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1. GIRIS
1.1 Testis Embriyolojisi

Testis gelisimi; endokrin, parakrin, biiyiime ve mekanik faktorler arasinda
meydana gelen kompleks bir etkilesime baglidir. D6llenme aninda, embriyonun
kromozomal ve genetik cinsiyetinin belirlenmis olmasina karsin yedinci haftaya
kadar gonadlarda cinsiyete 6zgii degisiklikler ortaya ¢cikmamaktadir. ilkel cinsiyet
bezleri ilk olarak besinci ve altinci haftada, lirogenital kabart1 olarak bilinen
lokalize ilkel nefrik ve genital hiicreleri iceren bir yogunlagma bolgesinde goriiliir.
Gonad altinci haftada, yiizeyel germinal epitel ve internal blastemden ibarettir.
Gonad testis ya da overe yedinci haftada farklilasmaya baglar. SRY geninin
etkisiyle genital kabariklikta yer alan bipotansiyel gonadal dokular testis
belirleyici gen olan testis yoniinde farklilagir (Sadler 2005).

Fotal yasamin ikinci ayinin sonuna dogru testis retroperitoneal bolgede
yalanci pelviste yerlesmistir. Testis yedinci aya kadar inguinal kanalin abdominal
ucunda bulunur. Daha sonra prosesus vaginalisin arkasindan, prosessus vaginalisi
de i¢e dogru siiriikleyerek inguinal kanala girer. Normalde sekizinci ay sonunda

skrotuma ulasir (Moore 2002).
1.2 Testis Anatomisi

Bir ¢ift organ olan testisler funikulus spermatikusa asili vaziyette skrotum
icerisinde bulunur ve septum skroti ile birbirinden ayrilmistir (Hutson 2006,
Moore 2006).

Testisin 6n kenari, medial ve lateral yiizleri, alt ve iist uglar ile arka
kenarin lateral ylizii epiorsium (lamina visceralis) ile ortiilii olup diiz, serbest ve
parlaktir. Sadece arka kenarin medial yiizii peritonsuzdur. Testise peritonsuz
yiizeyden epididimis tutunur ve buradan testis damarlari, sinirleri ve kanallar

gecer (Tortora 2006).

Erigkin insanda testisin agirligi 20-30 gr, uzunlugu 4-5 cm, genisligi 2,5

cm, kalinlig1 2-2,5 cm arasindadir.



Testisler periorsium (pariyetal yaprak) ve ligamentum skrotale testis
araciligr ile skrotuma tutunmus, epididimis ve duktus deferens araciligi ile
funikulus spermatikusa asilmis durumdadir. Testisler tunika albuginea denilen
cok sayida kollajen lif bulunduran elastikiyeti az, saglam bag dokusundan
yapilmis kapsiille sarilidir. Kapsiiliin {izerinde processus vaginalisin uzantist olan
tunika vaginalis ve altinda damar agi olan tunika vaskiiloza vardir. Bag
dokusundan yapilmis septula testis denilen ince bolmeler tunika albugineadan
igeriye dogru uzayarak, testis parankimini 200-300 adet lobiile ayirirlar. Arka
kenarin yukar1 kisminda bu bolmelerin birlesmesiyle mediastinum testis denilen
cisim meydana gelir (korpus higmon). Burasi damar ve sinirlerin girdigi

kanalciklarin ¢iktig1 yerdir.

Her bir testikiiler lobiilde 3-4 adet bulunan tubuli seminiferi contorti
denilen testikiiler kanallar, mediastinuma tubuli seminiferi rekti denilen diiz bir
kanalla uzanir ve orada rete testis denilen bir ag meydana getirirler. Bu aga Heller
ag1 da denir. Rete testisi yapan kanallar, lireme hiicrelerini epididimise getiren
duktus efferentes testis adi verilen kanallarla devam eder. (Moore 2006, Tortora
2006).

Insan testikiiler parankimi 100 gr doku i¢in 9 ml/dk kan ile beslenir. Sol
testise giden kan miktar1 yine 100 gr doku igin 1,6-12,4 ml/dk iken sag testise
giden kan miktar1 3,2-38,5 ml/dk olarak hesaplanmistir (Schlegel ve Chang 1998).

Testis arterleri aortadan, renal arterlerin ¢ikis yerinin hemen altindan ¢ikip
spermatik kordun iginden gecerek testise ulasirlar. Internal spermatik arter,
internal iliak arterden gelen diferensiyel arterle spermatik kord igerisinde
anastomoz yapar. Testisin venleri mediastunum testisten ¢iktiktan sonra spermatik
kordun igindeki pleksus pampiniformise bosalirlar. Pampiniform pleksus internal
spermatik ven olarak devam eder. Internal spermatik ven, orta diferensiyel venler,
eksternal spermatik venler testisin ven sistemini olusturur (Moore 2006, Tortora
2006). Testisin arterleri ile venleri arasinda intimal baglantilar vardir. Bu
baglantilar ile arterlerden venlere dogru ters akimli degisme sistemi ile 1s1 alig
verisi yapilarak spermatogenez i¢in testisin maksimum diizeyde sogutulmasi

(yaklasik 20°C) saglanmis olur (Guyton 2007).



1.3 Testis Histolojisi

Testis, gametlerin meydana getirilmesi ve olunlasmasi, steroid yapidaki
hormonlarin tiretilip salgilanmasini saglayan hem ekzokrin hem endokrin islevi

olan bir organdir (Erbengi 1990, Sriraman ve ark 2003).

Testisler li¢ tabakadan meydana gelen testikiiler kapsiil ile sarilidir. (Artan
1988, Young ve Heath 2000).

1. Tunika vaginalis
2. Tunika albuginea
3. Tunika vaskiiloza

Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru uzanan fibroz septumlar dokuyu
250-300 lobguga bdler. Spermatogenezis seminifer tubul bdliimlerinde
gerceklesir. Herbir lobguk 1-4 seminifer tubulii igerir (Junqueira ve ark 1998).
Her bir seminifer tubul yaklasik 150 um gaptadir ve 80 cm uzunlukta kivrintili bir
yapidadir (Kierszenbaum 2006). Etrafi zengin kilcallarla cevrilidir. Her testiste
seminifer tubulun toplam uzunlugu 300-900 m dir. Seminifer tubul iki belirgin
hiicre popiilasyonunu iceren 6zellesmis seminifer epitelyum ile doseli merkezi bir
limenden olusur. Bu hiicreler spermatogenetik hiicreler ve sertoli hiicreleridir.
Seminifer tubuller, tubuli rekti denen diiz tiibiillerle birlesirler. Bu birlesme
noktalari, mediastinum testisteki bag dokusu igerisinde bulunan ve bosluklari

epitelle doseli bir agi, rete testisi olustururlar. (Angelova ve ark 1996).

Tubulus seminiferus bazal membran ile ¢evrilir (Dellmann ve Brown
1987). Interstisiyel alanda leydig hiicrelerinin yani sira kan damarlari, sinitler,
lenfatik damarlar ve diger bag dokusu elemanlari vardir. Germ hiicreleri seminifer
tubul igerisinde 4-7 hiicre katmanl kalin bir epitelyum olusturur. Germ hiicreleri
tubulusun bazalinden lumenine dogru farklilasir. Proliferasyonla hiicreler liimene
dogru itilir (Leeson ve ark 1985). Bazal membran {izerine oturan, genis tabanli
sertoli hiicreleri ile bunlarin arasinda yer alan ¢ok sayidaki spermatogonyumlar ilk
siradaki hiicrelerdir (Tanyolag 1999). Sertoli hiicreleri bazal laminadan tubulusun
limenine dogru uzanir (Johnson 1991, Krinke 2000). Bazal membrandan ayrilan

ve luminal ylize dogru yonlenen spermatogonyumlarin biiylimesiyle olusan



primer spermatositler en iri germ hiicreleridir. Sekonder spermatositler, primer
spermatositlerin yaklasik yaris1 kadardir ve bu hiicreler luminal yilize dogru
uzanmiglardir (Leeson ve ark 1985). Tubulusun liimenine ulasmis olan kiigiik,
yuvarlak spermatidler baskalasim gegirmek iizere sertoli hiicrelerinin sitoplazma
oyuntularina gomiiliirler ve bir siire sonra o tiire 0zgii bigcimlerini kazanarak,
gelismelerini tamamlamis spermatozoon olurlar. Farklilasmasini tamamlayan

spermatozoonlar epitel katmandan ayrilarak liimene geger (Tanyolag 1999).
1.3.1 Sertoli Hiicresi

Puberteye kadar seminifer epitelin dominant hiicre tipi Sertoli hiicreleridir.
Puberteden sonra, seminifer tubulleri ddseyen epitelin yaklasik %10’unu
olusturur. Sertoli hiicreleri spermatogenetik serideki hiicreleri kismi olarak saran
piramidal hiicrelerdir (Kierszenbaum 2006). Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal
laminada tutunur. Apikal uglar1 ise seminifer tubul liimenine dogru uzanan bu
hiicrelerin sinirlar1 diizensizdir ve sitoplazmada derin ¢okiintiiler igerir. Biiylik
olan ¢ekirdek, oldukg¢a belirgin olan karakteristik bir cekirdek¢ige sahiptir
(Kalayc1 1986).

Istk mikroskobunda incelendiginde; olduk¢a diizensiz olan hiicre
sinirlarina sahip olduklar1 goriiliir. Sitoplazmalari; saydam, nukleuslari; ince uzun,
oluklu, hiicrenin uzun eksenine paralel konumlu ve kromatince fakirdir. Bu

nedenle nukleolus belirgin olarak secilir. (Kalayc1 1986, Kierszenbaum 2006).

Sertoli hiicrelerinin spermatogeneziste onemli gorevleri vardir. Gelismekte
olan spermatozoonlar1 destekler, korur ve beslenmesini saglar. Gelisen esey
hiicrelerinden arta kalan sitoplazma pargalarini fagozite eder. Spermin yasamasi
icin gerekli olan androjen baglayici protein gibi pek ¢cok maddeyi ve siviy1 salgilar

(Tanyolag 1999).
1.3.2 interstisyel doku ve Leydig hiicreleri

Seminifer tubuller arasindaki bosluklar sinirlerden, kan ve lenf
damarlarindan zengin gevsek bag dokusudur. Bu bag dokuda ¢esitli hiicreler
bulunmaktadir. Bu hiicreler fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve endokrin

goreve sahip leydig hiicreleridir (Junqueira ve ark 1998). Puberteden sonra, LH



ile uyarilmanin ardindan, leydig hiicreleri, testosteron tiretirler. (Esrefoglu 2009).
Testosteron puberte doneminde spermatogenezi ve erkek aksesuar bezlerinin
(prostat ve seminal vezikiil) fonksiyonlarini siirdiiriir ve sekonder cinsiyet

karakterlerinin gelismesi i¢in gereklidir (Russel ve ark 1990, Ross ve ark 2003).
1.3.3.Testisin Bosaltici Duktuslari
1- Tubuli rekti
2- Rete testis
3- Duktuli efferentes
4- Duktus epididimis
5- Duktus deferens
6- Ampulla duktus deferens
7- Duktus ejakulatoryus
1.3.3.1 Tubuli Rekti

Her lobiilin tepesinde seminifer tubuller diiz seyirli tubuli rektilerle
devam eder. Tubuli rektiler ¢ok kisa yapidadir. Epiteli tek katli kiibiktir
(Junqueira ve ark 1998, Kalayci 1986).

1.3.3.2 Rete Testis

Rete testis mediastinumda kiibik epitelle doseli labirent sekilli kanallar

halinde gozlenir. Kiibik epitel hiicreleri mikrovillus ve tek bir flagellum igerir

(Erkogak 1990).
1.3.3.3 Duktuli Efferentes

Duktuli efferentes 10-20 adet kisa borucuktur. Rete testisi duktus
epididimise baglar. Heniiz hareket yetenegi kazanmamis olan spermatozoonlarin

iletilmesine yardimci olurlar (Tekelioglu 2002).



Epitel, epididimis yoniine dogru hareketi saglayan silyali hiicrelerle
degisimli olarak silyasiz kiibik hiicre gruplarindan olusur. Bu epitele tarak
seklindeki karakteristik gortintimiinii verir. (Junqueira ve ark 1998). Tiim duktus

sisteminde hareketli sil sadece duktuli efferenteslerdedir. (Kalayci 1986).
1.3.3.4 Duktus Epididimis

Duktus epididimis olduk¢a kivrintili ve uzun bir borudur. Testisin arka
kisminda yerlesmistir. Bas, gévde ve kuyruk boliimii vardir. Duktus deferensle
devam eder. Spermatozoonlarin olgunlastigi ve depolandigi boliimdiir. Testisten
gelen sivinin %90’ 1 duktuli efferentes ve duktus epididimisten geri emilir

(Tekelioglu 2002).
1.3.3.5 Duktus Deferens

Epididimisin kuyruk kismindan sonra gelen bosaltim kanali diiz ve
kalindir. Bu kisma duktus deferens adi verilir (Kerse 1974). Testisin arka kenar1
boyunca asagiya inen duktus deferens, kanalis inguinalisi katederek pelvisin yan
duvarlar1 boyunca firetraya dogru ilerler, iiretranin prostatik kisminda sonlanir

(Kalayc1 1986).
1.3.3.6 Ampulla Duktus Deferens

Duktus deferens prostata girmeden once ampulla denen kismi olusturur.
Bu kismin duktus deferense gore liimeni daha genis, epitelyumu daha kalin,

mukozada kivrimlar daha fazladir (Junqueira ve ark 1998).
1.3.3.7 Duktus Ejakulatoryus

Ampulladan sonra duktus deferens prostata girer ve prostatik iiretraya

agilir. Prostata giren kisim duktus ejakulatoryus kismuidir. (Junqueira ve ark 1998).
1.4 Spermatogenik hiicreler, Spermatogenez ve Spermiyogenez
1.4.1 Spermatogonyumlar

Diploid spermatogenik hiicreler olan spermatogonyumlar, kan-testis

bariyeri disinda kalan bazal alanda, bazal lamina ile dogrudan iliskili konumda



yer alirlar. Spermatogonyum yaklagik 12 pm c¢apinda, bazal laminanin hemen
iistlinde yer alan kiigiik bir hiicredir. Cinsel olgunluk ¢aginda spermatogonyumlar
mitoz boliinmeyle cogalmaya baglarlar ve yeni hiicreler olusur. Yeni olusan
hiicreler iki yoldan birini izleyebilirler: “Tip A spermatogonyumlar” olarak
adlandirilan kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da siliregiden mitotik
dongiiler boyunca farklilasarak tip B spermatogonyumlar1 olustururlar. “Tip B
spermatogonyumlar” primer spermatositlere farklilasan 6nciil hiicrelerdir. Primer
spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridirler (Junqueira ve ark
1998). Spermatogonyumlar mitotik hiicre boliinmeleri gegirmeye puberte

doneminde baslarlar (Kierszenbaum 2006).
1.4.2 Spermatogenez

Spermatogenez, haploid hiicrelerin mitoz ve mayoz boliinmeler sonucunda
spermatozoonlara doniismesi siirecidir (Noguchi 2002). Bu siire¢ primitif bir

germ hiicresi olan “spermatogonyum” ile baslar.

Birinci mayoz boliinmenin sonunda “sekonder spermatosit” olarak
adlandirilan daha kiigiik hiicreler olusur. Sekonder spermatositlerin boliinmesi

“spermatid” lerin olugmasiyla sonuglanir (Junqueira ve ark 1998).
1.4.2.1 Spermatositler:

Tip B spermatogonyumlar, ard arda mitotik béliinmeler gegirdikten sonra,
son S fazinin hemen ardindan mayoz boliinmenin profaz asamasina girerler.
Primer spermatosit 4C DNA miktarina sahiptir. Bir primer spermatosit iki adet
sekonder spermatositi olusturmak tizere birinci mayoz boliinmeye girer. Sekonder
spermatositler ¢cok hizli bir sekilde ikinci mayoz boliinmeye giderler. Her bir
sekonder spermatosit ikici mayoz boliinmenin ardindan sperm seklinde
olgunlagan iki adet spermatid meydana getirir. Birinci mayoz bdoliinmenin
sonunda primer spermatositin 4C olan DNA miktar1 sekonder spermatositte 2C’ye
diiser. Ikinci mayoz boliinmenin sonunda ise 2C olan DNA miktar1 1C’ye diiser.
Sonugta meydana gelen spermatidler haploid kromozom sayisina sahiptirler ve

spermiyogenez siirecine girerler (Kierszenbaum 2006).



1.4.2.2 Spermatidler:

Haploid spermatidler 7-8 um gapa sahip kiigiik boyutlar1 ve yogunlagmis
kromatin bolgeleri i¢eren nukleuslar1 ile ayirt edilebilirler. Seminifer tubul
icerisinde limene yakin yerlesim gosterirler (Junqueira ve ark 1998,
Kierszenbaum 2006).

1.4.3 Spermiyogenez

Spermatozoa iiretiminin son asamasi; yani spermatidlerin son derece
Ozellesmis hiicreler olan spermatozoonlara doniisme stirecidir. Bu siirecte hiicre

boliinmesi gergeklesmez (Junqueira ve ark 1998).

Spermiyogenez akrozom olusumu, nukleus yogunlagsmasit ve uzamasi,
flagellum gelismesi ve sitoplazmanin biiylik bir kisminin kaybolmasi olaylarini

kapsayan karmagik bir siiregtir. Spermiyogenez 3 faza ayrilabilir;
1-Golgi faz1
2-Akrozomal faz

3-Olgunlasma fazi
1.4.3.1 Golgi fazi

Bu fazda spermatid sitoplazmasi; nukleusun yakininda yer alan belirgin
bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz
yizlii endoplazmik retikulum tiibiillerini igerir. Golgi kompleksinde
“proakrozomal graniiller” olarak adlandirilan kiigiik PAS (+) graniiller birikir

(Junqueira ve ark 1998).
1.4.3.2 Akrozomal faz

Sperm morfolojisinde olusan birka¢ degisiklikle karakterizedir. Cekirdek
sikilagir, hiicre uzar ve mitokondrionlar uygun yerlerine yerlesir. Cekirdek koyu
kromatinli ve kii¢liktiir. Kromozom hacmi ve g¢ekirdek hacmi azalir. Cekirdek

yassilagir, tiire 6zgii seklini alir (Gartner 2001).



1.4.3.3 Olgunlasma fazi

Spermiyogenez  tamamlanirken  gergeklesen  olaylar  sonucunda
mitokondriler gelisen flagellum boyunca dizilmelerini tamamlarlar. Nukleus uzar
ve yogunlagir, flagellumun orta parcasinda yogunlasan mitokondriler nukleusun
arkasinda kalacak sekilde kuyruk yoniinde go¢ ederler. Olgunlasma islemi,
nukleus uzamis ve yogunlagmis olarak son seklini aldiginda, mitokondriler
dagilmaya basladiginda ve kuyruk iskeleti yapisal diizenini tamamladiginda sona

erer (Kierszenbaum 2006).
1.5 Spermatogenezi Uyaran Hormonal Faktorler
1- Testosteron
2- Liiteinizan Hormon
3- Folikiil Stimulan Hormon
4- Ostrojen
5- Biiylime Hormonu (ve diger bir ¢ok hormon) (Guyton 2007).
1.6 Olgun Spermium-Spermatozoon

Silindirik bigimli, total uzunlugu 55-65 pum olan hareketli hiicrelerdir. 4

kisimdan olusur:

1- BAS: Yassi armut seklindedir. Fusiform sekilli, kromatinden zengin
cekirdegi ve akrozomal kepi tagiyan bolimdiir. Cekirdegin yogun olmasi hacmini
kiictiltiir, boylece hareketliligi artar. Akrozomal membran c¢ekirdek zarina
yapisiktir.  Lizozomal enzimlerin akrozomda bulunusu fertilizasyonda

yardimeidir.
2- BOYUN: Spermin bas ile orta pargasini baglayan kisa bir bolimdiir.
3- ORTA PARCA: Tipik flagellum ve mitokondrial kilif bulunur.

4- KUYRUK: En uzun kisimdir. Flagellum ¢evresindeki kaba longitudinal
fibriller baslangic kisminda goriiliir daha sonra kaybolur. Orta parcadaki



mitokondri kilift kuyrukta yoktur. FElektron mikroskobunda bakildiginda
flagellumun gevresinde, fibroz kilif ince bir sitoplazma ve plazmalemma goriiliir.
Kuyrugun son kisminda fibroz kilif kaybolur. Sadece flagellum yapiy1 olusturur
(Kalayc1 1986).

Insanda olgun spermatozoon iiretimi 70 + 4 giinlik bir zamanda

tamamlanir (Ross ve Romrell 1989).

bas

boyun

mitokondriyal
kil

-

"'—.3 spermin kuyru-
2 u?/ gundaki lifler,

- silyada oldugu
gibi 942 mikro-
tibul icerir

hucre zan

Sekil 1.1 Spermatozoa (Insan Mucizesi.com 2013)
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1.7 Aksesuar Genital Bezler
1.7.1 Seminal vezikiiller

Ampulla duktus deferensin yan tarafinda uzanan bir ¢ift bezdir. On yiizii
fundus vesika lirinerya, arka ylizii ise rektum ile komsudur. 4-5 cm uzunlugunda
ve 2-2,5 cm genigligindedir. Bezin st kismi daha genis olup alt uca dogru

daralarak duktus ekskretoryusu olusturur. (Drake ve ark 2006).

Seminal vezikiillerin salgis1 sari, yapiskan, frikktozdan zengin ve hafif
alkali pH’ a sahiptir. Metabolitler, globulin, askorbik asit ve prostaglandinleri

igerir ve spermatozoalarin beslenmesi i¢in 6nemlidir (Kalayct 1986, Seftalioglu
2003).

Seminal vezikiillerin salgiladig1 fruktoz spermatozoa hiicreleri igin esas

enerji kaynagidir (Anafarta ve ark 2007).
1.7.2 Prostat

Prostat erkek iireme sisteminin en biyik yardimci bezidir. 3 cm
yiiksekliginde, 4 cm genisliginde, 2 cm kalinli§inda ve yaklasik 20 gr agirliginda
kestane seklinde bir organdir (Gokmen 2003).

Prostat sitrik asit, asit fosfataz ve amilazdan zengin, ince su kivaminda,
hafif asidik bir siv1 salgilar. Sividaki fibrolizin ejakiilasyondan sonra pihtilasmaya

ugramis semenin sivilasmasini saglar (Eroschenko 2001).
1.7.3 Bulboiiretral bezler (Cowper Bezi)

Caplar1 3-5 mm olan bezelye biiyiikliigiinde bir ¢ift birlesik tubuloalveolar
bezdir (Junqueira ve ark 1998).

Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezi), berrak yapiskan ve mukus benzeri bir
salg1 salgilarlar. Sialoprotein ve amino sekerlerden zengin olan bu salgi, cinsel
stimulasyon sirasinda salinarak {iiretrayr kaygan hale getirir (Kalayc1 1986,

Seftalioglu 2003).
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1.8 Olgun Spermin Fizyolojisi

Normal olarak harekete sahip ve fertil olan spermler, flagellalarinin
hareket yetenegi ile sivi ortamda dakikada yaklasik 1-4 mm hizla ilerleyebilir.
Sperm aktivitesi ejakiilat semeninde oldugu gibi, notral ve hafif alkali ortamda
biliyiik bir artig gosterir; ancak orta derecede asidik ortamda biiyiik ol¢iide
baskilanir. Kuvvetli asit ortam spermlerin hizla o6liimiine neden olur. Sperm
aktivitesi 1s1 artis1 ile belirgin artis gosterir, ancak bu kosullarda metabolizma hizi
da yiikselerek spermin Omriinii 6nemli Ol¢lide kisaltir. Sperm testislerin genital
kanallarinda birkag hafta canli kalabildigi halde, kadin genital kanalinda sadece 1
veya 2 giin yasar (Guyton 2007).

1.9 Semen

Ejakiilasyon ile disar1 atilan; spermatozoalar, epididimis, seminal vesikiil,
prostat ve bulboiiretral bezlerin salgilarindan olusan grimsi opak bir sividir

(vesikula seminalis %60, prostat %30, bulbotiretral bez %10).

Ayrica yapisinda prostaglandinler, epitel dokiintiileri, bag dokusu gezgin
hiicreleri, kokeni bilinmeyen yuvarlak hiyalin cisimler, prostat taslari, lipitler,

proteinler ve pigment graniilleri bulunur.

Semenin sadece %]1’ini spermatozoa olusturur. Geriye kalanlar erkek
genital bezlerinden gelen sivilardir. Bu sivilar spermatozoayr beslemek igin
fruktoz, spermatozoayir hareketsiz kilan vajina ve iiretra ortamindaki asiditeyi
notralize eden alkalin salgi, spermatozoay: hareketli kilan tamponlayici tuzlar ve

fosfolipitleri igerir.

Semenin %90’ 1 sudur. Ancak pek ¢ok madde de igerir. Bunlardan en goze
carpani enerji kaynagi olan fruktozdur. Ayrica vitamin C ve inositol gibi
vitaminler ile Ca, Zn, Mg, Cu, siilfiir gibi iz elementleri de igerir. Viicutta en

yiiksek prostaglandin konsantrasyonu semendedir.

Ereksiyon sirasinda bulboiiretral bezlerin salgilar ile iiretra kayganlasir.
Ejakiilasyon baslangicinda asit fosfataz ve sitrik asitten zengin prostat sivisi,
bunun arkasindan duktus deferens ve duktus epididimisin distal kismindaki

kaslarin kontraksiyon giicii ile spermiumlar salinir. En son olarak, fruktoz ve
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prostaglandinlerden zengin, koyu kivamli seminal vezikiil salgisi1 ejakulata katilir

(Coruh 2010).
1.9.1 Semen Analizi

Semen analizi yani spermiyogram; semenin hacmi, yogunlugu, kivami, pH’1,
likefaksiyon siiresi, spermlerin sayisi, hareketlilik orani, igerdigi akyuvarlar ve
morfolojisi hakkinda bilgi verir. Sperm analizi semenin nitelik ve nicelik agisindan

degerlendirilmesidir (Dere 1999).

Spermiyogram tetkiki 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi yapilmalidir.
Bunun yanisira 10 gilinli asan cinsel perhiz motiliteyi degistirmektedir. Ayrica
dogru sonuca ulasmak i¢in 1-2 ay aralarla en az 3 defa tekrarlamak gereklidir.
Analiz sonuglart birbirine %20 yakinlikta ise ilave Orneklere gerek yoktur,

%20’nin tizerinde ise tekrarlamak daha dogrudur (Kayik¢1 ve ark 2002).
Normal spermatozoa analizi degerleri:
- Volim: 1,5-5ml
- pH: >7,2
- Viskozite: < +2
- Spermatozoa konsantrasyonu: > 20 milyon/ml
- Total spermatozoa sayisi: > 40 milyon
- Motilite yiizdesi: a+b > %50 ya da > %25 ileri hizli hareket
- Morfoloji: > %30 WHO, > %14 Kruger Strict
- Lokosit: < 1 milyon/ml (WHO 2010).
1.9.2 Semenin Fiziksel Incelemesi

Likefaksiyon: Ejakiilat ilk ¢ikarildiginda sivi, sonra hemen koaguluma
doniisiir. Seminal vezikiillerde bulunan semenogelin proteini ile koagule olan
semen, prostatik proteolitik enzimler sayesinde sivilasir (Pryor ve Howards 1997).

Semenin sivilagmasina likefaksiyon denir (Gokge 2011).
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Renk: Genital duktus ve yardimci bezlerin salglarindan olusan semen

opak, beyazimsi bir sividir (Kalayci 1986).

Koku: Kendine 6zgii kokusu perhiz siiresine ve enfeksiyon varligina bagl
olarak degisebilir. Kokusunun 6zelligi prostat salgilarindan kaynaklanan sperm

oksidasyonu sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Kayik¢1 ve ark 2002).

Voliim: Normalde semenin hacmi 1,5-5 ml arasindadir (WHO 2010).
5ml’den fazla olan semen hiperspermik, 1 ml veya daha az ise hipospermik olarak

isimlendirilir (Pryor ve Howards 1997).

Viskozite: Likefaksiyondan sonra genis agizli (yaklasik 1.5 mm) plastik
pipete ornegi dikkatlice ¢ekerek ve yercekiminin etkisiyle damlamasini bekleyip
damla ile pipet arasinda olusan ince ipligin uzunlugu gozlenerek viskozitesi
Olciilebilir. Normal bir 6rnek, pipeti kiiciik ayr1 damlalar seklinde terk eder.

(Gokee 2011).

pH: Semen pH’1 esas olarak alkali 6zellikteki seminal vezikiil sekresyonu
ile asidik prostatik sekresyon olmak iizere aksesuar bezlerin sekresyonlari
arasindaki dengeyi yansitir (Gokge 2011). Normal semen pH’1 7,2-8 arasindadir
(Dunphy ve ark 1998).

1.9.3 Mikroskobik Muayene

Bu incelemede sperm sayisi, hareket oOzellikleri, morfolojik yap1
agliitinason olup olmadig, 16kosit ve yuvarlak hiicrelerin boyanmasi ve sayimi,

gerekli hallerde vitalite arastirmalar yapilir (Kayiker ve ark 2002).
1.9.4 Konsantrasyon Olgiimii

Sperm hiicrelerinin ejakulattaki konsantrasyonunu belirlemek ig¢in
genellikle Neubauer hemositometre, Makler kamarasi ve tek kullanimlik sayim
cihazlarindan biri (Mikro-Cell) kullanilmaktadir (Kayik¢i ve ark 2002).
Gilinliimiizde spermatozoa sayimi en c¢ok Makler sayim kamarasi kullanilarak
yapilir. Bir damla semen derinligi 10 pm olan Makler kamarasinin ortasina
damlatilir, kamaranin iizerine her biri 0,1 x 0,1 mm boyutlarinda 100 kareden

olusan, 1 mm? boyutlarinda grid cami kapatilir. Béylece, cihaz yardimiyla sabit
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hacimde semenin incelenmesi miimkiin olur. Grid itizerinde 3x10 kiiglik kare
sayilir, ortalamast alinir ve sonu¢ milyon cinsinden 1 ml’deki spermatozoa

sayisini verir (Erimsah 2006, WHO 2010).

Sperm konsantrasyonu i¢in en diisiik referans deger ml’ de 15 milyondur.
Total sperm sayist ise sperm konsantrasyonunun tiim ejakiilat voliimiiyle
carpilmast sonucu hesaplanir ve en diisiik referans degeri 39 milyondur (Gokge

2011).
1.9.5 Motilite Tayini

Spermatozoalarin servikal mukusu gegerek, fallop kanalinda yumurtay:
dolleyebilmeleri i¢in aktif hareketli olmalari gerekir. Ozellikle motilite
degerlendirmelerinin subjektif olarak yapilmasi giliniimiizde farkli laboratuvar
sonuglarina yol agmaktadir (Kayik¢i 2002). Semende motil spermatozoa sayisi
arttikga gebelik sansi artar. Déllenme igin spermatozoanin hareketli olmasi yeterli
degildir, bu hareketin spermatozoayi ileri dogru itecek sekilde olmasi da
zorunludur. Progresif aktivite denen bu ileri hizli hareket, sadece spermatozoanin
disi genital kanalda ilerlemesi icin degil, ayn1 zamanda oositi orten kiliflarin

delinip dollenmenin gergeklesmesi i¢in de gereklidir (Ishikawa ve ark 1989).

Ejakiilasyondan sonraki ilk bir saat icinde, tercihen likefaksiyondan
sonraki 30 dakikada motilite degerlendirilmelidir. Taze hazirlanmis preparatlarin

stabil hale gelmesi i¢in yaklasik bir dakika bekletilir (Gokge 2011).
Spermatozoalarin motilite degerlendirmesi:

(+4) Ileri hizli hareket 25 pm/s 37°C’da ya da 20 um/s 20°C’da 25 pum
yaklasik olarak bes bas uzunluguna veya yarim bir kuyruk uzunluguna tekabiil

eder.
(+3) lleri yavas hareket (<5 pm/s)
(+2) Yerinde hareketli (sadece bas veya kuyruk)

(+1) Hareketsiz
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WHO kriterlerine gore, spermatozoalarin en az %50’ sinin motil, motil
spermatozoalarin da en az %25 ’inin ileri hizli hareketli olmasi gerektigi

aciklanmistir (WHO 2010).

Motilite degerlendirilirken konsantrasyon sayiminda oldugu gibi X20
biiyiitme altinda ve karelerde yapilir. Motil spermlerin toplam sperm sayisina
orani ylizde olarak motiliteyi verir ( Duru 1998, Makler Counting Chamber 2005,
Rrumbullaku 2005).

1.9.6 Morfoloji Analizi

Giinlimiizde infertil c¢iftlerin ¢ocuk sahibi olabilmesi i¢in kullanilan
tekniklere her giin yenileri eklenmekte ve basariyla uygulanmaktadir. Klasik in
Vitro Fertilizasyon yontemlerinde basariyr etkileyen faktorler arastirildiginda,
spermin morfolojik ozelliklerinin fertilizasyon tiizerinde direkt etkili oldugu

saptanmistir (Menkveld ve ark 1990).

Normal spermin morfolojik 6zellikleri Kruger kriterleri ve WHO kriterleri

ile belirlenmistir.
Kruger Kriterleri

Bas; Diizgiin oval yapida olmali, akrozom basin 6n kisminin %40-70’ni
olusturmalidir. Normal bag 6lgiimlerinde uzunluk 3-5um, genislik ise 2-3pum’dir.
Basin eni, uzunlugunun 3/5 ve 2/3’ arasinda degismelidir. Sinirda normal bas
sekilleri ve/veya oval sekle yakin bag ile beraber belirgin bir sekil bozuklugu
olmasa da bu anormal kabul edilir.

Boyun; Implantasyon basin uzun ekseni boyunca ve intakt olmalidir.

Orta Kisim; Silindir sekilli ve basa uzun ekseni dogrultusunda baglanmis
olmalhdir. Eni yaklasik lpm, boyu ise uzunlugunun 1,5 mislidir. Basin

biiyiikliigiiniin 1/2’sini gegen stoplazmik artiklar anormal kabul edilir.

Kuyruk; Diizgiin yapida ve orta kisimdan biraz ince kivrim ve biikiilme
olmamalidir. Uzunlugu 35-45um olmalidir. Digerleri anormal kabul edilir

(Kruger ve ark 1988).
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WHO Kiriterleri

Bas; Oval sekilli ve diizgiin kenarli olmalidir. Akrozomal kisim bas
yiizeyinin 1/3’den fazlasini kaplamalidir. Normal bas Ol¢limleri uzunluk 4,1um,

genislik 2,8um olmalidir.

Boyun ve Orta kisim; Silindir sekilli olmalidir. Genislik 0,6pm, uzunlugu

4 um olmalidir.

Kuyruk; Silindir seklindedir. Kivrim ve biikiilme olmamalidir. 35-45um
uzunlugunda ve diizgiin bir dis yapiya sahip olmalidir. Diger degerler anormal

kabul edilir (WHO 2010).

Morfolojik degerlendirme icin en az 100, tercihen 200 sperm incelenmesi
gereklidir. Immersiyon mercegi kullanilmalidir, anormal sperm formlar1 bas, ana

par¢a ve kuyruk anormalliklerini igerir (Kayik¢1 2002).
1.9.7 Spermatozoa Viabilite (Canhilik) Testleri

Sperm canlilig1 hiicre membrani biitiinliigiiniin degerlendirilmesi esasina
dayanir ve progresif hareketli sperm oraninin %40’dan az oldugu durumlarda
ozellikle onemlidir. Ayn1 zamanda bu testle hareketlilik degerlendirmesinin dogru
yapilip yapilmadigi da kontrol edilebilir. Canli spermlerin oran1 boya
ekskllizyonu ya da hipoozmotik sisme yontemleri ile hiicre zar1 saglam olanlarin
degerlendirilmesi ile hesaplanabilir (Gokge 2011). Eosin Y, Tripan mavisi gibi

boyalarda viabilite testlerinde kullanilmakta olan boyalardandir.
1.10 Kriyoprezervasyon

1949 yilinda Polge ve arkadaslarimin gliseroliin soguk sokuna karsi
koruma saglayici 6zelligini bulmasindan sonra bilimsel ve modern anlamda canli
hiicre dondurma calismalar1 baslamistir ve ilk dondurulan hiicre de sperm
olmustur. Bu anlamda, kriyobiyoloji hiicre, doku, organ ve organizmalarin
dondurulmasini inceleyen bir bilim dali olarak 6nemini artirmigtir (Mazur 1984,

Polge ve ark 1949).
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Hayati olaylar biyolojik bir saatin ritmine uygun olarak déllenmenin
baslamasi ile birlikte islemeye baglar. Kriyoprezervasyon islemi biyolojik saati
durdurur ve bu isleyise miidahale imkani saglar (Ozkavuk¢u ve Erdemli 2002).
Kriyopreservasyon isleminin amaci, ¢ok diisiik sicaklikta canli bir hiicre veya
dokunun, minimum hasarla ve fonksiyon kaybi olmaksizin uzun siireli

saklanmasidir (Wetzels 1996).
1.10.1 Kriyoprezervasyon Asamalari
Kriyoprezervasyonun bes 6nemli asamasi vardir, bunlar;

- Suyun kristalizasyonundan kaynaklanabilecek hiicresel hasar1 azaltan

kriyoprotektanlarla olan ilk etkilesim,
- Sifir derecenin altindaki sicakliklara kadar dondurma,
- Saklama,
- Cozme,

- Diliisyon ve kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi, fizyolojik

mikrogevreye geri doniis Ve ileri gelisim olarak siniflandirilabilir.

Bu asamalar arasinda en kritik olani; baslangi¢ fazindan diisiik sicakliklara
inis donemi ve fizyolojik ortama geri doniistiir. Diisiik sicakliklara ulastiktan
sonra bu sicaklik -196°C’dir. Bu sicaklikta gegen zamanin canlilik iizerine etkisi

yoktur (Delilbas1 2008).
1.10.2 Kriyobiyolojinin Temelleri

Hiicre dondurulurken izotonik bir ortam olmasi, 1sinin azalmasima bagl
olarak su molekiillerinin sayisinin azalmasi, ortamin ozmolaritesinin artmasi ve
olusan hipertonik ortamda hiicrenin su kaybetmesi sonucu hiicrede dehidrasyon

olmasi kriyobiyolojinin amaglar1 olarak siralanabilir.

Hiicrenin canliliginin devam etmesi i¢in dehidrasyon hizi Onemlidir.

Dehidrasyon hizin1 belirleyen parametreler suya karst plazma membran
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gecirgenliginin yeterliligi, kriyoprotektanlarin tipi, kriyoprotektanlarin aktivasyon

enerjileridir (Wetzels 1996).

S1vi nitrojen -196°C” de bulunur ve tiim kimyasal reaksiyonlarda inhibe
olur. Bu sicaklik hiicresel faaliyetlerin durmasina neden olur. Dondurma siireci
hiicrelerdeki bazi1 kimyasal olaylarin yavaslamasina ya da durmasina yol agarken
bazilarimin da hizlanmasin1 saglayabilmektedir. Hiicrelerin hayatta kalmay1
basarmalar1 asir1 disiik sicakliklara dayanma becerilerinden ¢ok; donma ve
1sinmada iki kez ge¢mek zorunda olduklari, Sliimciil olarak kabul edilen, ara
bolge sicakliklarindaki sag kalimlarina baghidir (-5°C ila -15°C). Isiya bagiml
reaksiyonlarin g¢alismasina -196°C’ lik sicaklik izin vermez. Bu sicakliklarda
varolan tek sey fiziksel hal, camsi ve kristalli partikiillerdir. Ayrica -196°C' de
kimyasal reaksiyonlar igin yeterli termal enerji yoktur (Delilbas1 2008).

-196°C'deki donmus sulu diizeneklerde olusabilecek tek reaksiyon iyonize
radyasyon ve kozmik 1sinlarin direkt etkisiyle meydana gelen serbest radikallerin
olusumu ve makromolekiillerde kirik olusumu gibi fotofiziksel olaylardir. Bu
kadar diisiik sicakliklarda enzimatik tamir mekanizmalari ¢alisamayacagindan ¢ok
uzun siire gecirilse bile bu iyonlasmalar zararli ve geri doniisiimsiiz DNA
kiriklarina yol acabilir. Kiiltiirdeki memeli hiicrelerinin %63 'iniin 6liimiine yol
acan iyonize radyasyon dozu 200-400 rad' dir. Diinyadan yayilan radyasyon
dozunun yilda 0.1 md oldugu goz oniine alindiginda -196°C'de korunan tipik
memeli hiicre popiilasyonun, bu oranda bir hasara ugramas i¢in 2,000 ila 4,000
yil ge¢mesi gerekmektedir. Bu oransal hesaplamanin yani sira; -196°C' de hiicre
saklama yontemlerinde kromozomal veya genetik degisikliklerin ortaya ¢iktigini

gosteren bir kanit yoktur (Aydiner 2008).
1.10.3 Kriyoprezervasyonda Basariy1 Etkileyen Etmenler

Hiicre i¢i buz olusumu, sogutma hiz1 artikca artacaktir. Kullanilan
kriyoprotektanlardan bagimsiz hiicre hacmi ve membran kompozisyonlarina gore
her hiicrenin optimum bir sogutma hizi vardir. Hiicre i¢inde buz olusturmayacak
en hizli sogutma optimum sogutma hizidir. In vitro fertilizasyon i¢in énemli olan
bazi hiicreler i¢in ise hala agik, optimum bir deger ortaya konulmus degildir.

Donma aninda hipertonik ortamlarda hiicrelerin gosterdigi tepkinin bircok nedeni
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vardir. Hiicrenin hacmi ve yiizey alani, suya karst plazma membran
gecirgenliginin yeterliligi, kriyoprotektanlarin aktivasyon enerjisi,
kriyoprotektanin tipi ve konsantrasyonu ve sogutma hizi bunlardan bazilaridir

(Wetzels 1996).

Sogutma hiz1 hiicrede meydana gelen fiziksel olaylarla yakindan
iligkilidir. Eger soguma yeterince yavas olursa, hiicre, i¢indeki suyu ekzosmozis
ile hizlica kaybeder boylece hiicre i¢i ve dis1 ortamlar kimyasal potansiyeller
acisindan bir dengeye ulasacaktir. Sonugta hiicre dehidrate olacak ve intraseliiler
olarak donmayacaktir. Ancak, eger hiicre ¢cok hizli sogutulursa dengeye ulasmak
icin suyunu yeterince hizli kaybedemeyecek; gittikce asirt soguyan hiicre iginde
denge, intraseliiler buzlanma ile saglanacaktir. Hiicre i¢i buz olusumu hiicrenin

Oliimiine neden olabilmektedir (Delilbas1 2008).
1.10.3.1 Buz Formasyonu

Genellikle -15°C’ nin altinda kriyoprotektif soliisyonlar buz olustururlar.
Bir sivinin, sivi fazdan kat1 faza gegmeden normal donma noktasinin altinda bir
sicakliga sogumasi asirt soguma (supercooling) olarak adlandirilmaktadir. Bu
haldeki sivinin partikiilleri kati kristal formuna gecemezler ancak enerjilerini
kaybeder. Kristallesmenin yarattig1 stres faktorii, hiicrede ozmotik biiziismeye ve
polimerizasyona bununla birlikte membran lipit fazinda istenmeyen degisimlere

yol agmaktadir (Watson 1995, Woods ve ark 2000).

-5°C ve -15°C arasinda, hiicre disinda kendiliginden ya da uyari ile buz
olusumu gergeklesir buna ragmen hiicre i¢i asir1 soguk ama donmamis bir halde
kalir. Bunun sebebi, plazma zarinin hiicre iginde buz kristalleri gelisimine engel
olmasidir. Hiicre i¢indeki asir1 soguk sivi, disaridaki yar1 donuk cozeltiye gore
daha yiiksek bir kimyasal potansiyele sahiptir. Aradaki bu potansiyel fark hiicre
icindeki sivinin disar1 ¢ikmasmma ve disarida donmasina sebep olmaktadir

(Aydiner 2008).
1.10.3.2 Ozmotik Stres ve Ozmotik Sisme

Donma isleminde etkili en 6nemli faktor hiicrede olusan ozmotik strestir.

Donma sirasinda hiperozmotik ortam olusmasmma ragmen, ¢dzme esnasinda
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kristalizasyonun ortadan kalkmasiyla bu ortam azalmaktadir. Ozmotik stres
intraselliiler ve ekstraselliiler ortamdaki ozmotik farktan ileri gelmektedir. Bu
ozmotik  farklihigin  hesaplanmasi,  hiicreden  hangi  oranda  suyun
uzaklastirilmasinda 6nemlidir. Suyun uzaklastirilma orani ise dogrudan ortama

katilacak kriyoprotektan yogunluguyla iliskilidir.

Kriyoprotektanlarin ilavesi ortamim hiperozmotik olmasina, hiicre
membranindan igeriye girmesiyle hiicrede dehidrasyonun sekillenmesine neden
olmaktadir. Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasinda hiicreler tekrar sismekte ve
isoozmotik hacme ulagmaktadir. Bu degisimler kritik anlart gegtiginde,
hiperozmosize bagli, geri doniisiimsiiz olarak membran yikimi meydan gelir.
Ayrica hiicrede bulunan kiigiik porlar potasyum ve sodyum iyonlarmnin giris-
cikisini saglayarak, hiicrenin hipoozmotik stres ve kolloidal ozmotik hemolize

hassasiyetini artirir (Bucak ve Tekin 2007).
1.10.3.3 Kimyasal Koruma

Dondurma prosediirlerinde sadece sicakligin  kontrolii  hiicrenin

canliliginin korumasinda yeterli degildir.
1.10.4 Kriyoprotektanlar

Kriyobiyoloji biliminde en biiyiik gelisme 1900°li yillarin ortalarinda
kriyoprotektan maddelerin kesfiyle kaydedilmistir. Kriyoprotektan maddeler,
hiicreleri ve membranlarin1 dondurma prosesleri sirasinda meydana gelebilecek

hasarlardan korumaktadirlar. (Duran ve ark 2001).

Kriyoprotektanlar hiicrenin dondurulmasinda olusan soguk soku zararina,
intraselliiler kristal olusumuna, ¢6ziim esnasinda dekristalizasyona ve gelisen
membransel destabilizasyona karst koruyucu amagli olarak kullanilir. Genel
olarak koruyucu etkilerini ortamdaki donmamus fraksiyonu artirarak ve ortamdaki
iyon  miktarim1  azaltarak  goOsterirler.  Hiicre, dondurulmadan  Once
kriyoprotektanlarla inkubasyona tabi tutularak, intraselliiler bakimdan dengeye
gelmesi saglanmaktadir. Kriyoprotektanlarin en 6nemli 6zellikleri, diisiik molekii-
ler agirliga sahip olmalart ve toksik etkilerinin ancak belirli oranlarda

katildiklarinda olusmasidir (Bucak ve Tekin 2007).
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Kriyoprotektanlarin koruyucu etkileri, suyla hidrojen baglar1 olusturarak,
buz kristallerinin boyutlarin1 kiigiiltmeleriyle ortaya c¢ikmaktadir. Gliserol ve
propanediol, bu isi hidroksil gruplan ile (-OH) yaparken dimetil siilfoksit
(DMSO) ise oksijen atomu sayesinde yapmaktadir (Watson 1995).
Kriyoprotektanlar ~medyumun donmadan kalan kismindaki elektrolit
konsantrasyonunu da azaltarak koruyucu etki gostermektedirler. Hiicrelerin
basartyla dondurulmasi, plazma membranindan suyun ve kriyoprotektanlarin basit
difiizyonunu ve hizli transportunu gerektirir. Son yillarda membranda transport
islevli protein yapisinda olan su kanallar1 (aquaporin) saptanmistir. Bu
proteinlerin dondurma sivisina katilmasiyla hiicrenin yagam giicii artiritlmaktadir

(Edashige ve ark 2003).
Kriyoprotektanlar islevsel olarak iki gruba ayrilmaktadir
Permeabl kriyoprotektanlar,
Permeabl olmayan kriyoprotektanlar.
1.10.4.1 Permabl (internal) Kriyoprotektanlar

Permeabl 6zellige sahip kriyoprotektan olarak, en yaygin kullanilanlar

DMSO, Gliserol, Etilen glikol ve Propilen glikoldiir.

Bu tiir kriyoprotektanlar etkilerini, hiicre zarindan igeriye girerek ve
koligatif (baglasik) olarak gostermektedir. Koruyucu etkileri donma esnasinda
ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu diizenleyip protein
yapilarmi korumalart ve diisiik sicakliklarin yarattifi ozmotik biiziigmeyi
azaltmalar1 ile olusmaktadir (Bucak ve Tkin 2007). Permeabl kriyoprotektanlar
buz kristallerinin olusumunu -40°C kadar diisiirebilmekte ve hiicre soliisyonlarin
zararl etkilerinden korunabilmektedir. Permeabl kriyoprotektanlarin hiicre ig¢ine
gecisleri soliisyonun kendi gegis giicii, hiicre i¢i ve disindaki kriyoprotektanlarin

konsantrasyon farki 1s1 ve hiicre yiizeyi ile orantilidir (Aydiner 2008).
1.10.4.2 Nonpermeabl (Eksternal) Kriyoprotektanlar

Eksternal kriyoprotektanlar, membranlarin sivi ve katyonlara Kkarsi

permeabilitesinde artis yaparak, ozmotik strese karsi hiicre membranlarini esnek
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hale getirir. Bu olay da ¢ozme esnasinda hiicresel sismeyi engeller. Ayrica,
hiicrede donma-¢oziime sirasinda gelisen lipit peroksidasyonunu azaltmaya
calisirlar. Permabl kriyoprotektanlara ilave edilen sivilar diisiik oranda
kullanilmakta, bu da internal kriyoprotektanlarin olas1 toksik etkilerini osmotik
basing farkliliklar1 olusturarak azaltmaktadir. Eksternal kriyoprotektanlar,
makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye ayrilir (Arav ve ark 1993, Cabria ve
ark 2001).

Makromolekiiller; makromolekiillerden en ¢ok kullanilanlari, polietilen
glikol, ficoll 70, Bovine serum albumin (BSA), dekstran, mannitol ve
polivilinilprolidon’diir. BSA’ mnin lipit peroksidasyon inhibitérii oldugu
diistiniilmektedir. (Kasai 1996, Mcgann 1999, Cabria ve ark 2001).

Sakkaritler; sakkaritlerden glukoz, siikroz ve disakkaritler sayilabilir.
Sakkaritler, lethal etkili intraselliiler kristallesmeyi engellemek i¢in hiicrede
dehidrasyon olustururlar (Rudolph ve Crowe 1985, An ve ark 2000). Sekerler
donma ve ¢6zme sirasinda olusan membran zararina karsi, membrandaki
fosfolipitlerle etkilesime girip yiizey artis1 saglayarak koruma saglamaktadir.
Cozme islemi sirasinda da hiicrelerin ozmotik soka girmesini 6nlemektedir

(Mcgann 1978).

Yumurta sarisi;; yumurta sarisinda  bulunan diisiik dansiteye sahip
fosfolipitler, sperm ylizeyine baglanir ve hiicresel adenilat siklazi aktive ederek
kriyoprotektif etki gosterirler (Holt 2000). Birgok arastirmada lipozomlardan elde
edilen fosfolipitlerin koruyucu etkileri arastirilmis, tire gore koruyucu etkili
fosfolipit kaynaklari saptanmistir (Leeuw ve ark 1993). Umut verci bir kriyobuffer,
taze yumurta sarist (%20), 11mM dekstroz ve %]1 penisilin streptomisin ile beraber
Tris ve TES’ in bir kombinasyonu olan TEST YOLK BUFFER’ dir. Test yolk
bufferdaki ajan tamponlama 21mM TES ve 96mM Tris iceren bir zwitteryondur.
TES ve Tris bufferlar bir ¢ok enzimle uygunlugu ve onlarin tamponlama

araliklarindan dolay bufferlar iginde genisge kullanilmistir.

Semen kriyoprezervasyonu icin test yolk bufferin kullanimi motil spermin

daha yiiksek geri kazanimiyla sonuglanir.
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Test yolk buffer fonksiyonunun mekanizmasi belirsizdir. Fosfolipitte
degisim; sperm membranmin kolesterol orani ya da yumurta sarisi lipidlerinin
degisimi, serbest radikallerin sebep oldugu hasar1 azaltmasiyla sperm membranlarini

stabilize edebilir.

Seminal plazma proteinleri ve yumurta sarisi1 arasindaki bir makromolekiiler
etkilesim diger olasi mekanizmadir ve TES ve Tris komponentleri sinerjik etkili de
olabilir.  Son olarak yumurta sarisi  eklenmesiyle kriyoprezervasyon

akrozin/proakrozin membran enzim sistemlerinde kararlilig1 artirabilir.

Test yolk bufferin kulanimi1 erkek infertilitesinin tedavi ve teshisinde oldukga
biiyiik klinik 6neme sahiptir. Invitro fertilizsyon &ncesi test yolk buffer ile spermin
kisa bir inkiibasyonu spermin fertilizasyon potansiyelini de artirabilir. Test yolk
buffer sperm penetrasyon testi yani sperm fertilizasyon ve fonksiyonel biitiinliigiiniin
Olclimiine olanak saglamasimin yaninda diger labarotuvara orneklerin taginmasinda
saklama medyumu olarak da kullanililabilir. Yiiksek vizkoziteli semen 6rneklerinde,
test yolk bufferin eklenmesi spermin kapasitasyon gegirmesine izin verirken sperm

motilitesini artirabilir, ama akrozom reaksiyonunu engelleyebilir.

Yardimer iireme tekniklerinde donmus spermatozoanin kullanim genisiligi,
cerrahi bir yontem kulanilarak geri kazanilan spermatozoa, fertilizasyona desteginin
gelismesiyle birlikte, insan spermatoza kriyoprezervasyonunu gelistirmek igin ek

caligmalara ihtiya¢ dogmustur (Hallak ve ark 2000).
1.10.5 Kriyoprezervasyon Metodlari
Kriyoprezervasyonda birka¢ metod uygulamaktadir.
1.10.5.1 Klasik Yavas Dondurma

Embriyo ve oosit dondurulmasinda en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri

yavas dondurma teknigidir. Bir¢ok cesidi olmakla birlikte su basamaklar1 igerir;
1- Kriyoprotektanin eklenmesi,
2- Dondurma kaplarinin i¢ine hiicrelerin yerlestirilmesi,
3- Kaplarin dondurma makinesine alinmasi,
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4- Kristalizasyonun (seeding) uyarilmasi,

5- Yavas sogutma,

6- S1v1 nitrojen iginde saklama,

7- Orneklerin ¢oziilmesi ve kriyoprotektanin uzaklastirilmast.

Hiicrelerin dehidre edilmesinin amaci, hiicre i¢i buz olusumunu
engellemek ve neden olacag: zarari azaltmaktir. Bu amagla %10-11 civarinda

kriyoprotektan iceren soliisyonlar kullanilmaktadir (Shaw ve ark 2000).

Hiicreler, kriyoprotektan eklenmesinden sonra dengelenme siirecine girer
ve su kaybetmeye baglar. Su kaybinin nedeni, ekstraseliiller ortamin
hiperozmotikligi ve hiicre zarinin kriyoprotektana nazaran suya daha gecirgen
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicre biizlismesinin durmasi; hiicre disina su
cikist ve hiicre icine kriyoprotektanin girisi dengeye ulastigi anda son bulur

(Fahning ve Garcia 1992).

Dondurma makinesinde 0°C’ nin altindaki sicakliklarda kontrollii olarak
buz olusumunun uyarilmasi gergeklesir. Dondurma isleminin yavas yapilmasinin
nedeni bu dengeleme slirecine zaman tanimak icindir. Aksi taktirde, su hiicre

icinde donacak ve hiicrenin 6liimiine neden olacaktir.

Yavas dondurma tekniginin kullanilmasiyla biyolojik yapilarda iki tip

hasar olugma riski vardir;

- Sogutmanin hizli yapilmasia bagli olarak olusan hiicre iginde buz

olusumu,

- Sogutma c¢ok yavas yapildiginda medyumdaki buz Kkristallerinin

olusumuna bagli meydana gelen eriyik konsantrasyonunun artmasidir

(Gao ve Critser 2000).

Sogutma oraninin saptanmasinda, membran yapisi, hiicre plazma
membraninin suya ve kriyoprotektana karst 1siya bagimli gecirgenligi ve
yiizey/hacim oranmi olmak {iizere 3 onemli faktor kullanilmaktadir (Agca 2000).

Cogu kriyoprotektan hiicre i¢ine giris hizina karsin, suyun hiicreden ¢ikist hizi
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kadar bir hizla hiicre igine giremediklerinden, hiicrede dehidrasyona ve
biiziismeye neden olurlar. Bu olay kriyoprotektanin dilusyonu sirasinda tersine
donmektedir. Dilusyon medyumundaki su, hiicre i¢ine hizla girerken, hiicre
icindeki kriyoprotektan ayni hizla g¢ikamamaktadir. Sonucta, hiicrede sisme
meydana gelmektedir. Bunu 6nlemek amaciyla dilusyon medyumlarina, hiicre
zarin1 gegemeyen siikroz katilmaktadir. Siikroz, suyun hiicre igine girigini
yavaslatarak hiicrenin aniden sismesine ve ozmotik bir sok yasamasina engel

olmaktadir (Mazur ve Schneider 1968).
1.10.5.2 Vitrifikasyon

Sperm hiicresinin dondurulmasinda kullanilan bir diger ydntem de
vitrifikasyon (camlasma) teknigidir. Bu yontemde viskozitenin artarak bir su bazli
¢ozeltinin sividan katiya donlismesi saglanir. Vitrifikasyon yavas dehidratasyon
ortami1 yerine ¢ok yiiksek ozmolarite ortaminin kullanildigi ¢ok hizli dondurma
yontemidir. Cok hizli dehidratasyon sonrasi 6rnekler dogrudan sivi azota yerlestirilir.

Su kristalize olmaz ve buz olusmaz (Tung ve Bozkirli 2006).

Vitrifikasyon tekniginde sicakligin ani diisiiriilmesi ¢ok 6nemlidir. Bunun

baslica iki nedeni bulunmaktadir;

* Sogutma hiz1 yiiksek olursa, vitrifikasyon icin gereken kriyoprotektan

miktar1 azalmakta, boylece toksik hasar riski diigsmektedir.

* Ayni sekilde, soguga duyarli olan biyolojik yapilarin zarar gordiigii, sicaklik
dereceleri (-5, -15°C arasi) hizla gecilebilmektedir.

Saniyede 107°C’ lik sogutma orami ile su bile vitrifiye edilebilmektedir.
Payetlerin  nitrojene daldirilmas1 ile 2500°C/dk> Uik bir sogutma orani

saglanmaktadir.

Basaril bir vitrifikasyon i¢in, viskozitede ¢cok yogun bir artis gerekmektedir.
Bunun i¢in ya yiiksek sogutma oranlar1 ya da diisiik sicaklik derecelerinde
viskoziteyi artiran ve buz kristallerinin olusumunu baskilayan kriyoprotektan

¢ozeltilerin kullanimi gerekir (Sutton 1991, Vajta 2000).
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1.10.6 Kriyoprezerasyon Sirasinda Hiicrede Meydana Gelebilecek

Degisiklikler

Sicakligin degismesine bagl olarak hiicrede bir takim degisiklikler meydana

gelmektedir. Sicakligin 37°C’ den 7°C’ ye kadar diismesi ile enzim reaksiyonlarinda

yaklasik olarak 7-8 kat azalma meydana gelmektedir. Sicakligin diismeye devam

etmesiyle beraber hiicrenin icinde bulundugu soliisyonlarda da bazi fiziksel ve

kimyasal degisimler meydana gelir.

Hiicrelerin dondurulmasinda suyun biyolojik formunun degisimi soz
konusudur. Yani dondurma, suyun biyolojik olarak kristallesmesi, sekil
degistirmesi ile gerceklesir. Hiicrelerin dondurulma islemi sirasinda ekstraselliiler
soliisyon kendiliginden veya etkime (seeding) ile -5 ila -100°C’ de kristallesir.
Ancak intraselliiler ortam hiicre membraninin etkisiyle henliz donmamaigstir. S6z
konusu olusum sirasinda ekstraselliiler suyun buzlagmasi nedeniyle ortamda
bulunan maddelerin yogunlugunda artis olusur. Bu durum kimi kimyasal
maddelerin hiicre i¢inde ve disinda farkli yogunlukta bulunmalarina yol agcar.
Meydana gelen farkli yap1 ya da denge nedeniyle bir kisim sivinin hiicre digina
¢ikmasi (dehidrasyon) ile bu kez de hiicre iginde bulunan bir kisim erimis
maddelerin yogunlugunda yilikselme meydana gelir ve hiicre igerisinde de
kristaller olusur. Dondurulma sirasinda hiicrede meydana gelebilecek

degisiklikler;

1. Coziiciiler ve tuz soliisyonlar1 siv1 fakat vizkozitesi yiiksek fazda ise, su,
buz kristallerine doniisiir, sivi fazdan kati hale gecer. Sicakligin diismesi
sonucunda meydana gelen buz kristalleri, hiicre igi sistemi koruyan hiicre

membranlarinda biiyiik lezyonlar olusturabilir.

2. Sicakhigin diismesi ve suyun buz kristalleri olusturmasi nedeniyle
geride kalan tuz soliisyonlar1 ektraselliiler ortamdaki ¢oziiciiliik etkilerini gittikge
azaltir. Su-tuz-buz karisimi kritalize oldugu anda buna 6tektik noktalar1 denir. Tuz
bilesenler, 6tektik noktalarina suyun kristallesmesi ile ulasir. Bu degerler normal
kiiltiir soliisyonlari igin -10°C ile -17°C arasi, sodyum klorid i¢in ise -25°C dir.
Bu sebeple kriyoprotektif ajanlarin yoklugunda mortalite artacak, hiicreler yiiksek

oranlarda pH degisikliklerine ve farkli konsantrasyonlarda tuzlarin etkisine maruz
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kalacaktir. Bu durum lipoprotein denatiirasyonu ve buna bagli olarak membran

icinde zorlanmalara neden olur ve bu da soliisyon etkisi olarak agiklanabilir.

3. Dondurma soliisyonu i¢indeki tuz konsatrasyonunun artmasi ile birlikte
hiicre ozmotik hale gecer ve su kaybeder, bunu takiben pasif dehidratasyon ve
biiziigme baglar. Hiicre yogunlugundaki azalmanin ¢ok olmasi hiicre yapisinda

geri donlisiimsiiz hasarlara yol agarak hiicrenin 6liimiine sebep olur.

4. Kriyoinjury: Gametlerdeki sogutma zarari hiperozmotik stres, soguk
soku stresi, ozmotik biiziisme-sisme sonucu olusmaktadir. Hiperozmotik ¢evrenin
yaratilmasinda ortam pH’ 1, selliiler dehidrasyonda artis, hiicre membran protein-
lipit kompleksinin zayiflamasi 6nemli yer tutar. Donma esnasinda, oosit ve
embriyoda olusan koyu lipit damlaciklarinin soguk soku hasariyla ilgili oldugu

diistiniilmektedir.

Gamet ve embriyonun soguk sokuna maruz kalmasinda gelisen zararlar,
intraselliiler dehidrasyon, membran lipit ve proteinlerinde destabilizasyon-
denatiirasyon, hiicre ve endoplazmik retikiilimunda ozmotik sisme, plazma
membraninda intramembrandz kiimelesme, zona pellusidada fraktiir, akrozomal
enzimlerin salinimi, soguk sokuyla spermin sirkiiler hareketi ve motilite kaybu,
oositlerin IVF kayiplar1 olarak siralanabilir. Bunlarin sonucunda, hiicrede
apopitozis, serbest radikal olusumu, ATP sentezinde aksama, fertilite kaybu,

polispermi ve tetraploidi olugsmaktadir (Aydiner 2008).
1.10.7 Sperm Kriyoprezervasyonu

Sperm hiicreleri dondurulduktan sonra canli olarak uzun yillar saklanabilir

ve istenildigi takdirde ¢oziilerek yardimci iireme tekniklerinde kullanilabilir.

Sperm ve dondurucu hava sicaklig ile ilgili ilk gozlemlerin 1770 yillarda
yapildigr bildirilmigltir. 1866 yilinda ilk kez insan sperminin dondurularak
saklanmasi fikri ortaya atilmistir. 1940 yilinda Londra’ da Sir Alan Parker ve
arkadaslar1 kiimes hayvani spermatozoasini dondurarak saklamak istemisler, fakat
¢ok basarili olamamiglardir. Dondurulmus ¢oziilmiis sperm kullanilarak elde
edilen ilk gebelik 1953 yilinda bildirilmistir. 1960 yilinda sperm dondurma ve

saklamada sivi nitrojen kullanilmaya baslanmistir. 1961 yilinda Audrey Smith
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yayinladigt makalede, boga spermini gliserol kullanarak dondurdugunu ve
donmus bu spermin ¢oziiliip kullanilmasi ile basarili gebelik elde ettigini

bildirmesi ile bu konudaki ¢alismalar hizlanmistir.

1972 yilnda ilk hiicre dondurma bankasi kurulmustur. Bir yildan fazla
stiredir saklanan sperm ile diinyaya gelen ilk saglikli bebek 1973 yilinda
dogmustur. Tyler Tip Merkezinde 20 yil gibi uzun bir siiredir saklanmakta olan
sperm ile canli bir bebek dogumu da 1998 yilinda gergeklesmistir. (Tung ve
Bozkirl1 2006).

Kriyoprezervasyonun yardime iireme tekniklerinde (YUT) énemli bir yer
tuttugu bilinmekle beraber sperm kriyoprezervasyonu kullanim amaglarini su

sekilde siralayabiliriz;

1. Sperm parametreleri normal olup; kemoterapi, radyoterapi gorecek

hastalarin 6rneklerinin alinip saklanmast,

2. Spermatogenezi inhibe edebilecek ilaglarin kullanim &ncesinde

ejakiilattan sperm alinip saklanmasi,

3. Testis veya prostat cerrahisi Oncesinde ejakiilattan sperm alinip

saklanmasi,

4. Obstriiktif azoospermiden siiphelenilen ve yardimci lireme tekniklerinde
kullanilmasi planlanan hastalarda 6ncesinde testisin histopatolojisi hakkinda bilgi
sahibi olunmasi, esi hazirlanmamis olan nonobstriiktif azoospermik hastalarda

testikiiler sperm ekstraksiyon (TESE) ile bulunan spermlerin saklanmasi,

5. Azoospermik hastalarda basarili veya basarisiz bir islem sonrasinda
istenilen gebeliklerde cerrahi islemleri tekrarlamamak igin alinan Ornegin

saklanmasi,

6. Prepubertal donemde malignensi sebebiyle kemoterapi ya da

radyoterapi,
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7. YUT planlanan hastanin psikolojik faktérler gibi sebepler nedeniyle
islem giinii 6rnek alinma problemi olabilecegi diisiiniiliiyorsa onceden Ornek

alinip saklanmasi (McCoshen ve Fernandes 1990, Rengi ve ark 2003).

Spermatozoondaki membransel yapilar (plazma membrani, dis akrozomal
membran ve mitokondri membrani) ile oosit-embriyo membrani, donma/¢dziinme
islemine kars1 son derece duyarlidir. Membran yapilari akici mozaik tarzinda
diizenlenmis protein, glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sirali fosfolipit
katmanindan olusmustur. Bu yapilarin termodinamik ozellikte ve %65-70
oraninda doymamis fosfolipitlerden (yag asidi) olusmasi, membranlarin
sogutulmalarinin sonucu olarak irreversibl faz degisimine, sivi fazdan jel fazina

gecmesine neden olmaktadir (Watson 1995, Watson 2000).

Gelisen faz degisimi membran i¢i enzimlerinin kinetiginde degisime yol
acarak, ¢oziim sonu canliligini azaltmaktadir. Bu degisimler sonrasi olusan
stabilizasyonun bozulmasiyla da hiicrede soguk soku gelismekte, bu durum
terminolojide sogutma hasar1 olarak adlandirilmaktadir. Ayrica membranlarin
doymamis fosfolipitlerce zengin olmasi, lipit peroksidasyonuna karsi duyarlilig
dogurmakta, hiicrelerin kisa ya da uzun siireli saklanmasi sirasinda hiicresel zarari

sekillendirmektedir (Watson 1995, Holt WT 2000a, 2000b).

Spermin degisik olusum evrelerine spesifik kriyoprezervasyon yapilabilir.
Sperm testisten ¢iktiktan sonra plazma membran lipid ve proteinlerinde fiziksel ve
kimyasal degisiklikler olur. Degisik maturasyon evresindeki spermler farkl
kriyobiyolojik 6zellikler gosterirler ve farkli dondurma ¢ézme yontemi gerekir.
Ejakulat sperminin dondurma ve ¢ozme sensitivitesi epididimal sperm ve
testikiiler spermden daha yiiksektir. Kriyoprezervasyon sirasinda sperm
hasarlanmasi olabilir. Sperm motilitesi ve sperm-oosit flizyon kapasitesi azalabilir
veya plazma membran lipid peroksidasyonuna bagl olarak fertilizasyon
azalabilir. Bunlarin sebebi serbest oksijen radikallerinin (hidrojen peroksit vs)

tiretiminin artmasidir (De Lamirande ve ark 1997).

Sperm dondurmanin sperm motilitesi ve canliligi iizerine olumsuz etkisi
olabilir. Bunu 6nlemek ic¢in bazi arastirmacilar kiiltiir ortamina koruyucu olarak

askorbik asit, katalaz, E vitamini vs. gibi antioksidanlarin eklenmesini Onerirler.
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Dondurma ¢6zme islemi sirasinda spermin fertilizasyon kapasitesini
azaltan boyun kiriklar1 goriilebilir (Verheyen ve ark 1997). Akrozomal ve plazma

membranlarinda sisme ve parcalanma olabilir (Askari ve ark 1994).
1.11 Apoptozis

Organizma siirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken,
varolan hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece
denge korunmaktadir. Hiicre Oliimiintin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve
nekrozdur. Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve
morfolojik olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (Thompson 1995, Ameisen
1996).

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise de belirli bir

dokuda olmas1 gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir (Bellamy ve ark

1995, Cummings 1997).

Apoptozis ve mitozis eriskin dokuda siirekli bir denge halindedir.
Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis ile

ayni1 anlamda kullanilan terimlerdir (Bellamy ve ark 1995, Majno ve Torisl 1995,

Schwartzman ve Cidloski 1993).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢6ziiniir, plazma
membrani yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecgerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membran1 yirtilmaz. Apoptozisin
gerceklesebilmesi igin yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢ci ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile Olecegine yon verir. Bu da
mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre
ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve
nekroz ile 6lecektir (Lu ve ark 2000). Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve hiicre
kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA
fragmantasyonu ile karakterizedir (Gavrieli ve ark 1992, Lu ve ark 2000).

1.11.1 Apoptozisin Onemi

Insan viicudunda her saniyede 100.000 hiicre mitoz ile olusurken, yine

benzer sayida hiicre apoptozis ile 6liir (Vaux 1999).
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Programlanmis hiicre sitireci ya da apoptozis genel olarak belirli
morfolojik Ozellikler ile karakterize edilen, ATP bagimli biyokimyasal bir
mekanizmadir. Apoptozis normal hiicre turnoveri, normal gelisim, immiin sistem
fonksiyonu, hormon bagimli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal olarak
uyarilmig hiicre 0limiinii iceren gesitli islemlerin hayati komponenti olarak goz
ontinde bulundurulmaktadir. Uygun olmayan apoptozis norodejeneratif
hastaliklar, iskemik zarar, otoimmiin rahatsizliklar ve bir¢ok kanser tipini

kapsayan bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (EImore 2007).

Apoptozis normal olarak gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin
devamini saglamak i¢in bir homeostatik mekanizma olarak karsimiza ¢ikabilecegi
gibi, aynt zamanda hastalik ya da zararli ajanlar tarafindan hiicreler zarar
gordiigiinde ya da immiin reaksiyonlar gibi bir savunma mekanizmasi olarak da

olusabilir (Erdz ve 2012).

Normal fizyolojideki apoptozisin rolii, karsit1 olan mitozis kadar 6nemlidir
ve ¢esitli hiicre populasyonunun diizenlenmesinde mitozise zit rol oynamaktadir.
Organogenez sirasinda dokularin yikilarak yeniden yapilmasi sirasinda da
fizyolojik apoptozis 6nemli yer tutar. Erigkin bir insan viicudunda homeostazisin
devamliligi gereklidir ve apoptozis tarafindan gergeklestirilen bu oOlimleri

dengelemek i¢in her giin yaklagik olarak 10 milyar hiicre yapilir (Eréz ve ark
2010, Renehan ve ark 2001).

Apoptozis ¢esitli gelisim basamaklar1 siiresince kritik 6neme sahiptir.
Ornek olarak sinir sistemi ve immiin sistemin her ikisi hiicrelerin agir1 iiretimi ile
aciga cikar. Bu baslangigtaki asir1 tiretimi daha sonra sirasiyla fonksiyonel
sinaptik baglantilarin1  kuramayan ya da antijen spesifitesini liretemeyen
hiicrelerin 6liimii takip eder (Nijhawan ve ark 2000, Opferman ve Korsmeyer
2003).

Apoptozis aynt zamanda patojenlerin istila ettigi hiicrelerden viicudu
kurtarmak i¢in gereklidir ve skar igerisindeki graniilasyon dokusunun degisimi ve
inflamatuvar hiicrelerin uzaklastirilmasini igeren yara iyilesmesinin hayati bir
komponentidir. Apoptozis periferal dokularda ya da merkezi lenfoid organlarda

(kemik iligi ya da timus) ki olgunlagma siiresince aktive edilmis ya da otoagresif

32



immiin hiicrelerin elimine edilmesi i¢in de gereklidir. Daha da 6tesi, organizmalar
yaslandikca, bazi hiicreler hizli bir oranda kotiilesmeye baglarlar ve apoptozis

yolu ile elimine edilirler (Er6z ve ark 2012).
1.11.2 Apoptozisin morfolojisi

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlagsmasi ve daha sonra
pargalara ayrilmasidir (Aksit ve Bildik 2008). Immun elektroforez yapildiginda
‘ladder pattern’ olarak isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusur
(Walker 1999). Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken,
apoptoziste yaklasik 300.000 kirtlma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz.
Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis
yiizey yapilari1 kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, bir ka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’{inii kaybederler. Bu goriiniim muhtemelen plazma membraninda
bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baglidir.
Apoptotik  hiicrelerin  bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 1s1k
mikroskobunda incelendiginde, hiicreler etrafinda agik bir parlama seklinde

goriilmektedir.

Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre,
sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir
ve fagosite edilir (Aksit ve Bildik 2008). Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma
membranindaki degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda
olan fosfatidilserin (PS), aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis
yapragina goc¢ eder. Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 06zelligindeki

reseptorleri PS ile baglanir ve fagositozu uyarir. (Oktem ve ark 2001).

Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziigme ve c¢evre hiicrelerle olan temasin
kaybolmas1 ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, Cl tasiyict
sistemin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin yarisina diiser, ¢evre ile
olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslar1 kaybolur. Elektron mikroskobunda
gozlenen degisikliklerde, oOncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve

kabarciklanmalar olusur ki bu yap1 ‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki
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tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir (Tomatir 2003). Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin
ve fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak
dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagh translokaz ile aktif
olarak korunmaktadir. Apoptozis sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dis yiizey tabakaya
yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir. Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin,
makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptozis 30-60
dakika gibi bir siirede tamamlanir. Hiicre iskeleti apoptozisde dnemli bir role

sahiptir (Saraste ve Pulkki 2000).

Elektron mikroskobunda apoptozis esnasinda, kromatinin yogunlagmasi,
sitoplazmanin biiziilmesi, plazma membraninin kabarmasi, mitokondri dis
membraninda sisme, mitokondrial membran araliginda sitokrom ¢ ve bir
oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan “Apoptozis Indiikleyici Faktor”
salmimi, gergeklestigi bildirilen morfolojik degisikliklerdendir (Oktem ve ark
2001, Aksit ve Bildik 2008).

1.11.3 Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar
1.11.3.1 Fiziksel Farkhliklar

1- Nekroz birlesik hiicre gruplarimi etkiler, oysa apoptoziste tek tek

hiicreler etkilenir (Cummings ve ark 1997, Spencer ve ark 1996).

2- Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptozis fizyolojik
uyaranla da baslayabilir (Wyllie 1980, Bellamy ve ark 1995)

3-Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi
ile ¢agrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptozise ugrayan hiicre ise
cevreye kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya
makrofajlar araciligi ile fagositoza ugrar. Nekrozda inflamatuar cevap vardir,
apoptoziste ise yoktur (Bellamy ve ark 1995, Cummings ve ark 1997, Majno ve
Torisl 1995).
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1.11.3.2 Morfolojik Farkhhklar

1- Nekrozda zar biitiinliigii bozulur, apoptoziste zarda kabarciklar goriiliir

fakat asla zar biitiinliigii bozulmaz (Cohen 1993b, Spencer ve ark 1996).

2- Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baglar, apoptoziste ise
sitoplazmada biizilme ve ¢ekirdek yogunlagmasi goriilir (Cohen 1993a,
Cummings ve ark 1997).

3- Nekroz total hiicre parcalanmasi ile sonlanir, oysa apoptozis hiicrenin
daha ufak fragmanlara doniismesi ile sonlanir (apoptotik cisimler) (Cummings ve

ark 1997).

4- Nekrozda hiicre zarinda vezikiil formasyonu yoktur, total par¢alanma

olur; oysa apoptoziste zara bagli vezikiiller olusur (Cohen 1993b).

5- Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmast mevcut iken,
apoptoziste; apoptozisi baglatan bcl-2 gen ailesinin {irettigi por olusturan
proteinlerin etkisi ile organeller biitiinliiglinii korur, ancak delikli bir yapiya

kavusur (Cohen 1993a, 1993b).
1.11.4 Apoptozis Mekanizmalari

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya cevreden
gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir (Erdogan 2003). Apoptozis onceden
hazir olan hiicrelerde primer olarak baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu
sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; tiimor nekroz faktorii
(TNF), koloni uyarict faktorler (CSF), noron biiyiime faktorii (NGF), insiilin
benzeri biiyime faktér (IGF), interlokin-2 (IL-2) gibi maddelerin ortamda
azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli antijenler Onemli yere
sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde rolii oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas
proteinleri, viriislerde de (HIV gp120 proteini, influenza viriisii TNF reseptori
tizerinden; adenovirlis hiicre genetik yapisin1 bozarak) hiicreyi apoptozise

gotirmektedir (Aksit ve Bildik 2008).
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Apoptozisin induklenmesinde ii¢ sinyal yolunun oldugu bilinmektedir.

Bunlar:
1-Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi,

2-Hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan Oliim aktivatorleri ile

tetiklenme,
3-Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olugturulmasi.
1.11.5 Apoptozisin Genetik Kontrolii
1.11.5.2 Antiapoptotik Proteinler

p-53; apoptozisi diizenleyen, tiimoér baskilayict bir gendir. Hipoksi ve
serbest radikal olusumu p-53 aracili DNA onarimi ve apoptozisi baslatir

(Banasiak ve Haddad 1998).

c-myc; bir transkripsiyon diizenleyici faktér olan c-myc proteini, ortamda
bazi faktorlerin bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise

ugramasina neden olur (Evan ve ark 1992).

Bcl-2 ve Bcl-xl; Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi apoptotik kaskadin
kontroliinde en 6nemli gruptur ve bir diizineden fazla iiyesi vardir. Bunlardan
bazilar1 apoptotik aktivitenin Onciileri iken (bax ve bad), digerleri antiapoptotik

(hiicre koruyucu) proteinlerdir (Lu ve ark 2000, Newton ve Strasser 1998).
1.11.5.3 Proapoptotik Proteinler
Bax, Bad ve Bid; apoptozisi indiikleyen proteinlerdir.
1.11.6 Spermatogenez ve Apoptozis

Doku canliliginda ve canliligin devaminda, normal fizyolojik ortamin
korunmasinda etkin olan apoptozis, testikiiler dokuda da siklikla saptanan bir
olaydir. Bilindigi iizere spermatogenezis, spermatogonial kok hiicreden mitotik ve
mayotik boliinmeler sonucu hiicre farklilasmasi ile olgun sperm hiicresinin

olusmasidir (Kogyigit ve Cevik 2011). Normal spermatogenez sirasinda, hiicre
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gelisimi ve farklilagmasina ilave olarak germ hiicre 6liimii de goriiliir ve bu sperm

olusumunda kritik rol oynar (Sinha ve ark 1998, Sharpe 1994).

Apoptozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyumda hiicre Olimiine yol agar (Beumer ve ark 2000). Germ
hiicrelerindeki bu 6liim spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir
(Jefferson ve ark 2000). Testiste devamli olarak kendiliginden apoptozis
gerceklestigi belirlenmistir (Kerr 1992). Testiste, hasarli germ hiicrelerinin yok
edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin %75' i apoptozise maruz
kalir (Hsueh ve ark 1996). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik hiicre
elenmesi, olgunlasmakta olan germ hiicreleri ile sertoli hiicreleri arasinda uygun
sayisal oran1 saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir

(Kogyigit ve Cevik 2011).

Testiste, germ hiicresi apoptozisinin hormonlar gibi ¢esitli dig faktorler ile
kontrol edildiginin bilinmesine karsin fizyolojik dnemi konusunda tam bir bilgi
yoktur (Dunkel ve ark 1997). Fizyolojik olarak germ hiicresi 6liimii yasam boyu
stirer (Bartke 1995, Billig 1995).

Radyasyon veya toksinlere maruz kalma gibi dis etkiler de germ hiicresi
apoptozisine neden olur (Henriksen ve ark 1995, Allard ve Boekelheide 1996,
Henriksen ve ark 1996, Schlegel ve ark 1996, Lee ve ark 1997). Bunun yaninda
Fas-FasL etkilesiminin de germ hiicresi apoptozisine neden oldugu belirlenmistir
(Lee ve ark 1997). Bu sistem, bircok hiicre tipinde apoptozisin fizyolojik
diizenleyicisidir (Henriksen ve ark 1995, Henriksen ve ark 1996).

Apoptozisin, normal bir spermatogenez sirasinda varsayilan iki rolii
vardir; germ hiicre sayisint sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi bir sayida
tutmak ve olas1 anormal spermatozoonlari segici olarak azaltmaktir (Sakkas ve ark
2002, Sakkas ve ark 2003). Ancak hasarli apoptotik germ hiicrelerinin
uzaklastirilmasi basarisiz olursa semen iginde anormal sperm sayisi yiikselir ve

diistik fertiliteye neden olur (Anzar ve ark 2002).

Spermatogenez esnasinda germ hiicrelerinin apoptozisinin kontrolii
ozellikle onemlidir. Bu kontrol germ hiicreleriyle yakindan iligkili sertoli

hiicrelerinden tiirevlenen sinyaller ile gerceklestirilir. Bu sinyallerin anlagilmasi
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genetigi degistirilmis hayvanlarin spermatogenik bozukluklarinin g¢aligilmasiyla
ortaya ¢ikar. Diger hiicre tipleri gibi, erkek germ hiicreleri de dis sinyallerle,
hiicreler arasi1 sinyalleme yollarin1 kendi i¢ g¢evrelerinde aktive ederek kendi
kaderlerini belirleyen yanit1 verirler. Bcl-2 ailesi proteinleri germ hiicrelerinin
kaderlerini belirleyen bir sinyalleme yoludur. Bu ailenin bazi iiyeleri hiicrelerin
hayatta kalmasini diizenler (6rnegin; Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w,Mcl-1 ve A1) digerleri
de antagonistik ¢alisir (Bax, Bak, Bim) (Print ve Loveland 2000).

Son yillarda seminifer epitelyum dongiisiinde apoptozisin meydana geldigi
bilinmektedir. Indiiklenmis germ hiicre apoptozisi spermatogenik dongiiniin
spesifik asamalarinda aciga ¢ikarilmistir ve spermatogenezis sirasinda germ hiicre
Oliimiiniin hiicre dis1 kontrolii rapor edilmistir (Levy ve Seifer-Aknin 2001).
Ancak, ejakula spermlerdeki apoptozisin biyolojik 6nemi bilinmemektedir (Ricci
ve ark 2002).

Yapilan g¢aligmalarda sperm kriyoprezervasyon isleminin fosfatidilserin
translokasyonuna yol ag¢mak suretiyle apoptozisi indiikledigi bildirilmistir.
Ozellikle, s1v1 azot buhari, sperm sulandirma ve ekilibrasyon asamalari1 apoptozis
ve benzeri olaylarin potansiyel baslaticilaridirlar. Diisiik sperm yogunlugu ve
anomalilerin apoptozisi indiikledigi belirtilmis, insanlardaki bir ¢aligmada 35 yas
ve lizeri grubun 25 yas alt1 gruba gore yiiksek apoptozis gosterdigi belirtilmis olsa
da herhangi bir iliskinin bulunmadigi yoniinde sonuglanan ¢aligmalarda mevcuttur
(Kogyigit ve Cevik 2011).

1.11.7 Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler
1.11.7.1 Morfolojik Yontemler
A) Isik Mikroskobu:

Apoptozis, Jain ve arkadaglar1 tarafindan hiicreler boyandiktan sonra 151k

mikroskobu kullanilarak degerlendirilmesi gerektigi bildirildi (Jain ve ark 2009).
-Hematoksilen-Eozin Boyama (HE)

Morfolojik boyama metodlarinin en ucuz ve en kolay olan1 HE boyamadir.

HE ile boyanan materyaller hemen hemen tiim laboratuarlarda 151k mikroskobu
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kullanilarak degerlendirilir. HE boyama hem invivo dokularda hem de invitro
hiicrelerde kullanilabilir (Brown ve ark 2001, Huang ve ark 1997).

Eger boyama iyi yapilmissa apoptozis i¢in spesifik degisiklikler kolayca
gozlenebilir. Mitotik hiicrelerin erken fazi (profaz veya metafaz) bazi durumlarda

apoptotik hiicrelerle karistirilabildiginden dolayi tecriibeye ihtiya¢ duyulmaktadir.

HE boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Go6zlenebilen degisiklikler
sunlardir: hiicre kiiglilmesi veya sitoplazmik kiiclilme, kromatinin kondanse
olmast ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi, nukleusun kii¢iilmesi veya

parcalara boliinmesi.
-Giemsa boyama

Giemsa ile boyamada, HE ile boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisi
esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlar1 hematoksilen
boyamaya gore daha iyi se¢ilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin
bir istiinligli yoktur. Bu boyamanin toplam siiresi bir saatten daha azdir ayni

zamanda ucuz bir boyama yontemidir (Ulukaya ve ark 2011).
B) Floresan mikroskopi:

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyasi, DAPI
“4,6-diamidine-2’-phenylindole”, propidium iodide, Annexin V, akridin orange,
ethidium bromide, FITC “fluorescein isothiocyanate™) kullanilmasiyla yapilan bir
boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin
kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelebilir. Hiicre kiiltiirli ¢alismasinda
kullanilirlarsa, canli hiicre ile yagayan hiicrenin ayrimina olanak tanirlar. Canli ve
6l hiicre ayrimini yapabilmek i¢in, canli veya olii tiim hiicreleri boyayabilen bir
boya (6rn. Hoechst boyas1) ile sadece 6lii hiicreleri boyayabilen bir baska boya
(6rn. Propidium iyodiir) beraber kullanilir. Membrani saglam olan (canli)
hiicreler, propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii bozulmus (6lii)
hiicreleri boyayan bir madde ile boyanmazlarken, 6lii veya canli tim hiicrelere
girebilen Hoechst boyas ile boyanirlar. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin 6lii ya

da canli oldugu anlasilabilir ama 6lii hiicrelerin apoptozisle veya nekroz ile 6liip
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6lmediklerinin ayrimi, hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine
bakilarak yapilir. Kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan

hiicrelerin apoptotik hiicreler olduklarini diistindiiriir (Giiles ve Eren 2008).
C) Elektronmikroskopi:

Elektron mikroskobiyle degerlendirilen apoptozis en degerli metot olarak
diistiniilmektedir (Asher ve ark 1995). Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak
gozlendigi bir yontemdir. Sitoplazmik kii¢clilme, kromatin kondansasyonu ve
fragmentasyonu izlenebilirken, mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus
membranmin biitinliigiiniin bozulup bozulmadig1 gibi subselliiler detaylar da

incelenebilir (Ulukaya ve ark 2011).
D) Faz kontrast mikroskopi:

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, hiicreyi veya hiicre
toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar1 alt
tabakadan ayrilacaklari igin besiyeri i¢inde yiizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz
kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler. Faz kontrast mikroskobu ile apoptotik
hiicreler iizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir. Hiicreler heniiz
substratuma yayilmis haldeler ise hiicrelerin sitoplazmasinda ortaya ¢ikan
vakuoller de gozlenebilir. Hiicre kiiltiiri ortaminda apoptozise giden hiicrelerin
baslangigta hiicre membranlari intakt olmasina ragmen ileri donemlerde sekonder

nekroz gelisir ve boylece membran biitiinliikleri bozulur.

Cepciklerin olustugu asamada membran biitiinliigi halen tamdir ve bu
asamada nukleus morfolojisindeki degisiklikler floresan boyalarla gozlenebilir.
Fakat bu donem uzun siirmez dakikalar iginde membran biitiinliigii bozulur.
Istenirse hem faz kontrast mikroskopisi hem de floresan mikroskopisi aym anda
kullanilabilir. Boylece nukleusu renklendirilmis ve belirgin bir sekilde ortaya
konmus hiicrelerin faz kontrast mikroskopisi fotograflari elde edilebilir (Giiles ve

Eren 2008).
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1.11.7.2 immiinohistokimyasal Yontemler:
A) Anneksin V yontemi

Membran fosfolipidlerinden biri olan PS normalde membranin
sitoplazmazmik yiizeyinde lokalize olur. PS molekiilii apoptozise ugrayan
hiicrede, hiicrenin dis yiizeyine transloke olur. Bu translokasyon, hiicre ortamina
uygulanan bir floresan madde ile isaretlenen Annexin V, hiicrenin apoptozise
donmesini ve PS’ vyi tesbit etmesini saglar. Translokasyon hiicre membran
biitlinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre Oliimiiniin erken doénemlerinde
meydana gelir. Anneksin V, hiicrenin dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserine
baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile
isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir (Vermes ve ark 1995, Li
ve ark 2011). Spermatozoanin biitiinligii propidium iyodiir (PI) ile annexin V
boyama yonteminin konjugasyonuyla kolayca tesbit edilebilir (Sion ve ark 2004).
PI membrandan gegemeyen vital bir boyadir ve 6lii spermatozoada membran
biitiinliigli tamamen bozuldugu i¢in PI membrandan gegcerek DNA’ y1 boyar
(Glander ve ark 1999). Bununla birlikte nekroz gegiren bir hiicre de anneksin V +
FITC ile boyanmis olabilir ancak verilerin yorumlanmasina dikkat edilmelidir
¢linkii hiicrenin dis zarina ¢ikip boyanan PS molekiilleri ve membran hasari
aracilifiyla sitoplazmaya giren isaretleyici yanlis pozitif bir sonug verebilir.
Floresan mikroskobu mevcut degilse flow sitometrik metodu da anneksin V +

FITC icin kullanima uygundur (Ozdemir 2011).
B) TUNEL yontemi
DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar (Ansari ve ark 1993).

Apoptotik parcalanma sonucu DNA uglari, DNA polimeraz veya Klenow
fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarl bir
yontem olarak bulunmustur. Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik
isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ
isaretleme ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri

digerlerinden ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP
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nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla
anilmaktadir (Giiles ve Eren 2008).

Parafin bloklar, frozen kesitler ve hiicre kiiltiirleri bu metodla kolayca
analiz edilebilir. Bu yontem bir hiicre populasyonundaki apoptotik hiicre
Olimlerini belirgin bir sekilde goriintiiler. Genellikle immiinohistokimyasal

kurallar 6rnekler i¢in uygulanmaktadir.

Fragmante ya da kondanse olan apoptotik hiicreler DAB ile boyanirsa
pozitif olan hiiceler kahverengi boyanir. Normal hiicreler hematoksilen ile
kirmizi-mavimsi veya metilen yesili ile yesil boyanir. Bununla birlikte TUNEL
yonteminin bazi siirliliklar1 vardir. TUNEL yontemiyle isaretlenen hiicrelerin

bazilar1 esasen aktif proliferatif hiicreler olabilir (Ulukaya ve ark 2011).
C) M30 yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmast sonucu agiga c¢ikan yeni antijenik bolgenin immiinohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenirler. Sadece sitokeratin 18’1
eksprese eden dokularda kullanilmas1 miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli
dokulardir. Sitokeratin 18 (CK18) tek katli ve glandiiler epitelyum hiicrelerinde
bulunan tip 1 intermediate filament proteinidir. Cogunlukla akciger, karaciger,
prostat, gogiis ve kolon kanser tiplerinde eksprese edilirken, lenfoid ve noral

hiicrelerde bulunmaz (Overbeeke ve ark 1998, Pinarbasi1 2007).
D) Kaspaz-3 yontemi

Prokaspaz-3 farkli hiicre tiplerinde apoptoziste anahtar bir rol oynayan
proteazdir (Janicke 1998). Prokaspaz-3 apoptozis igeren farkli tesvik ediciler
tarafindan aktive edildikten sonra aktif kaspaz 3 olarak adlandirilir. Kaspaz 3’ iin
kirihp kirilmadigi immiinohistokimyasal olarak tesbit edilebilir. Kaspaz 3’ {in
kirilmasinin tesbiti, doku ve hiicrelerde apoptozisin tesbit edilmesi i¢in spesifik

bir metodu (Arroyo ve ark 2010, Cheng 2011).
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E) ELISA Testi

ELISA testi, viral, bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin tanisinda ve
apoptozisin belirlenmesinde kullanilan, serolojik tanit yontemlerinden biridir

(Giiles ve Eren 2008).

Hem hiicre kiiltiirinde hem de insan serumunda ELISA araciligiyla
interniikleozimal DNA fragmantasyon tesbiti i¢in de wuygundur. DNA
fragmantasyonuna ek olarak sitokeratin 18’1 kiran kaspaz, ELISA araciligiyla
ol¢iilen ya hiicre kiiltiiri ya da serumda apoptozis i¢in yeni bir marker olan M30

antijeni olarak da adlandirilir (Ulukaya ve ark 2007, Takada 2004).
1.11.7.3 Biyokimyasal Yontemler
A) Agaroz Jel Elektroforezi:

Apoptozis sirasinda genomik DNA belirli bélgelerde ¢oklu veya 180 baz
cifti bi¢iminde boliiniir bu yiizden elektroforezden sonra bir merdiven basamagi
gibi gorliniir (Gerschenson ve Rotello 1992). Bu nedenle bu bulgu apoptozisin
ayirt edici bir 6zelligidir ve nekrozda bu olay yoktur. Sonug¢ olarak nekrozu
apoptozisten aywurt etmek icin kullanilan bir yontemdir. Temelde, son
zamanlardaki ¢aligmalarda diger metodlarla birlikte agoroz jel elektroforezi
apoptozis ve nekrozu onaylamak i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir (Rainaldi

ve ark 2008).
B) Western blotting

Bu metot yardimiyla apoptozise 0zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. Bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3)
saptanmast miimkiindiir. Sitokrom c’nin mitokondriden ¢ikip ¢ikmadigi da bu
metodla belirlenebilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi
beklenmeyen sitokrom c¢’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin

apoptozise gittikleri anlasilir (Y1lmaz 2005).
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4- "Flow" Sitometri Yontemi

Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozise eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylizey
proteininin saptanmasi miimkiindiir (Ozdemir 2011). Kolay uygulanabilir olmast,
asir1 uzun zaman almamasi ve kantitatif sonug verebilmesi ile klinikte apoptozisin
belirlenmesi acisindan kullanighidir. Apoptozis flow sitometri uygulamasinda iki

sekilde belirlenir
- Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

- Anneksin V kullanilarak (Ulukaya ve ark 2011).
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma, Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Yardimecr Ureme Teknikleri Unitesi’ne Aralik 2012 - Ocak 2013 tarihleri arasinda
bagvuran hastalarla gergeklestirildi. WHO 2010 kriterlerine gére normospermik
olan toplam 20 hasta 2012/200 no.lu etik kurul kararinca segildi (Etik kurul karari
ektedir).

Bu hastalardan 3 giinliik cinsel perhiz sonrasinda alinan numuneleri steril,
toksik olmayan polypropilen bir kaba toplandi ve ortalama 25 dk’lik likefaksiyon
stiresinin ardindan semen analizleri yapildi. Semen analizleri ilk 6nce fiziksel
muayene yapilarak koku, renk, volim ve viskozite yoniinden degerlendirildi.
Semen Ornegi viskozitesi, 5ml’ lik pipet kullanilarak semikantitatif olarak
oOlgtildii. Likefaksiyondan sonra ejakulat 5 ml’ lik pipetle aspire edilip bir damla
semenin kendi agirligr ile pipetten damlamasina izin verildi. 2 cm’ den fazla

ipliksi bir sekilde uzayan semen damlalari hipervisk6z olarak degerlendirildi.

Gegerli viskozite 25 dakikalik likefaksiyon sonrast +1 derece olarak kabul
edildi. Semen voliimii dereceli pipetle Olgiilerek saptandi. Daha sonra
mikroskobik incelemeleri yapmak i¢in semenden alinan 10 pl 6rnek derinligi 0.01
mm olan Makler sayim kamarasmin (Sefi - Medical Instruments) ortasina
damlatilarak iizerine grid cami kapatildi. Nikon TI1A Input AC 151k
mikroskobunda toplamda 200X biiyiitme altinda degerlendirme yapildi. Gridin
tizerinde iki satir bir siitun veya iki siitun bir satir icerisindeki spermatozoalar
sayilarak ortalamasi alindi ve bdylece spermatozoa konsantrasyonu milyon/ml
olarak tespit edildi. Ayn1 zamanda Makler sayim kamarasi kullanilarak motilite
degerlendirmesi yapildi. Motilite degerlendirmesi i¢in 100 hiicre sayildi. Dogrusal
hareket gostererek en az 3 kareyi kat eden spermatozoalarin motilitesi +4, karenin
disina ¢ikan ancak 1-2 kare sonra geri donme hareketi gésteren spermatozoalarin
motilitesi +3, bir kare i¢erisinde yerinde bas veya kuyruk sallama seklinde hareket
eden spermatozoalarin motilitesi +2, hi¢ hareket gdstermeyen spermatozoalarin

motilitesi +1 olarak degerlendirildi (Makler 1980, WHO 2010).

Viabiliteyi degerlendirmek i¢in likefiye olmus semen iizerine bire bir

oraninda %10 sulu Tripan mavisi boyast damlatildi ve lamelle kapatildi. 400X
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biiyiitmede en az 100 hiicre sayildiktan sonra boya alan spermatozoalar nonviabl,
boya almayan spermatozoalar ise viabl olarak degerlendirildi ve viabilite orani

yiizde olarak kaydedildi.

WHO 2010 kriterleri morfoloji degerlendirmesi i¢in kullanildi. 400X
biiylitmede morfolojisi saglam ve normospermi sinifina girenler ¢calismaya dahil
edildi. Bundan sonraki asamada her bir hastadan alinan Orneklerin Semen
parametreleri incelendikten sonra iki gruba ayrildi. ilk gruba dondurulmadan
AnnexinV testi uygulanirken, ikinci gruba dondurma-¢ézme islemi uygulandiktan

sonra AnnexinV testi uygulandi.

Dondurma isleminde Test Yolk Buffer adli kriyoprotektan kullanildi.
Dondurulacak semen Orneklerinin {izerine sperm dondurma medyumu 1:1
oraninda damla damla ilave edildi. Her bir damla sonrasi semenin ve sperm
dondurma medyumunun karigmalar1 saglandi. Bu karigim straw adi verilen hiicre
dondurmak i¢in kullanilan dondurma tiiplerine yiiklendi. S1v1 azot buharinda (s1vi
azot list seviyesinden en az 7 cm yukarida) sivi azotun bulundugu kabin agzi yar
acik sekilde strawlar 10 dakika bekletildi ve daha sonra sivi azotun bulundugu
kabin agz1 tam kapali olacak sekilde de 20 dakika bekletildikten sonra tanklardaki
yerlerine transfer edildi. Bir saat bekletildikten sonra ¢ozme islemine gegildi.
Strawlar sivi azot tankindan ¢ikarildi, 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra eriyinceye kadar 37°C 'de bekletildi. Strawlarin icerikleri 1 ml® lik
ependorflara aktarildi. Son asama ise Annexin V’ in kullanilmasi. Bunun igin
dondurulmus-¢6ziilmiis semen ve dondurma islemi yapilmamis semenden total
hiicre sayis1 1 milyon olacak sekilde 6rnek 1 ml’ lik ependorflara aktarildi. Bu iki
gruba ayrilan semen Orneklere Fosfat Buffer Saline (PBS) eklenip 1000rpm’de
5dk santrifiij edildi, stipernatant atildi. Pellete hazir kit Annexin V ilave edildi ve
karistirildi. Karigimdan her bir lama yaklasik olarak 45-50ul damlatilip tizerleri
lamelle kapatild1 ve oda sicaklifinda yaklasik 10-15 dk inkiibasyona birakildiktan
sonra Olympus BH-2 foto atagmanli floresan mikroskop altinda karanlik ortam

kosullarinda incelendi.
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3. BULGULAR

Calismamiz, Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Yardimer Ureme Teknikleri Unitesi’ne basvuran, normospermik toplam 20 kisi ile
gerceklestirildi. Semen kalitesi WHO kriterlerine gore standart olan bu erkeklerle
gerceklestirdigimiz calismada alinan numuneler kriyoprezervasyon dncesi ve sonrast

olmak {izere 2 grupta incelendi.

Calismamizda kriyoprezervasyona tabi tutulan 6rnekler Test Yolk Buffer ile
muamele edildikten sonra once azot buharinda daha sonra sivi azota daldirilarak
islem tamamlandi. C6zme islemi 1 saat sonra gerceklestirildi. Dondurulmus 6rnekler
tanktan ¢ikarildiktan sonra 1 dakika oda sicakliginda, 5 dakika 37°C inkiibatorde
bekletildikten sonra ¢ozme islemi gerceklestirildi. Daha sonra ¢oziilen ornekler
Annexin V Kiti ile muamele edilip preparatlar Olympus BH-2 foto atasmanli floresan
mikroskop ile kontrol edildi ve fotograflandi. Kriyoprezervasyon uygulanmayan
semen Orneklerine ise yikama islemi sonrast Annexin V Kkiti uygulandi. Preparatlar

Olympus BH-2 foto atasmanli floresan mikroskop ile kontrol edildi ve fotograflandi.
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Erken Apoptozisli Hiicrelerin Yuzdesi
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Grafik 3.1 Kriyoprezervasyon éncesi erken apoptozisli hiicrelerin (KOEA) ve

kriyoprezervasyon sonrasi erken apoptozisli hiicrelerin (KSEA) yiizdesi.

Veriler SPSS Windows 13.0 programi ve bagimsiz iki grup arasi farklarin t
test sonuglarina gore yorumlandi (Kriyoprezervasyon oncesi erken apoptozisli
hiicrelerin yiizdesi 6,8 + 1,05; kriyoprezervasyon sonrasi erken apoptozisli hiicrelerin
yiizdesi 1,65 + 0,45).

Bu ¢alismada kriyoprezrevasyon oncesi ve Kriyoprezervasyon sonrasi semen
orneklerinin erken apoptozis sayilarinda p=0.03* diizeyinde ileri derecede anlamli

bir fark oldugu saptandi. (p<0.05)
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Gec Apoptozisli Hiicrelerin Yiizdesi
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Grafik 3.2 Kriyoprezervasyon éncesi gec apoptozisli hiicrelerin (KOGA) ve

kriyoprezervasyon sonrasi geg apoptozisli hiicrelerin (KSGA) yiizdesi.

Veriler SPSS Windows 13.0 programi ve bagimsiz iki grup arasi farklarin t
test sonuglarina goére yorumlandi (Kriyoprezervasyon oncesi ge¢ apoptozisli
hiicrelerin yiizdesi 4,15 + 0,44; kriyoprezervasyon sonrasi ge¢ apoptozisli hiicrelerin
yiizdesi 12,45 + 1,87).

Bu ¢alismada kriyoprezervasyon oncesi ve Kriyoprezervasyon sonrasi semen
orneklerinin ge¢ apoptozis sayilarinda p=0.001* diizeyinde ileri derecede anlamli bir

fark oldugu saptandi. (p<0.05)
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Grafik 3.3 Kriyoprezervasyon éncesi nekrozlu hiicrelerin (KON) ve

kriyoprezervasyon sonrasi nekrozlu hiicrelerin (KSN) yiizdesi.

Veriler SPSS Windows 13.0 programi ve bagimsiz iki grup arasi farklarin t
test sonuglarma goére yorumland:r (Kriyoprezervasyon oncesi nekrozlu hiicrelerin
yizdesi 4,95 + 2,24; Kriyoprezervasyon sonrasit nekrozlu hiicrelerin yiizdesi 7,3 +
2,37).

Bu c¢alismada dodurma oncesi ve dondurma sonrasi semen oOrneklerinin

nekroz sayilarinda p=0.48 diizeyinde anlamli bir fark olmadig1 saptandi. (p<0.05)
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Sekil 3.1 Annexin V ile boyanmis erken apoptozisli hiicre FBM 66X

Sekil 3.2 Annexin V ile boyanmis ge¢ apoptozisli hiicre FBM 132X



Sekil 3.3 Annexin V ile boyanmis nekrozlu hiicreler FMB 66X
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4. TARTISMA

Insan semeninde kriyoprezervasyon uygulamasi infertilite tedavisinde basarili
bir tedavi segenegini temsil eder. Ancak kriyoprezervasyon boyunca spermatozoa
fiziksel ve kimyasal strese maruz kalir ki sonugta spermin membran lipit
kompozisyonu, hareketi, canliligi, ve akrozom durumu olumsuz olarak degisir. Biitiin
bu degisimler kriyoprezervasyon sonrasi insan spermatozoasinin fertilizasyon

kapasitesi azaltir (Martinez-Soto ve ark 2011).

Biitiin bu gelismeler, dogal olarak, infertil giftlerin %40-50'sinin etyolojisinde
yer alan erkek faktdriine ¢oziim arayan Yardimci Ureme Tekniklerinde galisanlarin
ilgi odag1 olmustur. Kriyoprezervasyon sonrasi normal donérlerden alinan spermlerin
sadece %65-70 kadarmin artifisiyal inseminasyon igin yeterli harekete sahip oldugu
gosterilmistir (Cincik 2003).

Infertilite nedenlerinin yaklasik yaridan fazlasinin erkek kaynakli oldugunun
saptanmasindan sonra yeni yontemlerin gelistirilmesi, sperm fonksiyonlar:1 hakkinda
bilgilerin arttirilmas1 geregini dogurmus ve erkek infertilitesinde klinik taniin énemi
daha da artmistir (Allan ve ark 1987). Dolayisiyla sperm apoptozis konusu da

giindeme gelmistir.

Patolojik hiicre 6liimii olan ve ATP miktarinin azalip, hiicre homeostazinin
hizla bozuldugu, inflamasyon yanitinin gelistigi nekrozdan tamamen farkli olarak,
apoptozis; inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle
diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,

organizmada homeostazi koruyan bir olaydir (Tomatir 2003).

Kerr, fizyolojik olarak o6len hiicrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlagmis
kromatin parcalarin1 gézlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu

olay1 biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir (Kerr ve ark 1972).

Son zamanlarda, apoptozisin spermatogenezdeki rolii bircok GSnemli
aragtirmay1 tetiklemistir (Print ve Loveland 2000). Soyle tahmin edilir ki insan
testislerinde bir spermatogonyum sadece 100 kadar spermatid olusturur ve bu tek
spermatogonyum teorisindeki 4096 rakaminin ¢ok altinda bir deger olup bu siiregte
fizyolojik hiicre 6liimiiniin oldugunu gosterir. Su anda germinal hiicre apoptozisinin

normal spermatogenezis icin temel bir mekanizma oldugu anlasiimaktadir. insan
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testis biyopsilerinde belli bir derece spontan apoptozis gézlemlenmistir (Shen ve ark
2002).

Diger yandan normal spermatogenezisle karsilastirildiginda azoospermia ya
da siddetli oligozoospermial1 erkeklerin testis dokularinda yiiksek oranda apoptotik
germ hiicrelerine sahip olmasi, kadmiyum gibi birikebilen toksinlerin germ hiicre
apoptozisini ortaya c¢ikarabilmesi gozlemlerine dayanilarak bozulmus bir apoptotik

siirecin erkek infertilitesi ile yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir (Shen ve ark
2002).

Ustelik transgenik hayvanlarla olan deneyler gdstermistir ki bax yetersizligine
sahip hayvanlarda, germ hiicrelerinde apoptozis seviyesinde bir yiikselme ve
bozulmus fertilite goriilmiistir (Knudson 1995, Rodriguez 1997). Buna karsilik
ejakulat icindeki sperm apoptozisi daha az calisilmistir. Bazi son calismalar
spermdeki apoptotik 6li hiicreler ile geleneksel seminal parametreleri birbirine
baglamaya c¢alismistir. Fakat apoptozisin sperm fonksiyonu ve kalitesi iizerindeki
etkisi anlasilmaz durumdadir. Bunun yaninda, spermdeki apoptozisin ana kaniti

olarak standart DNA kiriklari ele alinmistir (Shen ve ark 2002).

Apoptozis yogun olarak testiste spermatogoniumlarda, spermatositlerde ve
spermatidlerde incelenmis ve pek cok apoptotik faktdr tanimlanmistir. Ancak

ejakulat sperminde apoptozis lizerine yapilan aragtirmalar tartigmalidir (Tapanainen

ve ark 1993, Pentikainen 2000, Ricci ve ark 2002).

Infertil hastalarin testis biyopsilerinde yiiksek oranlarda apoptozis oldugu
TUNEL yontemi ve morfometrik calismalarla ortaya konmustur. Yeni yapilan
caligmalarda ise, infertil hastalarin ejakiilat spermlerinde apoptozisin tipik
gostergeleri olan DNA par¢alanmasi (TUNEL yontemi) ve PS’ nin plazma membran
translokasyonu  (AnneksinV/Propidium iodide yOntemi) saptanmigtir. Bu
belirleyicileri rutin semen analizleri ile gostermek olasi degildir ve bu spermler
normal olarak degerlendirilip, Intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) ydntemi ile
oosite enjekte edilirse hasarli genomdan dolayi ciddi sorunlara yol agabilir (Weng ve
ark 2002).

2000 yilinda Print ve Loveland, genetik hasarli germ hiicrelerini ayiran

apoptozisin genetik anomalili hiicrelerin aktarimini engelledigini savundu (Print ve
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Loveland 2000). Bacetti ve arkadaslar1 bu ylizden apoptotik spermin, semen iginde
mevcut anormal spermi temsil ettigini bildirdiler. Ornegin insan apoptotik sperm
yiizdesi testikiiler seminoma tasiyicilarinda %50, fertil erkeklerde %0,1 arasindadir

(Bacetti ve ark 1996).

Bunun yaninda kriyoprezervasyon sonrasinda spermde akrozom bozukluklari,
sarmal kuyruk ve hasarli membranlar gibi morfolojik bozukluklar da meydana
geldigi bildirilmistir (Check ve ark 1991). Kriyoprezervasyonda canli sperm
sayisindaki azalmaya, DNA’ nin asir1 yogunlagmasi ve apoptozis neden olmaktadir
(Paasch ve ark 2004). Kriyoprezervasyon ile sitoplazmadaki aktif kaspaz seviyesi
anlamli olarak artmakta ve bunun sonucu olarak canli spermin plazma membran
biitiinliigli bozulmakta, mitokondrial membran potansiyeli artmakta ve bdylece aktif
apoptozis benzeri siire¢ goriilmektedir (Brum ve ark 2008). Kriyoprezervasyon
sonrasinda sperm motilitesi, canliligr ve normal morfolojisi oranlarinda diisiis olup,
bunlarin yaninda DNA fragmantasyonunda artis oldugu bircok c¢alismayla
gosterilmistir (Petyim ve Choavaratana 2006). Buna karsin, sperm DNA’ sinin
kriyoprezervasyondan etkilenmedigini ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur (Evenson

ve ark 1989).

Sperm hareketi, plazma membran biitiinligii ve mitokondriyal fonksiyon
sogutma oranlari ile ters iligkilidir ki ¢cok hizli veya ¢ok yavas sogutma oranlar1 bu
parametrelerde tehlikeye neden olabilir (Said ve ark 2010). Bunun yaninda
kriyoprezervasyon islemi sirasinda dondurma ya da ¢dzmenin ozmotik etkilerinin,
spermin hiicre zarina zarar verdigi ve spermin motilitesini azaltarak spermin
fertilizasyon kapasitesini ciddi oranda diislirdiigiinii yapilan c¢aligmalar ortaya

koymustur (Centola ve ark 1992, Critser ve ark 1987).

Sperm Kriyobiyolojisi birkag agidan olagandisidir. Coziilmeden sonra
hayatta kalan maksimum hiicre canliligina bakilarak, hiicrenin bir¢ok tipiyle net
optimal bir dondurma orani tespit edilmistir. Insan spermiyle, -1°C veya -100 ° C’
ye soguttuktan sonra, ¢cok genis bir tepki egrisi ve hayatta kalmada ¢ok az bir fark
vardir. Memeli hiicreler i¢in olagandisi olan sogutmaya duyarsizlik, sperm
hiicreleri i¢in olagandir. Insan sperminin kriyoprezervasyonu hakkinda
yayimlanan birgok c¢alisma arasinda, sogutma oranmnin hiicrenin hayatta

kalmasina etkisi hakkinda ¢ok az miktarda ¢alisma bulunmaktadir. Buna karsilik,
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hem embriyo hem oositin hayatta kalmasinda sogutmanin farkli oranlarinin
etkileri iizerine bircok yaym bulunmaktadir. Insan sperminin dondurma ve
¢cOziilmeden sonra yasama kabiliyeti nispeten diisiiktiir, ¢oziilmeden sonra %50-

60’ 1 motiliteye sahiptir (Morris 2002).

Spermatozoondaki membransel yapilar (plazma membrani, dis akrozomal
membran ve mitokondri membrani) ile oosit-embriyo membrani, donma/¢oziinme
islemine karsi son derece duyarlhidir. Membran yapilar1 akici mozaik tarzinda
diizenlenmis protein, glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sirali fosfolipit
katmanindan olugsmustur. Bu yapilarin termodinamik o6zellikte ve % 65-70
oraninda doymamis fosfolipitlerden (yag asidi) olugmasi, membranlarin
sogutulmalarinin sonucu olarak irreversibl faz degisimine, sivi fazdan jel fazina

gecmesine neden olmaktadir (Watson 1995, Watson 2000).

Lipid tabakas1 boyunca fosfolipidlerin asimetrisinin diizenlenmesi biyolojik
membranlarin ayirt edici bir 6zelligidir. Sfingomiyelin ve fosfatidilkolin gibi kolin
iceren fosfolipitler plazma membranlarinin dis  yapraginda bulunurlar.
Fosfatidiletanolamin ve fosfatidilserin gibi amino fosfolipidler i¢ kisimda yer alir.
Membran igindeki fosfolipidlerin diizenlenme asimetrisi fippase tarafindan kontrol
edilen fosfatidilserinin  disinda kesin  degildir.  Fosfatidilserin membran
translokasyonunun isleyisi i¢ yapraktan dis yapraga translokasyonunun olusmasi ve
hiicre igindeki Onemli bir biyolojik olay olarak tanimlanmistir. Fosfatidilserin
membran translokasyonu apoptotik hiicrelerde olusur. Apoptotik hiicrelerde fippase

aktivitesinin azaldig1 6ne siiriilmiistiir (Kotwicka ve ark 2013).

Hiicre ylizeyine PS ¢ikist makrofajlara yollanan ‘beni ye’ sinyalinin bir
elementi oldugu varsayildi; buna ragmen, apoptotik hiicrelerin lokalize oldugu yere,
makrofajlarin gogiline sebep olan sinyallerin olusumu belirsizligini koruyor. Fagosit
hiicreleri tizerinde lokalize olan PS reseptorleri ile PS’nin baglanmasi direkt olarak
fagsitozla sonuclanmaz fakat bir apoptotik hiicrenin baglanmasinmi tesvik eden bir

sinyali temsil eder (Hoffmann ve ark 2005, Somersan ve Bhardwaj 2001).

Yiizeysel PS cikisi talesemi, kronik bobrek yetmezligi ve orak hiicreli anemi
teshisli  hastalarin  eritrositlerinde bulundu ve yaslanan eritrositlerde de

tanimlanmistir. Boylece bu, yaslanan ya da abnormal hiicrelerin eliminasyonu icin
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bir sinyal olabilir. Somatik hiicrelerin yan1 sira insan spermatozoa hiicre membran
tabakalarinin da dis-i¢ asimetrisini gosterir (Kotwicka ve ark 2008, Kotwicka ve ark
2011).

Mevcut veriler spermatozoada fosfatidil serin translokasyon olusumu ya da
bu prosesin biyolojik etkilerinin varlig1 altindaki sartlar1 agikca acgiklayamamaktadir.
Fosfatidil serin translokasyonu, kapasitasyon ve akrozom rekasiyonu sirasinda ya da
patolojik spermatozoanin eliminasyonu sirasinda olusan spermatozoa hiicre
membranindaki degisikliklerin bir ifadesi olarak kabul edilebilir. (Kotwicka ve ark

2013).

Son donemde fosfatidil serin translokasyonunun tesbit edilmesinde kullanilan
en 6nemli isaretleme yontemlerinden biri de Annexin-V boyamasidir. Bu boya hiicre
duvarinin normalde i¢ yiizeyinde olan ancak apoptotik cisimlerde dis ylizeyde yer
alan fosfatidil serinin varligin1 gostermek icin kullanilmaktadir (Kiiltlirsay ve

Kayik¢ioglu 2002).

Annexin V, negatif yiiklii fofolipitlerden olan PS ile yakinlii olan, yliksek
kalsiyum bagimli bir proteindir (Vermes ve ark 1995).

Annexin V’ in bir ligandi olan PS normalde plazma membraninin ig
yapraginda bulunur. Apoptotik siirecin baglangicinda plazma membraninin dis
yapragina transloke olur (Barroso ve ark 2000). Dolayistyla Annexin V hiicre yilizey
reseptOrlerine baglanmay1 kolaylastirarak apoptozis icin bir biyolojik isaretleyici
olarak islev goriir. Bununla birlikte Annexin V, hiicre membran biitiinliigiini
kaybettigi zaman ge¢ apoptozisi belirlemede yetersiz olur ve hiicrenin durumu
nekrotik hiicrelere benzerdir. Su anda, canli bir vital boya (PI) ile konjuge Annexin V
testi gec apoptozis veya nekroz ve erken apoptozisin progresif basamaginin tesbiti
icin hasas bir metod olarak gelistirilmistir (Shen ve ark 2002). Annexin V testi
membran yapisinin erken degisikliklerinin tesbitinde PI boyamadan daha hassastir

(Peirouvi ve ark 2007).

Yapilan bir c¢alismada plazma membranindaki lipid difizyonunun,
kriyoprezerve-¢ozliinmiis insan spermiyle taze sperm karsilastirildiginda ciddi

derecede bozuldugunu tesbit etmislerdir (James ve ark 1999).
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Taze ve dondurulmus spermlerle yapilan intrauterin inseminasyonlar (IUI)
arasinda basar1 arastinnldiginda, tek etkili faktoriin kadinin yast oldugu
bulunmustur (Ferrara ve ark 2002). Taze ve dondurulmus spermatozoa ile
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gebelik sonuglar1 karsilastirildiginda
fark bulunmamistir (Kupker 2002). Literatiirde TESE ile aliman ornegin
dondurulmasi ve ¢oziilmesi ile yapilan ICSI basarisinin taze spermden daha az
olmasmin sebebinin spermin dondurma islemi ile ilgili olmadigi, spermin
immatiiritesi ile ilgili oldugu bildirilmistir. 2004 y1l1 Avrupa Uroloji Kongresinde
taze ve dondurulmus sperm ile yapilan ICSI uygulamalarinda anlamli bir fark
bulunmadigi bildirilmistir. Dondurma-¢ézme iglemi sirasinda spermatozoanin
fertilizasyon kapasitesini azaltan boyun kiriklar1 goriilebilir (Verheyen ve ark
1997). Akrozomal ve plazma membranlarinda sisme ve pargalanma olabilir
(Nogueira ve ark 1999). Gilmore ve arkadaglari kriyoprezervasyon yapildiktan
sonra ICSI dncesi ¢oziilme igleminden sonra spermatozoa hareket ve canliliginda
%50 azalma oldugunu rapor etmislerdir (Gilmore ve ark 1998). Buna ragmen
Thompson Cree ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada sperm
kriyoprezervasyonu ile TESE ve normal TESE karsilagtirilmis olup
kriyoprezervasyon ile TESE olgularinda %26 oraninda, normal TESE ile %30
oraninda gebelik gerceklesmistir (Thompson Cree ve ark 2003). Hatta bazi
caligmalarda sperm kriyoprezervasyonu sonucu spermatozoa bulma oranit daha
yiiksek bulunmustur (Huang ve ark 2000, Windt ve ark 2002). Buna ragmen
giinimiizde birgok merkezde sperm kriyoprezervasyonu yerine taze spermin

kullanilmasi tercih edilmektedir.

Taze ve dondurulmus oOrnek  kullanilmasi  arasindaki  fark
kriyoprezervasyonda hiicre hasarina yol agacak faktorlerin bilinip Onlemlerin

alinmasi ile ortadan kaldirilabilir.

Alvarez ve Storey (1992) en Dbelirgin olarak fosfatidilkolin ve
fosfatidiletanolamin kaybi ile kriyoprezervasyon sonrasi membran fosfolipid
iceriginin azaldigini bildirmiglerdir. Yapilan bir diger ¢alismada kriyoprezervasyon-
¢ozme sirasinda, normalde plazma membraninin i¢ yapraginda olan fosfolipidlerin

dis yapragina hareket ettigi raporlandi; dondurulan ¢oziilen kog spermatozoasinda
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fosfatidilgliseroliin dis yapraga translokasyonu gosterildi (Hinkovska-Galcheva ve
ark 1989).

Vermes ve arkadaslart membran bozuklugu olan hiicrelerde PS’ nin disariya

ciktigini gostermistir (Vermes ve ark 1995).

Gomez-Lopez ve arkadaslart 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda, PS’ nin
translokasyonuyla hiicre membraninin bozulmast ve DNA fragmantasyonunun
tanimlanmasi dahil olmak {izere ejakulat i¢indeki spermatozoada erken ve geg
apoptotik  sinyalleri tanimlamiglardir. Ayn1  calismada infertil erkeklerin
spermatozoasinin fertil erkeklere gore daha yiliksek oranda DNA fragmantasyonu ve

PS translokasyonu igerdigini bulmuslardir (Gomez-Lopez ve arkadaslar1 2013).

Grunewald ve Paasch (2013) yaptiklar1 ¢alismada, insan sperminde var olan
sperm DNA fargmantasyonu gibi normal olmayan PS’ nin ¢ikisi, kaspaz-3’iin
aktivasyonu, mitokondriyal transmembran potansiyelinin bozulmasi gibi apopitoz
sinyalini aktive eden temel Ozelliklerin yardimer iireme boyunca fertilizasyonun
basarisizliginda direkt etkili olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica kriyoprezervasyon
ve ¢ozme ile PS’ nin dis yapraga cikmasiyla aktif apoptotik sinyal veren sperm

hiicrelerinin ytlizdesinin arttigini raporlamislardir.

Martin ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Kriyoprezervasyonun,
s181r spermatozoasinda plazma membran gecirgenligini arttirdigin1 ve bunun sonucu
erken bir akrozomal reaksiyon ya da erken bir hiicre O6liimiiniin olabilecegini
bildirmislerdir. Ayrica apoptozis ve plazma membran degisikliklerinin reaktif oksijen

tiirleri tarafindan da indiiklenebilecegini savunmuslardir.

Glander ve Schaller 1999 yilinda vital boya PI ve Annexin V kullanarak insan
spermi lizerine kriyoprezervasyon-¢ézmenin etkilerini raporladilar ve dondurulan
¢oziilen spermatozoada membran biitiinliigliniin tesbiti i¢in bu yOntemin
kullanilabilecegini 6nerdiler. Biz de insan spermiyle yaptigimiz kriyoprezervasyon
caligmasinda benzer sekilde vital PI ve Annexin V kullanarak sperm membran

biitiinliiglinlin degerlendirilebilecegini gozledik.

Bir diger c¢aligmada saglam membranli canli  hiicrelerin  yiizdesi

kriyoprezervason—¢ozme sonrast Oonemli derecede azaldi. Hasta ve kontrollerin
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¢ozme sonrasi Orneklerinde PS ¢ikisli canlt hiicrelerin yiizdesi 6nemli derecede artti.
Cozme sonrast Orneklerde nekrotik hiicrelerin yiizdesinde de énemli bir artig oldu.
TUNEL sonuglarinda ise, dondurma Oncesi ve ¢Ozme sonrasinda DNA
fragmantasyonlu hiicrelerin ylizdesinde 6nemli bir farklilik aciga ¢ikmadi. Bu
calismada, dondurma oncesi degerlerden ziyade ¢6zme sonrasi progresif hareket ve
hiz 6nemli Ol¢iide daha disiiktii. Yani bu ¢alismada dondurma ve ¢6zme sonrasi
yasayan normal hiicrelerin ylizdesi azalirken nekrotik hiicrelerin ve PS
translokasyonlu hiicrelerin yiizdesi artisla sonuglandi. Benzer sekilde yaptigimiz
calismada PS c¢ikigh erken ve gec¢ apoptotik hiicrelerin ylizdesi énemli derecede
artarken nekrotik hiicrelerin ylizdesinde herhangi bir degisiklik gozlemedik. PI
boyama ile kombine annexinV boyamanin membran fonksiyonlarinin bozulmasinin
tesbitinde sadece vital boya PI den daha giivenilir oldugu raporlandi. PI normalde
membrandan gecemeyen bir boyadir. Ancak o6li hiicreler hiicre i¢i boyamayla

sonuclanan PI girisi i¢in direnglerini kaybederler (Duru ve ark 2001).

Peirouvi ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar1 ¢alismada dondurma sonrasi PS
translokasyonlu erken apoptotik hiicreler ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin
her ikisinide gozlediler. Spermin bas, orta parca ve kuyrugunda Annexin V
boyamalarini buldular. Sonuglarda vitrifikasyon sonrasi infertil ve fertil erkeklerin
her ikisinde de erken apoptotik ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerde 6nemli
Olciide artig goriildii. Ancak bu oran infertil erkeklerde fertil erkeklerden daha yiiksek
oldu. Onlar, hem fertil hemde infertil erkeklerde 24 ve 48 saat dondurulan spermlerin
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin sayilarini artirdigini gosterdi. Vitrifikasyon infertil
ve fertil erkeklerin her ikisinde de benzer sekilde apoptozis ve nekrozis gibi sperm
tizerinde degisiklikleri indiikler fakat bu orantili olarak infertil erkeklerin semeninde
fertil erkeklere gore daha yiiksektir. Peirouvi ve arkadaslarmin (2007) yaptiklar
calismada gec apopitotik hiicreler ve nekrotik hiicreler ayni olarak degerlendirilmistir
ancak bizim ¢alismamizda hiicreler, erken apoptotik hiicreler, ge¢ apoptotik hiicreler
ve nekrotik hiicreler olmak iizere {i¢ grupta incelenmistir ve dondurma sonrast PS
lokasyonlu erken apoptotik ve ge¢ apoptotik hiicrelerde anlamli bir artis sz
konusuyken nekrozlu hiicrelerde herhangi bir artma ya da azalma s6z konusu

olmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda son yillarda hizla gelisim gosteren in vitro fertilizasyonun
ayrilmaz bir parcast olan sperm kriyoprezervasyonu konusunu ele aldik. Sperm
kriyoprezervasyonu  yardimc1  lreme tekniklerinde, radyoterapi/kemoterapi
oncesinde, vazektomi  uygulanan  hastalarda  fertilitenin = korunmasinda
kullanilmaktadir. Bunun yaninda azoospermik hastalarda testis biyopsisi ya da
epididimal aspirasyon ile elde edilen spermatozoonlarin depolanmasi igin de
kullanilmaktadir. Spermin dondurularak saklanmasi tiremeye yardimci tedavilerdeki

basariy1 %10 nispetinde arttirmistir.

Kriyoprezervasyon yontemi ile -196°C’ de dondurulan sperm hiicreleri sivi
azot icinde saklanmaktadir. Kriyoprezervasyon amaciyla sivi azot i¢ine alinan
spermlerde bazi hasarlar meydana gelebilir. Bu hasarlarin olus mekanizmasi hala tam
olarak anlagilamamistir. Kriyoprezervasyon hakkinda bilimsel agidan agiklanmayi
bekleyen birgok soru vardir. Buda kriyoprezervasyonun son yillarda en fazla galisilan

konular arasinda olmasina neden olmustur.

Calismamizda normospermili kisilerin semen Ornekleriyle yaptigimiz
kriyoprezervasyon islemi onCesi ve sonrasi spermatozoa membranindaki PS’nin
translokasyonundan kaynaklanan apoptozis ve nekroza gitme oranlarint Annexin V
kiti ile inceledik. Kriyoprezervasyon oncesi ve kriyoprezervasyon sonrasi semen
orneklerinin erken apoptozis sayilarinda anlamli bir fark oldugu, gec¢ apoptozis
sayilarinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu ve nekroz sayilarinda ise anlamli

bir fark olmadig1 saptandi.

Sonu¢ olarak elde ettigimiz bulgular daha o©nceki ¢aligmalarla uyum
icerisindedir ve kriyoprezervasyonun apoptotik sperm oraninda bir artig ile iliskili
oldugunu gostermistir. Yardime1 iireme tekniklerinde, PS membran translokasyonlu
spermlerin rutin semen analizleriyle normal olarak degerlendirilip oosite enjekte
edilmesinden sonra zigotun gelisimine devam edememesinin sebeplerinden birinin
de bu hasarli spermlerden kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz. Apoptozisle ilgili
tartigmali literatiire katki saglamak ve nekrozisle ilgili yeni bulgular elde etmek tizere

yapilan bu ¢alismanin, alanindaki bilgilere bir yarar saglamasi beklenmektedir.
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6. OZET

Sperm kriyoprezervasyonu, onkolojik veya immiinolojik hastaliklar ve
tedavilerinden kaynaklanabilecek fertilizasyon problemlerinde, ileride eslerin ¢ocuk
isteme durumunda kullanilmak {izere hastanin spermlerinin saklanmasi islemidir.
Kriyoprezervasyon sonrasi spermlerde bazi hasarlar meydana gelebilir. Bu hasarlarin

olus mekanizmasi hala tam olarak anlagilamamustir.

Bu amagla 20 normospermik numune calisma kapsamina alinmistir. Bu
normospermik numuneler Kkriyoprezervasyon uygulanan ve uygulanmayan olmak
tizere iki gruba ayrilmistir. Kriyoprezervasyon uygulanan Ornekler 1 saat sonra
cozlilmiistir ve her iki gruba da Annexin V testi uygulanarak spermatozoa
membranindaki PS’nin translokasyonundan kaynaklanan apoptozise gitme oranlari

istatistiksel olarak degerlendirilmeye caligilmistir.

Bu ¢alismada kriyoprezervasyon oncesi ve kriyoprezervasyon sonrasi semen
orneklerinin erken apoptozis sayilarinda anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0.05).
Kriyoprezervasyon oncesi ve Kriyoprezervasyon sonrasi semen oOrneklerinin geg
apoptozis sayilarinda ileri derecede anlamli bir fark oldugu saptandi (p<0.05) ve son
olarak kriyoprezervasyon oncesi ve kriyoprezervasyon sonrasi semen Orneklerinin

nekroz sayilarinda anlamli bir fark olmadigi saptandi (p<0.05).

Sonug olarak elde ettigimiz bulgular kriyoprezervasyonun apoptotik sperm

oraninda bir artis ile iligkili oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Sperm; kriyoprezervasyon; apoptozis; Annexin V.
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7. ABSTRACT

Sperm cryopreservation is a process if keeping sperms of the patient to be
used when the couples wish to have children in the future in fertilization problems
resulting from oncologic or immunologic problems and their treatments. In post-
cryopreservation period, same deformities may be encountered in the nature of

sperms, and the mechanisms of such deformities still remain unknown.

Twenty normospermic specimens were included into the study due to the
uncertainity of the condition. The normospermic specimens were grouped into two as
those with cryopreservation and others without. One hour after the process,
cryopreservation exposed specimens were melted and, by performing Annexin V
test, the rate of their apoptozis arising from the translocation of PS on spermatozoa

membrane was tried to be evaluated statistically.

In our study, a significant difference was found in the number of early
apoptozis in semen samples of pre-and post cryopreservation periods. A higher rate
of significant difference was found between the late number of pre and post
cryopreservation semen samples. Finally it was found that there is no significant

difference between pre and post cryopreservation necrosis number of semen samples.

In conclusion, our findings indicated that cryopreservation is associated with

an increase at the rate of apoptotic sperm number.

Key Words: Sperm; cryopreservation; apoptosis; Annexin V.
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