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OZET

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in morfoloji ve motilite
esasli sperm segimi yapilmaktadir. Fertilizasyon kapasitesi dusuk, anormal
morfolojili spermler normal fertilizasyon surecinde elimine edilebilirken, ICSI
isleminde bu asamanin by-pass edilmesi nedeniyle DNA butunlugu
bilinmeyen spermin enjekte edilme riski bulunmaktadir. Pratikte ICSI
uygulamalarinda, manipulasyon kolayligi saglamasi amacyla sperm
hareketini yavaslatmada sentetik polimer yapida PVP (polivinilprolidon) ya da
genital traktin fizyolojik bileseni olan hyaluronat ile sperm 6rnedi muamele
edilmektedir. Bu calismada 24 ejakulatta (normozoospermi grubu; n=11,
teratozoospermi grubu; n=13) TUNEL metodu ile PVP ve hyaluronat’in
sperm DNA fragmantasyonuna etkisi morfolojik 6zellikleri ile korelasyonu
kurularak kantitatif olarak ve transmisyon elektron mikroskobik (TEM)
inceleleme ile kalitatif olarak degerlendirildi. Normozoospermik ve
teratozoospermik ejakulatlarda, PVP ve hyaluronat ile inkiibasyon sonrasi,
sperm DNA fragmantasyon oraninda kontrol grubu lehine istatistiksel agidan
anlamli  bir artis bulunurken, PVP ve hyaluronat gruplar arasindaki
kargilastirmada istatistiksel anlamlihk  goértilmedi. Farkh  morfoloji
anomalilerine  sahip  spermlerde DNA  fragmantasyon oranlari
karsilagtinldiginda; normozoospermi grubunda kontrol-deney gruplari
arasinda ve deney gruplarinin birbirleriyle karsilastirimasi sonucunda
anlamhlik bulunmadi. Teratozoospermi grubunda bas anomalili spermlerde
olusan DNA hasari; PVP ve hyaluronat gruplarinda kontrol grubuna gore
anlaml bulunurken, boyun anomalili spermlerde yalniz PVP grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamlilik gérulda. TEM bulgulari, TUNEL verilerini destekler
nitelikte bulundu. Sonug¢ olarak, immobilizasyon medyumu olarak PVP ve
hyaluronat'in, sperm DNA’si Uzerine hasarlandirici etkileri esdegerdir.
Anormal bas morfolojisi ile birlikte immobilizasyon medyumlarinin DNA
uzerine hasarlandirici etkisi artmaktadir. Anormal morfolojilerde, DNA

fragmantasyon artisi nedeniyle, 6zellikle maturasyon surecini tamamlamamis



testikiler spermle yapilan ICSI uygulamalarinda immobilizasyon

medyumlarinda bekletme suresi kisa tutulmalidir.

Anahtar kelimeler: Sperm, apoptozis, PVP, hyaluronat.



SUMMARY

Evaluation of an Effect of Sperm Incubation in Immobilization Medium
on Sperm Morphology and Apoptotic Activation before
Intracytoplasmic Sperm Injection

The sperm selection is made based on morphology and motility for
intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Spermatozoa with abnormal
morphology and low fertilization capacity can be eliminated by normal
fertilization process. But in ICSI, this step is being by-passed, therefore there
is a risk of being injected unknown sperm DNA integrity. In practical ICSI
applications, the sperm samples are treated with a synthetic polymer
structured PVP (polyvinylpyrrolidone) which is toxicity unknown or with
hyaluronate the natural component in the genital tract in order to slow down
the sperm movement and to ease the manipulation. In this study, the effects
of PVP and hyaluronate on sperm DNA fragmentation rate was evaluated
supported by sperm morphology correlation using the TUNEL method both
quantitively and qualitative by transmission electron microscopy (TEM) on 24
ejaculates (normozoospermic group; n=11, teratozoospermic group; n=13). A
statistically significance rise in the DNA fragmentation rate after PVP and
hyaluronate incubation in favor of the control group in normozoospermic and
teratozoospermic ejaculates was observed, whereas a statistically significant
result was not observed in the comparison between PVP and hyaluronate
groups. In normozoospermic group, when compared the rates of the sperm
DNA fragmentation with different sperm morphology anomalies between the
control-experimental groups and the comparison between the experimental
groups, there was no significant result. The DNA damage with a head
anomaly spermatozaoa in the teratozoospermic group; there was a
statistically significance when compared to the PVP and hyaluronate groups

with the control groups and sperms with a neck anomaly only between the



PVP and the control group. TEM findings were supported of the TUNEL data.
Consequently; the detrimental effects of the immobilization mediums such as
PVP and hyaluronate on sperm DNA are equal. The damage to the DNA on
sperms with head anomalies increase together with the immobilization
mediums. For abnormal morphologies, the treatment period of the sperms
with immobilization mediums especially when using testicular sperms have
not completed the process of maturation in ICSI applications should be

shorter due to DNA fragmentation increase.

Key words: Sperm, apoptosis, PVP, hyaluronate



GiRiS

infertilite yaklasik olarak giftlerin %15’inde goriilen bir Greme saghg
problemi olup vakalarin yaklasik %50’sinden erkek infertilitesi sorumlu
tutulmaktadir. Bu vakalarin %30’u sadece erkek, %20’si ise hem kadin hem
erkek faktéri nedeniyledir. Erkek infertilitesinin etyolojisi yaklasik yarisinda
bilinmemektedir (idiyopatik). Diger yarisini ise konjenital ya da kazaniimig
defektler olusturmaktadir (1,2).

Erkek fertilitesini etkileyebilecek nedenler (Tablo-1) hastanin
degerlendirmesinde alinacak ayrintili anamnez, fizik muayene ve sonrasinda

laboratuvar ve radyolojik teknikler ile saptanabilir.

Tablo-1: Erkek infertilitesinde etyoloji (3).

SPERM URETIMINDE ANORMALLIK
Primer testikller yetmezlik (hipergonadotropik hipogonadizm)
e Genetik anormalliler (Klinefelter sendromu, Y kromozom mikrodelesyonlari vb)
Sekonder testikller yetmezlik
e Hipogonadotropik hipogonadizm
o Kriptorsidizm
o  Atrofi (orsit)
e Eksojen androjen kullanimi
e Gonadotoksinlere maruziyet/ 1si
e Varikosel
SPERM FONKSIYON ANORMALLIKLERI
e Anti-sperm antikorlar
o Enfeksiyon
e Varikosel
¢ Sperm DNA fragmantasyonu
e Sperm-servikal mukus etkilesimi
e Zona pellusidaya baglanma/ sperm penetrasyonu
e Akrozom reaksiyonu
o Biyokimyasal (reaktif oksijen turevleri)
DUKTAL SISTEM OBSTRUKSIYONU
o Vazektomi
e Konjenital vas deferens yoklugu
o Epididimal obstriksiyon (konjenital ya da kazanilmis)
e Ejakulatuar kanal obstriiksiyonu (konjenital ya da kazaniimis)




Gunumuzde erkek infertilitesinin tanisi farkli zamanlarda alinan en az
2 semen analizi ile konulmaktadir. Semen ornekleri WHO 1999 (Dlnya

Saglik Orgltll) (Tablo-2) vel/veya Krugerin kesin

degerlendirilir.

kriterlerine  gore

Tablo-2: Semen  morfolojisinin ~ WHO  Kriterlerine  (1999)
degerlendirilmesi (4).

Likefaksiyon < 60 dk

Gorinim homojen, gri-opak

Volim = 2ml.

Morfoloji - WHO = %30 normal sekil

- Kruger = %14 normal sekil

Canlilik = %75

Konsantrasyon = 20 milyon/ml.

Total sayi = 40 milyon/ejakulat

Motilite = %50 ileri hareketli ilk 1 saatte

pH 272

Lokosit < 1 milyon/ml

Kruger kriterlerine gore yapilan morfolojik degerlendirme ile sperm
basi; duzgun konturlu, oval bi¢cimli olmali, en: 2-3 um, boy: 4-5 um
Olculerinde olup akrozom mutlaka sperm basinin %40-70’ini olugturmali ve
vakuol igcermemelidir. Boyun bolimu 4-5 pm uzunlugunda, dizgin ve basin
alt kismina aksiller konumda baglanmalidir. Boyun bdlgesinde sperm basinin
yarisindan daha blyluk sitoplazmik damlacik (sitoplazmik droplet)
olmamalidir. Kuyruk, 50-55 pm uzunlugunda, duzgun kivrimh, boyun
kismindan son kisma dogru giderek incelmelidir (5,6). Buna gbére normal
morfolojiye sahip sperm yuzdesinin %14 ve Ustu degerleri “hormal morfoloji”,
%5-14 degerleri “orta morfoloji” ve %5’in alti degerleri ise “kotu morfoloji” ye
sahip ornek olarak kabul gormektedir (6). WHO kriterlerine gore yapilan

morfolojik degerlendirmeye gore ise, normal morfolojiye sahip érnek olarak



kabul edilme orani %30’dur. Morfolojik dederlendirmede baz alinan normal
gorunum, bas, akrozom, boyun ve kuyruk bolgesinde gozlenebilecek olasi

morfoloji anomalileri Sekil-1-5'de sematize edilmistir (7).
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Sekil-1: Normal sperm morfolojisi. Sekil-2: Boyun bdlgesi anomalileri.
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Sekil-5: Kuyruk anomalileri.



Bazal semen analizi ile de@erlendirilen volum, konsantrasyon,
motilite, morfoloji ve vitalite bulgularina gore kullanilan terminoloji Tablo-3'de

verilmistir.

Tablo-3: Semen degiskenleri i¢in terminoloji (1,8).

Normozoospermi sayl, hareket, sekil normal
Oligozoospermi < 20 milyon/ml.

Astenozoospermi < %50 ileri dogru progressif hareketli
Teratozoospermi < %30 normal morfolojili sperm
Oligoastenoteratozoospermi sayl, hareket, sekil anormalligi birarada
Azospermi ejalulatta spermatozoa bulunmamasi
Aspermi ejakulat olmamasi

Nekrospermi canl olmayan/6lu sperm
Hematospermi semende eritrosit varligi

Piyospermi semende Iokosit varligi

Erkek infertilitesinin Patogenezi

Anatomik ve fizyolojik agidan bakildiginda erkegin fertilitesi;
1-Hipotalamik-hipofizer aks fonksiyonu
2-Spermatogenez sureci
3-Sperm depolanmasi, erektil ve ejakulatuar fonksiyon
4-Semen kalitesi ve spermatozoalarin fertilize edici yetenegine baghdir.
Hipotalamustan salgilanan ve portal vendz sistem araciligiyla tasinan
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH), folikil stimdle edici hormon (FSH)
ve luteinizan hormon (LH) saliniminin gergeklesmesi icin hipofiz 6n lobunu
uyarir. Seminifer tubdller kan-testis bariyerini de olusturacak sekilde siki
hicresel baglanti kompleksleri ile birbirine bagli olan Sertoli hicreleriyle
kaphdir. Sertoli hdcreleri FSH’ya yanit olarak androjen baglayici protein

(ABP) salgilar. Testiste interstisyel alanlarda bulunan Leydig hucreleri ise LH



etkisiyle uyarilarak testosteron uretir ve Uretilen testosteron kan dolagimi
yoluyla ve aromataz enzim aktivitesiyle ostrodiole gevrilerek negatif feedback
etkiyle LH salinimini dizenler. Spermatogenez boyunca duretilen germ
hicreleri Sertoli hicreleri tarafindan beslenir. Sertoli hicreleri arasinda
bulunan zonula okludens baglanti kompleksleri seminifer tabul epitelini bazal
ve adluminal kompartmanlara ayirir. Seminifer tabdllerin  bazal
kompartmaninda bulunan diploid kok hucreler Tip A spermatogoniumlar
olarak bilinir ve bunlardan Tip B spermatogoniumlar gelisir. Bu hucreler
adluminal kompartmana gecgerek primer spermatosit agsamasinda mayoz
bolinme evresine gecerler. Primer spermatositler I. mayoz bdlinmeyi
tamamlayarak sekonder spermatositleri, Il. mayoz boélinmeyi tamamlayarak

haploid yapida kromozoma sahip spermatidleri olustururlar (Sekil 6-8).
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Sekil-6: Spermatogoniumdan olgun sperm olugumu (9).
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Secondary Spemaeyie farkhlasmasi (11).

Sekil-7: Tip A spermatogoniumdan sekonder spermatosit olusumu (10).

Klure ya da poligonal bi¢cimli spermatidin, sentrik yerlesimli yogun
kromatine sahip sferik nukleusu ve c¢ekirdege yakin yerlesimli golgi
kompleksi, ¢ok sayida mitokondrisi ve bir ¢ift sentriolinde birtakim sekil
degisimleri gergeklesir. Spermatogoniumdan spermatid olusumu ile (¢ogalma
ve farkhlanma ile) spermatositogenezis ve mayoz bdlinme evresi, olusan
spermatidin morfolojik degdisim gecirerek spermatozoa’nin olusumu ile de

spermiyogenezis evresi tamamlanir (Sekil-9).
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Sekil-9: Spermiyogenez ve olgun spermium (9).



Spermatozoa’lar seminifer tibulden sonra intratestikuler kanallar olan
tubuli rekti ve rete testise, daha sonra ekstratestikuler kanallar olan efferent
kanallara gecerek epididimisin bas kisminda yogunlasirlar. 2-12 gunluk bir
surede epididimisin bas ve gbvde kismini gegen spermatozoalar,
ejakulasyon oOncesi epididimisin kuyruk kismi, seminal vezikul ve vazal
ampullada depolanir. Spermatogenez sonrasi olusup seminifer tubullere
salinan spermatozoalar morfolojik olarak matir olmakla birlikte fonksiyonel
olarak immatlr, hareketsiz ve ovumu doélleme yetenegdi sinirlidir. Spermium
epididimise Sertoli ve rete testis hucreleri tarafindan salgilanan testikuler sivi
icinde tasinir. Seminifer tubul duvarindaki myoid hdcrelerin ve efferent
tubullerden itibaren de duktus duvarlarinda bulunan duz kas tabakasinin
kontraksiyonu spermin ilerleyisine yardimcidir. Epididimisten gegigleri ve
depolanmasi surecinde olgunlasan spermatozoalar kapasitasyon ve akrozom

reaksiyonu sonrasi fertilize edici yetenege sahip olurlar (8,12).

Uremeye Yardimci Tedavi Merkezlerinde (UYTM) Erkek

infertilitesine Yaklasim ve ICSI Uygulamalari

Louis Brown’nun 1978 yilinda in vitro fertilizasyon (IVF) yontemiyle
dinyaya gelmesi infertilite tedavisinde atilan devrim niteligindeki adimlardan
biri olmustur. UYTM'de yapilan IVF uygulamalarinda, normal parametrelere
sahip olmayan semen o&rnekleri kullanildiginda fertilizasyon basarisi
dismektedir. in vivo ortamda ve IVF uygulamalarinda oositi polispermi ve
fiziksel hasarlardan koruyan zona pellusida, disik sayida ve/veya koti
kalitede spermin varliginda fertilizasyon agsamasinda engel olusturmaktadir.
Fertilizasyonun ilk basamaklarindan olan spermlerin zona pellusidaya
penetrasyonunda olugan basarisizlik; motilitenin yetersizligi, anormal
kapasitasyon  ve/veya  akrozom  reaksiyonunun  bir  sonucudur.
Oligoastenoteratozoospermi (OAT) gibi siddetli erkek infertilitesi olgularinda
spermin  penetrasyon potansiyelinin kaybindan dolayr klasik IVF
uygulamalarinin yetersiz kalmasi sebebiyle, spermin zona bariyerini agarak

oosit icine mekanik olarak birakilmasi yontemi olan intrasitoplazmik sperm



enjeksiyonu (ICSI) yapilmaktadir (2). Normal morfolojide ve motil bir sperm
hdcresinin ICSI yontemiyle oosit icine enjeksiyonu erkege bagli infertilite
olgularinda basari sansini arttirmistir. Primer testikller yetmezlik nedeniyle
azospermik olan pek ¢ok hastada uygulanan testikller sperm ekstraksiyonu
(TESE) veya testikuler sperm aspirasyonu (TESA) yoluyla elde edilen
spermatozoalarin intrasitoplazmik enjeksiyonu ile fertilite saglanabilmektedir
(8).

ICSI tekniginde sirasiyla;

1. Oositi gevreleyen kumulus ve korona radiata hicrelerinin
uzaklastiriimasi ve oosit  nuklear  maturasyonunun
degerlendiriimesi

2. Semen parametreleri dogrultusunda uygun olan sperm
hazirlama metodunun uygulanmasi

3. Sperm immobilizasyonu

4. Matur (metafaz Il) oosit sitoplazmasi icine sperm enjeksiyonu
yapllir.

Mikroenjeksiyon isleminin gergeklestirildigi 1CSI kabinda oositin
konuldugu dis ortam kultir medyumuna ait droplar, sperm drobu ve sperm
drobu ile baglantii sperm immobilizasyon solusyon drobu bulunur.
immobilizasyon solusyonu icine dogru yiizen, ileri progressif motilitesi olan ve
normal morfolojili sperm secilerek ICSI isleminde kullanilir. immobilizasyon
solusyonu iginde ilerleyen ve mikroenjeksiyon icin segilen sperm,
mikroenjeksiyon ignesi ile kuyrugunun kirilmasi vasitasiyla immobil hale
getirilir. Sperm kuyrugunun kirilmasi ile olusan plazmalemma hasari oositin
sitoplazmik aktivasyonu ve buna bagli olarak dollenme oraninda artis igin
onemlidir. Oosit aktivasyonunun saglanmasi, sperm nukleusunun
dekondansasyonu ve erkek pronukleusunun olusumu igcin 6n sarttir. ICSI
sirasinda spermin hareketsizlestiriimesi ve olusan plazma membran hasari
akrozom reaksiyonunu baslatir, oosit aktivasyonunu indukler ve ooplazmanin
hareketli sperm kuyrugu ile zarar goérmesini 6nleyerek ICSI| basarisini
arttirmaktadir (13-15). Spermin proksimal sentriyoll, oositin birinci mitoz

bolinmesinin (klivaj) gergeklestirebilmesi igin gerekli olan bipolar ig



iplikgiklerinin  olusumunda rol alir. Bu nedenle proksimal sentriyolin
hasarlanmamasi icin, sperm kuyrugu boyun kismindan uzak bir yerden

kirilarak immobilizasyon gergeklestiriimelidir (2).

Sperm immobilizasyon Solusyonlari

ideal bir sperm immobilizasyon solusyonu; sperm motilitesini
azaltarak ICSI pipeti icine kolaylikla alinmasini saglayacak sekilde yeterince
yogun olmali, spermin pipet iginde kolaylikla aspire edilip birakilabilmesini
saglayabilecek sekilde yeterince sivi ve akigkan olmali, spermin ICSI pipet
camina yada plastik kiltir kabina yapismasini dnlemeli, sperme ve ICSI
sonrasi zigot gelisimine zararh etkileri bulunmamahdir (16). Sperm
immobilizasyonu gergeklestirilirken, spermin immobilizasyon solUsyonu
icinde yuzerek ilerlemesi, secimi ve yakalanarak enjeksiyon pipeti igine alinip
birakilmasi gibi manipulasyonlar esnasinda mikroenjeksiyonu yapan Kkisinin
manuplasyon tecribesi ile ters orantili olarak belirli bir siire immobilizasyon
solusyonuna maruz kalir. Pratikte testikller spermin kullanildigi azospermik
hastalarda, oositlerin inkibator diginda uzun sure tutulmamasi amaciyla,
islem Oncesi sperm sec¢imi ve immobilizyonu yapilarak, spermler rutin
uygulamadan daha uzun bir slre immobilizasyon solisyonuna maruz
kalmaktadir. Dolayisiyla kullanilan immobilizasyon medyumunun sperme
olasi toksik etkilerinin dikkate alinmasi gerekmektedir.

IVF laboratuvarlarinda rutinde 360000 dalton molekdl agirhidina sahip
polivinilprolidon’'un (PVP) %10 oranina sahip immobilizasyon medyumlari
kullanitlir. PVP, ICSI islemi sirasinda sperm hareketliligini azaltmada,
hicrenin enjeksiyon pipeti ¢eperine yapismasinin engellenmesinde ve ICSI
pipeti igerisinde sivilarin akiginin daha kontrolli sekilde yapilabilmesinin
saglamasinda rol oynar. Ayrica PVP sperm hazirlama ve dondurma
medyumlari igerisinde de bulunmaktadir (13). ICSI uygulamalari sirasinda
sperm ile bir miktar PVP’nin ooplazma igine girmesi durumunda, PVP
lizozomal enzimlerce sindirilememekte ve oosit igerisinde uzun slre
kalmaktadir (16,17).



PVP etken maddesi ICSI uygulamalari disinda deterjan ve
sampuanlarda kivam arttirici, cilt koruyucu amacl kozmetik uygulamalarda,
yapistiricilarda, boyalarda, plastik Gretiminde, cam elyafi, seramiklerin
yapisinda, fotograf film Uretimi, bocek ilaglarinda aktif maddenin bitkiye
yapismasini iyilestirici gibi farkli amaglarda kullanima sahip bir kimyasaldir
(13,17-20). Medikal alanda intraven0z veya intramuskuler uygulanan
ilaglarda plazma genisletici olarak bulunan PVP’nin bu yararli etkilerinin
yaninda, uygulamaya bagl olarak depolanma sonucu geligsen papul yada
nodul tarzi cilt lezyonlarina ve karaciger, dalak yada bobrekte birikime neden
olustugu gosterilmistir (17).

Yapilan bazi calismalarda PVP’nin fare embriyo gelisimi Uzerine
toksik etkileri oldugu bildirilmistir (13,20,21). PVP’nin spermatoza’nin primer
olarak plazma membrani Uzerinde, bunun yanisira kromatin yapisinda ve
ince yapisinda bozulmalara neden oldugu (13,17,19), oligozoospermik
orneklerde DNA fragmantasyonunu indukledigi, dondurulmus ¢6zulmus
normo ve oligozoospermili drneklerde DNA fragmantasyonunu arttirdigi
gosterilmigtir (22).

PVP’nin olasi zararli etkilerinden kag¢inmak icin daha fizyolojik ve
sperm yapisina zarar vermeyecek etken maddelerin arayisina girilmistir. ICSI
isleminde, PVP ile ayni amacla kullaniimak Uzere, fizyolojik sartlarda
reproduktif sistemde bulunan hyaluronat alternatif olarak kullaniimaktadir
(23). Oositi cevreleyen kumulus ooforus hucreleri arasindaki ekstraselluler
matriksinin ara maddesinde bulunan hyaluronik asit (24) fertilizasyonda
matur spermin oosite ulasmasi surecinde bir labirent sistemi olusturarak
kumulus htcrelerini birarada tutar. Hyaluronatin dogal fertilizasyon strecinde
fertilizasyon kapasitesi yuksek sperm segiciliginde rol oynadigi yonunde
iligkilendirilen mekanizmalar, yapilan galismalarla kanitlanarak, hyaluronatin
“Fizyolojik ICSI” uygulamalarinda sperm secici olarak kabul gdrmesini
saglamistir (16,25-28). Hyaluronat tipta doku rejenerasyonunda, synovial sivi
yapim destegi olarak, dermatolojide cilt onarimi ve anti-aging gibi cesitli

kullanim alanlarina sahiptir (29).
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Hyaluronat ticari olarak plastik kultur kabinda hyaluronat mikro
damlaciklari bulunan hazir ICS| tabagi seklinde yada hyaluronat iceren
vizkbz medyum seklinde iki sekilde bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda
hyaluronat’in klinik olarak embriyo kalitesi ve implantasyon basarisi Gzerine
olumlu etkileri tespit edilmistir (25). ICSI uygulamalari sirasinda hyaluronat’in
etkin sekilde sperm motilitesini azaltigi, manupulasyon kolaylhidi saglayarak
spermatozoa’nin pipete yada ICSI tabagina yapismasini 6nledigi, ayrica ICSI
sonrasi zigot gelisimi Uzerine zararli etki gdstermedigi tespit edilmistir (16).
Hyaluronatin, fertilizasyon potansiyeli yuksek spermin segimini saglayarak,
embriyo kalitesi ve implantasyon orani artisinda anlamli derecede etkin
oldugu ve lizozomal enzimlerce sindirildigini bildiren g¢alismalar mevcuttur
(20,25).

Spermde DNA Hasarinin Onemi ve Apoptozis

Erkek faktorine bagh infertilitede fertilizasyon basari oranini artirmak
icin tercih edilen ICSI yontemi sirasinda; motilite ve morfoloji esasl sperm
secimi yapilmaktadir. GUnimuzde normal de@erlere sahip spermlerin DNA
batinligu bilinmemekte ve ICSI yontemi ile bu tip spermlerin segimi risk
teskil etmektedir (30-32). infertil erkeklerin %15’inin normal spermiyogram
bulgularina sahip olmasi (33,34), rutinde kullanilan parametrelerin, sperm
kalitesini degerlendirmede yetersiz oldugunu gostermektedir. Sperm morfoloji
ve motilite anomalilerinin DNA hasari ile iligkili oldugu (35-37), hasarli
DNA'ya sahip spermin fertilizasyon oraninini negatif yonde etkiledigi
(31,38,39), embriyo gelisim kalitesini bozdugu ve dusik oraninda artisa
neden oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (40-43). Dogal fertilizasyon
surecinde anomalili spermin eliminasyonunun, ICSI islemiyle bypass edilmesi
nedeniyle DNA hasarli spermin enjekte edilme riski bulunmaktadir (30,35).
Bu riski en aza indirebilmek igin, gesitli sperm morfoloji anomalileri ile DNA
hasarini iligkilendiren galismalar yapilmis (44-47) ve bu anomalilere sahip

spermlerin kullanimindan sakinilmasi énerilmistir.
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Sperm motilite ve morfoloji anomalileri ile andploidi arasinda iligkiyi
gOsteren calismalar bulunmaktadir (33,49-54). Bu sebeple ginimuzde DNA
hasarina sahip sperm enjeksiyonu ile dogan bebeklerde birtakim genetik
hasarlara ve c¢ocukluk cagi kanserlerine neden olunabilecegi yoénunde
endiseler bulunmaktadir (33,34,49-53,55-58).

Gunumuzde IVF merkezlerinde tum erkek infertlitesi yonetimindeki
olumlu gelismelere ragmen fertilite basarisi %60-70 civarindadir (38,44).
Cogdunlukla morfolojiye dayali secim ile elde edilen basari orani arasindaki
iligki, sperm faktoru ve ooplazmik maturasyon ile ilgili bilinmeyenleri
ongormektedir.

DNA hasarli sperm oOrneginde fertilizasyon oraninin, motilite
anomalisine goére 9,5 kat disuk olmasi, ICSI secimi sirasinda motiliteye
dayanan segimden ziyade DNA hasarina sahip olmayan sperm segiminin
onemine isaret etmektedir (48). ICSI 6ncesi oosite enjekte edilecek spermde
DNA hasarini tespit etmeye yoénelik noninvaziv, pratik bir ydntemin olmamasi
nedeniyle, halen sperm morfolojisi, sperm sec¢iminde kullanilan en yaygin
yontemdir. Literaturde detayli sperm morfoloji degerlendirmesi ile
korelasyonlu olarak, sperm immobilizasyon medyumlarinin sperm hicresinde
DNA fragmantasyonuna etkisini karsilastiran kantitatif bir c¢alismaya
rastlanmamisgtir.

Spermde DNA hasari 6 ana mekanizma ile indiklenmektedir:

1) spermatogenez sirasinda apoptoz 2) spermiyogenezde kromatin
remodellingi sirasinda kol kiriklari 3) erkek reproduktif traktinda ilerlerken
serbest oksijen radikalleri ile indUklenen post-testikiler DNA fragmantasyonu
4) endojen endonukleazlarin indiklemesi 5) radyoterapi yada kemoterapi ile
indUklenme 6) sigara i¢imi yada hava kirliligi gibi ¢cevresel faktorler yolu ile
olusan DNA hasari (34,40). Anormal kromatin paketlenmesi, reaktif oksijen
artnleri ve apoptozis DNA butinliginad bozan en dnemli etyolojik faktorlerdir.
Testiste apoptozis, asiri gamet olusumunu Onlemekte ve proliferasyon
dizeylerinin kontrolinlu saglamakta, hasarli DNA'ya sahip germ hucre
proliferasyonunu  engellemektedir. ~ Spermatogenezde  sitoplazmanin

remodelling’i sirasinda olusan aksaklik “abortif apoptozis® olarak
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adlandiriimakta ve defektli sperm hucreleri ejakulatta goralmektedir. Serbest
oksijen radikalleri normal hicre metabolizmasi sirasinda fizyolojik olarak
olusmaktadir. Ancak ylksek duzeyleri sperm kalite ve fonksiyonu Uzerine
zararh etkilerde bulunmaktadir. Ayrica artmig serbest oksijen radikallerinin
hasarlandirici etkisi aktive olan I6kositlerin etkisiyle de meydana gelmektedir.
Bu sirada 8-OHdG olugsumu (8-hidroksi 2-deoksiguanozin) oksidatif DNA
hasarinda anahtar belirte¢ olarak rol oynamaktadir. Oksidatif stres, sperm
kromatin butinligunt etkilemekte, tek yada ¢ift zincir kiriklar, baz
modifikasyonu, delesyon, ¢ergceve kaymasi, ¢arpraz baglanma ve yeniden
kromozomal dizenleme ile sonuglanmaktadir (59).

DNA hasari, tek yada her iki DNA iplik kirngi ile nukleotidlerinin
modifikasyonunun bozulmasi seklinde tanimlanir. Spermatogonial germ
hicrelerinden ejakulattaki sperme kadar transformasyonun herhangi bir
basamaginda gelisebilmesi nedeniyle, testikiler spermde, epididimal
spermde ve ejakulattaki spermde DNA hasari gorulebilir. Mitoz gecirmis
spermatogoniumun mayozdaki spermatosite transformasyonunda cift DNA
iplik kingr normalde taninip c¢arprazlanma sonrasi baglanir. Eger tamir
edilmezse, ejakulatta hasarin gergeklestigi fazin hicresi tespit edilir.
Spermiyogenez surecinde protaminler ile histonlar yer degistirir ve genomun
kompaksiyonu gerceklesir. Kromatin paketlenmesinde olusan hata, sperm
DNA'sinin hasara daha yatkin olmasina sebep olur. Epididimal maturasyon
surecinde protamin disulfit ¢apraz baglanmasi tamamlanir ve sperm
kromatininin kompakt yapisi saglanir. Eger disulfit capraz baglanmasi eksik
olursa suboptimal kompaksiyon sonucu DNA hasarina neden olur.
Epididimiste sperm depolanmasi ve gecisi sirasinda yada ejakulasyon
sonras! gelisen DNA hasarinda, spermiyogenez sonrasi transkripsiyon ve
translasyonun Oneminin olmamasi nedeniyle tamiri yapilmamaktadir (34).
Spermiyogenez baslica 2 faza ayrilmaktadir; birinci fazda, nukleus yuvarlak
olup baslica niiklear proteini histonlardir. ikinci fazda kromatin yapisinda,
niklear sekilde degisim gelisir ve kromatin kondanse hale gelip histonlarin
yerini baslica protein olarak protaminler alir. Boylece kromatin remodelingi

tamamlanir ve bu sirada DNA kiriklari olusabilir (60). Protaminler sperm
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kromatinin sikica paketlenmesini saglarken reziduv histonlar spesifik DNA
dizilerine baglanarak daha gevsek kromatin kompaksiyonuna neden olurlar.
infertil erkeklerde, fertil erkekler ile karsilastiriidiginda histon/protamin
oraninin daha yuksek oldugu saptanmistir (61). Ejakulat spermatozoasinda
kaspaz aktivasyonu, fosfotidilserinin  eksternalizasyonu, mitokondrial
membran potansiyel degisimi ve DNA fragmantasyonu apoptozun belirtegleri
olarak  bulunmustur. Calismalar infertii erkeklerin fertii olanlarla
karsilastirildiginda daha yuksek oranda apoptotik sperme sahip olduguna
isaret etmektedir (57,62). DNA fragmantasyon yuzdesinin %30’un Uzerinde
olmasi basta fertilite problemi olmak Uzere gesitli klinik problemler olarak
karsimiza cikmaktadir (63,64). Sperm DNA hasari fertilite potansiyelini
tahmin etmede faydali bir gostergedir (65). Embriyonik gelisim sirasinda ve
sonrasinda hucresel apoptozis normal bir suregtir. Apoptozis yolu ile germ
hicre kaybi spermatogenez sirasinda baskin olup p53, p21, kaspazlar, bcl-2
ve Fas ekspresyon dizeyleri ile ve alternatif yolaklar ile gerceklesmektedir.
Anormal sperm parametrelerine sahip bireylerde Fas ve p53 ekspresyon
duzeyleri yuksek iken, normal parametrelere sahip bireylerde dusik
bulunmustur. Ayrica immatir sperm varligi apoptotik belirteglerin yuksekligi
ile birliktedir (62,64,66). Eldeki verilere gore gunumuzde DNA hasarli spermin
oositi fertilize edebilme riski bulunmaktadir. Oosit ve zigot paternal
genomdaki hasari bir dereceye kadar onarabilme yetenegine sahip olmakla
birlikte DNA c¢ift zincir kiriklarinin onarimi guclesmekte ve bu durum embriyo
gelisimini etkilemektedir. Bu nedenle fertilize olabilen ancak implantasyon
basarisizligi veya erken donem dusuUklerinin goruldigu durumlarda sperm
DNA'’s1 6nem tasimaktadir (67). Sperm morfolojisi ile birlikte DNA butlinlugu
diger sperm parametrelerine gére daha guvenilir bulunmaktadir. Sperm bas
morfolojisi, sperm nuklear kondansasyonunun ana belirleyicisi olabilir ancak
ginimuizde aradaki iliski tam olarak bilinmemektedir (68). Yine sperm
ndklear alaninin %50’sinden fazlasini kaplayan blylk niklear vakuollerin
anormal kromatin paketlenmesine sahip oldugu ve DNA hasarina daha

yatkin oldugu savunulmaktadir (57).
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DNA Hasarinin Tespiti

GUnumuzde sperm DNA butinliginu degerlendirmede cesitli testler
kullaniimaktadir. Sperm kromatin paketlenme defetlerinin tayininde; toludin
mavisi, anilin mavisi ile boyanma ve kromamisin A3 testi, sperm DNA
batanligunan degerlendiriimesinde; akridin turuncusu ile boyanma testi,
SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay), asil ¢gentik okuma tayini (ISNT- In
situ nick translation assay), tek hucre jel elektroforezi (COMET), sperm
kromatin ayrilma testi olan Halosperm test (SCD-Sperm Chromatin
Dispersion test) ve TUNEL (the terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated (TdT) deoxyuridine triphospate (dUTP) nick end labelling assay)
testleri kullaniimaktadir (59,69). Bu tekniklerden siklikla TUNEL, COMET ve
SCSA teknikleri DNA butunliguini degerlendirmede tercih edilmektedir. Bu
calismada tercih edilen TUNEL yontemi; TdT enziminin katalize ettigi
reaksiyonla tek yada cift zincir kiriklarina dUTP’nin birlestiriimesiyle DNA
kiriklarininin isaretlenerek flow sitometri, floresan mikroskobisi yada isik
mikroskobisi ile direkt DNA kiriklarinin saptanmasini saglayan bir yontemdir.
Kullanilan yonteme ait ekipmanlara kolay ulasilabilir olmasi, yaklasik 4 saat
gibi kisa bir sure igerisinde analiz igin hazir hale getirilebilmesi, varyasyon
katsayisinin dusuk olmasi avantajlari iken, arka plan boyanmasi ile
etkinliginin  azalmasi, esik degerin standardize edilmemis olmasi
(58,59,61,70) ise dezavantajlaridir (71). Bu testlerin tumi DNA butinlGgunu
Olcmede farkli mekanizmalari kullansa da genel olarak birbirleriyle
korelasyon gostermektedir (69).

Semenin degerlendiriimesinde 1sik mikroskobisi sinirli bilgi verirken
elektron mikroskobisi ile sitolojik detaylar taninabilmektedir. Fertilizasyonun;
IStk mikroskobu ile yapilan degerlendirmede WHO (1999) kriterlerine goére
normal form ylzdesinin = %30, kesin kriterlere gore ise = %5 oldugu
durumlarda s6zkonusu oldugu kabul edilmektedir. GUnumizde elektron
mikroskobisi spermatozoa yapisindaki degisimleri incelemede sk
mikroskobisinin tamamlayicisi olarak kullaniimaktadir. Elektron mikroskobisi

ile normal ve anormal formlarin yuzdesini ayiran egik deger ise henlz

15



saptanmamigtir (72). Ozellikle anormal bas, vakuol varli§i, sitoplazik droplet,
cesitli boyun ve kuyruk anomalileri gibi morfoloji anomalilerinin, elektron
mikroskobisinin ince yapisal detaylarin incelenmesine olanak verme ozelligi
ile DNA hasari ve infertilite iligkisi gosterilmistir (65,73-77). DNA butanlugu
infertilitenin tahmininde onemli bir 6zellige sahiptir. Bu amacla, elektron
mikroskobi  destegiyle nuklear sekil ve igerigi ayrintih  olarak
incelenebilmektedir. Sekil degisimine ugramis akrozom, kondanse olmamis
kromatin ile birlikte yuvarlak yada oval sekilli, sekil bozuklugu gosteren
nukleus ve sitoplazmik droplet varligi immaturitenin karakteristik 6zelligi iken,
kenar yerlesimli kromatin, seffaf sitoplazmik vakuoller ile siskin ve yerlesim
bozuklugu gbézlenen mitokondri, apoptozisin tipik yapisal 6zellikleridir.
Plazma membran harabiyeti, akrozomun reakte yada olmayigi ve kromatini
dagimis  nukleusun sekil bozuklugu godstermesi, aksonemal ve
periaksonemal hucresel vyapilarda gobzlenen degisimler ise nekroz
nedeniyledir (42,78,79). Apoptotik spermatozoada post akrozomal bdlgede
asir membran uretimi ile boyun ve orta kisimda lokalize olan sitoplazmik
dropletin membran yapilari igeren otofajik vakuoller ile dolu oldugu, plazma
membraninin genellikle normal oldugu zaman zaman dizensiz yapida ve
diga dogru c¢ikintilar yaptigi elektron mikroskobik olarak gozlenmigtir (74).

IVF laboratuvarlarinda implantasyon ve gelisim potansiyeli yluksek
embriyolarin elde edilmesi ve sonugta saglikli bir bebegin dogmasi primer
amactir. Kaliteli bir embriyonun eldesinde en Onemli asama embriyo
olusturma potansiyeli yuksek oosit ve spermin eldesidir. Sperm seg¢iminde
morfoloji ve motilite, ICSI uygulamalarinda kullanilan noninvaziv segme
yontemidir. Bu ¢alismada ICSI uygulamalarinda sperm hareketini yavaslatma
amaciyla kullanilan immobilizasyon medyumlarinin, birbirleriyle
karsilagtirmali  olarak, spesifik sperm morfoloji anomalilerinde DNA
fragmantasyonuna etkisinin 1siIk ve elektron mikroskobik dizeyde
degerlendiriimesi amaclanmistir. Bu amagla PVP ve hyaluronat etken
maddelerinin sperm DNA fragmantasyonu uzerine etkileri TUNEL yontemi ile
kantitatif olarak saptanip, morfolojik anomaliler kalitatif olarak elektron

mikroskobisi ile degerlendirilmigtir.
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GEREG VE YONTEM

Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 28 Subat
2012 tarih ve 2012-5/20 no’lu karari ile Tup Bebek Merkezi Androloji
Laboratuvari ile Histoloji ve Embriyoloji AD. Prof. Dr. $Sermin Paker Hucre ve
Embriyo Kultir Laboratuvari, Kultur Laboratuvari Destek Birimi ve Elektron
Mikroskobi Laboratuvarlarinda gergeklestiriimis ve UU. Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi tarafindan UAP(T) 2012/7 numara ile projelendirilmistir.

Orneklerin eldesi ve deney gruplarinin olusturulmasi

Tlp Bebek Merkezi'ne spermiyogram tetkiki icin bagvuran hastalara
calisma ile ilgili ayrintili agiklama yapilip, ‘Bilgilendirilmis Gonulla Olur Formu’
ile onaylari alinarak, semen ornekleri ¢calismaya dahil edildi. Hastalardan 2-3
gunluk cinsel perhiz sonrasi masturbasyon yolu ile elde edilen steril plastik
kaplardaki semen ornekleri, inktibator iginde 30 dk bekletilerek likefaksiyonun
gerceklesmesi saglandi. Makroskobik olarak gorunum, renk ve likefaksiyon
suresinin degerlendirmesi yapildi. Mikroskobik olarak makler sayim kamerasi
kullanilarak sperm konsantrasyon ve motilitesi degerlendirildi. Diff-3
boyamasi (EK-1) yapilarak immersiyon obijektifi ile morfolojik dederlendirilme
yapildi. Spermiyogram tetkiki sonrasi kalan semen 6rnegi g¢alismaya dahil
edildi. Ornekler; kontrol grubu, PVP uygulanacak ve hyaluronat uygulanacak
deney gruplari olusturulmak tzere ayrildi. Degerlendirmeler igin yeterli sperm
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla yapilan 6n c¢alismalar sonucunda;
TUNEL boyamasi igin 10 yL 6rnekte yaklasik 2 milyon, elektron mikroskobik
degerlendirme i¢in 10 milyon sperm hicresi igeren semen ornekleri
eppendorf tliplerine alinarak TUNEL ve transmisyon elektron mikroskobi
(TEM) uygulamalari igin ayrildi. Deney gruplarinda érnekler sirasiyla;

1- 500 pL G-IVF medyumu ile 500 G’de 15 dk santriftij edildi.
2- Supernatantlar uzaklastirilarak, pelet Uzerine 10’ar uyL PVP veya

hyaluronat eklenerek 30 dk oda sicakliginda inkube edildi.
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3- Uzerlerine 500 pL G-IVF medyum ilavesiyle 500 G’de 15 dk sureyle
santrifuj edilerek yikandi.

4- TUNEL boyamasi uygulanacak ornekler lam uUzerine yayilarak oda
sicakliginda kurutuldu ve 1 saat taze hazirlanmis %4 paraformaldehit
(EK-2) immersiyonuna birakilarak fiksasyon gergeklestirildi.

Fiksasyonun ardindan oOrnekler daha sonra boyanmak Uzere —20 °C'de

depolandi.

Elektronmikroskobik Preparasyon

Elektron mikroskobik degerlendirme igin ayrilan 3 gruba ait ornekler,
PVP veya hyaluronat inkibasyonu sonrasi peletin dagiimamasi ve TUNEL
uygulamasinda gerceklesen 30 dk'lik inkubasyon suresini tamamlamak
amaciyla 15 dk sureyle bir kez daha 650 G’de santrifuj edildi. Stipernatant
uzaklastirilarak, pelete taze hazirlanmig 500 uL %3 gluteraldehit (EK-3) ilave
edildi ve +4 °C’de gece boyunca bekletilerek fiksasyon gergeklestirildi.
Fiksasyonu takiben asagida ayrintii olarak belirtilen rutin elektron
mikroskobik doku takibi uygulandi.
1- PBS ile 2x30 dk +4 °C’de yikama
2

Supernatant atilarak, altta kalan peletler parcalanmamasina dikkat
edilerek eppendorf tipten numaralandirimasi yapilmis kiglik cam

siselere alindi.

3- 1 ml %1’lik osmium tetroksit ilavesi ile +4 °C’de siseler aliiminyum
folyo ile 1siktan korunarak 1 saat sureyle postfiksasyon
4- PBS ile 2x30 dk sureyle oda sicakliginda yikama
5- Dehidrasyon (oda isisinda artan konsantrasyonda alkollerle 10’ar dk;
absolu alkolde 2x15 dk)
6- Propilen oksitte bekletme 2x30 dk
7- Propilen oksit/epon (1/1) karisiminda oda sicakhginda 1 gece
inkiibasyon
Parcalar saf epon igersine alinip oda sicakliginda yarim gin bekletildikten

sonra pelet kugultulerek elde edilen parcalar epon kapsullerine gomuldu.
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Polimerizasyonu gergeklestirmek amaciyla 60 °C etlivde 48 saat bekletildi.
Epon bloklardan yari ince kesitler alinarak Olympus BX50-DP71 atagmanli
fotomikroskopta degerlendirildi. Ardindan ince kesitler alinarak grid Uzerine
yerlestirildi. ince kesitlere uygulanan uranil asetat ve kursun sitrat ile
kontrastlamanin ardindan, JEOL JEM 1011 akselere 80 Kv voltajla ¢alisan
transmisyon elektron mikroskobunda analysis programi ile degerlendirilerek

CCD kamera ile fotograflandi.

TUNEL uygulamasi

Sperm DNA fragmantasyon orani terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-biotin nick end labeling
(TUNEL) teknigi ile de@erlendirildi. Calismada In Situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescein (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
kullanilarak, fluorescein-dUTP isaretli tek ve ¢ift DNA kiriklari Gretici firmanin
onerdigi protokol birebir uygulanarak gerceklestirildi. PVP, hyaluronat ve
kontrol gruplarina ait -20 °C’de depolanan yayma preparatlarda metot ve
hidcre sayimi igin uygun buyUklikte bir alanin sinirlari pappen ile belirlendi.
Onerilen protokol dogrultusunda (1-5, 7, 9 ve 11-14 nolu basamaklar oda
sicakhginda gercgeklestirildi);

1- PBS ile 2x15 dk yikama

2- Proteinaz K (50 pL Proteinaz K/50 ml PBS) inktubasyonu 20 dk

3- PBSile 2x5 dk yikama

4- Hidrojen peroksit (64 ml methanole 4 ml hidrojen peroksit
ilavesiyle) inklibasyonu 10 dk

5- PBS ile 2x5 dk yikama

6- Triton X-100 (50 ml PBS'e 125 JL Triton X-100 ilavesiyle)
inkiibasyonu, -20 °C de 5 dk

7- PBS ile 6X5 dk yikama

8- Tunel mixture (kesit bagina 2 pyL enzim, 18 yL label) inkibasyonu,
37 °C etiivde 60 dk

9- PBS ile 2x5 dk yikama
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10-Tunel POD (25 pL/kesit) inkiibasyonu, 37 °C etivde 10 dk

11- PBS ile 2x5 dk yikama

12- DAB boyama (kesit basina 50 uL; 1/9 oraninda DAB substrat,
peroksidaz tamponu karisimi) 10 dk (mikroskop kontrollinde)

13- PBS ile 2x5 dk yikama

14- Rehidrasyon (azalan konsantrasyonlarda alkollerde S’er dips) ve

ksilol uygulamasi ardindan DPX ile kapatma

Degerlendirme ve istatistiksel Analiz

Kesitler Olympus BX50 fotomikroskobunda immersiyon objektifi
kullanilarak incelendi. Kahverengi cekirdek boyanmasi goérulen spermler
TUNEL pozitif, ¢ekirdek boyanmasi gorilmeyen spermler TUNEL negatif
olarak kabul edildi. Pappenle sinirli alan icinde kalan sperm hucrelerinin
sayisi belirlendi. Her lamda boyanma 6zellikleri sperm morfolojik 6zelliklerine
gore degerlendirilip kaydedildi. Tum degerlendirme ve sayimlar ayni Kisi
tarafindan c¢ift tekrarli olarak gerceklestirildi. Elde edilen kantitatif sonuglar
pozitif boyanan sperm sayisi x 100/toplam sperm hucre sayisi seklinde
orantilanarak DNA fragmantasyon yuzdesi belirlendi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizi; Kruskal Wallis testi ile Sigma Plot 12 programi
kullanilarak tek yonli varyans analizi ve paired t-test uygulamasi ile

gerceklestirildi.

20



BULGULAR

Isik Mikroskobik Degerlendirme Bulgulari

Calisma, 11 adet normozoospermik, 14 adet teratozoospermik olmak
uzere toplam 24 Ornekle gergeklestirildi. Calisma kapsamina alinan ancak
IStk ve elektron mikroskobik preparasyonun ardindan gergeklestirilen
kantitatif degerlendiriime asamasinda yeterli hicre sayisinin saglanamamasi
nedeniyle 12, 14 ve 25 nolu ornekler ¢alisma disi birakildi. Normozoospermik
orneklerde (n=11) ortalama sperm konsantrasyonu 105 milyon/ml, sperm
motilite orani %81 ve normal morfolojiye sahip (Diff-3 boyamasi) sperm orani
%36 olarak bulundu. Teratozoospermik ejakulatlarda (n=13) ortalama sperm
konsantrasyonu 65 milyon/ml ve sperm motilitesi %58 idi. Diff-3 boyamasi
sonrasi teratozoospermik 14 ejakulatta normal morfolojili sperm orani %12
olarak  bulundu. Morfoloji anomalisine sahip spermlerin  detayl
degerlendiriimesi sonucunda; %65 oraniyla ilk sirada bas anomalisi (kuguk,
buydk, cift, pinhead, piriform, yuvarlak, sitoplazmik vakuolli vb), %11
oraniyla boyun anomalisi (kirik, asimetrik giris vb), %4 oraninda sitoplazmik
droplet ve %5 oraninda kuyruk anomalisi (kisa, duzensiz, gift kuyruk vb)
g6ruldu (Tablo-4).

Kontrol ve deney gruplarina ait kesitler TUNEL uygulama sonrasi
degerlendirilerek, DNA fragmantasyon orani ve sperm morfoloji anomalileri
kargilastinlip aralarindaki korelasyon tartisildi. Normal morfolojili ve farkl
morfoloji anomalili spermlerin Diff-3 boyama ve TUNEL sonrasi DNA
fragmantasyonuna ait pozitif ve negatif form goérintileri Sekil-10'da
gosterilmistir.

TUNEL uygulama sonrasi 11 normozoospermik ve 14
teratozoospermik ejakulata ait 6rneklerde morfoloji ve DNA fragmantasyon
oranlari hesaplandi. Normozoospermik ejakulatlarda; kontrol grubunda DNA
fragmantasyon orani, ortalama %33.90 oraninda gorulen normal morfolojili

spermlerde %1.27, ortalama %41.63 oraninda anormal bag morfolojili
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spermlerde %21.96, ortalama %8.45 oraninda go6rilen anormal boyun
morfolojisinde %15.85 olarak bulundu. Ortalama %6.36 oraninda saptanan
anormal kuyruk morfolojili spermlerde DNA fragmantasyonu %0.83 olarak
saptandi (Tablo-4 ve 5). PVP grubunda ortalama sperm DNA fragmantasyon
orani, normal morfolojili spermlerde %2.41, anormal bas morfolojili
spermlerde %30.69, anormal boyun morfolojisinde %26.79 ve anormal
kuyruk morfolojisinde %9.09 olarak bulundu (Tablo-4 ve 5). Hyaluronat
grubunda ortalama sperm DNA fragmantasyon orani, normal morfolojili
spermlerde %1.57, anormal bas morfolojili spermlerde %28.99, anormal
boyun morfolojisinde %16.73 ve anormak kuyruk morfolojisinde %6.06 olarak
bulundu (Tablo-4 ve 5). Teratozoospermik ejakulatlarda; kontrol grubunda
DNA fragmantasyon orani, ortalama %12.38 oraninda goérulen normal
morfolojili spermlerde %1.37, ortalama %65.46 oraninda gorulen anormal
bas morfolojili spermlerde %18.87, ortalama %11.23 oraninda goérulen
anormal boyun morfolojisinde %8.61, ortalama %4.53 oraninda saptanan
anormal kuyruk morfolojili spermlerde %2.61 olarak bulundu (Tablo-4 ve 5).
PVP grubunda oralama sperm DNA fragmantasyon orani, normal morfolojili
spermlerde %3.70, anormal bas morfolojili spermlerde %29.72, anormal
boyun morfolojisinde %23.97 ve anormal kuyruk morfolojisinde %8.55 olarak
bulundu (Tablo-4 ve 5). Hyaluronat grubunda ortalama sperm DNA
fragmantasyon orani, normal morfolojili spermlerde %6.63, anormal bas
morfolojili spermlerde %31.54, anormal boyun morfolojisinde %17.16 ve

anormal kuyruk morfolojisinde %2.38 olarak bulundu (Tablo-4 ve 5).
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Tablo-4: Normozoospermik ve teratozoospermik ejakulatlarin spermiyogram

ve morfoloji sonugclari.

Or. Sperm Total Total Total Bas Boyun Kuyruk
No | Konsant Sperm Motilite Anormal Anomali | Anomali | Anomali
x10% /ml Sayisi % Morfoloji % % %
x108 %
2* 56 224 82 43 30 4 3
4* 38 133 79 68 51 6 4
7 175 175 50 70 30 16 10
9* 59 295 76 68 55 6 5
10* 62 217 89 70 52 1 7
15* 192 576 83 37 28 6 2
16* 35 70 71 68 34 9 18
17* 213 959 92 70 52 5 8
18* 112 336 89 70 40 16 9
21* 91 273 88 70 35 13 3
24* 125 313 94 66 51 11 1
1 15 53 19 99 94 0 1
3 136 612 76 85 58 9 9
5 81 122 64 94 46 21 13
6 19 76 32 96 72 13 3
8 93 605 73 77 54 13 2
11 153 153 85 77 67 7 1
13 26 65 62 86 67 11 5
19 87 174 5 88 64 14 4
20 27 108 74 80 53 14 5
22 84 336 75 82 58 16 6
23 27 54 56 87 66 8 4
26 80 440 81 89 66 12 4
27 20 70 55 99 86 8 2
N* 105 325 81 64 42 8 6
ort.
T 65 221 58 88 65 11 5
ort.

*: Normozoospermi grubu (n=11), T: Teratozoospermi grubu (n=13).
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TUNEL uygulama sonrasi DNA fragmantasyon oranlari.

Tablo-5
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00 | 00 | 00 | 00 | 0S¢ | 00 | ¥Sz | 292 | 98 | 00 | 00 | 00 OvE | 0GL | 06F | 0%l | .72
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*: Normozoospermi grubuna ait érnekler, K: Kontrol grubu, P: PVP grubu, H: Hyaluronat

grubu.
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Normal morfoloji a1 az2 a3
. -
&
Blyik bas b1 b2 b3
' ©
&
Kuglk bas c1 c2 c3
Yuvarlak bas d1 d2 d3
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Uzun bas e1 e2 ed
\
Piriform bas f 1 f2 f3
. .
Pinhead anomalisi g 1 g2 g3
Vakuol h 1 h2 h3
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Cift bas j 1 2 j3
Kivrik boyun k 1 k2 k3
-o
Sitoplazmik droplet m 1 m 2 m 3
Kivrik kuyruk n 1 n2 n3
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Cift kuyruk o 1 02 03

Sekil-10: Normal (a1) ve farkli anormal morfolojilere sahip spermatozoalarin
(b1-01) Diff-3 boyama sonrasi, benzer morfolojik 6zellikteki spermatozoalarin
TUNEL metodu sonrasinda DNA fragmantasyonu negatif (a2-02) ve pozitif
gorunumlerinin mikrofotograflari (a3-03) (X100).

Deney gruplarinin istatistiksel analizinde; Kruskal-Wallis testi ile
gruplar genel olarak degerlendirildiginde kontrol, PVP ve hyaluronat
gruplarinda olusan DNA hasari, kontrol grubu lehine istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0.006). Morfolojik O&zelliklere goére; 3 grup birbiriyle
kargilastinldiginda bas ve boyun anomalilerinde olusan DNA hasari
agisindan kontrol grubu lehine istatistiksel olarak anlamhlik bulunurken
(p=0.004 ve p=0.040), normal morfolojili spermlerde, kuyruk, sitoplazmik
droplet ve serbest bas morfolojilerinde DNA hasar oraninda anlamlilik
saptanmamigtir (p=0.661, p=0.537, p=0.808 ve p=0.923) (Tablo-6).
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Tablo-6: PVP ve hyaluronat gruplarinda olusan DNA hasarinin morfolojik

ozellikler ile iligkisi.

Deney
Grubu PVP Hyaluronat Kontrol
Grubu (n=24) | Grubu (n=24) | Grubu (n=24) | p degeri

Ozellik Ortx(min-max) | Ort¥(min-max) | Ort+(min-max)
Toplam DNA 25 (7-42) 23 (8-48) 14 (3-38) 0.006*
fragmantasyonu
Normal morfoloji 0 (0-8) 0 (0-5) 0 (0-4) 0.661
Bas anomalisi 18 (6-36) 20 (4-36) 10 (3-36) 0.004*
Boyun anomalisi 2 (0-8) 2 (0-7) 1 (0-6) 0.040*
Kuyruk 0 (0-5) 0 (0-2) 0 (0-3) 0.537
anomalisi
Sitoplazmik 0 (0-3) 0 (0-2) 0 (0-2) 0.808
droplet
Serbest bas 0 (0-5) 0 (0-3) 0 (0-5) 0.923

Ornekler Klinik alt gruplarina gore ayrilarak olusan DNA hasari paired
t-testi ile degerlendirildiginde, normozoospermi grubunda (n=11); kontrol-
PVP grubu ve kontrol-hyaluronat grubu arasinda yapilan karsilastirmada,
olusan DNA hasari bakimindan ayri ayri istatistiksel anlamhlik bulunurken
(p=0.004, p<0.001), PVP-hyaluronat gruplari arasinda yapilan
kargilastirmada anlamhlik saptanmamistir (p=0.637). Teratozoospermi
(n=13) klinik alt grubunda, DNA hasari bakimindan kontrol-PVP grubu ile
kontrol-hyaluronat gruplari birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlihk bulunurken (p<0.001 ve p<0.001), PVP-hyaluronat gruplari
arasinda DNA hasari olusumu acisindan anlamlilik saptanmamistir
(p=0.694) (Sekil-11, Tablo-7).
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Sekil-11: Klinik alt gruplarda gorulen DNA hasar oranlari ve deney gruplari

ile arasindaki korelasyonu.

Tablo-7: Klinik alt gruplarin kontrol, PVP ve hyaluronat gruplarinda gorulen

DNA hasarinin karsilastirmasi

Klinik alt gruplar

Normozoospermi grubu

Teratozoospermi grubu

(n=11) (n=13)

Deney gruplari Ort £ SEM p degeri Ort £ SEM p degeri

Kontrol grubu 15.27+3.05 15.39+2.80
________________________________________________________ 0.004* | | <0.001*

PVP grubu 22.36+3.08 25.8412.63

Kontrol grubu 15.27+3.05 15.39+2.80
________________________________________________________ <0.001*| | <0.001*

Hyaluronat grubu 21.27+3.29 24.92+3.27

PVP grubu 22.36+3.08 25.8412.63
________________________________________________________ 0637 | | 0.694

Hyaluronat grubu 21.27+3.29 24.92+3.27
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Klinik alt gruplara ayriimaksizin bas ve boyun morfoloji
anomalilerinde saptanan DNA fragmantasyonunun istatistiksel anlamliligi
klinik gruplara gore analiz edildiginde; normozoospermi grubunda (n=11)
kontrol ve deney gruplari arasindaki karsilastirmada, bas ve boyun morfoloji
anomalisinde (p=0.250 ve p=0.252) ve farkli anormal morfolojili spermlerde
olusan DNA hasari tum deney gruplar icinde tek yonlu varyans analizi

testiyle degerlendirildiginde istatistiksel anlamlilik bulunmadi (Sekil-12).

40

I Kontrol
/3 PVP
I Hyaluronat
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o
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o
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Normal Morfoloji ~ Bag Anomalisi  Boyun Anomalisi  Kuyruk Anomalisi ~ Sitoplazmik Droplet

Sekil-12: Normozoospermi klinik alt grubunda, kontrol ve deney gruplarinda
gorulen DNA hasarinin karsilastirmasi.

Teratozoospermi grubunda (n=13) bas anomalisine sahip spermlerde
kontrol-PVP ve kontrol-hyaluronat gruplari arasindaki karsilastirmada, olusan
DNA hasari agisindan kontrol grubu lehine anlamhlik saptandi (p<0.001,
p<0.001). Teratozoospermi grubunun boyun anomalili spermlerde yapilan
kargilastirmasinda ise sadece  kontrol-PVP  gruplari  arasindaki
kargilagstirmada kontrol grubu lehine istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmistir (p=0.036) (Sekil-13, Tablo-8).
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Sekil-13: Teratozoospermi klinik alt grubunda, kontrol ve deney gruplarinda
goOrulen DNA hasarinin karsilastirmasi.

Tablo-8: Teratozoospermi grubunda istatistiksel anlamlilik bulunan bas ve
boyun anomalileri igin PVP ve hyaluronat gruplari arasindaki DNA hasar
iligkisi.

Morfolojik dzellik
Bas anomalisi Boyun anomalisi

Deney gruplari Ort £+ SEM p degeri Ort £+ SEM p degeri

Kontrol grubu 18.87+3.36 8.61+2.89
________________________________________________________ <0.001*|\ | 0.036*

PVP grubu 29.72+3.41 23.97+5.75

Kontrol grubu 18.87+3.36 8.61+2.89
77777777777777777777777777777777777777777777777777777777 <0.001*| | 0.109

Hyaluronat grubu 31.54+4.37 17.1614.01
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Elektron Mikroskobik Degerlendirme Bulgulari

Kontrol ve deney gruplarina ait normozoospermik ve
teratozoospermik orneklerde, anormal sperm morfolojilerinin ultrastriktarel
gorundmlerinin, sperm DNA hasarinin ve nekroz belirtilerinin ultrastrikturel
kanitlarinin degerlendirmesi yapildi.

Kontrol grubuna ait normo ve teratozoospermik orneklerde, normal
morfolojili spermlerin yanisira gesitli ¢ekirdek, akrozom, boyun ve kuyruk
anomalilerine sahip spermler goruldu (Sekil-14 ve 15). Bas anomalili (amorf,
piriform, yuvarlak, vakuoler, kiguk, tapered, ¢ift bas) spermler yogunlukta
olmak Uzere, cesitli sperm morfoloji anomalileri gozlendi (Sekil-16, 17, 18).
Normal DNA yapisinda kondanse kromatine sahip spermlerin yanisira, farkl
boyutlarda vakuoller igeren, kromatin yapisi dekondanse spermatozoalar
goruldu (Sekil-19). Akrozom yapisi degerlendirildiginde; akrozomal matrikste
sisme ve filamantéz gorinume sahip ya da akrozomun hi¢ gelismedigi
yuvarlak bag anomalili spermatozoalara rastlandi (Sekil-14, 16, 18 ve 19).
Kontrol normo ve teratozoospermi gruplarinda sperm boyun ince yaplilari
degerlendirildiginde, normal boyun morfolojisi gosteren spermlerin yanisira
(Sekil-14 ve 19), boyun bodlgesinde mitokondriyal yapilarda sisme,
disorganizasyon ve krista kaybinin oldugu spermatozoalar gozlendi (Sekil-
18). Spermiyogenez sirasinda sitoplazmik ¢ekilmenin tam olarak
gerceklesmemesi sonucu boyun bdlgesinde lokalize sitoplazmik droplet
anomalisi ve bu bdlgede membran butinlugunu koruyan mitokondrionlar ile
translUsen vezikul yapilarina sahip spermatozoalar gozlendi (Sekil-17 ve 18).
Sperm kuyruk ince yapilari de@erlendirildiginde, normozoospermik ve
teratozoospermik orneklerde normal morfoloji gdsteren kuyruk aksonem
yapilarinin gogunlukta oldugu, ancak yer yer kesitlerde aksonemal yapilarda
disorganizasyon ve tubuler yapilarda silinmelerin varligi gézlendi (Sekil-15).

PVP  ve hyaluronat  uygulanan  gruplara ait  kesitler
degerlendirildiginde, teratozoospermik orneklerde daha yogun olmak Uzere
kontrol grubu ile benzer morfoloji anormalilerine sahip spermatozoalar

goruldu (Sekil-20 ve 21). Tum gruplarda gorulen buyuk vakuole granuler
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yapida kromatin yapisina sahip ¢ekirdek ve akrozomal yapida degisimlerin
gozlendigi, boyun bolgesinde sitoplazmik reziduvlerle vezikullerin ve
mitokondriyonlarda sisme ile krista yapilarinda bozulmalarin goruldugu
hicreler apoptotik aktivasyon gosteren spermatozoalar olarak degerlendirildi
(Sekil-22-26). Bu kesitlerde mitokondrion membran ve hlcre membran
batunligunun  korundugu gozlendi. Kesitlerde akrozomun vyer yer
batunligunu kaybettigi ya da tamamen yok oldugu (Sekil-27), nukleolemmal
yapisal butinligun bozuldugu ve yer yer parcalandigi, anormal morfolojili
cekirdege sahip, plazma membran harabiyeti gergceklesmis, c¢ekirdek
kromatin yapisi dagilmig hucreler, lizisin gerceklesmesiyle nekroza giden

spermatozolar olarak degerlendirildi (Sekil-26 ve 28).
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Sekil-14: Normozoospermik kontrol grubunda; normal bas, boyun morfolojili
(=») ve elonge (%), piriform (%), akrozomsuz yuvarlak bas (v') morfoloji
anomalilerine sahip spermatozoalarin izlendigi mikrofotograf, 6000k. (NB:
Normal boyun morfolojisi, aa: akrozomal yapida bozulma).

Sekil-15: Normozoospermik kontrol grubunda normal kuyruk morfolojisi (%)
yaninda, aksonem bileseni periferik mikrotibdllerde silinmenin (<)
g06zlendigi mikrofotograf, 25k.
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Sekil-16: Teratozoospermik kontrol grubunda normal bas (=) morfolojisi,
akrozomsuz yuvarlak (v'), uzun (<), piriform (%) bas anomalileri ile
akrozom anomalilerinin (aa) izlendigi mikrofotograf 6000k.

Sekil-17: Teratozoospermik kontrol grubunda sitoplazmik droplet (SD) ve
icinde transliisen vezikillere (sv) sahip spermatozolara ait mikrofotograf, 15k.
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Sekil-18: Teratozoospermi grubunda akrozomu bulunmayan yuvarlak bas
anomalisi (v) ile vezikillere sahip (sv) sitoplazmik droplet (SD) ve
ekvatoryal bolgesinde membran bitinligli bozulmus, lizise (¥) giden
spermatozoa mikrofotografi, 15k. (V: vakuol, mt: mitokondrial
disorganizasyon).

Sekil-19: Teratozoospermik kontrol grubunda kondanse (KK) ve graniler
kromatinli (GK) spermatozoalara ait mikrofotograf, 12k. (NB: normal boyun
morfolojisi, ¥: akrozomal sisme, V: vakuol ).
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Sekil-20: Teratozoospermik PVP deney grubuna ait cesitli morfoloji
anomalilerinin izlendigi mikrofotograf, 10k. (V: vakuol, aa: akrozomal
anomali, *:piriform bas, BB: blylk bas, <: uzun bas, KB: kiiglik bas
anomalisi, <:mikrotibdler silinme).

Sekil-21: Teratozoospermik hyaluronat deney grubunda siklikla izlenen bas
morfoloji anomalilerine ait mikrofotograf, 7500k. (V: vakuol, aa: akrozomal
anomali, *:piriform bas, v'v:amorf bas, <: uzun bas anomalisi, <:
mikrotubuler silinme).
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Sekil-22: Normozoospermik PVP grubuna ait subakrozomal sislik(%) ile
akrozom anomalisinin (aa) izlendigi vakuole (V) ve graniler kromatinli (GK),
postakrozomal membran dretimi (M) gosteren apoptotik spermatozaya ait
mikrofograf. Sitoplazmik droplet (SD) i¢i disorganize mitokondri (mt) ve
vezikiller (sv) izlenmektedir, 20k.

Sekil-23: PVP uygulanan teratozoospermi grubuna ait vakuole (V)
dekondanse granller kromatini (GK) ile apoptotik spermatozoa
mikrofotografi, 20k.
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Sekil-24: Teratozoospermik hyaluronat grubuna ait Ornekte akrozom
anomalisi (aa) ile subakrozomal sislik (%) ve amorf bas anomalisi (v'v) ile
disorganize mitokondrial sismenin (mt) gézlendidi mikrofotograf, 10k.

Sekil-25: Teratozoospermik hyaluronat grubuna ait kesitte mitokondriyon
krista yapilarinda silinmelere (A) isaret eden mikrofograf, 25k. (mt:
mitokondrial disorganizasyon ve sisme).
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Sekil-26: PVP uygulanan teratozoospermik gruba ait sitoplazmik droplet (SD)
icinde disorganize ancak membran butlnliglu saglam mitokondrionlara (mt)
sahip spermatozoa mikrofotografi, 20k. (GK: graniler kromatin, sv : vezikiil,
aa: akrozom anomalisi)

Sekil-27: Akrozomal butinlGgini kaybetmis (1) vakuolli (V) ve granuler
kromatine (GK) sahip, c¢ekirdekte lizis (V¥) ile nekroza giden
normozoospermik PVP grubuna ait spermatozoa mikrofotografi, 20k.

(<: mikrotibuler silinme).
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Sekil-28: Teratozoospermik hyaluronat grubuna ait akrozom yapisi ve hiicre
membran butinligu bozulmus, cekirdek kromatin yapisi dagiimis nekroza
giden spermatozoa (\V\) mikrofotografi, 25k.
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TARTISMA VE SONUG

Programli hicre 6limu (apoptoz) birgok multiselliler organizmanin
homeostazisinde, diferansiyasyon ve blyumenin regulasyonunda rol
oynayan onemli bir biyolojik surectir. Normal insan testis ve ejakulatinda
goérulen fizyolojik bir mekanizmadir. Spermatogenez olduk¢a kompleks bir
biyolojik gelisim surecidir. Testiste spermatogenez surecini duzenleyen
kontrol mekanizmasi apoptozdur (56). Testiste spermatogonium, spermatosit
ve spermatidlerde yogun apoptotik faktér aktivasyonu gosterilmistir (80).
Kaspaz aktivasyonu, fosfotidil serinin eksternalizasyonu, mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisim ve DNA fragmantasyonu insan ejakulat
sperminde gorulen apoptotik belirleyicilerdir. Bu belirtecler subfertil erkekte
ve fonksiyonel kapasitesi duslk spermatozoada daha fazladir (38,39).
Intratestikiiler ~ programli  hiicre  6limi  spermatogenezisin  klonal
ekspansiyonunun kontrolinu saglayan bir mekanizma olarak kabul edilmistir
fakat ejakulat sperminde goérllen apoptozisin biyolojik temeli hala
aydinlatilamamistir (56,62).

Apoptotik olumun biyokimyasal karakteristik 6zelligi endojen
endonukleazlarin  aktivasyonu ve bunun sonucunda gelisen DNA
degradasyonu, kromatin dekondansasyonu ve DNA cift zincir yapisinda
olusan kirilmalardir. Bu kiriklar eksojen DNA polimeraz (nick-translation
assay) veya TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) kullanilarak
saptanabilir. TdT temelli reaksiyon apoptotik hucrelere spesifiktir ve DNA
kiriklari apoptoza giden hucrelerin nekrotik hucrelerden ayirtedilmesine izin
verir.

Sperm DNA hasar orani, erkek fertilite potansiyelini gostermede
faydali bir belirleyici olarak kabul gérmektedir (34,58,62,65,76,81).
Literatirde sperm DNA hasar derecesinin fertilizasyon basarisini
etkilemedigini (44,81) veya olumsuz etkileri oldugunu bildiren c¢aligmalarin
yani sira (38,39,45,48), yalniz embriyo kalitesi Uzerine olan negatif etkisi (31)

ve spontan abortus ile korelasyonu Gzerinde duran ¢alismalar mevcuttur
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(40-43). Gunumuzde ICSI igin morfoloji ve motilite esasli sperm secimi
yapilmakta ve bu yolla elde edilen sperm, oosit icine enjekte edilmektedir
(31,38). WHO veya Kruger kriterlerine gore degerlendirilen sperm morfolojisi,
erkek fertilite potansiyelinin tahmininde yetersiz kalmaktadir (33). Anormal
morfolojili, disik motiliteye sahip ve/veya DNA hasarina sahip spermler
normal fertilizasyon slrecinde elimine edilebilirken, ICSI isleminde bu
asamanin by-pass edilmesi nedeniyle DNA yapisi hatali spermin oosit
sitoplazmasina  enjekte  edilme  riski  bulunmaktadir  (30,32,44).
Mikroenjeksiyonda anormal DNA yapisina sahip spermin enjekte edilmesi
durumunda, oositin hasar derecesine bagli olarak sinirli dlgide spermi
onarabilme vyetenegine sahip olmasi nedeniyle ICSI ile fertilizasyon
saglanabilmekte, fakat embriyoda mutasyonlarin gelisimi ile hentz tam
olarak bilinmeyen pek ¢ok c¢ocukluk ¢adi hastaigi agisindan risk
olusmaktadir (30,31,57). Rutin morfoloji degerlendirmesi ile sperm kromatin
yapisi ve DNA icerigi hakkinda yetersiz bilgi saglanirken, ornegi hemen ICSI
oncesi DNA hasari acgisindan degerlendirip mikroenjeksiyonda kullanimini
mumkun kilacak bir yontem bulunmamaktadir (25,32,37,68). Bu nedenle rutin
ICSI uygulamalarinda sperm morfolojisi ile DNA hasari arasindaki
korelasyon, yuksek fertilizasyon basarisi ve kaliteli embriyo eldesi agisindan
onemini korumaktadir.

ICSI uygulamalarinda spermin hareketsizlestiriimesi amaciyla
yapilan kuyruk kirma iglemi, sperm plazma membraninda hasar olusturarak
akrozom reaksiyonunu baslatir ve oositin sitoplazmik aktivasyonunu saglar.
Sperm kuyruk kirma isleminin fertilizasyon basarisini arttirdigi  kabul
edilmektedir (13-15). Bu uygulama esnasinda sperm hareketini yavaglatmak
amaclyla sentetik polimer PVP veya hyaluronat kullaniimaktadir. ICSI
uygulamalari sirasinda, manipulasyon hatasina bagh olarak PVP’nin
ooplazma igine girmesi durumunda, PVP hlcre disina atilamamakta ve
lizozomal enzimlerce sindirilememektedir (17). Hyaluronat ise PVP’nin aksine
lizozomal enzimlerde sindirilebilmektedir  (20). Insan  spermi-PVP
inkiibasyonu sonrasi yapilan elektron mikroskobik degerlendirmede, PVP’nin

sperm akrozom, nukleus sekil ve kromatin yapisi ile mitokondrionlarda
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morfolojik yapida bozulmalara neden oldugu, aksonemal yapilari ise minimal
derecede etkiledigi gosterilmigtir. PVP’nin plazma membraninda olusturdugu
harabiyet istatististiksel olarak anlamli bulunmustur (13).

Yapilan hayvan galismalarinda, PVP’nin plazma membrani Uzerine
stabilize edici etkisi ve bu etkinin spermin penetre oldugu oositlerde kalsiyum
ossilasyonunu geciktirdigi, nuklear dekondansasyonu Onledigi bildirilmistir
(13,20). ICSI uygulamalarinda sperm membran ve kromatin butunlagunin
korunmasi icin PVP inkubasyon suresinin kisa tutulmasinin gerekliligi 21
infertil erkek ejakulatinda gosterilmistir (19). Belirtilen ¢calismada 15, 30 ve 60
dakika sureyle PVP inkubasyonu uygulanmig, inkibasyon suresinin artisiyla
sperm membran ve kromatin butunligunun bozuldugu gosterilmistir. Bu
calismada 30 dk sureyle PVP veya hyaluronat inkiibasyonu uygulanmigstir.
Bu sire, rutin ICSI uygulamalari sirasinda immobilizasyon medyumu iginde
sperm yuzdirme sureci ve uzun inkiibasyonu gerektiren TESE uygulamalari
da dikkate alinarak belirlenmistir.

PVP’ye alternatif olarak genital traktin fizyolojik bileseni olan
hyaluronat kullaniimaktadir (25). Matlur spermatozoalarda daha yuksek
dansitede hyaluronik asit reseptor sayisinin bulunmasi ve oositi ¢cevreleyen
kumulus ooforus’un ekstraselliler matriks ara maddesinin bir komponenti
olan hyaluronata baglanma kapasitelerinin yuksek olmasi, ICSI
uygulamalarinda dolleme kapasitesi yuksek, matur spermin secilmesinde
hyaluronat kullanimini saglamistir. Bu yolla segilen spermle yapilan
mikroenjeksiyon “Fizyolojik ICSI” olarak kabul edilmektedir (25-28). Ayrica
hyaluronat, motilitenin azaltiimasinda ve manipulasyon kolayligi saglamada
PVP kadar etkin bulunmustur (16,23). PVP ve hyaluronat ile 30 dk inkibe
edilen oligozoospermik orneklerde ve dondurulmus ¢o6zulmus oligo ve
normozoospermik  orneklerde  Comet yontemiyle DNA  butinlagu
degerlendirildiginde, PVP’nin DNA  fragmantasyonunu indukledigi,
hyaluronatin ise kontrol grubuna esdeger oldugu tespit edilmigtir (22).
Permeagani ve ark. (26) 15 dk sureyle PVP ile inkube edilen veya
hyaluronata baglanarak secilmis normo ve oligozoospermik 6rneklerdeki

DNA hasarini, sperm kromatin dagilim metodu ile degerlendirdiklerinde;
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hyaluronata baglanarak secilen sperm grubunda hasarin, istatistiksel olarak
anlamli seviyede dustugu, fertilizasyon, implantasyon ve embriyo gelisiminin
yuksek oldugu, ancak istatistiksel anlamhliginin bulunmadigini bildirmislerdir.

Bu calismada insan spermatozoasinda apoptotik aktivasyonun
varhigini, farkh klinik alt gruplarda ve iki immobilizasyon medyumu (PVP ve
hyaluronat) ile inklibasyon sonrasi, terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) aktivitesinin artigi kantitatif olarak gosterildi ve sperm apoptotik
aktivasyonu ultrastrikturel delillerle desteklendi. Erkek faktorine bagli
infertilitede, ICSI adayi olan hastanin koétlu kalitede sperm 6rnedine sahip
oldugu ve bu orneklerde DNA hasar oraninin daha yuksek oldugu
bilinmektedir (38,45). Yapilan calismalarda oligozoospermik,
astenozoospermik, terarozoospermik veya birka¢ parametredeki bozuklugun
bir arada bulundugu olgularda, sperm anoploidi orani daha yuksek
bulunmustur (50-52,55). Bu c¢alismada normozoospermik Ornekler ile
teratozoospermik drneklere ait klinik alt gruplari olusturdu. Rutinde kullanilan
iki farkh sperm immobilizasyon medyumunun etkileri, sperm apoptotik
aktivasyonuna etkisi baz alinarak degerlendirildi.

Calismada elde edilen verilerin sonucunda; klinik alt gruplar dikkate
alinmaksizin ham semenin degerlendirildigi kontrol grubuna ait 6rneklerde
DNA fragmantasyon orani, PVP ve hyaluronat uygulanan gruplardan dusuk
bulundu. Sperm immobilizasyon medyumu ile inkibasyon sonrasi
degerlendirilen normozoospermik ejakulatlarda en dusuk apoptotik
aktivasyon normozoospermik-kontrol (NK) grubunda saptandi. NK ve
normozoospermik-PVP  (NP) ile NK-normozoospermik-hyaluronat (NH)
gruplari arasindaki DNA fragmantasyon oraninin karsilastirmasinda kontrol
grubu lehine istatistiksel agidan anlamlilik bulundu. Bu sonug immobilizasyon
medyumu ile inkibasyon sonrasi sperm apoptotik aktivasyonunun arttgini
gostermektedir. Ham semenin degerlendirildidi teratozoospermik erkeklere
ait orneklerde (TK) ve immobilizasyon medyumlarinda inkibe edilen
teratozoospermik-PVP (TP) ile TK-teratozoospermik-hyaluronat (TH) gruplari
arasindaki DNA fragmantasyon oraninin kargilastiriimasinda kontrol grubu

lehine istatistiksel olarak anlamliik bulundu. Normozoospermik ve
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teratozoospermik gruplarda PVP ve hyaluronat uygulanan gruplar arasinda
olugsan DNA hasari bakimindan istatistiksel anlamhlik saptanmadi.

Apoptozis ve seminal parametreler arasindaki iligki
degerlendirildiginde, anormal morfoloji ile birlikte DNA fragmantasyon
oraninin arttigr  gorulmustur. Ozellikle atipik bas morfolojilerine sahip
spermatozoalarda DNA fragmantasyon orani istatistiksel olarak anlamli
dizeyde yuksek bulunmustur. Bu bulgular spermatogenezin morfolojik
degisim surecindeki disregulasyonunun sperm g¢ekirdek kromatin yapisi ve
DNA fragmantasyon oraninda artisa neden oldugunu goéstermektedir. Bu
verilerimiz literatlrdeki verileri destekler niteliktedir (44,45,49).

Rutin ICSI uygulamasindaki sperm membran hasari
olusturulmaksizin PVP ve hyaluronat etken maddelerinin membran yapilari
uzerine olasi etkilerinin ayri ayri ultrastruktturel duzeyde degerlendirildigi bu
calismada, sperm ultrastrukturel yapi degisimleri ile membran ve kromatin
buatinligunun korunmasi agisindan immobilizasyon medyumlari ile olan
inkubasyon surelerinin kisa tutulmasinin gerekliligi (19) literaratir bulgularini
destekler bulunmustur. Yuksek DNA hasar oranina sahip sperm orneklerinin
kimyasal ve gevresel ajanlarin toksisitesine daha duyarh oldugu bildirilmigtir
(63,78). PVP ve hyaluronatin saglam yada anomalili sperm Uzerine etkisi,
seciciligindeki dlgut ve olusturacagi hasarin gucu belirsizdir.

Bu calismada PVP ve hyaluronatin spermatozoa yapisi Uzerine
Ozellikle membran ve kromatin yapisi Uzerine hasarlandirici etkiye sahip
oldugu goézlenmigtir. Ultrastrikturel degerlendirmelerin sonucunda, ejakulat
sperm morfolojisinde goérulen nuklear ve sitoplazmik yapidaki degisiklikler,
literatlrde  sperm  apoptotik  aktivasyonunu tanimlayan  morfolojik
gorunumlerle uyumlu bulundu (42,74,78,79). Apoptoza giden spermlerde
goérulen diger dejeneratif Ozellikler apoptoz mekanizmasindan ziyade,
apoptoz slrecinin bir sonucu olarak degerlendirildi. NUklear membranin asiri
uretimi, alisilmamis kromatin paterni apoptozla iligkili olabilir. Sperm kromatin
yapisinda gorulen fibriler-mikrograniler kromatin kaybi ve kromatin
dagihminda kutuplagsma, apoptotik suregte nuklear materyalin yikiminin

sebep oldugu ultrastriktirel dizeydeki morfolojik  gorintumlerdir.
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Ultrastrukttrel duzeyde yapilan incelemeler ile TUNEL uygulamasinda elde
edilen bulgular, hasarin PVP ve hyaluronat etken maddelerinde esdeger
duzeyde oldugu, klinik alt gruplara gore degerlendirildiginde ise var olan
morfoloji anomalili spermler Gzerine olan hasarlandirici etkinin daha fazla
oldugu yonundedir.

Sonu¢ olarak; seminal sividaki sperm DNA fragmantasyonu,
spermatogenez surecindeki aksamalar ve fizyolojik sartlarla iligkilidir.
Spermiyogenez kontrol sistemindeki deregulasyonun bir sonucu olarak
sperm apoptotik aktivasyonu gerceklesmektedir. IVF uygulamalarinda invitro
sartlarda spermin inkube edildigi immobilizasyon medyumlarinin sperm
apoptotik aktivasyonunu indukleyici etkisi vardir. Bu aktivasyon sperm
anormal morfolojisi ve Ozellikle atipik bas morfolojilerinde daha belirgindir.
Matlrasyon slrecini tamamlamamis intratestikller sperm ile yapilan ICSI
uygulamalarinda immobilizasyon medyumlarinin sperm DNA fragmantasyon

oranini arttirici etkisi pratik uygulamalarda dikkate alinmalidir.
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EK-1:

EK-2:

EKLER

Diff-3 Boyamasi: hazir ticari solusyonlar
Diff-3 fiksatif: 5 dips

Solusyon A: 4 dips

Solusyon B: 3 dips

Rinse Buffer — lam pembelesene dek yikanir.

%4 Paraformaldehit fiksatifin hazirlanmasi:

80 ml distile suda, 4 gr paraformaldehit 58 °C’ye dek karistirilarak
eritilir.

Isitici kapatilip 0,8 ml NaOH ilave edilip bir yandan karistirilarak
solusyonun berraklasmasi gozlenir.

Solusyon suzdurulip 100 ml'ye PBS tampon ile tamamlanir.

1 M NaOH/HCl ile pH 7,4’e ayarlanir.

: %3 Gluteraldehit fiksatifin hazirlanmast:

5 ml PBS (pH 7,4)
0,75 ml %25 gluteraldehit
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