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SIMGELER VE KISALTMALAR
ABP: Androjen baglayici protein
ADP: Adenozin difosfat

ATP: Adenozin trifosfat
ATPaz: Adenozin trifosfataz
DMSO: Dimetil siilfoksit
DNA: Deoksiribo niikleik asit
FAD: Flavin adenin diniikleotid
FMN: Flavin monontikleotit

FSH: Folikiil uyarict hormon

GIFT: Gamete intrafallopian transfer

GnRH: Gonad hormonlarin1 salgilatan hormon
ICSI: Intrasitoplazmik sperm injeksiyonu

IUI: Intrauterin inseminasyon

IVF: In vitro fertilizasyon

LH: Luteinize edici hormon

mRNA: Haberci ribonukleik asit

mtDNA: Mitokondriyal DNA

NAD(P)H: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (indirgenmis)

NAD: Nikotinamid adenin dintikleotid

NAD+: Nikotinamid adenin dinikleotid (okside)
NADH: Nikotinamid adenin diniikleotid (indirgenmis)
NADP: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat

ODF: Outer dense fibers

ROS: Reaktif oksijen tiirleri



WHO: Diinya saglik orgiitii

YUT: Yardimei iireme teknikleri
ZIFT: Zygota intrafallopian transfer
ZP3: ZP3 Zona pellucida glikoprotein 3

um: Mikrometre



1. GIRIS

Son yillarda in vitro fertilizasyon (IVF) teknolojisinin ve bu teknolojik
gelismenin bir pargasi olan artifisyel inseminasyon, sperm hazirlama tekniklerinin
gelismesiyle giindeme gelmis ve tiipleri agik olan kadinlarda diger yardimci lireme
tekniklerine (YUT) gore daha ekonomik bir ydntem olarak karsimiza ¢ikmistir. Bu
Ozelligi nedeniyle bircok merkezde IVF, gamete intrafallopian transfer (GIFT),
zygotemtra fallopian transfer (ZIFT) gibi pahali yontemlerden 6nce uygun olan
hastalar belirli bir siire inseminasyon programina alinmakta, sayet sonu¢ alinmaz ise

diger yontemlerin denenmesine gegilmektedir.

Infertilite tedavisinde 6nemli bir yere sahip olan intrauterin inseminasyon
(IUI), uygun fertil hastalarda uygulandiginda hem sonuglari agisindan hem de
maliyeti agisindan oldukga basarili bir tedavi yontemidir (Gezging ve ark 2004).

Bu ¢aligmada IUI i¢in hazirlanan semen 6rneginden swim up islemi sonrasi

hangi dakikalarda daha kaliteli sperm elde edilebilecegi arastirildi.
1.1. Erkek Genital Sistemi

Erkek genital sistemi iki gonaddan (testisler), genital bosaltim yollar1 ile bu
yollara acilan aksesuar bezler ve penisten olusur. Genital bosaltim yollari, tubuli
rekti, rete testis, duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus
ejakulatoryus ve hem genital hem de idrar bosaltim yolu olarak kullanilan iiretradan
olusur. Bu yollara salgisin1 doken aksesuar bezler, vesikula seminalis, prostat ve

glandula bulboiiretralistir (Erkogak 1990).
1.2. Testis Anatomisi

Testisler skrotum i¢inde funikulus spermatikus ile asili duran, birbirinden
septum skroti ile ayrilmis bir ¢ift bilesik tiibiiler bezlerdir. Bigimleri iki yandan biraz
basik oval olup, dis ve i¢ iki yiizli, 6n ve arka iki kenari, {ist ve alt iki de ucu vardir.
Her biri 4-5 cm uzunlugunda, 2,5-3,5 cm genisliginde ve 2-2,5 cm kalinligindadir.
Uzun eksen vertikale yakin fakat 6ne dogru biraz egiktir. Testisin 6n kenari ile yan
yiizleri ¢ift yaprakli bir serdz zar, tunika vaginalis testis ile ortiiliidiir. Tunika

vaginalis testisin i¢ yapragi (lamina visseralis) ile dis yapragi (lamina parietalis)



arasinda periton bosluguna bagli bir ser6z bosluk (kavitas serosa) bulunur
(Tekelioglu 2002).

Skrotum, epidermisi ¢ok pigmentli ince bir deri tabakasidir, eriskinde killara
bagli olmayan serbest yag bezleri, merokrin ve apokrin ter bezleri ve seyrek killar

icerir (Erkogak 1990, Tekelioglu 2002).
1.3. Testisin Damarlari

Testisler arterlerini aorta abdominalisten alirlar. Arteria testikularis testisin
arka kenarindan bezin i¢ine sokulur ve mediastinum testiste bircok dallar verir. Bu
dallar septula testisleri izleyerek bezin her tarafina dagilirlar. Testisler kansizliga
karsi ¢ok duyarlidirlar ve bu nedenle kansiz kaldiklarinda harap olurlar. Venler
duktus deferensin etrafinda pleksus pampiniformis denilen bir ven agi meydana
getirirler. Bu agdan evvela iki, sonra birer tane vena testikularis meydana gelir. Vena
testikularis dekstra, vena kava inferior’a; vena testikularis sinistra, vena renalis’e
dokiiliir. Pleksus pampiniformisi yapan venlerin genislemesi varikosel denen

hastaligi meydana getirir (Erkogak 1990, April 1998, Snell 1998, Dere 1999).
1.4. Testislerin Embriyolojisi

Ilkel cinsiyet hiicreleri biiyiik, yuvarlak sekilli ilkel iireme hiicreleri olup, en
erken olarak 4. haftanin basinda allantoisin ¢ikis noktasinin yakininda bulunan
vitelliis kesesinin endoderm hiicreleri arasinda goriiliir. Embriyonun katlanmasi
sirasinda vitelllis kesesinin dorsal kismi embriyo ig¢inde kalir. Bu olurken ilkel
cinsiyet hiicreleri arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gog
ederler. Altinci haftada ilkel cinsiyet hiicreleri alttaki mezenkime girer ve primer
cinsiyet kordonlarina ulagir. Burada germ kordonlarmi yaparlar ve bdylece artik
farklilasmamig evre sona erer (Carlson 1996, Seftalioglu 1998, Moore ve Persaud
2002, Hassa 2003, Sadler 2005).

Gonadlar, ii¢ kaynaktan koken almaktadir:
*Karm arka duvarin1 déseyen mezotel (epitel)

* Altta bulunan mezenkim (bag dokusu)



*Primordial germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri)

Gonadal gelisimin ilk belirtileri mezonefrozun medial bolgesi tizerindeki
s0lomik epitelyumun c¢ogalmasi ve alt kisimdaki mezenkimin yogunlasmasi ile
meydana gelir (Carlson 1996, Seftalioglu 1998, Moore ve Persaud 2002, Hassa 2003,
Sadler 2005).

Insanda vitellus kesesi duvarinda bulunan endodermal primordial germ
hiicrelerinin 3. haftada allantoisi asarak bagirsagin arka kismindaki mezenter
kokiiniin  (Radix mesenterii) saginda ve solunda mezonefrozun medialinde
mezoteldeki gonadal kabarti (Plica genitalis) icine girmesi ve burada bulunan
hiicreleri indiiklemesi (5. hafta basi) ile gonad taslaklar1 gelismeye baslar (Moore ve
Persaud 2002). Besinci haftada ortaya ¢ikan bu ¢ogalma iiriinii, genital kabart1 olarak
bilinir. Parmaga benzer sekilde alt mezenkime dogru inen epiteloid kordonlar heniiz
yeni gelisen primer seks kordonlarini andirir haldedirler. Farklilasmamis gonad
yapisinda dista korteks, i¢ kisimda ise medulla bulunur. Eger embriyo XX seks
kromozom kompleksine sahipse, farklilagmamis gonadin korteksi overe differensiye
olur. Medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini igeriyorsa medulla
testise farklilagir, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler ve dejenere olur
(Carlson 1996, Giirsoy ve Koptagel 1997, Seftalioglu1998, Sadler 2005, Kayali ve
ark 2002, Moore ve Persaud 2002, Hassa 2003).

Yedinci haftadan itibaren embriyonun erkeklik ya da disilik yoniinde
gelismeye bagslamasi gerceklesir. Erkekte ya da diside plika i¢inde bulunan
mezodermal hiicreler primordial hiicrelerin etrafin1 sarar. Mezodermal hiicrelerden
destek hiicreleri (erkekte sertoli hiicreleri, diside ise folikiil hiicreleri) gelisir. Seks
kromozom kompleksinde Y kromozomu tasiyan embriyolarda testisler gelisir

(Moore ve Persaud 2002).
1.5. Testis Histolojisi

Testisler ekzokrin ve endokrin fonksiyonlu birlesik tiibiiler bezlerdir (Kalayc1
1986). Ekzokrin salgisi, spermium ve testis s1visi, endokrin salgisi ise steroid yapili
olan testosteron hormonudur. Dolayisiyla, testisler iireme ve hormon salgilama gibi

iki onemli igleve sahiptirler (Kayali ve ark 1992, Kaloglu ve Giirsoy 1997).



1.5.1. Testikiiler Kapsiil
Skrotum ile testis dokusu arasinda 3 tabakali testikiiler kapsiil yerlesiktir:

1- Tunika vaginalis: Karin bolgesinin arka duvarindan gelisir, daha sonra
skrotuma inisi sirasinda peritonu skrotum icine siiriikler. iki yaprakli (parietal ve
visseral yapraklar) periton uzantisidir. Hilus disinda testisin 6n ve yan duvarlarini
tamamen Orter. Visseral yaprak tunika albugineaya yapisir, parietal yaprak ise

skrotumun i¢ yiiziine dayanir. Tunika vaginalis epiteli, peritona benzer yapidadir.
Bag dokusu iizerine oturmus bir sira yass1 mezotel hiicresi bulunur.

2- Tunika albuginea: En belirgin tabakadir. Tunika vaginalis’in visseral
yapragini icten oOrter. Kalin fibro elastik bag dokusu arasinda ¢ok az sayida diiz kas

fibrilleri bulunur.

3- Tunika vaskiiloza: Tunika albuginea’nin i¢ yiiziinde yer alan ve damardan
zengin olan bag dokusudur. Tunika albuginea’nin testis i¢ine dogru olan uzantilarinin

(septum) i¢ yiiziinii de orter, dolayisiyla tunika vaskiiloza biitiin lobiilleri distan sarar.

Testikiiler kapsiiliin goérevi; periyodik kasilmalar yaparak testisin hacmini
diizenlemek ve duktus sistemine masaj etkisi yaparak, spermiumlarin disa dogru

hareketinde yardimci olmaktir (Kalayci 1986).
1.5.2. Tiibiili Seminiferi Kontortiler (Seminifer Tiibiiller)

30-70 cm uzunlugunda, 150-200 um genisliginde ¢ok kivrintili kanalciklardir.
Her iki testiste yaklagik 1000 kadar seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller,
epitel ve altinda tip I kollagen ile fibroblastlarin bulundugu bag dokusundan (tunika
propriya) olusur. Bunlar, mediastinuma dogru birbirine yaklasarak seyreder ve tubuli
seminiferi rektiyi yaparlar. Seminifer tiibiiller ¢ok sirali bir epitel tabakasi ile
doselidirler. Bu epitele tohum epiteli (epitelyum seminalis) denir. Tohum epiteli ince

bir bazal membran tizerine oturur (Moore ve Dalley 1995, Giinalp 2004).

Seminifer tiibiillerin epiteli spermatogenik ve destek hiicrelerini iceren 4-8
katli karmasik bir epiteldir. Destek hiicreleri tek tiptir ve sertoli hiicreleri olarak

bilinir. Tohum hiicreleri degisik gelisim basamaklarin1 gosterecek sekilde cok



sayidadir. Bazaldan c¢ogalarak yavas yavas yukartya limene hareket ederken
farklilagir ve sonugta spermatozoonlara doniisiirler. Spermatogenik hiicrelerin

bigimleri farkli oldugundan tiibiil liimeni diizensiz goriinimliidiir.

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil (tiibiili semiferi kontorti) duvarim
doseyen epiteldeki hiicrelerin ¢ogunlugunu olusturur. Bunlar belirli bir diizenle
birbirini izleyen hiicre jenerasyonlarindan ibaret bircok siralar halinde
diizenlenmistir. Hiicreler olgunlastik¢a kanalcigin periferinden liimenine dogru yer
degistirdikleri ic¢in, hiicre jenerasyonlarinin en genci bazal membranin hemen
tizerindedir ve liimene dogru gelismekte olan hiicreler yer alir. Sonugta, seminifer
tiibiil liimeninde olgun spermatozoonlar bulunur (Gartner ve Hiatt 2001, Ozdamar ve
ark 2002).

1.5.3. Sertoli Hiicreleri

Bazal laminadan limene dogru uzanan ¢ok yonli hiicrelerdir. Yan yiizleri
tohum hiicrelerine uyum saglayacak sekilde girintili ¢ikintilidir. Enine kesitlerde zor

secilirler.

Eozinofilik sitoplazmalar1 bazala yerlesmis bir iki ¢entikli oval ¢ekirdekleri
vardir, ¢ekirdekeik belirgindir ( Erkogak 1990, Tekelioglu 2002).

Sertoli hiicreleri 1yi bir hiicre iskeletine sahiptir ve tohum hiicrelerine gore
daha dayaniklidirlar. Sertoli hiicrelerinin mitotik aktiviteleri yoktur, bu nedenle
cogalamazlar. Komsu Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 birbirlerine siki baglantilarla
baglanmistir. Bu baglantilar kan-testis bariyerini olustururken epitel tabakay:
bolmelere (kompartman) ayirir. Testikiiler kapillerler pencereli tiptedir ve biiyiik
molekiillerin gecisi i¢in uygundurlar. Seminifer epitelin bazal kompartmaninda olan
spermatogonyumlar kanda dolasan molekiillerle iliski kursalar bile bu hiicreler
testiste daha Once bulundugundan organizma tarafindan yabanci olarak kabul

edilmezler (Hendry ve ark 1973, Cockett ve ark 1984, Lund ve Nielsen 1996).



Sertoli hicrelert;

Sertoli hiicreleri aralarindaki siki baglantilarla immiinolojik koruma saglar,
tohum hiicrelerinin beslenmesinde gorev alir, mekanik destek vererek hiicrelerin
limene dogru hareketine aktif olarak katilir ve gelisen esey hiicrelerinden arta kalan

sitoplazma pargalarini fagosite ederler (Erkogcak 1990, Tekelioglu 2002).

Androjen baglayict protein (ABP) sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir.
Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteronu baglayarak seminifer tiibiil liimenine
oradan da epididimise iletilmesine yardimci olur (Gartner ve Hiatt 2001, Waart ve
ark 2001).

Inhibinin iiretiminde ve salgilanmasinda gérevlidirler. Testikiiler transferrin

liretimi ve salgilanmasi yaparlar.

Fruktozdan zengin, spermatozoonlar1 besleyici ve tasinmasini kolaylastiric

salgiy1 iiretirler (Erkogak 1990, Tekelioglu 2002).

Embriyogenez sirasinda Anti-Miillerian hormonu firetirler. Miiller kanalinin
olusumunu baskilayarak embriyonun erkek olarak gelismesi saglanmis olur (Gartner
ve Hiatt 2001).

1.5.4. Iinterstisyel Doku

Testis kiitlesinin yaklasik %25-30’unu gevsek bag doku olusturur, bu ara
doku igerisinde Leydig hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, farklilasmamis

mezensim hiicreleri, bol kilcal damarlar, lenf damarlar1 ve sinirler bulunur.

Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller arasindaki {iiggenlerde gruplanirlar,
Testosteron hormonu iiretimi ve salgilanmasindan sorumludurlar. No6roendokrin
fonksiyonlart da vardir. Parakrin olarak oksitosin, substans-P, B-endorfin gibi
maddeleri salgilarlar. 1ki g¢ekirdekli olabilirler. 1Iyi gelismis Golgi kompleksi,
tiibtiler tip kristal1 mitokondriyonlar ve asidofil sitoplazmalarinda yag damlaciklari
igerirler. Cok 1iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikuluma sahiptirler. Bu
hiicrelerde salg1 graniilii bulunmaz, iiretilen testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve

bekletilmeden kana verilir (Erkogak 1990, Tekelioglu 2002).



Leydig hiicreleri testislerin testosteron salgilamadigi ¢ocukluk doneminde
hemen hemen hi¢ goriilmezler. Bunun yaninda, yeni dogan erkek ¢ocukta yasamin
ilk birka¢ ayinda ve puberte sonrasi erigkin donemde bol miktarda testosteron
salgilarlar. Testis tiimorlerinin gelistigi  durumlarda ise, interstisyel Leydig
hiicrelerinden ¢ok fazla miktarda testosteron salgilanir. Son olarak testisin germinal
epiteli, X-1ginlariyla tedavi sirasinda ya da asir1 sicak nedeniyle haraplandiginda,

kolay haraplanmayan Leydig hiicreleri testosteron iiretimine devam eder (Guyton
2001).

1.5.5. Spermatogenezi Uyaran Hormonal Faktorler

Gonad Hormonlarint Salgilatan Hormon (GnRH): Folikiil uyarici hormon
(FSH) ve Luteinize edici hormon (LH) hormonlarinin salgilanmasini saglar. Beyinde

hipotalamustan salgilanir.

FSH: Testisteki sertoli hiicrelerini uyararak sperm iiretimini saglar. Hipofiz

bezinden salgilanir.

LH: Leydig hiicrelerinde testosteron sentezlenmesini ve sperm iiretiminin

devamliligini saglar. Hipofiz bezinden salgilanir.

Prolaktin: LH’m Leydig hiicreleri iizerindeki etkisini arttirir. Hipofiz

bezinden salgilanir.

Testosteron: Sperm {iretiminin devamliliginm1 saglar. Testisteki Leydig

hiicrelerinden salgilanir.

Estradiol: LH sentezini kontrol eder. Karaciger, kas ve yag dokusunda
testosteronun metabolize edilmesi ile olusur. %?20-25’1 Leydig hiicrelerinden

salgilanir.
Inhibin: FSH salintmini1 engeller. Sertoli hiicrelerinden salgilanir.

Aktivin: FSH salinimini artirir. Leydig hiicrelerinden salgilanir (Leventerler
2005).



1.6. Spermatogenez

Spermatogenez ana germ hiicresi olan spermatogonyumun olgun erkek iireme
hiicresi spermatozoon veya spermiyuma farklanmasindaki tiim hiicresel degisiklikleri

tanimlayan bir siirectir.
3 tip spermatogonyum vardir :
- Tip A koyu spermatogonyum
- Tip A acik spermatogonyum
- Tip B spermatogonyum

Birinci mayoz boélinmeyle sekonder spermatositler olusur. Sekonder
spermatositler 2. mayoz boliinmeyi tamamladiklarinda spermatid denilen haploid
hiicreyi olustururlar. Bu haploid hiicre adluminal kompartmanin iist boliimlerinde

olgun erkek iireme hiicresine veya spermiyuma doniisiir.
Spermatogenezis 3 ana evreye ayrilabilir:

- Spermatogonial evre; spermatogonyumlarin boliinerek kendini yenilemesi

ve sonrasinda primer spermatositlere farklanmasidir.

- Mayoz veya spermatosit evresi; primer spermatositlerin 2. mayoz boliinme
ile hem kromozom sayilarini hem de DNA miktarlarin1 yariya indirerek haploid

spermatidleri olusturmasidir.

- Spermiyogenez evresi; Spermatidlerin bi¢im degistirerek olgun spermlere
dontismesindeki evreleri tanimlar (Mortimer ve ark 1986, Dunphy ve ark 1989, Bar-
Chama ve Lamb 1994).

1.6.1. Spermatogonial Evre

Spermatogonyumlar yaklagik 12 pm c¢apinda, bazal laminanin hemen {stlinde
yer alan diploid germ hiicresidir. Cinsel olgunlugun baslamasi ve testosteronun
etkisiyle spermatogonyumlar mitoz bdliinmeyle cogalmaya ve kendi kendilerini

yenilemeye baglarlar.



Tip A koyu spermatogonyumlar; ufak, yaklasitk 12 pm c¢apinda, kubbe
seklinde hiicrelerdir. Heterokromatinden zengin yasst oval niikleuslariyla ayirt
edilirler. Bu hiicreler rezerv veya kok hiicrelerdir. Mitozla kendilerini yenileyerek
ilave Tip A koyu spermatogonyumlari ve Tip A agik spermatogonyumlari
olustururlar. Genellikle ¢ekirdek zarina yakin yerlesmis iki ¢ekirdekcik igeren koyu
renkli oval ¢ekirdekleri ile ayirt edilirler.

Tip A agik spermatogonyumlar; acik renk boyanan 6kromatinden zengin oval
cekirdekleriyle ayirt edilirler. Organelden fakirdirler ancak bol serbest ribozom
igerirler. Testosteronun etkisiyle ¢ogalarak ilave Tip A agik spermatogonyumlart ve

Tip B spermatogonyumlar1 olustururlar.

Tip B spermatogoniyum; tip B spermatogonyumlar yuvarlak g¢ekirdekleriyle
ayirt edilirler. Bu  06zelligi disinda  kendilerini  olusturan Tip A agik
spermatogonyumlara benzerler. Bu hiicreler mitozla boliinerek primer spermatositleri

olustururlar (Bilgi¢ 2007).

tip A spermatogonya
ZE;, ©o) tip A spermatogonya

ﬁ;- 0% tip A spermatogonya

tipB

3 @-| erken spermatid

gec¢ spermatid

D<A atukcisimler

/\ﬁ . — ™™ spermatozoa

Sekil 1.1. Spermatogenik hiicre serisinin sematik gosterimi (Ross ve Romrell 2006).



1.6.2. Mayoz veya Spermatosit Evresi

Tip B spermatogonyumlar bdliinerek primer spermatositleri olustururlar ve
hemen 1. mayoz bolinmenin profazina girerler. Primer spermatositler
kromozomlarin1 eslerler (diploid 2n kromozom) ve 4n DNA igerirler. Primer
spermatositler seminifer tlibiillerdeki gelismekte olan germ hiicrelerinin en iri

olanidir.

Cekirdekleri yogunlasmakta olan kromozomlar1 nedeniyle iyi ayirt edilir.
Birinci mayoz boliinmenin profaz asamasi yaklasik 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde
goriilen spermatositlerin ¢cogu bu asamada olacaktir. Primer spermatositler olusur
olusmaz, bazaldan adluminal kompartmana gegerler. Komsu sertoli hiicreleri
arasindan gegisleri sirasinda, kan-testis bariyerinin bozulmasini énlemek tizere sertoli
hiicreleri ile aralarinda gegici baglantilar kurarak yukariya dogru hareket ederler.
Birinci mayoz boliinmede DNA, 2n DNA olarak paylastirilir ve her yavru hiicre
haploid (n) sayida kromozom igerir. Ikinci mayoz béliinmede ise hiicrelerdeki DNA
miktar1 yartya inerek haploid (n) olarak yavru hiicrelere aktarilir. Ancak kromozom

sayilar1 haploid olarak kalir (Bilgi¢ 2007).
1.6.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez DNA miktar1 ve kromozom sayist yariya inmis
spermatidlerin olgun spermiyum (sperm, spermatozoon) haline doniismek {izere
gecirdigi hiicresel farklanma siireci olarak tanimlanir. Spermatidler kiigiik boyutlar
(7-8 um c¢apta), yogunlasmis kromatin bolgeleri iceren c¢ekirdekleri ile ayirt
edilebilirler. Spermatidler graniillii endoplazmik retikulumdan ve mitokondriadan
zengin hiicrelerdir ve iyi gelismis bir Golgi kompleksleri vardir. Seminifer tiibiillerde
limen yakininda (jukstaluminal) yerlesmislerdir. Spermiyogenez spermatidlerin
sertoli hiicresi sitoplazmasi ic¢ine yuvalanmasi, akrozom olusumu, kromatinin
yogunlagsmasi ve c¢ekirdegin yassilasip her iki yana dogru uzayarak bilinen yapisini
kazanmasi, flagellum veya kuyrugun gelismesi ve mitokondriumlarin gé¢ ederek orta
parcadaki yerlerini almalar1 sitoplazmanin ¢ogunun artik materyal olarak
kaybolmasini i¢eren bir hiicresel degisim siirecidir. Sonugta seminifer tiibiil liimenine
salinan olgun spermiyum (spermatozoon ya da sperm) olusur (Makler 1980, Rogers
ve ark 1983, Yildirim 1994).

10



Spermiyogenezis 4 evreden olusur; (Makler 1980, Rogers ve ark 1983,
Yildirim 1994).

- Golgi evresi

- Baslik evresi

- Akrozomal evresi

- Olgunlagma evresi
1.6.3.1. Golgi Evresi

Spermiyuma farklanmanin ilk isareti ¢ekirdege bitisik yerlesmis Golgi
kompleksinin trans yiiziinde ufak, membranla sinirlandirilmis preakrozomal
graniillerin belirmesidir. Gelisme ilerledikge graniiller birbirleriyle birleserek
“akrozomal vezikiil” denen genis tek bir graniilde toplanir. Bu erken donemde bile
akrozom icerigindeki hidrolitik enzimler ayirt edilebilir. Akrozomal vezikiil
¢ekirdegin 6n kutbuna yerlesmistir. Bu donemde vezikiilii sinirlayan membran ise
cekirdek zarma dayanmistir. Akrozomal vezikiilin tepe noktasi yaklasik sperm
cekirdeginin u¢ noktasini gosterecek sekildedir. Golgi kompleksi akrozomal vezikiil
yiizeyi ile yakin iliskide kalir ve yeni preakrozomal graniiller olusturarak gelismeye
devam eder. Akrozomal vezikiiliin hacmi arttikca cekirdek dis zarina dayanan
akrozomal membran baglangic noktasindan ayrilarak yarim daire halini almaya
baslar. Akrozomal vezikiillerin olusmasiyla es zamanli olarak sentrioller ¢ekirdek
yakinindaki yerlesimlerinden ayrilarak karsi kutba yonlenirler ve birbirlerine dik
olarak yerlesirler. Distal sentriolden kuyrugu olusturacak olan mikrotubuluslar
gelismeye baslar. Bu mikrotubuluslar daha sonra aksonemi olusturacaklardir
(Schlesinger ve ark 1994, Chiou ve ark 1997).

1.6.3.2. Bashk (Cap) Evresi

Bu siiregte akrozomal vezikiil hacimce biiylimeye baslar. Akrozomal vezikiil
membrani ¢ekirdek dis zarini ¢evrelercesine bir yol izleyerek her iki yana dogru uzar
ve cekirdegin On yiiziinii yarim daire seklinde kaplamaya baglar. Bu siire¢ i¢inde

heniiz akrozomal vezikiil igerigi yukarida tanimlanan sekilde yayilmis akrozomal
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alanin tiimiinii kapsayacak sekilde gelismesini tamamlamamistir. Bagka bir deyisle

akrozomal vezikiil olustugu ilk bolgede belirgin olarak izlenir (Bilgi¢ 2007).
1.6.3.3. Akrozomal Evre

Bu evre spermiyogenezisin en onemli evresi olup, sperm basinin normal
yapisint  kazanmasiyla sonuglanir. Baslik evresinde heniiz akrozomal bolgeyi
doldurmamis olan akrozomal igerik tiimiiyle i¢ ve dis akrozomal membranlar
arasinda yayilarak akrozomu bi¢imlendirir. Cekirdek kromatin kondanse olmaya ve
cekirdek yassilagip sperm basi uzamaya baslar ve mitokondriyonlar daha Once
tanimlandig1 sekilde, orta pargadaki normal yerlesim bolgelerine dogru gog ederler.
Cekirdek hacmi kiigiilmiistiir ve ¢ekirdek yassilagsdikga sperme 0Ozgii yapisal
ozellikleri belirgin olmaya baslar. Akrozomal vezikiill ve graniill yogunlasan
niikleusun 6n yarisin1 kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir.
Akrozom hiyaliironidaz, ndraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri etkisi olan bir
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozom bu yiizden lizozomun

Ozellesmis bir tipi gibi is goriir (Chiou 1997).
1.6.3.4. Olgunlasma Evresi

Spermatidin fazla sitoplazmasi kuyruk yoniinde uzar ve koparak seminifer
tiiblil liimenine atilir. Bu pargalar sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilirler.
Spermiyumlar sertoli hiicrelerinden ayrilip liimene gegerler. Bu arada diger
spermatidlerle olan baglantilart da kopar. Yeni olusan bu spermiyumlar
hareketsizdirler ve dolleme yeteneklerini ve hareket Ozelliklerini epididimal
olgunlagsma ve disi genital yollarindaki kapasitasyondan sonra kazanirlar (Bilgic

2007).
1.7. Spermiasyon

Spermiasyon seminifer tiibiilin germinal epitelinden spermiyumlarin
salinmasini tanimlar. Bu silire¢ sertoli hiicreleri tarafindan kontrol edilir. Sertoli
hiicrelerin ara filamanlarinin  ve sitoplazmik mikrotiibiillerinin  igbirligiyle

gerceklesir.

Spermatidler farklandik¢a yeni germ hiicrelerinin {iretilmesiyle yavasga

seminifer tiibiil limenine dogru hareket ederler. Gelisimlerinin son evrelerinde
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kuyruklar1 liimene uzar. Cekirdek ve akrozomu igeren bas ise karsi tarafta sertoli
hiicrelerinin yiizeyindeki girintilerin i¢inde yer alir. Spermiyumlarin salinmasi
sirasinda, basi sertoli hiicresinden aktif olarak cikar ve sitoplazmasi spermiyumu

serbestlestirecek sekilde bunu izler (Bar-Chama ve Lamb 1994).
1.8. Spermiyum (Spermatozoon)

Bu aragtirmanin konusu olan erkek iireme hiicresi veya spermiyum, aktif
olarak hareket edebilip sivi bir ortamda serbestce ylizebilen, uzun (65 pum) ileri

derecede polarlagsmis 6zgiin bir hiicredir.
Spermiyum temel olarak 3 kisimdan olusur:
- Basg
- Boyun
- Kuyruk

Toplam uzunlugu yaklasik 60 um kadar olan spermatozoon bas kisminin boyu 3-5

um, eni 2-3 um dir. Basin esas gorevi;

DNA materyalini tasimak ve korumaktir. Bas bolgesi, lizozomal organelin
bulundugu akrozom, fertilizasyon i¢in oosite tutunma bdolgesi olan ekvator bolgesi ve

akrozom sonrasi1 bolgeyi igerir (WHO 1999).
Kuyruk bolgesi ise histolojik yapisina gore 3 kisima ayrilir:
- Orta parca
- Esas parga
- Son parga
1.8.1. Bas Bolgesi
1.8.1.1. Akrozom

Plazma zarmin hemen altinda bulunan akrozom zar1 arkaya dogru ilerler,

orada bir katlant1 yapip tekrar on tarafa gelir. Bu paralel gibi duran iki zar arasinda

13



bir¢cok hidrolitik enzimin paketlenmis olarak bekledigi yer olan akrozomal matriks
bulunur. Cekirdegin tigte ikisini kaplar. Buradaki esas iki enzim hyaluronidaz ve
akrozindir. Bunun disinda noraminidaz, aril siilfataz, asit ve alkalin fosfotaz,
glikosidaz, B-N-asetilgalaktosaminidaz, [B-N-asetilglukosaminidaz (NAG), B-
galaktosidaz, B-glukosidaz, B-glukuronidaz enzimleri bulunur. Akrozin, proakrozin
ad1 verilen inaktif zimojenlerde tutulan tripsin benzeri bir proteinazdir. Akrozin;

spermatozoonun zonayi ge¢gmesini saglar.

Spermatozoonun igerdigi diger zimojen enzim sperminojendir. Bu enzimler

akrozom reaksiyonunda salgilanirlar (Mack ve ark 1983, Ross ve ark 2003).
1.8.1.2. Peri-niikleer madde

Akrozomun altinda onu ¢ekirdekten ayiran ince tabakaya periniikleer madde
denir. Disiilfit kopriileriyle saglamlastiriimis bu madde, akrozomla niikleus arasinda
sert bir yap1 olup kesintisiz bir tabaka yaparak ¢ekirdegin tizerini kaplar. Akrozomun
arkasindaki bu madde, post akrozom kilifin1 olusturur (Ross ve ark 2003,
Kierszenbaum 2006).

1.8.1.3. Cekirdek

Spermatozoon DNA's1 arginin ve sisteinden zengin, oldukga bazik proteinler
olan protaminlerle bir kompleks halinde bulunur. Sistein miktar1 nedeniyle disiilfit
carpraz baglar fazladir. Bu, ¢ekirdege saglamlik ve dayaniklilik kazandirir. Cekirdek
haploid sayida kromozom igerir ve oosite girmeden ve protaminler ayrilmadan DNA
aktive olamaz (Gartner ve Hiatt 2001, Ross ve ark 2003).

1.8.1.4. Son halka ve bazal plaka

Kuyrugu bas bolgesinden ayiran yapidir. Burada cekirdek zari porlara

sahiptir. Bu bolgede elektronca yogun bir maddenin olusturdugu bazal plaka yer alir.
1.8.2. Boyun Bolgesi

Uzunlugu yaklasik 0,3 pum olup, yapisinda segmentli kolonlardan olusan
baglanti1 pargasi ve proksimal sentriol bulunur. Proksimalde iki ¢ift boliinmiis siitun 2

major ve 2 mindr siitun olusturup basin alt kisminda birlesirler. Distal sentriyol ise

14



spermiogenezin ileri evrelerinde ortadan kalkmaktadir. Bunlar aksonemin olusumu
sirasinda 6nemli bir rol oynar. Proksimal sentriyol 9 adet {i¢clii dis mikrotiibiil igerir.

Ortada ise mikrotiibiil ¢ifti yoktur (Gartner ve Hiatt 2001, Ross ve ark 2003).
1.8.3. Kuyruk Bolgesi:

Enerji tretimi ve hareketlilikten sorumlu oldukga gelismis bir bolgedir.
Aksonem, 9 dis cift mikrotiibiil yapist ve ortada bir ¢ift mikrotiibiilden olusan

kuyrugun onemli bir bilesenidir.

Bu mikrotiibiillerin ana yapisinda tiibiilin proteini bulunur ve kendi i¢inde a
ve B olmak iizere 2 formdadir. A mikrotiibiiliinde ve ortadaki merkezi tiibiillerde 13
adet protofilaman varken, B tiibiilii 10 adet protofilamandan olusur. Her A
tiibiiliinden B tiibiiliine dogru Ca-Mg bagimli ATPaz izomeri protein olan dynein
kollar1 kuyrugun hareket etmesini saglar. Her 9 dis ¢ift, komsu giftlerle neksin adli
bir protein araciligiyla baglanir ve elastik yapilariyla aksonemin simetrisini korur
(Gartner ve Hiatt 2001, Ross ve ark 2003). Bir diger 6nemli yap1 spermatozoon
aksonem etrafinda kuyrugun sertliginde rolii olabilecegi diisiiniilen dis yogun
liflerdir. Esas parcanin %60'na kadar uzanir ve 3 kisma ayrilir: 2 kisa lif: 6-8 um, 3
orta boylu lif: 17-21 um, 4 uzun lif: 31-35 um’dir. Lifler sisteinden zengin keratin
benzeri protein ve yaygin disiilfit ¢apraz baglari igerir. Bu liflerin ileri derece

kaybinda esas par¢anin egriligi meydana gelmektedir (Kierszenbaum 2006).
Spermatozoon Kuyrugu orta parga, esas parga ve son parca olarak tice ayrilir.

Orta parga; 3,5 um uzunlugundadir. Orta par¢anin en 6nemli 6zelligi, sarmal
biciminde aksonemin c¢evresini saran, tlire 0zgiin sayida mitokondriyonun arka
arkaya dizildigi mitokondri kilifinin varligidir. Bu sarmalin 11-15 dongiisti vardir ve

her donemece ortalama 2 mitokondri denk gelir.

Esas parg¢a; esas parganin yapisinda aksonem, ¢evresinde kalin dis fibriller,
fibroz kilif ve plazma membran1 bulunur. En uzun pargadir, ¢cap1 yaklasik 0,5 um ve
uzunlugu 40 um’ dir. Kilif iki periferik yarim daire siitun seklindeki fibroz kilifla
sarilir. Fibroz kilif siki sekilde bir araya gelmis filamanlardan olusur. Uzunlamasina

stitunlar 2 kiiciik dis yogun lifleri kaplar ve birlesir. Fibroz kilif, distilfit baglarindan
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zengin yapisiyla siki ve olduk¢a dayanikli bir bolgedir. Fibroz kilif kuyruk

hareketlerini kisitlar ve kontrol eder.

Son parga; fibréz kilifin distal ucundan sonra son par¢a baslar. 3 um
uzunlugundadir. Kuyrugun son kisminda kalin fibriller ve fibroz tabaka kaybolur. Bu
bolgede once dynein kollar1 yok olur, daha sonra merkezdeki mikrotiibiil ciftleri
kaybolur ve distaki ¢iftlerin ikisi ortaya hareket ederken kalan 7’si onlarin etrafini
sarar. Bu sirada B tiibiilleri de agilarak kaybolur. Kuyrugun ucuna gelindikg¢e

aksonemin mikrotiibiiler yapisi sona erer (Gartner ve Hiatt 2001, Ross ve ark 2003).
1.9. Bosaltim Yollari
1.9.1. Testisin Bosaltic1t Duktuslari
1- Tubili rekti
2- Rete testis
3- Duktuli efferentes
4- Duktus epididimis
5- Duktus deferens
6- Ampulla duktus deferens
7- Duktus ejakulatoryus
1.9.2. Tiibiili Rekti

Her lobiiliin tepesinde seminifer tiibiiller diiz seyirli tiibiili rektilerle devam
eder. Seminifer tiibiil epiteli tiibiili rektilere dogru biraz degisiklik gostermeye baslar;
spermatogenetik hiicreler giderek ortadan kaybolur, sertoli hiicreleri ise say1 olarak
artar. Sonunda tiibiili rektilerde sadece yapisi biraz degismis olan (sitoplazmasinda
cok fazla yag bulundugundan ¢ok vakuollii, ¢ekirdek kromatini yogunlagmis) sertoli
hiicreleri bulunur. Tiibiili rektiler ¢ok kisa yapidadir. Epiteli tek katli kiibiktir.

Cevresinde mediastinum bag dokusu bulunur (Kalayci 1986, Junqueira ve ark 1998).
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1.9.3. Rete Testis

Tunika albuginea’nin kalinlagsmasiyla olusmus, damardan ¢ok zengin olan
mediastinum igine yerlesmis, birbirleriyle anastomozlasan tiibiiler yapilardir.
Boylece tiibiilus ag1 olustugundan rete (ag) terimi uygundur (Kalayc1 1986, Junqueira
ve ark1998).

Epitel basit kiibik ya da yassidir. Bu nedenle limenler diizensiz olarak
izlenir. Baz1 epitel hiicreleri tek bir sil tasir. Nukleuslar1 ¢ok koyu boyanir. Bazal
membran altinda spesifik bir lamina propria bulunmaz, tiibiiller mediastinum bag
dokusuyla kusatilmistir. Spermiumlar tiibiili rekti ve rete testisten hizla gectigi igin,

kesitlerde liimende spermiuma ¢ok nadiren rastlanir (Kalayci 1986).
1.9.4. Duktuli Efferentes

Testisin arka kenarinin iist kisminda 8-15 kadar sayida spiral seyirli efferent
duktuslar, rete testisi izler. Her biri konik bigimli epididimis lobiiliinii yapar.
Lobiillerin apeksleri mediastinum testise yoneliktir. Tiim duktuli efferentesler ortak
bir bag dokusu ile kusatilarak epididimisin basini olusturur. Her bir duktus yaklasik 2

cm uzunluktadir.

Epitel; bunlar epididimis yoniine dogru hareketi saglayan silyali hiicrelerle
degisimli olarak silyasiz kiibik hiicre gruplarindan olusan bir epitele sahiptir. Bu,
epitele tarak seklindeki karakteristik gortinlimiinii verir. Silyasiz hiicreler seminifer
tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu absorbe eder. Silyali hiicre aktivitesi ve sivi
abzorbsiyonu spermatozoonlarin epididimise dogru siipiiriilmesini saglayan bir sivi

akimi saglar (Junqueira ve ark 1998).

Tim duktus sisteminde hareketli sil sadece duktuli efferenteslerdedir.
Spermiumlarin  epididimise ge¢melerine yardimct olur. Epididimis i¢inde

spermiumlar heniiz hareketlilik kazanmamstir (Kalayci 1986).
1.9.5. Duktus Epididimis

4-6 m uzunlukta, asir1 kivriml tek bir duktustur. Cevresindeki damardan
zengin bag dokusu ile birlikte epididimisin korpus ve kuyruk kisimlarini olusturur.

Cok kivrimli oldugu icin enine kesitlerde tek tiibiil yerine ¢ok sayida kesitine
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rastlanir. Duktuli efferenteslerden ayirmada en 6nemli kriter hem dis hem de i¢

siirlarinin diizgilin olusudur (liimeni diizgiin) (Kalayc1 1986, Junqueira ve ark 1998).

Epitel; psodostrafie’dir. Bazal hiicreler, bazal membrana oturmus fakat
liimene kadar erismeyen hiicrelerdir. Konik ya da yuvarlak bi¢imli olan bazal

hiicreler agik renkli boyanirlar.

Silindirik hiicrelerin; hepsi ayn1 boydadir ve limene kadar ulastigindan limen
diizgiindir. Streosillia (hareketsiz sil) tasirlar. Duktus epididimis epiteli
spermatogenez sliresince atilan artik cisimlerin ortadan kaldirilmasi ve sindirilmesine

katilir (Junqueira ve ark 1998).

Spermler epididimis i¢inden ¢ok yavas gecmektedir (6 hafta gibi uzun siire).
Silindirik hiicrelerde salgi yapimi da gerceklesir. Salgisi, spermium maturasyonuna
etkilidir; spermin hareketlilik kazanmasi, yasamini silirdiirmesi ve fertilizasyon
yeteneginin artirtlmasinda rol alir. Spermiumlar ilk epidimis i¢inde hareket etmeye

baslarlar (Kalayci 1986).
1.9.6. Duktus Deferens

Duktus epididimisin kuyruk kismindan sonra duktus deferens devam eder.
Testisin arka kenar1 boyunca asagiya inen duktus deferens, kanalis inguinalisi
katederek pelvisin yan duvarlar1 boyunca iiretraya dogru ilerler, iiretranin prostatik
kisminda sonlanir. Prostata girmeden hemen Once ig bi¢imli bir genisleme yapar
(ampulla duktus deferens). Ampulla daralarak ince duktus ejakulatoryusu olusturur.
Iki duktus ejakulatoryus prostat icinde seyreder ve utrikulus prostatikusun iki
yanindan lretraya acilirlar. Tam gergin duruma getirilmis duktus deferens yaklasik
0,5 m uzunluktadir. Baslangic bolimii ¢ok kivrimhidir (Kalayc1 1986). Kalin

miiskiiler duvarli, liimeni dar, tiibiiler bir yapidir (Junqueira ve ark 1998).
1.9.7. Ampulla Duktus Deferens

Duktus deferens prostata girmeden o6nce ampulla denen kismi olusturur
(Junqueira ve ark 1998). Bu kismin duktus deferense gore liimeni daha genis, epiteli
daha kalin, mukozada kivrimlar daha fazladir. Enine kesitte epitel kivrimlarinin
birbirleriyle kaynasmalar, dallanmalar yapmalar1 nedeniyle, liimen {i¢genimsi

gozenekleri olan agimsi bir yap1 seklindedir (Kalayci 1986). Burada epitel kalinlagir
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ve oldukga fazla kivrimlar yapar (Junqueira ve ark 1998). Kiibik ya da silindirik
salgilayici tiptedir. Sitoplazmasinda bol salgi graniilii ve siklikla sar1 renkli pigment

bulunur. Tunika muskularis; duktus deferense kiyasla daha incedir (Kalayc1 1986).
1.9.8. Duktus Ejakulatoryus

Ampulladan sonra duktus deferens prostata girer ve prostatik iiretraya agilir.
Prostata giren kisim duktus ejakulatoryus kismidir (Junqueira ve ark 1998). Yaklasik
2 cm uzunlukta olan duktus ejakiilatoryusun mukozasi ¢ok incedir ve ¢ok ince
kivrimlar yapar. Ampulladakine benzer kriptalar olusturur. Epiteli; psodostratifiye ya
da basit silindiriktir. Uretraya yakin boliimii iiretra epiteline (transizyonel) degisir.

Epiteli salgilayict tiptir (Kalayci 1986).
1.10. Yardime1 Ureme Bezleri

Vezikula seminalisler kivrintili uzunlamasina divertikiillerle liimeni labirent
seklinde izlenen bir ¢ift bezdir. Insanda ejakulatin %70’lik boliimii bu bezin
salgisidir. Salgi, visk6z ve sarimsidir, semenin rengini verir (Agarwal 1980, Aksoy

1988) .

Prostat bezi erkek ilireme sisteminin en biiylik ve tek olan bezidir. Bilesik
tubiilo-alveolar bir bezdir. Mesanenin hemen altinda iiretray1 gevreler. Bez, salgisini
kendi bosaltim kanallariyla prostatik tiretraya bosaltir (Aksoy 1988, Kierszenbaum
2006).

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri), 1 cm’den kiigiik bilesik tubiilo-alveolar
bir ¢ift bezdir, liretranin liimenini kayganlastirmak iizere mukus salgis1 yapar (Abou-

Seif ve Youssef 2004, Kierszenbaum 2006).
1.10.1. Seminal Vezikiillerin Fonksiyonu

Her seminal vezikiil kivrimli, bolimli tiibiiler bir yapiya sahiptir. Tiip
boyunca uzanan sekretuar epitel hiicrelerinden mukoid bir sivi salgilanir. Sivi bol
miktarda fruktoz, sitrik asit ve diger besin maddeleri ile birlikte biiyiik miktarda
prostaglandinler ve fibrinojen icerir. Emisyon ve ejakiilasyon sirasinda, vas
deferensin spermi bosaltmasindan kisa bir siire sonra, her seminal vezikiil icerigini

ejakiilator kanala verir. Boylece, ejakiile edilen semene biiyiik bir kitle eklendigi
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gibi, seminal sivida fruktoz ve diger besleyici maddelerin artmasi ile ejakiilattaki

spermin ovumu dollemesine kadar gegen siire¢ iginde beslenmesi saglanir.

Prostagladinlerin  fertilizasyona  iki  yoldan  yardimci  olduklari
distiniilmektedir: (1) Servikal mukusla reaksiyona girerek sperm hareketleri igin
uygun bir ortam olustururlar ve (2) spermin ovuma ulasmasi i¢in uterus ve fallop
kanallarmmin zit yonde peristaltik kasilmalarint saglarlar (5 dakikalik siire iginde

fallop tiiplerinin iist ucuna ulasan sperm sayisi ¢ok azdir) (Guyton 2001).
1.10.2. Prostat Bezinin Fonksiyonu

Prostat bezi kalsiyum, sitrat iyonu, fosfat iyonu, pihtilasma enzimi ve
fibrinolizin igeren ince, siite benzer bir sivi salgilar. Emisyon sirasinda, prostat
bezinin kapsiilli, vas deferensle eszamanli olarak kasilir. Boylece ince, siitiimsii
prostat sivisi, semen kitlesine eklenir. Prostat sivisinin hafif alkalik 6zelligi, ovumun
basarili bir sekilde dollenmesi i¢in ¢ok Onemli olabilir. Ciinkii, vas deferens sivisi
spermin metabolik {rlinleri ve sitrik asit varliginda, goreceli olarak asidik
ozelliktedir. Bu nedenle, spermin fertilite 6zelligi baskilanabilir. Ayrica, kadinin
vajinal salgilar1 da asidiktir (pH = 3,5 — 4,0). Sperm, ortam pH’st 6,0 ile 6,5’a
ulasana kadar optimal hareketliligini gdstermez. Sonug olarak, prostat sivisinin, diger
ejakiilat sivilarmin asiditesini notralize etmesi ve bu yolla spermin hareket ve fer-

tilizasyon yetenegini arttirmasi olasidir (Guyton 2001).
1.10.3. Semen

Erkegin seksiiel aktivitesi sirasinda ejakiilasyonla atilan semen, vas
deferensten (yaklasik %10 kadar), seminal vesikiilden (yaklasik %60), prostat
bezinden (yaklasik %30) gelen siv1 ile spermleri igerir. Ayrica az miktarda mukus
bezlerinden ve 6zellikle bulboiiretral bezlerden gelen sivilar igerir. Sonug olarak,
semen Kkitlesinin biiylik bir bolimii seminal vezikiilden gelmektedir. Ejakiilasyon
sirasinda en son olarak atilan bu sivi, ejakiilator kanallar1 ve iiretradaki spermleri
yikayarak uzaklastirir. Semenin hafif asit sivilari, alkalik prostat sivisi ile ndtralize
edilerek, semen bilesiminde ortalama pH’nin yaklasik 7,5 olmasi saglanir. Seminal
vezikiill ve mukus bezlerinden gelen sivilar semene mukoid bir kivam verirken,
prostat sivisi siit goriintiisii kazandirir. Bunun yaninda, prostat sivisinda bulunan bir

pihtilasma enzimi, seminal vezikiilden gelen fibrinojeni etkileyerek zayif bir pihti
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olusturur. Bu olay uterus serviksinde, vajinanin derinliklerinde semenin tutulmasina
yardim eder. pH sonraki 15-30 dakika iginde prostattan gelen profibrinolizinden
olusan fibrinolizinlerle ¢oziiniir ve eritilir. Ejakiilasyon sonrasi ilk dakikalar i¢inde,
belki de pihtinin viskozitesi nedeniyle, spermler giderek hareketsiz kalirlar. Pihtinin

coziilmesiyle birlikte spermlerin yeniden yiiksek hareketlilik kazandig1 goriiliir.

Spermler erkek genital organinda haftalarca canli kalabildikleri halde,
semenle atildiktan sonra viicut 1s1sinda maksimal 24-48 saat yasayabilirler. Bunun
yaninda, diisiik 1s1da semen belki de haftalarca depolanabilir ve -100 °C'nin altindaki

1isilarda dondurularak yillarca saklanabilir (Guyton 2001).
1.11. Semen Analizi (Spermiyogram)

Infertil g¢iftlerde yariya yakin bir oranda erkekte problem oldugu
belirlenmistir. Erkeklerde anatomik, endokrin, immiinolojik bir bozukluk veya
infeksiyon, infertilite nedeni olabilecektir. Bu nedenle erkek faktoriinii ortaya koyan

en basit test spermiyogramdir (Delilbast 1997).
1.11.1. Sperm Orneginin Alinmasi

Hastalar ile yapilan ilk goriismede Ornek vermek igin gelecekleri giin 3-5
giinliik bir cinsel perhiz siiresine uymalar1 tavsiye edilir. 2-7 giin arasindaki cinsel
perhiz siiresi yeterli goriiliirse de kisa siireli cinsel perhizde semendeki sperm sayisi
az, uzun siireli cinsel perhizde de (erkek faktorii mevcut ise) sperm sayisi yeterli olsa
bile motilitenin diisiik oldugu gézlenmistir. Yapilan arastirmalarda uzun siireli cinsel
perhizin spermlerin akrozin igeri§inde de azalmaya neden oldugu gosterilmistir.
Onerilen cinsel perhiz siiresine uyuldugunda, dikkatli bir sekilde yapilan semen
analizi testislerin spermatogenik ve steroidogenik aktivitesiyle aksesuvar bezlerin
calismast hakkinda saglikli bilgi sahibi olunmasini saglayacaktir (Delilbast 1997,
WHO 2002).

Hastalara steril sartlarda steril kutular verilerek bu amagla diizenlenmis sperm
verme odasini kullanmalar1 saglanir. Hastalar mastiirbasyonla 6rnek vermeleri
gerektigi konusunda bilgilendirilir, kullandiklar1 kutularin iizerine isimleri etiketle

yapistirilir.
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Ornek verme esnasinda nelere dikkat etmeleri gerektigi onceden hazirlanmus
bir bildiri ile kendilerine agiklanmalidir ve 6rnek toplanmasi esnasinda krem ya da
kayganlastirici bir madde kullanmamasi, 6rnek toplanan kutuya su ya da bagka bir
madde kagirmamasi sdylenir. Semen toplama kabi olarak daha 6nceden yapilan
kimyasal ve biyolojik testlerle toksik olmadigi ispatlanmig kutular satin alinmalidir.
Hastanin 6rnegini aldiktan sonra kendi eli ile laboratuvardaki ilgili biyologlara teslim

etmeleri gerektigi izah edilmelidir (Delilbas1 1997, WHO 2002).
1.11.2. Semen Orneginin Degerlendirilmesi

Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirllmasinda ilk basamak semen
analizidir. Bu inceleme esnasinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirtilen
kriterler esas alinmaktadir. Semen analizi makroskopik ve mikroskopik incelemeden
olusur (WHO 2002, Rrumbullaku 2005).

1.11.3. Semenin Makroskopik Incelemesi

Makroskopik incelemede semen igerigi likefikasyon, goriiniim, voliim ve pH
Ozellikleri yoniinden degerlendirilmektedir (Lens 1996, WHO 2002, Rrumbullaku
2005).

1.11.3.1. Likefikasyon (Semenin Coziiniiliirliigii)

Ejakiilasyon sirasinda akici olan semen koagiile olur. Prostattan salgilanan
amilaz ve proteolitik enzimler 10-30 dakika icerisinde semenin likefiye olmasini
(¢Oziiniirlik kazanmasini) saglar. Laboratuvara ulasan semen ornegi 37°C’de
(etiivde) likefiye olana kadar bekletilir, sonra incelemeye alinir. Bu siireyl asan

ornekler viskoz olarak kabul edilir (WHO 1992, Lens 1996, Rrumbullaku 2005).
1.11.3.2. Goriiniim

Normalde semen sari-gri renkte, parlak ve homojendir. Prostat bezinden
salgilanan spermin oksidasyonundan kaynaklanan kendine 6zgii bir kokusu vardir.
Semende eritrositlerin bulunmasi halinde renk kirmizi-kahverengidir. Uzun siireli
cinsel perhizlerde ve 16kositospermide renk sariya doniisiir (WHO 1992, Lens 1996,
Rrumbullaku 2005).
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1.11.3.3. Voliim

WHO kriterlerine gore semen hacmi 2 ml veya daha fazla olmalidir. 1 ml’den
az olmast durumu, hipospermik olarak isimlendirilip toplama sirasinda Grnegin
dokiilmiis olabilecegi, kisa cinsel perhiz siiresi, retrograd ejakiilasyonu veya
ejakiilator kanalda darlik gibi nedenler diisiiniilebilir. Miktar1 6 ml’den fazla olan
semen icerigi hiperspermik olarak adlandirilir, bu durumda cinsel perhiz siiresi uzun

veya seminal sivi fazladir (Delilbas1 1997, WHO 2002, Rrumbullaku 2005).
1.11.3.4. pH

Normal pH degeri 7,2 — 8,0 arasindadir. Akut enfeksiyonlarda pH degeri 8’in
tizerine ¢ikabilir. pH’nin diigiik olmasi sperm saliniminin yetersizligi ve bu nedenle
ejakiilatin daha ¢ok asidik prostat sivisindan olustugunu gosterebilir (Male Factor
Infertility 2000, WHO 2002, Rrumbullaku 2005).

1.11.4. Semenin Mikroskopik Incelemesi

Mikroskopik incelemede semen igerigi; sperm konsantrasyonu, hareketliligi
(motilite), morfolojisi, yuvarlak hiicre sayisi ve bu hiicrelerin siniflandirilmasi
yoniinden incelenmektedir (WHO 2002, Rrumbullaku 2005).

1.11.4.1. Konsantrasyon

Sperm sayimi i¢in giiniimiizde en fazla kullanilan aletlerden biri “Makler
Sperm Sayim Kamaras1’ dir . 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan sperm
sayimi icin 6zel olarak tasarlanmistir. Semen 6rneginin incelendigi kamaranin 10 um
derinliginde olmasi spermatozoanin tek bir diizlemde serbest hareketine olanak
saglamaktadir. Makler kamarasi ile spermlerin hareketlilik yilizdeleri daha kesin
olarak saptanabilmektedir (Duru 1998, Makler Counting Chamber 2005, Semen
Evaluation 2005).

Giivenilir bir degerlendirme i¢in ideal olan Makler sperm sayim aletindeki
100 karedeki spermleri saymaktir. Sayim su sekilde gergeklestirilir. Bir damla semen
(5 ul) kamaranin merkezine damlatilip tizerine grid cami kapatilir. Dort adet kuvartz
bacak sayesinde spermler, 10 um derinlikte yiizeceklerdir. Bu derinlikte ancak bir

adet sperm bas1 sigabilir. Bu sebeple bir hat {izerinde yapilacak sayim 20X biiylitme
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altinda 10 karede motil ve non-motil sperm sayilir ve 10° ile garpilarak mililitredeki
(x 10°/ml) sperm sayis1 belirlenir. Normal sperm konsantrasyonu >20x10°/ml ve

totalde 40x10°°dir (Duru 1998).

Sekil 1.2. Konsantrasyon Ol¢iimii (Midatlantic diagnostics 2009).
1.11.4.2. Motilite

Motilite degerlendirilirken konsantrasyon sayimminda oldugu gibi 20X
biiylitme altinda ve 10 karede yapilir. Motil spermlerin, toplam sperm sayisina orani
yizde olarak motiliteyi verir (Duru 1998, Makler Counting Chamber 2005,
Rrumbullaku 2005).

1.11.4.3. Morfoloji

Morfolojik  degerlendirmede WHO veya Kruger’in strict kriterleri
kullanilmaktadir. WHO kriterlerine goére normal deger >%30 iken Kruger strict
kriterlerine gore %14 olmalidir. Morfolojik degerlendirmede sperm bas, boyun ve
kuyruk anomalileri yoniinden dikkatle incelenmelidir. Sperm  morfolojisi
degerlendirilirken 6nce lam lizerine yayma yapilarak secilen boya ile boyama yapilir
(WHO i¢in Papanicolaou ve Kruger strict kriterleri i¢in Diff-Quick veya Spermac).
Degerlendirme immersiyon yag altinda yapilir tercthen 100 veya 200 sperm

incelenerek % normal cinsinden sonug verilir (Duru 1998, Isik ve Vicdan 1999).
WHO kiterlerine gore normal sperm morfolojisi;
Hacim: 2.0 - 6.0 ml

Sperm Konsantrasyonu: > 20 milyon / ml
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Total sperm sayist: >40 milyon / ejakiilat
Hareket: >%>50 (ileri hareketli) veya ilk 1 saatte > %25 hizli hareketli
Morfoloji : >%30, kruger kriterlerine gére > % 14 normal
Vitalite (canlilik): >%75
Lokosit: <1 milyon / ml
pH: 7.2-8.0 (Kayike1 ve ark 2002)

Ejakulat Degerlendirmesinde Terminoloji;
Aspermia: Ejakulatin olmamasi
Azoospermia: Ejakulatta spermin olmamasi
Normozoospermia: Normal semen parametreleri
Hematospermia: Ejakulatta kan olmasi
Lokositospermia: Ejakulatta normalin tizerinde 16kosit bulunmasi
Hipospermia: Ejakulat voliimiiniin <1 ml olmas1
Hiperspermia: Ejakulat voliimiiniin >6 ml olmasi
Oligozoospermia: Normalden az sperm konsantrasyonu(<20 milyon/ml )
Polizoospermia: Normalden fazla sperm konsantrasyonu(>250 milyon/ml)
Astenozoospermia: Zayif motilite (a+b) veya zayif ileri dogru (a) hareketlilik
Teratozoospermia: Normal morfoloji yilizdesinin azalmig olmasi
Nekrozoospermia: Tiim spermlerin 6lii olmasi

Globozoospermia: Yuvarlak basli, akrozomsuz sperm hiicrelerinin bulunmasi

(Makler 1980, WHO 2002)
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1.12. Infertilitenin Degerlendirilmesi

Bir yil igerisinde korunma yontemi olmadan siirdiiriilen diizenli bir cinsel
yasama ragmen (ortalama haftada iki kez beraberlik diizenli cinsel yasam olarak
kabul edilir) gebelik olusmamasina infertilite adi verilir. Hi¢ gebelik olugsmamasi
durumu primer infertilite; daha 6nce mevcut bir gebeligin ardindan gebelik elde
edilmemesi ise sekonder infertilite olarak tanimlanir. Gebelik i¢in hicbir sansa sahip
olmama durumu sterilite olarak ifade edilir. Yapilan arastirmalarda, toplumlarda
infertilite oranmnin % 10-15 dolayinda oldugu bildirilmistir (Andrology 2005,
Infertility 2005, Male Factor Infertility 2005) .

Erkek infertilitesi, infertil ¢iftlerin %10-30’unda tek neden, %15-30’unda ise
kadindaki probleme ek olarak karsimiza ¢ikmakta, dolayisi ile vakalarin yaklasik
%50’sinde goriilmektedir (Andrology 2005, Male Factor Infertility 2005).

1.12.1. Erkekte infertilite Nedenleri
* Sperm ile ilgili problemler

Diisiik sperm sayisi, sperm iiretiminde bozukluk (defektif sperm sayisinda
artig), oligospermi (sperm sayisinin diisiik olmasi), azospermi (sperm bulunmamast),

seminal kanallarda tikaniklik, seminal s1v1 bozukluklari
* Is1 ile sperm potansiyelinin azalmasi
Kronik yiiksek ates
» Sperm kalitesi ya da sayisinda diismeyi genellikle etkileyen nedenler

Alkol, ilaglar (bazi mide ilaglari, depresyon ilaglari, kanser tedavisinde

kullanilan ilaglar), esrar, nikotin, pestisitler, kursun
* Belirli hormonal bozukluklar sperm kalitesini etkiler
Hipofiz bozukluklari, feminizasyon

* Testikiiler bozukluklar sperm tiretimini etkiler
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Testikiiler ven varikozu, testikiiler hasar, testikiiler timor, varikosel, testikiil
anomali, inmemis testis (¢ocuklukda basarili sekilde miidahale edilmemisse),

testikiiler burulma, kabakulak, radyasyona maruz kalma
* Testikiiler kanalin bloke olmasi (sperm salinimini etkiler)

Testikiiler kanalda kizil (scarring), cinsel yolla bulasan hastaliklar, gonera,

klamidya, genital kanal anomalisi

* Retrograd ejakiilasyonu (mesaneye ters ejakiilasyon-cesitli nedenlerden

dolay1 olusabilir)
Prostat cerrahisi,
» Ejakiilasyonun olusmamasi (gesitli nedenlere bagli olabilir)

Iktidarsizlik (impotens), erektil disfonksiyon, diabet, prostat cerrahisi, iiretra

cerrahisi, kan basinci ile ilgili uygulamalar
» Bazi kromozom bozukluklari
* XXY erkekler (Causes of Male Infertility 2005).
1.12.2. Erkek Infertilitesinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) Rolii

Spermatozoa tarafindan ROT iiretimi, sperm kapasitasyonunun regiilasyonu,
akrozom reaksiyonunun kolaylastirilmasi, sperm-oosit etkilesimi ve sinyal
transdiiksiyon mekanizmalarinda 6nemli bir mediyator olarak hizmet eden, normal
fizyolojik bir olaydir. Yapilan bir¢ok c¢alismada; ROT’ un diisiik miktarlarinin
spermin kapasitasyonunu, hiperaktivasyonunu, akrozom reaksiyonunu ve 00sit
flizyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Agarwal ve ark 2003, Koksal ve ark 2003, Kumar
ve ark 2003).

Normal durumda ROT, spermin bu fonksiyonlarii gergeklestirmesine
yetecek diizeyde tutulmak iizere siirekli olarak antioksidan mekanizmalar tarafindan
stiptiriilmektedir (Agarwal ve ark 2003, Kumar ve ark 2003). Ancak ROT’un asiri
iiretimi, spermatazoa ve seminal plazmanin antioksidan kapasitesinin bozulmasi ile

sonuclanan oksidatif stres olarak adlandirilan bir duruma yol agmaktadir. Ayrica
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yiiksek seviyedeki ROT, mitokondri i¢ ve dis membranlarin1 da bozar (Kumar ve ark
2003, Novotny ve ark 2003, Aitken 2006).

Spermatazoanin, mitokondriyal membranlardan zengin olan orta pargasi
ROT’un primer hedefidir. Aksonemal hasara neden olan hiicre i¢i adenozin
trifosfattaki (ATP) hizli kayip ile sperm motilitesinde azalma ROT un major etki
sekli olarak gz oniine alinmaktadir (Sikka 2001).

1.12.3. Antioksidan Korumalar

Semende olusan hiicresel hasar, ROT olusumu ve antioksidan koruma
arasindaki dengenin saglanamamasindan kaynaklanmaktadir. Gonadlar ve seminal
stvida antioksidan koruma siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz
ve rediiktaz sistemi ile saglanmaktadir. Bu denge oksidatif stres diizeyi (OSD) olarak
tanimlanip sperm hasar1 ve infertilitede Onemli rol oynayabilmektedir. SOD,
stiperoksit anyonunu O,  ve H,0, ’e ve katalaz da H,O;’ 1 H,O ve O;’ e donlistiiriir
(Sikka 1996).

1.12.4. Oligospermi ve Infertilite

Infertil erkeklerin biiyiik kisminda sz konusu olan oligospermi bir hastalik
degil semptomdur. WHO tarafindan sperm sayisinin 20 milyon/ml nin altinda

olabilecegi belirtilmektedir (Mac ve Gold 1951, Zukerman 1977).

Fertilizasyonu tek spermin sagladigi goz oniine alindiginda canli spermi olan
tim erkekler fertil kabul edilebilir. Sadece spermin ovuma ulagmasmin yeterli
olabilecegi fikri invitro fertilizasyon ve artifisyel inseminasyondaki gelismeleri
dogurmustur (Eckerling 1960). Spermlerin fertilizasyon igin hazirlanmasinda
yikama, yiizdiirme, ¢Oktiirme, kafeinle muamele edilmesi gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Spermlerin yikanmasi yeni bir yontem olmayip 1970’li yillarda
spermleri daha kii¢lik hacimde konsantre etmek amaci giidiilmiistiir. Giiniimiizde ise
inseminasyon oncesi daha kaliteli sperm Ornekleri elde etmek amaglanmaktadir.
Sperm kalitesini arttirmak iizere siklikla albumin ve perkol gradientleri

kullanilmaktadir (Kogan 1988).
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Bu yontem i¢in en uygun adaylar sperm-mukus iligkisi zayif olan giftlerdir.
Diger uygun adaylar varikosel gibi anatomik bozuklugu olanlar ile idiopatik

oligoastenospermililerdir (Ronald 1986).
1.13. Spermlerin Fertilizasyonu Icin Yikama Yontemleri
Spermin yikanarak hazirlanmasinda siklikla doért metod kullanilir:
1. Swim-up (ylizdiirme) teknigi
2. Swim-down teknigi
3. Gradient teknigi
4. Percoll yontem

1.13.1. Swim-up teknigi

Tiim ejakiilat 0,5-1 ml’lik fraksiyonlar halinde ayr1 ayr1 konik tiiplere konur.
Uzerlerine sperm yikama medyumu eklenir. Tiipler 37°C de 1-2 saat siireyle %5
karbondioksitli ortamda 45° egimli pozisyonda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda
tistteki 1 ml’lik kisim pipetle alinarak kullanilir. Swim-up ile bol miktarda progresif
hareketli sperm elde edilebilmesine ragmen sperm sayisinda 6nemli ol¢iide diisiis
olur. Bu yontemin dezavantaji ileri derecede oligospermi ya da astenozoospermi
vakalarinda yeteri kadar sperm elde edilememesidir, bu nedenle siddetli erkek

infertilitesinde kullanimi kisitlidir (Nilsson ve ark.1979).

Swim-Up santrifdjleme
Teknigi 2x1600 rpm 10dak

O R U ST P ——— R = S S S SR e

Sekil 1.3. Swim-Up Teknigi (Aktas 2007)
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1.13.2. Swim — down teknigi

Ejakiilat, dansitesi seminal sividan daha fazla olan bir soliisyon iizerine
konarak 30 — 60 dakika 37°C de 45° egimle %5 karbondioksitli ortamda inkiibe
edilir. Tiipiin en altindaki 0,5 ml aspire edilerek YUT’ de kullanilir. Bu ydntemle
progresif hareketli sperm elde etme sansi ¢ok azdir. Ancak basit olmasi ve santrifiij

kullanilmamasi bu yontemin avantajidir.
1.13.3. Gradient yontemi

Bu yontemde silika partikiiller iceren medyumlar kullanilir. 15 ml lik konik
tip i¢ine asagidan yukariya dogru her birinden 1 ml olacak sekilde %90, %70 ve
%350’ lik gradient soliisyonlar: iist {iste konarak {i¢ tabakali yitkama olusturulur. En
istteki tabakanin iizerine her bir gradient tabakasi i¢in 1 ml olacak sekilde 3 ml

likefiye olmus ejakiilat birakilir, 200 — 500 g da 10 — 20 dakika santrifiij edilir.

Sonrasinda alttaki fraksiyon geride birakilarak iistteki siipernatant kisim bir
pipetle aspire edilerek digar1 atilir. Dipte birakilan kisim 1:1 voliim medyum ile
karistirilarak yikanir (Baker 1985).

Sperm Gradient teknigi
Santifuj 2000 rom 10-15 dak.

LUCEEE

Pellet Gzeri atilir J I. 1

santrifaj
1600 Rpm 10 dak.

AV

Seki 1.4 Sperm gradient teknigi (Aktas 2007)
1.13.4. Percoll yontemi

Percoll; polivinil piralidon ile kaplanmig koloidal silika partikiillerini i¢eren

bir yontemdir. Islem sirasinda semen percoll gradientinin {izerinde katmanlandirilir,
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en sik kullanilan gradientler % 45 - %90 gradientleridir. Hazirlanan bu siispansiyon
santrifiij edildiginde, spermler santrifiij hareketi dogrultusunda birbirine paralel ve
bas asag dizilirler. Normal morfolojiye sahip progresif hareketli spermler ejakiilat
igerisinde en fazla dansiteye sahip olanlardir. Bundan dolay1 santrifiij sonrasi tiipiin
en altinda normal morfolojiye sahip ve motilitesi en yliksek olan spermler toplanir.
Gradient yontemlerinde, spermler partikiillerin arasinda asagiya dogru yiizerek dipte
toplanirlar, yani sadece dansite degil, spermin kendi motilitesi de sperm se¢iminde
etkili olur. Ayrica bu yontemde, akrozom membrani lizerine olan mekanik etkinin de
fertilizasyonu arttirict etkisi bulundugu ileri siiriilmektedir. Immatiir hiicrelerin ve
l6kositlerin de ortamdan uzaklastirilmalari, bunlardan aciga c¢ikabilecek serbest

oksijen radikallerini azaltarak, fertilizasyonu diizeltiyor da olabilir (Aktas 2007).
1.14. Sperm Mitokondrisi
1.14.1. Mitokondriyal Kihf

Spermin orta kismi1 mitokondriden zengindir. Helikal ve sik1 sekilde yerlesen
yap1, mitokondriyalarin etrafindaki kiliftir. Mikrotiibiil duvari longitudinal ve lineer
olarak yerlesmektedir ve tiibiiler alt iinitler ile adini almaktadir. Her bir tiibiil

komplet A ve inkomplet B mikrotiibiillerden olusmaktadir (Playan ve ark 2006).

Aksonem, komsu mikrotiibiiler ¢iftlerin B alt lifleri ile capraz kopriiler
olusturur ve adenozin trifosfat (ATP) hidrolizi ile agiga ¢ikan enerjiyle harekete
dontiserek etki eder. Hiicre hareketinden sorumlu enzimatik mekanizma i¢ ve dis
kollarda yer almaktadir. Flagella ve silya hareketini saglayan itici gii¢c kaynagi yani
spermatozoonun giic motoru, mikrotiibiiler ¢iftlerin kollarinda bulunan magnezyum

(Mg) bagimli ATPaz’dir. Kimyasal enerji kinetik enerjiye ¢evrilir (Mortimer 1997).
1.14.2. Sitoplazmik droplet

Seminifer tiibiil tarafindan salgilanan spermatozoa i¢indeki kiigiik sitoplazmik
kitle olup lizozomal enzimlerden zengindir. Epididim boyunca sperm hareketi
sirasinda esas yerinden hareket ederek baglanti parcasindan orta parcanin sonuna
dogru ilerler. Ejakiilatta dropletlerin varligi, ODF (Outer Dense Fibers) ve fibroz kilif
gibi yapilarin eliminasyonuna bagli epididimal fonksiyon bozuklugu ve

fertilizasyonun azalmasi ile birliktelik gosterir (Mancini ve ark 2003).
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1.14.3. Mitokondri

Mitokondri; Yunanca, mitos (iplik) ve chondros (tane, bugday)
kelimelerinden olusmaktadir. Bazi ilkel protozoa ve memeli eritrositleri harig,
oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerde bulunur. Boylar1 0.2 - 5 um arasinda olan,
farkli sekil ve sayidaki yapilardir. Bazi hiicrelerde uzun, hareketli ve/veya zincirler
seklinde bulunurken, sperm hiicrelerinde aksonem etrafinda siralanmis olarak yer

alirlar (Scheffler1999, Kato 2001).
1.14.4. Mitokondri yapisi

Kalinlig1 70 A°, goriiniimii oval veya yuvarlak olan dis zar, mitokondriyi
korumakla gorevlidir. Igteki zar, i¢ yiizeyin artirilmasi i¢in yaklasik 200 A°’luk
araliklarla birgok kivrim meydana getirmistir; bu kivrimlarin tarak seklinde

olanlanina "krista", tiip seklinde olanlarina da "tubulus" denir.

Mitokondriler enerji metabolizmasi ile ilgili hiicre i¢i organellerdir. Esas
fonksiyonu elektron transport zinciri ile i¢ ve dis membran arasinda proton gradienti
olusturarak ATP {iiretimini saglamaktir. Ayrica mitokondrinin sitrik asit siklusu ve

lipid metabolizmasini ilgilendiren enzim sistemleri bulunmaktadir (Scheffler1999,

Kato 2001).

Kendine 6zgiin  deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiiliine sahip
mitokondrilerin, her bir hiicredeki sayilar1 500-1000 arasinda degismektedir. Bu say1
yumurta hiicrelerinde, embriyogenez dncesinde replikasyon olmamasi ve daha fazla

enerjiye ihtiyag duyulmasi nedeniyle 100.000” lere ulagsmaktadir (Mak ve ark 2000).

1- Dis zar: Bir tasiyici protein olan porin sayesinde 10 000 dalton veya daha
kiiciik molekiillerin gegisine izin verilir. Ayrica 6zellikle lipid sentezinde gorevli

cesitli proteinleri de tasir.

2- I¢ zar: Birgok kivrim (krista) ve katlantiyla yiizeyini daha da artirir. g

zarin sahip oldugu proteinler ii¢ farkli fonksiyon i¢in gereklidir.

3- Zarlar arasi alan: 40-80 A° genisliktedir.
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4- Matriks: Sitrik asit siklusu, yag asitleri ve piruvatin oksidasyonu igin
gerekli enzimleri igerir. Ayrica, mitokondrial DNA (mtDNA), mitokondrial
ribozomlar, transfer riboniikleik asitler (tRNA) ve mitokondrial genlerin

ekspresyonunda gérevli enzimleri de bulundurur (Giines 2003).
1.14.5. Mitokondriyal Fonksiyonlar

Mitokondriler, organik materyallerin ATP olarak hiicresel enerjiye

doniistiiriilmesi disinda, bircok metabolik gdrevlerde dnemli rol oynar. Ornegin;
- Apoptoz (programli hiicre 6liimii)
- Hiicresel proliferasyon (hiicre cogalmasi)
- Hiicresel redoks durumunun diizenlenmesi
- Hem sentezi
- Steroid sentezi
Enerji {iretimi fazla olan hiicrelerde krista sayisi fazladir. ic membranda 3 tip
protein bulunur:

1) Elektron transport zincirinin oksidasyon reaksiyonlarini gergeklestiren

proteinler (enzimler, sitokromlar)
2) Matrikste ATP yapimini gergeklestiren ATP sentetaz

3) Metabolitlerin matrikse giris ¢ikisin1 diizenleyen permeaz adi verilen

transport proteinleri.

Matriks, i¢ membranin g¢evreledigi alandir. Cok miktarda protein, gesitli
reaksiyon enzimleri, mtDNA, ribozomlar ve tRNA bulunur. Enzimlerin en énemli
fonksiyonlar1 piriivat ve yag asitlerinin oksidasyonu ve sitrik asit dongiisiidiir.
Sitozolde gergeklesen glikoliz olayr sirasinda nikotinamid adenin diniikleotid
(indirgenmis) (NADH) ve sonunda piriivat olusur. Piriivattan, yag asitlerinin ve
amino asitlerin karbon iskeletinin yikimindan olusan asetil-CoA, mitokondri

matriksinde sitrik asit dongiisiine girer ve boylece NADH ve flavin adenin
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diniikleotid (indirgenmis) (FADH,) olusturur. Olusan NADH ve FADH;’ler, i¢
membranda bulunan elektron transport zincirine aktarilirlar (Scheffler1999, Kato
2001).

1.14.6. Mitokondride Elektron Transportu ve Oksidatif Fosforilizasyon

ile Enerji Olusumu

ATP enerjiyi tasiyan bir molekiildiir. Bu enerji ise hiicrenin fonksiyonunu
gormesi i¢in kullanilir. ATP enerji naklini, yapisinda bulunan fosfat ile gergeklestirir.
ATP, bu fosfat1 alip, bir baska diisiik enerjili molekiile tasiyarak orada birakir.

Fosfat, i¢ine girdigi molekiilde, tasidigi enerji ile reaksiyonu gerceklestirir.

Spermatozoada da fruktoz ve yag asitleri metabolize olurlar ve bu sirada ara
{iriin olarak ac18a ¢ikan elektronlarmi (H" seklinde) NAD ve FAD’a verirler. Sonugta
NADH" ve FADH" seklinde enerjiden zengin molekiiller olusur. Bu molekiiller ise
elektronlarini, yani hidrojenlerini, elektron tasiyici molekiillere verirler. Bu isleme

“elektron transport zinciri” ad1 verilir (Aitken ve ark 1997) .

Elektronlarin verildigi molekiiller ise oksijen bilesikleridir. Elektronlarin
transportu sirasinda bu elektronlar enerjilerini kaybederler. Kaybedilen bu enerjinin,
ADP' ye fosfat baglanmasinda ve sonug¢ olarak ATP olusumunda kullanilmasina
oksidatif fosforilizasyon denir. ATP olusmasi i¢in gereken elektron transportu
zinciri, mitokondrinin i¢ zarinda meydana gelir. Mitokondrinin i¢ zar1 son derece
kivrimlidir. Bu sayede genis bir yiizey olusturulur. Elektron transportu ve oksidatif
fosforilizasyonda gorev alan proteinler bu membran iizerinde bulunarak, mitokondri
matriksine dogru uzanirlar. Matriks igerisinde ise piriivat ve yag asitlerinin
oksidasyonu ile sitrik asit siklusunda kullanilan; NAD, FAD, ADP ve P molekiilleri
yer almaktadir. Ic zar 5 ayr1 enzim kompleksinden olusur: I, 11, Ill, IV ve V. | ve IV
arasindaki kompleksler elektron transportunda, V. kompleks ise ATP sentezinde rol
alir (Kent-First ve ark 1999).

Elektronlar1 tasiyan enzimler koenzim Q ve sitokrom a, b, ¢ molekiilleridir.
Koenzim Q ve sitokrom C mobil halde bulunurken, diger enzimler i¢ membrana

tutunmuslardir (Ozdiler ve Aydos 2000).
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Tastyic1 bu enzimler elektronlari alir ve bir sonraki komplekse verirler.
Elektronlar bu komplekslerde oksijen ve protonlar ile birlesir ve neticede su olusur.
Iste bu nedenle oksijene gerek vardir ve viicutta en fazla oksijen tiiketimi burada

gerceklesir.

Kompleks I'de, once NAD’den NADH®, daha sonrada bu NADH™nin
NAD'ye doniisiimii sirasinda hidrojenini flavin mononiikleotid (FMN)’e vererek
FMNH," (indirgenmis) olusur. Kompleks Il'de ise dogrudan FAD’dan FADH,
olusur. NADH" ve FADH," olusumu sitrik asit siklusu sirasinda olmaktadir. Oysa
kompleks | ve Il'deki reaksiyonlarda FMNH," ve FADH," in tasidiklar1 elektronlar
koenzim Q'ya aktarilirlar, neticede hidrojenlerini kaybederek FMN ve FAD geride
kalirken, bu hidrojenleri alan koenzim QH meydana gelir. Koenzim Q,

spermatozoada ATP iiretiminde 6nemli role sahiptir (Tur-Kaspa ve ark 1994).

Elektronlarin tasiyict enzimlere aktarilmalar1 koenzim Q'ya hidrojen atomlari
seklinde, sitokromlara ise elektronlar seklinde gerceklesir. Her aktarim sirasinda
ADP ile P birleserek ATP aciga ¢ikar. Bu birlesme ve ATP olusma islemi kompleks
V'de ve mitokondri matriksinde gergeklesir. Aslinda enzimler i¢ membrana bagh
yerlesmislerdir. Agiga ¢ikan elektronlar ise i¢ ve dig membran arasindaki bosluga
gecerler. Buradan da kompleks V'in i¢inden, matrikse girerler. Matrikste de ATP

sentetaz enzimi sayesinde ADP + P reaksiyonu ile ATP {iretimini saglarlar.

Matrikste ATP'yi olusturacak olan ADP, hiicrenin sitoplazmasindan
mitokondrinin matriksine bir adenin nukleotid tasiyicisi tarafindan tasinir. NADH ise
mitokondri igerisine giremez. Bu nedenle elektronlarini FMN'ye vererek elektron

transportuna sokar.

Normal sperm motilitesinin hiicresel temeli (motilite olusumu) sperm basina
bir baglanti parcasi ile tutunmustur. Bu parca, ¢ekirdegin implantasyon fossasini
(bosluk) aksonem gelisimi i¢in kalip gorevi yapan bazal plaka ile birlestirir. Bas,
¢ekirdegin implantasyon fossasini kaplayan bazal plakanin konkavitesine uyum
gostermektedir. Bas kismindan geriye dogru uzanan dokuz adet parcali kolon,
skuyruk bolgesinin dokuz yogun lifine (dense fibers) baglanmistir. Boylece baglanti
pargas1 yogun dis lifler ile devamlilik gosterir. Spermin kuyrugu boyunca aksonem

dokuz yogun dig lif ile gevrilidir. Yogun dis lifler sekil ve kesit alam1 olarak
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birbirinden farklidir. Bu liflerde kasilma veya enzimatik aktivite bulunmamasi

bunlarin aktif motor eleman igermeme olasiligini artirmaktadir (Fawcet 1998).
1.15. Mitokondri Kitleri
1.15.1. Mitotracker Problarmin Ozellikleri

Mitokondri problari hafif bir tiol reaktif klorometil parcasi iceren hiicre-
gecirgen mitokondria secici boyalardir. Klorometil gruplarmin tespit sonrasi

mitokondria ile ilgili boya tutmaktan sorumlu oldugu goriilmektedir.

Mitokondrileri etiketlemek igin hiicreler plazma membranindan pasif
difiizyonla gegen ve aktif mitokondrilerde biriken mitotracker problarinin
submikromolar konsantrasyonlarinda kolayca inkiibe edilir. Mitokondrileri bir kere
isaretlenen hiicrelerin daha ileri igslemine izin vermek igin aldehite dayali fiksatiflerle
muamele edilebilir. Mitotracker green disinda soguk asetonla permeabilize edildikten

sonra mitotracker boyalariin boyama diizenlerinde bozulma goriilmemistir.

Molekiiler problar spektral karakteristikli, oksidasyon durumu ve fiksatiflerde
farkliliklarin oldugu yedi farkli mitotracker belirteci sunmaktadir (Molecular-Probes
2013).

1.15.2. Turuncu —Kirmzi ve Kizilotesi Floresan MitoTracker Boyalari

Turuncu floresan tetrametilrosamin, kirmiz1 floresan X rosamin hem de yeni
tirevleri MitoTracker Red 580 ve MitoTracker Deep Red 633 problar1 vardir.
MitoTracker Red CMXRos, MitoTracker Red 580 ve MitoTracker Deep Red 633
problar1 yesil floresan boyalarinin floresanlarinda daha iyi ¢oziinen uzun dalga boylu
floresan tiretirler ve bu kitler ¢ok renkli etiketleme deneyleri i¢in uygundur. Buna ek
olarak tetrametilrosamin (MitoTracker Orange CM-H2TMRos, M-7511) ve X-
rosamin (MitoTracker Red CM-H2XRos, M-7513) Mitotracker problarinin kimyasal

olarak indirgenmis formlar1 da mevcuttur.

MitoTracker Orange CMTMRos and MitoTracker Red CMXRos un aksine
bu problarin indirgenmis versiyonlari, floresan mitokondri segici problara okside
olduklar1 ve sonra mitokondri i¢inde ayrildiklart aktif solunum yapan bir hiicreye

girene kadar floresan 6zelligi gostermezler (Molecular-Probes 2013).
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1.15.3. MitoTracker Green FM Probe

MitoTracker Green FM patentli (invitrogen M-7514) nanomolar

konsantrasyonla boyanan mitokondri hiicreleri parlak yesil 1s1ma gosterir.

MitoTracker Green FM probunun mitokondri ¢evresindeki lipidlerde birikir
birikmez 1s1ma yaptigi, sulu ¢ozeltilerde ise i1sima yapmadigr bilinmektedir.
Arastirmacilar yikama basamagi olmaksizin boyanin ilave edilmesinden hemen sonra

canli hiicrelerde mitokondrileri gézlemislerdir.

MitoTracker Orange CMTMRos and MitoTracker Red CMXRos’un aksine
bazi1 hiicre tiplerinde mitokondriyal membran potansiyeline bakilmaksizin tercihen
mitokondride biriktigi goriillen MitoTracker Green FM probu mitokondriyal kiitle

tespiti i¢in olas1 bir arag olarak kullanilir.

Buna ek olarak MitoTracker Green FM boyasi diisiik konsantrasyonda daha
parlak mitokondri segici sinyal {iretir ve yaygin olarak kullanilan rodamin 123

boyasina gore daha fotostabildir (Molecular-Probes 2013).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Yardimci
Ureme Teknikleri Unitesi’ne Haziran 2012- Agustos 2012 tarihleri arasinda basvuran
hastalardan WHO 2010 kriterlerine gore segilen 20 oligospermi ve 20 normospermi
olmak {izere toplam 40 hasta materyalinde 2012/08 no’ lu etik kurul karari ile

yapildi.

Bu hastalarin 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 analizlerinde ilk once fiziksel muayene yapilarak koku, renk, voliim
ve viskozite yoniinden degerlendirildi. Daha sonra mikroskobik incelemeleri yapmak
icin semenden alinan 10 pl 6rnek, derinligi 0.01 mm olan Makler sayim kamarasinin
(Sefi - Medical Instruments) ortasina damlatilarak {izerine grid cami kapatildi. Nikon
T1A Input AC 151k mikroskobunda toplamda 200X biiyiitme altinda degerlendirme
yapildi.

Gridin {lizerinde iki satir bir siitun veya iki siitun bir satir igerisindeki
spermatozoonlar 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 spermatozoonlarin motilitesi +4, karenin disina ¢ikan ancak
1-2 kare sonra geri donme hareketi gosteren spermatozoonlarin motilitesi +3, bir kare
icerisinde yerinde bas veya kuyruk sallama seklinde hareket eden spermatozoalarin
motilitesi +2, hi¢ hareket gdstermeyen spermatozoonlarin motilitesi +1 olarak
degerlendirildi (Makler 1980, WHO 2010).

Viabiliteyi degerlendirmek i¢in lama bir damla likefiye olmus semen {izerine
bir damla %21 sulu Tripan mavisi boyasi damlatildi ve lamelle kapatildi. 400X
biiyiitmede en az 200 hiicre sayildiktan sonra boya alan spermatozoonlar nonviabl,
boya almayan spermatozoonlar ise viabl olarak degerlendirildi ve viabilite orani

yiizde olarak kaydedildi.
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Morfolojik degerlendirme i¢in WHO 2010 kriterleri kullanildi. Kontrol
grubuna viabilitesi ¢ok diisiik immotil sperm ve +2 16kositli semen ornegi, ¢alisma
grubuna ise oligospermi (10-20milyon/ml) ve normospermi sinifina girenler dahil
edildi.

Mito Tracker Red 580 kit hazirlanist;

Mito Tracker Red 580 kiti canli hiicre se¢enekleri i¢in ¢ok uygundur. Flakon
acillmadan oOnce oda sicakligina ulasabilmesi igin 10-15 dakika beklendi. Stok
soliisyonu hazirlamak igin, yiiksek kalite susuz DMSO da liyofilize mitotracker
product ¢6ziindiiriildii. Son konsantrasyon 1mM olacak sekilde ayarlandi ( molekiil
agirhig 724.0dan hesaplanarak). Calisma soliisyonu 10X PBS ile 5 kat sulandirilarak

hazirlandi.

Alinan semen 6rnegi toplam hacim 3 ml olacak sekilde 1:1 oraninda medyum
homojenize edildi. Homojenize edilen karisimdan 1’er ml 3 ayr1 ependorfa konuldu.
Uzerlerine 100 pl sperm yiizdiirme medyumu eklendi. Tiipler 37°C'da 30, 45, ve 60
dakika siireyle %5 karbondioksitli ortamda 45° egimli pozisyonda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda iistteki 100 pl'lik kistm mikropipetle alinarak santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 dibe ¢oken spermler 50 mikrolitre Mito Tracker Red 580 Kkiti ile
boyanarak poly-lizinli lama yayildi. 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saat sonra

florasan mikroskobunda karanlik ortam kosullarinda incelendi.

Caligmada elde edilen veriler SPSS 18.0 istatistik paket programinda
degerlendirildi. Iliskili 6rneklemler igin bagimli t testi uygulandi ve p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Oligospermi ve normospermi &rneklerin

karsilastirilmasinda ise bagimsiz iki grup arasi t testi uygulanmustir.
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3. BULGULAR

Semen kalitesi WHO Kkriterlerine gore sperm sayist 10 ile 20 milyon arast
oligospermi, 20 milyon ve iizeri normospermi olarak adlandirilmaktadir.
Oligospermi ve normospermi kisilerle gergeklestirilen bu ¢alismada; Semen
orneklerinin swim up sonrasi 30., 45. ve 60. dakikalarda Mito Tracker Red 580 Kkiti

ile sperm mitokondrileri ve sayilarindaki degisim gézlenmeye ¢alisildi.

Oligospermi swim up
yiizdeleri

35
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30.dakika 45.dakika 60.dakika

Grafik 3.1. Bagimli t testi uygulanan oligospermi 6rneklerde 30., 45. ve 60.
dakikalarda swim up yiizdeleri (+: 30.- 45. dakikalar arasi istatiksel anlamlilik,
°: 45.- 60. dakikalar arasi istatiksel anlamlilik, *: 30.- 60. dakikalar aras1 istatiksel

anlamlilik).

Oligospermi orneklerin 30. - 45., 45. - 60. ve 30. - 60. dakikalardaki
karsilagtiritlmalarinda bagimli t testi uygulandi. Dakikalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir diisiis oldugu gortildi (p<0,001).
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Normospermi
swim up yiizdeleri
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Grafik 3.2. Bagimli t testi uygulanan normospermi orneklerde 30., 45. ve 60.
dakikalarda swim up yiizdeleri (+: 30.- 45. dakikalar arasi istatiksel anlamlilik,
°: 45.- 60. dakikalar arasi istatiksel anlamlilik, *: 30.- 60. dakikalar arasi istatiksel

anlamlilik).

Normospermi 6rneklerin 30. - 45., 45. - 60. ve 30. - 60. dakikalardaki
karsilagtirilmalarinda bagimli t testi uygulandi. Dakikalar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir diisiis oldugu goriildii (p<0,001).
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Grafik 3.3. Bagimsiz t testi uygulanan oligospermi Vve normospermi

orneklerde 30. dakika swim up ylizdeleri.

Oligopermi ile normospermi orneklerin 30. dakikalar1 karsilastirilmalarinda
bagimsiz t testi uygulandi. Oligospermi ve normospermi 6rneklerin 30. dakikalarinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulundu (p<0,001).

41



45.dakika
swim up yiizdeleri
60
50
40
30
20
0 n T
Oligospermi Normospermi

Grafik 3.4. Bagimsiz t testi uygulanan oligospermi ve normospermi

orneklerde 45. dakika swim up ylizdeleri.

Oligopermi ile normospermi Orneklerin 45. dakikalar1 karsilastirilmalarinda
bagimsiz t testi uygulandi. Oligospermi ve normospermi drneklerin 45. dakikalarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
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Grafik 3.5. Bagimsiz t testi uygulanan oligospermi ve normospermi

orneklerde 60. dakika swim up yiizdeleri.

Oligopermi ile normospermi Orneklerin 60. dakikalar1 karsilastirilmalarinda
bagimsiz t testi uygulandi. Oligospermi ve normospermi orneklerin 60. dakikalarinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulundu (p<0,001).
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Oligospermi ve normospermi 6rneklerin swim up sonrasi sperm sayilarinda
30., 45. ve 60. dakikalarinin karsilastirilmalarinda anlamli farklilik bulundu.

Oligospermi kisilerin 30., 45. ve 60. dakikalardaki sperm mitokondrilerinin
Mito Tracker Red 580 kiti ile muamelesinde bir 1sima farki goézlenmemistir.
Normospermi kisilerinde 30., 45. ve 60. dakikalardaki sperm mitokondrilerinin Mito
Tracker Red 580 kiti ile muamelesinde bir 1sima farki gozlenmemistir. Ancak
normospermi kisiler ile oligospermi kisilerin sperm mitokondrilerinin Mito Tracker
Red 580 ile muamelesinden sonra igima farki gozlenmistir. Swim up sonrasi
normospermi orneklerin sperm mitokondrilerindeki 1stmanin oligospermi orneklere
gore daha fazla oldugu yani mitokondriyal aktivitenin daha yiiksek oldugu

gozlenmistir.

Ayrica kontrol amaci ile uygulanan Mito Tracker Red 580 kiti, immotil
semen Ornegi ve +2 lokositli semen Orneklerinde sperm mitokondrilerinin 1g1ma

yapmadig1 yani mitokondriyal aktivitenin olmadig1 gozlenmistir.

Sekil 3.1. Mito Tracker Red 580 ile boyanmig +2 106kositli semen
ornegindeki spermler. Fotograf biiyiitme mikroskobisi (FBM) 66X ( mavi ok boya

almis sperm hiicresini, kirmizi ok boya almamis sperm hiicresini gostermektedir).
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Sekil 3.2. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis immotil semen 6rnegi FBM
66X ( mavi ok boya: almis sperm hiicresini, kirmizi ok: boya almamis sperm

hiicresini gostermektedir).

Sekil 3.3. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis normospermi semen drneginin
swim up sonrasi 30. dakikas1 FBM 66X (mavi ok: boya almis sperm hiicresini

gostermektedir).



Sekil 3.4. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis normospermi semen drneginin
swim up sonrasi 45. dakikast FBM 66X (mavi ok: boya almis sperm hiicresini

gostermektedir).

Sekil 3.5. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis normospermi semen drneginin
swim up sonrast 60. dakikast FBM 66X (mavi ok: boya almis sperm hiicresini

gostermektedir).



Sekil 3.6. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis oligospermi semen Orneginin
swim up sonrast 30. dakikast FBM 66X (mavi ok: boya almis sperm hiicresini

gostermektedir).

Sekil 3.7. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis oligospermi semen drneginin
swim up sonrast 45. dakikast FBM 66X (mavi ok: boya almis sperm hiicresini

gostermektedir).
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Sekil 3.8. Mito Tracker Red 580 ile boyanmis oligospermi semen Orneginin
swim up sonrasi 60. dakikasi FBM 66X (mavi ok: boya almis sperm hiicresini

gostermektedir).
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4. TARTISMA

Bu calismada, sperm motilitesinin fertilizasyonda 6nemli bir parametre
olmast ve sperm motilite siiresinin uzunlugu fertilizasyon potansiyelini belirten
onemli bir parametre olmasindan dolayi, swim up sonrasi dakikalara gore sperm
mitokondri aktivitesi ve sayisinin nasil etkilendigi degerlendirildi. Ayrica Haziran

2013 te pubmed sitesinde bdyle bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Erkek infertilitesinde fertilite potansiyelini degerlendirmede semen analizinin
motilite degerlendirilmesi gilincelligini korumaktadir. Ancak heniiz tek basina fertilite
potansiyelini gosteren bir test ilizerinde uzlagilamadigi gibi yeni Onerilen pahali
metotlarin fertilite potansiyelini yeterince gostermedigini iddia eden yayinlar

bulunmaktadir (Byrd ve ark 1994).

Sperm motilitesinin servikal mukusu ge¢cmede, buna bagli olarak da ovuma
ulagmada ve fertilizasyonda onemli bir parametre oldugu vurgulanmistir (Mortimer

ve Temptation 1982, Mortimer 1994).

Sperm motilite siiresinin uzunlugunun fertilizasyon potansiyelini belirten
onemli bir gosterge oldugu ve testin 24 saatlik bir zamanda ve uygun kiiltiir
ortaminda yapilmasi gerektigi yaymlanmistir (Branigan 1999). Farkli kliniklerden
kaynaklanan s6z konusu tartismalar1 en aza indirme amaci ile WHO belirli araliklarla

cikardigi kitapgiklarda semen analizi normal parametrelerini tanimlamigtir (WHO

1999).

Giiniimiizde TUI diger yardimci iireme tekniklerine (YUT) gére daha ucuz,
daha basit ve daha az invazif olmas1 o6zellikleriyle infertilite tedavisinde siklikla
basvurulan yontemlerden birisidir. Hasta se¢im kriterleri, cesitli kadin infertilite
faktorlerinin varligi, ovulasyon indiiksiyonu metodlarinin ve monitorizasyonunun
farkliligi, uygulanan siklus sayis1 ve sperm parametrelerindeki farkliliklar TUI
basarisini etkileyen faktorler olarak dikkat cekmektedir. Ozellikle erkek infertilitesi
vakalarinda IUI ile IVF veya intrasitoplasmik injeksiyon (ICSI) arasinda tercih
yapmak klinisyen ac¢isindan olduk¢a Onemlidir. Sperm parametrelerine bakarak
onceden gebelik sonuclarini tahmin etmek olduk¢a zor olmakla birlikte, bu
parametrelere bakarak IUI ile gebe kalamayacak veya gebelik orani oldukg¢a diisiik

grubu tespit etmek ekonomik ve hasta psikolojisi acisindan kritiktir. Sperm
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morfolojisi, sperm hazirlik yontemleri, inseminasyon sirasindaki sperm sayisi ve
motilitesi UI ile gebelik oranlarini etkileyebilecek onemli parametrelerdir. Ancak
literatiirlere bakildiginda bu parametrelerle, elde edilen gebelik oranlari1 arasinda
oldukga ciddi farkliliklar gbze c¢arpmaktadir (Lindheim ve ark 1996). Ekiplerin
sperm hazirlama yontem ve tekniklerinde genis farkliliklar vardir. Standartlagmis bir
uygulamadan bahsetmek c¢ok zordur. Bu durum da sonuglar arasinda ciddi

farkliliklara yol acamaktadir.

Lindheim ve arkadaslar1 (1996) yaptiklar ¢alismada Kruger kriterlerine gore
tespit edilmis izole teratospermi vakalarinda gebelik oranlarin1 %1 olarak, Spiessens
ve arkadaglar1 (2003) ise %17 olarak bulmuslardir. IUI programinda sperm hazirlik
islemlerinden sonra insemine edilmesi gereken minimum sperm sayist da farkli
calismalarda 0,8 ile 10x10° arasinda degiskenlik gostermektedir (Horvath ve ark
1989, Wainer ve ark 2004).

Sperm hazirlik yontemlerinin degerlendirildigi bir meta analizde gradient,
swim-up ve yikama-santrifugasyon yontemlerinden herhangi birini tercih etmek igin
yeterli randomize kontrollii c¢alisma olmadigi sonucuna varmistir. Semen
parametrelerinin karsilastirildigi calismalarin sonuglarina gére gradient yonteminin
Onerilebilecegi ancak bu konuda daha ¢ok calismaya ihtiya¢ oldugu yorumu
yapilmistir (Boomsma ve ark 2004). Ancak swim up yontemi kliniklerde yogun bir

sekilde uygulanmakta ve oturmus bir teknik olarak rutinde kullanilmaktadir.

Spermin cesitli yontemlerle inseminasyona hazir hale getirildikten sonra
kullaniminin gebelik basarisi tizerinde etkili oldugu bilinen bir gercektir. Goldenberg
ve arkadaglarmin (1992) c¢alismasinda islenmemis sperm ile karsilastirildiginda
islenmis sperm ile uygulanan IUI’ da daha yiiksek gebelik oranlari elde edilmistir.
Ancak bazi literatiirlerde sperm hazirlama tekniklerinin basarisi ile ilgili olarak farkli

veriler de sunulmustur.

Karsilastirmali bir c¢alismada hareketli sperm sayisinin yeterli oldugu
kisilerde spermin sadece basit yikama ile etkili bicimde hazirlanabilecegi, ancak
semen kalitesinin diisiik oldugu olgularda kesintili gradient santrifiij yonteminin daha

uygun olacagi sonucuna varilmigtir (Depypere ve ark 1995). Diger bir galismada
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gradient yontemiyle hazirlanan spermlerin swim-up yontemine gore daha kaliteli

oldugu rapor edilmistir (Allamaneni ve ark 2005).

Percoll gradient ve swim up tekniginin karsilastirildigi ¢alismalarda ise swim
up metodunun normal semeni hazirlamak ic¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir

(Erel ve ark 2000).

Sperm hazirhiginda santrifiijlii ve santrifiijsiiz iki yontemin denendigi bir
arastirmada, santrifiijsiiz yontemde daha fazla motil spermatozoa ve zamandan
tasarruf elde edilmistir. Ayrica santrifiijiin olusturdugu stresin sperm canliligini
etkiledigi belirtilmistir (Sills ve ark 2002). Tekrarlayan santrifiij yontemlerinin
spermatozoa hazirlamada kullanilmaya devam edilmesi halinde stratejilerin DNA

hasarini en aza indirmeye yonelik olmasi gerektigi onerilmektedir (Twigg ve ark

1998).

Sperm hazirlama yontemlerinden en sik kullanilanlar yiizdiirme ve gradient
teknikleridir. Bu ikisini karsilastiran ¢ok sayida arastirma olmasina ragmen sonuglari
cok farklidir. Smith ve arkadaslar1 (1995) iki teknik arasinda bir fark bulamamus,
Palomo ve arkadaglari (1999) ise yiizdiirme tekniginin istiin oldugunu rapor
etmislerdir. ki ayr1 calismada ise Percoll gradient ydnteminin daha iyi oldugu
sonucuna varilmistir (Ding ve ark 2000, Somfai ve ark 2002). Séderlund ve Lundin
(2000) Percoll vyerine silika kapl partikiiller kullanarak gradient teknigini
uygulamiglardir. Bu teknikle yilizdiirme teknigini karsilagtirdiklarinda bir fark
bulamamiglardir. Ancak medyumlar disinda herhangi bir kimyasal ajanin

kullanilmamasi nedeni ile ylizdiirme tekniginin tercih edilmesi tavsiye edilmistir.

Her iki yontemde de kullanilan santrifiij isleminin spermler {izerine hasar
verici etkisinin bilinmesi nedeni ile Garcia-Lopez ve arkadaslar1 (1996) santrifiijiin

kullanilmadig1 dekstran/ylizdiirme teknigi gelistirmislerdir.

Marti ve arkadaslar1 (2006), dekstran/yiizdiirme, Percoll gradient, sukrozla
yikama ve filtrasyon tekniklerini ¢ok yonlii olarak karsilagtirmislar, en Kaliteli
spermleri dekstran/yiizdiirme teknigi ile en fazla kapasite olmus spermleri de

Percoll/gradient yontemi ile elde ettiklerini bildirmislerdir.
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Henkel ve Schill (2003), genital sistem enfeksiyonlar1 varsa ya da hastada
ROT miktarinin yiiksek oldugu saptanmigsa klasik yiizdiirme metodunun
uygulanmamasi gerektigini, bunun yerine gradient-cam yiinii ya da migrasyon-

sedimentasyon yontemlerinden birinin tercih edilmesi gerektigini belirtmislerdir.

Hazirlama yontemlerine sperm hareketini artiracak bazi kimyasallarin
eklenmesi konusunda da g¢aligmalar vardir. Bu amagla kafein, pentoksifilin, 2
deoksiadenozin, bikarbonat, metal seclatorleri ve trombosit aktive edici faktor
kullanilmistir. Trombosit aktive edici faktdr ilave edilmesinin ardindan yapilan

asilama ile gebelik olustugu rapor edilmistir (Henkel ve ark 2003).

Mongaut ve arkadaslar1 (2011), 6rnegin kullanilma amacina goére (IUI, IVF
ya da ICSI) sperm hazirlama metodunun se¢ilmesini tavsiye etmektedirler. Swim-up
teknigi kullanilmasindan sonra seg¢ilen spermlerde daha az vakuolizasyon

saptamiglardir.

Bu ve benzeri caligmalar; tiim yontemlerin birbirlerine gore avantajlart ve
dezavantajlart  oldugunu  gostermektedir. Kesin smirlarla  bir  yOntemin
uygulanmasinin daha iyi olabilecegi sdylenememektedir. Hastaya gore ve yapilacak
uygulamaya gore yoOntem se¢menin, yine hastaya gore bu yontemlerde
modifikasyonlar yapmanin iyi sperm sec¢iminde en uygun yontem oldugu

goriilmektedir.

Yukarida bahsedilen c¢aligmalarda goriildiigii gibi metodlarin  hepsi

birbirlerinden farkli 6zellikleri ile ustindiir.

Bu ¢alismada, giliniimiizde ICSI ve IUI da en ¢ok kullanilan yontem oldugu
icin swim up teknigi kullanilarak dakikalara goére sperm sayist ve mitokondriasi

degerlendirilmeye c¢alisildi.

Semenin fiziksel ve mikroskobik incelenmesi sonucu, sayr ve motilite
acisindan iyi olan semen 6rneklerinde, kisisel 6zellikleri nedeni ile, swim up islemi
sonras1 sperm elde etme oraninin ¢ok diisiik oldugu vakalarla da karsilasilmaktadir.

(Nadalini ve ark 2009, Souza ve ark 2010)
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Bu c¢alismada da oligospermi kisilerin semen oOrneklerinin mikroskobik
incelenmesi sonucu motilite agisindan iyi olan semen 6rneklerinin, swim up sonrasi

motil sperm miktarinin daha az gortldiigi vakalara da rastlandi.

Spermler fertilizasyonun erken doneminde flagellar hareketleri icin ATP
kullanirlar. Memeli sperminin orta bolgesinde bulunan mitokondri spermatogenez
sirasinda birtakim morfolojik degismelere ve subselliiler reorganizasyonlara ugrar

(Chen ve ark 2004, Schwartz ve 2004, Moonis ve ark 2008 ).

Mitokondriyal biyoenerji sperm motilitesi icin gerekli oldugundan
mitokondrideki kalitatif ve kantitatif degisiklikler spermatozoadaki hiicresel
fonksiyonlar1 etkiler. Ejakiilasyon sonrasi spermler siiratli hareket i¢in fazla enerjiye
gerek duyarlar. Erkek infertilitesinde mitokondrinin yeterli biyoenerjik fonksiyonu
kritik bir noktadir (Tombes ve Shapiro 1985, Chen ve ark 2004).

Bu ¢aligma, normospermi ve oligospermi 6rneklerde Mito Tracker Red 580
kiti ile swim up sonras1 30., 45. ve 60. dakikalardaki mitokondriyal aktivite ve yiizen
sperm sayisini degerlendirmeye yonelik ilk ¢alismadir. Calismadaki normospermi ve
oligospermi orneklerde mitokondriyal aktiviteye bagli olarak floresan isimalari
degerlendirildiginde normospermi Orneklerde oligospermi 6rneklere gore floresan

1stmanin daha yiiksek oldugu gozlendi.

Widlansky ve arkadaslarinin (2010) mitotracker probu kullanarak yaptiklari
calismada, iskelet kasinda diyabetik kosullar altinda mitokondria kiitlesindeki
azalmalar gbzlenmis ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda da ATP iiretiminin ve hiicre
bliylimesinin azalmasi, mitokondride reaktif oksijen tiirlerinin asir1 artmasi

sonrasinda mitokondri fisyonunun arttig1 gosterilmistir.

Bu caligmadaki oligospermi drneklerde normospermi orneklere gore 1simanin
daha az olmasi; oligospermi Orneklerde reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla
mitokondria fisyonunun arttigin1 ve mitokondriada kiitle birikiminin azalmasina

bagli olarak 1s1manin azaldigini diistindiirmekteyiz.

Mitokondrileri boyadigi bilinen Rodamin 123 ve tetrametilrosamin gibi
florasan boyalarinin, aktif mitokondriaya kolayca gecebilir olmasina ragmen hiicreler

yikandiktan sonra mitokondriyal membran potansiyellerini kaybetmeleri nedeniyle
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boyanma 6zelliklerini de kaybettikleri bildirilmistir. Bu 6zellik mitokondrilerin enerji
durumunu etkileyen diger ajanlar veya aldehite dayali fiksatiflerle muamele edilmesi
gereken deneylerde kullanimi smirlar. Bu sinirlamalarin {istesinden gelmek icin
hiicre fiksasyonu boyunca boyanin iyi tutulmasi ve mitokondriyal aktivite
araciligiyla yogunlasan bir seri mitokondri segici boyalar, mitotracker problari (Mito
Tracker Orange, MitoTracker Red 580 ve MitoTracker Deep Red) gelistirilmistir. Bu
problarin avantaji permeabilizasyon, yikama, elektron mikroskobisi, in situ
hibridizasyon, ve immunohistokimya icin islem basamaklar1 sirasinda canli

hiicrelerin florasan boyanma 6zelligini korumasidir (Molecular-Probes 2013).

Bu c¢alismada, yukarida bahsedilen ozellikler géz oniinde bulundurularak

caligmanin amacina en uygun oldugu disiiniilen MitoTracker Red 580 Kiti tercih
edildi.

Jayaraman’in yaptigi bir ¢aligmada mitokondriye 6zgli boyalar olan TMRE,
H2-CMX-Ros ve MitoTracker Red 580, apoptozis sirasinda insiiliin salgilayan beta
hiicre serilerinden NIT-1 ve T hicresi, lokomi hiicre serisi Jurkat hiicrelerindeki
potansiyel mitokondri degisikliklerini 6lgmek i¢in secilmistir. Fiksatif uygulamadan
TMRE floresan boyast ile muamele edilen Jurkat ve NIT-1 hiicrelerinin
mitokondrilerindeki potansiyel hassasiyetin zayif olarak sergilendigi ancak bu
hiicreler formaldehit ve paraformaldehitle muamele edildikten sonra TMRE floresan
boyasi ile boyanan her iki hiicrede de mitokondriyal potansiyelin bagimsiz olarak
ortadan kalktigi, MitoTracker Red 580 formaldehit fiksasyonu ve hiicre gecirgenligi
sonrasinda da Jurkat hiicrelerinin degerlendirilebilecegi bildirilmistir (Jayaraman
2005).

YUT> de immatiir ve anormal spermatozoon, 18kosit kontaminasyonu, in
vitro spermatozoon hazirlama islemlerinin (yiiksek santrifiij, kriyoprezervasyon vb.)
yiilksek ROT iiretimine neden oldugu, bununla birlikte serum, seminal plazma,
spermatozoon hazirlama soliisyonlarindaki antioksidan sistemlerin diisiik olmasinin

oksidatif strese sebep oldugu rapor edilmistir (Sikka 2004).

Woren ve arkadaslar1 (1987) yaptiklar1 ¢alismalarinda tekrarlanan santrifiij
nedeniyle spermatozoon yikanmasi sirasinda ROT seviyesinin 20-50 kat artabildigini

ve spermatozoon fonksiyonlari {izerine zararli etkisinin oldugunu géstermislerdir.
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Bu caligmada, MitoTracker Red 580 kitinin diisiik mitokondriyal aktivite
durumlarinda nasil 1s1ma yaptigimi goézlemek icin kontrol grubu olarak sperm
hareketini olumsuz etkiledigi bilinen +2 16kositli semen orneklerine Mito Tracker
Red FM kiti uygulandiginda, spermin boyun kisimmin boyanmadigi Yyani

mitokondriyal aktivitenin olmadigi gézlendi.

Bu sonuglar, Ferramosca ve arkadaslarinin (2012) sperm hareketindeki
varyasyonlar ile oksijen tiiketiminin polografik yontem araciligiyla degerlendirerek,
sperm mitokondriyal solunumuyla baglanti kurduklar1 bir calismayla paralellik
gostermektedir; astenospermi numuneyi normospermi numune ile

karsilagtirdiklarinda, mitokondriyal solunumda 6nemli bir azalma tespit etmiglerdir.

Sperm hazirlama teknikleri ile ama¢ motil ve morfolojik olarak normal
spermleri ayirmak, prostoglandin, 6lii sperm ve enfeksiy6z ajanlar1 uzaklastirarak
sperm kapasitasyonunu ve dolayisiyla gebelik oranlarini arttirmaktir (Ghanem ve ark
2011).

Literatiir taramalarinda, sperm hazirlama ve IUI arasindaki intervalin gebelik
oranlari iizerine etkisinin incelendigi 102 hastayla yapilan tek retrospektif ¢calismada
gebelik oranlarinin 30 dk ve 31 - 60. dakikalar arasinda yapilmasi arasinda fark
olmadig belirtilmistir (Yavas ve Selub 2004).

Bu caligmadaki bulgular da 30., 45. ve 60. dakikalardaki mitokondriyal
aktivitede bir degismenin gozlenmemesi 30. ve 60. dakikalarda yapilan asilamanin
gebelik oranlari tizerinde de degisiklik gdstermeyecegini fakat diisiik sperm sayisinin

gebelik oranlarini etkileyebilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, YUT’de kullamlan IUI islemleri igin uygulanan swim up
yonteminde 30., 45. ve 60. dakikalarda yilizen spermlerin mitokondriyal
aktivitelerinde belirgin bir degisiklik olmadig1 ancak 45. ve 60. dakikalara gore 30.
dakikadaki yiizen sperm sayisindaki fazlaligin IUI da 6nemlilik arz edecegi goriisiine

varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Artifisyel inseminasyon 200 yildan beri bilinip uygulanan bir yontemdir.
Yeterli cinsel iliskiyi onleyen anatomik, fizyolojik ve psikolojik bozukluklar yaninda
yetersiz ve kalitesiz semen, kotli servikal mukus ve immiinolojik infertilite gibi
kisirlik nedenlerinin ¢dziimii i¢in bu yiizyilin ortalarindan beri tiim diinyada yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Semenin uterusa direkt injeksiyonu ile seminal sividaki prostoglandinler ciddi
uterus kramplarina, bakteriler ise pelvik enfeksiyona neden olabileceginden IUI,

yikanmig sperm kullanma zorunlulugu vardir (Sigman ve Howards 1998).

Uremeye yardimci tedavi yontemlerinin hizla artan kullanimi gesitli sperm
hazirlama yontemlerinin gelisimini saglamistir. Seminal plazma spermi oksidatif
stresten korumaktadir. Bununla birlikte 6lii veya anormal sperm, 16kosit, epitel
hiicreleri, debris ve zararli mikroorganizmalar1 da igerisinde barindirmaktadir. Bu

nedenle sperm hazirlama tekniklerinin hepsinde temel amag;

1) Seminal plazmayir spermden hizli ve etkili bir sekilde uzaklagtirmak
suretiyle, spermin fertilizasyon ve kapasitasyon yeteneklerini inhibe eden antifertilite

faktorlerini ortadan kaldirmak,
2) Sperm konsantrasyonunu, motilitesini ve fertilizasyon giiciinii artirmak,

3) lleri harekete sahip spermleri konsantre etmek ve bunlarm sayisini

arttirmaktir.

IUI’da sperm hazirlanmasi i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi swim
up yontemidir. Swim up sonrast hangi zaman araliginda sperm sayisinin ve
motilitesinin en iyi oldugunun saptanmasi i¢in mitokondri 6nem tagimaktadir.

(Mortimer 2000, Yavas ve Selub 2004).

Oligospermi ve normospermi kisilerle gergeklestirilen bu ¢alismada; semen
orneklerinin swim up sonrasi 30., 45.ve 60. dakikalarda Mito Tracker Red 580 Kkiti ile

sperm mitokondriyal aktiviteleri ve sayilarindaki degisimin gbzlenmesi amaglandi.
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Calismada oligospermi ve normospermi orneklerin swim up sonrasi Sperm
sayisindaki azalmanin 30 - 45. ve 45 - 60. ve 30 - 60. dakikalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir azalmanin oldugu saptandi. Swim up sonrasi oligospermi ve
normospermi 6rneklerin 30., 45. ve 60. dakikalar1 arasinda mitokondriyal aktivitede
bir degisim olmadig1 gozlendi. Fakat oligospermi ve normospermi &rneklerin
mitokondriyal aktiviteleri kiyaslandiginda, normospermi orneklerin mitokondriyal

aktivitelerinin daha yiiksek oldugu saptandi.

Sonug olarak elde edilen bulgular 1s1g3inda mitokondri ile hareket 30., 45. ve
60.dakikalarda tam iligkili degildir ve mitokondri aktivitesi disindaki mekanizmalara

yonelinmesi gerektigi diisliniilmektedir.
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6. OZET

Infertilite sorunu evli ¢iftlerin yaklasik %15’ inde goriilmektedir ve bunlarin

yaklasik %50’ si erkek faktorlii infertilitedir.

Sperm hareketliliginde, sperm mitokondrisi 6nemli rol oynamaktadir. Sperm
morfolojisi, sperm hazirlik yontemleri, inseminasyon sirasindaki sperm sayisit ve

motilitesi [UI ile gebelik oranlarini etkileyebilecek 6nemli parametrelerdir.

Bu amagla 20 oligospermi ve 20 normospermi numune ¢alisma kapsamina
alimmustir. Bu oligospermi ve normospermi numunelere swim up uygulanip, 30.,45.
ve 60. dakikalarda Mito Tracker Red 580 kiti ile sperm mitokondrileri ve

sayilarindaki degisim gozlenmeye ¢aligilmistir.

Bu ¢alismada oligospermi ve normospermi 6rneklerin 45. ve 60. dakikalara
gore 30. dakikadaki ylizen sperm sayisinin daha fazla oldugu saptandi. Oligospermi
ve normospermi orneklerin swim up yontemi sonrast 30., 45. ve 60. dakikalarda
yiizen spermlerin mitokondriyal aktivitelerinde belirgin bir degisiklik olmadigi

saptandi.

Sonug olarak elde ettigimiz bulgular 30.,45. 60. dakikalara gore yiizen sperm
sayllarinda azalmalarin oldugu ancak sperm mitokondriyal aktivitelerinde ise

degisiklik olmadigin1 gostermistir.

Anahtar kelimeler: Sperm; swim-up yontemi; Mitotracker Red 580.
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7. SUMMARY

Infertility problem is seen in nearly 15 % of the married couples and almost
50 % of these are male factor infertility.

Sperm mitochondrium plays an important role in sperm motility.
Morphology of sperm, sperm preparation techniques, number and motility of sperm
during insemination are important parameters which effect the rates of pregnancies
with intrauterin insemination (1U1).

For this purpose, 20 oligospermic and 20 normospermic samples were
included to this study. The swim-up techniques was applied to these oligospermic
and normospermic samples and changes in sperm mitochondria and number at 30 th,
45 th and 60 th minutes were observed using the Mito Tracker Red 580.

In our study, the swimming sperm numbers of oligospermic and
normospermic samples were determined to be higher at minute 30, compared to
minutes 45 and 60. No marked changes were detected in the mitochondrial activities
of swimming sperms of oligospermic and normospermic samples at minutes 30, 45

and 60 after the swim-up.

In conclusion, our findings demonstrated that a reduction was present in the
number of swimming sperms at these minutes, but no changes were seen in the

mitochondrial activities of sperms.

Key words: Sperm; swim-up method; Mitotracker Red 580.
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