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OZET

Semen likefaksiyonu, jel gériiniimlii semenin prostatta iiretilen proteazlarin enzimatik aktivitesi ile sivilastig1 proteolitik bir islemdir. Semen
likefaksiyonu igin iiremeye yardimci tedavi laboratuvarlari arasinda farkli uygulamalar benimsenmistir. Farkli sicakliklarm semen
ozmolalitesinde yol a¢tigi degisikliklerin sperm canliligi tizerindeki etkileri bilinmemektedir. Bu metodolojik ¢alismanin amaci, semen
likefaksiyonu farkli sicakliklarda gergeklestirildiginde semen ozmolalitesinde meydana gelebilecek olast degisimlerin sperm canliligina
etkilerini ortaya koymaktir. Calismaya bir Ureme Yardimci Tedavi Merkezi'ne semen analizi veya intrauterin inseminasyon igin bagvuran
erkek hastalar dahil edilmistir. Toplam 15 hastadan alinan semen Ornekleri iki gruba ayrilarak 37°C'de veya oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Her bir 6rnek i¢in ozmolalite Olgiimii likefaksiyonu takiben donma noktas: depresyon ozmometresi ile yapilmistir. Sperm
hareketliligi Makler sayim kamarasiyla belirlenmis ve hareket tipleri Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yaymnlanan Semen Analizi
Kilavuzu’nda belirtildigi sekilde smiflandirilmistir. Sperm canlilifi eozin-nigrozin boyamasiyla test edilmistir. Gruplar arasindaki fark
student’s t testiyle belirlenmistir. Sonuglar p<0,05 igin anlamli olarak kabul edilmistir. Gruplar arasinda semen ozmolalitesi veya sperm
hareketliligi ve canlilif1 a¢isindan anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir. Sonug olarak semen ozmolalitesinin veya sperm hareketliligi ve
canliligmimn likefaksiyon sicakligindan etkilenmedigi belirlenerek iiremeye yardimei tedavi merkezlerinde rutin olarak kullanilan her iki
yontemin de uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Likefaksiyon. Sicaklik. Semen ozmolalitesi. Sperm canhhgi.
The Effects of Different Liquefaction Temperatures on Semen Osmolality and Sperm Viability

ABSTRACT

Semen liquefaction is a proteolytic process in which semen is liquefied by the enzymatic activity of proteases derived from the prostate.
Different practices are adopted among assisted reproduction laboratories for semen liquefaction. Effects of different temperatures to sperm
viability due to osmotic changes are unknown. The aim of this methodological study is to reveal the changes in semen osmolality and sperm
viability when liquefied at different temperatures. Male patients who applied to an Assisted Reproduction Technologies Center for semen
analysis or intrauterine insemination were included to the study. Semen samples from 15 individuals were divided into two groups before
liquefaction and were incubated at 37°C or room temperature. For each sample, osmolality measurement was performed with freezing point
depression osmometer. Sperm motility was determined by the Makler counting chamber and motility types were classified as specified in the
Guideline for Semen Analysis published by the World Health Organization. Sperm viability was determined by eosin-nigrosine staining
following liquefaction. Student’s t-test was utilized to compare groups and the significance level was set at p<0.05. No significant difference
was found between the groups in terms of semen osmolality or sperm motility and viability. As a result, we have shown that semen
osmolality or sperm motility and viability are not affected by liquefaction temperature, therefore both practices may be used for semen
liquefaction in infertile patients.
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Yardimla Ureme Teknikleri (YUT) laboratuvarlarinda
siklikla ~ kullanilan  sperm  fonksiyon testleri,
fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in en 6nemli 6zelligin
erkek tireme hiicresinin genotipi oldugu varsayimina
dayanarak gelistirilmis ve sperm sayisi, hareketliligi,
canliligt ve morfolojisini bir arada degerlendirecek
sekilde tasarlanmistir. Bununla birlikte son galigmalar,
genotip-cevre etkilesimlerinin sperm hiicrelerinin
islevini diizenledigi yoniinde kamitlar sunmaktadir'?
Gelisimsel veya c¢evresel bir uyaran tarafindan
tetiklenen ve gen ifadesini etkileyen epigenetik
degisiklikler ~paternal kalittimla nesilden nesile
aktarilmaktadir’. Ureme organlarimn  viskozitesi,
hidrojen iyon potansiyeli ve ozmolalitesi sperm
fonksiyonlarin1 etkilemektedir*. Bu nedenle YUT
laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanan tekniklerin
sperm hiicreleri iizerine fizikokimyasal etkilerinin
arastiritlmasi uygulamalarin iyilestirilmesi ve basariin
arttirtlmasi agisindan 6nemlidir.

Ejekiilatta bulunan tiim sperm hiicreleri oosite
ulasmak icin kat ettikleri yol boyunca -serviksten’
tuba uterinalara® kadar- farkli ozmotik ve iyonik
streslere maruz kalir. Bu siire¢ ileri hareketli ve
dollenme potansiyeline sahip bir sperm alt
popiilasyonunun secilmesi icin gereklidir.
Kapasitasyon olarak tanimlanan bir grup fonksiyon
degisikligi bu secilimde biiyiikk rol oynar. Sperm
hiicreleri, fizyolojik kosullarda ozmotik strese maruz
kalan tim diger hiicreler gibi, ozmoregiilator
mekanizmalara sahiptir’. Ancak spermin
ozmoadaptasyon yeteneginin laboratuvar kosullarinda
farkli kiltiir ortamlar1 ve sicakliklarin yaratacagi
ozmotik farklara direnci bilinmemektedir.

Ejekiillasyon sirasinda  prostat sivist  izotonik
durumdaki  servikal ~mukusa seminal vezikiil
stvisindan daha 6nce temas eder®. in vivo kosullarda
sperm hiicrelerinin biiyiik bir kismi seminal vezikiil
stvistyla Onemli bir temaslari olmaksizin izotonik
prostat sivisiyla birlikte atilir’. Ancak laboratuvar
kosullarinda viicut disma alinan sperm likefaksiyon
stireci ve sonrasinda hiperozmotik seminal vezikiil
stvisina maruz kalir'. Likefaksiyon, jel goriinimlii
semenin sivilagtigl proteolitik enzimlere bagimli bir
siirectir''. Holmes ve ark. tarafindan 2019 yilinda
yapilan  bir ¢alismada likefaksiyon sirasinda
ozmolalitenin arttigi gosterilmistir'®. Diinya Saglik
Orgiiti  tarafindan  yaymlanan semen analizi
kilavuzunda ise semen likefaksiyonu igin gerekli
inkiibasyon sicakligiyla ilgili net bir 6neri olmamasina
ragmen, 37°C’de inkiibasyon tercih edilmesi
gerekliligi  ifade edilmektedir'>. Ancak semen
ozmolalitesindeki  artisin  sicaklikla  iligkisinin
incelendigi bir c¢alismada 37°C’de gerceklestirilen
inkubasyonun, oda sicakliginda likefaksiyona
birakilan orneklere gore daha yiiksek ozmolaliteye
sahip oldugu tespit edilmistir”. Yine farkli siireler ve
sicakliklarda  inkiilbe edilen semen  Ornekleri
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degerlendirildiginde 37 derecelik inkiibasyonun DNA
fragmantasyonu, metilasyon paterni ve oksijen
radikali olusumu gibi parametrelerde bozulmalara yol
acabilecegi ifade edilmigtir™".

Semen likefaksiyonu i¢in Uremeye Yardimci Tedavi
(UYTE) laboratuvarlar1 arasinda farkli uygulamalar
benimsenmistir. Likefaksiyon sonunda daha homojen
bir karigim elde etmek i¢in numunenin ¢ift boyutlu
karisitiriciyla dondiirtilmesi gibi yontemler
onerilmekteyse de; rutin uygulama ejekiilatin kendi
kendine likefiye olmak lizere ¢ogunlukla 15, nadiren
60 dakikaya uzayan bir siire boyunca oda sicakliginda
veya 37°C’de bekletilmesidir. Tki uygulama arasinda
sicakliga baglh  ozmotik degisimlerin  varligi
bilinmektedir'’>, ancak bu degisimlerin  sperm
canliligiyla iligskisi bilinmemektedir. Yalniz bir
calismada artan ozmolaliteyle sperm motilitesi
arasinda negatif bir korelasyon bulunmussa da,
so?éuglar likefaksiyon siireciyle iliskilendirilmemis-
tir .

Bu g¢aligmanin amaci, yaygin olarak benimsenen iki
farkli likefaksiyon yonteminin semen ozmolalitesine
etkilerinin  belirlenmesi ve sperm canliligiyla
iligkisinin ortaya konmasidir.

Gereg ve Yontem

Orneklerin toplanmasi ve deney plant

Calisma bir UYTE merkezine semen analizi ya da
intrauterin  inseminasyon (IUI) i¢in  bagvuran
normozoospermik  erkeklerden  aliman  semen
ornekleriyle gergeklestirildi (n=15). Calismanin etik
kurallara uygunlugu yerel Insan Arastirmalari Etik
Kurulu’'nca onaylandi (Karar no: 15-286-21).
Calismaya yalmiz yerel etik kurul tarafindan onaylanan
Goniilli Onam Formu’nu imzalayan hastalar dahil
edildi. Her bir 6rnek icin gruplar oda sicakligi ve 37°C
olmak iizere belirlendi.

Ozmolalitenin belirlenmesi

iki ya da ii¢ giinliik cinsel perhiz sonras1 mastiirbasyon
yoluyla elde edilen semen Ornekleri androloji
laboratuvarina ulastigi anda (likefiye olmadan) iki
adet santrifiij tiipline (352095, Falcon, Corning, NY)
pastor pipeti yardimiyla esit hacimde paylastirildi.
Tiplerden bir tanesi 37°C’lik etiivde (MCO-15AC,
Sanyo, Panasonic, Tokyo, Japonya), digeri ise oda
sicakliginda (20-25 °C) likefiye olmasi i¢in 30 dakika
stireyle bekletildi. Likefaksiyon sonrast her iki tiip
icerisindeki orneklerden mikropipetér yardimiyla 50
ul alnarak 500 pl’lik mikro tiiplere aktarildi ve
donma noktasi depresyon ozmometresiyle (Osmomat
030, Gonotec, Berlin, Almanya) ozmolalite 6l¢iimii
yapilarak dl¢limler kaydedildi.
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Sperm hareketliliginin belirlenmesi

Likefiye olan semen oOrnekleri Makler sayim
kamarasiyla sperm hareketliligi acisindan
degerlendirildi ve hareket tipleri Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan yaymlanan Semen Analizi Kilavuzu’nda
belirtildigi sekilde hizli ileri hareketli, yavas ileri
hareketli, yerinde hareketli ve hareketsiz (sirasiyla a,
b, ¢ ve d derece) olmak iizere simiflandirildi'.

Sperm canliliginin belirlenmesi

Sperm canliliginin test edilmesi icin eozin-nigrozin
canlilik boyast kullanildi. 0,67 g eozin Y (renk
indeksi:45380) ve 0,9 g sodyum kloriir 100 ml saf su
icinde yavas yavas 1sitilarak ¢oziildii. Elde edilen 100
ml eozin Y ¢ozeltisine 10 g nigrozin (renk indeksi:
50420) eklendi. Siispansiyon kaynatildi ve daha sonra
oda sicakliginda sogumaya birakildi. Elde edilen
eozin-nigrozin ¢ozeltisi kaba ve jelatinimsi ¢okeltileri
uzaklastirmak iizere filtre kagidindan gegirilerek
siiziildii ve koyu renk cam sisede sakland:'®.

Canliligin degerlendirilmesi i¢in 5 pl eozin-nigrozin
¢ozeltisiyle 1:1 oraninda karistirilan semen 6rnekleri
30 saniye oda sicakliginda inkiibe edildi. Semen-boya
karisimi lam {izerine yayilarak havada kurumaya
birakildi. Kuruyan preparat Entellan ile kapatildi. Her
preperattan farkli alanlardaki 200 sperm hiicresi
sayilarak; eozin boyasimi almayan beyaz hiicreler
canli, pembe hiicreler ise 6lii olarak degerlendirildi ve
her bir 6rnek i¢in canlilik ylizdesi hesaplandi.

Biyoistatistiksel analiz

Her bir deney grubu i¢in veriler ortalama ve standart
sapma olarak verilmistir. Istatistiksel analizler
bilgisayar temelli bir yazilim olan SPSS paket
programu kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki
fark student’s t testiyle belirlenmistir. Sonuglar p<0.05
icin anlamli olarak kabul edilmistir.

Bulgular
Ejekiilasyon sonrasinda laboratuvar kosullarinda
bekletilen tiim &rneklerin 30 dakika igerisinde

likefaksiyona ugradig: tespit edildi. Etlivde ya da oda
sicakliginda bekletilen aym1 kisiye ait Orneklerin
ortalama ozmolalitesi sirasiyla 353,12 + 16,14
mOsm/kg ve 338,67 + 15,73 mOsm/kg olarak
belirlenmistir  (Sekil 1A). Istatistiksel analizler
sonucunda inkiibasyon sicakliginin semen
ozmolalitesini anlamli diizeyde etkilemedigi ortaya
konmustur (p=0,603). Tim O&rneklerin ortalamasi
345,89 £ 18,11 mOsm/kg olarak belirlenmistir.

Ozmolalitenin  belirlenmesinin ~ ardindan  eozin-
nigrozin boyastyla isaretlenen sperm hiicreleri canlilik
acisindan degerlendirilmistir (Sekil 2). Otuz yedi

derecelik etiivde bekletilen ayni kisiye ait 6rneklerin
canlilik orant %82 + 0,15 iken, oda sicakliginda
bekletilen 6rneklerin canlilik oran1 %86 + 0,12 olarak
belirlenmistir (Sekil 1B). Gruplar arasinda canlilik
orant agisindan istatistiksel anlamli bir farka
rastlanmamustir (p=0.457). Sperm sayisinin ozmolalite
(p=0,358) ve sperm canliligi (p=0,527) ile iliskisi
incelendiginde anlamli  bir korelasyon tespit
edilmemistir.

Otuz yedi derecede likefiye edilen aymi kisiye ait
orneklerin hareketlilik oranlar1 a, b ve ¢ dereceler i¢in
strastyla ve % 22 + 10,95, %26,6 + 13,79 ve %5,4 +
%1,52; oda sicakliginda likefiye edilen Orneklerin
hareketlilik oranlart ise a, b ve c¢ dereceler igin
sirastyla %19,40 + 11,35, %24,6 = 13,3 ve 6,6 + 1,14
olarak belirlenmistir (Sekil 1C). Gruplar arasinda a, b
ve ¢ derece hareketli sperm sayist acgisindan
istatistiksel anlamli bir farka rastlanmamuistir (a, b ve ¢
derece igin sirastyla p=0,970, p=0,986, ve p=0,997).
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Sekil 1.

Likefaksiyon sicakliginin semen ozmolalitesi (4),
sperm canliligi (B) ve sperm hareketliligi (C) ile
iligkisi. (a) hizly ileri hareketli (b) yavas ileri hareketli
(c) yerinde hareketli.

Farkly likefaksiyon sicakliklarinin semen ozmolalitesi,
sperm hareketliligi ve sperm canliligy iizerine etkileri
incelendiginde gruplar arasinda anlaml bir fark
olmadig: gosterilmistir.
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Sekil 2.
Sperm canliligin eozin-nigrozin boyamasiyla
belirlenmesi.

Alandaki 6lii hiicreler eozini igine alarak pembe renk
ile isaretlenmistir (—). Her bir érnek i¢in canlilik
yiizdesi farkli alanlardaki 200 sperm hiicresi sayilarak
hesaplanmistir. Olgek: 10 u

Tartisma ve Sonug¢

Laboratuvar ortaminda ejakiilasyonunun hemen
ardindan toplama kabina alinan semen, tipik olarak
yart kati, koagiile bir kitle seklindedir. Oda
sicakliginda birkag dakika iginde genellikle likefiye
olmaya baslar. Likefaksiyon devam ederken semen
daha homojen ve hemen hemen su kivaminda bir sivi
haline gelir. Ornegin tiimii genellikle 15 dakika iginde
likefiye olur, bu durum nadiren 60 dakika veya daha
uzun bir zamana yayilabilir'®. Calismamizda
kullanilan orneklerin tamami 30 dakika sonunda
likefaksiyonunu tamamlamistir. Semen numunesi
sivilagir  sivilasmaz  spermlerin  canlilik  derecesi
tercihen 30 dakika icerisinde degerlendirilmelidir.
Dehidratasyonun veya 1s1 degisikliklerinin sperm
vitalitesi lizerine zararh etkilerini sinirlamak igin, en
ge¢ ilk 1 saat iginde degerlendirme yapilmasi
onerilir'”. Metodolojik arastirma olarak planlanan bu
calismada UYTE merkezine bagvuran 15 hastadan
alman ornekler Cooper ve arkadaslarinin Onerisine
uygun olarak 30. dakikada sperm hareketliligi ve
canlilig1 agisindan degerlendirilmistir.

Epididimis ve vas deferensin sivi igerikleri birbirine
benzer olarak yaklastk 342 mOsm/kg’lik Dbir
ozmolaliteyle karakterizedir. In vitro kosullarda
bekletilen semenin ozmolalitesinin ejekiilasyonun
ardindan 5. dakikada epididimis ve vas deferensin siv1
iceriklerinden daha diisiik oldugu (294 + 4 mOsm/kg),
ancak likefaksiyonla birlikte bu degerin anlamli olarak
artarak, 312 + 5 mOsm/kg’a kadar ulastig
bildirilmistir'”. Calismamizda likefaksiyonun ardindan
ozmolalite acisindan  degerlendirilen semen
orneklerinde  literatiirde  bildirilen  sonuglarla
karsilagtirildiginda hiperozmotik olarak nitelendirile-
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bilecek sonuglar elde edilmistir. Ancak gerek 37°C’de,
gerekse oda sicakliginda likefiye olan 6rneklerde bu
degerler sperm hareketliligini veya canliligini
etkilememistir. Bu nedenle Holmes ve ark."
tarafindan ejekiilat ozmolaritesini diisiirmek igin
onerilen ejekiilatin dilusyonu  gibi segeneklerin
gerekliligi sperm hareketliligi veya canliligi agisindan
tartigmalidir. Likefaksiyon sirasinda ozmolalitenin
yiikseldigini bildiren bir baska c¢aligmada, bu
yiikselisin sicaklik artistyla paralellik gosterdigi tespit
edilmistir13 . Bu sonuglara karsit olarak ¢alismamizda
oda sicakligt ve 37°C’de inkiibe edilen semen
ornekleri arasinda ozmolalite acisindan istatistiksel
anlamh bir fark izlenmemistir. Ameen'® tarafindan
2021 yilinda yayinlanan bir ¢alismada ejekiilasyon
sonrasinda semen ozmolalitesinin 300 mOsm/kg’dan
disik ve 400 mOsm/kg’dan yiiksek olmak iizere
degisen araliklarda olabilecegi gosterilmis, ancak
caligmada ozmolalite Slgiimiiniin ejekiilasyondan ne
kadar siire sonra yapildigt belirtilmemistir. Buna
karsin semen ozmolalitesinin sperm sayisi, toplam
sperm konsantrasyonu, sperm canliligt ve sperm
morfolojisiyle iligkili olmadig1 ortaya konmustur. 170
semen Ornegiyle gerceklestirilen ve likefaksiyonla
iligkilendirilmeyen bu ¢aligmada semen ozmola-
litesinin yalmiz sperm hareketliligini istatistiksel
anlamli  olarak  olumsuz  ydnde  etkiledigi
bildirilmistir'®. Ancak ¢alismamizda likefaksiyonla
degisen ozmolalitenin gerek sperm hareketliligi
gerekse sperm canliligl lizerine olumlu veya olumsuz
bir etkisi olmadig1 belirlenmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda YUT’de yaygm olarak
kullanilan likefaksiyon yontemleri arasinda ozmolalite
ve sperm hareketliligi veya canlilig1 agisindan bir fark
olmadig1 tespit edilmistir. Elde ettigimiz bulgular
literatiirle birlikte degerlendirildiginde gerek sperm
hareketliligi gerekse sperm canlilig1 agisindan her iki
likefaksiyon yonteminin kullaniminin uygun oldugu
diigiiniilmektedir.
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