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1 OZETLER

1.1 Tiirkce Ozet

Insan Sperminde Kriyoprezervasyon Sonrasi Olusan DNA Hasar1 Uzerine In
Vitro Zencefil (Zingiber Officinale) Uygulamasinin Etkisi

Ogrencinin Adi1 ve Soyadi: Zuhal CANKIRI

Damisman: Prof. Dr. Murat AKKUS

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

Amag: Kriyoprezervasyon, biyolojik materyallerin (hiicreler, dokular, embriyolar,
sperm, yumurta hiicreleri vb.) ¢cok diisiik sicakliklarda (genellikle -196°C'de s1v1 azot
kullanilarak) saklanmasi islemidir. Insan sperminin kriyoprezervasyonu, hem
yardimci iireme teknikleri hem de erkek lireme kapasitesinin korunmast agisindan
biiyiik bir 6neme sahiptir. Ancak, bu islem sonucunda sperm kalitesinde belirgin bir
diisiis meydana gelmektedir. Yapilan c¢alismalar, zencefilin farkli hiicre tiirleri
tizerinde antioksidan etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu arastirmanin temel
amaci, in vitro uygulanan zencefil ekstraktinin insan sperminde Ozellikle
kriyoprezervasyon sonrast olusan sperm parametrelerindeki bozulmalar ile sperm
DNA hasar lizerine olas1 faydalarini ortaya koymaktir.

Gere¢ ve yontem: Calismaya, Dicle Universitesi Hastanesi Uroloji Klinigi’ne
basvuran 25-40 yas araligindaki 40 normozoospermik (voliimii, total sperm sayisi,
konsantrasyonu, motilite, vitalite ve morfoloji degerleri alt referans degerlerine esit
veya lizerinde) erkek hasta dahil edilmistir. Hastalardan mastiirbasyon yoluyla alinan
ve rutin semen analizleri yapilip dondurma islemi i¢in hazirlanan semen ornekleri;
dondurma o6ncesi grup, dondurma-¢ézme sonrast grup, dondurma medyumuna
zencefil ekstraktt eklenen grup olmak iizere iice ayrilmistir. Tim Orneklerin,
dondurma oncesi ve ¢ozme sonrasi sperm parametrelerine ve DNA fragmantasyon
oranlarina bakilmis ve en az 200 sperm sayilarak ortalamalar1 alinmistir. Dondurma
oncesi ve ¢6zme sonrasi degerler istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Bulgular: Calismamiz, dondurma-¢ozme islemi sonrasinda sperm canliligl,

hareketliligi ve DNA biitiinliglinde belirgin kayiplarin meydana geldigini



dogrulamistir. Ancak, dondurma medyumuna zencefil ekstrakti eklenen grupta bu
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli iyilesmeler gozlemlenmistir (p<0,05).

Sonug¢: Bu calisma, zencefil ekstraktinin kriyoprezervasyon sonrasi sperm canlilik,
hareketlilik ve DNA fragmantasyonlar1 {izerindeki olumlu etkilerini ortaya
koymaktadir. Elde edilen veriler, zencefilin kriyoprezervasyon siirecinde potansiyel

bir antioksidan ajan olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Sperm, Kriyoprezervasyon, Zencefil, Zingiber

Officinale, DNA fragmantasyonu



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: CANKIRI Zuhal

Adviser of Thesis: AKKUS 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



suggest that ginger can be evaluated as a potential antioxidant agent in the

cryopreservation process.

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

fragmentation



2 GIRIS ve AMAC

Korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil boyunca gebelik elde
edilememesi infertilite olarak tanimlanmakta olup, bu durum diinya genelinde evli
ciftlerin yaklasik %15’ini etkileyen yaygin bir saglik problemi olarak kabul
edilmektedir. Diinya genelinde yapilan arastirmalar, erkek faktoriiniin infertiliteye
katkisinin yaklasik %30-50 arasinda oldugunu gostermektedir (1). Bu oran, her
bolgedeki saglik hizmetlerinin erisilebilirligi ve toplumun biling diizeyine bagh
olarak degisiklik gosterebilir. Ancak genel olarak erkek faktorlii infertilite, kadin
faktorli infertilite kadar 6nemli bir katki saglar ve ciftlerin infertilite tedavilerine
yaklasiminda her iki tarafin da degerlendirilmesi gerekir.

Erkek faktorlii fertilizasyon basarisizliginin en temel nedenlerinden biri, sperm
hiicrelerinin morfolojisi ve hareketliliginde meydana gelen bozulmalardir. Farkli
etkenler nedeniyle sperm kalitesinde yasanan diisiisler, bireylerin iireme sagligin
olumsuz yénde etkileyerek yardimei iireme tekniklerine (YUT) olan gereksinimi
artirmaktadir.

Sperm hiicrelerinin  kriyoprezervasyonu (dondurulmasi), infertilite tedavilerinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ureme hiicrelerinin korunmasi amaciyla,
kanser hastalarinda kemoterapi ve radyoterapi Oncesinde, testis hasarina yol
acabilecek diyabet ve otoimmiin hastaliklar gibi saglik sorunlarinda, oligospermi ve
gjekiilasyon bozukluklarinda, sperm bankaciligi ve donasyon siireglerinde, ayrica
ejekiilatinda sperm bulunmayan ancak testikiiler sperm elde edilebilen (azospermi)
bireylerde, UYTE (Uremeye Yardimci Tedavi) kapsaminda uzun siire saklanmak
tizere sperm hiicreleri kriyoprezervasyon yontemiyle dondurulmaktadir (2,3).
Infertilite tedavilerinde dondurulmus sperm hiicrelerinin kullanimi1 yaygin olmakla
birlikte, ¢6zme islemi sonrast canlillk ve hareketlilik kaybi ile DNA
fragmantasyonunda artis gibi olumsuz etkiler goriilebilmektedir. Bunun yani sira,
dondurulan spermlerin fizyolojik durumu, kriyohasara karst duyarliliklarim
belirleyen Onemli bir unsur olarak degerlendirilmektedir. Normozoospermik
orneklerle kiyaslandiginda, diisiik kaliteli sperm hiicrelerinin  dondurulmasi
sonrasinda canlilik oranlarinda daha biiyiik bir diisiis ve DNA fragmantasyonunda

artis gozlemlendigini belirten ¢caligmalar bulunmaktadir (4,5).



Giliniimiizde, sperm hiicrelerinin kriyoprezervasyonunda farkli yontemler ve cesitli
kriyoprotektan maddeler kullanilmaktadir. Ancak kriyoprezervasyon ve ¢dzme
islemi sonrasi ortaya c¢ikan geri doniislimsiiz olumsuz etkileri en aza indirmek
amaciyla yiiriitiilen arastirmalar devam etmektedir. Kriyoprezervasyon islemi, sperm
akrozomu, plazma zar1 ve DNA biitliinliigiinde bozulmalara yol acarak ¢dzme
sonrasinda sperm hareketliliginin ve canliliginin azalmasina neden olmaktadir (6).
Bu siirece bagli olarak meydana gelen hasarlar genellikle buz kristallerinin olusumu,
termal ve osmotik sok ile oksidatif stres gibi mekanizmalarla agiklanmaktadir (7).
Kriyoprezervasyon siirecinde, sperm kalitesini olumsuz yonde etkileyen en 6nemli
faktorlerden birinin oksidatif stres oldugu kabul edilmektedir (7,8). Yiiksek
seviyelerde bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipid peroksidasyonu yoluyla hem
mitokondriyal membrana hem de plazma =zarima zarar vererek, kromatin
yogunlagmasini ve DNA biitiinliigiinii bozmakta, bu da spermin hareketliliginde ve
canliliginda azalmaya neden olmaktadir (9). Bu olumsuz etkileri en aza indirmek
amaciyla, kriyoprotektan soliisyonlara belirli oranlarda antioksidan eklenerek
dondurma-¢ézme siireci sonrasinda sperm kalitesinin iyilestirilebilecegini gosteren
bircok arastirma mevcuttur (10). Ancak, standart olarak kabul edilmis ve rutin
kullanima ge¢mis belirli bir antioksidan heniiz tanimlanmamastir.

Zingiber Officinale ya da halk arasinda bilinen adiyla Zencefil bitkisinin ana
biyoaktif bilesenleri arasinda gingerol, shogaol, zingeron ve paradol bulunmaktadir.
Bu bilesikler, zencefilin farmakolojik ve terapotik etkilerinin temelini olusturur ve
ozellikle antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikarsinojenik 6zellikleri ile
sindirim sistemini destekleyici etkileriyle taninmaktadir (11,12,13). Zencefilin
(Zingiber officinale) lireme sistemi lizerindeki olumlu etkilerini inceleyen birgok
arastirma bulunmaktadir. Nassiri ve arkadaslar1 (2009) tarafindan gergeklestirilen
calismalarda, zencefilin giiclii bir antioksidan 6zellige sahip oldugu belirlenmistir
(14). Amin ve Hamza (2006) ise yaptiklar1 arastirmada, zencefilin erkek farelerde
testikiiler antioksidan enzim aktivitesini artirarak sperm motilitesinde iyilesme
sagladigini rapor etmistir (15). Bir bagka arastirmada ise, 28 giin boyunca giinliik
1000 mg/kg zencefil verilen farelerde, 14. giinden itibaren epididimal sperm

yogunlugu ve hareketliliginde anlamli bir artig gézlemlenmistir (16).



Bu dogrultuda planlanan ¢aligmamizda, in vitro uygulanan zencefil ekstraktinin,
ozellikle kriyoprezervasyon sonrasi sperm parametrelerinde meydana gelen
bozulmalar ve sperm DNA hasari iizerindeki olas1 olumlu etkilerini ortaya koymayi1

amaclamaktayiz.



3 GENEL BILGILER

3.1 Erkek Ureme Sistemi

Erkek genital sistem; testisler, genital kanallar (epididimis, duktus deferens, duktus
ejekulatoryus ve erkek fiiretrasinin bir boliimii), yardimer bezler (seminal vezikiil,
prostat bezi ve bulboiiretral bezler) ve penisten olusur. Bu sistem, spermatogenez
stireci ile haploid kromozom yapisina sahip germ hiicresi olan spermatozoanin
(sperm) Tretilmesi, beslenmesi ve gecici olarak depolanmasinin yani sira;
steroidogenez  yoluyla androjen hormonlarin sentezi ve salinimini da

gerceklestirmektedir.

Simfizis pubis - .
p Ureter orifisi

Vas deferens

Rektum

Mesane ; ;
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Ejakiilator kanal
Korpus kavernozum ? :
Prostat bezi

Korpus spongiozum Bulboiiretral gland
Kavernoz tiretra
Glans penis
Prepisyum

Membranéz iiretra
Skrotum

Testis

Sekil 1. Erkek tireme sistemi (18)

3.1.1 Testisler

Testisler, skrotum i¢inde yer alan, her biri yaklasik 10-15 gram agirliginda, oval
yapiya sahip ve Tunika albuginea olarak adlandirilan bag dokusu kapsiilii ile ¢evrili
cift organlardir. Tunika albuginea, testisin arka kisminda kalinlasarak mediastinum
testis yapisini olustururken, fibréz uzantilar testis igine ilerleyerek lobiiler bir diizen

meydana getirir. Testislerde yaklasik 250 civarinda lobiil bulunur ve her lobiil,



kivrimlt bir yapiya sahip, bag dokusu ile cevrili 1 ila 4 seminifer tiibiil ile Leydig

hiicrelerini igermektedir (17).
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Seminifer tibduller
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Epididim gévdesi
Epididim kuyrugu

Sekil 2. Testisin yapis1 (21)

3.1.2 Seminifer Tubiiller

Erkek iireme sisteminde, sperm hiicrelerinin tiretildigi seminifer tiibiiller, testislerin
biiyiik bir kismin1 meydana getirir. Cok katmanli epitel ile ¢evrili olan bu tiibiiller,
merkezlerinde bulunan bir liimene agilmaktadir. Her bir testiste, sayilar1 250 ile 1000
arasinda degisen seminifer tiibliller yer almakta olup, bu tiibiillerin toplam uzunlugu
yaklasik 250 metreyi bulmaktadir. Seminifer tiibiiller, u¢ kisimlarinda daralarak
tubuli rekti adi verilen yapiyr olusturur. Tubuli rekti, epitel ile kapli olup, ags1 ve
bosluklu bir yapi sergileyen Rete testis ile baglantilidir. Rete testis, epididime
ulasmak amaciyla 10 ila 20 adet bosaltim kanali i¢eren duktus efferentes araciligiyla
iletisim kurar.

Seminifer tiibiillerin i¢ kismindaki c¢ok katmanli epitel, Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik hiicre serisini barindirir. Sertoli hiicreleri, spermatogenez siirecinde
besleyici ve destekleyici bir islev goriirken, spermatogenik hiicreler ise
spermatogonia adi verilen kok hiicrelerden olgun spermatozoaya doniisen hiicreleri

icermektedir (18).



3.1.2.1 Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, ilk olarak Enrico Sertoli tarafindan tanimlanmis olup, seminifer
tiibiillerin bazal laminasinda prizmatik epitel hiicreleri olarak yer alir. Seminifer
epitelin yaklasik %30’unu olusturan bu hiicreler, bazal laminaya baglidir ve liimene
kadar uzanarak her biri 30 ila 50 arasinda germ hiicresinin gelisim siirecini destekler.
Ergenlik sonrasi boliinme yeteneklerini kaybeden Sertoli hiicreleri, bol miktarda
graniilli endoplazmik retikulum (gER), Golgi kompleksi, lizozom ve mitokondri
igerir. Oval ya da tiggen bigimli ¢ekirdekleri belirgin bir yapiya sahiptir. Lateral
uzantilartyla birbirlerine baglanan Sertoli hiicreleri, aralarindaki germ hiicrelerini
izole eder ve destekler. Sertoli hiicreleri sik1 baglantilar yoluyla birleserek kan-testis
bariyerini olusturur ve seminifer tiibiil duvarini bazal ile luminal olmak {izere iki
farkli boliime ayirir.

Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve erken evredeki spermatositler yer
alirken, spermatositlerin daha ileri asamalari, spermatidler ve olgunlagmisg
spermatozoalar luminal bdlgede bulunur. Spermatositler, mayoz siirecinin
ilerlemesiyle haploid hale gegerek liimene dogru ilerler. Kan-testis bariyerinin temel
islevi, gelismekte olan spermatositleri bagisiklik sisteminin saldirisindan koruyarak
0zel bir mikrogevre olusturmaktir. Sertoli hiicreleri arasindaki hiicreler arasi
baglantilar (gap junctions), iyon ve c¢esitli kimyasal maddelerin hiicreler arasi
gecisini saglar. Ayni1 zamanda, izole edilen germ hiicrelerinin beslenmesini ve
hormonal diizenlenmesini Sertoli hiicreleri listlenir.

Spermatogenik hiicreler, sitoplazmik kopriilerle birbirine baglanarak bir ag yapisi
olustururken, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik uzantilariyla desteklenir. Bu hiicreler
tarafindan salgilanan Androjen Baglayici Protein (ABP), testosteron molekiillerini
baglayarak liimene ve epididime tasinmasini kolaylastirir ve spermatogenez igin
gerekli olan yiiksek testosteron seviyesinin korunmasina yardimci olur. Ayrica
Sertoli hiicreleri, Inhibin salgilayarak FSH salimimimin diizenlenmesinde rol oynar.
Bununla birlikte, sperm hiicrelerinin seminifer tiibiiller icinde hareketini
kolaylagtiran siviyr {retir ve spermatidlerin olgunlagsma siirecinde ortaya cikan

hiicresel atiklar1 fagosite ederek temizleme goérevini iistlenir.
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3.1.2.2 Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, testis ve seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel doku igerisinde
yeralir. Bu yapi, fibroblastlarin yani1 sira lenf ve kan damarlarin1 igeren bag
dokusundan meydana gelir. Leydig hiicreleri, biiylik, yuvarlak veya ¢okgen sekilli
olup, ergenlik donemiyle birlikte olgunlagmaya baslar. Eozinofilik sitoplazmalarinda
kiigiik lipid damlaciklart barindiran bu hiicrelerin merkezi konumda bir ¢ekirdegi
bulunur. Leydig hiicreleri, ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisimini saglayan
testosteron hormonunun tiretiminden sorumludur.

Testosteron sentezi, hipotalamustan Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH)
salgilanmasinin bagladigi ergenlik siirecinde aktif hale gelir. Testosteron iiretimi igin
gerekli olan enzimler, salgi yapan diger hiicrelerle benzer sekilde Leydig hiicrelerinin
graniillii endoplazmik retikulumu ve mitokondri kristalarinda bulunur. Yetiskin
erkeklerde kandaki testosteron seviyesi 300-1200 ng/dl araliginda olup,
intratestikiiler bolgede bu deger biraz daha yiiksektir. Testislerde en yiiksek
testosteron konsantrasyonu, bazal membran ve seminifer tiibiiller ¢evresinde
bulunmaktadir (18,19).

3.1.3 Genital Kanallar

Testiste yer alan genital kanallar; tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentes olarak
adlandirilir. Bu yapilar, seminifer tiibiillerden gelen spermatozoa ile sivilar1 duktus
epididimise iletmekle gorevlidir. Kivrimli bir yapiya sahip olan seminifer tiibiiller,
tubuli rekti araciligiyla rete testis ile baglanti kurar. Rete testis, silindirik epitel
hiicreleri ile kapli bir kanal ag1 seklinde yapilandirilmistir. Rete testisten ayrilan
yaklasik 10 ila 20 duktuli efferentes kanali, spermlerin epididime dogru hareket
etmesini saglar. Ayrica, seminifer tiibiillerde iiretilen sivinin biiyiik bir kisminin geri
emilimi duktuli efferentes iginde gergeklesir (20).

Sperm hiicrelerini testislerden penise yonlendiren kanallar ise epididimis, duktus
deferens (vas deferens) ve {iretra olarak siralanir. Epididimis, sperm hiicrelerinin
olgunlagsmas1 ve depolanmasi acisindan kritik bir yapidir. Buradan gegen sperm
hiicreleri, duktus deferens yoluyla ilerler. Duktus deferens, spermleri epididimisten

lretraya tasirken, iiretra ise spermin penisten disar1 atildigt son kanaldir. Bu

11



kanallarin uyum iginde c¢alismasi, spermlerin etkili bir sekilde tasinmasini ve

ejakiilasyon sirasinda viicuttan atilmasini saglar.

3.1.3.1 Epididimis

Epididimis, testislerin arka iist boliimiinde yer alan, ay seklinde ve yaklagsik 5-6 cm
uzunlugunda bir yapidir. Bas, gévde ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana boliime ayrilir.
Bas kismi1 duktuli efferentesten, govde ve kuyruk boliimleri ise duktus epididimisten
olusur. Spermatozoanin hareket yetenegi kazanarak dollenme kapasitesine ulastig
bolge duktus epididimis olarak bilinir.

Duktus epididimis igerisinde bulunan temel hiicreler, glikoprotein, glikofosfokolin ve
siyalik asit salgilamakla birlikte, Sertoli hiicreleri tarafindan yok edilemeyen rezidiiel
cisimleri ve fazla siviy1 da emer. Epididimisin bas ve govde kisimlarindaki diiz
kaslarin peristaltik kasilmalari, sperm hiicrelerini ileri dogru hareket ettirir. Giiglii

kasilmalar sonucunda, olgunlasmis sperm hiicreleri vas deferense taginir (18,21).

3.1.3.2 Vas deferens

Vas deferens, epididimis ile {iretra arasinda yer alan, kalin kas tabakasina sahip ve
cok katmanli prizmatik epitel ile kapli bir kanaldir. Bu kas yapisinin peristaltik
kasilmalari, ejakiilasyon esnasinda spermlerin hizla taginmasina yardimer olur. Vas
deferensin ampulla boliimii, vezikiila seminalis ile birleserek, prostat bezi iginde

duktus ejakulatorius adiyla iiretraya dogru ilerler (19,22).

3.1.4 Aksesuar Bezler

Aksesuar bezler, seminal vezikiillerden, prostat bezinden ve bulbotiretral (Cowper)

bezlerden olusur. Bu bezler, semenin s1vi igerigini salgilar.

3.1.4.1 Seminal Vezikiil (Vezikiila Seminalis)

Seminal vezikiiller ¢ift halinde bulunur ve bosaltim kanallari, duktus deferensin
ampulla boliimiiyle birleserek ejakiilatuvar kanali olusturur. Seminal vezikiillerin
duvari;; mukozal tabaka, ince diiz kas tabakasi ve fibréz kilif olmak {izere {i¢
katmandan meydana gelir. Mukozal tabaka, yilizey alanini artirmak ve salginin
liimene akisini kolaylagtirmak amaciyla ¢ok sayida kivrimlar olusturur. Beyazimsi

sar1 renkte ve viskdoz yapida olan bu salgi, prostaglandinler, aminoasitler, basit
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sekerler, fruktoz ve askorbik asit gibi bilesenler icerir. Fruktoz, metabolize edilerek
sperm hareketi i¢in gerekli olan enerjiyi saglar. Diiz kaslarin kasilmasiyla birlikte

salgi, liretraya yonlendirilerek disari atilir.

3.1.4.2 Prostat Bezi

Mesanenin hemen altinda, rektumun 6n kisminda yer alan ve iiretray1 c¢evreleyen,
ceviz bilyiikligiinde bir bezdir. Yaklasik 30-50 tiibiiloalveolar bezden olusan bu
yap1, hafif alkali 6zellikte bir siv1 salgilar. Prostat bezi, mukozal tabaka, submukozal
tabaka ve periferik tabakada bulunan prostatik bezlerden meydana gelir. Epitel
hiicreleri, prostat spesifik antijen (PSA), prostatik asit fosfataz, fibrinolizin ve sitrik
asit enzimlerinin salgilanmasini gerceklestirir. Fibrinolizin, ejakiilasyon sonrasi

semen sivisinin likefiye olmasini saglar.

3.1.4.3 Bulboiiretral (Cowper) Bezleri

Bulbouretral bezler, salgi liretme islevine sahip, bezelye boyutunda ve tiibiiloalveolar
yapida bulunan bir ¢ift bezdir. Bu bezler, bag dokusundan meydana gelen
fibroelastik kapsiil ile interlobiiler bag doku septumunda diiz kas ve iskelet kasi
liflerini barindirir. Asiner veya tiibiiler salgi iinitelerine sahiptir. Salgi hiicreleri
genellikle silindirik, kiiboidal veya yassi epitelden olusur. Kii¢iik salgi kanallari
sekretuar hiicrelerle kapliyken, daha biiyiik kanallar tabakali silindirik epitel ile
cevrilidir. Bu bezlerin salgiladigt mukus benzeri preseminal sivi, laktoz,
galaktozamin, galakturonik asit, sialik asit ve metil pentoz gibi bilesenler igerir.

Seffaf renkte olup kayganlastirici 6zellige sahip bir sividir (22).

3.1.5 Penis

Penis, dis yiizeyi deriyle kapli olup, iki ana erektil doku tabakasindan meydana gelir.
Bunlardan ilki, dorsal bdlgede bulunan iki adet korpus kavernozum, digeri ise ventral
tarafta yer alan korpus spongiozumdur. Korpus kavernozum, endotel hiicreleriyle
cevrili olup, diiz kas hiicreleri ve bag doku liflerini igerir. Uretray1 saran korpus
spongiozum ise penisin u¢ kisminda genisleyerek, cok katmanli yassi epitel
hiicrelerinden olusan glans penisi olusturur. Penil iiretranin biiyiik bir boliimii ¢cok

katmanli silindirik epitel ile kaplanmistir.
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Ereksiyon, penisteki vaskiiler bosluklarin ¢evresindeki diiz kaslarin ve arteriyel kas
dokusunun uyarilmasi sonucu ortaya ¢ikar. Parasempatik sinirlerin gonderdigi
uyarilar, vazodilatasyona yol agarak kaverndz bosluklarin ve penil arterlerin
genislemesini saglar. Bu genisleme, kan akisinin artmasina neden olur ve bosluklar
kanla dolarak ereksiyon meydana gelir. Korpus kavernozumun kasilma ve gevseme

stirecinde hiicre i¢ci cGMP ve Ca+2 seviyeleri kritik bir rol oynar (19).

3.2 Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicrelerin mitoz ve mayoz bdoliinmelerden

gecerek spermatozoon olarak adlandirilan olgun sperm hiicrelerini olusturdugu
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Sekil 3. Spermatogenez (25)

3.2.1 Spermatogonyal Evre

Seminifer tiibiillerin bazal lamina tabakasinin hemen {izerinde, ¢apt yaklasik 12 pum

olan spermatogonyum hiicreleri bulunur. Puberte dncesinde hipofizden salgilanan
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gonadotropinler, bu hiicrelerin mitoz boliinme yoluyla ¢cogalmasini saglar. Olusan
yeni hiicreler ya boliinmeye devam ederek A tipi spermatogonyumlart meydana
getirir ya da mitoz siirecinin tamamlanmasinin ardindan farklilasarak B tipi
spermatogonyumlara doniisir.

Insanlarda iki farkli A tipi spermatogonyal kok hiicre bulunmaktadir: Tip A koyu ve
Tip A acik. Tip A koyu spermatogonyumlar, seminifer tiibiillerin kok hiicreleri olup,
oval sekilli ¢ekirdege ve bazofilik yapiya sahiptir; bu hiicreler boliinerek Tip A acik
spermatogonyumlar1 olusturur. Tip A acik spermatogonyumlar ise soluk boyanan
cekirdeklere ve bol miktarda ribozoma sahiptir. Bu hiicreler mitoz boliinme ile ayn
tip hiicreleri iliretmeye devam edebilir veya kromatin yapist yogun ve g¢ekirdegi
yuvarlak olan B tipi spermatogonyumlar1 meydana getirebilir. B tipi
spermatogonyumlar ise primer spermatositlere doniiserek spermatogenez siirecinin

bir sonraki asamasina ilerleyen onciil hiicrelerdir (18,23).

3.2.2 Spermatosit (Mayoz) Evresi

Primer spermatositler, birinci mayoz boliinme baslamadan o6nce DNA
replikasyonunu gerceklestirerek 46 kromozom (44+XY) ve 4n DNA igerigine ulasir.
Bu hiicreler, spermatogenez siirecinin en biiyiik hiicreleri olarak kabul edilir. Birinci
mayoz béliinme tamamlandiginda, haploid kromozom sayisina (22+X veya 22+Y) ve
2n DNA miktarina sahip sekonder spermatositler meydana gelir. Sekonder
spermatositler, interfaz evresinde ¢ok kisa bir siire kaldiktan sonra ikinci mayoz

boliinmeye girerek haploid spermatidlere doniisiir (24).

3.2.3 Spermiyogenez

Spermiyogenezis, spermatogenez siirecinin son asamasini olusturur ve erkek
DNA’smin oosite aktarilmasini saglayan 6zellesmis hiicreler olan spermatozoalara
doniisiimiinii ifade eder. Bu siire¢ boyunca hiicre boliinmesi gerceklesmeden, haploid
spermatidler yaklasik 7-8 um capinda olup seminifer tiibiil liimenine yakin bolgede
konumlanir. Spermiyogenezis; akrozom gelisimi, c¢ekirdegin yogunlasip uzamasi,
flagellum olusumu ve sitoplazmanin biiyiik bir kisminin kaybedilmesi gibi 6nemli
asamalari igerir (25). Olgun sperm hiicresi, Sertoli hiicre yiizeyinden ayrilarak tiibiil
liimenine dogru ilerler.

Spermiyogenezis siireci dort temel agsamada incelenmektedir;
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Golgi Evresi: Bu asamada, spermatid sitoplazmasinda gekirdege yakin bolgede
belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriol, endoplazmik retikulum
ve serbest ribozomlar bulunur. Golgi kompleksinden kaynaklanan kiigiik
proakrozomal vezikiiller birleserek, ¢ekirdegin bir ucuna yakin konumda tek
katmanlt bir zar ile g¢evrili akrozomal basligi olusturur. Sentriyoller, akrozomal
basliga en uzak noktaya dogru hareket eder ve bunlardan biri bazal cisimcige
dontisiir. Bu yap1, silyum ile benzer 6zellikler gosteren bir yap1 olusturarak flagella
aksonemini meydana getirir (26).

Kep Evresi: Bu siiregte, akrozom yogunlasan ¢ekirdegin yarisin1 kapsayacak sekilde
genisler. Akrozom igerisinde hiyaluronidaz, ndroaminidaz ve akrozin gibi hidrolitik
enzimler bulunur. Bu enzimler, spermatozoa oosit ile temas ettiginde salgilanarak,
akrozomal dis zarin sperm hiicre zar1 ile birlesmesini saglar. Enzimlerin etkisiyle,
oositi ¢evreleyen corona radiata hiicreleri birbirinden ayrilir ve zona pellusida
tabakasi1 pargalanir. Bu olay, déllenmenin ilk asamalarindan biri olan akrozomal
reaksiyon olarak adlandirilir (25).

Akrozom Evresi: Bu evrede, gelisen spermin akrozomu, yogunlagmis g¢ekirdege
sahip basi ile Sertoli hiicresinin apikal sitoplazmasinda gémiilii halde bulunur. Ayni
zamanda gelisen aksonem, seminifer tiibiil liimenine dogru uzanarak hiicre
cekirdeginin yogunlagsmasim1 ve uzamasmi saglar. Bu siirecte, niikleozomlarda
bulunan histon proteinleri, kii¢iik bazik peptidler olan protaminlerle yer degistirir.
Flagellumun kuyruk yapist gelisimini siirdiiriirken, proksimal bolgede iyonlarin
birikmesiyle olusan orta parcada, flagellum hareketi icin gerekli ATP liretilir (26).
Matiirasyon (Olgunlasma) Evresi: Spermiyogenezisin olgunlasma asamasinda, ge¢
donem spermatitlerden geriye kalan sitoplazma ve hiicreler arasi baglantilar ortadan
kaldirilir. Olgunlagsan sperm hiicresi tiibiil limenine birakilir ancak bu asamada
heniiz tam olarak islevsel degildir.

Olgunlagsma siirecini tamamlayan sperm, seminifer tiibiillerden ayrildiktan sonra
testis sivist ile birleserek kaput epididimise ulasir. Burada testis sivisi ve proteinler
spermlerden uzaklastirilir. Spermler, korpus epididimise gecis yaparken islevsel hale
gelir ve hareket yetisi ile dollenme kapasitesi kazanmaya baslar. Epididim iginde
ilerledikce gelisimleri devam eder ve ejakiilasyondan hemen 6nce depo edildikleri

kauda epididimise ulastiklarinda maksimum olgunluk seviyesine erisirler. Insanlarda
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bu siirecin genellikle 2 ila 6 giin arasinda tamamlandig1 gézlemlenmistir. Spermin
uzun siireli depolanmasi ve hareket yetenegini siirdiirebilmesi igin, diisiik sicaklik,
androjen hormonuna bagli ¢evresel faktorler ve epididim i¢indeki spesifik molekiiler

bilesenlerin varlig1 biiyiik 6nem tagimaktadir (25).

3.2.4 Sperm Kapasitasyonu ve Akrozom Reaksiyonu

Spermatogenez siireci tamamlandiktan sonra, seminifer tiibiillerin liimenine gegen
sperm hiicreleri, kontraktil yapilar yardimiyla epididime tasinarak burada depolanir.
Epididimde hareket yetenegini kazanan spermatozoalar, yaklasik yedi saat siiren
kapasitasyon siireci sonrasinda oositi dolleyebilme kapasitesine ulasir (24).
Kapasitasyon, spermin dollenme yetenegini kazanabilmesi i¢in disi tlireme
kanallarinda gergeklesen Oonemli bir biyokimyasal siire¢ olup, insanlarda yaklasik
yedi saat siirmektedir. Bu siirecin biiyiik bir kism1 fallop tiiplerinde meydana gelir
(27).  Serin-treonin  fosforilasyonunun kapasitasyondaki rolii tam olarak
aydinlatilamamis olsa da tirozin fosforilasyonunun artis1 ile kapasitasyon siireci
arasinda belirgin bir iliski oldugu bilinmektedir. Ayrica, kapasitasyon siirecinin,
spermin kolesterol kaybi ile baglantili oldugu ve prolin tarafindan diizenlenen
fosforilasyon artis1 ile iligkili oldugu gdsterilmistir. Prolin kontrollii fosforilasyon,
hiicresel ¢ogalma ve farklilasma gibi bircok biyolojik silirecin  6nemli
diizenleyicilerinden biridir (28).

Kapasitasyon sirasinda, endometriyal hiicreler tarafindan salgilanan interlokin-6 (IL-
6), spermin dollenme kapasitesini artirarak siireci olumlu yonde etkiler. IL-6’nin bu
etkisinin, biiylik 6l¢iide spermde bulunan IL-6Ra reseptdriine baglanmasi yoluyla
gerceklestigi diistiniilmektedir (29). Erkek ve disi iireme kanallarinda bulunan bazi
kapasitasyon Onleyici faktorler, spermin erken kapasitasyon yetisi kazanmasini
engeller. Bu faktorler, kapasitasyon siirecinde sperm hiicresinden uzaklastirilir ve
spermler ampullaya ulastiginda tam anlamiyla dollenme yetenegine sahip hale gelir
(30). Kolesterol, sperm hareketliligini baskilayarak kapasitasyon siirecinin
baglamasimi geciktirir. Bu nedenle, kapasitasyonun baglatilmasinda en Onemli
faktorlerden biri, sperm membranindaki kolesteroliin baglanarak ortamdan

uzaklastirilmasidir (30,31).
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Kapasitasyon siireci, kalsiyum, kinaz, cAMP, G-protein ve redoks mekanizmalarina
bagli olarak gergeklesen biyokimyasal degisimlerden olusur ve spermin zona
pellusida ile etkilesime girmesi igin gereklidir. Bu siiregte, ortamda kalsiyum,
bikarbonat, serum albumin, glikoz ve enerji kaynaklarinin bulunmasi gereklidir.
Kapasitasyonda, cAMP ikinci mesajc1 olarak kritik bir rol oynar. cAMP
seviyesindeki artig, protein kinaz A (PKA) aktivasyonunu tetikler ve bu enzim,
kapasitasyon siirecini diizenleyen temel mekanizmalardan biridir. PKA aktivitesinin
inhibe edilmesi, kapasitasyon siirecini engeller (30,32).

Kapasitasyon sirasinda meydana gelen bir diger onemli biyokimyasal degisiklik,
tirozin fosforilasyonundaki artistir. cAMP, bu fosforilasyonda 6nemli bir enzim
olarak gorev yapar. cAMP-bagiml sinyal iletimi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS),
tirozin fosforilasyon siirecini baslatir (33,34). Ayrica, kapasitasyon siirecinde hiicre
ici kalsiyum (Ca?") seviyesinde artis gézlemlenir (30,33). Tirozin ile fosforile edilen
proteinler, insan sperminde ZP3 icin reseptor islevi goriir. Bu proteinler akrozomda
bulunur ve tirozin kinaz aktivitesi gosterir. Zona pellusida ile etkilesime giren bu
proteinler, tirozin kinaz aktivasyonunu baslatir ve fosfotirozin olusumuna neden olur
(35). Sperm hiicresinde bulunan AKAP (A-kinase anchor protein), kinaz aktivitesi
gostererek zona pellusida proteinleri icin bir reseptor islevi goriir (30,34).

Sperm, disi lireme kanalindaki epitel hiicreleriyle etkilesime girdiginde, spermin
akrozomal bolgesini kaplayan plazma membranindaki glikoprotein tabaka ve seminal
plazma proteinleri ortadan kaldirilir. Bu degisiklikler, kapasitasyonunu tamamlayan
sperm hiicresinin korona radiata hiicreleri arasindan gegerek akrozom reaksiyonuna
girmesine olanak saglar (27).

Akrozom reaksiyonu; zona pellusidanin oosit ve folikiil hiicreleri arasindaki iligkileri
diizenlemesinin yani sira, gelisim siirecinde oositleri, yumurtalar1 ve embriyolari
koruma gorevini Ustlenir. Zona pellusida, ayrica ovulasyonla serbest birakilan
yumurta ve sperm arasindaki etkilesimi diizenleyerek dollenme siirecinde kritik bir
rol oynar. Zona pellusidasi bulunmayan disilerde infertilite gozlemlenmektedir.
Fertilizasyon slirecinde, zona pellusidanin islevleri, lzerindeki glikoproteinler
araciligiyla yiiritiiliir (36).

Bu glikoproteinler, post-translasyonel modifikasyonlarla heterojenlik gésteren ZP1,

ZP2 ve ZP3’tiir (37). Bu molekiiller, sperm hiicresi i¢in reseptor gorevi goriir. ZP3,
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sperm reseptoril olarak islev gorerek fertilizasyon siirecinin ilk agamasinda anahtar
rol oynar. Sperm hiicresinin oosite baglanmasinin ardindan, ZP3 akrozom
reaksiyonunu tetikler (38). Akrozom reaksiyonu tamamlandiktan sonra, ZP2
sekonder sperm reseptorii olarak islev gorerek spermin baglanmasini saglar (37,39).
Spermin bas kisminin yaklasik ticte ikisini kaplayan akrozom, akrozin ve
hyaluronidaz gibi enzimler igerir. Kapasitasyonunu tamamlayan sperm, zona
pellusiday1 gecebilmek icin akrozom reaksiyonunu gerceklestirmek zorundadir.
Sperm, zona pellusidaya baglandiginda, bas kisminda bulunan spesifik reseptorler
aktive olur ve ekzositoz siireci baglar. Bu asamada, sperm plazma membrani ile dis
akrozomal membran birleserek akrozom igeriginin serbest kalmasini saglar.
Akrozom reaksiyonunu gerceklestiremeyen sperm, zona pellusida veya oolemma ile
baglanamaz (40).

Fosfoinozitid-3 kinaz (phosphoinositide 3-kinase-Pl 3-kinase), somatik hiicrelerde
hem reseptor tirozin kinazlar (RTK) hem de G-proteinleri ile etkilesime girerek
aktive olur. Insan sperminde, akrozom reaksiyonu sirasinda G-proteinler, RTK,
inozitol fosfolipidler ve fosfoinozitol 3-kinazin 6nemli roller istlendigi
gosterilmistir. Ayrica, fosfoinozitol 3-kinazin spesifik inhibitorlerinden biri olan
Wortmannin’in, insan sperm akrozom reaksiyonunu biiyiik dl¢iide engelledigi tespit
edilmistir (41).

Spermin yumurta ile kaynasmasint miimkiin kilan akrozom reaksiyonu, akrozomal
vezikiillerin ekzositozunu ve akrozomal aktinin polimerizasyonunu igerir. Deniz
kestaneleriyle yapilan ¢alismalarda, yumurta jelinde bulunan fukoz siilfat polimerinin
(FSP), Ca*"’un iki farkli kanal yoluyla hiicre i¢ine girmesini tesvik ettigi ve akrozom
reaksiyonunun tamamlanmasina katki sagladigi belirlenmistir. Bu kanallardan biri,
depo kontrollii (store-operated) bir kanal olup, akrozomal vezikiil ekzositozunun
baslamasina neden olur (42).

Akrozom reaksiyonu sirasinda, tripsin benzeri enzimler ve akrozin salgilanarak zona
pellusida gegirgen hale gelir (27). Akrozom reaksiyonunu tamamlayan spermler,
zona pellusiday1 gegebilir (43). Ayrica, spermin akrozomunda bulunan anjiyotensin
dontstiiriici.  enzim  (ACE), fertilizasyon siirecinde akrozom reaksiyonunun

tetiklenmesine katkida bulunur (44).
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3.2.5 Olgun (Matiir) Sperm

Sperm hiicresi, bas ve kuyruk olmak {izere iki ana bélimden meydana gelir. Toplam
uzunlugu yaklasitk 60 pm olan sperm hiicresinin bas kismi, yaklasik 4-5 pm
uzunlugunda ve 3 um genisligindedir. Bas bolgesi, genetik bilgiyi igeren ¢ekirdegi
barmndirirken, kuyruk (flagellum) spermin hareket yetenegini saglar. Bu yapi,
spermin yumurta hiicresine ulasarak dollenme siirecini gergeklestirmesi agisindan

kritik bir rol oynar.
Kuyruk
Boyun .

Orta kKisim
Hag |

I i e
Akrorom Sentrivaol
Cekirgek  Mikrofibiil

Sekil 4. Olgun bir spermin yapisi (45).

3.25.1 Bas Yapisi

Bir sperm hiicresinin bag kisminin biiyiik bir boliimiinii, babadan gelen genetik
bilgiyi iceren yogunlastirilmis bir cekirdek olusturur. Cekirdegin 6n ylizeyi,
hidrolitik enzimler igeren akrozom adi verilen bir yap1 ile g¢evrilidir. Golgi aygiti
kokenli olan akrozom, spermin yumurta hiicresini dollemesine yardimci olur.
Akrozomda bulunan baglica enzimler arasinda akrozin ve hyaluronidaz yer alir. Bu
enzimler, oositin dig katmanlarmi pargalayarak spermin yumurta hiicresine
ulagmasini saglar. Bunun yani1 sira, akrozomda asit fosfataz, aril siilfataz, kollajenaz,
fosfolipaz C, B-galaktozidaz ve ndéraminidaz gibi cesitli enzimler de bulunur. Bu
enzimler, fertilizasyon siirecinde, sperm akrozom zari ile oosit plazma membraninin

birlesmesi sirasinda serbest hale gelerek dollenmeye katkida bulunur (46).

3.2.5.2 Kuyruk Yapisi

Insan spermlerinin kuyruk kismi, dort temel boliime ayrilir: boyun, orta parca, esas

par¢a ve son parga.
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Boyun boélgesi; sperm basi ile kuyrugu arasindaki baglantiy1 saglar. Proksimal
sentriyolden olusan bu yapi, yogun fibréz bilesenler icerir. Bu o6zellik, spermin
hareketi sirasinda boyun kismimin esnek sekilde biikiilmesine olanak taniyarak
hareket kabiliyetini artirir.

Orta parca; yaklagik 7 um uzunlugundadir ve mitokondrilerin helikal dizilim
halinde bulundugu bdélgedir. Bu mitokondriler, spermin kuyruk hareketi i¢in gereken
enerjiyi iiretmekle sorumludur (18).

Esas parca; spermin en uzun boliimii olup yaklasik 40 um uzunlugunda ve 0,5 um
capindadir. i¢ yapis1 dort katmandan meydana gelir: aksonem, kalin dis fibriller,
fibroz kilif ve plazma membrani. Aksonem, spermin kuyruk hareketini saglayan
temel yapiyt olusturur. Dynein kollari, ATP enerjisini mekanik harekete ¢evirerek
spermin ileri hareketini saglar. Dis fibroz kilif sayesinde oldukg¢a saglam bir yap1
sunarak spermin hareket yetenegini destekler (47,48).

Son parca; fibroz kilifin distal ucundan baglayan yaklasik 5 um uzunlugundaki
bolgedir. Bu kisimda mikrotiibiiller giderek azalarak sona erer. Dynein kollarinin
kaybolmasiyla birlikte merkezi mikrotiibiiller de yok olur ve kuyruk ucuna dogru

tamamen kaybolur (18).

3.3 Semenin Yapisi

Semen (meni), hipotalamo-testikiiler aksin kontroliinde testislerin fonksiyonu ile
posttestikiiler bosaltim kanallar1 ve yardimci bezlerin salgilarindan olugan nihai bir
tirindiir (49). Semenin hacminin yaklasik %90°1, agirlikli olarak prostat bezi, seminal
vezikiiller ve epididimis tarafindan iiretilen salgilardan meydana gelir (50).

Bu bezlerin salgiladig1 sivilar, spermlerin korunmasini ve tasinmasini saglarken, ayni

zamanda dollenme i¢in uygun bir mikrogevre olusturur.

3.3.1 Semen Analizi

Semen Kkalitesi; cinsel perhiz siiresi, sicaklik degisimleri, giliniin farkli saatleri,
mevsimsel faktorler, duygusal durum, calisma kosullar1 ve 6rnegin alindigi ortam ile
yonteme baglt olarak farklilik gosterebilir. Bu nedenle, giivenilir sonuglara
ulasabilmek i¢in semen analizi 3-4 hafta arayla en az iki kez tekrarlanmali ve sperm
parametrelerinde %20°den fazla degisim gozlemlenirse analiz yeniden yapilmalidir

(49).
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Semen, oncelikli olarak hacim, renk, pH, likefaksiyon (semenin ¢oziinmesi) ve
viskozite gibi fiziksel ozellikler agisindan Diinya Saghk Orgiitii’niin (WHO-2021)
kriterlerine gore degerlendirilir (Tablo 1). Bu kriterlere gore normal bir semen 6rnegi
homojen yapida ve gri-opalesan goriiniimde ve hacmi en az 1,4 ml olmalidir (50).
Sperm konsantrasyonu diisiik oldugunda, semen daha az opak goriinebilir ve belirli
durumlara bagli olarak rengi degisebilir. Ornegin, eritrositlerin varliginda kirmizi-
kahverengi, ikterli hastalarda veya belirli ilaglar ve vitaminlerin kullaniminda ise sar1
renkte olabilir. Semenin normal pH seviyesi en az 7,2 olmalidir.

Ejakiilasyonun ardindan, seminal vezikiillerden salgilanan protein kinaz enzimi,
semeni koagiile eder. Bu pihtilasmig semen, prostat salgilarinin etkisiyle 15-20
dakika i¢inde ¢6ziinmelidir. Likefaksiyon siirecinin tamamlanmasi i¢in maksimum
siire 1 saat olarak kabul edilir. Viskozite degerlendirmesi, numuneye bir cam ¢ubuk
batirilip ¢ikarilarak olusan iplik¢ik Olgiilerek yapilir. Olusan iplik¢igin uzunlugu 2

cm’yi agsmamalidir (50).

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

Parametre En Diisiik Referans Deger
Voliim (ml) 1,4
pH >7,2
Total sperm sayisi (milyon/ejakiilat) 39
Konsantrasyon (milyon/ml) 16
Total motilite (%) 42
Progresif motilite (%) 30
Nonprogresif motilite (%) 1
Immotilite (%) 20
Canlilik (%) 54
Morfoloji (%) >4

Semen analizinde mikroskobik inceleme, oncelikli olarak 100x biiylitme altinda
gerceklestirilir. Bu asamada, semen 6rneginde mukus iplik¢iklerinin varligi, sperm
agregasyonu ya da agliitinasyon gibi olast durumlar degerlendirilir. Ayrica,
spermatozoa haricindeki hiicreler incelenerek epitel hiicreleri, l6kositler,
olgunlasmamis germ hiicreleri ile izole halde bulunan sperm baslar1 veya

kuyruklarinin varlig tespit edilir.
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3.3.1.1 Sperm Sayisi ve Hareketliligi

Likefiye olmus semen 6rneginde, sperm sayisi ve hareketliligini tespit etmek
amaciyla Makler sayim kameras1 veya Neubauer hemositometresi tercih
edilmektedir. 200x veya 400x biiyiitme seviyelerinde ger¢eklestirilen incelemelerde,

sperm konsantrasyonu belirlenirken ayni anda sperm motilitesi de analiz
edilmektedir (50).

Sekil 5. a).Makler sayim kamerasi b).Mikroskop goriintiisii

Sperm hareketliligi (motilite) su sekilde derecelendirilir:

o lleri hareketli sperm (Progresif Motilite; PR): Hizdan bagimsiz olarak
dogrusal ya da genis daireler i¢inde aktif hareket eder.

o Yerinde hareketli sperm (Nonprogresif Motilite; NP): Sperm, kiigiik daireler
halinde ylizme, bag1 sabit tutarak kuyrugunu hareket ettirme gibi yerinde
hareketler sergiler.

« Hareketsiz sperm (immotilite; IM): Sperm higbir hareket gostermez.

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére, sperm hareketlilik siniflandirmas: Tablo 2¢de
belirtildigi gibidir.

Tablo 2. Sperm hareketliliginin siniflandirmasi1 (WHO-2021)

Hizli ileri hareketli sperm (+4)
Yavas ileri hareketli sperm (+3)
Yerinde hareketli sperm (+2)
Hareketsiz (immotil) sperm (+1)

3.3.1.2 Sperm Canhh@

Semen analizinde hareketsiz spermlerin orani 6nemli bir kriterdir, ancak tim
hareketsiz spermler O6lii degildir. Bu nedenle, spermin canliligini (vitalitesini)

degerlendirmek icin ¢esitli testler uygulanmaktadir. Vitalite tespiti, eozin, eozin-
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nigrozin ve tripan mavisi gibi supravital boyalar veya hipoozmotik sigsme testi (HOS)
kullanilarak gerceklestirilebilir.

Olii sperm hiicreleri zar biitiinliiklerini kaybettikleri i¢in supravital boyalar1 iclerine
alir ve boylece boyanarak 6lii olduklar1 belirlenir. Hipoozmotik sisme testi ise sperm
zarmin biitiinliiglint degerlendiren 6nemli bir canlilik analizidir. Bu test, yalnizca zar
yapist saglam (canli) olan hiicrelerin hipotonik c¢ozeltilerde sismesi prensibine
dayanir. Canli hiicreler bu ortamda siserek kuyruk bolgelerinde karakteristik

kivrimlar olusturur (50).

3.3.1.3 Sperm Morfolojisi

Morfolojik incelemeler i¢in genellikle Giemsa, Papanicolaou, Bryan Leishman ve
Shorr gibi boyama yontemleri ile Diff-Quick ve Spermac Stain gibi ticari Kitler
kullanilmaktadir. Bu boyama teknikleri, sperm hiicrelerinin yapisal 6zelliklerini daha
belirgin hale getirerek degerlendirme siirecine katkida bulunur.

Sperm morfolojisi, Kruger Kriterleri ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) standartlarina
gore degerlendirilir. Bu kriterlere goére, sperm basinin diizgiin konturlu ve oval bir
yapiya sahip olmasi beklenir. Akrozom bdlgesi, basin %40 ila %70’ini kaplamalidir
ve biiyiik vakuoller veya iki ya da daha fazla kiigiik vakuol icermemelidir.
Vakuollerin kapladig1 alan, bas hacminin %20’sini agsmamalidir ve postakrozomal
bolgede vakuol bulunmamalidir. Orta parga, ince, diizglin sinirlara sahip olmali ve
bas uzunluguna yakin bir Olgiide olmalidir. Ayrica, orta parcanin ekseni, bas
ekseniyle ayni hizada bulunmalidir. Eger orta bdliimdeki artik sitoplazma, bas
hacminin ti¢te birinden fazla alani kapliyorsa, bu durum anormal kabul edilir.
Kuyruk yapis1 boyunca genislik sabit olmali, orta parcadan daha ince bir formda olup
yaklasik 45 pm uzunlugunda (bas uzunlugunun yaklasik 10 kat1) olmalidir. Kuyruk,
keskin bir ag¢1 olusturmadan geriye dogru kivrilabilir. Ayrica, rezidiiel sitoplazma
orani sperm baginin {i¢te birini agmamalidir (50).

Bu standartlara uymayan sperm hiicreleri, anormal morfolojili spermler olarak kabul
edilir. Bu tiir yapisal bozukluklar, spermin dollenme yetisini azaltarak embriyo

gelisimi ve olgunlagma siireglerinde aksamalara yol agabilir.
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A. Bas defektleri
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Sekil 6. Anormal morfolojiye sahip sperm formlari (WHO-2021)

Anormal morfolojiye sahip sperm hiicrelerinde, genetik materyalde bozukluklar da
goriilebilir. Bu tlir spermler, anormal DNA igerigi tasiyabilir. Morfolojik
anomalilerin nedenleri arasinda artmis DNA fragmantasyonu, kromozomal yapisal
bozukluklar ve anomaliler, andploidi oranindaki artis ve immatiir kromatin yapis1 yer

almaktadir.

3.4 Sperm DNA Fragmantasyonu (DNA Hasar)

Spermin temel fonksiyonu, babadan gelen genetik bilgiyi yumurtaya iletmektir.
Ancak, spermatozoanin tasidigit 23 kromozomun DNA yapisinda meydana
gelebilecek olasi genetik bozulmalarin nedenleri ve mekanizmalari heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Morfolojik olarak normal goriiniime ve ideal hareket
kabiliyetine sahip spermler dahi DNA hasari igerebilir. DNA fragmantasyonu, sperm
DNA’sinda olusan yapisal bozukluklar ve genomik istikrarsizlik nedeniyle ortaya
cikar ve infertil erkeklerin ejakiilatinda siklikla tek ve ¢ift zincirli DNA kiriklari ile

karakterizedir.
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Sperm kromatin anomalileri arasinda en sik karsilasilanlar; tek veya ¢ift sarmal DNA
kiriklari, histonlarin protaminlere doniisiimiindeki bozukluklarin yol actigi DNA
paketlenme kusurlar1 ve kromatin yapisindaki tersiyer konfigiirasyon degisiklikleridir
(51).
Sperm DNA fragmantasyonu ve kromatin biitiinliiglindeki bozulmaya neden olan
bircok farkli etiyolojik faktdr bulunmaktadir. Bu faktorler genis bir yelpazeye
sahiptir ve sigara tiikketimi (52), radyasyon maruziyeti (53) ve kemoterapi (54) gibi
cevresel etkenlerden; l6kospermi (55), varikosel (56) ve kanser gibi patofizyolojik
durumlardan kaynaklanabilir (57). Ayrica, sperm dondurma gibi bazi tibbi
miidahalelerin bile sperm DNA hasart ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir (58).
Sperm DNA hasar1 ve kromatin anomalilerine neden olan molekiiler mekanizmalar
tam olarak netlestirilememis olsa da, dort ana baslik altinda siniflandirilabilir:

1. Kromatin paketlenme anomalileri

2. Apoptozis
3. Oksidatif stres veya radyasyona bagli DNA zinciri kiriklar
4

Kromozomal hasarlar

3.4.1 Kromatin Paketlenme Anomalileri

Spermatogenez sirasinda kromatin yapisinin yeniden dilizenlenmesi siirecinde,
histonlarin protaminlerle yer degistirmesi hayati bir asamadir. Bu doniisim
esnasinda, histonlarin hiperasetilasyonu kromatini daha agik hale getirirken, DNA
topoizomeraz 1l (Topo Il) enzimi, siipersarmal yapi nedeniyle olusan burulma
stresini azaltmak amaciyla sperm DNA’sinda gecici kesikler olusturur. Normal
sartlarda, bu kirilmalar spermatogenez siireci ve ejakiilasyon oOncesinde Topo II
enzimi tarafindan onarilir. Ancak, eger onarim mekanizmasi eksik ya da yetersiz

kalirsa, ejakiilatta DNA hasar1 igeren spermler bulunabilir (59).

3.4.2 Apoptozis

Sperm DNA hasarinin bir diger sebebi, tamamlanmamis veya eksik kalan apoptoz
stirecidir. Testislerde, germ hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasini dengelemek ve hasarli
hiicreleri ortadan kaldirmak amaciyla apoptoz mekanizmas: devreye girer (60). Bu
stire¢, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan Fas ligand: (FasL) ile germ hiicrelerinin

yiizeyindeki Fas reseptorlerinin etkilesimi sonucu tetiklenir. Semen parametreleri
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diisiik olan erkeklerde Fas ekspresyon seviyelerinin arttigi tespit edilmistir. Bu
durum, bazi sperm hiicrelerinde DNA hasarinin Fas ekspresyonuyla basladigini,
ancak bu hiicrelerin apoptoz silirecini tamamlamadan hayatta kaldigini 6ne siiren
"abortif apoptozis" (tamamlanmamis apoptoz) hipoteziyle uyumludur (61). Ayrica
yapilan genetik c¢aligmalar, spermatogenez sirasinda DNA hasarint onaran
mekanizmalarda eksizyon onarim genleri, uyumsuzluk onarim genleri ve p53’iin

kritik bir rol oynadigini gostermistir (62).

3.4.3 Oksidatif Stres

Sperm DNA hasarinin, artmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile dogrudan iligkili
oldugu belirlenmistir (63). Seminal plazma, sperm DNA’simn1 koruma islevi goren
cesitli antioksidan bilesenler icermektedir (64). Diisiik seviyelerde ROS, sperm
olgunlagsmasi, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda o6nemli roller iistlenirken,
asirt ROS iiretimi hiicresel ve genetik diizeyde ciddi zararlara yol acabilir.

Semendeki en biiylikk ROS kaynaklar1 arasinda lokositler ve spermler bulunur.
Ozellikle olgunlasmamis veya morfolojik bozukluklara sahip sperm hiicreleri, asir1
ROS iiretimine neden olabilir. Ayrica, sperm hareketliliginin saglanmasi i¢in enerji
tireten mitokondrilerin fazla olmasi, ortamda ROS seviyesinin yiikselmesine katkida
bulunur (63).

Cevresel faktorler arasinda semende lokosit varligi, toksik kimyasallar, beslenme
yetersizlikleri, laboratuvar islemleri, yaslanma, stres, sigara ve alkol kullanimi,
enflamasyon, kanser ve antikanser ilaglar1 gibi etkenler bulunmaktadir. Ancak, i¢sel
faktorlerin digsal etmenlere kiyasla sperm DNA hasarina daha fazla katki sagladig:
bildirilmektedir. Sperm DNA fragmantasyonu, 0Ozellikle lokositlerin irettigi
ROS’dan ¢ok, sperm hiicrelerinin kendi igsel ROS seviyeleriyle daha yakindan
baglantilidir (63). Yapilan calismalara gore, infertil erkeklerin yaklasik %25’inde
spermde artmis ROS seviyeleri tespit edilmistir (65).

3.4.4 Kromozomal Hasarlar

Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda genetik faktorlerin yaklasik %30 oraninda
etkili oldugu rapor edilmistir. Bu genetik anomaliler, sayisal ve yapisal kromozom
bozukluklarini ya da her ikisinin bir arada bulundugu durumlar igerebilir. Ozellikle

Y kromozomundaki AZF (AZFa, AZFb, AZFc) gen boélgelerinde meydana gelen
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mikrodelesyonlarin, azospermi veya oligospermiye sebep olarak iireme yetisini

olumsuz etkiledigi bilinmektedir (66).

3.5 Sperm DNA Fragmantasyonunu Belirleme Yontemleri

Giliniimiizde, sperm DNA hasarini belirlemek amaciyla farkli teknikler
uygulanmaktadir. Bu yontemler, basit boyama iglemlerinden daha karmasik
analizlere kadar genis bir yelpazede yer almakta olup, genellikle i¢ ana kategoriye
ayrilmaktadir: DNA hasarinin degerlendirilmesine yonelik testler, kromatin
organizasyonundaki anomalileri saptayan yontemler ve kromozomal bozukluklari
tespit eden analizler. Sperm DNA fragmantasyon testlerinde sinir degerleri, yapilan

arastirmalara bagl olarak %27 ile %35 arasinda degiskenlik gostermektedir (67).

3.5.1 DNA Hasarimi1 Degerlendirmeye Yonelik Yontemler

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin Analizi:

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif stres kaynakli DNA hasarini
belirlemede kullanilan en 6nemli biyobelirte¢lerden biridir. Genomik DNA'daki 8-
OHAJG seviyesinin dl¢limii, elektrokimyasal dedektorlii yiiksek performansli sivi

kromatografi (HPLC-EC) yontemi ile gergeklestirilmektedir (68).

Komet (Tek Hiicre Jel Elektroforezi) Testi:

Komet testi, sperm DNA kiriklarin1 dogrudan analiz etmek ve erkek infertilitesinin
arastirilmasinda kullanilan yiiksek hassasiyete sahip bir yontemdir (69). Bu test,
notral veya alkali ortamda gergeklestirilebilir; nétral tampon ¢ozeltiler yalnizca ¢ift
sarmalli DNA kiriklarini tespit edebilirken, alkali tamponlar hem tek hem de ¢ift
sarmall1 kiriklar1 belirleyebilir (70).

Yontemin temel prensibi, alkali pH ortaminda farkli molekiiler agirliklara ve elektrik
yiiklerine sahip DNA molekiillerinin elektrik alani i¢inde farkli hizlarda hareket
etmesine dayanir. Analiz esnasinda yogunlagtirilan sperm hiicreleri, agaroz
soliisyonu icinde ince bir tabaka halinde yayilir ve ardindan deterjan ve yiiksek tuz
konsantrasyonlari ile igleme tabi tutulur. Bu siireg, DNA'nin siipersarmal halkalarini
acarak protamin ve histonlarin uzaklastirilmasini saglar. Alkali ortam, ¢ift sarmalli
DNA’nin dogal sarmal yapisint bozarak kiriklarin goriiniir hale gelmesini

kolaylastirir.

28



Elektroforez islemi uygulandiginda, saglam DNA molekiilleri kuyruga benzer bir
yap1 olusturmaz, hasar gérmiis DNA fragmentleri molekiiler agirlik ve elektrik yiikii
farki nedeniyle elektrik alaninda farkli hizlarda hareket ederek "kuyruklu yildiz"
benzeri bir goriinti meydana getirir. Hiicreler, floresan DNA baglayic1 boya ile
boyandiktan sonra goriintiileme yazilimi aracilifiyla analiz edilir. Yazilim, kuyrugun
uzunlugunu ve floresan yogunlugunu degerlendirerek DNA iplik kiriklarinin
miktarini belirler. Bas ve kuyruktaki DNA oranina gore hasarin seviyesi tespit edilir.
Floresan boyama yontemi ile elde edilen DNA go¢ii goriintiileri analiz edilerek DNA

hasar1 derecelendirilir (71).

TUNEL Yontemi:

TUNEL (Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP Nick-End Labeling) yontemi,
DNA polimeraz enzimi olan Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz (TdT)
kullanilarak tek veya ¢ift sarmalli DNA’nin 3’-hidroksil uglarina rastgele
deoksiriboniikleotitlerin (dUTP) eklenmesi prensibine dayanir (72). Eklenen
dUTP'ler daha sonra isaretlenerek, akis sitometrisi veya floresan mikroskopi
teknikleri ile analiz edilir. Ancak, ¢ift sarmalli DNA kiriklarinda her zaman 3'-OH
grubu bulunmadigindan, bu kiriklarin tespit edilmesi her durumda miimkiin
olmayabilir. Sonuglar dogrultusunda, spermler TUNEL pozitif veya negatif olarak
gruplandirilir ve total sperm popiilasyonundaki yiizdesel oranlari belirlenerek ifade
edilir (73).

NT Testi (in Situ Nick Translasyon):

Nick Translasyon (NT) testi, temel olarak TUNEL yontemine benzer bir prensip ile
caligmakla birlikte, yalnizca tek zincirli DNA kiriklarini tespit edebilir. Bu yontem,
DNA polimeraz I enzimi araciligiyla gerceklestirilen bir reaksiyon sonucunda, tek
zincirli DNA’nin 3'-OH ucuna biyotin veya floresan ile isaretlenmis dUTP
eklenmesiyle dlgiim yapilmasini saglar. NT yontemi, DNA’daki endojen ¢entiklerin
belirlenmesine olanak tanir (74). Ancak diger testlerle kiyaslandiginda duyarliliginin

daha diisiik oldugu belirtilmistir.

Sperm Kromatin Yap1 Analizi (SCSA):
Sperm kromatin yapt analizi (SCSA), anormal kromatin yapiya Sahip sperm

DNA’sinin 1s1 veya asit kaynakli denatiirasyona daha duyarli oldugu prensibine
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dayanir. Bu yontemde, akridin turuncusu (AO) boyasinin metakromatik 6zellikleri
kullanilarak sperm DNA’sinin in situ asit veya 1s1 ile denatiire olma egilimi 6l¢iiliir.
Akis sitometrisi yardimiyla, tek zincirli DNA’larin (> 630 nm'de kirmizi floresan)
cift sarmalli DNA'lara (515-530 nm'de yesil floresan) orami belirlenir (75). Bunun
yani sira, sperm hiicrelerinde DNA kiriklarinin yani sira histon-protamin oraninda

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

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

Sperm Kromatin Dagilimi (SCD) testi, sperm DNA kiriklarint dogrudan tespit
edebilen bir analiz yontemidir (77). Test siirecinde, sperm Ornegi agaroz matriks
igerisine yerlestirilir, ardindan denatiirasyon i¢in bir asit ¢dzeltisi ile islem uygulanir
ve boylece membran ve proteinler, lizis tamponu ile uzaklastirilmis olur. Son
asamada, boyanan preparat 151k mikroskobu veya floresan mikroskop ile incelenir.
DNA biitiinliigiine sahip sperm hiicrelerinde, ¢ekirdegin merkezinde genis bir hale
(halo) olusurken, DNA kiriklar1 bulunan spermlerde halo ya hi¢ gozlenmez ya da
oldukga kiictik olur (78).

Acridine Orange Testi (AOT):

Acridine Orange Testi (AOT), DNA’nin denatiirasyon seviyesini belirlemek icin
Acridine Orange boyasinin yesilden kirmiziya dogru metakromatik kaymasin
kullanir. Asit uygulamasi sonrasi denatiire olan DNA, yesil floresan yerine kirmizi
floresan yayar. Bu yontem, Sperm Kromatin Yapi1 Analizi (SCSA) ile benzer bir
prensibe dayanir ve DNA yapisindaki bozulmalari belirlemek amaciyla

kullanilmaktadir (79).

3.5.2 Kromatin Organizasyon Anomalilerini Belirleyen Yontemler

Anilin Mavisi Boyama:

Asidik bir boya olan Anilin mavisi ile sperm kromatin biitiinliigii degerlendirilir.
DNA hasar1 bulunan spermler, genellikle histon kalintilarinin varliginm isaret eder.
Bu kalintilar, kromatin paketlenmesinde yetersizlige yol acarak niikleoproteinlerin
bazik gruplarini daha erisilebilir hale getirir ve bu durum, anilin mavisi gibi asidik
boyalara baglanma egilimini artirir (80,81). Bu teknik, histon bakimindan zengin
olgunlagsmamis spermatozoalar ile protamin acisindan zengin olgun spermleri ayirt

etme prensibine dayanir. Lizin igerigi yiliksek olan histon agisindan zengin sperm
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hiicreleri mavi renkte boyanirken, arginin ve sistein bakimindan zengin protamin
iceren olgun sperm hiicreleri boyanmaz. Lizin oraninin yiiksek olmasi, kromatin

yogunlagmasinda kusurlara neden olabilir (82-84).

Toluidin Mavisi Boyama:

Toluidin mavisi (TB) boyama yontemi, spermlerin kromatin yapisindaki ve
paketlenmesindeki anormallikleri  belirlemek i¢in  uygulanan o6nemli  bir
histokimyasal boyama teknigidir. Kromatini gevsek paketlenmis veya DNA hasari
iceren sperm cekirdeklerindeki fosfat gruplari, TB gibi bazik boyalara yiiksek oranda
baglanir. TB, negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesime giren katyonik bir boya
oldugundan, zayif ya da ortokromatik boyanmis hiicrelerde TB baglanma
bolgelerinin azligi, DNA’ nin biitiinliiglinlin korundugunu gosterir. Buna karsin, koyu
veya metakromatik boyanmis hiicrelerde, TB'nin fazla miktarda baglandig1 fosfat
bolgelerinin varligi, DNA biitiinliigiiniin bozuldugunu ve DNA kiriklarinin mevcut

oldugunu diistindirtir (85).

Kromomisin A3 (CMA3) Yontemi:

Kromomisin A3 (CMA3) yontemi, protamin orani diisiik ve yetersiz paketlenmis
DNA’nin dolayl olarak analiz edilmesini saglar. CMA3, guanin-sitozin agisindan
zengin DNA bolgelerine 6zgli olarak baglanir ve protaminlerle DNA’daki aym
bolgeleri hedef alir. Bu nedenle, yiiksek CMA3 floresan1 gosteren kisimlarin diisiik
protamin igerigine sahip oldugu anlasilir. Bu yodntem, spermatozoa kromatin

degerlendirmesinde diger yontemlerle giiclii bir korelasyon gdstermektedir (86).

3.5.3. Kromozomal Anomalileri Tespit Eden Yontemler:

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi:

Bu yontemde, agaroz matrikse gomiilmiis veya lam iizerine sabitlenmis hiicreler,
DNA'nin denatiire edilmesi amaciyla alkali bir ¢ozelti ile isleme tabi tutulur. Bu
islem, cift sarmalli DNA'nin tek sarmalli hale gelmesini saglar. DNA kiriklarinin
artmasi, tek sarmalli DNA olusumunu da artirmaktadir. Denatiirasyonun ardindan
noétralizasyon uygulanarak proteinler uzaklastirilir ve floresan isaretli problar
kullanilarak in situ hibridizasyon gergeklestirilir. Bu problar, DNA nin tamamlayici
bolgelerine baglanarak floresan sinyal olusturur. FISH yontemi, DNA kiriklarinin

varligin1 ve miktarini in situ olarak belirlemeye olanak tanir (87).
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Calismamizda, DNA fragmantasyonunu belirlemek amaciyla Acridine Orange
boyama yontemi tercih edilmistir. Ancak, bu yontemin dezavantajlarindan biri,
floresan mikroskopta renklerin hizla solmasidir.
AO Boyama Prosediirii
Semen siispansiyonundan hazirlanan preparatlar, Carnoy fiksatifinde (3:1’lik
metanol: glasiyal asetik asit) en az 1 saat bekletildikten sonra kurumaya birakilir.
Sonrasinda preparatlar, boyama islemi i¢in Acridine Orange (AO) boyasina aktarilir
(50).
AO Stok Cozeltisi ve Diger Cozeltiler:

* %I1’lik AO ¢ozeltisi: 1 g Acridine Orange, 100 ml distile suda ¢oziilerek

hazirlanir.

* 0,1 Molar sitrik asit: 19,212 g sitrik asit, 1 litre distile su i¢inde ¢oziilerek
elde edilir.

* 0,3 Molar Na:HPO4+-H20: 47,991 g Na.HPO4-H:0O, 1 litre distile suda

¢oOziilerek hazirlanir.

* Carnoy fiksatifi: 75 ml metanol ve 25 ml asetik asit karistirilarak olusturulur.
AO Boya Karisimi:

e %1 Acridine Orange: 2,5 ml

o 0,1 Mol/l sitrik asit: 10 ml

e 0,3 M Na:HPOu: 400 pul
Bu ¢ozelti her giin taze olarak hazirlanir.
AO Boyama Uygulama Adimlar::
Yikama isleminin ardindan siispansiyon haline getirilmis sperm orneginden 20 ul
alinarak temiz bir lam iizerine yayilir ve havada kurumaya birakilir. Kuruyan
preparat, 1 saat boyunca Carnoy fiksatifi ile fikse edilir. Fiksasyon tamamlandiktan
sonra, taze hazirlanmig AO boyasi ile 5 dakika boyunca karanlik ortamda boyama
islemi gergeklestirilir. Fazla boya, distile su ile uzaklastirildiktan sonra, temiz bir
kurutma kagidi yardimiyla fazla su almir. Ornekler floresan mikroskop altinda
incelenir.
Floresan inceleme sirasinda:

e Yesil floresan yayan sperm hiicreleri saglam DNA igerirken,
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e Sari-turuncu floresan yayan sperm hiicreleri DNA fragmantasyonu
tasimaktadir.

Toplamda en az 200 hiicre analiz edilerek DNA fragmantasyon ytizdesi hesaplanir.

3.6 Sperm Hiicresinin Elde Edilmesi

Normal fizyolojik kosullarda, sperm hiicreleri testislerde bulunan seminifer
tiibiillerde iretilir ve olgunlasmak iizere epididimde depolanir. Ejakiilasyon
sirasinda, spermler vas deferens adi verilen kanallar boyunca ilerleyerek hareket eder
ve bu sliregte prostat bezi, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezler tarafindan
salgilanan sivilarla birlesir. Bu birlesme sonucunda ejakiilasyon sirasinda viicuttan
atilan semen (meni) s1vist olugur. En yaygin sperm elde etme yontemi, mastiirbasyon
yoluyla almman ejakiilatin laboratuvar ortaminda degerlendirilmesi ve cesitli
tekniklerle sperm hiicrelerinin ayristirilmasidir. Ancak bazi durumlarda, sperm
hiicrelerinin dogal yollarla elde edilmesi miimkiin olmayabilir. Obstriiktif (tikayici)
veya obstriiktif olmayan bazi vakalarda, sperm elde etmek icin cerrahi miidahaleler
gerekmektedir.

Cerrahi sperm elde etme yontemleri (MESA, PESA, TESE, TESA), ejakiilasyon ile
meni ¢ikisinin gergeklesmedigi veya ejakiilatta sperm hiicresinin ¢ok az bulundugu
(kriptozoospermi) ya da hi¢ tespit edilemedigi (azospermi) vakalarda, yardimci
ireme teknikler1 (IVF, ICSI) kapsaminda testis dokusundan sperm hiicrelerinin
alinmasi i¢in uygulanmaktadir. Erkek infertilitesi vakalarinin yaklasik %10-15’inde
azospermi goriilmektedir (1). Baz1 azospermik hastalarda, testislerde sperm iiretimi
devam etmesine ragmen, sperm hiicrelerinin ejakiilatta bulunmasini engelleyen bir
tikaniklik (obstriiktif azospermi) s6z konusu olabilir. Bu durumun temel nedenleri
arasinda dogustan sperm kanallarinin gelismemesi (konjenital bilateral vas deferens
yoklugu), sperm tasiyan kanallarda tikaniklik (epididim veya vas deferens
diizeyinde) ve gecmiste gergeklestirilen vazektomi (cerrahi sterilizasyon)
operasyonlar1 yer almaktadir (88).

Cerrahi sperm elde etme yontemleri, obstriiktif azospermisi olan hastalarda epididim
veya testis dokusundan, obstriiktif olmayan azospermi vakalarinda ise dogrudan
testisten sperm hiicrelerinin toplanmasina olanak tanimaktadir. Elde edilen spermler,

tip bebek uygulamalari araciligiyla kadinin oositleri ile dollenerek gebelik elde
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edilmesini saglamaktadir. Cerrahi sperm elde etmek icin kullanilan yontemler su

sekilde 6zetlenebilir:

Perkiitan Epididimal Sperm Aspirasyonu (PESA)
Bu yontemde, skrotum cildi lizerinden epididime ince bir biyopsi ignesi ile girilerek
sperm hiicreleri aspire edilir. Elde edilen sperm hiicreleri, mikroenjeksiyon (ICSI)

yontemi ile oositlerin déllenmesi i¢in kullanilabilir (89).

Testikiiler Sperm Aspirasyonu (TESA)

PESA tekniginin yetersiz kaldigi ya da uygulanmasinin miimkiin olmadig:
durumlarda tercih edilir. Vakumlu bir igne kullanilarak testis dokusuna girilir ve
kiicik doku Ornekleri alinir. Bu oOrneklerde sperm hiicrelerinin  bulunmasi

durumunda, mikroenjeksiyon (ICSI) yontemi ile dollenme islemi gerceklestirilir

(90).

Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (TESE)

PESA ve TESA tekniklerinin uygulanamadigi veya sperm elde edilemedigi
vakalarda kullanilan bir yontemdir. Bu teknikte, skrotum agilarak testis dokusundan
biyopsi yoluyla kiiciik doku pargalari alinir ve sperm varligi arastirilir. Genellikle
islem sirasinda genel anestezi uygulanir. Biyopsinin mikroskop altinda yapilmasi
durumunda yontem Micro-TESE olarak adlandirilir ve sperm bulma olasilig

artirtlmis olur (91).

Mikro Epididimal Sperm Aspirasyonu (MESA)

Acik cerrahi yontemi ile gerceklestirilen bu teknikte, skrotum agilarak epididimden
igne yardimiyla olgun sperm hiicreleri aspire edilir. Ozellikle vas deferens
kanallarinda tikaniklik bulunan veya dogustan sperm kanallarina sahip olmayan
hastalar igin tercih edilen bir ydéntemdir. Islem, genellikle genel anestezi altinda

yapilmaktadir (92).
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Sekil 7. Cerrahi sperm elde etme yontemleri

3.7 Sperm Hazirlama Yontemleri

Yardimla iireme tekniklerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda, semen Ornegi laboratuvar
kosullarinda belirli islemlerden gecirilir. Dogal dollenme siirecinde, vajinaya
birakilan sperm hiicreleri i¢in servikal mukus fiziksel bir bariyer gorevi goriir. Bu
mukus, spermlerin hiperaktivasyonunu tesvik etmenin yani sira, morfolojik olarak
sagliklt sperm hiicrelerinin se¢ilmesine de yardimci olur. Disi iireme sisteminde
ilerleme sirasinda, semen igerisinde bulunan hiicresel artiklar, 16kositler, bakteriler
ve yapisal ya da hareket bozuklugu olan spermler filtrelenerek elenir. Ayn1 zamanda
seminal plazma proteinleri uzaklastirilarak, sperm kapasitasyonu saglanir.

Yardimer iireme tekniklerinde (YUT) kullanilan sperm hazirlama yontemleri, bu
dogal siirecleri laboratuvar ortaminda taklit ederek, ddllenme potansiyeli yiiksek
sperm hiicrelerinin secilmesini amaglamaktadir. Kullanilacak sperm hazirlama
teknigi, semen Orneginin 6zelliklerine bagl olarak belirlenir. Tiim sperm hazirlama
yontemlerinde, viicut i¢i ortama benzer kosullar olusturmak amaciyla 6zel olarak
hazirlanmis tuz soliisyonlar1 kullanilir. Ayrica, uygun tamponlama ile pH dengesi

korunarak sperm hiicreleri i¢in uygun kiiltiir ortamlar1 saglanir (49).

3.7.1 Yikama (Sperm Wash) Yontemi

Bu yoOntem, seminal plazmayi uzaklastirmak sperm konsantrasyonunu artirmak

amaciyla uygulanir (50).
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Uygulama Prosediirii:

1.
2.

3.7.2

Semen 6rnegi, steril bir pipet yardimiyla yavasca karistirilir.

Seminal plazmanin ortamdan ayristirilmasi igin semen Ornegi, kiiltiir
medyumu ile 1:1 (veya 1:2) oraninda seyreltilir.

Hazirlanan siispansiyon, her tlipte en fazla 3 ml olacak sekilde birkag
santrifiij tiiptine aktarilir.

Ornekler, 300-500 g’de 5 ila 10 dakika boyunca santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi {ist faz dikkatlice aspire edilerek atilir.

Tiipte kalan sperm pelletlerine 1 ml kiiltiir medyumu eklenir, hafif pipetaj ile
tekrar siispansiyon haline getirilir.

Elde edilen siispansiyon, 300-500 g’de 3-5 dakika boyunca yeniden santrifiij
edilir.

Santrifiij sonrasi {ist faz aspire edilerek uzaklastirilir, pellete zarar vermemeye
Ozen gosterilir.

Uygun hacimde kiiltiir medyumu eklenerek pellet siispansiyon haline getirilir

ve analiz i¢in hazirlanmis olur (50)

Yiizdiirme (Swim-up) Yontemi

Bu teknik, ytliksek hareketlilik gdsteren sperm hiicrelerini se¢gmek amaciyla

uygulanmaktadir (50).

Uygulama Prosediirii:

1.
2.

Semen 6rnegi, steril bir pipet yardimiyla dikkatlice karistirlir.

Semen 6rneginden 1 ml alinarak 15 m1’lik konik tiipe aktarilir. Uzerine 1-2
ml kiiltiir medyumundan ilave edilir. Alternatif olarak, semen 6rneginden bir
miktar pipetle ¢ekilip, dogrudan kiiltiir medyumunun altina dikkatlice
yerlestirilebilir.

Semen ve kiiltiir medyumu arasindaki temas ylizeyini artirmak i¢in tiip, yatay
diizleme 45 derecelik agiyla egilir ve 1 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakilir.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra tiip hafif¢e dik konuma getirilir ve {istteki
1 mI’lik kiiltir medyumu kismi dikkatlice alinir. Bu bolimde, yiiksek

hareketlilik gosteren sperm hiicrelerini bulunur.
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5. Hareketli spermleri igeren bu siispansiyon, 1,5-2 ml kiiltiir medyumu ile
sulandirilir.

6. 300-500 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Ardindan iist katman, pellete zarar
vermeden dikkatlice aspire edilerek uzaklastirilir.

7. Pellete 0,5 ml kiiltiir medyumu eklenerek siispansiyon haline getirilir. Bu
asamada, sperm konsantrasyonu ve hareketliligi degerlendirilebilir.

8. Islem gérmemis &rnekler, tani, tedavi veya arastirma amacl dogrudan

kullanilabilir (50).

Sekil 8. Swim-up yontemi

3.7.3 Dansite Gradient Yontemi

Bu teknik, sperm morfolojisini ve hareketliligini 1yilestirmek amaciyla
uygulanmaktadir (50). Ozellikle, siddetli oligospermi, teratospermi veya
astenospermi vakalarinda, yiiksek konsantrasyonda hareketli sperm elde etmek i¢in
tercih edilir. Yontem, kaliteli sperm hiicrelerini 16kositler, 6lii spermler ve diger
seminal plazma bilesenlerinden ayirmak icin kesintisiz yogunluk gradyani olusturur.
Spermler, yogunluklar1 ve hareketlilik seviyelerine gore ayristirilir. Dansite gradient
tekniginde iki farkli yogunluk katmani kullanilir. Gradient konsantrasyonu azaldikca
elde edilen sperm sayis1 artmasina ragmen, en saglikli ve fonksiyonel spermler, daha
yogun olan alt katmanda yer alir. Genellikle santrifiij hiz1 300 g olarak belirlenir.
Ancak santriflij siiresinin uzamasi ve hizin artmasi, sperm hiicrelerinin hasar gérme
riskini artirabilir (49).
Uygulama Prosediirii:

1. Bir test tiipiiniin icine Iml %90°lik dansite gradient medyumu konulup

tizerine 1ml %45’lik dansite gradient medyumu dikkatlice konularak
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yogunluk gradyani olusturulur. (Yogunluk tercihen %40-%80 arasinda
degisebilir.)

2. Semen Ornegi, steril bir pipet yardimiyla hafif¢e karistirilir.

3. 1 ml semen Ornegi, dikkatlice dansite gradient medyumunun iizerine
yerlestirilir ve 300-400 g’de 15-30 dakika boyunca santrifiijlenir. Gerekli
durumlarda bir semen 6rnegi birden fazla tiipe de konulabilir.

4. Santriflij sonrasi, iist faz dikkatlice aspire edilerek uzaklastirilir, pellete zarar
verilmemesine 6zen gosterilir.

5. Kontaminasyonu dnlemek amaciyla, pellet hafif¢e pipetlenir ve 5 ml takviyeli
medyum igerisine alinarak yeniden siispansiyon olusturulur. Bu siispansiyon
200 g’de 4-10 dakika boyunca santrifiijlenir.

6. Spermin safligin1 artirmak icin yikama adimi yeniden uygulanir.

7. Elde edilen pellet, uygun kiiltir medyumunda pipetlenerek siispansiyon
haline getirilir. Bdylece sperm konsantrasyonu ve hareketliligi

degerlendirilmek tizere hazir hale getirilmis olur (50).
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Sekil 9. Dansite Gradient yontemi

3.8 Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon; hiicre, doku, embriyo, sperm ve yumurta gibi biyolojik
materyallerin, sifir derecenin altindaki sicakliklarda dondurularak uzun siire
muhafaza edilmesini saglayan bir tekniktir (93). Bu yontemin temel amaci, canli
hiicreleri veya dokulari, son derece diisiik sicakliklarda, minimum diizeyde hasar ve
fonksiyon kayb1 olmadan uzun siire saklamaktir (94). Kriyoprezervasyon siireci,

biyolojik materyalin kriyoprotektanlarla dengeye getirilmesini, ardindan kontrollii bir
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sekilde sogutulup s1vi nitrojen i¢inde -196°C'de saklanmasini igerir. Cozdiirme
asamasinda ise kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasiyla biyolojik

materyaller, canliliklarini siirdiirebilecekleri uygun fizyolojik ortamlara aktarilir (95).

3.8.1 Kriyoprezervasyonun Tarihgesi

Insan sperm kriyobiyolojisinin temelleri 18. yiizyilla kadar uzanmaktadir. 1776
yilinda italyan bilim insam ve din adami Lazzaro Spallanzani, farkli sicakliklara
maruz birakilan hayvan spermlerini inceleyerek, ¢ozdiirme sonrasi bazi hiicrelerin
hareketliligini koruyabildigini kesfetmistir. Bu calisma, sperm
kriyoprezervasyonunun ilk bilimsel adimlarindan biri olarak kabul edilmektedir (96).
1886 yilinda Italyan doktor Paolo Mantegazza, insan ve kurbaga spermlerini -14°C
ve -17°C sicakliklara maruz birakarak kriyoprezervasyon iizerine Oncii deneyler
gerceklestirmistir. Ayrica, savas sirasinda hayatin1 kaybeden erkeklerin spermlerinin
dondurulup ilerleyen déonemlerde kullanilabilecegi fikrini 6ne siirmiistiir (97).
1930°da John Hammond ve Arthur Walton, kriyoprezervasyonun temel ilkelerini
anlamaya yonelik Onemli bir c¢alisma yapmislardir. Tavsan spermi iizerinde
gerceklestirdikleri deneylerde, spermlerin 10°C’de tutulmasi durumunda déllenme
kapasitesini 100 saat boyunca koruyabildigini ortaya koymuslardir (98).

1949 yilinda Polge, Smith ve Parkes, gliseroliin kriyoprotektan olarak
kullanilabilecegini kesfetmislerdir. Bu bulus, hiicrelerin diisiik sicakliklarda hayatta
kalabilmesini saglayarak kriyobiyoloji alaninda devrim niteliginde kabul edilmistir
(96).

1952°de C. Polge ve L. Rowson, kriyoprezervasyonun tarim ve hayvancilik alaninda
uygulanabilir oldugunu gostermistir. Gergeklestirdikleri calisma ile dondurulup
cozdiiriilen spermler kullanilarak yapay dollenme yoluyla ilk buzagi diinyaya
getirilmistir (99).

1953’te Bunge ve Sherman, kriyoprezervasyonun insan iireme biyolojisinde
kullanimina yonelik 6nemli bir adim atmiglardir. Kuru buz kullanilarak dondurulan
insan spermleriyle gerceklestirilen ilk basarili canli dogum rapor edilmistir (100).
1963 yilinda Sherman ve ekibi, sperm hiicrelerinin sivi nitrojen i¢inde uzun siire
saklanabilecegini ortaya koymustur. Bu gelisme, sperm kriyoprezervasyonunun tibbi

uygulamalar i¢inde yayginlagsmasina olanak saglamistir (101).

39



1970’li yillarda sperm bankalarinin kurulmasiyla sperm dondurma ve saklama
islemleri yayginlasmaya baglamistir. 1973 yilinda, bir yildan uzun siire saklanan
sperm kullanilarak saglikli bir bebegin diinyaya gelmesi, bu yontemin etkinligini
kanitlamistir. 1998°de ise, 20 yildan fazla siireyle dondurulmus spermler kullanilarak

basaril1 bir dogum gergeklestirilmistir (102).

3.8.2 Kriyoprezervasyon Yontemleri

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin, dokularin ve embriyolarin dondurularak ¢ok diisiik
sicakliklarda uzun siire muhafaza edilmesini saglayan ©Onemli bir tekniktir.
Kullanilan kriyoprezervasyon yontemi, hiicre tiirline ve korunma amacina bagh
olarak belirlenir. Teknolojik ilerlemeler sayesinde, 6zellikle iireme tibbi, organ nakli
ve genetik arastirmalar gibi alanlarda bu yontemlerin kullanimi giderek
yayginlagsmaktadir (93).
Hiicrelerin hayatta kalmasint ve islevlerini siirdlirebilmesini saglamak amaciyla
kriyoprotektan adi verilen 6zel koruyucu maddeler kullanilmaktadir. Giiniimiizde
yaygin olarak tercih edilen baslica kriyoprezervasyon teknikleri sunlardir:

o Klasik yavas dondurma teknigi (Slow freezing)

e Ultra hizli dondurma teknigi (Rapid freezing)

o Vitrifikasyon (Camlastirma - Vitrification)

3.8.2.1 Klasik Yavas Dondurma Teknigi

Klasik yavas dondurma yontemi, biyolojik materyalin kontrollii ve kademeli olarak
sogutulmasi prensibine dayanir. Bu siire¢ uzun zaman alan bir prosediir olup (103),
hiicrelerin ani sicaklik degisimlerinden zarar gérmesini 6nlemek amaciyla diisiik
sicakliklara yavas gecis saglanmaktadir (104).
Uygulama Asamalari:
1. Hiicrelerde su kaybini saglamak i¢in kriyoprotektan soliisyonlar1 (gliserol,
etilen glikol, DMSO vb.) kullanilir.
2. Hiicreler, kriyoviyaller veya 6zel dondurma tiiplerine yerlestirilerek sogutma
cihazina aktarilir.
3. Kademeli sogutma iglemi uygulanarak sicaklik -80°C’ye kadar diistirtiliir.

4. Son asamada, hiicreler s1v1 azot (-196°C) iginde uzun siire saklanir (103).
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3.8.2.2 Ultra Hizh Dondurma Teknigi

Ultra hizli dondurma yontemi, biyolojik materyalin s1v1 azot ile temas ettirilerek ¢cok
kisa siirede dondurulmasini saglar. Bu teknikte kriyoprotektan kullanimi daha diisiik
seviyede olup, hiicre igindeki suyun hizli bir sekilde disar1 ¢ikmasi tesvik edilir.
Ancak, diger kriyoprezervasyon yontemleriyle karsilastirildiginda uzun vadeli basari
orani daha diisiik olabilir (105).
Uygulama Asamalari:
1. Hiicreler, diisiik konsantrasyonlu kriyoprotektan iceren soliisyonlara
yerlestirilir.
2. Hizli bir dengeleme siirecinin ardindan, dogrudan sivi azot buharina maruz
birakilir.
3. Son asamada, hiicreler siv1 azot igerisine daldirilarak -196°C’de muhafaza

edilir (106).

3.8.2.3 Vitrifikasyon

Vitrifikasyon, modern kriyoprezervasyon teknikleri arasinda en gelismis
yontemlerden biri olup, buz kristali olusumunu tamamen Onleyerek biyolojik
materyalin korunmasina olanak tanir (107). Ozellikle spermler, oositler ve
embriyolar gibi hassas hiicrelerde yiiksek basar1 orani saglamaktadir. C6zme islemi
sonrasinda hiicrelerin canlilik oranlar1 diger yontemlere kiyasla daha ytiksektir.
Uygulama Asamalar::

1. Biyolojik materyal, yiiksek konsantrasyonlu kriyoprotektan soliisyonlar: ile

dengelenir.

2. Ultra hizli sogutma islemi uygulanarak dogrudan s1vi azot icerisine daldirilir.

3. Hiicre i¢indeki stvinin donmadan cam benzeri bir yapiya donilismesi saglanir.

4. Cozme asamasinda, hizli 1sitma uygulanarak kriyoprotektanlar ortamdan

uzaklastirilir (107).
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Sekil 10. Camsilasma (*) ve buz kristali olusumu (1)

Tablo 3. Kriyoprezervasyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi

yiiksek canlilik orani

saglar.

Yontem Avantajlar Dezavantajlari

Klasik Yavas Biiyiik hacimli hiicreler Buz kristalleri olusabilir,

Dondurma icin uygundur, giivenilir ¢Ozme sonrasi hiicre kayb1
bir yontemdir. olabilir.

Ultra Hizli Dondurma | Islem siiresi hizhidir, Buz kristali nedeniyle hiicre
minimal kriyoprotektan zarina zarar verebilir.
kullanimi saglar.

Vitrifikasyon Buz kristali olusmaz,

Yiiksek kriyoprotektan

toksisitesi riski tasir.

3.8.3 Kriyoprotektanlar

Kriyoprezervasyon siirecinde kullanilan kriyoprotektanlar, biyolojik materyalin

donma sirasinda hasar gérmesini dnleyen 6zel bilesiklerdir.

Bu koruyucu maddeler, dondurma islemi sirasinda hiicrelerin hayatta kalma oranini
artirarak, donmaya bagli hiicresel hasari en aza indirir ve hiicrelerin canliligini
korumalarina katkida bulunur.

(permeabl) ve hiicre zarindan gecemeyen (non-permeabl) olmak {izere iki ana

kategoriye ayrilir.
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3.8.3.1 Hiicre I¢ine Niifuz Eden (Permeabl) Kriyoprotektanlar

Bu kriyoprotektanlar, hiicre zarindan gegerek hiicre i¢indeki suyun yerini alir ve buz
kristallerinin olusmasini engeller. Ayn1 zamanda proteinleri stabilize ederek
hiicredeki donma noktasini diisiirmeye yardimci olurlar. Diisiik molekiiler agirliga
sahip bu bilesikler, hiicrelerdeki ozmotik degisikliklerden kaynaklanan hasari en aza
indirir. Ancak, yliksek konsantrasyonlarda toksisiteye neden olabilir ve {ireme
potansiyeli lizerinde olumsuz etkiler gosterebilir (108).
Sik kullanilan permeabl kriyoprotektanlar;

o Gliserol

 Etilen Glikol

« Propanediyol

e Propilen Glikol (PROH)

o Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Bu bilesikler, 6zellikle embriyo, gamet ve gonad dondurma islemlerinde yaygin

olarak kullanilirlar ve farkli dondurma protokollerine dahil edilirler (109,110).

3.8.3.2 Hiicre I¢ine Niifuz Etmeyen (Non-Permeable) Kriyoprotektanlar

Hiicre zarindan gegemeyen Kkriyoprotektanlar, hiicre disi sivinin  viskozitesini
artirarak donma sicakligini diisiiriir. Hiicre i¢inde suyun hizli ozmotik dehidrasyonu
ile kristal olusumunu engelleyerek koruma saglar. Genellikle seker bilesikleri bu
grupta yer alir ve hiicre zarinin stabilizasyonuna katkida bulunurlar.

Sik kullanilan non-permeabl kriyoprotektanlar;

e Glukoz
o Siikroz
e Rafinoz

Bunlara ek olarak, Glisin, Prolin ve Trehaloz gibi amfipatik bilesikler, hiicre
zarindaki lipit ve proteinlerle etkilesime girerek hiicre biitiinliiglinii korur (110,111).
Genellikle kriyoprotektan ¢dozeltileri, permeabl ve non-permeabl bilesiklerin
kombinasyonundan olusur. Ayrica, fosfolipid icerigine sahip yumurta sarisi,
kolesterol, lipoproteinler, albiimin ve antioksidanlar da kriyohasar riskini azaltmak

icin dondurma ortamlarina eklenmektedir (112).
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3.8.4 Cozdiirme Prosediirii

Cozdiirme stireci, dondurma iglemi kadar kritik bir asama olup, biyolojik materyalin
canliligini  ve islevselligini koruyabilmesi agisindan son derece Onemlidir.
Dondurulmus hiicrelerin kontrollii bir sekilde ¢6ziilmesi, donma siirecinde
olusabilecek olas1 hasarlar1 en aza indirmek icin biiyiik bir zen gerektirir. Ozellikle
sperm, oosit ve embriyo gibi hassas hiicrelerde, ¢ozdiirme asamasi en az dondurma
kadar kritik bir siirectir.

Genel olarak ¢ozdiirme islemi asagidaki asamalardan olugsmaktadir:

1. Dondurulmus numuneler, siv1 azot i¢inde saklandiklar1 kaplardan dikkatlice
alimmalidir. Bu asamada, orneklerin c¢evresel sicakliga maruz kalmadan
dogrudan ¢ézdiirme islemine gegmesi saglanmalidir.

2. Dondurulmus biyolojik materyaller genellikle 37°C sicakligindaki su
banyosunda ¢o6ziilmektedir. Bu sicaklik, hiicresel yapilarin donmus halden
stv1 faza gecisini dengeli ve kontrollii bir sekilde gergeklestirmesine yardimci
olur. Cozme siiresi, biyolojik materyalin tilirline bagli olarak degisiklik
gosterebilir. Sperm 6rnekleri i¢in bu siire genellikle 5 ila 10 dakika arasinda
degismektedir (113).

3. Dondurma asamasinda hiicreleri koruyucu bir rol {istlenen kriyoprotektanlar
(0rnegin gliserol, etilen glikol), ¢dzdiirme sirasinda uygun bir sekilde
uzaklastirilmalidir. Coziilen biyolojik materyal, santrifiijleme isleminden
gecirilerek ve taze sollisyonlarla yikanarak bu kimyasallarin olasi toksik
etkileri en aza indirilmektedir (114,115).

4. Cozdirme islemi tamamlandiktan sonra, hiicrelerin canlilik ve fonksiyonlar
mikroskobik analizlerle degerlendirilir. Bu asamada hiicrelerin hareketlilik
(motilite), morfoloji ve yapisal biitlinliik gibi 6zellikleri analiz edilir. Eger
islem sperm hiicreleri i¢in gergeklestirilmisse, sperm sayisi, hareket kabiliyeti
ve DNA biitiinliigli gibi parametreler dikkate alinir (116).

5. (Cozdiriilmiis biyolojik materyaller genellikle dogrudan kullanima uygun hale
getirilir. Ozellikle sperm ve embriyo gibi hiicreler, yardimc {ireme teknikleri
kapsaminda IVF veya ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) gibi
prosediirlerde  kullanilmaktadir.  Eger  biyolojik  materyal —hemen

kullanilmayacaksa, kisa siireligine diislik sicakliklarda muhafaza edilebilir.
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Ancak, c¢oziilen hiicrelerin miimkiin olan en kisa siirede kullanilmasi
Onerilmektedir.
Cozdirme siirecinde karsilasilabilecek en biiyiik risklerden biri, hiicre i¢inde olusan
buz kristallerinin ¢6ziilme esnasinda hiicre zarina zarar verme ihtimalidir. Bu nedenle
¢ozme isleminin hizli ve kontrollii bir sekilde gerceklestirilmesi gerekmektedir.
Ayrica, kriyoprotektanlarin uygun sekilde ortamdan uzaklastirilmamasi, hiicreler
tizerinde toksik etkilere yol acabileceginden, siirecin dikkatle yonetilmesi biiyiik

Onem tagimaktadir (116).

3.8.5 Kriyohasar Mekanizmalari

Kriyohasar, kriyoprezervasyon siireci boyunca hiicrelerde meydana gelen yapisal ve
islevsel bozulmalar1 tanimlayan bir kavramdir. Hiicrelerin diisiik sicakliklara maruz
kalmasi, o6zellikle hiicre i¢indeki suyun buz kristallerine doniismesi veya membran
biitiinliglinlin bozulmasi1 gibi mekanizmalarla zarar gormesine neden olabilir.

Kriyohasarin olusum mekanizmalari temel olarak asagidaki faktorlere baglidir:

Buz Kristali Olusumu

Dondurma siirecinde hem hiicre igindeki hem de hiicre disindaki suyun
kristallesmesi, hiicre zarina ciddi fiziksel zararlar verebilir. Hiicre icinde meydana
gelen buz kristalleri, hiicre zarini ve organelleri mekanik olarak tahrip ederek
hiicresel biitiinliigii bozabilir. Ozellikle yavas dondurma tekniklerinde, biiyiik buz
kristallerinin olugma ihtimali daha yiiksektir ve bu durum hiicresel 6liim oranini

artirabilir (117, 118).

Osmotik Sok

Dondurma sirasinda hiicre i¢indeki ve disindaki suyun donma hizlar1 arasindaki
farkliliklar, hiicrelerde su kaybina (dehidrasyon) sebep olabilir. Hiicre digindaki buz
kristallerinin artmasiyla hiicre i¢indeki su disar1 ¢ekilir ve bu da hiicre i¢i ozmotik
basincin yiikselmesine yol acar. Asirt ozmotik stres, hiicrelerin biiziismesine ve

nihayetinde hiicre 6liimiine neden olabilir (119).

Membran Hasar
Kriyoprezervasyon siirecinde hiicre zarlar1 donma-¢6ziilme dongiisiine bagl olarak
yapisal degisikliklere ugrayabilir. Hiicre zarinda bulunan lipit ¢ift tabakasi, diisiik

sicakliklara maruz kaldiginda faz degisimi gegirerek gegirgenligini kaybedebilir. Bu
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durum zarin biitiinliigiinii bozarak hiicresel 6liimle sonuglanabilecek ciddi hasarlara
yol acabilir. Ozellikle vitrifikasyon gibi hizli dondurma tekniklerinde, membran

hasarini onlemek icin kontrollii ¢ozdiirme islemi uygulanmalidir (120,121).

Soliit Konsantrasyonu ve Toksisite

Dondurma siireci boyunca hiicre igindeki suyun donmasi, hiicre i¢i sivinin
yogunlugunu artirarak ¢éziinmiis maddelerin (soliitlerin) birikmesine neden olur. Bu
yuksek soliit konsantrasyonu, hiicre i¢inde toksik etkilere yol acabilir ve hiicresel
metabolizmay1 bozabilir. Hiicrelerin bu tiir kimyasal streslere karsi direncleri
simirhidir. Bu nedenle, kriyoprotektanlar bu olumsuz etkileri en aza indirmek igin

kullanilir (120).

Faz Gegisleri ve Lipid Bozulmasi

Diistik sicakliklar, hiicre zarindaki lipitlerin faz degisimine ugramasina neden olarak
zarin gecgirgenligini ve fonksiyonunu bozabilir. Bu bozulma, hiicre i¢i homeostazin
bozulmasina ve iyon dengesizliklerine yol acarak hiicresel islevlerin aksamasina
sebep olabilir. Ozellikle yavas dondurma tekniklerinde bu tiir hasarlarin ortaya ¢ikma
thtimali daha yiiksektir (122).

Kriyoprotektan Toksisitesi

Kriyoprotektanlar, hiicre i¢indeki suyun donmasini Onleyerek buz kristallerinin
olusmasin1 engeller. Ancak, yliksek konsantrasyonlarda kullanildiginda hiicreler
lizerinde toksik etkilere sebep olabilirler. Ozellikle dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi
baz1 kriyoprotektanlar, yiiksek dozlarda hiicresel zarara yol acabilir (118). Bu
nedenle, kriyoprotektanlarin uygun konsantrasyonlarda kullanilmasi ve ¢6zdiirme

asamasinda dikkatli bir sekilde uzaklastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (121).

3.8.6 Sperm Kriyoprezervasyonu ve Cézme Prosediirii

1. Semen numunesi, 2-3 giinliik cinsel perhiz sonrasi steril bir kap icerisine
mastiirbasyon yoluyla alinmalidir.

2. Alinan semen, 37°C sicaklikta 15-30 dakika ig¢inde tamamen likifiye
olmalidir.

3. Sivi  hale gelen semen Orne8i, sperm parametreleri agisindan

degerlendirilmelidir.
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5 mL’lik tiiplerde bulunan sperm dondurma soliisyonu, oda sicakliginda
bekletildikten sonra 37°C’ye kadar 1sitilmalidir.

Gradient yontemiyle yikanan semen numunesi, steril 15 mL’lik konik dipli
santrifiij tipine konularak ejakiilat hacmi belirlenir. Dondurma soliisyonu,
semen/dondurma soliisyonu orani 1:1 olacak sekilde, 30 saniye boyunca
yavag¢a ve damla damla ilave edilir. Eklenen her damla 6zenle karistirilmali,
hava kabarciklarinin olusumundan kaginilmalidir.

Tim dondurma soliisyonu eklendikten sonra, karistm oda sicakliginda
yaklasik 10 dakika dinlendirilmelidir.

Sperm dondurma soliisyonu igeren karisim, vial igerisine aktarilmalidir.
Genlesmeye izin vermek icin viallerin asirt doldurulmamasi gerekir ve
kapaklar1 sikica kapatilmalidir.

Vialler, 6zel tutamaglarla sivi azot buharinda yaklasik bir saat bekletildikten
sonra uygun saklama tankina yerlestirilmelidir.
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Sekil 11. Sperm kriyoprezervasyonu

Sperm c¢ézme prosediirii;

1.

Cozme islemi igin, vialler sivi azot deposundan ¢ikarildiktan sonra yaklasik
bir dakika boyunca oda sicakliginda bekletilir.

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

Vial igerisindeki sperm O6rnegi tamamen ¢oziiniip buz halinden sivi forma

gectiginde, lizerine sperm yikama soliisyonu ilave edilir.
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4. 1300 rpm hizinda 10 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirilir ve bu sayede kriyoprotektan ortamdan temizlenmis olur.
5. Cozme islemi tamamlandiktan sonra, elde edilen sperm hiicreleri fonksiyonel

parametreler agisindan detayli olarak analiz edilir.

3.8.7 Sperm Kriyoprezervasyonunun Endikasyonlari

Glinlimiizde sperm dondurma islemi, fertilitenin korunmasi ve yardimci iireme
tekniklerinin (YUT) etkin bir sekilde uygulanabilmesi agisindan biiyiik bir 6neme
sahiptir. Gelecekte lireme potansiyelini koruma amaciyla uygulanan bu yontem, en
Oonemli tibbi  prosediirlerden  biri  olarak  kabul edilmektedir.  Sperm
kriyoprezervasyonunun gerekli gortildiigi bazi baslica durumlar su sekilde
siralanabilir;

Kanser Tedavisi Oncesi; Kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavileri, sperm
tiretimi {lizerinde gegici ya da kalici olumsuz etkiler yaratabilir. Testis kanseri,
lenfoma, 16semi ve beyin tiimorleri gibi hastaliklarin tedavisinde, sperm dondurma
islemi, tedavi sonrasi lireme yetenegini korumada kritik bir rol tistlenmektedir (123).
Spermatogenezi Etkileyen ila¢ Kullamm; Nitrofurantoin, sulfasalazin ve
simetidin gibi baz1 ilaglarin  sperm {retimi iizerinde olumsuz etkileri
bulunabilmektedir. Bu tir ilaglarin kullanimi s6z konusu oldugunda, sperm
kriyoprezervasyonu onerilmektedir (124).

Ejakiilasyon Problemleri; Spinal kord hasari, cinsel islev bozukluklar1 veya
norolojik hastaliklar nedeniyle dogal ejakiilasyonun miimkiin olmadigi durumlarda,
sperm dondurma islemi alternatif bir ¢6ziim sunmaktadir (125).

Testikiiler Cerrahi Oncesi; Varikoselektomi, orsiektomi veya diger testis
ameliyatlar1 6ncesinde sperm dondurulmasi, operasyon sonrasi meydana gelebilecek
tireme fonksiyon kaybina kars1 koruyucu bir dnlem olarak degerlendirilmektedir
(126).

Vazektomi Oncesi; Vazektomi, kalic1 bir dogum kontrol ydntemi olsa da, ilerleyen
yillarda ¢ocuk sahibi olma istegi dogdugunda sperm dondurma islemi gelecekteki
olasiliklara kars1 bir giivence saglamaktadir (127).

Infertilite Tedavileri; Testikiiler sperm ekstraksiyonu ve aspirasyonu (TESE,

TESA, MESA, PESA) gibi cerrahi tekniklerle elde edilen spermlerin ileri iireme
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tedavilerinde kullanilabilmesi i¢in kriyoprezervasyon yontemi uygulanmaktadir
(128).

Genetik Hastaliklar; Kistik fibroz ve diger genetik hastaliklar, sperm {iiretimini
olumsuz yonde etkileyebilir. Bu tiir vakalarda fertiliteyi koruma amaciyla sperm
dondurma islemi onerilmektedir (129).

Diisiik Sperm Kalitesi (Oligospermi/Astenospermi); Sperm sayisi diisiik olan veya
motilitesi zayif bireylerde, farkli zamanlarda toplanan sperm &rneklerinin
birlestirilerek yardimci iireme tekniklerinde kullanilmasi i¢in dondurulmasi avantaj
saglamaktadir (130).

Saghkh ve Fertil Erkekler; Yardimci iireme yontemlerinde kullanilmak iizere,
saglikli ve fertil erkeklerden alinan sperm Ornekleri gelecekteki kullanim igin
kriyoprezervasyon yoluyla saklanabilmektedir.

Sperm Donasyonu; Baz iilkelerde yasal cercevede sperm bagisi yapilmasina izin
verilmekte olup, bagislanan spermler ilerleyen siireclerde kullanilmak {izere
kriyoprezervasyon yontemiyle saklanmaktadir (131).

Veterinerlik ve Hayvancilik; Hayvan yetistiriciliginde ve suni tohumlama
uygulamalarinda da sperm dondurma islemi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(132).

3.8.8 Tiirkiye’de Sperm Kriyoprezervasyonu ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Tiirkiye’de sperm kriyoprezervasyonu uygulamalari, 06.03.2010 tarihinde yiiriirliige
giren ve Saglik Bakanligi tarafindan diizenlenen ‘Uremeye Yardimci Tedavi
Uygulamalar: ve Uremeye Yardimci Tedavi Merkezleri Hakkinda Yonetmelik’
kapsaminda belirli yasal diizenlemelere tabidir. Bu yonetmelik ¢ercevesinde,
yalnizca belirli tibbi endikasyonlar mevcut oldugunda sperm ve gonad dokularinin
saklanmasina izin verilmektedir.

Yonetmelik dogrultusunda, sperm veya gonad dokularmin saklanmasinin yasal

olarak kabul edildigi bazi tibbi durumlar su sekilde belirlenmistir:

* TESE ve TESA gibi cerrahi prosediirlerle sperm elde edilen bireylerde,
kriyoprezervasyon uygulanabilmektedir. Bu yontemle alinan spermler, birden
fazla yardimci lireme tedavisinde kullanilabilmesi agisindan saklanmaktadir

(133).
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* Gonadal hiicrelere zarar verebilecek kanser tedavileri gibi gonadotoksik
uygulamalara baglamadan 6nce sperm dondurma islemi gergeklestirilebilir.
Kanser tedavisi gorecek hastalarda, tedavi sonrasi tireme yetisini korumak
amaciyla kriyoprezervasyon 6nemli bir alternatif olarak degerlendirilmektedir
(133).

* Testis cerrahisi gibi lireme fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyebilecek
operasyonlar dncesinde, sperm veya gonad dokular1 saklanabilir. Ozellikle
testis tlimorleri nedeniyle gerceklestirilen cerrahi iglemler veya testis
fonksiyonlarmi1  tehlikeye  atabilecek  girisimler  Oncesinde  sperm
kriyoprezervasyonu onerilmektedir (133).

Bunun yani sira, yonetmelik kapsaminda saklanan iireme hiicreleri ve gonad
dokularinin giivenligini saglamak amaciyla vericiye ait DNA analizi yapilmakta ve
bu bilgiler kaydedilmektedir. Bu uygulama, saklanan biyolojik materyallerin
giivenligini artirmak ve ilerleyen siirecte meydana gelebilecek olasi karisikliklar:
onlemek adina bir 6nlem olarak degerlendirilmektedir (133).

Mevcut yasal c¢ergeve dogrultusunda, kisisel veya sosyal gerekcelerle sperm
kriyoprezervasyonu yapilmasma izin verilmemekte olup, yalnmizca tibbi

endikasyonlar dogrultusunda uygulanabilmektedir.

3.9 Tibbi Bitkiler ve Fertilite Uzerine Etkileri

Tibbi bitkiler, geleneksel tedavi yontemlerinde yaygin olarak kullanilan ve cesitli
saglik problemlerinin iyilestirilmesinde etkili bilesenler igeren bitkilerdir. Bitkisel
tedavi uygulamalari, binlerce yillik bir ge¢mise sahip olup gilinlimiizde modern tibbin
tamamlayict bir unsuru olarak degerlendirilmektedir. Bu bitkilerin yapraklari,
kokleri, tohumlari, cicekleri ve kabuklart gibi farkli kisimlar1 ¢esitli tedavi
amaglartyla kullanilmaktadir (134). Ureme saghg acisindan tibbi bitkiler, icerdigi
biyokimyasal bilesikler sayesinde hem faydali hem de potansiyel olarak zararl
etkilere sahip olabilir. Baz1 bitkisel bilesenler erkek ve kadin fertilitesini destekleyici
ozelliklere sahipken, bazilar1 dikkatli kullanilmadiginda olumsuz sonuclara yol
acabilir (135). Bu nedenle, bitkisel {irlinlerin iireme sagligi tlizerindeki etkileri

bilimsel veriler 15181nda titizlikle degerlendirilmelidir.

3.9.1 Zencefil (Zingiber Officinale Roscoe)
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Sekil 12. Zencefil tarlas1 (Zingiber Officinale Rosc.)

Sekil 13. Zencefil bitkisinin kokleri (Zingiber Officinale Rosc.)
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Sekil 14. Zencefil rizomu (Zingiber Officinale Rosc.)

Tropikal ve subtropikal bolgelerde yayilim gosteren Zingiberaceae familyasi, 53 cins
ve 1200’den fazla tiir barindiran genis bir bitki grubudur (136). Zingiberaceae, ait
oldugu Zingiberales takiminin en biiyiilk familyasi olup, kendine 6zgii aromatik
ozellikleriyle diger bitkilerden kolayca ayirt edilebilmektedir. Ayni1 zamanda farkli
kullanim alanlarina sahip olmasi nedeniyle en zengin bitki familyalarindan biri
olarak kabul edilmektedir. Bu familyaya ait tiirlerin biiyiik bir kismi, yaklagik 1000
tiirli, 6zellikle tropikal Asya bolgesinde yogun olarak yayilim gostermektedir (137-
139).

Bu familyanin 6ne ¢ikan iiyelerinden biri olan zencefil (Zingiber officinale Rosc.),
diinya genelinde en degerli baharat bitkileri arasinda yer almaktadir (135). Cok yillik
bir otsu bitki olan zencefil, 1liman iklimlerde genellikle tek yillik olarak yetistirilir.
Gida ve tibbi alanlarda en c¢ok kullanilan kisimlari, toprak altindaki rizomlar1 ve
kokleridir (138,140,141). Giineydogu Asya kokenli olan zencefil, uzun yillardir
ozellikle Asya mutfaginda Onemli bir baharat olarak tiiketilmektedir. Zamanla
Avrupa’ya ulasarak popiilerligi artmis ve glinlimiizde kiiresel dlgekte yogun talep
goren bir Uiriin haline gelmistir.

Zencefil iiretiminde Hindistan, diinya ¢apinda en biiyiik iiretici ve ihracat¢i iilke
konumundadir. Bunun yani sira Cin, Nepal, Tayvan, Filipinler, Fiji, Jamaika,
Nijerya, Japonya, Tayland, Sierra Leone ve Avustralya da onemli iretici iilkeler

arasinda yer almaktadir (137,139).
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3.9.2 Etkin Maddeleri ve Kullanim Alanlari

Zingiber officinale, diinya genelinde zencefil adiyla bilinen ve uzun yillardir hem
baharat olarak hem de geleneksel tipta tibbi amaclarla degerlendirilen énemli bir
bitkidir (142). Taze veya kuru halde tiiketilebilen zencefilin en yaygin kullanilan
kismi1 rizom kokleridir. Yapilan arastirmalar, zencefilin rizomlarinda bulunan
biyoaktif bilesenlerin cografi bolgeye, hasat edilen donemdeki olgunluk seviyesine
ve kullanilan ekstraksiyon yontemine bagl olarak degisiklik gosterebilecegini ortaya
koymustur. Bu bilesenler, zencefile kendine 6zgli aroma ve tat karakteristigini
kazandiran temel faktorlerdir (139, 143-146).

Fitokimyasal incelemeler, kuru zencefil rizomunun yaklasik %3-6 sabit yag, %9
protein, %60-70 karbonhidrat, %3-8 ham lif, %8 kiil, %9-12 su ve %1-3 ugucu yag
icerdigini gostermektedir. Taze zencefilde ise; %80.9 nem, %2.3 protein, %0.9 yag,
%1.2 mineral, %2.4 lif ve %12.3 karbonhidrat bulundugu belirlenmistir. Ayrica,
demir, kalsiyum ve fosfor gibi minerallerin yan1 sira tiamin, riboflavin, niasin ve C
vitamini gibi 6nemli vitaminler agisindan da olduk¢a zengin bir bitki oldugu
bildirilmigtir (147-149).

Zencefilin kendine has keskin lezzeti ve aromatik 6zellikleri, igeriginde bulunan
gingerol, shogaol, paradol ve zingerone gibi fitokimyasallardan kaynaklanmaktadir.
Shogaol, ozellikle yart kurutulmus zencefilde yiiksek oranlarda bulunurken, taze
formunda oldukg¢a diisiik seviyelerde yer almaktadir (139,149). Yar1 kurutulmus
rizomlarin ugucu yag igeriginin %0,20 ile %0,32 arasinda degistigi belirlenmistir
(149).

Zencefilin ugucu yag bilesimi incelendiginde, en onemli aktif bilesenler arasinda
bisapolen, zingiberene ve zingerol One c¢ikmaktadir. Bunun yani sira, farkh
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ugucu yaglarda monoterpen ve seskiterpen
yapisina sahip cesitli bilesikler tespit edilmistir. Bunlar arasinda camphene, [3-
phellandrene, curcumene, cineole, geranyl acetate, terphineol, terpenes, borneol,
geraniol, limonene, B-elemene, linalool, a-zingiberene, B-sesquiphellandrene, [-
bisabolene, zingiberenol ve -farnesene gibi bilesikler yer almaktadir (139).

Yapilan bir bagka arastirmada, zencefil ugucu yaginin 28 ila 29 farkli bilesenden
olustugu saptanmis olup, en baskin bilesenlerin sirasiyla 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), p-farnesene (%5.1-8.4), B-farnesol (%3.9-5.8) ve B-
sesquiphellandrene (%5.8-7.2) oldugu belirlenmistir (149).

Zencefilin yaprak, sap ve rizomlari, farmakolojik o6zellikler saglayan ve dogal
antioksidan kaynagi olarak degerlendirilen polifenoller ve flavonoidler bakimindan

da oldukga zengin bir igerige sahiptir (150-152).

3.9.3 Geleneksel Tipta Kullanimi

Zencefil (Zingiber officinale), igerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde tibbi agidan
olduk¢a degerli bir bitki olup, farkl kiiltiirlerde geleneksel tipta genis capta
kullantlmistir (139,145,149,153-156). Yaklasik 2500 yildir 6zellikle Cin ve Hint
tibbinda 6nemli bir yer edinmis ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde dogal bir destek
olarak degerlendirilmistir. Zencefilin rizomlari, sindirim sistemini destekleyici
etkisinin yani sira, kanama bozukluklari, romatizmal rahatsizliklar, sa¢ dokiilmesi,
dis agrisi, yilan sokmalart ve solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (145,146,149,153-155,157,158).

Hindistan’da halk arasinda taze zencefilin; soguk alginligi, mide bulantisi, astim,
okstiriik, karin agrisi, kalp carpintisi, 6dem, mide yanmasi, istahsizlik ve romatizmal
rahatsizliklarin ~ giderilmesinde  yaygin olarak  kullanildig1  belirtilmektedir
(145,146,149,153-155,157,158). Bunun yani sira, afrodizyak Ozellikleri nedeniyle
cinsel saglig1 destekleyici etkileri oldugu diisliniilmekte ve bazi toplumlarda bu
amacla tiiketilmektedir. Baz1 Afrika {ilkelerinde ise, zencefilin sivrisinek kovucu
ozelliginden faydalanilarak sitma riskini azaltmak ic¢in kullanildigina dair bilgiler
bulunmaktadir (145,146,149,157).

Geleneksel tipta zencefilin kadin sagligi tizerindeki olumlu etkileri de dikkat
cekicidir. Ozellikle kadin hastaliklarmin tedavisinde ve dogum sonrasi iyilesme
stirecinde faydali oldugu ifade edilmektedir (156). Yapilan baz1 bilimsel ¢aligmalar,
zencefilin iceriginde bulunan aktif bilesenler sayesinde romatizmal hastaliklarin,
dolasim sistemi rahatsizliklarinin, mide {ilseri dahil olmak iizere sindirim sistemi
hastaliklarinin, migren agrilarinin, mide bulantisi, bas donmesi ve kusmanin
Onlenmesine yardimci olabilecegini gostermektedir (139,145,146,149,153-155,157-
161).
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Bunun yani sira, zencefilin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, soguk alginligi,
astim, Oksilirlik ve mide rahatsizliklart gibi cesitli saglik sorunlarinin tedavisinde
yaygin olarak kullanildig1 belirtilmektedir (152,162-164). Ayrica, hareket hastaligina
baglh olarak gelisen bas donmesi, mide bulantis1 ve kusma gibi semptomlarin
hafifletilmesinde de etkili oldugu bilinmektedir (165). Zencefil bitkisinin yapraklari
da baharat olarak kullanilmasinin yani sira, geleneksel tipta farkli tedavi amaclartyla

degerlendirilmistir (156).
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4 GEREC VE YONTEM

4.1 Cahsma Gruplarmin Olusturulmasi

Bu calisma icin oncelikli olarak, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 187 numarali ve 14.06.2023 tarihli
etik kurul onay1 alindi. Calismaya, Dicle Universitesi Hastanesi Uroloji Klinigine
basvuran, 25-40 yas araligindaki 40 erkek hasta dahil edildi. Tiim katilimcilara, hasta
verilerinin gizliligi ve paylasimi konusunda detayl1 bilgilendirme yapildi ve semen
orneklerinin kullanimi i¢in goniillii onam formlar1 alindi.

Hastalarin demografik 6zellikleri (sigara ve alkol kullanimi, vitamin tiiketimi, son
donemde alinan hormonal veya kemoterapotik tedavi dykiisii ve varikosel varlign)
dislandi. Caligmaya dahil edilen bireyler, Diinya Saglk Orgiitii’niin (World Health
Organization) 2021 yili laboratuvar kilavuzunda belirtilen normozoospermi
Kriterlerini (semen hacmi, toplam sperm sayisi, sperm konsantrasyonu, hareketlilik,
canlilik ve morfoloji degerlerinin alt referans sinirlarina esit veya iistiinde olmasi)
karsilayan erkeklerden secildi. Calismada degerlendirilen semen &rneklerinin
analizleri yapilarak karakteristik Ozellikleri belirlendi ve kriterlere uygun olanlar
dahil edildi. Ornekler; dondurma &ncesi grup, dondurma-¢ézme sonrasi grup ve

dondurma medyumuna zencefil eklenmis grup olmak tizere tige ayrildi.

Tablo 4. Calisma gruplari

1. GRUP: TAZE SEMEN Dondurma Oncesi Sadece Gradient Yontemi ile
Yikanmig

2. GRUP: KONTROL Gradient + Dondurma-C6zme Islemi Sonrasi

3. GRUP: ZENCEFIL Gradient + Dondurma (Medyum+ Zencefil
Ektrakt1)-Cézme Islemi Sonrasi

4.2 Semen Temini ve Analizi

Semen ornekleri, 2-7 giinliik cinsel perhiz sonrasinda, mastiirbasyon yontemiyle
steril, tek kullanimlik kapakli plastik kaplara toplandi. Laboratuvarda spermiyogram

testi i¢cin analiz edilecek kismi ayrildiktan sonra, kalan 6rnekler numaralandirilarak,
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alindiklar1 tarih ve saat belirtilerek kaydedildi. Ornekler, 37°C’de 30 dakika siireyle
inkiibasyona birakilarak likefiye olmalar1 saglandi.

Likefaksiyon islemi tamamlandiktan sonra, Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO 2021)
laboratuvar kilavuzuna uygun sekilde rutin semen analizi gergeklestirildi ve sperm
parametreleri (konsantrasyon, hareketlilik, canlilik ve morfoloji) degerlendirildi.
Tim oOrnekler hem dondurma oOncesinde (taze semen) hem de ¢dzme islemi
sonrasinda analiz edilerek, en az 200 sperm hiicresi sayildi ve ortalamalar
hesaplandi. Elde edilen dondurma oOncesi ve ¢ozme sonrasi degerler istatistiksel

yontemlerle karsilastirilarak degerlendirildi.

4.3 Sperm Konsantrasyonu ve Motilite Tayini

Likefiye olmus orneklerden 10 pl alinarak Makler (Sefimedical) sayim kamerasina
yerlestirildi ve faz kontrast mikroskobunda x20 objektif biiyiitme ile incelendi.
Sperm hareketliligi, ileri hareketli spermler (Progresif Motilite; PR), yerinde
hareketli spermler (Nonprogresif Motilite; NP) ve hareketsiz spermler (immotilite;
IM) Kategorilerine ayrilarak degerlendirildi. Buna gore spermler dort farkli gruba
siiflandirildi:

* (+4): Hizl ileri hareket eden sperm,

* (+3): Yavas ileri hareket eden sperm,

* (+2): Yerinde hareket eden sperm,

* (+1): Hareketsiz (immotil) sperm.
Her 6rnekte toplam 200 sperm hiicresi sayilarak, hareketlilik oranlar yiizdelik olarak
belirlendi. Total motilite degeri, hareketsiz spermler hari¢ tutularak hesaplandi ve
%42’ nin lizerinde olan 6rnekler normal kabul edilerek calismaya dahil edildi (WHO
2021).
Ayrica, sayim kamerasinda 100 kare incelenerek, sperm konsantrasyonu ve toplam
sperm sayist milyon/ml cinsinden hesaplandi. Diinya Saglik Orgiitii (WHO 2021)
kriterlerine gore, toplam sperm sayisi >39 milyon/ejekiilat ve konsantrasyonu >16

milyon/ml olan normozoospermik 6rnekler calismaya dahil edildi.
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4.4  Sperm Vitalite Degerlendirmesi

Sperm canliligin1 degerlendirmek i¢in Eozin Y boyasi ile birlikte, spermlerin
kontrastin1 artirarak daha net goriinmelerini saglayan Nigrosin boyasi kullanildi
(Eozin-Nigrosin Boya Seti-GBL). Semen 06rnegi, steril pipet yardimiyla yavasca
karistirilarak homojen bir hale getirildi. Ardindan, bir tiip igerisine 10 pul semen ve 20
ul Eozin-Y eklenerek 30 saniye bekletildi. Bu siirenin sonunda, 30 ul Nigrosin ilave
edilerek hafifce karistirildi. Hazirlanan karisimdan bir damla lam {izerine yayilip,
yayma kurumadan lamelle kapatildi ve x40 biiylitmede mikroskop altinda incelendi.

Bu boyama yontemi sayesinde, 6lii hiicrelerin kirmizi renkte, canli hiicrelerin ise
boyanmadig1 gozlemlendi. Toplamda 200 sperm sayilarak, canlilik orani yiizdelik
olarak hesaplandi. %54’iin tizerinde canlilik oranina sahip 6rnekler, Diinya Saglik

Orgiitii (WHO 2021) kriterlerine gére normal kabul edilerek ¢alismaya dahil edildi.

Eosin-Nigrosih 8;: BEosun-ng'Os" &
Eozin Y BoY Nigrosin

! Srjee i g Rer|s006

? tor 8 9 o T

Sekil 15. Eozin-Nigrosin boya seti

4.5 Sperm Boyama ve Morfoloji Degerlendirmesi

Spermlerin morfolojik degerlendirmesi igin preparatlar, Spermac boyama yontemi
(Spermac Stain-FertiPro) kullanilarak boyandi.

Ik olarak, temiz bir lam iizerine 10 pl semen 6rnegi damlatildi ve bagka bir lam
yardimiyla yayma islemi gerceklestirildi. Hazirlanan yayma, havada kuruyana kadar
bekletildi. Tamamen kuruduktan sonra, preparatlar 15 dakika boyunca fiksatif
igerisinde tutuldu. Fiksasyon siiresi dolduktan sonra, preparatlari fiksatiften
arindirmak i¢in su ile yikandi. Bir kurutma kagidi iizerinde dik bir sekilde tutmak

suretiyle fazla suyu siiziildiikten sonra, sirasiyla Stain A ve Stain B boyama
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soliisyonlarinda 2 dakika, ardindan Stain C soliisyonunda 30 saniye bekletilmek
suretiyle boyama islemi gerceklestirildi.

Boyama tamamlandiktan sonra preparatlar havada kurutuldu ve x100 biiyiitmede
immersiyon yagi kullanilarak mikroskop altinda incelendi. Her 6rnekten 200 sperm
sayilarak morfolojik degerlendirme yapildi. Kruger kriterlerine gore, normal
morfolojiye sahip sperm orani >%4 olan drnekler normal kabul edilerek ¢alismaya
dahil edildi (WHO 2021). Tespit edilen morfolojik anomalili spermler

fotograflanarak kayit altina alindi.

.Snevmac Stain ()@
. X |
7] SPs(

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

4.6 Gradient Teknigi ile Semenin Hazirlanmasi

Inkiibatorde likefiye olan semen ornekleri, %45 ve %90 oraninda silika partikiilii
iceren gradient (kademeli ayristirma) ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandi (Sperm Grad-
Vitrolife). Yiiksek yogunluklu %901k medyum tiipiin alt kismina yerlestirildi.
Bunun iizerine, iki fazin birbirine karigmamasina dikkat edilerek, daha diisiik
yogunluklu %45'lik medyum damla damla eklendi ve bdylece kesintili dansite
gradyani olusturuldu.

Hazirlanan dansite gradyaninin iistiine semen, 1:1 oraninda eklendikten sonra 1800
rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra iist
faz dikkatlice uzaklastirildi ve yerine sperm yikama ¢ozeltisi (SpermRinse-Vitrolife)
eklendi. Ardindan 1800 rpm’de 5 dakika daha santrifiij islemi uygulandi.

Ikinci santrifiij sonrasi siipernatant atildi ve tekrar sperm yikama c¢dzeltisi ilave
edildi. Elde edilen sperm siispansiyonundan 20 pl alinarak Acridine Orange boyama
islemi icin lama yayildi. Kalan sperm siispansiyonu ise dondurma islemi i¢in {i¢ ayr1

kisma ayrildi.
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SpermGrad” Lower Layer

Sekil 17. Sperm yikama ve Dansite Gradient medyumu (%45-%90)

4.7  Zencefil (Zingiber Officinale) Ekstraktinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan zencefil rizomlari, farmasdétik standartlara uygun ve tibbi
kullanima elverisli, GMP (Good Manufacturing Practice) sertifikali organik iiriinler
saglayan bir tedarik¢iden temin edildi. Kok zencefiller 6zenle yikanip kabuklari
soyulduktan sonra, ince dilimler halinde kesildi ve temiz bir kurutma kagid1 iizerine
yayilip golge bir ortamda kurutulmaya birakildi. Kurutma islemi tamamlandiktan
sonra, kurutulmus 6rnekler blender ile 6giitiilerek ince toz haline getirildi.

Calismada kullanilacak zencefil dozu, literatlir verileri temel alinarak belirlendi.
Yapilan 6n deneyler sonucunda, nihai ideal konsantrasyonun %0,01 olmas1 uygun
goriildi. Bu amagla, 10 mg tartilan zencefil tozu, 100 ml PBS Sigma-Aldrich (fosfat
tamponlu salin) igerisine eklendi ve 6-12 saat boyunca oda sicakliginda maserasyona
birakildi. Maserasyon siiresi boyunca karigim periyodik olarak karistirildi. Stire
sonunda, elde edilen karistm Whatman No.1 siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii ve
ekstrakt caligmada kullanilmak {izere agzi parafilmle kapatilarak +4°C’de uygun
kosullarda muhafaza edildi (166).
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Sekil 18. PBS Tampon ¢ozeltisi

4.8 Sperm Kriyoprezervasyonu ve Cozme Islemi

Sperm dondurma islemi igin hazirlanan semen 6rnekleri; dondurma éncesi grup,
dondurma-¢6zme sonrasi grup, dondurma medyumuna zencefil ekstrakti eklenen
grup olmak tizere tige ayrildi.

1. Taze semen grubuna; gradient islemi disinda herhangi bir islem uygulanmadi.

2. Kontrol grubuna; gradient sonras1 dondurma-¢dzme islemi uygulandi.

3. Zencefil grubuna; gradient sonrast dondurma medyumuna, PBS’de ¢6ziilmiis
%0,01’lik zencefil ekstrakt1 eklendi ve ¢ozme islemi uygulandi.

Sperm dondurma iglemi, hazir olarak temin edilen SpermFreeze Solution (Vitrolife)
kriyoprotektan soliisyonu kullanilarak uygulandi. islem basamaklari su sekildeydi:

1. Gradient teknigi ile hazirlanmis semen 6rnekleri, dondurma oncesi ii¢ gruba
ayrildi (Taze semen, Kontrol, Zencefil).

2. Kontrol ve Zencefil gruplarindaki 6rneklere, kriyoprotektan soltisyonu 1:1
oraninda, damla damla ilave edilerek karistirildi. (Zencefil grubunda,
kriyoprotektan ile birlikte 1:1 oraninda PBS’de ¢6ziilen %0,01lik zencefil
ekstrakt1 da eklendi).

3. Hazirlanan karisimlar, kriyoviyal tiiplere aktarilip 15 dakika boyunca
kriyoprotektan ile dengeleme agamasina birakildi.

4. Dengeleme siirecini tamamlayan 6rnekler, sivi azot seviyesinden 5-10 cm
yiikseklikteki azot buharinda 45 dakika bekletildi.

5. Daha sonra, -196°C’de siv1 azot tankina daldirilarak bir hafta boyunca

muhafaza edildi.
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Cozme islemi i¢in azot tanklarindan ¢ikarilan Kriyoviyaller;
1. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildi, ardindan 37°C’lik su banyosuna
yerlestirilerek hafif hareketlerle 10 dakika boyunca ¢oziilmesi saglandi.
2. Cozilmiis numuneler santrifiij tiiplerine aktarild1 ve kriyoprotektan
uzaklastirilmasi i¢in 2 ml sperm yikama medyumu (SpermRinse) eklendi.
Daha sonra 1800 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve tist faz dikkatlice aspire
edilerek uzaklastirildi.
3. Elde edilen pellet, 0,2 ml hacimde sperm yikama medyumu ile yeniden
siispansiyon haline getirildi.
Biitiin bu iglemlerin tamamlanmasinin ardindan 6rnekler; canlilik (vitalite), motilite

ve DNA fragmantasyonu ag¢isindan tekrar analiz edildi.

g

el

\ Sperm Freezing C€
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Sekil 19. Sperm dondurma medyumu (kriyoprotektan soliisyon)

4.9 Sperm DNA Fragmantasyonunun Acridine Orange ile Degerlendirilmesi

Gradient islemi sonrasinda elde edilen sperm siispansiyonundan 20 pl alinarak, temiz
bir lam tizerine dikkatlice yayildi ve kurumaya birakildi. Kurumus yaymalar, Carnoy
fiksatifi (GBL) i¢inde 1 saat boyunca sabitlenerek fiksasyon islemi gergeklestirildi.
Fiksasyon tamamlandiktan sonra preparatlar, stok c¢ozelti ile gilinliik olarak
hazirlanmis Acridine Orange boyasi (Invitrogen) ile karanlik ortamda 5 dakika
boyunca boyandi. Boyama islemi sonrasinda fazla boya, distile su kullanilarak
uzaklastirildi. Ardindan, temiz bir kurutma kagidi yardimiyla preparatlarin iizerinde
kalan su dikkatlice alindi.

Hazirlanan yaymalar, floresan mikroskop altinda incelenerek ortalama 200 sperm

hiicresi analiz edildi. Yesil floresan yayan spermler normal DNA igerenler, sari-
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turuncu-kirmizi floresan yayan spermler ise fragmante DNA icerenler olarak
degerlendirildi.
Ornekler, yaydiklari floresan 15131n1n rengine gore iki gruba ayrild:

e AO Negatif: Yesil floresan yayan spermler,

e AO Pozitif: Sari, turuncu, kirmizi floresan yayan spermler.

Son olarak, DNA fragmantasyon yiizdesi hesaplanarak veriler degerlendirildi.

Cat: 40039
Lot: 18A1119

Acridine 0
’I'

For Research Use 0%
Sekil 20. Acridine Orange toz boya

4.10 istatiksel Analiz

Degiskenlere iligkin tanimlayici istatistikler, ortalama, standart sapma, minimum ve
maksimum degerler ile birlikte rapor edildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu, Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak degerlendirildi.

Normal dagilim gdsteren bagimli gruplarin tekrarli dlgiimleri icin Tekrarli Olgiimler
I¢in Varyans Analizi (ANOVA) uyguland:. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p=0,05
olarak belirlendi ve p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde edilen durumlarda, gruplar arasindaki
farkliliklar1 belirlemek amaciyla post-hoc analizler gerceklestirildi. Tiim istatistiksel

hesaplamalar, IBM SPSS Statistics Version 22.0 yazilimi kullanilarak yapildi.
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5 BULGULAR

Bu calismaya, Ocak-Subat 2024 tarihleri arasinda Dicle Universitesi Hastanesi
Uroloji Klinigi’ne basvuran, 25-40 yas arasi, 40 goniillii erkek hasta dahil edildi.
Calisma kriterlerine uyan bu 40 normozoospermik hastanin semen analizleri
yapilarak; semen hacmi, sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi, hareketli sperm
yiizdesi, ileri hareketli sperm yiizdesi, hareketsiz sperm yiizdesi, normal morfoloji
gosteren sperm yiizdesi ve canlilik yiizdesi belirlendi. Yas ve semen analizine iliskin
tanimlayici veriler Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Yas, semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, toplam hareketli,

ileri hareketli ve hareketsiz sperm yiizdeleri ile vitalite ve morfoloji ytizdelerine iliskin
tamlayici veriler. Orneklem (n)=40; Anlamlilik degeri p<0,05.

Ortalama+ Standart sapma Minimum Maksimum

(Ort+£SD) (Min) (Max)
Yas (y1l) 32,98+3,86 26 40
Hacim (ml) 2,18+0,44 15 3,0
Konsantrasyon 43,59+38,29 17,5 147,0
(milyon/ml)
Total sperm sayisi 92,41490,78 41 348,0
(milyon/ml)
Total hareket (%0) 65,36+14,49 43,0 92,0
Tleri hareket (%) 57,01+16,85 31,0 88,0
Hareketsiz 31,27+15,08 8,0 59,0
(immotil) (%)
Vitalite (%) 76,5+11,53 57,0 96,0
Morfoloji (%) 12,21+5,32 40 28,0

5.1 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrasi Sperm Vitalitesi Uzerine Etkisi

Sperm vitalite (canlilik) tayini Eosin-Nigrosin uygulamasi ile yapildi. Her 6rnekte
200 sperm sayilarak ytizde oranlari belirlendi (Tablo 6)

Vitalite acisindan; sadece gradient uygulanmig dondurma 6ncesi grup (Taze semen)
ile dondurma sonrasi gruplarin (Kontrol, Zencefil) ortalamalari arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil gruplarinin
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ortalamasi Taze semen grubunun ortalamasindan g¢ok daha disiiktii (Sekil 21).
Dondurma sonrasi gruplar kiyaslandiginda ise Zencefil eklenmis grubun vitalitesinde

anlaml1 diizeyde bir artis oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 21).

Tablo 6. Sperm vitalite (canlilik) yiizdelerine iligskin tanimlayici veriler.

Oort+£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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Taze semen Kontrol Zencefil

Sekil 21. Sperm vitalite (canlilik) yiizdelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Spermler; Eozin-Nigrosin yontemi ile boyanip canlilik agisindan degerlendirildi. Olii
hiicreler kirmiziya boyanirken, canli hiicrelerin boyanmadigi goriildii. Canli ve 6lii

spermler x40 biiylitmede goriintiilendi (Sekil 22).
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Sekil 22. Eozin-Nigrosin ile boyanan preparatlarda 6lii ve canli spermler (x40).

5.2 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrasi Sperm Morfolojisi Uzerine Etkisi

Morfolojik degerlendirmeler Spermac boyama yontemi ile yapildi. WHO 2021

kriterlerine gore normal morfolojiye sahip sperm ylizdeleri, her 6rnekte 200 sperm

sayilarak hesaplandi (Tablo 7).

Morfoloji agisindan; sadece gradient uygulanmig dondurma oncesi grup (Taze
semen) ile dondurma sonrasi gruplarin (Kontrol, Zencefil) ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil

gruplarinin ortalamasi1 Taze semen grubunun ortalamasindan daha diistiktii (Sekil

23).

Dondurma sonrasi1 gruplar kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (p>0,05) (Sekil 23).

Tablo 7. Normal morfolojiye sahip sperm yiizdelerine iligskin tanimlayici veriler.

Ort+SD Min Max
Taze semen 20,64+5.61 33
Kontrol 10,243,8 18
Zencefil 12,7442 22
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Taze semen Kontrol Zencefil
Sekil 23. Normal morfolojiye sahip sperm yiizdelerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.
Spermler, Spermac yontemi ile boyanip, morfolojik ac¢idan degerlendirildi. Normal
ve anormal yapiya sahip spermler, immersiyon yagi ile x100 biiylitmede

gortintiilendi. Saptanan morfolojik anomalili spermlerin fotograflart ¢ekildi (Sekil
24,25).

b 7 \

| Globozoosperm \,
Terminal droplet Normozoosperm
-~ K -
l /—-* 1 —— \ / ’ Kirtk boyun
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Sitoplazmik droplet \
N o ' ) 10 pm
‘ - . .

Sekil 24. Normal ve anormal morfolopk yapidaki spermler (Spermac staln) (x100).

67



Sekil 25. Sperm bas, boyun ve kuyruk defektleri (Spermac Stain) (x100). A:Globozoosperm
B:igne basl sperm C:Terminal droplet D:Kisa kuyruk E:Sarmal kuyruk F:Biikiik boyun

5.3 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonras1 Sperm Motilitesi Uzerine EtKisi

Sperm motilitesi Makler sayma kamerasi ile faz kontrast mikroskobunda x20 objektif
altinda incelendi. Total hareketli sperm yiizdesi ile ileri hareketli sperm yiizdeleri
hesaplandi (Tablo 8).

Total hareket acisindan; sadece gradient uygulanmig dondurma 6ncesi grup (Taze
semen) ile dondurma sonrasi gruplarin (Kontrol, Zencefil) ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil
gruplarinin ortalamasi Taze semen grubunun ortalamasindan oldukea diisiiktii (Sekil
26).

Dondurma sonras1 gruplar kiyaslandiginda ise Zencefil eklenmis grubun total
hareketliliginde anlamli diizeyde bir artis oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 26).

Ileri hareket agisindan; sadece gradient uygulanmis dondurma oncesi grup (Taze
semen) ile dondurma sonrasi gruplarin (Kontrol, Zencefil) ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil
gruplarinin ortalamasi Taze semen grubunun ortalamasindan daha disiiktii (p<0,05)

(Sekil 26).
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Dondurma sonrasi gruplar kiyaslandiginda ise Zencefil eklenmis grubun ileri

hareketliliginde anlamli diizeyde bir artis oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 26).

Tablo 8. Sperm matilitesine iligskin tanimlayic1 veriler.

Total hareketli sperm (%)
Ort+£SD

ileri 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
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Sekil 26. Total hareketli sperm ve ileri hareketli sperm yiizdelerinin gruplar arasinda
karsilastirilmasi.

5.4 Zencefilin Kriyoprezervasyon Sonrasi Sperm DNA Fragmantasyonuna

Etkisi

Sperm DNA fragmantasyonu Acridine Orange testi ile degerlendirildi. Her preparatta

ortalama 200 sperm incelenip; yesil floresan veren spermler saglam DNA igerenler,

sari-turuncu-kirmizi floresan veren spermler ise fragmante DNA igerenler olarak

degerlendirildi (Sekil 27). Ornekler verdigi floresan rengine gore; AO Pozitif

(kirmuz1 -turuncu-sar1 floresan verenler), AO Negatif (yesil floresan verenler) olmak

tizere iki gruba ayrildi ve DNA fragmantasyon yiizdeleri ¢ikarildi (Tablo 9).
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Sekil 27. Sperm DNA Fragmantasyonu (AO boyama, floresan mikroskop) (x630). Kirmizi,
turuncu, sar1 floresan verenler--Fragmante DNA’l1 spermler. Yesil floresan verenler--Saglam
DNA’l1 spermler

Sperm DNA Fragmantasyonu agisindan; sadece gradient uygulanmig dondurma
oncesi grup (Taze semen) ile dondurma sonrasi gruplarin (Kontrol, Zencefil) Acridin
Orange ile yesil floresan veren saglam DNA’li (AO Negatif) sperm yiizdeleri
karsilagtirlldi. Taze semen grubu ile Kontrol ve Zencefil gruplarinin ortalamalart
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,05). Kontrol ve Zencefil
gruplarinin AO Negatif ortalamas1 Taze semen grubunun ortalamasindan ¢ok daha
diistikti (Sekil 28).

Dondurma sonrasi gruplar kiyaslandiginda ise Zencefil eklenmis grubun AO Negatif
sperm ortalamasi, Kontrol grubunun ortalamasindan daha yiiksekti (p<0,05) (Sekil
28).
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Tablo 9. Sperm DNA fragmantasyonuna iligkin tanimlayic1 veriler.

AO Negatif sperm (%) AO Pozitif sperm (%)
Ort+£SD Ort+SD
Taze semen 76,68+9,86 23,3249,77
Kontrol 45,67+12,52 54,33+12,49
Zencefil 64,48+10,47 35,52+10,53
90
80
70
60
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40
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10
0
Taze semen Kontrol Zencefil

M AO Negatif sperm  ® AO Pozitif sperm

Sekil 28. AO Negatif sperm ve AO Pozitif sperm yiizdelerinin gruplar arasinda
karsilastiriimasi.
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6 TARTISMA

Sperm hiicreleri, kriyoprezervasyon ve ¢ozme siiregleri boyunca sicaklik degisimleri,
buz kristali olusumu, ozmotik stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artis1 ve
kriyoprotektan toksisitesi gibi ¢esitli etkenlere maruz kalarak kriyohasara
ugramaktadir. Kriyoprezervasyon siirecinde karsilasilan en 6nemli sorunlardan biri
oksidatif strestir (167). Reaktif oksijen tiirleri, sperm hiicre zarma ve DNA
biitiinliigline zarar vererek, sperm hareketliliginde ve canliliginda azalmaya neden
olabilmektedir (168). Bu nedenle, sperm hiicrelerini oksidatif hasardan korumak
amactyla dondurma medyumlarina antioksidan eklenmesi giin gectikce daha fazla
ilgi ¢eken arastirmalarin  basinda gelmektedir. Bu c¢alismada da sperm
kriyoprezervasyonu sonrasi meydana gelen DNA hasarin1 degerlendirmek ve
Zencefil (Zingiber officinale) ekstraktinin potansiyel koruyucu etkilerini incelemek
amagclanmistir.

Literatiirdeki calismalar, kriyoprezervasyon isleminin sperm hiicreleri {izerinde
cesitli olumsuz etkiler yarattigim1 ortaya koymaktadir. Ozellikle sperm canliligy,
hareketliligi ve DNA biitiinliigiindeki kayiplar en dikkat geken etkiler arasindadir
(169-172). Kriyoprezervasyon sonrasi, ¢ozme isleminin ardindan sperm canlilik
oranlarinda %30-50’ye varan azalmalar oldugu belirtilmektedir (171,173-176).
Ayrica, farkli kriyoprotektan maddeler ve g¢esitli kriyoprezervasyon teknikleri
kullanilmasina ragmen, bugiine kadar yapilan ¢aligmalar ¢6zme iglemi sonrasi sperm
hareketliliginde %30 ila %75 oraninda azalma oldugunu géstermektedir (169-172).
Calismamizda elde edilen bulgular da benzer sekilde, dondurup ¢6zme sonrasi sperm
parametrelerinden vitalite ve motilite oranlarinda belirgin bir diisiis oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, zencefil ekstrakti eklenen grupta, sperm
parametrelerinde kayda deger iyilesmeler gozlemlenmistir.

Zencefilin antioksidan Ozellikleri iizerine yapilan arastirmalara bakildiginda, bu
bitkinin testis fonksiyonlar1 ve sperm sagligi {izerinde olumlu etkileri oldugu ortaya
konmustur. Amin ve Hamza (2006) tarafindan gerceklestirilen bir c¢alismada,
zencefilin erkek farelerde testikiiler antioksidan enzim aktivitesini artirdig1 ve sperm
hareketliligini iyilestirdigi belirtilmistir. Benzer sekilde, Morakinyo ve arkadaslari
(2008) tarafindan yapilan bir arastirmada, 28 giin boyunca giinlik 1000 mg/kg
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dozunda zencefil verilen farelerde, 14. giinden itibaren epididimal sperm
konsantrasyonu ve motilitesinde belirgin bir artis tespit edildigi rapor edilmistir
(177).

Zencefilin sperm hiicreleri tlizerindeki koruyucu etkisini degerlendiren Onceki
calismalar, bu bitkinin antioksidan &zellikleri sayesinde spermatogenez ve sperm
fonksiyonlar1 iizerinde destekleyici etkiler gosterebilecegini ortaya koymaktadir
(15,16). Zencefilin igeriginde bulunan gingerol, shogaol ve paradol gibi biyoaktif
bilesiklerin, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidatif hiicresel hasar1 azalttig1
bilinmektedir (178).

Calismamizda, kriyoprezervasyon sonrasi zencefil ekstrakti eklenen grupta sperm
canlilik ve hareketlilik oranlarinda anlaml bir iyilesmenin gbzlenmesi, bu bulgularla
paralellik gostermektedir.

Kriyoprezervasyonun sperm DNA’s1 tlizerindeki etkileri konusunda literatiirde hala
net bir fikir birligi bulunmamaktadir. Ancak, ¢alismamizda normozoospermik semen
orneklerinde, dondurma islemi 6ncesi ve ¢ézme sonrasinda Acridine Orange (AO)
yontemi kullanilarak yapilan degerlendirmelerde, DNA fragmantasyonunda anlamli
bir artigin oldugu gézlemlenmistir. Elde ettigimiz bulgular1 destekleyen arastirmalar
oldugu gibi (159,160), bazi caligmalar ise kriyoprezervasyonun sperm DNA
biitiinliigli tizerinde belirgin bir olumsuz etkiye neden olmadigini ileri siirmektedir
(161-163). Bu geliskili sonuglar, kullanilan semen hazirlama teknikleri, dondurma ve
¢ozme protokolleri, DNA biitiinliigiinii degerlendiren test yontemleri ve ¢aligmalarda
kullanilan semen Orneklerinin alindigr tiirlerdeki farkhiliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Bununla birlikte, kriyoprezervasyon sonrasinda anormal semen 6rneklerinde
DNA fragmantasyon oranlarinin normal orneklere kiyasla daha yiiksek oldugunu
bildiren aragtirmalar da mevcuttur (164—166). Ayrica, infertil bireylere ait semen
orneklerinde, fertil bireylere gore daha fazla fragmente DNA igeren sperm hiicresinin
bulundugu gosterilmistir (161,167,168). Bireyler arasindaki biyolojik farkliliklarin,
literatlirdeki farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
DNA hasarmin kriyoprezervasyon sonrast arttifini bildiren ¢aligsmalarin ¢ogu, bu
durumun oksidatif stres ile dogrudan baglantili oldugunu vurgulamaktadir (167,169).
Reaktif oksijen tirleri (ROT), DNA fragmantasyonu, baz modifikasyonlari,

delesyonlar ve diger molekiiler mekanizmalar araciligiyla hem niikleer hem de
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mitokondriyal DNA iizerinde hasara yol agabilmektedir (170). Ayrica, DNA
biitiinliiglinli bozan mekanizmalar arasinda yetersiz kromatin paketlenmesi ve
apoptoz da yer almaktadir (152,171,172). Tiim bu mekanizmalarin es zamanh
calisarak DNA hasarina neden olabilecegi one siirlilmektedir. Bununla birlikte,
ROT’nin kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptozu tetikleyerek DNA iizerinde ek
bozulmalara neden oldugu da bildirilmistir (167,173).

Oksidatif DNA hasarinin 6nemli biyobelirte¢lerinden biri olan 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) seviyelerinin, infertil erkeklerin spermatozoalarinda daha
yiksek  oldugu  saptanmistir.  8-OHdG  seviyelerindeki  artisin,  sperm
konsantrasyonunda, toplam sperm sayisinda ve hareketlilik oraninda azalmaya neden
olurken, ozellikle bas defektleri gibi morfolojik anormalliklerde artisa yol actig
belirlenmistir (174,175).

Buna ek olarak, oksidatif DNA hasarmin in vitro blastokist gelisim oranlarini da
olumsuz etkiledigi gosterilmistir (176,177). Literatiirdeki klinik veriler, sperm DNA
hasarinin, 6zellikle gebelik oranlari basta olmak {izere yardimci lireme teknikleri
(ART) ile elde edilen basar1 oranlarini diisiirdiigilinii ortaya koymaktadir (152,170).
Zencefilin sperm DNA biitiinliigii {izerindeki etkilerini inceleyen galigmalar sinirh
olmakla birlikte, Jalil Hosseini ve arkadaglarinin 2016 yilinda gergeklestirdigi bir
arastirma, zencefilin infertil erkeklerde sperm DNA fragmantasyon oranlarim
azaltmada etkili oldugunu gostermistir (179).

Caligmamizda da zencefil ekstrakti eklenen grupta DNA fragmantasyon oraninin
azaldig1 gozlemlenmistir. Bu bulgu, zencefilin i¢eriginde bulunan giiclii antioksidan
bilesiklerin, reaktif oksijen tlirevlerini nétralize ederek oksidatif DNA hasarimi
azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

Zencefil ekstraktinin sperm hiicreleri {izerindeki koruyucu etkisinin hangi
biyokimyasal mekanizmalar araciligtyla gerceklestigi tam olarak aydinlatilamamustir.
Ancak ilerleyen galismalarda, farkli dozajlar ve uygulama siireleri test edilerek,
zencefilin sperm mitokondriyal fonksiyonlar1 {iizerindeki potansiyel etkilerinin
detayli bir sekilde incelenmesi Onerilmektedir. Bu ¢aligmanin da yapilacak olan ileri

arastirmalara 151k tutacag diisiiniilmektedir.
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7 SONUC

Bu ¢alismada, sperm kriyoprezervasyonu siirecinde meydana gelen DNA hasarinin
onlenmesinde zencefil ekstraktinin potansiyel etkileri arastirilmistir. Bulgularimiz,
dondurma-¢ézme islemi sonrasinda sperm canliligi, hareketliligi ve DNA
biitiinliglinde kayiplar oldugunu dogrulamis, ancak zencefil ekstrakti eklenen grupta
bu parametrelerin iyilestigini gostermistir.

Zencefilin giiglii antioksidan 6zelligi hem spontan gebeliklerde hem de yardimci
tireme tekniklerinde (YUT) sperm kalitesini artiric1 bir bilesen olabilecegini ortaya
koymaktadir. Sperm DNA fragmantasyonunu azaltici etkisi, fertilizasyon ve embriyo
gelisimi agisindan 6nem tasimaktadir.

Sonug¢ olarak, calismamizda elde edilen veriler, zencefilin erkek fertilitesini
destekleyici  etkileri olabilecegini ve kriyoprezervasyon sonrasi  sperm
fonksiyonlarmin korunmasinda énemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir.
Gelecekte yapilacak daha kapsamli klinik ve deneysel ¢alismalar, zencefilin erkek
ireme saglig1 iizerindeki biyolojik mekanizmalarmin daha iyi anlasilmasini ve

yardimci lireme tedavilerine entegrasyonunu saglayabilir.
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