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OZET

Infertilite yaygin olarak goriilen ve giftlerin en az 1 yil siire ile korunmasiz ve
diizenli cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanan bir tibbi
sorundur. Tiip bebek yontemi (IVF), bu durumdaki ¢iftleri tedavi amaciyla kullanilan
en yaygin yardimci iireme teknigidir. Semen kriyoprezervasyonu, spermlerin daha
sonra ¢Oziilerek tiip bebek tedavilerinde kullanilmasi amaciyla dondurulmasi
stirecidir. Tiip bebek uygulamalar: sirasinda, kemoterapi ve radyoterapi gibi gonad
hiicrelerine zarar veren tedaviler oncesinde, sperm elde etmenin bir daha miimkiin
olmadig1 cerrahi operasyonlar, kanser ve spermlere zarar veren diger bazi
tedavilerden Once fertilitenin korunmasi1 amaciyla spermler dondurulabilmekte ve
uzun yilar saklanabilmektedir. Kriyoprezervasyon, sperm yapisinda ‘kriyohasar’
olarak adlandirilan olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Dondurma ¢6zme islemi
sonrasinda spermde tek zincir kirilmalari, DNA parcalanmasinda bir artig, spermde
membran hasari, mitokondriyel hasar, DNA fragmentasyonu ve oksidatif stres gibi
kriyohasar bulgulari meydana geldigi bildirilmektedir. Poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP), DNA onarimi, genomik stabilite ve programlanmis hiicre 6liimii gibi bir
dizi hiicresel siiregte Yyer alan bir protein ailesidir. Bu c¢alismada, sperm
kriyoprezervasyonundan sonra ortaya ¢ikan etkileri molekiiler diizeyde arastirmak
i¢cin, sperm kriyoprezervasyonu oncesi ve ¢ozme sonrasinda sperm fonksiyonlari,
oksidatif stres, DNA fragmentasyonu, kromatin yapt ve PARP proteininin
ekspresyon seviyelerine olan etkisinin analiz edilmesi amaclanmistir. Caligmalar
sonucunda kriyoprezervasyon igleminin, kromatin yapisinda ve DNA fragmentasyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiise neden oldugu belirlenmistir.
Oksidatif stres parametreleri ve proteinlerin (PARP) immiinohistokimyasal
analizlerinde ise anlamli bir fark belirlenmemistir. Konu ile ilgili yapilacak daha ileri

analizlere ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: sperm, kriyoprezervasyon, oksidatif stres, kromatin yap,
PARP.



SUMMARY

Infertility is a common medical problem defined as the inability of couples to
achieve pregnancy despite unprotected and regular sexual intercourse for at least 1
year. In vitro fertilization (IVF) is the most common assisted reproductive technique
used to treat couples with this condition. Semen cryopreservation is the process of
freezing sperm for later thawing and use in I\VVF treatments. During IVF applications,
before treatments that damage gonadal cells such as chemotherapy and radiotherapy,
before surgical operations where it is not possible to obtain sperm again, before
cancer and some other treatments that harm sperm, sperm can be frozen and stored
for many years in order to preserve fertility. Cryopreservation can cause negative
effects on the sperm structure called 'cryodamage’. It has been reported that cryo-
damage findings such as single strand breaks, an increase in DNA fragmentation,
membrane damage in sperm, mitochondrial damage, DNA fragmentation and
oxidative stress occur after the freeze-thaw process. Poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) is a family of proteins involved in a number of cellular processes such as
DNA repair, genomic stability, and programmed cell death. In this study, it was
aimed to analyze the effects of sperm functions, oxidative stress, DNA
fragmentation, chromatin structure and PARP protein expression levels before and
after sperm cryopreservation in order to investigate the effects occurring after sperm
cryopreservation at the molecular level. As a result of the studies, it was determined
that the cryopreservation process caused a statistically significant decrease in the
chromatin structure and DNA fragmentation levels. No significant difference was
found in the immunohistochemical analyzes of oxidative stress parameters and

proteins (PARP). Further analyzes on the subject are needed.

Keywords: sperm, cryopreservation, oxidative stress, chromatin structure,
PARP.
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1. GIRIS

Infertilite, ciftlerin en az 1 yil siire ile korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye
ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir (DSO, 2010). infertilite,
ciftlerin %15’inin karsilastig1 bir durumdur. Infertilite ile karsilasan ciftler yardimla
iireme tekniklerine basvurmakta ve ancak bu yolla gebelik saglanabilmektedir.
Yardimla iireme tekniklerinden en yaygin olarak kullanilan yontem ise tiip bebek
yontemidir. Calismamizin devaminda detaylariyla tizerinde durulacak olan bu
yontemin  uygulanmasi  sirasinda  sperm  kriyoprezervasyonuna  siklikla
basvurulmaktadir [1].

Spermin ancak cerrahi olarak c¢ok az miktarda elde edilebildigi testis
operasyonlar1 sonrasi, sperm elde etmenin bir daha miimkiin olmadigi cerrahi
operasyonlar, kanser ve spermlere zarar veren diger bazi tedavilerden Once
fertilitenin korunmasit amaciyla spermler dondurulabilmekte ve wuzun yilar
saklanabilmektedir. Sperm kriyoprezervasyonu, baba adaymdan alinan spermlerin
daha sonraki zamanlarda c¢oziilerek tiip bebek tedavilerinde kullanilmasi1 adina
dondurulmasi  siirecidir. ~ Glinlimiizde ¢esitli ~ kriyoprezervasyon teknikleri
kullanilmaktadir. Semen, kontrollii hizli, yavas sogutma yontemi veya vitrifikasyon
olarak bilinen daha yeni bir hizli dondurma islemi kullanilarak dondurulabilmektedir
[2].

Oksidatif stres gelisimine neden olan Reaktif oksijen tiirleri (ROT), hiicresel
metabolizmanin bir {irlinii olarak mitokondride, oksijenden iiretilmektedir. ROT,
serbest radikaller ve non-radikallerden olusmaktadir. Bir veya daha fazla eslenmemis
elektron iceren, stabil olmayan, yiliksek enerjili atom veya molekiillere, serbest
radikaller denilmektedir. Kararsiz yapidaki atom veya molekiiller kararli hale
gelebilmek icin diger bilesiklerin elektronlariyla birleserek oksidasyona neden
olabilmektedirler. Bu sekilde meydana gelen serbest radikaller, yiiksek derecede
reaktif 6zellik gostermelerinden dolay: lipitleri, amino asitleri ve karbonhidratlari
oksitleyebilmektedir. Dolayisityla DNA mutasyonlarina yol agabilmektedir. Oksidatif
stres, reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasi ile biyolojik bir sistemin reaktif ara
tirtinleri kolayca detoksifiye etme veya ortaya c¢ikan hasar1 onarma yetenegi
arasindaki dengesizligi yansitir. Bu dengesizlik sonucu artan oksidatif stres, ¢ok

sayida hastalikta 6nemli rol oynamaktadir [3].



Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA onarimi, genomik stabilite ve
programlanmis hiicre 6limii gibi bir dizi hiicresel islemde yer alan bir protein
ailesidir [4]. PARP igin bir dizi hiicresel substrat tanimlanmistir. Bu proteinlerin
cogu, niikleik asit metabolizmasinda, kromatin yapisinin modiilasyonunda ve DNA
onariminda rol oynayan niikleer proteinlerdir. PARP ayrica DNA ipligi
kirilmalarimin varliginda kendini otomatiklestirir [5]. PARP'In ana roli, SSB
onariminda yer alan enzimatik mekanizmaya sinyal gondererek metabolik, kimyasal
veya radyasyonla indiiklenen tek sarmalli DNA kirilmalarina (SSB) karsi hiicresel
tepkiyi saptamak ve baglatmaktir. PARP bir SSB algiladiginda, DNA'ya
baglanmaktadir. Daha sonra yapisal bir degisiklige ugramakta ve diger DNA onarim
enzimleri igin bir sinyal gérevi goren bir polimerik adenozin difosfat riboz zincirinin
sentezine baglamaktadir. PARP DNA tek iplikli kirilmalarla aktive edilmektedir.
Oksidatif stres, PARP enzim ailesinin bir pargasi olan DNA nick sensor enzimi poli
(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1) aktivasyonunu indiikleyen DNA kirilmalarina
neden olabilmektedir. PARP-1'in stres yanit yollarindaki islevlerinin bir¢ogu, ADP-
riboz birimlerinin bir vericisi olarak NAD kullanilarak, negatif yiiklii bir polimer
olan PAR'n diizenlenmis senteziyle saglanmaktadir. Hiicre ve hayvan modellerinde
yapilan son calismalar, oksidatif stres sinyallerine yanitta PARP-1 ve PAR'n
rollerini vurgulamaktadir. PARP inhibitorlerinin gelistirilmesi, bu kosullara terapotik
bir yaklagim olarak takip edilmektedir [6-9].

Bu calismada, sperm kriyoprezervasyonundan sonra ortaya ¢ikan etkileri
molekiiler diizeyde arastirmak icin, sperm kriyoprezervasyonu oncesi ve ¢ozme
sonrasinda  sperm  fonksiyonlar1  arastirilacaktir.  Calismamizda  sperm
kriyoprezervasyonu Oncesi ve sonrasi durumlarinda oksidatif stres, DNA
fragmentasyonu, kromatin yapt ve PARP proteininin ekspresyon seviyelerine olan

etkisinin kapsamli olarak analiz edilmesi hedeflenmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Sperm kriyoprezervasyonu isleminden sonra ortaya ¢ikan olumsuz etkilerin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in bu etkilerin molekiiler nedenlerinin aydinlatilmasinin
onemli bir asama oldugu diistintilmektedir.

Bu ¢aligmada, sperm kriyoprezervasyonundan sonra ortaya ¢ikan bu olumsuz
etkileri molekiiler diizeyde arastirmak ig¢in, sperm kriyoprezervasyonu Oncesi ve
¢ozme sonrasinda oksidatif stres, DNA fragmentasyonu, kromatin yapt ve PARP
proteininin ekspresyon seviyelerine etkisi aragtirilmistir.

Bu amag dogrultusunda, sperm Kriyoprezervasyonu oncesi ve sonrasinda sperm
parametreleri (motilite, konsantrasyon, morfoloji ve vitalite), oksidatif stres, DNA
fragmentasyonu, kromatin yap1 ve PARP proteininin ekspresyon seviyelerine etKisi
incelenmistir. Bulgulardaki dondurma 6ncesi ve sonrasi degisiklikler belirlenmistir.

Tiim bu bulgular 1s1g8inda tezin, sperm Kriyoprezervasyonundan sonra ortaya
cikan etkileri molekiiler diizeyde arastirmak igin, sperm kriyoprezervasyonu oncesi
ve ¢ozme sonrasinda sperm fonksiyonlari arastirilmistir. Sperm Kriyoprezervasyonu
Oncesi ve sonrast durumlarinda oksidatif stres, DNA fragmentasyonu, kromatin yap1
ve PARP proteininin ekspresyon seviyelerine olan etkisinin kapsamli olarak analiz

edilmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Infertilite

Fertilite, klinikte gebelik olusturabilme olanagi olarak tanimlanmaktadir [10].
Infertilite ise gelismis veya daha az gelismis iilkelerde yaygm olarak goriilen ve
ciftlerin en az 1 yil siire ile korunmasiz ve diizenli cinsel birlikteliklerine ragmen
gebelik elde edilememesi olarak tanimlanan ciddi bir tibbi sorundur. Diinya ¢apinda
tireme donemindeki c¢iftlerin %8 ile %12'sini etkiledigi ve insidansinin biiylik oranda
yiikseldigi diisiiniilmektedir.

Infertil ¢iftlerin yaklasik olarak %85'inin belirlenebilen bir sebebi oldugu
diisiiniilmektedir. Infertilitenin en yaygin nedenleri arasinda erkek sebepli faktorler,
yumurtlama fonksiyon bozuklugu, erkek faktorii kisirligi, tiip hastaligi, tubal
obstriiksiyon, peritoneal faktorler veya servikal faktorler gibi anormallikler
bulunmaktadir [11]. Infertil ¢iftlerin %15'inde ise tanimlanamayan infertilite
goriilmektedir. Bunun yaninda sigara ve obezite gibi yasam tarzini olumsuz etkileyen
cevresel faktorler infertiliteyi tetikleyebilmekte ve dogurganligi olumsuz yonde
etkileyebilmektedir [12]. Infertilite i¢in risk faktdrleri olan hastalarda veya kadin
partnerin yasmin 35'den biiyiik olmasi durumunda degerlendirmeye daha erken
donemlerde baglanabilmektedir.

Infertilite tedavileri igin diisiiniilen yontemler genellikle karmasiktir ve yiiksek
maliyetli tedavilerle gebe kalma sans1 dengesi, infertilite siiresi, erkek ve kadinin yas1
gibi faktorlere dayanmaktadir. Buna bagli olarak bazi tedaviler uygulanmaktadir.
Normal bir gebelik sanst elde edebilecek tedaviler, oligomenore/amenore
durumlarinda yumurtlama indiiksiyon yontemleri ve agiklanamayan kisirlik igin
yardimli gebelik yontemlerini icermektedir [13]. Fakat uygulanan bu tedavilerde
hem basarisizlik ihtimaliyle hem de tedavi siirecinde zorluklarla karsilagilmaktadir.
Bundan dolayr tedavi uygulanan hastalar maddi ve manevi olarak
yipranabilmektedir. Tiip bebek (IVF), yardimer lireme teknolojisinde kullanilan en

yaygin tekniktir ve goriilen basar1 oran1 genel olarak %40’ tir.



2.1.1. Erkek infertilitesi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) istatistikleri incelendiginde, diinya capinda
yaklasik 50-80 milyon insanin infertiliteden muzdarip oldugu ve biitiin infertilite
vakalarina bakildiginda erkeklerin yaklasik %20-30'unun infertiliteden tek basina
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bunun disinda erkeklerin biitiin infertilite
vakalarinin da %50’sine katildig diisiiniilmektedir [14]. Infertilitenin teshis edilmesi
temel olarak semen analizine dayanmaktadir.

Erkeklerde infertilitenin sebepleri tamamen aydinlatilamamistir. Bununla
birlikte erkek infertilitesinin ortaya ¢ikmasinin, hem geri dondiiriilebilir hem de geri
dondiiriilemez kosullar dahil olmak iizere ¢esitli nedenleri oldugu diisiiniilmektedir
[15]. Bunlardan bazilari, kesinligi olmamakla birlikte %2 ila %5 oraninda endokrin
bozukluklari, %5 oraninda sperm tasima bozukluklar1 (vazektomi gibi), %65 ila %80
oraninda birincil testis kusurlarini igerebilmektedir [16]. Bunlarin disinda eslerden
her ikisini de etkileyebilecek diger faktorlerin, bireylerin yasi, ilaglari, cerrahi
geemisi, cevresel toksinlere maruz kalma, genetik problemler ve sistemik hastaliklar
olabilecegi diisliniilmektedir.

Spermatogenez, erkek dogurganliginin en 6nemli basamaklarindan biridir [17-
19]. Spermatogenezin dogal olusumunda ki en ufak bir degisiklik bile erkeklerde
kisirliga neden olabilmektedir. Yapilan bircok calisma, spermatogenezi basariyla
tamamlamak icin testosteron ve FSH'nin gerekli oldugunu goéstermektedir [20-23].
Spermatogenezin herhangi bir evresindeki bozuklugun geri doniisii olmayan
sonuglara yol acabilecegi ve ne kadar onemli oldugu disiiniildiiglinde meydana
gelebilecek bir sorunun erkek infertilitesi ile sonuglanabilecegi diisiiniilmektedir.

Asagida ki figiirde her evre i¢in en 6nemli 6zelliklerden bazilar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.1: Spermatogenez siireci.

Insan genomunun %10’unun iireme ile ilgili oldugu yapilan son ¢alismalarda
kanitlanmistir [24]. Biitiin bunlar disilintildiigiinde, erkek fertilitesini etkileyen bir
mutasyonun diger fizyolojik siirecleri de etkileyebilecegi diistiniilmektedir. Erkek
iireme hormonu hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen olarak bilinir ve hipotalamik,
hipofiz ve testis bezleri olmak iizere 3 ana bilesenden olusmaktadir. Bu hormon
erkek cinsel gelisimi ve islevinde dogru hormon konsantrasyonunu saglamak icin
diizenli olarak ¢aligmaktadir. Sistemdeki en ufak bir sapma kisirliga neden
olabilmektedir [25-27]. Beyin gonadotropik salgilatict hormon (GnRH) {iretilmezse,
bu bozukluk testosteron eksikligine ve sperm Tlretiminin durmasina neden
olabilmektedir. Benzer sekilde, hipofizin yeterli miktarda luteinize edici hormon ve
folikiiler uyarict hormon iiretememesi durumunda, testislerin uyarilmasi
engellenmektedir. Bu da testosteron ve sperm iiretilememesine sebep olmaktadir
[28,29]. Hipofiz yetmezliginden muzdarip olan hastalarda, diyabetes mellitus, kalp
hastaligi ve kemik defektleri gibi komplikasyonlara yol agabilen uzun siireli
hormonal tedaviler gerekebilmektedir. Bunun aksine, yiksek LH ve FSH
konsantrasyonlari, diigiik testosteron konsantrasyonlart ile iliskilendirilmektedir ve
spermatogenezde kusurlara sebep olabilmektedir. Prolaktinin ylikselmesi ayrica
sperm iretiminin azalmasina, libidoya ve iktidarsizliga neden olabilmektedir.

Oligospermisi olan kisilerin %1 1'inde hiperprolaktemi kisirliga yol acabilmektedir.



Bir baska yonden tiim erkek kisirlik vakalarimin yaklasik %10-15'i kromozomal
bozukluklar ve genetik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. infertilitenin diisiiniilen
sebeplerinden biri de, 500-1000 yeni dogan erkekten 1'ini etkileyen Klinefelter
sendromudur [30]. Klinefelter sendromu, hiicre boliinmesi esnasinda kromozom
ayrilmama hatasi nedeniyle gamet olusumu sirasinda ortaya ¢ikan bir kromozomal
bozukluktur. Erkeklerde daha kiigiik testislere sahip olmasi, testosteron ve sperm
tiretiminin azalmasina neden olmaktadir [31]. Erkek viicudundaki testosteronun
azalmas1 durumunda, bu bireyler i¢in canli sperm iiretiminde genel bir diisiisle
sonuclanabilmektedir. Bu da onlart dogurganlik tedavilerine yoOnelmeye
zorlamaktadir [32].

Bunlarin disinda, sigara, radyasyon maruziyeti, alkol veya uyusturucu
kullanim1 ve stres gibi faktorlerin de oksidatif strese neden olabilecek erkek
dogurganligina sebep oldugu bildirilmektedir [33]. Bu tiir zararli maddelerin
testislere zarar verebilecegi [34] ve spermleri 6ldiirebilecegi [35,36] diistiniilmektedir
[37].

Bir erkegi infertilite agisindan degerlendirmenin temel amaci, infertiliteye
katkida bulunan faktorleri belirlemek, geri doniisiimlii olanlar i¢in tedavi 6nermek,
yardimc1 iireme tekniklerine (YUT) aday olup olmadigini belirlemek ve tedavi

edilemeyen durumlar i¢in tedaviler ve yaklasimlar sunmaktir [17].

2.2. Sperm Kriyoprezervasyonu

Sperm kriyoprezervasyonu, sperm hiicrelerini iceren semen sivisinin daha
sonra gerekli oldugu zaman kullanilabilmesi i¢in kriyoprotektanlar kullanilarak
sperm hiicrelerini korumak i¢in kullanilan bir dondurma yontemidir. Sperm
kriyoprezervasyonu islemi yapildiktan sonra istenildiginde ve herhangi bir siiresi
olmadan basarili bir sekilde kullanilabilmektedir [37]. Kriyoprezervasyon uygulanan
kisiler tedaviyir farkli bir zamanda veya yerde istedigi durumlarda
kullanabilmektedir. Bunun disinda erkeklerde vazektomi veya kemoterapi, radyasyon
tedavisi veya cerrahi gibi dogurganliklarini tehlikeye atabilecek tedaviler
uygulandiginda dogurganligi koruma araci olarak kullanilabilmektedir.

Kriyoprezervasyon teknolojisindeki bir¢cok gelisme, erkek ve disi gametler,

kiiclik ¢cok hiicreli organizmalar ve embriyolar gibi daha karmagik organizmalar gibi



cok c¢esitli hiicre tiplerinin diisiikk sicaklikta korunmasmi saglamaktadir. Bu
gelismeler ayrica koruma ydntemlerinin gelistirilmesine de sebep olmaktadir. insan
sperminin kriyoprezervasyonu 1960'larda [38] tanitilmistir ve bir¢ok yer ve zaman
siirlamasinin Gistesinden gelmistir. Bu teknik simdi yardimci tireme teknolojilerinin

(YUT'ler) ayrilmaz bir par¢asini olusturmaktadir.

Semen  Cryoprotectants Freezing
sample

Sekil 2.2: Sperm Kriyoprezervasyon Siireci.

Sperm kriyoprezervasyonuna iligkin ilk bulgular, yaklasik 200 y1l 6nce Lazaro
Spallanzani'nin (1776) spermleri karda sogutarak korumaya calistigi zamanlara
dayanmaktadir [39]. Daha sonra, Polge'nin gliseroliin kriyoprotektan ozelliklerini
kesfetmesi ile birlikte dnemli 6l¢iide bilimsel ilerleme kaydedilmistir. Bu ilerlemeler,
dogurganligin korunmasi alaninda bir doniim noktasi olmustur [40]. Bu
gelismelerden sonra, farkl tiirlerin spermlerinin dondurularak saklanmasina yonelik
tekniklerde ©nemli gelismeler olmaya devam etmistir. Dondurularak saklanan
spermlerden iiretilen en erken yavrular 1951 (inek), 1953 (insan), 1957 (domuz, at)
ve 1967 (koyun)'da bildirilmistir [41]. 1960'larda sperm kriyobankalar1 sigirlar ve
1970'lerde insanlar igin gelistirilmistir [42]. Giinimiizde hayvanlarin suni
tohumlamasinda ve insan destekli ireme teknolojisinde rutin olarak kriyoprezerve
edilmis sperm kullanilmaktadir [43]. Bununla birlikte, sperm kriyobiyolojisinde ¢ok
sayida basar1 elde edilmesine ragmen, kriyoprezervasyondan sonra canli
spermatozoay1 en uygun sekilde geri kazanabilen teknikler i¢in arastirmalar devam

etmektedir.



Insan sperm kriyoprezervasyonunun ¢ok sayida basarisina ragmen, sperm
kriyoprezervasyon prosediirii hala sperm yap1 ve islevinde sperm kriyo hasarlarina
neden olmaktadir. Buna 6rnek olarak, sperm morfolojisinde, sperm proteomu ve
transkriptomu, sperm mitokondrisinin metabolik aktivitesi, sperm membran
biitiinliigi ve akiskanligi degisiklikleri verilebilmektedir [44]. Dondurarak saklama
stireglerine yanit olarak, genis arastirmalar, dondurma-¢6ziilmenin, asir1 dehidrasyon,
sperm yapisindaki zararli degisiklikler, morfolojik degisiklikler, mitokondri hasari,
apoptoz ve sperm DNA fragmantasyonu, plazma zarinda ve akrozom kapaginda
hasar gibi hiicresel hasar olusturmaktadir. Bunun gibi ¢esitli etkiler nedeniyle sperm
canlilig1 ve hareketliligi de azalmaktadir. Dondurma prosediirlerinin sonuglar1 hala
tamamen arastirilmamis olsa da, dondurma tekniklerinin gelistirilmesinin temel
oldugu durumlar hala mevcut oldugu diisiiniilmektedir [45,46].

Kriyoprezervasyondan sonra spermde tek zincir kirilmalarinda, yogunlasma ve
DNA pargalanmasinda bir artis oldugu yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglarla
gosterilmektedir. Bu etkiler yavru DNA'sindaki mutasyon riskini artirabilmektedir.
Son derece iyi kontrol edilen sogutma diizenlerinin kullanimi ve antioksidanlar
sonuglart iyilestirebilmektedir [47].

Bunun gibi dondurma ¢6zme sonrasinda sperm parametrelerinde olusan
olumsuz etkilerin derecesi, spermin donduruldugu andaki kalitesi, genetik 6zellikleri,
dondurma yontemi, kullanilan kriyoprotektan, donduran kisi gibi faktorlerden de
etkilenebilmektedir [48]. Sperm kriyoprezervasyon ve ¢ozme teknikleri, kullanilan
kriyoprotektan, soliisyonlar ve saklama yontemleri gibi ¢ok sayida ¢esitlilik

gosterebilmektedir.
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Sekil 2.3: Dondurma-¢6ziilmenin sperm hiicresi tizerindeki zararl etkileri.

Sperm kriyoprezervasonunun, radyoterapi veya kemoterapiden once erkek
fertilitesinin korunmasi, testis yetmezligi veya ejakiilasyon disfonksiyonuna yol
acabilecek durumlarda 6zellikle 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Aslinda dondurarak
saklama giftlere gelecekte gocuk sahibi olma sansi sunabilecek en 6nemli yontem
gibi goriinmektedir [49]. Ozellikle, farkli tedavilerle iligkili riskler bulunmaktadir ve
bu riskler birkag faktére baglanmaktadir. Bunlar tedavi sirasinda hastanin yasi, doz,
bolge ve tedavi tiirti olabilmektedir. Ayrica diyabet ve otoimmiin bozukluklar gibi
bazi habis olmayan hastaliklar da testis hasarina yol agabilmektedir. Bu kosullarda da
kriyoprezervasyon tavsiye edilmektedir [50].

Ayrica, kriyoprezervasyon, genellikle “sperm toplama stresi”, baz1 duygusal
durumlar veya dogumdaki diger taahhiitlerle iligkili olan basarisiz bosalma nedeniyle
olusan rahatsizliklardan kaginmak i¢in semen 6rnegini 6nceden dondurmaya karar
veren hastalarda rutin olarak gergeklestirilmektedir. Son olarak, herhangi bir
nedenden dolay1r gametogeneze miidahale edebilecek zararli ajanlara maruz kalan

deneklerde dogurganligi korumak i¢in sperm dondurmasi tavsiye edilmektedir [51].
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2.2.1. Sperm Kriyoprezervasyon Teknikleri

Sperm 3 yontem kullanilarak dondurulmaktadir. Bunlar kontrollii hizli, yavas
sogutma ve daha yeni bir islem olan vitrifikasyon olarak bilinmektedir. Vitrifikasyon
ve yavag programlanabilir dondurma karsilastirilmis ve vitrifikasyon ¢6zme sonrasi
daha iyi bir hareketlilik saglamaktadir [52].

Yavas dondurma teknigi ilk olarak Behrman ve Sawada [53] tarafindan
Onerilmistir ve yar1 programlanabilir bir dondurucu kullanarak manuel ya da
otomatik olarak iki veya ii¢c adimda gergeklestirilmektedir. Bu yontem 2-4 saatlik bir
siire boyunca asamali sperm sogutmasindan olusmaktadir. Manuel yontem, adim
adim kriyoprotektan eklenirken ve numuneler sivi nitrojene daldirildiktan sonra
semenin sicakligi dustiriilerek es zamanli olarak gergeklestirilmektedir [54].
Numunenin oda sicakligindan 5°C'ye kadar optimum baslangi¢ sogutma hizinin 0,5—
1°C/dk [55] oldugu gosterilmektedir. Numune daha sonra 1-10°C/dk hizinda
5°C'den -80°C'ye dondurulmaktadir. Numune daha sonra -196°C'de [56] sivi
nitrojene  daldirilmaktadir. Manuel tekniklerle basarili  sperm  dondurma
gosterilmesine ragmen, bu prosediiriin tekrarlanabilirligi bazi problemler
dogurabilmektedir. Bu nedenle programlanabilir dondurucular arastirilmaktadir
[457]. Baz1 yazarlar, manuel ya da otomatik olmasina bakilmaksizin, geleneksel
yavas dondurma kullanmanin, buz kristalizasyonuna sebep olmas1 nedeniyle spermde
yogun kimyasal-fiziksel hasara neden oldugunu diisiinmektedir [58].

Hizli dondurma olarak bilinen bir diger yontem ilk olarak Sherman [59]
tarafindan onerilmistir. Bu teknik, pipetler ve nitrojen buharlar arasinda 8—10 dakika
boyunca dogrudan temas ve -196°C'de siv1 nitrojene daldirma gerektirmektedir. Azot
buharlarinin i¢inde, asagidaki sivinin mesafesinin ve hacminin bir fonksiyonu olarak
bir termal gradyan bulunmaktadir. Numune baslangicta esit hacimde soguk
kriyoprotektan ile damla damla karistirilmaktadir. Daha sonra bu karisim pipetlere
yiiklenir ve 4°C'de 10 dakika inkiibasyona birakilmaktadir. Kamislar 15 dakika
boyunca sivi nitrojen seviyesinin (-80°C) 15-20 c¢m yukarisina yerlestirilmektedir.
Daha sonra pipetler sivi nitrojene daldirilmaktadir. Sogutma sirasinda, iki ug
arasindaki 1s1 farkini en aza indirmek i¢in pipetlerin yatay konumda yerlestirilmesi

tercih edilmektedir. Bu teknigin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar arasinda
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diisiik tekrarlanabilirlik bulunmaktadir. Sicaklik diisiis egrisi kontrol edilememekte
ve donma sicakliklari -70, -80 ve -99°C arasinda degisebilmektedir [60].

Kullanilan yontemlerden son olarak vitrifikasyon, buz kristali olusumunu
Onleyen cam benzeri bir katilasma tiretmek igin hiicrelerin son derece yiiksek oranda
sogutulmasi yontemidir [61]. Geleneksel yavas dondurma ile kiyaslayacak olursak
vitrifikasyon, olduk¢a basit bir yontem oldugu disiiniilmektedir. Bir semen
numunesi, ylizdiirme yontemi kullanilarak islenmekte ve daha sonra uygun bir kap
benzeri kriyoloop'a veya pipetlere yiiklenmektedir. Bunlar, dogrudan LN 2'ye (—196
°C) daldirilarak, daha sonra bir kriyo odasinin soguk yiizeyiyle (—180 °C) dogrudan
temas ettirilerek veya LN 2'de uzun siireli depolama ile 6nceden sogutulmus
aliminyum bloklar kullanilarak hizla sogutulmaktadir [62]. Ancak bu yontem basari
sansinin diisiik olmasindan dolay1 ¢ok fazla tercih edilmemektedir.

Cok farkli protokol kullanilmaktadir ancak genellikle kriyoprotektanlar
semenle esit hacimde damla damla eklenmektedir. Daha sonra oda 1sisinda yavasca
karistirthp  bir slire oda 1si1s1 ya da 37°C’de bekletilmektedir. Kullanilan
kriyoprotektanin hiicrelerle etkilesmesi gerekmektedir ¢iinkii kriyoprezervasyonun
verimliligi, kriyoprotektanlarla hiicreler arasindaki etkilesim siiresinin  bir
fonksiyonudur [63]. Yapilan c¢alismalar incelendiginde ¢ok sayida sperm
kriyoprezervasyon teknigi bulunmaktadir. Bu tekniklerde ¢6zme sonrasindaki vitalite
ve motilite oranlar1 dikkate alinmaktadir ve her laboratuvar kendi sonuglari
dogrultusunda en uygun yontemi belirleyip kullanmaktadir. Kullanilan yontem ne
olursa olsun, iyi sonuglar elde etmek icin kriyoprezervasyondan 6nce ve sonra tim
adimlar1 dogru bir sekilde gerceklestirmenin, daha uygun kriyoprotektanlarin

se¢iminin ve ¢ézdiirme prosediiriiniin fazlasiyla 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

2.2.2. Sperm Cozme Teknikleri

Dondurma yontemlerinde oldugu gibi ¢6zme yontemleri de farklilik
gostermektedir. En  uygun sperm  hareketliligi 40°C'de ¢oziilme ile
saglanmaktadir. Diger yandan, ¢0ziilme sicakliginin sperm canliligi, akrozomal
durum, ATP igerigi ve DNA {izerinde ¢ok fazla etkisi olmadig diisiiniilmektedir
[64]. Aymi sekilde ¢6zme islemi i¢in de farkli teknikler gelistirilmistir [65]. Cozme

prosediirii 6nemli bir basamaktir. Bu sebeple hiicrenin, ani termal degisikliklerden
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uzak tutulmasi ve bu hiicrenin normal biyolojik aktivitelerini geri kazanmasina izin
verilmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Genel olarak kriyoprezervasyon protokolleri
37°C'lik bir eritme sicaklig1 kullanmaktadir. Daha yiliksek ¢oziilme sicakliklar1 daha
hizli 1sitmaya izin verebilmektedir. Ancak hiicre hasariyla iligkili riskler nedeniyle
kullanilmamaktadir. Semen ¢oziildiikten sonra kiiltiir ortaminda yikanmakta ve

santrifiij edilerek kriyoprezervasyon ortamindan ayrilmaktadir [66].

2.2.3. Sperm Kriyoprezervasyonunda Kullanilan Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar, spermleri buz kristalizasyonundan kaynaklanan donma
hasarindan korumak i¢in kullanilmaktadirlar. Bunlar diisiik molekiiler agirlikli ve
olduk¢a gecirgen kimyasallardir. Gliserol, etilen glikol, dimetil siilfoksit ve 1,2-
propandiol olarak bilinen dort ana kriyoprotektan bulunmaktadir. Kriyoprotektanlar 3
sekilde etki etmektedir: bir maddenin donma noktasimi diisiirerek, numunenin sivi
fazinda bulunan tuzlarin ve ¢6ziinen maddelerin miktarin1 azaltarak ve sperm iginde
buz olusumunu azaltarak. Kriyoprotektanlar esit hacimde semen i¢ine damla damla
eklenmekte, oda sicakliginda hafifce karigtirllmakta ve daha sonra hiicreler ve ortam
arasinda uygun dengenin saglanmasi i¢in 37°C'de 10-15 dakika siireyle
yerlestirilmektedir [45]. Bu ortamin hiicrelerle etkilesime girmesi gerekmektedir.

Sperm kriyoprezervasyon siirecinde en yaygin olarak kullanilan kriyoprotektan
yumurta sarisi ile karistirilmis gliseroldiir [67]. Gliserol, niifuz edici yapisi, membran
yapist, lipid ¢ift tabakasinin gegirgenligi ve stabilitesi gibi sebeplerle insan spermi
icin en yaygin olarak kullanilan kriyoprotektan oldugu diistiniilmektedir. Gliserol
kullanimi, kalitesiz spermlerin dondurulmasina izin vermesine ragmen, membran ve
akrozom yapisi lizerinde olumsuz bir sonu¢ verdigi diisiintilmektedir [55]. Sherman
[59] calismalarinda, gliserol kullaniminin, dalgali bir zarin varligi, akrozomal ig
zarda degisiklik, ¢cekirdek homojensizligi ve mitokondriyal tepelerde diizensizlik gibi
birkac degisiklige neden olabilecegini gostermistir. Bu gozlemler sebebiyle, 4°C'de
kullanildiginda insan spermleri iizerinde zararli etkileri olan dimetil siilfoksit
(DMSO) ve 1,2-propandiol gibi diger koruyucu maddeler 6nerilmektedir [68]. Bunun
disinda, propilen glikol, sukroz, glukoz, rafinoz, glisin gibi bir¢ok farkli ajan da
kullanilabilmektedir. Kriyoprotektan ajanlarin eklendigi ya da kombinasyon halinde

kullanildig1 hazir soliisyonlar da bu amagla kullanilabilmektedir [69-71].
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2.2.4. Kriyoprezervasyondan Etkilenen Sperm Parametreleri

Dondurma oOncesi durum ile kiyaslandiginda ¢dzme sonrasi spermlerin
hareketliligi, plazma zar islevselligi, akrozom biitiinligli ve genel canlilig1 tipik
olarak azalmaktadir. Nijs ve digerleri, 2009, kriyoprezervasyondan sonra hareketli
spermatozoa yiizdesinin %50,6'dan %30,3'e diistiiglinti bildirmistir. Bununla birlikte,
motilitenin hangi mekanizma ile azaldigi tam olarak bilinmemektedir. Cézme
sonrasinda hareketsiz spermatozoa yiizdesi ile mitokondriyal kusurlar arasinda
saglam bir iligki bulunmaktadir. Ayrica, kriyoprezervasyon isleminde ozmolarite ve
hiicre i¢i buz kristali olusumundaki degisiklikler membran proteinlerinde
degisikliklere yol acabilmektedir. Bunun da sperm canliligini azaltabilecegi One
stirilmiistiir.

Diger hiicre tipleri ile karsilastirildiginda, sperm, zarin yiiksek akiskanligi ve
diisiik su icerigi nedeniyle kriyoprezervasyon hasarina karst daha az duyarl
gorinmektedir. Buna ragmen, kriyoprezervasyon sperm yapisinda ve islevinde
zararli degisikliklere yol agabilmektedir [72]. Kriyoprezervasyon sirasinda hiicresel
hasarin en iyi bilinen nedeni, hiicre i¢i veya hiicre dis1 buz kristallerinin olusumudur.
Dondurma islemi sirasinda, sogutma hizi, spermdeki Kriyo hasarlarinin boyutunu
belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Hizli bir sogutma hizi, suyun zardan disari
akist bozuldugundan ve asir1 sogutmayi indiiklediginden, siddetli hiicre i¢i buz
olusumuna neden olmaktadir. Insan sperminin dondurulmasi-¢oziilmesi sirasinda,
hiicrede buz kristallerinin olusumuyla termal sok, hiicresel dehidrasyon ve ozmotik
sok gibi gesitli zararl siire¢lerin meydana gelebilecegi rapor edilmektedir [73].

Olusan buz kristalleri zarlar1 kirmakta ve organ fonksiyonunu etkilemektedir.
Bu durum, hiicre bozulmasina neden olmaktadir. Diger yandan, ¢ok yavas bir
sogutma hizi, suyun i¢ ortamdan dis ortama akisin1 belirleyerek ¢oziinen madde
konsantrasyonunu ve ozmotik basinci arttirmaktadir. Bu durum, yiiksek ¢6ziinen
konsantrasyonu nedeniyle suyun hareketi, dehidrasyon ve toksisite hasari ile iliskili
hiicre hacmi degisikliklerine yol agabilmektedir [74,75].

ROS iiretimi ve spermdeki diisiik antioksidan enzim aktivitesi de, sperm
canliliginda azalmaya yol agabilen apoptotik yolaklar1 indiiklemektedir. DNA

biitiinliiginiin hiicre dondurulmasi sirasinda bozuldugu disiiniilmektedir. Ciinki
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kriyoprezervasyon mitokondriyal membran o6zelliklerini kolayca degistirmekte ve
ROS iiretimini arttirmaktadir. Bu daha sonra DNA'nin oksidasyonu ile sonuglanarak
yiiksek frekanslarda tek ve ¢ift zincirli DNA kirilmalar1 iiretmektedir. Ayrica donma
sonrasi, DNA hasarinin baska bir nedeninin DNA onarim enzimlerindeki kusurlar
oldugu bildirilmistir [76].

Kriyoprezervasyon sirasinda spermdeki DNA degisikliklerine, niikleoprotein
yapisinin, disiilfit baglarinin ve DNA-protamin kompleksinin bozulmasina yol agan
oksidatif stres ve apoptozu indiikleyen faktorlerin neden olabilecegi
varsayllmaktadir. Ayrica normal morfolojiye sahip olan spermler ile anormal
morfolojiye sahip spermler kiyaslandiginda, anormal morfolojiye sahip olan
spermlerin  kriyoprezervasyon sirasinda DNA hasarina daha duyarli oldugu
gosterilmektedir. [77].

Bunun aksine, yapilan diger ¢aligmalar kriyoprezervasyonun sperm DNA'sinin
kararliligini etkiledigini gostermektedir. Bu farklilik, dondurma yontemi veya DNA
biitiinligii degerlendirmesi gibi faktorlerle ilgili olabilmektedir. Ancak Isachenko ve
digerleri [78], vitrifikasyon veya hizli dondurma tekniklerini takiben DNA

biitiinligiinde 6nemli bir farklilik gézlemlememistir.

"""" "'W"
| ) . i

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Lipid Peroxidation Protein Damage

Sekil 2.4: Kriyoprezerve edilmis spermatozoalarda antioksidan kapasite ve sperm

kalitesinde azalmaya yol acabilecek olas1 hiicreler arasi olaylar.
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Sekil Diigiik sperm kalitesine yol agan, kriyoprezerve edilmis sperm
mitokondrilerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iretiminin bir &zetini
gostermektedir. NADPH = dihidronikotinamid-adenin diniikleotit fosfat; NAD =
nikotinamid adenin dintikleotit; 02 ° = sliperoksit; H202 = hidrojen peroksit ; SOD =
stiperoksit dismutaz; ONOO = peroksinitrit; GPx = glutatyon peroksidaz; CAT =
katalaz.

2.2.5. Kriyoprezervasyon ve In Vitro Fertilizasyon

Kriyoprezervasyonun, giiniimiizde bozulmus sperm hareketliligini arttirdig1 ve
dollenme oranmm azalttigi diisiiniilmektedir. Insan sperminin donma-¢6zme
prosediirii, dollenme oranini diisiirerek, kromatin yapisina zarar verebilmektedir.
Ancak, kriyoprezervasyonun sperm fertilizasyon kapasitesi iizerindeki etkisi kesin
olarak belirlenmemistir. Dondurularak ¢oziilmiis sperm ile geleneksel tiip bebek
(IVF) uygulamasinin taze sperm kullanilmasina gére daha diisiik gebelik oranlarina
neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle kriyoprezervasyon semen orneklerinin
taze sperm kullanilmadan veya geleneksel IVF'den 6nce alinmasi onerilmemektedir
[79-81].

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulanan diger prosediirlerden
farklilik gostermektedir. Ciinkii bu prosediir basarili bir dollenme i¢in sadece az
sayida hareketli sperm gerektirmektedir. Bugiline kadar, literatiirde taze ve
dondurularak ¢o6ziilmiis insan ejakiilat, testis veya epididimal spermlerini
karsilastiran ICSI iireme sonuglari iizerine sadece birkag¢ ¢alisma rapor edilmistir. Bu

sonuglarin hastaligin olusma nedenine bagh olarak farklilik gosterdigi goriilmektedir.
2.3. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), O;'den olugsmaktadir ve oldukga reaktif oldugu
belirlenmis kimyasallar olarak bilinmektedir. ROS'un hiicre sinyalizasyonunda ¢esitli
rolleri bulunmaktadir [82,83]. ROS'un her hiicreye 6zel bir rolii vardir. Bu rollerin,
protein fosforilasyonu, cesitli transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonu, apoptoz,

bagisiklik ve farklilagma gibi siire¢lerde, uygun bir ROS iiretimine bagl oldugu
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diistiniilmektedir [84]. Farkli ROS'larin normalden fazla meydana gelmesi, 'oksidatif
stres' olarak belirtilen molekiiler hasara yol agmaktadir [85].

Oksidatif stres, hiicreler ve dokularda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi
ve birikimi ile biyolojik bir sistemin bu reaktif iirlinleri detoksifiye etme yetenegi
arasindaki dengesizligi yansitmaktadir. ROS birkag fizyolojik rol oynayabilmekte ve
normalde oksijen metabolizmasinin yan iiriinleri olarak tiretilmektedir. Buna ragmen,
cevresel stresorler ve ksenobiyotikler ROS iiretimini biiyiik 6l¢iide artirmaktadir. Bu
nedenle hiicre ve doku hasarina sebep olmaktadirlar. Oksidatif stres insan viicudu
icin zararli olarak tanimlanmasina ragmen, kanser gibi klinik durumlart belirli bir

derecede tedavi etmek igin terapotik bir yaklagim olarak kullanilmaktadir [86].

2.3.1. Oksidatif Stres ve Erkek Infertilitesi

Oksidatif stres ve erkek tremesi arasinda bir baglanti bulunmaktadir.
Gametlerin  reaktif oksijen tiirleri (ROS) saldirisna karst hassas oldugu
distiniilmektedir. Yardimecr  iireme  teknikleri sirasinda in  vitro olarak
yonlendirildiginde, bu hiicreler ROS iiretme ve ROS'a maruz kalma riski
tasimaktadir [87]. Hasar gormiis sperm fonksiyonlari, erkek infertilitesinin en yaygin
nedenleridir ve tedavisi zor bir durumdur [88]. Pek c¢ok cevresel, fizyolojik ve
genetik faktor, zayif sperm fonksiyonlari ve infertilite ile iliskilendirilmistir [89-92].
Bu nedenle normal sperm fonksiyonlarini etkileyen faktorlerin belirlenmesi 6nem

tagimaktadir.
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Sekil 2.5: Erkek Uremede Oksidatif Stres.

Oksidatif stres, kisirliga 6nemli dlciide katkida bulunan bir faktor olarak kabul
edilmistir [93]. Oksidatif stres, viicuttaki reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
antioksidanlar arasindaki dengesizligin bir sonucudur. Bu da sperm hasarina,
deformasyona ve nihayetinde erkek kisirligina yol acabilmektedir. ROS'un yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi, hareketlilik ve canlilik kaybma yol agan sperm
patolojisine neden olmaktadir.

Sperm tarafindan ROS iiretimi normal fizyolojik bir siirectir. Ancak ROS
tiretimi ile temizleme aktivitesi arasindaki dengesizligin sperm i¢in zararlt oldugu ve
bunun da, erkek kisirligi ile iligkili oldugu disiiniilmektedir [19]. ROS'un fizyolojik
seviyeleri, gametleri [94-96] ve sperm-oosit etkilesimleri [97], implantasyon ve
erken embriyo gelisimi [98] gibi 6nemli lireme siireclerini etkilemektedir.

Ozetle son zamanlarda yapilan birgok ¢aligma, OS ve erkek kisirhigmnin
patogenezindeki 6nemine odaklanmaktadir [99,100]. Oksidatif stres DNA hasari
[101], azalmis  hareketlilik  [102] ve  kusurlu membran  biitiinligi ile
sonuglanmaktadir [103-105]. ROS ve metabolitlerinin DNA'ya, lipidlere ve
proteinlere saldirdigi, enzimatik sistemleri ve hiicre sinyal yollarin1 degistirdigi,

hiicre 6liimiine sebep oldugu i¢in de ciddi bir durum oldugu diisiiniilmektedir [106].
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Sekil 2.6: Oksidatif stres, sperm hiicrelerini olumsuz etkiler.

2.3.2. Sperm Kriyoprezervasyonu ve Oksidatif Stres

Sperm kriyoprezervasyonunun, erkek fertilitesinin korunmasi i¢in son derece
onemli bir rolii oldugu diistiniilmektedir [107]. Bununla birlikte, kriyoprezervasyon
stirecinde, fiziksel ve biyokimyasal stresler sperm kalitesini etkileyebilmekte ve bu
da canliliginin ve dollenme potansiyelinin diismesine yol agabilmektedir [108].
Bunun biiyiik 6l¢tide reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksek iiretimine ve buz kristali
olusumuna [109], son olarak plazma zarinin tahrip olmasina ve DNA biitiinliigiine
bagl oldugu diistiniilmektedir [110,111].

Oksidatif stres, spermde DNA fragmentasyonunda artis gosteren baska bir
mekanizmay1 temsil etmektedir. Kriyoprezervasyon siirecinin spermdeki reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini arttirdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle oksidatif
stres kriyo hasarlarindan da sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir. Sperm DNA
fragmantasyonu ile ROS arasinda bir baglanti oldugunu bildiren bir¢ok g¢alisma
yapilmigtir. Ozellikle insan sperminin, dogal veya enzimatik olarak hidrojen
peroksite (H,0,) doniisebilen siiperoksit anyonunu iirettigi bilinmektedir. Yiiksek
oksidan aktivitesi ve membranlar1 ge¢me kabiliyetinden dolayi, H,O, sitotoksik
olarak kabul edilmektedir. Siiperoksit ve H,O,, hemen hemen her hiicresel bilesene

saldirabilen son derece zararli hidroksil radikalini de olusturabilmektedir [112-115].
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Seminal plazma ve sperm, bu tiir oksidatif saldirilardan korumaya yardimci olmak
icin antioksidanlar igermektedir. Bununla birlikte, hiicresel ROS iiretimi bu
antioksidan savunmalar1 bastirabilmektedir. Boylece oksidatif stres olusmakta ve bu
da kriyoprezervasyon sirasinda meydana gelebilmektedir [116,117].

Sperm plazma zarinin c¢oklu doymamis yag asitleri, sitoplazmasi diisiik
konsantrasyonlarda serbest radikal enzimler icerdiginden ROS hasarina kars1 hassas
oldugu diisiiniilmektedir [118]. ROS, malondialdehit (MDA) gibi reaktif metabolitler
tireten lipit peroksidasyonu adi verilen bir kimyasal reaksiyon zincirini
baslatmaktadir. Lipid peroksidasyonu, membran akiskanligini ve membran
enzimlerinin ve iyon kanallarinin aktivitesini azaltmaktadir. Bu da sperm motilitesi
ve dogurganligi igin gerekli olan normal hiicresel mekanizmalarin inhibisyonu ile
sonuglanmaktadir [119]. Dondurulmus spermlerin arttirilmasi i¢in dondurma
cozeltilerine antioksidanlar gibi farkli maddeler eklenebilmektedir [120].
Antioksidanlar, serbest radikallerin miktarini ve oksidatif stresi azaltmaktadir. Bunun
sonucu olarak yardimci iireme teknolojisi (YUT) tekniklerinde dogurganlik
potansiyelini artirarak biiyilik klinik 6neme sahip oldugu goriinmektedir.

Sperm, oosit ve embriyonun dondurularak saklanmasi i¢in hiicreye 0Ozel
yontemler yillardir incelenmektedir. Bununla birlikte, tireme hiicrelerinin canlilig1 ve
yetkinliginin, gamet ve embriyolarin Kkalitesi kriyoprezervasyon tarafindan
indiikklenen mitokondriyal hasar ve oksidatif stres (OS) ile iliskili oldugu

diistiniilmektedir.

2.4. DNA Fragmentasyonu

DNA fragmentasyonu, DNA iplik¢iklerinin pargalara ayrilmasi olarak
bilinmektedir. Laboratuvar personeli veya hiicreler tarafindan olabilicegi gibi
kendiliginden de meydana gelebilmektedir. Kendiliginden veya tesadiifi DNA
fragmentasyonu, bir hiicrede kademeli olarak biriken par¢alanmadir. Bu, Comet testi
veya TUNEL testi ile dlgiilebilmektedir [121].

Sperm DNA biitiinliigii, saglikli yavrularin déllenmesi ve gelisimi i¢in oldukca
onemlidir. Spermatogenezin sonraki asamalarinda spermin, genetik igerigi koruyan
cekirdeginin molekiiler olarak yeniden sekillenmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Sperm DNA fragmantasyonu (SDF) hem dogal hem de yardimci iiremeyi
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etkilemektedir ve etiyolojisinde testikiiler ve testis sonrast mekanizmalar rol
oynamaktadir. Cesitli klinik ve ¢evresel faktorlerin sperm DNA biitiinligiini
olumsuz etkiledigi bilinmektedir [121]. Cok sayida yayinlanan rapor, sperm DNA
hasar1 ile erkek kisirhigi arasinda dogrudan iligski oldugunu vurgulamaktadir [122].
Sperm motilite kusurlar1 olan erkeklerde genellikle yiiksek diizeyde sperm DNA
fragmantasyonu oldugu bildirilmistir. Sperm hiicrelerindeki DNA pargalanmasi, in
vitro fertilizasyon [123] (IVF) ve bunun intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu [124]
(ICSI) i¢in sonuglarii gosterebilmektedir. Sperm DNA hasarini tespit etmek igin
Annexin V, PI ciftli florasan boyama ve TUNEL testi etkili olarak
kullanilabilmektedir [125]. DNA fragmantasyonu ilk olarak 1970 yilinda Williamson
tarafindan birincil neonatal karaciger kiiltlirlerinde gozlemlenmistir [126].

SDF'ye yol acabilen 3 ana mekanizma vardir. Bunlar abortif apoptoz, kusurlu
kromatin olgunlagsmasi ve oksidatif stresten olusmaktadir. Sperm DNA's1 testislerde,
tireme kanallarindan gegis sirasinda, sperm isleme sirasinda bosalmadan sonra veya

kriyoprezervasyon sirasinda meydana gelebilmektedir [127].
2.4.1. DNA Fragmentasyonu ve Erkek Infertilitesi

Sperm DNA parcalanmasi, gametin genetik materyalinin biitiinliiglini
yansitmaktadir. Bu parametre bircok DNA lezyonu, mutasyona ugramis
onkogenlerde ve timor baskilayic1 genlerde yaygin olarak gozlenen mutasyonlari
indiikledigi i¢in 6nem tagimaktadir [128]. Sperm DNA fragmantasyonu (SDF) erkek
kisirligi ile iliskilidir. Ayn1 zamanda {ireme sonuglarini olumsuz etkilemektedir. Hem
kromatin biitiinliigi hem de protaminasyon durumu, DNA hasarinin derecesini
belirlemektedir. Seminal sivida artan reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif
stres, sperm DNA'smna zarar verebilmektedir. Sperm kromatin biitiinligini ve
SDF'nin kapsamini degerlendirmek igin klinik laboratuvar ortamlarinda ¢esitli testler
yapilmaktadir  [129]. Yapilan baz1 c¢alismalarda, DNA sperm onarim
mekanizmalarinin kriyoprezervasyon sonrasinda degistigini ve DNA's1 degismis

sperm sayisinda artigsa neden oldugunu géstermektedir [130].
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2.4.2. Sperm Kriyoprezervasyonun DNA Fragmentasyonu
Uzerindeki Etkisi

Sperm kriyoprezervasyonu hem arastirma hem de lireme i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak sperm DNA hasar iizerindeki etkisi hala tartigiimaktadir.
Cok sayida kriyoprezervasyon yontemi mevcuttur. Ancak bunlarin timii sogutma,
dondurma ve c¢ozdiirmeyi igermektedir. Coziildiikten sonra sperm motilitesi,
morfolojisi ve canlii@inin azalmasi genis c¢apta c¢alisilmistir [131]. Ancak buna
ragmen sperm DNA biitlinliigiiniin ¢esitli kriyoprezervasyon yontemlerinden nasil
etkilendigine dair tartigmalar devam etmektedir. Bir¢ok calismada, bu siireclerin
sperm fonksiyonuna zarar verecegi bildirilmektedir [132].

Kriyoprezervasyon sirasinda, sperm, kriyoprotektanlara maruz kalma, sogutma,
dondurma ve ¢oziilme gibi sebeplerle hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlarinda ¢ok sayida
degisiklige ugramaktadir. Bu islemlerin kimyasal ve fiziksel etkilerinin sperm yapisi
ve fonksiyonel yetenekler iizerinde zararli bir etkisi oldugu bilinmektedir.
Dondurarak saklamanin sperm tizerindeki en baskin etkileri canlilik kaybi, motilitede
azalma, morfolojik degisiklikler ve kromatin yapisindaki degisiklikler olarak
bilinmektedir [133-136]. Ornegin, Hammadeh ve ark. [18] kriyoprezervasyonun
membran lipid yapisinda ve akrozom durumunda degisikliklere, sperm motilitesinde
ve canliliginda azalmaya ve sperm DNA fragmantasyonuna neden oldugunu
bildirmistir [137].

Saglam bir kromatin yapisinin, spermin dolleme yetenegi i¢in son derece
onemli oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda kusurlu spermiyogenezin, sperm
kromatini ve membran bilesenlerinin anormal yeniden sekillenmesi ile iliskili oldugu
ve bunun da morfolojik olarak anormal sperm yapist ile sonuglandigi gosterilmistir
[138]. Bir zamanlar kriyoprezervasyon islemi sirasinda stabil olduguna inanilan
sperm kromatin yapisinin, spermlerin dondurulup ¢6ziilmesi sirasinda degistigi
bulunmustur [139-141]. Ek olarak, kriyoprezervasyon, sperm kromatininin déllenme
sirasinda yogunlagma kabiliyetini azaltiyor gibi goriinmektedir [142]. Bu da
dondurma-¢ozdiirmenin sperm kromatini iizerindeki zararli etkisini ortaya

koymaktadir.
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2.5. DNA Kromatin Yap1

Kromatin, okaryotik hiicrelerde bulunan bir DNA ve protein kompleksidir
[143]. Kromatinin 6enmli bir islevi, uzun DNA molekiillerini daha siki ve daha
yogun yapilara paketlemektir. Bu, ipliklerin birbirine dolanmasini &nlemektedir.
Diger yandan kromatin, mitoz ve mayoz olusumu sirasinda anafaz evresinde
kromozomlarin ayrilmasini kolaylastirmaktadir. Bu asamada goriilen kromozomlarin
0zgiin sekilleri, DNA'nin yogunlastirilmis kromatine sarilmasinin bir sonucudur.

Kromatinin ana protein bilesenleri, DNA'ya baglanan ve ipliklerin etrafina
sarildig1 histonlardir. Genel olarak, kromatin organizasyonunun, niikleozomlar ve
Ookromatin iizerinde boncuklar olusturmak, heterokromatin niikleozom dizilerinden
olusan 30 nanometrelik bir fibere sarmak [144] ve metafaz kromozomunu iiretmek
(mitoz ve mayoz sirasinda) olmak iizere li¢ seviyesi bulunmaktadir. Ancak bir¢ok

organizma bu diizenlemeye uyum gostermemektedir [145].

2.5.1. Sperm Kromatin Yapi

Sperm kromatininin 6zel yapisinin iki dnemli islevi bulunmaktadir. Bunlardan
ilki DNA'y1 depolama ve oosit tasima sirasinda hasardan korumaktir. Bir digeri
ooplazmada hasar gérmemis baba genomunun hizli ve eksiksiz bir sekilde acilmasin
saglamaktir [146].

Erkek haploid genomunun farklilasan spermatid ¢ekirdegi i¢cinde paketlenmesi,
protaminler —adi  verilen kiiciik temel niikleer proteinler tarafindan
kolaylastirilmaktadir. Insan sperm kromatinindeki DNA'nin ¢ogunlugu bu proteinler
tarafindan bagli olmasina ragmen, kiiciik bir yiizdesi niikleozom benzeri bir bileseni
korumaktadir. Histonla zenginlestirilmis olan bu bdélgeler, gelismis niikleaz
duyarliligina sahip olabilmektedir ve erken embriyogenezde yer alan belirli genleri

gostermektedir [147].

23



2.5.2. Sperm Kriyoprezervasyonunun Kromatin Yapr Uzerindeki
Etkisi

Kriyoprezervasyon, spermi siiresiz olarak canli tutabilen ve erkek fertilitesinin
korunmasini saglayan bir tekniktir. Semen 6rneklerinin sogutulmasini ve sivi nitrojen
icinde -196°C'de saklanmasini igermektedir. Bu teknik ile tim metabolik siirecler
durdurulmaktadir.

Yardimer iireme teknolojisi (YUT) i¢in 6nemine ve basarisina ragmen, bu
islem hiicre hasarina ve sperm fonksiyonunun bozulmasina neden olabilmektedir.
Yapilan ¢esitli calismalarda, kriyoprezervasyonun kromatin yapisi iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Baz1 yazarlar kriyoprezervasyondan sonra dnemli sperm DNA
hasar1 bulmuslardir [148].

Dondurarak saklama tekniklerindeki birgok basariya ragmen, ¢6ziilme sonrasi
sperm geri kazanimi zayif kalmaktadir [149]. Kriyoprezervasyonun en ciddi yan
etkisi, sperm motilitesinin bozulmasidir [150]. Son zamanlarda, sperm
kriyoprezervasyonunun daha iyi degerlendirilmesi i¢in daha hassas kriterler
onerilmistir. Insan ejakiilat spermi kromatin yogunlasmasinda genis bir varyasyon
gozlendiginden, diger memeli spermlerine gore farklilik gostermektedir [151]. Bu
varyasyonun, spermatogenez sirasinda bireysel spermler arasinda farkli derecede
distilfid bag1 ve histon yer degistirmesi nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonug olarak, bazi ejakiilatlarin spermlerinde kromatin yogunlagma siirecinin eksik
oldugu bildirilmistir [152].

Standart bir kriyoprezervasyon protokolii, donma-¢dzme prosediiriiniin
kromatin yogunlasmasi, morfolojisi, membran biitiinliigii ve insan sperm hareketliligi
tizerindeki etkisini arastirmaktadir. Bu da fertil dondr ve subfertil hastalardan alinan
semen Orneginin kriyo hasarina sebep olmaktadir. Ayrica, spermlerin kromatin
yogunlasmasi, dondurma-¢6zme prosediiriiniin sonuglarini belirlemek i¢in hassas bir
parametre olarak kullanilabilmektedir.

Kriyoprezervasyon ve DNA hasari konusundaki goriisler oldukca tartigmali
olmasina ragmen, kriyoprezervasyonun sperm kromatini {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesi son derece Onemlidir. Aynm1 sekilde, sperm DNA biitiinliigliniin

YUT'iin basarisi i¢in &nemli bir faktdr oldugu diisiiniilmektedir [153,154].
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2.6. PARP

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA onarimi, genomik stabilite ve
programlanmis hiicre 6liimii gibi hiicresel siireglerde meydana gelen bir protein
ailesidir [155]. PARP protein ailesinin ilk tiyesi, 1963 yilinda, nikotinamid
mononiikleotit (NMN) tarafindan DNA'ya bagimli bir sekilde aktive edilen ve PolyA
lireten bir enzimin arastirmalart sirasinda kesfedilmistir. PARP ailesi 17 tiyeden
olusmaktadir [156]. Bu ailenin her bir iiyesi hiicre iginde yap1 ve islev bakimindan
cok biiyiik farkliliklar gostermektedir. Isimlerine ragmen, bu enzimlerden sadece
dordii (PARP1, PARP2, PARP5a, PARPSD) hedef substratlarina bagl bir poli-ADP-
riboz (PAR) zincirinin sentezini katalize etmektedir [157]. PARP13 hari¢ olmak
lizere aile iliyelerinin geri kalani, sadece mono-ADP-riboz (MAR) parcgasini transfer
eden monoPARP'ler olarak adlandirilmaktadir [159,160].

PARP, dort ilgi alanindan olusmaktadir. Bunlar bir DNA baglama alani, bir
kaspaz parcali alan, bir otomatik modifikasyon alani ve bir katalitik alandan
olugsmaktadir. DNA baglama alani, iki ¢inko parmak motifinden olusmaktadir.
Hasarli DNA'nin varliginda, DNA-baglanma alani DNA'y1 baglayacak ve bir
konformasyonel bozulmaya neden olacaktir. Bu baglanmanin diger alanlardan
bagimsiz olarak gerceklestigi gosterilmektedir. Bu, PARP'in kaspaz boliinme
inhibisyonuna dayali programlanmig bir hiicre 6limii modelinin ayrilmaz bir
pargasini olusturmaktadir. Modifikasyon alani, katalizden sonra proteinin DNA'dan
salinmasindan sorumludur. Ayrica, boliinmeye bagli inaktivasyonda biitiinleyici bir

rol oynamaktadir.
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IName Other Molecular Amino Catalytic triad Type of ril i DNA ibi il FDA
names weight (Da) acid sequence activity (PAR or activation approval
length MAR) status
[PARP1 PARP, 113,084 1,014 H-Y-E Hottiger et al. PAR Ko and Ren (2012) Yes De Vos et al. Yes— Approved for prostate cancer,|
ARTD1 (2010), Challa et al. (2012), Vyas et al. breast cancer, ovarian cancer and
(2021) (2013) gynecologic cancer. Sisay and
Edessa (2017), Dal Moiin et al.
(2018), Cortesi et al. (2021)
PARP2 ARTD2 66,206 583 H-Y-E Hottiger et al.  PAR Ali et al. (2016) Yes De Vos et al Yes - Approved for prostate cancer,
(2010), Challa et al. (2012), Ali et al breast cancer, ovarian cancer and
(2021) (2016) gynecologic cancer. Sisay and
Edessa (2017), Dal Molin et al.
(2018), Cortesi et al. (2021)
[PARP3  ARTD3 60,089 533 H-Y-E Hottiger etal. MAR Rodriguez-Vargas et al. Yes De Vos et al. Yes—Approved for ovarian cancer
(2010), Challaet a.  (2019), Challa et al., 2021) (2012) Sisay and Edessa (2017), Dal Molin|
(2021) et al. (2018)
IPARP4 VPARP, 37,288 327 H-Y-E Hottiger et al. MAR (PAR when localised to No Yes—Not FDA approved Dal Molin
ARTD4 (2010), Challa et al vault particles) Kickhoefer et al, et al. (2018), Kirby et al. (2021)
(2021) (1999); Challa et al., 2021)
[PARPSa  TNKS1, 142,039 1,327 H-Y-E Hottiger et al.  PAR Haikarainen et al. (2014)  Postulated (De Vos  Yes—Not FDA approved. Sisay and
ARTDS (2010), Haikarainen et al. (2012), Edessa (2017), Dal Molin et al.
et al. (2014) Haikarainen et al. (2018), Cortesi et al. (2021)
(2014)
IPARPSD  TNKS2, 126,918 1,166 H-Y-E Hottiger et al. PAR Haikarainen et al. (2014)  Postulated De Vos YYes—Not FDA approved. Sisay and|
ARTD6 (2010), Haikarainen et al. (2012), Edessa (2017), Dal Molin et al.
etal. (2014) Haikarainen et al (2018), Cortesi et al. (2021)
(2014)
[PARPS ARTD17 71,115 630 H-Y-I Hottiger et al.  MAR Challa et al. (2021) Undetermined Yes—Not FDA approved. Wang
(2010), Challa et al et al. (2018)
(2021)
IPARP7  tiPARP, 76,227 657 H-Y-l Hottiger et al.  MAR Challa et al. (2021) Undetermined Yes—Not FDA approved. Gozgit
ARTD14 (2010), Challa et al. et al. (2021)
(2021)
[PARP8  ARTD16 95,871 854 H-Y-l Hottiger et al.  MAR Challa et al. (2021) Undetermined No
(2010), Challa et al
(2021)
IPARPO  BAL1, 96,343 854 Q-Y-T (Hottiger MAR Yang et al. (2017) Undetermined No
ARTD9 etal, 2010; Xueta,
2020; Xing et al.,
2021)
[PARP10  ARTD10 109,998 1,025 H-Y-l Hottiger et al.  MAR Challa et al. (2021) NoVyasetal. (2013) Yes—Not FDA approved.Lemke
(2010), Challa et al. et al. (2020)
(2021)
[PARP11  ARTD11 39,597 338 H-Y-I Hottiger et al MAR Challa et al. (2021) Undetermined YYes—Not FDA approved. Kirby et al
(2010), Challa et al. (2018)
(2021)
[PARP12  ARTD12 79,064 701 H-Y-I Hottiger et al. MAR Challa et al. (2021) Undetermined YYes— (Nonselective) —Not approved|
(2010), Challa et al. for PARP12. Dal Molin et al. (2018)
(2021)
IPARP13  ZAP, 101,431 902 Y-Y-V Hottiger et al.  Catalytically Inactive—MAR Undetermined No
ARTD13 (2010), Morales etal.  Postulated Hottiger et al.
(2014), Challa et al. (2010), Morales et al. (2014),
(2021) Challa et al. (2021)
[PARP14  BAL2, 202,800 1,801 H-Y-L Hottiger et al. MAR Challa et al. (2021) Undetermined Yes—Not FDA approved. Schenkel
ARTD8 (2010), Challa et al et al. (2021)
(2021)
[PARP15  BALS3, 74,576 678 H-Y-L Hottiger et al. MAR Challa et al. (2021) Undetermined Yes (Nonselective) - Not FDA
ARTD4 (2010), Challa et al. approved for PARP15. Dal Molin
(2021) etal. (2018)
[PARP16  ARTD15 36,383 332 H-Y-Y Hottiger etal. MAR Challa et al. (2021) Undetermined Yes (Nonselective)—Not FDA
(2010), Challa et al. approved for PARP16. Sisay and
(2021) Edessa (2017), Dal Moiin et al.
(2018), Cortesi et al. (2021), Palve
et al. (2021)
Wotecular Weight and Amino Acid Length were derived from UniProt database

Sekil 2.7: PARP aile yapis1 ve temel islevine genel bakis.

PARP'lar ¢ok ¢esitli hiicresel siireclerde yer almaktadir. Bunlardan en 6nemlisi,
PARP1, DNA onarim proteinlerinin DNA hasar1 bolgelerine alinmasi i¢gin DNA
onarimi i¢in bir yap1 goérevi goren ¢ekirdekte poli-ADP-riboz zincirlerini
sentezlemesidir [161]. Ayrica protein yikimi, stres yaniti, RNA isleme, mitotik ig
olusumu, kromatin yogunlagmasi, hiicre metabolizmasi ve hiicre donglisi
regiilasyonu dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel siiregte tanimlanmaktadir [162].

PARP'1n ana rol, tek iplikli DNA kirig1 (SSB) onariminda yer alan enzimatik
yapilara sinyal gondererek metabolik, kimyasal veya radyasyona baglh tek iplikli
DNA kirilmalarina karst hiicresel yaniti saptamak ve baslatmaktir. PARP bir SSB
tespit ettigi zaman, DNA'ya baglanmakta ve yapisal bir degisiklige ugramaktadir.
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Daha sonra diger DNA onarici enzimler igin bir sinyal gorevi goren bir polimerik
adenosin difosfat riboz zincirinin sentezine baglamaktadir. Hedef enzimler arasinda
DNA ligaz III (Liglll), DNA polimeraz beta (polf) ve X-1s1m1 ¢apraz tamamlayici
gen 1 (XRCC1) gibi yap1 iskele proteinleri bulunmaktadir. Onarimdan sonra PAR
zincirleri, Poli(ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG) yoluyla pargalanmaktadir [163].
ADP-riboz monomerlerinin tretilmesi igin substrat olarak NAD+ gerekmektedir.
PARP'n asir1 aktivasyonunun, hiicresel NAD+ depolarimi tiiketebilecegi ve glukoz
oksidasyonu inhibe edildiginden, ilerleyici bir ATP tiilkenmesine ve nekrotik hiicre
Olimiine neden olabilecegi diisliniilmektedir [ 164]. Ancak yeni yapilan ¢alismalarda,
heksokinaz  aktivitesinin inhibisyonunun, glikolizde kusurlara yol actigi
diisiniilmektedir. Aym1 zamanda bazal PARP aktivitesi bazal biyoenerjetigi de
diizenlemektedir [165].

PARP'!m 6nemli olan bir iglevi de, tek zincirli DNA ¢entiklerinin onarimina
yardimci olmasidir. N-terminal ¢inko parmaklari aracilifiyla tek zincir kiriklar: olan
bolgeleri baglar ve XRCC1, DNA ligaz III, DNA polimeraz beta ve bir kinazi alir.
Buna baz eksizyon onarimi (BER) denir. PARP-2'nin PARP-1 ile oligomerlestigi
gosterilmistir ve bu nedenle BER'de de yer almaktadir. Ayrica oligomerizasyonun
PARP Katalitik aktivitesini uyardigi bildirilmektedir. PARP-1 ayrica histonlari
PARilleyerek ve kromatin yapisim1 gevseterek kromatinin yeniden modellenmesi
yoluyla transkripsiyondaki roliiyle bilinmektedir. Bdylece transkripsiyon
kompleksinin genlere erismesine izin vermektedir [166].

PARP''n DNA onariminda 6nemli bir rolii olduguna dair kanitlar, DNA'ya
zarar veren ajanlarin ve radyasyona bagli DNA hasarinin PARP aktivitesinin
artmasma sebep oldugu disiincesinden gelmektedir [167]. DNA lezyonlarinin
birikmesi, hiicrelerde PARP diizeylerinde énemli bir artisa neden olmaktadir [168].
PARP, tek sarmalli DNA kirilmalarina (SSB'ler) yanit olarak baz eksizyon
onariminda (BER) yer alir ve DNA ligaz III, DNA polimeraz beta ve XRCCl1
proteininden olusan BER kompleksinin bir bilesenidir [169]. Diger bazi sistemlerde,
modifiye edilmemis PARP enziminin DNA zincir kiriklarina sikica baglandigi ve
poli ADP-ribosilasyonu takiben serbest kaldigi ve hasarli DNA'ya onarim enziminin
erigsimine izin verdigi gosterilmistir [170,172]. PARP1 ve PARP2 de etkilesime girer
ve SSB onarimi1 ve BER yollarinda ortak ortaklari paylasir. Ancak PARP2'nin ayrica
telomerik protein TRF-2 gibi benzerleri bulunmaktadir [173,179]. PARP1

inhibisyonu ile NER siireclerinin azalmasindan dolayi, PARP1'in niikleotid eksizyon
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onariminda (NER) rol oynadig1 da gosterilmektedir. Hem BER hem de NER, belirli
alkilleyici ve kemoterapdtik ajanlarin neden olabilecegi DNA hasariin onarimini

saglayan en 6nemli yollardir [180].
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Sekil 2.8: PARP protein ailesinin onaylanmis ve onerilen gesitli rolleri.

PARPI1, PARP ailesinin ilk ve en iyi karakterize edilmis iiyesidir. PARP2,
katalitik alaninda %69 benzerlik ile PARP1 ile en yakindan iliskilidir [154]. PARP-1
ve PARP-2, DNA tek zincir kiriklar ile aktive edilmektedir. Hem PARP-1 hem de
PARP-2 nakavt farelerin, DNA onariminda ciddi eksikliklere ve alkilleyici
maddelere veya iyonlastirici radyasyona karsi artan hassasiyete sahip oldugu
gosteilmistir [144]. PARP1 ve PARP2 dahil olmak iizere bazi izoformlar en iyi DNA
onarim siireglerine katilimlartyla bilinmektedir. Ancak buna ragmen, bunlarmn ve
diger PARP'lerin hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii dahil olmak iizere cesitli
hiicresel stireglerde 6nemli bir rolii oldugu son yapilan calismalarda agik olarak
gosterilmektedir [156].

PARP igin bir dizi hiicresel substrat tanimlanmistir. Bu proteinlerin ¢ogu, niikleik
asit metabolizmasinda, kromatin yapisinin modiilasyonunda, DNA sentezinde ve
DNA onariminda yer almaktadirlar. PARP ayrica DNA zincir kiriklarinin varliginda
kendini otomatik olarak degistirir ve in vivoolarak poli ADP ribozun ana

alicilarindan biridir.
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2.6.1. PARP ve Erkek infertilitesi

PARP'!m asir1 aktivasyonunun, erkek kisirliginda temel bir rol oynadigi bilinen
oksidatif stres (OS) ile iliskili ¢esitli hastaliklarin patogenezine katkida bulundugu
gosterilmektedir. PARP, stres uyaraninin derecesine ve tipine bagli olarak, hiicreleri
yonlendirmektedir. Yapilan c¢alismalardan elde edilen kanitlar, PARP ve
homologlarinin testikiiler germ hatt1 hiicrelerinde varligin1 gostermektedir. PARP
aktivitesi, spermatogenezde DNA biitiinliiglinii korumak i¢in anahtar bir mekanizma
sunmaktadir. Ote yandan, OS kaynakli erkek iireme bozukluklarinda ve insan
sperminde PARP asir1 aktivasyonunun olas1 bir rolii oldugu son yillarda 6nem
kazanmaktadir.

PARP, baz eksizyon onariminda 6zellikle iyi arastirilmis bir role sahiptir. Bu,
endojen siireglerin neden oldugu DNA lezyonlarinin yani sira eksojen kimyasal
maruziyet ve isinlamanin neden oldugu DNA lezyonlarini ¢ozmek icin en temel
onarim mekanizmalarindan birini  olusturmaktadir. PARP'!n ayrica, germ
hiicrelerinin DNA hasar onarimindaki rolii de dahil olmak {izere, testis germ
hiicrelerinde [181] iyi belgelenmis bir rolii vardir [182]. Bununla birlikte, insan
ejakiilat sperminde PARP i¢in benzer bir rol hala arastirilmaktadir. Son on yilda,
olgun ejakiilat spermindeki DNA biitiinliigii ile erkek kisirligi arasindaki iligkiye
artan ilgi goriilmiistiir [183]. Erkek gametlerin genomik biitiinliigiine odaklanma,
genetik hastaliklarin intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yoluyla bulagmasina
iliskin artan endise sebebiyle daha da yogunlasmistir [184-187].

Sperm DNA'siin biitiinliiglinii korumak, tireme ve erkek dogurganligi icin
hayati 6nem tagimaktadir. Sperm, baz eksizyonu ve DNA zincir kiriklarinin onarimi
i¢in ¢ok sayida molekiil ve yol igermektedir. Bir DNA onarim enzimi olan PARP ve
bunun homologlarmin varligi, 6zellikle spermatogenezin VII. asamasi sirasinda
erkek germ hiicrelerinde gosterilmistir. Olgun sperm ve fertil erkeklerde yiiksek
PARP ekspresyonu bildirilmistir. Oksidatif stres, kromatin yeniden sekillenmesi
veya hiicre 6limii nedeniyle sperm DNA'sinda iplik kopmast oldugunda, PARP
aktive olmaktadir. Bununla birlikte, PARP'In kaspaz-3 tarafindan boliinmesi onu
etkisiz hale getirmekte ve PARP''n DNA onarim 6zelligini engellemektedir. Bu
nedenle, bolinmis PARP (cPARP), apoptozun bir belirteci olarak kabul
edilebilmektedir. Infertil erkeklerin sperminde daha yiiksek cPARP diizeylerinin
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varligi, apoptoz ile erkek kisirligi arasindaki iliski i¢in yeni bir kanit eklemektedir
[188].

Erkek germ hatti hiicrelerinde DNA hasarmin, in vitro fertilizasyonu takiben
zayif dollenme oranlar1 ve kusurlu implantasyon Oncesi embriyonik gelisim ile
iligkili oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres ayn1 zamanda tek ve ¢ift zincirli DNA
kirilmalarmin sikligi ile de iligkilidir [189]. Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP)
enzimlerinin DNA zinciri kopmasi ile indiiklenen katalitik aktivasyonu, DNA baz
eksizyonunda, homolog rekombinasyonda ve homolog olmayan ug¢ birlestirme
onarim yollarinda yer almaktadir [190]. Proteinlerin poli(ADP-ribosil)asyonuna
aracilik eden bir enzim ailesi olan poli(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1), DNA
hasarini takiben hiicresel poli(ADP-riboz)'un %90'indan fazlasinin sentezini katalize
etmektedir. Poli(ADP-riboz) metabolizmasi, DNA onarimi ve genomik stabilitenin
korunmasi, transkripsiyonel diizenleme, sentromer islevi ve mitotik ig olusumu,
apoptoz, nekroz dahil olmak iizere ¢ok cesitli biyolojik yapilarda ve siireclerde rol
oynamaktadir.

PARP, yakin zamanda OS'nin biiyiik bir asagi akis hiicre i¢i yolu olarak
kurulmustur [191-193].  Oksidan tiirleri, DNA zinciri kirilmasinin endojen
indiikleyicileridir ve PARP aktivasyonu i¢in gereklidir. Enzim aktive edildiginde,
ADP-riboz pargalarinin NAD'dan alic1 proteine ve kendisine transferini hizla katalize
etmektedir [194]. Normal kosullar altinda, katalitik olarak aktif olmayan PARP-1,
niikleoplazmada bulunmaktadir [195]. PARP-1 ve diger PARP'lar da mitokondri
iginde lokalize durumda bulunmaktadir [196]. Fizyolojik kosullar veya sinirlh DNA
hasari altinda, PARP-1'in birincil islevi DNA hasarini tespit etmek ve onarmaktir. Bu
nedenle PARP koruyucu bir rol oynamaktadir [197,198]. Ote yandan, DNA
hasarindan sonra PARP, asir1 aktivasyonu ile hiicre 6liimii programinda ¢ok 6nemli
bir rol oynamaktadir. PARP-1'in patolojik kosullarda asir1 aktivasyonu, hiicre igi
NAD'nin hizli bir sekilde tilkenmesine neden olmaktadir [199,200]. Bu siirecte, bir
NAD molekiilii i¢in iki ila dort ATP molekiilii tiiketilerek NAD yeniden
sentezlenmektedir. Bu, glikoliz ve mitokondriyal solunum hizin1 yavaslatmakta,
sonunda hiicresel islev bozukluguna ve apoptoz veya nekroz yoluyla oliime yol
agmaktadir.

Yukarida bahsedildigi gibi, PARP'n asir1 aktivasyonu, OS ile ilgili ¢esitli
patolojik durumlarda 6nemli bir doku hasar1 mekanizmasini temsil etmektedir

[201,202]. Bu nedenle, artan OS ve DNA iplik kopmalarinin bir sonucu olarak
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PARP yolunun aktivasyonu, OS ile iligkili erkek kisirhigini agiklayabilmektedir.

PARP aktivasyonunun testisteki olasi rolii asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

Physiological conditions Pathological conditions
Low oxidative stress Extensive oxidative stress
DNA damage DNA damage
- -
s‘s‘ ﬁ ﬂ .l"‘
‘§~~ "v~
PARP activation PARP inhibitor PARP activation
\~ ‘O
i‘ —-J
H “\ Increased Decreased "‘
apoptotic apoptotic
DNA repair and survival cell death cell death Apoptotic cell death

Sekil 2.9: PARP aktivasyonunun testisteki olasi rolil.

2.6.2. Sperm Kriyoprezervasyonu ve PARP

Sperm kriyoprezervasyonu alaninda kapsamli gelismeler bulunmaktadir. Buna
ragmen, sperm kriyoprezervasyonu, sperm hareketliligi ve canliligi kaybi, plazma
membran gegirgenligi hatta DNA hasar1 gibi bazi yikic etkilere sahip olabilmektedir.
Ek olarak, kriyo-hasar embriyonik gelisimi yavaslatabilmektedir. Cok ¢esitli non-
invaziv faktorlerin arastirilmasi yoluyla kriyoprezervasyon yonteminin kullanilmasi,
en az hasarla dondurma yaklasimima ulasmak igin giderek daha Onemli hale
gelmektedir [203].
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3. MATERYAL VE METOD

Projemizin deneyleri Istanbul Medipol Universitesi, Tip Fakiiltesi’nde ve
Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalari
Merkezi’nde (REMER) gerceklestirilmistir. Hastalarin tiip bebek tedavisi ve ICSI
islemleri ise Camlica Medicana Hastanesi Tiip Bebek Merkezi’nde yapilmistir. Etik
onay1 Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar1 Etik
Kurulu’ndan 01/04/2022 tarihinde 375 nolu rapor ile alinmistir.

Calismamiz dogrultusunda Agustos 2021- EKim 2021 tarihleri arasinda
Camlica Medicana Hastanesi Tiip bebek merkezine infertilite nedeniyle bagvuran 20
kriyoprezervasyon dncesi 20 kriyoprezervasyon sonrasi olmak tizere 20 erkek hasta
calismaya alinmistir. Semen Ornekleri, WHO tarafindan belirlenen semen
parametrelerine goére normozoospermi olan erkek hastalar arasindan segilmistir
(WHO, 2010). Bu galigmaya 40 yasindan biiyiik ve 25 yasindan kiigiik, ¢alisma
ortaminda toksik maddelere ya da radyasyona maruz kalan, sigara ve alkol kullanan,
gecirilmis testis ameliyat1 olan, kabakulak gibi enfeksiyonlara veya kronik hastaliga
sahip olma durumu belirlenen ve bu kriterlerden herhangi birine sahip olan kisiler
dahil edilmemistir. Bunlarin semen oOrnekleri kriyoprezervasyon yoOntemiyle
dondurulmus ve c¢oOziilmistir. Hastalardan alinan sperm Orneklerinde DNA
fragmantasyon analizleri yapilmistir. Kriyoprezervasyon Oncesi ve sonrasi veriler
karsilastirilarak kriyoprezervasyonun séz konusu konulara etkisi ortaya konulmaya
calistimistir. Bu calismada, sperm oOrnekleri hastalardan mastiirbasyon yolu ile
alinmis ve hastalarin onayr almarak kullanilmistir. Etik kurul onayr Medipol
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 01/04/2021

tarthinde ve 375 karar numarasi ile alinmistir.

Semen Orneklerinin hazirlig1 asamasinda semen hacmi, sperm konsantrasyonu,
sperm sayisi, motilite, sperm dis1 hiicre ve morfoloji olmak {iizere sperm
parametreleri kriyoprezervasyon islemi oncesinde belirlenmistir. Kriyoprezervasyon
1slemi Oncesi elde edilen veriler tanimlayici istatistiksel metotlar (aritmetik ortalama,
standart sapma) kullanilarak hesaplanmistir. Sperm parametrelerinin belirlenmesi

WHO kriterlerine uygun olarak yapilmistir (WHO, 2010).
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Sperm Ornekleri mastiirbasyon yoluyla steril bir kaba alinmigtir ve daha sonra
37°C’lik inkiibatorde 20 dak bekletilerek likefiye olmasi saglanmistir. Likefaksiyon
siirecinin ardindan ilk 30 dakikada semen parametreleri analiz edilmistir. Alinan tim
sperm Ornekleri analiz siiresince 6zel 1siticili bir tablada tutulmustur. Tim sperm
parametrelerinin analizleri en az 100 sperm hiicresi sayilarak yapilmistir.
Dondurmaya uygun olmayacak kadar diisiik sperm sayisina ya da kalitesine sahip
olan Ornekler ¢alismaya alinmamistir. Sperm parametrelerinin analizi i¢in en az 100

sperm hiicresi sayilmistir.

Semen o6rneginin hacmi mL cinsinden Ol¢lilmiistiir. Sperm konsantrasyonu
Olciimii i¢cin Makler sayim kamarasina almman 10 pl semen Orne8i faz kontrast
mikroskobunda 20X objektifte incelenmistir. Sayillan 100 karede sperm
konsantrasyonu mil/mL olarak belirlenmistir. Sperm motilitesinin degerlendirilmesi
icin 151k mikroskobu kullanilmis, 40X objektifte en az 100 sperm sayilip spermler 3
gruba ayrilmistir. +4 motilite progresif motil yani ileri hizli hareketli spermleri, +3
motilite yavas hareketli spermleri, +2 motilite yerinde hareketli spermleri
tanimlamaktadir. Sayilan spermler yiizde (%) olarak belirtilmistir. Toplam motilite;
+4 motilite, +3 motilite ve +2 motilite oranlarinin toplami olarak belirtilmistir.
Semen Orneginde bulunan l6kosit ve diger hiicrelerin konsantrasyonuda Makler
kamaras1 kullanilarak yiizde (%) olarak belirtildi. En az 100 sperm hiicresi sayilmis
ve morfolojik olarak normal spermler ile anormal spermler ayrilmistir. Spermler
normal, bas anomalisi, boyun anomalisi ve kuyruk anomalisi olmak {izere dort

kategoride incelenmis, sonug yilizde olarak verilmistir.

Hastadan alinan semen 6rneginin 200’er pLsi konsantrasyon, vitalite, morfoloji
ve sperm dis1 hiicre analizi i¢in ayrilmistir. Geriye kalan semen Ornegi Once
vortekslenip 10 pL’si ile sperm DNA fragmentasyonu analizi i¢in yayma yapilmistir.
Ardindan oda sicakliginda, 2500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Seminal plazmadan 200 pL TAS-TOS analizi i¢in ayrilmistir. Bu 6rnekler -20°C’de
muhafaza edilmistir. Semen Orneklerinin kalan kisimi oda sicakliginda, 2500 rpm’de
10 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra sperm kromatin yap: analizi (Toluidine
Blue boyama) ve proteinlerin (PARP) immiinohistokimyasal analizi i¢in sperm
yayma islemi yapilmistir. Lam tizerine 10 pL sperm 6rnegi konulup lamel yardimiyla

yaymasi yapilmig ve kapali serin bir ortamda muhafaza edilmistir.
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3.1. Sperm Kriyoprezervasyon Islemi

Semen Orneginden 500 pl steril bir petri kabmna almmistir. 500 pl  (1:1
oraninda) sperm freeze soliisyonundan (Vitrolife, 90137, Isve¢) 6rnege damla damla
eklenmistir. (Ozellikle ilk damlalar cok énemli oldugu igin oldukca yavas ve petri
kabimi sallayarak eklenmeli). Semen Ornegi kenarlara yapisabildigi icin kenarda
pipetaj yapilmistir. Daha sonra semen 6rnegi kriyotiipe alinmig ve burada 10 dk oda
1sisinda bekletilmistir. Kademeli dondurma amaciyla oda 1sisinda bekleyen semen
Ornegi Once azot buharinda yaklasik 10 cm yukarida olacak sekilde 20 dk
bekletilmistir. Bu islem sonrasinda azotun igine alinarak 20 dk daha bekletilmistir.
Kriyotiipler ¢ikarilip kademeli sogumasii saglamak icin 10 dk oda 1sisinda
bekletilmistir. (Burada aymi giin ¢oziip diger islemlere devam edilebilir). Bu
islemlerden sonra hazir olan semen Ornegi satrifiij asamalar1 i¢in ependorfa
alimmigtir. Kriyoprotektanin ayrilmast amaciyla Ornegin iizerine 300 ul Hepes
medium (LifeGlobal, GMHH-100, Belgika) eklenmis ve 2500 rpm de 10 dk santrifiij
edilmistir. Pellet olusur ve pellet olusumundan sonra supernatant kismi pipet
yardimiyla cekilmistir. Siipernatant atildiktan sonra pellet tizerine tekrar HEPES'li
sperm yikama medyumu (LifeGlobal, GMHH-100, Belgika) ilave edilmis, ¢okelti
dagitilmis ve pipetaj yapilmistir. Son kez 2500 rpm’de 10 dk daha santrifiij
edilmistir. Supernatant kismindan istenilen miktar Tas-Tos i¢in ayrildiktan sonra

kalan kisim siispanse edilmistir ve lam {izerine yayma preparat hazirlanmistir.
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Sekil 3.1: Sperm kriyoprezervasyonu islem basamaklari.

3.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi

Seminal plazma oksidatif stres parametrelerinin belirlenmesi i¢in Rel Assay
Diagnostics (Sigma Aldrich) Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan
Seviyesi (TOS) ticari kitleri kullanilmigtir. Sonuglar kit protokoliinde yer alan formiil
ile hesaplanmistir. Oksidatif stres indeksi i¢in toplam oksidan seviyeleri toplam
antioksidan seviyelerine oranlanmistir ve yilizde olarak belirtilmistir. Oksidatif stres
indeksi hesaplamadan 6nce TAS analizi sonucundaki mmol degeri TOS analizindeki

gibi umol birimine ¢evrilmistir.
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3.2.1. Total Oksidan Seviyesi

Total oksidan testi satin alinan kit Rel Assay TOS Kit (Sigma-Aldrich)
protokoliine gore uygulanmistir. 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 7,5 puL
semen Ornekleri eklenmistir. Standart 1 i¢in double distile sudan (ddH20) 7,5 pL,
Standart 2 i¢in ise Rel Assay TOS Kiti igerisinde yer alan 7,5 puL Stock Stabilized
Standart soliisyonundan eklenmistir. Daha sonra kitin i¢erisinde hazir olarak bulunan
Assay Buffer (Reagent 1) soliisyonundan 50 pL biitiin standart ve semen
orneklerinin bulundugu 50 kuyucuga eklenmistir. Baslangic absorbansi olarak
spektrofotometre kullanilarak (iIMAX) ile 530 nm’de Ol¢iim gerceklestirilmistir.
Yapilan ilk Ol¢lim sonrasi standart 1, standart 2 ve semen Ornekleri bulunan
kuyucuklarin iizerine 2,5 pL kitin igerisinde bulunan Prokromojen soliisyonu
yavag¢a eklenmistir. Oda sicakliginda ve yavas bir sekilde calkalayarak 10 dakika
boyunca inkiibe etmek amaciyla birakilmistir. Ardindan spektrofotometre ile 530

nm’de son okuma Sl¢iimii yapilmistir ve veriler kaydedilmistir.

3.2.2. Total Antioksidan Seviyesi

Total antioksidan testi de satin alinan kit Rel Assay TOS Kit (Sigma-Aldrich)
protokoliine gore uygulanmistir. Bu protokole gére 96 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucuguna 3 pL semen Ornekleri eklenmistir. Standart 1 i¢in 3 pL double distile su,
Standart 2 i¢in ise kitin igerisinde kullanima hazir olarak bulunan 3 pL 1.0
mmolTrolox Equiv/L kuyucuga konulmustur. Kitin igerisinde bulunan Assay Buffer
(Reagent 1)’dan 50 pL standartlara ve semen Orneklerine eklenmistir. Daha sonra
semen Ornekleri, Standart 1 ve Standart 2 bulunan kuyucuklarin igerisine Rel Assay
TAS Kiti igerisinde yer alan Assay Buffer (Reagent 1) soliisyonundan 50 pL eklendi.
Baslangi¢c absorbansi olarak spektrofotometre de (IMAX) 660 nm’de Olgiim
yapilmistir. Tk absorbans &l¢iimii sonrasi standart 1, standart 2 ve semen Srnekleri
bulunan kuyucuklarin iizerine kitin igerisinde bulunan 7,5 pL Colored ABST Radical
soliisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda yavas bir sekilde calkalayarak 10 dakika
boyunca inkiibe etmek amaciyla birakilmistir. Spektrofotometrede 660 nm’de son

okuma 6l¢iimii yapilmistir ve veriler kaydedilmistir.

36



Sekil 3.2: TAS-TOS islem basamaklarindan 6rnek gorseller.

3.3. DNA Fragmentasyon Analizi

3.3.1. Annexin V, PI Ciftli Florasan Boyama

Hiicrelerde DNA fragmantasyonunu degerlendirmek amaciyla Annexin V, Pl
ciftli florasan boyama testi yapilmistir. Annexin V, PI ¢iftli florasan boyama testi
ticari olarak satilan bir kit (Annexin-V Fitc Apoptoz Tespit Kiti) araciligiyla
gerceklestirilmistir. Sperm hiicreleri 1X PBS ile yikandi ve 1000 rpm'de 5dakika
boyunca santrifiijlendi. Ortaya ¢ikan silipernatant atildi. Daha sonra toplam 3 yikama
icin islem tekrarlandi. Hiicre peleti 1X Binding Buffer i¢inde 2-5 X 10° hiicre/mlI'lik
konsantrasyona kadar yeniden siispanse edildi. 195 pl hiicre slispansiyonu temiz bir

tiipe aktarildi. Sonrasinda 5 pl Annexin V-FITC eklendi. Bunlar karistirildi ve oda
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sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Hiicreler 1X Binding Buffer ile yikandi ve 1000
rpm'de santrifiijlendi. Ortaya c¢ikan silipernatant atildi. Hiicre peleti 190 pl 1X
Binding Buffer i¢inde yeniden siispanse edildi. Son olarak 10 pl Propidium Iodide

(nihai konsantrasyon = 1 pg/ml) eklendi ve konfokal mikroskopta gozlemlendi.

3.3.2. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Sperm DNA fragmentasyonu, Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)
yontemi ile HaloSperm kiti (Halotech DNA SL, Halosperm HTHS10, ispanya)
kullanilarak analiz edildi. Kitin igerisinde bulunan agaroz tiip, 95-1000C’de su
banyosunda 5 dakika boyunca erimesi icin bekletildi. Eriyen agaroz jel 5 dakika
boyunca 370C’lik etiivde bekletildi. Eppendorf tiipiine 12,5 pL sperm 6rnegi, 20 uL
eritilmis agaroz jel eklenip karistirildi ve hizlica kitin igerisinde bulunan super-
coated lamlara yayilip baloncuk birakmayacak sekilde lam ile kapatildi. Her sperm
ornegi i¢in ayni islem uygulandi. Lamellerle kapatilan super-coated lamlar 5 dakika
boyunca +40C’de inkiibe edildi. Bu sirada bir kapta denatiirasyon soliisyonu
hazirlandi. Kitin igerisinde bulunan denatiirasyon ajanindan (DA) 80 pL alinip 10
mL distile su ile karistirildi. Inkiibasyon siiresi dolan preparatlarin lamelleri
tizerinden yavagsga kaydirilip alindi ve oda sicakliginda 6 dakika boyunca yatay
olarak DA soliisyonunun igerisine birakildi. Bu sirada kitin igerisinde bulunan lizis
soliisyonundan 10 mL kadar bir kaba alindi. DA soliisyonundan ¢ikarilan sperm
yaymalar1 yine yatay olarak lizis soliisyonuna konuldu. Oda sicaklifinda 23 dakika
boyunca lizis soliisyonu igerisinde bekletildi. Ardindan 5 dakika boyunca distile su
icerisinde yikama iglemi yapildi. Yikama isleminden sonra artan etanol serisinde
(%70, %90 ve %100) 2’ser dakika dehidrate edildi. Preparatlar karanlik ve kuru bir
ortamda kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar fiksatife konulmadan sirasiyla
soliisyon 1 ve soliisyon 2’den gecirilip kurumaya birakildi. Goriintlilenmesi 151k

mikroskobunda gergeklestirildi.
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3.4. Sperm Kromatin Yap1 Analizi

Sperm kromatin yapist Toluidine Blue yontemi ile analiz edilmistir. Taze
hazirlanmis, 1:1 oraninda 296 etanol-asetonda kurutulmus olan sperm yaymalar1 1
saat boyunca sabitlemek amaciyla fikse edilmistir. Ardindan yavas¢a kurumasi i¢in
hava alabilecegi bir yerde bekletilmistir. Preparatlar 4°C’de 0,1 N HCl (Merck
K50227117 818, Almanya) igerisinde 5 dakika hidrolize edilmistir. Daha sonra
distile su ile 2 kez olmak iizere 5 dk boyunca yikanmistir. %0.5 Toluidine Blue ile
oda 1sisinda 5 dakika boyunca boyanmistir. Daha sonra preparatlar distile su ile
kisaca tekrar yikanmistir. Isitk mikroskobunda immersiyon yagi yardimiyla 100X

objektifte goriintiilenmistir.

Sekil 3.3: Toluidin mavisi boyama iglemi sonrasi sperm yaymalari.
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3.4.1. Soliisyon Hazirhg

90.5 Toluidine Blue Hazirlig1

100 mllik hazirlik yapilmistir. Sise icerisine 100 ml double distile su alinmis

ve 0,5 ml’si pipet yardimiyla gekilmistir. Kalan 99,5 ml double distile suyun
(ddH,0) igerine yavas bir sekilde 5 ml stok boya eklenmistir.

Sekil 3.4: 0,5lik hazirlanmis Toluidin Blue.

0.1 N HCI Hazirlig1

500 mL’lik hazirlik yapilmistir. Ceker ocaginda 125 mL distile suyun iizerine
piyasada bulunan %37°lik HCI’den 4,106 mL eklenmistir. Karigim distile su ile 500

mL’ye tamamlanmistir.
3.5. Proteinlerin (PARP) immiinohistokimyasal Analizi

PARP proteininin ekspresyonu immiinohistokimya yontemiyle, Mouse and
Rabbit Specific HRP (ABC) Detection IHC Kit (abcam, ab93677, Ingiltere) yardimi
ile proteinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonlar1 gosterilmistir. Bu islem i¢in ilk
olarak daha Once yayma yapilan semen 6rnegi preparatlar1 fiksasyon amaciyla %4

PFA igerisinde oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Fiksasyon igsleminden sonra
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preparatlar PBS ile 2 kez 5 dakika yikanmistir. Bu esnada sale igerisine 72 ml etanol
ve 8 ml hidrojen peroksit soliisyonu hazirlanmistir. Endojen peroksidaz
aktivasyonunu inhibe etmek amaciyla preparatlar hazirlanan %3’liikk hidrojen
peroksit ve metanol soliisyonu igerisinde 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ardindan sitrat buffer hazirlanmistir. Bu asamada preparatlardan
epitoplarin kirilmast ve antijenlerin geri kazanilmasi amaciyla yayma preparatlar
mikrodalga salesi i¢ine alinmistir. Daha sonra Citrate Buffer soliisyonu ilave edilerek
800 Watt’ta yaklasik 3 dk boyunca inkiibe edilmistir. Kaynama sonrasi 1s1 kademesi
200 watt’a alinarak preparatlar mikrodalga icerisinde 20 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Sonrasinda preparatlarin bulundugu saleler mikrodalgadan ¢ikarilarak 20
dakika sogumaya alinmistir. Preparatlar tekrar PBS ile 2 kez 5 dk boyunca
yikanmustir. Antikorlarin hiicrelere veya Fc reseptorlerine non-spesifik baglanmasini
onlemek amaciyla preparatlara bloklama soliisyonu uygulanmistir ve bu asamada 10
dakika beklenilmistir. Preparatlar tekrar PBS ile 2 kez 5 dk boyunca yikanmuistir.
Lamlarin yilizeyi, PAP pen hidrofobik kalem ile dikkatlice ¢izilmistir ve
sinirlandirilmigtir.  PARP  primer antikoru yapilan c¢alismalar sonucu 1:100
diliisyonda hazirlanmigtir. Hazirlanan antikor her bir preparat tizerine 50 ul olacak
sekilde damlatilarak 1 gece boyunca +4 °C'de, 1slak pegeteler kullanilarak hazirlanan
nemli bir ortamda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Ertesi giin 18 saatlik bir
inkiibasyon sonrasi preparatlar ilk olarak PBS ile 2 kez 5 dakika boyunca
yikanmistir.  Yikanan preparatlar ilizerine immiinohistokimyasal boyama i¢in
kullanilan kit igerisinde hazir olarak bulunan Biotinilated Goat Anti-Polyvalent
(Mouse and Rabbit Specific HRP Detection IHC Kit, ab93677; Abcam)
damlatilmistir ve 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra PBS ile 2 kez 5 dakika
boyunca yikanmistir. Her bir preparat {izerine 3'er damla olacak sekilde Streptavidin
Peroxidase (Mouse and Rabbit Specific HRP Detection IHC Kit, ab93677; Abcam)
damlatilmistir ve 10 dakika da bu asamada bekletilmistir. Tekrar PBS ile 2 kez 5
dakika boyunca yikanmigtir. Preparatlar, antijen-antikor komplesini daha goriiniir
hale getirmek icin gerekli olan DAB Kromojen (Abcam, ab64238; Ingiltere) ile 8
dakika boyunca inkiibe edilmistir. PBS ile 2 kez 5 dakika boyunca yikanmistir. Bu
islemlerden hemen sonra preparatlar zit boyama icin Mayer’s hematoksilen'de (Bio
Optica 05-06002/L, italya) 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra preparatlar gesme
suyu ile dolu olan bir sale icerisine alinmistir ve mordonlama islemi i¢in 10 dakika

boyunca akarsu altinda tutulmustur. Islem sonrasi preparatlar kurumaya birakilmustir.
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Kuruyan preparatlarm iizerine Biomount (Bio Optica 05-BM500, Italya) damlatild

ve lamel ile kapatilarak mikroskop altinda incelenmistir.

Sekil 3.5: Immiinohistokimyasal analiz basamaklar.

3.5.1. Soliisyon Hazirh@

10X Phosphate Buffered Saline (PBS) Stok Soliisyonu

10X PBS stok soliisyonu hazirlamak i¢in 800 ml distile su (dH,0) igerisinde 80
gr NaCl, 2 gr KCI, 2 gr KH2PO4, 21,6 gr Na2HPO4 (Sigma Aldrich, Amerika)

eklenmistir. Daha sonra tiim soliisyon 1 litreye tamamlanarak karigtirilmistir ve
¢Ozeltinin pH’1 7,4’e ayarlanmistir. Elde edilen 10X PBS stok soliisyonu distile su ile
seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilmistir.
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%4 Paraformaldehit (PFA) Hazirlig
%4 PFA hazirlamak i¢in 800 mL 1X PBS igerisine 32 gr PFA eklenmistir.

Coziinmenin daha hizli olmasi ve homojen karigim saglayabilmek igin igerisine
NaOH eklenip berraklik saglanana kadar 600C’de manyetik karistirici iizerinde
birakilmistir. Berraklik saglandiktan sonra sollisyon sogumaya birakilmis ve
ardindan filtreden geg¢irilmistir. Ardindan 1X PBS ile 1 litreye tamamlanip pH’1 7.3

olarak ayarlanmistir.

%3 Hidrojen Peroksit (H,0,) Cozeltisi
Piyasada satilan Hidrojen Peroksit (Fisher Scientific JT Baker, Amerika)

%30’luk olarak alinmaktadir. Bu nedenle %3 H;O; hazirlamak i¢in 72 ml metanol

(Merck 10600925, Almanya) ve 8 ml H,O, kullanilmustir.

Citrate Buffer Soliisyonu

Piyasada bulunan Citrate Buffer’in (Bio Optica 15M-103, italya) kullanimi i¢in

1:10 oraninda distile su ile seyreltilmistir.

PARP Primer Antikoru

PARP antikorunun diliisyon oranlar1 1:300 ve 1:500 olarak verilmistir. Yapilan

diliisyon denemeleri sonucunda PARP antikorunun 1:100 oraninda kullanilmasina

karar verilmistir. PARP primer antikoru PBS ile seyreltilmistir.

Tablo 3.1: Semen Ornegi Diliisyon Hazirhg:.
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DAB Kromojen/Substrat
Ticari olarak satin alinan DAB Kromojen/Substrat kitinin (Scytek, ACK125,

A.B.D.) prosediiriine en uygun olan karigsim 1:50 oraninda hazirlanmistir. Sonrasinda

her bir preparata 50 pl damlatilmigtir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin SPSS 22.0 istatistik programi kullanilmistir. Veriler
ortalama + SD olarak sunulup, kategorik degiskenler igin t-testi kullanilarak
gruplarin karsilastirilmast yapilmistir. Nicel degiskenlerin karsilastirilmasinda Mann
Whitney U testi kullanilmigtir. Tiim testler i¢in anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Oksidatif Stres Parametreleri

Oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS ve OSI) sonuglar1 tablo 9.1.1°de

gosterilmistir. Istatiksel veriler her bir parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 4.1: Oksidatif stres parametreleri kriyoprezervasyon dncesi istatiksel analizi.
(TAS: Total antioksidan seviyesi, TOS: Total oksidan seviyesi, OSI: Oksidatif stres
indeksi). Grup 1: kriyoprezervasyon oncesi, Grup 2: kriyoprezervasyon sonrasi
hastalar1 gostermektedir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Oksidatif stres parametreleri analizlerinde anlamli bir fark gozlemlenmemistir.

OKSIDATIF

STRES Grup 2
PARAMETRELERI | Ort £ SS Ort+SS

TAS

o LS 9,35+1,32 0,09+20,11

TOS

(nmol/H,02eq.) 0,01+0,20 21,87+53,29 3,88+15,35

OSi 0,55+1,21 15,61+37,74 0,45+18,20

p DEGERI 0,383 0,383 0,383
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Tablo 4.2: Tiim hastalarin oksidatif stres parametre degerleri.

HASTALAR TAS TOS OSI
(nmol/H;0,eq.)

.3 10,29 0,62

=

1,10 12,05 1,09
0,22 7,94 3,54
0,48 7,64 1,58
1,31 9,70 0,74
108 10,58 0,14
1,01 9,70 0,95
115 9,70 0,84
S50 8,82 0,58
0,36 8,82 2,43
1,03 9,41 0,90
1,44 10,58 0,73
1,51 8,23 0,54
0,91 7,05 0,77
0,82 7,05 0,85
0,01 11,17 0,64
0,05 9,11 17,62
0,15 9,41 0,6

1,22 9,41 0,76
0,01 10,29 0,56
0,03 7,05 0,20
0,06 9,11 0,01
0,17 248,23 0,03
0,31 9,70 0,03
0,15 9,70 0,06
2,39 8,82 3,68
0,44 9,41 2,09
0,17 9,41 0,86
0,06 11,47 0,16
0,10 9,67 9,19
0,23 11,29 0,76
0,07 10,32 13,07
0,05 10,96 20,83
0,13 11,61 8,82
0,42 10,00 2,37
0,02 8,38 31,87
0,13 9,03 6,86
0,02 10,96 41,67
0,07 10,32 13,07
0,28 11,93 4,12



4.2. DNA Fragmentasyonu Parametreleri

Tablo 4.3: Hastalarin DNA fragmentasyon skorlama sonuglari.

DNA

PARAMETRELERI

61,79+13,53 45,82+15,05

0,57 0,57

Sekil 4.1: Sperm hiicrelerindeki DNA fragmentasyonu gelistirilmis sperm kromatin
yapi analizi teknigi (Halosperm Kit). Yildiz ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA
fragmentasyonu olan sperm hiicreleri goriilmektedir. (1s1k mikroskopik goriintii
X100)
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L o Lu

Sekil 4.2: Sperm hiicrelerindeki DNA fragmentasyonu gelistirilmis sperm kromatin

yapi analizi teknigi (Halosperm kit). Yildiz ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA

fragmentasyonu olan sperm hiicreleri goriilmemektedir. (151k mikroskopik goriintii

X100)

Sekil 4.3: Annexin V, PI ¢iftli florasan boyama (DNA fragmantasyonu) analiz
sonuglari. PI: Kirmizi boyanma DNA fragmentasyonu goriilen sperm hiicresini,
Annexin V: yesil boyanma ise DNA fragmentasyonu goriilmeyen veya daha az

goriilen sperm hiicresini gostermektedir.
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Sekil 4.4: Annexin V, PI ¢iftli florasan boyama (DNA fragmantasyonu) analiz
sonuglari. PI: Kirmizi boyanma DNA fragmentasyonu goriilen sperm hiicresini,
Annexin V: yesil boyanma ise DNA fragmentasyonu goriilmeyen veya daha az

goriilen sperm hiicresini gostermektedir.

4.3. Kromatin Biitiinliigii Parametreleri

Calismamizin sonuglart Tablo 9.3.1°de gosterilmistir. Istatiksel veriler her

parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 4.4: Kriyoprezervasyon oncesi Kromatin Biitiinliigii Parametreleri. Grup 1:
kriyoprezervasyon dncesi, Grup 2: kriyoprezervasyon sonrasi hastalari
gostermektedir. Sonuclar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Kriyoprezervasyon sonrasi hastalarda kriyoprezervasyon 6ncesi hastalarla
kiyaslandiginda kriyoprezervasyonun kromatin biitiinliigiinde istatistiksel olarak

anlaml bir diislise neden oldugu belirlenmistir.

38,95+12,20 45,85+14,85 42,40+10,68

0,006 0,006 0,006
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Tablo 4.5: Hastalarin kromatin biitiinliigii skorlama sonuglari. (KB: Kromatin

biitlinligi).
HASTALAR | Kromatin Biitiinliigii
PR "
I
30 70
30 70
38 62
31 69
29 71
6 = 72
14 86
R 2 58
o 68 32
38 62
49 51
52 48
52 48
44 56
58 42
34 66
44 56
58 42
15 85
25 75
33 67
44 56
36 64
43 57
34 66
63 37
49 51
56 43
63 37
55 45
39 61
37 53
60 40
51 49
64 36
25 75
48 52
54 46
22 78
35 65



TB ()

10 pm

Sekil 4.5: Sperm kromatin biitiinliigiiniin Toluidin Mavisi boyama teknigi ile
gosterilmesi. Anormal kromatin biitiinliigiine sahip olan hiicreler koyu mavi olarak
boyanmuistir ve ok isareti ile gdsterilmistir. Normal kromatin yapisina sahip olan
hiicreler ise agik mavi renge boyanmistir ve yildiz isareti ile gosterilmistir. (1s1k

mikroskopik goriintii X100)

L J
-
o
b
.
e
. =
* . ® ®
d TB (-)
b . .
e
1 -
- » -~ 10—"’2

Sekil 4.6: Toluidin Mavisi boyama teknigi ile agik mavi renge boyanan TB (-) sperm
hiicresi. (1s1k mikroskopik goriintii X100).
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TB (+)

L § R g
TB (+)
-

10 ym

Sekil 4.7: Toluidin Mavisi boyama teknigi ile a¢cik mavi renge boyanan TB (+) sperm
hiicresi. (1s1k mikroskopik goriintii X100)

TB (-)
TB (+)

TB ()
TB (-)

TB (+)
TB () <

L - TB ()

TB ()

TB (-)
> TB(+) 10 ym

Sekil 4.8: 38 numarali hastaya ait kromatin biitiinliigii analizi 151k mikroskopik
goriintiisii X100.

52



TB (+)
.

TB (+)
.
.
TB (+)
& .
-
TB (-)
TB (+)
-
Ed

»

10 pm

Sekil 4.9: 30 numaral1 hastaya ait kromatin biitiinliigii analizi 151k mikroskopik

gorintiisi X100.
-
. TB (+)
L
> - *
TB (+)
.
‘ ‘
%
TB (-) TB (-)
v °
-
o’ .
10 pm

Sekil 4.10: 7 numarali hastaya ait kromatin biitiinliigii analizi 151k mikroskopik

goriintiisii X100.
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4.4. PARP Proteini Parametreleri

Calismamizin  sonuglar1 Tablo 9.4.1°de gosterilmistir. Istatiksel veriler

kriyoprezervasyon oncesi degerleri gostermektedir.

Tablo 4.6: Tabloda PARP proteininin bolgelere gore dagilimlart.

HASTA | KAFA | KUYRUK | AKROZOM | BOYUN | siToPLAZMIK | YOK
ADI DROPLET
53

0 6 0 33 12
) 9 0 40 28 19
6 2 1 48 21 26
A 2 3 68 25 30
) 0 0 21 11 9
_ 0 2 0 28 16 14
) 4 0 32 13 22
_ . 1 0 45 18 24
_ . 0 2 48 31 21
N 0 0 60 24 19
. 4 6 53 11 33
. 2 0 35 22 29
. 3 0 48 14 38
6 0 0 68 32 25
. 2 1 40 22 28
) 3 3 27 18 23
L 0 3 16 9 11
A 3 5 39 19 31
0 1 0 11 6 9
0 2 0 24 14 36
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Tablo 4.7: Hastalarin PARP protein ekspresyonu skorlama sonuglari.

HASTALAR
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N

N
>

18

©

w

=
N
Y

| ol Ly ~ gl (wiN |-
[l k=)

[0}
[y

=
w

(o]
~

[EEN
Ii
N

o
S

=
(o]
w

-
o
[y

1

~
(2]

N I R
—|o|wo|om|~

S

(@]
oo

I
(24 [k
I 2
w ]

N
~

17
EN. 2

11

»

19

o1

w
=

Wlwlw|w

1,38

w
o (O

40

40

18

»

55



Tablo 4.8: PARP proteini kriyoprezervasyon oncesi ortalama ekspresyon seviyesi

istatiksel analizi. Grup 1: kriyoprezervasyon oncesi, Grup 2: kriyoprezervasyon

sonrasi hastalar1 gdstermektedir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. (PARP) proteininin immiinohistokimyasal analizlerinde

kriyoprezervasyon sonrasi anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir.

PARAMETRELERI | Ort £ SS

Ort £ SS

»

1,91+1,25 2,03+1,96 1,97+0,65
ot o ot
7 X

10 pm

Sekil 4.11: 15 numaral1 hastanin PARP proteinin immiinohistokimyasal analizi. (1s1k

mikroskopik goriintiisii X100)
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T

10 pm

Sekil 4.12: PARP proteinin immiinohistokimyasal analizi. Y1ldiz boyun bodlgesindeki

ekspresyonu gostermektedir. (151k mikroskopik goriintii X100)
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10 pm

Sekil 4.13: Sperm hiicresinin boyun bolgesindeki PARP protein ekspresyonu.
(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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10 ym

Sekil 4.14: Sperm hiicresinin boyun bolgesindeki PARP protein ekspresyonu.

(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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Sekil 4.15: Sperm hiicresinin kuyruk bolgesindeki PARP protein ekspresyonu.
(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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10 pm

Sekil 4.16: Sperm hiicresinin boyun boélgesindeki PARP protein ekspresyonu.

(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)

10 pm

Sekil 4.17: Sperm hiicresinin boyun boélgesindeki PARP protein ekspresyonu.

(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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Sekil 4.18: PARP proteinin immiinohistokimyasal analizi. Ok isareti boyun, yildiz

ise kafa ve kuyruk bolgesindeki ekspresyonu gostermektedir. (negatif kontrol 1g1k

mikroskopik goriintii X100)

10 pm

Sekil 4.19: Sperm hiicresinin boyun bélgesindeki PARP protein ekspresyonu.
(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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Sekil 4.20: 9 numarali hastanin PARP proteinin immiinohistokimyasal analizi.
(negatif kontrol 151k mikroskopik goriintiisii X100)

10 pm

4.5. Sperm Parametreleri

Calismamizin  sonuglart Tablo 9.5.1°de gdsterilmistir. Istatiksel veriler her

parametrenin altinda belirtilmistir.
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Tablo 4.10: Sperm Parametrelerinin istatiksel analizinin degerlendirilmesi. Sonuglar

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

SPERM GRUP 1 GRUP 2
PARAMETRELERI ORTALAMA DEGER ORTALAMA
DEGER

SPERM
KONSANTRASYONU
(x10%/mL)

TOPLAM MOTILITE
ORANI
(%)

53,50+33,49 40,00+27,77

NORMAL MORFOLOJi
(%)

Tablo 4.11: IRS, OSI, TB ve p degerlerinin ve tanimlayici istatistik tablosu.

Minimum Maximum Mean=+Std.
Deviation
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Tablo 4.12: IRS degerlerinin gosterildigi analiz. Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. (Grup 1 kriyoprezervasyon dncesi, grup 2 kriyoprezervasyon

sonrasi hastalar1 gostermektedir.)

I S i

1,91+0,92 1,01-4,44 0,698
2,03+1,11 0,69-5,78 0,698

IRS

2,04

2,02
2
1,98
1,96
1,94
1,92
1,9
1,88
1,86
1,84

Grup 1 Grup 2

Sekil 4.21: IRS degerlerinin gosterildigi grafik. (Grup 1 kriyoprezervasyon dncesi,

grup 2 kriyoprezervasyon sonrasi hastalar1 gostermektedir.)

Tablo 4.13: OSI degerlerinin gosterildigi analiz. Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. (Grup 1 kriyoprezervasyon dncesi, grup 2 kriyoprezervasyon

sonrasi hastalar1 gostermektedir.)

I O

0,09+20,11 0,82-17,63 0,383
3,88:1535  047-4168 0,383
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Grup 2

G AN EoRrMWSG

Sekil 4.22: OS] (Oksidatif Stres Indeksi) degerlerinin gosterildigi grafik. (Grup 1
kriyoprezervasyon oncesi, grup 2 kriyoprezervasyon sonrasi hastalari

gostermektedir.)

Tablo 4.14: DFI degerlerinin gosterildigi analiz. Sonuglar ortalama =+ standart sapma

olarak verilmistir. (Grup 1 kriyoprezervasyon oncesi, grup 2 kriyoprezervasyon

sonrasi hastalar1 gostermektedir.)

I i
31,29+15,18 17,27-52,20 0,57

61,79+13,53 50,38-80,42 0,57

DFI

70
60
50
40
30
20
10

0

Grup 1 Grup 2

Sekil 4.23: DFI (DNA Fragmentasyonu indeksi) degerlerinin gosterildigi grafik.
(Grup 1 kriyoprezervasyon Oncesi, grup 2 kriyoprezervasyon sonrasi hastalari

gostermektedir.)

66



Tablo 4.15: Kromatin biitiinliigi degerlerinin gosterildigi analiz. Sonuglar ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. (Grup 1 kriyoprezervasyon oncesi, grup 2

kriyoprezervasyon sonrasi hastalar1 gostermektedir.)

Kromatin Min-Max p degeri
Biitiinliugii

Grup1 42,88+8,23  28,95-56,92 0,006

Grup 2 52,9+11,00 33,20-73,64 0,006

B

60

50

40

30

20

10

Grup 1 Grup 2

Sekil 4.24: Kromatin biitiinliigii degerlerinin gosterildigi grafik. (Grup 1
kriyoprezervasyon Oncesi, grup 2 kriyoprezervasyon sonrasi hastalari

gostermektedir.)
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5. TARTISMA

Calismamizda literatiirdeki sperm kriyoprezervasyonu ve infertilite arasindaki
iliski hakkindaki belirsizlikleri aydinlatma amaciyla sperm Kriyoprezervasyonunu
Oncesi ve sonrasinda oksidatif stres, DNA fragmentasyonu, kromatin yap1 ve PARP
proteininin ekspresyon seviyeleri lizerine etkileri arastirilmistir.

Calismamiza, sonuglar1 etkileyebilecek diger parametrelerin etkisini en alt
seviyeye indirebilmek ve oksidatif stresin etkilerini direkt olarak analiz edebilmek
icin sperm parametrelerinde promblem goriilmemis erkekler dahil edilmistir.
Aragtirilan tiim parametreler, asagida tartigilmistir.

Bu amagla ¢alismada, oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS, OSI degerleri),
DNA fragmantasyonu ve kromatin yap1 biitiinliigii gibi genetik yap1 parametreleri,
PARP proteininin ekspresyon seviyeleri arastirilmis ve analiz edilmistir. Bu tez
calismamizda  Orneklerimizde incelenen yukarida bahsedilen  fonksiyonel
parametrelerin kriyoprezervasyon sonrasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldiginm belirledik. Bulgularimiz bu konuda yapilan diger ¢alismalarin bulgularini
desteklemektedir.

Seminal plazmada oksidatif durumun belirlenebilmesi amaciyla oksidatif stres
indeks (OSI), toplam oksidan miktar1 (TOS) ve toplam antioksidan miktar1 (TAS)
olmak tizere 3 farkli parametre kullanilmistir. Arastirilan tiim parametreler, asagida

alt bagliklar halinde tartigilmistir.
5.1. Oksidatif Stres

Sperm hiicresi islev bozuklugunun en Onemli sebeplerinden biri oksidatif
strestir. Yapilan c¢alismalar, spermatozoanin hem yapisal hem de islevsel
biitiinliiglinlin bozulmasinda oksidatif stresin etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
Yapilan calismalar oksidatif stresin neden oldugu hasarin sperm Kriyoprezervasyonu
sonrasi arttigini ortaya koymaktadir. Yapilan diger baz1 arastirmalarda ise oksidatif
stres ile sperm kriyoprezervasyonu arasinda bir iliski olmadigi gosterilmektedir
[204].

OSI ile sperm kriyoprezervasyonunu inceleyen az sayida calisma

bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde, sperm Kriyoprezervasyonunun insan
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sperminde DNA parcalanmasinda ve oksidatif baz hasarinda artisa neden oldugunu
bulunmustur [204]. Bu, kriyoprezervasyon tarafindan indiiklenen DNA hasar1 ve
oksidatif stres yogunluk gradyanlar1 ile izole edilen yiiksek kaliteli spermin bir
Ozelligi oldugunu ve sadece zayif kalitedeki hiicrelerin kirillganlik gostermesinin
sonucu olmadigin1 gostermektedir. Bu ¢alismada sonuglar insan spermindeki
oksidatif streste kriyoprezervasyon kaynakli bir artis1 gostermektedir.

Yapilan diger c¢alismalarda, kriyoprezervasyonun, akrozom zarlari veya
mitokondri gibi farkli seviyelerdeki yapilardaki spermlere zarar verebilecegi ve
nihayetinde dolleme kabiliyetini azaltabilecegi gosterilmistir [205,206]. Ayrica,
kriyoprezervasyondan sonra bu hiicrelerin oksidatif stres parametreleri seviyesinde
onemli bir azalma bildirilmistir. Sperm kriyoprezervasyonu siirecinden sonra saglikli
spermlerin azalmasmin en 6nemli nedenlerinden birinin, artan ROS diizeylerinden
lipid oksidasyonu yoluyla membran sisteminin olumsuz yonde etkilenmesi oldugu
diistiniilmektedir. Bu degisiklikler sperm fertilizasyonunu azaltabilmektedir. Donma
ve ¢oziilme siirecleri ayrica daha fazla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna da
yol agmaktadir. Bu c¢alisma kriyoprezervasyon sirasinda asir1t ROS iiretimi, ¢6ziilme
sonrast motilite, canlilik, membran biitlinliigii, antioksidan durumu ve dogurganlik ve
sperm fonksiyonlarinda azalma ile iligskilendirilmistir [207].

Calismamizda seminal plazmada belirlenen TOS ve TAS’ 1n birbirine orani
alinarak hesaplanmistir ve oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki oksidatif dengeyi
ortaya koyan oksidatif stres indeks (OSIi) degeri ile arastirilan diger parametreler
arasinda iliski belirlenmemistir. Calismamizda OSI degerleri kriyoprezervasyon
oncesi -4,79, kriyoprezervasyon sonrasi 3,88 ve ortalama -0,45 olarak bulunmustur.

Calismamizda yapilan diger caligmalarin aksine oksidatif stres parametreleri ile
sperm kriyoprezervasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Bunun
sebepleri arasinda calisilan bireylerin farkliligi, bireylerin fertil veya infertil olmasi,

yapilan deney yontemlerinin farkliligi bulunabilmektedir.
5.2. Toplam Oksidan Seviyesi

Caligmamizda sperm kriyoprezervasyonu Oncesi TOS seviyesi 9,35
umol/H202/eq., sperm kriyoprezervasyonu sonrast TOS seviyesi 21,87

umol/H202/eq. ve ortalama TOS seviyesi 15,61 upmol/H202/eq. olarak
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belirlenmistir. Calismamizda, seminal plazmadaki TOS seviyesi ile sperm
kriyoprezervasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunamamastir.

Literatiirde artan ROT seviyeleri, sperm kriyoprezervasyonu sonrasi azalma ile
iliskilendirilmis ¢alismalar mevcuttur ancak arasindaki baglanti tam olarak
anlagilamamistir [208]. Calismamizda TOS ile sperm kriyoprezervasyonu arasinda
anlamli bir iligki bulunamamistir. Spermin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROT;
H202, O2 - ), akis sitometrisi kullanilarak degerlendirildigi bir ¢aligmada, yiiksek
diizeyde hiicre i¢i ROT’ nin, spermi olumsuz etkiledigini bildirilmistir. Ancak hasta
grubu, infertil erkeklerden olustugundan dolayr bizim ¢alismamizdan farklilik

gosterdigi disiiniilmektedir.

5.3. Toplam Antioksidan Seviyesi

Calismamizda sperm kriyoprezervasyonu oncesi TAS seviyesi 1,13
umol/H202/eq., sperm kriyoprezervasyonu sonrast TAS seviyesi -0,01
umol/H202/eq. ve ortalama TAS seviyesi 0,55 pmol/H202/eq. bulunmustur.
Calismamizda, seminal plazmadaki TAS seviyesi ile sperm kriyoprezervasyonu
arasinda anlamli bir iliski bulunamamuistir.

Sperm kriyoprezervasyonu ve ¢ozdiiriilmesinin, artan ROS {iretiminin yani sira
azalmig antioksidan savunma seviyeleri ile iligkili oldugu disiiniilmektedir [209]. Bu
nedenle, antioksidanlarin kullaniminin, sperm dondurma ve ¢6zme sirasindaki Kriyo
hasarin tistesinden gelmek icin en énemli zorluklardan biri oldugu diisiiniilmektedir
[210].

Kriyoprezervasyon, ¢oziilme sonrasi motiliteyi, canliligi, hiicre i¢i enzimatik
aktiviteyi, dogurganligit ve diger sperm parametrelerini bozan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumuna yol agmaktadir [209]. Oksidatif stres, ROS ve
antioksidanlarin dogrudan olusmasi yoluyla veya oksidatif stres son firiinlerinin
Olgiilmesi yoluyla degerlendirilebilmektedir. Dondurarak saklama sonrasi hasar
olugsmasi ile iligkili reaktif oksijen tiirleri, memeli spermlerinde de karakterize
edilmistir [210]. Bununla birlikte antioksidan aktivite {izerindeki etkileri hakkinda
yapilan az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Kriyohasara kars1 sperm korumasina yonelik temel yaklasim, savunma

yontemleri  olarak  antioksidanlarin  ve  kriyoprotektanlarin  kullanimina
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dayanmaktadir. Simdiye kadar, antioksidan uygulamasinin donma-¢6ziilme siirecinin
neden oldugu hasar1 tamamen ortadan kaldirmak icin yeterli olmadigi
distiniilmektedir. Bunun sebebinin sperm kriyoprezervasyonu sirasinda sadece az
miktarda  ilave  antioksidan  kullanimi  oldugu  bilidirilmistir ~ [211,
212]. Antioksidanlarin koruyucu o6zelliklerinin, isleme ve sogutma sirasinda
kaybolabilecegi diisliniilmektedir. Kriyoprezervasyon islemi sirasinda, serbest
radikallerin konsantrasyonunun antioksidanlardan daha yiiksek oldugu ve genellikle
kriyoprotektana eklenen antioksidan miktarinin yeterli olmadigi diisiiniilmektedir.
Antioksidan yaklasimlarinin az sayidaki basarilari, arastirmacilari yeni bir yaklasim
gelistirmeye tesvik etmektedir. Yapilan bir ¢alismada bu yaklasimlardan birinin,
hafif, kontrol edilebilir stresle dondurarak saklamadan Once spermin stresle 6n
kosullandirilmasi oldugu bildirilmistir [213]. Bu ¢alisma oksidatif ajanlar gibi gesitli
stres faktorlerinin 6liimciil olmayan seviyelerde uygulanmasinin, kriyoprezervasyon
sirasinda spermin stres toleransini iyilestirebilecegini bildirmistir. Onceki ¢alismalar,
hafif stresin indiiklenmesinin spermde antioksidan protein seviyelerini
artirabilecegini one siirmiistiir. Bu ¢alismalardan anlasilan, bu tepkinin esas olarak
6limciil olmayan stresin zamanina ve dozuna bagli oldugunu diistindiirmektedir.

Literatiirdeki calismalarin aksine bizim calismamizda sperm
kriyoprezervasyonu oncesi ve sonrasinda anlamli bir sonug elde edilememistir. Bu
sonug bize oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengeyi ifade eden OSI degerinin,
sperm kriyoprezervasyonu oncesi ve sonrasi hastalarin normozospermik vakalardan
secilmesinden kaynakli olarak cok yiiksek olmamasi nedeniyle elde edildigini
diistindiirmektedir. Ayrica, antioksidan seviyeleri; beslenme tarzi, alinan takviye
ediciler ve yasam sartlariyla iligkili olabilmektedir. Bu nedenle anlamli bir sonug
elde edememizin sebebi olarak bu konu ile ilgili elimizde hasta verileri olmadigindan
kaynakli olabilecegini diisindiirmistiir [214].

Yapilan ¢aligmalar ve bizim c¢alismamiz arasinda ortaya ¢ikan bu farkliliklar,
temelde arastirmalardaki Ornek sayillarinin ayn1 ve wuygun olmamasindan
kaynaklanabilecegini de disiindiirmektedir. Ayni zamanda farkli dondurma
yontemleri, DNA  biitiinliiglinii  6lgmede kullanilan  farkli  teknikler ve
kriyoprezervasyondan oOnce kullanilan farklt hazirlama tekniklerinden de
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Erkek tireme fonksiyonunda redoks reaksiyonlarinin rolii bir¢ok g¢alismada

bidirilmistir. Sperm, c¢ogu biyolojik sistemde rol oynayan ayni oksidatif rolii
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sergilemektedir. Bu da islev bozuklugu, oksidatif stres ve antioksidan kapasite
arasindaki  dengesizlikten  kaynaklanacagr  disiinilmektedir. Hem  hayvan
modellerinde hem de erkek genital ve iireme patolojileri olan insanlarda, ¢alismalar
oksidatif dengesizlik ile kisirlik arasinda bir iliski oldugunu géstermektedir. Bununla
birlikte, bu bilgi, tam olarak acikliga kavusturulamamistir [215, 216]. ROS'un
etkisini daha kesin olarak incelemek, infertiliteyi tedavi etmek ve yardimci iireme

tekniklerini optimize etmek i¢in daha fazla arastirma gerekmektedir.

5.4. DNA Fragmentasyonu

DNA fragmentasyonu ile sperm kriyoprezervasyonu arasindaki iligkiyi
inceleyen ¢esitli caligmalar bulunmaktadir ve bu c¢aligmalar farkli sonuglar
bildirmektedir [131]. Bu farkliliklarin nedeninin, calisilan hastalarin ve DNA
fragmentasyonu degerlendirilmesi i¢in kullanilan tekniklerin ¢ok c¢esitli olmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sperm DNA  hasarinin  degerlendirilmesinde, infertil erkeklerin
degerlendirilmesinin 6nemli bir rolii vardir. Sperm kromatin biitiinligiiniin insan
tiremesindeki onemi ve oksidatif stres ile iligskisi giderek daha fazla ortaya
cikmaktadir. Farkli DNA fragmentasyonu tahlillerinin hizli gelisimi, bu alandaki
ilerlemeleri hizlandirmaktadir.

Calisgmamizda DNA fragmentasyonu ve sperm kriyoprezervasyonu arasindaki
iliskiyi anlamak i¢in Annexin V, PI ¢iftli florasan boyama ve Sperm Chromatin
Structure Assay (SCSA) yontemleri kullanilmistir. Calismamizda SDF degeri 0,05
bulunmustur. Calismamizin sonuglarina goére sperm kriyoprezervasyonu sonrasinda
sperm kriyoprezervasyonu oncesi ile kiyaslandiginda DNA fragmentasyonunun
anlamli derecede arttig1 belirlenmistir. Bulgularimiz, 77 hastanin DNA hasari
fragmentasyonunu dondurma oncesi ve sonrast TUNEL yontemiyle belirledikleri ve
artmig olarak bulduklari bir ¢alismanin bulgularini desteklemektedir [217]. Bizim
calismamizin da bulgularindan biri olan sperm DNA fragmentasyonundaki artis bunu
kanitlamaktadir. DNA fragmentasyonunda belirledigimiz bu anlamli artigin,
calismamizdaki bireylerin infertil olan popiilasyonundan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bu konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada infertil olan ve olmayan iki

grup DNA hasari agisindan karsilagtirilmistir. Bu ¢aligmada infertil grupta belirlenen
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DNA hasarindaki artigin fertil popiilasyonda goriilmedigi dolayisiyla fertil grubun
dondurma hasarina daha direngli oldugu bildirilmistir [218].

Calismamizi destekler nitelikte; 150 fertil erkekte yapilan bir calismada
DFI’nde (DNA Fragmentasyon Indeksi), artis gosterilmistir [219]. Ayrica
Rafighdoost H ve ark. ve Irvine DS ve ark. ¢alismalarinda da sonuglarimizi destekler
sekilde motilite ile DFI arasinda iliski oldugu bildirilmistir [220,221]. Ayrica Sheikh
N ve ark. ¢alismalar1 bizim sonuglarimizi destekler nitelikte diisiik konsantrasyon ile
yiiksek DFI arasinda anlamli bir iliski oldugunu bildirmislerdir [222].

Yapilan bagka bir ¢caligmada calismamizla paralel olarak fare ve boga spermi
ile benzer sonuglar elde edilmistir [223]. Ayrica, kriyoprezervasyonun, boga Ve insan
spermi icin TUNEL'de bir immiinokimyasal testle degerlendirilmistir ve ¢oziildiikten
hemen sonra veya 30 dakika i¢inde sperm DNA'sina 6nemli 6l¢iide zarar vermedigi
sonucuna varilmistir. Buna karsilik, SCSA veya modifiye alkalin tek hiicreli jel
elektroforezi (kuyruklu yildiz) testi ile degerlendirilen insan spermi lizerinde yapilan
calismalar, dondurarak saklamadan sonra sperm DNA biitiinliigiiniin bozuldugunu
gostermistir. Bu sonuglar bizim c¢aligmamizla benzerlik gostermektedir. Ancak
mevcut arastirmada, tiirlerdeki farkliliklar, kriyoprezervasyon prosediirii ve ¢oziilme
sonrast degerlendirme siiresi nedeniyle sonuglarimizi Onceki ¢alismalarla
karsilastirmanin zor oldugu disiiniilmektedir [224].

Kriyoprezervasyonun hiicreler iizerindeki etkileri 1yl kanitlanmigtir. Ancak
bugiine kadar literatiirde kriyoprezervasyonun DNA fragmentasyonunu etkileyip
etkilemedigi veya dondurma-¢dzme prosediirii i¢in belirli bir protokoliin kullanip
kullanilmadigi  konusunda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Bu, dondurma
protokolleri kullanilarak daha fazla ¢alisgmanin yapilmasinin faydali olacagini
diistindiirmektedir. Ayrica, kriyoprezervasyonun sperm DNA biitiinliigii iizerindeki
etkisini ve kriyoprezervasyon sonrasi sperm kullaniminin iireme sonucu iizerindeki
etkisini tam olarak anlamak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bunun yaninda sperm hiicrelerine maksimum koruma saglamak i¢in teknik 6nlemler

uygulanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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5.5. Kromatin Yapi

Calismamizda kromatin yap1 biitiinliigli ile sperm kriyoprezervasyonu
arasindaki iliski degerlendirilmis ve arastirilmistir. Sperm kromatin yapi analizi igin
metakromatik niikleer bir tiyazin boyasi olan toluidine mavisi (TB), mikroskobik bir
yontem olarak calismalarda kullanilmaktadir. Sperm kromatin biitiinligiiniin erkek
fertilitesi ile iligkili olduguna inanilmaktadir [225]. Bunun yaninda sperm kromatin
bitiinliigii ile sperm kriyoprezervasyonu arasindaki iligki birka¢ c¢alismada
gosterilmistir.

Son zamanlarda, sperm kromatin biitinligiiniin, sperm kalitesi ile bagimsiz
oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda hem in vivo hem de in vitro fertilitasyon icin
rutin semen analizi sonuglariyla baglantili olarak daha iyi tam1 ve prognostik
kapasitelere sahip oldugu kabul edilmektedir. Sperm kromatin biitiinligiinii
degerlendirmek i¢in ¢ok sayida yontem olmasina ragmen, tiim prosediirlerin daha
fazla galigilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda kromatin biitiinligi kriyoprezervasyon oncesi,
kriyoprezeryasyon sonrast ve ortalama deger bulunmustur. Sonuglarimiz ele
alindiginda Sperm kriyoprezervasyonu sonrasinda sperm hiicrelerinde kromatin
biitlinliigiinde anlamli bir azalma belirlenmistir. Calismamiz1 destekler nitelikte 92
semen numunesinde yapilan bir ¢alismada, dondurulmadan 6nce incelenen semen
numunelerinde normal spermlerin  ortalama yiizdesi %20,1 + %9,3 olarak
bulunmustur. Ancak bu oran dondurma ¢dzme prosediiriinden sonra 12,4 + %7,7'ye
diiserek 6nemli dl¢iide azalmistir [226]. Ote yandan ayn1 ¢alismada dondurma-¢ézme
prosediiriinden sonra semen Orneklerinde anilin mavisi boyama yapilmis ve sperm
kromatin durumunda 6nemli bozulma gézlemlenmistir.

Calismamizdan kullanilan birey agisindan farklilik gosteren bagka bir
caligmada, T. Vutyavanich ve ark. kriyoprezervasyonun kog¢ spermlerinin kromatin
biitlinliigiinli bozdugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, bu tiir DNA hasarinin taze sperm
hiicrelerine gore kriyoprezervasyon sonrasi kog sperm hiicrelerinde kromatin yapiy1
bozdugu gosterilmistir [226, 227].

Sperm kromatin biitiinliigii ile sperm parametreleri ve sperm kriyoprezervasyon
arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalar farkli sonuglar da bildirmektedir [228].

Bunun nedeni, c¢alisilan hasta gruplarinin farkliigi ve kromatin yapinin
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degerlendirilmesi i¢in kullanilan tekniklerin cesitliliginden kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

Son zamanlarda, sperm kromatin biitiinliigiiniin, hem in vivo hem de
in vitro fertilizasyon i¢in rutin semen analizi sonuglariyla baglantili olarak daha iyi
tan1 ve prognostik kapasitelere sahip oldugu kabul edilmektedir. Sperm kromatin
biitiinligiinii  degerlendirmek i¢in ¢ok sayida yontem olmasina ragmen, her
prosediiriin daha fazla calisilmasi ve tanisal androloji laboratuvarinda rutin kullanim

i¢in standardize edilmesi gerekmektedir.

5.6. PARP Ekspresyonu Parametreleri

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA onarimi, genomik stabilite
ve programlanmig  hiicre  oliimii gibi bir  dizi hiicresel ~ siirecte  yer  alan
bir protein ailesidir [231]. PARP, dort ilgi alanindan olusmaktadir bunlar: bir DNA
baglama alani, bir kaspaz pargali alan, bir otomatik modifikasyon alan1 ve bir
katalitik alandan olusmaktadir. Hasarli DNA'nin varliginda, DNA-baglanma alani
DNA'y1 baglamakta ve bir konformasyonel bozulmaya neden olmaktadir. Bu
baglanmanin diger alanlardan bagimsiz olarak gerceklestigi gosterilmistir. Bunun,
PARP'!n kaspaz boliinme inhibisyonuna dayali programlanmis bir hiicre o6limi
modelinin ayrilmaz bir pargast oldugu diistiniilmektedir. Modifikasyon alaninin,
katalizden sonra proteinin DNA'dan salinmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir.
Ayrica, boliinmeye bagli inaktivasyonda biitiinleyici bir rol oynamaktadir. PARP'1n
ana rolii, SSB onariminda yer alan enzimatik alanlara sinyal gondererek metabolik,
kimyasal veya radyasyona bagl tek iplikli DNA kirilmalarina (SSB) ani bir hiicresel
yaniti saptamak ve baslatmaktir. Eger DNA’daki hasar az ise, PARP diger onarim 64
enzimleriyle DNA onarimint saglayabilmektedir. Yapilan arastirmalarda PARP
enziminin ekspresyonunun olgun sperm ve fertil erkeklerde yiiksek oldugu
gozlenmektedir. [232].

Calisgmamizda da PARP sinyal yolag: ile sperm kriyoprezervasyonu arasinda
anlamli bir iliski bulunamamistir. Spermde, PARP sinyal yolagi ve bu yolagin sperm
kriyoprezervasyonu ile iligkisi ve diger olaylara etkileri ile ilgili calismaya
rastlanmamistir. Bilgilerimiz dogrultusunda g¢alismamiz, PARP proteininin sperm

kriyoprezervasyonuyla iliskisinin arastirildigt ilk c¢aligmadir. Ancak yapilan bir
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calismada, sperm  kriyoprezervasyon sonrasinda SPAGS5 (p- degeri =
0,009), SPAG7 (p - degeri = 0,004) ve SPAG12 (SNU13/NHP2L1; p - degeri

0.039) genlerinin ifadesinde bir azalma oldugu gosterilmistir. Sonuglar, dondurma
prosediiriiniin insan spermindeki gen ekspresyonunu ve bir dereceye kadar proteinleri
olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir [233]. Calismamiz ile yapilan diger
calismalar arasinda goriilen degisimler ¢calismalarda farkli proteinlerin kullanilmast,
calismaya Kkatilan bireylerin ayni olmamasi ve farkli dondurma prosediirlerinin
kullanilmas1 gibi bazi durumlarin sebep olabilecegi diisiindiirmektedir.

PARP'!n hiicresel siireglerdeki rolii iyi tamimlanmis olsa da erkek
dogurganligindaki rolii heniiz yeterince aydinlatilamamistir. PARP'in spermatogenez
sirasinda testiste ve ejakiile edilmis spermatozoada tespit edilmesi bir roliiniin
oldugunu diisiindiirecek kadar kanit bulunmaktadir [234]. Ozellikle sperm
kriyoprezervasyon ile PARP'in sperm DNA onarimindaki roliinii tam olarak anlamak
icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiim bulgularimiz birlikte degerlendirildiginde sperm kriyoprezervasyonu
sonrasinda sperm parametreleri olumsuz yonde etkilenmektedir. Ayrica dondurma
¢ozme yapilan erkeklerde kromatin biitiinliigli, semen hacmi, sperm sayisinda
anlamli bir azalma ve DNA fragmentasyonununda da anlamli bir artis
gozlemlenmistir. Kriyoprezervasyonda rol alan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi, Kriyoprezervasyon sonrasi ortaya ¢ikan olumsuz etkilerin azaltilmasi
ya da yok edilmesi yoniinde yeni stratejilerin gelistirilmesinde fayda saglayacaktir.
Bu baglamda PARP proteininin detayli arastirilmasi siirecine gidilebilecegi
diistiniilmektedir. Bu konuda daha yiiksek sayida 6rnekle yapilacak daha kapsamli

molekiiler caligmalara ihtiyag¢ oldugu diistiniilmektedir.
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