 21). 

Dondurma sonrası gruplar kıyaslandığında ise Zencefil eklenmiş grubun vitalitesinde 

anlamlı düzeyde bir artış olduğu görüldü (p<0,05) (Şekil 21). 

Tablo 6. Sperm vitalite (canlılık) yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler. 

  

Şekil 21. Sperm vitalite (canlılık) yüzdelerinin gruplar arasında karşılaştırılması 

 

Spermler; Eozin-Nigrosin yöntemi ile boyanıp canlılık açısından değerlendirildi. Ölü 

hücreler kırmızıya boyanırken, canlı hücrelerin boyanmadığı görüldü. Canlı ve ölü 

spermler x40 büyütmede görüntülendi (Şekil 22). 

 

 

 Ort±SD Min Max 

Taze semen 83,5±6,5 64 95 

Kontrol 31,5±7,0 11 53 

Zencefil 42,5±6,7 23 62 
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Şekil 22. Eozin-Nigrosin ile boyanan preparatlarda ölü ve canlı spermler (x40). 

5.2 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrası Sperm Morfolojisi Üzerine Etkisi 

Morfolojik değerlendirmeler Spermac boyama yöntemi ile yapıldı. WHO 2021 

kriterlerine göre normal morfolojiye sahip sperm yüzdeleri, her örnekte 200 sperm 

sayılarak hesaplandı (Tablo 7). 

Morfoloji açısından; sadece gradient uygulanmış dondurma öncesi grup (Taze 

semen) ile dondurma sonrası grupların (Kontrol, Zencefil) ortalamaları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil 

gruplarının ortalaması Taze semen grubunun ortalamasından daha düşüktü (Şekil 

23). 

Dondurma sonrası gruplar kıyaslandığında ise istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmedi (p>0,05) (Şekil 23).  

Tablo 7. Normal morfolojiye sahip sperm yüzdelerine ilişkin tanımlayıcı veriler. 

 

 

 

 Ort±SD Min Max 

Taze semen 20,64±5.61 4 33 

Kontrol 10,2±3,8 2 18 

Zencefil 12,7±4,2 3 22 
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Şekil 23. Normal morfolojiye sahip sperm yüzdelerinin gruplar arasında karşılaştırılması. 

Spermler, Spermac yöntemi ile boyanıp, morfolojik açıdan değerlendirildi. Normal 

ve anormal yapıya sahip spermler, immersiyon yağı ile x100 büyütmede 

görüntülendi. Saptanan morfolojik anomalili spermlerin fotoğrafları çekildi (Şekil 

24,25). 

 

 
Şekil 24. Normal ve anormal morfolojik yapıdaki spermler (Spermac stain) (x100). 
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Şekil 25. Sperm baş, boyun ve kuyruk defektleri (Spermac Stain) (x100). A:Globozoosperm 

B:İğne başlı sperm C:Terminal droplet D:Kısa kuyruk E:Sarmal kuyruk F:Bükük boyun 

5.3 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrası Sperm Motilitesi Üzerine Etkisi 

Sperm motilitesi Makler sayma kamerası ile faz kontrast mikroskobunda x20 objektif 

altında incelendi. Total hareketli sperm yüzdesi ile ileri hareketli sperm yüzdeleri 

hesaplandı (Tablo 8). 

Total hareket açısından; sadece gradient uygulanmış dondurma öncesi grup (Taze 

semen) ile dondurma sonrası grupların (Kontrol, Zencefil) ortalamaları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil 

gruplarının ortalaması Taze semen grubunun ortalamasından oldukça düşüktü (Şekil 

26).  

Dondurma sonrası gruplar kıyaslandığında ise Zencefil eklenmiş grubun total 

hareketliliğinde anlamlı düzeyde bir artış olduğu görüldü (p<0,05) (Şekil 26). 

İleri hareket açısından; sadece gradient uygulanmış dondurma öncesi grup (Taze 

semen) ile dondurma sonrası grupların (Kontrol, Zencefil) ortalamaları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil 

gruplarının ortalaması Taze semen grubunun ortalamasından daha düşüktü (p<0,05) 

(Şekil 26). 

A B C

D E F
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Dondurma sonrası gruplar kıyaslandığında ise Zencefil eklenmiş grubun ileri 

hareketliliğinde anlamlı düzeyde bir artış olduğu görüldü (p<0,05) (Şekil 26). 

Tablo 8. Sperm motilitesine ilişkin tanımlayıcı veriler. 

 Total hareketli sperm (%) 

Ort±SD 

İleri hareketli sperm (%) 

Ort±SD 

Taze semen 91,95±2,38 90,21±5,32 

Kontrol 50,41±13,51 41,20±10,45 

Zencefil 67,17±14,53 57,19±10,45 

 

 

Şekil 26. Total hareketli sperm ve ileri hareketli sperm yüzdelerinin gruplar arasında 

karşılaştırılması. 

5.4 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrası Sperm DNA Fragmantasyonuna 

Etkisi 

Sperm DNA fragmantasyonu Acridine Orange testi ile değerlendirildi. Her preparatta 

ortalama 200 sperm incelenip; yeşil floresan veren spermler sağlam DNA içerenler, 

sarı-turuncu-kırmızı floresan veren spermler ise fragmante DNA içerenler olarak 

değerlendirildi (Şekil 27). Örnekler verdiği floresan rengine göre; AO Pozitif 

(kırmızı -turuncu-sarı floresan verenler), AO Negatif (yeşil floresan verenler) olmak 

üzere iki gruba ayrıldı ve DNA fragmantasyon yüzdeleri çıkarıldı (Tablo 9). 
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Şekil 27. Sperm DNA Fragmantasyonu (AO boyama, floresan mikroskop) (x630). Kırmızı, 

turuncu, sarı floresan verenler--Fragmante DNA’lı spermler. Yeşil floresan verenler--Sağlam 

DNA’lı spermler 

Sperm DNA Fragmantasyonu açısından; sadece gradient uygulanmış dondurma 

öncesi grup (Taze semen) ile dondurma sonrası grupların (Kontrol, Zencefil) Acridin 

Orange ile yeşil floresan veren sağlam DNA’lı (AO Negatif) sperm yüzdeleri 

karşılaştırıldı. Taze semen grubu ile Kontrol ve Zencefil gruplarının ortalamaları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptandı (p<0,05). Kontrol ve Zencefil 

gruplarının AO Negatif ortalaması Taze semen grubunun ortalamasından çok daha 

düşüktü (Şekil 28). 

Dondurma sonrası gruplar kıyaslandığında ise Zencefil eklenmiş grubun AO Negatif 

sperm ortalaması, Kontrol grubunun ortalamasından daha yüksekti (p<0,05) (Şekil 

28). 
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Tablo 9. Sperm DNA fragmantasyonuna ilişkin tanımlayıcı veriler. 

 AO Negatif sperm (%) 

Ort±SD 

AO Pozitif sperm (%) 

Ort±SD 

Taze semen 76,68±9,86 23,32±9,77 

Kontrol 45,67±12,52 54,33±12,49 

Zencefil 64,48±10,47 35,52±10,53 

 

Şekil 28. AO Negatif sperm ve AO Pozitif sperm yüzdelerinin gruplar arasında 

karşılaştırılması. 
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6 TARTIŞMA 

Sperm hücreleri, kriyoprezervasyon ve çözme süreçleri boyunca sıcaklık değişimleri, 

buz kristali oluşumu, ozmotik stres, reaktif oksijen türlerinin (ROT) artışı ve 

kriyoprotektan toksisitesi gibi çeşitli etkenlere maruz kalarak kriyohasara 

uğramaktadır. Kriyoprezervasyon sürecinde karşılaşılan en önemli sorunlardan biri 

oksidatif strestir (167). Reaktif oksijen türleri, sperm hücre zarına ve DNA 

bütünlüğüne zarar vererek, sperm hareketliliğinde ve canlılığında azalmaya neden 

olabilmektedir (168). Bu nedenle, sperm hücrelerini oksidatif hasardan korumak 

amacıyla dondurma medyumlarına antioksidan eklenmesi gün geçtikçe daha fazla 

ilgi çeken araştırmaların başında gelmektedir. Bu çalışmada da sperm 

kriyoprezervasyonu sonrası meydana gelen DNA hasarını değerlendirmek ve 

Zencefil (Zingiber officinale) ekstraktının potansiyel koruyucu etkilerini incelemek 

amaçlanmıştır. 

Literatürdeki çalışmalar, kriyoprezervasyon işleminin sperm hücreleri üzerinde 

çeşitli olumsuz etkiler yarattığını ortaya koymaktadır. Özellikle sperm canlılığı, 

hareketliliği ve DNA bütünlüğündeki kayıplar en dikkat çeken etkiler arasındadır 

(169-172). Kriyoprezervasyon sonrası, çözme işleminin ardından sperm canlılık 

oranlarında %30-50’ye varan azalmalar olduğu belirtilmektedir (171,173-176). 

Ayrıca, farklı kriyoprotektan maddeler ve çeşitli kriyoprezervasyon teknikleri 

kullanılmasına rağmen, bugüne kadar yapılan çalışmalar çözme işlemi sonrası sperm 

hareketliliğinde %30 ila %75 oranında azalma olduğunu göstermektedir (169-172). 

Çalışmamızda elde edilen bulgular da benzer şekilde, dondurup çözme sonrası sperm 

parametrelerinden vitalite ve motilite oranlarında belirgin bir düşüş olduğunu ortaya 

koymuştur. Bununla birlikte, zencefil ekstraktı eklenen grupta, sperm 

parametrelerinde kayda değer iyileşmeler gözlemlenmiştir. 

Zencefilin antioksidan özellikleri üzerine yapılan araştırmalara bakıldığında, bu 

bitkinin testis fonksiyonları ve sperm sağlığı üzerinde olumlu etkileri olduğu ortaya 

konmuştur. Amin ve Hamza (2006) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, 

zencefilin erkek farelerde testiküler antioksidan enzim aktivitesini artırdığı ve sperm 

hareketliliğini iyileştirdiği belirtilmiştir. Benzer şekilde, Morakinyo ve arkadaşları 

(2008) tarafından yapılan bir araştırmada, 28 gün boyunca günlük 1000 mg/kg 
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dozunda zencefil verilen farelerde, 14. günden itibaren epididimal sperm 

konsantrasyonu ve motilitesinde belirgin bir artış tespit edildiği rapor edilmiştir 

(177). 

Zencefilin sperm hücreleri üzerindeki koruyucu etkisini değerlendiren önceki 

çalışmalar, bu bitkinin antioksidan özellikleri sayesinde spermatogenez ve sperm 

fonksiyonları üzerinde destekleyici etkiler gösterebileceğini ortaya koymaktadır 

(15,16). Zencefilin içeriğinde bulunan gingerol, shogaol ve paradol gibi biyoaktif 

bileşiklerin, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidatif hücresel hasarı azalttığı 

bilinmektedir (178). 

Çalışmamızda, kriyoprezervasyon sonrası zencefil ekstraktı eklenen grupta sperm 

canlılık ve hareketlilik oranlarında anlamlı bir iyileşmenin gözlenmesi, bu bulgularla 

paralellik göstermektedir. 

Kriyoprezervasyonun sperm DNA’sı üzerindeki etkileri konusunda literatürde hâlâ 

net bir fikir birliği bulunmamaktadır. Ancak, çalışmamızda normozoospermik semen 

örneklerinde, dondurma işlemi öncesi ve çözme sonrasında Acridine Orange (AO) 

yöntemi kullanılarak yapılan değerlendirmelerde, DNA fragmantasyonunda anlamlı 

bir artışın olduğu gözlemlenmiştir. Elde ettiğimiz bulguları destekleyen araştırmalar 

olduğu gibi (159,160), bazı çalışmalar ise kriyoprezervasyonun sperm DNA 

bütünlüğü üzerinde belirgin bir olumsuz etkiye neden olmadığını ileri sürmektedir 

(161–163). Bu çelişkili sonuçlar, kullanılan semen hazırlama teknikleri, dondurma ve 

çözme protokolleri, DNA bütünlüğünü değerlendiren test yöntemleri ve çalışmalarda 

kullanılan semen örneklerinin alındığı türlerdeki farklılıklardan kaynaklanıyor 

olabilir. Bununla birlikte, kriyoprezervasyon sonrasında anormal semen örneklerinde 

DNA fragmantasyon oranlarının normal örneklere kıyasla daha yüksek olduğunu 

bildiren araştırmalar da mevcuttur (164–166). Ayrıca, infertil bireylere ait semen 

örneklerinde, fertil bireylere göre daha fazla fragmente DNA içeren sperm hücresinin 

bulunduğu gösterilmiştir (161,167,168). Bireyler arasındaki biyolojik farklılıkların, 

literatürdeki farklı sonuçların ortaya çıkmasına katkıda bulunduğu düşünülmektedir. 

DNA hasarının kriyoprezervasyon sonrası arttığını bildiren çalışmaların çoğu, bu 

durumun oksidatif stres ile doğrudan bağlantılı olduğunu vurgulamaktadır (167,169). 

Reaktif oksijen türleri (ROT), DNA fragmantasyonu, baz modifikasyonları, 

delesyonlar ve diğer moleküler mekanizmalar aracılığıyla hem nükleer hem de 
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mitokondriyal DNA üzerinde hasara yol açabilmektedir (170). Ayrıca, DNA 

bütünlüğünü bozan mekanizmalar arasında yetersiz kromatin paketlenmesi ve 

apoptoz da yer almaktadır (152,171,172). Tüm bu mekanizmaların eş zamanlı 

çalışarak DNA hasarına neden olabileceği öne sürülmektedir. Bununla birlikte, 

ROT’nin kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptozu tetikleyerek DNA üzerinde ek 

bozulmalara neden olduğu da bildirilmiştir (167,173). 

Oksidatif DNA hasarının önemli biyobelirteçlerinden biri olan 8-hidroksi-2-

deoksiguanozin (8-OHdG) seviyelerinin, infertil erkeklerin spermatozoalarında daha 

yüksek olduğu saptanmıştır. 8-OHdG seviyelerindeki artışın, sperm 

konsantrasyonunda, toplam sperm sayısında ve hareketlilik oranında azalmaya neden 

olurken, özellikle baş defektleri gibi morfolojik anormalliklerde artışa yol açtığı 

belirlenmiştir (174,175). 

Buna ek olarak, oksidatif DNA hasarının in vitro blastokist gelişim oranlarını da 

olumsuz etkilediği gösterilmiştir (176,177). Literatürdeki klinik veriler, sperm DNA 

hasarının, özellikle gebelik oranları başta olmak üzere yardımcı üreme teknikleri 

(ART) ile elde edilen başarı oranlarını düşürdüğünü ortaya koymaktadır (152,170). 

Zencefilin sperm DNA bütünlüğü üzerindeki etkilerini inceleyen çalışmalar sınırlı 

olmakla birlikte, Jalil Hosseini ve arkadaşlarının 2016 yılında gerçekleştirdiği bir 

araştırma, zencefilin infertil erkeklerde sperm DNA fragmantasyon oranlarını 

azaltmada etkili olduğunu göstermiştir (179). 

Çalışmamızda da zencefil ekstraktı eklenen grupta DNA fragmantasyon oranının 

azaldığı gözlemlenmiştir. Bu bulgu, zencefilin içeriğinde bulunan güçlü antioksidan 

bileşiklerin, reaktif oksijen türevlerini nötralize ederek oksidatif DNA hasarını 

azaltabileceğini düşündürmektedir.  

Zencefil ekstraktının sperm hücreleri üzerindeki koruyucu etkisinin hangi 

biyokimyasal mekanizmalar aracılığıyla gerçekleştiği tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Ancak ilerleyen çalışmalarda, farklı dozajlar ve uygulama süreleri test edilerek, 

zencefilin sperm mitokondriyal fonksiyonları üzerindeki potansiyel etkilerinin 

detaylı bir şekilde incelenmesi önerilmektedir. Bu çalışmanın da yapılacak olan ileri 

araştırmalara ışık tutacağı düşünülmektedir.  
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7 SONUÇ 

Bu çalışmada, sperm kriyoprezervasyonu sürecinde meydana gelen DNA hasarının 

önlenmesinde zencefil ekstraktının potansiyel etkileri araştırılmıştır. Bulgularımız, 

dondurma-çözme işlemi sonrasında sperm canlılığı, hareketliliği ve DNA 

bütünlüğünde kayıplar olduğunu doğrulamış, ancak zencefil ekstraktı eklenen grupta 

bu parametrelerin iyileştiğini göstermiştir. 

Zencefilin güçlü antioksidan özelliği hem spontan gebeliklerde hem de yardımcı 

üreme tekniklerinde (YÜT) sperm kalitesini artırıcı bir bileşen olabileceğini ortaya 

koymaktadır. Sperm DNA fragmantasyonunu azaltıcı etkisi, fertilizasyon ve embriyo 

gelişimi açısından önem taşımaktadır. 

Sonuç olarak, çalışmamızda elde edilen veriler, zencefilin erkek fertilitesini 

destekleyici etkileri olabileceğini ve kriyoprezervasyon sonrası sperm 

fonksiyonlarının korunmasında önemli bir rol oynayabileceğini ortaya koymaktadır. 

Gelecekte yapılacak daha kapsamlı klinik ve deneysel çalışmalar, zencefilin erkek 

üreme sağlığı üzerindeki biyolojik mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasını ve 

yardımcı üreme tedavilerine entegrasyonunu sağlayabilir. 
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10 EKLER 

10.1 Etik kurul raporu 
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10.2 Gönüllü Hasta Onam Formu 

Bu onam formu, Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji polikliniğine başvuran 

ve infertilite tanısı konan hastalardan alınacak olan semen örneklerinden elde 

edilecek spermlerin morfolojik yapısı ve spermlerin DNA fragmantasyonları 

incelenmek amacıyla hazırlanmıştır. Çalışmaya katılacak erkek hastaların 

infertiliteye sahip olması ve gönüllülük esasına dayanır. 

Bir infertilite hastası olarak yukarıda doktorumun / araştırmacının bana anlattığı 

bilgiler ışığında araştırmaya dahil olmayı kabul ettiğimi, alınacak olan semen 

örneklerinden elde edilecek spermlerin morfolojik yapısı ve spermlerin DNA 

fragmantasyonları incelenmesinin tarafımca bir sakıncası olmadığını, bu araştırmada 

istemediğim taktirde spermlerimin çalışmada kullanılmayacağını, istediğim anda 

araştırmadan çıkabileceğimi beyan ederim. 
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10.3 Orjinallik Raporu 
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10.4 Mezuniyet Yayını 
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