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1. GIRIS VE AMAC

Yillardir uygulanan Intrauterin Inseminasyon (IUI) ve Intrasitoplazmik Sperm
Enjeksiyonu (ICSI) yontemleri infertilite tedavisinde umut kaynagi olmustur.
Infertilite iireme cagindaki erkeklerin yaklasik olarak %8’ini etkileyen bir
problemdir. Erkek infertilitesine sebep olan parametreler arasinda sperm hiicrelerinin
say1 ve hareketliliklerinin yaninda morfolojik bozukluklari da ayr1 bir 6nem
tagimaktadir ve erkeklerde infertiliteye yol agan 6nemli sebeplerden biridir. Erkekte,
fertilizasyon potansiyellerinin gdstergelerinden biri semen analizidir. Diinya Saglik
Orgiitii’ne (WHO, 2010) gére yapilan standart semen analizleri spermlerin say1,
hareket ve morfoloji tetkiklerini kapsar. Ancak bir semen analizi sadece genis teshis
kategorileri saglamaya yardimci olur. Geleneksel semen analizinin yaninda bu
analizlerde yer almayan sperm DNA biitiinliik testleri ve antisperm antikorlarinin
degerlendirilmesi gibi spermatik anomalileri ve islevsel bozukluklari tanimlayan ek
testler de gelistirilmistir. Yardimc1 Ureme Teknikleri’nden IUI ve ICSI’de kullanilan
spermler, embriyoda hasarli DNA’nin olusmasina yol agabilir. Bu nedenle, hasar
gérmemis sperm hiicresi i¢in bir markir bulmak 6nemlidir ve bu durum ejakulat

sperminin hiicre 6liim mekanizmalarini1 anlamay1 gerektirir.

Oositi gevreleyen kumulus hiicreleri arasindaki ekstraselliiler matriksin temel
maddesinde bulunan hyaluronik asit (HA) fertilizasyonda matiir spermin oosite
ulagmasi siirecinde bir labirent sistemi olusturarak kumulus hiicrelerini birarada tutar.
Maturasyon defekti olan sperm hiicrelerinde HA baglanma bdlgeleri olugsmaz ve
spermler kumulus hiicrelerini ge¢ip zona pellusidaya baglanamadigindan hem
spontan koit hem de in-vitro tedavilerde fertilizasyon basarisizligina neden olurlar.
Hyaluronik asitin dogal fertilizasyon siirecinde fertilizasyon kapasitesi yiiksek sperm
seciciliginde rol oynadigi yoniinde iliskilendirilen mekanizmalar, yapilan

calismalarla kanitlanmastir.

Bu gerekgelere dayanarak yaptigimiz calismada semen parametrelerinden
konsantrasyon, hareketlilik ve morfolojiye gore apopitotik ve nekrotik sperm
hiicrelerini belirlemek ve olasi degisimlerini istatistiksel olarak degerlendirmek

amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi; skrotumla sarili bir ¢ift testis, i¢ ve dis genital duktuslar,
yardime1 bezler ve kopulasyon organi penisten olusur. I¢ genital duktus sistemini
olusturan epididimis, vaz deferens, ejekiilatuvar duktus ve erkek liretrasi disariya
sperm hiicrelerinin taginmasindan sorumludur. Yardimei bezler olan bir ¢ift seminal
vezikiil, tek prostat bezi ve iki bulboiiretral bezlerin (cowper bezleri) salgilar1 sperm
hiicrelerini besler ve semeni olusturur. Ayrica bu salginin kadin iireme sistemi i¢ine

taginmasinda rol oynar (Demir 2006).

Testisler, skrotum icinde yerlesmis yaklasik 4-4,5 cm boyutlarinda, 20-30 gr
agirliginda lireme organlaridir. Testisler, tunika albuginea adi verilen bag dokusu ile
cevrilidirler. Spermatogenezisin gerceklestigi bu organ septumlarla boliimlere
ayrilmistir. Bu boliimlerde seminifer tiibiiller bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller
serbest olan iki ucuyla rete testislere baglanirlar. Rete testisler, leydig hiicrelerinin
bulundugu intersitisiyel doku ile g¢evrelenmistir. Rete testisler bir araya gelerek
duktuli eferentleri olustururlar. Duktuli eferentler de epididimise agilirlar. Seminifer
tiibiilleri saran adventisya tabakasinin altinda bulunan bazal membranda sertoli
hiicreleri ve spermatogenik hiicreler bulunur. Sertoli hiicreleri spermatogenik
hiicrelerin korunmasi ve beslenmesini saglarken ayni zamanda kan-testis bariyerini
de meydana getirirler. Spermatogenezis, testiste seminifer tiibiillerde meydana gelir
ve spermatogonyumdan baslayarak olgun sperm hiicresi olusuncaya kadar
gerceklesen olaylar dizisinden (¢ogalma, biiylime, olgunlasma ve bagkalasim
evreleri) olusur. Spermatogenezin tamamlanmasi insanda ortalama 70-74 giin stirer

(Speroff ve Fritz 2011).
2.1.1. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonial hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler
sonucu hiicre farklilagmasi ile olgun sperm olusmasidir (Levy ve Seifer-Aknin 2001;
Liu ve ark 2004). Spermatogenez, siirecinde germ hiicreleri mayoz boliinme sonrasi
46 kromozomlu diploid halden 23 kromozomlu haploid hale gelirler ve yine 23

kromozom igeren haploid yumurta hiicresi ile birleserek 46 kromozomlu yeni bir
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bireyin olusmasina olanak saglarlar. Her asamada hiicreler spermatogonia,
spermatosit, spermatid gibi farkli isimler alirlar (Arslan 2008). Spermatogenez siireci
tic boliime ayrilir. Her evrenin kendine has 6zellikleri ve sorumluluklari vardir

(Junqueira ve ark 1998).
1) Spermatositogenez
2) Mayoz
3) Spermiyogenez
2.1.1.1. Spermatositogenez

Primordial germ hiicreleri embriyonik hayatta yolk kesesinde allantois
yakininda bulunan endodermal hiicrelerden koken alirlar. Intrauterin hayatin 5.
haftasindan itibaren genital kabartiya dogru go¢ ederler. Farklilasmamis gonadlar Y
kromozom varliinda testislere doniisgiir. Seminifer kordlarin olusumundan sonra bu
hiicreler gonadosit admi alirlar ve seminifer tiibiiliin bazal kismina yerleserek
spermatogonyum adini alirlar. Puberteye yakin spermatogonyumlarda mitotik
aktivite artar ve her bir testiste yaklagik 600 milyon spermatogonia bulunur (Sharma

ve ark 2001).

Seminifer tiibiil bazal membran iizerinde oturan spermatogonyumlar, kiiciik
diploid germ hiicreleridir, puberteye kadar boliinmezler. Spermatositogenez
pubertede baslar, spermatogonyumlar mitoz boliinmeyle cogalarak, yerlerine yeni
gelecek spermatogonyumlart ve sonunda primer spermatositleri olusturur.
Spermatogonyumlar 11k mikroskobik incelemede c¢ekirdeklerinin belirgin koyu
goriiniimleriyle aymwrt edilir. Insan spermatogonyumlar1 rutin histolojik

preparatlardaki goriiniimleri temel alinarak {i¢ tipe ayrilmistir:

1) Koyu Tip A Spermatogonyumlar: Seminifer epitelin kok ya da rezerv
hiicreleri olarak degerlendirilirler. Diizensiz araliklarla boliinerek, hem yeni koyu Tip

A spermatogonyumlari, hem de agik Tip A hiicreleri meydana getirirler.



2) Acik Tip A Spermatogonyumlar: Koyu Tip A hiicrelerle aym 6zelliklere
sahiptirler. Testosteronun etkisiyle mitoz boliinmeyle ¢ogalirlar ve yeni agik Tip A

hiicreleri ve Tip B hiicreleri meydana getirirler.

3) Tip B Spermatogonyumlar: Ag¢ik Tip A spermatogonyumlara benzerler,
mitozla boliinerek primer spermatositleri meydana getirirler. Bir koyu Tip A
spermatogonyumun boliinmesi ile olusan yeni hiicreler ince sitoplazmik kopriilerle
birbirlerine bagl olarak kalirlar, ¢ekirdekleri tam olarak boliinse de, sitoplazmalari
tam anlamiyla ayrilmaz. Bu ylizden meydana gelen hiicreler, inci dizileri gibi
birbirine baghdirlar. Bu sitoplazmik baglantilar, spermatid olgunlagsmasinin son
donemlerine kadar devam eder ve bir orjinal koyu Tip A hiicreden her bir
kopyalamanin senkronize gelisimi ve hiicrelerin birbirleriyle iletisimi i¢in yasamsal
Onem tasir. Ayrica bu kopriilerin hiicreler arasinda RNA ve protein degisimini

kolaylastirdigi da diistiniilmektedir (Aras 2009).
2.1.1.2. Mayoz

Tip-B spermatogonia mayotik profazin basladigini gosteren iki adet preleptoten
spermatosite mitoz boliinmeyle farklanir. Bu hiicreler bazal membrana yakin
dururlar, fakat leptoten ve zigoten spermatositler kan-testis bariyerinden hareket
ederek liimene dogru tasmirlar. Preleptoten, leptoten, zigoten spermatositler
seminifer tiibiiliin  6zglin evrelerinde yer alirlar ve rutin mikroskopla
tanimlanabilirler. Mayoz boliinme, spermatogenezin uzun bir dénemidir. Seminifer

tiibtildeki germ hiicre boliinmeleri 12 evrede meydana gelen ti¢ boliimde incelenir:
1) Mayoz I, 4n hiicrelerin boliinmesi,

2) Birincil spermatositlerden daha biiyilkk olan ikincil spermatositlerin

diizenlenmesi (2n),

3) Mayoz II, 2n ikincil spermatositlerin haploid (n) yuvarlak spermatidlere

boliinmesi (Junqueira ve ark 1998).
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2.1.1.3. Spermiyogenez

Spermatidler 8um c¢apinda, kii¢iik yuvarlak haploid hiicrelerdir. Tek bir acik
Tip A spermatogonyumdan meydana gelen biitiin spermatidler, hiicreler arasi
kopriilerle birbirlerine baglhidir. Bir spermatid olustuktan sonra, bir daha boéliinme
olmaz. Haploid spermatidler, olgun spermiyumu meydana getirecek olan ve
spermiyogenez olarak adlandirilan bir farklanma siirecine girerler. Insanlarda bu

asama yaklagik 16-22 giin siirer. Spermatidlerin farklilasmasi 4 evreyi igermektedir;
a) Golgi Evresi:

Spermatidin graniillii endoplazmik retikulumunda olusan hidrolitik enzimler,
Golgi komplekslerinde modifiye olur ve kiigiik pre-akrozomal graniiller olarak
paketlenir. Glikoproteinden zengin olan bu graniiller birbirleriyle birleserek
akrozomal vezikiilii olustururlar. Cekirdek membran ile iliskili olan bu vezikiiliin
yerlesimi, gelisen sperm hiicresinin 6n kutbunu belirler. Ayn1 zamanda sentrioller
jukstantikleer bolgeden akrozomal vezikiiliin zit kutbuna, yani spermatidin posterior
kutbuna go¢ ederler. Sentriyollerin biri, sperm kuyrugunun aksonemini olusturan 9
periferik ve 2 sentral mikrotiibiil olusumunu baslatirken, digeri niikleus ile kuyrugu

birlestiren baglant1 parcasint meydana getirir.



b) Cap (Kep-Sapka) Evresi:

Bu asamada boyutu biiyliyen akrozomal vezikiil, ¢cekirdegin 6n yarisi iizerine
dogru yayilarak akrozomal kep adimi alir. Akrozomal kep, altindaki niikleer
membranla kismen iliskilidir, bu bolgedeki membran normalde varolan niikleer

porlarin1 kaybeder ve kalinlagir.
¢) Akrozomal Evre:

Bu asamada spermatid morfolojisinde bir¢ok degisiklik meydana gelir.
Cekirdek ve tizerindeki akrozom, iistteki plazma membraninin hemen altina dogru
hareket ederken, sitoplazma posterior tarafa dogru yer degistirir. Sitoplazmadaki
hiicre iskeleti elemani olan mikrotiibiiller, manset adi verilen silindirik bir yap1
olustururlar. Gelisen kuyrugu saran plazma membrani arkaya dogru hareket ettik¢e
manget kaybolur. Mitokondriler sitoplazmanin arka kismina dogru hareket ederek
heliks seklinde fibrilleri sarar. Sperm hiicresinin hareketi i¢in gereken enerjinin
saglanmasinda mitokondriler anahtar rol oynar. Bu bolge sperm kuyrugunun orta
pargasidir. Mitokondrial kilifin olusumu sirasinda, niikleusla birlikte spermin
baglant1 parcasint meydana getirecek olan sentriolden, aksonemin etrafinda yerlesen
dokuz adet dis koyu kilif meydana gelir. Bu bolge sperm kuyrugunun orta parcgasidir.
Orta parcanin distalinde, iki longitudinal piramit ve ¢ok sayida baglanti1 biriminden
olusan fibréz bir kilif, esas parcanin 9 longitudinal fibrilini sarar ve hemen hemen
kuyrugun sonuna kadar uzanarak esas parcayr olusturur. Fibroz kilifin distalinde

kalan kisa kuyruk pargasi ise son parca adini alir.
d) Olgunlasma Evresi:

Spermatid sekillenmesinin bu son asamasi, fazla sitoplazmayr azaltmaya
yonelik bir iglemdir. Sertoli hiicreleri, artik cisim olarak adlandirilan bu fazla
sitoplazmay1 fagosite eder. Yeni olusan bu sperm hiicresi hareketsizdir ve heniiz
fertilize etme yetenegine sahip degildir. Spermiasyondan sonra sperm hiicresi 2-4
haftalik bir evreden gecerek epididimise ulasir. Bu siire icinde sperm daha ileri
olgunlasmaya ugrar, hareketlilik kazanir ve sitoplazmasinin tamamini kaybeder.
Sperm hiicresi epididimise peritiibiiler myoid hiicreler ve testis kapsiiliiniin kasilmasi

ile saglanan seminal sivi akintisi tarafindan tasiir. Epididim 6zgiillesmis epitel
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hiicreleri ile kaplidir ve kasilabilen kas hiicreleri ile sarmalanmistir. Androjen
bagimli olarak gelisen ve fonksiyon gdsteren epididimis boyunca sivi osmolaritesi,
elektrolitler ve bir¢ok kiiciik molekiiliin konsantrasyonlarinda degisiklik olur.
Epididimal ve seminifer tiiblil sivilar1 tarafindan saglanan proteinler spermin
zarlarina baglanir ve hareketlilik ve dollenme becerilerini arttirir. Epididimisin ilk
boliimiinde spermatozoanin hareket kabiliyeti yoktur. Ancak epididimise geldikten
18-24 saat sonra hareket yetenegini kazanmaktadir (Junqueira ve Carneiro 1998;

Aras 2009).
2.1.2. Spermatogenezin Hormonal Regiilasyonu

Spermatogenezin gerceklesmesinde FSH (Follikiil Stimulan Hormon), LH
(Luteinizan Hormon), testosteron ve androjen tasiyici proteinlerin dnemli rolii vardir.
Spermatogenezin baslatilmasi ve devamliligi i¢in en 6nemli hormon testosterondur.
Pubertede, hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan LH, testisin intersitisyel
dokusunda bulunan leydig hiicrelerini uyararak testosteronun salgilanmasina neden
olur. Seminifer tiibiillere gelen testosteronun androjen tasiyici protein ile olusturdugu
kompleks, spermatogoniumlari etkileyerek cogalmayi baslatir. Testisteki yiiksek
testosteron seviyesi sperm lretiminin devamlilifini saglamaktadir. Hipofiz bezinin
on lobundan salgilanan FSH, seminifer tiibiillerde sertoli hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
bu hiicrelerde androjen tastyici proteinlerin sentezlenmesini saglar. LH ve testosteron
ise siirekliligi i¢in gereklidir. Spermatogenezin baslamasindan 72 giin sonra spermler
kaudal epididimise ulagirlar. Immotil olan ve fertilizasyon kapasitesi diisiik spermler
epididimis igerisinde gelisimini tamamlayip hareket kabiliyeti kazanirlar. Bu sirada
optimal fonksiyonlar i¢in yeterli diizeyde testosteronun yanisira diisiik 1s1ya ihtiyag

vardir (Speroff ve Fritz 2011).
2.1.3. Sperm Hiicresinin Yapisi

Insan sperm hiicresi ortalama 60 pm uzunluktadir. Bas, boyun, orta parca ve
kuyruktan olusur. Oval ve yassi olan bas bdlgesi; 4,5 x 3 um boyutundadir. Basin
biiylik kismini niikleus kaplar. Basin 2/3 6n kismu akrozom denen bir kilif ile
ortiiliddiir. Akrozomun dis ve i¢ olmak iizere iki tabakasi vardir. I¢ akrozomal
membran niikleusa sikica tutunurken dis akrozomal membran da plazma membrani

yanindadir. Sperm ovuma yaklastiginda plazma membrani ile dis akrozom kilifi
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birlesir ve acilarak enzimlerini salar. Bu enzimler ovumun etrafindaki hiicre
tabakalarini ve zarlar eritir. Kumulusu eriten hyaluronidaz, korona radiatay: eriten
korona penetrasyon enzimi ve zona pellusiday1 eriten ise akrozin enzimidir. Sperm
bast ovum sitoplazmasi igine girdikten sonra zonadaki agikligin tekrar onarilmasi
icin gerekli noraminidaz enzimi de akrozomdan salgilanir (Aras 2009; Speroff ve
Fritz 2011). Kuyrugun icinde ise aksonem bulunur. Aksonem, orta ve esas parcalarda
dis yogun fibriller denen hiicre iskeleti organelleri ile kusatilmistir. Orta parcada
mitokondriler, en aktif kisim olan esas pargada ise fibroz kilif bulunur. Fibréz kilif
esas parcanin basladig1r yerde baslar ve son parcada kesilir. Son parga ise fibroz

kilifin sonlandig1 yerde baslar (Junqueira ve Carneiro 1998; Arslan 2008).
Sperm kuyrugu 4 parcadan olusur (Resim 2.2);

1) Sperm baglant1 pargasi

2) Orta bolim

3) Esas parca

4) Son parga

1. Sperm Baglant1 Parcasi (Boyun): Uzunlugu yaklasik 0,3 pm olup, yapisinda

segmentli kolonlardan olusan baglanti pargasi ve proksimal sentriol bulunur.

2. Orta Boliim: Cap1 yaklasik 1 pm ve uzunlugu 7 um’dir. Yapisinda aksonem,

aksonemi gevreleyen kalin dis fibriller ve mitokondrial tabaka yer alir.

3. Esas Parca: Cap1 yaklasik 0,5 pm ve uzunlugu 40 pm’dir. Yapisinda
aksonem, aksonemi g¢evreleyen kalin dis fibriller, fibroz tabaka ve plazma membrani

bulunur.

4. Son Parga: Kuyrugun son kismina 5-7 um kala kalin fibriller ve fibroz

tabaka kaybolur (Kuyucu 2006).

Spermin bas kisminda bulunan akrozom, fertilizasyon i¢in gerekli enzimleri
icermektedir. Orta parcada yer alan mitokondri, spermin hareketliligi i¢in gerekli

enerjiyi saglamaktadir. Kuyruk yapisinda yer alan aksonem hareketliligin
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saglanmasinda dnemlidir. Sonug¢ olarak sperm hiicresi oosit hiicresini fertilize edip,

genetik materyalini oosite aktarmak i¢in 6zellesmistir (Ok 2005).

Ejekiilasyondan sonra semen, jel halindeyken prostattan salinan enzimlerin
etkisiyle 20-30 dakika i¢inde likefiye olur. Semenin alkali pH’s1 spermleri bir siire
i¢cin vajinanin asit ortamindan korur. Spermler servikal mukusa vardiklarinda kii¢iik
gozeneklerden aktif itme hareketi ile gegerler. Spermde motilite bozuklugu ya da bas
anomalisi varsa bu engelden gecemeyeceklerdir. Uterus kontraksiyonlari ile yukari
dogru itilen spermler fallop tiiplerine gelerek oositle etkilesime gegerler. Koitus
sonras1 spermlerin 80 saat kadar fallop tiiplerinde bulundugu gosterilmistir (Speroff

ve Fritz 2011).
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Resim 2.2. Insan Spermatozoa (http://commons.wikimedia.org 05.11.2014).

2.1.4. Sperm Hiicresinin Kapasitasyonu

Spermin oositi dolleyebilmesi i¢in kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunun
olugmasi gerekir. Kadin genital sistemine gelen sperm hiicreleri dncesinde ddlleme
yetenegine sahip degillerdir. Spermler dolleme yeteneklerini, kadin genital kanalinda
ilerlerken kazanirlar. Bu olaya kapasitasyon denir. Kapasitasyon esnasinda ozellikle
uterus ve fallop tiiplerinde bulunan salgilarin etkisiyle akrozom bolgesini orten hiicre
membrant lizerindeki glikoproteinler ve seminal plazma proteinleri tamamen
uzaklastirilir. Sperm oosite yaklastiginda ya da follikiiler sivi ile muamele
edildiginde daha ileri degisimler ortaya cikar. Kapasitasyon islemi digi genital
kanalda ger¢eklesmesine ragmen in-vitro sartlarda medyumlarda da kisa bir
inkiibasyon siiresi sonrasinda kapasitasyon saglanabilir. Kapasitasyondan sonra

akrozom reaksiyonu baglar.



2.1.5. Akrozom Reaksiyonu

Sperm hiicreleri kapasitasyonlari tamamlandiktan sonra hiicre membranlarinda
bulunan yiizey reseptorleri ile ampullada bulunan sekonder oositi yakalarlar.
Sekonder oositin zona pellusidasinda, spermlerin yiizey reseptorleri i¢cin baglanma
bolgeleri bulunur. Spermlerin bu bolgelere baglanmasiyla Ca™ iyonlarinin sperm
hiicrelerine alinmasi hizlanir ve akrozom reaksiyonu baslar. Akrozom reaksiyonunda
plazma membrani ve dis akrozom membrani erir. Akrozomun dig membrani, spermin
hiicre membrani ile kaynagir. Bu olay sperm nukleusunu bir baslik gibi saran yap1
icindeki enzimlerin salinimina sebep olur. Eriyerek acilan bu bolgelerden, akrozom
enzimleri (hyaluronidaz, akrozin, proteaz, glukuronidaz, noroaminidaz benzeri
faktor, kumulus penetrasyon enzimi) disar1 ¢ikar. Bu bolgelerdeki hiicre zar1 ve
akrozomun dis zar1 tamamen erir, geriye sadece i¢ akrozom zar1 kalir. Bu olaya

akrozom reaksiyonu adi verilir (Speroff ve Fritz 2011).
2.2. Semen Analizi

Semen analizi; erkek tireme saglig ile ilgili cok dnemli klinik bilgiler sunan bir
laboratuvar testidir. Erkek genital sistemi ile ilgili tanisal degerin bulunmasinin
yaninda, 6zellikle fertilite sorunu yasayan erkeklerde en dnemli ve temel test olmasi
ozelligini korumaktadir. Yardimer iireme tekniklerindeki (YUT) gelismelere paralel
olarak 20. yiizyilin son ¢eyreginde infertilite alanindaki ¢alismalar hizla artmis ve
semen Ozellikleri ile ilgili tiim diinyadan veriler toplanabilmistir. Diinya saglik
Orgiitii (World Health Organization, WHO) semen analizinde standardizasyonun
saglanabilmesi icin ilk kez 1980 yilinda ve daha sonra da 1987, 1992 ve 2002
yillarinda “Insan semeni ve insan semeni servikal mukus etkilesimlerinin
incelenmesi igin laboratuvar el kitabini yaymlamstir. Ancak son yillarda YUT ve
androloji biliminde yasanan hizli gelismeler ve laboratuvarlarda standardizasyona
verilen 6nem artis1 nedeniyle WHO; 2010 yilinda yeni kanitlar ve veriler 1s181nda,
yeniden bir degerlendirme yaparak besinci baskiyr (Laboratory Manual for The
Examination and Processing of Human Semen) ¢ikarmistir. 2002 kriterleri ile 2010
kriterleri kiyaslandiginda ozellikle mikroskobik inceleme sonuglarinda farliliklar
gbze ¢arpmaktadir. Bu el kitabindaki referans degerler 8 iilkeden, son 12 ayda ya da
daha kisa siirede esi gebe kalan fertil erkeklerden, 2-7 giinliikk perhizle, dnceki el

kitabina uygun kriterler uygulanarak elde edilmistir. Bir semen analizi kisinin semen
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kalitesini degerlendirmek icin yeterli degildir. Bu nedenle temel verileri elde

edebilmek i¢in iki veya {li¢ 6rnegin incelenmesi gerekmektedir.

Spermiogramin makroskobik ve mikroskobik olarak standartlara uygun

degerlendirilebilmesi i¢in zamana bagl takip edilmesi gereken basamaklar sunlardir:

Ik 5 dakika: Mastiirbasyon ile laboratuvara yakin bir odada, standartlara uygun
temiz ve kapakli bir kaba alinan sperm orneginin likefiye olmasi igin inkiibator

(37°C) veya 1s1tilmus ylizeye yerlestirilmesi.

30-60 dakika arasi: Semen goriiniimiiniin, viskositesinin, hacminin, pH’sinin,
likefaksiyon siiresinin degerlendirilmesi ve sayi, canlilik, hareket, morfolojik
ozellikler ve gerekli ise immiinolojik degerlendirme i¢in mikroskobik incelemenin

yapilmasi.

3-4 saat arasi: Gerekliyse Ornegin mikrobiyoloji ve/veya biyokimya
laboratuvarlarina gonderilmesi ve morfolojik degerlendirmenin tamamlanmasi

(Ozg¢mar 2014; Tapisiz ve ark 2012; Katie ve ark 2012).

Spermiyogram tetkiki 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi yapilmalidir. Bunun
yanisira 10 giinii asan cinsel perhiz motiliteyi degistirmektedir. Ayrica dogru sonuca
ulagmak icin 1-2 ay aralarla en az 3 defa tekrarlamak gereklidir. Analiz sonuglari

birbirine %20 yakinlikta ise ilave 6rneklere gerek yoktur.
2.2.1. Semenin Genel Ozellikleri

Semen sivisi; sperm hiicreleri disinda prostat, epididimis, seminal vezikiil, vas
deferens, cowper ve iretral bezlerden gelen cesitli oranlardaki salgilardan
olusmaktadir. Seminal vezikiill semen hacminin %60’mn1 igerir. Seminal sivi
spermlerin temel besini olan fruktozu igerdigi gibi semenin koagiilasyonunu saglayan
cesitli maddeleri de bulundurur. Prostat salgist semen hacminin %20’sini olusturur.
Hafif asit ozelligi olup sitrik asit igerir. Asit fosfataz ve proteolitik enzimler
acisindan da zengindir. Proteolitik enzimler koagiile semenin sivilagsmasini saglar

(Kayike1 ve ark 2002).
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2.2.1.1. Makroskobik Inceleme
a) Likefaksiyon (Sivilagma Siiresi):

Ornek alinmasini takiben genellikle ilk 15 dakikada goriiliir ancak 60 dakikaya
kadar uzayabilir. Nadiren sivilasma olmayabilir, mekanik veya enzimatik ¢ozme

gerekebilir.
b) Viskozite:

Likefaksiyondan sonra genis agizli bir pipet ile 6rnek; yercekimi etkisiyle
damlamaya birakilir, pipet ile damla arasindaki mesafe 2 cm’yi ge¢gmemelidir,

geemesi durumunda artmis viskosite sdz konusudur.
c¢) Renk ve Koku:

Gorlinlimii mat beyaz renktedir. Ancak perhiz siiresi uzun olursa renk
degiserek sarimsi hal alabilir. Kendine 6zgii kokusu perhiz siiresine ve enfeksiyon
varligina bagl olarak degisebilir. Koku 6zelliginin prostat salgilarindan kaynaklanan

sperm oksidasyonu sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
e) Hacim:

Kabin tartilmasi ideal olmakla birlikte, olgiili silindirler veya pipetler ile de
hacim ol¢iilebilmektedir. Semen hacmi i¢in en diisiik referans degeri 1,5 ml’dir
(Tablo 1). Semen hacmindeki anormal degerler, onemli klinik patolojilere isaret
edebildigi i¢in Ornegin tamaminin alinmis olmasi 6nemlidir. Hasta o6zellikle bu

konuda bilgilendirilmelidir (Kayike1 ve ark 2002; Ozginar 2014).
f) Semen pH’s1:

Ornek iyice karistirildiktan sonra bir damla semen pH kagidi iizerine konur ve
30 sn icindeki renk degisimi kalibrasyon ¢ubugu ile karsilagtirilir. Normal bir 6rnek

icin alt referans degeri 7,2 dir.
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2.2.1.2. Mikroskobik inceleme

Makroskobik incelemeyi takiben, faz-kontrast mikroskobu ile gelistirilmis
Neubauer hemositometresi veya 6zellikle YUT merkezlerinde oldugu gibi Makler
sayim kamarasi kullanilarak sperm konsantrasyonu, motilite 6zellikleri, sperm dis1
hiicreler, agregasyon veya agliitinasyon varligi ac¢isindan ilk mikroskobik
degerlendirme yapilir. Morfolojik inceleme i¢in boyama islemi yapilmak iizere temiz

bir lam iizerine ince yayma seklinde sperm yayilip kurumaya birakilir.

Makler kamarasi ile saymm: ikili optik cam sistemi esasina gore x20 objektifli
mikroskopta kullamlir. Kamara derinligi 10 pm’dir. Ust camn iizerinde 0,1x0,1
mm’lik 100 kareden olusan bir 1zgara ile direkt olarak hareketli spermler fikse
edilmeden sayilir. Izgara iizerinde 10 adet karede sayilan sperm sayist milyon olarak
ml basina diisen sperm sayisini verir. Aynt sayim 4 kez 10 farkli karede tekrarlanir,

daha sonra ortalamasi alinir.
a) Sperm Agregasyonu

Hareketsiz spermlerin birbirleri ile ortamdaki mukus iplikleri gibi debris

materyali ile veya sperm dis1 hiicreler ile yapismasi sonucu gozlenebilir.
b) Sperm Agliitinasyonu

Hareketli spermlerin birbirine bas-bas, kuyruk-kuyruk veya karisik olarak
yapigarak birarada bulunmasidir. Grade 1 (izole): Agliitinasyon basina ayrilmus
sperm <10 spermatozoa, spermlerin ¢ogu serbesttir. Grade 2 (Orta): Agliitinasyon
basia 10-50 sperm goriiliir. Grade 3 (Genis): Agliitinasyon basina >50 spermatozoa,
bazi spermatozoalar serbest. Grade 4 (Biitlin): Biitiin spermatozoalar agliitine

olmustur ve baglantilar aras1 agliitinasyon goriiliir.
¢) Sperm Konsantrasyonu

Makler sayim kamarasi ile sayim yapildiginda 10 tane orta boy karedeki
toplam sperm sayis1 milyon/ml olarak kaydedilir. Normal bir semende alt referans

degeri 15x10%/ml’dir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1: Semen Analizi i¢in Normal Referans Degerler

PARAMETRELER 2010 DUNYA SAGLIK
ORGUTU
Semen Hacmi 1.5

Total Sperm Sayisi (10%/ejekiilat) | 39 (33-46)

Sperm Sayisy/ml (10%/ml) 15 (12-16)
Total Motilite (%) 40 (38-42)
Progresif Hareketli (%) 32 (31-34)
Canlilik (Vitalite) Testi (%) 58 (55-63)

Normal Morfolojide Sperm (%) 4 (3.0-4.0)

pH >7.2

Peroxidaz Pozitif Lokosit (10%ml) | <1

d) Total Sperm Sayisi

Tiim ejekiilattaki toplam sperm sayisidir ve alt referans degeri 39x10%/ml’dir.
Sperm konsantrasyonunun total hacim ile ¢arpimindan elde edilir. Ilk mikroskobik
incelemede sperm hiicresi goriilmemis ise tiim ejekiilat 3000g ile 15 dakika santrifiij
edilerek dip kisimdan (pellet) damlalar yapilarak lam-lamel arasi incelenir, sperm
hiicresi goriiliirse (kriptozoospermi), toplam say1, motilite karakteri ve belirgin bir
morfolojik 6zelligi varsa kaydedilir. Tim pellette sperm hiicresi goriilememisse

azospermi raporu diizenlenir (Tapisiz ve ark 2012; Ozginar 2014).
e) Sperm Hareketi (Motilite)

Ik 30 dakikada, oda 1sisinda veya 37°C’de Faz-kontrast mikroskobu ile
genellikle x200 biiylitmede birden fazla 6rnek damlasi ile hareketlilik degerlendirilir.
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Spermler progresif hareketli, nonprogresif hareketli ve hareketsiz seklinde
siiflandirilir. Progresif hareket eden sperm hiicresi dogrusal ya da genis bir dairesel
diizlemde hizdan bagimsiz olarak ilerleyici bir sekilde hareket etmektedir.
Nonprogresif hareket eden sperm hiicresi ilerleyici hareket etmeyip kiigiik dairesel
veya yerinde hareket etmektedir. Sperm hiicresinde hi¢ hareket gozlenmiyorsa
hareketsiz olarak siniflandirilir. Total hareketlilik i¢cin en diisiik referans deger %40,

progresif hareket i¢in ise %32’dir.
f) Sperm Canlilig1 (Viabilite)

Sperm hiicre membrani biitiinliigiiniin degerlendirilmesi esasina dayanir ve
progresif hareketli sperm hiicresi oran1 < %40 oldugu durumlarda sperm canlilik
testleri 6zellikle 6nem kazanir. Eozin-nigrosin veya Eosin-Y testinde membran
biitiinliigli hasarlanmis spermler boyay1 alirlar ve boyanmis olarak goézlenirler,
hipoozmotik sisme testinde ise membran biitiinliigli olan spermler hipoozmolar siviy1
hiicre icine alarak siserler ve kuyruklar1 kivrik izlenir. Sperm canliligi i¢in en az 200

sperm hiicresi sayilmalidir. Sperm canlilig1 testleri en diisiik referans degeri %58 dir.
g) Sperm Dis1 Hiicreler

Ejekiilatta genitoiiriner sisteme ait epitel hiicreleri, immatiir germinal hiicreler
ve lokosit hiicreleri de gozlenebilir. Normal ejekiilatta yuvarlak hiicre ve lokosit
sayisinin < 1x10%/ml olmas1 gerekir. Lokosit disindaki hiicrelerde artis saptanirsa
16kosit peroksidaz testi veya lokosit belirtegleri ¢alisilmali, 16kosit olup olmadiklar

tanimlanmalidir.
h) Sperm Morfolojisi

Insan sperminde morfolojik olarak degiskenlik gozlenebilmesine ragmen,
postkoital mukus i¢i spermlerin ve zona pellusida yiizeyinden elde edilen spermlerin
morfolojik o6zellikleri incelendiginde normal bir spermin morfolojik kriterleri
tanimlanabilmistir (Tablo 2.2). Semen smear preparatt havada kuruduktan sonra
sperm boyalar1 (Papanicolaou, Shorr ve Diff-Quick) ile boyama yapilir, immersiyon
yag1 kullanilarak 10x100 biiyiitmede en az 200 sperm hiicresi incelenerek bas, orta

kisim-boyun, kuyruk ve normal morfolojideki spermlerin yiizdesi hesaplanir. Normal
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morfolojik 6zelliklere sahip sperm igin en diisiik referans deger %4 tiir (Ozginar

2014).

Tablo 2.2: Normal Sperm Morfolojik Degerler

PARAMETRELER 2010 DUNYA SAGLIK ORGUTU
Bas
Genislik 2.8 um
Uzunluk 4.1 pym
Boy/En 1.5 pm
Akrozomal Bolge Basin %40-70’ini kaplamalidir.

Boyun ve Orta Parga

Genislik 0.6 um

Uzunluk 4.0 um

Sitoplazmik Artiklar < Normal bag alan1 1/3’1i.
Kuyruk

Uzunluk 45 um

Genislik <orta parga

2.3. Erkek Infertilitesine Bakis

Infertilite, ¢iftlerin bir yil siire ile korunmasiz olarak cinsel iliskiye girmesine
ragmen ¢ocuk sahibi olunamamasi durumu olarak tanimlanmaktadir. Bu durumdaki
ciftlerde ilk olarak infertilitenin nedenini arastirmaya yonelik bir takim aragtirmalar
yapilir. Bu aragtirmalar jinekolojik, endokrinolojik, tirolojik, anatomik, genetik ve

psikolojik incelemeleri igerir. Infertil ciftlerin %50’sinde kadin, %40’mda erkek
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sorumludur. Infertilitenin nedeninin tam olarak anlasilamadigi durum olan
aciklanamayan infertilite durumu ise toplam infertilite vakalarmmin %10 unu
kapsamaktadir. infertilite tanis1 koyulduktan sonra ciftin, dzellikle yasi, infertilite
nedeni, infertilite siiresi, daha dnceden uygulanan tedaviler ve gebelik Oykiisii gibi
bircok faktor degerlendirilerek uygulanacak tedavi yontemine karar verilir. Bu

tekniklerin tiimiine Yardimec1 iireme teknikleri (YUT) ad: verilir (Gardner 2006).

Infertilite iireme c¢agindaki erkeklerin yaklasik olarak %8’ini etkileyen bir
problemdir (Lipovac ve ark 2014). Infertil bir erkegin degerlendirilmesi icin
kapsamli bir 6ykii, fizik muayene ve semen analizi gereklidir. Semen analizi, temel
bir laboratuvar degerlendirmesidir ve hastanin germinatif yapisi, epididimis ve
aksesuar bezlerin fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli bilgiler verir. Ejakiilat semeni
sperm yoklugundan sperm parametrelerindeki ciddi degisikliklere kadar sperm
parametreleri hakkinda 6nemli bilgiler verir. Geleneksel semen analizinin yaninda bu
analizlerde yer almayan spermatik anomalileri ve islevsel bozukluklar1 tanimlayan ek
testler de gelistirilmistir. Sperm DNA biitiinliik testleri ve antisperm antikorlarinin
degerlendirilmesi gibi. DNA biitlinliigliniin seviyesi erkek fertilite potansiyeli ile

iligkilidir (Esteves ve Schneider 2011).

Louis Brown’un 1978 yilinda in-vitro fertilizasyon (IVF) yontemiyle diinyaya
gelmesi infertilite tedavisinde atilan devrim niteligindeki adimlardan biri olmustur.
IVF uygulamalarinda, anormal parametrelere sahip semen Ornekleri kullanildiginda
fertilizasyon basaris1 diismektedir. In-vivo ortamda ve IVF uygulamalarinda oositi
polispermi ve fiziksel hasarlardan koruyan zona pellusida, diisiik sayida ve/veya kotii
kalitede spermin varliginda fertilizasyon asamasinda engel olusturmaktadir.
Fertilizasyonun ilk basamaklarindan olan spermlerin zona pellusidaya
penetrasyonunda olusan basarisizlik; motilitenin yetersizligi, anormal kapasitasyon

ve/veya akrozom reaksiyonundaki bir problemin sonucudur (Delilbas1 2008).

Gebelik meydana getirme amaciyla yapilan insan oosit, sperm ya da embriyo
ile ilgili tedavi ya da prosediirler YUT Kkategorisine dahil edilmistir. Erkek
infertilitesindeki major yenilikler ICSI, sperm-embriyo kriyoprezervasyonu ve
azospermik hastalarda epididimis ya da testisten sperm elde edilmesidir (Esteves ve

Schneider 2011).
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YUT’de Sperm Defektlerinin Etkileri

Geleneksel olarak, erkek faktore dayali infertilite anormal sperm
konsantrasyonu (oligozoospermia), diisiik sperm motilitesi (astenozoospermia) ya da
morfolojisi (teratozoospermia) olarak tanimlanir. Bu olgularin kombinasyonlar1 ise
oligoastenozoospermia, oligoteratozoospermia, astenoteratozoospermia ya da
oligoastenoteratozoospermia olarak isimlendirilir. Santrifiij sonras1 ejekiilatta sperm

yoklugu ise azoospermia olarak tanimlanir (Balaban ve ark 2001).
2.4. Sperm Hazirlama Teknikleri

Tanisal fonksiyon testleri, inseminasyon ve YUT igin tedavi amagli sperm
eldesi gibi ¢esitli nedenlerle spermlerin  seminal plazmadan ayrilmasi
gerekebilmektedir. Seminal plazma; IUI veya IVF gibi yardimci lireme tekniklerinde
elimine edilmesi gereken ejekiilat kismidir. Klinik uygulamada; hiicre dokiintiileri,
germ dis1 hiicreler ve 6lii spermlerden armmus yiiksek yiizdede morfolojik olarak
normal ve hareketli hiicreler elde etmek amaciyla, insan spermleri seminal
plazmadan ayristiritlir. Aym1 zamanda spermin kapasitasyonu tamamlanir. Sperm
hazirlama tekniginin se¢imi semen numunesinin 6zelliklerine gore belirlenir. Bir
sperm secim tekniginin etkinligi genellikle; mutlak sperm sayisi, toplam hareketli
sperm sayis1 veya morfolojik olarak normal hareketli spermler olarak ifade

edilmektedir (Henkel ve Schill 2003; Kadioglu 2010; WHO Manual 2010).

Semen numuneleri belli bazi1 zararli enfeksiyon etkenleri icerebildiginden,
teknisyenler bu numuneleri ¢ok dikkatli bigimde ve biyolojik olarak tehlikeli
maddeler olarak ele almalidir. Enfeksiyon etkenlerini semenden ayirmada, sperm
hazirlama tekniklerinin %100 etkili oldugu diisiiniilemez. Laboratuvar giivenliginin

temelini iyi laboratuvar uygulamalari olusturmaktadir.
2.4.1. Sperm Yikama

Bu basit yikama islemi en yliksek oranda sperm eldesi saglamakta olup, semen
numunelerinin kalitesi iyi oldugu takdirde yeterli olmaktadir. Siklikla intrauterin
inseminasyon i¢in spermleri hazirlama amaciyla kullanilir (Boomsma ve ark 2011).
Sperm yikama ydntemi; semenin albumin igeren steril bir medyum ile yikanmasi

olarak tamimlanir. Miktara gore tiiplere ayristirilir ve yaklasik 10 dk 300 g’de
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santrifiij edilir. Stipernatant uzaklastirilir ve pellet homojenize edilip tekrar 300 g’de
5 dk santrifiij edilir. Siipernatant tekrar uzaklastirilir ve pellet homojenize edilip

kullanilir (Kadioglu 2010; Natali 2011; Beydola ve ark 2013).
2.4.2. Sperm Yiizdiirme (Swim-up)

Sperm yiizdiirme prosediirii eger semen normospermik ise IVF teknikleri
icinde en yaygin kullanilanidir. Spermler seminal plazmadan disari, kiiltiir medyumu
icine ylizme yetilerine gore secilebilir. Bu yaklasim swim-up teknigi olarak
bilinmektedir. Kiiltir medyumu likefiye olmus semen {izerine 45”lik aciyla
sizdirilarak eklenir ve yine 45°lik agiyla inkiibatorde 30-60 dk spermlerin {istteki
medyuma ylizmesi beklenir. A¢inin 45° olmasi semen ve medyum arasindaki yiizeyi
arttirarak spermin ylizmesini kolaylastirir. Daha sonra, hareketli spermler kiiltiir
medyumu i¢ine dogru yiizerler. Bu prosediir; yikama yontemine gore daha az sayida
sperm eldesi saglarsa da, spermler arasinda motiliteye gore secim yapildigi igin
semendeki hareketli sperm yiizdesinin diisiik oldugu durumlarda (6rn; IVF ve ICSI

icin) uygun degildir (Kadioglu 2010; Natali 2011).

-
37°C’de 60 dk inkiibasyon
i =
Sperm Yiizdiirme =
Medyumu
Aktif motil spermatozoalar

Likefiye semen
ornegi

Semende kalan inaktif spermatozoalar

Resim 2.3. Swim-up Teknigi. Swim-up medyumu, dikkatlice sperm igeren medyumun istiinde tabaka
olacak seklide sizdirilarak eklenir ve 45°’1ik agiyla 60 dk inkiibe edilir. Aktif motil sperm hiicreleri iist
tabakaya dogru yiizmeye baslar ve sonrasinda iist sivi aspire edilir (Beydola ve ark 2013’den
uyarlanmustir).
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2.4.3. Sperm Yiizdiirme (Swim-Down)

Bu teknik de sperm  hiicrelerinin dogal hareketine dayanilarak
uygulanmaktadir. HSA (human serum albumin) iceren medyum hazirlanir, bu
medyum {stten alta diisilk konsantrasyonlu progresif harekete sebep olur. Semen
ornegi, medyumun {listiine dogru yer degistirir. 37°C’de 1 saat beklenir. Migrasyon
sirasinda en motil spermler gradient i¢ine dogru asagi yonde hareket eder (Beydola

ve ark 2013).
2.4.4. Dansite Gradient Santrifiigasyon

Dansite Gradient yontemi siddetli oligozoospermia, teratozoospermia ya da
astenozoospermia olgularinda ¢ok sayida motil sperm elde etmek i¢in tercih edilen
bir tekniktir. Bu teknikte kaliteli spermler 6lii spermlerden 16kositlerden ve diger
seminal plazma komponentlerinden kesintisiz yogunluk gradienti olusturularak
separe edilir. Farkli dansite ve motilitedeki hiicreler santrifiij sirasinda kolloidal
silika tarafindan secilir. Bu yontemde ytiksek motilite ve iyi morfolojideki spermler
tiipiin alt kismina toplanir ve 6lii spermlerden l6kosit ve debrislerden ayrilir (Natali

2011).

Semen

Ornegi Seminal Plazma

—— Lokositler, debris

Ust faz ,::. Non-motil anormal sperm
%45 X
V=
¥ . Arafaz
Alt faz
%90

Canli motil sperm

Resim 2.4. Dansite Gradient Santrifiijleme (Beydola ve ark 2013’den uyarlanmuistir).
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2.5. Apopitozis

Apopitozis diger adiyla programlanmis hiicre 6liimii, normal fizyolojik sartlar
altinda meydana gelen bir hiicre oliimiidiir. Apopitozis sayesinde fonksiyonlari
bozulmus ya da ihtiyag kalmayan hiicreler organizmadan uzaklastirilirlar.
Apopitoziste hiicrenin  kendisi aktif rol oynar, hiicreler kendi otonom
mekanizmalarima gore programlanmis Oliimii gergeklestirirler. Apopitozis hiicre
membran biitiinligliniin korundugu, kontrollii bir 6lim seklidir. Bdylece komsu
hiicrelere zarar verilmez. Diger bir hiicre 6liim sekli nekrozdur. Nekroz patolojik bir
durumdur ve plazma membranini hasarlayan ya da hiicreye zarar veren, uygunsuz
fiziksel ya da kimyasal sartlarda (hipoksi, hipotermi, toksinlere maruz kalma, viral
invazyon) meydana gelir. Asir1 mitokondri sismesi ve hasari, plazma membraninin
hemostazisini kaybetmesiyle fonksiyonunun kaybedilmesi, hiicre sismesi ve lizisi
nekrozun en karakteristik 6zellikleridir (Israels ve Israels 1999). Hiicre hasarinin bir
sonucu olarak hiicre membraninin zarar goérmesi ve enerji depolarindaki azalma
ekstraselliiler iyonlarin ve suyun girisine izin verir. Mitokondrilerin sismesiyle hiicre
membrani integritesini kaybeder. Plazma membraninin parcalanmasiyla lizozomal
enzimleri igeren sitoplazmik kisim hiicre disina sizar. Boylece nekrotik hiicre 6liimii
doku zararma ve siddetli inflamatuar yanita sebep olur (Erdogan ve Uzaslan 2003;
Tomatir 2003). Apopitozis i¢ ve dis sinyaller ile aktive edilir. Apopitozise ugrayan
hiicreler morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gdsterirler. DNA fragmentasyonu,
niikleusta meydana gelen hiicreyi Oliime gotliren irreversibl bir olaydir. DNA
fragmentasyonu, Ca™ ve Mg™ bagimli endoniikleazlarla DNA’nin 180-200 baz
ciftlik kiiciik oligoniikleozomal fragmentlere boliinmesiyle gerceklesir. Niikleus,
niikleer kromatinin agregasyonu ile niikleer zar tarafindan sinirlandirilarak kiigiik

fragmentlere boliiniir (Israels ve Israels 2001; Oktem ve ark 2001).

Hiicre hacmindeki azalma sitoplazmanin biiziilmesiyle gerceklesir. Hiicre
iskeletine ait yapilar hiicre ylizeyine paralel olarak yigilarak yeniden organize olurlar.
Ribozomlar sitoplazma iginde kiimelenirler, graniilli endoplazmik retikulum
konsantrik sarmal yapilar olarak go6zlenir. Mitokondrial membran kanallarindaki
degisiklikler sonucu mitokondrial fonksiyon kaybi meydana gelir. Mitokondri
biitiinliigli bozulur; elektron transport zinciri pargalanir. Sitokrom C gibi proteinler,

kaspaz adi verilen proteolitik enzimleri aktive etmek i¢in intermembrandz bosluktan
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sitoplazma igerisine birakilirlar. Sitokrom C’nin salinimi Bcl-2 proteinleri tarafindan
gerceklesir. Hiicre membranindaki degisiklikler sonucu blebler olusur. Bu degisiklik
sitoplazmanin  yiizeyinden plazma membraninin dig ylizeyine dogru bazi
molekiillerin (fosfotidilserin) gogiine baglidir. Plazma membranindaki fiziksel ve
kimyasal degisiklikler membran integritesi degismeden bleblerin olusmasina sebep
olur. Son asama apopitotik cisimlerin olusmasidir. Bu membranla ¢evrili vezikiiller
organel ve niikleik materyal igerirler. Hemen fagositoza ugradiklari i¢in inflamatuar

bir yanit olusmaz (Gewies 2003; Ross ve ark 2003).
2.5.1. Apopitozisi Diizenleyen Dis ve i¢ Uyaranlar

Apopitozis, hiicreye gelen dis uyaranlar ya da c¢esitli i¢ sinyaller yoluyla
tetiklenebilir (Erdogan ve Uzaslan 2003). Apopitozisi tetikleyen dig uyaranlarin
bazilar1 su sekilde siralanabilir: Biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler,
hiicre ici Ca™ miktarindaki artig, timér nekroz faktor, koloni uyarici faktorler, ndron
bliylime faktorii, insiilin benzeri biiyliime faktorii, transforme edici biiylime faktorii,
Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, serbest radikaller, ultraviyole 1sin, ilaclar ve
cesitli antijenler. I¢ uyaranlar arasinda ise onkogenler, p53 gibi tiimér supresdrler ve

beslenme yetersizligi sayilabilir (Oktem ve ark 2001).
2.5.2. Apopitozisin Gen Regiilasyonu

Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasar1 p53 genini aktive eder. p53 proteini,
DNA’ya dogrudan baglanarak hasari tanidiktan sonra ya Gl’de hiicre siklusunun
durmasini indiikleyerek tamir igin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa
apopitozise yonlendirir. Ayrica p53°e bagl hiicre dongiisliniin G1’de durmasi igin
p21 gereklidir (Oniz 2004). Apopitozisin regiilasyonunda énemli bir rol oynayan
Bcl-2/Bax gen ailesi, antiapopitotik ve proapopitotik olmak tizere iki boliime ayrilir.
Hiicrenin canliligini siirdiirebilmesi, bu ailenin proapopitotik ve antiapopitotik
tiyelerinin oranina baghdir. Bcl-2 mitokondri dis membraninda bulunur ve iyon
gecisini diizenler. Bax ise sitoplazmada bulunur ve apopitotik bir sinyal alinmasi
halinde mitokondri membranina yerleserek por olusumunu saglar (Ulukaya 2003).
Kaspazlar, sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzim olup apopitozis i¢in
gereklidirler. Tiim hiicrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar (Kiiltlirsay ve

Kayik¢ioglu 2002). Apopitozisin son devresindeki hiicresel substratlarin
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degradasyonundan sorumlu olup, apopitozisin baslatilmasinda da kritik Gnemleri

vardir (Bilgici 2014).
2.5.3. Apopitozisin Indiiklenmesi

Fas ve tiimor nekroz faktor reseptorii hiicre 6liim reseptorleri olarak adlandirilir
ve hiicre membraninda bulunurlar (Aksit ve Bildik 2008). Bu reseptorler;
ligantlariyla 6liim domainleri olarak adlandirilan bir proteine baglanirlar ve bu
proteinler sitoplazma ile interaksiyon saglar. Bu 6liim domainlerini i¢eren protein
yapilari, kaspaz 8’in aktivasyonu ile direkt olarak apopitozisin baglamasina neden

olurlar (Erdogan ve Uzaslan 2003; Tomatir 2003; Bilgici 2014).
2.5.4. Sperm DNA Hasarinin Onemi ve Apopitozis

Erkek faktoriine bagl infertilitede fertilizasyon basar1 oranini arttirmak igin
tercih edilen ICSI yontemi sirasinda; motilite ve morfoloji temelli sperm se¢imi
yapilmaktadir. Gilinlimiizde normal degerlere sahip spermlerin DNA biitiinligii
bilinmemekte ve ICSI yontemi ile bu tip spermlerin se¢imi risk olusturmaktadir
(Avendano ve Ochninger 2011). Infertil erkeklerin %15’inin normal spermiyogram
bulgularina sahip olmasi, rutinde kullanilan parametrelerin, sperm kalitesini
degerlendirmede yetersiz kaldigin1 gostermektedir. Sperm morfoloji ve motilite
anomalilerinin DNA hasari ile iliskili oldugu (Shamsi ve ark 2011; Sharbatoghli ve
ark 2012), hasarli DNA’ya sahip spermin hiicrelerinin fertilizasyonu negatif yonde
etkiledigi (Huang ve ark 2005; Avendano ve ark 2010), embriyo kalitesini bozdugu
ve diisiikk oraninda artisa sebep oldugunu gdsteren c¢alismalar mevcuttur (Zhang ve
ark 2012). In-vivo fertilizasyon sirasinda anomalili spermin eliminasyonunun, ICSI
yontemi sirasinda gerceklesmemesi nedeniyle DNA hasarina sahip spermin
kullanilma riski bulunmaktadir (Zini ve ark 2011). Bu riski minimize edebilmek igin,
sperm morfoloji anomalileri ile DNA hasarini iligkilendiren bir¢ok c¢aligma

yapilmistir (Daris ve ark 2010; Menkveld ve ark 2011).

Cogunlukla morfolojiye dayali se¢cim ile elde edilen basari orami arasindaki
iligki, sperm faktérii ve ooplazmik maturasyon ile ilgili bilinmeyenleri
ongormektedir. DNA hasarli sperm Orneginde fertilizasyon oranmnin, motilite

anomalisine gore diisiik olmasi, ICSI se¢imi sirasinda motiliteye dayanan se¢imden

23



ziyade DNA hasarma sahip olmayan sperm sec¢iminin Onemine isaret etmektedir
(Simon ve Lewis 2011). ICSI 6ncesi oosite enjekte edilecek spermde DNA hasarinm
tespit etmeye yonelik non-invaziv, pratik bir yontemin olmamasi nedeniyle, halen
sperm morfolojisi, sperm se¢iminde kullanilan en yaygin yontemdir. Spermde DNA

hasar1 6 ana mekanizma ile indiiklenmektedir:
1) Spermatogenez sirasinda apopitozis
2) Spermiyogenezde kromatin remodellingi sirasinda olusan kol kiriklar:

3) Erkek reprodiiktif traktinda ilerlerken serbest oksijen radikalleri ile

indiiklenen post-testikiiler DNA fragmentasyonu
4) Endojen endoniikleazlarin indiiklenmesi
5) Radyoterapi ya da kemoterapi ile indiiklenme

6) Sigara i¢cimi ya da hava kirliligi gibi ¢evresel faktorler ile olusan DNA hasar1
(Robinson ve ark 2012).

Anormal kromatin kondensasyonu, reaktif oksijen iiriinleri ve apopitozis DNA
biitiinliglini bozan en Onemli faktorlerdir. Testiste apopitozis, asir1 gamet
olusumunu 6nlemekte ve proliferasyonun kontroliinii saglamakta, hasarli DNA'ya
sahip germ hiicre proliferasyonunu onlemektedir. Serbest oksijen radikalleri normal
hiicre metabolizmas1 sirasinda fizyolojik olarak olusmaktadir. Ancak yiiksek
diizeyleri sperm kalite ve fonksiyonu iizerine zararli etkilerde bulunmaktadir.
Bununla birlikte artmis serbest oksijen radikallerinin hasarlandirict etkisi aktive olan
l16kositlerin etkisiyle de olugmaktadir. Bu sirada 8-OHdG olusumu (8-hidroksi 2-
deoksiguanozin) oksidatif DNA hasarinda anahtar rol oynamaktadir. Oksidatif stres,
sperm kromatin biitiinliigiinii etkilemekte, tek ya da cift zincir kiriklar, baz
modifikasyonu, delesyon, ¢erceve kaymasi, c¢apraz baglanma ve yeniden

kromozomal diizenleme ile sonu¢lanmaktadir (Shamsi ve ark 2008).

DNA hasari, tek ya da her iki DNA iplik kingi ile niikleotidlerinin
modifikasyonunun  bozulmast  seklinde tamimlanir.  Spermatogonial germ

hiicrelerinden ejakulat spermine kadar transformasyonun herhangi bir basamaginda
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gelisebilmesi nedeniyle, testikiiler spermde, epididimal spermde ve ejakulattaki
spermde DNA hasari meydana gelebilir. Mitoz gecirmis spermatogoniumun
mayozdaki spermatosite transformasyonunda ¢ift DNA iplik kirig1 normalde taninip
caprazlanma sonrasi baglanir. Eger tamir edilmezse, ejakulatta hasarin gerceklestigi
fazin hiicresi tespit edilir. Spermiyogenez silirecinde protaminler ile histonlar yer
degistirir ve genomun kompaksiyonu gerceklesir. Kromatin paketlenmesinde olusan
hata, sperm DNA’sinin hasara daha yatkin olmasina sebep olur. Epididimal
maturasyon siirecinde protamin disiilfit ¢apraz baglanmasi tamamlanir ve sperm
kromatininin kompakt yapis1 saglanir. Eger disiilfit capraz baglanmasi eksik olursa
suboptimal kompaksiyon sonucu DNA hasarina neden olur. Epididimiste sperm
depolanmasi ve gecisi sirasinda yada ejakiilasyon sonrasi gelisen DNA hasarinda,
spermiyogenez sonrasl transkripsiyon ve translasyonun oOneminin olmamasi

nedeniyle tamiri yapilmamaktadir (Shamsi ve ark 2011).

Spermiyogenez baslica 2 faza ayrilmaktadir; birinci fazda, nukleus yuvarlak
olup baslica niiklear proteini histonlardir. Ikinci fazda kromatin yapisinda, niiklear
sekilde degisim gelisir ve kromatin kondanse hale gelip histonlarin yerini
protaminler alir. Boylece kromatin remodellingi tamamlanir ve bu sirada DNA
kiriklar1 olusabilir (Andrabi 2007). Protaminler sperm kromatininin sikica
paketlenmesini saglarken rezidiiv histonlar spesifik DNA dizilerine baglanarak daha
gevsek kromatin paketlenmesine neden olurlar. Infertil erkeklerde, fertil erkekler ile
karsilagtirildiginda histon/protamin oraninin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Zini

ve Sigman 2009).

Ejakulat sperminde kaspaz aktivasyonu, fosfotidilserinin eksternalizasyonu,
mitokondrial membran potansiyel degisimi ve DNA fragmantasyonu apopitozis
belirtegleri olarak bulunmustur. Caligsmalar infertil erkeklerin fertil olanlarla
karsilastirildiginda daha yiiksek oranda apopitotik sperme sahip olduguna isaret
etmektedir. Sperm DNA hasar1 fertilite potansiyelini tahmin etmede Onemli bir
gostergedir (Franco ve ark 2012; Manochantr ve ark 2012; Shukla ve ark 2012).
Embriyonik gelisim sirasinda ve sonrasinda hiicresel apopitozis normal bir siirectir.
Apopitozis yolu ile germ hiicre kayb1 spermatogenez sirasinda baskin olup p53, p21,
kaspazlar, bcl-2 ve Fas ekspresyon diizeyleri ve alternatif yolaklar ile
gerceklesmektedir. Anormal sperm parametrelerine sahip bireylerde Fas ve p53
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ekspresyon diizeyleri yiiksek iken, normal parametrelere sahip bireylerde diisiik
bulunmustur. Ayrica immatiir sperm varlig1 apopitotik belirteclerin yiiksekligi ile

birliktedir (Sakkas ve ark 1999; Sakkas ve ark 2002; Shukla ve ark 2012).

Eldeki verilere gore gliniimiizde DNA hasarli spermin oositi fertilize edebilme
riski bulunmaktadir. Oosit ve zigot paternal genomdaki hasar1 bir dereceye kadar
onarabilme yetenegine sahip olmakla birlikte DNA c¢ift zincir kiriklarinin onarimi
giiclesmekte ve bu durum embriyo gelisimini etkilemektedir. Bu nedenle fertilize
olabilen ancak implantasyon basarisizlig1 veya erken donem diisliklerinin goriildiigii
durumlarda sperm DNA’s1 6nem tasimaktadir (Tamburrino ve ark 2012). Sperm
morfolojisi ile birlikte DNA biitiinliigli diger sperm parametrelerine gore daha
giivenilir bulunmaktadir. Sperm bas morfolojisi, sperm niiklear kondensasyonunun
ana belirleyicisi olabilir ancak giinlimiizde aradaki iligki tam olarak bilinmemektedir
(Abu ve ark 2012). Yine sperm niiklear alaninin %50’sinden fazlasin1 kaplayan
bliyiik niiklear vakuollerin anormal kromatin paketlenmesine sahip oldugu ve DNA

hasarina daha yatkin oldugu savunulmaktadir (Franco ve ark 2012).
2.5.5. Sperm DNA Biitiinliik Testleri

Sperm DNA’s1 spermatogenezis sirasinda ve spermin reprodiiktif kanalda
ilerlemesi sirasinda cesitli modifikasyonlara ugrar. Bu modifikasyonlar c¢esitli
mekanizmalarla DNA fragmantasyonlarinin olusumuna neden olabilir (Sakkas ve
Alvarez 2010). Yiiksek seviyede DNA hasari siklikla kotii semen parametreleri ve
infertilite ile iliskili olmasina ragmen, normal semen analizi olan erkeklerde de
sperm DNA hasar1 olabilmektedir (Schulte ve ark 2010). Sperm kalitesinin
degerlendirmesinde kullanilan testlerden biri de sperm DNA biitiinliik testleridir.
Sperm DNA biitiinliigii sperm kalitesini gdsteren ayni zamanda infertilite
prognozunu ve YUT sonuglarini etkileyen dnemli bir parametredir. Diinya saglk
orgiiti kriterlerine gore bakilan sperm parametreleri; sperm konsantrasyonu,
motilitesi ve morfolojisi olup bunlar lireme sonuglarin1 degerlendirmede yetersiz
kalmaktadir. Fertil erkeklerde sperm parametreleri infertil erkeklerden daha yiiksek
olmasma ragmen, infertil erkeklerin %15’inde sperm parametreleri normaldir

(Guzick ve ark 1998; Lewis ve ark 2008).
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Sperm DNA biitiinliik testleri degisik metotlar ile ¢alisilabilir. Sperm kromatin
paketlenme defektlerinin tayininde; toluidin mavisi, anilin mavisi ile boyanma ve
kromamisin A3 testi, sperm DNA biitlinligiiniin degerlendirilmesinde; akridin
turuncusu testi, Sperm chromatin structure assay, tek hiicre jel elektroforezi, sperm
kromatin ayrilma testi olan halosperm test, Sperm chromatin dispersion test, TUNEL
(the terminal deoxynucleotidyl transferasemediated (TdT) deoxyuridine triphospate
(dUTP) nick end labelling assay) ve annexin V testleri kullanilmaktadir. Bu testlerin
timii DNA bitiinliigiini 6lgmede farkli mekanizmalart kullansa da genelde

birbirleriyle korelasyon gostermektedir (Shamsi ve ark 2008; Koyuncu 2011).

Semenin degerlendirilmesinde 151k mikroskopisi sinirli bilgi verirken elektron
mikroskopisi 1ile sitolojik detaylar tanimlanabilmektedir. Giiniimiizde elektron
mikroskopisi sperm  hiicresinin  yapisindaki  degisimleri incelemede 151k
mikroskopisinin tamamlayicist olarak kullanilmaktadir. Elektron mikroskopisi ile
normal ve anormal sperm ylizdesini ayiran esik deger heniiz saptanmamustir (Visco
ve ark 2010). Ozellikle anormal bas, vakuol varhig, sitoplazmik droplet, boyun ve
kuyruk anomalileri gibi morfolojik anomalilerin, elektron mikroskopisinin ince
yapisal detaylarin incelenmesine olanak verme 6zelligi ile DNA hasari ve infertilite

iliskisi gosterilmistir (Aziz ve ark 2007).

DNA biitiinligli infertilitenin ortaya c¢ikarilmasinda 6nemli bir Ozellige
sahiptir. Bu amagla, elektron mikroskopi destegiyle niiklear sekil ve igerigi ayrintili
olarak incelenebilmektedir. Sekil degisimine ugramis akrozom, kondanse olmamis
kromatin ile birlikte yuvarlak ya da oval sekilli, sekil bozuklugu gosteren nukleus ve
sitoplazmik droplet varlig1 immatiiritenin karakteristik 6zelligi iken, kenar yerlesimli
kromatin, seffaf sitoplazmik vakuoller ile siskin ve yerlesim bozuklugu gozlenen
mitokondri, apopitozisin tipik yapisal 6zellikleridir. Plazma membran harabiyeti ve
kromatini dagilmis nukleusun sekil bozuklugu gdstermesi, aksonemal ve
periaksonemal yapilarda gbzlenen degisimler ise nekroz nedeniyledir (Baccetti ve

ark 2002; Collodel ve ark 2008; Collodel ve ark 2009).

Apopitozise ugramis spermde post-akrozomal bolgede asirt membran iiretimi
sebebiyle boyun ve orta bolgede yerlesmis olan sitoplazmik dropletin membran

yapilart igeren otofajik vakuoller ile dolu oldugu, plazma membraninin genellikle
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normal oldugu zaman zaman diizensiz yapida ve disa dogru cikintilar yaptigi

elektron mikroskopik olarak gézlenmistir (Gandini ve ark 2000).
2.5.5.1. Morfolojik Yontemler
a) Isik Mikroskobu
e Hematoksilen-Eosin Boyama:

Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelenir.
HE; hem hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla
kullanilabilir. HE boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apopitotik
hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Gozlenebilen degisiklikler
sunlardir: hiicre kiiclilmesi veya sitoplazmik kii¢iilme, kromatinin kondanse olmasi
ve niikleus zarmin periferinde toplanmasi, niikleusun kiiclilmesi veya parcalara

boliinmesi.
e Giemsa Boyama:

Giemsa ile boyamada, HE ile boyamada oldugu gibi niikleus morfolojisi esas
alinarak apopitotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlart hematoksilen boyamaya gore
daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir dstiinligi

yoktur.
b) Floresan Mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (6rn; hoechst boyasi, DAPI,
propidyum iyodiir, acridine orange, etidyum bromiir, FITC) kullanilmasiyla yapilan
bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin
kromatini dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilir. Hiicre kiiltlirii ¢alismasinda
kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayrimina olanak tanirlar. Canli ve 6lii
hiicre ayrimin1 yapabilmek i¢in, canli veya 6lii tiim hiicreleri boyayabilen bir boya
(6rn; hoechst boyasi) ile sadece Olii hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn;
propidyum iyodiir) beraber kullanilir. Membrani saglam olan (canli) hiicreler,
propidyum iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus (61ii) hiicreleri boyayan

bir madde ile boyanmazlarken, 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen hoechst boyasi
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ile boyanirlar. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlagilabilir
ama Olii hiicrelerin apopitozisle veya nekroz ile Oliip Olmediklerinin ayrimi,
hematoksilen boyamada oldugu gibi niikleus morfolojisine bakilarak yapilir.
Kromatin kondensasyonu veya niikleus fragmentasyonu olan hiicrelerin apopitotik

hiicreler olduklarimi diisiindiirtir.
¢) Elektron Mikroskopi

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir yontemdir.
Sitoplazmik kiigiilme, kromatin kondensasyonu ve fragmentasyonu izlenebilirken,
mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da niikleus membraninin biitiinliigliniin bozulup

bozulmadig1 gibi subselliiler detaylar da incelenebilir.
g) Faz Kontrast Mikroskopi

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, hiicreyi veya hiicre
toplulugunu incelemek amaciyla kullamlir. Olen hiicreler yapistiklar alt tabakadan
ayrilacaklar1 i¢in besiyeri i¢inde ylizmeye baglarlar. Faz kontrast mikroskobu ile
apopitotik hiicreler iizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir. Hiicre kiiltiirii
ortaminda apopitozise giden hiicrelerin baglangicta hiicre membranlar1 intakt
olmasina ragmen ileri donemlerde sekonder nekroz gelisir ve bdylece membran
biitlinliikleri bozulur. Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire i¢ginde non-vital
boyalar (6rn; propidyum iyodiir) ile boyanacak olurlarsa apopitozis baslamis
olmasia ragmen hiicreler bu boyalarla boyanmazlar. Ciinkii membran biitiinliigii
halen tamdir. Sekonder nekroz gelistikten sonra membran biitiinligii bozulur ve
hiicreler non-vital boyalarla boyanma 06zelligi kazanmaya baslarlar. Blisterlerin
olustugu asamada membran biitiinliigli halen tamdir ve bu asamada niikleus
morfolojisindeki degisiklikler floresan boyalarla gézlenebilir. Fakat bu donem uzun
siirmez dakikalar i¢inde membran biitiinliigii bozulur. Istenirse hem faz kontrast
mikroskopisi hem de floresan mikroskopisi ayni anda kullanilabilir (Giiles ve Eren

2008).
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2.5.5.2. Immiinohistokimyasal Yéntemler
a) Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden
biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apopitozise giderse normalde
i¢ ylizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Bu
yer degistirme hiicre membran biitlinliigiiniin bozulmadigr apopitotik hiicre
Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin V, hiicrenin dis ylizeyine
transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir
madde (6rn; FITC) ile isaretlenerek apopitotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. FITC-
Anneksin V kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma oranmi flow
sitometri ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin V
baglanmas1 goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir.
Annexin V-FITC (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iodid (kirmizi
floresan) ile aym1 zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITCPI-), erken
apopitotik hiicreler (FITC+PI) ve ge¢ apopitotik veya nekrotik hiicrelerin
(FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin verir (Giiles ve Eren 2008; Niu ve Chen
2010). Annexin V 35-36 kD agirhginda Ca' bagimli, fosfolipit baglayici bir
proteindir ve PS igin yiiksek affiniteye sahiptir. BOylece apopitotik hiicreler
saptanmig olur. Annexin V yontemi hem floresan mikroskobuyla hem de flow

sitometri ile kullanilabilir (Ulukaya 2003).
b) TUNEL Yontemi

DNA kiriklarinin in-situ olarak taninmasini saglar. Apopitotik pargalanma
sonucu  DNA uclari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak
isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak
yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur.
Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve non-izotopik isaretli niikleotidler (siklikla
biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in-situ isaretleme ardindan floresan veya
enzimatik goriintiileme, apopitotik hiicreleri digerlerinden ayirmada yeterli
olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling” s6zciiklerinin
kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir.
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¢) M30 Yontemi

M30 yonteminde apopitotik hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmas1 sonucu aciga ¢ikan yeni antijenik bdlgenin immiinohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine gore belirlenirler. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden
dokularda kullanilmasi miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir.
Sitokeratin 18 tek katli ve glanduler epitel hiicrelerinde bulunan tip 1 intermediate
filament proteinidir. Cogunlukla akciger, karaciger, prostat, gogiis ve kolon kanser

tiplerinde eksprese edilirken, lenfoid ve noral hiicrelerde bulunmaz.
d) Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apopitotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da calisilan dokuda apopitozise yol acan
ajanin kaspaz-3’i kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apopitotik

hiicreler bu metotla tespit edilebilirler.
2.5.5.3. Iimmiinolojik Yontemler
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA testi; viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin tanisinda ve
apopitozisin belirlenmesinde kullanilan, serolojik tan1 yontemlerinden biridir. ELISA
yonteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli antiglobulinin ilave
edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya antikor var ise renk

olusumunun gozlenmesi esasina dayanmaktadir.
2.5.5.4. Biyokimyasal Yontemler
a) Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz orta biiylikliikte ve biliylik DNA molekiillerini elektroforezle ayirmak
icin kullanilan en yaygin destek ortamidir. Ayristirilacak molekiillerin biiytikliigiine
bagli olarak genelde %0,3-2 agaroz konsantrasyonlari kullanilir. Agaroz jeller
genellikle floresan bir boya olan etidyum bromid ile boyanir ve UV 15181 altinda

DNA pargalar1 goriintiilenir.
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b) Western Blotting

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen yontem, bir protein karigimi
icindeki belirli bir proteini ve biiylikliiglinii saptamak i¢in kullanilan nicel bir
yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen yiliksek kalitede bir
antikor kullanimima baghdir. Western blot hiicrede ne kadar protein biriktigini
gosterir. Bu metot yardimiyla apopitozise 0zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklariin (6rn; bel-2) ya da kirilip kirllmadiklarinin (6rn; kaspaz-3) saptanmasi

miimkiindiir.
¢) Flow Sitometri

Flow sitometri lazer kaynakli florometre ile parcacik 1sik yayilimi analizi
bilesiminden olusur. Flow sitometride farkli molekiiller, hiicreler ve parcaciklar,
diistik ve dik ag1l1 151k yayilimi kullanilarak biiyiikliik ve sekil olarak ayrilabilir. Flow
sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apopitoziste eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin
saptanmast miimkiindiir. Apopitozis; flow sitometri uygulamasinda iki sekilde

belirlenir:
a. Floresan bir madde olan propidyum iyodiir kullanilarak,
b. Anneksin V kullanilarak (Giiles ve Eren 2008).
2.6. Fertilizasyonda Rol Oynayan Unsurlar

Fertilizasyon sperm ile oositin dogrudan etkilesimi ile baslar ve birinci mitoz
boliinmesinin metafaz asamasinda anne ve baba kromozomlarinin birlesmesiyle
tamamlanir. Karbohidrat baglayic1 reseptor proteinler gametlerin yiizeylerinde
bulunurlar. Bunlar fertilizasyon sirasinda gametlerin birbirini dogru bir sekilde
taniy1p reaksiyona girmelerini saglamaktadirlar (Boldt ve ark 1989). Fertilizasyon
olaymin gerceklesebilmesi i¢in spermlerin kumulus hiicreleri arasinda ileri hareket
etmesi, zona pellusidaya (ZP) baglanip penetre olmasi ve spermle oosit zarlarinin
birleserek spermin oosit sitoplazmasi igine girmesi saglanir. Bu reaksiyonlarin
devaminda oosite bagka bir spermin girmesini engellemek icin kortikal reaksiyon ve
zona reaksiyonu meydana gelir (Robert ve Vincent 1999).
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Ovulasyon sonras1 oositin yasam siiresi 12-24 saattir. Sperm hiicresi ise kadin
tireme sisteminde 48-72 saat canl kalabilir (Zanaveld ve ark 1972). Kapasitasyonunu
tamamlamig olan sperm hiicreleri ile metafaz asamasinda bulunan sekonder oosit
tuba uterinanin ampulla bolgesinde karsilasirlar. Oositin etrafin1 saran ZP tabakasi
fertilizasyonda onemli fonksiyonlara sahiptir. ZP, oosit oolemmasi ile perivitellin
aralik disinda ve 25 mikrometre kalinliginda hiicre icermeyen ve oositi kesintisiz
kusatan bir kiliftir. Elektron mikroskobunda ZP diizgiin kompakt ags1 bir yap1 olarak
goriilmektedir. ZP tiire 0zgii spermler i¢in baglanma bolgeleri igerir. Spermin
penetrasyonu sonrasinda ZP zona reaksiyonu gecirerek diger spermlerin gecisine
mani olmakta ve bu da poliploidiyi 6nlemektedir (Ward ve ark 1994). Spermin ZP’ye
penetrasyonunda yalnizca kuyruk degil ayni zamanda basin da hareketi
gerekmektedir. Spermin baginda niikleusun hemen tizerinde bir baslik gibi bulunan
akrozom igerisinde akrozom reaksiyonunu olusturan enzimler bulunur. Akrozom
reaksiyonu, vezikiil iceriginin ekzositozu seklinde gerceklesmektedir. Akrozom
reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in spermin ZP’ye baglanmasi gerekmektedir. Bu
olayin gerceklesmesini saglayan faktoriin ZP’de bulunan glikoprotein yapidaki
sperm reseptorii oldugu sanilmaktadir. ZP’de oosit tarafindan sentezlenmis ZPI,
ZP2, 7ZP3 glikoproteinleri bulunmaktadir. Sperm bunlardan ZP3’e baglanmakta olup,
ZP2 de akrozomal reaksiyonun ardindan polisperminin énlenmesinde gorevlidir. ZP3
geni sadece biiyiiyen oositte eksprese edilip ayn1 zamanda tiirler arasinda farklilik

gostermektedir (Swann 1996).

Spermin ZP’ye baglanabilmesi i¢in spermde bulunan tiire 6zgii glikoprotein
molekiiliin taninmas1 gerekmektedir. Baglanma gergeklesince ardindan akrozom
reaksiyonu baglar, Protein Kinaz C de sperm akrozom reaksiyonu i¢in gerekli bir
basamak olup sperm proteinlerinin fosforilasyonunu saglar. Sperm ZP’yi gectikten
sonra perivitellin araliga girer. Oosit membrani sperm bagini sararak oosit ve sperm
fiizyonu gergeklesir. Bu flizyonda gorev alan sperm basinda lokalize ¢esitli proteinler
vardir. PH-20 proteini ZP’ye baglanmaya yardim eden ayni zamanda hyaluronidaz
aktivitesi ile kumulus hiicrelerinin ayrigmasini saglayan bir proteindir. Diger protein
ise fertilizasyonda gdrev alan PH-30 proteinidir. Oosit plazma membrani ile spermin

i¢ akrozom membran fiizyona ugrar. Sperm hiicresi, bas ve kuyrugu ile birlikte
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sekonder oositin sitoplazmasi i¢ine girer. Sperm girer girmez zona reaksiyonu
denilen ve diger spermlerin gegisine izin vermeyen bir olay meydana gelir. Bu olay
sekonder oositin sitoplazmasindaki kortikal graniillerin salgilariyla sekillenir ve
sekonder oosit, haploid kromozomlu ovuma déniisiir (Speroff ve Fritz 2011). ikinci
mayoz boliinmesi tamamlandiktan sonra olusan niikleusa proniikleus adi verilir. Bu
anda bas kismi 6nde ve kuyruk arkada olmak {izere ovuma girmis bulunan sperm
hiicresinde bir takim degisiklikler belirmeye baslar. ilk once kuyruk diger
kisimlardan ayrilir. Bundan sonra bas ve boyun 180°’lik bir doniis yaparak boyun
onde ve bas arkada olmak iizere oosit igerisinde ilerler. Bu anda bas iginde
bulundugu sitoplazmadan su emerek siser ve en sonunda gevsek kromatinli bir
niikleus halini alir. Bu sekilde yeniden olusmus bulunan bu niikleusa erkek
proniikleus adi verilir. Her iki proniikleusun birbirine degip kaynasmasindan sonra
dollenme gergeklesir ve zigot olusur. Zigot olusumunu takiben boliinmeler baslar

(Cetin 2000).

Ovulasyonun gerceklesmesi i¢in gonadotropinlerin preovulatuar artigini izleyen

iki onemli olay gerceklesmektedir:
1. Oositin mayotik maturasyonunun tamamlamasi,
2. Oositin etrafindaki kumulus hiicrelerinin gelisimi.

Kumulus hiicrelerinin morfolojisinde bir degisim meydana gelir. Bu degisiklik
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve baslica aktin mikrofilamentlerinin
toplanmasini igceren genis kapsamli degisikliklerdir. Bu degisimi hyaluronik asitce
zengin ekstraselliiler matriks sentezinin artis1 ve kumulus hiicreleri ile oosit
arasindaki neksus tipi baglantilarin degisimi izler (Emery ve ark 2001; Zhuo ve
Kimata 2001). Bu gelisimle ovulasyon sirasinda folikiillerden oosit-kumulus
kompleksinin salinmasinin  kolaylastirilmasi, oviduktal fimbriyalar tarafindan
yakalanmasi, oviduktlardan gecis ve ovule olmus oositin oviduktlarda canliliginin
korunmas1 saglanir. Kumulus hiicrelerinin gelismesi; ayrica, sperm aktivasyonu ve

motilitesi i¢in uygun dis sartlarin olusumuna katki saglar (Prochazka ve ark 2003).
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Oositi ¢evreleyen kumulus hiicreleri arasindaki ekstraselliiler matriksin temel
maddesinde bulunan hyaluronik asit (HA) fertilizasyonda matiir spermin oosite
ulagmasi siirecinde bir labirent sistemi olusturarak kumulus hiicrelerini birarada tutar
(Petersen ve ark 2010). Hyaluronik asitin dogal fertilizasyon siirecinde fertilizasyon
kapasitesi yiiksek sperm seciciliginde rol oynadigr yoniinde iliskilendirilen
mekanizmalar, yapilan ¢alismalarla kanitlanarak, hyaluronik asitin “Fizyolojik ICSI”
uygulamalarinda sperm secici olarak kabul goérmesini saglamigtir (Balaban ve ark

2003; Esfahani ve ark 2008; Parmegiani ve ark 2010a).

Hyaluronik asit, ticari olarak plastik kiiltiir kabinda hyaluronat mikro
damlaciklar1 bulunan hazir ICSI tabagi seklinde ya da hyaluronat iceren viskoz
medyum olmak {izere iki sekilde bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda HA nin klinik
olarak embriyo kalitesi ve implantasyon basarisi iizerine olumlu etkileri tespit
edilmistir (Parmegiani ve ark 2010b). ICSI uygulamalar1 sirasinda hyaluronatin etkin
sekilde sperm motilitesini azalttigi, manipiilasyon kolayli§1 saglayarak spermin
pipete yada ICSI tabagina yapismasini onledigi, ayrica ICSI sonrasi zigot gelisimi
tizerine zararl etki gostermedigi tespit edilmistir (Balaban ve ark 2003). Hyaluronik
asitin, fertilizasyon potansiyeli yiiksek sperm se¢imini saglayarak, embriyo kalitesi
ve implantasyon orani artisinda anlamli derecede etkin oldugu ve lizozomal
enzimlerce sindirildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Parmegiani ve ark 2010bj;

Kato ve Nagao 2012).
2.7. Hyaluronik Asit
2.7.1. Tarihge

Hyaluronik asit, 1934 yilinda Meyer ve Palmer tarafindan sigir vitroz
humdriinden elde edilmigtir. 1986 yilinda Balazs ve arkadaslarn tarafindan HA'ya
alternatif olarak hyaluronan ismi Onerilmistir. Giiniimiizde gecerli hyaluronan
preparati sodyum tuzu seklindedir (Meyer ve Palmer 1934; Abatangelo ve O’Regan
1995). Meyer tavuk ibiginden, Kendall ve arkadaslar1 bakterilerden HA'y1 izole
etmislerdir (Iwata 1993).
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2.7.2. Hyaluronik Asit’in Ozellikleri

HA, N-asetil glukozamin ve glukuronik asitten olusan disakkarit birimlerinin
herhangi bir dallanma gostermeden 12500 kez tekrarlanmasi ile meydana gelen
negatif yiiklii ~5 milyon dalton molekiil agirliginda bir glikozaminoglikandir (Peyron
1993; Abatangelo ve O'Regan 1995; Murray ve ark 2003). HA'nin molekiil agirhigi,
elde edildigi yer ve hazirlanma teknigine gore degisir. Genelde 10x10° Dalton (Da)
civarindadir. Suda ¢6ziinen HA ¢ok viskozdiir. Viskoelastisitesi, molekiil agirliina,
konsantrasyonuna, pH’sina ve iyon giicline bagl olarak degigmektedir (Iwata 1993).
HA, asit veya alkali muamelesi ile depolimerizasyona ugrar. Divalan katyonlar
askorbik asit ve sistein gibi indirgeyici ajanlar tarafindan kismen parcalanir. X
1sinlari, y 1gmlar, ultraviyole 1sinlari, ultrasonik dalgalar depolimerizasyonuna neden
olur. Hyaluronidaz ve kondroitin siilfataz ile enzimatik olarak parcalanabilirler

(Iwata 1993).
2.7.3. Hyaluronik Asit’in Islevleri

HA’nin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak membran reseptorleri
aracilig1 ile degisik hiicrelerle etkilesime girebilme yetenegi vardir. Hyaluronik asit,
proteoglikan organizasyonu, doku hidrasyonu, hiicre motilitesi, doku proliferasyonu,
embriyonik gelisim, hiicre diferansiyasyonu, malign progresyonu ve metastazi, yara
iyilesmesi ve anjiogenez gibi bircok farkli siireclere katilmaktadir (Abatangelo ve

O'Regan 1995; Erickson ve Stem 2012).

HA, ekstraselliler matriksin (ECM) su ve diger makromolekiiler
komponentleri ile etkilesebilir. Su dengesi, yaglama, viskozite, matriks diizenlenmesi
gibi olaylar HA ile baglantihidir (Balazs ve Denlinger 1993). HA, ECM’nin
hidrasyonunu diizenlemektedir. Hidroskopiktir, ECM ig¢inde olusturdugu hacim
kendi hacminin 1,000-10,000 kat1 fazladir (Bullard ve ark 2003).

Yara iyilesmesinde bag dokusunda ilk 6nce HA sentez edilir. Ardindan
kondroitin siilfat ve kollajen sentezi olur. Mezensimal hiicrelerin kondrositlere
farklilasmas1 HA'ya bagmmhidir. In-vivo ve in-vitro calismalar, HA'nin
polimorfoniikleer hiicrelere, fagositoza, kemotaktik cevaba etkileri oldugunu

gostermektedir (Larsen ve ark 1992; Iwata 1993; Abatangelo ve O'Regan 1995).
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Yiiksek molekiiler agirlikta ve molekiiler yapisit yogun bir sekilde polimerize
iken biyolojik islevi maksimum diizeydedir. Diisik molekiil agirhikli HA
oligomerleri anjiogenez disinda 6nemli degildir (Iwata 1993). Kayganlastirici olmast,
HA'nin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. HA, agirhi§inin ¢ok iizerinde yiik tasiyan
diz eklemi iizerindeki baskiy1 azaltarak hareketin gerimini absorbe eder ve eklemin

kayar gibi hareketini saglar (Iwata 1993; Abatangelo ve O'Regan 1995).

Ekstraselliiler matriks bilesenlerinin birikimi; doku hasar1 isaretlerindendir.
HA, doku hasari, doku onarimi ve yara iyilesmesi sirasinda aktif olarak iiretilir. HA
fragmentleri, hasarli bolgedeki c¢esitli bagisiklik hiicrelerinin varlhigi ile inflamatuar
genlerin ekspresyonunu uyarir. HA ve baglayic1 proteinleri, inflamatuar hiicre
toplanmasinin diizenlenmesi yoluyla doku hasar1 ve onarimi, inflamatuar sitokinlerin
salimimi ve kok hiicre gocii ile inflamasyonu regiile ederler (Jiang ve ark 2011).
Inflamasyonun HA ile regiilasyonu, doza ve molekiil biiyiikliigiine baghdur.
Siiperoksit ve peroksinitrit, HA’nin kimyasal par¢alanmasina neden olmakta ve
diistik molekiiler agirlikli HA, inflamatuar siireci uyarabilmektedir (Jiang ve ark
2007; Osterholt ve ark 2012). HA yikim {iriinleri, inflamatuar hiicrelerin hasarli alana
gociinli modiile eden ve doku hasarini gideren kemokinleri ve sitokinleri tiretmesi

icin inflamatuar hiicreleri uyarabilmektedir (Jiang ve ark 2007).

Genel olarak, yiiksek molekiiler agirlikli HA normal saglikli dokularda
meydana gelmektedir. Diger taraftan par¢alanmis HA, yiiksek derecede inflamatuar,
anjiogenik, immiin uyarici ve stres altindaki dokularin bir yansimasidir. Biiyiik HA
polimerleri ise aksine, antiinflamatuar, antianjiogenik ve immiinsupresiftir (Erickson

ve Stem 2012).

1 mg/ml ya da daha yiiksek dozlardaki HA, inflamatuar hiicre kemotaksisini,
fagositoz ve solunum patlamasi aktivitesini ve ayni zamanda elastaz salinimini
inhibe etmektedir. Ayrica HA romatoid ve osteoartritte ve kulak zar
perforasyonunun tamirinde antiinflamatuar ve antifibrotik ajan gibi davranmaktadir.
Buna ek olarak, HA kutanoz yara iyilesmesini hizlandirir ve intra-abdominal cerrahi
sonrast adezyon olusumunu azaltir. HA; miyokard infarktiisii gibi inflamatuar

durumlarda olduk¢a artmaktadir. Ayrica miyokard infarktiisiiniin hyaluronidaz
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tarafindan HA’nin pargalanmasi ile erken tedavisi, azalmis miyokardiyal fibrozis ve

infarktiis boyutu ile sonuc¢lanmistir (Osterholt ve ark 2012).
Ozgiil Agirhik: HA nin yogunlugu: 30 - 200 kg/m’ (su= 1).
Hyaluronik Asit Kaynaklari

HA, dietlerde olgiilebilir miktarda yoktur. HA alimi sadece sentetik HA’nin
enjeksiyonu yoluyla gerceklesir. Bu; diz problemlerinde, yara iyilesmesi ve kozmetik
cerrahide yaygin olarak kullanilir. Son zamanlardaki ¢alismalarda pahali sentetik
enjeksiyonlardan ziyade oral yol ile alinan HA bulunmustur. HA, ¢ogunlukla otcul

hayvanlarda bulunur. Onlarin beslenme sekli, viicutlarinda HA sentezini arttirir.

Soya fasulyesi, viicuttaki Ostrojen seviyesini arttirir, bu durum da HA
seviyesinin artmasina yol acar. Magnezyum, HA sentezi i¢in 6nemlidir. Magnezyum
azlig1, diisiik HA seviyelerine sebep olur. Ispanak, yesil fasulye, brokoli, karnabahar,
kuskonmaz, patates, marul ve havug gibi soya fasulyesi de magnezyum bakimindan
zengindir. Magnezyumdan zengin meyveler, elma, muz, ¢ilek, domates, avokado,

ananas, portakal, papaya, kavun, seftali ve armuttur.

Fasulye, barbunya, boriilce ve mercimek gibi bakliyatlarda magnezyum

bakimindan zengindir. Yer fistig1 ve badem de ayn1 zamanda magnezyum igerir.

Diisiik ¢inko seviyelerine sahip bireylerde HA orami da diisiik bulunmustur.
Genellikle sigir, kuzu, domuz ve tavuk eti gibi proteinden zengin yiyeceklerde
bulunmaktadir. Sebzelerde en iyi ¢inko kaynagi kabak ¢ekirdegidir. Maya, yerfistigi,
fasulye ve tim tahillar gibi patates de ayni zamanda iyi bir ¢inko kaynagidir.

(Sridevi ve ark 2012)
2.7.4. Hyaluronik Asit’in Insan Viicudundaki Dagihm

HA, ekstraselliiler matrikste hemen her yere dagilmis bilhassa bag dokusunda
yiiksek konsantrasyonda bulunmustur. Insan viicudundaki total HA miktar1 12 g’dir
ve umblikal kord, sinovial sivi (3500 mg/l) ve vitréz humor (200 mg/l)‘da yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek miktar deridedir (7 gr). Diz ekleminde 4-8

mg’dir (Balzas ve Denlinger 1993). Akciger, bobrek, beyin ve kasta dikkate deger
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miktarlarda bulunmakla birlikte, karacigerde ¢ok az miktarda bulunur. En diisiik
konsantrasyon, kan serumunda bulunmustur (Frasera ve ark 1997). Hyaluronik asit
endiistriyel olarak da gram (+) bakteri olan Streptococcus Zooepidemicus’tan elde
edilir (Pierre 2004). HA, ekstraselliiler matriksin kii¢iik bir kismimi olugturmasina
ragmen yapisal korunmay1 saglamasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle de
non-alerjiktir. Dermal skaffold, kikirdak defekti, glial hiicre kiiltiirii ve hatta sperm
motilite degerlendirmesi gibi ¢ok farkli klinik uygulamalarda HA kullanilmaktadir
(Price 2007).

2.7.5. Hyaluronik Asit’in Fertilizasyon ile Iliskisi

HA; insan oositinin etrafindaki kumulus hiicre matriksinin ana bilesenlerinden
bir tanesidir (Johnson ve ark 2005). Oogenez sirasinda primer folikiil olusumundan
sonra stratum graniilozum tarafindan salgilanan folikiiler siv1 artarak sekonder
folikiilii olusturur. Sekonder folikiil biiylidiikkge oosit kenara itilir ve etrafindaki
graniiloza hiicreleri liimene dogru uzanarak kumulus ooforusu olustururken, oositi
cevreleyen graniiloza hiicreleri de korona radiyatayir olusturur. Folikiiler gelisim
devam ederek tersiyer folikiil olustugunda korona radiata ve kumulus ooforusu
olugturan graniiloza hiicreleri interselliler ortama hyaluronik asit ve

proteoglikanlardan zengin bir s1v1 salgilarlar (Opiela ve ark 2014).

Spermatogenez sirasinda seminifer tiibiillerdeki immotil spermler, epididimise
geldiklerinde androjen bagimli matiirasyon evresine girerler. Matiirasyon evresinde
sitoplazmik membran yeniden sekillenir, sperm {izerinde de zona pellusida ve HA’ya
baglanma bolgeleri olusur (Huszar ve ark 2007). Sperm yiizeyinde olusan bu HA
baglanma bolgeleri spermin hem motilite kazanmasi1 hem de oosite baglanmasi i¢in
gereklidir. Spermiogenezisin bu son basamaginda meydana gelen gelisimsel bir

defektte sperm uzayarak rezidiiel cisimcikler olusturur (Clermont 1963).

Spermatogenetik siliregte olusan hatada, plazma membraninin yeniden
yapilanmas1 ve hyaluronik asit baglanma bdlgelerinin olusamamasi nedeniyle
maturasyonunu tamamlayamamis sperm hiicreleri olusur. Maturasyon defekti olan bu
spermler kumulus ooforusu gegip zona pellusidaya baglanamadigindan hem spontan
koit hem de IVF tedavisinde fertilizasyon basarisizligina neden olurlar. Hyaluronik

asitin sperm yiizey belirteci olarak kullanilmasi fikri 1990’11 yillarin basinda Gabor
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Huszar ve arkadaslari tarafindan giindeme getirilmistir. Kumulus ooforus igerisindeki
HA, fertilizasyon i¢in spermin kapasitasyonunu indiikledigi gibi oosite penetrasyonu
icin de uygun bir mikro ¢evre olusturur. Matiir spermler selektif bir sekilde HA’ya
baglanmaktadirlar. Fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in sperm-oosit baglanmasini
takiben bir dizi degisim baslar (zona pellusidaya penetrasyon, perivitellin araliga
gecis, oolemmaya baglanma, fiizyon-oosit aktivasyonu ve dekondensasyon). Sperm
tizerinde HA baglanma bolgesi olmasi ayni zamanda spermin maturasyonunu
tamamladigin1 gosteren bir bulgudur. Bu sebeple sperm 6rneginde HA baglanma
bolgeleri olan spermlerin yiiksek oranlarda bulunmasi hastanin fertilite potansiyelini
de gosterecektir. Matiir spermlerin plazma membranlarinin immatiir spermlerden
farkli oldugunun gosterilmesi ve matiir spermin bu membran farkliliklar1 nedeniyle
fertilizasyon yeteneginin yliksek oldugunun anlasilmasi, spermin matiirasyonunu
tespit edebilecek belirteg arayislarini glindeme getirmistir. Sperm matiirasyon testi
olarak ilk giindeme giren belirteg, sperm kreatinin kinazdir (SKK). SKK sperm
matiirasyonu ve fertilite potansiyelini gosteren objektif bir belirtectir. Yapilan
calismalarda oligozoospermik erkeklerde normozoospermik erkeklere oranla 10-20
kat artmig SKK diizeyleri tespit edilmistir (Huszar ve ark 1988a; Huszar ve ark
1988Db).

HA ile yapilan ilk calismalar in-vitro olarak hyaluronik asit i¢eren ortamda taze
ve donmusg-¢Oziilmiis ejakulatta sperm hizi, motilite ve viabiliteyi arttirdigi
gosterilmistir (Huszar ve ark 1990). Sperm motilite ve hizinda meydana gelen bu
artts HA’ya kars1 direkt bir yanitin sonucudur. Sperm HA ile ilk karsilastig1 anda
sperm kuyrugunun hareket frekansinda artis saptanmistir. Ayrica dansite gradient
santrifiij sonrasi sperm, HA igermeyen normal bir ortama doniince sperm hizi ve
motilitesi normale doner. Bu iki gbzlemden yola ¢ikarak sperm ve HA etkilesiminin
reseptor aracili oldugu sonucuna varilmistir (Sbracia ve ark 1997). Matiir sperm
selektif olarak solid durumdaki HA’ya baglanir. Baglanma basin akrozom
bolgesinden olur. Sperm membrani; kapasitasyon veya akrozom reaksiyonu ile
bozulur ise HA baglanmasi olusmaz (Huszar ve ark 2003). HA’ya baglanan spermler
canli olup cansiz olanlar HA’ya baglanmaz. HA’ya bagli spermlerde immaturite
gostergesi olan; sitoplazmik retansiyon, persistan histon, DNA fragmantasyonu,

Kaspaz3 (apopitozis belirteci) olmaz (Aitken ve ark 1994; Cayli ve ark 2003; Huszar
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ve ark 2006). Bu ozellikler oldukca onemlidir. Ciinkii niikleer ve sitoplazmik
immatiirite ve DNA fragmantasyonu spermin zigot olusumundaki paternal kalitimina

olumsuz bir etki yapmaktadir (Borini ve ark 2006).

Matiir spermin solid fazdaki HA’ya baglanmasi sebebi ile sperm HA baglanma
testi gelistirilmistir. HA baglanma testi matiir ve fonksiyonel spermi belirlemede
onemli bir biyomarkir olup, glinlimiizde ticari kitler olarak da pazarlanmaktadir. HA
baglanma testinde; bagli kismin, baglanmamis kisma orani verilir. Sperm CK
aktivitesi ile HA baglanmas1 arasinda yakin bir negatif korelasyon saptanmistir
(Aitken ve ark 1994). Bu da HA’ya baglanan spermin matiir sperm oldugu goriistinii
desteklemektedir (Huszar ve ark 2003).

2.7.6. Hyaluronik Asit’in Biyosentez ve Metabolizmasi

HA, karacigerde metabolize olur (Murray ve ark 2003). HA sentezi plazma
membraninda ger¢eklesmektedir. Markowitz ve Dorfman, ilk olarak streptokok
membranini kullanarak HA sentezlemislerdir (Abatangelo ve O’Regan 1995). Daha
sonra Prehm, HA zincir biiylimesinin ekstraselliiler ortamda oldugunu ve golgi

aparatinda sentezlenmedigini gostermistir (Prem 1993).

HA sentezleyen 3 farkli hyaluronan sentetaz (HAS1, HAS2, HAS3) vardir
(Weigel ve ark 1997; Tammi ve ark 2002). Bunlar plazma membraninin i¢ yiizeyinde
HA sentezleyen multipl transmembran bdlgedeki enzimlerdir. Sentez sirasinda
polimer zincir biiyiiyerek periselliiler bolgeden membranin i¢ine dogru uzanir. Bu,
diger glikozaminoglikanlarin sentez  seklinin  aksine normal ekzositotik
mekanizmalarla salgilanan ve golgi cisimciginde bir proteoglikan olusturmak ig¢in
kor proteiniyle bag olusturmaktadir. Ekstraselliiler matrikste HA baglayan ve
hyaladerin denilen proteinler tanimlanmistir. Ekstraselliiler matrikste bu proteinlerin
artmast, bazi hiicrelerin davraniglarini etkilemek i¢in tasarlanmig bir sinyal oldugunu
diisiindiirmektedir. Birgok doku grubunda ve hiicre tiplerinde HA reseptorleri

saptanmistir. Bunlar:

CD44 Reseptorii: Viicutta genis yayilim1 olan bir reseptordiir ve hyaluronik
asit i¢in hiicre ylizey reseptorii olarak bulunmaktadir. CD44 aracili hyaluronik asit;

hiicre etkilesimi, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat adezyonlarin1 igeren ¢ok sayida
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fizyolojik olayda gorev almaktadir. Hiicrenin migrasyon, proliferasyon ve
aktivasyonu ile hyaluronik asitin yikimi CD44 aracilidir. CD44’{in in-vivo ortamdaki

biyolojik rolii bir¢ok dokuda hala belirlenememistir.

RHAMM Reseptorii: Hiicre ylizeyinde RHAMM ekspresyonu hiicre
hareketleri ile iligkilidir ve gd¢ eden fibroblastlar ve metastatik timor hiicreleri gibi

cok sayida hareketli hiicrelerde belirlenebilmektedir (Necas ve ark 2008).

HARLEC Reseptorii: HA'nin sirkiilasyonunu saglayan karaciger endotelyal
reseptdrii gibi reseptorlerle veya sentaz enzimiyle baglanabilirler. Insanda, hiicrenin
farkl1 yerinde farkli 6zelliklerde enzim kodlayan 6 hyalorunidaz geni vardir (Stern ve
Csoka 2000). Normal fizyolojik kosullar altinda, HA, polimer uzunluklar1 2-25 um,
rolatif molekiiler kitlesi 10°-10” arasinda degismektedir (Toole 2004). ECM’de
yaygin olarak bulunur ve hiicre adezyon, migrasyon, proliferasyon ve intraselliiler

fonksiyonun diizenlenmesinde rol alir (Lee ve Spicer 2000; Itano ve Kimata 2002).

Insan fibroblast kiiltiirlerinde yapimi1 PDGF ve TGF-B gibi biiyiime faktorleri
tarafindan uyarilir. Bu uyar1 protein kinaz-c lizerinden gergeklesir. Protein kinaz
cnin uyarilmast da hyaluronik asit sentezini baglatir. Ancak bu uyar1 protein
sentezine bagli degildir. PDGF ile uyarilan hyaluronik asit sentezi PDGF reseptorleri
tizerinden gergeklesir (Heldin ve ark 1995).

2.7.7. Hyaluronik Asit’in Yikimi

Hyaluronik asit lenf yolu ile kana geger, karaciger epitel hiicresinde doniisiime
ugrayarak kandan elimine edilir (Iwata 1993; Gustafson ve ark 1995). Yikimu,
hyaluronidaz enzimleri ve serbest radikaller tarafindan gerceklestirilmektedir (Jiang

ve ark 2011).

Hyaluronik asitin yukarida bahsedilen faydalarindan yola ¢ikarak; bu
calismamizda daha saglikli sperm eldesi i¢in swim-up medyumuna eklenen

hyaluronik asitin sperm morfoloji, motilite ve DNA biitiinliigiine etkisini arastirdik.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiza, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci
Ureme Teknikleri Unitesi’ne Haziran 2014-Agustos 2014 tarihleri arasinda basvuran
hastalardan WHO 2010 kriterlerine gore normospermik olanlar dahil edildi ve
toplam 20 hasta 2014/645 no.lu etik kurul kararinca segildi.

3.1. Semen Orneklerinin Hazirlamis:

Hastalarin 3 giinliik cinsel perhiz sonrasinda alinan numuneleri Diinya Saglik
Orgiitii Kriterlerine uygun kullamldi. Ornekler; steril, non-toksik polypropilen kaba

topland1 ve 25 dk’lik likefaksiyon siiresinin ardindan semen analizleri yapildi.

Semen analizlerinde ilk once fiziksel muayene yapilarak koku, renk, voliim
ve viskozite yoniinden degerlendirildi. Daha sonra mikroskobik incelemeleri yapmak
icin semenden alman 10 pl’lik ornek; derinligi 0,01 mm olan Makler sayim
kamarasinin (Sefi - Medical Instruments) ortasina damlatilarak iizerine grid cami
kapatildi (Resim 3.1). Nikon T1A Input AC 151k mikroskobunda toplamda X200

biiylitme altinda degerlendirme yapildi.

Resim 3.1: Makler Sayim Kamarasi

Gridin tizerinde iki satir bir siitun veya iki siitun bir satir igerisindeki sperm
hiicreleri sayilarak ortalamasi1 alindi ve bdylece spermatozoa konsantrasyonu

milyon/ml olarak tespit edildi.

Ayni zamanda Makler sayim kamarasi kullanilarak motilite degerlendirmesi

yapildi. Motilite degerlendirmesi i¢in 100 hiicre sayildi. Dogrusal hareket gostererek
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en az 3 kareyi kat eden spermatozoalarin motilitesi +4, karenin disina ¢ikan ancak 1-
2 kare sonra geri donme hareketi gosteren spermatozoalarin motilitesi +3, bir kare
icerisinde yerinde bag veya kuyruk sallama seklinde hareket eden spermatozoalarin
motilitesi +2, hi¢ hareket goOstermeyen spermatozoalarin motilitesi +1 olarak

degerlendirildi (Makler 1980; WHO 2010).

Morfoloji degerlendirmesi icin WHO 2010 kriterleri kullanildi. X400
biiylitmede morfolojisi saglam ve normospermi sinifina girenler ¢aligmaya dahil

edildi.
3.2. Rutin ve Hyaluronik Asit Katkili Swim-up Metodu ile Sperm Eldesi

Bu calisma temel yikama materyali olarak bikarbonat tamponlu Hank’s
Balanced Solution (Biological Industries; HBSS catalog no: 02-017-1) kullanilarak
gerceklestirildi. Hastanin likefiye semen numunesi rutin semen analizinden sonra
HBSS ile 1/1 oraninda karistirilarak homojenize edildi ve 2 ayn steril, 14 ml’lik
konik tiipe (Nest; catalog no: 601002) paylastirildi. Ornekler (HBSS + Semen) 1000
rpm’de 10 dk santriflij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi ve pellet
homojenize edildikten sonra 1 ml’lik ependorf tiiplerine 250 ul olarak paylastirildi.
1. tip i¢in %0,5’lik HSA (human serum albumin) igeren HBSS (rutin swim-up
yonteminde kullanilmaktadir), 2. Tiip i¢in %10’luk HA (sodyum hyaluronat intra
farma 32 mg/2 ml) igeren HBSS tiip duvarina sizdirma yoluyla 2 ayr tabaka olacak
sekilde ilave edildi. Son olarak ependorf tiipleri %5 CO; iceren inkiibatdr igerisine
aliarak sperm hiicrelerinin iist tabakaya dogru yilizmesi i¢in birakildi. 45 dk sonra
HA ve HSA igeren yiizdiirme sivisina ylizen sperm hiicrelerinden alinan 6rnekler

makler kamarasinda sayildi.
3.3. Sperm Apopitozisinin Degerlendirilmesi (Annexin V Boyama)

Apopitozisin erken evrelerinde, sperm membraninda fosfotidilserinin i¢
yapraktan dis yapraga translokasyonu olmaktadir. Anneksin V antikorlari Ca™
bagimli fosfolipid baglayic1 proteindir ve spesifik olarak eksternalize olmus
fosfotidilserin molekiiliine baglanmaktadir. Annexin V ile bagl fosfotidilserinin

vermis oldugu floresans sperm apopitozisi i¢in markir olarak kullanilabilmektedir.
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Spermdeki apopitozisin degerlendirilmesi i¢in her gruptaki (HSA, HA)
ylizdlirme sonucu elde edilen numuneler total hiicre sayisi 1 milyon olacak sekilde 1
ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi. Arkasindan Annexin-V-Fluos Staining Kit (F.
Hofformann-La Roche, catalog number: 11858777001) ile muamele edildi ve
homojenize edilip 30 dk bekletildi Karisimdan her bir lama (poly L-lizin) yaklasik
olarak 45-50 pl damlatilip {izerleri lamelle kapatildiktan sonra Olympus BH-2 foto
atasmanli floresan mikroskop altinda karanlik ortam kosullarinda incelendi. 100
hiicre sayildi ve bu hiicrelerden kirmizi renkli olanlar nekrotik hiicre, kirmizi + yesil
olanlar ge¢ apopitotik hiicre, yesil renkli olanlar erken apopitotik hiicre olarak
degerlendirildi. Boya almayan hiicre grubu ise saglikli hiicre olarak kaydedildi.

Dijital ortamda mikroskobik fotograflart alindi
Tiim veriler elde edildikten sonra istatistikleri yapildi.
3.4. Istatistiksel Analiz

Calismamizin istatistiksel analizi IBM SPSS version 22 programinda yapildi.
Gruplarin HA miktarlar1 ortalamalarinin karsilastirilmas1 ve annexin sonucu elde
edilen renkler arasindaki farkliliklarin gézlemlenebilmesi amaciyla ‘Tek Yonlii

Varyans Analizi’ ya da bir baska degisle ‘One Way ANOVA’ test istatistigi kullanildi.

Motilite degerlendirmesi yapabilmek amaciyla, spermlerin HSA ve HA ile
muamelesi sonucu yiizen hiicre sayilart incelenmistir. HA muamelesi ile daha fazla
sayida sperm hiicresi yiizmesinin beklendigi bu calismada, HA ve HSA degerlerinin
ortalamalar1 arasindaki farkliligin gézlemlenebilmesi amaciyla ‘Bagimli Orneklem t
Testi’ ya da bagka bir ifade ile ‘Paired Sample t Test’ istatistigi kullanilmistir. Veriler

%95 giiven araliginda incelenip, analizi ¢ikarilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamz Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Yardimc1 Ureme Teknikleri Unitesi’ne semen analizi igin basvuran, 20 hasta ile
gerceklestirildi. Rutin semen analizleri yapilan hastalardan WHO 2010 kriterlerine
gore normospermik olanlar ¢calismaya dahil edildi. Semen ornekleri, 2 ayr tiipe esit
dagitilarak HBSS ile homojenize edildikten sonra 1000 rpm’ de 10 dk santrifiije tabi
tutuldu. Santriflij sonras1 6rneklerin pellet kismi ependorf tiiplerine alind1 ve tiiplere
sirastyla; HSA ve HA igeren HBSS, tiip duvarina sizdirma yoluyla ilave edilerek 2
ayri tabaka olusturuldu ve sperm hiicrelerinin {ist tabakaya yiizmesi i¢in %5 CO,
igeren inkiibatorde 45 dk siiresince bekletildi. HSA ve HA igeren iist tabakadan
alman Ornekler makler sayim kamarasinda sayildi ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirildi (Grafik 4.1).

Sperm konsantrasyon degerlendirmesinde %10’luk konsantrasyonda HA igeren
mediumda bulunan sperm hiicrelerinin +3 ve +4 konsantrasyonlar1 %0,5 HSA iceren
sperm hiicrelerinin +3 ve +4 konsantrasyonlarina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0,05).

Grafik 4.1: HSA ve HA iceren Hank’s Balanced Medium igerisine yilizen sperm hiicrelerinin +3 ve +4
motiliteli sperm konsantrasyon yiizdesi.
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Swim-up medyumundaki spermlerin morfolojik olarak degerlendirilmeleri igin

ornekler Annexin V ile muamele edildi ve Olympus BH-2 foto atasmanli floresan
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mikroskop altinda incelendi (Tablo 4.1) ve fotograflandi. Sonugclar istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Tablo 4.1. Floresan Mikroskop altinda hiicre yorumlanmasi.

Boyanmayan Yesil Kirmiz1 +Yesil Kirmz

Non-Apopitotik | Erken Faz Apopitotik | Ge¢ Faz Apopitotik Nekrotik

Hicre Hicre Hicre Hicre

HSA iceren mediumda bulunan sperm hiicreleri HA i¢ceren mediumda bulunan
sperm hiicreleri ile morfoloji bakimindan karsilastirildi ve karsilagtirmalara semenin

fresh (raw) hali de eklendi.

Grafik 4.2. Taze semenin ve HSA ile HA muamelesi sonrasi elde edilen sperm hiicrelerinin Annexin
V ile boyanma sonras1 gosterdigi morfolojik durumun yiizdesi (Y:Yesil, K:Kirmizi, N:Normal).
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HSA igeren mediumda bulunan sperm hiicreleri HA i¢eren mediumda bulunan
sperm hiicreleri ile karsilagtirildiginda HSA igeren grupta nekrotik hiicre oran1t HA

iceren gruba gdre anlamli olarak yiiksek bulundu (p < 0,05).

47



Resim 4.1. Annexin V ile boyanmig nekrotik sperm hiicreleri X400

HSA iceren mediumda bulunan sperm hiicreleri HA igeren mediumda bulunan
sperm hiicreleri ile karsilagtirildiginda HSA igeren grupta gec apopitotik hiicre oranm

HA igeren gruptaki hiicre oranina gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p < 0,05).

Resim 4.2. Annexin V ile boyanmis geg¢ apopitozisli sperm hiicreleri X400
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HSA igeren medyumda bulunan sperm hiicrelerindeki erken apopitotik hiicre
orani HA iceren gruptaki erken apopitotik hiicre orami ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Resim 4.3. Annexin V ile boyanmis erken apopitozisli sperm hiicresi X400

Taze semen Ornedi ile HSA iceren sperm hiicreleri apopitotik ve nekrotik hiicre
oranlar1 bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir farkliik gézlenmezken, HA
iceren grup ile taze semen Ornegi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlenmistir.

Annexin V kiti ile muamele edildikten sonra boyanma gostermeyen saglikli
sperm hiicreleri karsilastirildiginda HA igeren gruptaki sperm hiicreleri; taze semen
ornegi ve HSA igeren gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulundu (p < 0,05).
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5. TARTISMA

Doéllenme; sperm ve yumurtanin dogrudan etkilesimi sonucu hiicre
membranlarinin  fiizyonuyla beraber disi ve erkek gametlerin birlesmesi ile
gerceklesir. Bu siirecin tamamlanmasi ve bunu takiben embriyo gelisimi sperm DNA
biitlinliigiine baglidir. Kondanse sperm DNA’s1 hatasiz bir sekilde genetik materyalin
gecisi icin gereklidir. Dogal ortamda DNA hasarli sperm yumurtayr dollemede
basarisiz olacaktir. Bu bize dogal olarak normal fertilizasyonda saglam DNA
biitiinliigline sahip spermatazoanin basarili oldugunu gosterir. Bununla birlikte
YUT de bu seleksiyon islemi pas ge¢ildigi i¢in bu da yanlislikla DNA hasarli sperm
kullanimiyla sonuglanacaktir (Aktan ve ark 2011).

Rutin semen analizinde semen hacmi ve PH, sperm konsantrasyonu, motilitesi,
morfolojisi, sperm 16kosit sayist degerlendirilen parametrelerdir. Standart semen
analizi erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde standart olarak kullanilmakla
birlikte bu parametreler fertil ve infertil erkeklerin kesin ayriminda yetersiz
kalabilmektedir (Guzick ve ark 2001). Semen analizi degerli bilgiler vermesine
ragmen gebelik elde etmede bazi smirlamalart vardir. Daha giivenilir bagka
tanimlamalara gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda yapilan
caligmalar, normal spermatogenez siirecinde olan, hiicre Oliimiiniin fertilite

tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi {izerine odaklanmistir (Oosterhuis ve ark

2000).

Apopitozis bircok multiselliiler organizmanin hemostazisinde, diferansiyasyon
ve biliylimenin regililasyonunda rol oynayan Onemli bir biyolojik siiregtir.
Spermatogenez olduk¢a kompleks bir biyolojik gelisim siirecidir. Testiste
spermatogenez slirecini diizenleyen ana kontrol mekanizmasi apopitozistir (Aitken
ve Koppers 2011). Hiicresel apopitozis ve nekrozis sirasinda; membran
fosfolipitlerinin asimetrisinin bozulmasi sebebiyle plazma membran biitiinligi
bozulur. Apopitozis ve nekrozis hiicre Sliimiiniin 2 6nemli formudur. Nekrozis ¢ok
sayida hiicreyi etkiler ve hiicre sismesi sonrasinda da ruptiir ile sonuglanir. Fakat
apopitozis, programli hiicre Oliimiidiir ve tek bir hiicreyi etkiler. Apopitozis;
kromatin ve sitoplazma agregasyonu ve bu siirecin ilk basamaklarinda meydana

gelen plazma membran asimetrisinin bozulmasi dahil olmak {izere cesitli
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ultrastriiktiirel ve biyokimyasal degisiklikle karakterizedir. Normalde; plazma
membraninin i¢ sitoplazmik membraninda fosfotidilserin bulunur. Apopitozis
sirasinda, PS, dis tabakaya gecer. Bu durum; PS translokasyonu olarak bilinir ve
membran stabilitesinin bozuldugunun bir isaretidir ve Ca™ bagiml bir sekilde
annexin V ve propidyum iyodidin hiicreye baglanma yetenegi artar. Annexin-V ve
propidyum iodid sperm viabilitesinde bir markir olarak kullamlir. Ozellikle DNA
i¢in propidyum iodid ve PS translokasyonu i¢in Annexin V kullanilir (Bukowska ve

ark 2011).

Infertil hastalarin testis biyopsilerinde yiiksek oranlarda apopitozis oldugu
TUNEL yontemi ve morfometrik c¢alismalarla ortaya konmustur. Yeni yapilan
calismalarda ise, infertil hastalarin ejekiilat spermlerinde apopitozisin tipik
gostergeleri olan DNA parcalanmasi (TUNEL yontemi) ve fosfotidilserinin plazma
membran translokasyonu (AnneksinV/propidyum iodid yontemi) saptanmistir. Bu
belirleyicileri rutin semen analizleri ile gdstermek olas1 degildir ve bu spermler
normal olarak degerlendirilip, ICSI yontemi ile oosite enjekte edilirse hasarl

genomdan dolay1 ciddi sorunlara yol agabilir (Weng ve ark 2002).

Sperm DNA hasar1 ve apopitozis erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde
onemli bir belirtectir (Hoogendijk ve ark 2009). Sperm hiicrelerinin apopitozisi erkek
infertilitesi ile iliskilidir ve infertil erkeklerden alinan testikiiler biyopsilerde daha
yiiksek apopitotik sperm orani goriilmiistiir (Oosterhuis ve ark 2000). Testiste
spermatogonium, spermatosit ve spermatidlerde yogun apopitotik faktor aktivasyonu

gosterilmistir (Bubenik 2009).

Cesitli i¢ ve dis nedenlerden dolayr DNA’da farkli diizeyde hasarlar meydana
gelmektedir. Sperm DNA’s1 hasarina insan, fare, at, domuz, balik gibi pek ¢ok tiirde
rastlanmaktadir. DNA’da olusan bu hasarlarin baslicalari; kromatin yapisinin
bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin
polimerizasyonunun baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi kromatin
yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagmalari, DNA’da mutasyonlar gibi bir takim yapisal bozulmalardir. ROS

(reaktif oksijen tiirleri)’un sebep oldugu DNA hasar1 hiicrelerin apopitozisini
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hizlandirmaktadir. Bu da infertiliteye sebep olan sperm sayisinin azalmasi ile ilgili

olarak, iireme {izerine olumsuz bir etki yapmaktadir (Tiirk ve ark 2006).

Sperm hiicrelerinin fertilizasyon yetenegini incelemede ve fonksiyonel
spermlerin secilmesinde apopitotik markirlar kullanilabilir. Annexin V ile boyanma,
kaspaz aktivitesinde artis, DNA fragmantasyonu sperm viabilitesinin ve fertilizasyon
yeteneginin degerlendirilmesinde 6nemli markirlardir. Diisiik motiliteli spermler
daha fazla kaspaz aktivitesine ve fosfotidilserin eksternalizasyonuna sahiptirler.
Benzer sekilde diigiik motiliteli spermlerde DNA fragmantasyonu saptanmistir
(Shaha ve ark 2010). Ejakiilat semeninde sperm viabilitesi ve motilitesi ile apopitotik
sperm orani arasinda anlamli iligki oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur

(Marchetti ve ark 2002; Taylor ve ark 2004).

Chen ve arkadaglarinin 23 hasta iizerinde yaptiklar: bir ¢alismada apopitotik
sperm orani ile sperm motilitesi ve morfoloji arasinda ters bir iligski saptanmis iken,
apopitotik sperm oranmi ile sperm kuyruk defektleri arasinda pozitif bir iliski
saptanmistir ve ejakiile semende apopitotik sperm orami ile semen kalitesi iligkili
bulunurken (Chen ve ark 2006) Shen ve arkadaslari, sperm apopitozisi ile sperm
motilitesi arasinda ters iligki ve apopitotik degisiklikler ile anormal morfolojili sperm
orani arasinda pozitif bir korelasyon bulmuslardir (Shen ve ark 2002). Varum ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, seminal parametrelerin DNA hasari ile
ters iliskili oldugu gosterilirken (Varum ve ark 2007), Kotwicka ve ark’nin 28
normospermik hasta {iizerinde yapmis olduklart calismada, hareketli sperm
subpopulasyonu ile fosfotidilserin translokasyonu godsteren sperm subpopulasyonu
arasinda negatif bir iliski oldugu bulunmustur (Kotwicka ve ark 2013). Ancak
Perticarari ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢alismada, fosfotidilserin translokasyonu
gosteren sperm orani ile progresif hareketli sperm orami arasinda bir iliski
gozlemleyememislerdir (Perticarari ve ark 2007). Hao-Bo Zhang ve arkadaslar ise
arastirmalarinda 58 hasta semeni ¢alismislar ve erken apopitotik markirlara sahip
spermler ile sadece sperm motilitesi arasinda negatif bir iliski saptamiglardir (Zhang
ve ark 2008). Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada da ejekiilat spermindeki
apopitozis ile sperm motilitesi negatif bir korelasyon gdstermistir. Ayn1 zamanda
sperm  morfolojisinin  apopitozis sebebiyle bozuldugu istatistiksel olarak
kanitlanmistir.
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Diisiik motiliteli spermlere sahip kisilerde yiiksek motiliteli sperme sahip
kisilere gore apopitozis belirteclerinin daha sik goriildiigii de bildirilmistir (Weng ve
ark 2002).

YUT; sperm, yumurta veya embriyonun in-vitro maniplasyonunu gerektiren
islemlere verilen genel bir terimdir. Spermin hazirlanmasi agsamalari mikroenjeksiyon
sonuclar1 iizerinde etki etmektedir. Insan spermi hazirlamadaki geleneksel
tekniklerden birisi de ‘swim-up’ yontemidir. Swim-up yonteminin in-vivo sperm
seleksiyonuna benzerlik gostermesi, diisiik dekondanse oranlarina sahip olmasi, daha
az zaman almasi ve laboratuvar yiikiinii hafifletmesi gibi avantajlar1 vardir (Aktan ve

ark 2011).

Insan yardimeci {ireme teknikleri {izerine bilimadamlari ve klinisyenler
androlojik  sonuglar1 arttirmak i¢cin degisik sperm hazirlama teknikleri
gelistirmislerdir. ilk sperm hazirlama metodu erkek germ hiicrelerinin 1 ya da 2 kez
yikanmasi seklindeydi. Sonrasinda hiicre pelletinden swim-up prosediirii adi1 altinda
tek bir teknik kullanildi. Daha sonralar1 daha sofistike metotlar gelistirildi ve yeterli
sayida, motil ve gelisimini tamamlamis sperm hiicreleri separe edilmeye baslandi.
Sonugta; motilite ve sperm fonksiyonlarinin korundugu, ¢evresindeki reaktif oksijen
tiirevleri gibi zararlilardan arinmis sperm hiicreleri elde etmek icin degisik teknikler
kullanildi. In-vivoda; potansiyel olarak fertil sperm hiicresi; kadin genital yollari
icinde servikal mukus araciligiyla aktif migrasyonla immotil sperm, debris ve
seminal plazmadan ayrilir. Bu siire¢ sirasinda hem motil progresif olan spermler
secilir hem de akrozom reaksiyonu ile ilgili olan ve spermin fonksiyonel
olgunlugunu saglamak i¢in temel gereksinim olan kapasitasyon adi verilen fizyolojik

degisiklik meydana gelir (Henkel ve Scill 2003).

IVF programlarinda; oosit toplama, embriyo kiiltliri, sperm hazirlama ve
embriyo transferi ig¢in ticari olarak hazirlanmis medyumlar kullanilir. Son
zamanlarda HTF (human tubal fluid), basit tuz soliisyonlar1 yerlerini daha kompleks
medyumlara birakmuslardir. IVF’in baglangicindan bu yana kiiltiir medyumlarini
optimize etmek icin protein desteklemesi yapilir. Plazma proteinlerinin fizyolojik
fonksiyonlar1 ve osmotik regiilasyonda dogrudan etkili oldugu kanitlanmstir.

Proteinler ayn1 zamanda enerji kaynagi olarak, hormon, metal, iyon ve vitaminlerin
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serbestlesmesi i¢in depo olarak kullanilirlar. Bu gelismis medyumlar protein ve diger
makromolekiilleri (bliylime faktorleri, maternal ya da kord serum, sigir ya da insan
albumini) icerir. Disi lireme yollarinda oldukc¢a bol miktarda bulunan albumin, in-
vitro embriyo gelisimi i¢in kullanilan kiiltlir medyumunun ana makromolekiilii
olarak kullanilir Giiniimiizde ticari IVF medyumlarinin ¢ogu HSA igerir ya da HSA
sonradan ilave edilir (Mahani ve Davar 2007; Meintjes ve ark 2009).

Ek olarak, albumin; viskosite ve kayganlastiric1 6zelligi ile kiiltiir medyumu
icerisinde embriyonun kiiltlir kabina yapismasini onler ve kolayca taginmasini saglar.
Kiiltliir medyumlarinda kullanilan albumin 6zellikle fetal kord serumu, ticari olarak
satilan HSA, hastanin kendi serumu ve son zamanlarda kullanilan rekombinant
HSA’dir. Kandan elde edilen albuminin kullaniminin; viriis ve prionlar yoluyla
hastalik bulasma olasiligini arttirdigr belirtildi. Bu nedenle, embriyo biiyiime ve
gelismesini korumada ve kandan elde edilen albuminin basarili bir sekilde yerini
alacak bagska makromolekiiller i¢in arastirmalar yapilmistir. Polivinilpirolidon,
polivinilalkol ve hyaluronik asit gibi bircok makromolekiil ¢alisilmistir.
Polivinilpirolidon ve polivinilalkoliin tamamiyla agiklifa kavusmamus teratolojik
ozellikleri yardimci tiremede kullanilmalar1 konusunda endigeleri arttirmistir. Aksine
hyaluronik asit, glikozaminoglikan ailesi ile iliskili olup insan viicut sivisinda ve
ekstraselliiler matrikste bol miktarda bulunan dogal bir makromolekiildiir (Simon ve

ark 2003).

Hyaluronik asit, ilk defa Meyer ve Palmer tarafindan kesfedilmistir. B-1-3 ve
B-1-4 glikozidik baglar1 ile baglanmis N-asetil- D glukozamin ve D-glukuronik
asitten olusan lineer anyonik bir polisakkarittir. Biyouyumlu ve biyobozunur bir
yapidadir ve omurgalilarin dokularinda ve biyolojik sivilarin hemen hemen
tamaminda bulundugundan daha az istenmeyen immiin cevaba sebep olur. Bu durum
da ila¢ uygulamalarinda umut verici bir polimer oldugunu gosterir (Water ve ark

2014).

Hyaluronik asit, iireme sistemi dahil olmak tizere dokularda bol miktarda
bulunan dogada dogal olarak meydana gelen bir makromolekiildir. HA, diger
glikozaminoglikan ve proteoglikanlar gibi ekstraselliiler matrikste bulunur ve matriks

formasyonu, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre
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migrasyonunu diizenler. Biiylime faktorleri igin ko-reseptdr aktivitesi gosterir.
HA’nin fiziksel Ozellikleri ve biyolojik aktivitesi disiiniildiiglinde bu
makromolekiiliin insan kiiltiir medyumunda albumin ile yer degistirebilecegi sasirtici
degildir (Simon ve ark 2003). Biz de ¢alismamizda rutinde kullanilan albiimin ve
diger makromolekiillerin olas1 zararh etkilerini gozoniine alarak ve HA nin biyolojik

aktivitesini diisiinerek HA kullanmay1 tercih ettik.

Simdiye kadar DNA hasar1 olmadan ya da en aza indirilerek daha saglikli
sperm secimi i¢in farkli metotlar kullanilmistir. Jakab ve ark (2005) hyaluronik asit
kullanarak ICSI islemi sirasinda daha saglikli sperm elde ettiklerini yani kromozomal
anomalilerin azaldigim1 bildirmislerdir. Bu ¢alismada immatiir sperm hiicrelerinin
daha diisiik HspA2‘ye sahip oldugunu gostermislerdir. Bu diisiis ise, bozuk
sitoplazmik membran remodellingine ve spermin HA’ya baglanamamasina sebep

olmustur.

HA in-vivo fertilizasyonda 6nemli rol oynayan ve oositin etrafindaki kumulus
hiicrelerinin ekstraselliiler matriksinde bulunan lineer bir polisakkarittir ve sperm
seciminde HA’nin kullanim amaci, kumulus matriksinin ana bileseni olmasi ve
maturasyonda onemli bir rol oynamasidir. HA’ya tutunan spermin maturasyonunu
tamamlamis oldugu bilinmektedir. HspA2 proteininin ekspresyonu sperm
maturasyonunun gostergesidir. Ayrica sitoplazmik membran yenilenmesi zona
pellusidaya tutunmasi i¢in sperm baglanma bdlgelerinin formasyonunu saglar

(Petersen ve ark 2010).

Prosediiriine destekleyici bir madde eklenmis degisik swim-up metotlar1 vardir.
Bunlardan biri hyaluronik asitin ilavesidir. Rutin swim-up teknigi ile
karsilastirildiginda semenden direkt HA iceren swim-up medyumuna dogru ylizen
motil sperm sayisi daha yiiksek ¢ikmistir. Ayrica klinik IVF programindaki gebelik
oranlar1 da yiksektir. Hyaluronik asit sperm hiicresi icerisine Ca™ alinimini
arttirmakta ve akrozom reaksiyonunu indiiklemektedir. Bdylece kumulus
hiicrelerinin  yiiksek HA konsantrasyonlar1 akrozom reaksiyonuna katkida

bulunmaktadir (Henkel ve Scill 2003).
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Biz de c¢alismamizda hyaluronik asitin faydalarindan yola ¢ikarak rutinde
kullanilan HSA yerine HA kullandik. Sperm hazirlama yontemlerinden swim-up
metodunu secerek hazirlanan sperm hiicrelerinde morfoloji ve motiliteyi

degerlendirdik.

Ilging olarak; hem insan hem de sigir embriyolarinin blastosist basamagina
kadar gelismeleri sirasinda hyaluronan yiizey reseptorlerine sahip olduklari tespit
edilmistir. Dahasi, hyaluronik asitin fare embriyolarinin implantasyonu sirasinda
konsantrasyonunun arttig1 gosterilmistir. Ek olarak hyaluronan; sperm hazirlama
medyumlarina eklendigi zaman sperm motilitesini arttirir ve taze semen yada
donmus/¢Oziinmiis insan sperminin inkiibasyon siliresi boyunca motilitesini korur

(Mahani ve Davar 2007).

Medyuma ilave edilmis hyaluronik asit; donmus-¢oziinmiis spermin yani sira
taze ejakiilatta da motilite ve viabiliteyi korur, ayni zamanda spermin hizin arttirir.
Hyaluronik asite cevap olarak spermin motilite ve hizinin artmasi ile ilgili 2 gézlem
vardir: HA’ya maruz kalan spermin 1) hizinda ve 2) kuyruk donme frekansinda ani
artis gozlenir. Eger HA’ya bagli spermler standart medyuma transfer edilirse motilite
ozellikleri eski haline doner. HA; spermleri, reseptorler araciligiyla etkiler. Bu

reseptorler ¢esitli ¢alismalarla da dogrulanmustir (Huszar ve ark 2003).

Bilindigi iizere memeli spermi 06zellikle morfoloji, motilite ve viabilite
bakimindan yiiksek bir heterojenite ile karakterizedir. Normal morfolojik goriintimli,
motilite ve viabilitesi yiiksek sperm hazirlamak icin ¢esitli teknikler vardir. Sperm
hazirlama prosediirleri non-motil spermlerden motil spermleri ve defektli
spermlerden morfolojik olarak normal spermleri ayirir. Ayrica seminal plazmay1
uzaklastirir. En 6nemli sperm hazirlama yontemleri dansite gradient santrifiigasyon
ve swim-up teknikleridir. Sperm hazirlama metotlariin etkinligi semen

parametrelerinin farkliliklarina gore gesit ¢esittir (Bukowska ve ark 2011).

Spermin HA’ya baglanmasi, o spermin gelismis maturitesini, kromozomal
hasarinin azligin1 ve DNA biitiinliigiiniin yiiksekligini gdsterir. Spermin fertilizasyon

yetenegini predikte eder (Carine ve ark 2013).
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Sperm HB (Hyaluronik Asite baglanma) testleri; ticari diagnostik kit olarak,
spermin maturasyonunu ve fonksiyonunu degerlendirmek icin gelistirilmistir. Bu
test, HA’nin matiir ve akrozom reaksiyonu tam olan sperme baglanmasi esasina
dayanir. Bilindigi lizere HA’nin dogal sperm segici 6zelligi vardir. Ekstraselliiler
matriks, gii¢lii bir bariyerdir. HA’ya baglanan ve sindiren spesifik 6zelliklere sahip
tek bir sperm hiicresinin gecisine izin verir. Sperm zona pellusidaya ulasir ve penetre

olur. Sonrasinda oositi fertilize eder (Carine ve ark 2013).

Huszar ve ark (2003) yaptiklar1 bir calismada HA’ya bagli spermin gelismis bir
sperm maturitesi ve yliksek sperm DNA integritesi ile birlikte, tam bir akrozoma,
matiir bir niikleusa ve iyi bir morfolojiye sahip oldugunu gostermislerdir. Bu; ayni
zamanda HA’ya baglanan spermin, matiir oldugunu, plazma membran yenilenmesini
ve spermiyogenetik siireclerini tamamladigini ve niiklear histon-protamin yer
degistirmesini tamamladigin1 gosterir. Hyaluronik asite baglanmanin kromozom

anomalili sperm sayisini azalttigini bildirmislerdir.

Huszar ve ark (2006) HA’ya baglanma orani diisiik hasta grubunun kromozom
anomalili defektif embriyolara ve diisiikk gebelik oranlarina sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Boylece HA’nin ICSI sebebiyle ortaya c¢ikabilecek problemleri

azalttigin1 kanitlamiglardir.

Cayli ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada erkek faktoriine bagl
infertilitenin incelenmesinde HA baglanma oraninin rutin semen analizine ek olarak
daha fazla bilgi verdigi belirlenmistir. Ayrica bu parametrenin IVF ve ICSI tedavi
kararinin verilmesinde HA baglanma oraninin faydali olacagi saptanmistir (Cayl ve

ark 2003).

Ye ve arkadaglarinin (2006) yapmis oldugu IVF islemleri sirasinda HA
baglanma orani ile fertilizasyon orani arasindaki iliskiyi degerlendiren bir
caligmalarinda 175 IVF siklusunda HA baglanma orani ortalamasi1 74,11 olarak
bulunmus ve %50 ve altinda fertilizasyon oranina sahip hasta grubunda ortalama HA
baglanma yiizdesi %50 {izerinde fertilizasyon oranina sahip hasta grubundaki HA
baglanma yiizdesinden anlamli bir sekilde diisiik saptanmistir. Ayrica calismada HA
baglanma yiizdesi ile total ve progresif sperm motilitesi ve morfoloji arasinda

kuvvetli bir korelasyon belirlenmistir.
57



Park ve arkadaglarinin (2005) yapmis oldugu deneysel bir ¢alismada HA’ya
baglanan sperm se¢imi ile yapilan ICSI sonuglar1 karsilagtirilmis ve HA’ya baglanan
sperm se¢imi ile elde edilen embriyolarda daha az kromozomal anomaliye rastlandigi

bunun da gebelik sonug¢larini daha olumlu olarak etkiledigi saptanmistir.

Marei ve ark oosit maturasyonu i¢in IVF medyumlarina ilave edilen 0,1-0,5 ve
1 mg/mL HA konsantrasyonlarin1 karsilastirmiglar. Kumulus ekspansiyonu ve oosit
niiklear maturasyonunu ve embriyo gelisim ve kalitesinde 1 mg/ml HA nin oosit
maturasyon oranlarmi diiglirdiigiinii fakat diger konsantrasyonlarin da anlamli bir

etkisi olmadigini bildirmislerdir (Marei ve ark 2012).

Opiela ve ark (2014)’nin oosit maturasyonu iizerine yaptigl bir arastirmada
%0,07 HA’nin oositlerde en yiiksek mayotik maturasyonu gosterdigini yliksek

konsantrasyonlu HA’nin ise zararli etkileri olabilecegini bildirmislerdir.

Hyaluronik asite baglanma ile semen parametreleri arasindaki iligkiyi inceleyen
ve Nijs ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada, HB’nin sperm morfolojisi ve
motilitesi ile korelasyonu ve ayni zamanda da embriyo kalitesi iizerine etkisi
aragtirllmistir.  Ayrica, sperm yikama Oncesi ve sonrast HB degerleri de
karsilastirilmig yikama sonrast HB degerinin (%82) yikama oncesinden (%71) daha
ylksek oldugu ve bu degerin sperm morfolojisi ile korele oldugu goézlenmistir.
HB’nin sperm konsantrasyonu, motilitesi ve implantasyon oranlar1 ile korele
olmadig1 ancak fertilizasyon orant < %50 olan grupta, > %50 olan gruba gore
HB’nin daha diisiik oldugu (sirasiyla %69.7 - %79.2) bildirilmistir (Nijs ve ark
2009).

Tarozzi ve arkadaslar1 ise HB’nin erkek infertilite tedavisinde kullanimini
degerlendirmek i¢in 60 IVF hastasini i¢eren bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢aligmada
sperm parametreleri, HB degerleri ve DNA fragmantasyon oranlarini incelemisler ve
HB degerleri ile fertilizasyon-implantasyon oranlar1 arasinda bir korelasyon tespit
edemezken sperm morfolojisi arasinda yiiksek korelasyon tespit etmislerdir (p<0.05).
Ayrica HB degerleri yiiksek olan grupta diisiik DNA fragmantasyon oranlari
gozlemislerdir (P<0.05). Bu sonuglar 1s1ginda HB’ nin yiiksek DNA biitiinliigli olan
normal morfolojideki spermleri segebildigini fakat IVF’te rutin kullanim1 i¢in daha

fazla c¢alismanin gerekli oldugunu belirtmislerdir (Tarozzi ve ark 2009). Ayrica
58



Tarozzi ve ark (2009) dansite gradient sperm hazirlama metodu ile HA’ya bagh
spermler arasinda (sirastyla %1,17 ve %1,59) DNA hasar1 bakimindan karsilagtirma
yapmiglar ve TUNEL testi ile HA’ya baglh spermlerde daha diisik DNA
fragmantasyonlu sperm eldesini kanitlamiglardir. Daha diisik DNA fragmentasyon
oranlar1 ile birlikte HA’ya bagli spermlerde daha yiiksek DNA biitiinligi

bulmuslardir.

Son zamanlarda Parmegiani ve ark (2010a) HA’ya bagli sperm secimi igin HA
iceren bir medyum (Sperm Slow-Medicult) kullanmiglar ve ICSI i¢in kullanilmak
tizere DNA hasar1 olmayan sperm elde etmiglerdir. Arastirmacilar 20 hasta iizerinde
calismiglar ve sperm kromatin dispersiyon yontemi ile PVP ve HA’ya bagli 4000
spermdeki DNA fragmantasyon oranini gostermislerdir. HA’ya bagli spermlerde

(%5,3) PVP’dekine gore daha diisiik (%11) DNA hasar1 gdzlenmistir.

Parmegiani ve ark (2010b) yaptiklar1 bir ¢aligmada HA’ya baglanmis sperm
hiicrelerini degerlendirmis ve normal niiklear kromatinli sperm sayis1 (%14,5)
PVP’den elde edilen sperm sayisindan (%11) yiiksek bulunmustur. Onlarin
calismasinda HA igeren medyum (SpermSlow-Medicult), kiiltiir kabina koyulduktan
sonra sperm hiicreleri 15 dk bu medyum igerisinde inkiibe edilmistir. Arkasindan
yuksek biiyiitme altinda HA’ya baglanmis sperm hiicrelerinin  morfolojisi

degerlendirilmistir.

Petersen ve ark (2010) da yaptiklart ¢alismada niiklear yapimin spesifik
malformasyonlarini (6rnegin; uzun-kisa, genis-dar) ve kromatin (orta ya da genis
vakuoller) yapisin1 degerlendirmiglerdir. Degerlendirme sonucunda HA’ya
baglanmis ya da baglanmamis sperm hiicreleri arasinda bu morfolojilerle ilgili bir
farklilik bulamamiglardir. Fakat HA’ya baglanma ve morfoloji arasinda 6nemli bir
iligki oldugunu kanitlamiglardir. Baska bir 6dnemli nokta ise semen Orneklerinin
hazirlanma seklidir. Semen hazirlama yOntemleri sperm motilite ve morfolojisini
etkilemektedir. Ek olarak Petersen ve arkadaslarinin (2010) sperm hazirlama teknigi
(swim-up) ve Parmegiani ve ark (2010b)‘nin sperm hazirlama teknigi (dansite

gradient) arasindaki farkliliklar ¢eliskili bulgulara katkida bulunmustur.
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ICSI; siddetli erkek faktorlii infertilitenin tedavisi icin ¢ok etkili bir metottur.
Bu metodun temeli tek bir spermin oositi fertilize etme yetenegine dayanir. Teknik o
kadar etkilidir ki DNA hasarli bir spermin bile oositi fertilize etmesine izin verir.
Infertil erkeklerde fertil erkeklere oranla yiiksek miktarda sperm andploidileri ve
DNA fragmantasyonlar1 goriiliir. Anormal sperm ile fertilize olmus oositin
sonuclarinin  kesin olarak bilinmemesine ragmen diisiik fertilizasyon oranlari,
defektif pre-implante embriyo gelisimi ve yiiksek oranlarda diisiik ve cocukluk
kanserleri dahil 6liim oranlar1 bu problemin kanitlaridir. Mikro inseminasyon i¢in en
iyi sperm se¢imi ICSI’deki en Onemli zorluktur. Cogu ¢alismada IMSI
(Intracytoplasmic morphologically selected sperm injection)’nin fertilizasyon ve
gebelik oranlarini arttirdigi ve diisiik oranlarini azalttifi gosterilmistir. IMSI’nin
dezavantajlari; yiiksek biiylitme altinda sperm se¢imi i¢in uzman, zaman ve pahali
ekipmana ihtiya¢ duyulmasidir. HA’ya baglanmis sperm kullanarak yapilan ICSI
islemi en iyi sperm sec¢imi i¢in daha ucuz ve daha az emek isteyen bir alternatiftir

(Mongkolchaipak ve Vutyavanich 2013).

Parmegiani ve ark (2010a)’nin yaptig1r bir calismada arastirmacilar HA‘ya
baglanmis oligospermik grupta HA’ya baglanmamis oligospermik gruba gore daha
ylksek oranlarda niiklear normalite bulurlarken, Petersen ve ark (2010) yiiksek
biiylitme altinda normal morfolojili sperm se¢ciminde HA baglanmasinin yetersiz
oldugunu kanitlamiglardir. Bu iki ¢alismadaki tutarsizlik bir¢ok faktdre bagli olabilir.
Bunlardan birisi; semen Orneklerindeki bir¢ok normal morfolojili sperm hiicresinin
baglanma siirecinde oldugu ve heniiz baglanmadigidir. Dahasi bir¢ok anormal
morfolojili spermin normal DNA icermesi veya tam tersi Ozellikli olabilmesidir
(Franco ve ark 2008). Bizim yaptigimiz ¢alisma da Parmegiani ve ark (2010)’nin

calismasi ile korelasyon gostermistir.

HA reseptorleri, bas, kuyruk ve orta parcada lokalize olmustur. Bu reseptdriin

spesifik antikorlar tarafindan bloklanmasi sperm motilitesini diisiiriir (Bakhtiari ve

ark 2007).

Mongkolchaipak ve Vutyavanich’in (2013) yapmis oldugu c¢alismada ise
HA’ya bagl sperm hiicreleri hedef alinmis ve DNA fragmantasyonu ile kromozom

anoploidileri vurgulanmigtir. IMSI ve HA‘ya baglanmis sperm kullanarak daha
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diisiik DNA fragmantasyonlar1 ve andploidi oranlar elde etmenin miimkiin oldugu

belirtilmistir.

Biz de calismamizda HA’y1 Sperm Slow-Medicult ve PICSI gibi hazir ticari
tiriinler disinda sperm hazirlama medyumu igerisine ilave ederek kullandik. Zaman-
mali bakimdan kolaylik saglayan bu yontemle morfoloji ve motilite bakimindan

kaliteli sperm eldesi sagladik.

Fuller ve Whittingham’in bir ¢alismasinda (1996), domuz spermine dondurma
oncesi eklenen 500 ya da 1000 pg/ml’lik HA, sperm motilite parametrelerini
arttirmigtir. Huszar ve ark (2003)‘nin yaptigi bir ¢alismada 750-1000-1250 pg/ml’lik
HA motilite, viabilite ve fertilite oranlarmi onemli dlciide etkilemistir. ideal HA
miktarinin 750 pg/ml olduguna karar verilmistir. Aksine 1250’lik doz motilite,

viabilite ve fertilizasyon oranlarini diisiirmiistiir.

Bakhtiari ve ark (2007)’nin yaptig1 deneysel bir calismada HA dozlarinin
donmus-¢oziinmiis sperm morfolojilerine herhangi bir etkisi olmamistir. Ancak 750-
1000-1250 pg/ml’lik HA konsantrasyonlart motilite ve viabilite oranlarini arttirmis
ve Ozellikle 750 pg/ml’lik HA fertilizasyon oranlarini yiikseltmistir. Aksine 1250
pug/ml’lik HA konsantrasyonu sperm parametrelerini negatif yonde etkilemistir. Biz
calismamizda sadece swim-up medyumuna ve 1600 pg/ml’lik oranda HA ekledik ve
yiiksek motilite ve morfoloji oranlar elde ettik. HA ilaveli swim-up medyumundaki

diisiik apopitozis oranlarin1 Annexin V ile boyayarak kanitladik.

Spermin HA’ya baglanma yeteneginin artmasi, daha motil ve DNA
biitlinliigiine sahip morfolojik olarak daha kaliteli oldugu anlamina gelir, bu da

fertilizasyon ve gebelik oranlarini arttirir (Lipovac ve ark 2014).
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6. SONUC VE ONERILER

Yardimcr iireme tekniklerinin basaris1 i¢cin sperm hatalarin1 ve bunlarin
kaynaklarini tanimlamak ¢ok 6nemlidir. Erkek infertilitesine sebep olan parametreler
arasinda spermlerin say1 ve motilitesinin yaninda spermlerin morfolojik bozukluklari
ayr1 bir 6nem tagimaktadir. Erkekte, fertilizasyon potansiyellerinin gostergelerinden

biri olan semen analizi; spermlerin sayisi, hareketliligi ve morfolojiyi kapsar.

Hyaluronik asit; oosit etrafindaki kumulus hiicrelerinde bulunan bir komponent
olup spermin oosite baglanmasina yardime1 olur. Ne kadar ¢cok sperm HA’ya penetre
olursa fertilizasyon yeteneginin o kadar iyi oldugu var sayilir. Bundan yola ¢ikilarak
sperm hazirlama yontemlerinden biri olan swim-up medyumuna eklenen HA ile
maturasyonu yiiksek, DNA hasar orani diisiik spermler secildiginden, bu yontemle

daha saglikli spermler ve buna bagli embriyolar elde edebilecegimizi diisiindiik.

Sperm hazirlama medyumuna rutinde kullanilan destekleyici bir protein olan
HSA yerine HA ilave ederek hazirlanan swim-up medyumunda +3 ve +4 hareket
yetenegine sahip yiiksek konsantrasyonlarda sperm bulunmustur. Ayrica bu
spermlerin Annexin V yontemi ile morfolojik degerlendirmelerinde de apopitozis

orani diistik, daha saglikli spermler elde edilmistir.

HA ilaveli medyum ile DNA fragmantasyonu az olan andploidi oranlar1 daha
diisiik ve matilirasyonunu tamamlamis spermler elde edilmektedir. Bu 6zelliklere
sahip spermin oosite penetre olma ihtimali daha yiiksektir. Bu yontemle elde edilen
DNA’s1 intakt spermlerin kullanilmasi ile daha saglikli embriyolar elde edilecegi
diisiincesindeyiz. Yeni ve daha hassas teshis yontemleriyle spermlerin farkl

diizeylerde eldesine olanak saglayacak her bilgi deger tasimaktadir.

HA destekli bazal medyumlarla yapilabilen basit, ucuz ve rutine alinabilecek

bu yéntemin, YUT-androloji alania katki saglayacag diisiincesindeyiz.
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7. OZET

Infertil ciftlerde, yardimci iireme tekniklerinin olumsuz sonuglarmimn bir
boliimiinden ejakiilattaki apopitotik spermlerin sorumlu olabilecegi diisiiniiliir. ileri
diizey sperm hazirlama prosediirlerine ragmen her sperm dolleme saglamamaktadir.
Hyaluronik asit ise oosit etrafindaki kumulus hiicrelerinde bulunan bir komponent
olup spermin oosite baglanmasina yardimci olur. Hyaluronik asite penetre olan
sperm sayisinin apopitozis ile ters orantili olacag diisiincesinden yola ¢ikarak swim-

up medyumuna hyaluronik asit ilavesi ile daha saglikli sperm eldesi amaglanmustir.

20 hastadan alinan ejakulat 6rnegine rutin semen analizi yapilmistir. Her 6rnek
2 gruba ayrilarak swim-up yontemi ile hazirlanmistir. 1. grubun swim-up
medyumuna %0,5 Human serum albumin (HSA) 2. gruba ise %10 hyaluronik asit
(HA) ilave edilmistir. Yiizen +3 ve +4 hiicre konsantrasyonu belirlenmis ve annexin

V Kkiti ile boyanip apopitotik sperm orani saptanmustir.

Elde edilen +3 ve +4 hiicre konsantrasyonu HA igeren grupta HSA iceren
gruba gore daha yiikksek bulunmustur. Apopitozis orani bakimindan
karsilastirildiginda HSA igeren grupta; HA igeren gruba gore anlamli derecede
yiiksek bulunurken HA igeren grupta en diisiik ¢ikmuistir.

Sonuglarimiz, sperm hazirlama medyumuna eklenen hyaluronik asitin sperm
parametrelerini olumlu etkileyecegi yoniindedir. Bu sayede daha saglikli sperm

eldesi s6z konusudur.

Anahtar Kelimeler: Annexin V, Apopitozis, Hyaluronik Asit, Infertilite,

Spermatozoa.
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8. SUMMARY

During assisted reproduction manipulations it is assumed that apoptotic
sperms of ejaculate are responsible for failures. Although advanced techniques of
sperm preparation harvested every sperm can not be fertile. Hyaluronic acid exists at
the cumulus sorrounding oocyte and helps sperm to bind oocyte. Considering that the
sperms binding hyaluronic acid shows negative proportion of apoptosis, by adding
Hyaluronic acid to swim-up media we searched if a more healthier sperm can be

obtained.

Routine seminal plasma analysis was done to 20 patients samples. Each
sample was divided as two groups; to the swim up medium in group 1; 0,5% HSA in
group 2; 10% HA was added. The concentration of +3 and +4 motile sperms were

evaluated and with annexin V stain the apopitotic sperm rate was calculated.

When +3 and +4 motile sperm rate is compared HA containing group had
higher scores. When comparasion is done according to apopitosis HSA containing
group had the highest rate with a significant difference to HA containing group, the

lowest rate was seen in HA contining group.

Out results indicate that by adding HA to sperm processing medium desired
sperm parameters are effected positively. By this addition a more healthier sperm

population can be harvested.

Key Words: Annexin V, Apopitosis, Hyaluronic Acid, Infertility, Spermatozoa.
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10. EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMiS ONAY FORMU
Asagidaki konularda hastaya gerekli tiim bilgiler verilmelidir.

a- Arastirma, semen analizi i¢in bagvuru yapmis hastalarin semen analiz giinii elde edilen ve
kullanilmayacak atik hedefli semenlerinin Hyaluronik asite tabi tutulmasina ydnelik bir ¢aligmadir.
Calismanin btiminde elde edilen sonug basarili olursa Tiipbebek hastalari ileriki donemlerde bundan
yarar saglayacaktir. Calismada hastanin aleyhine isleyen herhangi bir durum olmadigi gibi bir risk
unsuru da tagimamaktir.

b- Semen hazirliginda 6zel sivilarla rutin yikama ve yiizdlirme metodlart su anda
kullanilmaktadir.

c- Aragtirma siiresi 4 aydir.

d- Artik semenle yapilacak olan ¢aligma, hastaya herhangi bir mali yiik getirmeyecektir.

e- Hastanin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Ancak elde edilen bulgular kullanilacaktir.

f- Arastirmaya toplam 25 hasta alinmasi planlanmistir.

g-Caligma siireci i¢ginde herhangi bir nedenle basvurulacak doktorun,

adi-soyadi : Prof. Dr. T. Murad AKTAN

tel. no : 05379609694

h- Hasta calismaya herhangi bir nedenle goniillii olmadigi takdirde aragtirict hastay1 ¢alisma
dis1 birakacaktir.

i- Goniillii, caligmanin herhangi bir zaman diliminde c¢alismadan vazge¢cme ve ayrilma
hakkina sahiptir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu Klinik Arastirmaya kendi
rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

01/05/2014
Goéniilliiniin Ad1 soyad1, imzas1, Adresi (varsa telefon/faks no.)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin.
Adi soyadi, imzasi (varsa telefon/faks no.)

Aciklamalar1 yapan arastiricinin Adi soyadi, Imzasi:
Prof. Dr. Selguk DUMAN

Herhangi bir nedenle basvurulacak doktorun Adi soyadi, Imzasi (varsa telefon/faks no.)
Prof. Dr. T. Murad AKTAN
Tel. No: 05379609694

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kisinin ad1 soyad1
Hiiseyin AKBULUT (Biyolog)
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EK-2

X,
 NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Toplant1 Sayis1:40 Toplant: Tarihi: 16.05.2014

Karar Savisi:2014/6435:Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Bdlumu Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dah Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selguk DUMAN" in “Farklh Semen Orneklerinde Hyaluronik
Asidin Swim-up Tekniginde Kullammi ve Sperm Parametrelerine Etkisi™

baslikli doktora ez
calismas! ile ilgili 14.05.2014 tarihli dilekgesi ve ckleri edriisiildl. doktora tez calismasinin Fakiiltemiz
Temel Tip Bilimleri Bolimi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selguk
DUMAN" m sorumlulugunda yiriitilmesinin uygun olduguna ovbirligi ile karar verilmistir.
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11. OZGECMIS

1985 yili Izmir dogumludur. Ilkégrenimini 1999 yilinda Izmir Esrefpasa
Tinaztepe Ilkogretim Okulu’nda tamamladiktan sonra lise egitimini 2002 yilinda
[zmir Esrefpasa Lisesi’nde tamamladi. 2007 yilinda Konya Selguk Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji bdliimiinden mezun oldu. 2011 yilinda Selguk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD’nda yiiksek lisans
egitimini tamamladiktan sonra 2011 yilinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram

Tip Fakiiltesi’nde doktora egitimine bagladi.
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