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1. ÖZET 

SPERM KRİYOPREZERVASYONUNUN OKSİDATİF STRES, DNA 

FRAGMANTASYONU, KROMATİN YAPI VE mTOR EKSPRESYONUNDA 

MEYDANA GETİRDİĞİ DEĞİŞİKLİKLER İLE SPERM PARAMETRELERİ 

ÜZERİNE ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

Dünya Sağlık Örgütüne göre 1 yıl düzenli ve korunmasız cinsel birlikteliğe rağmen 

gebelik elde edilememesi infertilite olarak tanımlanmaktadır. İnfertil çiftlerin yaklaşık 

%50'sinde erkek faktörünün primer veya katkıda bulunan faktör olduğu 

düşünülmektedir. Günümüzde, infertilite dahil olmak üzere farklı sebeplerle spermin 

dondurularak saklanması sperm kriyoprezervasyonu olarak bilinmektedir. İşlem 

sırasında, soğuk şoku ve buz kristali oluşumunun indüklenmesi ile sperm 

parametreleri, DNA ve hücresel yapılar olumsuz etkilenmekte, fertilizasyon oranı ve 

embriyo kalitesinin düştüğü öne sürülmektedir. Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), 

biyolojik homeostazın merkezi düzenleyicisi ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağında 

fonksiyon gösteren anahtar bir kinazdır. Erkek üreme sisteminin birçok aşamasında 

yer alan mTOR sinyalizasyonu üzerinde yapılmış kapsamlı çalışmalara rağmen, 

işlevleri ve nasıl koordine edildikleri belirsizliğini korumaktadır, mTOR'un olgun 

spermdeki rolü ise hala bilinmemektedir. Bu çalışmada tüp bebek tedavisine başvuran 

20 hastanın semen numuneleri ile çalışılmış, kriyoprezervasyon işleminin oksidatif 

stres parametreleri, DNA fragmantasyonu, kromatin yapı ve mTOR proteininin 

ekspresyon seviyesinde meydana getirdiği değişiklikler ile sperm parametreleri 

üzerine etkilerinin analiz edilmesi amaçlanmıştır. Kriyoprezervasyon sonrasında 

öncesine kıyasla DNA fragmantasyonu ve mTOR proteini ekspresyonu artmış; ve 

kromatin bütünlüğünde istatistiksel olarak anlamlı bir bozulma gözlenmiştir. 

Sonuçlarımız, sperm kriyoprezervasyon işleminin DNA fragmantasyonuna sebep 

olduğu, aynı zamanda kromatin yapısına zarar verdiği bu durumun da mTOR sinyal 

yolağını aktive ettiğini göstermiştir. Konu ile ilgili yapılacak kapsamlı çalışmalara 

ihtiyaç vardır bununla birlikte çalışmamız, kriyoprezervasyon işleminin olgun sperm 

hücresindeki mTOR ekspresyonu ile ilişkilendirilen ilk çalışmadır ve bu sinyal yolağı 

ile ilgili yapılacak çalışmalara katkı sağlayacağını düşünmekteyiz. 
Anahtar Kelimeler: DNA fragmantasyonu, kriyoprezervasyon, mTOR, oksidatif stres, sperm   
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2. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE CHANGES CAUSED BY SPERM 

CRYOPRESERVATION IN OXIDATIVE STRESS, DNA FRAGMENTATION, 

CHROMATIN STRUCTURE AND mTOR EXPRESSION AND ITS EFFECTS 

ON SPERM PARAMETERS 

According to the World Health Organization, infertility is defined as the inability to 

achieve pregnancy despite 1 year of regular and unprotected sexual intercourse. The 

male factor is thought to be the primary or contributing factor in approximately 50% 

of infertile couples. Today, freezing of sperm for different reasons, including 

infertility, is known as sperm cryopreservation. During the procedure, it is suggested 

that sperm parameters, DNA and cellular structures are adversely affected by cold 

shock and induction of ice crystal formation, and fertilization rate and embryo quality 

decrease. The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a central regulator of 

biological homeostasis and a key kinase that functions in the PI3K/AKT/mTOR 

signaling pathway. Despite extensive studies of mTOR signaling at many stages of the 

male reproductive system, their function and how they are coordinated remains 

unclear, while the role of mTOR in mature sperm is still unknown. In this study, semen 

samples of 20 patients who applied for in vitro fertilization were studied, and it was 

aimed to analyze the effects of cryopreservation on oxidative stress parameters, DNA 

fragmentation, chromatin structure, changes in the expression level of mTOR protein 

and sperm parameters. After thawing, DNA fragmentation and mTOR protein 

expression increased; chromatin integrity decreased compared to pre-freeze samples. 

Our results showed that the sperm cryopreservation process causes DNA 

fragmentation and also damages the chromatin structure, which also activates the 

mTOR signaling pathway. Further research is needed on this subject, however, our 

study is the first study to correlate the cryopreservation process with mTOR expression 

in mature sperm cells, and we think that it will contribute to the studies to be done on 

this pathway. 

Keywords: cryopreservation, DNA fragmentation, mTOR, oxidative stress, sperm  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 
İnfertilite, 1 yıl düzenli ve korunmasız cinsel birlikteliğe rağmen gebelik elde 

edilememesi ile tanımlanan erkek veya kadın üreme sistemi ile ilgili bir sağlık 

sorunudur (1). İnfertilite tüm dünyada üreme çağındaki kadınlar, aileler ve topluluklar 

olmak üzere milyonlarca insanı etkilemektedir. Tüm dünyada 48 milyon çift ile 186 

milyon kişinin infertilite sorunu yaşadığı (2, 3), infertilite prevalansının %8-12 

arasında olduğu ve çiftlerin yaklaşık %50'sinde erkek faktörünün primer veya katkıda 

bulunan faktör olduğu düşünülmektedir (4). 

Erkek infertilitesinin, genetik mutasyonlar, yaşam tarzı faktörleri, tıbbi 

hastalıklar, kullanılan ilaçlar gibi çeşitli nedenleri bulunmaktadır. Deoksiribonükleik 

asit (DNA) fragmantasyonu, kapasitasyon ve ileri baba yaşını inceleyen son çalışmalar 

da daha önce bilinmeyen konulara ışık tutmaktadır (5). Kemoterapi ve radyasyon 

tedavisi de fertiliteyi olumsuz etkileyen nedenler arasındadır. Bu durum azospermi 

olarak bilinen ejekülat sıvısında hiç sperme rastlanmaması durumuna yol 

açabilmektedir (6, 7). Günümüzde, kanser tedavisine başlamadan önce spermin 

dondurularak saklanması olarak bilinen sperm kriyoprezervasyonu, erkeklerde 

fertilitenin korunmasında kullanılan tek yöntemdir (8). Yardımcı üreme teknolojisinde 

(YÜT), sperm kriyoprezervasyonu infertilite tedavisi ve kanser hastalarında 

fertilitenin korunması amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır (9). Günümüzde, insan 

sperm hücrelerinin dondurularak saklanmasında konvansiyonel dondurma ve 

vitrifikasyon olmak üzere iki ana yöntem bulunmaktadır. Geleneksel dondurma, yavaş 

dondurma olarak da bilinir ve birçok kez insan sperminin dondurularak saklanmasında 

başarıyla kullanılmıştır. Buna karşılık, vitrifikasyon, son on yılda yapılan 

çalışmalardan sonra insan sperminin kriyoprezervasyonu için daha etkili hale 

gelmiştir. Vitrifikasyon, sperm numunelerinin doğrudan sıvı nitrojene daldırılmasına 

dayanan hızlı, basit ve uygun maliyetli bir yöntemdir (10). 

Kriyoprezervasyon sırasında, soğuk şoku ve buz kristali oluşumunun 

indüklenmesi, sperm hücrelerindeki organellerin tahrip olmasına yol açabilir, sperm 

motilitesi, mitokondriyal aktivite ve canlılık gibi birçok sperm parametresini olumsuz 

etkileyebilir (11, 12). Ayrıca, sperm hücresinin erken kapasitasyonunu başlatabilir 

(13). Aynı zamanda hücresel bileşiklerin oksidasyonunun yanı sıra, DNA, akrozom ve 
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plazma membranı gibi hücresel yapıların bozulması ve hasar görmesiyle fertilizasyon 

oranını ve embriyo kalitesini düşürdüğü öne sürülmektedir (12, 14). Hidrojen peroksit 

(H2O2), süperoksit anyonları (O2–) ve hidroksil radikalleri (OH–) gibi reaktif oksijen 

türleri (ROT) apoptozu, membran lipid peroksidasyonunu, mitokondri ve DNA 

hasarını indükleyebilir (15). DNA fragmantasyonu olmasa bile, spermlerin 

dondurulup çözülmesinden sonra bazı genom bölgelerinde önemli DNA hasarlarının 

tespit edilebileceği düşünülmektedir (16, 17). DNA değişikliklerinin başlıca nedeni, 

apoptoz gibi diğer süreçlerden ziyade kriyoprezervasyon sırasında ROT'ların artması 

gibi görünmektedir (18-20). Oksidatif stres (OS) kaynaklı meydana gelen DNA 

hasarları arasında abazik bölgelerin oluşumu, çapraz bağlanma, nitrojen bazlarında 

modifikasyon ve DNA zincir kırılmaları gösterilebilir (21, 22). Kriyoprezervasyonun 

sperm parametreleri üzerindeki etkisinin altında yatan mekanizmalar hala tam olarak 

anlaşılamamıştır. Sperm hücresinin gen ve protein ekspresyonu, mesajcı ribonükleik 

asit (mRNA) stabilitesi ve epigenetik içeriğinin kriyoprezervasyon işlemi sırasında 

modüle edildiği düşünülmektedir. Valcarce ve ark. yaptığı çalışmada sperm 

kriyoprezervasyonunun fertilite ile ilgili anahtar genlerin ekspresyonunu 

etkileyebildiği gösterilmiştir (17). Yapılan bazı çalışmaların bulgularına dayanarak, 

kriyoprezervasyon ve fertilite prosedürlerini optimize etmek için kriyoprezervasyon 

sırasında bazı genlerin transkript seviyelerinde meydana gelen değişikliklerin iyi 

tanımlanması gerekmektedir (23). 

Bir organizmanın optimal işleyişi için dengenin sağlandığı iç koşullarının 

durumuna homeostaz adı verilir. Bu denge, hücre büyümesi, çoğalması ve apoptoz 

gibi temel süreçleri tehlikeye atabilecek iç ve dış uyaranlar tarafından sürekli olarak 

tehdit edilmektedir. Bu süreçler, karmaşık sinyal yollarını tetikleyen besinler ve 

hormonlar dahil olmak üzere çeşitli faktörler tarafından düzenlenir. Rapamisinin 

memeli hedefi (mTOR), bu sinyal yolaklarından biridir; protein sentezi, glukoz 

metabolizması ve hücre iskeleti organizasyonu ile ilişkili olarak biyolojik homeostazın 

merkezi düzenleyicisi olarak son on yılda ortaya çıkmıştır (24, 25). Hücresel 

metabolizmayı düzenleyen mTOR, tüm memeli ve memeli olmayan hücrelerde 

bulunmaktadır ve yaklaşık 290 kilodalton (kDa) ağırlığında olan, iyi korunmuş bir 

Serin/Treonin protein kinazdır (25). Bu kinaz, çekirdek bileşenle ilişkili proteinlere 

bağlı olarak işlevsel ve yapısal olarak farklı iki biçimde bulunur: mTOR kompleksi 1 
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(mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 (mTORC2) (26, 27). Fosfoinositol-3-kinaz 

(PI3K)/protein kinaz B (AKT)/mTOR sinyal yolağı, spermatogenez sırasında 

hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) aksının düzenlenmesi, spermatogonyum ve 

somatik hücrelerin proliferasyonu ve farklılaşması ve özellikle endokrin bozucu 

kimyasallar (EBK) başta olmak üzere çevresel kirleticilerin varlığında sperm otofajisi 

ve testis endokrin fonksiyonunun düzenlenmesi dahil olmak üzere erkek üreme 

sisteminin birçok aşamasında yer aldığı bildirilmiştir (28). mTOR, PI3K/AKT/mTOR 

sinyal yolağında AKT’nin hem yukarı hem de aşağı yönünde fonksiyon gösteren 

anahtar bir kinazdır (29). mTOR, özellikle spermatogenez sırasında beslenmede 

önemli bir rol oynayan Sertoli hücrelerinin redoks dengesini ve metabolik aktivitesini 

düzenlemenin yanı sıra spermatogonyal kök hücrelerin korunmasında ve 

farklılaşmasında önemli bir rol oynar (28). mTOR'un erkek fertilitesini düzenlediği 

mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır, ancak her iki tür (mTORC1 ve mTORC2), 

spermatogenez sırasında kan-testis bariyeri (KTB) dinamiklerinin düzenlenmesinde 

rol oynamaktadır (30). mTOR'un inhibisyonunun veya yokluğunun sperm üretiminde 

ve motilitede azalma ile sonuçlandığı bildirilmiştir (30). mTORC1, büyüme faktörleri, 

stres sinyalleri ve amino asit durumu dahil olmak üzere çeşitli kaynaklardan gelen 

sinyalleri entegre eder. Bu sinyallere göre protein ve lipit sentezini, ribozom 

biyogenezini, hücre metabolizmasını ve adenozin trifosfat (ATP) üretimini teşvik 

eder, bu sayede hücre büyümesini regüle edebilir, aynı zamanda otofajiyi inhibe 

etmede önemli bir role sahiptir. mTORC2 ise, downstream hedefleri fosforile eden 

AKT aracılığıyla hücre proliferasyonu, metabolizması ve hücre iskeleti 

organizasyonunda rol oynar (31). Sonuç olarak, mTOR sinyalizasyonu üzerinde 

yapılmış kapsamlı çalışmalara rağmen, işlevleri ve nasıl koordine edildikleri 

belirsizliğini korumaktadır. mTOR sinyal yolağında yer alan proteinlerin spermdeki 

rolü ise hala bilinmemektedir. 

Süperoksit radikalleri (O2•-), H2O2, hidroksil radikalleri (•OH) ve singlet 

oksijen (1O2) başlıca radikallerdir. OS ise, hücrelerde ve dokularda ROT üretimi ve 

birikimi ile biyolojik bir sistemin bu reaktif ürünleri detoksifiye etme yeteneği 

arasındaki dengesizliğin neden olduğu bir fenomendir. ROT, hücre sinyalleşmesi gibi 

fizyolojik olaylarda rol alır ve bunlar normalde oksijen metabolizmasının yan ürünleri 

olarak üretilir; bununla birlikte ultraviyole (UV), iyonlaştırıcı radyasyonlar, kirleticiler 
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ve ağır metaller gibi çevresel faktörler ve ksenobiyotikler ROT üretimini büyük ölçüde 

artırır, bu durumun hücre ve doku hasarına yol açan dengesizliğe yani oksidatif strese 

neden olduğu iddia edilmektedir (32). 

Sperm kriyoprezervasyonu, OS ve ROT üretimi ile ilişkilidir ve ROT kaynaklı 

hasara yol açtığı bildirilmiştir. Yapılan çalışmalarla kriyoprezervasyonun spermdeki 

antioksidan etkinliğinde azalmaya neden olduğu ve spermlerin ROT hasarına daha 

yatkın hale geldiği öne sürülmektedir. Bununla birlikte, kriyoprezervasyon sonrasında 

yüksek miktarda ROT içeren sperm örneklerinde motilite ve canlılık oranlarının 

anlamlı derecede azaldığı belirlenmiştir (33). Oksidatif stres, hücre hasarının yanında 

birçok hücrede mTOR yolağını aktive ettiği öne sürülmüştür (34). Spermde 

kriyoprezervasyon sonrası meydana gelen oksidatif hasarın mTOR sinyal yolağı 

üzerindeki rolü bilinmemektedir. 

Protaminasyon sürecindeki başarısızlıklar, apoptoz ve ROT etkisi DNA 

fragmantasyonunun en önemli nedenleri olarak kabul edilir (35). Kriyoprezervasyon 

ve çözme prosedürleri kaspazı aktive edebilir ve apoptozu indükleyebilir. İnsan sperm 

kriyoprezervasyonu, sperm membran bütünlüğü, akışkanlığı, mitokondriyal metabolik 

aktivitesi, morfolojisi, sperm proteomu ve transkriptomda değişiklikler meydana 

getirerek spermde pek çok kriyohasara neden olabilmektedir (36). Literatürde 

kriyoprezervasyonun herhangi bir sperm DNA fragmantasyonuna neden olup 

olmadığı konusunda bir fikir birliği yoktur. Çalışmaların çoğu kriyoprezervasyonun 

DNA hasarına neden olduğunu öne sürerken (37, 38), araştırmacıların bir kısmı bu 

sonuçların eşlik eden farklı faktörlerden kaynaklanabileceğini iddia etmektedir (39, 

40). DNA fragmantasyonunun değerlendirilmesinde Terminal Deoxynucleotidyl 

Transferase (TdT) Deoxyuridine Triphosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay 

(TUNEL), Tek Hücre Jel Elektroforezi (COMET), Sperm Kromatin Yapısı Tayini 

(SCSA) ve Sperm Kromatin Dispersiyonu (SCD) gibi çeşitli teknikler 

kullanılmaktadır (33). Sperm kromatin bütünlüğünü ve paketlenmesindeki 

bozuklukları değerlendirmede kullanılan temel boyalardan biri Toluidine Blue (TB) 

boyasıdır. Kromatin anormallikleri ve fragmante DNA içeren sperm nükleusunda daha 

fazla fosfat grubu bulunur. Bu fosfat grupları TB gibi bazik boyalara bağlanmaya daha 

eğilimlidir. TB boyamasıyla metakromatik boyanan hücrelerde zayıf bir DNA 

bütünlüğünün olduğu, DNA kırıklarının mevcut olduğu gösterilir (41). 
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Bu çalışmada sperm kriyoprezervasyonu işleminin seminal plazma OS 

parametreleri, DNA fragmantasyonu, kromatin yapı ve PI3K/AKT/mTOR sinyal 

yolağı üzerindeki mTOR proteininin ekspresyon seviyesinde meydana getirdiği 

değişiklikler ile sperm parametreleri üzerine etkilerinin kapsamlı olarak analiz 

edilmesi amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. İnfertilite 

 
Dünya sağlık örgütü (DSÖ), en az 12 ay düzenli, korunmasız cinsel ilişkiden 

sonra gebe kalamama durumunu infertilite olarak tanımlamaktadır (42). İnfertilite 

dünya çapında önemli bir sağlık sorunudur ve üreme çağındaki çiftlerin %8-12'sini 

etkilediği tahmin edilmektedir (43). The Global Burden of Disease'in yaptığı bir 

araştırmada, 1990 ile 2017 yılları arasında, yaşa göre standardize edilmiş infertilite 

prevalansının kadınlarda yıllık %0,370, erkeklerde ise %0,291 arttığı bildirilmiştir 

(44). Aynı zamanda infertilite, önemli psikolojik ve sosyal sıkıntılara neden olmakta 

(45, 46), hastalar ve sağlık sistemleri üzerinde önemli bir ekonomik yük 

oluşturmaktadır (47). 

 Konjenital, edinsel ve idiyopatik olarak sınıflandırılabilen çok sayıda neden ve 

risk faktörü, erkek infertilitesinin insidansının artmasına katkıda bulunur (48). Erkek 

infertilitesinin bilinen başlıca genetik nedenleri, kistik fibroz gen mutasyonları ile 

ilişkili vas deferensin konjenital bilateral yokluğu, Kallmann sendromu (49), testis 

fonksiyonunun bozulmasına yol açan kromozomal anormallikler ve izole 

spermatogenik defektlerle sonuçlanan Y kromozomu mikrodelesyonlardır. Erkek 

infertilite vakalarının yaklaşık %30-50'si idiyopatiktir ve belirgin bir neden veya 

katkıda bulunan kadın infertilitesi yoktur (50, 51). Oksidatif stres, sperm hücresi 

disfonksiyonunun başlıca nedeni olduğu düşünülmekte ve spermin hem yapısal hem 

de işlevsel bütünlüğünün bozulması nedeniyle erkek infertilitesinin etiyolojisine 

katkıda bulunan önemli bir faktör olduğu öne sürülmektedir (50). Toksik kimyasallara 

çevresel veya mesleki maruziyet (52) ve sigara içimi (53), alkol tüketimi (54), 

uyuşturucu kullanımı (55) obezite (56) ve psikolojik stres (57) gibi çeşitli yaşam tarzı 

faktörleri erkek infertilitesi için potansiyel risk faktörleridir. 

 

4.2. Erkek İnfertilitesinin Değerlendirilmesi 

 
Erkek infertilitesinin ilk değerlendirilmesinde tıbbi ve üreme öyküsü ve en az 

bir semen analizi Amerikan Üreme Tıbbı Derneği (ASRM) ve Avrupa Üroloji Derneği 
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(EAU) tarafından önerilmektedir (58, 59). İlk değerlendirme sonuçlarına göre, tam bir 

tıbbi öykü alımı ve fiziki muayene gibi kapsamlı bir değerlendirme için bir uzmana 

sevk edilmesi önerilir. Sonuçlara bağlı olarak, daha ileri androlojik değerlendirmeler 

ve prosedürler tavsiye edilebilir. 

DSÖ, erkek fertilite potansiyelinin değerlendirilmesinde ilk adım olarak klasik 

semen analizini önermektedir. Semenin ortam sıcaklığına bağlı değişikliklere maruz 

kalmaması için numune laboratuvara yakın bir odada verilmelidir. Bir diğer önemli 

faktör ise cinsel perhiz süresidir ve bu süre en az iki, en çok yedi günlük olmalıdır. 

Ejakülat sperm için toksik olmayan cam veya plastik bir kap içine alınmalıdır. Semen 

likefiye olurken numune kabı 37°C bir inkübatörde bekletilir. Numunenin 

makroskopik incelemesinde ejakülatın görünümü, semen hacmi, semen pH’sı 

değerlendirilir. İlk mikroskobik değerlendirmede mukus iplikçik oluşumu, sperm 

agregasyonu, sperm dışında hücrelerin varlığı, sperm motilitesi, vitalitesi, sayısı, 

morfolojisi DSÖ parametrelerine göre değerlendirilir (42, 60) (Şekil 4.1). 

 

 
Şekil 4.1 Standart semen analizi (Agarwal A., 2020) 
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DSÖ, insan semeni ve sperm-servikal mukus etkileşimlerinin incelenmesi 

amacıyla 1980'den beri laboratuvar kitapçıkları yayınlamıştır (42). En güncel olanı ise 

2010'da yayınlanan kitapçığıdır (42). Semen parametreleri için önerilen eşik değerler, 

yıllar içinde değiştirilerek yenilenmiştir, ancak semen kalitesiyle ilgili terminoloji 

değişmeden kalmıştır (Tablo 4.1). DSÖ kitapçığının en son baskısında gösterilen alt 

referans limitleri, dünyanın dört bir yanından 1953 fertil erkeğin semen 

parametrelerinin istatistiksel analiziyle oluşturulmuştur.  

Günümüzde klasik semen analizinin yanı sıra yarı otomatik ve tam otomatik 

bilgisayar destekli sperm analiz sistemleri de geliştirilmiştir. Sperm morfolojisini 

doğru bir şekilde değerlendirmesindeki eksikliklere rağmen, (61, 62) bilgisayar 

destekli sperm analiz sistemleri birçok androloji ve in vitro fertilizasyon (IVF) 

kliniğinde semen parametrelerinin doğru bir şekilde ölçülmesinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (63). 

 
Tablo 4.1 Dünya Sağlık Örgütü semen parametre değerleri (77) 
 

 WHO 1980 WHO 1987 WHO 1992 WHO 1999 WHO 2010 
Hacim Belirtilmemiş ≥ 2,0 mL ≥ 2,0 mL ≥ 2,0 mL ≥ 1,5 mL 
Sperm 
konsantrasyonu 

20-200 
x106/mL 

≥ 20 
x106/mL 

≥ 20 
x106/mL 

≥ 20 
x106/mL 

≥ 15 
x106/mL 

Total sperm 
sayısı 

≥ 40 x106/mL ≥ 40 
x106/mL 

≥ 40 
x106/mL 

≥ 40 
x106/mL 

≥ 39 
x106/mL 

Sperm 
motilitesi (% 
progresif) 

≥ 60% ≥ 50% ≥ 50% ≥ 50% ≥ 32% 

Sperm vitalitesi Belirtilmemiş ≥ 50% ≥ 75% ≥ 75% ≥ 58% 
Sperm 
morfolojisi 

≥ 80,5% ≥ 50% ≥ 30% ≥ 15% ≥ 4% 

 

4.3. Sperm Kriyoprezervasyonu 

 
Kemoterapi ve radyoterapi gibi sitotoksik ve cerrahi tedaviler testis 

yetmezliğine veya ejakülasyon disfonksiyonuna yol açabilir (64, 65). Bu gibi 

durumlarda sperm kriyoprezervasyonu fertiliteyi korumak için uygun bir çözüm 

olabilir; kriyoprezervasyon işlemi sonrası çözülen semen, intrauterin inseminasyon 

(IUI), IVF veya intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) için kullanılabilir (9). 

Kriyoprezervasyon yöntemi, testiküler sperm ekstraksiyonu (TESE) geçirmiş 

azospermik hastalardan elde edilen spermleri korumak için yaygın olarak 
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kullanılmaktadır (66). Hayvanlarda suni tohumlama işleminde, verimli klonların 

oluşturulmasında genetik iyileştirme oranını artırmak amaçlı dondurulmuş-çözülmüş 

spermler yaygın olarak kullanılmaktadır (67, 68). İlk olarak 1938'de kurbağa 

sperminin vitrifikasyonu, Luyet ve Hoddap tarafından gerçekleştirmiştir (69). Polge 

ve ark., Londra'daki Ulusal Tıp Araştırmaları Enstitüsü'nde, çeşitli türlerden alınan 

sperm örneklerini gliserol ile başarılı bir şekilde dondurduktan sonra, "Spermlerin 

yeniden canlanması" iddiasını ortaya atmıştır (70). İlk kez 1953 yılında Iowa Eyalet 

Üniversitesi'nde iki araştırmacı tarafından yayımlanan rapora göre kuru buz üzerinde 

dondurulan sperm sonrasında çözülerek kullanılmış ve ilk canlı doğum 

gerçekleştirilmiştir (71). Yaklaşık on yıl sonra, aynı grup sıvı nitrojen (LN2) ile 

kriyoprezervasyon gerçekleştirmiş ve başarılı olmuştur (72). LN2'de 40 yıl 

saklandıktan sonra dondurulmuş spermden canlı doğumlar elde edildiği bildirilmiştir 

(73). Sperm hücrelerinin kriyoprezervasyonu, hastalarda onkolojik nedenlerle, 

genetik, inflamatuar hastalıklar veya üreme tıbbı teknikleri nedeniyle fertiliteyi 

korumak için uygulanabilmektedir (74). 

İnsan ve hayvan sperm hücrelerinin dondurularak saklanması için birçok 

teknik mevcuttur. Son yıllarda sperm dondurma teknolojisine çeşitli prosedürler 

eklenmiştir (75). İnsan sperminin dondurularak saklanmasında uygulanan, geleneksel 

dondurma ve vitrifikasyon olmak üzere iki ana yöntem vardır. Geleneksel bir teknik 

olan konvansiyonel yavaş dondurma, geçmişten günümüze insan sperminin 

dondurularak saklanmasında kullanılmıştır. Vitrifikasyon ise yeni bir tekniktir ve hızla 

büyüyen alternatif bir hızlı dondurma yöntemi olmuştur. Vitrifikasyon, sperm 

numunelerini doğrudan LN2'ye daldırarak uygulanan hızlı, basit ve uygun maliyetli bir 

yöntemdir. Vitrifiye sperm kullanılarak gerçekleştirilen ICSI (76) ve IUI yöntemiyle 

(77) gebelik ve canlı doğumlar elde edilebilmektedir. Geleneksel kriyoprezervasyon 

teknikleri, tüm dünyada YÜT kliniklerinde hala yaygın olarak kullanılmaktadır, ancak 

vitrifikasyon, son on yılda yapılan çalışmalardan sonra insan sperminin 

kriyoprezervasyonu için daha etkili hale gelmiştir (78). Le ve ark. tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada vitrifikasyon ve yavaş dondurma yöntemleri 

karşılaştırılmış (79) ve konvansiyonel dondurmanın daha yüksek motilite ve canlılık 

ile sonuçlandığı, vitrifikasyona tabi tutulan spermlerin morfolojik açıdan daha sağlıklı 

olduğu ve sperm baş, orta parça ve kuyruk defektlerinin daha az olduğu gösterilmiştir 
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(79). Pabon ve ark. (80), vitrifikasyon ve konvansiyonel dondurma protokollerinin 

etkinliğini karşılaştırmıştır. Vitrifikasyon protokolünün uygulanması daha iyi motilite 

ve daha yüksek mitokondriyal aktivite ile sonuçlandığından vitrifikasyonun sperm 

kriyoprezervasyonu için optimal olduğunu bulmuşlardır (80). Benzer sonuçlar daha 

önce başka araştırmacılar tarafından bildirilmiştir (81-83). 

 

4.4. Sperm Çözme Yöntemleri 

 
 Çözme prosedürü de dondurma prosedürü kadar önemli bir adımdır. Bu 

aşamada, ani termal değişikliklerden mümkün olduğunca kaçınmaya çalışarak 

hücrenin normal biyolojik aktivitelerinin geri kazanılmasına izin verilmelidir. Genel 

olarak, kriyoprezervasyon protokollerinde çözme sıcaklığı olarak 37°C kullanılır. 

Daha yüksek çözme sıcaklıkları hücre hasarıyla ilişkili riskler nedeniyle 

kullanılmamaktadır (84). Günümüzde, birçok çözme tekniği kullanılmaktadır. 

Genellikle semen çözüldükten sonra kültür medyumunda yıkanarak ve santrifüj 

edilerek kriyoprezervasyon ortamından ayrılır (85). 

 

4.5. Kriyoprezervasyonun Etkileri 

 
İnsan spermlerinin dondurularak saklanması sırasında, lipid 

peroksidasyonundaki artışa bağlı olarak hücre içi yapılarda ve membranlarda önemli 

fizikokimyasal hasar meydana geldiği iddia edilmektedir (12, 86). Bu olay, hücresel 

bileşiklerin oksidasyonunun yanı sıra DNA, akrozom ve plazma membranı gibi 

hücresel yapıların bozulmasına ve hasar görmesine neden olabilmekte, fertiliteyi 

olumsuz etkilediği bildirilmektedir (12). H2O2, O2– ve OH– gibi ROT apoptozu, 

membran lipid peroksidasyonunu, mitokondrinin bozulmasını ve DNA hasarını 

indükleyebileceği (87) ve hücre iskeletinde değişiklikler meydana gelebileceği öne 

sürülmüştür (76, 88) (Şekil 4.2). Motilitenin en çok etkilenen parametre olduğu 

bildirilmiştir (40, 89). O'Connellet ve ark. 2002'de yaptıkları çalışmada, sperm 

motilitesindeki azalmanın mitokondriyal hasar ve sperm kuyruğundaki fiziksel 

değişikliklerden kaynaklandığını öne sürmüştür. Mitokondriyal membranlarda 

meydana gelen hasarın, enerji üretim sürecini kesintiye uğratarak sperm hücrelerinde 
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ATP kullanılabilirliğinin azalmasına neden olduğu bildirilmiştir. Yapılan bir 

çalışmada kriyoprezervasyonun, kuyruğun geri dönüşü olmayan bir şekilde 

kıvrılmasına neden olarak ilerleme hareketini engelleyebildiği ve DNA hasarına neden 

olabildiği bildirilmiştir (12). 

Hem doğal hem de üremeye yardımcı tekniklerde fertilizasyon başarısında 

sperm yapı bütünlüğü belirleyici faktör gibi görünmektedir (89). Çözme sonrası 

kalitedeki düşüşün çoğunlukla kriyoprezervasyondan sonra meydana gelen DNA 

fragmantasyonundan kaynaklandığı belirtilmiştir. Meydana gelen DNA hasarı, 

embriyo kalitesini ve canlılığını etkileyebileceği öne sürülmüştür. Ayrıca, farklı sperm 

örneklerinin farklı düzeylerde DNA hasarı gösterdiği kaydedilmiştir. Bu tür bulgular, 

rutin infertilite çalışmasının bir parçası olarak DNA bütünlüğünü değerlendirme 

ihtiyacına işaret etmektedir (15). 

 

 
Şekil 4.2 Kriyoprezervasyon işlemi uygulanmış sperm hücrelerinin mitokondrilerinde 

ROT üretimi (Hezavehei M., 2018) 
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4.6. Kriyohasara Karşı Kullanılan Stratejiler 

 

Yaklaşık 70 yıldır kriyoprezervasyonun sperm hücreleri üzerindeki zararlı 

etkilerinin azaltılmasına yönelik çalışılmalar yapılmaktadır. Bu bağlamda, bazı 

stratejiler önerilmiştir. Savunma stratejileri, sperm hücrelerini hasara karşı korumak 

için dondurma ortamına farklı katkı maddelerinin eklendiği yöntemlerdir. Bu katkı 

maddeleri kriyoprotektanlar, antioksidanlar, antifriz proteinler (AFP), yağ asitleri, 

hayvan serumu, nanopartiküller veya bitkisel esansiyel yağlar olabilir (15). 

 

4.6.1. Kriyoprotektanlar 

 
 Sperm yüzeyinde karbonhidrattan zengin bölgede kriyoprezervasyona bağlı 

değişiklikler sperm plazma membran bütünlüğünü azaltabilir ve fertilite potansiyelini 

etkileyebilir (66). İyon kanalları gibi proteinlerin içerik ve konumlarındaki 

değişiklikler, kriyoprezervasyondan sonra membran fonksiyonunun bozulmasının bir 

başka olası nedenidir. Bu nedenle, spermleri hasara karşı korumak için sperm 

dondurma ortamına kriyoprotektanlar eklenebilmektedir.  

 Kriyoprotektanlar, spermleri buz kristalizasyonun neden olduğu donma 

hasarından korumak için kullanılan düşük moleküler ağırlıklı ve oldukça geçirgen 

kimyasallardır. İyi bilinen dört ana kriyoprotektan vardır: gliserol, etilen glikol, 

dimetil sülfoksit (DMSO) ve 1,2-propandiol (66). Kriyodilüentlerin donma hasarına 

karşı kriyoprotektif etkisi, hücre içi ve hücre dışı suyun donma noktasının düşürülmesi 

(90), sitoplazmik bileşenlere nüfuz etmesi, bunlarla etkileşime girmesi, numunenin 

sıvı fazında bulunan tuzların ve çözünenlerin miktarını azaltarak sperm hücresi içinde 

buz oluşumunun engellenmesi ve ayrıca sperm membranlarının etrafında koruyucu bir 

tabaka oluşturulması gibi çeşitli mekanizmalar yoluyla hareket ettiği bildirilmiştir 

(90). 

 Genel olarak kriyoprotektanlar, geçirgen ve geçirgen olmayan olarak iki gruba 

ayrılır. Gliserol, DMSO, dimetil asetaldehit, propilen glikol ve etilen glikol dahil 

geçirgen kriyoprotektanlar (66) plazma membranından geçerek ve sperm hücresindeki 

suyu değiştirdiği bildirilmiştir. Bu tür kriyoprotektanların daha yüksek 

konsantrasyonlarda toksik etki gösterdiği bildirilmiştir (91). Rafinoz, sakaroz, 
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yumurta sarısı, sitrat, albümin, polietilen glikol ve polivinil pirolidon gibi geçirgen 

olmayan maddeler, plazma membranından geçemeyen ancak koruyucu özellikler 

sağlayan yaygın kriyo katkı maddeleridir (66). Son yıllarda, soya fasulyesi lesitini ve 

düşük yoğunluklu lipoprotein gibi yeni kriyoprotektif takviyeler, insan ve hayvan 

spermlerinin dondurulmasında değerlendirilmiştir (92). Bu yeni kriyo katkı maddeleri, 

ROT ile doğrudan mücadele edebilen lipid özelliklerine sahip olduğu bildirilmiştir 

(93, 94). 

 Kriyoprezervasyon işlemi sırasında genellikle eşit hacimde semen içine damla 

damla eklenir, oda sıcaklığında hafifçe karıştırılır ve daha sonra hücreler ve ortam 

arasında uygun dengenin sağlanması için 10-15 dakika 37°C'ye alınır. Medyumun 

hücrelerle etkileşime girmesi gereklidir. Gliserol, membran yapısı, lipid çift 

tabakasının geçirgenliği ve stabilitesi, yüzey proteinlerinin ilişkisi ve hücresel 

metabolizma üzerinde etkili olan insan spermi için yaygın olarak kullanılan nüfuz edici 

kriyoprotektandır. Gliserol kalitesiz spermlerin dondurulmasına izin vermesine 

rağmen, membran ve akrozom yapısı üzerinde olumsuz etkileri bulunduğu 

bildirilmiştir (95). Sherman'ın çalışmaları, gliserol kullanımının membranda 

dalgalanmalar, akrozomal iç membranda değişiklikler, homojen olmayan nükleus gibi 

değişikliklere neden olabileceğini göstermiştir (96). Bu gözlemlerin ardından DMSO, 

1,2-propandiol gibi başka koruyucu maddeler önerilmiştir. 

 

4.6.2. Antioksidanlar 

 
 Son zamanlarda çok sayıda çalışma, dondurma solüsyonlarına antioksidanların 

eklenmesinin ROT'u nötralize edebileceğini ve çözme sonrası sperm fonksiyonunu 

iyileştirebileceğini göstermiştir (97, 98). Bazı antioksidanlar çözme sonrası sperm 

kalitesini iyileştirebilirken, diğerleri bu etkilere sahip değildir (99). Antioksidanlar 

kimyasal yapılarına göre enzimatik ve enzimatik olmayan olmak üzere ikiye ayrılırlar. 

Enzimatik antioksidanlar arasında glutatyon peroksidaz (GPx), süperoksit dismutaz 

(SOD) ve katalaz bulunmaktadır. Enzimatik olmayan antioksidanlar, E vitamini (α-

tokoferol), C vitamini (askorbik asit), glutatyon (GSH), taurin gibi radikal süpürücüler 

ve antioksidan enzimlerin işlevi için gerekli olan selenyum veya çinko gibi 

kofaktörlerden oluşur. Bunlar, serbest radikallerle savaşabilen savunma sistemlerini 
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temsil eder (100-102). Dondurularak saklanan insan sperm hücrelerinde, antioksidan 

seviyelerinin azaldığı bilinmektedir. Bu duruma yönelik antioksidan tedavisinin 

uygulanması, insan spermindeki ROT hasarını azaltmak için olası bir strateji olarak 

ortaya çıkmıştır (103). Bu amaçla ilk yaklaşım olarak, insanlarda hem erkek hem de 

dişi gametler üzerinde yapılan farklı incelemelerde oral antioksidan takviyesi 

önerilmiştir (61, 62). Sonrasında, YÜT sırasında kullanılan besiyerlerinde, özellikle 

kriyoprotektan solüsyonlarında antioksidan takviyesi yaklaşımı önerilmiştir. Bu 

bağlamda, kriyoprezervasyon işleminde antioksidanların kullanımı çeşitli 

çalışmalarda kapsamlı bir şekilde tartışılmıştır (4, 64, 65). Yapılan ileri çalışmalarla, 

antioksidanların, spermlerin motilite, canlılık ve DNA bütünlüğünde meydana gelen 

hasarı iyileştirdiğini göstermiştir (104, 105). 

 

4.6.3. Antifriz proteinleri (AFP) 

 

 AFP ve antifriz glikoproteinleri (AFGP), bazı böcekler ve bitkilerin yanı sıra 

kutup balıkları gibi ekstrem sıcaklık koşullarına adapte olmuş sayısız türde bulunan 

biyolojik antifriz ajanlardır (106, 107). Bu bileşenler, donma noktasını düşürerek, buz 

kristali oluşumunu engeller ve plazma membranlarının fosfolipitlerini ve doymamış 

yağ asitlerini stabilize ederek etki eder. AFP ve AFGP'nin, sperm dondurma sırasında 

hücresel membran bütünlüğünü korumaya yardımcı olabileceğine inanılmaktadır 

(108). AFP'nin insan spermlerinin dondurulmasındaki olası yararlı etkileri ayrıntılı 

olarak açıklanmamıştır; bununla birlikte, bu bileşiklerin donma-çözme sonrasında bazı 

türlerin sperm hücrelerinin motilitesini ve canlılığını önemli ölçüde artırdığı 

bulunmuştur (109, 110). Hem AFP hem de AFGP, kriyoprezervasyon sırasında boğa 

sperm hücrelerinin ozmotik direncini artırdığı (111), antifriz protein 3 (AFPIII), tavşan 

(112) ve bufalo sperm hücrelerinin (113) çözme işlemi sonrasında sperm motilitesini 

ve plazma membran bütünlüğünü artırdığı gözlenmiştir. Bununla birlikte, farklı 

türlerdeki spermlerin korunması için bir kriyoprezervasyon katkı maddesi olarak AFP 

kullanımının daha fazla araştırılması gerekmektedir. 
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4.6.4. Diğer savunma stratejileri 

 
 Dondurma medyumunun temel solüsyonu olarak manyetize suyun 

kullanılması son yıllarda kullanılan bir yöntemdir. Yakın tarihte yapılan bir çalışmaya 

göre, manyetize bir solüsyonunun domuz sperm hücrelerinin plazma, akrozomal ve 

mitokondriyal membranlarını dondurarak saklamanın neden olduğu hasara karşı 

koruyabileceğini göstermiştir (114). 

 Low-Level Laser Irradiation (LLLI), çözülme sonrası spermlerin kalitesini 

iyileştirmeye yönelik biyofizik temelli yeni bir yaklaşımdır. Lazer ışıması, fotonik 

enerjiyi biyolojik bir sisteme sokar, bu enerji ATP'ye dönüştürülür ve daha sonra 

hücresel metabolizma için kullanılabilir (115). Bu sayede ROT'un azalmasına neden 

olarak mitokondride oksijen tüketiminin ve ATP restorasyonuna katkıda bulunabilir. 

Yapılan birkaç çalışma, bu yöntemin, çözme işlemi sonrası sperm hücrelerinin 

canlılığını, akrozom bütünlüğünü ve ATP üretimini iyileştirebileceğini iddia 

etmektedir (116). Bu yöntemle, dondurma sırasında sperm hücresinin sağ kalımı 

artırılabilir (117). 

 

4.7. Sperm Kriyoprezervasyonunda Moleküler Değişiklikler 

 

 Sperm kriyoprezervasyonu alanında kaydedilen kapsamlı ilerlemeye rağmen 

süreçte yer alan biyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar bugüne kadar tam olarak 

aydınlatılamamıştır. kriyoprezervasyon sonrası düşük sperm kalitesinin nedenleri 

olarak ani sıcaklık değişiklikleri, buz oluşumu ve ozmotik stres gibi kriyoprezervasyon 

işlemi sırasındaki çeşitli faktörler öne sürülmüştür. Spermin epigenetik ve proteomik 

modülasyonu ve sperm kriyoprezervasyon işleminin transjenerasyonel etkileri gibi 

sperm kriyobiyolojisinin yeni yönleri hakkında çok az şey bilinmektedir (118). Sperm 

kriyoprezervasyonunun, membran geçirgenliği, motilite, metabolizma, apoptoz, 

kapasitasyon ve fertilizasyon ile ilgili çeşitli hücresel süreçlere katılan proteinleri 

değiştiren fiziksel değişiklikleri indüklediği iddia edilmektedir (119). 
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4.7.1. Spermde hücresel ve proteomik değişiklikler 

 
İnsan spermindeki OS, lipid bileşimini, proteinleri ve DNA'yı etkileyerek 

canlılığı, motiliteyi ve fertilite potansiyelini olumsuz yönde etkilediği öne sürülmüştür 

(120, 121); bu nedenle, OS, kriyoprezervasyon sırasında önemli bir hasar 

mekanizması olarak önerilmiştir. Sperm hücrelerinin dondurulması, ROT üretimini 

indüklediği ve lipit peroksidasyonuna, DNA fragmantasyonuna, apoptoza yol açtığı 

ve çözme sonrası membran hasarı ile ilişkili olan antioksidan faktörlerin seviyelerini 

azalttığı öne sürülmüştür (103, 122).  

İnsan sperm hücrelerinin kriyoprezervasyonu, Kaspaz 3, 8 ve 9'un aktivasyonu 

ve mitokondri ile ilişkili proteinlerin salınımını indükleyen mitokondriyal membran 

potansiyel bozukluğu ile ilişkili olduğu düşünülmüştür (123). Ayrıca, Apoptosis 

Inducing Factor Mitochondria Associated 1 (AIFM1) ve sitokrom CYC2'nin protein 

seviyelerinin azaldığı ve mitokondriyal apoptoz ve DNA hasarında rol oynayan 

proteinler olan Clusterin ve Importin-1β'nin arttığı belirtilmiştir (119). Yapılan 

çalışmalarla kriyoprezervasyon sonrası sperm örneklerinde Annexin 1, 3 ve 4 protein 

seviyelerinin artışı gözlenmiştir, bu da hücre membranında hasar olabileceğini 

düşündürmektedir. Sperm motilitesinde rol oynayan Tubulin-α 1A zincirinin, 

dondurularak saklanan örneklerde yüksek düzeylerde olduğu gösterilmiştir (119). 

Ayrıca, başka bir çalışmada, dondurulan ve uzun süre saklanan sperm örneklerinde α-

Tubulin'in önemli ölçüde arttığı gözlenmiştir (165). Daha sonraki çalışmalar, sperm 

kriyoprezervasyonundan sonra hücre iskeleti defektleri ve sperm motilitesi ile ilgili 

benzer sonuçlar bulmuşlardır. Dondurularak saklanan insan sperminin proteomik 

analizinde, Vimentin, Tektin-1 ve Aconitate hidrataz mitokondriyal 2 aconitase 2 

(ACO2) ekspresyonunda azalma olduğu bulunmuştur. Vimentin, spermdeki 

fertilizasyon ile ilişkili hücre yüzey bölgelerinin birleştirilmesine ve stabilizasyonuna 

katılır; düşük Vimentin ekspresyonu, dondurularak saklanan sperm hücresinde 

akrozomal bozulmaya yol açabileceği düşünülmüştür. Sperm motilitesinde önemli bir 

rol oynayan Tektin-1, sil ve flagelladaki mikrotübüllerin yapısal bir bileşeni olduğu 

beliritlmektedir. ACO2, ATP üretimi için çok önemli olan trikarboksilik asit 

döngüsünde sitratın izositrata izomerizasyonunu katalize eder; izositrat içeriği 

kriyoprezervasyon uygulanan spermde önemli ölçüde azaldığı gösterilmiş; ATP 
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bağımlı sperm motilitesinin bu sebeple bozulabileceği belirtilmiştir (124). Yapılan bir 

çalışmada, sağlıklı donörlerin dondurularak saklanan spermlerinde motilite ve P34H 

seviyeleri azalmıştır. Bu protein spermin, yumurtanın zona pelusidasına 

bağlanmasında kilit rol oynadığı belirtilmiştir. Sperm membranındaki P34H eksikliği, 

insanlarda infertilite vakalarıyla ilişkilendirilmiştir (125). Yavaş dondurma yapılan 

insan sperm hücrelerinde, motilitede rol oynayan CATSPER2 ve TEKT2'nin mRNA 

ve protein seviyelerinde düşüşler gösterdiği bildirilmiştir. CATSPER2, sperm 

flagellumunda bulunan bir kalsiyum iyon kanalıdır ve düşük motiliteye sahip olan 

subfertil erkek spermlerinde CATSPER2 ekspresyonu düşük bulunmuştur. Öte 

yandan, TEKT2, kamçı oluşumu ve gelişiminde kritik bir rol oynayan mikrotübül 

oluşumuna katılır; TEKT2 genindeki mutasyonlar sperm motilitesini etkiler ve 

infertiliteye yol açtığı iddia edilmiştir (126). Sperm ile ilişkili antijenler olan SPAG5, 

SPAG7 ve SPAG12, YÜT başarısıyla ilişkili genlerdir ve kriyoprezervasyon 

uygulanan insan sperminde önemli ölçüde azaldıklarından IVF başarısızlığı ile ilişkili 

olabilir (127). 

 

4.7.2. Spermde epigenetik değişiklikler 

 

Kriyoprezervasyon süreçlerine maruz kalan spermde, DNA yarıklanması ve 

onarımında yer alan Topoizomeraz IIα'nın SUMOilasyonunda artış görülmüş (128), 

belirgin DNA fragmantasyonu gözlenmese bile HOXA3, HOXB5, SOX2 ve β-

GLOBIN gibi farklı kompaksiyon paternlerine sahip genlerde DNA hasarı 

gösterilmiştir. Dondurularak saklanan sperm örneklerinde özellikle fertilizasyon, 

embriyo gelişimi ve epigenetik sendromlarda rol oynayan PRM1, BIK, FSHB, 

PEG1/MEST, ADD1, ARNT, UBE3A ve SNORD116/PWSAS genlerinde DNA 

hasarı gösterilmiştir (17). Bu sonuçlar, YÜT'de motilite ve fertilizasyonu olumsuz 

yönde etkileyen moleküler değişikliklerin sperm kriyoprezervasyonu ile ilişkisini 

belirten tutarlı bilgiler sağlar. 
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4.8. Sperm DNA Hasarı 

 
Günümüzde erkek infertilitesinin değerlendirilmesi, hala rutin semen analizine 

dayanmaktadır (129). Bu analiz, bireyin klinik durumu hakkında temel bilgi 

sağlamaktadır, tanı ve klinik yönetime yardımcı olur ancak bazı sınırlamaları 

bulunmaktadır (130). Bu sınırlamalar, oksidatif stres ve sperm DNA fragmantasyonu 

(SDF) gibi sperm fonksiyonu ve seminal sıvı kalitesinin değerlendirilmesine yönelik 

metodların geliştirilmesine yol açmıştır (131). 

Sperm hücresi, baş, orta parça ve kuyruktan oluşan oldukça farklılaşmış 

hücrelerdir. Sperm hücresinin baş kısmı, fertilizasyon sonrası oosit içine aktarılan 

haploid genomu taşımaktadır. Sperm DNA'sının bütünlüğü ve yapısı, somatik 

hücrelerinkinden farklıdır (132) ve embriyonik genomun %50'sine katkıda 

bulunduğundan, fertilizasyon başarısı, embriyo gelişimi, implantasyon ve başarılı 

gebelikle sonuçlanması için kritik öneme sahip olduğu düşünülmektedir (133). Bu 

nedenle sperm DNA bütünlüğü spermin fertilite potansiyelinin önemli bir göstergesi 

olarak düşünülmektedir (134). 

Sperm DNA bütünlüğü, normal embriyo gelişimi için de önemli bir parametre 

olduğu düşünülmektedir (135). DNA hasarı olan spermler fertilizasyon yeteneğine 

sahiptir, ancak fertilizasyon sonrası embriyo gelişiminde bozukluklar meydana 

gelebileceği iddia edilmiştir. Yavrularda görülen infertilite ve genetik anormallikler de 

sperm DNA hasarı ile ilişkilendirilmiştir (136, 137). Rutin olarak yapılan sperm 

analizinde, sperm DNA analizi yapılmamaktadır. İnsanlarda yapılan çalışmalar, sperm 

DNA'sındaki hasarın üreme bozuklukları ile ilişkili olduğunu göstermiştir (136-138). 

Ayrıca, insan sperm DNA hasarı, embriyo gelişimi ve gebelik oranlarını 

etkileyebileceği (139), implantasyon oranlarını azaltabileceği öne sürülmüştür (140). 

Sperm DNA hasarı, hasarın yeri ve yapısına bağlı olarak DNA 

fragmantasyonu, mitokondriyal DNA hasarı, telomer kısalması, Y kromozomu 

mikrodelesyonları ve epigenetik anormallikler olarak sınıflandırılmıştır (141, 142). Bir 

dereceye kadar hasar kaçınılmazdır ve sperm hücreleri kendi DNA'sını tamir etme 

kapasitesine sahip olmadığı belirtilmiştir. Meydana gelen hasar oosit sitoplazmasında 

bulunan faktörler tarafından onarılabilir ancak bu hasar oositin onarım kapasitesini 

aştığında, bu durum fertilizasyonda bozukluklara ve gebeliğin başarısızlıkla 
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sonuçlanmasına neden olabileceği öne sürülmüştür (143). Yapılan çalışmalara 

bakıldığında hem anormal semen parametreleri olan erkeklerde (144) hem de infertil 

çiftlerdeki normozoospermik partnerlerde (145) SDF'nin arttığı gösterilmektedir. 

 

4.9. Sperm DNA Hasarına Neden Olan Faktörler 

 
SDF için çok sayıda iç ve dış risk faktörü bulunmaktadır ancak altta yatan 

nedenler arasında çoğunlukla anormal kromatin kondenzasyonu, abortif apoptoz ve 

oksidatif stres yer aldığı belirtilmiştir. Testiküler sperm hücrelerinde hasar, 

spermatogenez ve olgunlaşma sırasında, post-testiküler hasar ise erkek üreme 

kanalında sperm taşınması sırasında meydana gelebileceği düşünülmüştür. 

Spermatogenez defekti ve kromatinin yeniden şekillenmesi sırasında oluşan 

anormallikler ve abortif apoptoz, spermatogenez yoluyla sperm DNA'sının 

bütünlüğünü etkileyen başlıca faktörlerdir. Testiküler ve post-testiküler OS'nin artması 

da DNA hasarına neden olduğu düşünülmüştür. Genel olarak oksidatif stres hem 

nükleer hem de mitokondriyal sperm DNA'sında hasara neden olduğu bildirilmiştir 

(141).  

Spermatogenez sırasında, sperm DNA'sı, DNA'ya bağlı histonların 

protaminlerle (PRM) değiştirildiği, histon/protamin oranının azalmasıyla sonuçlanan 

protaminasyon sürecinden geçer. DNA'ya bağlı histonların hiperasetilasyonu sperm 

kromatin yapısının gevşemesine neden olur. Geçiş proteinleri (GP) DNA’ya 

bağlanarak, histonların ayrılmasını sağlar. Sonrasında GP'ler tamamen PRM'ler ile yer 

değiştirir ve sperm DNA’sının sıkıca paketlenmesi sağlanır (146). Tüm bu süreç 

endojen nükleaz topoizomeraz II (Topo II) tarafından kolaylaştırılır. Topo II, 

histonların ayrılması ve kromatinin paketlenmesi esnasında oluşan burkulma stresini 

azaltmak için geçici DNA zincir kırıkları oluşturur, bu kırıklar spermiyogenez ve 

ejakülasyon öncesi tamir edilir (147, 148). Paketlenen kromatindeki bu kırıklar tamir 

edilmediğinde, sperm matürasyonunda defektler ve ejakülatta DNA fragmantasyonu 

olan spermler görüldüğü belirtilmiştir (149, 150) (Şekil 4.3). 

 ROT oldukça reaktiftir ve hücre yapısına veya işlevine zarar verebilmektedir. 

Hem fertil hem de infertil bireylerde üretilirler ve olumlu olduğu kadar olumsuz 

etkileri de bulunmaktadır. Semendeki üretimleri hem sperm hücreleri hem de seminal 
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plazma antioksidan savunma sistemi tarafından kontrol edilir. Sperm hücreleri, türe 

bağlı olarak SOD, GPx, peroksiredoksin, tioredoksin, tioredoksin redüktaz gibi hücre 

içi düşük aktiviteye sahip antioksidanlar içermektedir (151). Spermde ROT üretimi ve 

antioksidan savunma sistemi arasında dengesizlik oluştuğunda, artan ROT zamanla 

uzaklaştırılamaz ve yüksek seviyedeki konsantrasyonları, nükleer ve mitokondriyal 

DNA hasarı, telomer kısalması, epigenetik değişiklikler ve Y kromozomu 

mikrodelesyonları ile sonuçlanan OS'ye yol açabilir (141). 

 

 
Şekil 4.3 Sperm DNA fragmantasyonunun nedenleri (Agarwal A., 2020) 
 

4.10. Sperm DNA Yapısı 

 
 Sperm hücreleri, spermatogenez adı verilen bir süreçle seminifer tübüllerde 

üretilir. Bu süreç puberte sonrası meydana gelir ve mayoz bölünme, mitoz bölünme ve 

hücresel yeniden şekillenme sürecinden oluşur. Spermatogonyal faz, 

spermatositogenez fazı (mayoz bölünme) ve spermatid fazı (spermiyogenez) olmak 

üzere üç aşamaya ayrılır. Seminifer tübül epitelinin kök hücreleri olan A tipi 

spermatogonyumlar, daha fazla spermatogonyum üretmek için sürekli mitotik 

bölünme geçirir. B tipi spermatogonyumlar bölünür ve farklılaşarak primer 

spermatositleri oluşturur. Spermatositogenezde, primer spermatositler, sekonder 
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spermatositleri oluşturmak için mayoz bölünme (mayoz I) geçirir. Sekonder 

spermatositler, spermatidleri meydana getirmek için ikinci mayoz bölünme (mayoz II) 

geçirir (152). Spermiyogenez, sperm oluşumunun son sürecidir ve yuvarlak 

spermatidlerin olgun sperm hücrelerine farklılaşması ile karakterize edilir. Sperm 

hücresinin, spermi oosite yönlendiren kuyruk, kompakt ve stabil DNA'ya sahip 

haploid bir nükleus içeren baş bölgesi olmak üzere iki ayrı bölgesi vardır (153). Sperm 

kromatini, baskılanmış transkripsiyonel aktiviteye ve kondanse DNA'ya sahiptir 

(154). 

 Histonlar, somatik hücrelerde DNA paketlemesinden sorumlu temel nükleer 

proteinlerdir. Histonların hiperasetillenmesiyle DNA yeniden şekillenir ve 

nükleozomlar ayrıldığında (155), histon ve histon olmayan proteinler GP1 ve GP2 ile 

tamamen veya kısmen yer değiştirir. GP'ler normal DNA kondenzasyonunda son 

derece önemlidir çünkü DNA kırıklarını azalttığı bildirilmiştir (156). 

Spermiyogenezin sonunda, GP'lerin yerini PRM nükleoproteinleri alır. PRM veya 

keratin proteinleri bir histonun yarısı büyüklüğündedir ve kromatini stabilize etmeye 

katkıda bulunan inter-protamin ve intra-protamin disülfid bağları oluşturabilen arginin 

ve oksitlenmiş sistein açısından zengindirler (157). Histonların PRM'lerle yer 

değiştirdiği bu sürece protaminasyon süreci denir. Memeli sperm hücrelerinde 

Protamin tip 1 ve 2 (PRM1, PRM2) bulunur. PRM1 tüm memelilerde eksprese edilir 

(155), PRM2 ise insan, primat, murin ve at (158) ve sığır sperm hücrelerinde (159) 

tanımlanmıştır. Protamin tip 3, bir PRM2 izoformu olarak tanımlanır ve sıçan (160), 

insan ve maymunda tanımlanmıştır. PRM, sperm DNA'sını somatik hücre DNA'sından 

altı kat daha kompakt olacak şekilde sıkıştırır, sperm çekirdeğinin stabilizasyonunu ve 

korunmasını sağlar (161). DNA kompaksiyonu hücre hacmini azaltır, dişi üreme 

yolundan geçişi, penetrasyonu ve oosit aktivasyonunu kolaylaştırır, bu da daha sonra 

DNA hasarı olmadan embriyonik gelişimi başlatır (162). Bu süreçte PRM'ler, DNA'ya 

bağlanır ve nükleoprotaminler adı verilen yüksek oranda sıkıştırılmış kompleksler 

oluşturur. PRM bağlanmasından sonra, sperm kromatini aşırı derecede kompakt ve 

durağan (inert) hale gelir ve sperm kromatinin temel paketleme birimi olan toroid 

oluşturulur. Nükleoproteinlerin toroidleri, her bir DNA eğriliğinde bulunan ve 

bağlayıcılarla birbirine bağlanan yüksek oranda sıkıştırılmış DNA içerir. Proteindeki 

sistein kalıntıları arasındaki çapraz bağlar protamin toroidlerinin yüksek oranda 
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sıkıştırılmasını sağlar ve DNA stabilitesini destekler (163). Bağlayıcılarla birbirine 

bağlanan nükleoproteinlerin toroidleri, her bir DNA kavisinde bulunur ve yüksek 

oranda sıkıştırılmış DNA içerir. Bağlayıcı bölgelerde kromatin, DNA 

fragmantasyonuna karşı daha savunmasızdır (156) (Şekil 4.4). DNA Topo II enzimi, 

spermiyogenez sırasında DNA'da fizyolojik olarak kırıklar ve bağlanmalar oluşturarak 

DNA kondenzasyonunu destekler. Spermiyogenez sırasında meydana gelen sperm 

DNA kırıkları, kromatin torsiyonunu hafifleterek protaminasyon sürecini kolaylaştırır. 

Meydana gelen bu endojen DNA kırıkları olgun sperm hücresinde kalıcı olmamalıdır 

(147) ve protaminasyon süreci sona ermeden önce hücrenin kendisi tarafından 

onarılmalıdır (164, 165). Bununla birlikte, farklılaşmanın ileri aşamalarındaki hücreler 

(spermatidler ve sperm hücresi) DNA onarım mekanizmasına sahip değildir, bu 

nedenle ejakülatta DNA hasarı olan hücreler mevcut olabilir. DNA hasarı olan sperm 

fertilizasyon yeteneğine sahiptir ancak embriyo gelişiminde bozukluklar meydana 

gelebilir (140). Oosit ve embriyo, gelişimin erken aşamasında sperm DNA hasarını 

onarabilir, ancak bu kapasite sınırlıdır ve çift zincir kırıkları ve histonla ilişkili 

bölgelerdeki kırıklar gibi problemler çözülmez (166). Bu nedenle, sperm DNA 

bütünlüğü, üreme biyoteknolojisinde fertilite potansiyeli ile ilişkilendirilen önemli bir 

özelliktir (167). Yakın zamanda yayımlanan bir derlemede, açıklanamayan 

infertiliteye sahip erkek hastaların değerlendirilmesinde sperm DNA fragmantasyon 

testinin kullanılmasının faydalı olduğu belirtilmiştir (134). 
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Şekil 4.4 Spermiyogenez sırasında kromatin değişikliklerinin ve sperm kromatininin 

DNA fragmantasyonuna duyarlı bölgelerinin şematik gösterimi (Hamilton T., 2020) 

 

4.11. Sperm DNA Fragmantasyonu Nedenleri 

 
 Kromatin hasarı ve sperm DNA fragmantasyonunun üç olası nedeni 

bildirilmiştir: protaminasyon başarısızlıkları, apoptoz ve oksidatif stres. Sperm DNA 

fragmantasyonu, bu süreçlerin bir sonucu olabilir (168). Protaminasyon sürecinde 

oluşabilecek hatalar, kromatin kondenzasyonunda bozukluklara ve nükleazlar, serbest 

radikaller veya mutajenler gibi endojen ve eksojen ajanlara karşı daha savunmasız 

spermler üretilmesine neden olduğu bildirilmiştir (168).  

 İnfertil erkekler üzerinde yapılan bir çalışmada, PRM'lerdeki translasyon 

hasarı ve sperm protaminasyon hasarının ilişkili olduğu gösterilmiştir (169). GP 

knockout (KO) farelerle yapılan bir çalışmada, PRM değişiklikleri ve sperm kromatin 

hasarının, fertilitenin azalmasına ve embriyo implantasyonunda başarısızlıklara yol 

açtığı tespit edilmiştir (170). 

 Sperm DNA fragmantasyonunun ikinci olası nedeninin apoptotik süreç olduğu 

bildirilmiştir. Apoptoz, normalde birçok fizyolojik süreçte meydana gelen 

programlanmış hücre ölümü için kullanılan terimdir. Sperm, spermatogenez sırasında 
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ve epididimiste olgunlaşma sırasında apoptoz belirteçlerini eksprese eder. Testiste 

apoptoz, hasarlı germ hücrelerinin yok edilmesi, sperm üretiminin kontrol edilmesi 

(abortif apoptotik süreç), germ ve Sertoli hücreleri arasındaki oranın korunmasından 

sorumlu olduğu bildirilmiştir (171). Apoptoz yolaklarında yer alan kaspaz 1, 3, 8 ve 9 

gibi moleküllerin varlığı, çift sarmallı sperm DNA kırıklarının varlığını gösterği 

belirtilmiştir. Çift sarmallı DNA kırıkları, sperm nükleer matrisine bağlanır ve mayoz 

bölünme sırasında DNA onarımı gerçekleşemediği bu durumun düşük ve 

implantasyon başarısızlıklarına neden olduğu düşünülmektedir (172).  

 Sperm DNA fragmantasyonunun üçüncü olası nedeninin OS oludğu 

düşünülmektedir. OS, ROT'ların üretimi ile seminal plazmada SOD ve katalaz gibi 

enzimler ve redüksiyon reaksiyonunu bloke eden antioksidanlar arasında bir 

dengesizlik olduğunda ortaya çıktığı bildirilmiştir. Bu tip reaksiyon, DNA 

zincirlerinden en az birinde hasar oluşturarak sperm DNA fragmantasyonunu 

indüklediği ileri sürülmüştür (173). Yapılan bir çalışmada koç sperminin lipid 

peroksidasyonuna duyarlılığının sperm kalitesini ve oksidatif homeostazı bozarak OS 

oluşumunun indüklenmesiyle sperm kromatin hasarının ana nedeni olabileceği 

belirtilmiştir (173). Aynı durum insan sperminde de gözlenmiştir (174). 

 

4.12. Sperm DNA Hasarını Değerlendiren Test Sistemleri 

 

4.12.1.1. Sperm kromatin yapı tayini (SCSA) 

 

Bu yöntemde sperm DNA bütünlüğü, ısı veya asit kaynaklı denatürasyondan 

sonra metakromatik florofor akridin oranj (AO) kullanılarak flow-sitometre 

değerlendirilir. Test ilk tanımlandığında, sperm DNA ipliğinin kırılma bölgelerinin 

denatürasyonu için ısı (100°C, 5 dakika) kullanılıyordu ve ardından AO ile boyama 

yapılmaktaydı. Ancak son zamanlarda bu protokol değiştirilerek, sperm DNA'sının 

denatürasyonu için düşük pH kullanılmaya başlandı (168). Bu protokolde DNA 

denatürasyonu süreci kullanıldığından, kromatin bütünlüğünün dolaylı bir 

değerlendirmesi olarak kabul edilir. Bu teknik, çok sayıda sperm hücresini hızlı bir 

şekilde değerlendirir. Aynı zamanda hassas ve tekrarlanabilir olması ile yüksek 

istatistiksel güce sahiptir. AO, DNA ipliklerinin arasına girerek ve çift iplikli DNA'nın 
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varlığını belirten yeşil bir renk yayar; kırmızı ise kromatin yapısının denatürasyonunu 

gösteren tek iplikli DNA'nın varlığını belirtir. Kırmızı ve toplam floresan ışıması 

arasında elde edilen ilişki, flow sitometride ölçülerek DNA fragmantasyon indeksi 

(DFI) belirlenir. Sperm DNA kırıkları denatürasyona büyük ölçüde duyarlıdır; bu 

nedenle daha yüksek DFI değerine sahip sperm hücreleri hasarlı DNA'ya sahiptir. 

DNA fragmantasyonu olan bölgelerde genetik bilgide olası değişiklik olabilir (175). 

 

4.12.1.2. Sperm kromatin ayrılma testi/ sperm kromatin dispersiyonu (SCD) testi 

 

SCD testi, sperm DNA hasarını göstermektedir ve ilk olarak insan sperminde 

tanımlanmıştır (176). Bu testte spermler agaroz matriks jele yerleştirilir. Asit 

denatürasyonundan sonra sperm membranı ve proteinlerinin uzaklaştırılması için 

ortama litik bir tampon solüsyonu eklenir. Ardından nükleoidin oluşturduğu merkezi 

bir kor etrafında ayrılmış DNA halkalarına bağlı bir hale görüntüsü oluşur. Normal 

DNA’ya sahip spermler geniş ışık haleleri oluştururken, fragmante DNA'ya sahip 

spermler çok küçük ya da hiç ışık halesi oluşturmamaktadır. Spermler Wright’s boyası 

ile boyanarak ışık mikroskobunda, floresan boya ile boyanarak floresan mikroskopta 

görüntülenebilir. Bu teknik ile DNA’nın tek zincir ve çift zincir kırıkları tespit 

edilebilir (172). 

 

4.12.1.3. Tek hücre elektroforez (COMET) yöntemi 

 
 Tek hücreli jel elektroforezi (COMET) analizi, genellikle tek ve çift zincirli 

DNA kırıklarını ölçmek için kullanılan nispeten basit, hassas, güvenilir, hızlı ve düşük 

maliyetli bir tekniktir (177). Bu yöntemde hücreler, bir agaroz matrisinde tek bir hücre 

süspansiyonu olarak gömülür, ardından yüksek tuz ve deterjanla parçalanır ve elde 

edilen nükleoidler, kontrollü bir alkalin denatürasyon aşamasına maruz bırakılarak 

DNA'nın nükleer matrise nükleoid olarak bağlanması sağlanır. Ardından jellere 

gömülü nükleoidler elektroforeze tabi tutulur (178). DNA moleküllerinin göçü, DNA 

hasarının düzeyine ve elektroforez koşullarına bağlı olarak gerçekleşir. DNA 

zincirlerinde kırıklar varsa farklı molekül ağırlıklarına ve farklı elektrik yüküne sahip 

kırık DNA molekülleri elektroforetik ortamda farklı hızlarda göç ederler. Bu durumda 
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hasarsız DNA, kuyruk ya da comet oluşturmazken, farklı elektrik yükü ve moleküler 

ağırlığına sahip hasarlı DNA fragmentleri kuyruklu yıldız şeklinde bir görüntü 

oluştururlar. Nötral koşullarda sadece çift zincir kırıkları tespit edilebilirken, alkali 

koşullarda tek veya çift zincir kırıkları tespit edilebilir. Nötralizasyondan sonra, bir 

floresan boya ile boyama yapılarak floresan mikroskobu ile görüntüleme 

gerçekleştirilir. Her nükleoiddeki floresan yoğunluğuna bağlı olarak comet ya da 

kuyruk oluşur. Boyanma yoğunluğu ve oluşan kuyruğun uzunluğu DNA 

fragmantasyonunun derecesini belirler (177). 

 

4.12.1.4. Terminal Uridine Nick-End Labeling (TUNEL) analizi 

 

 TUNEL analizi, TdT kullanılarak dUTP tek ve çift zincirli DNA kırıklarına 

bağlanması yoluyla sperm DNA hasarını doğrudan ölçen bir yöntemdir. TdT, DNA 

polimeraz enzimi tek veya çift zincirli DNA kırıklarının 3'-hidroksil grubuna rastgele 

dUTP ekler (179). Floresan sinyali, DNA zincir kırıklarının sayısıyla orantılı ışıma 

yapar. TUNEL testi sırasıyla spermin fiksasyonu ve permeabilizasyonu, DNA 

fragmanlarının işaretlenmesi, spermin boyanması ve değerlendirilmesinden oluşur. 

Flow sitometre ile kantitatif analiz, floresan veya ışık mikroskobu ile de kalitatif analiz 

gerçekleştirilir (180). Ölçülen değer, erkek infertilitesini değerlendirmek için bir 

indeks olarak kullanılır ve YÜT sonuçlarını öngörebildiği bilinmektedir (181). 

TUNEL yöntemi ile 200 veya daha az sperm hücresi ile değerlendirme 

yapılabilmektedir. Bu durum testis biyopsisi gibi çok az sayıda sperm hücresi elde 

edilen işlemlerden sonra DNA hasarının değerlendirilmesini mümkün kılmaktadır 

(182). 

 

4.12.1.5. Annexin V yöntemi 

 
Bu yöntemin esası FITC'ye konjuge olan Annexin V'nin, apoptoz sürecine 

giren hücrelerin dış yüzeyindeki fosfatidilserine bağlanmasına dayanır. Nekrotik 

hücrelerde de membran geçirgenliği kaybolduğı için bu hücreler de Annexin V-FITC 

DNA'ya bağlanmaktır. Canlı, erken apoptotik ve nekrotik veya geç apoptotik hücreler 

arasında ayrım yapmaya yardımcı olmak için bu prosedüre propidium iyodür (PI), 
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dahil edilmiştir. PI, sağlıklı hücrelerde membranı geçemezken, membran 

geçirgenliğini kaybetmiş nekrotik hücrelerde DNA’ya bağlanır. Bu yöntemle hücreler, 

apoptotik ve apoptotik olmayan hücreler olmak üzere birbirinden ayırt edilebilirler 

(183). 

 

4.12.1.6. Toluidin Blue (TB) boyaması ile protaminasyon eksikliğinin 

değerlendirilmesi 

 

 TB, sperm kromatin bütünlüğünü değerlendirmek için kullanılan temel bir 

boyadır. Gevşek paketlenmiş kromatine sahip ve/veya hasarlı DNA içeren sperm 

çekirdeğindeki fosfat grupları, TB gibi bazik boyalarla bağlanmaya daha yatkındır. 

Semen örneğinin TB boyaması için lam üzerine yayma preparat alınır ve havada 

kurutulur, %96 etanol:aseton (1:1) ile fikse edilir ve 0.1 N HCl ile hidrolize tabi 

tutulur. Sperm kromatininin değerlendirilmesi için %0,05 TB solüsyonu uygulanır. 

Sperm DNA hasarı olmayan sperm başları açık mavi, DNA hasarı olanlar ise mor 

boyanır. Bu teknik, hızlı, düşük maliyetli ve verimli olduğu için erkeklerde sperm 

DNA analizinde sıklıkla kullanılmaktadır (184). 

 

4.12.1.7. Sperm kromatininde protamin eksikliği değerlendirmesi 

 

 Kromomisin A3 (CMA3), DNA'da PRM'ler ile aynı bölgelere bağlanan bir 

florokromdur. Sperm kromatin paketlemesini değerlendirmek için güvenilir bir araçtır 

ve protamin eksikliğinin dolaylı olarak görüntülenmesini sağlar. CMA3 analizi, 

mikroskop veya flow sitometride değerlendirilebilir. Yüksek oranda CMA3 boyaması, 

DNA'ya protamin bağlanma oranının düşük olduğunu, dolayısıyla gevşek paketlenmiş 

sperm kromatin yapısını ifade eder. Protamin eksikliği ise, erkek infertilitesinin 

nedenlerinden biri olarak tanımlanmaktadır (185). 
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4.12.1.8. Sperm nükleusunda protamin ekspresyonu 

 

 Protaminlerin incelenmesi, erkek fertilitesinin önemli bir belirleyicisi olarak 

rapor edilmiştir (186). İnsanda PRM (PRM1 ve PRM2) yaklaşık olarak eşit oranda 

eksprese edilir. Fertil erkeklerde PRM1/PRM2 oranının 1:1 olduğuna inanılmaktadır 

(187). Farelerde, PRM 1 ve 2 arasındaki oran bozulduğunda DNA bütünlüğü değiştiği 

gözlenmiştir (188). PRM1 ve PRM2 arasındaki oran türler arasında farklılık 

göstermektedir. Bu oranı belirlemek için sperm nüklesusundaki bu proteinlerin miktarı 

belirlenmelidir. Protaminlerin ekstraksiyonu ve analizi için Ditiotreitol (DTT) ile 

disülfit bağlarını kırmak gerekir (189). Ardından sisteinler indirgenmeli ve 

protaminler elektroforez ile ayrılmalıdır. Sodyum dodesil sülfat (SDS) poliakrilamid 

asetik asit-üre jel elektroforezi uygulanır (190). Coomassie blue ile boyanmış jelin 

taranması ile protaminler tanımlanır. PRM1 ve PRM2'nin rölatif (bağıl) miktarı, 

görüntüleme yazılımı kullanılarak değerlendirilebilir. Jel bir poliviniliden florür 

membranına aktarılır ve PRM1 ve PRM2 primer antikorlarıyla inkübe edilir. Sekonder 

antikorun uygulanmasından sonra, pozitif bantlar kemilüminesans veya floresan ile 

tespit edilir, ardından PRM miktarı belirlenir ve bunlar arasındaki oran tahmin edilir. 

 

4.13. Oksidatif Stres 

 
 OS, hücreler ve dokularda ROT üretimi ve birikimi ile biyolojik bir sistemin 

bu reaktif ürünleri detoksifiye etme yeteneği arasındaki dengesizliğin neden olduğu 

bir olgudur. ROT, hücre sinyalleşmesi gibi bazı fizyolojik süreçlerde rol oynar ve 

normalde oksijen metabolizmasının yan ürünleri olarak üretilirler. UV, iyonlaştırıcı 

radyasyonlar, çevre kirliliğine yol açan maddeler ve ağır metaller gibi çevresel 

stresörler ve ksenobiyotikler ROT üretimini büyük ölçüde artırır, bu nedenle hücre ve 

doku hasarına yol açan dengesizliğe yani OS'ye neden olur (191). Yaygın olarak 

tanımlanan ROT, Süperoksit radikalleri, Hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve 

singlet oksijen ve biyolojik sistemler tarafından metabolik yan ürünler olarak 

üretilirler. ROT, birçok biyolojik süreçte önemli bir rol oynamaktadır. Serbest 

radikallerin redoks sinyali olarak bilinen bazı hücresel sinyalleşme süreçlerinde de yer 

aldığına inanılmaktadır (192). Düşük ya da orta miktarda ROT varlığı hem 
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homeostazın korunması ve düzenlenmesinde hem de çok çeşitli hücresel 

fonksiyonlarda görevlidir (192, 193). ROT üretimi arttığında proteinler, lipidler ve 

nükleik asitler gibi önemli hücresel yapılar üzerinde zararlı etkiler göstermeye 

başlarlar (194). 

 Aşırı ROT üretimi, hücresel proteinlerin yapısal modifikasyonu ve işlevlerini 

değiştirerek hücresel fonksiyonlarda hasara ve hücrenin yaşamsal süreçlerinin 

bozulmasına neden olur (192). Yüksek ROT seviyeleri lipid, protein ve DNA hasarına 

neden olur, lipid membranı parçalayarak, membran akışkanlığını ve geçirgenliğini 

artırabilir. ROT, deoksiribozu oksitleyebilir, DNA zincirini kırabilir, nükleotidleri 

çıkarabilir, bazları değiştirebilir ve DNA-protein çapraz bağlanmaları oluşturarak 

DNA'ya hasar verebilir (195). 

 Primer serbest oksijen radikalleri olan süperoksit ve hidroksil radikali kimyasal 

redüksiyon koşulları altında moleküler oksijenden oluşmaktadırlar. Bu serbest 

radikallerin aşırı miktarlarda üretilmesi, kanser, felç, miyokard enfarktüsü, diyabet, 

metabolik bozukluklar, ateroskleroz ve kardiyovasküler hastalıklar gibi birçok 

hastalığa neden olan hücre hasarına ve apoptoza yol açabilir (196). 

ROT, hem fizyolojik hem de patolojik koşullarda mitokondri organelleri 

tarafından üretilir. Bu organeller hücre içi ROT temizleme kapasitesine sahiptir ancak, 

mitokondri tarafından üretilen ROT miktarını temizleyerek hücresel ihtiyacı 

karşılamak için yeterli değildir (197).  ROT üretimi temel olarak enzimatik ve 

enzimatik olmayan reaksiyonlara dayanır. ROT oluşturabilen enzimatik reaksiyonlar, 

elektron taşıma sistemi, prostaglandin sentezi, fagositoz ve sitokrom P450 sistemi ile 

ilgili olanlardır (198). Süperoksit radikalleri, nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

oksidaz (NADPH) oksidaz, ksantin oksidaz ve peroksidazlar tarafından üretilir. 

Oluştuktan sonra, sırayla hidrojen peroksit, hidroksil radikali, peroksinitrit (ONOO−), 

hipokloröz asit (HOCl) vb. üretilmesini sağlayan çeşitli reaksiyonlara katılır. Çoklu 

oksidaz enzimleri, yani amino asit oksidaz ve ksantin oksidaz tarafından üretilen 

hidrojen peroksit, serbest radikal değildir ve biyolojik membranlara kolayca nüfuz 

ederek hidroksil radikalinin oluşmasında aracı bir rol oynar. Tüm serbest radikal türleri 

arasında in vivo en reaktif olan OH–, Fe2+ veya Cu+ gibi metal iyonları ile reaksiyona 

girerek Fenton Reaksiyonu sonucu üretilir. Süperoksit radikali ile hidrojen peroksit 

arasında gerçekleşen Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda da hidroksil radikali oluşur. 
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Bazı önemli fizyolojik işlevlere sahip olan nitrik oksit radikali (NO•), nitrik oksit 

sentaz (NOS) tarafından arginin-sitrülin oksidasyonundan sentezlenir (191). 

 

4.14. Oksidatif Stres ve Erkek İnfertilitesi 

 
 Reaktif oksijen türlerinin sperm fonksiyonları üzerinde hem yararlı hem de 

yıkıcı etkileri olabilir ve bu etkiler ROT'un düzeyine bağlıdır. Reaktif oksijen ve 

nitrojen türleri, fizyolojik bazı fonksiyonları gerçekleştirebilmek için belli seviyelerde 

düzenlenmelidir. Düşük miktarlarda ROT, kapasitasyon, hiperaktivasyon ve 

akrozomal reaksiyon dahil olmak üzere spermin normal fonksiyonlarında fizyolojik 

bir role sahiptir. Fertilizasyonun sağlanması için kritik bir süreç olan sperm 

kapasitasyonu, süperoksit, H2O2, NO ve süperoksit anyon radikali gibi ROT ile 

gerçekleşir (199) (Şekil 4.5). 

 Genital sistem enfeksiyonu, varikosel, metabolik sendromlar, sigara, aşırı alkol 

ve ilaç tüketimi, iyonlaştırıcı radyasyon, cep telefonu kullanımı, mental stres, şiddetli 

egzersiz, omurilik yaralanması ve çevre kirliliği gibi çeşitli kaynaklar OS'ye neden 

olur. Genel olarak, bu kaynaklar endojen ve eksojen olarak iki gruba ayrılır (200). 

 

 
Şekil 4.5 ROT kaynakları (Dutta S., 2019) 
 

4.14.1. Endojen kaynaklar 

 

4.14.1.1. Olgunlaşmamış sperm 

 

 Spermatogenez aşamasında, spermin fazla olan sitoplazmik kısmı Sertoli 

hücreleri tarafından fagosite edilir, sperm sıkı ve uzun formunu kazanır (298). 

Spermatogenez sırasında sitoplazmanın atılması süreci esnasında meydana gelen bir 
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hata, spermin germinal epitelden gelen fazlalık bir sitoplazma bölgesi taşımasına sebep 

olur ve oluşan spermler genellikle olgunlaşmamış ve fonksiyonel olarak işlevsizdir. 

Orta parçada fazla sitoplazmik kalıntı bulunan spermler, olgunlaşmamış ya da 

immatür sperm olarak bilinir. Spermin orta kısmındaki ek sitoplazma, glukoz-6-fosfat 

dehidrojenaz (G6PD) enzimi içerir. Bu sitoplazmik enzim, hücre içi NADPH üretimini 

kontrol eder. NADPH, sperm membranı içinde yer alan NADPH oksidaz yoluyla ROT 

üretiminde kullanılır (201). Ek olarak, orta parçada sperm hareketliliği için enerji 

depolayan çok sayıda mitokondri vardır. Mitokondriyal solunum zincirindeki bir 

enzim olan diaforaz, indirgenmiş ve oksitlenmiş nikotinamid adenin dinükleotit 

(NADH) formları arasındaki oranı kontrol eder; böylece sperm enerji dengesine 

katkıda bulunur. Bu oksidoredüktaz mitokondriyal solunum zinciri ile entegredir ve 

ROT seviyesini etkileyen süperoksit anyonları üretir (202). Mitokondriyal 

disfonksiyon ROT üretimine yol açabilir ve sperm hücrelerinde mitokondriyal 

bütünlüğü etkileyebilir; bu da mitokondriyal membranda hasara yol açarak ROT 

üretiminde artışa neden olur. Sonuç olarak mitokondri ve sperm membranı, 

olgunlaşmamış spermlerde ROT üretimi için iki ana bölge olarak bildirilmiştir (203). 

 

4.14.1.2. Lökositler 

 

 Her doğal ejakülasyonda az sayıda lökosit vardır. DSÖ kriterlerine göre, 

lökosit sayısı 1 ml semende 1 milyondan fazlaysa bu durum lökositospermi olarak 

tanımlanır (204). Lökositospermiye bağlı olarak artan ROT, antioksidan 

konsantrasyonunda bir azalmaya yol açarak sperm DNA'sına zarar verir. Reprodüktif 

sistemde meydana gelen inflamasyon veya enfeksiyon nedeniyle seminal plazmada 

lökosit sayısı artar. Peroksidaz-pozitif lökositler, heksoz monofosfat transferi yoluyla 

NADPH üretimini artırarak spermden 1000 kat daha fazla ROT üretebilir (205). 

Çalışmalar, fertil erkeklerde ROT düzeylerinin infertil erkeklere göre daha az 

olduğunu ve OS ile lökosit sayısı artışı arasında doğrudan bir ilişki olduğunu 

göstermektedir (206).  
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4.14.2. Eksojen kaynaklar 

 

4.14.2.1. Sigara kullanımı 

 

 Sigaradaki nikotin ve diğer kimyasallar hormon düzeylerini bozar ve semen 

parametrelerini etkiler (207). Sigara içimi, spermin üretildiği bölgede yüksek ROT 

birikimine neden olabilir, sperm DNA'sına zarar verebilir. Sigara dumanındaki 

partiküllerde kararlı ve kararsız serbest radikaller, ROT, çok sayıda toksik madde, 

kanserojen ve mutajenik madde içerir. Aynı zamanda süperoksit anyonlarının ve 

H2O2'nin üretimini artırarak hücrelerin lipid membranlarında, proteinlerde, enzimlerde 

ve DNA'da oksidatif hasara neden olur, infertiliteye yol açar (208).  

 

4.14.2.2. Alkol kullanımı 

 

 Aşırı alkol tüketimine bağlı olarak sperm motilitesinde ve konsantrasyonunda 

belirgin bir azalma görülmekte ve ayrıca normal morfolojiye sahip sperm oranınını da 

azaltmaktadır. Alkol apoptoz yoluyla sperm kromatin bozukluklarına neden olarak 

sperm motilitesini, nükleer matürasyonu ve DNA bütünlüğünü etkilemektedir (203). 

 

4.14.2.3. Radyasyon 

 

 Erkek fertilitesini etkileyen diğer bir dış faktör de radyasyondur. İyonize ve 

iyonize olmayan radyasyon spermatogenezi etkiler. Erkek fertilitesi, termal, 

radyoaktif, radyo frekansı ve diğer tehlikeli radyasyondan büyük ölçüde etkilenir. 

Radyo frekansı radyasyonu ve erkek infertilitesi üzerindeki etkileri üzerine yapılan 

diğer çalışmalar, OS nedeniyle glutatyon seviyesinin azaldığını ve sperm membran 

bütünlüğünü bozduğunu bildirmiştir. Bu nedenle araştırmacılar, ROT üretiminin erkek 

infertilitesi ve radyasyon patofizyolojisinde önemli bir rol olabileceği sonucuna 

varmışlardır (209). 
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4.14.2.4. Çevresel faktörler 

 

 ROT'un en önemli çevresel kaynaklarından biri genital ısı stresidir. Uzun süre 

ısıya maruz kalmak skrotal hipertermiye ve aşırı ROT üretimine yol açar (210). 

Ftalatlar, hava kirliliği ve ağır metaller gibi çevresel kirleticiler de ROT kaynağı 

olabilmektedir (211). Hava kirliliği, sperm lipid membranını etkileyerek oksidatif 

strese neden olabilir, serbest radikallerin üretimini sağlayabilir ve sperm 

parametrelerini etkileyebilir (212). Ayrıca, kadmiyum ve kurşun gibi ağır metaller de 

ROT kaynağı olarak kabul edilir ve testiküler oksidatif strese neden olarak sperm 

DNA'sına ve semen parametrelerinde olumsuz etkilere sebep olduğu bildirilmiştir 

(213). 

 

4.14.2.5. Genetik ve epigenetik faktörler 

 
 Erkek fertilitesini etkileyen durumlar arasında genetik faktörler de yer 

almaktadır. Bu faktörler cinsiyet hormonlarının seviyesi, kromatin stabilitesi ve sperm 

kalitesi ile ilişkilidir. Sperm sayısı, hormonal düzeyler, sperm morfolojisi ve sperm 

kromatin parametrelerinde gözlenen değişikliklerin yaklaşık %20'sinin kalıtsal 

faktörlerden etkilendiği belirtilmiştir (210). ROT, endojen ve çevresel faktörlerden 

etkilendiğinden ve sperm kalitesi ve DNA'ya büyük zarar verebileceğinden, 

antioksidan enzimler, spermatogenez ve fertilizasyon sırasında OS'ye karşı koymada 

önemli roller oynamaktadır. NRF2, SOD, CAT, GPX, PRX, GRX, TRX ve NOS 

genleri spermatogenezde yer alan bir dizi antioksidan genlerdir. Bu genler tarafından 

kodlanan enzimler, spermatogenez sırasında antioksidan yanıtlarda, sentezlerde ve 

GSH'nin azaltılmasında ve tiyol indirgenme redoks döngüsünde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Ayrıca, bu genlerin çoğu, OS'ye karşı savunma mekanizmalarını 

düzenler. SOD'lar ve CAT'lar, NRF2-ARE sinyal yolağı tarafından düzenlenen 

genlerdir ve spermi süperoksit ve H2O2'nin oksidatif hasarından korurlar. SOD, 

süperoksit radikalinin yıkımı ile moleküler oksijen ve hidrojen peroksit oluşumuna 

neden olur. İnsanlarda SOD (SOD1), mitokondriyal SOD (SOD2) ve ekstraselüler 

SOD (SOD3) olmak üzere üç SOD izozim ailesi bulunur (212), bunlar arasında SOD2 

izozimi insan spermlerinde daha fazla eksprese edilir (214). SOD geninin birkaç çeşidi 
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bulunmaktadır ve yapılan çalışmalar, rs4880 polimorfizminin erkek infertilitesi ile 

ilişkili olduğunu göstermektedir (213). CAT, CAT genleri tarafından kodlanan bir hem 

enzimidir. Bu enzim H2O2'yi oksijene ve suya dönüştürür ve normal ROT seviyelerini 

korur ve spermi ROT'a karşı korur (215). 

 OS sisteminde yer alan genlerde bulunan genetik polimorfizmler erkek 

infertilitesini etkileyebilir. Genetik polimorfizmler, gen haritasındaki konumlarına 

bağlı olarak bir proteinin ekspresyonunu ve yapısını değiştirebilir (216). Genlerin 

kodlayan veya kodlamayan bölgelerinde genetik varyasyonlar meydana gelebilir. 

Kodlamayan bölge mutasyonları ve kodlama bölgelerindeki mutasyonlar, gen 

ekspresyonunu ve RNA uçbirleştirmesini (RNA splicing) etkileyebilir. Promoter 

bölgelerdeki mutasyonlar, gen ekspresyonu ile doğrudan ilişkili olabilir (217). 

Epigenetik regülasyonlar, gen ekspresyonunun düzenlenmesini sağlayan 

mekanizmalardır (218) ve DNA dizisindeki doğrudan değişiklikle ilişkili değildir. 

DNA metilasyonu, histon değişiklikleri ve kodlamayan RNA'ların işlevini içeren 

epigenetik mekanizmalar, genomik imprinting ve X kromozomu inaktivasyonu dahil 

olmak üzere bir dizi biyolojik süreç için gereklidir (219). Spermlerde gamet 

canlılığında önemli rol oynayan epigenetik belirteçler, hücre büyümesi ve 

farklılaşmasında görülmektedir. Sperm DNA'sının epigenetik regülasyonu, 

spermatogenezin birçok önemli adımında gerçekleşir (219). 

 

4.14.2.6. Lipid peroksidasyonu 

 

 Sperm hücreleri, çoklu doymamış yağ asitlerinden (PUFA) oluşan lipid 

membranları nedeniyle oksidatif hasara karşı özellikle hassastır. PUFA'lar, değişen 

karbon-karbon çift bağlarının doğası gereği redoks reaksiyonlarının mükemmel 

hedefleridir ve kolayca lipid radikallerine dönüştürülür (220). Lipid peroksidasyon 

(LPO) kaskadlarının indüksiyonu, spermlerde hücre içi ROT seviyelerinin kontrolsüz 

bir şekilde yükselmesi sonucu meydana gelir ve sperm fonksiyonunun azalmasına 

neden olduğu gösterilmektedir (221). LPO, lipid membranların akümülasyonunu, 

yapısını ve dinamiklerini değiştirir, membran yağ asitlerinin neredeyse %60'ı 

kaybolur, membran akışkanlığı azalır, non-spesifik iyon geçirgenliği artar ayrıca 

membran reseptörlerinin ve enzimlerin etkilerini inhibe eder. Dolayısıyla LPO 
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oluşumu, anormal fertilizasyona neden olan otokatalitik bir kimyasal reaksiyon olduğu 

bildirilmiştir (222). 

 

4.15. Oksidatif Stresin DNA Hasarındaki Rolü 

 
 İnfertilite ile birlikte spermlerde yüksek düzeyde DNA hasarı meydana geldiği 

bildirilmiştir (223). ROT düzeyini artıran faktörler sperm kromatin bütünlüğünü 

etkileyebileceği düşünülmektedir. Guanin bazı, serbest radikaller tarafından oksidatif 

saldırıya maruz kalan ve 8-hidroksiguanine (8-OHG) dönüşen organik bir bazdır. 

İnfertil erkek sperm DNA'sı üzerinde yapılan araştırmalara göre infertil bireylerde 8-

OHG'nin fertil bireylere kıyasla 100 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir. OS, 

özellikle daha az PRM olan genom lokasyonlarında 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-

OHdG) gibi oksitlenmiş DNA baz bileşiklerinin üretimine yol açar (224). 

 Eksojen ve endojen faktörlere bağlı olarak antioksidanların koruyucu 

etkisindeki yetersizliğin, spermde oksidatif hasara ve nihayetinde DNA hasarına yol 

açtığı öne sürülmektedir (225). DNA hasarı, tek veya çift zincir kırıkları, DNA 

fragmantasyonu, serbest baz bölgelerinin oluşturulması, pürin, pirimidin, deoksiriboz 

ve DNA çapraz bağlanması gibi bir dizi değişikliğe neden olur (223). Bu değişiklikler, 

gen transkripsiyonunun durdurulmasına veya başlatılmasına, son transdüksiyon 

yolaklarının indüklenmesine, telomerik DNA'nın degradasyonunun artmasına, 

replikasyon hatalarına, genomik kararsızlığa ve CG'den AT'ye transversiyona yol 

açabilir (226). Ciddi DNA oksidatif hasarı olan hastaların spermleri dejenere olur ve 

epididimdeki spermatogenez ve sperm matürasyonu süreciyle absorbe edilir. Bu 

hastalarda sperm sayısında azalmaya neden olur. DNA fragmantasyonu ROT hasarının 

son aşamasıdır ve sıklıkla infertil erkeklerin spermlerinde görülür (227). ROT ve SDF 

arasında yakın bir ilişki vardır. SDF, varikosel, enfeksiyon, yaşlanma, sıcaklık, yaşam 

tarzıyla ilgili faktörler, eksik protaminasyon ve bazen bir sebebe bağlı olmadan çeşitli 

nedenlerle ortaya çıkabilir. Bunların çoğuna ROT aracılık eder ve bu nedenle ROT, 

SDF'nin ana nedenidir. ROT spermin mitokondriyal DNA'sına (MtDNA) da zarar 

verebilir. MtDNA'da, histon ve nükleotid eksizyon onarım (NER) yolağı 

olmadığından, ROT saldırısına daha duyarlıdır. Ek olarak, ROT iç mitokondriyal 
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membran yapısını bozduğundan mtDNA'ya doğrudan zarar verebilir ve aynı anda 

ETZ'den elektron sızıntısına neden olabilir ve bu da OS üretimini arttırır (141). 

 ROT düzeyinin yüksek olması, iç ve dış mitokondriyal membranları 

parçalayarak kaspazların aktivasyonuna ve apoptoza neden olabilir. Apoptoz 

sürecinde sitokrom C'nin salınması, ROT seviyelerini daha da artırır, DNA hasarı ve 

fragmantasyonunu indükler (228), apoptotik kaspazları aktive eder (229). İnfertil 

erkeklerin seminal plazmadaki sitokrom C seviyelerinin yüksek olması, yüksek ROT 

seviyelerinin neden olduğu mitokondride önemli hasar olduğunu düşündürebilir (229, 

230). 

 

4.16. Oksidatif Stres ve Semen Parametreleri  

 
 ROT, yan ürünler olarak semende hücrelerin fizyolojik metabolik süreçleri 

sırasında salınır (212). Yüksek ROT seviyeleri, konsantrasyon, morfoloji ve motilite 

dahil olmak üzere sperm parametrelerini olumsuz etkilediği bildirilmiştir (231). 

 

4.17. Oksidatif Stres ve Spem Kriyoprezervasyonu  

 
 Sperm kriyoprezervasyonu sırasında sperm, yüksek ozmotik ve termal strese, 

hücre içi buz kristallerinin oluşumuna bağlı fiziksel hasara ve aşırı ROT üretiminden 

kaynaklanan OS'ye maruz kaldığı düşünülmektedir ve bu nedenle sperm 

fonksiyonlarının bozulduğu belirtilmektedir (232). Sperm, plazma membranındaki 

yüksek PUFA ve sınırlı bir intrinsik antioksidan savunma mekanizmasına sahip olması 

nedeniyle OS'ye karşı duyarlı olduğu belirtilmiştir (223). Kriyoprezervasyon sırasında 

OS, mitokondriyal disfonksiyona doğrudan veya dolaylı olarak aracılık eder. 

Dondurulmuş çözülmüş semende, C11-BODIPY581/591 (Lipid Peroxidation Sensor) 

ile boyama yapıldığında, spermin orta parçasının OS'tan en fazla etkilendiği sonra 

kuyruk plazma membranının ve baş bölgesinin ise en az etkilendiği gösterildi (233). 

 Kriyoprezervasyon işlemi süresince eklenen dilüentler, sperm antioksidan savunma 

mekanizmasını bozar, kriyoprezervasyon işlemi sırasında serbest radikallerin aşırı 

üretimi ise spermin peroksidatif hasara karşı duyarlılığını daha da artırır (232). ROT 

seviyelerinin yükselmesi ile, Mitogen-activated protein kinase (MAPK) sinyal yolağı 
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aktive edilir, B-cell lymphoma 2 (BCL-2) protein ailesi, BAX ve BAK proteinleri 

aracılığıyla dış mitokondriyal membranda mitochondrial permeability transition 

pores/mitokondiyel geçirgenlik geçiş porları (mPTP) oluşumunu destekler ve 

sitozolde proapoptotik faktörlerinin ve sitokrom C'nin salınmasını sağlar. Apoptozom 

oluşumunu uyarır, ardından kaspaz-9'u aktive eder böylece sperm fonksiyonları 

bozulur, spermin dişi üreme sisteminde hayatta kalımı azalır, kaspaz aracılı apoptotik 

hücre ölümüne yol açar (234). 

 Kriyoprezervasyonda hücresel hasarın ana nedeni, plazma membranında 

meydana gelen hasardır. İlk olarak, soğuk şokun membran çift tabakasının lipid 

bileşimi ile ilişkili olduğu varsayılmıştır (235). Soğutma işlemi sırasında sıcaklık 

düşürüldüğünde, fosfolipid lateral hareketinde sınırlanmalar meydana gelir, bu da sıvı 

fazdan jel fazına dönüşmesine ve böylece membranın daha sert ve kırılgan hale 

gelmesine neden olur. Lipid membranları içeren faz değişiklikleri, lipid faz ayrımına 

yol açar; böylece proteinler geri dönüşümsüz olarak kümelenir (236). 

 

4.18. Fosfoinositol-3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (AKT)/rapamisinin memeli 

hedefi (mTOR) sinyal yolağı 

 
 Çok hücreli organizmalar dış uyaranlara göre tepki verirler, yani metabolik 

ihtiyaçlarını içinde bulunduğu duruma göre uyarlama yeteneğine sahiptirler (237). Bu, 

yalnızca bilgiyi entegre edebilen ve buna göre tepki verebilen metabolik yolakların 

varlığından kaynaklanmaktadır. PI3K/AKT ve mTOR sinyal yolağı, büyüme 

faktörleri, enerji durumu, oksijen, stres ve amino asitlerin metabolik sinyallerini 

dengeleyen ve uyaranlara göre protein ve lipid sentezi veya otofaji ile sonuçlanan 

sinyalleşme ağında merkezi bir rol oynar (25). Bu sinyal yolağı, hem fizyolojik hem 

de patolojik koşullarda hücre büyümesi ve hayatta kalımı için çok önemlidir. 

Birbirleriyle bağlantılı bu yolak birçok sinyal yolağı ile de yoğun bir şekilde etkileşime 

girebilmektedir (Şekil 4.6). PI3K/AKT yolu, hücresel stres sırasında sağkalımın kilit 

regülatörüdür (238). Tümörler, sınırlı besin ve oksijen kaynağı, düşük pH gibi stresli 

bir ortamda var olduklarından, bu yolağın kanserdeki rolü çok önemli görünmektedir. 

 mTOR memeli hücrelerinde her yerde eksprese edilen bir serin/treonin kinazdır (239). 

Besin alımı, büyüme faktörleri ve diğer hücresel uyaranlar tarafından başlatılan 
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sinyalleri alır, birleştirir ve downstream sinyali ve protein sentezini regüle eder. 

Downstream efektörleri olan 4EBP1 ve P70S6 kinazı (S6K) aracılığıyla, hücre 

büyümesi, hücre döngüsü ilerlemesi ve hücre metabolizması için gerekli proteinlerin 

ribozomal translasyonunun başlatılmasında rol oynar. PI3K/Akt/mTOR sinyal 

yolağının aktivasyonu, hücre büyümesi ve sağkalım kontrolünün bozulmasına neden 

olur, bu metastaza, anjiyogenez ve terapiye karşı dirence yol açar. PI3K/Akt/mTOR 

sinyal yolağı, fizyolojik olduğu kadar kanser gibi patolojik koşullarda da hücre 

büyümesi ve sağkalım için çok önemlidir (240). 

 

 
Şekil 4.6 PI3K/Akt/mTOR yolağının şematik gösterimi (Porta C., 2014) 
 

4.18.1. Fosfatidil-inositol-3-kinazlar (PI3K) 

 

 Fosfatidil-inositol-3-kinazlar (PI3K'ler), inositol fosfolipidlerin inositol 

halkasının 3′-OH grubunu fosforile etme yeteneği ile karakterize edilen bir lipid kinaz 

ailesini oluşturur (241). Sınıf I PI3K'ler, bir katalitik (CAT) alt biriminden (p110) ve 

bir adaptör/regülatör alt birimden (p85) oluşan heterodimerlerdir. Büyüme faktörü 

reseptör protein olan tirozin kinazların aktivasyonu, tirozin kalıntılarının 
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otofosforilasyonu ile sonuçlanır. Regülatör alt birim SH2 bölgesi içerir ki bu fosforile 

tirozin rezidülerine bağlanarak membrana alınır. Bu, CAT alt biriminin allosterik 

aktivasyonuna yol açar. PI3K aktivasyonu ile, fosfatidilinositol-4,4-bifosfat 

substratından (PI-4,5-P2) ikinci haberci fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PI3,4,5-P3) 

üretilir. Plazma membranında artan PI3,4,5-P3, fosfoinositid-bağımlı kinaz-1 (PDK1) 

ve AKT/protein kinaz B'nin birikimi ve ko-lokalizasyonuna neden olur. AKT, kendi 

başına, hücre sağkalımı ve hücre döngüsünün ilerlemesinde yer alan birkaç hücresel 

süreci düzenler. AKT, kendi başına, hücre sağkalımı ve hücre döngüsü ilerlemesinde 

yer alan birkaç hücre sürecini düzenler. AKT, Bad ve Prokaspaz-9 gibi proapoptotik 

faktörleri ve Fas-ligand (FasL) gibi diğer proapoptotik faktörlerin ekspresyonunu 

indükleyen Forkhead transkripsiyon faktörleri ailesini inaktive edebilir (242, 243). 

 

4.18.2. Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) 

 
 mTOR ilk olarak mayada, aktivitesini inhibe eden bir antibiyotik olan 

rapamisin uygulaması yoluyla keşfedilmiştir. Daha sonra TOR, memeli hücrelerinde 

tespit edilmiş ve mTOR olarak adlandırılmıştır (244).  

Biyolojik homeostaz, hücre büyümesi, çoğalması ve ölümü arasındaki dengeye 

bağlıdır. Bu süreçler, büyüme faktörleri, hormonlar, besinler dahil olmak üzere çeşitli 

faktörler tarafından yüksek düzeyde koordine edilir ve düzenlenir. Bu sinyalleri 

entegre eden sinyal yolaklarından biri olan mTOR kinaz yolağıdır (245). mTOR, 

otofajinin yanı sıra protein sentezi, hücresel büyüme, proliferasyon, motilite, hücresel 

hayatta kalım, glikoz metabolizması (245), hücre iskeleti organizasyonu ve buna 

benzer çeşitli süreçleri kontrol ederek hücresel homeostaz ve metabolizmanın çok 

önemli bir düzenleyicisi olarak rol oynayan yaklaşık 290 kDa'lık yüksek oranda 

korunmuş multifonksiyonel bir serin/treonin protein kinazdır (30). 

 mTOR işlevlerini yerine getirebilmek için çeşitli proteinlere bağlanarak, 

mTORC1 ve mTORC2 yapılarını oluşturmaktadır (244). Çeşitli uyaranlara yanıt 

olarak, mTORC1 ve mTORC2 ara bağlantısı, bir sinyalleşme ağı oluşturur. mTORC1 

ve mTORC2, insülin ve insülin benzeri büyüme faktörü-1 gibi büyüme faktörleri, 

amino asitler ve glikoz gibi besinler, leptin gibi hormonlar ve hücrenin hayatta 

kalmasını destekleyen stresörler (örneğin hipoksi, açlık ve DNA hasarı) dahil çeşitli 
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yolaklardan gelen sinyalleri entegre eder (244). mTOR, hücresel fizyolojinin temel 

süreçlerini kontrol eden sinyalleri düzenlemek üzere farklı sinyal yolaklarıyla 

etkileşime girer ve bu da mTOR yolağının biyolojik önemini incelemedeki 

karmaşıklığı artırır (30). mTOR sinyalizasyonu üzerine yapılmış kapsamlı çalışmalara 

rağmen, işlevleri ve nasıl koordine edildikleri belirsizliğini korumaktadır . 

 

 

Şekil 4.7 mTOR sinyalizasyonunun düzenlemesini etkileyen upstream sinyalleri 

(Correia B., 2020)	

 

4.19. Rapamisin ve Erkek Fertilitesi 

 
 Spermatogenez esnasında, spermatogonyum birkaç mitoz bölünmeye uğrar, 

mayoz bölünmelerden geçen birincil spermatositlere farklılaşır daha sonra olgun 

sperme farklılaşan haploid spermatidleri oluşturmaktadırlar (246). Bu süreç, mTOR 

dahil olmak üzere çok çeşitli sinyal yolları tarafından yüksek oranda kontrol edilir. 

mTOR sinyal yolağında meydana gelen herhangi bir anormallik, diyabet, kanser ve 

obezite gibi çeşitli hastalıklarla ilişkilidir (244). mTOR inhibitörleri, memelilerde 

yaşam süresini uzatma ve kanser ile yaşa bağlı hastalıkları tedavi etme potansiyeli 

göstermiştir. İmmünosupresan ve antikanser ajanı olarak yaygın olarak kullanılan 
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mTOR inhibitörleri erkeklerde fertilitenin azalması gibi birçok olumsuz yan etkiye 

sahiptir (30). 

 mTOR'un erkek fertilitesi üzerindeki olası etkisinin ilk kanıtı, sirolimus 

(rapamisin) tedavisine bağlı olarak bağışıklık sistemi baskılanmış bir hastanın klinik 

raporuyla ilgilidir (246). Rapamisin, mTOR'un bir allosterik inhibitörüdür ve 1999'da 

böbrek nakli hastalarında allogreft reddini önlemek için sirolimus, Rapamune® adı 

altında immünosupresan olarak onaylanmıştır. Sirolimus (rapamisin) uygulanan 

hastaların sperm kalitesinde, yani sperm sayısında (oligozoospermi), normal 

morfolojiye sahip sperm yüzdesinde (teratozoospermi) ve sperm hareketliliğinde 

(astenozoospermi) belirgin bir düşüş gözlenmektedir (245). Bu hastalara uygulanan 

immünsüpresif ajan değiştirildiğinde hastanın sperm parametrelerinin tamamen 

normalleştiği gözlemlenmiştir. Bir başka çalışmada, sirolimusun cinsiyet hormonları 

seviyeleri üzerinde olumsuz etkiye sahip olduğu rapor edilmiştir (245). Bu hastalarda 

testosteron seviyelerinde azalma, lüteinizan hormon (LH) ve folikül uyarıcı hormon 

(FSH) seviyelerinde ise artış gözlenmiştir. Bu klinik odaklı raporlar, mTOR 

inhibitörlerinin kullanımının erkek fertilitesi üzerinde olumsuz bir etkisi olduğuna dair 

güçlü kanıtlar sağlamıştır ve bu nedenle mTOR sinyali, erkek üreme potansiyelinin 

düzenleyicisi olabilir (245). İnsan klinik çalışmalarının sonuçlarına benzer olarak 

hayvan çalışmalarında da rapamisine maruz kalan sıçanların testis ağırlığında düşüş, 

seminifer tübül alanında ve sperm üretiminde azalma gözlendi, aynı zamanda G1'de 

spermatogonyal hücre yüzdesi artarak spermatogonyal hücre döngüsünün ilerlemesi 

engellendi bu da mTOR inhibisyonunun spermatogenezi bloke ettiğini 

düşündürmektedir (246). Ayrıca, mTORC1 kompleksinin spermatogonyada 

aktivasyonu, testis gelişim kusurlarına, sperm sayısında azalmaya ve germ hücre 

apoptozunun artmasına neden olduğu bildirilmiştir. Bu durum spermatogonyal 

farklılaşmayı indükleyerek germ hücre havuzunun tükenmesine neden olur. Bu 

nedenlerden dolayı mTOR, farklılaşma ve spermatogenez için gereklidir (246-248). 

 

4.20. mTOR, Testis Fizyoloji ve Sertoli Hücre Fonksiyonu 

 
 Son çalışmalar, mTOR'un testis fizyolojisindeki kritik mekanizmalarda rol 

aldığını göstermektedir (Şekil 4.8). mTOR ve ilişkili proteinler testislerdeki hem germ 
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(özellikle spermatogonyum) hem de somatik (Sertoli ve Leydig) hücrelerde eksprese 

edildiği, mTORC1 ve mTORC2 tüm bu hücresel tiplerde farklı şekilde bulunduğu 

belirtilmiştir. Spermatogonyumda, in vitro rapamisin maruziyeti, mTOR/p70s6k 

yolağının blokajıyla proliferasyonun azalmasına neden olduğu ve bu, mTORC1'in 

germinal hücre havuzunun korunmasında bir rolü olduğunu düşündürmektedir. Raptor 

delesyonuna bağlı olarak mTORC1 geni olmayan fareler sperm motilitesinde azalma 

göstermektedir, bu mTORC1'in epididimden geçiş sırasında sperm fizyolojisini de 

düzenlediğini düşündürmektedir (30). 

 Somatik Sertoli hücreleri, spermatogenez sırasında germ hücre gelişimini 

sürdürdükleri için hemşire hücreleri olarak bilinir. Sertoli hücrelerinin birbirleri ile 

birleşerek oluşturdukları Sertoli/KTB oluşturur. Sertoli hücreleri, hormonal ve 

parakrin kontrol altındadır ve spermatogenezi kontrol eden sinyal yolakların çoğunu 

entegre eder. Bu hücreler mTORC1 ve mTORC2'yi eksprese eder. mTORC1, FSH'ın 

PI3K/Akt sinyal iletim yolağı aracılığı ile Sertoli hücrelerinin proliferasyonunu 

sağladığı gösterilmektedir. mTORC1 ayrıca in vitro insan kültür Sertoli hücrelerinin 

redoks dengesini düzenleediği ve bu hücrelerin gelişen germ hücrelerine sağladığı 

beslenme desteğini modüle ettiği mTORC2'nin de, spermatogenez sırasında KTB 

dinamiğinin sağlanmasında rol oynadığı bildirilmiştir (30). 

 KTB'deki farklı bağlantı türleri aktin hücre iskeletine bağlı olduğundan, 

KTB'nin yeniden organizasyonu, farklı aktin düzenleyici proteinlerle düzenlenebilir. 

Yapılan araştırmalar, spermatogenezin epitelyal döngüsü sırasında KTB'nin yeniden 

yapılandırılmasına yardımcı olmak için F-aktin ağının yeniden düzenlenmesinden 

mTOR'un da sorumlu olduğunu göstermektedir (249). mTORC2'nin önemli bir 

bağlayıcı proteini olan Rictor'un, seminifer epitelyal döngünün erken aşamalarında 

yüksek oranda eksprese edildiği ve p-rpS6 ekspresyonunun yüksek olduğu geç 

aşamalarda down regüle edildiği gösterilmiştir. Bu, mTORC2'nin, spermatogenezin 

epitelyal döngüsünün tüm aşamalarında KTB bütünlüğünü korumada rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir (249) (Şekil 4.8). RNAi teknolojisiyle Sertoli 

hücrelerinde rictor gen sessizleştirilmesi ile, sıkı bağlantı proteinleri ve ZO-1, hücre-

hücre bağlantı bölgesinden sitozole taşındığı, böylece hücre adezyonunun zayıfladığı 

ve Sertoli hücresi sıkı bağlantı bariyerinin bozulmasına yol açtığı bildirilmiştir (249). 

Ayrıca mTOR yolağının, glikoz taşıyıcılarının ve hız sınırlayıcı glikolitik enzimlerin 
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aktivitesini kontrol edebileceği öne sürülmüştür. Kanser hücrelerine benzer şekilde 

(250), rapamisin tedavisi insan Sertoli hücrelerini oksidatif strese, özellikle lipid 

peroksidasyonuna karşı duyarlı hale getirmektedir (251). Sonuç olarak Sertoli 

hücrelerinin fizyolojisi ve işlevindeki değişikliklerin, metabolik hastalıklarla ilişkili 

infertilite için çok önemli olduğu öne sürülmüştür (252). mTOR'un metabolik 

hastalıkların oluşumunda da yer aldığı rapor edilmiştir (253), bu nedenle, mTOR'un 

bu patolojik durumların neden olduğu subfertilite veya infertilitedeki olası rolünü 

araştırmak önemlidir. 

 

 
Şekil 4.8 mTOR inhibisyonu veya yokluğunun testis hücreleri ve spermatogenez 

üzerindeki bilinen etkilerini gösteren şematik gösterim (Oliveira PF., 2017) 
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5. MATERYAL VE METOT 

 

5.1. Hasta Gruplarının Seçilmesi ve Semen Örneklerinin Toplanması 

 

 Bu çalışma için, Ağustos 2021- Ekim 2021 tarihleri arasında Medicana 

Çamlıca Hastanesi Yardımcı Üreme Teknikleri Merkezi'ne infertilite problemiyle 

başvuran 20 hasta dahil edilmiştir. Semen örnekleri, DSÖ tarafından belirlenen semen 

parametrelerine göre normozoospermi olan erkek hastalar seçilmiştir (1). Çalışma dışı 

tutulma kriterleri olarak; 40 yaşından büyük olma, çalışma ortamında toksik 

maddelere ya da radyasyona maruz kalınması, sigara ve alkol kullanımı, geçirilmiş 

testis ameliyatı, genital sistem enfeksiyonuna veya kronik hastalığa sahip olma 

durumu olarak belirlenmiş ve bu kriterlerden herhangi birine sahip kişiler çalışmaya 

dahil edilmemiştir. Bu çalışmada, hastalardan alınan sperm örnekleri hastaların onayı 

alınarak kullanılmıştır. Etik kurul onayı Medipol Üniversitesi Gı̇rı̇şı̇msel Olmayan 

Klı̇nı̇k Araştırmalar Etı̇k Kurulu’ndan, 20/05/2021 tarihinde ve 511 karar numarası ile 

alınmıştır. 

 

5.2. Semen Örneklerinin Hazırlığı 

 
 Semen hacmi, sperm konsantrasyonu, sperm sayısı, motilite, sperm dışı hücre 

ve morfoloji olmak üzere sperm parametreleri kriyoprezervasyon işlemi öncesinde 

belirlenmiştir. Kriyoprezervasyon işlemi öncesi elde edilen veriler tanımlayıcı 

istatistiksel metotlar (aritmetik ortalama, standart sapma) ile hesaplanmıştır. Belirtilen 

sperm parametrelerinin belirlenmesi ve sperm yıkama prosedürü DSÖ kriterlerine 

uygun olarak yapılmıştır (1). 

 En az 2 günlük (2-5 gün) cinsel perhiz sonrası mastürbasyon yoluyla steril bir 

kaba alınan semen örnekleri, 37°C sıcaklıktaki inkübatörde yaklaşık 20 dakika 

bekletilmiş ve likefiye olması sağlanmıştır. Likefaksiyon sürecinin ardından ilk 30 

dakikada semen parametreleri analiz edilmiştir. Sperm parametrelerinin analizi 

esnasında semen örnekleri ısıtıcı tabla üzerinde tutulmuştur. Sperm parametrelerinin 

analizi için en az 100 sperm hücresi sayılmıştır. 
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 Semen örneğinin hacmi mL cinsinden ölçülmüştür. Sperm konsantrasyonu 

ölçümü için Makler sayım kamarasına alınan 10 μl semen örneği faz kontrast 

mikroskobunda 20X objektifte incelenmiştir. Sayılan 100 karede sperm 

konsantrasyonu mil/mL olarak belirlenmiştir. Sperm motilitesinin değerlendirilmesi 

için ışık mikroskobu kullanılmış, 40X objektifte en az 100 sperm sayılıp spermler 3 

gruba ayrılmıştır. +4 motilite progresif motil yani ileri hızlı hareketli spermleri, +3 

motilite yavaş hareketli spermleri, +2 motilite yerinde hareketli spermleri 

tanımlamaktadır. Sayılan spermler yüzde (%) olarak belirtilmiştir. Toplam motilite; 

+4 motilite, +3 motilite ve +2 motilite oranlarının toplamı olarak belirtilmiştir. Semen 

örneğinde bulunan lökosit ve diğer hücrelerin konsantrasyonuda Makler kamarası 

kullanılarak yüzde (%) olarak belirtildi. En az 100 sperm hücresi sayılmış ve 

morfolojik olarak normal spermler ile anormal spermler ayrılmıştır. Spermler normal, 

baş anomalisi, boyun anomalisi ve kuyruk anomalisi olmak üzere dört kategoride 

incelenmiş, sonuç yüzde olarak verilmiştir. 

 Hastadan alınan semen örneğinin 10 μl'si daha sonra yapılcak analizler için lam 

üzerine alınarak yayma preparatlar hazırlanmış ve kapalı, serin bir ortamda muhafaza 

edilmiştir. Geriye kalan semen örneğinden 200 μL alınarak 2500 rpm’de 10 dakika 

boyunca santrifüj edilmiş, total oksidan ve antioksidan seviyeleri (TAS-TOS) ölçümü 

aşamasına kadar -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

 

5.3. Sperm Kriyoprezervasyonu 

 
 Steril kapta toplanan semen örneği üzerine 1:1 oranda sperm kriyoprotektan 

(Vitrolife, 90137, İsveç) (Resim 5.1.d) damla damla eklendi, pipetaj yapılarak 

karıştırılması sağlandı ve örnekler kriyotüplere aktarıldı (Resim 5.1.a.). 10 dk oda 

ısısında bekletilen kriyotüpler daha sonra sıvı nitrojen seviyesinin 10-15 cm üzerine 

yerleştirildi ve 20 dakika sıvı nitrojen buharına maruz bırakıldı (Resim 5.1.b). Bu 

işlemin ardından kriyotüpler sıvı nitrojenin içine daldırılırak 20 dk bekletildi (Resim 

5.1.c ve Resim 5.1.f). 

 Dondurulan semen örnekleri çözme işlemi için sıvı azot içerisinden oda 

sıcaklığına alınırak 10 dk bekletildi. Tamamen eriyen kriyoprotektan semen karışımı 

santrifüj aşaması için ependorfa aktarıldı. Numune üzerine HEPES'li sperm yıkama 
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medyumu (LifeGlobal, GMHH-100, Belçika) (Resim 5.1.e) ilave edilerek numune 

süspanse edildi. Oda sıcaklığında 2500 rpm'de 10 dk santrifüj edildi. Süpernatant ve 

pelletten oluşan numunenin, süpernatant kısmı atıldıktan sonra pellet üzerine HEPES'li 

sperm yıkama medyumu (LifeGlobal, GMHH-100, Belçika) ilave edilerek tekrar oda 

sıcaklığında 2500 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Süpernatantın bir kısmı 

kriyoprezervasyon sonrası oksidatif stres parametreleri analizi için ependorfa alınarak 

seminal oksidatif stres analizi aşamasına kadar -20°C’de muhafaza edildi. Pellet ise 

süspanse edildi, lam üzerine yayma preparat hazırlandı (254). 

 

 
Resim 5.1 Sperm kriyoprezervasyonu işlemi 
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5.4. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi 

 

 Seminal plazma oksidatif stres parametrelerinin belirlenmesi için Rel Assay 

Diagnostics (Sigma Aldrich) Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan 

Seviyesi (TOS) ticari kitleri kullanıldı. Sonuçlar kit protokolünde yer alan formül ile 

hesaplandı. TOS, seminal plazma total oksidan seviyesini, TAS, seminal plazma total 

antioksidan seviyesini göstermektedir. Oksidatif stres indeksi (OSI) için TOS ve TAS 

oranlandı, yüzde olarak belirtildi. Oksidatif stres indeksi hesaplamadan önce TAS 

analizi sonucundaki mmol değeri TOS analizindeki gibi μmol birimine çevrildi. 

OSI = TOS / (TASx10) 

 

5.4.1. Total oksidan seviyesi 

 

 Rel Assay TOS Kit (Sigma-Aldrich) protokolüne göre 96 kuyucuklu plakanın 

her bir kuyucuğuna 7,5 μL semen örnekleri eklenmiştir (Resim 5.2.b). Standart 1 için 

double distile sudan (ddH2O) 7,5 μL, Standart 2 için ise Rel Assay TOS Kiti içerisinde 

yer alan 7,5 μL Stock Stabilized Standart solüsyonundan eklenmiştir. Ardından semen 

örnekleri, Standart 1 ve Standart 2 bulunan kuyucukların içerisine Rel Assay TOS Kiti 

içerisinde yer alan Assay Buffer (Reagent 1) solüsyonundan 50 μL eklendi (Resim 

5.2.c). Spektrofotometre kullanılarak ilk absorbans ölçümü 530 nm'de 

gerçekleştirilmiştir. İlk absorbans ölçümü sonrası semen örnekleri, Standart 1 ve 

Standart 2 bulunan kuyucukların içerisine Rel Assay TOS Kiti içerisinde yer alan 

Prokromojen Solüsyonundan (Reagent 2) 2,5 μL eklendi ve yavaşça çalkalanarak 10 

dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak 530 nm'de son absorbans ölçümü 

gerçekleştirildi. Elde edilen değerlerle TOS sonucu hesaplandı. 

Sonuç = (ΔAbs Numune / ΔAbs Standart2)x10 
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5.4.2. Total antioksidan seviyesi 

  

Rel Assay TAS Kit (Sigma-Aldrich) protokolüne göre 96 kuyucuklu plakanın 

her bir kuyucuğuna 3 μL semen örnekleri eklenmiştir. Standart 1 için double distile 

sudan (ddH2O) 3 μL, Standart 2 için ise Rel Assay TAS Kiti içerisinde yer alan 3 μL 

1.0 mmolTrolox Equiv/L solüsyonundan eklenmiştir. Ardından semen örnekleri, 

Standart 1 ve Standart 2 bulunan kuyucukların içerisine Rel Assay TAS Kiti içerisinde 

yer alan Assay Buffer (Reagent 1) solüsyonundan 50 μL eklendi. Spektrofotometre 

kullanılarak ilk absorbans ölçümü 660 nm'de gerçekleştirilmiştir. İlk absorbans 

ölçümü sonrası semen örnekleri, Standart 1 ve Standart 2 bulunan kuyucukların 

içerisine Rel Assay TAS Kiti içerisinde yer alan Colored ABST Radical 

Solüsyonundan (Reagent 2) 7,5 μL eklendi ve yavaşça çalkalanarak 10 dk oda 

sıcaklığında inkübe edildi. Son olarak 660 nm'de son absorbans ölçümü 

gerçekleştirildi. Elde edilen değerlerle TAS sonucu hesaplandı. 

Sonuç = [(ΔAbs Standart1) – (ΔAbs Numune)]/[(ΔAbs Standart1) – (ΔAbs Standart2)] 

 
Resim 5.2 Seminal sıvı oksidatif stres parametrelerinin analizi 

 

 

 

a

b

c d
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5.5. DNA Fragmantasyon Analizi 

 
Çalışmaya dahil edilen hastaların sperm hücrelerindeki DNA fragmantasyonu 

ya da diğer bir deyişle kromatin yapısındaki farklılıkları AnnexinV-PI ve SCD 

teknikleri ile analiz gerçekleştirilmiştir.  

DNA fragmantasyonu belirlemek için ilk olarak HaloSperm kiti (Halotech 

DNA SL, Halosperm HT- HS10, İspanya) kullanılmıştır. Ticari kit içerisindeki agaroz 

tüpler eriyene kadar su banyosunda 95˚C-100˚C’de 5 dk, ardından etüv içerisinde 37˚C 

5 dk bekletildi. Her bir semen örneği için bir ependorf tüpü içerisine 12,5 μL semen 

örneği ve 20 μL eritilmiş agaroz jel eklenerek karıştırıldı. Elde edilen karışım kit 

içerisinde yer alan slayt üzerine yayılarak üzeri bir lamel ile kapatıldı. Ardından 

agarozun katılaşması ve sperm hücrelerine invasyonu amacıyla buzdolabında 4˚C'de 

5 dk bekletildi. 80 μL denatürasyon ajanı ile 10mL distile su karıştırılarak 

denatürasyon solüsyonu hazırlandı. Buzdolabından çıkartıldıktan sonra lamel 

çıkartıldı ve oda sıcaklığında denatürasyon solüsyonu ile 6 dakika inkübasyonu 

sağlandı. Sperm yaymaları denatürasyon solüsyonundan çıkarılarak lizis solüsyonu 

içerisinde 23 dk inkübe edilmiştir. Lizis solüsyonundan çıkartılan slaytlar 5 dk distile 

su içinde inkübe edildi. Dehidrasyonun sağlanması amacıyla % 70, %90 ve % 100'lük 

etanolde 2'şer dk inkübe edildi ardından oda sıcaklığında kuruması için beklendi. 

Kuruma sonrası slaytlar Diffquick ile boyandı. Daha sonra her bir örnek ışık 

mikroskobu altında immersiyon yağı yardımıyla 100X objektifte sperm hücrelerinin 

halo oluşturma durumlarına göre 100 hücre sayılarak DFI hesaplandı, sonuçlar yüzde 

olarak belirtildi. Halo görüntüsü oluşan spermler normal veya hasarsız DNA yapısına 

sahip olarak kabul edilirken, halo gözlenmeyen spermler ise DNA fragmantasyonu 

olan spermler olarak kabul edildi (Şekil 5.3). 
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Şekil 5.1 HaloSperm yöntemiyle sperm boyaması (HaloSperm, Halotech DNA) 

 

 Bu çalışmada HaloSperm kiti (Halotech DNA SL, Halosperm HT- HS10, 

İspanya) ile belirlenen sperm DNA fragmantasyonu ticari olarak satılan Annexin V-

FITC Apoptosis Detection Kit II MSDS kiti uygulanarak doğrulanmıştır. DNA 

fragmantasyonu analizi için; 1X steril PBS ile yıkanan hücreler, 1000 rpm'de 5 dk. 

santrifüj edildikten sonra süpernatant kısmı uzaklaştırıldı. Hücre pelleti kit içeriğinde 

bulunan 1X Binding Buffer ile karıştırıldı. Hücre-Binding Buffer karışımından 195 µl 

alınarak steril tüpe ayrıldı ve karışım üzerine ve 5 µl Annexin V-FITC eklenerek 

süspanse edildi. Oda sıcaklığında 10 dk inkübe edildi. Hücreler 1X Binding Buffer ile 

tekrar yıkandı ve 1000 rpm'de 5 dk. santrifüj edildikten sonra süpernatant 

uzaklaştırıldı. Hücre pelleti Binding Buffer ile tekrar süspanse edildi ve 10 µl PI 

eklendi. Ardından konfokal mikroskopta analiz edildi. 

 

5.6. Kromatin Yapı Analizi 

 

 Sperm kromatin yapısı TB boyama ile analiz edildi. Sperm yaymaları, 1:1 

oranında aseton ve %96 etanol solüsyonu içerisinde 4°C’de 1 saat boyunca fikse edildi. 

Ardından fiksasyon solüsyonundan alınarak oda ısısında kuruması sağlandı. 4°C’de 

0,1 N HCl (Merck K50227117 818, Almanya) içerisinde 5 dakika hidrolize edildi. 

Fragmantasyon yok Fragmantasyon var 

Büyük halo 
Orta 
büyüklükte 
halo 

Küçük halo Halo yok Degrade 
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Preparatlar distile su ile 5 dk boyunca yıkandı. %1 TB ile oda ısısında 5 dakika 

boyunca boyandı. Ardından preparatlar distile su ile 5 dk boyunca tekrar yıkandı. Işık 

mikroskobunda immersiyon yağı yardımıyla 100X objektifte görüntülendi (255). Açık 

mavi boyanan hücreler kromatin yapısı bozulmamış spermler olarak, koyu mavi 

boyanan spermler kromatin yapısı bozulmuş olarak değerlendirilerek her preparatta 

100 sperm hücresi sayılmıştır. Elde edilen değer yüzde olarak belirtilmiştir. 

 

5.7. mTOR Proteini İmmünohistokimyasal Analizi 

 

5.7.1. Kimyasal maddeler ve solüsyonlar 

 

10X Phosphate Buffered Saline (PBS) Stok Solüsyonu 

 10X PBS stok solüsyonu hazırlamak için 800 ml distile su (dH2O) içinde 80 gr 

NaCl, 2 gr KCl, 2 gr KH2PO4, 21,6 gr Na2HPO4 eklendi ve tüm solüsyon 1 litreye 

tamamlanarak karıştırıldı. Çözeltinin pH’ı 7,4’e ayarlandı. Elde edilen 10X PBS stok 

solüsyonu distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanıldı. 

%4 Paraformaldehit (PFA) Fiksatif Çözeltisi 

 %4 PFA hazırlamak için 32 gr PFA, 800 mL dH2O içerisine eklendi. Çözünme 

hızını artırmak ve homojen bir karışım sağlamak için solüsyon içerisine 10 küçük 

NaOH tableti eklendi ve ısıtıcılı manyetik karıştırıcı ile PFA'nın çözünmesi sağlandı. 

Berrak görünüm elde edildikten sonra solüsyon soğumaya bırakıldı ve pH metre ile 

son pH 7,3 olarak ayarlandı. 

%3 Hidrojen Peroksit (H2O2) Çözeltisi 

 %30 H2O2 (Fisher Scientific JT Baker, Amerika) kullanılarak 80 mL hacimde 

%3 H2O2 hazırlamak için 72 mL metanol (marka) ile 8 ml H2O2 karıştırıldı. 

Citrate Buffer Solüsyonu 

 Citrate Buffer (Bio Optica 15M-103, İtalya) solüsyonu hazırlamak için dH2O 

kullanılarak 1:10 oranında dilüsyon yapıldı. 
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mTOR Primer Antikoru 

 mTOR (Invitrogen AHO1232) antikorunun dilüsyon oranı yapılan dilüsyon 

denemeleri 1:100 olarak belirlendi. Antikorlar PBS ile dilüe edilmiştir.  

DAB Kromojen/Substrat 

 Ticari olarak satın alınan DAB Kromojen/Substrat kit (Abcam, ab64238; 

İngiltere) prosedüründe yazan bilgilere dayanarak her bir preparata 50 μl damlatılacak 

şekilde 1:50 oranında hazırlanmıştır. 

 

5.7.2. mTOR proteini ı̇mmünohistokimyasal analiz protokolü 

 
 mTOR proteininin ekspresyonu immünohistokimyasal boyama yöntemiyle 

belirlendi, bunun için ilk olarak yayma semen örneği preparatları %4’lük PFA ile 30 

dk fikse edildi (Resim 5.3.a). Fiksasyon işleminin ardından preparatlar PBS ile 2 kez 

5 dk yıkandı. Endojen peroksidaz aktivasyonunu inhibe etmek amacıyla yayma 

preparatlar %3’lük hidrojen peroksit ve metanol solüsyonu içerisinde 20 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. Preparatlar, PBS ile 2 kez 5 dk yıkandı. Ardından 

antijenlerin geri kazanımı amacıyla mikrodalgada ısıtma yöntemi kullanıldı. Yayma 

preparatlar mikrodalga şalesi içine alındı, Citrate Buffer solüsyonu ilave edilerek 800 

Watt’ta kaynayana kadar yaklaşık 3 dk boyunca inkübe edildi. Kaynama sonrası ısı 

kademesi 200 watt’a alınarak preparatlar mikrodalga içerisinde 20 dakika boyunca 

inkübe edildi. Preparatların bulunduğu şaleler mikrodalgadan çıkarılarak 20 dakika 

soğumaya alındı. Preparatlar, PBS ile 2 kez 5 dk yıkandı. Antikorların hücrelere veya 

Fc reseptörlerine non-spesifik bağlanmasını önlemek amacıyla preparatlara bloklama 

solüsyonu uygulandı ve 10 dk bekletildi. Preparatlar tekrar PBS ile 2 kez 5 dk yıkandı. 

Lamların yüzeyi, PAP pen hidrofobik kalem ile sınırlandırıldı. mTOR primer antikoru 

(Invitrogen AHO1232) 1:100 dilüsyonda hazırlandı ve her bir preparat üzerine 50 μl 

damlatılarak, 1 gece boyunca +4 °C'de, ıslak peçeteler kullanılarak hazırlanan nemli 

bir ortamda inkübasyon gerçekleştirildi (Resim 5.3.b ve Resim 5.3.h). Yaklaşık olarak 

18 saatlik inkübasyon sonrası preparatlar, PBS ile 2 kez 5 dk yıkandı. Yıkanan 

preparatlar üzerine immünohistokimyasal boyama için kullanılan kit içerisinde hazır 

olan Biotinilated Goat Anti-Polyvalent (Mouse and Rabbit Specific HRP Detection 
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IHC Kit, ab93677; Abcam) damlatılarak 10 dk bekletildi (Resim 5.3.g), PBS ile 2 kez 

5 dk yıkandı. Her bir preparat üzerine 3'er damla olacak şekilde Streptavidin 

Peroxidase (Mouse and Rabbit Specific HRP Detection IHC Kit, ab93677; Abcam) 

damlatıldı (Resim 5.3.c) ve 10 dk bekletildi. Preparatlar, PBS ile 2 kez 5 dk yıkandı. 

Preparatlar, antijen-antikor komplesini görünür hale getirmek için gerekli olan DAB 

Kromojen (Abcam, ab64238; İngiltere) ile 8 dk boyunca inkübe edildi ardından PBS 

ile 2 kez 5 dk yıkandı. PBS ile yıkama işleminin ardından preparatlar zıt boyama için 

Mayer’s hematoksilen'de (Bio Optica 05-06002/L, İtalya) 2 dk bekletildi (Resim 

5.3.d). Bu işlemin ardından preparatlar çeşme suyu dolu şale içerisine alındı ve 

mordanlama işlemi için 10 dk akan çeşme suyunun altında bekletildi (Resim 5.3.e ve 

Resim 5.3.f). İşlem sonrası preparatlar kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatların 

üzerine Biomount (Bio Optica 05-BM500, İtalya) damlatıldı ve lamel ile kapatılarak 

mikroskop altında incelendi (255, 256).  

 Her preparatta skorlama 100 sperm hücresi sayılarak gerçekleştirilmiş, 

ekspresyon olmayan veya ekspresyon olan bölgeler (baş, akrozom, sitoplazmik 

droplet, boyun, kuyruk) olarak sınıflandırıldı. Ekspresyon şiddeti az ise 1, orta ise 2, 

çok ise 3 olarak puanlandırıldı. Her bir sperme verilen puanlar toplanmış, 100 hücre 

için ortalama puan belirlendi. Elde edilen değer İmmün Reaktivite Skoru (IRS) olarak 

belirtildi. 
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Resim 5.3 İmmünohistokimyasal analiz basamakları 
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c

d

f g h
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5.8. İstatistiksel Analiz  

 

 İstatistiksel analizler icin SPSS 22.0 istatistik programı kullanıldı, veriler 

ortalama ± SD olarak sunuldu, kategorik değişkenler için ki-kare testi kullanılarak 

grupların karşılaştırılması yapıldı. Nicel değişkenlerin karşılaştırılmasında t-test ve 

Mann Whitney U testi kullanıldı. Tüm testler için anlamlılık düzeyi p≤0,05 olarak 

kabul edildi. 
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6. BULGULAR 

 

6.1. Sperm Parametreleri 

 
 Sperm konsantrasyonu, toplam motilite ve normal morfoloji oranı olmak üzere 

sperm parametreleri, DSÖ laboratuvar kılavuzuna göre değerlendirilmiştir. Buna göre 

kriyoprezervasyon öncesi sperm konsantrasyonu 34,75 ± 9,42 olarak bulunmuş, 

çözme işlemi sonrası ise 31,50 ± 8,58 olarak belirlenmiştir. Toplam motilite 

kriyoprezervasyon öncesi 53,50 ± 33,49 olarak belirlenmiş, çözme sonrası ise 40,00 ± 

27,77 olarak belirlenmiştir. Normal morfoloji oranı kriyoprezervasyon işlemi 

öncesinde 1,00 ± 1,15 iken çözme sonrası 0,50 ± 0,57 olarak belirlenmiştir. Gruplar 

arasında kriyoprezervasyon işlemi öncesi ve çözme sonrası olmak üzere belirtilen 

sperm parametreleri karşılaştırıldığında azalma gözlenmiştir ancak bu azalma 

istatistiksel olarak anlamlı değildir (Tablo 6.1). 

 

Tablo 6.1 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda ortalama sperm 
parametreleri (Ort ± SD) 

 Gruplar  

Sperm Parametreleri Kriyoprezervasyon 
Öncesi 

Çözme Sonrası p değeri 

Sperm Konsantrasyonu 
(x106/mL) 

34,75 ± 9,42 31,50 ± 8,58 0,48 

Toplam Motilite Oranı 
(%) 

53,50 ± 33,49 40,00 ± 27,77 0,34 

Normal Morfoloji 
Oranı (%) 

1,00 ± 1,15 0,50 ± 0,57 0,68 

Ort ± SD: Ortalama ± Standart Sapma 
 

6.2. Oksidatif Stres Parametreleri 

 
 Tablo 6.2'de kriyoprezervasyon işlemi öncesi ve çözme sonrasında hastaların 

seminal plazmalarındaki total antioksidan ve oksidan parametreleri gösterilmiştir. 

Tablodan da görüldüğü üzere çözme sonrası TAS seviyesi, kriyoprezervasyon öncesi 
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gruba göre düşük bulunmuştur. TOS seviyesine bakıldığında ise çözme sonrası grupta 

diğer gruba kıyasla daha yüksek değere sahip olduğu bulunmuştur.  

 OSI, TOS'un, TAS'a oranı ile hesaplanmış ve yüzde olarak verilmiştir. OSI, 

çözme sonrası grubunda kriyoprezervasyon öncesi gruba kıyasla daha yüksek olduğu 

tespit edilmiş ancak istatiksel olarak anlamlılık belirlenmemiştir (p>0,05). 

 

Tablo 6.2 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda oksidatif stres 
parametreleri (Ort ± SD) 
 

 Gruplar  

Oksidatif Stres 
Parametreleri 

Kriyoprezervasyon 
Öncesi 

Çözme Sonrası p değeri 

TAS (mmol Trolox eq.) 0,98 ± 0,45 0,13 ± 0,12  

TOS (µmol/H2O2/eq.) 8,95 ± 1,32 10,32 ± 1,10  

OSI (Ort ± SD) 2,01 ± 3,96 15,19 ± 12,70 0,83 

 

 

 
Şekil 6.1 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda oksidatif stres indeksi 

(%) 
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6.3. DNA Fragmantasyon Analizi 

 
 HaloSperm kiti ile yapılan DNA fragmantasyon analiz sonuçları Tablo 6.3'te, 

görüntüleri ise Resim 6.1, Resim 6.2 ve Resim 6.3'te gösterilmiştir. Tablo 6.3'te 

kriyoprezervasyon işlemi öncesi ve kriyoprezervasyon işlemi sonrası grupların sperm 

hücrelerinin DFI değerleri gösterilmektedir. Gruplar arasında kriyoprezervasyon 

öncesi ve kriyoprezervasyon sonrası olmak üzere DFI değerleri karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu görülmüştür (p≤0,05). Kriyoprezervasyon 

öncesi DFI değeri 31,29 ± 15,18 iken kriyoprezervasyon sonrası DFI değeri 61,79 ± 

13,53 olarak hesaplanmıştır. HaloSperm kiti ile yapılan DNA fragmantasyonu analizi 

Annexin V-PI ile doğrulanmıştır. Annexin V-PI ile DNA fragmantasyon analizi 

sonuçlarına göre kriyoprezervasyon işlemi sonrası çözülen semen örneğinde apoptotik 

(kırmızı-yeşil) hücrelerde apoptotik olmayan hücrelere (boyanmamış) kıyasla önemli 

ölçüde artış gözlenmiştir. 

 
Tablo 6.3 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda DNA fragmantasyon 
indeksi (DFI) (Ort ± SD) 
 

 Gruplar  

 Kriyoprezervasyon Öncesi Çözme Sonrası p 
değeri 

DFI 
(Ort ± SD) 

31,29 ± 15,18 61,79 ± 13,53 

0,057 
Min-Max 17,27 - 52,20 50,38 - 80,42 
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Resim 6.1 Çalışmaya katılan hastaların sperm hücrelerinin SCD yöntemiyle belirlenen 
DNA fragmantasyon analizinin ışık mikroskopik görüntüsü (X100). DNA 
fragmantasyonu olan hücreler kırmızı ok ile, DNA fragmantasyonu olmayan hücreler 
siyah ok ile gösterilmiştir. a. DNA fragmantasyonu olan sperm hücresi b. DNA 
fragmantasyon analizi sonrası DNA fragmantasyonu olan sperm hücreleri c. DNA 
fragmantasyonu olmayan sperm hücresi d. DNA fragmantasyon analizi sonrası DNA 
fragmantasyonu olan ve olmayan sperm hücreleri 
 
 

a b 

c d 
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Resim 6.2 15 ve 24 numaralı hastalara ait sperm hücrelerinin SCD yöntemiyle 
belirlenen DNA fragmantasyon analizinin ışık mikroskopik görüntüsü (X100). a. 
Kriyoprezervasyon işlemi öncesi DNA fragmantasyon analizi b. Çözme işlemi sonrası 
DNA fragmantasyon analizi. DNA fragmantasyonu olan hücreler kırmızı ok ile, DNA 
fragmantasyonu olmayan hücreler siyah ok ile belirtilmiştir. 
  

a 

b 
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PI FITC Merge 

   

   
Resim 6.3 Kriyoprezervasyon işlemi sonrası çözülen semen örneğinin Annexin V-PI 
yöntemiyle DNA fragmantasyonu analiz sonuçları (X20). Apoptotik hücreler kırmızı 
ve yeşil ile gösterilmiştir. a. PI boyaması (kırmızı) b. FITC boyaması (yeşil) c. Merge 
(birleştirilmiş) görüntüsü 
 

6.4. Kromatin Yapı Analizi 

 
 Bu çalışmada kromatin bütünlüğü analizi için TB yapılmış, analiz sonuçları 

Tablo 6.4 ve Şekil 6.5'te, görüntüleri ise Resim 6.4 ve Resim 6.5'de gösterilmiştir. 

Hastaların sperm sayısına göre TB analizi sonucundaki DNA hasarı ortalamaları 

karşılaştırıldığında kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık olduğu saptanmıştır (p≤0,05). 

  

a b c 

b a c 
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Tablo 6.4 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda DNA Hasarı (Ort ± 
SD) 
 

 Gruplar  

 Kriyoprezervasyon Öncesi Çözme Sonrası p değeri 

DNA Hasarı 
(Ort ± SD) 

43,55 ± 8,08 52,59 ± 10,27 

0,006 
Min-Max 28,95 - 56,92 33,20 - 73,64 

 
 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası hastaların kromatin bütünlüğü 

kıyaslandığında çözme sonrası grubunun sperm başı diğer gruba kıyasla daha koyu 

boyanmış ve koyu boyanmış hücre sayısında istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

gözlenmiştir (p ≤0,05) (Şekil 6.5). 

 

 
Şekil 6.2 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda DNA Hasarı (%) * 

İstatistiksel olarak anlamlı (p ≤0,05) 
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Resim 6.4 Toluidin Blue ile sperm kromatin bütünlüğü değerlendirilen sperm 
hücreleri görüntüsü (X100). a.Normal DNA'ya sahip sperm hücresi b. Hasarlı DNA'ya 
sahip sperm hücresi c ve f. TB ile DNA hasarı değerlendirilen sperm hücreleri d ve e. 
Normal ve hasarlı DNA'ya sahip sperm hücreleri. Hasarlı DNA'ya sahip sperm 
hücreleri koyu mavi olarak boyanmış ve TB (+) (kırmızı ok) olarak belirtilmiştir. 
Normal kromatin yapısına sahip sperm hücreleri ise açık mavi renge boyanmış ve TB 
(-) (siyah ok) ile gösterilmiştir. 

TB (-) 

TB (+) 

a 

b c 

d 

e f 
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Resim 6.5 7 numaralı hastaya ait sperm hücrelerinin Toluidin Blue analizinin ışık 
mikroskopik görüntüsü (X100). a. Kriyoprezervasyon işlemi öncesi TB analizi b. 
Çözme işlemi sonrası TB analizi. TB (+) kırmızı ok ile, TB (-) siyah ok ile 
belirtilmiştir. 
 

a 

b 
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6.5. mTOR Proteini İmmünohistokimyasal Ekspresyonu 

 

 Tablo 6.5'te kriyoprezervasyon işlemi öncesi ve çözme sonrası grupların sperm 

hücrelerinin mTOR immünohistokimyasal boyama sonrası hesaplanan IRS değerleri 

gösterilmektedir. Gruplar arasında kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası olmak 

üzere IRS değerleri karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu 

görülmüştür (p≤0,05). Kriyoprezervasyon öncesi IRS değeri 2,87 ± 3,39 iken çözme 

sonrası IRS değeri 4,10 ± 2,07 olarak hesaplanmıştır. 

 
Tablo 6.5 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda immün reaktivite 
skoru (IRS) (Ort ± SD) 
 

 IRS 
(Ort ± SD) Min-Max p 

değeri 

Kriyoprezervasyon 
Öncesi 2,87 ± 3,39 0,41 - 16,86 

0,001 
Çözme Sonrası 4,10 ± 2,07 0,77 - 11,09 

 
 

 
Şekil 6.3 Kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası gruplarda immün reaktivite 

skoru (IRS) (%)* İstatistiksel olarak anlamlı (p ≤0,05) 
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Kriyoprezervasyon öncesi gruba kıyasla çözme sonrası grupta baş ve kuyruk 

bölgelerindeki boyanma sperm plazma membranı, akrozom, boyun ve sitoplazmik 

droplet bölgelerine göre daha yoğun olduğu gözlemlenmiştir. 
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Resim 6.6 10 numaralı hastanın kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm hücrelerindeki 
mTOR proteini ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüsü (X100). a. 
Kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm hücrelerinin boyun ve sitoplazmik droplet 
bölgesinde mTOR proteini ekspresyonu b. Kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm 
hücrelerinin baş bölgesinde mTOR proteini ekspresyonu görülmektedir. Turuncu ok, 
mTOR proteini eksprese eden sperm hücrelerini; mavi ok ise mTOR ekspresyonu 
gözlemlenmeyen hücreleri göstermektedir. 

a 

b 
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Resim 6.7 34 numaralı hastanın çözme işlemi sonrası sperm hücrelerindeki mTOR 
proteini ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüleri (X100). a. Kriyoprezervasyon 
işlemi sonrası sperm hücrelerinin baş ve boyun bölgesinde mTOR proteini ekspresyonu 
görülmektedir. b. Kriyoprezervasyon işlemi sonrası sperm hücrelerinin baş, boyun ve 
sitoplazmik droplet bölgesinde mTOR proteini ekspresyonu görülmektedir. Turuncu ok, 
mTOR proteini eksprese eden sperm hücrelerini; mavi ok ise mTOR ekspresyonu 
gözlemlenmeyen hücreleri göstermektedir. 

a 

b 
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b 

a 
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Resim 6.8 3 numaralı hastanın kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm hücrelerindeki 
mTOR proteini ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüsü (X100). a. 
Kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm hücrelerinin baş ve kuyruk bölgesinde mTOR 
proteini ekspresyonu görülmektedir. b. Kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm 
hücresinin sitoplazmik droplet bölgesinde mTOR proteini ekspresyonu görülmektedir. 
c. Kriyoprezervasyon işlemi öncesi sperm hücresinin kuyruk bölgesinde mTOR 
proteini ekspresyonu görülmektedir. mTOR proteininin, spermin baş bölgesindeki 
ekspresyonu yıldız ile, sitoplazmik droplet bölgesindeki ekspresyonu turuncu ok ile, 
kuyruktaki ekspresyonu turuncu ok başı ile gösterilmekte, mTOR proteini eksprese 
etmeyen sperm hücreleri ile mavi ok ile gösterilmektedir. 
 
  

c 
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Resim 6.9 Kriyoprezervasyon işlemi öncesi ve sonrası sperm hücrelerindeki mTOR 
proteini ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüsü (X100). mTOR proteininin 
spermin baş (a ve b), sitoplazmik droplet (b ve c) ve kuyruk (e ve f) bölgesindeki 
ekspresyonu (mavi ok) gösterilmektedir. 
  

a b 

c d 

e f 
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7. TARTIŞMA 

 
 Yapılan birçok çalışmada, sperm kriyoprezervasyon yönteminin sperm 

parametreleri (semen hacmi, sperm konsantrasyonu, morfoloji, motilite) üzerindeki 

etkileri araştırılmıştır (257, 258) ancak sperm kriyoprezervasyon işleminin moleküler 

etkileri (DNA fragmantasyonu, kromatin yapısı, mTOR proteini ekspresyon 

seviyeleri) tam olarak bilinmemektedir. 

 Kriyoprezervasyon işlemi, günümüzde sıkça kullanılan bir teknik olmasına 

rağmen yapılan çalışmalarda sperm hücrelerinin yapı ve fonksiyonuna zarar verdiği 

gösterilmiştir (259, 260). Bunun en temel nedeni kriyoprezervasyon öncesi ve sonrası 

sperm hücresinin fiziksel olarak değişikliğe uğramasıdır. Bu değşiklikler sperm 

hücresini in vitro ve in vivo her türlü etkene karşı duyarlı hale getirir. 

Kriyoprezervasyonun hücre metabolizması, nükleus, organeller, hücre iskelet yapısı 

ve plazma membranı üzerindeki etkilerinin fertiliteyi de etkilediği iddia edilmektedir 

(261). 

 Bu çalışmada, semen parametreleri (konsantrasyon, hacim ve motilite), 

semende oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS, OSI), sperm hücrelerinde mTOR 

proteini ekspresyon seviyesi ve hücresel lokasyonu, DNA fragmantasyonu, kromatin 

bütünlüğü araştırılmış, kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası veriler 

karşılaştırılarak kriyoprezervasyonun belirtilen parametrelere olan etkisinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 

 Çalışmanın sonuçlarını etkileyebilecek parametrelerin etkisini en aza 

indirebilmek amacıyla 40 yaş üstü olan, ağır metaller veya kimyasallar gibi spermlere 

toksik olabilecek maddelere maruz kalınabilecek ya da radyasyonlu ortamlarda çalışan 

kişiler, sigara ve alkol kullananlar, testis ameliyatı geçirenler ve erkek genital sistem 

enfeksiyonu olan hastalar bu çalışmaya dahil edilmemiştir. Çalışma grupları, sperm 

kriyoprezervasyon öncesi ve çözme sonrası olmak üzere iki gruba ayrılmıştır.  

Semen parametreleri DSÖ kriterlerine uygun olarak değerlendirmiştir. Sperm 

kriyoprezervasyon işlemi öncesi ve sonrasında yapılacak analizler için yayma 

preparatlar hazırlanmıştır. OS parametrelerinin belirlenmesi amacıyla TAS ve TOS 

ölçülerek OSI belirlenmiştir. mTOR proteininin ekspresyon seviyesi 

immünohistokimyasal olarak incelenmiştir. Sperm DNA fragmantasyonu üzerine 
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etkisini araştırmak için DNA fragmantasyon analizi yapılmış ve floresan mikroskop 

ile değerlendirilmiştir. Kromatin yapısı ve DNA bütünlüğünün araştırılması için TB 

boyaması uygulanmış. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS programıyla 

yapılmış, bulgular ise tablo ve grafiklerle gösterilmiştir. Elde edilen tüm bulgular ile, 

kriyoprezervasyon işleminin sperm hücrelerindeki etkileri ve bu etkilerin sonuçları 

üzerine bilgi edinilmesi amaçlanmıştır. 

 

7.1. Sperm Parametreleri 

 

 Kriyoprezervasyon ve çözme işlemlerinin hem sperm yapısına hem de işlevine 

zarar verdiği düşünüldüğünden, kriyoprezervasyonun spermin DNA içeriği, 

akrozomal bütünlük, motilite, canlılık gibi oosit fertilizasyonu için önemli olan 

özellikleri üzerinde de etkisi olduğu düşünülmektedir (262). Kriyoprezervasyonun 

sperm parametrelerini olumsuz etkilediği yönünde genel kanı bulunmasına rağmen 

bazı çalışmalar bunun aksini iddia etmiştir. Kriyoprezervasyonun progresif motilite, 

canlılık ve morfoloji dahil olmak üzere sperm parametrelerinde önemli düşüşlere 

neden olduğu farklı çalışmalarda bildirilmiştir (263-265). Nijs ve ark., 

kriyoprezervasyondan sonra hareketli sperm yüzdesinin %50,6'dan %30,3'e düştüğünü 

bildirmiştir (266). Kriyoprezervasyon sonucu sperm motilitesindeki bu düşüşün hangi 

mekanizma gerçekleştiği bugüne kadar tam olarak aydınlatılamamıştır ancak yapılan 

bir çalışmada kriyoprezervasyon sonrasında çözülen semende hareketsiz sperm hücre 

yüzdesi ile mitokondriyal defektler arasında güçlü bir korelasyon olduğu bulunmuştur 

(264). Ayrıca, kriyoprezervasyon işleminde ozmolarite ve hücre içi buz kristali 

oluşumundaki hızlı değişikliklerin membran proteinlerinde ve karbonhidrat 

bileşiminde değişikliklere yol açabileceği, bunun da membran yapılarını bozabileceği 

(267) ve sperm canlılığını azaltabileceği öne sürülmüştür. Di Santo ve ark., 

kriyoprezervasyon ve çözme sürecinin neden olduğu hasarın, donma sıcaklığı düşüş 

eğrisinin kontrol edilmesindeki zorluklar gibi metodolojik yetersizliklerle ilişkili 

olabileceğini belirtmiştir (66). Diğerleri, sperm parametrelerindeki bu düşüşün, 

kriyoprezervasyon ve çözme süreci sırasında hücre içi ve hücre dışı buz kristallerinin 

oluşumuna, hücresel dehidrasyona ve ozmotik şoka neden olan termal şoktan 

kaynaklandığını ileri sürmüşlerdir (268). 
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 ROT üretimi ve spermdeki antioksidan enzim aktivitesinin düşmesi ile, sperm 

canlılığında azalmaya neden olan apoptotik yolakların indüklediği öne sürülmüştür 

(66). Yapılan bir çalışmada kriyoprezervasyonun mitokondriyal membran özelliklerini 

kolayca değiştirdiği ve ROT üretimini artırdığı, bu da daha sonra DNA'nın 

oksidasyonu ile sonuçlanarak yüksek frekanslarda tek ve çift zincirli DNA 

kırılmalarına neden olduğu bildirilmiştir (234). Bu bulgular, kriyoprezervasyon 

işleminin DNA bütünlüğüne etkisi üzerinde daha ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca, DNA onarım enzimlerinde meydana gelen kusurlar, 

kriyoprezervasyon sonrası DNA hasarının başka bir nedeni olarak bildirilmiştir (269). 

Yapılan çalışmalarda kriyoprezervasyondan etkilenen diğer bir parametrenin 

morfoloji olduğu belirtilmektedir (270). Sperm hücresine kontrolsüz sıvı akışının 

gerçekleşmesi hücresel ozmolaliteyi değiştirebileceği ve membran yapısını deforme 

edebileceği, bunun sonucunda sperm morfolojisini değiştirebileceği bildirilmiştir (12, 

264). 

 Bu çalışmada kriyoprezervasyon işleminin öncesi ve çözme sonrasında sperm 

parametrelerinde (konsantrasyon, motilite ve morfoloji) istatistiksel olarak anlamlılık 

belirlenmemesine rağmen semen konsantrasyonunda %10, sperm motilitesinde %26, 

normal morfoloji oranında ise %50 oranında azalma gözlenmesi bize daha ileri ve 

yüksek sayıda hasta içeren çalışmaların yapılması gerektiğini göstermektedir.  

 

7.2. Oksidatif Stres Parametreleri 

 

 Sperm kriyoprezervasyon işleminin seminal sıvıdaki total antioksidan 

seviyesini azalttığı bildirilmektedir (271, 272). Bununla birlikte kriyoprezervasyon 

işleminin insan semen örneklerinde ROT oluşumuna neden olduğu da çalışmalarda 

gösterilmiştir (33, 272-274). Bunun nedeni olarak, sperm kriyoprezervasyon işleminin 

plazma zarındaki NADPH oksidazda değişikliklere sebep olduğu ve mitokondrinin 

ETZ'de ROT oluşumunu artıran değişikliklere yol açtığı ileri sürülmüştür (275, 276). 

Bu çalışmaların sonuçlarına dayanarak kriyoprezervasyon işlemi uygulanan semende 

ROT üretiminin, total seminal antioksidan seviyesindeki düşüşün arkasında yatan 

sebeplerden biri olabileceği iddia edilmiştir. Ayrıca ROT birikiminin OS'ye, oksidan 

ve antioksidan maddeler arasında bir dengesizliğe, lipid peroksidasyonuna ve 
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dolayısıyla spermin çözme sonrası geri kazanımında azalmaya yol açtığı yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (277, 278). Kriyoprezervasyon işlemi sırasında, seminal 

plazmanın çıkarılması ve dilüsyonu nedeniyle sperm antioksidan deposunda (askorbat, 

ürat, alfa tokoferol, hipotaurin, taurin, karotenoidler ve glutatyon) önemli bir azalma 

olduğu gösterilmiştir. Spermi çevreleyen antioksidan savunma mekanizmasındaki bu 

bozulmanın, sperm membranında meydana gelen oksidatif hasarın nedenlerinden biri 

olabileceği iddia edilmektedir (271). 

 Bu çalışmada seminal plazma TOS ve TAS belirlenmiş bunların birbirine oranı 

alınarak oksidatif dengeyi ortaya koyan OSI değeri hesaplanmıştır. OSI değerleri 

kriyoprezervasyon öncesi ortalama 2,01 bulunurken, kriyoprezervasyon sonrası ise 

15,19 olarak bulunmuştur. Sperm kriyoprezervasyonunun OSI üzerine etkisini 

inceleyen az sayıda çalışma bulunmaktdır (276, 279, 280). Yapılan bu çalışmaların 

bulgularına göre, kriyoprezervasyon işlemi uygulanan semen numunelerinde TAS 

azalırken, seminal OS seviyesinin arttığı ileri sürülmüştür. Spermin organellerinde 

meydana gelen yapısal ve biyokimyasal hasarın da kriyoprezervasyon sırasında ROT 

üretimi kaynaklı olduğu bildirilmiştir (281). Bizim çalışmamızın sonuçları, sperm 

kriyoprezervasyon işlemi sonrası seminal plazmada OSI'nin arttığını göstermektedir 

ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlılık göstermemektedir. Bu artış tahmin 

edilebilir çünkü kriyoprezervasyon işleminin plazma membranındaki NADPH 

oksidazı değiştirdiği ve mitokondrinin ETZ'deki değişiklikleri indükleyerek ROT 

oluşumuna yol açtığı düşünülmektedir (280, 282). Çalışmamızın bulgularına göre 

artan TOS ve OSI değerlerinin ROT oluşumunu indüklediğini düşünmekteyiz. Yapılan 

çalışmalarda ROT'un sperm ve semende total antioksidan kapasiteyi azaltan ana unsur 

olduğu iddia edilmektedir (283, 284). 

 Çalışmamızın sonuçlarına göre OSI parametrelerinde istatistiksel anlam 

bulunmamıştır ancak yaklaşık 7 kat fark bize daha ileri çalışmaların yapılması 

gerektiğini düşündürmektedir. Aynı zamanda OSI'de belirlenen fark TAS'ın 

azalmasıyla açıklanabileceğini düşündürmektedir. Bu konuyla ilgili kapsamlı 

çalışmalara ihtiyaç vardır. Seminal plazmada antioksidan seviyesini artıracak 

eklentilerin dondurma medyumlarına eklenmesi ya da hastaların antioksidan takviyesi 

kullanımı ile de seminal plazma TAS seviyesi artırılarak OSI'nin azaltılması 

düşünülebilir. 
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7.3. Sperm Kromatin Yapısı ve DNA Fragmantasyonu 

 

 Sperm hücrelerinin dondurulması esnasında DNA bütünlüğünün korunması 

önemli bir unsurdur çünkü kriyoprezervasyonun mitokondriyal membran özelliklerini 

kolayca değiştirdiği ve ROT üretimini artırdığı, bu durumun DNA'nın oksidasyonu ile 

sonuçlanarak yüksek frekanslarda tek ve çift zincirli DNA kırıkları ürettiği 

bildirilmiştir (285). Ayrıca, DNA onarım enzimlerindeki defektler, kriyoprezervasyon 

sonrası DNA hasarının başka bir nedeni olarak bildirilmiştir (119). Kriyoprezervasyon 

işlemi sonrası sperm motilite, morfoloji ve canlılığının azalması geniş çapta çalışılmış 

olmasına rağmen, sperm kromatin bütünlüğünün çeşitli kriyoprezervasyon 

yöntemlerinden nasıl etkilendiğine dair tartışmalar devam etmektedir (286). 

 Son zamanlarda yapılan kapsamlı araştırmalar, insan sperm kromatin 

bütünlüğünü, sperm DNA hasarının mekanizmalarını ve bunun YÜT sonuçları 

üzerindeki etkilerini araştırmıştır. Normal DNA yapısına sahip spermin, embriyo 

gelişimi ve gebelik için büyük önem taşıdığı yapılan çalışmalarda bildirilmiştir. Aynı 

zamanda sperm kromatin bütünlüğünün hem fertilizasyonu hem de genetik bilginin 

aktarımını etkilediği; DNA fragmantasyonuna sahip spermin, fertilite sorunlarına ve 

gebelik kayıplarına sebep olduğu belirtilmiştir (287). DNA fragmantasyonuna sahip 

sperm ile fertilize olan embriyoların genellikle gelişim sırasında duraklama gösterdiği 

ve YÜT sikluslarının sonucunu olumsuz etkileyebileceği öne sürülmüştür (271).  

 Hammadeh ve ark. yaptıkları bir çalışmada, kriyoprezervasyonun hem fertil 

hem de infertil erkeklerin sperm kromatini, morfolojisi ve membran bütünlüğünde 

önemli hasara neden olduğunu göstermiştir (271). Spano ve ark. ise SCSA ile 

semendeki insan sperminin kromatin yapısını analiz etmiş ve kriyoprezervasyon 

sonrası genel kromatin yapısının bozulduğunu göstermiştir (288). Yapılan son 

çalışmalar kriyoprezervasyon işlemine bağlı olarak kromatin kondenzasyonunda 

problemler meydana gelebileceğini ileri sürmüştür (289, 290). Evenson ve ark. yaptığı 

çalışmada ise kriyoprezervasyonun sperm kromatin yapısını etkilemediği 

gösterilmiştir (291). Bizim çalışmamızda ise Hammadeh ve ark. ve Spano ve ark.'nın 

çalışmalarını destekler nitelikte olup sperm kriyoprezervasyonun işleminin sperm 

kromatin bütünlüğünü olumsuz etkilediğini göstermektedir. Bu konudaki çalışmaların 
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sonuçları arasındaki tutarsızlık, hem çalışma grubunun hem de çalışma yöntemlerinin 

farklılığından kaynaklanıyor olabileceğini düşündürmektedir. Yapılacak daha ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 DFI, semen kalitesini değerlendirmede çok önemli bir gösterge olarak kabul 

edilmekte ve spermin genetik materyali olan DNA'nın bütünlüğünü ve hasarını 

yansıttığı düşünülmektedir (292). DFI, fertilizasyon kapasitesini ölçmede sıklıkla 

kullanılmakta olup erkek üreme potansiyeli hakkında diğer parametrelerden daha fazla 

bilgi verdiği bildirilmiştir (293). Son yıllarda, sperm DNA hasarının nedenlerini 

belirlemeye yönelik yapılan araştırmalar giderek artmaktadır. Özellikle 

kriyoprezervasyon işlemi ile tetiklenen DNA hasarının tespit edilmesinde kullanılan 

güncel yöntemler ve sperm DNA hasarının klinik sonuçları büyük önem kazanmıştır. 

Kriyoprezervasyon prosedürü, önce numuneyi sıvı nitrojen buharında bekletme ve 

ardından -196°C sıcaklıkta sıvının içine daldırma aşamalarından oluşmaktadır (294). 

Literatürde kriyoprezervasyon prosedürlerinden sonra herhangi bir sperm DNA 

fragmantasyonuna neden olup olmadığı konusunda fikir birliği yoktur. Çalışmaların 

çoğu kriyoprezervasyonun DNA hasarına neden olduğunu öne sürerken (288, 295-

297) araştırmacıların bir kısmı ise bu sonuçların eşlik eden farklı faktörlere bağlı 

olabileceğini iddia etmektedir (298, 299). Diğer çalışmalar kriyoprezervasyonun DNA 

bütünlüğünü etkilemediğini bildirmektedir (300, 301). 

 Çözme işleminden sonra ozmotik stres ve oksidatif dengenin bozulması, 

kriyoprezervasyon sırasında OS'ye neden olduğu bildirilmektedir (302). Zribi ve ark. 

(303) kriyoprezervasyonun hem DNA oksidatif hasarında hem de DNA 

fragmantasyonunda önemli bir artıştan sorumlu olduğunu bildirmiştir. Kaspaz 

aktivasyonu ve apoptozdan ziyade OS'nin artışı bu etkilerin primer nedeni 

olabileceğini düşündürmektedir (304). Kriyoprezervasyon sırasında sperm 

hücresindeki DNA değişikliklerinin OS ve apoptozu indükleyen faktörlerin neden 

olabileceği ve bunun nükleoprotein yapısının, disülfit bağlarının ve DNA-protamin 

kompleksinin bozulmasına yol açabileceği varsayılmıştır (305, 306). Ayrıca anormal 

morfolojiye sahip spermlerin, normal morfolojiye sahip olanlara kıyasla 

kriyoprezervasyon sırasında DNA hasarına daha duyarlı olduğu gösterilmiştir (66). 

Bunun aksine, Lusignan ve ark. kriyoprezervasyonun sperm kromatin bütünlüğüne 

zarar vermediğini bildirmiştir (307). Literatürdeki bu ihtilaf, çalışılan hasta gruplarının 
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farklılığı, örneklem büyüklüğü, kriyoprezervasyon ve çözme teknikleri, TUNEL, 

SCSA, SCD, Comet nötr veya Comet alkalin gibi DNA hasarının değerlendirmesi için 

kullanılan yöntemlerin farklılığından ya da kromatin yapının değerlendirilmesi için 

kullanılan tekniklerin çeşitliliğinden kaynaklanıyor olabileceğini düşündürmektedir 

(36, 38, 308). 

 Çalışmamızda, sperm kriyoprezervasyon işlemi öncesi ile çözme sonrası sperm 

DNA fragmantasyonu analiz edilmiştir. Elde edilen bulgular karşılaştırıldığında 

kriyoprezervasyon sonrası sperm hücrelerinde DFI'de istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış gözlenmiştir. Bu sonuç, kriyoprezervasyon prosedürünün DNA bütünlüğüne 

zarar verebileceğini göstermektedir. Bizim çalışmamıza benzer olarak Spano ve ark. 

(37) yaptıkları çalışmada, sperm DNA bütünlüğünü değerlendirmiş ve çözme işlemi 

sonrasında DNA bütünlüğünün anlamlı derecede düştüğünü gözlemlemişlerdir. Yine 

çalışmamızın sonuçlarına benzer şekilde, başka bir çalışmada sperm hücrelerinde 

kriyoprezervasyon öncesi ve sonrası TUNEL analizi ile DFI karşılaştırılmış ve 

kriyoprezervasyonun DNA bütünlüğünü olumsuz etkilediğini bildirmiştir (38). Carrel 

ve ark. (2003), sıvı nitrojen içinde kriyoprezervasyon öncesi ve sonrası sekiz fertil 

hastadan alınan TUNEL reaktif spermleri analiz ettiklerinde, TUNEL pozitif hücre 

yüzdesi her hastada kriyoprezervasyon öncesine kıyasla önemli ölçüde arttığını 

bulmuştur (309). Buna benzer olarak Zribi ve ark. (2010), kriyoprezervasyondan sonra 

DNA hasarında bir artış gözlemlemiştir (303). Bu durum, dondurma yöntemlerinden 

bağımsız olarak, kriyoprezervasyon işleminin DNA kalitesi üzerinde olumsuz bir 

etkisi olduğunu göstermektedir. Ancak, yapılan bir başka çalışmada, Isachenko ve ark. 

(310) çözme sonrasında DNA fragmantasyonunun artmadığı sonucuna varmıştır. Duru 

ve ark. ise bizim çalışmamızdan farklı olarak, kriyoprezervasyonun mitokondriyal 

membran potansiyelinin bozulması ve kaspaz 3, 8 ve 9'un aktivasyonu ile ilişkili 

olduğunu, ancak DNA fragmantasyonu üzerinde anlamlı bir etkisi olmadığını 

belirtmiştir (311). Sonuçlarımızın uyuşmamasının nedeni çalışılan hasta gruplarının 

farklılığı ve DNA fragmantasyonunun belirlenmesinde kullanılan yöntemlerin 

farklılığından kaynaklı olabilir. Çalışmamızda sperm kriyoprezervasyonunun DNA 

fragmantasyonunu artırdığını gözlemledik. Bunu engelleyecek stratejilerin ortaya 

konulması, bu hasarları en aza indirmek için araştırmacılara yardımcı olacaktır. 
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7.4. mTOR Protein Ekspresyonu  

 

 Kriyoprezervasyonun semen hacmi, sperm konsantrasyonu, morfoloji, motilite 

ve DNA fragmantasyonu gibi semen parametreleri üzerindeki etkiyi araştıran 

çalışmalar bulunmaktadır, ancak kriyoprezervasyon işleminin insan sperm sinyal 

yolakları üzerindeki etkisi bilinmemektedir. mTOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak 

üzere iki farklı tür olarak işlev gördüğü bildirilmiştir (25). Kadın folikül hücrelerinde 

kriyoprezervasyonun mTOR sinyal yolağına etkisi ile ilgili çalışmalar bulunmasına 

rağmen (312) sperm kriyoprezervasyonunun olgun sperm hücresinde mTOR sinyal 

yolağına etkisi hala bilinmemektedir ve bu çalışma, mTOR sinyalinin sperm 

hücrelerinde kriyoprezervasyon sonucu ile ilişkilendirilen ilk çalışmadır. 

 Otofaji, otofagozom oluşumuyla hücresel metabolitlerin ve organellerin 

güncellenmesini sağlayan evrimsel olarak korunan bir süreçtir ve mTOR, otofaji 

sinyal yolağının kilit düzenleyicisi olarak bildirilmiştir. Rapamisinin, mTOR'u inhibe 

ederek hücrelerin otofajisini aktive edebileceği öne sürülmüştür. Liu ve ark. yaptığı 

çalışmada rapamisinin spermatogonyum proliferasyonunu inhibe ettiğini ve mTOR 

sinyal yolağını baskılayarak ve otofaji aktivasyonunu değiştirerek seminifer tübülün 

yapısına zarar verdiğini ve böylece sperm sayısında azalmaya neden olduğunu 

göstermiştir (313). Çalışmalar, mTOR sinyal yolunun kanser, artrit, insülin direnci, 

osteoporoz ve diğer hastalıklarla da ilişkili olduğunu göstermiştir. Karaciğer 

kanserinde PI3K/PTEN/Akt/mTOR yolağının aktive olduğu, matris metalopeptidaz 

9'u (MMP-9) up-regüle ederek tümör invazyonu ve metastazında rol oynadığı da 

çalışmalarda belirtilmiştir (314). Benzer şekilde, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolağının 

kolon kanseri kök hücrelerinin (CCSC) proliferasyonunu ve hayatta kalımı kontrol 

ettiği gösterilmiştir (315). 

 Bu çalışmada, kriyoprezervasyon sonrasında sperm hücrelerinde mTOR 

ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı gözlenmiştir. Yapılan 

çalışmalar mTOR ekspresyonunun artmasının otofajinin aktivasyonun azalmasına 

neden olduğu, bu durumun ise, yüksek seviyelerde ROT üreten oksitlenmiş proteinler 

veya hasarlı mitokondrilerin birikmesine neden olduğunu göstermektedir (316). Bizim 

de çalışmamızın bulguları bu çalışmanın bulgularını destekler niteliktedir. mTOR 
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sinyal yolağı üzerindeki diğer proteinlerle birlikte analiz edilmesine ve daha ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 Sperm hücresinde mTOR sinyal yolağının rolü hala tam olarak 

bilinmemektedir ve bu çalışma, sperm hücrelerinde kriyoprezervasyon işlemi ile 

mTOR sinyalleşmesinin ilişkilendirildiği ilk çalışmadır. Bizim çalışmamızda 

PI3K/Akt/mTOR sinyal yolağı üzerinde yer alan mTOR proteininin 

kriyoprezervasyon işlemi uygulanan sperm hücrelerinde arttığı ve bu sinyal yolağının 

aktive olduğunu düşünmekteyiz. Sperm kriyoprezervasyonunun hem sperm 

parametrelerine hem de moleküler etkilerini incelediğimiz bu çalışmanın sonuçları bu 

sinyal yolağındaki diğer proteinlerin ekspresyonları incelenerek daha ileri çalışmalarla 

desteklenmelidir ve daha büyük hasta gruplarıyla yapılacak çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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8. SONUÇ 

 

 Çalışmamızın sonuçlarını değerlendirdiğimizde kriyoprezervasyon sonucunda 

sperm parametrelerinde anlamlı bir azalış gözlemlenmedi ancak gruplar arası farkın 

yüksek olmasından dolayı daha ileri çalışmalarla desteklenmesine ihtiyaç 

duyulduğunu düşünmekteyiz. Sperm kriyoprezervasyonu sonrası DNA 

fragmantasyonunda anlamlı bir artış, kromatin bütünlüğünde anlamlı bir bozulma 

gözlemlenmiştir. DNA fragmantasyonundaki artış bize kriyoprezervasyonun spermin 

DNA'sını etkilediğini göstermiştir. Kriyoprezervasyon sonrası kromatin bütünlüğünde 

tespit edilen bozulma da yine DNA fragmantasyonundaki artışı destekler niteliktedir. 

Bu bulgular kriyoprezervasyonun genetik yapıya olan olumsuz etkilerini 

göstermektedir. Ayrıca kriyoprezervasyon sonrası mTOR proteini ekspresyonundaki 

anlamlı artış bize sperm kriyoprezervasyonunda mTOR sinyal yolağının aktive 

olduğunu düşündürmektedir. OSI parametresine bakıldığında ise herhangi bir anlamlı 

farklılık belirlenmemiştir. Ancak bu parametrede de kriyoprezervasyon sonrası 

seminal sıvı OSI değerinin yaklaşık 7 kat artışı bize daha ileri çalışmaların yapılması 

gerektiğini düşündürmüştür. 
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