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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

         Yıllardır uygulanan İntrauterin İnseminasyon (IUI) ve İntrasitoplazmik Sperm 

Enjeksiyonu (ICSI) yöntemleri infertilite tedavisinde umut kaynağı olmuştur. 

İnfertilite üreme çağındaki erkeklerin yaklaşık olarak %8’ini etkileyen bir 

problemdir. Erkek infertilitesine sebep olan parametreler arasında sperm hücrelerinin 

sayı ve hareketliliklerinin yanında morfolojik bozuklukları da ayrı bir önem 

taşımaktadır ve erkeklerde infertiliteye yol açan önemli sebeplerden biridir. Erkekte, 

fertilizasyon potansiyellerinin göstergelerinden biri semen analizidir. Dünya Sağlık 

Örgütü’ne (WHO, 2010) göre yapılan standart semen analizleri spermlerin sayı, 

hareket ve morfoloji tetkiklerini kapsar. Ancak bir semen analizi sadece geniş teşhis 

kategorileri sağlamaya yardımcı olur. Geleneksel semen analizinin yanında bu 

analizlerde yer almayan sperm DNA bütünlük testleri ve antisperm antikorlarının 

değerlendirilmesi gibi spermatik anomalileri ve işlevsel bozuklukları tanımlayan ek 

testler de geliştirilmiştir. Yardımcı Üreme Teknikleri’nden IUI ve ICSI’de kullanılan 

spermler, embriyoda hasarlı DNA’nın oluşmasına yol açabilir. Bu nedenle, hasar 

görmemiş sperm hücresi için bir markır bulmak önemlidir ve bu durum ejakulat 

sperminin hücre ölüm mekanizmalarını anlamayı gerektirir.  

         Oositi çevreleyen kumulus hücreleri arasındaki ekstrasellüler matriksin temel 

maddesinde bulunan hyaluronik asit (HA) fertilizasyonda matür spermin oosite 

ulaşması sürecinde bir labirent sistemi oluşturarak kumulus hücrelerini birarada tutar. 

Maturasyon defekti olan sperm hücrelerinde HA bağlanma bölgeleri oluşmaz ve 

spermler kumulus hücrelerini geçip zona pellusidaya bağlanamadığından hem 

spontan koit hem de in-vitro tedavilerde fertilizasyon başarısızlığına neden olurlar. 

Hyaluronik asitin doğal fertilizasyon sürecinde fertilizasyon kapasitesi yüksek sperm 

seçiciliğinde rol oynadığı yönünde ilişkilendirilen mekanizmalar, yapılan 

çalışmalarla kanıtlanmıştır.  

         Bu gerekçelere dayanarak yaptığımız çalışmada semen parametrelerinden 

konsantrasyon, hareketlilik ve morfolojiye göre apopitotik ve nekrotik sperm 

hücrelerini belirlemek ve olası değişimlerini istatistiksel olarak değerlendirmek 

amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.  Erkek Üreme Sistemi 

Erkek üreme sistemi; skrotumla sarılı bir çift testis, iç ve dış genital duktuslar, 

yardımcı bezler ve kopulasyon organı penisten oluşur. İç genital duktus sistemini 

oluşturan epididimis, vaz deferens, ejekülatuvar duktus ve erkek üretrası dışarıya 

sperm hücrelerinin taşınmasından sorumludur. Yardımcı bezler olan bir çift seminal 

vezikül, tek prostat bezi ve iki bulboüretral bezlerin (cowper bezleri) salgıları sperm 

hücrelerini besler ve semeni oluşturur. Ayrıca bu salgının kadın üreme sistemi içine 

taşınmasında rol oynar (Demir 2006). 

        Testisler, skrotum içinde yerleşmiş yaklaşık 4-4,5 cm boyutlarında, 20-30 gr 

ağırlığında üreme organlarıdır. Testisler, tunika albuginea adı verilen bağ dokusu ile 

çevrilidirler. Spermatogenezisin gerçekleştiği bu organ septumlarla bölümlere 

ayrılmıştır. Bu bölümlerde seminifer tübüller bulunmaktadır. Seminifer tübüller 

serbest olan iki ucuyla rete testislere bağlanırlar. Rete testisler, leydig hücrelerinin 

bulunduğu intersitisiyel doku ile çevrelenmiştir. Rete testisler bir araya gelerek 

duktuli eferentleri oluştururlar. Duktuli eferentler de epididimise açılırlar. Seminifer 

tübülleri saran adventisya tabakasının altında bulunan bazal membranda sertoli 

hücreleri ve spermatogenik hücreler bulunur. Sertoli hücreleri spermatogenik 

hücrelerin korunması ve beslenmesini sağlarken aynı zamanda kan-testis bariyerini 

de meydana getirirler. Spermatogenezis, testiste seminifer tübüllerde meydana gelir 

ve spermatogonyumdan başlayarak olgun sperm hücresi oluşuncaya kadar 

gerçekleşen olaylar dizisinden (çoğalma, büyüme, olgunlaşma ve başkalaşım 

evreleri) oluşur. Spermatogenezin tamamlanması insanda ortalama 70-74 gün sürer 

(Speroff ve Fritz 2011).  

2.1.1. Spermatogenez 

Spermatogenez, spermatogonial hücreden mitotik ve mayotik bölünmeler 

sonucu hücre farklılaşması ile olgun sperm oluşmasıdır (Levy ve Seifer-Aknin 2001; 

Liu ve ark 2004). Spermatogenez, sürecinde germ hücreleri mayoz bölünme sonrası 

46 kromozomlu diploid halden 23 kromozomlu haploid hale gelirler ve yine 23 

kromozom içeren haploid yumurta hücresi ile birleşerek 46 kromozomlu yeni bir 
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bireyin oluşmasına olanak sağlarlar. Her aşamada hücreler spermatogonia, 

spermatosit, spermatid gibi farklı isimler alırlar (Arslan 2008). Spermatogenez süreci 

üç bölüme ayrılır. Her evrenin kendine has özellikleri ve sorumlulukları vardır 

(Junqueira ve ark 1998). 

1) Spermatositogenez 

2) Mayoz 

3) Spermiyogenez 

2.1.1.1. Spermatositogenez 

Primordial germ hücreleri embriyonik hayatta yolk kesesinde allantois 

yakınında bulunan endodermal hücrelerden köken alırlar. İntrauterin hayatın 5. 

haftasından itibaren genital kabartıya doğru göç ederler. Farklılaşmamış gonadlar Y 

kromozom varlığında testislere dönüşür. Seminifer kordların oluşumundan sonra bu 

hücreler gonadosit adını alırlar ve seminifer tübülün bazal kısmına yerleşerek 

spermatogonyum adını alırlar. Puberteye yakın spermatogonyumlarda mitotik 

aktivite artar ve her bir testiste yaklaşık 600 milyon spermatogonia bulunur (Sharma 

ve ark 2001).  

Seminifer tübül bazal membranı üzerinde oturan spermatogonyumlar, küçük 

diploid germ hücreleridir, puberteye kadar bölünmezler. Spermatositogenez 

pubertede başlar, spermatogonyumlar mitoz bölünmeyle çoğalarak, yerlerine yeni 

gelecek spermatogonyumları ve sonunda primer spermatositleri oluşturur. 

Spermatogonyumlar ışık mikroskobik incelemede çekirdeklerinin belirgin koyu 

görünümleriyle ayırt edilir. İnsan spermatogonyumları rutin histolojik 

preparatlardaki görünümleri temel alınarak üç tipe ayrılmıştır: 

1) Koyu Tip A Spermatogonyumlar: Seminifer epitelin kök ya da rezerv 

hücreleri olarak değerlendirilirler. Düzensiz aralıklarla bölünerek, hem yeni koyu Tip 

A spermatogonyumları, hem de açık Tip A hücreleri meydana getirirler. 
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2) Açık Tip A Spermatogonyumlar: Koyu Tip A hücrelerle aynı özelliklere 

sahiptirler. Testosteronun etkisiyle mitoz bölünmeyle çoğalırlar ve yeni açık Tip A 

hücreleri ve Tip B hücreleri meydana getirirler. 

3) Tip B Spermatogonyumlar: Açık Tip A spermatogonyumlara benzerler, 

mitozla bölünerek primer spermatositleri meydana getirirler. Bir koyu Tip A 

spermatogonyumun bölünmesi ile oluşan yeni hücreler ince sitoplazmik köprülerle 

birbirlerine bağlı olarak kalırlar, çekirdekleri tam olarak bölünse de, sitoplazmaları 

tam anlamıyla ayrılmaz. Bu yüzden meydana gelen hücreler, inci dizileri gibi 

birbirine bağlıdırlar. Bu sitoplazmik bağlantılar, spermatid olgunlaşmasının son 

dönemlerine kadar devam eder ve bir orjinal koyu Tip A hücreden her bir 

kopyalamanın senkronize gelişimi ve hücrelerin birbirleriyle iletişimi için yaşamsal 

önem taşır. Ayrıca bu köprülerin hücreler arasında RNA ve protein değişimini 

kolaylaştırdığı da düşünülmektedir (Aras 2009). 

2.1.1.2. Mayoz 

Tip-B spermatogonia mayotik profazın başladığını gösteren iki adet preleptoten 

spermatosite mitoz bölünmeyle farklanır. Bu hücreler bazal membrana yakın 

dururlar, fakat leptoten ve zigoten spermatositler kan-testis bariyerinden hareket 

ederek lümene doğru taşınırlar. Preleptoten, leptoten, zigoten spermatositler 

seminifer tübülün özgün evrelerinde yer alırlar ve rutin mikroskopla 

tanımlanabilirler. Mayoz bölünme, spermatogenezin uzun bir dönemidir. Seminifer 

tübüldeki germ hücre bölünmeleri 12 evrede meydana gelen üç bölümde incelenir: 

1) Mayoz I, 4n hücrelerin bölünmesi, 

2) Birincil spermatositlerden daha büyük olan ikincil spermatositlerin 

düzenlenmesi (2n),  

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

bölünmesi (Junqueira ve ark 1998). 
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Resim 2.1. Spermatogenez (contraceptionformen.wordpres.com 18.11.2014). 

2.1.1.3. Spermiyogenez 

Spermatidler 8μm çapında, küçük yuvarlak haploid hücrelerdir. Tek bir açık 

Tip A spermatogonyumdan meydana gelen bütün spermatidler, hücreler arası 

köprülerle birbirlerine bağlıdır. Bir spermatid oluştuktan sonra, bir daha bölünme 

olmaz. Haploid spermatidler, olgun spermiyumu meydana getirecek olan ve 

spermiyogenez olarak adlandırılan bir farklanma sürecine girerler. İnsanlarda bu 

aşama yaklaşık 16-22 gün sürer. Spermatidlerin farklılaşması 4 evreyi içermektedir; 

a)  Golgi Evresi:  

Spermatidin granüllü endoplazmik retikulumunda oluşan hidrolitik enzimler, 

Golgi komplekslerinde modifiye olur ve küçük pre-akrozomal granüller olarak 

paketlenir. Glikoproteinden zengin olan bu granüller birbirleriyle birleşerek 

akrozomal vezikülü oluştururlar. Çekirdek membranı ile ilişkili olan bu vezikülün 

yerleşimi, gelişen sperm hücresinin ön kutbunu belirler. Aynı zamanda sentrioller 

jukstanükleer bölgeden akrozomal vezikülün zıt kutbuna, yani spermatidin posterior 

kutbuna göç ederler. Sentriyollerin biri, sperm kuyruğunun aksonemini oluşturan 9 

periferik ve 2 sentral mikrotübül oluşumunu başlatırken, diğeri nükleus ile kuyruğu 

birleştiren bağlantı parçasını meydana getirir.  
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b)  Cap (Kep-Şapka) Evresi:  

Bu aşamada boyutu büyüyen akrozomal vezikül, çekirdeğin ön yarısı üzerine 

doğru yayılarak akrozomal kep adını alır. Akrozomal kep, altındaki nükleer 

membranla kısmen ilişkilidir, bu bölgedeki membran normalde varolan nükleer 

porlarını kaybeder ve kalınlaşır. 

c)  Akrozomal Evre:  

Bu aşamada spermatid morfolojisinde birçok değişiklik meydana gelir. 

Çekirdek ve üzerindeki akrozom, üstteki plazma membranının hemen altına doğru 

hareket ederken, sitoplazma posterior tarafa doğru yer değiştirir. Sitoplazmadaki 

hücre iskeleti elemanı olan mikrotübüller, manşet adı verilen silindirik bir yapı 

oluştururlar. Gelişen kuyruğu saran plazma membranı arkaya doğru hareket ettikçe 

manşet kaybolur. Mitokondriler sitoplazmanın arka kısmına doğru hareket ederek 

heliks şeklinde fibrilleri sarar. Sperm hücresinin hareketi için gereken enerjinin 

sağlanmasında mitokondriler anahtar rol oynar. Bu bölge sperm kuyruğunun orta 

parçasıdır. Mitokondrial kılıfın oluşumu sırasında, nükleusla birlikte spermin 

bağlantı parçasını meydana getirecek olan sentriolden, aksonemin etrafında yerleşen 

dokuz adet dış koyu kılıf meydana gelir. Bu bölge sperm kuyruğunun orta parçasıdır. 

Orta parçanın distalinde, iki longitudinal piramit ve çok sayıda bağlantı biriminden 

oluşan fibröz bir kılıf, esas parçanın 9 longitudinal fibrilini sarar ve hemen hemen 

kuyruğun sonuna kadar uzanarak esas parçayı oluşturur. Fibröz kılıfın distalinde 

kalan kısa kuyruk parçası ise son parça adını alır. 

d)  Olgunlaşma Evresi:  

Spermatid şekillenmesinin bu son aşaması, fazla sitoplazmayı azaltmaya 

yönelik bir işlemdir. Sertoli hücreleri, artık cisim olarak adlandırılan bu fazla 

sitoplazmayı fagosite eder. Yeni oluşan bu sperm hücresi hareketsizdir ve henüz 

fertilize etme yeteneğine sahip değildir. Spermiasyondan sonra sperm hücresi 2-4 

haftalık bir evreden geçerek epididimise ulaşır. Bu süre içinde sperm daha ileri 

olgunlaşmaya uğrar, hareketlilik kazanır ve sitoplazmasının tamamını kaybeder. 

Sperm hücresi epididimise peritübüler myoid hücreler ve testis kapsülünün kasılması 

ile sağlanan seminal sıvı akıntısı tarafından taşınır. Epididim özgülleşmiş epitel 
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hücreleri ile kaplıdır ve kasılabilen kas hücreleri ile sarmalanmıştır. Androjen 

bağımlı olarak gelişen ve fonksiyon gösteren epididimis boyunca sıvı osmolaritesi, 

elektrolitler ve birçok küçük molekülün konsantrasyonlarında değişiklik olur. 

Epididimal ve seminifer tübül sıvıları tarafından sağlanan proteinler spermin 

zarlarına bağlanır ve hareketlilik ve döllenme becerilerini arttırır. Epididimisin ilk 

bölümünde spermatozoanın hareket kabiliyeti yoktur. Ancak epididimise geldikten 

18-24 saat sonra hareket yeteneğini kazanmaktadır (Junqueira ve Carneiro 1998; 

Aras 2009). 

2.1.2. Spermatogenezin Hormonal Regülasyonu 

Spermatogenezin gerçekleşmesinde FSH (Follikül Stimulan Hormon), LH 

(Luteinizan Hormon), testosteron ve androjen taşıyıcı proteinlerin önemli rolü vardır. 

Spermatogenezin başlatılması ve devamlılığı için en önemli hormon testosterondur. 

Pubertede, hipofiz bezinin ön lobundan salgılanan LH, testisin intersitisyel 

dokusunda bulunan leydig hücrelerini uyararak testosteronun salgılanmasına neden 

olur. Seminifer tübüllere gelen testosteronun androjen taşıyıcı protein ile oluşturduğu 

kompleks, spermatogoniumları etkileyerek çoğalmayı başlatır. Testisteki yüksek 

testosteron seviyesi sperm üretiminin devamlılığını sağlamaktadır. Hipofiz bezinin 

ön lobundan salgılanan FSH, seminifer tübüllerde sertoli hücrelerinin çoğalmasını ve 

bu hücrelerde androjen taşıyıcı proteinlerin sentezlenmesini sağlar. LH ve testosteron 

ise sürekliliği için gereklidir. Spermatogenezin başlamasından 72 gün sonra spermler 

kaudal epididimise ulaşırlar. İmmotil olan ve fertilizasyon kapasitesi düşük spermler 

epididimis içerisinde gelişimini tamamlayıp hareket kabiliyeti kazanırlar. Bu sırada 

optimal fonksiyonlar için yeterli düzeyde testosteronun yanısıra düşük ısıya ihtiyaç 

vardır (Speroff ve Fritz 2011).  

2.1.3. Sperm Hücresinin Yapısı 

İnsan sperm hücresi ortalama 60 μm uzunluktadır. Baş, boyun, orta parça ve 

kuyruktan oluşur. Oval ve yassı olan baş bölgesi; 4,5 x 3 μm boyutundadır. Başın 

büyük kısmını nükleus kaplar. Başın 2/3 ön kısmı akrozom denen bir kılıf ile 

örtülüdür. Akrozomun dış ve iç olmak üzere iki tabakası vardır. İç akrozomal 

membran nükleusa sıkıca tutunurken dış akrozomal membran da plazma membranı 

yanındadır. Sperm ovuma yaklaştığında plazma membranı ile dış akrozom kılıfı 
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birleşir ve açılarak enzimlerini salar. Bu enzimler ovumun etrafındaki hücre 

tabakalarını ve zarları eritir. Kumulusu eriten hyaluronidaz, korona radiatayı eriten 

korona penetrasyon enzimi ve zona pellusidayı eriten ise akrozin enzimidir. Sperm 

başı ovum sitoplazması içine girdikten sonra zonadaki açıklığın tekrar onarılması 

için gerekli nöraminidaz enzimi de akrozomdan salgılanır (Aras 2009; Speroff ve 

Fritz 2011). Kuyruğun içinde ise aksonem bulunur. Aksonem, orta ve esas parçalarda 

dış yoğun fibriller denen hücre iskeleti organelleri ile kuşatılmıştır. Orta parçada 

mitokondriler, en aktif kısım olan esas parçada ise fibröz kılıf bulunur. Fibröz kılıf 

esas parçanın başladığı yerde başlar ve son parçada kesilir. Son parça ise fibröz 

kılıfın sonlandığı yerde başlar (Junqueira ve Carneiro 1998; Arslan 2008). 

Sperm kuyruğu 4 parçadan oluşur (Resim 2.2); 

1) Sperm bağlantı parçası 

2) Orta bölüm 

3) Esas parça 

4)   Son parça 

1. Sperm Bağlantı Parçası (Boyun): Uzunluğu yaklaşık 0,3 μm olup, yapısında 

segmentli kolonlardan oluşan bağlantı parçası ve proksimal sentriol bulunur.  

2. Orta Bölüm: Çapı yaklaşık 1 μm ve uzunluğu 7 μm’dir. Yapısında aksonem, 

aksonemi çevreleyen kalın dış fibriller ve mitokondrial tabaka yer alır. 

3. Esas Parça: Çapı yaklaşık 0,5 μm ve uzunluğu 40 μm’dir. Yapısında 

aksonem, aksonemi çevreleyen kalın dış fibriller, fibröz tabaka ve plazma membranı 

bulunur.  

4. Son Parça: Kuyruğun son kısmına 5-7 μm kala kalın fibriller ve fibröz 

tabaka kaybolur (Kuyucu 2006).  

Spermin baş kısmında bulunan akrozom, fertilizasyon için gerekli enzimleri 

içermektedir. Orta parçada yer alan mitokondri, spermin hareketliliği için gerekli 

enerjiyi sağlamaktadır. Kuyruk yapısında yer alan aksonem hareketliliğin 
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sağlanmasında önemlidir. Sonuç olarak sperm hücresi oosit hücresini fertilize edip, 

genetik materyalini oosite aktarmak için özelleşmiştir (Ok 2005). 

Ejekülasyondan sonra semen, jel halindeyken prostattan salınan enzimlerin 

etkisiyle 20-30 dakika içinde likefiye olur. Semenin alkali pH’sı spermleri bir süre 

için vajinanın asit ortamından korur. Spermler servikal mukusa vardıklarında küçük 

gözeneklerden aktif itme hareketi ile geçerler. Spermde motilite bozukluğu ya da baş 

anomalisi varsa bu engelden geçemeyeceklerdir. Uterus kontraksiyonları ile yukarı 

doğru itilen spermler fallop tüplerine gelerek oositle etkileşime geçerler. Koitus 

sonrası spermlerin 80 saat kadar fallop tüplerinde bulunduğu gösterilmiştir (Speroff 

ve Fritz 2011).  

 
Resim 2.2. İnsan Spermatozoa (http://commons.wikimedia.org 05.11.2014). 

2.1.4. Sperm Hücresinin Kapasitasyonu 

Spermin oositi dölleyebilmesi için kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunun 

oluşması gerekir. Kadın genital sistemine gelen sperm hücreleri öncesinde dölleme 

yeteneğine sahip değillerdir. Spermler dölleme yeteneklerini, kadın genital kanalında 

ilerlerken kazanırlar. Bu olaya kapasitasyon denir. Kapasitasyon esnasında özellikle 

uterus ve fallop tüplerinde bulunan salgıların etkisiyle akrozom bölgesini örten hücre 

membranı üzerindeki glikoproteinler ve seminal plazma proteinleri tamamen 

uzaklaştırılır. Sperm oosite yaklaştığında ya da folliküler sıvı ile muamele 

edildiğinde daha ileri değişimler ortaya çıkar. Kapasitasyon işlemi dişi genital 

kanalda gerçekleşmesine rağmen in-vitro şartlarda medyumlarda da kısa bir 

inkübasyon süresi sonrasında kapasitasyon sağlanabilir. Kapasitasyondan sonra 

akrozom reaksiyonu başlar.  
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2.1.5. Akrozom Reaksiyonu 

Sperm hücreleri kapasitasyonları tamamlandıktan sonra hücre membranlarında 

bulunan yüzey reseptörleri ile ampullada bulunan sekonder oositi yakalarlar. 

Sekonder oositin zona pellusidasında, spermlerin yüzey reseptörleri için bağlanma 

bölgeleri bulunur. Spermlerin bu bölgelere bağlanmasıyla Ca+2 iyonlarının sperm 

hücrelerine alınması hızlanır ve akrozom reaksiyonu başlar. Akrozom reaksiyonunda 

plazma membranı ve dış akrozom membranı erir. Akrozomun dış membranı, spermin 

hücre membranı ile kaynaşır. Bu olay sperm nukleusunu bir başlık gibi saran yapı 

içindeki enzimlerin salınımına sebep olur. Eriyerek açılan bu bölgelerden, akrozom 

enzimleri (hyaluronidaz, akrozin, proteaz, glukuronidaz, nöroaminidaz benzeri 

faktör, kumulus penetrasyon enzimi) dışarı çıkar. Bu bölgelerdeki hücre zarı ve 

akrozomun dış zarı tamamen erir, geriye sadece iç akrozom zarı kalır. Bu olaya 

akrozom reaksiyonu adı verilir (Speroff ve Fritz 2011).  

2.2. Semen Analizi 

Semen analizi; erkek üreme sağlığı ile ilgili çok önemli klinik bilgiler sunan bir 

laboratuvar testidir. Erkek genital sistemi ile ilgili tanısal değerin bulunmasının 

yanında, özellikle fertilite sorunu yaşayan erkeklerde en önemli ve temel test olması 

özelliğini korumaktadır. Yardımcı üreme tekniklerindeki (YÜT) gelişmelere paralel 

olarak 20. yüzyılın son çeyreğinde infertilite alanındaki çalışmalar hızla artmış ve 

semen özellikleri ile ilgili tüm dünyadan veriler toplanabilmiştir. Dünya sağlık 

Örgütü (World Health Organization,WHO) semen analizinde standardizasyonun 

sağlanabilmesi için ilk kez 1980 yılında ve daha sonra da 1987, 1992 ve 2002 

yıllarında “İnsan semeni ve insan semeni servikal mukus etkileşimlerinin 

incelenmesi için laboratuvar el kitabını yayınlamıştır. Ancak son yıllarda YÜT ve 

androloji biliminde yaşanan hızlı gelişmeler ve laboratuvarlarda standardizasyona 

verilen önem artışı nedeniyle WHO; 2010 yılında yeni kanıtlar ve veriler ışığında, 

yeniden bir değerlendirme yaparak beşinci baskıyı (Laboratory Manual for The 

Examination and Processing of Human Semen) çıkarmıştır. 2002 kriterleri ile 2010 

kriterleri kıyaslandığında özellikle mikroskobik inceleme sonuçlarında farlılıklar 

göze çarpmaktadır. Bu el kitabındaki referans değerler 8 ülkeden, son 12 ayda ya da 

daha kısa sürede eşi gebe kalan fertil erkeklerden, 2-7 günlük perhizle, önceki el 

kitabına uygun kriterler uygulanarak elde edilmiştir. Bir semen analizi kişinin semen 
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kalitesini değerlendirmek için yeterli değildir. Bu nedenle temel verileri elde 

edebilmek için iki veya üç örneğin incelenmesi gerekmektedir.  

Spermiogramın makroskobik ve mikroskobik olarak standartlara uygun 

değerlendirilebilmesi için zamana bağlı takip edilmesi gereken basamaklar şunlardır: 

İlk 5 dakika: Mastürbasyon ile laboratuvara yakın bir odada, standartlara uygun 

temiz ve kapaklı bir kaba alınan sperm örneğinin likefiye olması için inkübatör 

(37°C) veya ısıtılmış yüzeye yerleştirilmesi.  

30-60 dakika arası: Semen görünümünün, viskositesinin, hacminin, pH’sının, 

likefaksiyon süresinin değerlendirilmesi ve sayı, canlılık, hareket, morfolojik 

özellikler ve gerekli ise immünolojik değerlendirme için mikroskobik incelemenin 

yapılması.  

3-4 saat arası: Gerekliyse örneğin mikrobiyoloji ve/veya biyokimya 

laboratuvarlarına gönderilmesi ve morfolojik değerlendirmenin tamamlanması 

(Özçınar 2014; Tapısız ve ark 2012; Katie ve ark 2012). 

Spermiyogram tetkiki 3-5 günlük cinsel perhiz sonrası yapılmalıdır. Bunun 

yanısıra 10 günü aşan cinsel perhiz motiliteyi değiştirmektedir. Ayrıca doğru sonuca 

ulaşmak için 1-2 ay aralarla en az 3 defa tekrarlamak gereklidir. Analiz sonuçları 

birbirine %20 yakınlıkta ise ilave örneklere gerek yoktur. 

2.2.1. Semenin Genel Özellikleri  

Semen sıvısı; sperm hücreleri dışında prostat, epididimis, seminal vezikül, vas 

deferens, cowper ve üretral bezlerden gelen çeşitli oranlardaki salgılardan 

oluşmaktadır. Seminal vezikül semen hacminin %60’ını içerir. Seminal sıvı 

spermlerin temel besini olan fruktozu içerdiği gibi semenin koagülasyonunu sağlayan 

çeşitli maddeleri de bulundurur. Prostat salgısı semen hacminin %20’sini oluşturur. 

Hafif asit özelliği olup sitrik asit içerir. Asit fosfataz ve proteolitik enzimler 

açısından da zengindir. Proteolitik enzimler koagüle semenin sıvılaşmasını sağlar 

(Kayıkçı ve ark 2002). 
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2.2.1.1. Makroskobik İnceleme 

a) Likefaksiyon (Sıvılaşma Süresi):  

Örnek alınmasını takiben genellikle ilk 15 dakikada görülür ancak 60 dakikaya 

kadar uzayabilir. Nadiren sıvılaşma olmayabilir, mekanik veya enzimatik çözme 

gerekebilir.  

b) Viskozite:  

Likefaksiyondan sonra geniş ağızlı bir pipet ile örnek; yerçekimi etkisiyle 

damlamaya bırakılır, pipet ile damla arasındaki mesafe 2 cm’yi geçmemelidir, 

geçmesi durumunda artmış viskosite söz konusudur. 

c) Renk ve Koku:  

Görünümü mat beyaz renktedir. Ancak perhiz süresi uzun olursa renk 

değişerek sarımsı hal alabilir. Kendine özgü kokusu perhiz süresine ve enfeksiyon 

varlığına bağlı olarak değişebilir. Koku özelliğinin prostat salgılarından kaynaklanan 

sperm oksidasyonu sonucu ortaya çıktığı düşünülmektedir. 

e) Hacim:  

Kabın tartılması ideal olmakla birlikte, ölçülü silindirler veya pipetler ile de 

hacim ölçülebilmektedir. Semen hacmi için en düşük referans değeri 1,5 ml’dir 

(Tablo 1). Semen hacmindeki anormal değerler, önemli klinik patolojilere işaret 

edebildiği için örneğin tamamının alınmış olması önemlidir. Hasta özellikle bu 

konuda bilgilendirilmelidir (Kayıkçı ve ark 2002; Özçınar 2014).  

f) Semen pH’sı:  

Örnek iyice karıştırıldıktan sonra bir damla semen pH kağıdı üzerine konur ve 

30 sn içindeki renk değişimi kalibrasyon çubuğu ile karşılaştırılır. Normal bir örnek 

için alt referans değeri 7,2’dir.  
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2.2.1.2. Mikroskobik İnceleme  

Makroskobik incelemeyi takiben, faz-kontrast mikroskobu ile geliştirilmiş 

Neubauer hemositometresi veya özellikle YÜT merkezlerinde olduğu gibi Makler 

sayım kamarası kullanılarak sperm konsantrasyonu, motilite özellikleri, sperm dışı 

hücreler, agregasyon veya aglütinasyon varlığı açısından ilk mikroskobik 

değerlendirme yapılır. Morfolojik inceleme için boyama işlemi yapılmak üzere temiz 

bir lam üzerine ince yayma şeklinde sperm yayılıp kurumaya bırakılır.  

Makler kamarası ile sayım: İkili optik cam sistemi esasına göre x20 objektifli 

mikroskopta kullanılır. Kamara derinliği 10 μm’dir. Üst camın üzerinde 0,1x0,1 

mm’lik 100 kareden oluşan bir ızgara ile direkt olarak hareketli spermler fikse 

edilmeden sayılır. Izgara üzerinde 10 adet karede sayılan sperm sayısı milyon olarak 

ml başına düşen sperm sayısını verir. Aynı sayım 4 kez 10 farklı karede tekrarlanır, 

daha sonra ortalaması alınır.  

a)  Sperm Agregasyonu 

Hareketsiz spermlerin birbirleri ile ortamdaki mukus iplikleri gibi debris 

materyali ile veya sperm dışı hücreler ile yapışması sonucu gözlenebilir.  

b)  Sperm Aglütinasyonu 

Hareketli spermlerin birbirine baş-baş, kuyruk-kuyruk veya karışık olarak 

yapışarak birarada bulunmasıdır. Grade 1 (İzole): Aglütinasyon başına ayrılmış 

sperm <10 spermatozoa, spermlerin çoğu serbesttir. Grade 2 (Orta): Aglütinasyon 

başına 10-50 sperm görülür. Grade 3 (Geniş): Aglütinasyon başına >50 spermatozoa, 

bazı spermatozoalar serbest. Grade 4 (Bütün): Bütün spermatozoalar aglütine 

olmuştur ve bağlantılar arası aglütinasyon görülür.  

c)  Sperm Konsantrasyonu 

 Makler sayım kamarası ile sayım yapıldığında 10 tane orta boy karedeki 

toplam sperm sayısı milyon/ml olarak kaydedilir. Normal bir semende alt referans 

değeri 15x10⁶/ml’dir (Tablo 2.1). 
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Tablo 2.1: Semen Analizi İçin Normal Referans Değerler 

PARAMETRELER 2010 DÜNYA SAĞLIK 

ÖRGÜTÜ 

Semen Hacmi 1.5 

Total Sperm Sayısı (106/ejekülat) 39 (33-46) 

Sperm Sayısı/ml (106/ml) 15 (12-16) 

Total Motilite (%) 40 (38-42) 

Progresif Hareketli (%) 32 (31-34) 

Canlılık (Vitalite) Testi (%) 58 (55-63) 

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

pH ≥7.2 

Peroxidaz Pozitif Lökosit (106/ml) <1 

 

d)  Total Sperm Sayısı 

Tüm ejekülattaki toplam sperm sayısıdır ve alt referans değeri 39x10⁶/ml’dir. 

Sperm konsantrasyonunun total hacim ile çarpımından elde edilir. İlk mikroskobik 

incelemede sperm hücresi görülmemiş ise tüm ejekülat 3000g ile 15 dakika santrifüj 

edilerek dip kısımdan (pellet) damlalar yapılarak lam-lamel arası incelenir, sperm 

hücresi görülürse (kriptozoospermi), toplam sayı, motilite karakteri ve belirgin bir 

morfolojik özelliği varsa kaydedilir. Tüm pellette sperm hücresi görülememişse 

azospermi raporu düzenlenir (Tapısız ve ark 2012; Özçınar 2014). 

e)  Sperm Hareketi (Motilite)  

İlk 30 dakikada, oda ısısında veya 37ºC’de Faz-kontrast mikroskobu ile 

genellikle x200 büyütmede birden fazla örnek damlası ile hareketlilik değerlendirilir. 
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Spermler progresif hareketli, nonprogresif hareketli ve hareketsiz şeklinde 

sınıflandırılır. Progresif hareket eden sperm hücresi doğrusal ya da geniş bir dairesel 

düzlemde hızdan bağımsız olarak ilerleyici bir şekilde hareket etmektedir. 

Nonprogresif hareket eden sperm hücresi ilerleyici hareket etmeyip küçük dairesel 

veya yerinde hareket etmektedir. Sperm hücresinde hiç hareket gözlenmiyorsa 

hareketsiz olarak sınıflandırılır. Total hareketlilik için en düşük referans değer %40, 

progresif hareket için ise %32’dir.  

f)  Sperm Canlılığı (Viabilite) 

Sperm hücre membranı bütünlüğünün değerlendirilmesi esasına dayanır ve 

progresif hareketli sperm hücresi oranı ˂ %40 olduğu durumlarda sperm canlılık 

testleri özellikle önem kazanır. Eozin-nigrosin veya Eosin-Y testinde membran 

bütünlüğü hasarlanmış spermler boyayı alırlar ve boyanmış olarak gözlenirler, 

hipoozmotik şişme testinde ise membran bütünlüğü olan spermler hipoozmolar sıvıyı 

hücre içine alarak şişerler ve kuyrukları kıvrık izlenir. Sperm canlılığı için en az 200 

sperm hücresi sayılmalıdır. Sperm canlılığı testleri en düşük referans değeri %58’dir. 

g)  Sperm Dışı Hücreler 

Ejekülatta genitoüriner sisteme ait epitel hücreleri, immatür germinal hücreler 

ve lökosit hücreleri de gözlenebilir. Normal ejekülatta yuvarlak hücre ve lökosit 

sayısının ˂ 1x10⁶/ml olması gerekir. Lökosit dışındaki hücrelerde artış saptanırsa 

lökosit peroksidaz testi veya lökosit belirteçleri çalışılmalı, lökosit olup olmadıkları 

tanımlanmalıdır.  

h)  Sperm Morfolojisi  

İnsan sperminde morfolojik olarak değişkenlik gözlenebilmesine rağmen, 

postkoital mukus içi spermlerin ve zona pellusida yüzeyinden elde edilen spermlerin 

morfolojik özellikleri incelendiğinde normal bir spermin morfolojik kriterleri 

tanımlanabilmiştir (Tablo 2.2). Semen smear preparatı havada kuruduktan sonra 

sperm boyaları (Papanicolaou, Shorr ve Diff-Quick) ile boyama yapılır, immersiyon 

yağı kullanılarak 10x100 büyütmede en az 200 sperm hücresi incelenerek baş, orta 

kısım-boyun, kuyruk ve normal morfolojideki spermlerin yüzdesi hesaplanır. Normal 
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morfolojik özelliklere sahip sperm için en düşük referans değer %4’tür (Özçınar 

2014). 

Tablo 2.2: Normal Sperm Morfolojik Değerler 

PARAMETRELER   

 

2010 DÜNYA SAĞLIK ÖRGÜTÜ 

Baş  

Genişlik 2.8 µm 

Uzunluk 4.1 µm 

Boy/En 1.5 µm 

Akrozomal Bölge Başın %40-70’ini kaplamalıdır. 

Boyun ve Orta Parça  

Genişlik 0.6 µm 

Uzunluk 4.0 µm 

Sitoplazmik Artıklar < Normal baş alanı 1/3’ü. 

Kuyruk   

Uzunluk 45 µm 

Genişlik  <orta parça 

 

2.3. Erkek İnfertilitesine Bakış 

İnfertilite, çiftlerin bir yıl süre ile korunmasız olarak cinsel ilişkiye girmesine 

rağmen çocuk sahibi olunamaması durumu olarak tanımlanmaktadır. Bu durumdaki 

çiftlerde ilk olarak infertilitenin nedenini araştırmaya yönelik bir takım araştırmalar 

yapılır. Bu araştırmalar jinekolojik, endokrinolojik, ürolojik, anatomik, genetik ve 

psikolojik incelemeleri içerir. İnfertil çiftlerin %50’sinde kadın, %40’ında erkek 
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sorumludur. İnfertilitenin nedeninin tam olarak anlaşılamadığı durum olan 

açıklanamayan infertilite durumu ise toplam infertilite vakalarının %10’unu 

kapsamaktadır. İnfertilite tanısı koyulduktan sonra çiftin, özellikle yaşı, infertilite 

nedeni, infertilite süresi, daha önceden uygulanan tedaviler ve gebelik öyküsü gibi 

birçok faktör değerlendirilerek uygulanacak tedavi yöntemine karar verilir. Bu 

tekniklerin tümüne Yardımcı üreme teknikleri (YÜT) adı verilir (Gardner 2006). 

İnfertilite üreme çağındaki erkeklerin yaklaşık olarak %8’ini etkileyen bir 

problemdir (Lipovac ve ark 2014). İnfertil bir erkeğin değerlendirilmesi için 

kapsamlı bir öykü, fizik muayene ve semen analizi gereklidir. Semen analizi, temel 

bir laboratuvar değerlendirmesidir ve hastanın germinatif yapısı, epididimis ve 

aksesuar bezlerin fonksiyonları hakkında önemli bilgiler verir. Ejakülat semeni 

sperm yokluğundan sperm parametrelerindeki ciddi değişikliklere kadar sperm 

parametreleri hakkında önemli bilgiler verir. Geleneksel semen analizinin yanında bu 

analizlerde yer almayan spermatik anomalileri ve işlevsel bozuklukları tanımlayan ek 

testler de geliştirilmiştir. Sperm DNA bütünlük testleri ve antisperm antikorlarının 

değerlendirilmesi gibi. DNA bütünlüğünün seviyesi erkek fertilite potansiyeli ile 

ilişkilidir (Esteves ve Schneider 2011). 

Louis Brown’un 1978 yılında in-vitro fertilizasyon (IVF) yöntemiyle dünyaya 

gelmesi infertilite tedavisinde atılan devrim niteliğindeki adımlardan biri olmuştur. 

IVF uygulamalarında, anormal parametrelere sahip semen örnekleri kullanıldığında 

fertilizasyon başarısı düşmektedir. İn-vivo ortamda ve IVF uygulamalarında oositi 

polispermi ve fiziksel hasarlardan koruyan zona pellusida, düşük sayıda ve/veya kötü 

kalitede spermin varlığında fertilizasyon aşamasında engel oluşturmaktadır. 

Fertilizasyonun ilk basamaklarından olan spermlerin zona pellusidaya 

penetrasyonunda oluşan başarısızlık; motilitenin yetersizliği, anormal kapasitasyon 

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

Gebelik meydana getirme amacıyla yapılan insan oosit, sperm ya da embriyo 

ile ilgili tedavi ya da prosedürler YÜT kategorisine dahil edilmiştir. 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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YÜT’de Sperm Defektlerinin Etkileri 

Geleneksel olarak, erkek faktöre dayalı infertilite anormal sperm 

konsantrasyonu (oligozoospermia), düşük sperm motilitesi (astenozoospermia) ya da 

morfolojisi (teratozoospermia) olarak tanımlanır. Bu olguların kombinasyonları ise 

oligoastenozoospermia, oligoteratozoospermia, astenoteratozoospermia ya da 

oligoastenoteratozoospermia olarak isimlendirilir.  Santrifüj sonrası ejekülatta sperm 

yokluğu ise azoospermia olarak tanımlanır (Balaban ve ark 2001).   

2.4. Sperm Hazırlama Teknikleri  

Tanısal fonksiyon testleri, inseminasyon ve YÜT için tedavi amaçlı sperm 

eldesi gibi çeşitli nedenlerle spermlerin seminal plazmadan ayrılması 

gerekebilmektedir. Seminal plazma; IUI veya IVF gibi yardımcı üreme tekniklerinde 

elimine edilmesi gereken ejekülat kısmıdır. Klinik uygulamada; hücre döküntüleri, 

germ dışı hücreler ve ölü spermlerden arınmış yüksek yüzdede morfolojik olarak 

normal ve hareketli hücreler elde etmek amacıyla, insan spermleri seminal 

plazmadan ayrıştırılır. Aynı zamanda spermin kapasitasyonu tamamlanır. Sperm 

hazırlama tekniğinin seçimi semen numunesinin özelliklerine göre belirlenir. Bir 

sperm seçim tekniğinin etkinliği genellikle; mutlak sperm sayısı, toplam hareketli 

sperm sayısı veya morfolojik olarak normal hareketli spermler olarak ifade 

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

Semen numuneleri belli bazı zararlı enfeksiyon etkenleri içerebildiğinden, 

teknisyenler bu numuneleri çok dikkatli biçimde ve biyolojik olarak tehlikeli 

maddeler olarak ele almalıdır. Enfeksiyon etkenlerini semenden ayırmada, sperm 

hazırlama tekniklerinin %100 etkili olduğu düşünülemez. Laboratuvar güvenliğinin 

temelini iyi laboratuvar uygulamaları oluşturmaktadır. 

2.4.1. Sperm Yıkama  

Bu basit yıkama işlemi en yüksek oranda sperm eldesi sağlamakta olup, semen 

numunelerinin kalitesi iyi olduğu takdirde yeterli olmaktadır. Sıklıkla intrauterin 

inseminasyon için spermleri hazırlama amacıyla kullanılır (Boomsma ve ark 2011). 

Sperm yıkama yöntemi; semenin albumin içeren steril bir medyum ile yıkanması 

olarak tanımlanır. Miktara göre tüplere ayrıştırılır ve yaklaşık 10 dk 300 g’de 
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santrifüj edilir.  Süpernatant uzaklaştırılır ve pellet homojenize edilip tekrar 300 g’de 

5 dk santrifüj edilir. Süpernatant tekrar uzaklaştırılır ve pellet homojenize edilip 

kullanılır (Kadıoğlu 2010; Natali 2011; Beydola ve ark 2013). 

2.4.2. Sperm Yüzdürme (Swim-up)  

Sperm yüzdürme prosedürü eğer semen normospermik ise IVF teknikleri 

içinde en yaygın kullanılanıdır. Spermler seminal plazmadan dışarı, kültür medyumu 

içine yüzme yetilerine göre seçilebilir. Bu yaklaşım swim-up tekniği olarak 

bilinmektedir. Kültür medyumu likefiye olmuş semen üzerine 45º’lik açıyla 

sızdırılarak eklenir ve yine 45º’lik açıyla inkübatörde 30-60 dk spermlerin üstteki 

medyuma yüzmesi beklenir. Açının 45º olması semen ve medyum arasındaki yüzeyi 

arttırarak spermin yüzmesini kolaylaştırır. Daha sonra, hareketli spermler kültür 

medyumu içine doğru yüzerler. Bu prosedür; yıkama yöntemine göre daha az sayıda 

sperm eldesi sağlarsa da, spermler arasında motiliteye göre seçim yapıldığı için 

semendeki hareketli sperm yüzdesinin düşük olduğu durumlarda (örn; IVF ve ICSI 

için) uygun değildir (Kadıoğlu 2010; Natali 2011). 

 

 
Resim 2.3. Swim-up Tekniği. Swim-up medyumu, dikkatlice sperm içeren medyumun üstünde tabaka 
olacak şeklide sızdırılarak eklenir ve 45º’lik açıyla 60 dk inkübe edilir. Aktif motil sperm hücreleri üst 
tabakaya doğru yüzmeye başlar ve sonrasında üst sıvı aspire edilir (Beydola ve ark 2013’den 
uyarlanmıştır). 
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2.4.3. Sperm Yüzdürme (Swim-Down)  

Bu teknik de sperm hücrelerinin doğal hareketine dayanılarak 

uygulanmaktadır. HSA (human serum albumin) içeren medyum hazırlanır, bu 

medyum üstten alta düşük konsantrasyonlu progresif harekete sebep olur. Semen 

örneği, medyumun üstüne doğru yer değiştirir. 37ºC’de 1 saat beklenir. Migrasyon 

sırasında en motil spermler gradient içine doğru aşağı yönde hareket eder (Beydola 

ve ark 2013). 

2.4.4. Dansite Gradient Santrifügasyon 

Dansite Gradient yöntemi şiddetli oligozoospermia, teratozoospermia ya da 

astenozoospermia olgularında çok sayıda motil sperm elde etmek için tercih edilen 

bir tekniktir. Bu teknikte kaliteli spermler ölü spermlerden lökositlerden ve diğer 

seminal plazma komponentlerinden kesintisiz yoğunluk gradienti oluşturularak 

separe edilir. Farklı dansite ve motilitedeki hücreler santrifüj sırasında kolloidal 

silika tarafından seçilir. Bu yöntemde yüksek motilite ve iyi morfolojideki spermler 

tüpün alt kısmına toplanır ve ölü spermlerden lökosit ve debrislerden ayrılır (Natali 

2011).  

 
Resim 2.4. Dansite Gradient Santrifüjleme (Beydola ve ark 2013’den uyarlanmıştır). 
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2.5. Apopitozis  

Apopitozis diğer adıyla programlanmış hücre ölümü, normal fizyolojik şartlar 

altında meydana gelen bir hücre ölümüdür. Apopitozis sayesinde fonksiyonları 

bozulmuş ya da ihtiyaç kalmayan hücreler organizmadan uzaklaştırılırlar. 

Apopitoziste hücrenin kendisi aktif rol oynar, hücreler kendi otonom 

mekanizmalarına göre programlanmış ölümü gerçekleştirirler. Apopitozis hücre 

membran bütünlüğünün korunduğu, kontrollü bir ölüm şeklidir. Böylece komşu 

hücrelere zarar verilmez. Diğer bir hücre ölüm şekli nekrozdur. Nekroz patolojik bir 

durumdur ve plazma membranını hasarlayan ya da hücreye zarar veren, uygunsuz 

fiziksel ya da kimyasal şartlarda (hipoksi, hipotermi, toksinlere maruz kalma, viral 

invazyon) meydana gelir. Aşırı mitokondri şişmesi ve hasarı, plazma membranının 

hemostazisini kaybetmesiyle fonksiyonunun kaybedilmesi, hücre şişmesi ve lizisi 

nekrozun en karakteristik özellikleridir (Israels ve Israels 1999). Hücre hasarının bir 

sonucu olarak hücre membranının zarar görmesi ve enerji depolarındaki azalma 

ekstrasellüler iyonların ve suyun girişine izin verir. Mitokondrilerin şişmesiyle hücre 

membranı integritesini kaybeder. Plazma membranının parçalanmasıyla lizozomal 

enzimleri içeren sitoplazmik kısım hücre dışına sızar. Böylece nekrotik hücre ölümü 

doku zararına ve şiddetli inflamatuar yanıta sebep olur (Erdoğan ve Uzaslan 2003; 

Tomatır 2003). Apopitozis iç ve dış sinyaller ile aktive edilir. Apopitozise uğrayan 

hücreler morfolojik ve biyokimyasal değişiklikler gösterirler. DNA fragmentasyonu, 

nükleusta meydana gelen hücreyi ölüme götüren irreversibl bir olaydır. DNA 

fragmentasyonu, Ca+2 ve Mg+2 bağımlı endonükleazlarla DNA’nın 180-200 baz 

çiftlik küçük oligonükleozomal fragmentlere bölünmesiyle gerçekleşir. Nükleus, 

nükleer kromatinin agregasyonu ile nükleer zar tarafından sınırlandırılarak küçük 

fragmentlere bölünür (Israels ve Israels 2001; Öktem ve ark 2001).  

Hücre hacmindeki azalma sitoplazmanın büzülmesiyle gerçekleşir. Hücre 

iskeletine ait yapılar hücre yüzeyine paralel olarak yığılarak yeniden organize olurlar. 

Ribozomlar sitoplazma içinde kümelenirler, granüllü endoplazmik retikulum 

konsantrik sarmal yapılar olarak gözlenir. Mitokondrial membran kanallarındaki 

değişiklikler sonucu mitokondrial fonksiyon kaybı meydana gelir. Mitokondri 

bütünlüğü bozulur; elektron transport zinciri parçalanır. Sitokrom C gibi proteinler, 

kaspaz adı verilen proteolitik enzimleri aktive etmek için intermembranöz boşluktan 
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sitoplazma içerisine bırakılırlar. Sitokrom C’nin salınımı Bcl-2 proteinleri tarafından 

gerçekleşir. Hücre membranındaki değişiklikler sonucu blebler oluşur. Bu değişiklik 

sitoplazmanın yüzeyinden plazma membranının dış yüzeyine doğru bazı 

moleküllerin (fosfotidilserin) göçüne bağlıdır. Plazma membranındaki fiziksel ve 

kimyasal değişiklikler membran integritesi değişmeden bleblerin oluşmasına sebep 

olur.  Son aşama apopitotik cisimlerin oluşmasıdır. Bu membranla çevrili veziküller 

organel ve nükleik materyal içerirler. Hemen fagositoza uğradıkları için inflamatuar 

bir yanıt oluşmaz (Gewies 2003; Ross ve ark 2003).  

2.5.1. Apopitozisi Düzenleyen Dış ve İç Uyaranlar  

Apopitozis, hücreye gelen dış uyaranlar ya da çeşitli iç sinyaller yoluyla 

tetiklenebilir (Erdoğan ve Uzaslan 2003). Apopitozisi tetikleyen dış uyaranların 

bazıları şu şekilde sıralanabilir: Büyüme faktörlerinin geri çekilmesi, sitokinler, 

hücre içi Ca+2 miktarındaki artış, tümör nekroz faktör, koloni uyarıcı faktörler, nöron 

büyüme faktörü, insülin benzeri büyüme faktörü, transforme edici büyüme faktörü, 

Fas/FasL sisteminin aktive olması, serbest radikaller, ultraviyole ışın, ilaçlar ve 

çeşitli antijenler. İç uyaranlar arasında ise onkogenler, p53 gibi tümör supresörler ve 

beslenme yetersizliği sayılabilir (Öktem ve ark 2001).  

2.5.2. Apopitozisin Gen Regülasyonu  

Genotoksik olaylarla oluşan hücre hasarı p53 genini aktive eder. p53 proteini, 

DNA’ya doğrudan bağlanarak hasarı tanıdıktan sonra ya G1’de hücre siklusunun 

durmasını indükleyerek tamir için gerekli zamanı kazanır ya da hasar fazlaysa 

apopitozise yönlendirir.  Ayrıca p53’e bağlı hücre döngüsünün G1’de durması için 

p21 gereklidir (Öniz 2004). Apopitozisin regülasyonunda önemli bir rol oynayan 

Bcl-2/Bax gen ailesi, antiapopitotik ve proapopitotik olmak üzere iki bölüme ayrılır. 

Hücrenin canlılığını sürdürebilmesi, bu ailenin proapopitotik ve antiapopitotik 

üyelerinin oranına bağlıdır. Bcl-2 mitokondri dış membranında bulunur ve iyon 

geçişini düzenler. Bax ise sitoplazmada bulunur ve apopitotik bir sinyal alınması 

halinde mitokondri membranına yerleşerek por oluşumunu sağlar (Ulukaya 2003).  

Kaspazlar, sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup enzim olup apopitozis için 

gereklidirler. Tüm hücrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar (Kültürsay ve 

Kayıkçıoğlu 2002). Apopitozisin son devresindeki hücresel substratların 
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degradasyonundan sorumlu olup, apopitozisin başlatılmasında da kritik önemleri 

vardır (Bilgici 2014).  

2.5.3. Apopitozisin İndüklenmesi  

Fas ve tümör nekroz faktör reseptörü hücre ölüm reseptörleri olarak adlandırılır 

ve hücre membranında bulunurlar (Akşit ve Bildik 2008). Bu reseptörler; 

ligantlarıyla ölüm domainleri olarak adlandırılan bir proteine bağlanırlar ve bu 

proteinler sitoplazma ile interaksiyon sağlar. Bu ölüm domainlerini içeren protein 

yapıları, kaspaz 8’in aktivasyonu ile direkt olarak apopitozisin başlamasına neden 

olurlar (Erdoğan ve Uzaslan 2003; Tomatır 2003; Bilgici 2014). 

2.5.4. Sperm DNA Hasarının Önemi ve Apopitozis 

Erkek faktörüne bağlı infertilitede fertilizasyon başarı oranını arttırmak için 

tercih edilen ICSI yöntemi sırasında; motilite ve morfoloji temelli sperm seçimi 

yapılmaktadır. Günümüzde normal değerlere sahip spermlerin DNA bütünlüğü 

bilinmemekte ve ICSI yöntemi ile bu tip spermlerin seçimi risk oluşturmaktadır 

(Avendano ve Oehninger 2011). İnfertil erkeklerin %15’inin normal spermiyogram 

bulgularına sahip olması, rutinde kullanılan parametrelerin, sperm kalitesini 

değerlendirmede yetersiz kaldığını göstermektedir. Sperm morfoloji ve motilite 

anomalilerinin DNA hasarı ile ilişkili olduğu (Shamsi ve ark 2011; Sharbatoghli ve 

ark 2012), hasarlı DNA’ya sahip spermin hücrelerinin fertilizasyonu negatif yönde 

etkilediği (Huang ve ark 2005; Avendano ve ark 2010), embriyo kalitesini bozduğu 

ve düşük oranında artışa sebep olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (Zhang ve 

ark 2012). İn-vivo fertilizasyon sırasında anomalili spermin eliminasyonunun, ICSI 

yöntemi sırasında gerçekleşmemesi nedeniyle DNA hasarına sahip spermin 

kullanılma riski bulunmaktadır (Zini ve ark 2011). Bu riski minimize edebilmek için, 

sperm morfoloji anomalileri ile DNA hasarını ilişkilendiren birçok çalışma 

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

Çoğunlukla morfolojiye dayalı seçim ile elde edilen başarı oranı arasındaki 

ilişki, sperm faktörü ve ooplazmik maturasyon ile ilgili bilinmeyenleri 

öngörmektedir. DNA hasarlı sperm örneğinde fertilizasyon oranının, motilite 

anomalisine göre düşük olması, ICSI seçimi sırasında motiliteye dayanan seçimden 
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ziyade DNA hasarına sahip olmayan sperm seçiminin önemine işaret etmektedir 

(Simon ve Lewis 2011). ICSI öncesi oosite enjekte edilecek spermde DNA hasarını 

tespit etmeye yönelik non-invaziv, pratik bir yöntemin olmaması nedeniyle, halen 

sperm morfolojisi, sperm seçiminde kullanılan en yaygın yöntemdir. Spermde DNA 

hasarı 6 ana mekanizma ile indüklenmektedir: 

1) Spermatogenez sırasında apopitozis  

2) Spermiyogenezde kromatin remodellingi sırasında oluşan kol kırıkları  

3) Erkek reprodüktif traktında ilerlerken serbest oksijen radikalleri ile 

indüklenen post-testiküler DNA fragmentasyonu 

4) Endojen endonükleazların indüklenmesi  

5) Radyoterapi ya da kemoterapi ile indüklenme 

6) Sigara içimi ya da hava kirliliği gibi çevresel faktörler ile oluşan DNA hasarı 

(Robinson ve ark 2012). 

Anormal kromatin kondensasyonu, reaktif oksijen ürünleri ve apopitozis DNA 

bütünlüğünü bozan en önemli faktörlerdir. Testiste apopitozis, aşırı gamet 

oluşumunu önlemekte ve proliferasyonun kontrolünü sağlamakta, hasarlı DNA'ya 

sahip germ hücre proliferasyonunu önlemektedir. Serbest oksijen radikalleri normal 

hücre metabolizması sırasında fizyolojik olarak oluşmaktadır. Ancak yüksek 

düzeyleri sperm kalite ve fonksiyonu üzerine zararlı etkilerde bulunmaktadır. 

Bununla birlikte artmış serbest oksijen radikallerinin hasarlandırıcı etkisi aktive olan 

lökositlerin etkisiyle de oluşmaktadır. Bu sırada 8-OHdG oluşumu (8-hidroksi 2-

deoksiguanozin) oksidatif DNA hasarında anahtar rol oynamaktadır. Oksidatif stres, 

sperm kromatin bütünlüğünü etkilemekte, tek ya da çift zincir kırıkları, baz 

modifikasyonu, delesyon, çerçeve kayması, çapraz bağlanma ve yeniden 

kromozomal düzenleme ile sonuçlanmaktadır (Shamsi ve ark 2008).  

DNA hasarı, tek ya da her iki DNA iplik kırığı ile nükleotidlerinin 

modifikasyonunun bozulması şeklinde tanımlanır. Spermatogonial germ 

hücrelerinden ejakulat spermine kadar transformasyonun herhangi bir basamağında 
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gelişebilmesi nedeniyle, testiküler spermde, epididimal spermde ve ejakulattaki 

spermde DNA hasarı meydana gelebilir. Mitoz geçirmiş spermatogoniumun 

mayozdaki spermatosite transformasyonunda çift DNA iplik kırığı normalde tanınıp 

çaprazlanma sonrası bağlanır. Eğer tamir edilmezse, ejakulatta hasarın gerçekleştiği 

fazın hücresi tespit edilir. Spermiyogenez sürecinde protaminler ile histonlar yer 

değiştirir ve genomun kompaksiyonu gerçekleşir. Kromatin paketlenmesinde oluşan 

hata, sperm DNA’sının hasara daha yatkın olmasına sebep olur. Epididimal 

maturasyon sürecinde protamin disülfit çapraz bağlanması tamamlanır ve sperm 

kromatininin kompakt yapısı sağlanır. Eğer disülfit çapraz bağlanması eksik olursa 

suboptimal kompaksiyon sonucu DNA hasarına neden olur. Epididimiste sperm 

depolanması ve geçişi sırasında yada ejakülasyon sonrası gelişen DNA hasarında, 

spermiyogenez sonrası transkripsiyon ve translasyonun öneminin olmaması 

nedeniyle tamiri yapılmamaktadır (Shamsi ve ark 2011).  

Spermiyogenez başlıca 2 faza ayrılmaktadır; birinci fazda, nukleus yuvarlak 

olup başlıca nüklear proteini histonlardır. İkinci fazda kromatin yapısında, nüklear 

şekilde değişim gelişir ve kromatin kondanse hale gelip histonların yerini 

protaminler alır. Böylece kromatin remodellingi tamamlanır ve bu sırada DNA 

kırıkları oluşabilir (Andrabi 2007). Protaminler sperm kromatininin sıkıca 

paketlenmesini sağlarken rezidüv histonlar spesifik DNA dizilerine bağlanarak daha 

gevşek kromatin paketlenmesine neden olurlar. İnfertil erkeklerde, fertil erkekler ile 

karşılaştırıldığında histon/protamin oranının daha yüksek olduğu saptanmıştır (Zini 

ve Sigman 2009).  

Ejakulat sperminde kaspaz aktivasyonu, fosfotidilserinin eksternalizasyonu, 

mitokondrial membran potansiyel değişimi ve DNA fragmantasyonu apopitozis 

belirteçleri olarak bulunmuştur. Çalışmalar infertil erkeklerin fertil olanlarla 

karşılaştırıldığında daha yüksek oranda apopitotik sperme sahip olduğuna işaret 

etmektedir. Sperm DNA hasarı fertilite potansiyelini tahmin etmede önemli bir 

göstergedir (Franco ve ark 2012; Manochantr ve ark 2012; Shukla ve ark 2012). 

Embriyonik gelişim sırasında ve sonrasında hücresel apopitozis normal bir süreçtir. 

Apopitozis yolu ile germ hücre kaybı spermatogenez sırasında baskın olup p53, p21, 

kaspazlar, bcl-2 ve Fas ekspresyon düzeyleri ve alternatif yolaklar ile 

gerçekleşmektedir. Anormal sperm parametrelerine sahip bireylerde Fas ve p53 
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ekspresyon düzeyleri yüksek iken, normal parametrelere sahip bireylerde düşük 

bulunmuştur. Ayrıca immatür sperm varlığı apopitotik belirteçlerin yüksekliği ile 

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

Eldeki verilere göre günümüzde DNA hasarlı spermin oositi fertilize edebilme 

riski bulunmaktadır. Oosit ve zigot paternal genomdaki hasarı bir dereceye kadar 

onarabilme yeteneğine sahip olmakla birlikte DNA çift zincir kırıklarının onarımı 

güçleşmekte ve bu durum embriyo gelişimini etkilemektedir. Bu nedenle fertilize 

olabilen ancak implantasyon başarısızlığı veya erken dönem düşüklerinin görüldüğü 

durumlarda sperm DNA’sı önem taşımaktadır (Tamburrino ve ark 2012). Sperm 

morfolojisi ile birlikte DNA bütünlüğü diğer sperm parametrelerine göre daha 

güvenilir bulunmaktadır. Sperm baş morfolojisi, sperm nüklear kondensasyonunun 

ana belirleyicisi olabilir ancak günümüzde aradaki ilişki tam olarak bilinmemektedir 

(Abu ve ark 2012). Yine sperm nüklear alanının %50’sinden fazlasını kaplayan 

büyük nüklear vakuollerin anormal kromatin paketlenmesine sahip olduğu ve DNA 

hasarına daha yatkın olduğu savunulmaktadır (Franco ve ark 2012).  

2.5.5. Sperm DNA Bütünlük Testleri  

Sperm DNA’sı spermatogenezis sırasında ve spermin reprodüktif kanalda 

ilerlemesi sırasında çeşitli modifikasyonlara uğrar. Bu modifikasyonlar çeşitli 

mekanizmalarla DNA fragmantasyonlarının oluşumuna neden olabilir (Sakkas ve 

Alvarez 2010). Yüksek seviyede DNA hasarı sıklıkla kötü semen parametreleri ve 

infertilite ile ilişkili olmasına rağmen, normal semen analizi olan erkeklerde de 

sperm DNA hasarı olabilmektedir (Schulte ve ark 2010). Sperm kalitesinin 

değerlendirmesinde kullanılan testlerden biri de sperm DNA bütünlük testleridir. 

Sperm DNA bütünlüğü sperm kalitesini gösteren aynı zamanda infertilite 

prognozunu ve YÜT sonuçlarını etkileyen önemli bir parametredir. Dünya sağlık 

örgütü kriterlerine göre bakılan sperm parametreleri; sperm konsantrasyonu, 

motilitesi ve morfolojisi olup bunlar üreme sonuçlarını değerlendirmede yetersiz 

kalmaktadır. Fertil erkeklerde sperm parametreleri infertil erkeklerden daha yüksek 

olmasına rağmen, infertil erkeklerin %15’inde sperm parametreleri normaldir 

(Guzick ve ark 1998; Lewis ve ark 2008).  
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Sperm DNA bütünlük testleri değişik metotlar ile çalışılabilir. Sperm kromatin 

paketlenme defektlerinin tayininde; toluidin mavisi, anilin mavisi ile boyanma ve 

kromamisin A3 testi, sperm DNA bütünlüğünün değerlendirilmesinde; akridin 

turuncusu testi, Sperm chromatin structure assay, tek hücre jel elektroforezi, sperm 

kromatin ayrılma 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 kullanılmaktadır. Bu testlerin 

tümü DNA bütünlüğünü ölçmede farklı mekanizmaları kullansa da genelde 

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

Semenin değerlendirilmesinde ışık mikroskopisi sınırlı bilgi verirken elektron 

mikroskopisi ile sitolojik detaylar tanımlanabilmektedir. Günümüzde elektron 

mikroskopisi sperm hücresinin yapısındaki değişimleri incelemede ışık 

mikroskopisinin tamamlayıcısı olarak kullanılmaktadır. Elektron mikroskopisi ile 

normal ve anormal sperm yüzdesini ayıran eşik değer henüz saptanmamıştır (Visco 

ve ark 2010). Özellikle anormal baş, vakuol varlığı, sitoplazmik droplet, boyun ve 

kuyruk anomalileri gibi morfolojik anomalilerin, elektron mikroskopisinin ince 

yapısal detayların incelenmesine olanak verme özelliği ile DNA hasarı ve infertilite 

ilişkisi gösterilmiştir (Aziz ve ark 2007).  

DNA bütünlüğü infertilitenin ortaya çıkarılmasında önemli bir özelliğe 

sahiptir. Bu amaçla, elektron mikroskopi desteğiyle nüklear şekil ve içeriği ayrıntılı 

olarak incelenebilmektedir. Şekil değişimine uğramış akrozom, kondanse olmamış 

kromatin ile birlikte yuvarlak ya da oval şekilli, şekil bozukluğu gösteren nukleus ve 

sitoplazmik droplet varlığı immatüritenin karakteristik özelliği iken, kenar yerleşimli 

kromatin, şeffaf sitoplazmik vakuoller ile şişkin ve yerleşim bozukluğu gözlenen 

mitokondri, apopitozisin tipik yapısal özellikleridir. Plazma membran harabiyeti ve 

kromatini dağılmış nukleusun şekil bozukluğu göstermesi, aksonemal ve 

periaksonemal yapılarda gözlenen değişimler ise nekroz nedeniyledir (Baccetti ve 

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

Apopitozise uğramış spermde post-akrozomal bölgede aşırı membran üretimi 

sebebiyle boyun ve orta bölgede yerleşmiş olan sitoplazmik dropletin membran 

yapıları içeren otofajik vakuoller ile dolu olduğu, plazma membranının genellikle 
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normal olduğu zaman zaman düzensiz yapıda ve dışa doğru çıkıntılar yaptığı 

elektron mikroskopik olarak gözlenmiştir (Gandini ve ark 2000).  

2.5.5.1. Morfolojik Yöntemler 

a) Işık Mikroskobu 

  Hematoksilen-Eosin Boyama: 

Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanan preparatlar ışık mikroskobu ile incelenir. 

HE; hem hücre kültürü çalışmalarında hem de doku boyamalarında kolaylıkla 

kullanılabilir. HE boyamada, hematoksilen boyası kromatini boyadığından apopitotik 

hücreler nukleus morfolojisine göre değerlendirilir. Gözlenebilen değişiklikler 

şunlardır: hücre küçülmesi veya sitoplazmik küçülme, kromatinin kondanse olması 

ve nükleus zarının periferinde toplanması, nükleusun küçülmesi veya parçalara 

bölünmesi. 

  Giemsa Boyama: 

Giemsa ile boyamada, HE ile boyamada olduğu gibi nükleus morfolojisi esas 

alınarak apopitotik hücreler tanınır. Sitoplazma sınırları hematoksilen boyamaya göre 

daha iyi seçilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir üstünlüğü 

yoktur. 

b) Floresan Mikroskopi 

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (örn; hoechst boyası, DAPI, 

propidyum iyodür, acridine orange, etidyum bromür, FITC) kullanılmasıyla yapılan 

bir boyama şeklidir. Floresan boyalar DNA’ya bağlanabildiklerinden hücrenin 

kromatini dolayısıyla nükleusu görünür hale gelebilir. Hücre kültürü çalışmasında 

kullanılırlarsa, canlı hücre ile yaşayan hücrenin ayrımına olanak tanırlar. Canlı ve ölü 

hücre ayrımını yapabilmek için, canlı veya ölü tüm hücreleri boyayabilen bir boya 

(örn; hoechst boyası) ile sadece ölü hücreleri boyayabilen bir başka boya (örn; 

propidyum iyodür) beraber kullanılır. Membranı sağlam olan (canlı) hücreler, 

propidyum iyodür gibi sadece membran bütünlüğü bozulmuş (ölü) hücreleri boyayan 

bir madde ile boyanmazlarken, ölü veya canlı tüm hücrelere girebilen hoechst boyası 
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ile boyanırlar. Kuşkusuz, bu yöntemle hücrelerin ölü ya da canlı olduğu anlaşılabilir 

ama ölü hücrelerin apopitozisle veya nekroz ile ölüp ölmediklerinin ayrımı, 

hematoksilen boyamada olduğu gibi nükleus morfolojisine bakılarak yapılır. 

Kromatin kondensasyonu veya nükleus fragmentasyonu olan hücrelerin apopitotik 

hücreler olduklarını düşündürür. 

c) Elektron Mikroskopi 

Morfolojik değişikliklerin en doğru olarak gözlendiği bir yöntemdir. 

Sitoplazmik küçülme, kromatin kondensasyonu ve fragmentasyonu izlenebilirken, 

mitokondrinin durumu, hücre zarı ya da nükleus membranının bütünlüğünün bozulup 

bozulmadığı gibi subsellüler detaylar da incelenebilir. 

g)  Faz Kontrast Mikroskopi 

Bu tür mikroskop sadece hücrelerin kültür ortamında, hücreyi veya hücre 

topluluğunu incelemek amacıyla kullanılır. Ölen hücreler yapıştıkları alt tabakadan 

ayrılacakları için besiyeri içinde yüzmeye başlarlar. Faz kontrast mikroskobu ile 

apopitotik hücreler üzerinde gelişen cepcikler (blebs) izlenebilir. Hücre kültürü 

ortamında apopitozise giden hücrelerin başlangıçta hücre membranları intakt 

olmasına rağmen ileri dönemlerde sekonder nekroz gelişir ve böylece membran 

bütünlükleri bozulur. Sekonder nekroz aşamasına kadar olan süre içinde non-vital 

boyalar (örn; propidyum iyodür) ile boyanacak olurlarsa apopitozis başlamış 

olmasına rağmen hücreler bu boyalarla boyanmazlar. Çünkü membran bütünlüğü 

halen tamdır. Sekonder nekroz geliştikten sonra membran bütünlüğü bozulur ve 

hücreler non-vital boyalarla boyanma özelliği kazanmaya başlarlar. Blisterlerin 

oluştuğu aşamada membran bütünlüğü halen tamdır ve bu aşamada nükleus 

morfolojisindeki değişiklikler floresan boyalarla gözlenebilir. Fakat bu dönem uzun 

sürmez dakikalar içinde membran bütünlüğü bozulur. İstenirse hem faz kontrast 

mikroskopisi hem de floresan mikroskopisi aynı anda kullanılabilir (Güleş ve Eren 

2008).  
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2.5.5.2. İmmünohistokimyasal Yöntemler  

a) Anneksin V Yöntemi 

Normal hücrelerde hücre zarının sitoplazmik yüzünde membran lipidlerinden 

biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadır. Eğer hücre apopitozise giderse normalde 

iç yüzde yerleşmiş olan PS molekülleri hücre zarının dış yüzüne transloke olurlar. Bu 

yer değiştirme hücre membran bütünlüğünün bozulmadığı apopitotik hücre 

ölümünün erken dönemlerinde meydana gelir. Anneksin V, hücrenin dış yüzeyine 

transloke olan fosfatidilserine bağlanabilen bir protein olduğu için, floresan bir 

madde (örn; FITC) ile işaretlenerek apopitotik hücre görünür hale getirilebilir. FITC-

Anneksin V kompleksinin hücre yüzeyindeki fosfatidilserine bağlanma oranı flow 

sitometri ile ölçülebilmektedir. Nekrotik hücrelerin yüzeylerinde de Anneksin V 

bağlanması görülebildiği için ikinci boya olarak propidyum iyodür eklenmektedir. 

Annexin V-FITC (yeşil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iodid (kırmızı 

floresan) ile aynı zamanda boyanan hücreler, canlı hücreler (FITCPI-), erken 

apopitotik hücreler (FITC+PI) ve geç apopitotik veya nekrotik hücrelerin 

(FITC+PI+) birbirinden ayırt edilmesine izin verir (Güleş ve Eren 2008; Niu ve Chen 

2010). Annexin V 35-36 kD ağırlığında Ca+2 bağımlı, fosfolipit bağlayıcı bir 

proteindir ve PS için yüksek affiniteye sahiptir. Böylece apopitotik hücreler 

saptanmış olur. Annexin V yöntemi hem floresan mikroskobuyla hem de flow 

sitometri ile kullanılabilir (Ulukaya 2003).  

b) TUNEL Yöntemi 

DNA kırıklarının in-situ olarak tanınmasını sağlar. Apopitotik parçalanma 

sonucu DNA uçları, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanılarak 

işaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksinükleotidil transferaz (TdT) kullanılarak 

yapılan işaretleme göreceli olarak daha duyarlı bir yöntem olarak bulunmuştur. 

Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve non-izotopik işaretli nükleotidler (sıklıkla 

biyotinli dUTP) kullanılarak yapılan in-situ işaretleme ardından floresan veya 

enzimatik görüntüleme, apopitotik hücreleri diğerlerinden ayırmada yeterli 

olmaktadır. Bu yöntem yaygın olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling” sözcüklerinin 

kısaltılması olan “TUNEL” yöntemi adıyla anılmaktadır. 
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c) M30 Yöntemi 

M30 yönteminde apopitotik hücreler, sitokeratin 18’in kaspazların etkisiyle 

kırılması sonucu açığa çıkan yeni antijenik bölgenin immünohistokimyasal yöntemle 

boyanması prensibine göre belirlenirler. Sadece sitokeratin 18’i eksprese eden 

dokularda kullanılması mümkündür. Bu dokular epitelyal kaynaklı dokulardır. 

Sitokeratin 18 tek katlı ve glanduler epitel hücrelerinde bulunan tip 1 intermediate 

filament proteinidir. Çoğunlukla akciğer, karaciğer, prostat, göğüs ve kolon kanser 

tiplerinde eksprese edilirken, lenfoid ve nöral hücrelerde bulunmaz. 

d) Kaspaz-3 Yöntemi 

Kaspaz-3 yöntemi ile sadece apopitotik hücrelerde oluşan aktif kaspaz-3 

immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir. Bunun için, dokunun 

kaspaz-3 eksprese ettiğinin bilinmesi ya da çalışılan dokuda apopitozise yol açan 

ajanın kaspaz-3’ü kırıp kırmadığının bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apopitotik 

hücreler bu metotla tespit edilebilirler. 

2.5.5.3. İmmünolojik Yöntemler 

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

ELISA testi; viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonların tanısında ve 

apopitozisin belirlenmesinde kullanılan, serolojik tanı yöntemlerinden biridir. ELISA 

yönteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle işaretli antiglobulinin ilave 

edilmesi ve sonra substratın eklenmesi ile eğer antijen veya antikor var ise renk 

oluşumunun gözlenmesi esasına dayanmaktadır.  

2.5.5.4. Biyokimyasal Yöntemler  

a) Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz orta büyüklükte ve büyük DNA moleküllerini elektroforezle ayırmak 

için kullanılan en yaygın destek ortamıdır. Ayrıştırılacak moleküllerin büyüklüğüne 

bağlı olarak genelde %0,3-2 agaroz konsantrasyonları kullanılır. Agaroz jeller 

genellikle floresan bir boya olan etidyum bromid ile boyanır ve UV ışığı altında 

DNA parçaları görüntülenir. 
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b) Western Blotting 

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen yöntem, bir protein karışımı 

içindeki belirli bir proteini ve büyüklüğünü saptamak için kullanılan nicel bir 

yöntemdir. Bu metot istenilen bir proteine karşı yönlendirilen yüksek kalitede bir 

antikor kullanımına bağlıdır. Western blot hücrede ne kadar protein biriktiğini 

gösterir. Bu metot yardımıyla apopitozise özgü bazı proteinlerin eksprese olup 

olmadıklarının (örn; bcl-2) ya da kırılıp kırılmadıklarının (örn; kaspaz-3) saptanması 

mümkündür.  

c) Flow Sitometri 

Flow sitometri lazer kaynaklı florometre ile parçacık ışık yayılımı analizi 

bileşiminden oluşur. Flow sitometride farklı moleküller, hücreler ve parçacıklar, 

düşük ve dik açılı ışık yayılımı kullanılarak büyüklük ve şekil olarak ayrılabilir. Flow 

sitometri yardımıyla, floresan bir madde ile işaretlenmiş antikor kullanılarak 

apopitoziste eksprese olduğu bilinen her hangi bir hücre yüzey proteininin 

saptanması mümkündür. Apopitozis; flow sitometri uygulamasında iki şekilde 

belirlenir: 

a. Floresan bir madde olan propidyum iyodür kullanılarak, 

b.   Anneksin V kullanılarak (Güleş ve Eren 2008). 

2.6. Fertilizasyonda Rol Oynayan Unsurlar 

Fertilizasyon sperm ile oositin doğrudan etkileşimi ile başlar ve birinci mitoz 

bölünmesinin metafaz aşamasında anne ve baba kromozomlarının birleşmesiyle 

tamamlanır. Karbohidrat bağlayıcı reseptör proteinler gametlerin yüzeylerinde 

bulunurlar. Bunlar fertilizasyon sırasında gametlerin birbirini doğru bir şekilde 

tanıyıp reaksiyona girmelerini sağlamaktadırlar (Boldt ve ark 1989). Fertilizasyon 

olayının gerçekleşebilmesi için spermlerin kumulus hücreleri arasında ileri hareket 

etmesi, zona pellusidaya (ZP) bağlanıp penetre olması ve spermle oosit zarlarının 

birleşerek spermin oosit sitoplazması içine girmesi sağlanır. Bu reaksiyonların 

devamında oosite başka bir spermin girmesini engellemek için kortikal reaksiyon ve 

zona reaksiyonu meydana gelir (Robert ve Vincent 1999). 
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Ovulasyon sonrası oositin yaşam süresi 12-24 saattir. Sperm hücresi ise kadın 

üreme sisteminde 48-72 saat canlı kalabilir (Zanaveld ve ark 1972). Kapasitasyonunu 

tamamlamış olan sperm hücreleri ile metafaz aşamasında bulunan sekonder oosit 

tuba uterinanın ampulla bölgesinde karşılaşırlar. Oositin etrafını saran ZP tabakası 

fertilizasyonda önemli fonksiyonlara sahiptir. ZP, oosit oolemması ile perivitellin 

aralık dışında ve 25 mikrometre kalınlığında hücre içermeyen ve oositi kesintisiz 

kuşatan bir kılıftır. Elektron mikroskobunda ZP düzgün kompakt ağsı bir yapı olarak 

görülmektedir. ZP türe özgü spermler için bağlanma bölgeleri içerir. Spermin 

penetrasyonu sonrasında ZP zona reaksiyonu geçirerek diğer spermlerin geçişine 

mani olmakta ve bu da poliploidiyi önlemektedir (Ward ve ark 1994). Spermin ZP’ye 

penetrasyonunda yalnızca kuyruk değil aynı zamanda başın da hareketi 

gerekmektedir. Spermin başında nükleusun hemen üzerinde bir başlık gibi bulunan 

akrozom içerisinde akrozom reaksiyonunu oluşturan enzimler bulunur. Akrozom 

reaksiyonu, vezikül içeriğinin ekzositozu şeklinde gerçekleşmektedir. Akrozom 

reaksiyonunun gerçekleşmesi için spermin ZP’ye bağlanması gerekmektedir. Bu 

olayın gerçekleşmesini sağlayan faktörün ZP’de bulunan glikoprotein yapıdaki 

sperm reseptörü olduğu sanılmaktadır. ZP’de oosit tarafından sentezlenmiş ZP1, 

ZP2, ZP3 glikoproteinleri bulunmaktadır. Sperm bunlardan ZP3’e bağlanmakta olup, 

ZP2 de akrozomal reaksiyonun ardından polisperminin önlenmesinde görevlidir. ZP3 

geni sadece büyüyen oositte eksprese edilip aynı zamanda türler arasında farklılık 

göstermektedir (Swann 1996).  

Spermin ZP’ye bağlanabilmesi için spermde bulunan türe özgü glikoprotein 

molekülün tanınması gerekmektedir. Bağlanma gerçekleşince ardından akrozom 

reaksiyonu başlar, Protein Kinaz C de sperm akrozom reaksiyonu için gerekli bir 

basamak olup sperm proteinlerinin fosforilasyonunu sağlar. Sperm ZP’yi geçtikten 

sonra perivitellin aralığa girer. Oosit membranı sperm başını sararak oosit ve sperm 

füzyonu gerçekleşir. Bu füzyonda görev alan sperm başında lokalize çeşitli proteinler 

vardır. PH-20 proteini ZP’ye bağlanmaya yardım eden aynı zamanda hyaluronidaz 

aktivitesi ile kumulus hücrelerinin ayrışmasını sağlayan bir proteindir. Diğer protein 

ise fertilizasyonda görev alan PH-30 proteinidir. Oosit plazma membranı ile spermin 

iç akrozom membranı füzyona uğrar. Sperm hücresi, baş ve kuyruğu ile birlikte 
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sekonder oositin sitoplazması içine girer. Sperm girer girmez zona reaksiyonu 

denilen ve diğer spermlerin geçişine izin vermeyen bir olay meydana gelir. Bu olay 

sekonder oositin sitoplazmasındaki kortikal granüllerin salgılarıyla şekillenir ve 

sekonder oosit, haploid kromozomlu ovuma dönüşür (Speroff ve Fritz 2011). İkinci 

mayoz bölünmesi tamamlandıktan sonra oluşan nükleusa pronükleus adı verilir. Bu 

anda baş kısmı önde ve kuyruk arkada olmak üzere ovuma girmiş bulunan sperm 

hücresinde bir takım değişiklikler belirmeye başlar. İlk önce kuyruk diğer 

kısımlardan ayrılır. Bundan sonra baş ve boyun 180º’lik bir dönüş yaparak boyun 

önde ve baş arkada olmak üzere oosit içerisinde ilerler. Bu anda baş içinde 

bulunduğu sitoplazmadan su emerek şişer ve en sonunda gevşek kromatinli bir 

nükleus halini alır. Bu şekilde yeniden oluşmuş bulunan bu nükleusa erkek 

pronükleus adı verilir. Her iki pronükleusun birbirine değip kaynaşmasından sonra 

döllenme gerçekleşir ve zigot oluşur. Zigot oluşumunu takiben bölünmeler başlar 

(Çetin 2000). 

Ovulasyonun gerçekleşmesi için gonadotropinlerin preovulatuar artışını izleyen 

iki önemli olay gerçekleşmektedir:  

1. Oositin mayotik maturasyonunun tamamlaması,  

2. Oositin etrafındaki kumulus hücrelerinin gelişimi.  

Kumulus hücrelerinin morfolojisinde bir değişim meydana gelir. Bu değişiklik 

hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini ve başlıca aktin mikrofilamentlerinin 

toplanmasını içeren geniş kapsamlı değişikliklerdir. Bu değişimi hyaluronik asitçe 

zengin ekstrasellüler matriks sentezinin artışı ve kumulus hücreleri ile oosit 

arasındaki neksus tipi bağlantıların değişimi izler (Emery ve ark 2001; Zhuo ve 

Kimata 2001). Bu gelişimle ovulasyon sırasında foliküllerden oosit-kumulus 

kompleksinin salınmasının kolaylaştırılması, oviduktal fimbriyalar tarafından 

yakalanması, oviduktlardan geçiş ve ovule olmuş oositin oviduktlarda canlılığının 

korunması sağlanır. Kumulus hücrelerinin gelişmesi; ayrıca, sperm aktivasyonu ve 

motilitesi için uygun dış şartların oluşumuna katkı sağlar (Prochazka ve ark 2003). 
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Oositi çevreleyen kumulus hücreleri arasındaki ekstrasellüler matriksin temel 

maddesinde bulunan hyaluronik asit (HA) fertilizasyonda matür spermin oosite 

ulaşması sürecinde bir labirent sistemi oluşturarak kumulus hücrelerini birarada tutar 

(Petersen ve ark 2010). Hyaluronik asitin doğal fertilizasyon sürecinde fertilizasyon 

kapasitesi yüksek sperm seçiciliğinde rol oynadığı yönünde ilişkilendirilen 

mekanizmalar, yapılan çalışmalarla kanıtlanarak, hyaluronik asitin “Fizyolojik ICSI” 

uygulamalarında sperm seçici olarak kabul görmesini sağlamıştır (Balaban ve ark 

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

Hyaluronik asit, ticari olarak plastik kültür kabında hyaluronat mikro 

damlacıkları bulunan hazır ICSI tabağı şeklinde ya da hyaluronat içeren visköz 

medyum olmak üzere iki şekilde bulunmaktadır. Yapılan çalışmalarda HA’nın klinik 

olarak embriyo kalitesi ve implantasyon başarısı üzerine olumlu etkileri tespit 

edilmiştir (Parmegiani ve ark 2010b). ICSI uygulamaları sırasında hyaluronatın etkin 

şekilde sperm motilitesini azalttığı, manipülasyon kolaylığı sağlayarak spermin 

pipete yada ICSI tabağına yapışmasını önlediği, ayrıca ICSI sonrası zigot gelişimi 

üzerine zararlı etki göstermediği tespit edilmiştir (Balaban ve ark 2003). Hyaluronik 

asitin, fertilizasyon potansiyeli yüksek sperm seçimini sağlayarak, embriyo kalitesi 

ve implantasyon oranı artışında anlamlı derecede etkin olduğu ve lizozomal 

enzimlerce sindirildiğini bildiren çalışmalar mevcuttur (Parmegiani ve ark 2010b; 

Kato ve Nagao 2012). 

2.7. Hyaluronik Asit 

2.7.1. Tarihçe  

Hyaluronik asit, 1934 yılında Meyer ve Palmer tarafından sığır vitröz 

humöründen elde edilmiştir. 1986 yılında Balazs ve arkadaşları tarafından HA'ya 

alternatif olarak hyaluronan ismi önerilmiştir. Günümüzde geçerli hyaluronan 

preparatı sodyum tuzu şeklindedir (Meyer ve Palmer 1934; Abatangelo ve O’Regan 

1995). Meyer tavuk ibiğinden, Kendall ve arkadaşları bakterilerden HA'yı izole 

etmişlerdir (Iwata 1993).  
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2.7.2. Hyaluronik Asit’in Özellikleri  

HA, N-asetil glukozamin ve glukuronik asitten oluşan disakkarit birimlerinin 

herhangi bir dallanma göstermeden 12500 kez tekrarlanması ile meydana gelen 

negatif yüklü ~5 milyon dalton molekül ağırlığında bir glikozaminoglikandır (Peyron 

1993; Abatangelo ve O'Regan 1995; Murray ve ark 2003). HA'nın molekül ağırlığı, 

elde edildiği yer ve hazırlanma tekniğine göre değişir. Genelde 10x105 Dalton (Da) 

civarındadır. Suda çözünen HA çok visközdür. Viskoelastisitesi, molekül ağırlığına, 

konsantrasyonuna, pH’sına ve iyon gücüne bağlı olarak değişmektedir (Iwata 1993). 

HA, asit veya alkali muamelesi ile depolimerizasyona uğrar. Divalan katyonlar 

askorbik asit ve sistein gibi indirgeyici ajanlar tarafından kısmen parçalanır. X 

ışınları, γ ışınları, ultraviyole ışınları, ultrasonik dalgalar depolimerizasyonuna neden 

olur. Hyaluronidaz ve kondroitin sülfataz ile enzimatik olarak parçalanabilirler 

(Iwata 1993). 

2.7.3. Hyaluronik Asit’in İşlevleri  

HA’nın fiziksel ve kimyasal özelliklerine bağlı olarak membran reseptörleri 

aracılığı ile değişik hücrelerle etkileşime girebilme yeteneği vardır. Hyaluronik asit, 

proteoglikan organizasyonu, doku hidrasyonu, hücre motilitesi, doku proliferasyonu, 

embriyonik gelişim, hücre diferansiyasyonu, malign progresyonu ve metastazı, yara 

iyileşmesi ve anjiogenez gibi birçok farklı süreçlere katılmaktadır (Abatangelo ve 

O'Regan 1995; Erickson ve Stem 2012).  

HA, ekstrasellüler matriksin (ECM) su ve diğer makromoleküler 

komponentleri ile etkileşebilir. Su dengesi, yağlama, viskozite, matriks düzenlenmesi 

gibi olaylar HA ile bağlantılıdır (Balazs ve Denlinger 1993). HA, ECM’nin 

hidrasyonunu düzenlemektedir. Hidroskopiktir, ECM içinde oluşturduğu hacim 

kendi hacminin 1,000-10,000 katı fazladır (Bullard ve ark 2003).  

Yara iyileşmesinde bağ dokusunda ilk önce HA sentez edilir. Ardından 

kondroitin sülfat ve kollajen sentezi olur. Mezenşimal hücrelerin kondrositlere 

farklılaşması HA'ya bağımlıdır. İn-vivo ve in-vitro çalışmalar, HA'nın 

polimorfonükleer hücrelere, fagositoza, kemotaktik cevaba etkileri olduğunu 

göstermektedir (Larsen ve ark 1992; Iwata 1993; Abatangelo ve O'Regan 1995). 
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Yüksek moleküler ağırlıkta ve moleküler yapısı yoğun bir şekilde polimerize 

iken biyolojik işlevi maksimum düzeydedir. Düşük molekül ağırlıklı HA 

oligomerleri anjiogenez dışında önemli değildir (Iwata 1993). Kayganlaştırıcı olması, 

HA'nın en önemli özelliklerinden biridir. HA, ağırlığının çok üzerinde yük taşıyan 

diz eklemi üzerindeki baskıyı azaltarak hareketin gerimini absorbe eder ve eklemin 

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

Ekstrasellüler matriks bileşenlerinin birikimi; doku hasarı işaretlerindendir. 

HA, doku hasarı, doku onarımı ve yara iyileşmesi sırasında aktif olarak üretilir. HA 

fragmentleri, hasarlı bölgedeki çeşitli bağışıklık hücrelerinin varlığı ile inflamatuar 

genlerin ekspresyonunu uyarır. HA ve bağlayıcı proteinleri, inflamatuar hücre 

toplanmasının düzenlenmesi yoluyla doku hasarı ve onarımı, inflamatuar sitokinlerin 

salınımı ve kök hücre göçü ile inflamasyonu regüle ederler (Jiang ve ark 2011).  

İnflamasyonun HA ile regülasyonu, doza ve molekül büyüklüğüne bağlıdır. 

Süperoksit ve peroksinitrit, HA’nın kimyasal parçalanmasına neden olmakta ve 

düşük moleküler ağırlıklı HA, inflamatuar süreci uyarabilmektedir (Jiang ve ark 

2007; Osterholt ve ark 2012). HA yıkım ürünleri, inflamatuar hücrelerin hasarlı alana 

göçünü modüle eden ve doku hasarını gideren kemokinleri ve sitokinleri üretmesi 

için inflamatuar hücreleri uyarabilmektedir (Jiang ve ark 2007).   

Genel olarak, yüksek moleküler ağırlıklı HA normal sağlıklı dokularda 

meydana gelmektedir. Diğer taraftan parçalanmış HA, yüksek derecede inflamatuar, 

anjiogenik, immün uyarıcı ve stres altındaki dokuların bir yansımasıdır. Büyük HA 

polimerleri ise aksine, antiinflamatuar, antianjiogenik ve immünsupresiftir (Erickson 

ve Stem 2012).   

1 mg/ml ya da daha yüksek dozlardaki HA, inflamatuar hücre kemotaksisini, 

fagositoz ve solunum patlaması aktivitesini ve aynı zamanda elastaz salınımını 

inhibe etmektedir. Ayrıca HA romatoid ve osteoartritte ve kulak zarı 

perforasyonunun tamirinde antiinflamatuar ve antifibrotik ajan gibi davranmaktadır. 

Buna ek olarak, HA kutanöz yara iyileşmesini hızlandırır ve intra-abdominal cerrahi 

sonrası adezyon oluşumunu azaltır. HA; miyokard infarktüsü gibi inflamatuar 

durumlarda oldukça artmaktadır. Ayrıca miyokard infarktüsünün hyaluronidaz 
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tarafından HA’nın parçalanması ile erken tedavisi, azalmış miyokardiyal fibrozis ve 

infarktüs boyutu ile sonuçlanmıştır (Osterholt ve ark 2012). 

Özgül Ağırlık:  HA’nın yoğunluğu: 30 - 200 kg/m3 (su= 1). 

Hyaluronik Asit Kaynakları 

HA, dietlerde ölçülebilir miktarda yoktur. HA alımı sadece sentetik HA’nın 

enjeksiyonu yoluyla gerçekleşir. Bu; diz problemlerinde, yara iyileşmesi ve kozmetik 

cerrahide yaygın olarak kullanılır. Son zamanlardaki çalışmalarda pahalı sentetik 

enjeksiyonlardan ziyade oral yol ile alınan HA bulunmuştur. HA, çoğunlukla otçul 

hayvanlarda bulunur. Onların beslenme şekli, vücutlarında HA sentezini arttırır.  

Soya fasulyesi, vücuttaki östrojen seviyesini arttırır, bu durum da HA 

seviyesinin artmasına yol açar. Magnezyum, HA sentezi için önemlidir. Magnezyum 

azlığı, düşük HA seviyelerine sebep olur. Ispanak, yeşil fasulye, brokoli, karnabahar, 

kuşkonmaz, patates, marul ve havuç gibi soya fasulyesi de magnezyum bakımından 

zengindir. Magnezyumdan zengin meyveler, elma, muz, çilek, domates, avokado, 

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

Fasulye, barbunya, börülce ve mercimek gibi bakliyatlarda magnezyum 

bakımından zengindir. Yer fıstığı ve badem de aynı zamanda magnezyum içerir.  

Düşük çinko seviyelerine sahip bireylerde HA oranı da düşük bulunmuştur.  

Genellikle sığır, kuzu, domuz ve tavuk eti gibi proteinden zengin yiyeceklerde 

bulunmaktadır. Sebzelerde en iyi çinko kaynağı kabak çekirdeğidir. Maya, yerfıstığı, 

fasulye ve tüm tahıllar gibi patates de aynı zamanda iyi bir çinko kaynağıdır.   

(Sridevi ve ark 2012) 

2.7.4. Hyaluronik Asit’in İnsan Vücudundaki Dağılımı 

HA, ekstrasellüler matrikste hemen her yere dağılmış bilhassa bağ dokusunda 

yüksek konsantrasyonda bulunmuştur. İnsan vücudundaki total HA miktarı 12 g’dır 

ve umblikal kord, sinovial sıvı (3500 mg/l) ve vitröz humor (200 mg/l)‘da yüksek 

konsantrasyonlarda bulunur. En yüksek miktar deridedir (7 gr). Diz ekleminde 4-8 

mg’dır (Balzas ve Denlinger 1993). Akciğer, böbrek, beyin ve kasta dikkate değer 
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miktarlarda bulunmakla birlikte, karaciğerde çok az miktarda bulunur. En düşük 

konsantrasyon, kan serumunda bulunmuştur (Frasera ve ark 1997). Hyaluronik asit 

endüstriyel olarak da gram (+) bakteri olan Streptococcus Zooepidemicus’tan elde 

edilir (Pierre 2004). HA, ekstrasellüler matriksin küçük bir kısmını oluşturmasına 

rağmen yapısal korunmayı sağlaması bakımından oldukça önemlidir. Bu nedenle de 

non-alerjiktir. Dermal skaffold, kıkırdak defekti, glial hücre kültürü ve hatta sperm 

motilite değerlendirmesi gibi çok farklı klinik uygulamalarda HA kullanılmaktadır 

(Price 2007).  

2.7.5. Hyaluronik Asit’in Fertilizasyon ile İlişkisi  

HA; insan oositinin etrafındaki kumulus hücre matriksinin ana bileşenlerinden 

bir tanesidir (Johnson ve ark 2005). Oogenez sırasında primer folikül oluşumundan 

sonra stratum granülozum tarafından salgılanan foliküler sıvı artarak sekonder 

folikülü oluşturur. Sekonder folikül büyüdükçe oosit kenara itilir ve etrafındaki 

granüloza hücreleri lümene doğru uzanarak kumulus ooforusu oluştururken, oositi 

çevreleyen granüloza hücreleri de korona radiyatayı oluşturur. Foliküler gelişim 

devam ederek tersiyer folikül oluştuğunda korona radiata ve kumulus ooforusu 

oluşturan granüloza hücreleri intersellüler ortama hyaluronik asit ve 

proteoglikanlardan zengin bir sıvı salgılarlar (Opiela ve ark 2014).  

Spermatogenez sırasında seminifer tübüllerdeki immotil spermler, epididimise 

geldiklerinde androjen bağımlı matürasyon evresine girerler. Matürasyon evresinde 

sitoplazmik membran yeniden şekillenir, sperm üzerinde de zona pellusida ve HA’ya 

bağlanma bölgeleri oluşur (Huszar ve ark 2007). Sperm yüzeyinde oluşan bu HA 

bağlanma bölgeleri spermin hem motilite kazanması hem de oosite bağlanması için 

gereklidir. Spermiogenezisin bu son basamağında meydana gelen gelişimsel bir 

defektte sperm uzayarak rezidüel cisimcikler oluşturur (Clermont 1963).  

Spermatogenetik süreçte oluşan hatada, plazma membranının yeniden 

yapılanması ve hyaluronik asit bağlanma bölgelerinin oluşamaması nedeniyle 

maturasyonunu tamamlayamamış sperm hücreleri oluşur. Maturasyon defekti olan bu 

spermler kumulus ooforusu geçip zona pellusidaya bağlanamadığından hem spontan 

koit hem de IVF tedavisinde fertilizasyon başarısızlığına neden olurlar. Hyaluronik 

asitin sperm yüzey belirteci olarak kullanılması fikri 1990’lı yılların başında Gabor 
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Huszar ve arkadaşları tarafından gündeme getirilmiştir. Kumulus ooforus içerisindeki 

HA, fertilizasyon için spermin kapasitasyonunu indüklediği gibi oosite penetrasyonu 

için de uygun bir mikro çevre oluşturur. Matür spermler selektif bir şekilde HA’ya 

bağlanmaktadırlar. Fertilizasyonun gerçekleşmesi için sperm-oosit bağlanmasını 

takiben bir dizi değişim başlar (zona pellusidaya penetrasyon, perivitellin aralığa 

geçiş, oolemmaya bağlanma, füzyon-oosit aktivasyonu ve dekondensasyon). Sperm 

üzerinde HA bağlanma bölgesi olması aynı zamanda spermin maturasyonunu 

tamamladığını gösteren bir bulgudur. Bu sebeple sperm örneğinde HA bağlanma 

bölgeleri olan spermlerin yüksek oranlarda bulunması hastanın fertilite potansiyelini 

de gösterecektir. Matür spermlerin plazma membranlarının immatür spermlerden 

farklı olduğunun gösterilmesi ve matür spermin bu membran farklılıkları nedeniyle 

fertilizasyon yeteneğinin yüksek olduğunun anlaşılması, spermin matürasyonunu 

tespit edebilecek belirteç arayışlarını gündeme getirmiştir. Sperm matürasyon testi 

olarak ilk gündeme giren belirteç, sperm kreatinin kinazdır (SKK). SKK sperm 

matürasyonu ve fertilite potansiyelini gösteren objektif bir belirteçtir. Yapılan 

çalışmalarda oligozoospermik erkeklerde normozoospermik erkeklere oranla 10-20 

kat artmış SKK düzeyleri tespit edilmiştir (Huszar ve ark 1988a; Huszar ve ark 

1988b).  

HA ile yapılan ilk çalışmalar in-vitro olarak hyaluronik asit içeren ortamda taze 

ve donmuş-çözülmüş ejakulatta sperm hızı, motilite ve viabiliteyi arttırdığı 

gösterilmiştir (Huszar ve ark 1990). Sperm motilite ve hızında meydana gelen bu 

artış HA’ya karşı direkt bir yanıtın sonucudur. Sperm HA ile ilk karşılaştığı anda 

sperm kuyruğunun hareket frekansında artış saptanmıştır. Ayrıca dansite gradient 

santrifüj sonrası sperm, HA içermeyen normal bir ortama dönünce sperm hızı ve 

motilitesi normale döner. Bu iki gözlemden yola çıkarak sperm ve HA etkileşiminin 

reseptör aracılı olduğu sonucuna varılmıştır (Sbracia ve ark 1997). Matür sperm 

selektif olarak solid durumdaki HA’ya bağlanır. Bağlanma başın akrozom 

bölgesinden olur. Sperm membranı; kapasitasyon veya akrozom reaksiyonu ile 

bozulur ise HA bağlanması oluşmaz (Huszar ve ark 2003). HA’ya bağlanan spermler 

canlı olup cansız olanlar HA’ya bağlanmaz. HA’ya bağlı spermlerde immaturite 

göstergesi olan; sitoplazmik retansiyon, persistan histon, DNA fragmantasyonu, 

Kaspaz3 (apopitozis belirteci) olmaz (Aitken ve ark 1994; Çayli ve ark 2003; Huszar 
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ve ark 2006). Bu özellikler oldukça önemlidir. Çünkü nükleer ve sitoplazmik 

immatürite ve DNA fragmantasyonu spermin zigot oluşumundaki paternal kalıtımına 

olumsuz bir etki yapmaktadır (Borini ve ark 2006).  

Matür spermin solid fazdaki HA’ya bağlanması sebebi ile sperm HA bağlanma 

testi geliştirilmiştir. HA bağlanma testi matür ve fonksiyonel spermi belirlemede 

önemli bir biyomarkır olup, günümüzde ticari kitler olarak da pazarlanmaktadır. HA 

bağlanma testinde; bağlı kısmın, bağlanmamış kısma oranı verilir. Sperm CK 

aktivitesi ile HA bağlanması arasında yakın bir negatif korelasyon saptanmıştır 

(Aitken ve ark 1994). Bu da HA’ya bağlanan spermin matür sperm olduğu görüşünü 

desteklemektedir (Huszar ve ark 2003). 

2.7.6. Hyaluronik Asit’in Biyosentez ve Metabolizması  

HA, karaciğerde metabolize olur (Murray ve ark 2003). HA sentezi plazma 

membranında gerçekleşmektedir. Markowitz ve Dorfman, ilk olarak streptokok 

membranını kullanarak HA sentezlemişlerdir (Abatangelo ve O’Regan 1995). Daha 

sonra Prehm, HA zincir büyümesinin ekstrasellüler ortamda olduğunu ve golgi 

aparatında sentezlenmediğini göstermiştir (Prem 1993).  

HA sentezleyen 3 farklı hyaluronan sentetaz (HAS1, HAS2, HAS3) vardır 

(Weigel ve ark 1997; Tammi ve ark 2002). Bunlar plazma membranının iç yüzeyinde 

HA sentezleyen multipl transmembran bölgedeki enzimlerdir. Sentez sırasında 

polimer zincir büyüyerek perisellüler bölgeden membranın içine doğru uzanır. Bu, 

diğer glikozaminoglikanların sentez şeklinin aksine normal ekzositotik 

mekanizmalarla salgılanan ve golgi cisimciğinde bir proteoglikan oluşturmak için 

kor proteiniyle bağ oluşturmaktadır. Ekstrasellüler matrikste HA bağlayan ve 

hyaladerin denilen proteinler tanımlanmıştır. Ekstrasellüler matrikste bu proteinlerin 

artması, bazı hücrelerin davranışlarını etkilemek için tasarlanmış bir sinyal olduğunu 

düşündürmektedir. Birçok doku grubunda ve hücre tiplerinde HA reseptörleri 

saptanmıştır. Bunlar:  

CD44 Reseptörü: Vücutta geniş yayılımı olan bir reseptördür ve hyaluronik 

asit için hücre yüzey reseptörü olarak bulunmaktadır. CD44 aracılı hyaluronik asit; 

hücre etkileşimi, hücre-hücre ve hücre-substrat adezyonlarını içeren çok sayıda 
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fizyolojik olayda görev almaktadır. Hücrenin migrasyon, proliferasyon ve 

aktivasyonu ile hyaluronik asitin yıkımı CD44 aracılıdır. CD44’ün in-vivo ortamdaki 

biyolojik rolü birçok dokuda hala belirlenememiştir.  

RHAMM Reseptörü: Hücre yüzeyinde RHAMM ekspresyonu hücre 

hareketleri ile ilişkilidir ve göç eden fibroblastlar ve metastatik tümör hücreleri gibi 

çok sayıda hareketli hücrelerde belirlenebilmektedir (Necas ve ark 2008). 

HARLEC Reseptörü: HA'nın sirkülasyonunu sağlayan karaciğer endotelyal 

reseptörü gibi reseptörlerle veya sentaz enzimiyle bağlanabilirler. İnsanda, hücrenin 

farklı yerinde farklı özelliklerde enzim kodlayan 6 hyalorunidaz geni vardır (Stern ve 

Csoka 2000). Normal fizyolojik koşullar altında, HA, polimer uzunlukları 2-25 µm, 

rolatif moleküler kitlesi 106-107 arasında değişmektedir (Toole 2004). ECM’de 

yaygın olarak bulunur ve hücre adezyon, migrasyon, proliferasyon ve intrasellüler 

fonksiyonun düzenlenmesinde rol alır (Lee ve Spicer 2000; Itano ve Kimata 2002). 

İnsan fibroblast kültürlerinde yapımı PDGF ve TGF-β gibi büyüme faktörleri 

tarafından uyarılır. Bu uyarı protein kinaz-c üzerinden gerçekleşir. Protein kinaz 

c'nin uyarılması da hyaluronik asit sentezini başlatır. Ancak bu uyarı protein 

sentezine bağlı değildir. PDGF ile uyarılan hyaluronik asit sentezi PDGF reseptörleri 

üzerinden gerçekleşir (Heldin ve ark 1995). 

2.7.7. Hyaluronik Asit’in Yıkımı  

Hyaluronik asit lenf yolu ile kana geçer, karaciğer epitel hücresinde dönüşüme 

uğrayarak kandan elimine edilir (Iwata 1993; Gustafson ve ark 1995). Yıkımı, 

hyaluronidaz enzimleri ve serbest radikaller tarafından gerçekleştirilmektedir (Jiang 

ve ark 2011).  

Hyaluronik asitin yukarıda bahsedilen faydalarından yola çıkarak; bu 

çalışmamızda daha sağlıklı sperm eldesi için swim-up medyumuna eklenen 

hyaluronik asitin sperm morfoloji, motilite ve DNA bütünlüğüne etkisini araştırdık. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM  

Çalışmamıza, Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Yardımcı 

Üreme Teknikleri Ünitesi’ne Haziran 2014-Ağustos 2014 tarihleri arasında başvuran 

hastalardan WHO 2010 kriterlerine göre normospermik olanlar dahil edildi ve 

toplam 20 hasta 2014/645 no.lu etik kurul kararınca seçildi. 

3.1. Semen Örneklerinin Hazırlanışı 

Hastaların 3 günlük cinsel perhiz sonrasında alınan numuneleri Dünya Sağlık 

Örgütü Kriterlerine uygun kullanıldı. Örnekler; steril, non-toksik polypropilen kaba 

toplandı ve 25 dk’lık likefaksiyon süresinin ardından semen analizleri yapıldı.  

Semen analizlerinde ilk önce fiziksel muayene yapılarak koku, renk, volüm 

ve viskozite yönünden değerlendirildi. Daha sonra mikroskobik incelemeleri yapmak 

için semenden alınan 10 µl’lik örnek; derinliği 0,01 mm olan Makler sayım 

kamarasının (Sefi - Medical Instruments) ortasına damlatılarak üzerine grid camı 

kapatıldı (Resim 3.1). Nikon T1A Input AC ışık mikroskobunda toplamda X200 

büyütme altında değerlendirme yapıldı.  

            
           Resim 3.1: Makler Sayım Kamarası  
 

Gridin üzerinde iki satır bir sütun veya iki sütun bir satır içerisindeki sperm 

hücreleri sayılarak ortalaması alındı ve böylece spermatozoa konsantrasyonu 

milyon/ml olarak tespit edildi. 

Aynı zamanda Makler sayım kamarası kullanılarak motilite değerlendirmesi 

yapıldı. Motilite değerlendirmesi için 100 hücre sayıldı. Doğrusal hareket göstererek 
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en az 3 kareyi kat eden spermatozoaların motilitesi +4, karenin dışına çıkan ancak 1-

2 kare sonra geri dönme hareketi gösteren spermatozoaların motilitesi +3, bir kare 

içerisinde yerinde baş veya kuyruk sallama şeklinde hareket eden spermatozoaların 

motilitesi +2, hiç hareket göstermeyen spermatozoaların motilitesi +1 olarak 

değerlendirildi (Makler 1980; WHO 2010). 

Morfoloji değerlendirmesi için WHO 2010 kriterleri kullanıldı. X400 

büyütmede morfolojisi sağlam ve normospermi sınıfına girenler çalışmaya dahil 

edildi.  

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

Bu çalışma temel yıkama materyali olarak bikarbonat tamponlu Hank’s 

Balanced Solution (Biological Industries; HBSS catalog no: 02-017-1) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Hastanın likefiye semen numunesi rutin semen analizinden sonra 

HBSS ile 1/1 oranında karıştırılarak homojenize edildi ve 2 ayrı steril, 14 ml’lik 

konik tüpe (Nest; catalog no: 601002) paylaştırıldı. Örnekler (HBSS + Semen) 1000 

rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet 

homojenize edildikten sonra 1 ml’lik ependorf tüplerine 250 µl olarak paylaştırıldı. 

1. tüp için %0,5’lik HSA (human serum albumin) içeren HBSS (rutin swim-up 

yönteminde kullanılmaktadır), 2. Tüp için %10’luk HA (sodyum hyaluronat intra 

farma 32 mg/2 ml) içeren HBSS tüp duvarına sızdırma yoluyla 2 ayrı tabaka olacak 

şekilde ilave edildi. Son olarak ependorf tüpleri %5 CO2 içeren inkübatör içerisine 

alınarak sperm hücrelerinin üst tabakaya doğru yüzmesi için bırakıldı. 45 dk sonra 

HA ve HSA içeren yüzdürme sıvısına yüzen sperm hücrelerinden alınan örnekler 

makler kamarasında sayıldı.  

3.3. Sperm Apopitozisinin Değerlendirilmesi (Annexin V Boyama) 

Apopitozisin erken evrelerinde, sperm membranında fosfotidilserinin iç 

yapraktan dış yaprağa translokasyonu olmaktadır. Anneksin V antikorları Ca+2 

bağımlı fosfolipid bağlayıcı proteindir ve spesifik olarak eksternalize olmuş 

fosfotidilserin molekülüne bağlanmaktadır. Annexin V ile bağlı fosfotidilserinin 

vermiş olduğu floresans sperm apopitozisi için markır olarak kullanılabilmektedir.  
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Spermdeki apopitozisin değerlendirilmesi için her gruptaki (HSA, HA) 

yüzdürme sonucu elde edilen numuneler total hücre sayısı 1 milyon olacak şekilde 1 

ml’lik ependorf tüplerine aktarıldı. Arkasından Annexin-V-Fluos Staining Kit (F. 

Hofformann-La Roche, catalog number: 11858777001) ile muamele edildi ve 

homojenize edilip 30 dk bekletildi Karışımdan her bir lama (poly L-lizin) yaklaşık 

olarak 45-50 μl damlatılıp üzerleri lamelle kapatıldıktan sonra Olympus BH-2 foto 

ataşmanlı floresan mikroskop altında karanlık ortam koşullarında incelendi. 100 

hücre sayıldı ve bu hücrelerden kırmızı renkli olanlar nekrotik hücre, kırmızı + yeşil 

olanlar geç apopitotik hücre, yeşil renkli olanlar erken apopitotik hücre olarak 

değerlendirildi. Boya almayan hücre grubu ise sağlıklı hücre olarak kaydedildi. 

Dijital ortamda mikroskobik fotoğrafları alındı 

Tüm veriler elde edildikten sonra istatistikleri yapıldı.   

3.4. İstatistiksel Analiz 

Çalışmamızın istatistiksel analizi IBM SPSS version 22 programında yapıldı. 

Grupların HA miktarları ortalamalarının karşılaştırılması ve annexin sonucu elde 

edilen renkler arasındaki farklılıkların gözlemlenebilmesi amacıyla ‘Tek Yönlü 

Varyans Analizi’ ya da bir başka değişle ‘One Way ANOVA’ test istatistiği kullanıldı.  

 

Motilite değerlendirmesi yapabilmek amacıyla, spermlerin HSA ve HA ile 

muamelesi sonucu yüzen hücre sayıları incelenmiştir.  HA muamelesi ile daha fazla 

sayıda sperm hücresi yüzmesinin beklendiği bu çalışmada, HA ve HSA değerlerinin 

ortalamaları arasındaki farklılığın gözlemlenebilmesi amacıyla ‘Bağımlı Örneklem t 

Testi’ ya da başka bir ifade ile ‘Paired Sample t Test’ istatistiği kullanılmıştır. Veriler 

%95 güven aralığında incelenip, analizi çıkarılmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 



 

46 

 

4. BULGULAR 

Çalışmamız Konya Necmettin Erbakan Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi 

Yardımcı Üreme Teknikleri Ünitesi’ne semen analizi için başvuran, 20 hasta ile 

gerçekleştirildi. Rutin semen analizleri yapılan hastalardan WHO 2010 kriterlerine 

göre normospermik olanlar çalışmaya dahil edildi. Semen örnekleri, 2 ayrı tüpe eşit 

dağıtılarak HBSS ile homojenize edildikten sonra 1000 rpm’ de 10 dk santrifüje tabi 

tutuldu. Santrifüj sonrası örneklerin pellet kısmı ependorf tüplerine alındı ve tüplere 

sırasıyla; HSA ve HA içeren HBSS, tüp duvarına sızdırma yoluyla ilave edilerek 2 

ayrı tabaka oluşturuldu ve sperm hücrelerinin üst tabakaya yüzmesi için %5 CO2 

içeren inkübatörde 45 dk süresince bekletildi. HSA ve HA içeren üst tabakadan 

alınan örnekler makler sayım kamarasında sayıldı ve sonuçlar istatistiksel olarak 

değerlendirildi (Grafik 4.1). 

Sperm konsantrasyon değerlendirmesinde %10’luk konsantrasyonda HA içeren 

mediumda bulunan sperm hücrelerinin +3 ve +4 konsantrasyonları %0,5 HSA içeren 

sperm hücrelerinin +3 ve +4 konsantrasyonlarına göre istatistiksel olarak anlamlı 

derecede yüksek bulundu (p<0,05).  

Grafik 4.1: HSA ve HA içeren Hank’s Balanced Medium içerisine yüzen sperm hücrelerinin +3 ve +4 
motiliteli sperm konsantrasyon yüzdesi.  
 

       
 

Swim-up medyumundaki spermlerin morfolojik olarak değerlendirilmeleri için 

örnekler Annexin V ile muamele edildi ve Olympus BH-2 foto ataşmanlı floresan 
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mikroskop altında incelendi (Tablo 4.1) ve fotoğraflandı. Sonuçlar istatistiksel olarak 

değerlendirildi.   

Tablo 4.1.  Floresan Mikroskop altında hücre yorumlanması. 
 
Boyanmayan Yeşil  Kırmızı +Yeşil Kırmızı 

           

Non‐Apopitotik 

Hücre 

Erken Faz Apopitotik

Hücre 

Geç Faz Apopitotik

Hücre 

Nekrotik 

Hücre 

 

HSA içeren mediumda bulunan sperm hücreleri HA içeren mediumda bulunan 

sperm hücreleri ile morfoloji bakımından karşılaştırıldı ve karşılaştırmalara semenin 

fresh (raw) hali de eklendi.   

Grafik 4.2. Taze semenin ve HSA ile HA muamelesi sonrası elde edilen sperm hücrelerinin Annexin 
V ile boyanma sonrası gösterdiği morfolojik durumun yüzdesi (Y:Yeşil, K:Kırmızı, N:Normal).  
 

 
 

HSA içeren mediumda bulunan sperm hücreleri HA içeren mediumda bulunan 

sperm hücreleri ile karşılaştırıldığında HSA içeren grupta nekrotik hücre oranı HA 

içeren gruba göre anlamlı olarak yüksek bulundu (p < 0,05).  
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          Resim 4.1. Annexin V ile boyanmış nekrotik sperm hücreleri X400 
 

HSA içeren mediumda bulunan sperm hücreleri HA içeren mediumda bulunan 

sperm hücreleri ile karşılaştırıldığında HSA içeren grupta geç apopitotik hücre oranı 

HA içeren gruptaki hücre oranına göre anlamlı olarak yüksek bulundu (p < 0,05).  

            
 
         Resim 4.2. Annexin V ile boyanmış geç apopitozisli sperm hücreleri X400 
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HSA içeren medyumda bulunan sperm hücrelerindeki erken apopitotik hücre 

oranı HA içeren gruptaki erken apopitotik hücre oranı ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir.  

             
 
            Resim 4.3. Annexin V ile boyanmış erken apopitozisli sperm hücresi X400 
 

Taze semen örneği ile HSA içeren sperm hücreleri apopitotik ve nekrotik hücre 

oranları bakımından karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık gözlenmezken, HA 

içeren grup ile taze semen örneği karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık gözlenmiştir.  

Annexin V kiti ile muamele edildikten sonra boyanma göstermeyen sağlıklı 

sperm hücreleri karşılaştırıldığında HA içeren gruptaki sperm hücreleri; taze semen 

örneği ve HSA içeren gruba göre istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulundu (p < 0,05). 
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5. TARTIŞMA 

Döllenme; sperm ve yumurtanın doğrudan etkileşimi sonucu hücre 

membranlarının füzyonuyla beraber dişi ve erkek gametlerin birleşmesi ile 

gerçekleşir. Bu sürecin tamamlanması ve bunu takiben embriyo gelişimi sperm DNA 

bütünlüğüne bağlıdır. Kondanse sperm DNA’sı hatasız bir şekilde genetik materyalin 

geçişi için gereklidir. Doğal ortamda DNA hasarlı sperm yumurtayı döllemede 

başarısız olacaktır. Bu bize doğal olarak normal fertilizasyonda sağlam DNA 

bütünlüğüne sahip spermatazoanın başarılı olduğunu gösterir. Bununla birlikte 

YÜT’de bu seleksiyon işlemi pas geçildiği için bu da yanlışlıkla DNA hasarlı sperm 

kullanımıyla sonuçlanacaktır (Aktan ve ark 2011).  

Rutin semen analizinde semen hacmi ve PH, sperm konsantrasyonu, motilitesi, 

morfolojisi, sperm lökosit sayısı değerlendirilen parametrelerdir. Standart semen 

analizi erkek infertilitesinin değerlendirilmesinde standart olarak kullanılmakla 

birlikte bu parametreler fertil ve infertil erkeklerin kesin ayrımında yetersiz 

kalabilmektedir (Guzick ve ark 2001). Semen analizi değerli bilgiler vermesine 

rağmen gebelik elde etmede bazı sınırlamaları vardır. Daha güvenilir başka 

tanımlamalara gereksinim duyulmaktadır. Bu nedenle son zamanlarda yapılan 

çalışmalar, normal spermatogenez sürecinde olan, hücre ölümünün fertilite 

üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi üzerine odaklanmıştır (Oosterhuis ve ark 

2000). 

Apopitozis birçok multisellüler organizmanın hemostazisinde, diferansiyasyon 

ve büyümenin regülasyonunda rol oynayan önemli bir biyolojik süreçtir. 

Spermatogenez oldukça kompleks bir biyolojik gelişim sürecidir. Testiste 

spermatogenez sürecini düzenleyen ana kontrol mekanizması apopitozistir (Aitken 

ve Koppers 2011). Hücresel apopitozis ve nekrozis sırasında; membran 

fosfolipitlerinin asimetrisinin bozulması sebebiyle plazma membran bütünlüğü 

bozulur. Apopitozis ve nekrozis hücre ölümünün 2 önemli formudur. Nekrozis çok 

sayıda hücreyi etkiler ve hücre şişmesi sonrasında da ruptür ile sonuçlanır. Fakat 

apopitozis, programlı hücre ölümüdür ve tek bir hücreyi etkiler. Apopitozis; 

kromatin ve sitoplazma agregasyonu ve bu sürecin ilk basamaklarında meydana 

gelen plazma membran asimetrisinin bozulması dahil olmak üzere çeşitli 
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ultrastrüktürel ve biyokimyasal değişiklikle karakterizedir. Normalde; plazma 

membranının iç sitoplazmik membranında fosfotidilserin bulunur. Apopitozis 

sırasında, PS, dış tabakaya geçer. Bu durum; PS translokasyonu olarak bilinir ve 

membran stabilitesinin bozulduğunun bir işaretidir ve Ca+2 bağımlı bir şekilde 

annexin V ve propidyum iyodidin hücreye bağlanma yeteneği artar. Annexin-V ve 

propidyum iodid sperm viabilitesinde bir markır olarak kullanılır. Özellikle DNA 

için propidyum iodid ve PS translokasyonu için Annexin V kullanılır (Bukowska ve 

ark 2011).  

İnfertil hastaların testis biyopsilerinde yüksek oranlarda apopitozis olduğu 

TUNEL yöntemi ve morfometrik çalışmalarla ortaya konmuştur. Yeni yapılan 

çalışmalarda ise, infertil hastaların ejekülat spermlerinde apopitozisin tipik 

göstergeleri olan DNA parçalanması (TUNEL yöntemi) ve fosfotidilserinin plazma 

membran translokasyonu (AnneksinV/propidyum iodid yöntemi) saptanmıştır. Bu 

belirleyicileri rutin semen analizleri ile göstermek olası değildir ve bu spermler 

normal olarak değerlendirilip, ICSI yöntemi ile oosite enjekte edilirse hasarlı 

genomdan dolayı ciddi sorunlara yol açabilir (Weng ve ark 2002).  

Sperm DNA hasarı ve apopitozis erkek fertilitesinin değerlendirilmesinde 

önemli bir belirteçtir (Hoogendijk ve ark 2009). Sperm hücrelerinin apopitozisi erkek 

infertilitesi ile ilişkilidir ve infertil erkeklerden alınan testiküler biyopsilerde daha 

yüksek apopitotik sperm oranı görülmüştür (Oosterhuis ve ark 2000). Testiste 

spermatogonium, spermatosit ve spermatidlerde yoğun apopitotik faktör aktivasyonu 

gösterilmiştir (Bubenik 2009). 

Çeşitli iç ve dış nedenlerden dolayı DNA’da farklı düzeyde hasarlar meydana 

gelmektedir. Sperm DNA’sı hasarına insan, fare, at, domuz, balık gibi pek çok türde 

rastlanmaktadır. DNA’da oluşan bu hasarların başlıcaları; kromatin yapısının 

bozulması, DNA bazlarının oksidasyonu, yanlış eşleşmesi ve tubulin 

polimerizasyonunun baskılanması, bazların kimyasal olarak değişmesi kromatin 

yapısındaki anomaliler, DNA zincirinin kırılması, DNA-DNA ve DNA-protein 

çaprazlaşmaları, DNA’da mutasyonlar gibi bir takım yapısal bozulmalardır. ROS 

(reaktif oksijen türleri)’un sebep olduğu DNA hasarı hücrelerin apopitozisini 
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hızlandırmaktadır. Bu da infertiliteye sebep olan sperm sayısının azalması ile ilgili 

olarak, üreme üzerine olumsuz bir etki yapmaktadır (Türk ve ark 2006). 

Sperm hücrelerinin fertilizasyon yeteneğini incelemede ve fonksiyonel 

spermlerin seçilmesinde apopitotik markırlar kullanılabilir. Annexin V ile boyanma, 

kaspaz aktivitesinde artış, DNA fragmantasyonu sperm viabilitesinin ve fertilizasyon 

yeteneğinin değerlendirilmesinde önemli markırlardır. Düşük motiliteli spermler 

daha fazla kaspaz aktivitesine ve fosfotidilserin eksternalizasyonuna sahiptirler. 

Benzer şekilde düşük motiliteli spermlerde DNA fragmantasyonu saptanmıştır 

(Shaha ve ark 2010). Ejakülat semeninde sperm viabilitesi ve motilitesi ile apopitotik 

sperm oranı arasında anlamlı ilişki olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur 

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

Chen ve arkadaşlarının 23 hasta üzerinde yaptıkları bir çalışmada apopitotik 

sperm oranı ile sperm motilitesi ve morfoloji arasında ters bir ilişki saptanmış iken, 

apopitotik sperm oranı ile sperm kuyruk defektleri arasında pozitif bir ilişki 

saptanmıştır ve ejaküle semende apopitotik sperm oranı ile semen kalitesi ilişkili 

bulunurken (Chen ve ark 2006) Shen ve arkadaşları, sperm apopitozisi ile sperm 

motilitesi arasında ters ilişki ve apopitotik değişiklikler ile anormal morfolojili sperm 

oranı arasında pozitif bir korelasyon bulmuşlardır (Shen ve ark 2002). Varum ve 

arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada, seminal parametrelerin DNA hasarı ile 

ters ilişkili olduğu gösterilirken (Varum ve ark 2007), Kotwicka ve ark’nın 28 

normospermik hasta üzerinde yapmış oldukları çalışmada, hareketli sperm 

subpopulasyonu ile fosfotidilserin translokasyonu gösteren sperm subpopulasyonu 

arasında negatif bir ilişki olduğu bulunmuştur (Kotwicka ve ark 2013). Ancak 

Perticarari ve arkadaşları ise yaptıkları çalışmada, fosfotidilserin translokasyonu 

gösteren sperm oranı ile progresif hareketli sperm oranı arasında bir ilişki 

gözlemleyememişlerdir (Perticarari ve ark 2007). Hao-Bo Zhang ve arkadaşları ise 

araştırmalarında 58 hasta semeni çalışmışlar ve erken apopitotik markırlara sahip 

spermler ile sadece sperm motilitesi arasında negatif bir ilişki saptamışlardır (Zhang 

ve ark 2008). Bizim yapmış olduğumuz çalışmada da ejekülat spermindeki 

apopitozis ile sperm motilitesi negatif bir korelasyon göstermiştir. Aynı zamanda 

sperm morfolojisinin apopitozis sebebiyle bozulduğu istatistiksel olarak 

kanıtlanmıştır.    
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Düşük motiliteli spermlere sahip kişilerde yüksek motiliteli sperme sahip 

kişilere göre apopitozis belirteçlerinin daha sık görüldüğü de bildirilmiştir (Weng ve 

ark 2002).  

YÜT; sperm, yumurta veya embriyonun in-vitro maniplasyonunu gerektiren 

işlemlere verilen genel bir terimdir. Spermin hazırlanması aşamaları mikroenjeksiyon 

sonuçları üzerinde etki etmektedir. İnsan spermi hazırlamadaki geleneksel 

tekniklerden birisi de ‘swim-up’ yöntemidir. Swim-up yönteminin in-vivo sperm 

seleksiyonuna benzerlik göstermesi, düşük dekondanse oranlarına sahip olması, daha 

az zaman alması ve laboratuvar yükünü hafifletmesi gibi avantajları vardır (Aktan ve 

ark 2011).  

İnsan yardımcı üreme teknikleri üzerine bilimadamları ve klinisyenler 

androlojik sonuçları arttırmak için değişik sperm hazırlama teknikleri 

geliştirmişlerdir. İlk sperm hazırlama metodu erkek germ hücrelerinin 1 ya da 2 kez 

yıkanması şeklindeydi. Sonrasında hücre pelletinden swim-up prosedürü adı altında 

tek bir teknik kullanıldı. Daha sonraları daha sofistike metotlar geliştirildi ve yeterli 

sayıda, motil ve gelişimini tamamlamış sperm hücreleri separe edilmeye başlandı. 

Sonuçta; motilite ve sperm fonksiyonlarının korunduğu, çevresindeki reaktif oksijen 

türevleri gibi zararlılardan arınmış sperm hücreleri elde etmek için değişik teknikler 

kullanıldı. İn-vivoda; potansiyel olarak fertil sperm hücresi; kadın genital yolları 

içinde servikal mukus aracılığıyla aktif migrasyonla immotil sperm, debris ve 

seminal plazmadan ayrılır. Bu süreç sırasında hem motil progresif olan spermler 

seçilir hem de akrozom reaksiyonu ile ilgili olan ve spermin fonksiyonel 

olgunluğunu sağlamak için temel gereksinim olan kapasitasyon adı verilen fizyolojik 

değişiklik meydana gelir (Henkel ve Scill 2003). 

IVF programlarında; oosit toplama, embriyo kültürü, sperm hazırlama ve 

embriyo transferi için ticari olarak hazırlanmış medyumlar kullanılır. Son 

zamanlarda HTF (human tubal fluid), basit tuz solüsyonları yerlerini daha kompleks 

medyumlara bırakmışlardır. IVF’in başlangıcından bu yana kültür medyumlarını 

optimize etmek için protein desteklemesi yapılır. Plazma proteinlerinin fizyolojik 

fonksiyonları ve osmotik regülasyonda doğrudan etkili olduğu kanıtlanmıştır. 

Proteinler aynı zamanda enerji kaynağı olarak, hormon, metal, iyon ve vitaminlerin 
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serbestleşmesi için depo olarak kullanılırlar. Bu gelişmiş medyumlar protein ve diğer 

makromolekülleri (büyüme faktörleri, maternal ya da kord serum, sığır ya da insan 

albumini) içerir. Dişi üreme yollarında oldukça bol miktarda bulunan albumin, in-

vitro embriyo gelişimi için kullanılan kültür medyumunun ana makromolekülü 

olarak kullanılır Günümüzde ticari IVF medyumlarının çoğu HSA içerir ya da HSA 

sonradan ilave edilir (Mahani ve Davar 2007; Meintjes ve ark 2009). 

Ek olarak, albumin; viskosite ve kayganlaştırıcı özelliği ile kültür medyumu 

içerisinde embriyonun kültür kabına yapışmasını önler ve kolayca taşınmasını sağlar. 

Kültür medyumlarında kullanılan albumin özellikle fetal kord serumu, ticari olarak 

satılan HSA, hastanın kendi serumu ve son zamanlarda kullanılan rekombinant 

HSA’dır. Kandan elde edilen albuminin kullanımının; virüs ve prionlar yoluyla 

hastalık bulaşma olasılığını arttırdığı belirtildi. Bu nedenle, embriyo büyüme ve 

gelişmesini korumada ve kandan elde edilen albuminin başarılı bir şekilde yerini 

alacak başka makromoleküller için araştırmalar yapılmıştır. Polivinilpirolidon, 

polivinilalkol ve hyaluronik asit gibi birçok makromolekül çalışılmıştır. 

Polivinilpirolidon ve polivinilalkolün tamamıyla açıklığa kavuşmamış teratolojik 

özellikleri yardımcı üremede kullanılmaları konusunda endişeleri arttırmıştır. Aksine 

hyaluronik asit, glikozaminoglikan ailesi ile ilişkili olup insan vücut sıvısında ve 

ekstrasellüler matrikste bol miktarda bulunan doğal bir makromoleküldür (Simon ve 

ark 2003). 

Hyaluronik asit, ilk defa Meyer ve Palmer tarafından keşfedilmiştir. β-1-3 ve  

β-1-4 glikozidik bağları ile bağlanmış N-asetil- D glukozamin ve D-glukuronik 

asitten oluşan lineer anyonik bir polisakkarittir. Biyouyumlu ve biyobozunur bir 

yapıdadır ve omurgalıların dokularında ve biyolojik sıvıların hemen hemen 

tamamında bulunduğundan daha az istenmeyen immün cevaba sebep olur. Bu durum 

da ilaç uygulamalarında umut verici bir polimer olduğunu gösterir (Water ve ark 

2014).  

Hyaluronik asit, üreme sistemi dahil olmak üzere dokularda bol miktarda 

bulunan doğada doğal olarak meydana gelen bir makromoleküldür. HA, diğer 

glikozaminoglikan ve proteoglikanlar gibi ekstrasellüler matrikste bulunur ve matriks 

formasyonu, hücre-hücre ve hücre-matriks adezyonu, hücre proliferasyonu, hücre 
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migrasyonunu düzenler. Büyüme faktörleri için ko-reseptör aktivitesi gösterir. 

HA’nın fiziksel özellikleri ve biyolojik aktivitesi düşünüldüğünde bu 

makromolekülün insan kültür medyumunda albumin ile yer değiştirebileceği şaşırtıcı 

değildir (Simon ve ark 2003). Biz de çalışmamızda rutinde kullanılan albümin ve 

diğer makromoleküllerin olası zararlı etkilerini gözönüne alarak ve HA’nın biyolojik 

aktivitesini düşünerek HA kullanmayı tercih ettik.  

Şimdiye kadar DNA hasarı olmadan ya da en aza indirilerek daha sağlıklı 

sperm seçimi için farklı metotlar kullanılmıştır. Jakab ve ark (2005) hyaluronik asit 

kullanarak ICSI işlemi sırasında daha sağlıklı sperm elde ettiklerini yani kromozomal 

anomalilerin azaldığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada immatür sperm hücrelerinin 

daha düşük HspA2‘ye sahip olduğunu göstermişlerdir. Bu düşüş ise, bozuk 

sitoplazmik membran remodellingine ve spermin HA’ya bağlanamamasına sebep 

olmuştur.  

HA in-vivo fertilizasyonda önemli rol oynayan ve oositin etrafındaki kumulus 

hücrelerinin ekstrasellüler matriksinde bulunan lineer bir polisakkarittir ve sperm 

seçiminde HA’nın kullanım amacı, kumulus matriksinin ana bileşeni olması ve 

maturasyonda önemli bir rol oynamasıdır. HA’ya tutunan spermin maturasyonunu 

tamamlamış olduğu bilinmektedir. HspA2 proteininin ekspresyonu sperm 

maturasyonunun göstergesidir. Ayrıca sitoplazmik membran yenilenmesi zona 

pellusidaya tutunması için sperm bağlanma bölgelerinin formasyonunu sağlar 

(Petersen ve ark 2010).  

Prosedürüne destekleyici bir madde eklenmiş değişik swim-up metotları vardır. 

Bunlardan biri hyaluronik asitin ilavesidir. Rutin swim-up tekniği ile 

karşılaştırıldığında semenden direkt HA içeren swim-up medyumuna doğru yüzen 

motil sperm sayısı daha yüksek çıkmıştır. Ayrıca klinik IVF programındaki gebelik 

oranları da yüksektir. Hyaluronik asit sperm hücresi içerisine Ca+2 alınımını 

arttırmakta ve akrozom reaksiyonunu indüklemektedir. Böylece kumulus 

hücrelerinin yüksek HA konsantrasyonları akrozom reaksiyonuna katkıda 

bulunmaktadır (Henkel ve Scill 2003).     
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Biz de çalışmamızda hyaluronik asitin faydalarından yola çıkarak rutinde 

kullanılan HSA yerine HA kullandık. Sperm hazırlama yöntemlerinden swim-up 

metodunu seçerek hazırlanan sperm hücrelerinde morfoloji ve motiliteyi 

değerlendirdik.  

İlginç olarak; hem insan hem de sığır embriyolarının blastosist basamağına 

kadar gelişmeleri sırasında hyaluronan yüzey reseptörlerine sahip oldukları tespit 

edilmiştir. Dahası, hyaluronik asitin fare embriyolarının implantasyonu sırasında 

konsantrasyonunun arttığı gösterilmiştir. Ek olarak hyaluronan; sperm hazırlama 

medyumlarına eklendiği zaman sperm motilitesini arttırır ve taze semen yada 

donmuş/çözünmüş insan sperminin inkübasyon süresi boyunca motilitesini korur 

(Mahani ve Davar 2007). 

Medyuma ilave edilmiş hyaluronik asit; donmuş-çözünmüş spermin yanı sıra 

taze ejakülatta da motilite ve viabiliteyi korur, aynı zamanda spermin hızını arttırır. 

Hyaluronik asite cevap olarak spermin motilite ve hızının artması ile ilgili 2 gözlem 

vardır: HA’ya maruz kalan spermin 1) hızında ve 2) kuyruk dönme frekansında ani 

artış gözlenir. Eğer HA’ya bağlı spermler standart medyuma transfer edilirse motilite 

özellikleri eski haline döner. HA; spermleri, reseptörler aracılığıyla etkiler. Bu 

reseptörler çeşitli çalışmalarla da doğrulanmıştır (Huszar ve ark 2003). 

Bilindiği üzere memeli spermi özellikle morfoloji, motilite ve viabilite 

bakımından yüksek bir heterojenite ile karakterizedir. Normal morfolojik görünümlü, 

motilite ve viabilitesi yüksek sperm hazırlamak için çeşitli teknikler vardır. Sperm 

hazırlama prosedürleri non-motil spermlerden motil spermleri ve defektli 

spermlerden morfolojik olarak normal spermleri ayırır. Ayrıca seminal plazmayı 

uzaklaştırır. En önemli sperm hazırlama yöntemleri dansite gradient santrifügasyon 

ve swim-up teknikleridir. Sperm hazırlama metotlarının etkinliği semen 

parametrelerinin farklılıklarına göre çeşit çeşittir (Bukowska ve ark 2011).   

Spermin HA’ya bağlanması, o spermin gelişmiş maturitesini, kromozomal 

hasarının azlığını ve DNA bütünlüğünün yüksekliğini gösterir. Spermin fertilizasyon 

yeteneğini predikte eder (Carine ve ark 2013).  
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Sperm HB (Hyaluronik Asite bağlanma) testleri; ticari diagnostik kit olarak, 

spermin maturasyonunu ve fonksiyonunu değerlendirmek için geliştirilmiştir. Bu 

test, HA’nın matür ve akrozom reaksiyonu tam olan sperme bağlanması esasına 

dayanır. Bilindiği üzere HA’nın doğal sperm seçici özelliği vardır. Ekstrasellüler 

matriks, güçlü bir bariyerdir. HA’ya bağlanan ve sindiren spesifik özelliklere sahip 

tek bir sperm hücresinin geçişine izin verir. Sperm zona pellusidaya ulaşır ve penetre 

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

Huszar ve ark (2003) yaptıkları bir çalışmada HA’ya bağlı spermin gelişmiş bir 

sperm maturitesi ve yüksek sperm DNA integritesi ile birlikte, tam bir akrozoma, 

matür bir nükleusa ve iyi bir morfolojiye sahip olduğunu göstermişlerdir. Bu; aynı 

zamanda HA’ya bağlanan spermin, matür olduğunu, plazma membran yenilenmesini 

ve spermiyogenetik süreçlerini tamamladığını ve nüklear histon-protamin yer 

değiştirmesini tamamladığını gösterir. Hyaluronik asite bağlanmanın kromozom 

anomalili sperm sayısını azalttığını bildirmişlerdir.   

Huszar ve ark (2006) HA’ya bağlanma oranı düşük hasta grubunun kromozom 

anomalili defektif embriyolara ve düşük gebelik oranlarına sahip olduğunu 

bildirmişlerdir. Böylece HA’nın ICSI sebebiyle ortaya çıkabilecek problemleri 

azalttığını kanıtlamışlardır.  

Çaylı ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada erkek faktörüne bağlı 

infertilitenin incelenmesinde HA bağlanma oranının rutin semen analizine ek olarak 

daha fazla bilgi verdiği belirlenmiştir. Ayrıca bu parametrenin IVF ve ICSI tedavi 

kararının verilmesinde HA bağlanma oranının faydalı olacağı saptanmıştır (Çaylı ve 

ark 2003). 

Ye ve arkadaşlarının (2006) yapmış olduğu IVF işlemleri sırasında HA 

bağlanma oranı ile fertilizasyon oranı arasındaki ilişkiyi değerlendiren bir 

çalışmalarında 175 IVF siklusunda HA bağlanma oranı ortalaması 74,11 olarak 

bulunmuş ve %50 ve altında fertilizasyon oranına sahip hasta grubunda ortalama HA 

bağlanma yüzdesi %50 üzerinde fertilizasyon oranına sahip hasta grubundaki HA 

bağlanma yüzdesinden anlamlı bir şekilde düşük saptanmıştır. Ayrıca çalışmada HA 

bağlanma yüzdesi ile total ve progresif sperm motilitesi ve morfoloji arasında 

kuvvetli bir korelasyon belirlenmiştir.  
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Park ve arkadaşlarının (2005) yapmış olduğu deneysel bir çalışmada HA’ya 

bağlanan sperm seçimi ile yapılan ICSI sonuçları karşılaştırılmış ve HA’ya bağlanan 

sperm seçimi ile elde edilen embriyolarda daha az kromozomal anomaliye rastlandığı 

bunun da gebelik sonuçlarını daha olumlu olarak etkilediği saptanmıştır. 

Marei ve ark oosit maturasyonu için IVF medyumlarına ilave edilen 0,1-0,5 ve 

1 mg/mL HA konsantrasyonlarını karşılaştırmışlar. Kumulus ekspansiyonu ve oosit 

nüklear maturasyonunu ve embriyo gelişim ve kalitesinde 1 mg/ml HA’nın oosit 

maturasyon oranlarını düşürdüğünü fakat diğer konsantrasyonların da anlamlı bir 

etkisi olmadığını bildirmişlerdir (Marei ve ark 2012). 

Opiela ve ark (2014)’nın oosit maturasyonu üzerine yaptığı bir araştırmada 

%0,07 HA’nın oositlerde en yüksek mayotik maturasyonu gösterdiğini yüksek 

konsantrasyonlu HA’nın ise zararlı etkileri olabileceğini bildirmişlerdir.  

Hyaluronik asite bağlanma ile semen parametreleri arasındaki ilişkiyi inceleyen 

ve Nijs ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, HB’nin sperm morfolojisi ve 

motilitesi ile korelasyonu ve aynı zamanda da embriyo kalitesi üzerine etkisi 

araştırılmıştır. Ayrıca, sperm yıkama öncesi ve sonrası HB değerleri de 

karşılaştırılmış yıkama sonrası HB değerinin (%82) yıkama öncesinden (%71) daha 

yüksek olduğu ve bu değerin sperm morfolojisi ile korele olduğu gözlenmiştir. 

HB’nin sperm konsantrasyonu, motilitesi ve implantasyon oranları ile korele 

olmadığı ancak fertilizasyon oranı < %50 olan grupta, > %50 olan gruba göre 

HB’nin daha düşük olduğu (sırasıyla %69.7 - %79.2) bildirilmiştir (Nijs ve ark 

2009). 

Tarozzi ve arkadaşları ise HB’nin erkek infertilite tedavisinde kullanımını 

değerlendirmek için 60 IVF hastasını içeren bir çalışma yapmışlardır. Bu çalışmada 

sperm parametreleri, HB değerleri ve DNA fragmantasyon oranlarını incelemişler ve 

HB değerleri ile fertilizasyon-implantasyon oranları arasında bir korelasyon tespit 

edemezken sperm morfolojisi arasında yüksek korelasyon tespit etmişlerdir (p<0.05). 

Ayrıca HB değerleri yüksek olan grupta düşük DNA fragmantasyon oranları 

gözlemişlerdir (P<0.05). Bu sonuçlar ışığında HB’nin yüksek DNA bütünlüğü olan 

normal morfolojideki spermleri seçebildiğini fakat IVF’te rutin kullanımı için daha 

fazla çalışmanın gerekli olduğunu belirtmişlerdir (Tarozzi ve ark 2009). Ayrıca 
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Tarozzi ve ark (2009) dansite gradient sperm hazırlama metodu ile HA’ya bağlı 

spermler arasında (sırasıyla %1,17 ve %1,59) DNA hasarı bakımından karşılaştırma 

yapmışlar ve TUNEL testi ile HA’ya bağlı spermlerde daha düşük DNA 

fragmantasyonlu sperm eldesini kanıtlamışlardır. Daha düşük DNA fragmentasyon 

oranları ile birlikte HA’ya bağlı spermlerde daha yüksek DNA bütünlüğü 

bulmuşlardır. 

Son zamanlarda Parmegiani ve ark (2010a) HA’ya bağlı sperm seçimi için HA 

içeren bir medyum (Sperm Slow-Medicult) kullanmışlar ve ICSI için kullanılmak 

üzere DNA hasarı olmayan sperm elde etmişlerdir. Araştırmacılar 20 hasta üzerinde 

çalışmışlar ve sperm kromatin dispersiyon yöntemi ile PVP ve HA’ya bağlı 4000 

spermdeki DNA fragmantasyon oranını göstermişlerdir. HA’ya bağlı spermlerde 

(%5,3) PVP’dekine göre daha düşük (%11) DNA hasarı gözlenmiştir. 

Parmegiani ve ark (2010b) yaptıkları bir çalışmada HA’ya bağlanmış sperm 

hücrelerini değerlendirmiş ve normal nüklear kromatinli sperm sayısı (%14,5) 

PVP’den elde edilen sperm sayısından (%11) yüksek bulunmuştur. Onların 

çalışmasında HA içeren medyum (SpermSlow-Medicult), kültür kabına koyulduktan 

sonra sperm hücreleri 15 dk bu medyum içerisinde inkübe edilmiştir. Arkasından 

yüksek büyütme altında HA’ya bağlanmış sperm hücrelerinin morfolojisi 

değerlendirilmiştir.  

Petersen ve ark (2010) da yaptıkları çalışmada nüklear yapının spesifik 

malformasyonlarını (örneğin; uzun-kısa, geniş-dar) ve kromatin (orta ya da geniş 

vakuoller) yapısını değerlendirmişlerdir. Değerlendirme sonucunda HA’ya 

bağlanmış ya da bağlanmamış sperm hücreleri arasında bu morfolojilerle ilgili bir 

farklılık bulamamışlardır. Fakat HA’ya bağlanma ve morfoloji arasında önemli bir 

ilişki olduğunu kanıtlamışlardır. Başka bir önemli nokta ise semen örneklerinin 

hazırlanma şeklidir. Semen hazırlama yöntemleri sperm motilite ve morfolojisini 

etkilemektedir. Ek olarak Petersen ve arkadaşlarının (2010) sperm hazırlama tekniği 

(swim-up) ve Parmegiani ve ark (2010b)‘nın sperm hazırlama tekniği (dansite 

gradient) arasındaki farklılıklar çelişkili bulgulara katkıda bulunmuştur. 
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 ICSI; şiddetli erkek faktörlü infertilitenin tedavisi için çok etkili bir metottur. 

Bu metodun temeli tek bir spermin oositi fertilize etme yeteneğine dayanır. Teknik o 

kadar etkilidir ki DNA hasarlı bir spermin bile oositi fertilize etmesine izin verir. 

İnfertil erkeklerde fertil erkeklere oranla yüksek miktarda sperm anöploidileri ve 

DNA fragmantasyonları görülür. Anormal sperm ile fertilize olmuş oositin 

sonuçlarının kesin olarak bilinmemesine rağmen düşük fertilizasyon oranları, 

defektif pre-implante embriyo gelişimi ve yüksek oranlarda düşük ve çocukluk 

kanserleri dahil ölüm oranları bu problemin kanıtlarıdır. Mikro inseminasyon için en 

iyi sperm seçimi ICSI’deki en önemli zorluktur. Çoğu çalışmada IMSI 

(Intracytoplasmic morphologically selected sperm injection)’nin fertilizasyon ve 

gebelik oranlarını arttırdığı ve düşük oranlarını azalttığı gösterilmiştir. IMSI’nin 

dezavantajları; yüksek büyütme altında sperm seçimi için uzman, zaman ve pahalı 

ekipmana ihtiyaç duyulmasıdır. HA’ya bağlanmış sperm kullanarak yapılan ICSI 

işlemi en iyi sperm seçimi için daha ucuz ve daha az emek isteyen bir alternatiftir 

(Mongkolchaipak ve Vutyavanich 2013).   

Parmegiani ve ark (2010a)’nın yaptığı bir çalışmada araştırmacılar HA‘ya 

bağlanmış oligospermik grupta HA’ya bağlanmamış oligospermik gruba göre daha 

yüksek oranlarda nüklear normalite bulurlarken, Petersen ve ark (2010) yüksek 

büyütme altında normal morfolojili sperm seçiminde HA bağlanmasının yetersiz 

olduğunu kanıtlamışlardır. Bu iki çalışmadaki tutarsızlık birçok faktöre bağlı olabilir. 

Bunlardan birisi; semen örneklerindeki birçok normal morfolojili sperm hücresinin 

bağlanma sürecinde olduğu ve henüz bağlanmadığıdır. Dahası birçok anormal 

morfolojili spermin normal DNA içermesi veya tam tersi özellikli olabilmesidir 

(Franco ve ark 2008). Bizim yaptığımız çalışma da Parmegiani ve ark (2010)’nın 

çalışması ile korelasyon göstermiştir.    

HA reseptörleri, baş, kuyruk ve orta parçada lokalize olmuştur. Bu reseptörün 

spesifik antikorlar tarafından bloklanması sperm motilitesini düşürür (Bakhtiari ve 

ark 2007). 

Mongkolchaipak ve Vutyavanich’in (2013) yapmış olduğu çalışmada ise 

HA’ya bağlı sperm hücreleri hedef alınmış ve DNA fragmantasyonu ile kromozom 

anöploidileri vurgulanmıştır. IMSI ve HA‘ya bağlanmış sperm kullanarak daha 
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düşük DNA fragmantasyonları ve anöploidi oranları elde etmenin mümkün olduğu 

belirtilmiştir.  

Biz de çalışmamızda HA’yı Sperm Slow-Medicult ve PICSI gibi hazır ticari 

ürünler dışında sperm hazırlama medyumu içerisine ilave ederek kullandık. Zaman-

mali bakımdan kolaylık sağlayan bu yöntemle morfoloji ve motilite bakımından 

kaliteli sperm eldesi sağladık.     

Fuller ve Whittingham’ın bir çalışmasında (1996), domuz spermine dondurma 

öncesi eklenen 500 ya da 1000 μg/ml’lik HA, sperm motilite parametrelerini 

arttırmıştır. Huszar ve ark (2003)‘nın yaptığı bir çalışmada 750-1000-1250 μg/ml’lik 

HA motilite, viabilite ve fertilite oranlarını önemli ölçüde etkilemiştir. İdeal HA 

miktarının 750 μg/ml olduğuna karar verilmiştir. Aksine 1250’lik doz motilite, 

viabilite ve fertilizasyon oranlarını düşürmüştür.  

Bakhtiari ve ark (2007)’nın yaptığı deneysel bir çalışmada HA dozlarının 

donmuş-çözünmüş sperm morfolojilerine herhangi bir etkisi olmamıştır. Ancak 750-

1000-1250 μg/ml’lik HA konsantrasyonları motilite ve viabilite oranlarını arttırmış 

ve özellikle 750 μg/ml’lik HA fertilizasyon oranlarını yükseltmiştir. Aksine 1250 

μg/ml’lik HA konsantrasyonu sperm parametrelerini negatif yönde etkilemiştir. Biz 

çalışmamızda sadece swim-up medyumuna ve 1600 μg/ml’lik oranda HA ekledik ve 

yüksek motilite ve morfoloji oranları elde ettik. HA ilaveli swim-up medyumundaki 

düşük apopitozis oranlarını Annexin V ile boyayarak kanıtladık.  

Spermin HA’ya bağlanma yeteneğinin artması, daha motil ve DNA 

bütünlüğüne sahip morfolojik olarak daha kaliteli olduğu anlamına gelir, bu da 

fertilizasyon ve gebelik oranlarını arttırır (Lipovac ve ark 2014).  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Yardımcı üreme tekniklerinin başarısı için sperm hatalarını ve bunların 

kaynaklarını tanımlamak çok önemlidir. Erkek infertilitesine sebep olan parametreler 

arasında spermlerin sayı ve motilitesinin yanında spermlerin morfolojik bozuklukları 

ayrı bir önem taşımaktadır. Erkekte, fertilizasyon potansiyellerinin göstergelerinden 

biri olan semen analizi; spermlerin sayısı, hareketliliği ve morfolojiyi kapsar.  

Hyaluronik asit; oosit etrafındaki kumulus hücrelerinde bulunan bir komponent 

olup spermin oosite bağlanmasına yardımcı olur. Ne kadar çok sperm HA’ya penetre 

olursa fertilizasyon yeteneğinin o kadar iyi olduğu var sayılır. Bundan yola çıkılarak 

sperm hazırlama yöntemlerinden biri olan swim-up medyumuna eklenen HA ile 

maturasyonu yüksek, DNA hasar oranı düşük spermler seçildiğinden, bu yöntemle 

daha sağlıklı spermler ve buna bağlı embriyolar elde edebileceğimizi düşündük.  

Sperm hazırlama medyumuna rutinde kullanılan destekleyici bir protein olan 

HSA yerine HA ilave ederek hazırlanan swim-up medyumunda +3 ve +4 hareket 

yeteneğine sahip yüksek konsantrasyonlarda sperm bulunmuştur. Ayrıca bu 

spermlerin Annexin V yöntemi ile morfolojik değerlendirmelerinde de apopitozis 

oranı düşük, daha sağlıklı spermler elde edilmiştir.  

HA ilaveli medyum ile DNA fragmantasyonu az olan anöploidi oranları daha 

düşük ve matürasyonunu tamamlamış spermler elde edilmektedir. Bu özelliklere 

sahip spermin oosite penetre olma ihtimali daha yüksektir. Bu yöntemle elde edilen 

DNA’sı intakt spermlerin kullanılması ile daha sağlıklı embriyolar elde edileceği 

düşüncesindeyiz. Yeni ve daha hassas teşhis yöntemleriyle spermlerin farklı 

düzeylerde eldesine olanak sağlayacak her bilgi değer taşımaktadır.  

 HA destekli bazal medyumlarla yapılabilen basit, ucuz ve rutine alınabilecek 

bu yöntemin, YÜT-androloji alanına katkı sağlayacağı düşüncesindeyiz. 
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7. ÖZET  

İnfertil çiftlerde, yardımcı üreme tekniklerinin olumsuz sonuçlarının bir 

bölümünden ejakülattaki apopitotik spermlerin sorumlu olabileceği düşünülür. İleri 

düzey sperm hazırlama prosedürlerine rağmen her sperm dölleme sağlamamaktadır. 

Hyaluronik asit ise oosit etrafındaki kumulus hücrelerinde bulunan bir komponent 

olup spermin oosite bağlanmasına yardımcı olur. Hyaluronik asite penetre olan 

sperm sayısının apopitozis ile ters orantılı olacağı düşüncesinden yola çıkarak swim-

up medyumuna hyaluronik asit ilavesi ile daha sağlıklı sperm eldesi amaçlanmıştır.  

20 hastadan alınan ejakulat örneğine rutin semen analizi yapılmıştır. Her örnek 

2 gruba ayrılarak swim-up yöntemi ile hazırlanmıştır. 1. grubun swim-up 

medyumuna %0,5 Human serum albumin (HSA) 2. gruba ise %10 hyaluronik asit 

(HA) ilave edilmiştir. Yüzen +3 ve +4 hücre konsantrasyonu belirlenmiş ve annexin 

V kiti ile boyanıp apopitotik sperm oranı saptanmıştır.  

Elde edilen +3 ve +4 hücre konsantrasyonu HA içeren grupta HSA içeren 

gruba göre daha yüksek bulunmuştur. Apopitozis oranı bakımından 

karşılaştırıldığında HSA içeren grupta; HA içeren gruba göre anlamlı derecede 

yüksek bulunurken HA içeren grupta en düşük çıkmıştır.  

Sonuçlarımız, sperm hazırlama medyumuna eklenen hyaluronik asitin sperm 

parametrelerini olumlu etkileyeceği yönündedir. Bu sayede daha sağlıklı sperm 

eldesi söz konusudur. 

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

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 

 
BİLGİLENDİRİLMİŞ ONAY FORMU 

 
Aşağıdaki konularda hastaya gerekli tüm bilgiler verilmelidir. 

 
a- Araştırma, semen analizi için başvuru yapmış hastaların semen analiz günü elde edilen ve 

kullanılmayacak atık hedefli semenlerinin Hyaluronik asite tabi tutulmasına yönelik bir çalışmadır. 
Çalışmanın btiminde elde edilen sonuç başarılı olursa Tüpbebek hastaları ileriki dönemlerde bundan 
yarar sağlayacaktır. Çalışmada hastanın aleyhine işleyen herhangi bir durum olmadığı gibi bir risk 
unsuru da taşımamaktır.   

b- Semen hazırlığında özel sıvılarla rutin yıkama ve yüzdürme metodları şu anda 
kullanılmaktadır. 

c- Araştırma süresi 4 aydır.  
              d- Artık semenle yapılacak olan çalışma, hastaya herhangi bir mali yük getirmeyecektir.   

e- Hastanın kimlik bilgileri gizli tutulacaktır. Ancak elde edilen bulgular kullanılacaktır.  
f- Araştırmaya toplam 25 hasta alınması planlanmıştır.   
g-Çalışma süreci içinde herhangi bir nedenle başvurulacak doktorun,  
 
adı-soyadı :  Prof. Dr. T. Murad  AKTAN 
tel. no        :  05379609694 
h- Hasta çalışmaya herhangi bir nedenle gönüllü olmadığı takdirde araştırıcı hastayı çalışma 

dışı bırakacaktır.  
i- Gönüllü, çalışmanın herhangi bir zaman diliminde çalışmadan vazgeçme ve ayrılma 

hakkına sahiptir.  
           
       
 
Yukarıda gönüllüye araştırmadan önce verilmesi gereken bilgileri gösteren metni okudum. Bunlar 
hakkında bana yazılı ve sözlü açıklamalar yapıldı. Bu koşullarda söz konusu Klinik Araştırmaya kendi 
rızamla, hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın katılmayı kabul ediyorum.  
           
                                               01 / 05 / 2014 
 
Gönüllünün Adı soyadı,  İmzası, Adresi (varsa telefon/faks no.) 
 
Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin. 
Adı  soyadı,  imzası (varsa telefon/faks no.) 
 
Açıklamaları yapan araştırıcının Adı soyadı,  İmzası: 
Prof. Dr. Selçuk DUMAN 
 
Herhangi bir nedenle başvurulacak doktorun Adı soyadı, İmzası (varsa  telefon/faks no.) 
Prof. Dr. T. Murad AKTAN 
Tel. No: 05379609694 
 
Rıza alma işlemine başından sonuna kadar tanıklık eden kişinin adı soyadı 
Hüseyin AKBULUT (Biyolog) 
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EK-2 
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