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TURKCE OZET

Uremeye yardimeir tedavi uygulamalarinda tercih edilen tedavi yaklasimmna gore semen
parametrelerinin  embriyoloji laboratuvar1 parametrelerine ve klinik basariya etkisi
degismektedir. Semen parametreleri abstinens siiresi ve androloji laboratuvarinda
uygulananyikama protokollerine gore degismekte ve inseminasyonda kullanilacak sperm
materyalinin kalitesini etkilemektedir. Bu calismada normozoospermik erkeklerde kisa
abstinens siiresinin rutin semen parametrelerine, sperm kromatin ve DNA biitiinliigiine,
oksidatif strese kars1 gelisen antioksidan kapasiteye etkisinin degerlendirilmesi amaglanmustir.
Ayni hastadan ardisik ejakulasyonla2-5 giinliik abstinens siiresi sonrasi (n=36) ve 1 saat
abstinens siiresi sonrasi(n=36) alinan numuneler yikama Oncesi ve yilkama sonrasi
degerlendirildi.Yikama 6ncesinde abstinens siiresine bagli olarak sperm voliimiiniin ve total
motil sperm sayisinin kisa abstinens siiresi aleyhine anlamli olarak degistigi, yikama
sonrasinda motilitenin degismedigi, konsantrasyonun kisa abstinens grubunda anlaml
azaldig1 goriildii. Abstinens siiresi kisa tutuldugunda sperm kromatin hasarinin ve DNA
fragmantasyon oraninin azaldigi, antioksidan kapasitede bir degisiklik olusturmadigi saptandi.
Bu calismanin sonucunda abstinens siiresinin kisa tutulmasi sperm konsantrasyonunu ve
bununla baglantili olarak total progressif sperm sayisini azaltmakla birlikte, normozoospermik
olgularda uygulanacak liremeye yardimeci tedavi yaklasimina gore inseminasyonda kromatin
ve DNA biitiinliigii agisindan daha kaliteli sperm kullanilmasina imkan saglayacaktir. Ardisik
ejakulasyon ve abstinens siiresindeki kisalma aktioksidan kapasitede olumlu ya da olumsuz
bir etki olusturmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Semen analizi, sperm DNA fragmantasyonu, sperm morfolojisi, anilin
mavisi, total antioksidan kapasitesi
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INGILIZCE OZET

The effect of sequential ejaculation with short abstinence time on sperm chromatin
integrity and antioxidant activity

The effect of semen parameters on embryology laboratory parameters and clinical
successvaries according to the preferred treatment approach in assisted reproductive therapy.
Inthisstudy, it was aimed to evaluate the effect of short abstinence period on routine semen
parameters, sperm chromatinand DNA integrity, antioxidant capacity against oxidative stress
in normozoospermic men. Samples taken from the same patient after 2-5 days of abstinence
with sequential ejaculation (n=36) and after one hour of abstinence time (n=36) were
evaluated before and after washing. It was observed that the motility did not change after
washing, and the concentration decreased significantly in the short abstinence group. It was
determined that sperm chromatin damageand DNA fragmentation rate were reduced when the
abstinence period was kept short, and no change in antioxidant capacity was observed. It will
allow the use of higher quality sperm in terms of The shortening of consecutive ejaculation
and abstinence times does not have a positive or negative effect on the antioxidant capacity.

Keywords: Semen analysis, sperm DNA fragmentation, sperm morphology, aniline blue,
total antioxidant capacity
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1.GIRIS

Semenin rutin analizinde degerlendirilen parametreler olan sperm konsantrasyonu,
motilitesi ve morfolojisi erkek infertilitesini tanimlamada 6nemli faktorlerdir
(Agarwal ve ark.,2014; Barratt ,2007). Semen numunelerinin giivenilir yorumu igin
2-7 gunliik abstinens siiresinin olmast istenir. Ciinkii semen hacmi, sperm
konsantrasyonu ve ejakulattaki toplam sperm sayisi, ilk 24 saatte belirgin olacak
sekilde, 4-10 giine kadar artan abstinens siiresine bagli olarak goreceli sekilde artar.
Bununla birlikte yapilan caligmalarda 24 saatlik abstinens siiresi sonrasi verilen
ejakiitta sperm motilite ve morfolojisinde iyilesme saglandigr goriilmiistiir
(Francavilla ve ark.,2007; Jergensen ve ark.,2001; Jorgensen ve ark.,2012;Lehavi ve
ark.,2014; Levitas ve ark.,2005; Makkar ve ark.,2001, Mortimer ve ark.,1982).
Normozoospermik &rneklerde semen parametrelerinin artan abstinens siiresi ile
birlikte iyilestigi, ancak oligozoospermik Orneklerde konsantrasyon, motilite ve
morfolojinin abstinens siiresi azaldikga artis gosterdigi vurgulanmistir (Bahadur ve
ark.,2015; Levitas ve ark.,2005). Testiste spermatositogenez ve mayoz boliinmenin
tamamlanmasiyla birlikte, Spermatozoa intratestikiiler duktuslardan ekstratestikiiler
duktuslara gecer ve ejakulasyona kadar epididimiste depolanir (Cooper ve
ark.,1993). Uzun abstinens siiresi, epididimiste depolanma siirecinde anormal
spermatozoa sayisinin ve graniilositler tarafindan {retilen reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) artigina sebep olur. ROS artig1 sperm kromatin kondansasyon
anomalilerine ve sperm DNA’sinda kiriklara neden olur (Agarwal ve ark.,2009;
Donatella ve ark.,2019). infertil erkek semeninde ldkositler ve matiirasyonunu
tamamlamamig, anormal veya 0lii spermatozoalar seminal sivida ROS artiginim iki
ana sebebidir (Fujii ve ark., 2003). Bu nedenle sperm DNA fragmantasyonu ve
abstinens siiresi arasinda anlamli pozitif iliski oldugu diisiiniilmektedir (Gosalvez ve
ark., 2011; Richthoff ve ark., 2002). Ejakiilatta hiicrenin reaktif oksijen tiirleriyle
uyarilmasini saglayan lipit peroksidasyonundan koruyan antioksidanlar da mevcuttur
(Sharmave ark., 1996). Iidiyopatik infertil erkek popiilasyonunda antioksidan
kapasitenin fertil olgulardan daha diisiik oldugu gosterilmistir (Agarwal ve ark.,
2006). Bununla birlikte abstinens siiresinin hem rutin hem de ileri sperm
parametreleri lizerindeki etkisine, antioksidan kapasite {izerine etkisine yonelik fikir

birligi saglanmis degildir (WHO, 2010).



Bu bilgiler dogrultusunda ardisik olarak alinan semen Orneklerinde abstinens
stirelerindeki farkliliklarin rutin semen parametreleri, kromatin biitiinliigii, DNA

yapis1 ve antioksidan aktiviteye etkisi karsilastirmali olarak degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. ERKEK UREME SIiSTEMi

Erkek tireme sistemi; testisler, bosaltic1 kanallar, yardimci genital bezler ve penisten
olustusur (Sekil 1). Testis ekzokrin ve endokrin bez &zelligine sahiptir. Intra
testikiiler (tubuli rekti ve rete testis) ve ekstra testikiiler (duktuli efferentes, duktus
epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatorius) kanallar spermin viicut disina
iletilmesini saglayan kanallar sistemidir. Yardimci genital bezler vezikula seminalis,
prostat ve bulbo iirethral bezlerden olusur. Seminal sivi genital bezlerin irettigi
salgilardan olusmaktadir. Bu salgilar spermin beslenmesinde énemli rol iistlenirler.

Penis ejakulatin viicut digina aktarilmasindan ve idrarin bosaltilmasindan sorumludur

(Kurus, 2020).

Membrandz uretra

Uretra\ —— Ampulla

¢ —— Seminal vezikil

Penis
|~ Ejakilator kanal
Penisin korpus kavernozumu -__

" Bulboiiretral bez

Uretranin korpus kavernozumu —_ ~~ Duktus deferens

Prepisyum i
Glans penis —

— Epididim
Testis —

Mediyastinum testis

Sekil 1. Erkek Ureme Sistemi Bilesenleri

(Junqueira , & Carneiro, 2009)

2.1.1. Testis

Spermatik kordonla skrotum i¢inde asili bulunan bir ¢ift organdir. Skrotum testis
sicakligimin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Testis sicakligi normal viicut
sicakligindan 3-4°C daha diisiiktiir. Insanlarda testisin uzunlugu yaklagik 4-5 cm,

genisligi 2,5 cm, kalinlig1 3 cm ve agirligi da 20-30 gr civarindadir.



2.1.1.1.Testis Embriyolojisi

Embriyoner gelisimin 3. haftasinda vitellus kesesinin endoderminde primordiyal
germ hiicreleri goriiliir. Gelisimin 5. haftasinda primordiyal germ hiicreleri embriyon
diskinde gonadlar gelisecegi bolgeye goc ederler. Boylelikle gonadlarin gelisimi
uyarilir. Gelisimin baslangicinda ovaryum ve testisinin morfolojik yapisi birbirine
benzer goriiniimdedir. Bu siirece farklilasmamis gonad adi verilir. Gonadlarin erkek
ya da disi olma ozellikleri 7. haftadan sonra belirlenir. Y kromozomunda bulunan
SRY geninin iiriinii olan testis belirleyici faktor (TDF) gonadlarda testis olusumunda
onemli rol stlenir. TDF’iin etkisiyle primitif cinsiyet kordonlar1 gelisir. Puberteye
kadar testis kordlar1 olarak adlandirilir ve puberte de seminifer tiibiillere doniisiir.
Mezonefrozdan testise gog¢ eden mezenkimal hiicreler Leydig hiicrelerine farklilasur.
Leyding hiicreleri mezenkimal kok hiicrelerin kdkenini olusturur. Gestasyonel
donemin 8. Haftasinda Leydig hiicrelerinden testesteron salinimi baglar. Testosteron
salinimi epididimis vaz deferens ve aksesuar bezlerin olusumunu saglar (lkeda ve
ark.,1996). Sertoli hiicreleri anti mullerian hormon (AMH) olusumunu saglarlar (Lee
ve ark.,1993).

2.1.1.2.Testis Histolojisi

Testis ekzokrin ve endokrin yapida bilesik tiibiiler bir bezdir. Testis ekzokrin olarak
aktif holokrin salgi yapar. Aktif holokrin salgi iriinii, spermium ve spermatozoa

tiretimidir. Endokrin olarak ise androjen sentezler.

Testis ti¢ tabakadan olusur (Sekil 2). En dis tabakasinda tunika vajinalis yer alir. Orta
tabakayi tunika albuginea olusturur. i¢ tabaka da ise tunika vaskuloza yer alir (Kurus,
2020). Tunika vajinalis tek katli mezotelyal hiicrelerle doselidir. Preparatlarda tunika

vajinalis ayirt edilemez.

Preparatlarda en net tunika albuginea tabakas1 ayirt edilir. Tunika albuginea tabakasi
yogun bir fibroelastik bag dokusundan olusur (Esrefoglu, 2004). Tunika albuginea
testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediyastinum testisi olusturur. Tunica albuginea
ince bag dokusu uzantilar1 sahiptir. Bu uzantilar sayesinde testis lob ve lobiillere

ayrilmaktadir.



Her testis lobiilii gevsek bag dokusu ile ¢evrili seminifer tiibiillerden olugmaktadir.
Seminifer tiibiil epiteli spermatogenik seri hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinden olusur.
Kapsiiliin i¢ kisminda biitiin lobiilleri distan saran tunika vaskiiloza tabakasi yer alir.
Bu tabaka, kan damarindan zengin gevsek bag dokusu yapisindadir (Kurus, 2020;
Setchell ve ark.,1988).

Duktus eferentes Rete testis
Tubuli rekti

Seminifer
tabl

Tunika
vajinalis

Ijuktus epididimis
Tubuli rekti

Sekil 2.Testisi Saran Yapilar

(Junqueira, & Carneiro, 2009)

Geg
spermiyogenez

Spermiyogenez
baslangici

bélinme

Bazal
lamina

Fibroblast

interstisyel hiicreler

Sekil 3.Testisi Saran Yapilar

(Junqueira, & Carnerro, 2009)



2.1.1.2.1. SeminiferTiibiiller

Kivrimli yapiya sahip tiibiillerdir. Spermlerin {iretiminin gergeklestigi yerdir

(Junqueria ve ark.,2009). Tiibiillerin etrafi bazal membranla ¢evrilidir (Sekil 2) .

Seminifer tiibiiller modifiye ¢ok katli kiibik epitel ile doselidir. Seminifer epitelde
hiicre serisi olarak, spermatogenetik hiicreler ve Sertoli hiicreleri yer almaktadir.

Spermatogenik hiicreler bazal lamina ile liimen arasinda yerlesim gostermektedir

(Sekil 3).

Seminifer tibiil epiteli bazal kompartiman ve adluminal kompartiman olarak
tanimlanan iki kompartmandan olusur. Bazal kompartmandaspermatogonyumlar yer
alir. Bazal membrana yakin yerlesimli olan spermatogonyumlar mitoz boliinme
aktivitesine  sahiptir.  Boylelikle  spermatogenik ~ kok  hiicreler  olarak
adlandirilmaktadirlar. Mitoz boliinme sonucu olusan Spermatogonyum tip A
hiicreleri 6kromatik ¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Spermatogonyum tip A’nin mitoz
boliinmesi sonucu spermatogonyum B hiicreleri olusur. Spermatogonyum tip B

hiicreleri, yuvarlak ¢ekirdekli hiicrelerdir.

Isik mikroskobik analizinde tip A ve tip B spermatogunyumlarin sitoplazmalart soluk
boyanir. Spermatogonyum tip B hiicrelerinin  mitozu sonucunda primer
spermatositler olusur. Bu asamada artik mitoz boéliinme tamamlanmistir. Primer
spermatositler mayoz boliinme gegirir. l.mayoz boliinme sonrasinda sekonder
spermatosit hiicreleri olusur. Mayoz I’den sonra her biri haploid kromozoma fakat 2n
DNA’ya sahip 2 adet sekonder spermatosit olusur. Sekonder spermatositlerin ikinci
mayoz boliinmeyi gecirmesi sonucunda ise spermatidler olusmaktadir. Il. mayoz
bolinme oOncesinde DNA replikasyonu gergeklesmez.  Bu nedenle boliinme
sonrasinda hiicreler n sayida DNA igerirler. Mitoz boliinme —siirecine
spermatositogenez denir (Sekil 4). Ardindan mayoz I ve mayoz II gergeklesir. Mayoz
IT sonucunda olusan haploid yapidaki spermatidler yuvarlak yapida hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin normal sperm morfolojisine donlisme siirecine spermiyogenez denir

(Kurus, 2020).



©/®\-® Tip A spermatogonyum
@) (kok hiicreleri)
\@
Tip B spermatogonyum
/’? %(éncullprogenitor hiicreler)

Mitoz bélinme

}— Birinci mayoz bélinme

Sekonder spermatositler “& ikinci mayoz bélinme

- Spermiyogenez

R e o ———————Spermatozoonlar

NN\ ——— 1l 1
BE T S5 Artik cisimcik

Sekil.4.Spermatogenez ve Spermiyogenez Evreleri

(Junqueira, & Carneiro, 2009)

Spermiyogenez baslica, golgi evresi, sentriyollerin yer degistirmesi ve kuyruk
olusumu, sitoplazmik kayip, mitokondriumlarin gb¢ii ve niikleustaki degisiklikler

olarak bes basamakta incelenir.

Golgi evresinde salgi graniilleri birleserek akrozomal kepi olusturur. Salgi
graniillerinin i¢inde bulunan litik enzimler spermin akrozomal kepinde bulunan
enzimleri olusturur. Akrozomal enzimler sayesinde sperm fertilizasyon aninda

korona radiata ve zona pellusida’dan geger ve oosit i¢ine girer (Sekil 5).

Sperm ¢ekirdeginin akrozom kepin olustugu kutbunun karsi tarafinda sentriyoller
yer alir. Cekirdek tarafindaki sentrioller proksimal sentrioldiir. Proksimal sentriyol
spermin kuruk boliimiinde eksen fibrillerini olusturur. Kuyruk uzadikga dis fibriller

olusur. D1s fibriller kuyruk boyunca ilerler (Sekil 5).

Sitoplazmik kayipta sitoplazmanin bir kismi kuyruk ucuna dogru ilerler. Geri kalan
kism1 Spermin boyun kisminda bogum olusturarak ayrilir. Bogumlanarak atilan artik

sitoplazma sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir (Sekil 5).



Mitokondriyonlar go¢ ederek kuyrugun ilk kisminda toplanir. Mitokondriyonlar
enerji kaynag1 organellerdir. Sperm hareketinin saglanmasinda ATP miktari 6nemli
rol oynar. Ayni zamanda harekt saglanmasinda dinein proteinleri de onemli rol

tistlenir. Sperm nukleusunda kromatin yogunlasir. Niikleus ¢ap1 kiigiiliir.

Son olarak sperm disi genital sistemine girdiginde spermde molekiiler diizeyde

degisiklikler goriiliir ve bu durum kapasitasyon olarak adlandirilir.

Akrozomal graniil Akrozomal vezikil Akrozomal baslik (kep) Akrozom
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Sekil 5.Spermatidin Spermiyuma Farklilagma Asamalari

(Junqueira, & Carneiro, 2009)

Olgun sperm bas, boyun, orta parga ve kuyruktan olusur. Sperm basi, oval bigimlidir.
Cekirdekte sikica paketlenmis kromatin bulunur. Cekirdegin bir kutbu akrozomal
kep ile sarilidir. Sperm basi az miktarda sitoplazma igerir. Spermin basi ve orta

parcas1 arasinda boyun bolgesi yer alir. Spermin boyun bélgesi 9+2 mikrotiibiil
sistemi igerir.

Sperm kuyrugu esas parcadan ve son parcadan olusur (Sekil 6). Kuyruk ortasinda
filum aksiyal ve etrafinda dis fibriller bulunur. Filum aksiyal ve dis fibrilleri fibroz

kilif kusatir. Kuyrugun u¢ kisminda mikrotubiiller yer alir (Ross, 2003).



SPERMATID GOLGIFAZ AKROZOM ERKEN. ORTA
Faz1 MATURASYON  MATURASYOHN
FAZI FAZI
Flagellum

Gartner LP, Color T of Hi: ia. W.B. s C. 1997"den uyarlanmustir.

Sekil.6.a. Spermatidin Spermiyuma Farklilasma Asamalar ve Olgun Bir Spermiyumun Yapist
(Gartner, & Hiatt, 1997)

Sertoli hiicreleri prizmatik hiicrelerdir. Spermin beslenmesi ve desteklenmesini
saglarlar. Sperm hiicrelerinin korunmasinda artik sitoplazmanin ve 6lii hiicrelerin
temizlenmesinde 6nemli rol iistlenirler (Karagoz, 2002). Puberteye kadar seminifer
epitelde sadece spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri bulunur. Puberteden sonra
seminifer tiibiil epitelini olusturan hiicre toplulugunun kii¢iik bir kismini olustururlar.
Sertoli hiicrelerinin membran sinirlari diizensizdir. Boylelikle diger hiicrelere destek
saglarlar. Histolojik olarak dgerlendirildiginde heterokromatin yapida niikleusa

sahiplerdir.

Sertoli hiicrelerininSitoplazmalari, diiz ve graniillii endoplazmik retikulumdan,
mitokondriyonlardan, lizozomlardan, lipid damlaciklarindan, gelismis bir golgi
kompleksinden ve zengin bir hiicre iskeleti yapisindan olugmaktadir (Akkoyun, &
Ozenci, 2006).

Bazolateral bolgelerinde okludens baglantilart olustururlar. Okludens baglantilar
sayesinde kan testis bariyeri olusur. Kan testis bariyeri spermatositleri ve
spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyarak biiyik bir rol iistlenirler

(Carneiro, & Jungueria 2009;Pawlina, & Ross,2006)).



2.1.1.2.2.Interstisyel Alan

Androjen iiretiminin gergeklestigi Leydig hiicrelerinin bulundugu alandir. Bu alan
bag dokusu, sinirler, kapillerler ve lenf damarlar1 bakimindan zengindir. Bag dokusu
alanlar fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlar gibi hiicreler barindirir. Puberteden
sonra leydig hiicreleri fonksiyon gosterirler (Carneiro, & Junqueria, 2009; Demir,
2006).

Leydig hiicreleri testosteron iireten hiicrelerdir (Ovalle ve ark., 2009).Leydig
hiicreleri, inter tiibiiler alanda bulunurlar. Yuvarlak sekilli hiicrelerdir. Leydig
hiicrelerinin ¢ekirdegi merkezde yer alir. Eozinofilik sitoplazmalarinda kiigiik lipid
damlaciklarinin yaninda mitokondrionlar, iyi gelismis endoplazmik retikulum,
lipokrom pigmenti ve Reinke kristalleri bulunur (Carneiro, & Junqueria, 2009;
Demir, 2006; Gartner, & Hiatt, 2016; Pawlina, & Ross, & 2006;).

2.1.1.2.3. Kan-Testis Bariyeri

Insanlar da dahil pek cok tiirde, Sertoli hiicreleri tarafindan siki baglanti birimleri
bulunur. Sertoli hiicreleri arasinda bulunan zonula okludensler germinal epiteli bazal
ve adluminal kompartmanlara ayirir. Germinal epiteli iki bolime ayiran bu
kompleksler kan testis bariyerini olusturur. Kan testis bariyeri; haploid erkek gamet
icin immiinolojik bakimdan olusabilecek reaksiyonlara karst korunmus bir alan

olusturur (Borgen ve ark.,1992).
2.1.1.2.4. intratestikiiler Kanallar

Her bir testis lobiiliinii olusturan 1-4 adet seminifer tiibiil kivrimlar diizelerek tek bir
kanal olan tiibiili rektiye agilirlar. Bu kanallarda rete testise acilirlar. Tubuli rekti ve
rete testis tunika albugineanin testis arka duvarinda kalinlasmasi ile olusan

mediastinum testisin i¢inde bulunurlar.

Bu kanallar testikiiler sivi iletimini saglar ve ayni zamanda spermatozoanin
epididime iletilmesini saglar (Roosen ve ark.,1978). Boylelikle epididim duktusuna

aktarim gerceklesir.
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Tubuli Rekti: Kivrimli seminifer tiibiiller mediastinuma yaklastik¢a diizlesirler.
Diizlesen bu kanala tubuli rekti denir. Bu kanallar kisa ve dar bir yapiya sahiptir
(Bustos, 1976). Tubulu rekti epitelinde spermatogenik seriye ait hiicreler bulunmaz..
Sertoli hiicrelerinden gelisen prizmatik hiicreler bulundururlar. Histolojik olarak tek
katli kiibik epitel ile doselidir (Batislam, & Basar,2004).

Rete Testis: Mediastinum testis bolgesinde bulunur. Rete testis labirent bi¢imli
kanallarin birlesmesi ile olusur. Tubuli rekti kanallar rete testise agilir. Histolojik
olarak rete testis epiteli tek katl kiibik epitel ile doselidir (Dym, 1972). Bu durum
seminifer tiibiillerden gelen sivi ile rete testis kanallarinda ki sivinin igeriginin farkini

olusturur (Koskimies ve ark.,1971).

2.1.2. Ekstratestikiiler Kanallar

2.1.2.1.Duktuli Efferentes

Duktuli efferentes, rete testisin acildigi kanallardir. Duktuli efferentes prizmatik
epitel ile doselidir. Epitel hareketsiz spermlerin epididime dogru tasimmasini
saglayan sterosilyali esas hiicreler barindirir. Silyasiz hiicreler ise seminifer
tibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu geri emerler (Junqueira ve ark.,2009;
Kierszenbaum, 2002).

2.1.2.2. Duktus Epididimis

Epididimisi olusturan kanala duktus epididimis denilir. Duktus epididimis
spermiumlarin depolandigi yerdir. Spermiumlar testiste tiretildikleri zaman hareket
yeteneklerine sahip degildir. Spermler hareket etme yetenegini epididimiste
depolanma siirecinde kazanirlar. Prostat salgisinin eklenmesi de hareket yeteneginde

onemlidir (Dalley & Moore, 1995; Tosun, 1998).

2.1.2.3.Duktus Deferens

Duktus epididimis kalinlasarak duktus deferensi olusturur. Bu kanal prostatik

iiretraya dogru agilmaktadir.
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Boylelikle spermatozoalarin iirethraya iletilmesi saglanir. Epididimiste oldugu gibi

duktus deferenste de spermlerin biiyiik boliimii depolanir.

Duktus deferensin duvari; tunika mukoza, tunika muskularis, tunika adventisya
olmak tizere li¢ tabakadan olugsmaktadir. Tunika mukoza yalanci ¢ok katli prizmatik

epitelden olusur (Basar & Batislam ,2004).
2.1.2.4. Duktus Ejakiilatoryus

Duktus Ejakiilatoryus, prostatik uretraya agilir. Urethranin bubdliimiinde idrar ve
ejakiilat iletimi ¢ift fonksiyonludur. Histolojik olarak bakildiginda kanalin epitel
tabakasi tek katli prizmatikten ¢ok katli degisken epitele kadar degismektedir
(Basar, & Batislam, 2004).

2.1.3.Yardimc1 Genital Bezler

2.1.3.1.Vesikula Seminalis

Tubiiler yapida bir ¢ift bezdir. Ejakiilat salgisinin biiyiik boliimiinii vesikula
seminalis salgist olusturmaktadir. Salgisinda bulunan fruktoz, sitrik asit, fibrinojen
ve prostaglandin’ler spermatozoalariaktive eder. Bununla birlikte bu salgi
fertilizasyonda onemli bir rol istlenir. Fruktoz, sperm’lerin temel besin kaynagidir

(Basar, & Batislam, 2004).
2.1.3.2. Prostat

Diiz kas lifleri ve bag dokusundan zengin bir organdir. Prostat bag dokusu yalanc1 bir
kapsiil ile ¢evrilidir. Uretranin baslangi¢c bolimiinii ¢evreler ve bu bdliim prostatik
tiretra olarak tanimlanir. Prostat salgis1 ejakiilatin %15-25 kadarini olusturur (Basar,

& Batislam, 2004).
2.1.3.3. Bulboiiretral Bezler

Bulboiiretral bez kanallari, spongioz tirethranin proksimal parcasina agilmaktadir.

Mukoz yapida ki salgist siyalik asit, galaktoz ve galaktozaminden zengindir.
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Bulbotiretral bez salgisi iiretra iginde kalmig idrar1 noétralize eder. Ejakiilatin

tiretra’dan gecisini kolaylastirir (Basar, & Batislam, 2004).

2.1.4. Penis

Penis, bir ¢ift korpus kavernozum, bir adet korpus spongiozum olarak tanimlanan {i¢
kavern6z yapidan olusur. Bu erektil dokular fibroelastik bag dokusundan,
damarlardan ve diiz kas yapilarindan zengindir. Sintisleri endotel ile doselidir. Penil
urethra korpus spongiozumun ortasinda yer almaktadir. Histolojik olarak
bakildiginda penil uretra epiteli ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Uretranin
sonu ¢ok katli yass1 epitel ile devam eder. Epitelin bag dokusu ¢ikintilarina Littre
bezleri denir.. Littre bezleri ejekiilasyondan 6nce mukus salgisini olusturur (Ovalle
ve ark, 2009).

2.2. RUTIN SEMEN ANALIZi

Semen (ejakulat) epididim, duktus deferens, vesikula seminalis, prostat ve
bulboiiretral bez salgilarindan olusan ve iginde spermleri bulunduran sividir.
Semenin ortalama hacmi 3-4 ml’dir. Normal sartlarda mililitrede 300-400 milyon
sperm i¢ermektedir. Spermler, ejakiilatin yaklasik %10 unu olusturur. Geriye kalan
kismi seminal sivi olusturur. Vesikula seminalisten gelen salgi ejakiilatin biiyiik
kismini olugturur. Seminal sivinin bilyiik bir kismi sudur, bununla birlikte igeriginde
farkli maddeler de bulunmaktadir. Seminal sivinin fruktoz igerigi fazladir ve C

vitamini ile inositol de igermektedir (Basar, & Batislam, 2004).

Testikiiler ekzokrin fonksiyon i¢in ve genital bez salgi olusum mekanizmasinin
degerlendirilmesi ig¢in semen analizi yapilir. Rutin semen analizinde eajkulatta
bulunan spermin konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojik yapisi degerlendirilir.
Semen analizi tiip bebek uygulamalarinda tedavi planlanmasinda en Onemli
degerlendirmedir. Rutin uygulamalarda 3-5 giinliik abstinens siiresinin ardindan,
hastadan mastiirbasyon yoluyla elde edilir. Semen 6rnegi 6ncelikle 15-60 dakika
araliginda degisen likefaksiyon siirelerinde 37°C sicaklikta bulunan inkiibator
icerisinde bekletilmektedir. Boylelikle semen homojen bir sivi haline gelmekte ve

spermlerin tamami bagimsiz olarak hareket etmektedir (WHO, 2010).
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Eger bu likefaksiyon siiresine uyulmazsa, sperm hiicreleri tam olarak hareketlilik
kazanamazlar. Bunun sonucunda sperm analizinde degerlendirilen parametreler olan,
sperm sayisi, sperm hareketliligi ve spermin morfolojik analizi dogru sekilde

gerceklestirilmemis olur (Eliasson, 1978).

Tablo.1 Semenin Karakteristik Ozelliklerinin Alt Referans Limitleri (WHO, 2010)

Semen Parametreleri Alt referans limiti
Semen voliimii(ml) 1,5 (1,4-1,7)
Sperm konsantrasyonu (108/ml) 15 (12-16)
Toplam sperm sayis1 (10%ejakiilat) 39 (33-46)
Toplam hareketlilik (%) 40 (38-42)
Tleriye dogru hareketlilik (%) 32 (31-34)
Vitalite (%) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi ( %) 4 (3,0-4,0)
Diger esik degerler
pH >7.2

<10
Peroksidaz pozitif 16kositler (10%/ml)
MAR testi ( %) <50
Immunobeadtest (%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) >24
Seminalfruktoz (umol/ejakiilat) >13
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Tablo.1.(Devami) Semenin Karakteristik Ozelliklerinin Alt Referans Limitleri (WHO, 2010)

Seminalnétralglikozidaz (mU/ejakiilat)

2.2.1.Makroskobik Degerlendirme

Semen analizi, likefaksiyondan hemen sonra basit olarak makroskobik degerlendirme
ile degerlendirilir. Sicaklik degisikligi semen kalitesini olumsuz etkileyebilegi igin
30 dakika ile 1 saat araliginda semen degerlendirilmelidir (WHO, 2010).

2.2.2.Likefaksiyon

Toplama kabinda ejakiilasyonun hemen ardindan semen, koagiile olarak
bulunmaktadir. Likefaksiyon sonunda semen akiskan hale gelir, likefaksiyonun
ardindan semen pipetlenerek spermlerin seminal sivi i¢inde homojen dagilimi
saglanir. Semen Ornegi ortalama 15 dakikada likefiye olmaktadir. Bu durum nadiren
de olsa uzayabilir. Likefiye olmayan semen 6rneginin makroskobik degerlendirilmesi
zorlagir (WHO, 2010).

2.2.3. Viskozite

Likefaksiyondan sonra semen pipetle c¢ekilip, damlatildiginda olusan iplikgik
go6zlenir ve numunenin viskozitesi degerlendirilir. Semen numunesi pipetten damla
damla akar. Viskozite normal degilse semen numunesi pipetten verilirken uzun
iplikgikler olusturur (WHO, 2010).

2.2.4. Semen hacmi

Ejakiilat hacminin ¢ogunu seminal bezler ve prostat gelen salgisi olusturur. Az
miktarini ise bulbouretral bezler ve epididimlerden gelen salgi olusturmaktadir.
Hacim o6lg¢iilirken semen numunesinin i¢inde toplandigi kapla birlikte tartilmasi

gerceklesir. Kabin agirligi cikartilir.

Ayni zamanda numune dereceli camdan yapilmis genis agizli bir 6lglim silindire
(cam meziir) alinarak derecelendirilmesi okunarak hacim hesaplanmasi yapilabilir

(WHO, 2010).
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2.2.5. Semen pH Degeri

Semen pH’si, farkli aksesuar bezlerden salgilanan sivilarin pH degerleriniifade
etmektedir. pH oOl¢iimii semenin alimindan 30 dakika ve 1 saat araliginda
gerceklestirilmelidir. 6,0-10,0 araligindaki pH kagid1 tizerinde degerlendirme yapilir.
Alt sinir degeri pH’da 7,2 olarak belirlenmistir (WHO, 2010).

2.2.6. Sperm Motilitesi

Semen igindeki spermin motilite yiizdesi, 30 dakikada ile 1 saat araliginda
degerlendirilmelidir. Boylelikle pH ve sicaklik degisikliklerinden motilitenin
etkilenmesi minimalize edilir. Semen numunesi makler ¢emberde faz kontrast
mikroskop altinda x20 biiylitmede incelenir. 200 adet sperm sayilarak ortalama deger
alinir. Spermatozoanin hareketliligi derecelendirilir; Ileri hareketli sperm (progresif
motilite; PR) yerinde hareketli sperm (non progresif motilite; NP), hareketsiz sperm

(immotilite; IM) olarak degerlendirilir.

2.2.7. Sperm Vitalitesi

Spermlerin canlilik derecesi hiicre membranlarinin biitiinliigiiyle dikkate alinarak
degerlendirilir. Canli spermler, boyay1 tutma veya hipotonik sisme 6zellklerine gore
degerlendirilir. Canli olmayan (6lii) hiicrelerin membranlart hasarli oldugu igin
boyay1 sitoplazmalarina alirlar ve bu hiicreler 6li hiicreler olarak degerlendirilir.

Boyay1 tutma analizinde eozin-nigrozin boyamasi yapilir.

Vitalitenin referans alt sinir1 %58’dir. Hipoozmotik sisme testinde de membran

hasar1 olmayan hiicreler hipotonik ortamda siserler ve bdylelikle ayirt edilirler.

2.2.8. Sperm Sayisi

Sperm konsantrasyonu, birim semen hacmindeki spermatozoa sayisini ifade eder.
Total sperm sayis1 ise birim hacimdeki sperm sayisinin semen hacim degeri ile

carpilmasi sonucu elde edilir (WHO, 2010).

Sperm sayiminda kullanilan 6zel olarak iiretilen Horwell veya Makler sayim
kamaralar1 da kullanilabilir (Makler, 1978; Makler, 1980). Ejakiilattaki total sperm

sayisi igin referans alt siir1 39 x 10° spermdir.
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2.2.9. Semen Mikroskobik Inceleme

Faz kontrast mikroskobu kullanilir. Numune ilk olarak x10 mikroskobik biiyiitme
altinda incelenir. Sperm agregasyonu veya agliitinasyonu ile spermatozoa disinda
hiicrelerin varligimin degerlendimesi gergeklestirilir. Preparat daha sonra toplam x20
veya x40 biiylitme altinda degerlendirilerek, sperm hareketliligi ve sperm sayisi

belirlenir.
Spermatozoanin Agregasyonu

Hareketli veya hareketsiz hiicrelerin birbirlerine veya hareketli spermlerin, mukus
iplikgikleri, sperm dist hiicreler ve hiicresel atiklara baglanmasi olarak

tanimlanmaktadir.
Spermatozoanin Agliitinasyonu

Agliitinasyon hareketli spermlerin birbirlerine yapigsarak bir arada bulunmasi
demektir.  Agliitinasyonda  sperm  hareketliligi  kisitlanir.  Agliitinasyon
derecelendirilmesi  izole, orta, genis ve yogun agliitinasyon olarak

smiflandirilmaktadir.
Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisi belirlenirken bir lam iizerine semen siiriintiisii yayilir ve preparat

havada kurutulur ve fiksasyon gergeklestirilir .

Fiksasyonun ardindan boyama yapilir. Boyama agamasinda ¢ekirdek ve sitoplazma
boyamasi amaciyla Papanicolaou, Shorr veya Diff Quick boyalari kullanilir.
Aydinlik alan mikroskobunda, immersiyon yaginda x100 biiylitmede preparat
incelenir.  Normal veya anormal sperm yiizdesi belirlenir.  Morfoloji
degerlendirilirken, bas defektleri, boyun ve orta parga defektleri, sitoplazmik droplet
ve kuyruk defektleri belirlenir (Sekil 7). Normal sperm yiizdesi alt referans degeri %

4 olarak belirtilmistir.
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Sekil 7. insan spermatozoasimimanormal formlarmin sematik resmi

(Krugerve ark. 1993)

Tablo 2. Semen Kalitesine iliskin Terminoloji (WHO,2010)

Semenin olmamasi durumudur.

Aspermi

Astenozoospermi IlefleleI (Progresif-PR) harekete sahip spermlerin yiizdesinin alt referans
degerinden az olmasi durumudur.

Astenoteratozoospermi Ilerleyici (Progresif-PR) harekete ve normal morfolojiye sahip spermlerin
yiizdesinin alt referans degerinden az olmas: durumudur.

Azoospermi Semende hi¢ sperm bulunmamasi durumudur.

Kriptozoospermi

Normal semende sperm goriilmemesine ragmen santrifiij yapilmig semende
sperm bulunmasi durumudur.

Hemospermi -
P Semende eritrosit bulunmasi durumudur.
Lokospermi ST, P
Semende sinir degerinin iistiinde 16kosit bulunmasidurumudur.
Nekrozoospermi Cansiz spermlerin yiizdesinin canli spermlerin yiizdesinden fazla olmasi

durumudur.
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Tablo 2.(Devami). Semen Kalitesine iligkin Terminoloji (WHO,2010)

Normozoospermi

Alt referans degerlerine esit veya yiiksek sperm konsantrasyonu ve ilerleyici
(Progresif-PR) harekete ve normal morfolojiye sahip spermlerin bulunmasi
durumudur.

Oligoastenozoospermi
Alt referans degerlerinden diisiik sperm konsantrasyonu ve ilerleyici (Progresif-
PR sahip spermlerin bulunmast durumudur.

Oligoastenoteratozoospermi Alt referans degerlerinden diisiik sperm konsantrasyonu ve ilerleyici (Progresif-

PR) harekete ve normal morfolojiye sahip spermlerin bulunmasi durumudur

Oligoteratozoospermi Alt referans degerlerinde diisiik sperm konsantrasyonu ve normal morfolojiye

sahip spermlerin bulunmasi durumudur.

Oligozoospermi .
9 P Alt referans degerlerinde diisik sperm konsantrasyonunun bulunmasi

durumudur.

Teratozoospermi Alt referans degerlerinde diisiik normal morfolojiye sahip spermlerin bulunmasi
durumudur.

2.3. SPERM DNA BUTUNLUGU

Sperm DNA'’s1, yogun paketlenmis kompakt yapidadir. Spermiyogenez sirasinda,
sperm kromatininde Oncelikle histonlar kaybolur ve histonlarin yerini gecis

proteinleri yer alir. En son protaminler ile bir dizi modifikasyon gergeklesir .

Insan spermi P1 ve P2 olmak iizere iki tiir protamin igermektedir. P2 protaminlerinin
sistein grubu azdir (Kierszenbaum, 2001). Bundan dolay1 sperm DNA hasarina daha
duyarhdirlar (Carrell, & Liu, 2001).

Sperm hiicrelerinin morfolojisi ve motilitesi iyi olmasina ragmen DNA hasar1 olmasi
mimkiindiir. Fragmantasyon, genellikle sperm DNA’sinda tek ve ¢ift sarmal

kopmas1 sonucu olusur.
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DNA hasarini etkileyen gevresel faktorlerden bir kagt sigara kullanimi, radyasyon ve
kemoterapidir. Bunun yaninda 16kospermi, varikosel ve kanser gibi patolojik ve
fizyolojik durumlarda DNA hasarinda etkilidir (Yiiksel, 2019).Sperm DNA hasar1 4
baslik altinda degerlendirilir. Bunlar; kromatin paketleme anormallikleri, oksidatif

stres, apoptozis, kromozomal hasarlardir (Muratori ve ark., 2006).

2.3.1.Sperm Kromatin Biitiinliigii

Spermatogenez esnasinda histonlar protaminlerle yer degistiririr. Yer degistirme
esnasinda kromatin, histon hiper asetilasyonu ile gevsetilir. Bu gevsetilmede
topoizomeraz Il rol almaktadir. Bu hiper asetilasyon spermiyogenesisden sonra
Topoizomeraz II tarafindan onarilir. Eger bu ¢entikler onarilmaz ise, ejakiilatta DNA

hasar1 igeren spermler bulunabilir (Laberge, & Boissonneault, 2005).

2.3.2. Sperm DNA Hasari1 ve ROS

Sperm DNA hasari, fazla mikarda olusan ROS ile iliskilendirilir. Diisiik
seviyelerdeki reaktif oksijen radikalleri, sperm olgunlagsmasinda, kapasitasyonda ve
akrozom reaksiyonunda etkilidir. Buna karsilik asirt miktarda reaktif oksijen
radikallerinin olmasi, hiicresel hasara ve DNA hasarina neden olabilmektedir.
Semendeki reaktif oksijen radikalleri olusumunda l6kositler ve spermler 6nemli bir
rol iistlenir. Ozellikle olgunlasmamis, anormal morfolojik yapiya sahip olan spermler
asirt miktarda reaktif oksijen radikalleri olusumuna sebep olurlar (Agarwal ve
ark.,2014). ROS olusumunda rol istlenen dis faktorlere bakildiginda, semendeki
16kositler, kimyasal/toksinler, beslenme eksikligi gosterilebilir (Agarwal ve ark.,
2014).

2.3.3. Sperm DNA Hasar1 ve Apoptozis

Testislerde hasarli hiicrelerin elimine edilmesi apoptoz ile gergeklesmektedir (Sinha
ve ark., 1999). Apoptotik yolak, Fas ligantinin (FasL) Fas reseptorii ile etkilesimi
sonucu indiiklenir. Sperm parametreleri diisiik olan erkeklerde, siklikla Fas
ekspresyonunda artis oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (Sakkas ve ark.,
2003).
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2.3.4.Kromozomal Aberasyonlar

Erkek infertilitesinde %30 olarak genetik etiyoloji etkilidir (Kupker, 1999). Y
kromozomunda sperm yapimi ile iliskili AZF (AZFa, AZFb, AZFc) gen
bolgelerindeki mikro delesyonlarin oligospermi veya azospermiye neden oldugu

bilinmektedir. Bu durum fertilite problemlerine neden olur (Kupker, 1999).
2.4. SPERM KROMATINi VE DNA ANALIZi TESTLERI

2.4.1.Sperm Kromatin Yapisi Tayini (Sperm Chromatin Structure
Assay)(SCSA)

SCSA testi ile akridin turuncusunun renk degistirmesine bagli olarak sperm
DNA’sinin duyarliligi olgiiliir. Akridin turuncusunun asit eklendikten sonra renk
degistirerek yesilden kirmiziya doniisiimii akim sitometri yontemiyle 6l¢iilmektedir.
Boylelikle DNA  denatiirasyon genisligi saptanmaktadir (Darzynkiewicz ve
ark.,1975; Evenson ve ark.,1980)

2.4.2.Akridin Turuncu Testi (AcridineOrange Test) (AOT)

SCSA testine benzer olarak akridin turuncusunun asitli ortamda yesilden kirmiziya
donlismesi prensibine dayanir. Boylelikle DNA denatiirasyon genisligi SCSA’dan
farkli olarak floresan mikroskopta degerlendirilir. SCSA testine gore daha basit, ucuz
bir yontemdir (Tejada ve ark.,1984). Ancak bazi, bulanik renkler, hizli renk
kaybolmasi ve heterojen boyanmalar gibi bazi limitasyonlart mevcuttur (Chohan ve
ark.,2006).

2.4.3. Terminal UridineNick- End Labeling (TUNEL) Yontemi

TUNEL yo6nteminde DNA polimeraz enzimi kullanilir. DNA polimeraz tek veya ¢ift
zincir kiriklarina deoksiribo niikleotitler (dUTP) ekler(Robbins ve Coleman, 1988).
Baglanan deoksiribo niikleotitler daha sonra etiketlenerek flow sitometri ile 6lgiiliir.
Sonugta sperm TUNEL pozitif veya negatif olarak siniflandirilir. Sperm DNA hasar1
yiizdesi belirlenir (Shamsi ve ark., 2011).
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2.4.4.In situ Nick Translasyon (NT Testi)

TUNEL yo6ntemine benzerdir. Bu yontem ile tek zincir DNA kiriklar: tespit edilir.
DNA polimeraz | enzimi kullanilir. Enzimatik reaksiyonla elde edilen tek zincir
DNA’nin 3’-OH ucundaki biotin veya flouresans ile isaretlenmis dUTP miktarini
Olgmektedir. NT isaretleme ile DNA’daki endojen ¢entiklerin saptanmasi
saglanmaktadir (Gosalves, 2011).

2.4.5.Halo Sperm Yontemi-Sperm Chromatin Dispersion (SCD)

Sperm DNA kiriklarini direkt tespit eden bir testtir (Murielvd, 2006). Sperm
numunesi, lam tizerinde agaroz jele daldirilir. Denatiirasyon asit ¢ozeltisi ile
gerceklestirilir. Daha sonra bir lizis tamponu ile proteinlerin uzaklastirilmasi
gerceklesir. Sonugta preparat 151k mikroskobu ya da floresan mikroskopda
degerlendirilir. DNA hasar1 olmayan spermlerde halo goriintiisii vardir. DNA hasari

olanlarda halo goriintiisii olusmaz (Yigit ve ark., 2015).

2.4.6.Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Bu yontemle de sperm DNA hasar1 direkt belirlenir. (Haines ve ark., 1998).
Yogunlugu azaltilmis spermler agaroz jele yiiklenir. Floresan DNA baglayan boya

eklenmis elektroforetik bir gradiente maruz birakilip goriintiilenirler.

Diisiik molekiiler agirliklt olan, tek ve ¢ift zincirli DNA parcalar1 elektroforez
esnasinda hareket eder. Kuyruklu yildiz gorintiisii olustururlar (Klaude ve

ark.,1996).

2.4.7.Sperm Kromatin Analizi

2.4.7.1.Anilin Mavisi Boyama

Bu boyama lizinden zengin histonlar ile sisteinden zengin protaminlerin ayrimina
dayanmaktadir. Protein igeriginde ki farkliliklar bu boyama ile goterilir. Histondan
zengin immatiir Spermatozoa lizinden zengindir ve mavi boyanmaktadir. Sisteinden

zengin spermatozoa boyanma gostermez.
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Yiiksek oranda lizin igeren proteinlerin orani kromatin hasari ile iligkilendirilir

(Giines ve ark., 2013; Kiigiik, 2018; Yigit, 2015).

2.4.7.2.Toluidine Mavisi Boyama

Kromatin hasarina karsi toluidine mavi boyasi fosfat kalintilarina baglanarak yiiksek
afinite gosterir. Boyanan hiicrelerde zayif bir DNA biitlinliigiiniin oldugu tespit edilir
(Rahiminia ve ark., 2017).

2.4.8. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Serbest radikal bir ya da daha fazla giftlenmemis elektronu bulunan atom ya da
molekiil olarak tanimlanmaktadir (Aitken & Clarkson,1988). Reaktif oksijen tiirleri
DNA’da, yapisal degisikliklere neden olmaktadirlar. ROS'lar reperfiizyon hasarina
ve inflamatuvar hastaliklara neden olabilmektedir (Lenzi ve ark., 1998). Semendeki
epididim ve prostattan kaynakli 16kositler erkek genital sisteminde enfeksiyonun bir
nedenidir (WHO,1999). Lokositler normal ve infertil erkeklerin semenlerinde
gortilebilir (Halliwell ve ark,1999).

ROS iiretimi semen 16kosit kontaminasyonuna sahip numunelerde fazladir. Bu
kisilerde DNA hasar1 anlamli derecede artis gostermektedir (Alvarez ve ark., 2002).
Semende 16kosit konsantrasyonu 3 milyon/ml iizerindeyse fertilizasyon olumsuz

etkilenir (WHO, 1999).

2.4.9. Reaktif oksijen radikalleri kaynaklar:

Seminal plazmada bulunan reaktif oksijen radikalleri eksojen ve endojen kaynaklara

sahiptir. Ejakulatta matiir ve immatiir hiicreler bulunur.

Spermatogenezin farkli asamalarindaki hiicreler, yuvarlak hiicreler, 16kositler ve
epitelyal hiicreler de ejekiilatta bulunmaktadir. Bu hiicrelerden 6zellikle 16kositler ve
immatiir spermatozoalar reaktif oksijen radikallerinin ana olusum kaynaklaridir.
Bunlarin yaninda yasam tarzi olarak, sigara kullanimi ve alkol kullanimi ROS
olusumuna sebeb olur. Ayn1 zamanda toksinler ve radyasyon da ROS kaynagidir
(Esteves, 2002; Gharagozloo, Aitken, 2011).
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2.5. OKSIDATIF STRES

ROS ve antioksidan kapasite arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif strese neden
olur (Saalu,2010). Spermatozoalar antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptirler.
Gonadal hiicreleri ve matiir spermatozoalar1 reaktif oksijen radikallerine karsi

korurlar.

Ancak patolojik durumlarda fazla miktarda ki reaktif oksijen radikalleri seminal
plazma antioksidan kapasitesini asar ve oksidatif strese neden olur (Henkel, 2011).
Oksidatif stres etkileri ¢ogu zaman onarilabilir. Fakat matiir spermatozoalar
sitoplazmik enzim onarim sistemlerinden yoksun olduklar1 i¢in reaktif oksijen

radikalleri hasarlarin1 onaramazlar (Agarwal, & Saleh, 2002).

2.5.1.0ksidatif stresin ol¢iimii
Direkt Metodlar

Oksidatif stresin membran lipidleri ve DNA {izerindeki etkisiyle ortaya ¢ikan son

tirlinleri 6l¢en testlerdir.
Siklikla kullanilan yontemler ise;
Thio barbitiirik asit testi:

Lipid peroksidasyonu reaksiyonu sonras1 malondialdehid (MDA) olusur. Sperm veya
seminal plazmada MDA diizeyi 6lgiiliir. Sperm MDA diizeyi seminal plazmaya goére
daha disik oldugu icin MDA diizeyini saptamak i¢in yiiksek basingli sivi
kromatografisi kullanilir (HPLC) (Shang ve ark., 2004) Seminal plazmada MDA

ol¢timii spektrofotometri ile gergeklesir (Tavilani ve ark., 2005).
8-OHdG olglimii:

8-OHdG DNA’ nin oksidatif hasar1 sonrasi olusur. Ol¢iimii oksidatif stres hakkinda
bilgi vermektedir. Spermde veya seminal plazmada HPLC ile (Loft ve ark.,2003),

veya enzim bagimli immiin absorbe yontem (Nakamura ve ark., 2002) ile 6l¢iilebilir.
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Indirekt Metodlar
Kemoluminescene yontemler:

Amin tiirevleri olan ‘Luminol’ veya ’Lucigenin’ problar1 semende reaktif oksijen
radikallerini saptamak i¢in kullanilir. Siiperoksit anyonu Ol¢iimiinde luminol daha
duyarlidir (Fridovich, & Liochev, 1997). Ekipmanin pahali olmasi ve kontaminasyon
riski ise limitasyonlaridir (Kobayashi ve ark., 2001).

Total antioksidan kapasitenin 6l¢limii:

Disaridan verilen oksidatif molekiiller ile inseminal plazma antioksidanlar nétralize
edilerek analiz yapilir. Total antioksidan kapasitesi siklikla vitamin E analogu
(Trolox) antioksidan kapasitesi ile kiyaslanarak reaktif oksijen radikalleri — total
antioksidan kapasite (ROS- TAC) skoru olarak ifade edilen oran olarak
belirlenmektedir (Sharma ve ark., 1999).

Nitrobluetetrazolium (NBT) Oxi- Sperm yontemi:

NBT, siiperoksit anyonlari ile reaksiyona girdiginde mavi bir pigment olan
‘diformazan’ ortaya ¢ikaran suda eriyen sar1 bir molekiildiir. Semenin sahip oldugu
oksidatif stres yiikiine oranla ortaya ¢ikan renk koyulagsmasi prensibine dayanan

oksidatif stres 6l¢iim yontemidir (Baehner ve ark., 1976).
2.6.SPERMATOZOONDA ANTIOKSIiDAN SiSTEMi

Antioksidan savunma mekanizmalar1 hem intraseliilar hem de ekstraseliilerdir. Bazi
serbest radikaller bu antioksidanlardan kurtulup, hasara yol agabilmektedirler
(Halliwell ve ark,1999; Sikka ve ark, 2004). Seminal plazmada ki antioksidan
kapasite belirlenmesinde katalaz ve total antioksidan kapasite (TAK) Ol¢limii

onemlidir (Khosrowbeygi ve ark, 2004).

2.7. ABSTINENS (CINSEL PERHiZ) SURESI VE SEMEN
PARAMETRELERI

Abstinens siiresiWHO kilavuzunda yer alan bir parametredir. Diinya Saglik Orgiitii,
2—7 araligindacinsel perhis 6nermektedir (WHO, 2010)
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Matilsky ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alisma da, artan cinsel perhiz siireleri ile
sperm sayisi ve semen volimiiniin arttigi gézlenmistir (Matilsky M. ve ark.,1993).
Yapilan farkli ¢alismalarda da benzer sekilde uzun cinsel perhis siiresinin, semen

hacmini ve sperm konsantrasyonunu arttiracagi gosterilmistir.

Siirenin uzamasmin 6zellikle  sperm hareketliligi ve canliligi tizerinde olumsuz
etkilerinin olabilecegi vurgulanmigtir (De Jonge ve ark.,2004;Magnus ve ark.,1991)
Bundan farkli olarakartmis cinsel perhis siirelerinin sperm konsantrasyonu diisiik
erkeklerin yararma oldugunu séylenmektedir. Ciinkii sperm, epididimiste yedi giin
veya daha fazla cinsel perhiz déneminde depolanarak birikir. Diger taraftan, sperm
konsantrasyonu yiiksek olan erkeklerde sperm kanallar1 ii¢ giin veya daha kisa bir
stire icinde muhtemelen dolu oldugu i¢in uzun cinsel perhiz araliklar1 fayda yerine

zarar getirebilir (Amann, 2009).

Eski c¢alismalarda, DNA fragmantasyonu ve perhiz siireleri iliskisini
degerlendirildiginde net standart perhiz siiresi belirlenememistir (Oldereid ve
ark.,1984; Le Lannou ve ark.,1986). Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise kisa
abstinens siiresi ile iyi kalitede sperm DNA’smin iligkilendirildigi belirtilmistir
(Gosalvez J. ve ark.,2011; Pons I. ve ark.,2013) Reaktif oksijen radikalleriyle ilgili
olarak, ejakulasyon sikliginin artmas ile oksijen radikallerine maruziyetin azaldig

sperm fonksiyonlar1 ve viabilitesinin arttig1 Ongoriilmiistiir (Marshburn ve ark.,

2010).
2.8. SPERM HAZIRLAMA TEKNIiKLERi

Temel olarak 3 ana sperm hazirlik yontemi vardir; Basit yikama yontemi, direkt

yiizdiirme teknigi yontemi (Swim-up) ve kesintili dansite gradyanlar1 yontemi.

2.8.1. Basit yikama

Bu yontem yiiksek miktarda sperm eldesi saglar. Semen numunelerinin Kkalitesi
lyiyse basit yikama yontemi yeterli olur. Semen numunesi iyice karistirildiktan sonra
semen numunesi ve kiiltiir medyumu 1:2 oraninda seyreltilir. Seyreltilen siispansiyon
santrifiij tiipiine alinir. 5 ile 10 dakika arasinda 300-500 g’de santrifiijlenir. Ust

tarafta kalan seminal plazma atilir.
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Tiipiin altinda -kalan sperm pelletlerine 1 ml kiiltir medyumu eklenerek homojen
hale getirilir. 3-5 dakika boyunca 300-500 g’de yeniden santrifiijlenir. Ust fazi
dikkatlice atilir. sperm pelleti nazikce pipetlenerek homojen hale getirilir (WHO,
2010).

2.8.2. Direkt yiizdiirme teknigi (Swim-up)

Spermler seminal plazmadan disari, kiiltiir medyumu i¢ine yiizmesi sonrasinda da
secilebilir Kiiltiir medyumunu semen numunesi {izerine veya altina bir tabaka halinde
ekleyerek direkt yiizdiirme teknigi gergeklestirilebilir. Boylelikle motil spermler
kiiltiir medyumu igine yiizerler. Bu yontemle az sayida sperm eldesi saglanir. Ancak
IVF ve ICSI uygulanacak olan gibi hareketli sperm yiizdesinin disiik oldugu
durumlarda yararlidir. Yiizdiirme tekniginde, semen numunesi iyice karistirilir. Steril
15 mI’lik konik santrifiij tiipii i¢ine 1 ml semen numunesi koyulur ve yavasga lizerine
1,2 ml medyumu eklenir. Alternatif olarak kiiltiir medyumu altina da semen
eklenebilir. Semen-kiiltir medyumu ara yiizey alanini artirmak igin, tiipii yatay
diizlemle 45° ag1 yapacak sekilde egilir, 37°C’de 1 saat inkiibatorde bekletilir. Birinci
saatin sonunda tiip nazik¢e dik duruma getirilir ve kiiltiir medyumunun en istteki 1
ml’lik kisimi ayirilir. Bu ayrilan kisim ¢ok hareketli sperm hiicrelerini igerir. Ayrilan
¢ok hareketli sperm hiicrelerini igeren kisim kiiltiir medyumu ile (1,5-2,0 ml)
seyreltilir. Bes dakika boyunca 300-500 g’de santrifiijlenir ve {ist faz1 atilir. Sperm
konsantrasyonu, toplam motilite ve ileri hareketi degerlendirmek i¢in, 0,5 ml kiiltiir
medyumu ic¢inde sperm pelletini yeniden siispansiyon haline getirilir (Sekil 8).
Tedavi veya arastirma amaciyla dogrudan islenmemis numune kullanilabilir (WHO,

2010).
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Sekil 8.Swim-upyontemi (Beydola ve ark 2013)

2.8.3. Dansite Gradient Yontemi

Semen parametrelerinin optimal olmadig1 olgularda iyi Kkalitede spermlerin
secilmesini bu yontem saglar. Spermlerin seminal plazmadan, 6lii hiicrelerden ve
diger hiicre tiplerinden ayirt edilebilmesini saglayabilen yontemdir. Swim up
yontemine gore daha dogru sonuglar vermektedir. IVF ve ICSI igin sperm edilmesi
amactyla bu teknik avantajlidir. Bu yontemde, kolloidal silika kapli partikiiller

kullanilir.

Dansite gradient yontemi i¢in farkl ticari tirlinler mevcuttur. Yikama prosediiriinde
oncelikle bir ml %40 (v/v) dansite gradyan medyumunu bir ml %80 (v/v) dansite
gradyan medyumu lizerine ekleyerek bir test tiipii icinde dansite gradyan medyumu
hazirlanir (Sekil 9).

Semen numunesi karigtirilir ve 1 ml semen dansite gradyan medyumu {izerine
eklenir. 15-30 dakika 300400 g’de santrifiij edilir. Sperm pelletinden siipernatantin
cogu atilir. Nazik¢e pipetleyerek, 5 ml takviyeli medyum iginde sperm pelleti
homojenhale getirilir ve 4-10 dakika 200 g’de santrifiijlenir. Tekrar sperm
pelletinden siipernatanin (st fazin) ¢ogu atilir. Son olusan pelleti kiiltiir medyumu
i¢cinde nazikge pipetleyerek yeniden homojenhale getirip, konsantrasyon ve motilitesi
hesaplanir (WHO, 2010).
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2.9. CALISMANIN AMACI

Bu c¢alismada abstinens siiresinin kisa tutulmasi semen parametrelerini, sperm
kromatin ve DNA biitiinliiglinli ve antioksidan kapasiteyi iyilestirici etki gosterir’
hipotezinden yola ¢ikilarak, normozoospermik erkeklerde ardigik olarak alinan
ejakulat orneklerinde kisa abstinens siiresinin rutin semen parametrelerine, sperm
kromatin ve DNA biitiinliigline, oksidatif strese kars1 gelisen antioksidan kapasiteye

etkisinin degerlendirilmesi amac¢lanmistir.
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3.GEREC VE YONTEMLER
3.1.Hasta Secimi

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tiip Bebek
Merkezi Androloji Laboratuvarina Kasim 2020 ve Nisan 2021 tarihleri arasinda rutin
hastaya ait semen oOrnekleri ¢alismaya dahil edildi. Calisma kapsaminda
degerlendirilen semen Ornekleri rutin spermiyogram testi yapildiktan sonra artan ve
normalde tibbi atik olarak laboratuvar ortamindan uzaklastirilan numunelerden

gerceklestirildi.

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Uygulamalar Etik
Kurulu’ nun 14.10.2020 tarih 2020-18/18nolu izni ile ¢alisma gergeklestirildi (EK-
1). Calismaya katilan her hasta i¢in bilgilendirilmis goniillii olur formu ile izinleri
alind1 (EK-2).

Hastalara bilgilendirme yapildiktan ve onam formu doldurulduktan sonra ejakulat
numunesi alindi. Androloji laboratuvarinda sperm konsantrasyonu degerlendirildi ve
oligozoospermik (total progressifmotil sperm sayis1 <15 milyon)- azospermik olgular

ve mastilirbasyon yoluyla ejakulat 6rnegi alinamayan hastalar ¢aligma disinda tutuldu.
3.2.Semen Orneklerinin Eldesi

Spermiyogram analizi yapilmak iizere, semen &rnekleri hastadan Uremeye Yardimei
Tedavi Merkezi Androloji laboratuvari ile baglantili numune verme odasinda
mastiirbasyon yontemi ileelde edildi. Hastalar semen 6rneklerini iizerinde adi-soyadi
ve protokol numarasi yazili steril, plastik kaplara koyarak laboratuvarimiza teslim

ettiler.

Semen Ornekleri 37°C sicakliktaki inkiibatdrde bekletilerek likefaksiyonlarinin
tamamlanmas1 (15dk-60dk) saglandi. Likefaksiyon sonrasi rutin spermiyogram
analizi yapild1 ve veriler kaydedildi. Spermiyogram sonrast kalan semen ornegi

calisma kapsaminda gerceklestirilecek diger tetkiklerin yapilmasi amaciyla ayrildi.
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3.3.Hasta Gruplan

Calisma kapsaminda prospektif olarak, Bursa Uludag Universitesi Uremeye
Yardimci Tedavi Merkezinde spermiyogram analizi i¢in bagvuran 40adet
normozoospermik (>15mil/ml sperm konsantrasyonu) olgu c¢alismaya dahil edildi.
Her hastadan ayn1 giin birer saat arayla 2 kez ekajulat 6rnegi alindi. Ayni hastalara

ait ornekler;
Kontrol grubu; 2-5 giinliik abstinens siiresi sonrasi alinan numuneler (n=36).

Caligma grubu; 1 saat abstinens siiresi sonrast alinan numuneler olarak gruplandi

(n=36).
3.4.Semen Orneklerine Uygulanan Incelemeler ve islemler

Hastalardan alinan ejakulat 6rneklerinin rutin spermiyogram analizi gergeklestirildi.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gore standart semen analizi yapildi (WHO,
2010).

Semen analizi Oncesinde numuneler %5 CO2, % 99 nem ve 37°C sicaklikta
inkiibatorde 15-60 dakika inkiibe edilip likefaksiyonu gerceklestikten sonra, ejakulat
Ornegi pastor pipetiyle homojen dagilimin ger¢eklesmesi i¢in pipetlendi ve 15 ml’lik
konik santrifiij tiipline alinarak semen voliimii kaydedildi. Ardindan numune faz
kontrast mikroskobunda incelendi, makler kamara yardimiyla sperm konsantrasyonu,

sperm motilitesi ve total motil sperm sayis1 hesaplandi.

Kontrol ve ¢alisma gruplarini olusturan tiim ejakulat 6rneklerinden yikama oncesi

3’er adet yayma preparat hazirlandi.

Yayma preparatlarinda;

1-Detayli morfolojik degerlendirme (Diff Quick boyamasi)
2-Viabilite degerlendirmesi (Eosin-Y testi)

3-Kromatin hasarmin degerlendirmesi (Anilin mavisi boyamasi) uygulandi.
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Total antioksidan kapasitesini ve DNA fragmantasyon indeksini (DFI)
degerlendirmek amaciyla her bir semen 6rneginden 2 adet 0,5 ml’lik numune ayrildi
ve -20 °C’de muhafaza edildi. Tim numuneler toplandiktan sonra ticari Kit
kullanilarak enzime bagli immiinosorbent tahlil (ELISA) yontemiyle semen
orneklerinin total antioksidan kapasitesi hesaplandi. DNA fragmantasyon indeksi

TUNEL metodu kullanilarak analiz edildi.

Calismanin sonunda normozoospermik hasta grubunda, ardisik olarak alinan semen
orneklerinde abstinens siirelerindeki farkliliga bagli olarak ileri semen
parametrelerine bakilarak kromatin biitiinliigii ve antioksidan aktiviteye etkisi
karsilastirmali olarak degerlendirildi. Yapilan analizler daha detayli olarak asagida

aciklanmugtir.

3.4.1.Spermiyogram Testi

37°C sicaklikta inkiibatorde yaklasik 30 dakika bekletildikten sonra likefiye olan
semen Orneklerinin analizi yapildi. Semen analizinde ilk olarak makroskobik

inceleme yapilarak, semenin kokusu, goriiniimii, hacmi ve viskozitesi degerlendirildi.

Semen oOrnegindenl0 pl hacminde alinarak Makler sayim kamerasimin ortasina
damlatild1 ve tizerine grid cami kapatildi. Olympus CX31 151k mikroskobunda 200X
bliylitme altinda yapilan degerlendirme ile sperm konsantrasyonu, total sperm sayisi

ve hareketliligi degerlendirildi.

3.4.2.Basit Yikama Yontemi ile Sperm Eldesi
Swim-up yontemi asagida basamaklarda tarif edilen bigimde gergeklestirildi.
1- Likefiye olan 1ml semen 6rnegi 15 ml hacimli falkon tiipii i¢erisine koyuldu.

2- Igerisinde semen drnegi bulunan falkon tiipiine semen iizerine gelecek sekilde
yavasca 1 ml G-IVF yikama mediumundan (G-ivf Plus, Vitrolife, Sweden)

eklendi.
3- Falkon tiipti x300g’de 10 dakika santrifiij edildi.

4- Santrifiij tamamlandiktan sonra siipernatant kismi atildu.
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5-

Santrifiij sonras1 dipte kalan 0,5 mlpellet 5 ml’lik tlip icerisinde alindi ve
swim-up islemi i¢in iizerine 1 ml G-IVF yikama mediumundan yavasga (G-
wf Plus, Vitrolife, Sweden) eklendi. Tiip 45 derece egimli olarak 37°C’de
yaklasik 1 saat inkiibatorde bekletildi. inkiibasyon sonrasi tiipiin icindeki
kiiltiir medyumunun en tstteki 1 ml’lik kism1 alindi. Bu kisim ileri hareketli

spermleri igermektedir.

Kaliteli ve motil spermlerin bulundugu 1 ml’lik kisimdan 10 ul makler kameraya

damlatilarak sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi, total motil sperm sayisi

hesaplandi. Numunenin geri kalan kism1 0,5 ml’lik numune olarak ependorf tiiplere

ayrildi ve -20°C’de (ELISA) yontemiyle semen oOrneklerinin total antioksidan

kapasitesi hesaplanmasi iizerine muhafaza edildi. Tim islemler kontrol ve deney

grubu olarak ayrilan semen numunelerine uygulandi.

3.4.3. Spermlerin Morfolojik Degerlendirmesi

Kontrol (2-5 giin abstinens siiresi) ve calisma grubu (1 saatabstinens siiresi)

kapsaminda tiim semen orneklerinde morfolojik degerlendirme yapildi. Morfoloji

degerlendirme yontemi asagida basamaklarda tarif edilen bicimde gerceklestirildi.

1-

Likefaksiyon sonrasi semen ornegi pipetlenerek homojenize edildikten sonra
cinsel perhis siirelerine gore (2-5 giinlik/ 1 saatlik) elde edilen semen

orneginden 10 pl lam tizerine yayildi.
Lamlar havada kurutuldu.

DIFF-3 Rapid Differential Stain Kit For Haematology & Microbiology adli
kit boyama i¢in kullanildi.

Preperatlar cam sale icinde 1-2 saniye silirecek sekilde 5 kez fiksatife

daldirildi.
1 saniye siireyle Soliisyon A’ya 2-3 kez batirildi.
1 saniye siireyle Soliisyon B’ye 2-3 kez batirildi.

Boyanan preperatlar distile suda yikandi.
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8- Havada kurulan preperatlar faz-kontrast mikroskopta (OLYMPUS CX31)
X100’lik biiyiitmede incelendi.

Sperm morfolojik analizinde en az 200 sperm hiicresinde asagida belirtilen Kruger

kesin kriterlerine gore degerlendirme (Host E. ve ark.,1999) yapildi.
e Sperm basi smirlari belli oval yapili olmalidir.
e Sperm uzunlugu 4.0-5.0 pm, genisligi ise 2.5-3.5 pm olmalidir.
e Akrozom bdlgesinin basin %40-70 ini olusturacak biiytikliikte olmalidir.
e Post-akrozomal alanda vakuol bulunmamalidir.
e Orta par¢a ve kuyruk anomalisi bulunmamalidir.

e Orta parga; ince, sinirlart belli ve yaklagik olarak sperm basi uzunlugunda

olmalidir.

e Orta parcanin ana ekseni sperm basmin ana ekseniyle ayni hizada

bulunmalidir.
e Orta par¢a eni 1 mikron, uzunlugu bas uzunlugunun 1,5 kat1 olmalidir.
e Kuyruk boyunca genislik ayni olmalidir (WHO, 2010).

Tespit edilen bas, orta par¢a ve kuyruk anomalileri, droplet varligi ve normal

morfolojiye sahip olan sperm oranlar yiizde olarak ifade edildi ve kaydedildi.

3.4.4.Spermlerin Vitalite Degerlendirilmesi

1. Likefaksiyon sonrasi semen Ornegi pipetlenerek homojenize edildikten sonra
cinsel perhis siirelerine gore (2-5 giinliik/ 1 saatlik) elde edilen semen 6rneginden 10

ul lam tizerine damlatildi.

2.Semen drobunun iizerine 10 pl’lik eozine eklendi, bir pipet ucuyla cevirerek

karistirildi ve homojen hale getirildi. Lamelle kapatildi.

3.Preparatlar faz-kontrast mikroskopta (OLYMPUS CX31) x20 biiyiitmede

incelendi.
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4 Membran biitiinliigiinii koruyan canli hiicrelerin eozine boyasini hiicre igine
almayan hiicreler soluk renkte, membran harabiyeti nedeniyle eozinei hiicre igine

alan 06lii hiicreler pembe renkte boyandi.

5. Eozini hiicre i¢ine alma 6zelliklerine gére pembe (6lii) veya boyanmamis (canli)

hiicreler sayild1 ve kaydedildi.
7. Her preparatta 200 sperm sayimi gerceklestirildi.

8. Her numune igin vitalite yiizde degeri hesaplandi ve kaydedildi.

3.4.5. Anilin Mavisi Boyama Yontemi

1. Likefaksiyon sonrasi semen Ornegi pipetlenerek homojenize edildikten sonra
cinsel perhis siirelerine gore (2-5 giinliik/ 1 saatlik) elde edilen semen 6rneginden 10

ul lam tizerine yayildi.

2. Yayma (smear) yapilan preparatlar havada kurutulup, oda sicakliginda %90’lik
methanol i¢inde 30 dakika fikse edilip kurutuldu.

3. Preparatlar 2x1 dk distile sudan gegirildikten sonra, % 4 asetik asit (pH 3.5)

¢ozeltisi i¢cinde % 5 anilin mavisi ile 10 dakika boyandi.

4. Boyama sonras1 3x2 dk distile su ile durulanan preparatlar havada kurutulup

entellan ile kapatildi.

5. Faz kontrast mikroskopta immersiyon yagi ile x100 biiylitmede incelendi. Pozitif
(mavi) ve negatif (soluk mavi) boyanan hiicreler sayildi. Her preparatta 100 sperm
hiicresi sayild1 ve sayilan total sperm sayisina pozitif boyanan hiicreler orantilandi ve

yiizde deger olarak sonuclar kaydedildi.

3.4.6.Tunel Boyama Protokolii

Sperm DNA kiriklarin1 degerlendirmek amaciyla ApopTag Peroxidase InSitu
Apoptosis Kit Detection kullanildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Likefaksiyon sonrasi semen Ornegi pipetlenerek homojenize edildikten
sonra cinsel perhis siirelerine gore (2-5 giinliik/ 1 saatlik) elde edilen

semen orneginden 10 pl lam {izerine yayildi.

Yayma (smear) yapilan preparatlar havada kurutulup, oda sicakliginda

%90’lik methanol i¢inde 30 dakika fikse edilip kurutuldu.

Taze sulandirilmis 60 pl Proteinaz K igerisinde kesitler 15 dakika oda

sicakliginda bekletildi.

Distile suda 2x2 dakika yikama islemi gergeklestirildi.

Sulandirilmis %3’liik Hidrojen Pereoksitte kesitler 5 dakika bekletildi.
PBS ile 2x5 dakika kesitlere yikama islemi yapildi.

75 pl EB soliisyonunda 20 saniye kesitler bekletildi.

Kesitlerin etrafindaki su toplandiktan sonra kesitlerin iizerine 55 pl Tdt

enzimi eklendi. Nemli ortamda 37°C’de 1 saat inkiibatérde bekletildi.
Kesitler 10 dakika oda sicakliginda Stop Wash Buffer ile inkiibe edildi.

Kesitlerin etrafindaki su toplandiktan sonra 65 ul Anti-Digoxigenin

eklenerek nemli ortamda 30 dakika bekletildi.
PBS ile 2x5 dakika yikandh.

Kesitlere 3-6 dakika 75 pl Peroxidan Substrat boyamasi yapildi. Optimal

boyanma zamanini saptamak igin kesitler kontrol edildi.
Distile suda 3x1 dakika yikama iglemi yapildi.

Alkol serilerinden gegirilip kuruduktan sonra entellan ile kapatildi.
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3.4.7 Elisa Protokolii

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler hazirlandi. (2-5 giinlik ve 1 saatlik
semen numunelerine basit yikama islemi yapildiktan sonra swim-up islemi yapilmistir.
Swim up isleminden sonra kaliteli ve motil spermlerin bulundugu kisim ependorfa
ayrilarak -20°C’de donduruldu.) Bu analizde Human Total Antioxidant Status Elisa KIT
kullanildi.

1. Dondurulan semen 6rnekleri oda sicakliginda ¢oziildii.

2. Standart kuyuya 50ul standart eklendi. Standart ¢6zelti biyotinlenmis

antikorlar icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmedi.
3. Numune kuyularia 40ul semen numunesi eklendi.
4. Numunelerin lizerine 10ul anti-TAS antikorlar1 eklendi.

5. Numune kuyularina ve standart kuyucuklara 50ul streptavidin-HRP ilave
edildi.

6. Plaka bir kapatici ile ortiildii. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

7. 7.XKapatici ¢ikarildi ve plaka yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Her yikama
icin 30 saniye ila 1 dakika siireyle en az 0,35 ml yikama tamponu ile kuyular
islatildi.  Otomatik yikama i¢in tiim kuyular aspire edildi ve yikama

tamponuyla 5 kez yikandi. Plaka kagit havlu ile tizeri kurulandi.

8. Her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her kuyuya 50pul
substrat soliisyonu B eklendi. Yeni bir kapatici ile kaplanmis plak 37°C'de 10
dakika karanlikta inkiibe edildi.

9. Her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hemen

sart renge  dondil.

10. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye
ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik yogunlugu
(OD degeri) belirlendi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Tiip Bebek Merkezi Androloji Laboratuvarina Kasim 2020 ve Nisan 2021 tarihleri
arasinda rutin spermiyogram analizi i¢in bagvuran, ¢alismaya katilmak i¢in gontlli
olan 36 erkek hastaya ait semen Ornekleri kullanildi. Ayni hastalardan ardisik
ejakulasyonla toplanan 72 semen 6rnegi 2 gruba ayrildi. Kontrol grubu; 2-5 giinliik
abstinens siiresi sonrasi alinan numuneler (n=36) ve calisma grubu; bir saat abstinens
siiresi sonrast alinan numuneler olacak sekilde ayrildi(n=36). Farkli abstinens
stirelerine bagli olarak rutin sperm parametreleri, sperm kromatin biitiinliigii, DNA

hasar1 ve antioksidan aktivitenin karsilastirmali analizi yapildi.

Hastalarin demografik ozellikleri olarak ortalama yaslari ve ortalama viicut kitle
indeksi (BMI) degerleri Tablo 3’te verilmistir. Yas ortalamasi (yil) 33,79+4,32
olarak, BMI ortalamas1 (kg/m?) 26,48+2,29 olarak belirlendi. Hasta gruplarinda
kronik hastaliklari, cerrahi Oykiileri ile sigara ve alkol kullanimlar1 benzerlik

gosterdigi igin bu dort parametrede istatistiksel analize dahil edilmedi.

Tablo 3. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Degiskenler Mean = SD
Erkek Yasi (y11) 33,79 +4,32
Erkek BMI (kg/m?) 26,48 £2.29

4.1.Rutin Semen Parametreleri Sonuclari

Farkli abstinens siirelerine gore yikama Oncesi ve yikama sonrasi rutin semen
parametreleri degerlendirildi. Kontrol grubunda (2-5 giinliik abstinens sonrasi) semen
voliimii 3.5 milyon/ml (2.6-5.0), ¢alisma grubunda (1 saatlik abstinens sonrasi) 2
milyon/ml (1.1-2.5) olarak bulundu. Semen voliimiiniin abstinens siiresindeki

kisalma ile birlikte anlamli olarak azaldig1 goriildii.
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Yikama oOncesi semen voliimii ve total motil sperm sayisinda gruplar arasinda
anlamli farklilik saptanirken (sirasiyla p=0.0001 ve p=0.0001), konsantrasyon,
motilite, morfoloji ve vitalitede gruplar aras1 anlamli farklilik goériilmedi (sirasiyla

p=0.161, p=0.851 ve p=0.807) (Tablo 4, Grafik 1).

Tablo 4. Farkli Abstinens Siirelerine Gore Yikama Oncesi Semen Parametreleri

Degiskenler Abstinens Siiresi
(Yikama Oncesi) Abstinens Siiresi (1 saat) p
(2-5 giin) (Median%25-%75 Percentiles) Degeri

(Median%25-%75 Percentiles)
Voliim (ml)

3,5 (2,6-5,0) 2(1,1-2,5) 0,0001*
Konsantrasyon
(mil/ml) 88 (49,2-133,7) 73,5 (32-121,7) 0,161
Motilite (%)

67 (53,2-80) 73,5 (49-83,3) 0,851
TPMS** (mil.)

191 (91,7-307,8) 98 (36,2-151,5) 0,0001*
Morfoloji (%)

2(1-3) 2(1-3) 0,244
Vitalite(%)

80 (72-85) 80 (72,2-85,7) 0,807

*WilcoxonSignedRanks Test **TPMS: Total Motil Sperm Sayisi

Abstinens Siirelerine Gire Semen Voliimii (ml)
4,00

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00

0,50

0,00

M Abstinens Stresi (2-5 glin) M Abstinens Suresi (1 saat)

Grafik 1.Farkli Abstinens Siirelerine Gore Yikama 6ncesi Semen Voliimiindeki Degisiklik
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Farkli abstinens siirelerine gore yikama sonrast rutin sperm parametreleri
degerlendirildiginde; konsantrasyonun gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdigi
goriilirken (p=0.0001), motilite degerlerinin gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermedigi tespit edildi (p=0.804) (Tablo 5, Grafik 2).

Tablo 5. Farkli Abstinens Siirelerine Gore Yikama Sonrasi Semen Parametreleri

Degiskenler Abstinens Siiresi Abstinens Siiresi p
(Yikama (2-5 giin) (1 saat) Degeri
Sonrasi) (Median%625-%75 Percentiles) (Median%25-%75 Percentiles)

Konsantrasyon

(mil/ml) 58,5 (49,2-133,7) 30,5 (35,2-84) 0,0001*
Motilite

(%) 72,5 (60-87) 74,5 (64-83,7) 0,804

*Wilcoxon Signed Ranks Test

Yikama Sonrasi Konsantrasyon Degerleri (mil/mlI)

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00

10,00

0,00

m Abstinens Stiresi (2-5 giin) m Abstinens Stiresi (1 saat)

Grafik.2. Yikama Sonras1 Abstinens Siirelerine Bagli Olarak Konsantrasyon Degerleri

Her iki abstinens grubunun kendi i¢inde yikama Oncesi ve yikama sonrasi Sperm
parametreleri sperm konsantrasyonu ve motilitesi agisindan karsilastirildi. Kontrol
grubunu olusturan 2-5 giinliik abstinens Sonrasi alinan numunelerde; yikama Oncesi
ve yikama sonrasi  (swim-up) sperm  konsantrasyonu ve  motilitesi
degerlendirildiginde, sperm konsantrasyonlarinda yikama oncesi grup lehine ve
motilitelerinde yikama sonrasi grup lehine anlamli farklilik tespit edildi (sirasiyla
p=0.001 ve p=0.002) (Tablo 6, Grafik 3 ve Grafik 4).
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Tablo 6. 2-5 Giinlikk Abstinens Siiresi Sonras1 Yikama 6ncesi ve Yikama Sonrasi Sperm
Parametreleri

Degiskenler Median p

(2-5 giinliik abstinens siiresi) (Median%625-%75 Percentiles) degeri

Yikama Sonrasi Konsantrasyon (mil/ml) 58,5(35,2-84)

Yikama Sonrasi Motilite (%) 72,5 (60-87)

*Wilcoxon Signed Ranks Test  **PairedSamples Test

25 Giin Yikama Oncesive Sonrasi Sperm Konsantrasyonu (mil/imlI)

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

mYIKAMA ONCESI B YIKAMA SONRASI

Grafik.3. 2-5 Giinliik Abstinens Siiresinin Yikama Oncesi- Yikama Sonrasi Sperm

Konsantrasyonlari
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2-5 Giin Abstinens Siiresi Yikama Oncesive Sonras1 Sperm Motilitesi (%0)

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

B YIKAMA ONCESI = YIKAMA SONRASI

Grafik.4. 2-5 Giinliik Abstinens Siiresinin Y1kama Oncesi— Yikama Sonras1 Sperm Motiliteleri

Calisma grubunu olusturan 1 saatlik abstinens sonrasi alinan numunelerde yikama
Ooncesi ve yikama sonrast (swim-up) sperm konsantrasyonu ve motilitesi
degerlendirildiginde, sperm konsantrasyonlarinda yikama oOncesi grup lehine ve
motilitelerinde yikama sonrasi grup lehine anlamli farklilik tespit edildi (sirasiyla
p=0.0001 ve p=0.007) (Tablo 7,Grafik 5. ve Grafik. 6.)

Tablo 7. 1 Saatlik Abstinens Siiresine Gore Yikama Oncesi ve Yikama Sonrasi Sperm
Parametreleri

Degiskenler
(1 saatlik abstinens Median p
siiresi) (Median%25-%75 Percentiles) Degeri

YikamaOncesi Konsantrasyon
73,5 (32,0-121,7) 0,0001*

YikamaSonras1 Konsantrasyon
30,5 (17,2-77,7)

Yikama Oncesi Motilite
73,5 (49-833) 0,007*

Yikama Sonrasi Motilite
74,5 (64-83,7)

*Wilcoxon Signed Ranks Test
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1 Saat Abstinens Siiresi Yikama Oncesi ve Yikama Sonrasi1 Konsantrasyon
(mil/mI)

90,00

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

BEYTKAMA ONCEST B YIKAMA SONRASI

Grafik.5. 1 saat Abstinens Siiresinin Yikama Oncesi- Yikama Sonrast Sperm

Konsantrasyonlari

1 Saat Abstinens Siiresi Yikama Oncesi ve Sonrasi Motilite Degerleri (%o)
100,00
90,00
80,00

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

mYikama Oncesi  m Yikama sonrasi

Grafik 6. 1 saat Abstinens Siiresinin Yikama Oncesi— Yikama Sonrast Sperm Motilitesi

Calisma kapsaminda her iki abstinens siiresi sonrasi toplanan numunelere yikama
oncesinde morfolojik degerlendirme yapildi. Spermiyogram analizinde rutin
morfolojik degerlendirmede kullanilan Diff Quick boyamas: sonrasi yayma
preparatlar x100 objektif ile immersiyon yagi damlatilarak incelendi. Sperm
morfolojileri bas, boyun kuyruk anomalileri dikkate alinarak sayildi ve kaydedildi
(Sekil 10). Normal morfolojili sperm oraninda kontrol ve ¢alisma gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.244).
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Sekil 10.Farkli Abstinens Siirelerine Gore ( 10.1. 2-5 Giinliik Abstinens Siiresi,10.2. 1 Saaatlik

Abstinens Siiresi) Diff Quick boyamasi *:Bas Anomalisi, B: Boyun Anomalisi, K:Kuyruk Anomalisi

Sperm viabilitesini degerlendirmek amaciyla yapilan eozine boyamasi sonucunda
boyay1 sitoplazmasina alan ve almayan hiicreler sayildiginda kontrol ve ¢alisma
gruplarindan yikama Oncesi gergeklestirilen viabilite analizinde her iki grupta da
ortalama %80 viabilite saptandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

goriilmedi (p=0.807).

4.2.Sperm Kromatin Biitiinliigii, DNA Fragmantasyonu ve Antioksidan Aktivite

Analizi Sonuclar:

Kontrol ve calisma gruplarina ait numunelerden yikama Oncesi hazirlanan yayma
preparatlara sperm kromatin kondansasyon diizeyini degerlendirmek amaciyla
yapilan anilin mavisi boyama sonuglarinda boyanmamis hiicreler (anilin mavisi
negatif-AB-(-)) kondanse olmus kromatine sahip spermler olarak kaydedildi. Mavi
boyanan hiicreler (anilin mavisi pozitif-AB-(+)) kromatin kondansasyon anomalisine
sahip spermler olarak kaydedildi (Sekil 17). Kontrol grubunda kromatin
kondansasyon anomalisi %9 (7-11.7) olarak bulundu. Abstinens siiresindeki kisalma
sonucunda 1 saatlik abstinens sonrasi kromatin kondansasyon anomalisi %5.5 (4-8.5)
oraninda saptandi (Tablo 7). Kisa abstinens siiresinin kromatin hasarini istatistiksel

olarak anlamli oranda azalttig1 goriildii (p=0.0001) (Tablo 7, Sekil.11).
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Sekil.11.Farkli Abstinens Siirelerine Gore (11.1. 2-5 Gilinliik Abstinens Siiresi, 11.2. 1 Saaatlik

Abstinens Siiresi) Anilin Blue boyamasi*:Sperm Kromatin Hasarina Sahip Hiicreler

Tablo 7. Sperm Kromatin Hasar1 ve Sperm DNA Fragmantasyon Yiizdesi Ile Total Antioksidan

Kapasite
Degiskenler Abstinens Siiresi Abstinens Siiresi p
(2-5 giin) (1 saat) Degeri
Median%625-%75 Percentiles Median%625-%75 Percentiles

TUNEL(%) 95 (5,5-12,2) 55 (4,2-7,7) 0,002%*
TAC (1U/ml) 3,1 (1,0-4,1) 2,9 (1,1-4,5) 0,984

*Wilcoxon Signed Ranks Test ** PairedSamples Test
TAC: Total Antioksidan Kapasite
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Grafik.7.Farkli Cinsel Perhis Siirelerine Gore Sperm Kromatin Hasar1 Yiizdeleri

Yikama oncesi sperm DNA kiriklarinin TUNEL teknigi ile analizinde DAB
kromojen ile koyu kahverengi boyanan c¢ekirdege sahip spermler DNA
fragmantasyonu pozitif (TUNEL pozitif- T(+)) olarak, acik kahverengi boyanan
¢ekirdege sahip spermler normal DNA’ya sahip (TUNEL negatif-T(-)) spermler
olarak kaydedildi (Sekil 12). Kontrol grubunda DNA fragmantasyon yiizdesi
%9,5(5,5-12,2) olarak bulundu. Abstinens siiresindeki kisalma sonucunda 1 saatlik
abstinens sonrasi kromatin kondansasyon anomalisi %5.5 (4,2-7,7) oraninda saptandi
(Tablo 7). Kisa abstinens siiresinin sperm DNA fragmantasyon oranini istatistiksel

olarak anlamli oranda azalttigi goriildii (p=0.002) (Grafik 8.).

Sekil.12.Farkli Abstinens Siirelerine Gore ( 12.1. 2-5 Giinliik Abstinens Siiresi, 12.2. 1 Saatlik
Abstinens Siiresi) TUNEL boyamasi *:Sperm DNA Hasarina Sahip Hiicreler
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Grafik 8. Farkli Abstinens Siirelerine Gére Sperm DNA Fragmantasyonu Yiizdeleri

Korelasyon analizlerine bakildiginda, yikama Oncesi volim ve konsantrasyonun

abstinens siirelerine bagl olarak korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 8.)

Ayn1 zamanda yikama Oncesi sperm DNA fragmantasyonu ve sperm morfolojisi

arasinda ise korelasyon bulunmamustir (Tablo 9).

Tablo 8. Farkli Abstinens Siiresine Gore Voliim ve Konsantrasyon Korelasyon Analizi

Degiskenler Abstinens Siiresi Abstinens Siiresi
(Yikama Oncesi) (2-5 giin) (1 saat)
Korelasyon Analizi r degeri r degeri

Voliim-Konsantrasyon 0,679 0,619
p 0,0001* 0,0001*
Degeri

*Pearson Test

Tablo 9. 2-5 Giinliik Abstinens Siiresine Gore Sperm DNA Fragmantasyonu ve Sperm Morfolojisi

Korelasyon Analizi

Degiskenler Abstinens Siiresi p
(Yikama Oncesi) (2-5 giin) Degeri
Korelasyon Analizi r degeri

Sperm

DNA Fragmantasyonu 0,190 0,554

ve Sperm Morfolojisi
*Spearman Test
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Tablo 10.Yikama Sonrasi Abstinens Siirelerine Goére Konsantrasyon ve Motilite Korelasyon Analizi

Degiskenler Abstinens Siiresi Abstinens Siiresi
(Yikama Sonrasi (2-5 giin) (1 saat)
Korelasyon Analizi r degeri r degeri

Konsantrasyon- Motilite 0,220 0,448
p 0,197* 0,006*
Degeri

*Spearman Test

Yikama sonrast korelasyon analizlerine bakildiginda, 2-5 giinliikk cinsel perhis
siiresinde konsantrayon ve motilite degerleri arasinda korelasyon goriilmezken, 1
saatlik cinsel perhis siiresinde konsantrasyon ve motilite degerleri arasinda anlamli

korelasyon goriilmiistiir. (Tablo 10).
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S.TARTISMA VE SONUC

Bu prospektif calismada, ardisik ejakulasyonla elde edilen semen 6rneklerinde farkli
abstinens slirelerinin rutin sperm parametreleri, sperm kromatin biitiinliigli, DNA
hasar1 ve antioksidan aktiviteye etkisi aragtirilmigtir. Kisa abstinens siiresinin sperm
konsantrasyonunu ve total motil sperm sayisini azaltmis olmakla birlikte, antioksidan
aktiviteyi degistirmemis, ardisik ejakulasyon sperm kromatin hasari ve DNA

blitlinliigiinii iyilestirici etki gostermistir.

Abstinens siiresine bagli olarak degisen sperm parametrelerinin basinda semen
voliimii gelmektedir. Literatlirde abstinens siiresindeki kisalmanin semen voliimiinii
azalttigin1 raporlayan retrospektif ve prospektif calismalar mevcuttur (Levitas ve
ark.;2004; Pellestor ve ark.;1993; 2014; Sanche-Martin ve ark.,2013; Sunanda ve
ark.). Kisa abstinens siiresi nedeniyle semen voliimiinde olusan azalmanin, seminal
vezikiiller ve prostat gibi seminal sivinin kaynagi olan yardimeci genital bezlerin
yeterli salgi yapamamasina bagli oldugu bilinmektedir. Bu organlarin epitel dokulari,
mRNA iretimini ve endoplazmik retikulumun sentez fonksiyonunu diizenleyen ve
boylece seminal plazma proteinlerinin iiretimini arttiran androjenler tarafindan

uyarilmaktadir.

Bunu destekler nitelikte,cinsel perhiz siiresinin artisi ile serum testosteron
seviyelerinin artti@1 gosterilmistir (Jiang ve ark., 2003).Bu ¢alismada literatiirii
destekler nitelikte, semen hacmi cinsel perhiz siiresi kisaldikga anlamli Glgiide

azalmstir.

Abstinens siiresindeki kisalma semen voliimiinde negatif etki gostermekle birlikte,
sperm konsantrasyonu, motilitesi, viabilitesi ve morfolojisinde olumlu ya da olumsuz
bir etki gdstermemistir. Fakat semen voliimi ile direkt iliskili olan total progressif
sperm sayisinda da azalma goriilmiistiir. Diiger bir semen parametresi olan sperm
konsantrasyonu, semen kalitesinin kritik bir gdstergesi ve fertilite potansiyeli igin
prognostik bir faktordiir. Yapilan ¢alismalara baktigimizda, cinsel perhiz siiresi ile
sperm konsantrasyonunun dogrusal bir iligki i¢inde oldugunu gosteren caligmalar

mevcuttur (Carlsen ve ark.,2004; Guzick ve ark.,2001; Marshburn ve ark.,2010 ).
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Buna karsilik yapilan iki g¢alismada, uzun cinsel perhiz siiresi sonrasi sperm
konsantrasyonunda hafif bir artis tespit edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlaml

fark olmadigi raporlanmistir (Oldereid ve ark.,1984; Padova ve ark.,1988).

Bu c¢alismada da benzer sekilde mililitre bazinda sperm konsantrasyonu olumsuz
yiinde etkilenmemistir, fakat tiim numune bazinda degerlendirildiginde total motil

sperm konsantrasyonu anlamli oranda azalmistir.

Total motil sperm sayisinin klinik basarida belirleyici oldugu bilinmektedir. Intra
uterin inseminasyon ve in vitro fertilizasyon uygulamalarinda bu bulgu &nemli
olmakla birlikte, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulamalarinda fertilizasyon

basarisina olumsuz bir etkisi s6z konusu olmayacaktir.

Cinsel perhiz siiresine gore degisebilecek bir diger parametre sperm motilitesidir.
Cesitli caligsmalar, cinsel perhiz siiresi ile sperm motilitesi arasinda ters korelasyon
oldugunu gostermektedir (Lehavi ve ark.,2014 ; Levitas ve ark.;2004; Marshburn ve
ark.,2010;). Cinsel perhiz siiresi ile motilite arasinda herhangi bir korelasyon
olmadigimi raporlayan g¢alismalarda mevcuttur (De Jonge ve ark.,2004; Mayorga-
Torres ve ark.,2016).Bu ¢alismada abstinens siiresindeki uzamanin sperm motilitesini

olumlu ya da olumsuz etkilemedigi gorilmistiir.

Bununla birlikte, sperm konsantrasyonunda oldugu gibi, kisa abstinens siiresi
sonucunda semen voliimii azaldig1 i¢in, voliim ile direkt baglantili oldugu i¢in total

motil sperm sayisinda anlamli azalma saptanmaistir.

Rutin semen parametrelerinden sperm morfolojisinin abstinens siiresi ile
korelasyonunu degerlendiren calismalarda anlamli bir fark olusturmadig
bildirilmistir (Dupesh ve ark., 2020; Scarselli ve ark., 2019). Dupesh ve ark. yaptig
caligmada farkli abstinens gruplarinda degerlendirme yapildiginda, gruplar arasinda
degerlerin ortalama olarak birbirlerine yakin oldugu, en yiliksek normal morfolojide
sperm yilizdesinin 8-15 giinliik perhiz sonrasinda elde edildigi belirtilmis, ancak
istatistiksel anlamlilik gostermedigini belirtmigler. Bizim c¢alismamizda da bu
calismalar1 destekler nitelikte normal sperm morfoloji yiizdesi ve cinsel perhiz siiresi

arasinda anlaml farklilik saptanmadi.
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Abstinens siiresi ve sperm canlilifi arasindaki korelasyonu degerlendiren bir
caligmada cinsel perhiz siiresinin sperm canliligi ile iliskili olmadig1 gosterilmistir.
Abstinens siiresinin  sperm canliligt yaninda fertilizasyon yetenegini de
etkilenmedigini gostermistir (Shi ve ark.,2018). Benzer bulgular bu ¢alismada da

elde edilmistir.

Ayn1 zamanda sperm canlilig1 ve cinsel perhis siiresi arasinda anlamli farklilik tespit
edilmemistir. Fazla orneklem grubuyla gerceklestirilen (2458 semen ornegi) bir
calismada cinsel perhiz sliresine gore sperm parametrelerinden voliim, konsantrasyon
ve morfolojinin abstinens siiresine bagli olarak yapilan korelasyon analizinde, sperm
volim ve konsantrasyonunun abstinens siiresi ile istatistiksel olarak anlamli
iligkisinin oldugu belirtilmistir. Ancak sperm morfolojisi ve abstinens siiresi arasinda
korelasyon tespit edilmemistir (Comar ve ark., 2017). Bu ¢alisma kii¢iikk 6rneklem

grubunda gerceklestirilmekle birlikte, literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Inseminasyon igin kullanilacak spermin kalitesini tercih edilen sperm hazirlama
yontemleri degistirmektedir. Semen yikama metodlarinda amag¢ konsantrasyon,
motilite, morfoloji ve viabilite agisindan kaliteli spermin eldesini saglamaktir.
Yikama sonrasi sperm motilitesi ve sperm konsantrasyonu semen parametrelerine
gore yikama metodunun uygunlugunu gosteren en 6nemli iki parametredir. Swim-up
yontemi sperm konsantrasyonunu azaltan bir ytkama metodu olmakla birlikte, sperm
total ve progressif motil sperm sayisi, morfolojisi ve viabilitesi agisindan en avantajl
yontemdir (Inaudive ark.,2002; Riccive ark.,2009). Literatiirde de desteklenen ve
kabul goren bir yaklasim olarak, kurumumuzun iiremeye yardimci tedavi merkezinde
normozoospermik olgularda inseminasyon i¢in sperm hazirliginda swim-up yontemi

tercih edilmektedir.

Bu nedenle normozoospermik olgular1 kapsayan bu ¢aligmada yikama Oncesi ve
swim-up yikamasi sonrast sperm parametreleri iki farkli abstinens grubunda
karsilastirildi. Literatiir bilgisi ile uyumlu sekilde hem 2-5 giinliik abstinens siiresi
grubu hem de 1 saatlik abstinens siiresi grubunda, swim-up sonrasi motilitenin
anlamli olarak arttig1 goriiliirken, konsantrasyonun anlamli olarak azaldigi tespit

edildi.
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Abstinens siiresinin sperm kromatin biitiinliigii ve sperm DNA fragmantasyonu ile
arasinda iliski olabilecegine dair gorlisler mevcuttur. Abstinens siiresi attikca,
epididimal depolanma siirecinde ROS’un (mitokondriyal hasar/16kosit sayis1) arttig
ve boylelikle sperm DNA hasarinin ve dolayisiyla DNA Fragmantasyon yiizdesinin
anlamli olarak arttig1 belirtilmistir (Agarwal ve ark.,2016; Comar ve ark.,2017).

Benzer c¢alismalar, daha kisa abstinens siiresinin, iiremeye yardimci tedavi
uygulamalarinda sperm DNA fragmantasyonu insidansinda azalmaya ve gebelik
oranlarinda artisa neden oldugu raporlanmistir (Gosalvez ve ark., 2011; Sanchez-
Martin ve ark., 2013 ). Bu ¢alismadada, 1 saatlik cinsel perhiz siiresinin 2-5 giinliik
cinsel perhiz siiresine gore DNA fragmantasyon yiizdesini anlamli olarak azalttig
tespit edilmistir. Kisa abstinens siiresi, I. ve II. mayozunu tamamlamis spermin
epididimiste depolanmasi1 sirasinda graniilositler tarafindan iiretilen reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) toksik etkilerine daha az maruz kalma ile oli hiicre
konsantrasyonunun azalmasi ve daha gen¢ bir sperm popiilasyonu ile sonuclandigi
raporlanmistir (Du  ve ark.,2010). Ardisik ejakulasyonlarda siirenin kisa olmasi
spermlerin epididimisten gegigini hizlandirir ve sonug¢ olarak sperm ROS'un zararl
etkilerine daha az maruz kalir. ROS tarafindan olusan oksidatif strese maruziyetin
azalmasi sperm kromatin biitinliigiinde bir iyilesmeye yol agar (Irvine ve ark., 2000).
Sperm kromatin hasarmin degerlendirildigi bir ¢calismada, abstinens siirelerine gore
2-5 giline karsi, 1 saat sonra elde edilen ejakiilatlar karsilastirilmis ve 2-5 giin
abstinens sonrasi alinan ejakulat 6rneklerinde normal sperm kromatin yiizdesinin

daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Calismada ¢ok kisa abstinens siiresine (1 saat) bizim ¢alismamizda oldugu gibi yer
verilmistir. Kisa cinsel perhis gz oniine alindiginda olgun kromatin yiizdesinde 1
saatlik abstinens siiresi grubunda artig oldugu vurgulanmistir (Scarselli ve ark.,2019).
Bu yorumlar goz oniine alinarak bizim g¢alismamiza baktigimizda da cinsel perhis

stiresi azaldik¢a sperm kromatin hasarinin anlaml olarak azaldigi bulunmustur.
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Oksidatif stresin sperm hasarinin en yaygin nedenlerinden biri oldugu ve
fertilizasyon kapasitesini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Aitken ve ark.,
2015). Oksidatif stres, spermin lipid ve protein yapilarina, DNA'smna zarar
vermektedir (Aitken ve ark., 2016; Gavriliouk ve ark., 2015;).

Sperm hiicrelerinin bu tiir hasar1 onarmak i¢in kendi savunma mekanizmalar1 vardir
ve bu mekanizmalar basarisiz oldugunda iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
toplam antioksidan kapasite (TAC) arasinda bir dengesizlik olusur (Aitken ve ark.,
2016). ROS iiretimi ve TAC arasindaki dengesizlik sonucunda olusan yiiksek
seviyelerdeki oksidatif stres, sonugta sperm c¢ekirdegindeki DNA'ya zarar verir;
erkek germ hiicre hattindaki DNA hasarmin agirlikli olarak oksidatif stresle
indiiklendigi ve bu hasarin bu tiir strese karsi spermin savunmasizligini yansittig

disiiniilmektedir (Aitken ve ark.,2017).

Yapilan calismalarda, rutinde kabul goren 4 ginliik cinsel perhiz ile
karsilastirildiginda, kisa abstinens (1 giin) siiresi ile total antioksidan kapasite
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (Marshburn ve
ark.,2014).

Abstinens siiresinin, epididim veya diger yardimci genital bezlerinin ROS ortami
tizerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Abstinens siiresini kisaltarak epididim veya vas
deferenste yaslh sperm niifusu azaltilabilir. Boylelikle ROS olusumuna sebep olan 6l
ve anomalili sperm kaynaginin 6niine gegilerek TAC’1n koruyucu etkisini azaltilir
(Marshburn ve ark.,2014). Bizim ¢alismamizda da 2-5 giinliik cinsel perhis siiresinin
1 saatlik cinsel perhis siiresine gore karsilastirildiginda total antioksidan kapasitenin
1 saatlik grupta daha diisiik oldugu, ancak gruplar arasinda anlamli bir fark
olusturmadigr goriilmiistiir. Calismada oOrneklem sayisinin az olmasi nedeniyle

istatistiksel anlamliligin elde edilemedigi diistiniilmiistiir.

Bu c¢aligmada sperm fonksiyonu ve klinik etkinligi iizerine bir degerlendirme
yapilmamakla birlikte, literatiirde klinik anlamda baktigimizda oligozoospermik
olgularda kisa abstinens sonrasi elde edilen spermlerden elde edilen embriyolarda

anoploidi oraninin daha diisiik oldugu raporlanmistir (Scarselli ve ark.,2019).
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Bu ¢aligmanin bir 6n ¢alisma oldugu ve planladigimiz arastirma projesinde; ardigik
olarak ayni hastadan alinan ejakulat 6rneklerinde spermin kalitatif, kantitatif anlamda

yapisal ve fonksiyonel kapasitesini degerlendirmek amacglanmustir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada abstinens siiresindeki kisalmanin rutin semen
parametrelerinde, sperm kromatin matiirasyonu ve DNA  biitiinl{igiiniin
korunmasinda etkin oldugu gosterilmistir. Anlamli olmamakla birlikte, kisa abstinens
stiresi  antioksidan  kapasitede 1iyilestirici bir etki gOstermistir.  Sperm
konsantrasyonunu ve bununla baglantili olarak total progressif sperm sayisini
azaltmakla birlikte, normozoospermik olgularda tercih edilen liremeye yardimci
tedavi yaklagimina gére inseminasyonda kromatin ve DNA biitiinliigii acisindan daha
kaliteli sperm kullanilmasia imkan saglayacaktir. Ardisik ejakulasyonun iiremeye
yardimci tedavi uygulamalarinda laboratuvar sonuglarini ve klinik basartyr olumlu

etkileyecegi kanaatindeyiz.
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SRY: Y Kromozomu Uzerinde Cinsiyet Belirleyen Bolge
TDF: Testis Belirleyici Faktor

FSH: FollikiilStimiileEdici Hormon

ABP: Androjen Baglayici Protein

AMH : Anti-Miillerian Hormon

LH : Luteinizan Hormon

PR: ProgresifMotilite

NP: NonProgresifMotilite

IM : Immotilite

Topo Il : Topoizomeraz Il

ROS : Reaktif Oksijen Radikalleri

TDT: Terminal DeoksiniikleotidTransferaz

NT: In SituNickTranslasyon Testi

TUNEL: TerminalUridinNick- EndLabeling Y 6ntemi
SCD: Sperm Chromatin Dispersion

COMET: Tek Hiicre Jel Elektroforezi

MDA: Malondialdehid

8-OHdG: 8-0x0-7,8- dihidro 2’ deoksiguanozin
TAC: Total Antioksidan Kapasite (ROS- TAC) skoru
NBT: NitroBlue Tetrazolium

DFI: DNA Fragmantasyon Indeksi

BMI: Viicut Kitle Indeksi

DAB: Di-amino-benzidine
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8.EKLER

EK-1

Kisa  Abstinens Siresivle Ejakulasyonun  Ardisth  Ejakulasyonun  Sperm  Kromatin

ARASTIRMANIN ACIK ADI Butunlugi ve Antioksidan AKtiviteve Etkisi

Uludag Universitesi Tip Fakltesi Klinik Arastirmalar Euk Kurulu

201 1-KAEK-26
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Dekanh@ Rektorltk Binast Kat.| Gdrikle Kampusu

ETIK KURULUN ADI

FTIK KURUI A IK ADRESI
: Nilufer Bursa
BILGILERI TELEFON [0.224295 00 20
FAKS 10224, 295 00 29
F-POSTA uukaek@ uludag edu.tr

SORUMLU ARASTIRMACI

X ) B -]
UNVANDADISOYADI Dog.Dr.Berrin Aver

SORUMIL ARASTIRMACININ [ Bursa Uludag Universitesi Tip Fakaltesi Histoloji ve Embriyoloji AD
BULUNDUGU MERKEZ Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali UY TE Merkezi
[=¥ uksek lisans 6grencisi Seda Isiklar
YARDIMCI ARAS TIRMACININ Prof.Dr.Gurkan Uncu, Dog.Dr.Isil Kasapoglu. Ogr. Gor Dr.M Kiper
UNVANIADI'SOYADI Aslan
Dr Cihan Cakir
BASVLRL | “Bursa ( ludag Univ. Tip Fakultesi Histoloji ve Embrivoloji AD

i YARDIMC1 ARAS TIRMACININ
BILGILERI BULUNDUGL MERKEZ Bursa Ulud.
Bursa U lud:

niv. Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum AD
» Univ. Tip Fakultes: Histologt ve | mbriyoloji AD

DIESTEKLEYICT Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birmi
ARAS TIRMANIN TURL Prospektif aragtirma
ARAS TIRMANIN YAPILIS AMACI | Yiiksek lisans tez galiymasi

ARAS TIRMANIN BASLAMA TARIHI 01.11.2020/ 1 w1l

SURESI !
GONULLU DOSYA SAYISI 100
ARASTIRMAYA KATILAN [T TER MERKEZ COK MIRKIEEZL) ULUSAL LUSLARARAS
MERKEZLER & 0 =] O

Tarihi Dili

"
| Belge Adi }

DEGERLENDIRILEN

IGivi GIRISIMSEL OLMAY AN ARAS TIRMALAR IGIN BASVURU FORML 12.10.2020 | Tarkge
BELGELER
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORML 2.10.2020 | Tirkee
—— —r S
Belge Adi Lo Agiklama
ARASTIRMA BUICE FORMI B | Tanh 12102020
ARAS TIRICILAR ICIN TAATHUTNAME FORMU B Tanh: 12.70.2020
PROSPEKTIF OZELLIKET GIRISIMSEL OLMAYAN = e
DEGERLENDIRILEN | KLINIK ARASTIRMA TAAHHUTNAMES| Tanh:12.10.2020
DIGER IKU klavuzunun ohunduguna dair taahhutname Bd [ ranh 12102020
BELGELER SONUGC OZET RAPORL L]
Aragtirmanlk bagyuru 6n vazist (Tanh 0.202(
DIGER ) gl AD 1210 yazist. sorumlu wrastirmac) dzgegmi

arastincilar tratindan imzalanmis Donyva I'p Birli
Helsink) Bildirgesi. literatar

Sayta 1
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Kisa  Abstinens Siiresiyle Ejakulasyonun Ardisik Ejakulasyonun Sperm Kromatin
Biitiinligii ve Antioksidan Aktiviteye Etkisi

Karar No: 2020-18/18 Tarih: 14 Ekim 2020

ARASTIR v ACIK ADI

‘ Yukarida bagvuru bilgileri verilen arastirma basvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge. amag.
. ‘ vaklasim ve vontemleri dikkate alinarak degerlendirildi.
"\R“\R . | 1-Arasurmanin basvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde vapilmasinin uygun olduguna, ilgili kurumlardan alinacak
BILGILERI | izin vazilarimin kurulumuza iletilmesine. i
2-Arasurmanin yiiritilmesi sirasinda Etik kurul kasesi bulunan “Onam™ formlarinin kullanilmasi ve bu formun
calismaya katilan géniilliilere calisma hakkinda sézlii bilgi verilmesi sonrasinda eksiksiz bir sekilde doldurulmasina.
3-Arastirmanm baslama tarihinin bildirilmesi ve aragtirma tamamlandiginda 6zet bir sonug raporunun hazirlanarak
kurulumuza iletilmesine.
4-Arasurma protokoliinde ve basvuru formunda yapilacak tiim degisiklikler icin Etik Kuruldan izin alinmasi
gerektiginin sorumlu arasuricilara iletilmesine toplantiya katilan etik kurul tiye tam sayisinin salt ¢gogunlugu ile karar
verilmistir. 'S
ULUDAG UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
] lla¢ ve Bivolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik. Ivi Klinik Uygulamalar Kilavuzu
| Prof.Dr.Mustata HACIMUS TAFAOGLU

 CALISMA ESASI
BASKANIN UNVANI/ADI SOYADI
UYELER

3 7 E g S Arastirma ile ¢
UnvanyAdvSovadi Uzmaahk Al Kurumu [ Cinsiyet ’il:rki Kathm * —
V.U I
Ir Mustata HACIMUSTAFAOGILU Cocuk Saghi ve Cocuk Saghn ve | It & kO ed H E i E H D
skan Hastaliklan :
Hastaliklan AD
Prof Dr ELf BASAGAN MOGOL S
e y Anesteziyoloji Anesteziyoloji ve EO KR EO HER (3= Hd
Bashan Y ardimeisy A
3 |
|
Prof Dr M.Sertag YILMAZ U.CTE fi= ]
Cye Farmplalojt Tibbi Farmakoloji AD. ‘ ER k0O | e0 | v@ (¢® | w0 o
| \
Doy Dr.Alpaslin TURKKAN Halk Sagh@ | ||v.|}}ﬁl1ﬁ|\el. B = KO (0O HE | R w3
Uye J . b o
1‘)«\; Dr.Hilal OZKAN C u,{]uk :Sugltgn Ve ¢ | eO KR 0 HE FR )
2 nslaliklan Hastaliklan AD
Dr lasan ARI . Bursa Yiiksek Ihtisas EAH | ) '
ive ‘ Kandiyolojs Kardiyoloji Klinig ER | kO | ED (@ | e® (w0
T ‘ [ Z
Dog Dr Kagan HUYSAL ; | Bursa Yuksek Ihusas EAH i |
et ) Biyokimya ! Bivokinia |ER® | KO |e0 |[H® |E® | uO
! i
Doktor Ogretm Uyest Cigdem Mine Y IMAZ | [
(ye [ Hukuk l U.U.Hukuk Fakiess | E[J KR |0 HR | EO HR
| |
N |
Doktor Ogretm Uvesi Engin SAGDILEK = J UTE | " =
{ve J Biyafizik | Bivofizik AD | & ‘ kKO k0 [HR |0 (4R
| ! |
Tip Tanhi UOTE I i
Johtor Ogretm Usest Sezer ERER KAFA ve Etik 1 . . |
R 7 [ Tip Tanhi ve Euk AD £0 | kR [0 |vB [ eR® [ uO
= e S - — —_— s, —— — o !
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Cae mensubu olmayan I Serbest Meslek [ED | kB [0 |HR | E® | uO 1
{
ive
Teplanuda Bulunma
Sayfa 2
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EK-2

LUTFEN BU DOKUMANI DIKKATLICE OKUMAK iGIN ZAMAN AYIRINIZ

Sizi Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Tip Bebek Merkezi “Kisa
abstinens slresiyle ardisik ejakulasyonun sperm kromatin blitiinl(igl ve antioksidan
aktiviteye etkisi” baslkli arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip
katimama kararini vermeden once, arastirmanin nicin ve nasil yapilacagini, bu
arastirmanin  gondlli  katihmcilara getirecedi olasi faydalari, riskleri ve
rahatsizliklarini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagiimasi
bliylk 6nem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin zaman ayiriniz.
isterseniz bu bilgileri aileniz, yakinlariniz ve/veya doktorunuzla tartisiniz. Eger
anlayamadiginiz ve sizin igin agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Katiimay! kabul ettiginiz takdirde, gerekli yerleri siz,
doktorunuz ve kurulug gorevlisi bir tanik tarafindan doldurup imzalanmis bu formun
bir kopyasi saklamaniz igin size verilecektir.

Aragtirmaya katiimak tamamen gonilluluk esasina dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma
hakkinda sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kaybi
kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

Arastirma Sorumlusu
Dog¢.Dr. Berrin AVCI

Arastirmanin Amaci: Cinsel perhiz suresindeki farkhliklarin sayisal, yapisal ve
fonksiyonel olarak sperm kaltesine etkisini degerlendirmek amaglandi.

Izlenecek Olan Yontem ve Yapilacak Islemler:

Ejakilat 6rneklerinin alinma zamani

Esine yumurta toplama islemi yapilacak hastalardan;

1.grubu olusturmak Uzere; esinize yumurta toplama islemi yapilacagi glinden bir giin
Once sizden (2-5 gunluk cinsel perhiz slresine sahipken) ilk ejakulat 6rnegi
mastirbasyon yoluyla alinacaktir. Yumurta toplama guninde (24 saatlik cinsel
perhiz suresine sahipken) ikinci ejakulat 6rnegi alinacaktir.

2.grubu olusturmak Uzere; eginize yumurta toplama iglemi yapilacagi gun sizden (2-
5 gunluk cinsel perhiz suresine sahipken) ilk ejakulat 6rnegi mastirbasyon yoluyla
alinacaktir. ilk 6rnegin verilidigi saatten bir saat sonra ikinci ejakilat drnegi
alinacaktir.
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Spermiyogram analizi yapilacak hastalardan,

1.grubu olusturmak Uzere; spermiyogram analizi icin merkezimize geldiginiz gln
yani tetkik glini sizden (2-5 glnlik cinsel perhiz slresine sahipken) ilk ejakulat
ornedi mastirbasyon vyoluyla alinacaktir. Spermiyogram analizinizin yapildigi
glnden bir gin sonra (24 saatlik cinsel perhiz sliresine sahipken) ikinci ejakulat
ornegi alinacaktir.

2.grubu olusturmak Uzere; spermiyogram analizi icin merkezimize geldiginiz gln
yani tetkik glinl sizden (2-5 gunlik cinsel perhiz slresine sahipken) ilk ejakilat
ornegi masturbasyon yoluyla alinacaktir.

ik drnegin verildigi saatten bir saat sonra ikinci ejakllat 6rnegi alinacaktir. Semen
orneklerinde sperm sayisina, hareket kabiliyetine, hicrelerin sekilsel olarak normal
ve canli olup olmadigina bakilacaktir. ileri tetkik olarak sperm kromozom yapisi
degerlendirilecektir.

Arastirmanin Yapilacag: Yer(ler):
BUL:JTF Kadin Hastaliklari ve Dogum AD Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi
BUUTF Histoloji ve Embriyoloji AD

Arastirmaya Katilan Arastiricilar:
Yiiksek Lisans Ogrencisi Seda ISIKLAR
Doc¢.Dr.Berrin AVCI

Prof.Dr.Gurkan UNCU

Dog.Dr.Isil KASAPOGLU

Uzm.Dr.Kiper ASLAN

UzmDr.Cihan CAKIR

Arastirmanin Siresi: 1 yil

Katilmasi Beklenen Goniilli Sayisi: 100

Size Getirebilecegi Olasi Faydalar:

Farkh cinsel perhiz surelerinin sperm kalitesine etkisi degerlendirilerek, Gremeye yardimci
tedavi uygulamalarinda yumurtayi délleyebilme yetenedi en ylksek olan spermlerin elde
edilecedi zamanin belirlenmesi sadlanacaktir.

Basarili bir gebelik ve sonucta saglikli bir canli dogumun gerceklesmesi icin daha kaliteli
spermin elde edilmesi mimkin olacaktir.

Size Getirebilecegi Ek Risk ve Rahatsizliklar:
Spermiyogram analizi veya merkezimizde tipbebek uygulamasi icin vereceginiz ejakulat
ornegini iki kez vermeniz disinda size ek risk ve rahatsizlik olusturmamaktadir.

Katilma ve Cikma:
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Bu arastirmaya katilmak tamamen goénullilik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katimama veya herhangi bir anda c¢alismadan ¢ikma hakkina sahipsiniz. Ayrica
sorumlu arastirici gerek duyarsa sizi galisma digi birakabilir. Calismaya katilmama,
galismadan ¢ilkma veya c¢ikarima durumlarinda bir ceza veya hakkiniz olan
yararlarin kaybi kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

Masraflar:
Calismaya katilan hastalardan ek Ucret talep edilmeyecektir.

lletisim Kurulacak Kisi(ler):
Dog¢.Dr.Berrin AVCI
Yiiksek Lisans Ogrencisi Seda ISIKLAR

Gizlilik:
Bu calismadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacak ve
kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Ben, .. [gonullinun adi, soyadi (kendi el yazisi
ile)] Bilgilendiriimis Gonulli Olur Formundaki tum agiklamalari okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sézli aciklama
asagida adi belirtlen hekim tarafindan yapildi. Katilmam istenen calismanin
kapsamini ve amacini, gonulli olarak Uzerime didsen sorumluluklari tamamen
anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin
edici_yanitlar_aldim. Bana, calismanin_muhtemel riskleri_ve faydalari_sozlii
olarak da anlatildi. Arastirmaya gondlli olarak katildigimi, istedigim zaman
gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi ve
arastirmadan ayrildigim zaman mevcut tedavimin olumsuz yonde etkilenmeyecegini
biliyorum.

Bu kosullarda;

1) S6z konusu Klinik Arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla
katilmayi (gocugumun/vasimin bu ¢alismaya katilmasini) kabul ediyorum.

2) Gerek duyulursa kisisel bilgilerime mevzuatta belirtilen kisi/kurumkuruluglarin
erisebilmesine,

3) Calismada elde edilen bigilerin (kimlik bilgilerim gizli kalmak kogulu ile) yayin igin
kullaniima, argivleme ve eger gerek duyulursa bilimsel katki amaci ile Glkemiz digina
aktarilmasina olur veriyorum.

Calisma Kapsaminda Katihmcidan Biyolojik Ornek Alinmasi Durumunda
Asagidaki Béliim Katilimci Tarafindan Doldurulmalidir:
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[] Tarafimdan alinan kodlanmis* Ornegin yalnizca Onerilen ¢alisma igin
kullanimin1 onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger ¢aligmalar i¢in onay
vermiyorum.

[1 Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullanimin1 onayliyorum, ancak farkli ¢alismalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

[] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin gelecekte her tiirlii genetik ¢calismada
(kimligim ile baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini yalnizca
arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca aragtirici ulasabilir. Bdylece kimlik
bilgileriniz gizli tutulmus olur.

Gonullinun (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyad:

imzast:

Adresi:

(varsa Telefon No, Faks No):
Tarih (gin/ay/yil): ....[....[....

Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar igin
Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)

Adi Soyadt:

imzasi:

Adresi:

Varsa Telefon No, Faks No:

Tarih (gin/ay/yil): .../....[....

Onay Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin
Adi-Soyad:

imzast:

Gorevi:

Tarih (gin/ay/yil):.....[.....[.....

Aciklamalar Yapan Kiginin
Adi-Soyad:

imzasi:

Tarih (gin/ay/yil):...[....].....

NOT: Bu formun bir kopyas! géniilliide kalacak, diger kopyas! ise hasta dosyasina
yerlegtirilecektir. Hasta dosyasi veya protokol numarasi olmayan saglikli géndillilerden
alinacak onam formunun bir kopyasi mutlaka sorumlu arastirici tarafindan saklanacaktir
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9.TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgileri, tecriibesi ve sabriyla her zaman bana
destek olan ayni zamanda yliksek lisans tez ¢alismamin planlanip tamamlanmasina
kadar gegen siirecte her zaman yanimda olan, 6grencisi olmaktan gurur duydugum
degerli hocam Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali1 Ogretim iiyesi Dog. Dr. Berrin AVCI’ya tesekkiir ederim.

Egitimim siiresince bilgilerini destegini ve zamanimi esirgemeyen her zaman
tecriibeleriyle yanimda olan kiymetli hocam Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Ogretim iiyesi Prof. Dr. Semiha
ERSOY ’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca yardimlarini esirgemeyen, goriis ve onerileriyle her
zaman destek olan, bilgi birikimleriyle her zaman yol gosterici olan degerli
hocalarrm Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim iiyeleri Prof. Dr. Ozhan EYIGOR ve Prof. Dr. Zehra
MINBAY ’a tesekkiir ederim.

Egitimim stiresince ufkumu gelistiren akademisyenlik yolunda yoluma 1sik tutan
Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Abd. Ogretim
Uyeleri Prof. Dr. Giirkan UNCU ve Dog. Dr. Isil KASAPOGLU na tesekkiir ederim.

Tez calismam boyunca zaman ayiran her zaman yanimda olan tezimin deney
asamalarinda yardimlarin1 esirgemeyen sabri1 ve tecriileriyle destek olan Uzm. Dr.
Cihan CAKIR, Ogr. Gér. Dr. Aysen CAKIR, Aras. Gor. Goktan KUSPINAR’a
tesekkiir ederim. Calismalarim siiresince bana yardimci olan arkadaslarim Arag. Gor.
Ceren OY, Aras. Gor. Nursel HASANOGLU AKBULUT, Ziilal HALK, Gozde
KORKUSUZ’a ve Bursa Uludag Univerisitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalindaki tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda destelerini esirgemeyen ve ¢alismalarimda kolaylik saglayan
Bursa Uludag Univeristesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezinde calisan ekip
arkadaslarima tesekkiir ederim.

Son olarak her zaman yanimda olan bana yol gdsteren emeklerini 6deyemeyecegim
kiymetli ailem, annem Yurtgiil ISIKLAR, babam Siileyman ISIKLAR ve abim Ogr.
Gor. Sefa ISIKLAR’a sonsuz tesekkiir ederim.
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10.0ZGECMIS

Seda ISIKLAR, ilk ve orta 6grenimini Tokat’ta tamamladi. 2008 yilinda basladigi
Mudanya Ahmet Riistii Anadolu Lisesin’den 2012 yilinda mezun oldu. 2012-2016
yilllar1 arasinda Gaziosmanpasa Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi Biyomiihendislik boliimiinii dereceyle bitirdi. 2018-2021 yilllar arasinda
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
bilimsel hazirlik egitimi ile birlikte yiiksek lisans 6grenimini tamamladi.
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