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Kisa Abstinens Suresiyle Ardigik Ejakiilasyonun Sperm
Kromatin Butunligu ve Antioksidan Aktiviteye Etkisi
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OZET

Uremeye yardimci tedavi uygulamalarinda tercih edilen tedavi yaklagimina gére semen parametrelerinin embriyoloji laboratuvari sonuglarina
ve klinik basariya etkisi degismektedir. Semen parametreleri abstinens siiresine ve androloji laboratuvarinda uygulanan yikama
protokollerine gore degismekte ve insemine edilecek sperm materyalinin kalitesini etkilemektedir. Bu c¢alismada normozoospermik
erkeklerde kisa abstinens siiresinin rutin semen parametrelerine, sperm kromatin ve DNA biitiinliigiine, oksidatif strese karst gelisen
antioksidan kapasiteye etkisinin degerlendirilmesi amaglandi. Ayni1 hastadan ardisik ejakiilasyonla 2-5 giinliik abstinens siiresi sonrasi (n=36)
ve 1 saat abstinens siiresi sonrasi (n=36) alman numuneler yikama 6ncesi ve yikama sonrasi degerlendirildi. Yikama oncesinde sperm
voliimiiniin ve total motil sperm sayisinin kisa abstinens grubunda anlamli olarak azaldig: bulundu. Yikama sonrasinda gruplar arasinda
motilitenin degismedigi, konsantrasyonun kisa abstinens grubunda anlamli olarak azaldig: goriildii. Abstinens siiresi kisa tutuldugunda sperm
kromatin hasarinin ve DNA fragmantasyon oraninin azaldigi, antioksidan kapasitede bir degisiklik olusturmadigi saptandi. Sonug olarak
normozoospermik olgularda, abstinens siiresinin kisa tutulmast sperm konsantrasyonunu ve total progressif motil sperm sayisini azaltmakla
birlikte, uygulanacak tiremeye yardimei tedavi yaklagimina gore inseminasyonda kromatin ve DNA biitiinliigii agisindan daha kaliteli sperm
kullanilmasina imkan saglayacaktir. Ardisik ejakiilasyon ve abstinens siiresindeki kisalma aktioksidan kapasitede olumlu ya da olumsuz bir
etki olugturmamaktadir.

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.
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Rutin semen analizinde degerlendirilen sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi erkek
infertilitesini tanmimlamada Gnemli parametrelerdir'>.
Semen numunelerinin gilivenilir yorumu i¢in 2-7
giinliik abstinens siiresi onerilir. Ciinkli semen hacmi,
sperm konsantrasyonu ve ejakiilattaki toplam sperm
sayis, ilk 24 saatte belirgin olacak sekilde, 4-10 giine
kadar artan abstinens siiresine bagli olarak goreceli
sekilde artar. Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda 24
saatlik abstinens siiresi sonrasi verilen ejakiilatta
sperm motilite ve morfolojisinde iyilesme saglandig:
gérﬁlmﬁstﬁr3 . Normozoospermik ve oligozoospermik
erkeklerde, 24 saatten daha az abstinens siiresinde,
ortalama olarak ileri hareketli sperm yiizdesinde ve

normal  sperm  morfolojisinde  artig  oldugu
goriilmiistii’. Bahadur ve ark.’min yapmus oldugu
calismada  normozoospermik  olgularda  semen

parametrelerinin artan abstinens siiresi ile birlikte
iyilestigi, bununla birlikte oligozoospermik olgularda
konsantrasyon, motilite ve morfolojinin abstinens
siiresi azaldik¢a artis gosterdigi vurgulanmistir®. Uzun
abstinens siiresi epididimiste depolanma siirecinde
anormal spermatozoa sayisinin ve graniilositler
tarafindan iiretilen reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
artisina sebep olur. ROS artist sperm kromatin
kondansasyon anomalilerine ve sperm DNA
kiriklarma neden olur’®. Bu nedenle sperm DNA
fragmantasyonu ve abstinens siiresi arasinda anlaml
pozitif iliski oldugu disiiniilmektedir’'®. Ejakiilatta
hiicrenin  reaktif oksijen tiirleriyle uyarilmasini
saglayan  lipit  peroksidasyonundan  koruyan
antioksidanlar mevcuttur''. Idiyopatik infertil erkek
popiilasyonunda  antioksidan  kapasitenin  fertil
olgulardan daha diisiik oldugu gosterilmistir'”.

Bu calismada ‘abstinens siiresinin kisa tutulmasi
semen parametrelerini, sperm kromatin ve DNA
biitiinliigiini ve antioksidan kapasiteyi iyilestirici etki
gosterir’ hipotezinden yola ¢ikarak, normozoospermik
erkeklerde ardisik olarak alinan ejakiilat 6rneklerinde
kisa abstinens siiresinin rutin semen parametrelerine,
sperm kromatin ve DNA biitlinliigiine, oksidatif strese
karst gelisen antioksidan kapasiteye etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem

Hasta Secimi

Bursa Uludag Universitesi Saghk Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Tiip Bebek Merkezi Androloji
Laboratuvarina Kasim 2020 ve Nisan 2021 tarihleri
arasinda spermiyogram analizi i¢in bagvuran
hastalarin rutin analiz sonrasi imha edilen semen
ornekleri caligma kapsaminda degerlendirmeye alindi.

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Uygulamalar Etik Kurulu’nun 14.10.2020
tarih 2020-18/18n0’lu izni ile ¢aligma gergeklestirildi.
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Caligmaya katilan her hastadan bilgilendirilmis
g0niillii olur formu ile izinleri alindi.

Semen Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Spermiyogram analizi ig¢in bagvuran 36 adet
normozoospermik (=15mil/ml sperm) olgu ¢aligmaya
dahil edildi. Her hastadan ayn1 giin birer saat arayla 2
kez ejakiilat 6rnegi alindi. Ayni hastalara ait 6rnekler;

Kontrol grubu; 2-5 giinliik abstinens siiresi sonrast
alman numuneler (n=36).

Caligma grubu; Ayn1 hasta grubundan 1saat abstinens
siiresi sonrast aliman numuneler olacak sekilde
gruplandi (n=36).

Semen analizi dncesinde numuneler likefaksiyon igin
%5 CO,, %99 nem ve 37°C sicaklikta inkiibatorde 15-
60 dakika bekletildi. Ardindan ejakiilat Ornegi
homojen dagilim igin pastér pipeti yardimiyla
karistirildi ve 15 ml’lik konik santrifiij tiipiine alinarak
semen voliimii kaydedildi. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) kriterlerine gore standart semen analizi
yap11d113. Likefiye olmus numuneden 10 ul makler
kamaraya damlatildi, Olympus CX31 faz kontrast
mikroskobunda  x20  bilylitme altinda sperm
konsantrasyonu ve motilitesi degerlendirildi. Semen
volimii dikkate alinarak total motil sperm sayisi
hesaplandi. Yikama oncesi detayli morfolojik
degerlendirme (Diff Quick boyamasi), viabilite
degerlendirmesi (Eosin-Y testi) ve kromatin hasarmin
degerlendirmesi (Anilin mavisi boyamasi) i¢in kontrol
ve c¢alisma gruplarimi  olusturan tiim ejakdilat
orneklerinden 3’er adet yayma preparat hazirlandi.

Rutin spermiyogram analizi sonrasi basit yikama
islemi yapildi. Semen Orne§i ve {lizerine yavasca
eklenen yikama mediumu (G-IVF Plus, VITROLIFE,
Sweden) 1/1 oraninda 15 ml hacimli konik falkon tiipii
icerisine koyuldu ve x300g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant kismu atildi ve dipte kalan 0,5 ml
pellet 5 ml’lik tiip igerisinde alindi. Swim-up islemi
icin iizerine 1 ml yikama mediumundan yavasca (G-
IVF Plus, VITROLIFE, Sweden) eklendi. Tiip 45
derece egimli olarak 37°C’de yaklasik 1 saat
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasi tiipiin
icindeki kiiltiir medyumunun en istteki 1 ml’lik kismi1
ayri bir tlipe aktarild.

Swim-up sonrast kaliteli ve motil spermlerin
bulundugu 1 ml’lik kissmdan 10ul makler kamaraya
damlatilarak sperm konsantrasyonu, motilitesi, total
motil sperm sayist hesaplandi.

Swim-up  yontemi ile elde edilen sperm
soliisyonundan 0,5 ml’lik numune ependorf tiipiine
alindi ve -20°C’de muhafaza edildi. Dondurulan
semen Orneklerinde daha sonra ticari kit kullanilarak
enzime bagli immiinosorbent tahlil (ELISA)
yontemiyle total antioksidan kapasitesine bakildi. Tiim
islemler kontrol ve c¢alisma grubu olarak ayrilan
semen numunelerine uygulandi.



Ardisik Ejakiilasyonun Semen Parametrelerine Etkisi

Yikama sonrasi olusturulan yayma preparatlarda DNA
fragmantasyon indeksi TUNEL metodu kullanilarak
analiz edildi. Calismanin sonunda normozoospermik
hasta grubunda, ardisitk olarak alinan semen
orneklerinde abstinens siirelerindeki farkliliga bagl
olarak ileri semen parametrelerine bakilarak kromatin
biitinliigli ve  antioksidan  aktiviteye  etkisi
kargilagtirmali olarak degerlendirildi.

Morfolojik Degerlendirme
Yayma preparatlar fiksasyon sonrast DIFF-3 Rapid

Differential Stain Kit For Haematology &
Microbiology  kiti  ile  boyandi, faz-kontrast
mikroskobunda  (OLYMPUS CX31) x100’lik

biiylitmede incelendi. Sperm morfolojik analizinde en
az 200 sperm hiicresinin Kruger kesin kriterlerine gore
degerlendirmesi yapildi'. Tespit edilen anormal ve
normal morfolojiye sahip olan sperm oranlar yiizde
olarak ifade edildi ve kaydedildi (Sekil 1).

Sekil 1.

Farkly Abstinens Stirelerine Gére (1.1. 2-5 Giinliik
Abstinens Siiresi, 1.2. 1 Saatlik Abstinens Siiresi) Diff-
Quick boyamasi *: Bas Anomalisi, B: Boyun
Anomalisi, K: Kuyruk Anomalisi

Vitalite Degerlendirilmesi

Yikama Oncesi lam iizerine alinan 10ul’lik semen
drobunun iizerine 10 pl’lik eozin eklendi ve lamelle
kapatildi.  Preparatlar  faz-kontrast mikroskopta
(OLYMPUS CX31) x20 biiyiitmede incelendi.
Membran biitiinliigiinii koruyan canli hiicreler soluk
renkte, membran harabiyeti nedeniyle boyay: hiicre
icine alan Olii hiicreler pembe renkte boyandi. Her
preparatta canlilik durumuna gore 200 sperm sayimi
gerceklestirildi. Her numune igin vitalite ylizde degeri
hesapland1 ve kaydedildi.

Sperm Kromatin Biitiinliigii Degerlendirmesi

Yayma preparatlar oda sicakliginda %90’lik metanol
icinde 30 dakika fikse edilip, kurutuldu. Distile su ile
yikama sonrasi preparatlar %4 asetik asit (pH 3.5)
¢Ozeltisi i¢inde %5 anilin mavisi ile 10 dakika
boyandi. Yikama sonrasi preparatlar havada kurutulup

entellan ile kapatildi. Faz kontrast mikroskobunda
immersiyon yag1 ile x100 biiyiitmede incelendi.

Pozitif (mavi) ve negatif (soluk mavi) boyanan
hiicreler sayildi. Her preparatta 100 sperm hiicresi
sayild1 ve sayilan total sperm sayisina pozitif boyanan
hiicreler orantilandi ve yiizde deger olarak sonuglar
kaydedildi.

Sperm DNA Fragmantasyonu Degerlendirmesi

TUNEL metodu ile sperm DNA kiriklarini
degerlendirmek amaciyla ApopTag Peroxidase InSitu
Apoptosis Kit Detection kullanildi. Boyama protokolii
ireticinin talimatlar1 dikkate almmarak gergeklestirildi.
Yikama sonrasi sperm DNA kiriklarinin TUNEL
teknigi ile analizinde DAB kromojen ile koyu
kahverengi boyanan gekirdege sahip spermler DNA
fragmantasyonu pozitif (TUNEL pozitif- T (+))
olarak, acgik kahverengi boyanan c¢ekirdege sahip
spermler normal DNA’ya sahip (TUNEL negatif-T (-
)) spermler olarak kaydedildi (Sekil 2). Her preparatta
100 sperm hiicresi sayildi, TUNEL pozitif ve TUNEL
negatif sperm hiicrelerinin yiizdeleri belirlendi.

Sekil 2.

Farkli Abstinens Stiirelerine Géore (2.1. 2-5 Giinliik
Abstinens Siiresi, 2.2. 1 Saatlik Abstinens Siiresi)
TUNEL boyamasi *: Sperm DNA Hasarmna Sahip

Hiicreler

Total Antioksidan Aktivitenin Degerlendirmesi

Total antioksidan aktivite, ELISA yontemi ile Human
Total Antioxidant Status Elisa KIT kullanilarak,
ireticinin  talimatlart  dogrultusunda  &lgiildii.
Biyotinlenmis antikor ve Streptavidin-HRP arasindaki
etkilesim sayesinde 450 nm’de renk olusumunun total
antioksidan konsantrasyona bagli olarak optik
yogunluk (OD) degerleri belirlendi. Standart bir egri
kullanilarak total antioksidan kapasitesi hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

Verinin istatistiksel analizi SPSS 23.0 istatistik paket
programinda yapildi. Verinin normal dagilim gosterip
gostermedigi  Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Tanimlayici  istatistikler ~ medyan,  minimum,
maksimum (nonparametrik dagilim) olarak belirtildi.
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Normal dagilim gosteren veri igin gruplar arasi
karsilastirmada Paired Samples Test kullanilirken,
normal dagilim gdstermeyen veri i¢in gruplar arasi
kargilagtirmada Mann-Whitney U testi kullanildi.
Hasta karakteristik Ozellikleri ile implantasyon
arasindaki  iligkiyi  arastirmak i¢in = Sperman
Korelasyon testi yapildi. Anlamlilik diizeyi p < 0.05
olarak belirlendi.

Bulgular

Ejakiilat 6rnegi alman 36 hastanin yas ortalamasi
33,7944,32 yil, viicut kitle indeksi (BMI) ortalamasi
26,48+2,29kg/m?2 olarak belirlendi. Hasta gruplarinda
kronik hastaliklari, cerrahi dykiileri ile sigara ve alkol
kullanimlar1 benzerdi.

Rutin Semen Parametreleri Sonuclar

2-5 giinliik abstinens ve 1 saatlik abstinens sonrasi
ortalama semen voliimii sirastyla 3,5 ml (2.6-5.0) ve 2
ml (1.1-2.5) olarak bulundu. Semen voliimiiniin
abstinens siiresindeki kisalma ile birlikte anlamli
olarak azaldig1 goriildii (p=0.0001) (Tablo I, Sekil
3.A). Yikama Oncesi total motil sperm sayisinda
gruplar arasinda anlamli farkliik  saptanirken
(»=0.0001), konsantrasyon, motilite, morfoloji ve
vitalitede gruplar aras1 anlamli fark goriilmedi
(strasiyla p=0.161, p=0.851 ve p=0.807) (Tablo I).

Tablo I. Farkli Abstinens Siirelerine Gore Yikama

Oncesi ve Yikama Sonrast Semen
Parametreleri
Degiskenler Kontrol Grubu Deney Grubu
(Yikama Oncesi|(2-5 glin abstinens)| (1 saat abstinens) p
/' Yikama (Median %25-%75 | (Median %25- | degeri
Sonrasi) Percentiles) %75 Percentiles)
Yikama Oncesi .
Volim (ml) 3,5(2,6-5,0) 2(1,1-2,5) 0,0001
Yikama Oncesi
Konsantrasyon | 88 (49,2-133,7) | 73,5(32-121,7) | 0,161
(nniil/ml)
Yikama Oncesi
Motilte (%) 67 (53,2-80) 73,5 (49-83,3) 0,851
Yikama Oncesi | o, (91,7-307,8) | 98 (36,2-151,5) | 0,0001*
TPMS** (mil.) ' ' ' ' '
Yikama Oncesi
Morfoloji (%) 2(1-3) 2(1-3) 0,244
Yikama Oncesi
Vitalite(%) 80 (72-85) 80 (72,2-85,7) 0,807
Yikama Sonrasi
Konsantrasyon | 58,5 (49,2-133,7) | 30,5 (35,2-84) | 0,0001*
(mil/ml)
Yikama Sonrasl
Motilte (%) 72,5 (60-87) 74,5 (64-83,7) 0,804

*Wilcoxon Signed Ranks Test p<0.05
**TPMS: Total Progressif Motil Sperm Sayist
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Yikama  sonrasi rutin  sperm  parametreleri
degerlendirildiginde; sperm konsantrasyonu uzun
abstinens siiresi lehine anlamli farklilik gosterirken
(»=0.0001), motilite yiizdesinde gruplar arasinda fark
saptanmadi (p=0.804) (Tablo I, Sekil 3.B).

Sekil 3.
(A) Farkli Abstinens Stirelerine Gore Yikama oncesi
Semen Voliimiindeki Degisiklik (B) Yikama Sonrasi
Abstinens Siirelerine Bagli Olarak Konsantrasyon
Degerleri (C) 2-5 Giinliik Abstinens Siiresinin Yikama
Oncesi— Yikama Sonrasi Sperm Konsantrasyonlart
(D) 2-5 Giinliik Abstinens Siiresinin Yikama Oncesi—
Yikama Sonrasi Sperm Motiliteleri (E)1 saat
Abstinens Siiresinin Yikama Oncesi— Yikama Sonrasi
Sperm Konsantrasyonlar: (F)1 saat Abstinens
Siiresinin Yikama Oncesi— Yikama Sonrast Sperm
Motilitesi (G) Farkli Cinsel Perhis Stirelerine Gore
Sperm Kromatin Hasart Yiizdeleri (H) Farkli
Abstinens Siirelerine Gore Sperm DNA
Fragmantasyonu Yiizdeleri

Kontrol grubu (2-5 giinliik abstinens) yikama Oncesi

ve yilkama sonrasi sperm parametreleri sperm
konsantrasyonu ve motilitesi acisindan
karsilastirildiginda; sperm konsantrasyonu yikama

oncesi grup lehine anlamli artig gosterirken, motilite
ylizdesi yikama sonrasinda anlamli oranda daha
yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.001 ve p=0.002) (Tablo
I, Sekil 3.C-D). Calisma grubunda da (1 saat
abstinens) sperm konsantrasyonu yikama Oncesi
degerler lehine anlamli iken (p=0.0001), motilite
yilizdesinin yikama sonrasinda anlamli oranda daha
yiiksek oldugu goriildii. (p=0.007) (Tablo II, Sekil
3.E-F).

Sperm morfolojileri bas, boyun kuyruk anomalileri
dikkate alinarak yapildi (Sekil 1). Normal morfolojili
sperm oraninda kontrol ve galisma gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p=0.244). Sperm viabilite analizinde her iki grupta da
ortalama %380 viabilite saptandi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark goriilmedi (p=0.807).



Ardisik Ejakiilasyonun Semen Parametrelerine Etkisi

Tablo II. Farkli Abstinens Siirelerine Gore Yikama
oncesi ve Yikama Sonrasi Konsantrasyon
ve Motilite Degerleri

Kontrol Grubu Deney Grubu
2-5 GUnlik Abstinens 1 saatlik Abstinens
Siresi Siresi
Degiskenler Median Median
(Yikama Oncesi| (Median %25-| P | (Median %25-| P
/' Yikama %75 degeri %75 degeri
Sonrasi) Percentiles) Percentiles)
Yikama Oncesi
88 (49,2- 73,5 (32,0-
Konsantrasyon 133.7) 1217)

(mil/ml) 00001
Yikama Sonrasi 0,001* '
Konsantrasyon | 58,5(35,2-84) 30,5 (17,2-

(mil/ml) 71,7)

Yikama Oncesi
Motiite (%) | &7 (°3280) 735 (49-83.3) | | o,
Yikama Sonrasi| 72,5 (60-87) |0,002** '
Motilite (%) 74,5 (64-83,7)

*Wilcoxon Signed Ranks Test p<0.05
**Paired Samples Test p<0.05

Sperm Kromatin Biitiinliigii, DNA Fragmantasyonu ve
Antioksidan Aktivite Analizi Sonug¢lart

Kromatin biitlinltigiinii degerlendirme amaciyla anilin
mavisi ile boyanan yayma preparatlarda, kontrol ve
deney gruplarinda kromatin kondansasyon anomalisi
sirastyla %9 (7-11,7) ve %S5,5 (4-8,5) oraninda
saptandi. Kisa abstinens siiresinin kromatin hasarini
istatistiksel olarak anlamli oranda azalttigi goriildii
(p=0.0001) (Tablo III, Sekil 3.G).

Kontrol ve deney gruplarinda DNA fragmantasyon
yiizdesi sirastyla %9,5 (5,5-12,2) ve %S5,5 (4,2-7,7)
oraninda saptandi. Kisa abstinens siiresinin sperm
DNA fragmantasyon oranini istatistiksel olarak
anlamli oranda azaltti1 goriildi (p=0.002) (Tablo III,
Sekil 2, Sekil 3.H.).

ettigi, aralarinda pozitif korelasyon oldugu tespit
edildi (p=0,0001). Yikama oOncesi sperm DNA
fragmantasyonu ve sperm morfolojisi arasinda ise
korelasyon saptanmadi (p=0,554) (Tablo IV)

Tablo IV. Farkli AbstinensSiiresine Goére Korelasyon
Analizi Sonuglari

Abstinens
Siiresi
(1 saat)

Abstinens |Abstinens| Abstinens
Siiresi Siresi Siresi
(2-5gin) |(2-5gtn) | (1 saat)

Degiskenler
(Yikama Oncesi
'Yikama

Sonrasi)

rdegeri | pde@eri | rdegeri p degeri

Yikama Oncesi
Volim /
Konsantrasyon

0,679 | 0,0001* | 0,619 0,0001*

Yikama Sonras|
Sperm DNA
Fragmantasyonu
/ Sperm
Morfolojisi

0,190 0,554

Yikama Sonrasi

Konsantrasyon/ | 0,220 0,197 0,448 0,006**

Motilite

*PearsonTest p<0.05
**Spearman Test p<0.05

Yikama sonrasi korelasyon analizlerinde;
konsantrasyon ve motilite degerleri arasinda 2-5
giinliik cinsel perhiz siiresinde korelasyon goriilmedi
(»=0,197). 1 saatlik cinsel perhiz siiresinde ise,
konsantrasyon azaligina motilite artisinin eslik ettigi
ve aralarinda anlamli negatif korelasyon oldugu tespit
edildi (p=0,006) (Tablo IV).

Tablo 1III. Sperm Kromatin Hasari, DNA
Fragmantasyon Yizdesi ve Total
Antioksidan Kapasite Degerleri
Abstinens Siiresi | Abstinens Suresi
. (2-5 glin) (1 saat) p
Degiskenler | \edian %25- | (Median %25- | deger
%75 Percentiles) | %75 Percentiles)
Anilin Blue (%) 9(7-11,7) 5,5 (4-8,5) 0,0001*
TUNEL (%) 95(5512,2) | 55(4,2-77) 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

Yikama oOncesi korelasyon analizlerine bakildiginda,
her iki abstinens siiresine sahip grupta da semen
volimil artisina sperm konsantrasyon artiginin eslik

Tartisma ve Sonug¢

Bu prospektif calismada, ardisik ejakiilasyonla elde
edilen semen orneklerinde farkli abstinens siirelerinin
rutin sperm parametreleri, sperm kromatin biitiinliigi,
DNA hasar1 ve antioksidan aktiviteye etkisi
aragtirllmigtir.  Kisa  abstinens  siiresi  sperm
konsantrasyonunu ve total motil sperm sayisini
azaltmig olmakla birlikte, antioksidan aktiviteyi
degistirmemis, ardisik ejakiilasyon sperm kromatin

hasari ve DNA biitinliiglini iyilestirici  etki
gostermistir.
Abstinens  siiresine  bagli olarak degisen sperm

parametrelerinin basinda semen voliimii gelmektedir.
Literatiirde abstinens siiresindeki kisalmanm semen
voliimiinii  azalttigin1 raporlayan retrospektif ve
prospektif calismalar meveuttur”"’. Bu calismada da
literatiirii destekler nitelikte, semen hacmi abstinens
siiresi  kisaldik¢a anlamli Ol¢iide azalmistir. Kisa
abstinens siiresi nedeniyle semen voliimiinde olusan
azalmanin, seminal vezikiiller ve prostat gibi seminal
stvinin kaynagi olan yardimci genital bezlerin yeterli
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salgt yapamamasina bagli oldugu bilinmektedir.
Semen kalitesini belirleyen faktorler arasinda olan
sperm konsantrasyonu fertilite potansiyeli igin
prognostik bir faktordiir. Literatiirde abstinens siiresi
ile sperm konsantrasyonunun dogrusal bir iligki icinde
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur'®**’. Buna
karsilik iki ¢aligmada, uzun abstinens siiresi sonrasi
sperm konsantrasyonunda hafif bir artis tespit
edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig1 raporlanmistir’ . Bu ¢ahismada semen
volimiiniin  literatiirle uyumlu sekilde azaldig:
goriilmiis, fakat mililitre ~ bazinda sperm

konsantrasyonu olumsuz yiinde etkilenmemistir.

Abstinens siiresine gore degisebilecek bir diger
parametre sperm motilitesidir. Cesitli caligmalar,
abstinens siiresi ile sperm motilitesi arasinda ters
korelasyon oldugunu gostermektedir’®®. Abstinens
stiresi ile motilite arasinda herhangi bir korelasyon
olmadigini raporlayan ¢aligmalarda meveuttur’ . Bu
caligmada abstinens siiresindeki uzamanin sperm
motilitesine  olumlu ya da olumsuz etkisi
goriilmemistir. Motilite oranlarinin  degismemesi,
ejakiilasyonda  epididimiste = depolanan  spermin
tamaminin ejakiilatla birlikte atilmamasi ve ardisik
ejakiilasyon sonrasi epididimiste kalan spermin elde
edilmesinin bir sonucu olarak agiklanabilir.

Semen voliimiindeki azalma direkt olarak total motil
sperm konsantrasyonunda anlamli oranda azalmaya
neden olmaktadir. Calismada kisa abstinens siiresinde
ejakiilatta total motil sperm konsantrasyonu azalmis,
fakat sperm konsantrasyonu, motilitesi, viabilitesi ve
morfolojisinde olumlu ya da olumsuz bir etki
gostermemis, semen volimil ile direkt iligkili olan
total progressif motil sperm sayisinda azalma
goriilmiistiir. Total motil sperm sayisimin klinik
basariya etkisi Ozelikle intrauterin inseminasyon ve
konvansiyonel in vitro fertilizasyonda 6n plandadir,
fertilizasyon  asamasinda tek  motil  spermin
kullanildigr intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
uygulamalarinda fertilizasyon basarisina olumsuz
etkisi  yoktur. Fakat c¢alismamiz  kapsaminda
degerlendirilen spermin kromatin biitiinliigii, DNA
fragmantasyonu ve antioksidan aktivitesindeki oransal
iyilesmeler ICSI uygulamalarinda oositi fertilize etme
potansiyeli  yiiksek spermin secilmesi  sansini
arttirmaktadir.

Rutin semen parametrelerinden sperm morfolojisinin
abstinens siiresi ile korelasyonunu degerlendiren
caligmalarda anlamli  bir fark  olusturmadig:
bildirilmistir'®*®. Dupesh ve ark. yaptizi calismada
farkli abstinens gruplarinda degerlendirme
yapildiginda, gruplar arasinda degerlerin ortalama
olarak birbirlerine yakin oldugu, en yiiksek normal
morfolojide sperm yiizdesinin 8-15 gilinlik perhiz
sonrasinda elde edildigi belirtilmis, ancak istatistiksel
anlamlilik gostermedigi rapor edilmistir’’. Abstinens
siresinin  sperm canliligmi  ve iligkili olarak
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potansiyelini  etkilemedigi yapilan
caligmalarla  bildirilmistir®™®. Bu c¢alismada da
literatiirle uyumlu olarak sperm morfolojisi ve
viabilitesinde abstinens siiresine bagli anlamli bir
farklilik  saptanmadi. Orneklem grubunun genis
oldugu (2458 ejakiilat 6rnegi) bir ¢alismada abstinens
siiresine gore sperm parametrelerinden voliim,
konsantrasyon ve morfolojinin abstinens siiresi ile
istatistiksel olarak  anlamli iliskisinin  oldugu
belirtilmigtir. Ancak sperm morfolojisi ve abstinens
siiresi arasinda korelasyon tespit edilmemistir”. Bu
calisma kiigiik drneklem grubunda gerceklestirilmekle
birlikte, korelasyon analizleri degerlendirildiginde
literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir.

fertilizasyon

Inseminasyon igin kullamlacak spermin Kkalitesini
tercth  edilen sperm  hazirlama  yontemleri
degistirmektedir. Semen yikama protokollerinde amag
konsantrasyon, motilite, morfoloji ve viabilite
acisindan  kaliteli spermin eldesini saglamaktir.
Yikama sonrast sperm konsantrasyonu ve motilitesi

hasta semen parametrelerine uygun yikama
metodunun  segildigini  gosteren en Onemli iki
parametredir. Swim-up yontemi sperm

konsantrasyonunu azaltan bir yikama metodu olmakla
birlikte, sperm total progressif motil sperm sayisi,
morfolojisi ve viabilitesi ac¢isindan en avantajl
yontemdir’’. Literatirde de desteklenen ve kabul
goren bir yaklasim olarak, laboratuarimizda
normozoospermik olgularda inseminasyon i¢in sperm
hazirliginda swim-up yontemi tercih edilmektedir. Bu
nedenle normozoospermik olgulart kapsayan bu
calismada yikama oncesi ve swim-up yikamasi sonrasi
sperm parametreleri iki farkli abstinens grubunda
karsilagtirtldi. Literatiir bilgisi ile uyumlu sekilde hem
2-5 giinliik abstinens siiresi grubu hem de 1 saatlik
abstinens siiresi grubunda, beklenildigi sekilde
konsantrasyonun anlamli olarak azaldigi, swim-up
sonras1 motilitenin anlamli olarak arttig1 tespit edildi.

Abstinens siiresinin sperm kromatin biitiinliigii ve
sperm DNA fragmantasyonu ile arasinda korelasyon
olabilecegine dair goriisler mevcuttur. Abstinens
stiresi  arttikga, epididimal depolanma siirecinde
ROS’un (mitokondriyal hasar/l6kosit sayis1) arttig1 ve
boylelikle sperm DNA  hasarimin  ve DNA
fragmantasyon yiizdesinin anlamli olarak arttigt

belirtilmistir29'31. Benzer c¢alismalarda daha kisa
abstinens  siliresinin, iremeye yardimci tedavi
uygulamalarinda sperm DNA  fragmantasyonu

insidansinda azalmaya ve gebelik oranlarinda artisa
neden oldugu raporlanmlstlrg'm. Bu calismada da, 1
saatlik cinsel perhiz siiresinin 2-5 giinliik cinsel perhiz
stiresine gére DNA fragmantasyon yiizdesini anlaml
olarak azaltt1g1 tespit edilmistir.

Kisa abstinens siiresinin, I. ve II. mayozunu
tamamlamis  spermin  epididimiste  depolanmasi
sirasinda  graniilositler tarafindan dretilen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) toksik etkilerine daha az
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maruz kalmanin sonucunda olu hiicre
konsantrasyonunda azalma ve daha geng¢ bir sperm
popiilasyonu ile sonuglandigi raporlanmistir’>. Ardisik
ejakiilasyonlarda siirenin kisa olmasi spermlerin
epididimisten gecisini hizlandirir ve sonug¢ olarak
sperm ROS'un zararh etkilerine daha az maruz kalir.
ROS tarafindan  olusturulan  oksidatif  strese
maruziyetin azalmasi sperm kromatin biitiinliigiinde
bir iyilesmeye yol acar. Sperm kromatin hasarmnim
degerlendirildigi bir caligmada, abstinens siirelerine
gore 2-5 giline karsi, 1 saat sonra elde edilen
ejakiilatlar karsilagtirllmis ve 2-5 giin abstinens
sonrast alinan ejakiilat orneklerinde normal sperm
kromatin yiizdesinin daha diisiik oldugu bildirilmistir.
Kisa cinsel perhiz siiresi géz oniine alindiginda, olgun
kromatin ylizdesinde 1 saatlik abstinens siiresi
grubunda artis oldugu vurgulanmustir”®. Bu ¢alismanin
sonuglar1 da bu veriyi desteklemektedir.

Oksidatif stresin  sperm hasarinin  en yaygin
nedenlerinden biri oldugu ve fertilizasyon kapasitesini
olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Oksidatif stres
spermin lipid ve protein yapilarina, DNA'sina zarar
vermektedir’*>. Sperm hiicrelerinin bu tiir hasari
onarmak i¢in kendi savunma mekanizmalari vardir ve
bu mekanizmalar basarisiz oldugunda iiretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ile toplam antioksidan kapasite
(TAC) arasinda bir dengesizlik olusur’®. ROS iiretimi
ve TAC arasindaki dengesizlik sonucunda olusan
yiiksek seviyelerdeki oksidatif stres, sonucta sperm
cekirdek DNA'sina zarar verir; erkek germ hiicre
hattindaki DNA hasarmin agirlikli olarak oksidatif
stresle indiiklendigi ve bu hasarin bu tiir strese karsi

spermin savunmasizligini yansittigi
diisiiniilmektedir’®.  Yapilan ¢alismalarda, rutinde
kabul goren 4 giinlik cinsel perhiz ile

karsilagtirildiginda, kisa abstinens (1 giin) stiresi ile
total antioksidan kapasite arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir. Abstinens
siiresinin, epididim veya diger yardimci genital
bezlerinin ROS ortami {izerinde etkisi oldugu
bilinmektedir. Abstinens siiresini kisaltarak epididim
veya vas deferenste yasgli sperm niifusu azaltilabilir.
Boylelikle ROS olusumuna sebep olan olii ve
anomalili sperm kaynaginin 6niine gecilerek, TAC’1n
koruyucu etkisine ihtiyag azaltir’’. Calismamizda da
2-5 giinliik cinsel perhiz siiresi 1 saatlik cinsel perhiz
siresi ile karsilastirildiginda  total antioksidan
kapasitenin 1 saatlik grupta daha diisiik oldugu, ancak
bu verinin gruplar arasinda anlamli bir fark
olusturmadig1 goriilmiistiir. Istatistiksel anlamhiligin
degerlendirilmesi acisindan Orneklem sayisinin az
olmasi ¢alismanin limitasyonunu olusturmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu caligmada abstinens siiresindeki
kisalmanin rutin semen parametrelerinde, sperm
kromatin kondensasyonu ve DNA biitiinliigiiniin
korunmasinda, antioksidan kapasitede iyilestirici
etkisi oldugu gdsterilmistir. Sperm konsantrasyonunu

ve bununla baglantili olarak total progressif motil
sperm sayisini azaltmakla birlikte, normozoospermik
olgularda tercih edilen {iremeye yardimci tedavi
yaklagimina goére inseminasyonda kromatin ve DNA

bitiinliigi  agisindan  daha  kaliteli sperm
kullanilmasina ~ imkan  saglayacaktir. ~ Ardisik
ejakiilasyonun liremeye yardimci tedavi

uygulamalarinda laboratuvar sonuglarini ve klinik
basariy1 iyilestirici etkisine yonelik daha fazla
orneklem igeren, kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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