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Fertil ve Ġnfertil bireylerde spermiyum kromatin bütünlüğünün ıĢık 

mikroskobu düzeyinde karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilmesi 

AyĢe SAVAġAN 

DanıĢmanlar:  

Prof. Dr. Esin AġAN  

Yrd. Doç. Dr. Sevinç EGE 

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

 

ÖZET 
Amaç: KKTC‟de spermiyogram değerlerine göre infertil ve fertil olarak ayrılan 

bireylerde sperm DNA/kromatin integritesinin veya bütünlüğünün toluidin mavisi, 

anilin mavisi ve TUNEL boyaması kullanılarak karĢılaĢtırması ve DNA 

bütünlüğünün infertilite ile olan iliĢkisinin saptanması ve istatistiki olarak 

değerlendirilmesi amaçlandı.  

Gereç ve Yöntem: 35 infertil ve 35 fertil bireylere ait semen örneklerine 

spermiyogram testi yapıldı. Her 2 gruba ait sperm DNA/kromatin bütünlüğü ve DNA 

fragmentasyonu değerlendirmek için asidik anilin mavisi, toluidin mavisi ve TUNEL 

yöntemi uygulandı.  

Bulgular: Ġnfertil ve fertil bireylerin sperm konsantrasyonu, motilite ve normal 

morfoloji gibi parametreleri arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark bulunduğu 

saptanmıĢ ve çalıĢmaya ait gruplar bu değerlere göre ikiye ayrılmıĢtır (p˂0,05). 

Ġnfertil bireylerin anilin mavi, toluidin mavi ve TUNEL değerleri, fertil bireylere 

göre daha yüksek bulunmuĢtur. Ayrıca infertil bireylerin TUNEL+ değerleri ile 

asidik anilin mavi+ ve toluidin mavi+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı 

korelasyonlar olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05). Ancak fertil bireylerin TUNEL+ 

değerleri ile asidik anilin mavi+ ve toluidin mavi+ değerleri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı korelasyonlar tespit edilememiĢtir (p>0,05).  

Sonuçlar: Bu çalıĢmada infertil gurupda DNA kromatin bütünlüğünün fertil gurupla 

kıyaslandığında istatistiki olarak anlamlı ölçüde bozulduğu saptanmıĢtır. UlaĢılan 

sonuçlar erkek infertilitesini değerlendirmede ve özellikle ART kliniklerine baĢvuran 

hastaların tedavi protokollerini saptamada DNA integritesi veya bütünlüğünün 

önemini ortaya koymuĢtur. Sonuçlar ayrıca DNA/kromatin integritesini gösteren 

paremetrelerin normal semen değerlerinden bağımsız ayrı bir parametre olarak 

değerlendirmesinin uygun olduğunu göstermiĢtir. 

Anahtar Sözcükler: Ġnsan Spermi, DNA kromatin, Anilin mavi, Toluidin mavi, 

TUNEL  
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Comparative evaluation of spermium chromatin integrity at the light 

microscopic level in fertile and infertile individuals 

AyĢe SAVAġAN 

Advisors:  

Prof. Dr. Esin AġAN  

Yrd. Doç. Dr. Sevinç EGE 

Department of Histology and Embryology 

 

ABSTRACT  

Objective: The aim of this project is to compare the chromatin/DNA integrity of the 

sperm between a group of infertil and fertile males in Northern Cyprus using aniline 

blue, toluidine blue staining and TUNEL method. The purpose of the study is to 

determine the relationship between male infertility and sperm chromatin/DNA 

integrity. The results will be evaluated by using statistical methods. 

Material and Method: 35 infertile and 35 fertile individuals semen samples were 

used in spermiogram tests. Acidic aniline blue, toluidine blue and TUNEL staining 

methods performed to evaluate the sperm DNA/chromatin integrity and the DNA 

fragmentation of each group.  

Results: Statistically significant differences found between infertile and fertile 

individuals, such as sperm concentration, motility and normal morphology 

parameters. Acording to these different values, groups in the study divided as 

„infertile and fertile‟ (p<0,05). Aniline blue, toluidine blue and TUNEL results of the 

infertile individuals were found to be higher than that of the the fertile individuals. 

Also, statistically significant correlations were detected between TUNEL+, acidic 

aniline blue+ and toluidine blue+ results of the infertile individuals (p<0,05). 

However, there were no significant correlations between TUNEL+, acidic aniline 

blue+ and toluidine blue+ results in fertile individuals (p>0,05). 

Conclusions: Results of the present study indicated that distruption of 

DNA/chromatin integrity showed statistically important correlation with male 

infertility. It can be concluded that, DNA/chromatin integrity of the sperm is an 

important parameter in the evaluation of male infertility including unexplained 

infertility, for both diagnostic and prognostic purposes. Results of the DNA integrity 

assays are independent from the convential semen analysis. Therefore can also be 

used as a valuable parameter in the evaluation of different treatment protocols in art 

clinics. 

Keywords: Human sperm, DNA chromatin, Aniline blue, Toluidine blue,   

TUNEL  
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

 

Ġnfertilite üretken çağdaki çiftlerde bir yıllık korunmasız beraberliğe karĢın 

gebeliğin oluĢmamasıdır (Boivin ve ark., 2007). Dünyada 48,5 milyon çift üzerinden 

yapılan değerlendirmede infertilitenin çiftlerin %15‟inde görüldüğü bildirilmiĢtir 

(Agarwal ve ark., 2015; Rives, 2014). Tek baĢına erkek faktörünün infertilitenin 

%20-30‟undan, kadın faktörünün %40-50‟sinden, %20-30‟un da ise erkek ve kadın 

faktörünün birlikte sorumlu olduğu rapor edilmektedir (Agarwal ve ark., 2015). Bu 

oranlar sadece kliniğe baĢvuranlara iliĢkindir. Değerlendirme dıĢında kalanlarla 

birlikte oranların daha yüksek olduğu düĢünülmektedir. Toplumların geliĢmiĢlik, 

kültürel ve etnik değerlerine bağlı olarak geliĢen kiĢisel çekinceler nedeniyle de 

özellikle erkek egemen temelli toplumlarda doğru değerlendirme güçtür. Tek baĢına 

erkek infertilitesinin  %40 ve  %50 olduğunu rapor eden yayınlar da vardır. 

Heterojen ve multi faktöriyel bir patoloji olarak erkek infertilitesinde bilinen 

faktörler %30-50 oranında olup geriye kalan yarısı ise nedeni bilinmeyen veya 

idiyopatik grubu oluĢturmaktadır  (Zeqiraj ve ark., 2018).  

Erkek infertilitesinin değerlendirilmesinde Yardımla Üreme Teknikleri veya IVF 

kliniklerine baĢvuran hastalarda spermiyogram analizi rutin ve ilk değerlendirmedir.  

Semen değerlendirilmesindeki konsantrasyon, motilite, morfoloji gibi parametrelerin 

eĢik değerleri WHO (Dünya Sağlık Örgütü) tarafından tayin edilir ve kitapçık 

Ģeklinde yayınlanır  (World Health Organization, 2010). Parametreler hem kalitatif 

hem de kantitatif yönden fertil erkeklerde infertil olanlara göre yüksek değerler 

gösterir. Ancak fertilite değerlendirilmesinde tam ayırt edici sınırlar oluĢturmaz. 

Fertil ve infertil gurup parametreleri arasında örtüĢmeler olabileceği bildirilmektedir 

ki bunun da nedeni genellikle konsantrasyon, motilite, morfoloji gibi parametrelerin 

eĢik değerlerinin gebeliğin oluĢması için en düĢük sınırdan seçilmesinden 

kaynaklanmaktadır (Guzick ve ark., 2001). YaklaĢık olarak infertil erkeklerin %15‟i 

normal spermiyogram değerleri gösterir (Guzick ve ark., 1998). Bu nedenle kadın 

faktörünün tamamen normal ve erkeğinde fertil spermiyogram değerleri gösterdiği 

çiftlerde, gebelik baĢarısızlığı erkeğe bağlı idiyopatik veya açıklanamayan 



4 
 

infertiliteyi tanımlar ve oranı oldukça fazladır (Shamsi ve ark., 2011; Zeqiraj ve ark., 

2018).  

Spermiyogram analizi IVF laboratuvarlarında altın bir standart olarak tedavi 

protokollerinin yönlendirilmesindeki ilk adımdır. Ancak spermiyumun bir hücre 

olarak,  DNA‟sında yazılı ile bireysel fonksiyonel yetisine iliĢkin detaylı bilgi 

veremez. Bu nedenle uzun bir süredir erkek infertilite çalıĢmaları sperm 

DNA/kromatin integritesi ve fragmantasyonu ile iliĢkili tekniklere yönelmiĢtir. Bu 

konuda araĢtırmaların 2018‟i (Zeqiraj ve ark., 2018) de kapsayacak Ģekilde devam 

etmesi konunun önemine kadar karĢıt görüĢlerinde bulunduğu bir alan olmasındandır  

(Agarwal ve ark., 2016; Kim, 2018). 

Günümüzde sperm DNA/kromatin yapılanması ve hasarını/fragmantasyonunu 

ölçen yöntemler direkt sperm DNA integritesini veya bütünlüğünü ölçen metodlar ve 

anormal sperm kromatin paketlenmesini tayin eden yöntemler olmak üzere iki 

guruba ayrılabilir. Direkt DNA integritesi terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated deoxyuridine triphosphate nick end labeling (TUNEL) assay ve ın situ nick 

translation (NT) olup, kromatin veya DNA üzerindeki hasarlı veya kırık bölgeyi 

gösterir.  Ġndirekt yoldan DNA integritesi ise sperm chromatin structure assay 

(SCSA) ve sperm chromatin dispersion (SCD) assay ve COMET yöntemidir. Ġndirekt 

testlerde asidik ortamda protein denatürasyonu ile dolaylı yoldan DNA veya 

kromatin üzerindeki hasarlı bölge ortaya çıkarılır,  bu metotla ölçülen sperm DNA 

fragmantasyonu olduğundan testler sperm DNA fragmentation (SDF) olarak 

adlandırılmıĢtır (Kim, 2018).  

Kromatinin doğru paketlenip  kompaktlaĢmasını  ise anilin mavisi, toluidin 

mavisi ve cromomisin A3 gibi sitokimyasal  boyalarla gösterilir (Agarwal ve ark., 

2016; Kim, 2018; Shamsi ve ark., 2011). Doğru paketlenip kendine özgü korumalı 

kompakt yapısını kazanmamıĢ olan sperm DNA‟sı hasarlara açıktır.  Anormal 

kromatin yapısı artan DNA parçalanması ve yüksek oranda DNA hasarı ile birlikte 

görülür. Bu durum ise bozulmuĢ semen parametrelerine ve erkek infertilitesine iĢaret 

eder (Ajina ve ark., 2017).    

Son araĢtırmaların çoğu heterojen, multi faktöriyel bir patoloji olan erkek 

infertilitesinin önemli nedenlerinden birinin sperm DNA‟sındaki yapılanma sorunu 
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ve parçalanmalar olduğunu göstermektedir. Buna karĢılık erkek infertilitesinde 

DNA/kromatinle ilgili testlerin tekrarlayan spontan abortus (RSA) ve açıklanamayan 

infertilite vakalarında  daha uygun olduğu ileri sürülmektedir (Ajina ve ark., 2017). 

Erkeğe bağlı infertilenin yaklaĢık %40 yüksek bir oranda olduğu ve infertilite 

nedenlerinin yine büyük bir bölümünün idiyopatik veya nedeni bilinmeyen guruba 

dahil olduğu bilinmektedir. Bu nedenle ART kliniklerine müracaat eden çiftlerde 

spermiyogram analizinden sonra uygulaması kolay bir DNA/kromatin testinin 

yapılması uygulanacak tedavi protokolünde yol gösterici olmaktadır (O‟Neill ve ark., 

2018).  

Bu çalıĢma KKTC‟de spermiyogram değerlerine göre infertil olan erkeklerde 

sperm DNA integritesinin anilin mavisi, toluidin mavisi ve TUNEL tekniği ile 

incelenmesi ve normal fertil değerlerle karĢılaĢtırılıp istatiksel yöntemle 

değerlendirilmesi amacıyla planlanmıĢtır. Böylece anilin mavisi ve toluidin mavisi 

ile spermiyum kromatin yapılanmasının uygunluğu ve matürasyonu test edilirken, 

TUNEL metodu ile de DNA da tekli ve çiftli kırıklar gösterilecektir.  

Metodların avantajı DNA‟nın her iki özelliğini de test etmesi nedeni ile anlamlı, 

uygulamasının ise kolay, pahalı yazılım programları gerektirmeyen ucuz ve pratik bir 

yöntem olması nedeniyle değerlidir ve amaca uygundur.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Spermin Yapısı 

 

Ġnsan sperm hücresi 60 µm uzunlukta olup baĢ ve kuyruk olmak üzere iki 

kısımdan oluĢur. Oval ve yassı olan baĢ kısmı 4,5x3 µm boyutundadır.  BaĢın büyük 

kısmını 23 kromozom içeren transkripsiyona kapalı elektron yoğun bir nükleus 

kaplar, DNA ve iliĢkili proteinlerden oluĢur. BaĢın 2/3 ön kısmı akrozom denen ve 

fertilizasyon için gerekli hidrolitik enzimleri içeren bir kılıf ile örtülüdür. Bu yapı 

spermatidin Golgi cisimciğinden oluĢur. Akrozomun iç ve dıĢ olmak üzere 2 tabakası 

vardır. Ġç akrozomal membran nükleusa sıkıca tutunurken, dıĢ akrozomal membran 

da hücre zarına bakar. Kapasitasyon yeteneğini kazanan spermlerin oosite penetre 

olabilmesi için akrozom reaksiyonu gerçekleĢir. Oosit plazma membranı ile sperm 

dıĢ akrozomal membranının birleĢmesiyle, ekzositoz sonucu akrozomal içerik dıĢ 

ortama boĢaltılır. Hücre zarı ve akrozom dıĢ zarı erir ve sadece akrozomun iç zarı 

kalır. Böylece akrozomal reaksiyon gerçekleĢir ve sperm oosit çevresindeki korona 

hücrelerini geçerek zona pellusidadaki ZP3 molekülüne bağlanır.  

Kuyruk dört parçaya ayrılır; boyun, orta parça, esas parça ve son parça. Sperm 

boynu çekirdeğe tutunmuĢ proksimal sentriyol ve aksoneme kaynaklık eden distal 

sentriyolden oluĢur. Spermin orta parçasında 9+2 mikrotübüler aksonem, aksonemi 

çevreleyen kalın dıĢ fibriller ve hareketlilik için gerekli enerjiyi sağlayan 

mitokondrial kılıf bulunur. Annulus, mitokondriyon sarmalın son dönümünün altında 

yoğun bir halka olup orta parçanın esas parçaya dönüĢtüğü bölgedir. Spermin esas 

parçası annulustan uzanır ve mitokondriyal kılıf içermez. Esas parçanın yapısı 

aksonem, aksonemi çevreleyen kalın dıĢ fibriller, fibröz tabaka ve plazma 

membranından oluĢur. Spermin son parçasında sadece plazma membranı ile sarılmıĢ 

9+2 mikrotübüler aksonem bulunur (ġekil 2.1) (William ve ark., 2009).  



7 
 

 

ġekil 2.1. Spermin yapısı (William ve ark., 2009).  

 

2.2. Spermatogenez  

 

Spermatogonyumdan mitoz ve mayoz bölünmeler sonucu hücre farklılaĢması ile 

olgun sperm oluĢma sürecine spermatogenez denir (Liu ve ark., 2004; Sakkas ve 

ark., 2002). Hücreler farklılaĢma süreci boyunca Sertoli hücrelerinin sitoplazmadaki 

girintilerine gömülü halde bulunurlar. Sertoli hücreleri spermatogenik hücrelerin 

korunması ve beslenmesini sağlarken aynı zamanda kan-testis bariyerini de 

oluĢtururlar. Ġnsanlarda tüm spermatogenik süreç yaklaĢık olarak 64 gün sürer ve 

olgun sperm hücresinin ejekülatta görülmesi ise 74 gün alır. Spermatogenez 

puberteden itibaren baĢlar, 45 yaĢına kadar aktif Ģekilde sürer ve 45 yaĢından sonra 

hızı yavaĢlamakla birlikte yaĢam boyu sürer (Clermont, 1972; Fawcett, 1975).  

Spermatogenez süreci üç evreden oluĢur; spermatositogenez, mayoz ve 

spermiyogenez evresi. 
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2.2.1 Spermatositogenez (Spermatogonyanın farklılaĢması) 

 

Spermatogonyum olarak adlandırılan immatür (olgunlaĢmamıĢ) spermatogenik 

hücreler, küçük, yuvarlak, diploid germ hücreleridir. Seminifer tübül bazal membranı 

üzerinde yer alırlar ve puberteye kadar bölünmezler (Gartner ve Hiatt, 2009). 

Spermatogonyumlar, ıĢık mikroskobik incelemede nükleuslarının belirgin koyu 

görünümleriyle ayırt edilir ve üç tip spermatogonya vardır; Tip A koyu, Tip A açık 

ve Tip B (De Kretser ve ark., 1998).  

Koyu Tip A spermatogonyumlar: Ġnce granüler, yoğun bazofilik oval 

nükleuslara sahiptirler. Bu spermatogonyumların seminifer epitelin kök ya da rezerv 

hücreleri olduğu düĢünülmektedir (Ross ve Pawlina, 2017). Mitoz bölünme ile 

kendilerini yenileyerek yeni Tip A koyu spermatogonyum ile Tip A açık 

spermatogonyumları oluĢturabilirler. 

Açık Tip A spermatogonyumlar: Ġnce granül kromatinli, soluk boyalı oval 

nükleuslara sahiptirler (Ross ve Pawlina, 2017). Testosteronun etkisiyle mitoz 

bölünmeyle çoğalırlar ve yeni Tip A açık hücreleri ve Tip B hücreleri oluĢtururlar. 

Tip B spermatogonyumlar: Açık Tip A spermatogonyumlara benzerler. Daha 

yuvarlak Ģekilli ve merkezde yerleĢen nükleus daha kaba heterokromatini ile ayırt 

edilir. Mitozla bölünerek primer spermatositleri meydana getirirler (Ross ve Pawlina, 

2017). 

 

2.2.2 Mayoz 

 

Mitotik bölünmelerini tamamlayan Tip B spermatogonyumlar, son S fazını 

(DNA sentezini) tamamladıktan sonra primer spermatositi oluĢturmak üzere mayoz 

bölünmenin profaz evresine girerler. Spermatositler iki mayotik hücre bölünmesi 

geçirirler. Bir primer spermatosit, iki adet sekonder spermatositi oluĢturmak üzere 

birinci mayoz bölünmeye girer. Bu aĢama yaklaĢık 22 gün sürdüğünden primer 

spermatositler,  seminifer tübüllerde çok sayıda gözlenen hücrelerdir. Birinci mayoz 

bölünmenin sonunda sekonder spermatositler oluĢur. Bu hücreler hızlı bir Ģekilde 

interfaz aĢaması ve ikinci mayoz bölünmeyi geçirir (ġekil 2.2). Bu nedenle testis 
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doku kesitlerinde sekonder spermatositlerin gözlenmesi oldukça zordur. Her bir 

sekonder spermatosit,  iki adet haploid spermatid meydana getirir.  Sertoli hücre 

çöküntülerine yerleĢmiĢ spermatidler, yoğunlaĢmıĢ kromatin bölgeleri içeren 

çekirdeklere sahiptirler. Meydana gelen spermatidler spermiyogenez sürecine girerler 

(Kierszenbaum ve Tres, 2004;  Sadler, 1985).  

 

 

ġekil 2.2. Spermatogenez (Junqueira ve Carneiro, 2009).       
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2.2.3 Spermiyogenez (Spermatid fazı) 

 

Spermatidler 8 µ çapında, küçük, yuvarlak, haploid hücrelerdir. Bu süreçte hücre 

bölünmesi olmaz. Spermiyogenez, haploid spermatidin yapısal değiĢimler geçirerek 

spermiyuma dönüĢmesini tanımlayan, hücre biçim değiĢimleri ile birlikte epigenetik 

ve kromatinin yeniden yapılanmasını da içeren çok dinamik bir süreçtir. Bu süreç 

Sertoli hücrelerinin desteğinde gerçekleĢir (Kierszenbaum ve Tres, 2004; Kimmins 

ve Sassone-Corsi, 2005; Oliva, 2006;  Rousseaux ve ark., 2005). Bu sırada meydana 

gelen değiĢiklikler nükleus kondenzasyonu ve hücrenin periferine gitmesi, akrozom 

oluĢması, flagellum oluĢumu, sentriyolden aksonem geliĢmesi ve sitoplazmanın 

çoğunun kaybı ve yeniden organizasyonu ile karakterizedir. Sonuçta spermiyum 

Sertoli hücre yüzeyinden ayrılır ve seminifer tübül lümenine atılır. Bu olaya 

spermiasyon denir.  

Spermiyogenez 4 evrede incelenir: 

Golgi evresi: Spermatid sitoplazmasında, nükleusun yanında bulunan Golgi 

aygıtı, mitokondri, bir çift sentriyol, serbest ribozomlar ve endoplazmik retikulum 

bulunur. Glikoproteinden zengin olan proakrozom granülleri birbirleriyle birleĢerek 

akrozomal vezikülü oluĢturur. Çekirdek membranı ile iliĢkili olan bu vezikülün 

yerleĢimi spermin ön kutbunu belirler. Aynı zamanda sentrioller, oluĢan akrozomun 

aksi yönünde çekirdeğin arkasına doğru göç ederler. Sentriollerden bir tanesi bazal 

cisimcik olarak davranır diğeri spermin kuyruğunun aksonemini oluĢturmaya baĢlar. 

Kep evresi: Akrozomal vezikül, çekirdeğin ön yarısı üzerine doğru yayılır ve 

akrozomal kep adını alır. Akrozom, hyalüronidaz, akrozin, nörominidaz, asit fosfotaz 

ve tripsin benzeri proteaz gibi hidrolitik enzimler içerir. Bu enzimler ovumun zona 

pellusidasının delinmesi için gereklidir. Sperm oosite temas ettiğinde akrozomal 

enzimler dıĢarı salınır. Bu olaya akrozom reaksiyonu denir. Akrozom reaksiyonu ile 

dıĢarı salınan enzimler spermiyumun ovumu çevreleyen zona pellusidaya penetre 

olmasını sağlar.    

Akrozom evresi: Spermiyogenezisin en önemli aĢaması olan bu evrede 

spermatid morfolojisinde birçok değiĢiklikler meydana gelir. Hücre çekirdeği uzar, 

nükleozomların histon proteinleri protaminler ile yer değiĢtirir ve kromatin 
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yoğunlaĢması olur. Bu değiĢim sonucunda nükleusta transkripsiyon sona erer. 

Spermatid sitoplazması, seminifer tübül epitelinin luminal bölgesine doğru yer 

değiĢtirir. Kuyruğun geliĢimi devam eder. Flagellum hareketi için enerji kaynağı olan 

mitokondriler flagellumun proksimal kısmında toplanırlar ve spermin orta parça 

bölgesini oluĢtururlar.  

OlgunlaĢma evresi: Bu evrede spermatid sitoplazması ve hücreler arası oluĢan 

köprüler uzaklaĢtırılır. Sertoli hücreleri fazla sitoplazma kısmını fagosite eder. 

Hareketsiz ve henüz fertilizasyon yeteneğine sahip olmayan spermiyumlar seminifer 

tübül lümenine salınır. Seminifer tübüle salınan spermler, epididimise taĢınırlar. 

Burada yaklaĢık 2 haftalık bir olgunlaĢma sürecine girerler ve ileri hareket yeteneği 

kazanırlar. Dölleme yeteneklerini ise diĢi genital yollarındaki kapasitasyondan sonra 

kazanırlar.  

 

2.2.4 Spermatogenez hormonal faktörler 

 

Spermatogenezin gerçekleĢmesinde FSH, LH, testosteron ve androjen taĢıyıcı 

proteinlerin önemli rolleri vardır. Pubertede LH, seminifer tübüllerin arasında yer 

alan interstisyel dokudaki Leydig hücrelerini uyararak testosteron salgılanmasını 

sağlar. FSH ve testosteron normal spermatogenez için yaĢamsal öneme sahiptir. 

Germ hücrelerinde FSH ve testosteron reseptörleri bulunmaz. Seminifer tübüller 

içinde sadece Sertoli hücreleri testosteron ve FSH için reseptörlere sahiptir. Bu 

nedenle Sertoli hücreleri, spermatogenezi düzenleyen hormonal sinyaller için ana 

hedef ve spermatogenezin primer düzenleyicisidir. Seminifer tübül içinde yüksek 

testosteron seviyesi (dolaĢımdaki miktarının yaklaĢık 200 kat fazlası), sperm 

üretiminin devamlılığını sağlar ve spermatogenik hücrelerin çoğalması ve 

faklılaĢması için gereklidir. Sertoli hücreleri, androjen bağlayıcı proteini salgılar. 

ABP, androjenleri (testosteron veya dihidrotestosteron) bağlar ve ABP-androjen 

kompleksi geliĢen spermatogenik hücrelerin çevresinde yüksek androjen seviyelerini 

sağlar. FSH, Sertoli hücrelerinden inhibin ve aktivin üretimini baĢlatır. Ġnhibin, 

hipofizyal FSH salınımı üzerine negatif feed-back etkisi yapar. Aktivin ise ters bir 

etkiye sahiptir. 
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2.3. Spermiyogenez Sırasında Histon-Protamin DeğiĢimleri  

 

Spermiyogenezin ilk evrelerinde, haploid spermatidler, tüm somatik hücrelere 

benzer bir nükleozomal kromatin yapısına sahiptir ve RNA transkripsiyon aktiviteleri 

vardır. Daha sonra spermiyogenez ilerledikçe spermatid nükleusu yeniden düzenlenir 

ve nükleer yoğunlaĢma gerçekleĢir. Bu süreçte önce spermatid DNA‟sında histon 

hiperasetilasyonu gerçekleĢir. Sonra nükleozomlar yavaĢ yavaĢ ayrıĢır.  

Topoizomeraz II adlı endonükleaz, DNA‟nın süper heliks yapısını gevĢetir. Bu arada 

transizyon (geçiĢ) proteinleri (TNP‟ler), DNA‟ya bağlanır ve kompleks oluĢturur. 

Spermiyogenezin son safhasında ise TNP‟ler, protaminlerle yer değiĢtirerek oldukça 

sıkı bir nükleoprotamin kompleksi oluĢtururlar. Böylece DNA‟nın yüksek derecede 

sıkılaĢtırılması transkripsiyonu engellemektedir. Protaminler DNA‟ya bağlanmadan 

önce fosforillenir ve nükleoprotamin olgunlaĢmasıyla birlikte protaminler defosforile 

olurlar (ġekil 2.3). Protaminler DNA‟ya bağlandıktan sonra kurulan disülfid bağları, 

nükleoprotamin kompleksini daha da sağlamlaĢtırır (Akama ve ark., 2010). Sperm 

kromatinin protaminasyonu, sperme özgü bir epigenetik düzenlemedir. Böylece 

sperm DNA‟sını nükleaz sindirimine ve radyasyona karĢı dirençli hale getirir 

(Rathke ve ark., 2010).  

Spermin çekirdek hacmi somatik hücrelerin çekirdeğine göre küçük yapıdadır ve 

çekirdek DNA‟sının sarmallanması somatik hücrelerden çok farklıdır. 

Spermiyogenezis sırasında spermatid kromatin yapısı yeniden düzenlenmekte ve 

çekirdek DNA‟sı protaminler tarafından sarılarak yeniden paketlenmektedir. Sperm 

çekirdek DNA‟sının somatik histonlar yerine protaminler ile sarmallanması, DNA‟yı 

oldukça sıkıĢtırmakta ve böylece DNA hasarına yol açan ajanların geçiĢini 

azaltmaktadır. Protamin sarılması ve DNA halkalarının da disülfit bağları ile çapraz 

bağlanması, sperm çekirdeğindeki olgunlaĢmanın son safhası ve epididimal geçiĢ 

sırasında çekirdek stabilitesinin daha da fazla artmasını sağlamaktadır (Loir ve 

Lanneau, 1984).   
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ġekil 2.3. Spermin oluĢumundan fertilizasyon sonrasına kadar olan süre içindeki 

DNA‟da meydana gelen değiĢiklikler (Mezquita, 1985; Poccia, 1986).  
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2.4. Sperm Kromatin Yapısı 

 

Memeli sperm kromatini baĢlıca üç ana yapısal bölgeye ayrılır: protamine bağlı 

DNA, histona bağlı DNA ve nüklear matriks tutunma bölgeleri (MAR) (Ward, 

2009). Mevcut veriler, son iki yapısal elementin fertilizasyon sonrasında erkek 

pronükleusuna aktarıldığını ve önemli iĢlevsel rolleri olduğu düĢünülmektedir (ġekil 

2.4).  

Sperm hücresinde bulunan histonların %90-95‟i arjininden zengin ve sperm 

hücresine özgü olan protamin adı verilen nükleer proteinlerle yer değiĢtirmektedir. 

Sperm DNA‟sında histonların protaminlerle yer değiĢtirmesi spermatozoayı kimyasal 

ve fiziksel hasarlardan korunmada önemlidir. Sperm DNA‟sı protaminler ile „can 

simidi‟ gibi yan yana dizilim gösteren 50 kb büyüklükte toroidler Ģeklinde 

sarmalanmıĢtır (Mudrak ve ark., 2009). 

Sperm DNA‟sının yaklaĢık %10-15‟i histonlara bağlı kalır ve daha gevĢek bir 

yapıya sahip olan bu kromatin dizileri fertilizasyon ve erken embriyo geliĢiminde rol 

almaktadır (Gatewood ve ark., 1987; Gineitis ve ark., 2000).  

Sperm ve somatik hücrelerde kromatin her 20-120 kb boyunca, proteinli nükleer 

matriks adı verilen bir yapıya bağlı DNA düğüm bölgesi oluĢtururlar. Her bir 

protamin toroidi tek bir DNA düğüm bölgesi içerir. Her bir protamin toroidi arasında 

nükleaza duyarlı bir kromatin segmenti bulunur (Sotolongo ve ark., 2005). Bu „toroid 

bağlayıcı‟ olarak isimlendirilmiĢtir. Bu bölge ayrıca DNA‟nın nükleer matrikse 

bağlanma bölgesi yani MAR‟dır. Bu bağlayıcı bölgeler, DNA hasarına karĢı oldukça 

eğilimlidir. Enzimatik veya oksidatif hasar, tekli (ssDNA) veya çift iplikli kopmalara 

(dsDNA) neden olabilir (Lone ve ark., 2017). Bu bölgenin iki önemli görevi vardır. 

Birincisi DNA ve nükleer matriks arasındaki iliĢkiyi sağlar. Ġkincisi MAR 

döllenmeden sonra sperm DNA bütünlüğü için kontrol noktası olarak görev 

yapmaktadır (Ward, 2009).  
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ġekil 2.4. Sperm kromatinin baĢlıca üç ana yapısal elementi (Ward, 2009). 

 

2.5. Sperm DNA Hasarı 

 

Sperm DNA bütünlüğü genetik materyalin gelecek nesillere baĢarılı bir Ģekilde 

aktarılması, fertilizasyonun düzgün bir Ģekilde gerçekleĢmesi, kaliteli embriyo 

geliĢimi ve gebeliğin sağlanması açısından önemlidir. Sperm oluĢumu sürecinde 

DNA‟da çeĢitli sebeplerden dolayı farklı düzeylerde hasarlar meydana gelmekte ve 

bütünlüğünü kaybedebilmektedir. Kromatin ve DNA bütünlüğünün incelenmesi 

klinik olarak iki ana nedenden dolayı büyük öneme sahiptir. Ġlk olarak, insan 
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spermiyumunda DNA onarım sistemi yoktur ve bu nedenle DNA hasarlı spermiyum, 

normal ve ART (Yardımcı Üreme Teknikleri) ile oluĢan gebelik sırasında 

fertilizasyon sürecine katılabilir. Bu, DNA hasarlı spermiyum gebelikten sonra 

embriyo geliĢimini etkilemesine veya bu hasarların bir sonraki nesillere 

aktarılmasına yol açabilir. Dolayısıyla infertil çiftlerin tedavisinde, sperm DNA 

hasarının değerlendirilmesi çocukluk çağı kanser ve doğum defektleri riskinin 

belirlenmesinde önem taĢımaktadır. Ġkincisi DNA fragmantasyon oranının, normal 

ve ART gebelik sonrası infertilite, fertilizasyon baĢarısızlığı ve düĢüklerle güçlü 

pozitif korelasyona sahip olduğu tanımlanmıĢtır (Simon ve ark., 2014). Sperm DNA 

hasarının oluĢmasını sağlayan üç mekanizma öne sürülmüĢtür. Bunlar: anormal 

kromatin paketlenmesi, baĢarısız apoptozis ve oksidatif strestir.  

Anormal kromatin paketlenmesi: Spermiyogenez sırasında, haploid 

spermatidler, kromatinin DNA‟dan histonların çıkartılıp, geçiĢ proteinleriyle ve daha 

sonra protaminler ile yer değiĢtirildiği bir dizi modifikasyon geçirmektedir (Schulte 

ve ark., 2010). Protaminler tarafından sağlanan sıkı paketleme sebebiyle, bu 

proteinlerin herhangi bir modifikasyonu veya yokluğu, spermiyum nükleusunun 

paketleme iĢleminde bir anormalliğe yol açmaktadır ve sperm morfolojisi ile 

fertilizasyon kapasitesini etkilemektedir (Kazerooni, 2009). Yüksek oranda arjinin 

amino asiti içeren, pozitif yüklü olan protaminler sadece olgun spermiyumlarda 

bulunur ve paternal genomun paketlenmesinde görev alırlar. P1 ve P2 olmak üzere 2 

çeĢit insan protamini bulunmaktadır. P1/P2 oranı fertil bireylerde yaklaĢık bire eĢittir 

ve bu oran spermin dölleme kabiliyeti ile önemli bir iliĢkiye sahiptir (Aoki ve ark., 

2006). Protamin eksikliği ve protamin paketlenme yetersizliği infertil erkeklerde 

gözlenmiĢ olup anormal protaminasyon ile sperm DNA hasarı arasında yakın iliĢki 

olduğu gösterilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar değiĢmiĢ PI/P2 oranı ya da P2 yokluğunun 

olması  halinde artmıĢ sperm DNA fragmantasyonu, düĢük döllenme oranları, düĢük 

embriyo kalitesi ve düĢük gebelik oranları gözlenmiĢtir (Simon ve ark., 2011). 

Ayrıca infertil erkeklerde sperm histon-protamin değiĢimi oranının artmıĢ olduğu, 

infertil erkeklerin %5-15‟inde protamin eksikliği bulunduğu tespit edilmiĢtir (Tesarik 

ve ark., 2002).  

Oksidatif stres: AraĢtırmalarda infertil erkeklerin %25-40‟ının spermiyumunda 

ROS düzeyinin yüksek bulunduğu ve sperm morfoloji ile motilitesi üzerine olumsuz 
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etkileri olduğu bildirilmiĢtir (Moein ve ark., 2007; Sharma ve Agarwal, 1996). 

OlgunlaĢmamıĢ spermlerde DNA hasarı ve ROS üretimi yüksektir. Bu artıĢ özellikle 

disülfid bağlarının ve protaminasyonun azalmasıyla görülen DNA fragmantasyonu 

ve kötü semen kalitesiyle iliĢkilendirilmiĢtir (Agarwal ve Said, 2005). Ayrıca aĢırı 

ROS üretimi, sperm morfolojisi, motilitesi ve sayısını olumsuz etkilemektedir 

(Agarwal ve Said, 2005; Maneesh ve Jayalekshmi, 2006). Genellikle prostat ve 

seminal bezden köken alan lökositler yüksek düzeyde ROS üretmektedirler. 

Kontrolsüz ve aĢırı ROS üretimi spermlerde lipid, protein ve karbonhidrat 

peroksidasyonuna, DNA hasarı ve apoptoz gibi patolojik etkilere sebep olur. 

Fizyolojik etki ise düĢük seviyelerde ROS üretimi ile iliĢkilidir. DüĢük ROS üretimi 

olgunlaĢma, kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve sperm-oosit 

füzyonu gibi birçok olayda gereklidir (Baker ve Aitken, 2004; Ford, 2004; 

Hammadeh ve Hamad, 2009; Kothari ve ark., 2010; Pourova ve ark., 2010; Tvrda ve 

ark., 2011). Spermiyum, oksidatif stresten DNA‟sını iki savunma mekanizması ile 

korur. Bunlardan biri DNA‟nın sıkı yapıda olması, diğeri ise seminal plazmadaki 

antioksidanların bulunmasıdır.      

Apoptozis: ProgramlanmıĢ hücre ölümü olarak da bilinen apoptozis hücre 

membran bütünlüğünün korunduğu, fizyolojik ve patolojik Ģartlarda ortaya çıkabilen, 

enerji gerektiren bir hücresel süreçtir. Apoptozise uğrayan hücreler morfolojik ve 

biyokimyasal değiĢiklikler gösterirler ve hücre kendi kendisini aktif olarak yok eder. 

Ancak komĢu hücrelere zarar verilmez. Apoptozis sırasında gerçekleĢen morfolojik 

olaylar; hücre büzülmesi, kromatin yoğunlaĢması ve apopitotik cisimlerin 

oluĢmasıdır. Biyokimyasal değiĢiklikler ise DNA fragmantasyonu, hücre iskeletinin 

yıkılması ve hücre membranı değiĢiklikleridir. Erkek üreme sisteminde apoptozis, 

anormal geliĢim gösteren ve yaĢlanan spermatogenik hücrelerin eliminasyonunu 

sağlar, bu tip hücrelerin aĢırı üretimini engeller ve testis içerisindeki hücre üretim 

dengesini korur. Apoptozisin spermatogenez sırasında iki görevi vardır. Bunlardan 

biri anormal spermatozoonları elimine etmek diğeri ise germ hücrelerinin sayısını 

Sertoli hücrelerinin destekleyebileceği sayıda sınırlandırmaktır. Testiste germ 

hücrelerinin %75‟i apoptozise uğrar ve bu mekanizma ile bozuk germ hücreleri yok 

edilmiĢ olur. Radyasyon veya toksinlere maruz kalma gibi dıĢ faktörler de germ 

hücre ölümüne sebep olur. Bunun yanısıra Fas-FasL etkileĢimi sonucu germ hücre 
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ölümü gerçekleĢmektedir (Lee ve ark., 1997). Apoptozis ile oluĢan germ hücre kaybı, 

spermatogenez sırasında oluĢur ve p53, p21, kaspaz, Bcl-2, Bcl-xl ve Fas ekspresyon 

düzeylerince değiĢik yollarla gerçekleĢmektedir (Martincic ve ark., 2001; Print ve 

Loveland, 2000; Said ve ark., 2004).  Anormal sperm parametrelerine (düĢük sperm 

konsantrasyonu ve morfoloji)  sahip kiĢilerde Fas ve p53 ekspresyon seviyeleri 

yüksek, normal değerlere sahip kiĢilerde ise düĢük bulunmuĢtur (Sakkas ve ark, 

2002).  

   

2.6. Sperm DNA Bütünlüğünü Değerlendiren Testler 

 

2.6.1 Anilin blue (AB) 

 

Bu teknik lizin için spesifik bir pozitif reaksiyon sağlar ve insan 

spermatozoasının temel nükleer protamin bileĢimindeki faklılıkları ortaya çıkarır. 

Anilin blue boyama ile arginin ve sistein bakımından zengin protaminlerin, lizin 

açısından zengin histonlardan ayrımı gerçekleĢtirilir. Ġmmatür sperm nükleuslar lizin 

içeren histonlar bulunduğundan daha koyu mavi renkte boyanırken, matür sperm 

nükleuslar arginin ve sisteinden zengin protamin içerdiklerinden daha açık renkte 

boyanırlar. Analiz için ıĢık mikroskobu yeterlidir. Anilin mavisi asidik bir boya olup 

basit ve ucuz bir tekniktir.  Tekniğin en önemli dezavantajı heterojen boyanma 

olmasıdır. Spermde güçlü anilin mavi boyanması kromatinin gevĢek paketlendiğini 

gösterir.  

 

2.6.2 Toluidin blue (TB) 

 

Katyonik, nükleer bir boya olan TB, sperm DNA‟sında bulunan histonların 

fosfat gruplarına bağlanarak sperm kromatin yoğunlaĢmasını açığa çıkarır. IĢık 

mikroskopta kromatin yapısı sağlam spermler açık mavi boyanırken, bütünlüğü 

bozulmuĢ kromatinler ise koyu mavi boyanır. Toluidin mavi boyama yöntemi ile 

akridine orange, sperm kromatin yapısı analizi ve TUNEL testleri arasında 

korelasyon olduğu bildirilmiĢtir (Erenpreiss ve ark., 2004).  



19 
 

2.6.3 CMA3 (Kromomisin A3) 

 

Kromomisin A3 guanin-sitozinden zengin bölgelere spesifik bir florokrom olup 

protaminden fakir DNA‟nın indirek gözlenmesi yoluyla anormal kromatin 

paketlenmesini gösterir. CMA3 ve protaminler DNA içinde aynı bölgelere 

bağlanırlar. Bu nedenle güçlü CMA3 floresansı az protaminasyon düzeyini ve 

dolayısıyla gevĢek paketlenmiĢ kromatin yapısını ortaya çıkarır.  

 

2.6.4 COMET analizi (Tek hücre jel elektroforezi)  

 

Prensip olarak yöntemde sperm hücreleri lam üzerinde agaroz içine gömülür ve 

alkali koĢullarda lizis edilir. Lizise uğrayan hücrelerin elektroforezi yapılır ve DNA, 

floresan bir boya ile boyanır. Hasarlı DNA‟lar mikroskopta kuyruklu yıldız Ģeklinde 

bir görüntü oluĢtururken, hasarsız DNA‟lar kuyruk oluĢturmazlar. Comet analizi 

nükleus çapı ve kuyruk uzunluğu esas alınarak yorumlanır. 

 

2.6.5 Akridin orange (AO) 

 

AO, nükleik asite özgü katyonik, floresan bir boya olup asit uygulanması sonrası 

oluĢan DNA denatürasyonunu ölçer. Çift sarmal ya da tek sarmal DNA‟ya 

bağlandığında eksitasyon ve emisyonu farklıdır. Metakromatik AO boyası çift zincir 

DNA‟ya monomerik bağlanması sonucunda yeĢil, tek zincir yani denatüre DNA‟ya 

agregasyonu sonucunda ise kırmızı renkte floresan oluĢur. Mikroskopik inceleme 

sırasında heterojen boyanmanın görüntüyü kötüleĢtirmesi ve renklerin hızlı solması 

tekniğin dezavantajlarıdır.  

 

2.6.6 Sperm kromatin dispersiyon (SCD) 

SCD, sperm DNA fragmantasyonunu belirlemek için kullanılan basit, hızlı, 

pahalı olmayan, kesin ve tekrarlanabilir son zamanlarda tanımlanan yeni bir 
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yöntemdir. Bu yöntem, denatürasyona bağlı olarak dağılmıĢ DNA‟nın oluĢturduğu 

hale yapısının kontrolü prensibine dayanır. OluĢan haleler floresan ya da ıĢık 

mikroskobunda incelenir. Normal DNA‟ya sahip spermler geniĢ haleler oluĢturur. 

Yoğun DNA fragmantasyonuna sahip spermlerde ise hale yoktur ya da çok küçüktür.  

 

2.6.7 Sperm kromatin yapısı analizi (SCSA) 

 

SCSA testi klinik olarak anlamlı dünyada en yaygın olarak kullanılan özel 

ekipman ve deneyimli personel gerektiren pahalı bir yöntemdir. SCSA analizi, 

denatüre olan DNA ısı veya asit ile mumele edildikten sonra akridin oranj ile 

boyanması ve flow sitometrik analizine dayanmaktadır. Bu boya ile çift zincirli DNA 

yeĢil floresan, tek zincirli DNA kırmızı floresan ıĢıma yapar. Bu analiz sonucunda 

DNA fragmantasyon indeksi (DFI) hesaplanır.  

 

2.6.8 TUNEL analizi 

 

Direkt olarak sperm DNA fragmantasyonunu  gösteren ve apoptozu iĢaret eden 

TUNEL testi, tek ve çift zincir DNA kırıklarını belirlemek için flow sitometri ya da 

floresan mikroskop aracılığı ile doğrudan ölçme yöntemidir. Bu yöntem TdT enzimi 

tarafından katalize edilen bir reaksiyonla dUTP ile iĢaretlenmiĢ tek veya çift iplikli 

DNA kırıklarının saptanması prensibine dayanır (ġekil 2.5). Değerlendirme TUNEL 

pozitif ya da negatif sperm hücrelerinin yüzdesi Ģeklinde ifade edilir.   
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ġekil 2.5. TUNEL yönteminin mekanizması (Pınar ĠLĠ, 2017).   

 

2.7. Ġnfertilite ve Erkek Ġnfertilitesi 

 

Ġnfertilite, çocuk sahibi olmak isteyen evli çiftlerde bir yıl süre ile düzenli, 

korunmasız cinsel iliĢkide bulunulmasına rağmen, gebelik gerçekleĢmemesi 

durumudur. Ġnfertilite, primer ve sekonder olarak iki Ģekilde incelenir. Primer 

infertilite, hiç çocuk sahibi olunamaması, sekonder infertilite ise daha önce gebe 

kalmıĢ daha sonra gebelik olmamasını tanımlamaktadır.  

Normal bir çiftin gebe kalma Ģansı bir ay içerisinde %20-25, altı ay içerisinde 

%75, bir yıl içerisinde ise %90‟dır (Gnoth ve ark., 2003; Wang ve ark., 2003). Kadın 

ve erkek için 24-25 yaĢları fertilitenin en yüksek olduğu yaĢlardır. Fertilite oranları 

kadınlarda 30 yaĢtan sonra, erkeklerde ise 40 yaĢtan sonra azalmaktadır. Ancak 

erkeğin üreme yeteneği ileri yaĢlara kadar devam etmektedir (Denson, 2006). 

Genellikle bir yıl içerisinde korunmasız düzenli cinsel iliĢkiye rağmen gebe 

kalmayan çiftlerin oranı yaklaĢık %15‟dir. Ġnfertilite vakalarının yaklaĢık yarısından 

erkek faktörü sorumlu tutulmaktadır.     
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Ġnfertilitede erkeğin değerlendirilmesi öykü, fizik muayene, semen analizi, 

genetik ve endokrin tetkiklerini kapsar. Erkek infertilitesinde öykü alırken 

değerlendirilecek faktörler Tablo 2.1‟de listelenmiĢtir. 

Semen analizi, erkek infertilitesini değerlendirmede en önemli tanısal yöntemdir. 

Semen analizi için örnek 2-7 günlük cinsel perhiz sonrası mastürbasyonla alınmalı ve 

en geç 1 saat içinde değerlendirilmelidir. Semen analizleri arasındaki 

değiĢkenliklerden dolayı bir ay ara ile en az iki kez test yapılması önerilir. Semen 

analizinde WHO, Tablo 2.2‟deki referans değerleri önermektedir. Semenin 

incelenmesinde parametrelerden biri tanımlanan referans değerinin altında ise örnek 

anormal olarak adlandırılır. Sperm anormalliklerine ait tanımlamalar Tablo 2.3‟de 

verilmiĢtir.   

 

Tablo 2.1. Erkekte öykü 

YaĢ 

Cinsel öykü 

Genel sağlık (sistemlerin sorgulanması, bilinen sistemik hastalıklar) 

Çoçukluk hastalıkları ve geliĢim öyküsü 

Konjenital anormallikler 

Toksinlere maruz kalma durumu (sitotoksik kemoterapi, pestisid, radyasyon) 

GeçirilmiĢ operasyonlar (vazektomi, orĢiektomi) 

GeçirilmiĢ enfeksiyonlar ve tedavisi (kabakulak orĢiti, seksüel geçiĢli 

hastalıklar, genitoüriner enfeksiyonlar) 

Kullanılan ilaçlar ve allerjiler 
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Tablo 2.2. Dünya Sağlık Örgütü (WHO, 2010) normal semen referans değerleri 

Parametreler En düĢük referans değerleri 

Semen hacmi (ml)                                                                                                  ≥1,5  

Total sperm sayısı (10
6
)                                                                                                ≥39  

Sperm konsantrasyonu (10
6
/ml) ≥15 

Toplam hareketlilik oranı (ileri hareketli 

(PR)+yerinde hareketli (NP) 
≥40%  

Progresif motilite oranı (PR, %) ≥32%  

Canlılık testi ≥58%  

Normal morfolojide sperm ≥4% (Krugerin kriteri) 

Ejakulat pH ≥7,2 

Lökosit (10
6
/ml) ˂ 1  

 

Tablo 2.3. Semen Sınıflaması Terminolojisi 

Normozoospermi: Sperm sayısı, hareketlilik ve morfolojinin normal referans 

değerlerinin üstünde olması.  

Oligozoospermi: Sperm hücrelerinin sayı olarak azlığını ifade eder. 

Astenozoospermi: Sperm hücrelerinin hareket azlığını ifade eder. 

Teratozoospermi: Normal morfoloji yüzdesinin, referans değerinin altında olmasını 

ifade eder. 

Oligoastenoteratozoospermi: Sperm sayısı, hareketlilik ve morfolojinin normal 

referans değerinin altında olması. 

Azospermi: Ejakülatta hiç sperm bulunmaması 

Aspermi: Hiç ejakülat elde edilememesi durumu 

Kriptozoospermi: Santrifüj sonrası ilk değerlendirmeye göre ejakülatta birkaç 

sperm elde edilmesi 

Lökospermi: Ejakülatta lökosit bulunması. 
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2.7.1 Erkek infertilitesinin nedenleri  

 

Erkek infertilitesine; varikosel, açıklanamayan infertilite, ileri yaĢ, inmemiĢ 

testis, immünolojik faktörler, ejakülasyon bozukluğu, genetik hastalıklar, testis 

kanseri, ilaç kullanımı, madde bağımlılığı, kemoterapi, radyasyon etkisi, sigara, alkol 

kullanımı ve endokrin bozukluklar vs. neden olabilmektedir.   

 

2.7.1.1 Varikosel 

 

Varikosel spermatik kordun pampiniform pleksusunun dilatasyonu olarak 

tanımlanır. Ġnfertil erkeklerde daha yaygın görülmektedir ve semen analizlerinde de 

anormallikler tespit edilmiĢtir.  Boman ve arkadaĢları, toplam 118 klinik varikosel ve 

astenozoospermi (%50‟den az motil sperm) infertil çiftlerin klinik sonuçlarını 

bildirmiĢlerdir. Toplam hareketli sperm sayısı ve gebelik oranı varikosel ameliyat 

olan erkeklerde ameliyat olmayan gruba göre anlamlı olarak daha yüksek olduğunu 

göstermiĢlerdir (Boman ve ark., 2008). Benzer Ģekilde Baazeem ve arkadaĢları, 

toplam 460 varikoseli bulunan oligozoospermi erkeklerin klinik sonuçlarını 

bildirmiĢtir. ÇalıĢmada varikosel tamiri, ortalama sperm konsantrasyonu ve 

motilitede anlamlı bir artıĢa neden olmuĢtur (p<0,05). Ancak gruplar arasında 

gebelik oranlarında herhangi bir farklılık kaydedilmemiĢtir (Baazeem ve ark., 2009).   

 

2.7.1.2 KriptorĢidizm 

 

Testisin karın içerisinde ve inguinal kanalda kalarak skrotum içine olan iniĢini 

tamamlayamadığı, en sık görülen konjenital genitoüriner sistem anomalisidir. 

KriptorĢidizm, spermatogenezisde bozulma ve testiküler tümör riskinde artıĢ ile 

iliĢkilidir.  
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2.7.1.3 Diabetes mellitus (DM)  

 

Yapılan çalıĢmalarda DM‟nin spermatogenez ve sperm kalitesinde bozulmaya, 

yüksek oranda nükleer DNA hasarlı spermlere, kan-testis bariyerinde değiĢmiĢ 

glukoz metabolizmasına, testosteron sentez ve salgısında azalma ve libidoyu 

azaltarak erkek infertilitesine neden olduğu bildirilmiĢtir. Bu değiĢimlere DM‟ye 

bağlı oksidatif stres ve hormonal değiĢikliklerin sebep olduğu düĢünülmektedir 

(Alves ve ark., 2013; Khaki ve ark., 2009; Singh ve ark., 2016). Diyabetik hastalarda 

genellikle aĢırı ROS üretiminin yanı sıra antioksidan savunma seviyelerinde azalma 

görülmektedir. DM‟nin görülme oranındaki artıĢın fertilitede azalmayla yakından 

iliĢkili olduğu yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Dias ve ark., 2014; Jangir ve Jain, 

2014). Tip I ve Tip II DM‟li genç erkeklerde artan diyabet oranı üreme sağlığını 

negatif etkiliyor olması, yakın gelecekte DM‟ye bağlı fertilite problemlerinin 

artacağı tahmin edilmektedir.  

 

2.7.1.4 YaĢam biçimi 

 

Son zamanlarda araĢtırılan yaĢam biçimi davranıĢları erkek infertilitesi ile 

iliĢkilendirilmiĢtir ve bunlar sigara, alkol, madde bağımlılığı, obezite, stres, ısı ve 

elektromanyetik radyasyona maruz kalma ile ilgilidir.  

Sigara; sigara kullanımının seminal plazma, sperm parametreleri ve infertilite 

ile iliĢkisi olduğu birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir. Ramlau-Hansen ve arkadaĢları 

sperm konsantrasyonu, total sperm sayısı ve sperm motilitesinin sigara içenlerde 

önemli oranda düĢtüğünü bildirmiĢlerdir (Ramlau-Hansen ve ark., 2007). Ghaffari ve 

Rostami, sigara içenlerde spermdeki kreatin kinaz aktivitesinin azaldığını ve sperm 

motilitesini etkilediğini göstermiĢlerdir (Ghaffari ve Rostami, 2013). Sigara içenlerin 

semen örneklerinde lökosit konsantrasyonlarında ve ROS seviyelerinde artıĢ 

gözlenmiĢtir. Aynı zamanda sigara dumanı ve içerikleri oksidatif DNA hasarına yol 

açmaktadır (Perrin ve ark., 2011; Phillips ve Venitt, 2012). 



26 
 

Alkol; aĢırı alkol kullanımı erkeklerde testis atrofisine, libidonun azalmasına ve 

sperm hacmi, sayısı ve hareketinde azalma ve sperm morfolojisinde bozulmaya yol 

açarak infertiliteye neden olmaktadır.   

Obezite; adipoz dokunun kasık bölgesinde birikmesi, testisin ısınmasına neden 

olup sperm üretim ve kalitesinin düĢmesine yol açmaktadır. Obezitenin infertilite 

üzerine etkileri tam olarak aydınlatılmamıĢtır.  Erkek obezitesi ile iliĢkili olduğu 

sperm sayı ve hareketinin azaldığı gözlenmiĢtir.  

Çevresel Zararlı Maddeler; organik civa, pestisitler, kurĢun, uçucu organik 

çözücüler, yapıĢtırıcılar, böcek ilaçları ve silikon gibi maddeler erkek infertilitesine 

neden olan faktörlerdir.    

Elektromanyetik Radyasyon; uzun süre cep telefonu kullanımı sperm sayısını, 

motilitesini azalttığı ve normal morfolojiyi bozduğu bildirilmiĢtir. Bu etkilere ROS 

seviyesindeki yükselme ve total antioksidanlardaki düĢme sebep olabilmektedir 

(Agarwal ve ark., 2009). 

Enfeksiyonlar; genital sistem enfeksiyonları, erkek fertilite bozukluklarının 

yaygın nedeni olarak kabul edilir ve %6-10'luk bir sıklığa sahiptir (Schuppe ve ark., 

2017). Semende artmıĢ lökosit sayısı azalmıĢ sperm kalitesi ile iliĢkilidir. Semende 

lökosit varlığı ROS üretimine neden olan baĢlıca kaynaktır. Bu nedenle sperm 

hareketini ve DNA bütünlüğünü bozabilir (Kessopoulou ve ark., 1992). Yakın 

dönemde yapılan çalıĢmalarda Chlamydia trachomatis, Ureaplasma spp., human 

papilloma virüs, HIV, hepatit B ve C virüsü ve human sitomegalovirüs  sperm 

kalitesi, konsantrasyonu ve motilitesini azaltarak  infertiliye neden olduğu 

bildirilmiĢtir (Gimenes ve ark., 2014).  

Ġmmünolojik Faktörler; erkeklerde orĢit, testiküler travma veya torsiyon, 

vazektomi uygulamaları, genital yol ve prostat enfeksiyonları, testis biyopsi ve 

varikosel gibi problemler sperm hücrelerine karĢı antikor oluĢmasına sebep olabilir. 

Bu antisperm antikorlar, sperm fonsiyonunu bozabilir ve sperm parametrelerini 

olumsuz yönde etkileyebilir dolayısıyla infertiliteye neden olabilir.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

Bu çalıĢmada, Yakın Doğu Üniversitesi Hastanesi Üroloji Polikliniğine ve özel 

bir hastanenin kadın doğum ünitesi üremeye yardımcı teknikler merkezine baĢvuran 

erkek hastalara ait arta kalan semen örnekleri kullanıldı. ÇalıĢma için Yakın Doğu 

Üniversitesi, Bilimsel AraĢtırmalar Değerlendirme Etik Kurul‟undan onay alınmıĢtır 

(Ek 1). Örnek alınan her hastaya Bilgilendirme Formu verildi (Ek 2). Kendi rızasıyla 

kabul eden ve imzalayan gönüllü hastalar çalıĢmaya dahil edildi. Hastaların semen 

örnekleri en az 3 günlük cinsel perhiz sonrası steril kaplara alındı. Örnekler likefiye 

olması için 37 °C‟lik etüvde 30 dakika kadar bekletildi. Hastalara ait spermiyogram 

değerlendirmeleri için Dünya Sağlık Örgütü WHO, 2010 kriterlerine göre yapıldı.  

Sperm örneklerinden alınan ince yaymalar fiksasyondan sonra Spermac boyası ile 

boyandı ve sperm morfolojileri ıĢık mikroskopta x100 objektif büyütmesi ile 

incelendi. Değerlendirmelere göre 70 hastaya ait semen örnekleri; 35 fertil grup ve 

35 infertil grup olacak Ģekilde iki gruba ayrıldı. Gruplara ait hasta tayini için anket 

formu hazırlandı (Tablo 3.1). Fertil ve infertil gruplara sperm DNA bütünlüğünü 

belirlemek için asidik Anilin blue (AB), Toludin blue (TB) ve TUNEL boyamaları 

yapılarak ıĢık ve floresan mikroskobu ile değerlendirildi. x100 objektif büyütmesi ile 

rastgele seçilen alanlardan (+) veya (-) boyanan toplam 100 adet sperm sayıldı. 

Gruplar arası anlamlı fark olup olmadığı ve boyamaların birbirleriyle korelasyonu 

istatiksel olarak karĢılaĢtırıldı.   
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Tablo 3.1. Fertil ve Ġnfertil grubu tayini için kullanılan anket formu 

ADINIZ, SOYADINIZ:                                                                                                                                                       

YAġINIZ:                                           

MESLEĞĠNĠZ:        

KĠLONUZ:                                                                                                                                                                                                   

BOYUNUZ:                                                                                                                                                                      

Evli misiniz?   Evet□         Hayır□                                  

Çocuğunuz var mı?  Evet□         Hayır□   

ĠĢ yerinizde direk ya da indirek kimyasal maddelerle (kurĢun, civa, pestisitler vs.)  temasınız var 

mı?                                                                                 Evet□    Hayır□                                                                                                                                                   

ĠĢ yerinizde radyasyona maruz kalıyor musunuz?               Evet□    Hayır□               

Ağır stres, yorgunluk, uykusuzluk probleminiz var mı?      Evet□    Hayır□            

Kemoterapi veya Radyasyon tedavisi aldınız mı?          Evet□    Hayır□                 

Sigara içiyor musunuz?                                                                     

Evet( )       Hayır( )                    BırakmıĢ( )                                                                                  

Evet veya bırakmıĢ ise günde kaç adet ve süresi: …………..                                                                                                             

Alkol kullanıyor musunuz?                                    Evet□       Hayır□                                      

Evet ise günlük miktarı ve süresi: ………                                              

Sürekli kullandığınız ilaç var mı?                 Evet□          Hayır□                                  

Varsa nedir ve ne kadar zamandır kullanıyorsunuz? …………….              

Allerjiniz var mı? Ġlaç, Astım, Penisilin vs.   Evet□         Hayır□                                 

 Evet ise neye karĢı? ...............................                                                                                            

Sistemik bir hastalığınız var mı? Yüksek tansiyon, Ģeker hastalığı vs.          Evet□         Hayır□                                                                                              

Evet ise nedir?  ..…………………        

Son 3 ay içinde geçirdiğiniz ateĢli hastalık var mı?    Evet□         Hayır□                                             

Herhangi bir nedenle ameliyat oldunuz mu?                Evet□ Hayır□                                                                                                                

Ameliyat olduysanız tarih ve buna bağlı tedavi gördünüz mü? …………..                                                                                     

Varikosel var mı?        Evet□        Hayır□                                    

Evet ise derecesi nedir ve neyle (Fizik muayene/Skrotal doppler USG) tanı konuldu?   

……………..                           

Varikosel ameliyatı (tek taraflı/çift taraflı) oldunuz mu? Evet □       Hayır □    

Evet ise ne zaman ve kaç defa oldunuz (2 veya daha fazla)? ……………..   

Cinsel perhiz süreniz?           1 gün □          2 gün□          3 gün□          4gün□                     

5 gün ve daha fazla□                                                                                             
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3.1.Semen Analizi Makroskobik Değerlendirme 

 

Semen örnekleri, likefaksiyon, görünüm, hacim, viskozite ve pH açısından 

makroskobik olarak değerlendirildi. 

 

3.1.1 Likefaksiyon 

 

Sperm örnekleri oda ısısında veya 37 °C‟lik etüvde 15-60 dakika likefiye olması 

beklendi. 

 

3.1.2 Viskozite 

 

Likefaksiyondan sonra semen örneği 5 ml‟lik bir pipete çekildi. Yer çekimi 

etkisiyle damlamaya bırakıldı ve oluĢan ipliği gözleyerek örneğin viskozitesi 

değerlendirildi. Anormal viskozite artıĢında damla 2 cm‟den uzun iplikcik 

oluĢtururmaktadır. Viskozite; 1-2 cm‟lik bir uzama varsa +1, 2-4 cm‟lik bir uzama 

varsa +2, 4 cm üzeri bir uzama varsa +3 Ģeklinde değerlendirildi.   

 

3.1.3 pH 

 

Likefaksiyondan sonra bir damla semen örneği pH kağıdı üzerine damlatıldı ve 

30 saniye içinde renk değiĢimi kalibrasyon çubuğu ile karĢılaĢtırılarak pH tayin 

edildi. Semenin pH değeri 7,2-8,0 arasındadır. 
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3.1.4 Görünüm 

 

Normal likefiye olmuĢ semen örneği homojen ve gri-opelesan görünümdedir. 

Semenin rengi sarı-yeĢil ise enfeksiyon lehine, kahverengi-kırmızı ise eritrosit lehine 

yorumlanır.  

 

3.1.5 Hacim 

 

Steril enjektör veya dereceli pipete çekilerek semen örneğinin hacmi ölçüldü.  

 

3.2.Semen Analizi Mikroskobik Değerlendirme 

 

Sperm konsantrasyonu ve motilite WHO kriterlerine göre belirlenerek Makler 

sayım kamarası kullanılarak faz-kontrast mikroskobu ile değerlendirildi. 

 

3.2.1 Konsantrasyon 

 

Makler sayım kamarasının ortasına 1 damla semen örneği damlatılıp üst kapak 

kapatılarak x20 objektif büyütmesinde en az 10 karede sayım yapılarak mililitredeki 

sperm sayısı tespit edildi. Sperm konsantrasyonunun total hacim ile çarpımından 

total sperm sayısı hesaplandı. Ġnfertil gruba sperm konsantrasyonu 30 M/ml altında 

olan hastalara ait semen örnekleri çalıĢmaya dâhil edildi.  
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3.2.2. Motilite 

 

Hareketlilik değerlendirilmesi için numunenin likefaksiyonundan 30 dakika 

sonra faz-kontrast mikroskobu ile x20 objektif büyütmesinde makler sayım kamarası 

kullanılarak sperm hareketliliği saptanmıĢtır. Spermler ileri (progresif) hareketli, 

yerinde (nonprogresif) hareketli ve hareketsiz (immotil) Ģeklinde sınıflandırıldı. 

WHO kriterlerine göre infertil gruba ilerleyici hareketlilik değeri %32‟den az olan 

hastalar alınarak çalıĢmaya dâhil edildi.  

 

3.2.3 Aglütinasyon 

 

Hareketli spermlerin antisperm antikorlarının bağlanmaları nedeni ile baĢ-baĢa, 

kuyruk-kuyruğa veya karıĢık Ģekilde birbirlerine yapıĢmalarıdır.  Ġmmünolojik 

infertilite nedeni ile kümelenme olabilir.  

 

3.2.4 Morfoloji 

 

Morfolojik değerlendirme için semen örneğinden lam üzerine 1 damla damlatılıp 

lamelle yayılarak havada kurutuldu ve Spermac boyama yöntemi ile boyandı. 

Hazırlanan yaymalar fiksatif solüsyonunda 5 dakika bekletildi. Fiksatif,  su ile 

uzaklaĢtırıldıktan sonra sırasıyla A, B ve C solüsyonlarında 1,5 dakika boyama 

iĢlemi yapıldı. Her solüsyondan sonra yıkama iĢlemi yapıldı. Yaymalar iyice 

kuruduktan sonra immersiyon yağı kullanılarak x100 objektif büyütmesinde en az 

100 sperm hücresi incelenerek baĢ, boyun, kuyruk anomalileri ve normal 

morfolojideki spermlerin yüzdesi hesaplandı. Değerlendirme sonrası infertil grup için 

normal sperm morfolojisi %4‟ün altında olan hastalar çalıĢmaya dâhil edildi.   

 



32 
 

3.3. Boyaların HazırlanıĢı ve Boyama Yöntemleri 

 

3.3.1. Asidik Anilin Mavisi Boyama 

 

1. Öncelikle fosfatlı tampon çözeltisi pH‟sı 7,2 olan PBS solüsyonu hazırlandı. 

2. 5 gr Anilin mavisi 100 ml PBS ile karıĢtırılıp boya çözeltisi kaynayıncaya kadar 

ısıtıldı ve soğumaya bırakıldı. Soğuduktan sonra karıĢım filtre kağıdı ile süzülerek 

bir ĢiĢede 2 ay süre ile muhafaza edildi. 

3. Boya %100‟lük asetik asitle titre edilerek pH‟sı 3,5‟e getirildi.  

4. Tespit için %25‟lik hazır gluteraldehitden 12 ml alınıp PBS ile karıĢtırılarak 100 

ml‟ye tamamlandı ve %3‟lük gluteraldehit elde edildi. 

5. Her hastaya ait semen örnekleri 1200 devirde 5 dakika santrifüj sonrası PBS ile 

yıkama yapılarak lam üzerine 1 damla örnek damlatılıp ince yaymalar hazırlandı ve 

oda ısısında kurumaya bırakıldı. 

6. Kuruyan preperatlar %3‟lük gluteraldehit ile 30 dakika tespit edildi. 

7. Fiksasyon sonrası 10 dakika pH 3,5 olan asidik anilin mavisi ile boyama iĢlemi 

yapıldı. 

8. Preperatlar 2 kez PBS de yıkandı ve kurumaya bırakıldı. 

9. Mikroskopta immersiyon yağı damlatılarak x100 objektif büyütmesinde rastgele 

seçilen alanlardan toplam 100 adet sperm incelenerek pozitif ve negatif Ģeklinde 

değerlendirildi. 

10. Ġncelenen örneklerde anormal kromatin kondensasyonu gösteren sperm hücreleri 

asidik Anilin mavisi ile koyu mavi (+) boyanırken, normal kromatin kondensasyonu 

gösteren sperm hücreleri ise açık mavi (-) boyandı. Asidik Anilin mavi boyaması ile 

koyu boyanan (+) spermler kromatin kondensasyonu bozuk Ģeklinde değerlendirildi. 

 

3.3.2. Toluidin Mavisi Boyama 

 

1. Öncelikle %50‟lik Mcvallin tamponu (pH=3,5) hazırlandı. 1,395 gr sitrik asit ile 

1,272 gr disodyum hidrojen fosfat karıĢımı üzerine 100 ml distile su eklendi.  

2. Hazırlanan 100 ml Mcvallin tampon ile 50 mg toluidin mavisi karıĢtırılıp boya 

hazırlandı. 
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3. Zayıf asit olarak 0,1 N HCL ve tespit için ethanol/aseton (1:1) karıĢımı hazırlandı. 

4. Her hastaya ait semen örnekleri 1200 devirde 5 dakika santrifüj sonrası PBS ile 

yıkama yapılarak lam üzerine 1 damla örnek damlatılıp ince yaymalar hazırlandı ve 

oda ısısında kurumaya bırakıldı. 

5. Kuruyan preperatlar 1 saat süre ile ethanol/aseton (1:1) karıĢımı ile fikse edildi. 

6. Fiksasyon sonrası havada kurutulan preperatlar  +4 derecede bulunan 0,1 N HCL 

içerisinde 5 dakika hidroliz edildi. 

7. Preperatlar 3 kez 2‟Ģer dakika distile su ile yıkandı. 

8. 5 dakika %0,05 toluidin mavisi içinde bekletildi ve distile su ile yıkandıktan sonra 

kurumaya bırakıldı. 

9.  Mikroskopta immersiyon yağı damlatılarak x100 objektif büyütmesinde rastgele 

seçilen alanlardan toplam 100 adet sperm incelenerek pozitif ve negatif Ģeklinde 

değerlendirildi. 

10. Ġncelenen örneklerde anormal kromatin kondensasyonu gösteren sperm hücreleri 

Toluidin mavisi ile koyu mavi (+) boyanırken, normal kromatin kondensasyonu 

gösteren sperm hücreleri ise açık mavi (-) boyandı. Toluidin mavi boyaması ile koyu 

boyanan (+) spermler kromatin kondensasyonu bozuk Ģeklinde değerlendirildi. 

 

3.3.3. TUNEL Floresan Boyama 

 

1. Her hastaya ait semen örnekleri 1200 devirde 5 dakika santrifüj sonrası PBS ile 

yıkama yapılarak pozitif Ģarjlı lam üzerine 1 damla örnek damlatılıp ince yaymalar 

hazırlandı ve oda ısısında kurumaya bırakıldı. 

2. TUNEL floresan boyaması için çalıĢmada In situ cell death detection kit (Roche, 

Germany, Catolog No. 11 684 795 910) kullanıldı.  

3. Tespit için yayma preperatları %4‟lük paraformaldehit (ph=7,4) ile 1 saat oda 

sıcaklığında karanlık ortamda bekletildi. 

4. Fiksasyon sonrası preperatlar PBS ile 3 kez yıkandı ve Pap-Pen kalemi ile 

incelenecek alanlar iĢaretlendi.  

5. %10‟luk sodyum sitrat ile %0,1‟lik Triton X-100 ile karıĢtırılarak hazırlanan 

geçirgenlik solüsyonu içinde 2 dakika buz üzerinde bekletildi. 

6. Permeabilizasyon sonrası preperatlar PBS ile 3 kez yıkandı. 
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7. 50 µl Vial 1 enzim solüsyonu ile 450 µl Vial 2 label solüsyonu karıĢtırılarak 

hazırlanan TUNEL karıĢım solüsyonundan her bir örneğe 50 µl damlatıldı. Sonra 

iĢaretli alanların üzeri parafilm ile kapatılıp 1 saat 37 derece etüvde bekletildi.  

8. PBS ile 3 kez yıkama yapıldı. 

9. Hazırlanan örneklere 1 damla horseradish peroxidase damlatılarak lamel ile 

kapatıldı. 

10. Örnekler floresan mikroskop ile x100 objektif büyütmesinde toplam 100 adet 

sperm incelenerek sayım yapıldı.  

11. Normal hücre DNA‟sına sahip sperm baĢları soluk yeĢil floresan boyama, 

apoptotik hücre DNA‟sına sahip sperm baĢları ise parlak yeĢil floresan boyama 

(TUNEL pozitif) gösterdi.  

 

3.6. Verilerin Ġstatiksel Analizi 

 

AraĢtırma verileri istatiksel açıdan SPSS 24,0 veri analizi yazılımıyla 

çözümlenmiĢtir. AraĢtırma kapsamına alınan katılımcıların yaĢ ve sperm 

parametrelerine (sperm konsantrasyonu, morfoloji, hareketlilik) iliĢkin tanımlayıcı 

istatistikler için ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum değerler 

tablolarda gösterilmiĢtir. Fertil ve infertil grup arasındaki farklılıkların 

değerlendirilmesi için Mann-Whitney U testi kullanılmıĢtır. Fertil ve infertil 

grupların spermiyogram parametrelerinin (sperm konsantrasyonu, hareketlilik, 

morfoloji ve defektler) değerleri ile AB, TB ve TUNEL boyama değerleri arasındaki 

iliĢkilerin belirlenmesi ve boyamaların birbirleriyle korelasyonu için Spearman testi 

uygulanmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlılık p˂0,05 olarak değerlendirildi.  
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4. BULGULAR 

 

AraĢtırma kapsamına alınan katılımcıların yaĢ ve sperm parametrelerine iliĢkin 

tanımlayıcı istatistikler Tablo 4.1.‟de sunulmuĢtur.  

Tablo 4.1. incelendiğinde araĢtırmaya dahil edilen bireylerin yaĢlarının 

 ̅=35,97±5,30, sperm konsantrasyonu  ̅=43,76±26,42(xM/ml), normal morfoloji 

 ̅=3,55±1,39(%), hızlı ileri hareketli  ̅=18,87±9,84(%), yavaĢ ileri hareketli 

 ̅=17,66±8,48(%), yerinde hareketli  ̅=14,40±7,57(%), hareketsiz sperm 

 ̅=49,07±19,47(%), toplam hareketlilik  ̅=50,93±19,47(%), ilerleyici hareketlilik 

 ̅=36,53±16,95(%) ve TUNEL+  ̅=15,00±13,36(%) bulunmuĢtur. 

 

Tablo 4.1. Katılımcıların yaĢ ve sperm parametrelerine iliĢkin tanımlayıcı 

istatistikler 

 
n  ̅ s Min Max 

YaĢ 70 35,97 5,30 27 49 

Sperm Konsantrasyonu (xM/ml) 70 43,76 26,42 1,2 100 

Normal Morfoloji (%) 70 3,55 1,39 0 6 

Hızlı Ġleri Hareketli (%) 70 18,87 9,84 0 45 

YavaĢ Ġleri Hareketli (%) 70 17,66 8,48 0 45 

Yerinde Hareketli (%) 70 14,40 7,57 4 40 

Hareketsiz sperm (%) 70 49,07 19,47 0 80 

Toplam Hareketlilik (%) 70 50,93 19,47 20 100 

Ġlerleyici Hareketlilik (%) 70 36,53 16,95 0 80 

TUNEL+ (%) 40 15,00 13,36 2 58 

 

 

Tablo 4.2. Katılımcıların gruplarına göre yaĢlarının karĢılaĢtırılmasına iliĢkin 

Mann-Whitney U testi sonuçları gösterilmiĢtir.  
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Tablo 4.2. incelendiğinde araĢtırma kapsamına alınan fertil ve infertil grupta yer 

alan bireylerin yaĢları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadığı tespit 

edilmiĢtir (p˃0,05). AraĢtırmaya katılan fertil ve infertil bireylerin benzer yaĢta 

olduğu görülmüĢtür. 

 

Tablo 4.2. Katılımcıların gruplarına göre yaĢlarının karĢılaĢtırılması (n=70) 

 
Grup n  ̅ s Medyan Min Max Sıra Ort. Z p 

YaĢ 
Fertil 35 36,46 5,59 36 28 46 37,23 

-0,713 0,476 
Infertil 35 35,49 5,03 35 27 49 33,77 

 

 

 

 

 

ġekil 4.1. Katılımcıların gruplarına göre yaĢ ortalamaları 

 

 

 

 

 

Fertil Infertil

36,46 

35,49 

Yaş 
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4.1. Sperm Konsantrasyonu ve Hareketlilik 

 

Tablo 4.3.‟te araĢtırma kapsamına alınan fertil ve infertil bireylerin sperm 

konstantrasyonu ve hareketlilik değerlerinin karĢılaĢtırılmasına iliĢkin yapılan Mann-

Whitney U testi sonuçları gösterilmiĢtir.  

AraĢtırmaya katılan fertil bireylerin sperm konsantrasyonu 

 ̅=65,91±17,57(xM/ml), hızlı ileri hareketli  ̅=26,46±7,89(%), yavaĢ ileri hareketli 

 ̅=23,14±8,14(%), yerinde hareketli  ̅=17,74±6,87(%), hareketsiz sperm 

 ̅=32,66±13,61(%), toplam hareketlilik  ̅=67,34±13,61(%), ilerleyici hareketlilik 

 ̅=49,60±13,81(%) bulunmuĢtur. AraĢtırmaya alınan infertil bireylerin ise sperm 

konsantrasyonu  ̅=21,61±9,85(xM/ml), hızlı ileri hareketli  ̅=11,29±3,99(%), yavaĢ 

ileri hareketli  ̅=12,17±4,20(%), yerinde hareketli  ̅=11,06±6,80(%), hareketsiz 

sperm  ̅=65,49±5,41(%), toplam hareketlilik  ̅=34,51±5,41(%), ilerleyici hareketlilik 

 ̅=23,46± 6,40(%) bulunmuĢtur. 

AraĢtırma kapsamına alınan fertil ve infertil bireylerin sperm konsantrasyonu, 

hızlı ileri hareketli, yavaĢ ileri hareketli, yerinde hareketli, hareketsiz sperm, toplam 

hareketlilik ve ilerleyici hareketlilik değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark bulunduğu saptanmıĢtır (p<0,05). Fertil bireylerin sperm konsantrasyonu, hızlı 

ileri hareketli, yavaĢ ileri hareketli, yerinde hareketli, toplam hareketlilik ve ilerleyici 

hareketlilik değerleri infertil bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek, hareketsiz 

sperm değerleri ise düĢük bulunmuĢtur.  
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Tablo 4.3. Katılımcıların gruplarına göre sperm konsantrasyonu ve hareketlilik 

değerlerinin karĢılaĢtırılması (n=70) 

 
Grup n  ̅ s Medyan Min Max 

Sıra 

Ort. 
Z p 

Sperm 

Kons.(xM/ml) 

Fertil 35 65,91 17,57 60 45 100 53,00 
-7,259 0,000* 

Infertil 35 21,61 9,85 26 1 30 18,00 

HızlıĠleri 

Hareketli (%) 

Fertil 35 26,46 7,89 24 15 45 52,37 
-6,947 0,000* 

Infertil 35 11,29 3,99 12 0 20 18,63 

YavaĢĠleri 

Hareketli (%) 

Fertil 35 23,14 8,14 21 10 45 49,81 
-5,898 0,000* 

Infertil 35 12,17 4,20 12 0 20 21,19 

Yerinde 

Hareketli (%) 

Fertil 35 17,74 6,87 20 6 30 44,99 
-3,990 0,000* 

Infertil 35 11,06 6,80 10 4 40 26,01 

Hareketsiz 

sperm (%) 

Fertil 35 32,66 13,61 31 0 55 18,00 
-7,222 0,000* 

Infertil 35 65,49 5,41 65 60 80 53,00 

Toplam 

Hareketlilik (%) 

Fertil 35 67,34 13,61 69 45 100 53,00 
-7,237 0,000* 

Infertil 35 34,51 5,41 35 20 40 18,00 

Ġlerleyici 

Hareketlilik (%) 

Fertil 35 49,60 13,81 40 35 80 53,00 
-7,222 0,000* 

Infertil 35 23,46 6,40 25 0 32 18,00 

 *p<0,05 

 

 

 

ġekil 4.2. Katılımcıların gruplarına göre sperm konsantrasyonu ortalamaları 

 

Fertil Infertil

65,91 

21,61 

Sperm 
Konsantrasyonu (xM/ml)  
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ġekil 4.3. Katılımcıların gruplarına göre hızlı ileri hareketli sperm ortalamaları 

 

 

 

 

ġekil 4.4. Katılımcıların gruplarına göre yavaĢ ileri hareketli sperm ortalamaları 

 

 

Fertil Infertil

26,46 

11,29 

Hızlı İleri 
Hareketli (%)  

Fertil Infertil

23,14 

12,17 

Yavaş İleri 
Hareketli (%)  
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ġekil 4.5. Katılımcıların gruplarına göre yerinde hareketli sperm ortalamaları 

 

 

 

 

ġekil 4.6. Katılımcıların gruplarına göre hareketsiz sperm ortalamaları 

 

 

Fertil Infertil

17,74 

11,06 

Yerinde 
Hareketli (%)  

Fertil Infertil

32,66 

65,49 

Hareketsiz 
sperm (%)  
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ġekil 4.7. Katılımcıların gruplarına göre toplam hareketlilik ortalamaları 

 

 

 

 

ġekil 4.8. Katılımcıların gruplarına göre ilerleyici hareketlilik ortalamaları 

 

 

 

 

 

Fertil Infertil

67,34 

34,51 

Toplam 
Hareketlilik (%)  

Fertil Infertil

49,60 

23,46 

İlerleyici 
Hareketlilik (%)  
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4.2. Sperm Morfolojisi 

 

Tablo 4.4. araĢtırmaya dahil edilen fertil ve infertil bireylerin normal morfoloji 

ve defekt değerlerinin karĢılaĢtırılmasına iliĢkin Mann-Whitney U testi sonuçları 

gösterilmiĢtir.  

Tablo 4.4. incelendiğinde, araĢtırmaya dahil edilen fertil bireylerin normal 

morfoloji değerlerinin  ̅=4,74±0,78(%), baĢ defekti değerlerinin  ̅=49,57±11,00(%), 

boyun defekti değerlerinin  ̅=15,11±7,58 (%) ve kuyruk defekti değerlerinin 

 ̅=26,34±13,85(%) olduğu saptanmıĢtır.  Ġnfertil bireylerin normal morfoloji 

değerlerinin  ̅=2,37±0,65(%), baĢ defekti değerlerinin  ̅=51,69±15,09(%), boyun 

defekti değerlerinin  ̅=19,34±6,01 (%) ve kuyruk defekti değerlerinin 

 ̅=30,83±17,88(%) olduğu tespit edilmiĢtir.  

AraĢtırma kapsamına alınan fertil ve infertil bireylerin normal morfoloji ve 

boyun defekti değerleri arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olduğu 

tespit edilmiĢtir (p<0,05). Fertil bireylerin normal morfoloji değerleri infertil 

bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek bulunmuĢtur. Ġnfertil bireylerin boyun defekti 

değerleri fertil bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek bulunmuĢtur. 

AraĢtırma kapsamına alınan fertil ve infertil bireylerin baĢ ve kuyruk defekti 

değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadığı görülmüĢtür 

(p>0,05). 
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 Tablo 4.4. Katılımcıların gruplarına göre normal morfoloji ve defekt değerlerinin 

karĢılaĢtırılması (n=70) 

 
Grup n  ̅ s M Min Max 

Sıra 

Ort. 
Z p 

Normal 

Morfoloji (%) 

Fertil 35 4,74 0,78 5 4 6 53,00 
-7,372 0,000* 

Infertil 35 2,37 0,65 2 0 3 18,00 

BaĢ 

Defekti (%) 

Fertil 35 49,57 11,00 50 20 66 33,19 
-0,953 0,341 

Infertil 35 51,69 15,09 54 18 74 37,81 

Boyun 

Defekti (%) 

Fertil 35 15,11 7,58 15 4 39 28,10 
-3,058 0,002* 

Infertil 35 19,34 6,01 20 8 35 42,90 

Kuyruk 

Defekti (%) 

Fertil 35 26,34 13,85 20 10 62 33,39 
-0,871 0,384 

Infertil 35 30,83 17,88 24 4 72 37,61 

*p<0,05 

 

 

   

ġekil 4.9. Katılımcıların gruplarına göre normal morfoloji ortalamaları 

 

Fertil Infertil

4,74 

2,37 

Normal 
Morfoloji (%)  
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ġekil 4.10. Katılımcıların gruplarına göre baĢ defekti ortalamaları 

 

 

 

 

ġekil 4.11. Katılımcıların gruplarına göre boyun defekti ortalamaları  

 

 

Fertil Infertil

49,57 

51,69 

Baş 
Defekti (%)  

19,34 

15,11 

Boyun 
Defekti (%)  

İnfertil                                      Fertil 
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ġekil 4.12. Katılımcıların gruplarına göre kuyruk defekti ortalamaları 

 

4.3. Sperm Kromatin Kondensasyonu ve Sperm DNA Fragmantasyonu 

 

Tablo 4.5. katılımcıların gruplarına göre asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve 

TUNEL değerlerinin karĢılaĢtırılmasına iliĢkin Mann-Whitney U testi sonuçları 

gösterilmiĢtir.  

Tablo 4.5. incelendiğinde araĢtırmaya dahil edilen fertil bireylerin asidik anilin 

blue+ değerlerinin  ̅=10,77±8,19(%), toluidin blue+ değerlerinin  ̅=16,54±13,23(%) 

ve TUNEL+ değerlerinin  ̅=3,65±1,09 (%) olduğu saptanmıĢtır. Infertil bireylerin 

asidik anilin blue+ değerlerinin  ̅=44,60±13,66(%), toluidin blue+ değerlerinin 

 ̅=42,57±14,98(%) ve TUNEL+ değerlerinin  ̅=26,35±9,70(%) olduğu görülmüĢtür. 

AraĢtırma kapsamına alınan fertil ve infertil bireylerin Anilin blue+, Toluidin 

blue+ ve TUNEL+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunduğu 

tespit edilmiĢtir (p<0,05). AraĢtırmaya alınan infertil bireylerin Anilin blue+, 

Toluidin blue+ ve TUNEL+ değerleri fertil bireylere göre daha yüksek bulunmuĢtur.  

 

Fertil Infertil

26,34 

30,83 

Kuyruk 
Defekti (%)  
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Tablo 4.5. Katılımcıların gruplarına göre asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve 

TUNEL+ değerlerinin karĢılaĢtırılması (n=70) 

 
Grup n  ̅ s M Min Max Sıra Ort. Z p 

Asidik 

Anilin blue+ (%) 

Fertil 35 10,77 8,19 10 2 36 18,96 
-6,807 0,000* 

Infertil 35 44,60 13,66 46 12 63 52,04 

Toluidin 

blue+ (%) 

Fertil 35 16,54 13,23 12 2 39 21,39 
-5,807 0,000* 

Infertil 35 42,57 14,98 44 15 65 49,61 

TUNEL+ (%) 
Fertil 20 3,65 1,09 3,5 2 5 10,50 

-5,441 0,000* 
Infertil 20 26,35 9,70 24,5 15 58 30,50 

*p<0,05 

 

 

 

 

ġekil 4.13. Katılımcıların gruplarına göre Asidik Anilin blue+  ortalamaları 

 

Fertil Infertil

10,77 

44,60 

Asidik 
Anilin blue+ (%)  
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ġekil 4.14. Katılımcıların gruplarına göre Toluidin blue+  ortalamaları 

 

 

 

ġekil 4.15. Katılımcıların gruplarına göre TUNEL+  ortalamaları 

 

 

 

 

Fertil Infertil

16,54 

42,57 

Toluidin 
blue+ (%)  

Fertil Infertil

3,65 

26,35 

TUNEL+ (%)  
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4.4. Sperm Parametreleri ile AB, TB ve TUNEL Değerleri Arasındaki 

Korelasyonlar  

 

Tablo 4.6.‟da araĢtırma kapsamına alınan fertil bireylerin sperm 

konstantrasyonu, hareketlilik, normal morfoloji ve defekt değerleri ile asidik anilin 

blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ değerleri arasındaki korelasyonların 

incelenmesine dair Spearman korelasyon analizi sonuçları gösterilmiĢtir.  

Tablo 4.6. incelendiğinde fertil bireylerin sperm konstantrasyonu, hareketlilik, 

normal morfoloji ve defekt değerleri ile asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve 

TUNEL+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon bulunmadığı 

tespit edilmiĢtir (p>0,05).  

Tablo 4.6. Fertil bireylerin sperm konstantrasyonu, hareketlilik, normal morfoloji ve 

defekt değerleri ile asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL değerleri 

arasındaki korelasyonlar 

  

Asidik 

Anilin Blue+ (%) 

Toluidin 

Blue+ (%) 
TUNEL+ (%) 

Sperm 

Konsantrasyonu (xM/ml) 

r 0,04 0,00 0,19 

p 0,82 1,00 0,41 

Toplam 

Hareketlilik (%) 

r -0,06 -0,01 0,29 

p 0,75 0,96 0,21 

Ġlerleyici 

Hareketlilik (%) 

r 0,07 -0,06 0,18 

p 0,67 0,74 0,45 

Normal 

Morfoloji (%) 

r -0,13 0,24 0,14 

p 0,46 0,17 0,56 

BaĢ 

Defekti (%) 

r -0,11 -0,06 0,03 

p 0,53 0,73 0,89 

Boyun 

Defekti (%) 

r 0,09 0,18 0,20 

p 0,61 0,29 0,40 

Kuyruk 

Defekti (%) 

r 0,12 -0,10 -0,12 

p 0,49 0,55 0,62 
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Tablo 4.7.‟de infertil bireylerin sperm konsantrasyonu, hareketlilik, normal 

morfoloji ve defekt değerleri ile asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ 

değerleri arasındaki korelasyonların incelenmesine dair Spearman korelasyon analizi 

sonuçları gösterilmiĢtir.  

AraĢtırma kapsamına alınan infertil bireylerin sperm konsantrasyonu, 

hareketlilik, normal morfoloji ve defekt değerleri ile asidik anilin blue+, toluidin 

blue+ ve TUNEL+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon olmadığı 

saptanmıĢtır (p>0,05).  

Tablo 4.7. Infertil bireylerin sperm konsantrasyonu, hareketlilik, normal morfoloji ve 

defekt değerleri ile asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ değerleri 

arasındaki korelasyonlar 

  

Asidik 

Anilin blue+ (%) 

Toluidin 

blue+ (%) 
TUNEL+ (%) 

Sperm 

Konsantrasyonu (xM/ml) 

r 0,12 0,01 -0,05 

p 0,49 0,94 0,82 

Toplam 

Hareketlilik (%) 

r -0,10 0,12 -0,07 

p 0,59 0,47 0,75 

Ġlerleyici 

Hareketlilik (%) 

r 0,25 0,42 0,13 

p 0,16 0,01 0,58 

Normal 

Morfoloji (%) 

r 0,33 0,14 0,02 

p 0,06 0,41 0,94 

BaĢ 

Defekti(%) 

r 0,05 0,02 0,21 

p 0,78 0,92 0,37 

Boyun 

Defekti (%) 

r 0,18 -0,03 -0,01 

p 0,30 0,88 0,97 

Kuyruk 

Defekti (%) 

r -0,12 0,00 -0,29 

p 0,49 1,00 0,22 
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4.5. Gruplar Ġçinde AB, TB ve TUNEL Değerleri Arasındaki Korelasyonlar 

 

Tablo 4.8.‟de araĢtırmaya dahil edilen fertil bireylerin asidik anilin blue+, 

toluidin blue+ ve TUNEL+ değerleri arasındaki korelasyonların belirlenmesi 

amacıyla yapılan Spearman korelasyon analizi sonuçları gösterilmiĢtir.  

Tablo 4.8.‟e göre araĢtırmaya katılan fertil bireylerin asidik anilin blue+ 

değerleri ile toluidin blue+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı ve pozitif 

yönlü korelasyonlar bulunduğu saptanmıĢtır (p<0,05). Buna göre fertil bireylerin 

asidik anilin blue+ değerleri arttıkça, toluidin blue+ değerleri de artmaktadır.  

Fertil bireylerin TUNEL+ değerleri ile asidik anilin blue+ ve toluidin blue+ 

değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyonlar tespit edilememiĢtir 

(p>0,05).  

 

Tablo 4.8. Fertil bireylerin asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ değerleri 

arasındaki korelasyonlar (n=20) 
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Asidik 

Anilin blue+ (%) 

r 1,00 
  

p 
   

Toluidin blue+ (%) 
r 0,43 1,00 

 
p 0,01* 

  

TUNEL+ (%) 
r 0,35 0,40 1,00 

p 0,13 0,08 
 

*p<0,05 
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Tablo 4.9.‟da infertil bireylerin asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ 

değerleri arasındaki korelasyonların belirlenmesi amacıyla yapılan Spearman 

korelasyon analizi sonuçları verilmiĢtir.  

Tablo 4.9. incelendiğinde infertil bireylerin asidik anilin blue+ değerleri ile 

toluidin blue+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı ve pozitif yönlü 

korelasyonlar bulunduğu saptanmıĢtır (p<0,05). Buna göre infertil bireylerin asidik 

anilin blue+ değerleri arttıkça, toluidin blue+ değerleri de artmaktadır.  

AraĢtırma kapsamına alınan infertil bireylerin TUNEL+ değerleri ile asidik 

anilin blue+ ve toluidin blue+ değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı 

korelasyonlar olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05). Infertil bireylerin TUNEL+ değerleri 

arttıkça asidik anilin blue+ ve toluidin blue+ değerleri de artmaktadır.  

 

Tablo 4.9. Infertil bireylerin asidik anilin blue+, toluidin blue+ ve TUNEL+ 

değerleri arasındaki korelasyonlar (n=20) 
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Asidik Anilin blue+ (%) 
r 1,00 

  
p 

   

Toluidin blue+ (%) 
r 0,607 1,00 

 
p 0,000* 

  

TUNEL+ (%) 
r 0,567 0,611 1,00 

p 0,009* 0,004* 
 

*p<0,05 
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4.6. IĢık Mikroskobik Bulgular 

 

ġekil 4.16. Fertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu normal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gösterilen) açık mavi görülmektedir.  

 



53 
 

 

ġekil 4.17. Fertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu normal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gösterilen) açık mavi, anormal 

kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gösterilen) koyu mavi 

görülmektedir.  
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ġekil 4.18. Ġnfertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu anormal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok) koyu mavi gözlenmektedir.  
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ġekil 4.19. Ġnfertil grubuna ait asidik anilin blue boyama sonucu anormal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok) koyu mavi gözlenmektedir.  
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ġekil 4.20. Fertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gösterilen) açık mavi, anormal 

kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gösterilen) koyu mavi 

görülmektedir.  
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ġekil 4.21. Fertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gösterilen) açık mavi, anormal 

kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gösterilen) koyu mavi 

görülmektedir.  
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ġekil 4.22. Ġnfertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gösterilen) açık mavi, anormal 

kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gösterilen) koyu mavi 

görülmektedir.  
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ġekil 4.23. Ġnfertil grubuna ait toluidin blue boyama sonucu normal kromatin 

kondensasyonuna sahip spermler (beyaz ok ile gösterilen) açık mavi, anormal 

kromatin kondensasyonuna sahip spermler (lacivert ok ile gösterilen) koyu mavi 

görülmektedir.  
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4.7. Floresan Mikroskobik Bulgular 

 

ġekil 4.24. Fertil grubuna ait floresan TUNEL boyama sonucu pozitif (+) boyanan 

spermler (turuncu ok ile gösterilen)  ve negatif (-) boyanan spermler (beyaz ok) 

gözlenmektedir.   
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ġekil 4.25. Ġnfertil grubuna ait floresan TUNEL boyama sonucu pozitif (+) boyanan 

spermler (turuncu ok) ve negatif (-) boyanan spermler (beyaz ok) gözlenmektedir.  
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Erkek infertilitesi multifaktöriyel, heterojen, genetik ve çevresel faktörlerin 

etkisiyle oluĢan bir patolojidir. Rapor edilen oranlar değiĢkenlik göstermekle birlikte 

yaklaĢık infertil çiftlerin %50‟sinde erkek faktörü vardır denilebilir. Erkek 

infertilitesinde bilinen nedenler  %30 ile %50 arasındadır ve kongenital veya 

sonradan kazanılmıĢ ürogenital anomaliler sonucu oluĢurlar. Maligniteler,  ürogenital 

sistemdeki enfeksiyonlar, varikosel de olduğu gibi artan testis ısısı, endokrin 

bozukluklar, kromozom delesyonları, tek gen  mutasyonları gibi bilinen genetik 

bozukluklar, immünolojik faktörler  baĢlıca bilinen nedenler arasında sayılır 

(Esteves, 2016; GüneĢ ve ark., 2016; Zeqiraj ve ark., 2018). Çoğu kez spermiyogram 

parametrelerindeki bozulmalarla parelellik gösterir ve geri dönüĢü ileri tetkiklerle 

patolojiye ulaĢılabilir.  

Bilinmeyen nedenler ise bilinenlerin dıĢında kalan yaklaĢık yarısını (%30-50) 

oluĢturacak kadar fazladır ve idiyopatik veya açıklanamayan infertilite olarak bilinir. 

Her zaman spermiyogram parametreleriyle parelel seyretmezler. Bu durumdaki 

erkeklerde patolojiyi etkileyecek geçirilmiĢ bir hastalık yoktur. Fizik muayene, 

endokrin ve kalıtsal genetik biyokimyasal laboratuvar değerleri normaldir. Ġdiyopatik 

erkek infertilitesi kadın faktörünün tamamen normal ve spermiyogram değerlerinin 

bazen ileri derecede bozuk, %15 kadar vakada ise normal olmasıyla karakterizedir 

(Esteves, 2016; GüneĢ ve ark., 2016; Zeqiraj ve ark., 2018). Bu durumdaki hastalar 

da normozoospermic infertilite tanısını alırlar (Bracke ve ark., 2018).   

 Erkek infertilitesinin etiyolojisindeki bu belirsizlikler araĢtırıcıları semen 

analiziyle birlikte sperm DNA/kromatin yapısını incelemeye yöneltmiĢtir. Son 20-25 

yıldır bu konuda yapılan çalıĢmalar devam etmektedir. Kaynakların çokluğu 

kullanılan yöntemlerin çeĢitliliği nedeniyle yapılan taramalarda nisbeten daha güncel 

ve konuyla direkt iliĢkili olan kaynakların bu çalıĢma için ayrıĢtırılması zaruri 

olmuĢtur. 2016 yılında yayınlanan oldukça geniĢ kapsamlı derleme makaleye göre 

son 20 yıl içinde bu konuda 1500‟den fazla çalıĢma yayınlanmıĢ 2016 yılı itibariyle 

bunların 1000 adedi ise son altı yıla aittir (Steger ve Balhorn, 2018).  
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ÇalıĢmaya konu olan erkek üreme hücresi sperm, spermiyum veya spermatozoa 

yaklaĢık 60 µm uzunluğunda baĢ, boyun, orta parça ve kuyruk olmak üzere 4 

bölümden oluĢan yapısal ve iĢlevsel olarak ileri derecede polarlaĢmıĢ bir hücredir. 

BaĢ bölümünün büyük kısmını, içerisinde sıkıca paketlenmiĢ DNA ve iliĢkili 

proteinlerin oluĢturduğu transkripsiyona yani gen açılımına kapalı kompakt kromatin 

oluĢturur. 

Spermiyum, testis seminifer tübüllerinde spermatogenez ve spermiyogenez 

denilen birbirini izleyen iki farklanma süreciyle geliĢir. Spermatogenez baĢlıca 

haploid spermatidin oluĢmasını, spermiyogenez ise haploid spermatidin yapısal 

değiĢimler geçirerek spermiyuma dönüĢmesini tanımlayan süreçlerdir 

(Kierszenbaum ve Tres, 2004). Spermiyogenez çok dinamik hücre biçim değiĢimleri 

ile birlikte epigenetik ve kromatinin yeniden yapılanmasını da içeren çok dinamik bir 

süreçtir. 

Spermatogenezde baĢlayan kromatin yapılanması spermiyogenezde de devam 

eder, kromatin kompaktlaĢır. Normal somatik hücrelerdeki histon proteinlerinin 

yerini testise özgü bazik bir protein olan protamin alır (Kierszenbaum ve Tres, 2004; 

Kimmins ve Sassone-Corsi, 2005). Ġnsan spermiyumda DNA‟yı yapılandıran DNA 

ipliği ile ilgili proteinlerin %85-95 kadarını protamin oluĢturur. Ancak fertilizasyon 

ve erken embriyo geliĢimi ile ilgili DNA segmenti veya genler %5-15 oranında 

bulunan histon proteinlerine bağlı olarak kalır yani bir değiĢime uğramazlar. 

Protaminler ufak bazik proteinlerdir, asidik DNA‟ya yüksek afinitede bağlanır. 

Protaminler pozitif yüklü arginin rezidülerinden zengin olduğu için DNA ipliğindeki 

fosfodiester bandlarını nötralize eder. Bu yolla DNA daha esnek bir yapı kazanır ve 

kendi üzerine kıvrılıp katlanarak kompakt sıkı bobin gibi sarmallanmıĢ bir yapı 

oluĢturur. Buna tight toroidal complex denir. Bobindeki her bir sarmal diğerine sıkıca 

yapıĢmıĢtır. Böylece DNA ve protaminden oluĢan genetik materyal veya kromatin 

iyice sıkıĢtırılarak normal vücut hücresi çekirdeğinin yaklaĢık kırkda biri 

boyutundaki küçük spermiyum çekirdeği içine sığar. Protaminler sistein 

rezidülerinden zengindir. Bunların aralarında çapraz disülfit bağları oluĢur bu yolla 

kromatin daha kompakt transkripsiyona kapalı dıĢardan gelebilecek örseleyici 

etkilere dayanıklı sağlam yapısını kazanır (Kimmins ve Sassone-Corsi, 2005). 



64 
 

Bu yapılanmanın paternal DNA‟yı oositle buluĢana kadar, fertilizasyona kadar 

dıĢtan gelecek örseleyici/zararlı etkilerden korumak gen ifadesini de açılıma 

kapatarak kromatini daha zor ulaĢılabilir hale getirmektir. Zira transkripsiyon veya 

genlerin kullanıma açılımı kromatinin daha gevĢek yapılandığı bölgelerde baĢlar. 

Kompakt kromatin heterokromatinde olduğu gibi transkripsiyona yani gen açılımına 

kapalıdır. Erkek üreme hücresi testisi geçtikten sonra epidimise, ductus deferens ve 

ejakulator kanala ulaĢan uzun bir yol izler. Ayrıca diĢi üreme yollarında da bir seri 

değiĢimden geçerek fertilizasyon yeteneğini kazanır. Gerek erkek gerekse diĢi üreme 

yollarındaki bu uzun yolculuk spermiyumun oositle buluĢana kadar dıĢ etkenlerle 

karĢılaĢma olasılığını arttırır (Singh ve Agarwal, 2011).  

Fertilizasyonu takiben sperm DNA‟sındaki protaminler ortadan kaldırılır. Yerini 

oositten sağlanan histonlar alır ve kromatinin kompakt yapısı açılır. Bu süreçte artık 

protaminin koruyucu görevi sona ermiĢtir. Sperm DNA‟sı da transkripsiyon ve 

protein sentezine uygun hale gelmiĢtir. Bu değiĢimler fertilizasyonu baĢarı ile 

tamamlandığını göstermektedir. Sperm DNA‟sında orjinal olarak bulunan ve 

protaminle yer değiĢtirmemiĢ histonlarda bir değiĢim olmaz. Bu histonlara bağlı 

olarak erken geliĢim, implantasyon gibi önemli süreçlerde rol oynayan paternal 

kaynaklı genler bulunur. Ancak bu paternal genler daha az korumalı histonlarla 

iliĢkili olduğundan fertilizasyona kadar geçen sürede daha kolay etkilenebilir bir 

pozisyondadır (Singh ve Agarwal, 2011).   

Protamin toroidlerin, geçici olarak yani oositle buluĢana kadar sperm DNA‟sının 

yapısal sağlamlığını veya integritesini sağlayan önemli moleküller olduğu ortaya 

çıkar. Bu değiĢim sperm kromatinin uygun kompaktlaĢıp tekrar dekondanse olarak 

açılmasını kontrol eden önemli bir epigenetik düzenlemedir. Buradaki herhangi bir 

bozukluk kromatin yapısını bozar ve genetik materyali dıĢ etkilerden kolay 

etkinebilir duruma getirir. Histon protamin değiĢimindeki bozukluklar veya yetersiz 

değiĢim kromatin kompaktlaĢmasının bozulmasına neden olur. Buna geliĢimini 

tamamlayamamıĢ/olgunlaĢmamıĢ/immatür kromatin denir. Kondensasyonun 

bozulmasıyla örseleyici etkilere daha açık olan genetik materyal hasarlanır ve 

fragmantasyon veya tekli veya çiftli kırıklar gösterir. Kromatinin integrasyonu veya 

bütünlüğü bozulur (Erenpreiss ve ark., 2006; Shamsi ve ark., 2008; Singh ve 

Agarwal, 2011; Steger ve Balhorn, 2018). Bu durum erkek infertilitesinin en önemli 
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nedenlerinden biridir. DNA‟daki hasarın temel nedenleri arasında uygun kromatin 

paketlenmesinin olmaması ve buna bağlı geliĢen fragmantasyon, tamamlanmamıĢ 

veya abortiv apoptoz, antioksidan kapasiteyi aĢan reaktif oksijen radikallerinin 

(ROS) oluĢturduğu DNA hasarı ve oksidatif stres sayılabilir (Erenpreiss ve ark., 

2006; Singh ve Agarwal, 2011; Shamsi ve ark., 2008; 2011).     

Sperm hem geliĢimi sürecinde testiste hem de erkek ve diĢi üreme yollarındaki 

olgunlaĢması sürecinde pek çok radikal hücresel değiĢimlerden geçer. Bu nedenle 

üreme/fertilizasyon kapasitesini bozacak etkilere açıktır. Spermde sitoplazma çok az 

olduğundan hücre tamiri antioksidan kapasite ile ilgili enzimler çok azdır. Hücre zarı 

içeriğindeki doymamıĢ fosfolipidler nedeniyle daha akıĢkan ve dıĢsal etkilere açıktır 

(Erenpreiss ve ark., 2006; Singh ve Agarwal, 2011).  

Füzyonla oositin baĢka bir görevi daha ortaya çıkar. Sperm DNA‟sındaki bazı 

defektler oosit tarafından onarılabilir ancak bunlar oositin tamir kapasitesi ile 

sınırlıdır. Oositte bulunan DNA polimeraz gibi enzimler ile bazı defektler 

kapatılabilir (Erenpreiss ve ark., 2006; Singh ve Agarwal, 2011; Steger ve Balhorn, 

2018). Bu durum DNA integritesi bozuk olsa bile fertilizasyon sürecine kadar 

eriĢmiĢ tek bir spermiyumla elde edilebilecek gebeliğin sorunsuz sürmesini 

sağlayabilir.   

Erkek infertilitesindeki bilinmeyenlerin yaklaĢık %30-50 arasında olması 

spermiyum DNA/kromatin defektleri ile infertilite arasındaki iliĢkiyi araĢtıran sayısı 

giderek artan pek çok çalıĢmaya konu olmuĢtur. Son yıllarda yapılan çalıĢmaların 

hemen hepsi denecek kadar büyük çoğunluğu erkek infertilitesinin ise 

DNA/kromozom yapısındaki bozulmalarla doğrudan bağlantılı olduğunu 

göstermektedir. Kullanılan yöntemlerin çeĢitliliği nedeniyle bu konuda varılan 

sonuçları değerlendirmede yönteme bağlı bazı farklı yorumlara neden olmaktadır 

(Diallo ve ark., 2015; Shamsi ve ark., 2008; 2011; Sergerie ve ark., 2005; Zeqiraj ve 

ark., 2018). Özellikle bu tekniklerin ART laboratuvarlarında normal semen 

analizlerini tamamlayıcı bir prognostik ve diagnostik parametre olarak rutin 

kullanımı üzerinde görüĢ birliği yoktur (Shamsi ve ark., 2008; 2011).  

Bu çalıĢma KKTC‟de spermiyogram değerlerine göre infertil olan erkeklerde 

sperm DNA integritesinin anilin mavisi, toluidin mavisi ve TUNEL tekniği ile 



66 
 

incelenmesi ve normal fertil değerlerle karĢılaĢtırılıp istatiksel yöntemle 

değerlendirmesi amacıyla planlanmıĢtır.   

Spermde kromatinin uygun paketlenip yeterli kondensasyonu sağlayıp 

sağlayamadığı asidik anilin mavi boyamasıyla ayırt edilir. Anilin mavi boyaması 

lizinden zengin histonlarla arginin ve sisteinden zengin protaminleri birbirinden 

ayırır ve lizine bağlanarak boyamayı gerçekleĢtirir. Histondan zengin immatür veya 

olgunlaĢmamıĢ kromatin lizinden zengindir bu nedenle koyu mavi görünür. Ġmmatür 

kromatin histon protamin değiĢiminin tam baĢarılamadığını, histon fazlalığını 

gösterir. Protaminden zengin olgun çekirdek ise arginin ve sisteinden zengin göreceli 

olarak daha az lizin içerir bu nedenle anilin mavisi ile boyanmadığı için soluk 

mavimsi bir renkte görünür. Olgun/matür çekirdekte protamin histon değiĢimi olağan 

biçimde gerçekleĢmiĢtir. Anilin mavisi ile boyanma sperm kromatin kondensasyonu 

için iyi bir belirteçtir. Koyu boyanmıĢ çekirdeklerde histon fazlalığı vardır yeterli 

histon protamin değiĢimi olmadığı için kromatin tam kompaktlaĢmamıĢ gevĢek bir 

yapıdadır (Shamsi ve ark., 2011). Kırılma ve bozulmalara açıktır.  

Bu çalıĢmada anilin mavisi ile boyanarak immatür yeterli derecede kondanse 

olmamıĢ protaminden fakir gevĢek kromatin içeren sperm oranının infertil grupta, 

normale göre anlamlı ölçüde fazla oranda bulunduğu gösterilmiĢtir. Böylece iyi 

yapılanma göstermeyen kromatinin DNA hasarlarına açık olduğu ve bunların da 

erkekteki fertiliteyi negatif etkilediği sonucuna varılmıĢtır. Bu konudaki bulgularımız 

literatürdeki diğer çalıĢmalar (Hammadeh ve ark., 2001; Hofmann ve Hilscher, 1991; 

Salsabili ve ark., 2009) ile uyumludur.   

Toluidin mavisi DNA‟daki fosfat rezidülerine bağlanan bazik bir boyadır. 

DNA‟nın yapısında fosfat rezidülerinin bulunması kromatinin tam kompaktlaĢmayıp 

daha gevĢek bir yapı göstediğini ve DNA da fragmantasyonlar olduğunu gösterir. 

Çünkü fosfat içeren deoksiriboz Ģekeri fosfodiester bağlarla birbirine bağlanarak 

DNA zincirinin çatısını oluĢtururlar, fosfat rezidülerinin ortaya çıkması DNA‟daki 

yapının hasara uğradığını gösterir. Boya histonların lizinden zengin bölgelerine 

bağlanınca koyu mavi mor bir metakromazi gösterir. Boya molekülleri protamine 

bağlanınca ise çekirdek soluk mavi görünür (Ajina ve ark., 2017; Shamsi ve ark., 

2011). Koyu mavi mor metakromatik boyanan çekirdekler kromatin 
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kondensasyonunun tam olmadığı gevĢek bir yapılanmayı ve DNA bozulmalarını da 

birlikte gösterir. Bu Ģekildeki çekirdek kromatini anormal kromatin olarak 

adlandırılır ve bu yönüyle sonuçlar TUNEL testiyle de uyum gösterir.  

Bu çalıĢmada anormal kromatin yapısı gösteren koyu mavi mor çekirdeklerin 

infertil grupta oran olarak anlamlı biçimde fazla olduğu gösterilmiĢtir. Böylece 

bozuk kromatin yapısının veya anormal çekirdek kromatininin erkek infertilitesiyle 

iliĢkili olduğu en azından faktörlerden biri olduğu gösterilmiĢtir. 

Bu çalıĢmanın bulguları 2017‟de Ajina ve arkadaĢları tarafından yapılan 

çalıĢmayla tam uyum göstermekte ve bizim bulgularımızı desteklemektedir.  Ajina 

ve arkadaĢları, infertil erkeklerde toluidin mavisi ile kromatin yapısını, akridin 

orange ile DNA denatürasyonunu gösterip sonuçları istatistiki olarak fertil erkeklerle 

karĢılaĢtırıp değerlendirmiĢtir. Hem kromatin yapısındaki bozulmanın hem de DNA 

parçalanmasının infertil grupta anlamlı olarak fazla olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca 

anormal kromatin yapısının (toluidin mavi ile)  sperm DNA parçalanma oranı 

(akridin orange ile) önemli ölçüde korelasyon gösterdiği saptanmıĢtır (Ajina ve ark., 

2017). Bu çalıĢmanın bulgularının bizim çalıĢma ile uyumlu olduğu görülmektedir. 

Her iki sitokimyasal boyama (toluidin mavi ve anilin mavi) erkek infertilitesini 

göstermede önemli parametrelerdir. Ayrıca bozuk yapılanma gösteren kromatinin 

kırılma, parçalanma gibi etkenlere açık olduğu da görülmektedir. ÇalıĢmanın 

sonuçları DNA protaminasyonunu, kromatin kompaktlaĢması ve uygun 

yapılanmanın fertilite değerlendirmesindeki primer önemini ortaya koyması 

açısından da önemlidir. Çünkü kromatin paketlenmesi ve kondensasyonundaki 

bozulmalar genomu hasarlara açık korumasız bırakıp DNA fragmantasyonu ve 

infertiliteye neden olurlar. Bunun baĢka bir önemli sonucu da vardır. Bu yapı 

bozulmaları füzyon sonucu geliĢmesi gereken kromatin dekondensasyonunu da 

engelleyerek fertilizasyonu durdurur (Hammadeh ve ark., 2001). Ġmplantasyon ve 

gebeliği önleyerek infertiliteye neden olur.   

Bu çalıĢmanın bulguları anilin mavisinde olduğu gibi toluidin mavisi ile sperm 

kromatin boyamasının da her yerde uygulanabilecek ve basit bir teknik olmasına 

karĢın sonuçlarının pahalı ve uzun süren tekniklerden daha pratik ve anlamlı 

olduğunu ortaya koymaktadır. 
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Kim ve arkadaĢları 2013 yılında yaptığı bir çalıĢmada toluidin mavi ve anilin 

mavi boyamasının göstergelerinin rutin semen tekniği ile birlikte kullanılıp 

kullanılamayacağını araĢtıran bir makale yayınlamıĢtır. Bu makalede yaĢ, strict 

morfoloji (sperm yapısının dünya sağlık örgütü veya baĢka kuruluĢlar tarafından 

saptanan morfolojideki iyilik ve kötülüğü gösteren çok belirgin yapısal kriterler 

üzerinden bir alt değer oluĢturulmasıdır), sperm kromatin yapısı ve kondensasyonu 

toluidin mavisi ve anilin mavisi ile boyanıp korele edilmiĢ. Ayrıca rutin semen 

incelemesi bilgisayar yardımı ile yapılan özel bir analiz ile yapılmıĢtır (CASA 

computer assisted semen analysis). Anormal morfoloji oranı ve sperm 

kondensasyonu 3 gruba ayrılan hasta yaĢı ile istatiksel olarak önemli fark 

göstermemektedir yani yaĢa bağlı olmaksızın bu değiĢiklikler 3 yaĢ grubunda da 

gözükmektedir. Ancak strict morfoloji ile sperm kromatin kondensasyonu ve yapısı 

arasında önemli pozitif korelasyon saptanmıĢtır. Sonuç olarak eğer çalıĢmalarda 

CASA ve strict morfoloji kullanıldıysa bunun hastanın fertilitesini gösterebileceği 

için yeterli olduğu düĢünülmüĢ ancak sperm kromatin testlerinin RSA (recurrent 

spontan abortus) tekrarlayan düĢükler ve idiyopatik infertilite gibi seçilmiĢ bazı 

olgularda kullanılması uygun olduğu ileri sürülmüĢtür (Kim ve ark., 2013).  

Salsabili ve arkadaĢlarının 2009‟da yaptığı bir çalıĢma eski olmasına karĢın 

sonuçları açısından bizim çalıĢmamız için önemli bir kaynaktır. AraĢtırıcılar spinal 

kord hasarı (SCI), varikosel ve idiyopatik infertilite hastalarında çekirdek kromatin 

kondensasyonunu anilin mavi ile boyayarak değerlendirmiĢtir. Ġmmatüritenin yani 

çekirdek kondensasyon bozukluğunun en fazla SCI‟da %98, daha sonra idiyopatik 

infertilitede %89 ve varikoselde %88 oranında bulunduğunu rapor etmiĢlerdir. 

Hastaların normale yakın semen parametreleri vardı. Semen parametrelerinde 

morfoloji için strict morfoloji kullanılmıĢtır. Bizim araĢtırmalarımıza göre ilk kez 

veya erken tarihte konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi semen parametreleri ile 

nükleer kromatin kondensasyonu arasında korelasyon olmadığını söylemiĢtir. Bu ve 

bundan sonraki diğer çalıĢmaların hepsinde sperm fertilite potansiyelini ölçen 

metodların hiçbirinin sonuçlarının semen parametreleri ile korele olmadığı, 

bunlardan bağımsız ayrı parametreler olduğu ileri sürülmüĢtür (Salsabili ve ark., 

2009).  
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Bu yorumlar bizim çalıĢmamızla tamamen uyumlu bulunmuĢtur. Bizim 

çalıĢmamızda fertil ve infertil bireyler arasında kullanılan her 3 metodla da varılan 

sonuçların infertiliteyi iĢaret ettiği gösterilmiĢ ancak semen parametreleri ile 

korelasyonu olmadığı bulunmuĢtur. Bu nedenle sperm DNA integritesinin semen 

analizlerinden bağımsız olarak infertiliteyi değerlendirmede önemli bir ölçüt olduğu 

düĢünülmektedir. Salsabili‟nin çalıĢmasındaki diğer önemli bir sonuç ise idiyopatik 

infertilite tanısında sadece anilin mavi ile boyanmanın tanıya götürebilecek önemli 

bir kriter olduğu saptanmıĢtır. 

2011 yılında Shamsi ve arkadaĢlarının yayınladığı derleme makalenin sonuçları 

aĢağıdaki Ģekildedir. Sperm DNA‟sındaki çeĢitli integrite testlerinin konuya olan 

katkısı tartıĢılmıĢtır. Sperm DNA‟sındaki kırılma ve parçalanmaların fertilizasyon, 

implantasyon, embriyo kalitesi, spontan abortuslar, konjenital malformasyonlarla 

iliĢkisi olduğu gösterilmiĢtir. Ġnfertil erkeklerin yaklaĢık %15‟inde normal 

spermiyogram değerleri olduğu için gebelik değerlendirilmesinde kromatin integrite 

testlerinin önemine değinilmiĢtir. Sperm DNA yapısının ve bütünlüğünün özellikle 

ART uygulamaları için çok önemli olduğu düĢünülmektedir. Çünkü buradaki 

uygulamalar doğal sperm oosit buluĢma yollarını atlayarak 2 hücreyi yani oositle 

spermi buluĢturur. Bu durum özellikle ICSI için önemlidir. Kullanılan tek bir 

spermin iyi kalitede olması DNA integrasyonunun tam olduğu anlamına da gelmez 

(Shamsi ve ark., 2011). Sperm DNA‟sındaki fragmantasyon idiyopatik infertilite 

gösteren erkeklerde incelenmiĢtir. ÇalıĢmalarda normal sperm parametreleri gösteren 

idiyopatik infertil erkeklerle anormal sperm parametreleri gösteren idiyopatik infertil 

erkekler karĢılaĢtırılmıĢtır (Host ve ark., 1999 ve 2000; Saleh ve ark., 2002). Her iki 

grupta da fertil grupla karĢılaĢtırıldığında sperm DNA integritesinin bozulduğu ve 

DNA‟nın fragmante olduğu gösterilmiĢtir. Bu nedenle bu çalıĢmalar sperm DNA 

incelemelerinin idiyopatik infertilite denen yaklaĢık tüm infertilitenin yarısını 

oluĢturan bozukluğun incelenmesinde de önemli olduğunu göstermiĢtir.  

TUNEL testi direkt olarak DNA‟daki tekli veya çiftli kırıkları göstermektedir. 

Terminal deoksinükleotidil transferaz (TdT) kullanılarak nonizotopik iĢaretli 

nükleotidler (sıklıkla biotinli dUTP) kullanılarak iĢaretli nükleotidin kırık bölgelerine 

tutunması sağlanır. Daha sonra biotinli nüklotidin bulunduğu bölgeler floresan veya 

enzimatik yöntemle görüntülenir. Enzim iĢaretli yapıldıysa ıĢık mikroskobunda veya 
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floresan iĢaretli belirteç kullanıldıysa floresan mikroskopta iĢaretli hücreler sayılır. 

TUNEL pozitif olarak değerlendirilir.   

Atig ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, 100 infertil hasta ve 50 

fertil erkek arasında sperm DNA fragmantasyonunu TUNEL testi kullanarak 

değerlendirmiĢler ve infertil hastalarda fertil bireylere göre anlamlı derecede yüksek 

olduğunu belirtmiĢlerdir (Atig ve ark., 2017).   

Cui ve arkadaĢları 2015 yılında yaptığı çalıĢmada DNA parçalanmasını gösteren 

TUNEL, SCD ve COMET gibi metodların erkek infertilitesini değerlendirmedeki 

önemine göre karĢılaĢtırmıĢtır. AraĢtırıcılar yapılan bu meta analiz sonucu TUNEL 

metodunun hızlı, kolay uygulanan, hızlı sonuç veren, diğerlerine göre spesifitesi veya 

özgüllüğü yüksek bir yöntem olduğunu rapor etmiĢtir. (Cui ve ark., 2015).  

Yapılan bu çalıĢmada TUNEL tekniği ile gösterilen çiftli ve tekli DNA 

kırıklarının sonuçları fertil ve infertil bireyler arasında anlamlı farklılık 

göstermektedir. ġöyle ki infertil bireylerde TUNEL+ hücreler fertil gruba göre daha 

fazladır bu fark istatistiki olarak önemlidir. Bulgularımız infertilite 

değerlendirilmesinde DNA kırıklarının/fragmantasyonunun önemli bir parametre 

olduğunu göstermiĢtir. Bulgularımız bu yönüyle anilin mavisi ve toluidin mavisi ile 

de uyumludur. Kromatin yapılanması bozulmuĢ spermiyumda bunu izleyen süreçte 

DNA kırıkları oluĢmaktadır. ÇalıĢmanın bulguları DNA integritesi ve 

fragmantasyonunu gösteren yöntemler arasında TUNEL kullanılan çalıĢmalarla 

uyumluluk göstermektedir (Shamsi ve ark., 2011).  

Bizim çalıĢmamızda infertil ve fertil gurupta immatür ve anormal çekirdek 

yapısı gösteren sperm oranının TUNEL tekniği ile korelasyonu çalıĢılmıĢtır. Hem 

infertil hem de fertil bireylerin asidik anilin blue, toluidin blue ve TUNEL değerleri 

arasındaki korelasyonların belirlenmesi Spearman korelasyon analizi ile yapılmıĢ ve 

Ģu sonuçlar verilmiĢtir; infertil ve fertil bireylerin asidik anilin blue değerleri ile 

toluidin blue değerleri arasında istatiksel olarak anlamlı ve pozitif korelasyonlar 

(p˂0,05) saptanmıĢtır. Buna göre infertil ve fertil bireylerin asidik anilin blue 

değerleri arttıkça toluidin blue değerleri de artmaktadır. Ġnfertil bireylerin TUNEL 

değerleri ile asidik anilin blue ve toluidin blue değerleri arasında istatiksel olarak 

anlamlı korelasyonlar olduğu tespit edilmiĢ (p˂0,05) ve infertil bireylerin TUNEL 
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değerleri arttıkça asidik anilin blue ve toluidin blue değerleri de artmaktadır. Sadece 

fertil bireylerin TUNEL değerleri ile asidik anilin blue ve toluidin blue değerleri 

arasında istatiksel olarak anlamlı korelasyonlar tespit edilememiĢtir (p˃0,05). 

Böylece hem fertil hem infertil grupta anilin mavi ile elde edilen immatür (histondan 

zengin) çekirdek, toluidin mavi ile elde edilen gevĢek kromatin yapısı birbirlerini 

tamamlayıcı kromatin yapı bozulmaları olup, fertiliteden bağımsız olarak 

birbirleriyle korelasyon göstermeleri, seçilen boyama yönteminin sperm 

DNA/kromatin yapılanmasını göstermesi bir bütün olarak değerlendirmede önemli 

olduğunu ortaya koymaktadır. Fertil bireylerde hem kromatin olgunlaĢması (anilin 

mavi) hem de kompaktlaĢması (toluidin mavi) normal olduğundan bu değerler 

TUNEL ile istatiksel olarak korelasyon göstermemesi normal bir kromatin yapısının 

TUNEL ile gösterilen DNA kırıklarından etkilenmediğini göstermesi açısından 

önemlidir.  

Bu çalıĢmanın sonuçları ve son zamanda bu konuda yapılan diğer çalıĢmalarla 

uyum halinde olup erkek infertilitesinin değerlendirilmesinde ve özellikle idiyopatik 

erkek infertilitesinde sperm DNA integritesinin bozulmasının fertiliteyi negatif 

yönde etkilediğini göstermiĢtir. Kromatin integritesini ve kırıklarını gösteren 

çalıĢmaların sonuçlarının konvansiyonel semen parametrelerinden bağımsız olduğu 

da gösterilmiĢtir. ġöyle ki semen parametreleri normal veya bozuk çiftlerde de sperm 

DNA integritesi ve kırıkları her 2 grupta da görülebilmektedir. Bu nedenle 

infertiliteyi değerlendirmede kromatin integritesinin çok önemli bir parametre olduğu 

ortaya çıkmıĢtır. Bu değerlendirmenin androloji laboratuvarlarında semen analizleri 

ile birlikte rutin tetkike girmemesinin nedeni çalıĢmaların implantasyon ve gebelik 

gibi sonuçların olmaması nedeniyledir.  

2018 yılında yapılan kapsamlı bir çalıĢmada, açıklanamayan infertiliteye iliĢkin 

kromatin bozulmalarının fertilizasyon hızı, implantasyon hızı, gebelik özellikleri ve 

doğum oranı açısından incelenmiĢtir. Bunlara göre bir tedavi sonucu önermiĢtir. 

Yapılan çalıĢma 354 adet nedeni bilinmeyen çifte ait olup sperm kırığı gösteren 

hastaların yukardaki değerlerin normale oranla önemli ölçüde bozulduğunu 

göstermiĢ ve buna dayalı olarak da klinisyenlere bir tedavi protokolü önermiĢtir. Bu 

çalıĢmanın sonuçları ve amacı tedavi protokollerini tartıĢmak olmamasına rağmen 

uygulanan yöntemin gebelik ve doğum oranlarını da içermesi nedeniyle rutine 
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girmesi gerekli önemli bir parametre olduğunu göstermektedir (O‟Neill ve ark., 

2018).   

Bu çalıĢmanın sonuçları, erkek infertilitesini değerlendirmede ve özellikle ART 

kliniklerine baĢvuran hastaların tedavi protokollerini saptamada DNA integritesi 

veya bütünlüğünün önemini ortaya koymuĢtur. Bu değerlendirmenin normal 

spermiyogram sonuçlarından bağımsız ayrı parametre olması önemini, 

kullanılabilirliğini ve değerini göstermektedir.  

DNA integritesi veya bütünlüğünün bozulmasında DNA/kromatin yapılanması 

ve kondensasyonun önemi, bu değerleri ölçen anilin mavi ve toluidin mavi teknikleri 

ile gösterilmiĢ infertil erkeklerde bu değerlerin anlamlı ölçüde azaldığı ve bununla 

paralel olarak DNA kırıklarının da anlamlı ölçüde arttığı belirlenmiĢtir.  

ÇalıĢmanın orijinalliği, DNA‟daki kırıkların, hasarların tamamen çekirdek 

kromatinindeki yapılanmanın ve kompaktlaĢmanın tam olmaması nedeni ile 

oluĢtuğunun açıkca ortaya konmasıdır.  

Örnek sayısının az olmasına karĢın bu çalıĢmadaki istatiksel değerlendirmenin 

KKTC toplumuna özgü olması ve sonuçların tüm dünya genelindeki çalıĢmalarla 

paralellik göstermesidir. Bu nedenle ilerde ART kliniklerine baĢvuran hastalarda 

uygun DNA hasarı olmayan spermin seçimi için yapılacak çalıĢmalara öncü yol 

gösterici olabilecektir.  

Bu çalıĢmada varılan sonuçların ıĢığında özellikle tekrarlayan düĢükler, erken 

gebelik kaybı, fertilizasyon ve implantasyon bozuklukları gibi bazı mekanizmaların 

ciddi genetik bozuklukla doğacak bebeği engelleme mekanizması olabileceği 

düĢünülmüĢtür (Zeqiraj ve ark., 2018).   

Ayrıca oositin fertilizasyon sonrası bazı DNA kırıklarını tamir etme yeteneğinin 

yine benzer biçimde genetik kusurlu doğacak bebeği sağlıklı olmasını sağlayacak 

doğal bir iyileĢtirme olduğu düĢünülebilir (Steger ve Balhorn, 2018).  
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7. EKLER 

 

Ek 1. Etik kurul onayı 
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Ek 2. AydınlatılmıĢ onam formu 

 

AYDINLATILMIġ ONAM FORMU 

(AraĢtırmacının Açıklaması) 

Sperm testi ile ilgili yeni bir araĢtırma yapmaktayız. AraĢtırmanın ismi „Fertil ve Ġnfertil 

bireylerde spermiyum kromatin bütünlüğünün ıĢık mikroskobu düzeyinde karĢılaĢtırmalı olarak 

değerlendirilmesi‟. Sizin de bu araĢtırmaya katılmanızı öneriyoruz. Bu araĢtırmaya katılıp 

katılmamakta serbestsiniz. ÇalıĢmaya katılım gönüllülük esasına dayalıdır. Kararınızdan önce 

araĢtırma hakkında sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladıktan sonra 

araĢtırmaya katılmak isterseniz formu imzalayınız. 

Bu araĢtırmayı yapmak istememizin nedeni, sperm testinizin infertilite açısından 

değerlendirmektir. Yakın Doğu Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim 

Dalı ve Kadın Doğum Ġnfertilite Anabilim Dalları‟nın ortak katılımı ile gerçekleĢtirilecek bu 

çalıĢmaya katılımınız araĢtırmanın baĢarısı için önemlidir. 

Eğer araĢtırmaya katılmayı kabul ederseniz; örneğinizi testi yapacak olan arkadaĢa (kabın 

üzerinde isim soyadı ve veriliĢ saati kayıt edilerek) teslim ediniz. Bu çalıĢmaya katılmanız için 

sizden herhangi bir ücret istenmeyecektir. ÇalıĢmaya katıldığınız için size ek bir ödeme de 

yapılmayacaktır. Sizinle ilgili tıbbi bilgiler gizli tutulacak, ancak çalıĢmanın kalitesini denetleyen 

görevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca gereği halinde incelenebilecektir. 

Bu çalıĢmaya katılmayı reddedebilirsiniz. Bu araĢtırmaya katılmak tamamen isteğe bağlıdır 

ve reddettiğiniz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir değiĢiklik olmayacaktır. Yine 

çalıĢmanın herhangi bir aĢamasında onayınızı çekmek hakkına da sahipsiniz. 

 

Katılımcı   GörüĢme tanığı   AraĢtırmacı                                                 

Adı, soyadı:  Adı, soyadı:   Adı, soyadı:  AyĢe SavaĢan                                                                                    

Adres:   Adres:       Adres: YDÜ Hastanesi                                                                                                                                                                                                                         

Tel.   Tel.    Tel. 0533 869 1828                      

Ġmza:   Ġmza:    Ġmza 



88 
 

(Katılımcının/Hastanın Beyanı) 

Sayın Prof. Dr. Esin AġAN tarafından Histoloji ve Embriyoloji/Kadın Doğum Anabilim 

Dalları‟nda „Fertil ve Ġnfertil bireylerde spermiyum kromatin bütünlüğünün ıĢık mikroskobu 

düzeyinde karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirilmesi‟ konusunda bir araĢtırma yapılacağı 

belirtilerek bu araĢtırma ile ilgili yukarıdaki bilgiler bana aktarıldı. Bu bilgilerden sonra böyle bir 

araĢtırmaya “katılımcı” olarak davet edildim. 

Eğer bu araĢtırmaya katılırsam araĢtırmacı ile aramda kalması gereken bana ait bilgilerin 

gizliliğine bu araĢtırma sırasında da büyük özen ve saygı ile yaklaĢılacağına inanıyorum. 

AraĢtırma sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla kullanımı sırasında kiĢisel bilgilerimin 

ihtimamla korunacağı konusunda bana yeterli güvence verildi.  

Projenin yürütülmesi sırasında herhangi bir sebep göstermeden araĢtırmadan çekilebilirim 

(ancak araĢtırmacıları zor durumda bırakmamak için araĢtırmadan çekileceğimi önceden 

bildirmemim uygun olacağının bilincindeyim). Ayrıca tıbbi durumuma herhangi bir zarar 

verilmemesi koĢuluyla araĢtırmacı tarafından araĢtırma dıĢı tutulabilirim.  

AraĢtırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altına 

girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır. Ġster doğrudan, ister dolaylı olsun araĢtırma 

uygulamasından kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir sağlık sorunumun 

ortaya çıkması halinde, her türlü tıbbi müdahalenin sağlanacağı konusunda gerekli güvence 

verildi (Bu tıbbi müdahalelerle ilgili olarak da parasal bir yük altına girmeyeceğim). 

AraĢtırma sırasında bir sağlık sorunu ile karĢılaĢtığımda herhangi bir saatte AyĢe SavaĢan‟ı 

0392 675 1000/1026 (iĢ) veya 0533 869 1828 (cep) no‟lu telefonlardan veya YDÜ Mikrobiyoloji 

laboratuvar adresinden arayabileceğimi biliyorum. Bu araĢtırmaya katılmak zorunda değilim ve 

katılmayabilirim. AraĢtırmaya katılmam konusunda zorlayıcı bir davranıĢla karĢılaĢmıĢ değilim. 

Eğer katılmayı reddedersem, bu durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan iliĢkime herhangi bir 

zarar getirmeyeceğini de biliyorum. Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamıĢ 

bulunmaktayım. Kendi baĢıma belli bir düĢünme süresi sonunda adı geçen bu araĢtırma 

projesinde “katılımcı” olarak yer alma kararını aldım. Bu konuda yapılan daveti kabul ediyorum. 

Ġmzalı bu form kâğıdının bir kopyası bana verilecektir. 

 

Katılımcı   GörüĢme tanığı   AraĢtırmacı                                                

Adı, soyadı:  Adı, soyadı:   Adı, soyadı:  AyĢe SavaĢan                                                                                    

Adres:   Adres:       Adres: YDÜ Hastanesi                                                                                                                                                                                                                         

Tel.   Tel.    Tel. 0533 869 1828                       

Ġmza:   Ġmza:    Ġmza
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Ek 3. Orjinallik Raporu 
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