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ÖZET 

Üremeye yardımcı tedavi uygulamalarında tercih edilen tedavi yaklaşımına göre semen parametrelerinin embriyoloji laboratuvarı sonuçlarına 
ve klinik başarıya etkisi değişmektedir. Semen parametreleri abstinens süresine ve androloji laboratuvarında uygulanan yıkama 
protokollerine göre değişmekte ve insemine edilecek sperm materyalinin kalitesini etkilemektedir. Bu çalışmada normozoospermik 
erkeklerde kısa abstinens süresinin rutin semen parametrelerine,  sperm kromatin ve DNA bütünlüğüne, oksidatif strese karşı gelişen 
antioksidan kapasiteye etkisinin değerlendirilmesi amaçlandı. Aynı hastadan ardışık ejakülasyonla 2-5 günlük abstinens süresi sonrası (n=36) 
ve 1 saat abstinens süresi sonrası (n=36) alınan numuneler yıkama öncesi ve yıkama sonrası değerlendirildi. Yıkama öncesinde sperm 
volümünün ve total motil sperm sayısının kısa abstinens grubunda anlamlı olarak azaldığı bulundu. Yıkama sonrasında gruplar arasında 
motilitenin değişmediği, konsantrasyonun kısa abstinens grubunda anlamlı olarak azaldığı görüldü. Abstinens süresi kısa tutulduğunda sperm 
kromatin hasarının ve DNA fragmantasyon oranının azaldığı, antioksidan kapasitede bir değişiklik oluşturmadığı saptandı. Sonuç olarak 
normozoospermik olgularda, abstinens süresinin kısa tutulması sperm konsantrasyonunu ve total progressif motil sperm sayısını azaltmakla 
birlikte, uygulanacak üremeye yardımcı tedavi yaklaşımına göre inseminasyonda kromatin ve DNA bütünlüğü açısından daha kaliteli sperm 
kullanılmasına imkan sağlayacaktır. Ardışık ejakülasyon ve abstinens süresindeki kısalma aktioksidan kapasitede olumlu ya da olumsuz bir 
etki oluşturmamaktadır.  
Anahtar Kelimeler: Semen analizi. Sperm DNA fragmantasyonu. Sperm morfolojisi. Anilin mavisi. Total antioksidan kapasitesi. 
 
Effect of Sequential Ejaculation with Short Abstinence Time on Sperm Chromatin Integrity and Antioxidant Activity 
 
ABSTRACT 

The effects of semen parameters on embryology laboratory results and clinical success vary according to the preferred treatment approach in 
assisted reproductive technology. Semen parameters vary according to the duration of abstinence and the washing protocols applied in the 
andrology laboratory and effect the quality of the sperm material to be inseminated. This study aimed to evaluate the effect of a short 
abstinence period on routine semen parameters, sperm chromatin, DNA integrity, and antioxidant capacity against oxidative stress in 
normozoospermic men. Samples taken from the same patient after 2-5 days of abstinence with consecutive ejaculation (n=36) and after 1 
hour of abstinence (n=36) were evaluated before and after washing. It was found that sperm volume and total motile sperm count were 
significantly decreased in the short abstinence group before washing. It was observed that motility did not change between the groups after 
washing, and the concentration decreased significantly in the short abstinence group. It was determined that sperm chromatin damage and 
DNA fragmentation rate decreased when the abstinence period was kept short, and there was no change in antioxidant capacity. As a result, 
in normozoospermic cases, keeping the abstinence period short will decrease sperm concentration and total progressive motile sperm count 
and allow the use of higher quality sperm in terms of chromatin and DNA integrity in insemination compared to the assisted approach 
reproductive treatment. Sequential ejaculation and shortening of the abstinence time do not have a positive or negative effect on the 
antioxidant capacity. 
Key Words: Semen analysis. Sperm DNA fragmentation. Sperm morphology. Aniline blue. Total antioxidant capacity. 
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Rutin semen analizinde değerlendirilen sperm 
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi erkek 
infertilitesini tanımlamada önemli parametrelerdir1-2. 
Semen numunelerinin güvenilir yorumu için 2-7 
günlük abstinens süresi önerilir. Çünkü semen hacmi, 
sperm konsantrasyonu ve ejakülattaki toplam sperm 
sayısı, ilk 24 saatte belirgin olacak şekilde, 4-10 güne 
kadar artan abstinens süresine bağlı olarak göreceli 
şekilde artar. Bununla birlikte yapılan çalışmalarda 24 
saatlik abstinens süresi sonrası verilen ejakülatta 
sperm motilite ve morfolojisinde iyileşme sağlandığı 
görülmüştür3-4. Normozoospermik ve oligozoospermik 
erkeklerde, 24 saatten daha az abstinens süresinde, 
ortalama olarak ileri hareketli sperm yüzdesinde ve 
normal sperm morfolojisinde artış olduğu 
görülmüştür5. Bahadur ve ark.’nın yapmış olduğu 
çalışmada normozoospermik olgularda semen 
parametrelerinin artan abstinens süresi ile birlikte 
iyileştiği, bununla birlikte oligozoospermik olgularda 
konsantrasyon, motilite ve morfolojinin abstinens 
süresi azaldıkça artış gösterdiği vurgulanmıştır6. Uzun 
abstinens süresi epididimiste depolanma sürecinde 
anormal spermatozoa sayısının ve granülositler 
tarafından üretilen reaktif oksijen radikallerinin (ROS) 
artışına sebep olur. ROS artışı sperm kromatin 
kondansasyon anomalilerine ve sperm DNA 
kırıklarına neden olur7-8. Bu nedenle sperm DNA 
fragmantasyonu ve abstinens süresi arasında anlamlı 
pozitif ilişki olduğu düşünülmektedir9-10. Ejakülatta 
hücrenin reaktif oksijen türleriyle uyarılmasını 
sağlayan lipit peroksidasyonundan koruyan 
antioksidanlar mevcuttur11. İdiyopatik infertil erkek 
popülasyonunda antioksidan kapasitenin fertil 
olgulardan daha düşük olduğu gösterilmiştir12.  
Bu çalışmada ‘abstinens süresinin kısa tutulması 
semen parametrelerini, sperm kromatin ve DNA 
bütünlüğünü ve antioksidan kapasiteyi iyileştirici etki 
gösterir’ hipotezinden yola çıkarak, normozoospermik 
erkeklerde ardışık olarak alınan ejakülat örneklerinde 
kısa abstinens süresinin rutin semen parametrelerine, 
sperm kromatin ve DNA bütünlüğüne, oksidatif strese 
karşı gelişen antioksidan kapasiteye etkisinin 
değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  

Gereç ve Yöntem 

Hasta Seçimi  

Bursa Uludağ Üniversitesi Sağlık Uygulama ve 
Araştırma Hastanesi Tüp Bebek Merkezi Androloji 
Laboratuvarına Kasım 2020 ve Nisan 2021 tarihleri 
arasında spermiyogram analizi için başvuran 
hastaların rutin analiz sonrası imha edilen semen 
örnekleri çalışma kapsamında değerlendirmeye alındı. 
Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel 
Olmayan Uygulamalar Etik Kurulu’nun 14.10.2020 
tarih 2020-18/18no’lu izni ile çalışma gerçekleştirildi. 

Çalışmaya katılan her hastadan bilgilendirilmiş 
gönüllü olur formu ile izinleri alındı.  

Semen Örneklerinin Toplanması ve Hazırlanması 

Spermiyogram analizi için başvuran 36 adet 
normozoospermik (≥15mil/ml sperm) olgu çalışmaya 
dahil edildi. Her hastadan aynı gün birer saat arayla 2 
kez ejakülat örneği alındı. Aynı hastalara ait örnekler;  
Kontrol grubu; 2-5 günlük abstinens süresi sonrası 
alınan numuneler (n=36).  
Çalışma grubu; Aynı hasta grubundan 1saat abstinens 
süresi sonrası alınan numuneler olacak şekilde 
gruplandı (n=36).  
Semen analizi öncesinde numuneler likefaksiyon için 
%5 CO2, %99 nem ve 37ºC sıcaklıkta inkübatörde 15-
60 dakika bekletildi. Ardından ejakülat örneği 
homojen dağılım için pastör pipeti yardımıyla 
karıştırıldı ve 15 ml’lik konik santrifüj tüpüne alınarak 
semen volümü kaydedildi. Dünya Sağlık Örgütü 
(WHO) kriterlerine göre standart semen analizi 
yapıldı13. Likefiye olmuş numuneden 10 𝜇𝑙 makler 
kamaraya damlatıldı, Olympus CX31 faz kontrast 
mikroskobunda x20 büyütme altında sperm 
konsantrasyonu ve motilitesi değerlendirildi. Semen 
volümü dikkate alınarak total motil sperm sayısı 
hesaplandı13. Yıkama öncesi detaylı morfolojik 
değerlendirme (Diff Quick boyaması), viabilite 
değerlendirmesi (Eosin-Y testi) ve kromatin hasarının 
değerlendirmesi (Anilin mavisi boyaması) için kontrol 
ve çalışma gruplarını oluşturan tüm ejakülat 
örneklerinden 3’er adet yayma preparat hazırlandı. 
Rutin spermiyogram analizi sonrası basit yıkama 
işlemi yapıldı. Semen örneği ve üzerine yavaşça 
eklenen yıkama mediumu (G-IVF Plus, VITROLIFE, 
Sweden) 1/1 oranında 15 ml hacimli konik falkon tüpü 
içerisine koyuldu ve x300g’de 10 dakika santrifüj 
edildi. Süpernatant kısmı atıldı ve dipte kalan 0,5 ml 
pellet 5 ml’lik tüp içerisinde alındı. Swim-up işlemi 
için üzerine 1 ml yıkama mediumundan yavaşça (G-
IVF Plus, VITROLIFE, Sweden) eklendi. Tüp 45 
derece eğimli olarak 37ºC’de yaklaşık 1 saat 
inkübatörde bekletildi. İnkübasyon sonrası tüpün 
içindeki kültür medyumunun en üstteki 1 ml’lik kısmı 
ayrı bir tüpe aktarıldı.  
Swim-up sonrası kaliteli ve motil spermlerin 
bulunduğu 1 ml’lik kısımdan 10μl makler kamaraya 
damlatılarak sperm konsantrasyonu, motilitesi, total 
motil sperm sayısı hesaplandı.  
Swim-up yöntemi ile elde edilen sperm 
solüsyonundan 0,5 ml’lik numune ependorf tüpüne 
alındı ve -20ºC’de muhafaza edildi. Dondurulan 
semen örneklerinde daha sonra ticari kit kullanılarak 
enzime bağlı immünosorbent tahlil (ELİSA) 
yöntemiyle total antioksidan kapasitesine bakıldı. Tüm 
işlemler kontrol ve çalışma grubu olarak ayrılan 
semen numunelerine uygulandı.  
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Yıkama sonrası oluşturulan yayma preparatlarda DNA 
fragmantasyon indeksi TUNEL metodu kullanılarak 
analiz edildi. Çalışmanın sonunda normozoospermik 
hasta grubunda, ardışık olarak alınan semen 
örneklerinde abstinens sürelerindeki farklılığa bağlı 
olarak ileri semen parametrelerine bakılarak kromatin 
bütünlüğü ve antioksidan aktiviteye etkisi 
karşılaştırmalı olarak değerlendirildi.  

Morfolojik Değerlendirme 

Yayma preparatlar fiksasyon sonrası DIFF-3 Rapid 
Differential Stain Kit For Haematology & 
Microbiology kiti ile boyandı, faz-kontrast 
mikroskobunda (OLYMPUS CX31) x100’lik 
büyütmede incelendi. Sperm morfolojik analizinde en 
az 200 sperm hücresinin Kruger kesin kriterlerine göre 
değerlendirmesi yapıldı14. Tespit edilen anormal ve 
normal morfolojiye sahip olan sperm oranları yüzde 
olarak ifade edildi ve kaydedildi (Şekil 1).  

 
Şekil 1.  

Farklı Abstinens Sürelerine Göre (1.1. 2-5 Günlük 
Abstinens Süresi, 1.2. 1 Saatlik Abstinens Süresi) Diff-

Quick boyaması *: Baş Anomalisi, B: Boyun 
Anomalisi, K: Kuyruk Anomalisi 

Vitalite Değerlendirilmesi  

Yıkama öncesi lam üzerine alınan 10μl’lik semen 
drobunun üzerine l0 μl’lik eozin eklendi ve lamelle 
kapatıldı. Preparatlar faz-kontrast mikroskopta 
(OLYMPUS CX31) x20 büyütmede incelendi. 
Membran bütünlüğünü koruyan canlı hücreler soluk 
renkte, membran harabiyeti nedeniyle boyayı hücre 
içine alan ölü hücreler pembe renkte boyandı. Her 
preparatta canlılık durumuna göre 200 sperm sayımı 
gerçekleştirildi. Her numune için vitalite yüzde değeri 
hesaplandı ve kaydedildi. 

Sperm Kromatin Bütünlüğü Değerlendirmesi  

Yayma preparatlar oda sıcaklığında %90’lık metanol 
içinde 30 dakika fikse edilip, kurutuldu. Distile su ile 
yıkama sonrası preparatlar %4 asetik asit (pH 3.5) 
çözeltisi içinde %5 anilin mavisi ile 10 dakika 
boyandı. Yıkama sonrası preparatlar havada kurutulup 

entellan ile kapatıldı. Faz kontrast mikroskobunda 
immersiyon yağı ile x100 büyütmede incelendi.  
Pozitif (mavi) ve negatif (soluk mavi) boyanan 
hücreler sayıldı. Her preparatta 100 sperm hücresi 
sayıldı ve sayılan total sperm sayısına pozitif boyanan 
hücreler orantılandı ve yüzde değer olarak sonuçlar 
kaydedildi.  

Sperm DNA Fragmantasyonu Değerlendirmesi 

TUNEL metodu ile sperm DNA kırıklarını 
değerlendirmek amacıyla ApopTag Peroxidase InSitu 
Apoptosis Kit Detection kullanıldı. Boyama protokolü 
üreticinin talimatları dikkate alınarak gerçekleştirildi. 
Yıkama sonrası sperm DNA kırıklarının TUNEL 
tekniği ile analizinde DAB kromojen ile koyu 
kahverengi boyanan çekirdeğe sahip spermler DNA 
fragmantasyonu pozitif (TUNEL pozitif- T (+)) 
olarak, açık kahverengi boyanan çekirdeğe sahip 
spermler normal DNA’ya sahip (TUNEL negatif-T (-
)) spermler olarak kaydedildi (Şekil 2). Her preparatta 
100 sperm hücresi sayıldı, TUNEL pozitif ve TUNEL 
negatif sperm hücrelerinin yüzdeleri belirlendi. 

 
Şekil 2. 

Farklı Abstinens Sürelerine Göre (2.1. 2-5 Günlük 
Abstinens Süresi, 2.2. 1 Saatlik Abstinens Süresi) 
TUNEL boyaması *: Sperm DNA Hasarına Sahip 

Hücreler 

Total Antioksidan Aktivitenin Değerlendirmesi  

Total antioksidan aktivite, ELISA yöntemi ile Human 
Total Antioxidant Status Elisa KİT kullanılarak, 
üreticinin talimatları doğrultusunda ölçüldü. 
Biyotinlenmiş antikor ve Streptavidin-HRP arasındaki 
etkileşim sayesinde 450 nm’de renk oluşumunun total 
antioksidan konsantrasyona bağlı olarak optik 
yoğunluk (OD) değerleri belirlendi. Standart bir eğri 
kullanılarak total antioksidan kapasitesi hesaplandı. 

İstatistiksel Analiz 

Verinin istatistiksel analizi SPSS 23.0 istatistik paket 
programında yapıldı. Verinin normal dağılım gösterip 
göstermediği Shapiro-Wilk testi ile incelendi. 
Tanımlayıcı istatistikler medyan, minimum, 
maksimum (nonparametrik dağılım) olarak belirtildi. 
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Normal dağılım gösteren veri için gruplar arası 
karşılaştırmada Paired Samples Test kullanılırken, 
normal dağılım göstermeyen veri için gruplar arası 
karşılaştırmada Mann-Whitney U testi kullanıldı. 
Hasta karakteristik özellikleri ile �mplantasyon 
arasındak� �l�şk�y� araştırmak �ç�n Sperman 
Korelasyon test� yapıldı. Anlamlılık düzey� p ≤ 0.05 
olarak belirlendi. 

Bulgular  

Ejakülat örneği alınan 36 hastanın yaş ortalaması 
33,79±4,32 yıl, vücut kitle indeksi (BMI) ortalaması 
26,48±2,29kg/m2 olarak belirlendi. Hasta gruplarında 
kronik hastalıkları, cerrahi öyküleri ile sigara ve alkol 
kullanımları benzerdi.  

Rutin Semen Parametreleri Sonuçları  

2-5 günlük abstinens ve 1 saatlik abstinens sonrası 
ortalama semen volümü sırasıyla 3,5 ml (2.6-5.0) ve 2 
ml (1.1-2.5) olarak bulundu. Semen volümünün 
abstinens süresindeki kısalma ile birlikte anlamlı 
olarak azaldığı görüldü (p=0.0001) (Tablo I, Şekil 
3.A). Yıkama öncesi total motil sperm sayısında 
gruplar arasında anlamlı farklılık saptanırken 
(p=0.0001), konsantrasyon, motilite, morfoloji ve 
vitalitede gruplar arası anlamlı fark görülmedi 
(sırasıyla p=0.161, p=0.851 ve p=0.807) (Tablo I).  
 
Tablo I. Farklı Abstinens Sürelerine Göre Yıkama 

Öncesi ve Yıkama Sonrası Semen 
Parametreleri 

Değişkenler 
(Yıkama Öncesi 

/ Yıkama 
Sonrası) 

Kontrol Grubu 
(2-5 gün abstinens) 
(Median %25-%75 

Percentiles) 

Deney Grubu 
(1 saat abstinens) 

(Median %25-
%75 Percentiles) 

p 
değeri 

Yıkama Öncesi 
Volüm (ml) 3,5 (2,6-5,0) 2 (1,1-2,5) 0,0001* 

Yıkama Öncesi 
Konsantrasyon 

(mil/ml) 
88 (49,2-133,7) 73,5 (32-121,7) 0,161 

Yıkama Öncesi 
Motilite (%) 67 (53,2-80) 73,5 (49-83,3) 0,851 

Yıkama Öncesi 
TPMS** (mil.) 191 (91,7-307,8) 98 (36,2-151,5) 0,0001* 

Yıkama Öncesi 
Morfoloji (%) 2 (1-3) 2 (1-3) 0,244 

Yıkama Öncesi 
Vitalite(%) 80 (72-85) 80 (72,2-85,7) 0,807 

Yıkama Sonrası 
Konsantrasyon 

(mil/ml) 
58,5 (49,2-133,7) 30,5 (35,2-84) 0,0001* 

Yıkama Sonrası 
Motilite (%) 72,5 (60-87) 74,5 (64-83,7) 0,804 

*Wilcoxon Signed Ranks Test p<0.05 
 **TPMS: Total Progressif Motil Sperm Sayısı 

Yıkama sonrası rutin sperm parametreleri 
değerlendirildiğinde; sperm konsantrasyonu uzun 
abstinens süresi lehine anlamlı farklılık gösterirken 
(p=0.0001), motilite yüzdesinde gruplar arasında fark 
saptanmadı (p=0.804) (Tablo I, Şekil 3.B). 

 
Şekil 3.  

(A) Farklı Abstinens Sürelerine Göre Yıkama öncesi 
Semen Volümündeki Değişiklik (B) Yıkama Sonrası 
Abstinens Sürelerine Bağlı Olarak Konsantrasyon 

Değerleri (C) 2-5 Günlük Abstinens Süresinin Yıkama 
Öncesi– Yıkama Sonrası Sperm Konsantrasyonları 

(D) 2-5 Günlük Abstinens Süresinin Yıkama Öncesi– 
Yıkama Sonrası Sperm Motiliteleri (E)1 saat 

Abstinens Süresinin Yıkama Öncesi– Yıkama Sonrası 
Sperm Konsantrasyonları (F)1 saat Abstinens 

Süresinin Yıkama Öncesi– Yıkama Sonrası Sperm 
Motilitesi (G) Farklı Cinsel Perhis Sürelerine Göre 

Sperm Kromatin Hasarı Yüzdeleri (H) Farklı 
Abstinens Sürelerine Göre Sperm DNA 

Fragmantasyonu Yüzdeleri 
 
Kontrol grubu (2-5 günlük abstinens) yıkama öncesi 
ve yıkama sonrası sperm parametreleri sperm 
konsantrasyonu ve motilitesi açısından 
karşılaştırıldığında; sperm konsantrasyonu yıkama 
öncesi grup lehine anlamlı artış gösterirken, motilite 
yüzdesi yıkama sonrasında anlamlı oranda daha 
yüksek bulundu (sırasıyla p=0.001 ve p=0.002) (Tablo 
II, Şekil 3.C-D). Çalışma grubunda da (1 saat 
abstinens) sperm konsantrasyonu yıkama öncesi 
değerler lehine anlamlı iken (p=0.0001), motilite 
yüzdesinin yıkama sonrasında anlamlı oranda daha 
yüksek olduğu görüldü. (p=0.007) (Tablo II, Şekil 
3.E-F). 
Sperm morfolojileri baş, boyun kuyruk anomalileri 
dikkate alınarak yapıldı (Şekil 1). Normal morfolojili 
sperm oranında kontrol ve çalışma grupları arasında 
istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı 
(p=0.244). Sperm viabilite analizinde her iki grupta da 
ortalama %80 viabilite saptandı. Gruplar arasında 
istatistiksel olarak anlamlı fark görülmedi (p=0.807). 
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Tablo II. Farklı Abstinens Sürelerine Göre Yıkama 
öncesi ve Yıkama Sonrası Konsantrasyon 
ve Motilite Değerleri  

 Kontrol Grubu 
2-5 Günlük Abstinens 

Süresi 

Deney Grubu 
1 saatlik Abstinens 

Süresi 
Değişkenler 

(Yıkama Öncesi 
/ Yıkama 
Sonrası) 

Median 
(Median %25-

%75 
Percentiles) 

p 
değeri 

Median 
(Median %25-

%75 
Percentiles) 

p 
değeri 

Yıkama Öncesi 
Konsantrasyon 

(mil/ml) 

88 (49,2-
133,7) 

 
0,001* 

73,5 (32,0-
121,7) 

0,0001* 
Yıkama Sonrası 
Konsantrasyon 

(mil/ml) 
58,5(35,2-84) 

 
30,5 (17,2-

77,7) 
Yıkama Öncesi 

Motilite (%) 67 (53,2-80) 
 

0,002** 

 
73,5 (49-83,3) 

0,007* 
Yıkama Sonrası 

Motilite (%) 
72,5 (60-87)  

74,5 (64-83,7) 
*Wilcoxon Signed Ranks Test p<0.05 
**Paired Samples Test p<0.05 

Sperm Kromatin Bütünlüğü, DNA Fragmantasyonu ve 
Antioksidan Aktivite Analizi Sonuçları  

Kromatin bütünlüğünü değerlendirme amacıyla anilin 
mavisi ile boyanan yayma preparatlarda, kontrol ve 
deney gruplarında kromatin kondansasyon anomalisi 
sırasıyla %9 (7-11,7) ve %5,5 (4-8,5) oranında 
saptandı. Kısa abstinens süresinin kromatin hasarını 
istatistiksel olarak anlamlı oranda azalttığı görüldü 
(p=0.0001) (Tablo III, Şekil 3.G). 
Kontrol ve deney gruplarında DNA fragmantasyon 
yüzdesi sırasıyla %9,5 (5,5-12,2) ve %5,5 (4,2-7,7) 
oranında saptandı. Kısa abstinens süresinin sperm 
DNA fragmantasyon oranını istatistiksel olarak 
anlamlı oranda azalttığı görüldü (p=0.002) (Tablo III, 
Şekil 2, Şekil 3.H.). 
 
Tablo III. Sperm Kromatin Hasarı, DNA 

Fragmantasyon Yüzdesi ve Total 
Antioksidan Kapasite Değerleri 

Değişkenler 

Abstinens Süresi 
(2-5 gün) 

(Median %25-
%75 Percentiles) 

Abstinens Süresi 
(1 saat) 

(Median %25-
%75 Percentiles) 

p 
değeri 

Anilin Blue (%) 9 (7-11,7) 5,5 (4-8,5) 0,0001* 
TUNEL (%) 9,5 (5,5-12,2) 5,5 (4,2-7,7) 0,002** 
TAC (IU/ml) 3,1 (1,0-4,1) 2,9 (1,1-4,5) 0,984 

*Wilcoxon Signed Ranks Test p<0.05 
**Paired Samples Test p<0.05 
TAC: Total Antioksidan Kapasite 
 
Yıkama öncesi korelasyon analizlerine bakıldığında, 
her iki abstinens süresine sahip grupta da semen 
volümü artışına sperm konsantrasyon artışının eşlik 

ettiği, aralarında pozitif korelasyon olduğu tespit 
edildi (p=0,0001). Yıkama öncesi sperm DNA 
fragmantasyonu ve sperm morfolojisi arasında ise 
korelasyon saptanmadı (p=0,554) (Tablo IV) 
 
Tablo IV. Farklı AbstinensSüresine Göre Korelasyon 

Analizi Sonuçları 

Değişkenler 
(Yıkama Öncesi 

/ Yıkama 
Sonrası) 

Abstinens 
Süresi 

(2-5 gün) 
 

r değeri 

Abstinens   
Süresi 

(2-5 gün) 
 

p değeri 

Abstinens 
Süresi 

(1 saat) 
 

r değeri 

Abstinens 
Süresi 
(1 saat) 

 
p değeri 

Yıkama Öncesi 
Volüm / 

Konsantrasyon 

 
0,679 

 

 
0,0001* 

 
0,619 

 
0,0001* 

Yıkama Sonrası 
Sperm DNA 

Fragmantasyonu
/ Sperm 

Morfolojisi 

 
0,190 

 
0,554 

 
--------- 

 
--------- 

Yıkama Sonrası 
Konsantrasyon/ 

Motilite 

 
0,220 

 
0,197 

 
0,448 

 
0,006** 

*PearsonTest p<0.05 
**Spearman Test p<0.05 
 
Yıkama sonrası korelasyon analizlerinde; 
konsantrasyon ve motilite değerleri arasında 2-5 
günlük cinsel perhiz süresinde korelasyon görülmedi 
(p=0,197). 1 saatlik cinsel perhiz süresinde ise, 
konsantrasyon azalışına motilite artışının eşlik ettiği 
ve aralarında anlamlı negatif korelasyon olduğu tespit 
edildi (p=0,006) (Tablo IV).  

Tartışma ve Sonuç 

Bu prospektif çalışmada, ardışık ejakülasyonla elde 
edilen semen örneklerinde farklı abstinens sürelerinin 
rutin sperm parametreleri, sperm kromatin bütünlüğü, 
DNA hasarı ve antioksidan aktiviteye etkisi 
araştırılmıştır. Kısa abstinens süresi sperm 
konsantrasyonunu ve total motil sperm sayısını 
azaltmış olmakla birlikte, antioksidan aktiviteyi 
değiştirmemiş, ardışık ejakülasyon sperm kromatin 
hasarı ve DNA bütünlüğünü iyileştirici etki 
göstermiştir.  
Abstinens süresine bağlı olarak değişen sperm 
parametrelerinin başında semen volümü gelmektedir. 
Literatürde abstinens süresindeki kısalmanın semen 
volümünü azalttığını raporlayan retrospektif ve 
prospektif çalışmalar mevcuttur15-17. Bu çalışmada da 
literatürü destekler nitelikte, semen hacmi abstinens 
süresi kısaldıkça anlamlı ölçüde azalmıştır. Kısa 
abstinens süresi nedeniyle semen volümünde oluşan 
azalmanın, seminal veziküller ve prostat gibi seminal 
sıvının kaynağı olan yardımcı genital bezlerin yeterli 
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salgı yapamamasına bağlı olduğu bilinmektedir. 
Semen kalitesini belirleyen faktörler arasında olan 
sperm konsantrasyonu fertilite potansiyeli için 
prognostik bir faktördür. Literatürde abstinens süresi 
ile sperm konsantrasyonunun doğrusal bir ilişki içinde 
olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur18-20. Buna 
karşılık iki çalışmada, uzun abstinens süresi sonrası 
sperm konsantrasyonunda hafif bir artış tespit 
edilmesine rağmen istatistiksel olarak anlamlı fark 
olmadığı raporlanmıştır21-22. Bu çalışmada semen 
volümünün literatürle uyumlu şekilde azaldığı 
görülmüş, fakat mililitre bazında sperm 
konsantrasyonu olumsuz yünde etkilenmemiştir. 
Abstinens süresine göre değişebilecek bir diğer 
parametre sperm motilitesidir. Çeşitli çalışmalar, 
abstinens süresi ile sperm motilitesi arasında ters 
korelasyon olduğunu göstermektedir20-23. Abstinens 
süresi ile motilite arasında herhangi bir korelasyon 
olmadığını raporlayan çalışmalarda mevcuttur24-25. Bu 
çalışmada abstinens süresindeki uzamanın sperm 
motilitesine olumlu ya da olumsuz etkisi 
görülmemiştir. Motilite oranlarının değişmemesi, 
ejakülasyonda epididimiste depolanan spermin 
tamamının ejakülatla birlikte atılmaması ve ardışık 
ejakülasyon sonrası epididimiste kalan spermin elde 
edilmesinin bir sonucu olarak açıklanabilir. 
Semen volümündeki azalma direkt olarak total motil 
sperm konsantrasyonunda anlamlı oranda azalmaya 
neden olmaktadır. Çalışmada kısa abstinens süresinde 
ejakülatta total motil sperm konsantrasyonu azalmış, 
fakat sperm konsantrasyonu, motilitesi, viabilitesi ve 
morfolojisinde olumlu ya da olumsuz bir etki 
göstermemiş, semen volümü ile direkt ilişkili olan 
total progressif motil sperm sayısında azalma 
görülmüştür. Total motil sperm sayısının klinik 
başarıya etkisi özelikle intrauterin inseminasyon ve 
konvansiyonel in vitro fertilizasyonda ön plandadır, 
fertilizasyon aşamasında tek motil spermin 
kullanıldığı intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) 
uygulamalarında fertilizasyon başarısına olumsuz 
etkisi yoktur. Fakat çalışmamız kapsamında 
değerlendirilen spermin kromatin bütünlüğü, DNA 
fragmantasyonu ve antioksidan aktivitesindeki oransal 
iyileşmeler ICSI uygulamalarında oositi fertilize etme 
potansiyeli yüksek spermin seçilmesi şansını 
arttırmaktadır. 
Rutin semen parametrelerinden sperm morfolojisinin 
abstinens süresi ile korelasyonunu değerlendiren 
çalışmalarda anlamlı bir fark oluşturmadığı 
bildirilmiştir10-26. Dupesh ve ark. yaptığı çalışmada 
farklı abstinens gruplarında değerlendirme 
yapıldığında, gruplar arasında değerlerin ortalama 
olarak birbirlerine yakın olduğu, en yüksek normal 
morfolojide sperm yüzdesinin 8-15 günlük perhiz 
sonrasında elde edildiği belirtilmiş, ancak istatistiksel 
anlamlılık göstermediği rapor edilmiştir27. Abstinens 
süresinin sperm canlılığını ve ilişkili olarak 

fertilizasyon potansiyelini etkilemediği yapılan 
çalışmalarla bildirilmiştir28. Bu çalışmada da 
literatürle uyumlu olarak sperm morfolojisi ve 
viabilitesinde abstinens süresine bağlı anlamlı bir 
farklılık saptanmadı. Örneklem grubunun geniş 
olduğu (2458 ejakülat örneği) bir çalışmada abstinens 
süresine göre sperm parametrelerinden volüm, 
konsantrasyon ve morfolojinin abstinens süresi ile 
istatistiksel olarak anlamlı ilişkisinin olduğu 
belirtilmiştir. Ancak sperm morfolojisi ve abstinens 
süresi arasında korelasyon tespit edilmemiştir29. Bu 
çalışma küçük örneklem grubunda gerçekleştirilmekle 
birlikte, korelasyon analizleri değerlendirildiğinde 
literatürle uyumlu sonuçlar elde edilmiştir.  
İnseminasyon için kullanılacak spermin kalitesini 
tercih edilen sperm hazırlama yöntemleri 
değiştirmektedir. Semen yıkama protokollerinde amaç 
konsantrasyon, motilite, morfoloji ve viabilite 
açısından kaliteli spermin eldesini sağlamaktır. 
Yıkama sonrası sperm konsantrasyonu ve motilitesi 
hasta semen parametrelerine uygun yıkama 
metodunun seçildiğini gösteren en önemli iki 
parametredir. Swim-up yöntemi sperm 
konsantrasyonunu azaltan bir yıkama metodu olmakla 
birlikte, sperm total progressif motil sperm sayısı, 
morfolojisi ve viabilitesi açısından en avantajlı 
yöntemdir30. Literatürde de desteklenen ve kabul 
gören bir yaklaşım olarak, laboratuarımızda 
normozoospermik olgularda inseminasyon için sperm 
hazırlığında swim-up yöntemi tercih edilmektedir. Bu 
nedenle normozoospermik olguları kapsayan bu 
çalışmada yıkama öncesi ve swim-up yıkaması sonrası 
sperm parametreleri iki farklı abstinens grubunda 
karşılaştırıldı. Literatür bilgisi ile uyumlu şekilde hem 
2-5 günlük abstinens süresi grubu hem de 1 saatlik 
abstinens süresi grubunda, beklenildiği şekilde 
konsantrasyonun anlamlı olarak azaldığı, swim-up 
sonrası motilitenin anlamlı olarak arttığı tespit edildi. 
Abstinens süresinin sperm kromatin bütünlüğü ve 
sperm DNA fragmantasyonu ile arasında korelasyon 
olabileceğine dair görüşler mevcuttur. Abstinens 
süresi arttıkça, epididimal depolanma sürecinde 
ROS’un (mitokondriyal hasar/lökosit sayısı) arttığı ve 
böylelikle sperm DNA hasarının ve DNA 
fragmantasyon yüzdesinin anlamlı olarak arttığı 
belirtilmiştir29-31. Benzer çalışmalarda daha kısa 
abstinens süresinin, üremeye yardımcı tedavi 
uygulamalarında sperm DNA fragmantasyonu 
insidansında azalmaya ve gebelik oranlarında artışa 
neden olduğu raporlanmıştır9-16. Bu çalışmada da, 1 
saatlik cinsel perhiz süresinin 2-5 günlük cinsel perhiz 
süresine göre DNA fragmantasyon yüzdesini anlamlı 
olarak azalttığı tespit edilmiştir.  
Kısa abstinens süresinin, I. ve II. mayozunu 
tamamlamış spermin epididimiste depolanması 
sırasında granülositler tarafından üretilen reaktif 
oksijen türlerinin (ROS) toksik etkilerine daha az 
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maruz kalmanın sonucunda ölü hücre 
konsantrasyonunda azalma ve daha genç bir sperm 
popülasyonu ile sonuçlandığı raporlanmıştır32. Ardışık 
ejakülasyonlarda sürenin kısa olması spermlerin 
epididimisten geçişini hızlandırır ve sonuç olarak 
sperm ROS'un zararlı etkilerine daha az maruz kalır. 
ROS tarafından oluşturulan oksidatif strese 
maruziyetin azalması sperm kromatin bütünlüğünde 
bir iyileşmeye yol açar33. Sperm kromatin hasarının 
değerlendirildiği bir çalışmada, abstinens sürelerine 
göre 2-5 güne karşı, 1 saat sonra elde edilen 
ejakülatlar karşılaştırılmış ve 2-5 gün abstinens 
sonrası alınan ejakülat örneklerinde normal sperm 
kromatin yüzdesinin daha düşük olduğu bildirilmiştir. 
Kısa cinsel perhiz süresi göz önüne alındığında, olgun 
kromatin yüzdesinde 1 saatlik abstinens süresi 
grubunda artış olduğu vurgulanmıştır26. Bu çalışmanın 
sonuçları da bu veriyi desteklemektedir. 
Oksidatif stresin sperm hasarının en yaygın 
nedenlerinden biri olduğu ve fertilizasyon kapasitesini 
olumsuz etkilediği bilinmektedir. Oksidatif stres 
spermin lipid ve protein yapılarına, DNA'sına zarar 
vermektedir34-35. Sperm hücrelerinin bu tür hasarı 
onarmak için kendi savunma mekanizmaları vardır ve 
bu mekanizmalar başarısız olduğunda üretilen reaktif 
oksijen türleri (ROS) ile toplam antioksidan kapasite 
(TAC) arasında bir dengesizlik oluşur34. ROS üretimi 
ve TAC arasındaki dengesizlik sonucunda oluşan 
yüksek seviyelerdeki oksidatif stres, sonuçta sperm 
çekirdek DNA'sına zarar verir; erkek germ hücre 
hattındaki DNA hasarının ağırlıklı olarak oksidatif 
stresle indüklendiği ve bu hasarın bu tür strese karşı 
spermin savunmasızlığını yansıttığı 
düşünülmektedir36. Yapılan çalışmalarda, rutinde 
kabul gören 4 günlük cinsel perhiz ile 
karşılaştırıldığında, kısa abstinens (1 gün) süresi ile 
total antioksidan kapasite arasında istatistiksel olarak 
anlamlı farklılık olduğu tespit edilmiştir. Abstinens 
süresinin, epididim veya diğer yardımcı genital 
bezlerinin ROS ortamı üzerinde etkisi olduğu 
bilinmektedir. Abstinens süresini kısaltarak epididim 
veya vas deferenste yaşlı sperm nüfusu azaltılabilir. 
Böylelikle ROS oluşumuna sebep olan ölü ve 
anomalili sperm kaynağının önüne geçilerek, TAC’ın 
koruyucu etkisine ihtiyaç azaltılır37. Çalışmamızda da 
2-5 günlük cinsel perhiz süresi 1 saatlik cinsel perhiz 
süresi ile karşılaştırıldığında total antioksidan 
kapasitenin 1 saatlik grupta daha düşük olduğu, ancak 
bu verinin gruplar arasında anlamlı bir fark 
oluşturmadığı görülmüştür. İstatistiksel anlamlılığın 
değerlendirilmesi açısından örneklem sayısının az 
olması çalışmanın limitasyonunu oluşturmaktadır. 
Sonuç olarak, bu çalışmada abstinens süresindeki 
kısalmanın rutin semen parametrelerinde, sperm 
kromatin kondensasyonu ve DNA bütünlüğünün 
korunmasında, antioksidan kapasitede iyileştirici 
etkisi olduğu gösterilmiştir. Sperm konsantrasyonunu 

ve bununla bağlantılı olarak total progressif motil 
sperm sayısını azaltmakla birlikte, normozoospermik 
olgularda tercih edilen üremeye yardımcı tedavi 
yaklaşımına göre inseminasyonda kromatin ve DNA 
bütünlüğü açısından daha kaliteli sperm 
kullanılmasına imkan sağlayacaktır. Ardışık 
ejakülasyonun üremeye yardımcı tedavi 
uygulamalarında laboratuvar sonuçlarını ve klinik 
başarıyı iyileştirici etkisine yönelik daha fazla 
örneklem içeren, kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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