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OZET

Bio. Senay CANKUT, Normospermik Erkeklerde Sperm Kriyoprezervasyonu Oncesi
ve Sonrasi Spermatazoada DNA Fragmantasyonunun Halosperm Teknigi ile
Degerlendirilmesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Klinik Embriyoloji Yiiksek Lisans

Programu, istanbul, 2015.

Insan sperm DNA fragmantasyonu, erkek infertilitesi ile ilgili temel gostergelerden
biri olarak one siirtilmiistir ve IVF/ ICSI (in vitro fertilization/ intracytoplasmic sperm
injection) sonuglarimi olumsuz yonde etkilemektedir. Sperm niiklear DNA hasarlar ile
infertilite ve gebelik olusumu arasinda korelasyon oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Yardimer Ureme Teknikleri (YUT) ile yapilan islemlerde gerekli durumlarda sperm
kriyoprezervasyonuna (dondurma) basvurulmaktadir. Kriyoprezervasyon hem iiremeye
yardimc1 tedavilerdeki basariyr arttirmis, hem de testis cerrahisi, kemoterapi ve
radyoterapiden Once, gelecekteki fertilitenin korunmasina katkida bulunmugtur. Gamet ve
embriyo  kriyoprezervasyonunun genel prensibi; materyalin  kriyoprotektanlarla
dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen iginde -196°C’de depolanmasi ve
coziilirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak gamet ve embriyolarin canliliklarini
koruyabilecekleri fizyolojik ortamlara gegirilmesidir. Tezin 6nemi YUT’de siklikla
kullanilan sperm kriyoprezervasyon islemlerinden sonra, DNA fragmantasyonu agisindan
sperme hasar verip vermedigini saptayabilmektir. Bu sekilde gelecek caligmalarda sperme
daha az zarar veren teknikler gelistirilebilir ve bdylelikle YUT sonuglar1 pozitif yonde
gelistirilebilir.

Normospermik sperm parametresine sahip toplam yliz (n=100) kisi (21-39 yas
aralig1) kisi teste dahil edildi. Sperm DNA hasar1 Halosperm Teknigi ile degerlendirildi.
Taze ornek likefiye olduktan sonra calisilip kalan kisim dondurularak saklandi ve bir ay
sonra ¢ozllliip tekrar Halosperm Teknigi kullanilarak degerlendirilip sonuglar

karsilastirildi.

Anahtar kelimer: Halosperm, Kriyoprezervasyon, Insan, Sperm, DNA Hasart.



ABSTRACT

Bio.Senay CANKUT, The evaluation of spermatozoon DNA fragmentation in pre and
post sperm cryopreservation about normospermic males with Halo sperm technique,
Institute of Health Science Clinical Embryology Master's Degree Program, Istanbul,
2015.

Human sperm DNA fragmentation has been proposed as one of the basic elements
of male infertility. That affects IVF / ICSI (in vitro fertilization / Intracytoplasmic sperm
injection ) adversely. There are numerous studies that sperm nuclear DNA damages are

showing an association between infertility and pregnancy with formation.

In the processes with assisted reproductive techniques (ART) sperm
cryopreservation (sperm freezing ) may applied in the cases where it is essentials.
Cryopreservation both increased success in assisted reproductive cure and testis surgery, it
made contribution to protect following fertility before chemotherapy and radiotherapy.
Common principles of gamete and embryo cryopreservation are; freezing the material after
stabilized with cryoprotectant, storing in liquid nitrogen at - 196 °C and while thawing
changing physical media where gamete and embryo can protect their aliveness after
removing cryoprotectants. The significance is determining of sperm cryopreservation
frequently used in ART after these processes how much damage gives related to DNA
fragmentation. In case of such studies less harmful techniques may be improved so that
ART results can be improved positively.

One hundred (n=100) persons who are with normospermic sperm parameters
(between 20-40 ages) were tested. Sperm DNA damage were evaluated with Halosperm
Technique. Fresh sample were investigated in liquid form, the remaining was kept frozen
and after one month it was thawed, re-evaluated with Halo sperm technique and the results

were comprised.

Key words : Halosperm, Cryopreservation, Human, Sperm, DNA Fragmentation.
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1. GIRIS
1.1 Arastirmanin Onemi

Erkek infertilitesi, genellikle %30 gibi azzimsanmayacak bir sikliktadir. Bunlarin
%15'inde normal semen analiz sonuglarina ragmen infertilite goriilmektedir (1, 2).
Dolayisiyla fertil ve infertil erkegi birbirinden ayiracak, gebelik sonuglarini
ongorecek yeni belirteglere ihtiya¢ artmistir ve dikkatler sperm DNA biitiinligi
lizerine yogunlagmistir. Giiniimiizde yapilan yogun calismalarla 6nem kazanan sperm
deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarlar1, gerek fertilizasyonu, gerekse embriyonal
yasamdan oliime kadar olan siireci olumsuz yonde etkilemektedir (3).

Sperm DNA fragmantasyonu, erkek infertilitesi ile ilgili temel gostergelerden
biri olarak oOne siriilmiistir ve IVF/ ICSI (in vitro fertilization/ intracytoplasmic
sperm injection) sonuglarini olumsuz yonde etkilemektedir (4, 5). Ejakiilasyondan
onceki kusurlu apoptozis, anormal DNA paketlenmesi ya da fazla miktarda iiretilen
reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen species, ROS) DNA fragmantasyonunu
neden olmaktadir (6). Fakat mekanizma heniiz net bir agikliga kavusturulamamistir
ve ileri ¢alismalar gerekmektedir.

Erkek infertilitesi kompleks bir durum olup, ¢esitli patolojileri igermektedir.
Sperm kromotin anomalilerinin sperm fonksiyonlari {izerine etkisinin incelenmesi,
infertilite ¢aligma alanlarindan birini olusturmaktadir. Sperm niiklear DNA hasarlari
ile infertilite ve gebelik olusumu arasinda iliski oldugunu gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (7-11). Zini ve arkadaslari; denatiire ve fragmante DNA
tasiyan spermatozoa oranlarinin sperm parametrelerindeki bozulma ile anlamli bir
iliski gosterdigini, infertil erkeklerde (sirastyla %25 ve %27) fertillere gore (sirastyla
%10 ve %]13) daha yiiksek bulundugunu bildirmektedir (12). Elde edilen sonuglar,
fertilite  potansiyelinin  belirlenmesinde  sperm  DNA’sinin  saglamliginin
degerlendirilmesinin standart sperm analizi sonug¢larindan daha anlamli oldugunu
diisiindiirmektedir. Idiopatik infertilite olgulari ile karsilastirildiginda normospermik
fertil erkeklerin spermlerinde DNA hasar1 bulunma oranlar1 anlamli Slglide
azalmaktadir (13).

Spermlerin in vivo sartlarda genital traktusta (kanalda) ilerleyisi sirasinda,

fallop tiiplerine tutunanlarin, tutunmayanlara gore daha saglam DNA’ya sahip



olduklart bilinmektedir. Bu da in vivo fertilizasyon sirasinda dogal olarak DNA’s1
saglam spermin segildigini gostermektedir. Oysa spermler IVF/ICSI gibi in vitro
sartlarda segildiginde, se¢im diizgiin morfolojiye sahip olanlar arasinda rastgele
yapildig1 icin ve Ozellikle semen parametreleri bozuk olan erkeklerde hasarli genetik
materyal tagtyan hiicre siklig1 da artmis olacagindan, bunlarda DNA hasarli hiicre
kullanma riski de ortaya c¢ikmaktadir. Dolayisiyla, ejakiilatta DNA hasarli
spermatozoa oranmnin bilinmesi, gerek fertilizasyon sansinin tahmin edilmesinde
gerekse embriyonun maruz kalabilecegi risklerin belirlenmesinde 6nemlidir (14).
YUT ile yapilan islemlerde zorunlu durumlarda sperm kriyoprezervasyonuna
(dondurarak saklama) bagvurulmaktadir. Kriyoprezervasyon hem tliremeye yardimci
tedavilerdeki basariy1 arttirmis, hem de testis cerrahisi, kemoterapi ve radyoterapiden
once, gelecekteki fertilitenin korunmasima katkida bulunmugstur. Gamet ve embriyo
kriyoprezervasyonunun genel prensibi; materyalin kriyoprotektanlarla
dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen i¢inde -196°C’de depolanmasi ve
coziilirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak gamet ve embriyolarin
canliliklarin1 koruyabilecekleri fizyolojik ortamlara gegcirilmesidir. Tezin 6nemi
YUT’de siklikla kullanilan sperm kriyoprezervasyon islemlerinden sonra DNA
fragmantasyonu agisindan sperme hasar verip vermedigini Saptayabilmektir. Bu
sekilde gelecek ¢alismalarda sperme daha az zarar veren teknikler gelistirilebilir ve

boylelikle YUT sonuglar pozitif yonde gelistirilebilir.

1.2 Arastirmanin Amaci

Infertilite olgularinda sperm DNA hasarlarinin énemli bir faktdr olabilecegi
bilinmektedir. Dolayisiyla ejakulatta DNA hasarli spermatozoa oraninin bilinmesi
gerek fertilizasyon sansinin tahmin edilmesinde gerekse embriyonun maruz
kalabilecegi risklerin belirlenmesinde 6nem kazanmaktadir. Giliniimiizde erkek
faktorii infertilite olgularinda siklikla 6nerilen Uremeye Yardimei Teknikler (UYTE)
kullanilarak secici birgok bariyer atlanilarak fertilizasyon basariliyor olmakla
birlikte, DNA hasarlarinin embriyo gelisimi iizerine olumsuz etkilerinin gézlenmis
olmasi, bdyle hastalarin tedavisinde daha baska Onlemlerin alinmasi ve tedavi

alternatiflerinin gelistirilmesinin gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (4).



Sperm DNA biitiinliiglinii farkli yonlerden degerlendiren bir¢ok test olmakla
beraber optimal teknik veya uygun klinik esik deger seviyesi konusunda heniiz bir
fikir birligi yoktur. infertilitede sik¢a karsimiza ¢ikan bir sorun ise sperm DNA hasari
iizerindedir ve YUT basarisiyla ters orantilidir (4, 5). Hasarli sperm DNA'smin
dogacak cocukta olusturabilece§i potansiyel olumsuz etkiler konusunda yeterli
bilgiye heniiz sahip degiliz.

YUT’de siklikla basvurulan islemlerden biri de sperm
kriyoperezervasyonudur  (dondurarak saklama). Sperm kriyoprezervasyonu,
gonadotoksik iglemlerden Once sistematik olarak uygulanmalidir. Azoospermik
(ejekiilatinda hi¢ sperm bulunmayan) kisilerde Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu
(TESE) ve ona benzer cerrahi tekniklerle testislerden sperm elde edilip
dondurulmakta ya da c¢esitli nedenlerden dolayr (testis kanseri gibi), kemoterapi-
radyoterapi uygulanacak hastalarda tedavi sonrasi sperm bulunamama olasiligina
kars1 sperm kriyoprezervasyon islemi yapilmaktadir (15). Hipotezimiz ise
kriyoprezevasyon sirasinda ve sonrasinda sperm DNA hasarinin kriyoprezervasyon

Oncesine oranla artip artmadigin1 gozlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Sperm

Sperm (spermatozoon, ¢ogulu; spermatozoa), erkege ait tireme hiicresidir.
Testislerde olusan bu hiicrelerin {iretimi ergenlik doneminde baglar. Sperm
hiicrelerinin iiretimi ve olgunlagsmasi yaklasik 72 giin kadar silirer. Bas kisminda
dollenme sirasinda yumurtaya aktaracagi kalitsal bilgi (DNA) tasir. Kuyrugu vardir
ve hareketlidir. Bir coitus sirasinda ortalama 150-200 milyon sperm salinir. Ancak
yumurtayl yalnizca tek bir sperm délleyebilir. Bir sperm bir yumurta hiicresine
ulastiginda, yumurtaya girmek igin akrozomundaki enzimler yardimiyla yumurta
zarindan gegerek kalitsal bilgileri yumurtaya ulastirmig olur. Akrozom, spermlerin
bas kisminda ¢ekirdegin iistiinde sapka seklinde yer alan kismudir. igerisinde golgi
aygitt ve lizozom gibi organelleri bolca ihtiva eder. Ayrica, igerdigi enzimler
sayesinde disi yumurta hiicresi olan oositin ¢evresini saran graniiloza hiicreleri ve
zarm eritilmesini saglar. Spermler yogun kivamda bir sivinin iginde bulunurlar. Bu
stvinin ismi meni ya da ersuyudur (16). Spermin mikroskobik anatomisi sekil 1’deki

gibidir.

Mitokondriler

Akrozam
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Sekil 1: Sperm Mikroskobik Anatomisi (Reproductive Technologies, Inc. Sperm
Bank Of California, 2014, Cynthia).

Asagida sekil 2’de normal spermin 100x biiyiitmeli objektifteki morfolojik goriintiisii

izlenmektedir.
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Sekil 2: Normal spermin boyama sonrasi mikroskobik goriintiisii (100x).
2.2 Sperm Gelisimi ve Yapisal Ozellikleri

Erkek genital sistemi bir ¢ift gonad (testisler), genital bosalma yollar1 (tubuli
rekti, rete testis, duktili efferentes, epididimis, duktus deferens, duktus ejekiilatoris)
ve aksesuvar bezlerle (prostat, vezikula seminalis ve glandula bulboiiretralis)
penisten olusur (16).

Testisler, gametlerin (sperm hiicresi, Spermatozoa, spermiyum) meydana
getirilmesi (gametogenezis, spermatogenezis) ve steroid yapidaki hormonlarin
tretilip salgilanmasi (Steroidogenezis) ile yiikiimlidir. Endokrin islevi Leydig
hiicreleri (interstisiyel hiicreler) tarafindan yiiriitiiliir. Leydig hiicreleri testis dokusu

icinde, loblar arasindaki bag dokusu bolmelerinde bulunur ve drettikleri steroid



yapidaki hormonu (testesteron) dogrudan kana verirler. Testesteron ise hipofiz 6n
lobundan salgilanan LH’nin  (Liiteinlestirici hormon) stimiilasyon veya
inhibisyonundan sorumludur. (16,17)

Testisler distan tunika vaginalis ile sarilidir. Spermler, testis dokusu i¢indeki
tiibiiler yapilarda (tubuli seminiferi kontorti) gelisimlerini siirdiiriirler ve seminifer
tiibiillerin bulundugu bélmeleri (lobuli testis) fibroz bag dokusundan olusan Tunika
albuginea gevreler (sekil 3-4). Tunika albugineadan ayrilan ince, fibr6z bag dokusu
bolmeler (septa) mediastinuma dogru uzanarak testisi, sayilari 200-300 arasinda
degisen piramidial lobiillere ayirirlar. Her bir lobiil i¢inde bir ya da dort tane ¢ok
kivrimli seminifer tiibiil bulunur (sekil 5). Bu tiibiillerin ¢ap1 150-250 mikrometre,
uzunluklar1 da 30-80 cm kadardir. Seminifer tiibiiller belirgin bir bazal membranla
cevrilidir ve bunun disinda gevsek bag dokusu yapisindaki lamina propria bulunur.
Bazal membranin hemen disinda, insanda, tiibiillerin ¢evresinde 3-4 sira myoid hiicre
dizisi bulunur. Bu hiicrelerin ritmik kasilmasiyla seminifer tiibiillerdeki sperm,

bosalma kanallarina dogru ilerlerler (16-22).
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Sekil 3: Erkek Urogenital Sistemi.



Seminifer tiibiiller (sekil 4) kompleks, ¢ok katli bir epitel ortiisiiyle ¢evrili

olup iki grup hiicre igerir: Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik hiicreler.

Sekil 4: Seminifer tiibiillerin histolojik goriiniimii. a: Spermatogonyum b: Primer
Spermatosit ¢: Spermatid sh: Sertoli Hiicresi m: Myoid hiicre k: Kapiller (Firat Univ.
Saglik Bilimleri Veteriner Dergisi, Cilt 24, Say1 2, 2010).

2.2.1 Sertoli Hiicreleri

Seminifer tiibiil membranindan liimene kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir,
birbirleriyle olusturduklart baglant1 birimleriyle kan-testis bariyerini olustururlar ve
aralarindaki kompartimanlarda farkli olgunlasma siirecindeki spermatogenetik
hiicreler bulunur. Spermatogenetik hiicrelerden farkli olarak cogalma 6zelligi
gostermeyen Sertoli hiicreleri, yerlesimleri ve birbirleriyle iliskileri nedeniyle
spermatogenetik hiicrelere mekanik desteklik saglar, beslenmelerine yardimei olur ve
onlar1 kan yoluyla gelen kimi zararli maddelerden korurlar. Spermiyogenezis
sirasinda atilan sitoplazma pargaciklarini fagosite ederler. FSH (Follicule Stimulating
Hormone, Folikiil Uyaricti Hormon), direkt sertoli hiicrelerini uyarir ve
spermatogenez i¢in uygun ortam olusturur: Gelismekte olan spermleri sitoplazmik
uzantilartyla destekler, besler ve sekillendirir. FSH ve testosteron bu hiicrelerdeki

reseptorlere baglanir, parakrin madde salgisi (besleyici) ayrica androjen ve Ostrojen



baglayan globulin, fetal hayatta MIF (Miilleri inhibe edici faktor) ve inhibin
(spermiumlarin hareketini engeller) salgilar. Kusurlu spermleri fagosite eder.

Erkekte, kadindakinin 1/5°i kadar Ostrojen tiretimi sertoli hiicrelerinde yapilir (22-
24).

2.2.2 Spermatogenetik Hiicreler

Spermatogenezis tam farklanmamis diploid (2n) spermatogenetik hiicrelerden
hayli 6zellesmis haploid (n) spermatozoalarin gelistigi olaylar dizisidir( sekil 5). Bu
hiicrelerin gecirdigi evreler; spermatogonial evre (spermatogenezis), mayoz boliinme
evresi ve (spermiyogenezis) evresidir.

SPERMATOGENIK HUCRELER
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Sekil 5: Seminifer tiibiiliin enine kesiti. Leydig hiicreleri, Kan-Testis bariyeri, Sertoli
Hiicreleri (John Wey & Sone, Inc, 2005).



2.2.2.1 Spermatogonial Evre

Seminifer epitelde, bazal membran iizerinde bulunan ve diploid olan
spermatogoniumlar mitotik aktivite ile birka¢ kez c¢ogalirlar. Bu c¢ogalma ile
spermatogenezis igin yeterli sayida hiicre saglanirken, bir boliimii de kaynak hiicre

olarak islev goriir (20, 21).

Insanda spermatogenetik hiicrelerin ii¢ tipi ayirt edilmistir: Koyu tip A, acik
tip A, tip B. Koyu tip A spermatogoniumlar kaynak hiicrelerdir ve gereginde agik
hiicleri olustururlar. Her ii¢ tip de bazal membran iizerinde yerlesik, iri, yuvarlak

hiicrelerdir ve boyanma 6zellikleriyle histolojik kesitlerde ayirt edilebilirler (23).
2.2.2.2 Mayoz Boliinme Evresi

Ik mayoz boliinmede, her bir primer spermatosit (her birinde diplod sayida,
46 kromozom bulunur) iki sekonder spermatosit (her birinde haploid sayida, 23 ¢ift
kromozom bulunur) olusturur. Ikinci mayoz boliinme ile de 4 adet spematid (her
birinde haploid sayida, 23 tek kromozom bulunur) meydana gelir.

Spermatogenezisde spermatidlerin olusmasindan sonra boliinmeler devam
etmez, boylece her bir spermatid tek bir spermatozoaya doniisiir. Her bir sperm
olusturan spermatogonium mitoz boliinme ile 4 primer spermatosit olusturudugundan
ve her bir sekonder spermatosit de mayoz boliinme ile spermatozoaya doéniisecek 4
spermatid olusturdugundan, her defasinda bir spermatogonia spermatogenezis

stirecine girdiginde insanda teorik olarak 16 spermatozoa olusur.

2.2.2.3 Spermiyogenezis

Mayoz bolinmelerden sonra olusan spermatidler halen yapisal olarak
farklilasmamis spermatogoniumlara benzerler. Spermatidlerden oldukg¢a 6zellesmis,
hareketli spermatozoalarin iiretimi hiicresel yapilarin paketlenmesini gerektirir.
Epididimiste olaylanan bu siirece ‘spermiyogenezis’ ad: verilir. Spermiyogeneziste
spermlerde sitozoliin biiyiik bir bolimii ve spermin genetik bilgisini oosite aktarmada
islev gérmeyen tiim organeller c¢ikarilir. Spermiyogenezis sonucunda sekillenen

spermatozoon dort boliimden olusur;



1- Bas

2- Akrozom

3- Orta parca (midpiece)
4- Kuyruk

Bas, spermin genetik bilgisini igeren niikleustan olusur.

Akrozom, enzimle dolu bir vezikiildir ve basin ucunda niikleusun 6n
kisminda yer alir. Oosite girmek igin enzimatik matkap islevi goren akrozom,
endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi tarafindan iretilen vezikiillerin

agregasyonu ile olusur.
Orta parc¢ada enerjiyi saglayan mitokondriler bulunur.

Kuyruk sentriollerin birinden olusur ve spermatozoanin hareketini saglar.
Kuyrugun hareketi, spermin boyun kismindaki mitokondrilerden saglanan enerji ile

mikrotiibiillerin birbiri izerine kaymasi ile gelisir.

Spermiyogenezis, spermatidlerin spermatozoalara olgunlagsma siirecidir. En
onemli evresi akrozomun gelismesidir. Bu siirecin ilk fazinda golgi aygiti akrozom
icin materyal ftretir. Bu yap1 siki, oturan bir sapka seklinde niikleusun bagini
yanlardan 6ne dogru kismen kaplar. Akrozom glikoproteinlerden zengin birgok
enzime sahip, modifiye olmus bir lizozom olarak kabul edilebilir. Bu enzimler,
fertilizasyon sirasinda 00siti ¢evreleyen zona pellusiday: eritmek i¢in gereklidir (16-
19).

Spermiyogenezis tamamlanirken; niikleus, olduk¢a kondanse olmus
kromatine sahip yogun, sikistirilmig oval bir sekil alir. Akrozom biiyiimesi bir
kutupta devam ederken, sentriyoller de kars1 kutba hareket ederek kuyruk olusumunu
baglatir. Baslangicta yaygm olarak bulunan mitokondriyumlar olusan kuyruk
bolgesine gog ederek, enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere boyun kismi etrafinda
ug¢ uca spiral seklinde siralanirlar (18). Spermiyogenezisin son sathasinda, hormon
desteginin gerekliligini diisiindiiren oldukga fazla veri vardir (24).

Bireyin cinsiyeti seks kromozomlarinin kombinasyonu ile belirlenir. Mayoz

boliinme siiresince, 23 ¢ift kromozom birbirinden ayrilinca, her bir sperm ya da

10



yumurta hiicresi her bir kromozom ¢iftinden sadece bir tanesini alir. Bu kromozom
ciftlerinde 22 tanesi genel insan karakterlerinin yani sira, goz rengi gibi spesifik
ozellikleri de kodlayan otozomal kromozomlardir. Geri kalan bir ¢ift kromozom ise,
genetik olarak iki farkli tipte bulunan X ve Y seks kromozomlaridir. Erkekler hem X
hem Y kromozomuna sahip iken, disilerde iki adet X seks kromozomu bulunur. Bu
nedenle, erkekler ve disiler arasindaki biitiin anatomik ve islevsel ayrimlardan
sorumlu olan genetik farklililk tek bir Y kromozomundan kaynaklanmaktadir.
Gametogenezis siiresince, mayoz boliinmenin bir sonucu olarak, biitiin kromozom
ciftleri birbirinden ayrilirlar. Boylece yavru hiicreler her bir ¢iftin sadece bir tanesini
igerir. XY seks kromozom ¢ifti ayrildiginda, sperm hiicrelerinin yaris1 X, diger yarisi
ise 'Y kromozomunu alir. Oogenezis esnasinda her bir yumurta hiicresi X
kromozomunu alir. Fertilizasyon sirasinda X tasiyan sperm ile X tasiyan yumurta
hiicresinin kombinasyonu genetik disiyi (XX) olustururken; Y tasiyan sperm ile X

tastyan yumurta hiicresinin birlesmesiyle genetik erkek (XY) olusur.

2.3 Erkek Infertilitesinde Taniya Yénelik Testler

Ureme ¢agimdaki ¢iftlerin bir sene boyunca diizenli cinsel iliski sonrasinda
ancak %385’inde gebelik olusmasi; ¢iftlerin %15’inde infertilite sorunu oldugunu
gostermektedir. Infertil ciftlerin %30’unda infertiliteye neden olan erkek faktorii
saptanmig ve %20’sinde de erkek ve kadina ait faktorlerin birlikte oldugu
bildirilmistir (25-27).

Erkek infertilitesinin belirlenebilmesi i¢in semen analizinin rutin olarak
yapilmasi ilk olarak 1902 de Edward Martin tarafindan Onerilmis ve 1956’da
MacLeod, sperm sayisi yaninda sperm hareketliligi ve morfolojisinin de dnemine
dikkat ¢ekmistir. 1980 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ise semen analizi igin
cikardigi kilavuzda konu ile ilgili ilk standart tetkik kriterlerini belirtmistir (28). Bu
klavuz 2010 yilinda revize edilmis olup halen yiiriirliiktedir.
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2.3.1 WHO Kiriterleri

Yirmi bes yildan uzun bir siiredi, WHO semen Orneginin fertilite
potansiyelinin degerlendirilmesi icin standartlastirilmis bir yaklasim gelistirmek
amaciyla caligmalarin1 slirdiirmektedir. Bu standartlar, bir ejakiilatin fiziksel
Ozellikleri gibi Olgiilebilir parametreleri, ejakiilatin hiicresel iceriginin sperm veya
16kosit olarak tahmini sayimi, sperm morfolojisinin ve hareketliliginin
derecelendirilmesi ve sperm ile seminal plazmanin veya uterin serviks tarafindan
tiretilen preoviilatuar mukusun igerigi arasindaki olasi immiin etkilesim ile ilgilidir.
Yerel kalite kontrol diizenlemeleri geregince yapilan androloji laboratuvari
akreditasyon ve belgelendirme uygulamalari, bu standartlarin diinya ¢apinda

benimsenmesine katkida bulunmustur (28).

Geleneksel semen analizi, yliksek derecede uzmanlasmis bir hiicre olan sperm
hiicresi  tarafindan sergilenen biyolojik 0Ozellik ¢esitliligini  kendi basina
karsilayamamaktadir. Temel semen analizi erkek infertilitesinin ayirici tanisi igin
genellikle yetersiz kalmaktadir. WHO kriterlerinin biiyiik basarisi, ilk ¢aligmalarin
ardindan gelen klinik ¢aligmalar ve arastirmalar sonucunda duyulan ¢esitli endiselere
yonelik olarak sperm kalitesinin daha detayli tetkiklerinin yapilmasi i¢in zemin
hazirlamistir. Herseyden once, semen analizi sonuglar1 ¢ok subjektif olabildiginden,
intra ve interobserver varyasyona agiktir. Gliniimiizde sperm kapasitasyonu ve
akrozom reaksiyonu, apoptozis ve spermin hem in vivo, hem de in vitro lireme
yetenegi gibi siireclerin etkileri hakkinda daha 1iyi bir anlayis gelistirmis
bulunmaktayiz. Giincel WHO klavuzunda sperm fonksiyonu ve fizyolojisinin bu
acilardan yapilmis degerlendirmelerine yer verilmemistir. Son olarak, literatiirdeki
cesitli calismalar sperm kalitesindeki diisiisle birlikte, testis kanserinin goriilme
sikliginin arttigin1  gdstermektedir. Bu bulgular sperm kromatininin tahribatina
baglanmaktadir. in vivo iireme sirasinda, dogal seleksiyon siireci nedeniyle yalnizca
normal genomik yapidaki sperm hiicresi oositi fertilize edebilir. Ancak, baz1 YUT bu
dogal seleksiyon siirecini atladiklarindan, oositi fertilize etmesi i¢in anormal bir

sperm hiicresinin se¢ilmesi s6z konusu olabilir (28).
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WHO 2010 Sperm Kiriterleri

3- 7 giinliik cinsel perhiz ile verilen semen 6rneginin Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
kriterlerine gore referans degerleri,

Parametre WHO 2010
1. Miktar >1.5ml
(voliim)

2.pH >7.2

3. ml de sperm sayis1 >15 milyon/ml

(konsantrasyon)

4.Total sperm sayisi >39 milyon/ml

5. Hareketlilik %40 (A+B+C)* %32 (A+B)
(motilite)

6. Sekil (morfoloji) >0p4**

7. Canlilik (Viability) >58

8. Lokosit (iltihap hiicresi) <1 milyon/ml

Tablo 1: WHO 2010 semen Kriterleri. * A: hizli progresif motil, B: yavas progresif motil, C:
yerinde motil. **Kruger strict kriterlerine gore.

2.3.2 Spermiyogram Nedir?

Semen analizi giintimiizde laboratuvar kosullarinda yapilabilecek en basit
testlerden biri olarak goziiksede; belli kriterlere uygun olarak yapilmayan semen
analizleri, klinisyenin yanlis yonlendirilmesine ve sonucta hastaya yanlis
uygulamalarin yapilmasina neden olabilmektedir.

Spermiyogram (semen analizi, sperm analizi) sperm sayisini, morfolojisini,
hareketini degerlendirmek icin yapilan bir testtir. Semen analizi makler sayim araci
ile yapilir. Bu sayim araci iki kisimdan olusur ve spermi tek tabaka halinde

yaymamizi saglar. Boylelikle sayim sirasinda hatalar en aza indirgenir.

2.4 Sperm Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama); hiicrelerin ve dokularin sifir
derecenin altindaki 1silara kadar sogutularak, gelecekte kullanilmasi amaciyla

saklanmasimni ifade eder (ASRM 2012). Kriyoprezervasyon islemindeki amag¢ ¢ok
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diisiik 1sida canli bir hiicre veya dokunun, minimum hasarla ve fonksiyon kaybi
olmaksizin uzun siireli saklanmasidir (29). Ureme hiicreleri ve dokularmin da basarili
bir sekilde dondurulup saklanabilmesi ve istendiginde ¢oziilmesi YUT gelisimi
acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (30).

Gamet ve embriyo kriyoprezervasyonunun genel prensibi; materyalin
kriyopretektanlarla dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen iginde, -196°C’da
depolanmas1 ve ¢ozilirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak gamet ve
embriyolarin canliliklarin1 koruyabildikleri ve ileri gelisimlerini siirdiirebilecekleri

fizyolojik ortamlara gegirilmesidir (31).

2.4.1 Sperm Kriyoprezervasyonunun Endikasyonlar:

Yardimc1  treme  tekniklerindeki  gelismelerle  birlikte  sperm
kriyoprezervasyonunun endikasyonlari giderek artmaktadir.

ICSI’nin basarili bir metod olarak uygulanmaya baslanmasi dolayisiyla,
gercekten herhangi bir ejakiilat veya aspirasyonla alinan semen kalitesi kotii olsa bile
dondurma yapmaya deger hale gelmistir. Spermin kriyoprezervasyonu, YUT
uygulamasindan hemen oOnce taze sperm temin etme zorunlulugunu ortadan
kaldirmaktadir. Literatiirde donmus spermin, oositleri dollemesi ve bunu takip eden
gelismelerin olugsmasi agisindan en az taze spermler kadar iyi oldugunu gésteren ¢ok
sayida bulgu vardir (32-35). Giiniimiizde gecerli olan geleneksel ve geleneksel
olmayan sperm kriyoprezervasyonunun gerekli oldugu endikasyonlar asagida oldugu
gibi 6zetlenebilir (35-40).

1. Kanser hastalari: kanser tedavisinin testis fonksiyonu {izerinde siddetli
etkileri oldugu gosterilmistir. Bu etkinin siiresi degisebilir veya kalici olabilir.
Kanser hastas1 olan erkek i¢in gonadotoksik kanser tadavisine baslamadan
once ona sperm Kriyoprezervasyonunu énermek ¢ok onemlidir.

2. Vazektomi: Vazektomi oncesi sperm dondurma, vazektomiden sonra tekrar
evliliklerde veya dogal afet sonucu kaza sedebiyle cocuksuz kalma
durumlarinda tireme agisindan bir sigorta olusturur. Vazektomi 6ncesi sperm
dondurma islemine alternatif olarak uygunan vazektominin cerrahi geri
cevrilmesi: pahalidir, hasta anestezi ve cerrahi riske maruz kalmaktadir ve

daima basarili olmamaktadir.
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5.

Spinal kord harabiyeti olan hasta: Spinal kord hasari olan hastalarda,
elektroejakiilasyonla alinan materyal dondurulabilir ve YUT uygulamasinda
basaril1 sekilde kullanilabilir.

Oligospermik/astenozoospermik ornek: Cok sayida dondurulmus Ornegin
birlestirilerek hareketli spermlerin havuzlanmasi (pooling) saglanabilir.
MESA, TESE ve TESA: Cok sayida biopsi ve cerrahiyi 6nlemek i¢in.

Sperm kriyoprezervasyonu ve depolanmasinin uygulandigi diger daha seyrek goriilen

durumlar;

6.

v
8.
9

10.

11.

12.
13.

Damarsal ve vasoepididimal diizeltme uygulamalari.

Ejakiilator duktuslarin transiiretral rezeksiyonu.

Postmortem sperm alma ve depolama.

Erkek partnerin 6liimiinden sonra gebeligin olusumuna izin veren iilkelerde
tehlikeli mesleklerde (polis, asker gibi) c¢alisan kisilerin spermlerinin
saklanmasi.

Spermatogenezi bozmakla suglanan ilaglarin (Nitrofurantoin, simetidin,
sulfasalazin, alkol, nikotin, kafein gibi) zorunlu kullanim gerektiren
durumlarda bir secenek olarak sunulabilir. Kalsiyum kanal blokerlerinin
sperm membran fonksiyonlarint bozduklari ve fertilizasyon kapasitesini
azalttiklart  One  siirilmektedir.  Ayrica  sporcularin  kullandiklari
anabolizanlarin da spermatogenezi arreste gotiirebildikleri bildirilmektedir.
Hipotalamo-hipofizer hipogonadizm igin gonadotropin tedavisi veya kalici
olmayabilen genital trakt obstriiksiyonu cerrahisi gibi infertilite tedavisi igin,
YUT prosediirii sirasinda sperm veremeyen hastalar.

Donasyon spermleri: fertil oldugu bilinen saglikli erkek vericiden alinan
sperm ileride kullanilmak tizere dondurularak saklanabilir. Ancak tilkemizde

donasyon yasal degildir (41-44).
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2.4.2 Kriyoprezervasyonda Hukuksal Durum

Ulkemizde sperm kriyoprezervasyonu ile ilgili uygulamalar Saglik Bakanlig
tarafindan hazirlanip 06.03.2010 tarihinde vyiiriirlige giren "Uremeye Yardimci
Tedavi Uygulamalar1 ve Uremeye Yardimc1 Tedavi Merkezleri Hakkinda
Yonetmelik”le yasal diizenleme altina alimmistir. Bu yonetmelige gore asagida
belirtilen tibb1 zorunluluk durumlari disinda erkek iireme hiicreleri ve gonad

dokularinin saklanmasi yasaktir.

1. Cerrahi yontemlerle sperm elde edilmesi halinde,

2. Kemoterapi ve radyoterapi gibi gonad hiicrelerine zarar veren tedaviler
Oncesinde,

3. Ureme fonksiyonlarmin kaybedilmesine yol acacak olan ameliyatlar
(testislerin alinmasi vb.) dncesinde,
Yine ayni yonetmelige gore ‘lireme hiicreleri ve gonad dokulari, bu

materyallerin giivenligi agisindan verici adaya ait DNA analizi ile birlikte saklanir’.

2.4.3 Erkekte Infertilitenin Korunmasi

Kriyoprezervasyon teknolojisi kadin ve erkegin yasamlari boyunca
beklenmedik bir durumda karsilasabilecegi olaylarda tiremelerinin korunmasinda
kullanilabilir. Radyoterapi ve kemoterapi uygulanacak kanser hastalar1 ve infertil
hastalarin fertilitelerinin korunmasi i¢in giincel yaklagimlar Sekil 6’daki algoritmada

gosterilmektedir.
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Erkek Fertilitesinin Korunmasinda Giincel Secenekler

l l

[ kanser "f“a"’" |
Vetiskin_| Puberte oncesi | | Ejekiilasyon yapabilen [~ | Ejekilasyon yapamayan |
l l Sperm Elektroejekiilasyon
Sperm Testikiler Doku Kriyoprezervasyonu | €—
Kriyoprezervasyonu Kriyoprezervasyonu
v
Obstruktif Non-Obstruktif
azospermi azospermi
toplama
Sperm Testikiiler doku
kriyoprezervasyon kriyoprezervasyon

Sekil 6: Erkek fertilitesinin korunmasi i¢in giincel yaklasim (Giirgan, T. (2012).
Infertilite ve Yardimla Ureme Teknikleri, Giines Tip Kitapevleri. Istanbul).

Spermin dondurularak saklanmasi, azospermik erkeklerden 1990’11 yillarda
cerrahi yontemlerle testikiiler sperm almnarak kullanilmaya baglanmasiyla zorunlu
hale gelmistir. Bati iilkelerinde uygulanan dondr programlart ve ticari sperm
bankalarinin kurulmasi kriyoprezervasyonu ¢ok kullanilir bir yontem haline getirmis
ve semen Kriyoprezervasyonu tekniklerinin  hizla gelismesini saglamustir.
Kriyoprezervasyon hem iiremeye yardimci tedavilerdeki basariyr arttirmis, hem de
testis cerrahisi, kemoterapi ve radyoterapiden once, gelecekteki fertilitenin
korunmasina katkida bulunmustur. Sperm hiicreleri ¢6ziildiigiinde miimkiin olan en
az hasarla geri donmeli ve canli tiirlerinin devamliligin1 saglayabilecek kapasitede
olmasi1 gerekmektedir (45).

Giincel kanser tedavileri ile geng erkeklerin yasam siireleri uzamasina karsin
kullanilan kemoterapi ve radyoterapi infertiliteye neden olabilmektedir. Testis
kanserli erkeklerde sperm konsantrasyonlarinin diger kanser tiplerine gore daha

diisiik oldugu tespit edilmistir. Tedavi igin kullanilan kemoterapi ve radyoterapi
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spermatogenezi negatif olarak etkilemektedir. Buna ragmen kemoterapi goren
erkeklerin sperm parametreleri bir yi1l sonra, radyoterapi gorenlerde ise iki yil sonra
tedavi oncesi degerlere donebilir. Erkeklerde tedavi 6ncesinde azospermi gorildigii
durumlarda orsicktomi ile es zamanli testisten sperm elde ederek (TESE) sperm
saklama uygulanabilir. Sperm kriyoprezervasyonu, kanser hastalarinda fertilite
potansiyelinin korunmasi i¢in altin standarttir. Bu nedenle testis kanseri teshis
edilen erkeklerin tedavilerine baslamadan 6nce mevcut potansiyellerinin anlasilmasi
ve sperm dondurma islemi i¢in infertilite merkezlerine bagvurmalari desteklenmelidir
(46) .

2.4.4 insan Spermatozoasiin Kriyobiyoloji Prensipleri ve Uygulamalar
2.4.4.1 Tarihge

Sperm dondurma ile ilgili ilk fikirler 1776 da Spallanzani’nin sogugun semen
tizerindeki  etkilerini  inceleyen  arastirmasinda  dondurulan  spermlerin
¢oziildiiklerinde motilitelerini bir miktar koruyabildiklerini gézlemlemesinden sonra
gelismeye baglamistir. 1886°da askeri doktor olan Montegazza ilk kez insan spermini
dondurarak saklama fikrini ortaya atmustir. 1940’larda gliseroliin spermleri
dondurmanin zararh etkilerinden koruyabildiginin tesadiifen kesfi, -79°C’de kuru
buz lizerinde saklanmis insan spermlerinin kullanilmasimin yolunu agmis ve ilk kez
insan spermi dondurma islemi 1949’da Polge ve arkadaslari tarafindan gliserol
kullanilarak bagarilmistir. 1953’de ise Bunge ve Sherman tarafindan dondurulmus
¢oziilmiis dondr sperminden elde edilen ilk fertilizasyon ve embriyo gelisimini
yayilamigstir.

1945 yilinda Parkes ve ekibi sogutma hizinin dondurulup ¢oziilen materyalin
yasama oraniyla iligkisini tesadiifen gozlemlemistir. Arastirmact dondurulan semen
orneginin hacmi ve kullanilan kaplarin biiyiikligiiniin etkilerini incelerken bu sonuca
varmigtir.  Biiyilk kaplar igerisinde fazla miktarda sperm dondurulursa,
coziildiiklerinde motilitenin iyi oldugunu saptamistir. Boylece, yavas dondurma
yonteminin hiicrelerin ¢oziildiikten sonraki yasam sanslartyla dogrudan iligkili

oldugu ortaya ¢ikmistir (47).
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2.4.4.2 Prensip ve Uygulamalar

Dondurulan materyalin i¢inde bulundugu sivida buz kristalleri olustugunda
soliisyonun osmolaritesi artar ve hiicreler buna su kaybederek yanit verirler. Isinin
yavas yavas diisiiriillmesiyle zamanla hiicrenin su kaybi artar ve ¢6zme isleminden
sonra da hiicrenin su kaybetmesine bagl olarak intraselliiler buz kristali olugsmadigi
veya minimal oldugu i¢in canliligin daha yiiksek oldugu gozlenir (48).

Insan  sperm hiicrelerinin  Kriyoprezervasyon esaslarmi  belirleyen
termodinamik kurallar diger hiicrelerin kriyoprezervasyonuna benzer (40, 49-54).
Sperm kriyoprezervasyon uygulamasi dort temel adimdan olusur. Bunlar, 1s1
azalmasi, hiicresel dehidrasyon, dondurma ve c¢oziilme. Kriyoprotektanin gorevi,
dondurma esnasinda hiicre i¢inde buz olusumunu 6nlemek veya minimalize etmek
igin, sperm hiicresindeki su miktarin1 azaltmak veya uzaklastirmaktir. Spermatozoa
kriyoprotektan soliisyona maruz kaldiginda baslangigta spermatozoada biiziilme olur,
nedeni ekstraselliiler osmoloritenin yiiksek olmasina baglh olarak intraselliiler suyun
¢ekilmesidir. Sperm hiicreleri, kriyoprotektan maddenin intraselliiler alana gegmesi
ile tekrar eski orijinal hacimlerine donerler. Genellikle giincel kriyoprezervasyon
isleminde, kriyoprotektanin eklenmesine is1 disiiriilmesi de eslik eder. Sogutma
isleminde 1s1 -5’den -15°C ulastiginda ekstraselliiler buz olusur ve bir ekstraselliiler
kati faz gelisimi olur (54). Sperm hiicresi donmamustir fakat ¢cok sogutulmustur. Cok
sogumus intraselliiller su osmotik hiicre disina ¢ikar ve ekstraselliiler donma devam
eder. Bunun sonucu olarak hipertonisite olusur ve sperm hiicresinde su azalmasi artar
ve kriyoprezervasyon hedefi olan dehidratasyona ulasilir. Coziilme zamaninda,
sperm hiicreleri hidrasyon/dehidratasyon olaylarin1 ayni sekilde fakat tersine
olaracak sekilde gegirir. Yavas donma hizi gegiren spermatozoa ¢ézme esnasinda
yavasca 1sitilmalidir, keza hizli dondurma yapilirsa hizl ¢ozdiiriilmelidir (52-54).

Insan spermi diger memeli spermleri gibi diisiik 1s1ya dayanikli degildir. Tiim
memeli spermleri sogutmaya duyarlidir. Soguk sokunun (0°C iizerinde soguma),
hareket, membran gecirgenligi ve diger metabolik fonksiyonlar {izerinde -etkili
oldugu gosterilmistir. Isinin azaltilmast membran fosfolipidlerinin sivi kristalden jel
durumuna gegisine sebep olabilir. Bu soguk sokunun zarar verici etkileri soguma
hizinin kontroliiyle ve Kriyoprotektan yardimiyla onlenebilir. Dondurmaya bagli
hasar soguk sokundan farklidir. Sifirin altindaki (-5 ile -10°C) ve bunun altindaki
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1silar, buz kristallerinin olusumuna bagli mekanik stresten dolay: hiicresel yapilarin
bozulmasina neden olur. Kontrolli soguma hizi ve Kkriyoprotektanlar, buz
kristallerinin hiicre biitiinliigii tizerindeki etkisini miimkiin oldugu kadar onlemek
igin kullanilir (52-54).

2.45 1Insan Sperminin Kriyoprezervasyonu Ic¢in Uygun Kriyoprotektan
Maddenin Se¢imi

Kriyoprezerve edilen hiicrelerin yasamlarimi1  stirdiirmeleri, Kriyopotektan
ajanlarin kesfi ve kullanimi sonrasinda gercek olmustur. Kriyoprotektanlar hiicre
icine girip girmemelerine gore: permeabl olan veya olmayan diye siiflandirilabilir.
Bu giine kadar bulunan kriyoprotektanlarin ¢ogu permeabl ajanlardir. Insan
spermatozoasinin Kriyoprezervasyonu igin siklikla kullanilan kriyoprotektanlar tablo
2’de gosterilmektedir. Bununla birlikte, gliserol insan spermatozoasi igin segilen
kriyoprotektandir (54-58). Gliseroliin, insan sperminin Kriyoprezervasyonununda
%5-10’luk konsantrasyonu kullanilmaktadir. Kriyosurvival oranmin dondurma
metodunda kullanilan gliserol kokteyline (genisletilmis farkli kompleks tampon

medyumlari igeren gliserol) bagh olarak degisiklik gosterdigi bildirilmistir.

Tablo 2 : Kriyoprotektanlar ve Kriyoprotektif Medyumlar i¢indeki Belli Bash

Maddeler

Gliserol Biiyiik oranda kullanilan ve insan spermatozoasi igin basarili
kriyoprotektan olarak yaklasik %7°lik en uygun konsantrasyon
olarak goriilmektedir.

Dimetilsiilfoksit Isiya duyarl

(DMSO)

Etilen glikol Penetrasyon hizini arttirir.

Propanediol (PROH) Insan embriyosunun erken bsliinme déneminde ¢ok basarilidir
fakat insan spermatozoasinda az uygulanir.

Egg yolk Genellikle kriyoprotektan iginde bulunur fakat tek basina
kriyoprotektan degildir. Esas olarak memran akiskanliginin

devamini saglar.
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Tamponlama ajan. Kriyoprotektan medyumun pH’in1 sabit tutarak, spermatozoay1
hasara neden olabilecek asit/alkali degisikliginden Korur.
(TES, Tris, glisin, sitrat)

Insan albiimin soliisyonu (HAS)

Rekombinant insan insiilini

Gentamisin siilfat

2.4.6 Sperm Kriyoprezervasyonunu Etkileyen Bireysel Farklhiliklar

Dondurulmus sperm kullanilarak insanda gebelik yaklasik 50 yil once
gerceklesmistir. O giinden bu yana bu basariya bakildiginda, Kriyoprezervasyon
uygulamalar1 standardize edilmeye ¢ahisilmistir (55, 59-62). Kriyoprotektana
maruziyet, sogutma, ¢6zme Vveya kriyoprotektanin uzaklastirilmasi sirasinda olusan
sperm hasarinin mekanizmasi iyi anlasgilamamistir. Ayni Kriyoprezervasyon islemine,
farkli spermlerin, neden farkli cevaplar verdigi heniiz bilinmemektedir. Bir¢ok
erkegin sperminin, dondurma-¢ézme siklusunda neden hasarlandigi veya harap
oldugu heniiz acik degildir.

Literatiirde bildirilen kriyoprezervasyon verileri gostermektedir ki
sperm hiicrelerinin %50’si dondurma ve ¢ozme ile hasarh veya haraplanms
olmaktadir. Bunlarmm hepsi sperm kriyoprezervasyonunun etkinlik ve
verimliliginin simirh oldugunu goésterir (62-66). Giiniimiizde bu sorunun cevabi
cok acik degildir. Farkli erkeklerin spermatozoalari, ayni Kkriyoprezevasyon
protokoliine ¢ok farkli cevaplar verir. Erkekler arasinda kriyoprezervasyona
hassasiyetteki bu degisiklikler, Kriyoprezervasyon metodunun basarisi {izerinde
pratik olarak c¢ok etkilidir. McLaughlin ve ark. kriyoprezervasyona karsi bazi
bireysel hassasiyet farkliliklar1 gosterdiklerine dair gliglii bulgular1 gdsteren
aragtirmalar yiriitmislerdir. Ayni kisiden alinan farkli ejakiilatlar arasinda uyumlu,
fakat farkli erkeklerden alinan ejakiilatlar arasinda, kriyoprezervasyon hasari
acisindan farkli cevaplar verdigini gostermislerdir (62). Bu farklarin nedeninin
membran ozelliklerinden kaynaklandigini  ve bunun genetik olarak tespit
edilebilecegini gosteren ¢aligmalar vardir. Sperm membranlariin bireysel farkliliklar

gostermesi nedeniyle permeabilite 6zellikleri de keza farklilik gosterir. Bu sekilde
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membranlardaki ~ kompozisyon  farkliliklari,  spermatozoanin  dondurulma
duyarliliginda oldugu gibi ¢6zmede de belirgin farkliliklara neden olur (58).

Hormonal farkliliklar da bireysel dondurma farkliliklar1 iizerine etkilidir.
Farkli yaslardaki erkeklerin, hormon konsantrasyonlar1 da farkliliklar gosterir.
Endokrinolojik farkliliklar, sperminin farkli yaslarda donma hasarina yatkinligini
etkileyebilir (68, 69).

2.4.7 Kriyoprezervasyon Hasarlari
Dondurma esnasinda hiicrelerin maruz kaldigi iki temel ve fiziksel stres
kategorisi mevcuttur:
1. Diisiik sicakligin dogrudan etkileri.
2. Buz olusumuna bagh fiziksel degisiklikler.
Sicakliktaki ani diisiisten kaynaklanan hiicre yapist ve fonksiyonu ile ilgili hasari,
membran gecirgenligindeki ve hiicre iskeleti yapisindaki degisimlerle ilgilidir (70).
Dondurma hasar1 nedeniyle ¢6zme sonras1 spermin motilitesi, sperm oosit
fiizyon kapasitesi azalabilir veya plazma membran lipid peroksidasyonuna bagh
olarak fertilizasyon olumsuz etkilenebilir. Serbest oksijen radikallerinin (hidrojen
peroksit gibi) tiretim artabilir. Baz1 arastirmacilar bu olumsuz etkileri énlemek igin
kiiltir ortamina askorbik asit, E vitamini, katalaz gibi antioksidan maddelerin
eklenmesini 6nermektedirler (71).
Dondurma hasarinin sebepleri:
1. Hiicre igi buz kristallerinin olusumu
2. Yogun dehidratasyon
3. pH degisiklikleri
4. Protein denatiirasyonu
Ayrica; ortam 1sisi, hiicre zart gegirgenligi, konsantrasyon farki, hiicre
ylizeyinin hiicre hacmine orani, kriyoprotektanin niteligi, hiicre zarinin yapisi da
kriyoprotektan maddelerin hiicre igine gegislerini diizenleyecegi igin dondurma
hasaria neden olabilir. Kroyoprotektan maddelerin kendisinin yol agabilecegi veya
lizozomal enzimlerin serbestlesmesi ve aktiflenmesi ile meydana gelebilecek toksik
hasarlar1 da goz ardi etmemek gereklidir. Elektron mikroskobisi ile hiicre zarinda

meydana gelen hasarlar  gozlemlenebilmektedir. Bu  hiicre  hasarlari;
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protriizyonlardan, dalgalanmalardan ve vezikiilasyonlardan, sitoplazma igeriginin
disar1 ¢iktigt membran kayiplari, yirtilmalart ve erimeleri gibi membran
biitiinliigliniin bozuldugu agir harabiyete kadar gidebilir. Spermde fertilizasyon
kapasitesini azaltan boyun kiriklar1 goriilebilir ve biyokimyasal yontemlerle
spermatozoada bulunan akrozomal penetrasyon enzimlerinin (hyaliironidaz, akrozin
gibi) kaybi gosterilebilir (72).

Diger hiicre tipleri ile karsilastirildiginda, spermin sitoplazmasindaki diistik
su igerigi (yaklasik %50) ve yikksek membran akiskanligi nedeni ile
kriyoprezervasyon hasarina karsi daha direngli oldugu gosterilmistir. Ancak, en
uygun dondurma-cézme protokollerinin uygulanmasi sonrasinda bile (genelde
¢ozme sonrasinda) %30-50 oraminda motilite kaybi gozlenmektedir (73).
Kriyoprezervasyonda hiicre hasariin nedenleri, buz kristalleri kaynakli yapisal
hasarlar ve oksidatif stres ile iligkili reaktif oksijen radikallerinden kaynaklanan
hasarlar seklinde 6zetlenebilir. Bununla birlikte, spermlerde en sik karsilasilan
kriyo-hasarlar membran hasari, organel hasar1 ve DNA biitiinliigiiniin
bozulmasi (DNA fragmantasyonu) seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.

Kriyoprezervasyon son yillarda iizerinde en fazla ¢alisilan konular arasinda
yer almaktadir. Yapilan arastirmalarin hepsinde kriyoprezervasyon ve DNA
fragmantasyonu arasinda kesin bir iliski gosterilmis olmasa da, genel olarak
normal ornekler ile karsilastirildiginda sperm kalitesi diisiik olan érneklerin
kriyoprezervasyon kaynakli DNA hasari ve hiicre 6liimiine yatkinh@inin arttigi
gozlenmistir (73, 74). Kriyoprezervasyon sonrasinda ¢dzme isleminin insan
sperminde DNA hasarina yol actig1 halen tartigiimakla beraber bu teknik YUT de

onemini korumaktadir.

2.5 Sperm DNA Hasarlari

Sperm DNA hasarlarinin olusumunda baslica ii¢ onemli mekanizma tizerinde
durulmaktadir. Bunlardan ilki matiir spermde anormal kromatin paketlenmesi olup
yapilan ¢aligmalarda, sperm DNA hasarlarinin ¢gogunun spermde anormal kromatin
paketlenmesine bagli oldugu gosterilmistir (75-77). Sperm DNA hasarinin
goriilmesine neden olan diger mekanizma, spermatogenezis sirasinda hasarli germ

hiicresinin genetik havuzdan fonksiyonel olarak elimine olabildigi programli hiicre
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olimii olan apoptozisten, hasarli DNA’ya sahip spermatozoalarin kagmasidir
(abortive apoptozis) (78-80). Ugiincii mekanizma ise kotii semen Kalitesine eslik
eden, ozellikle azalmig protaminasyon ve disiilfid bag yapimi varliginda reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 tiretilmesinin neden oldugu sperm DNA hasaridir (81).

Ayrica ilerleyen erkek yasi, 10kosperminin eslik ettigi genital sistem
enfeksiyonlari, xenobiyotik maruziyeti, sperm DNA hasarlarina yol agabilen 6nemli
nedenler arasinda ele alinmaktadir (82).

Yapilan ¢alismalarda normal sperm morfolojisi ile DNA fragmantasyon
derecesi arasinda negatif bir iligski oldugu saptanmistir (83-85). Yiiksek oranda bas
anomalisi gosteren, Ozellikle yiiksek amorf basli sperm yiizdesine sahip 6rneklerde
artan derecede DNA fragmantasyonu saptanmustir (86). Bas anomalileri ile sperm
anoploidisi arasindaki korelasyon ispat edildiginden beri (87, 88) anormal sperm bas
morfolojisinin sperm DNA hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilecegi
distiniilmektedir (89). Buna ragmen Avendano ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmada orta ve siddetli teratozoospermisi bulunan infertil hastalarda, yikama
sonrast motil kisimda, morfolojik olarak normal goriinen spermatozoalarda DNA
fragmantasyonunun olabilecegi saptanmistir (87). Dolayisiyla normal morfolojisi de
her zaman sperm DNA bitiinligini gostermeyebilmektedir. Sperm DNA
fragmantasyon analizlerinin, fertilite potansiyelinin belirlenmesinde sperm analizi
sonuglarindan daha anlamli olabilecegi diistiniilmektedir.

Literatiirdeki ¢ogu caligmada sperm DNA hasar1 ile fertilizasyon arasindaki
iligski gosterilememis (90-94) ancak daha az sayidaki caligmada bu iliskinin varlig
saptanmistir  (95-97), elonge basa sahip spermlerin fertilizasyon oranim
etkileyebilecegi sonucuna varilmistir  (86). Buna karsin sperm DNA
fragmantasyonu ile embriyo/blastosist gelisimi ve gebelik arasinda acik olarak
negatif iliski saptanmistir (98-101). Ahmedi ve arkadaslar1 sperm DNA hasarinin
fertilizasyonu engelleyip blastosist olusumunu ve Kkaliteli embriyo gelisimini
engelleyebilecegini rapor etmislerdir (102). Seli ve arkadaslarinin yaptiklar
calismanin sonuglar1 da bu diistinceyi destekler nitelikte olup, sperm DNA hasarinin
embriyo gelisiminin  blastosist sathasinda ilerlemesini etkiledigini ortaya
koymuslardir (100). Sonuglar, bugiin i¢in yaygin olarak kabul edilen embriyo

gelisiminin ilk basamaklarinin maternal kontrolde oldugu, paternal genlerin
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ekspresyonunun 4-8 hiicreli iken meydana gelen degisikliklerle etkili oldugu, bu
sebeple iyi kalite embriyo gelisimini engelleyebilecegi goriisiinii savunanlar vardir
(102).

Biitiin bu veriler infertilite olgularinda sperm DNA hasarlarinin 6énemli bir
faktor olabilecegini vurgulamaktadir. Defektif genetik materyalin yeni dogana
aktarilma olasilig1 ise ayrica 6nemlidir. Ancak giiniimiizde DNA iizerinde yapilan
testlerden elde edilen sonuglar fertilizasyon ve sonrasi olaylar hakkinda sadece
tahmini  fikir vermektedir. Cinki her ne kadar laboratuvar calismalarinda
giivenilirligi yiiksek testler kullanilarak bu hasarlar gosterilebilse de, fiksasyon,
denatiirasyon ve boyama islemleri sirasinda hiicrede kalici dejenerasyon
olusturduklarindan, IVF/ICSI’de kullanilmak tizere segilen spermde bunu gostermek
miimkiin olmamaktadir. Dolayisiyla, UYTE’de kullanilan semen drneginin sadece
bir kisminda arastirma yapilmakta ve burada saptanan DNA hasar orani tim semene

yorumlanmaktadir.
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3- GEREC VE YONTEM

Toplam yiiz (n=100) kisi ¢alismaya dahil edilmistir. Kisiler 21-39 yas
arasinda olup, herhangi sistemik bir hastalik, ¢ocuk yasta atesli hastalik, testis
travmas1 gibi iireme fonksiyonelligini etkileyen bir hastalik gecirmemis olanlar

WHO laboratuvar klavuzuna gére normospermik kisilerden se¢ilmistir.

Spermiyogram sonug kriterleri tek kisi tarafindan degerlendirilmis olup yine
Halosperm Tekniginin uygulanmasi, kriyoprezervasyon ve ¢ézme islemi ayni uzman
tarafindan yapilmistir. Buradaki amag¢ subjektif etkileri ortadan kaldirmak ve

islemleri standardize etmektir.

Kisilerden alinan Ornekler, likefaksiyondan sonra asagida anlatildigi gibi
semen analizi kurallarina uygun bir sekilde degerlendirilip, Halosperm Teknigi
uygulandiktan sonra arta kalan kismi dondurulmustur. Dondurulan 6rnekler bir ay
sonra ¢Oziiliip tekrar Halosperm Teknigi uygulanarak kriyo oncesi, kriyo sonrasi

fragmantasyon orani saptanip degerler karsilastirilmistir.

3.1 Semen Analizi

3.1.1 Ornek Toplanmasi

e Semenin ortam sicakligindaki degisikliklere maruziyetini kisitlamak, 6rnegin
alinmasiyla analizi arasindaki zamani kontrol etmek amaciyla Ornegin
laboratuvarin yakinindaki 6zel bir odada verilmesi gerekir.

e Ornek en az ii¢ en fazla yedi giinliik cinsel perhizden sonra alinmalidir.

o Kisiye, semen Orneginin alinmasiyla ilgili anlagilir yazili s6zIii bilgilendirme
yapilmalidir. Semen 6rneginin tamaminin toplanmasi ve 6rnegin herhangi bir
kisminin ziyan olmasi halinde durumun ilgili kisiye bildirimesi gerektigi
vurgulanmalidir.

e Rapor formuna asagidaki bilgiler kaydedilmelidir: kisinin ad1 soyadi, dogum
tarihi, kod numarasi, cinsel perhiz siiresi ve 6rnegin alindigi tarih.

e Ornek mastiirbasyonla elde edilmeli, ejakiilat spermatozoa icin toksik
olmadig1 dogrulanmis cam veya plastikten temiz ve genis agizli bir kap i¢ine

alinmalidir.
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Ejakiilasyondan sonra spermatozoayi olumsuz etkileyebilen genis ¢apli 1s1
degisiklilerinden kaginmak i¢in, numune kab1 20°C ila 37°C arasindaki ortam
sicakliginda tutulmali, kabin iizerine erkegin adi, kod numarasi ve 0rnegin
alindig1 tarihin yazili oldugu bir etiket yapistiriimalidir.

Semen likefiye olurken ornek kabi laboratuvar sehpasi lizerinde veya bir
inkiibatorde (37° C) birakilmalidir.

3.1.2 Ornek Hazirlanmasi

Ik 5 dk icinde:

Ornek kabmi likefaksiyon icin laboratuvar sehpasi iistiine veya bir

inkiibatorde (37°C) bekletilir.

30 ila 60 dk arasinda:

Likefaksiyon ve semen goriiniimii degerlendirilir.

Semen 6rneginin homojenizasyonu saglamak i¢in karigtirilir.

Semen hacmi Slgiiliir.

Semen pH’sinin dl¢timii yapilir (gerekiyorsa).

Mikroskobik goriiniim, sperm motilitesi ve sperm sayisini belirlemek icin
gerekli seyreltme derecesini degerlendirmek iizere preparat hazirlanir.

Sperm vitalitesini degerlendirilir (hareketli hiicrelerin yiizdesi diistikse).
Sperm morfolojisini degerlendirmek igin semende yayma preparati hazirlanir.
Preparat hazirlandiktan sonra havada kurutulur. Boyama i¢in Sperm Mac ve
Diff-Quick gibi boyalar kullanilir. Yaygin olarak kullanilan Diff-Quick boyasi
3 asamadan olusur. Kit icerisinde bulunan sirasiyla fiksatifte 10 dk, katyonik
ve anyonik boyalarin i¢inde birer dakika bekletilip sonra sudan geg¢irildikten
sonra tekrar havada kurutulur. Kuruma sonrasinda faz kontrast
mikroskobunun  100x  biiylitmeli  objektifinde  sperm  morfolojisi
degerlendirilir.

Sperm konsantrasyonunu degerlendirmek iizere semen seyreltilir.

Sperm sayisin1 degerlendirilir.
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e Motite bir 6rnekteki hareket eden sperm yiizdesidir ve hareketlerinin yoniinii
ve oranlarini gosterir. Spermin motilitesi de yumurtayr dolleyebilmesi
acisindan ¢ok Onemlidir ¢iinkii ancak hareketli spermler kadinin iireme
kanallarinda ilerleyerek yumurtay: dolleyebilirler. Motilite dort gruba ayrilir.
A: hizli progresif hareketli, B: yavas progresif hareketli, C: yerinde hareketli
ve D: hareketsiz.

e MAR [(mixed antiglobulin reaction (karma antiglobiilin reaksiyonu)] testi
uygulanir (gerekiyorsa).

e Peroksidaz pozitif hiicreleri degerlendirilir (yuvarlak hiicreler mevcutsa).

e Semenin santrifiijii yapilir.

Sekil 7: a-Makler sayim araci ve b- mikroskop goriintiisii.

3.2 Halosperm Teknigi
3.2.1 Method Prensipleri

Bu yontem sperm kromatin dagilimi testine (SCD, Sperm Chromatin
Dispersion) dayanmaktadir (103). Spermi lam {izerine fikse etmek i¢in agaroz mikro
jel ile karigtinrilir. Daha sonra denaturasyon soliisyonu ile muamele edip bunu
takiben lizis soliisyonu ile niiklear proteinlerin ¢ogunu ¢ikarir ve eger sperm DNA
fragmantasyonu yok ise veya minimal diizeyde ise sperm etrafinda biiyiikk halo
olusturur. Bununla birlikte DNA fragmantasyonu ¢ok olan spermlerde halo yoktur ya
da ¢ok minimal seviyededir.
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3.2.2 Kit ig:erigi (Halosperm Halotech, Halotech DNA, Tiirkiye dagiticist Dogan Medikal)
Her kit 10 test icin yeterlidir.

» 10 tane lam

» 10 tane diisiik erime noktali agaroz ependorf tiipii

» 1 tiip asit denatiirasyon soliisyonu

» Lsise lizis soliisyonu

3.2.3 Kit I¢eriginde Bulunmayan Gerekli Materyal ve Ekipmanlar

Mikroskop, 4°C buzdolabi, 90-100°C ve 37°C’de inkiibasyon banyosu, plastik
eldiven, lamel (18 mm X18xmm ya da 22 mm X 22mm), mikropipet, yatay pozisyon

igin tabla, distile su, alkol (%100, %90, %70) ve mikrodalga.

3.2.4 Kullamim Talimatlari
1. Lizis soliisyon oda sicakligina getirilir (22°C).

2. Semen 6rnegi mililitrede 5-10 milyon olacak sekilde kiiltiir soliisyonu ile ya

da PBS (Phosphate Buffer Solution, Fosfat Tampon Soliisyonu) ile seyreltilir.

3. Icinde agoroz olan ependorf, ¢ozdiiriilmek iizere mikrodalgaya ya da sicak su

banyosuna koyulur. Agaroz 5 dk 90°C-100°C bekletilir.
4. Daha sonra agaroz tiipii 37°C’deki su banyosunda 5 dk bekletilir.

5. 25 mikrolitre (ul) sperm 6rnegi agaroz tiiptine eklenip iyice karigtirtlir. Bu

karigimdan 14pl - 20 ul kadari pipet yardimiyla lama damlatilir ve baloncuk

olusturmadan lamel ile kapatilir.
6. Biitiin islem boyunca lamin, yatay bir konumda tutulmasina dikkat edilir.
7. Preparat 4°C’de buzdolabinda 5 dk bekletilir.

8. Asit denaturasyon soliisyonu (AD, Acid Denaturation Solution) hazirlanir.

Bunun i¢in 10 ml distile su ile 80 ul AD karistirtlir.

9. Preparat buzdolabindan c¢ikarilir ve lamel nazik bir sekilde bir lanset

yardimiyla kaldirilir. Bundan sonraki asamalarda eldiven giymeye ve lanset

kullanmaya 6zen gosterilir.

10. Bundan sonra lam, adim 8’de hazirlanisi anlatilan AD’na yatay konumda 7

dk inkiibasyon i¢in birakilir.
11. 7 dk’nin ardindan 10 ml lizis soliisyonunda 25 dk inkiibasyona birakilir.
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12. Lizis soliisyonundan arindirmak igin yatay konumada distile su banyosunda
bekletilir.

13. Sonra sirastyla ikiser dk %70°1ik, %90°lik ve %100°lik alkol igerisinde yatay
konumda bekletilir.

14. Oda sicakliginda kurumaya birakilir.

15. Kuruduktan sonra, boyama yapilarak incelenebilir ya da 6rnek karanlikta

arsiv amagl aylarca saklanabilir.
3.2.5 Mikroskop Goriiniimii
Halosperm teknigi igin tavsiye edilen iki boya tipi bulunmaktadir.

1. Diff-quick ile boyama: Yatay konumda, Eosin soliisyonunda (kirmizi renk) 6
dk ve Azur B soliisyonunda (mavi renk) 6 dk bekletilir.

2. Wright boyama: Fosfat tampon soliisyonu ile Wright boyast 1:1 oraninda
karistirilir. Ornek yatay konumda tutularak 10-15 dk boyunca pipetaj
yapilarak boyanir. Fazla boya su ile yikanir ve kurumaya birakilir.

Goriintilleme 20X veya 40X objektifle 151k mikroskobunda degerlendirilir ve

siiflandirilir.
3.2.6 Sperm Siniflandirilmasi

Her 6rnekte minumum 100 spermatozoa sayilir. (103). Mikrojelin kenarina

gelen spermatozoalart siniflandirmaya almaktan kaginilmalidir. Siniflandirma:

DNA Fragmantasyonu olmayan spermatozoa:

Biiyiik halolu spermatozoa: Halo c¢ap1 sperm ¢ekirdeginin ¢ap1 kadar ya da daha
fazla olan spermler (sekil 8).

Orta biiyiikliikte halolu spermatozoa: Bunlarin halo hacimleri, biiyik halo ve
kiiciik halonun ortasinda kalanlar (sekil 8).

Fragmante DNA’ya sahip spermatozoa:

Kiiciik halolu spermatozoa: Halo ¢ap1 sperm c¢ekirdegi capina yakin veya kiigiik
olan spermler (sekil 8).

Halosuz spermatozoa: (sekil 8)

Halosuz ve degrade (asinmms) olanlar: Halosuz olanlar ve g¢ekirdek diizensizligi

olanlar ya da zayif boyananlar (sekil 8).
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Digerleri: Hiicre ¢ekirdegi spermatozoayla uyumlu olmayanlar. Bunlar ayirt edici

ozellik ise kuyrugun olmayisidir.

Fragmantasyonsuz Fragmantasyonlu ~ P
2 @ § »
R % 9 ° o ®m @B . .
AT
. Buylk hale 2. Orta halo . Kucuk halo4. Halosuz ’ 5. Degrade ‘\ ‘ ; -

Sekil 8: Halosperm Teknigi ile boyanan spermlerin goriintiis.

3.2.7 Degerendirme Sinirlari

Parametreler bir uzman tarafindan analiz edilir. Elde edilen veriler DNA
fragmantasyon oranina gore %?30'a esit ve altinda ya da %30'un istiinde seklinde
yorumlanir. Ayni sperm Orne8i hem kriyoprezervasyon oOncesinde hem de
kriyoprezervasyon sonrasinda degerlendirilip veriler girilir ve sperm DNA
fragmantasyon oraninda artma olup olmadig: tayin edilir. %30'a esit ve altinda ise
sperm DNA fragmantasyon orani negatif, %30'un lizerinde ise pozitif olarak

degerlendirilir.

3.3 Kriyobiyolojide Kullanilan Ekipman ve Malzemeler

Dondurma yontemlerinin temelinde materyalin sivi  nitrojen iginde
depolanmasi gerektiginden dondurma protokollerinin uygulandigi merkezlerde sivi
nitrojenin ayr1 bir depo tankinda siirekli bulundurulmasi gerekir. Sivi nitrojen
miktar1, kullanilan dondurma protokoliine, dondurma cihazinin tipine ve aletin
kullanma sikligina bagli olarak degisir. Dondurulan materyallerde sivi nitrojen igeren
tanklarda saklanir ve bu amagla kullanilan embriyo, oosit ve sperm dondurma
tanklarinin ayr1 ayri olmast gerekir. Bu, hem enfeksiyon kontaminasyonunu hemde
karisikligi engelleyen bir yontemdir. Sivi nitrojen tanklarinin boyun kismi ¢ok genis
olmamalidir. Genis boyunlu tanklar kullanimda kolaylik saglamakla birlikte, sivi
nitrojenin hizli buharlagmasi nedeniyle tercih edilmezler. Tanklardaki sivi nitrojenin
azalmasi, dondurulan materyalin hava ile temas etmesine neden olacagindan, sivi

nitrojen miktariin siklikla kontrol edilmesi gerekir. Bu amagla her bir tankin {istiine
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alarm sistemi takilmali ya da plastik cetvelle sivi nitrojen miktar1 araliklarla

Ol¢iilmelidir. Siv1 nitrojen buharlar1 inhale edilmemeli, olas1 tehlikelere kars1 eldiven

ve seffaf koruyucu gozlik kullanilmahidir. Laboratuvarlarda dondurulacak

materyalin depo tanklarina tasinmasi sirasinda kiigiik siv1 nitrojen kaplar1 (termoslar)

kullanilmalidir. Diger malzemeler ise; dondurrma strawlari ve kriyoprotektanlardir.

3.4 Kriyoprezervasyon Protokolii

Sperm freezing medyumu oda sicakliginda minimum 2 saat 6nceden 1sitilir.
Sivilasmadan sonra ejakiilatin total hacmi 6l¢iiliir ve gerektigi sekilde semen
analizi yapilir.

Hem semen 6rnegi hem de sperm dondurma soliisyonunun oda sicakliginda
oldugundan emin olduktan sonra semen, sperm dondurma soliisyonu ile 1:1
oraninda seyreltilir. Vasat, semene damla damla eklenmeli ve karisim her
eklemeden sonra karistirtlmalidir.

Karisim oda sicakliginda minimum on dakika birakilir. Seyreltilmis 6rnek
cubuklara veya tiiplere yiiklenir, iiretici firmanin talimatina goére kapatilir ve
bilgiler yazilir.

Cubugun alt tarafinda miihiirleme i¢in ve ayrica donma sirasinda soliisyonun
genigletilmesini miimkiin kilacak sekilde hava boslugu birakmamiz
Oonemlidir.

Cubuklar s1v1 nitrojen buharinda yatay bir sekilde 30 dakika bekletilir.

Son olarak g¢ubuklar sivi nitrojen tanklarma yerlestirilir ve -196°C’de
bekletilir.
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Sekil 9: Sperm Kriyoprezervasyon Protokolii (Origio, Sperm Freezing Medium).

3.5 Dondurulmus Spermin Coziilmesi

Dondurulmus  spermin  kullanimi,  kriyoprotektaktanin  uzaklastirilip
motiliteleri yeniden kazandirdiktan sonra miimkiindiir. Bunun igin ornek, sivi
nitrojenden ¢ikarilir ve hiicrelerin motilitesini  tekrar kazanabilmesi ig¢in
kriyoprotektanlar uzaklastirirlir. Cozme islemi sperm dondurucu gubuklarin oda
sicakliginda 5-10 dk bekletilmesi ile ya da 37°Cdeki distile su banyosuna 30 sn
daldirilip bekletilmesi seklinde olabilir. Coziilen 6rnek steril tiiplere aktarilip uygun

yontemle yikanip hazirlanir.
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3.6 Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler SigmaStat 3.0 (Systat Software Inc., Erkrath, Germany)

programi ile yapilmistir.

Kriyo Oncesi ve sonrasi fragmantasyon datalari normal dagilima uymadigi ve
aynt kigiden alinan sperm Ornekleri, Halosperm Teknigi uygulandiktan sonra
dondurulup daha sonra tekrar ¢oziiliip ayni teknik ile degerlendirildigi i¢in non-
parametrik test olan Wilcoxon Signed Rank Test kullanilmistir. Her iki grubun

medyan degerleri arasinda istatistiksel fark saptanmistir (P<0,001 ).
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sonrasindaki fragmantasyon oranlar1 verilmistir.

4. BULGULAR

Asagdaki tabloda toplam yiiz (n=100) hastada kriyo dncesi ve kriyo

HALOSPERM TEKNIGI
Kriyo Oncesi Kriyo Sonrasi
Yas | Frag. Hiicre F[ag. VN Frag. hiicre F!:ag. A
hiicre hiicre
1 28 23 77 31 69
2 29 25 75 36 64
3 28 29 71 40 60
4 28 45 55 63 37
) 26 9 91 13 87
6 24 5 95 6 94
7 25 15 85 21 79
8 30 29 71 40 60
9 30 42 58 59 41
10 (30 32 68 44 56
11 |30 10 90 15 85
12 |29 13 87 19 81
13 |35 15 85 21 79
14 |33 39 61 55 45
15 |36 22 78 gl 69
16 |27 12 88 17 83
17 |26 25 75 36 64
18 |26 22 78 32 68
19 |29 39 61 55 45
20 |33 43 57 61 39
21 |31 21 79 29 71
22 |32 23 77 gl 69
23 |22 29 71 40 60
24 |28 27 73 38 62
25 |27 25 75 36 64
26 |27 58 42 82 18
27 |28 22 78 31 69
28 |29 24 76 34 66
29 |35 39 61 55 45
30 |26 22 78 32 68
31 |29 25 75 36 64
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32 |27 28 72 40 60
33 |32 30 70 48 52
34 |37 38 62 60 40
35 |33 40 60 65 35
36 |31 27 73 43 57
37 |32 30 70 48 52
38 |39 24 76 38 62
39 |38 27 73 43 57
40 |28 28 72 46 54
41 |25 17 83 28 72
42 |27 22 78 38 62
43 |29 24 76 41 59
44 |30 23 77 38 62
45 |33 27 73 46 54
46 |35 28 72 48 52
47 |32 65 35 80 20
48 |34 12 88 20 80
49 |34 24 76 41 59
50 |21 25 75 43 57
51 |25 27 73 46 54
52 |26 52 48 89 11
53 |28 18 82 31 69
54 |28 24 76 41 59
55 |26 25 75 43 57
56 |24 17 83 28 72
57 |25 28 72 48 52
58 |30 37 63 64 36
59 |25 17 83 28 72
60 |30 20 80 33 67
61 |30 24 76 41 59
62 |29 36 64 61 39
63 |35 21 79 36 64
64 |33 24 76 41 59
65 |36 27 73 46 54
66 |28 26 74 43 57
67 |26 21 79 36 64
68 |26 18 82 31 69
69 |29 20 80 33 67
70 |33 22 78 38 62
71 |31 21 79 36 64
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72 |32 35 65 59 41
73 |26 36 64 61 39
74 |28 39 61 66 34
75 |27 42 58 71 29
76 |27 15 85 25 75
77 |29 18 82 31 69
78 |29 22 78 38 62
79 |31 25 75 43 57
80 |26 27 73 46 54
81 |29 30 70 51 49
82 |27 31 69 54 46
83 |26 38 62 64 36
84 |37 20 80 33 67
85 |33 29 71 48 52
86 |35 25 75 43 57
87 |32 13 87 23 77
88 |39 24 76 41 59
89 |38 27 73 46 54
90 (24 30 70 51 49
91 |25 31 69 54 46
92 |27 22 78 38 62
93 |28 25 75 43 57
94 |30 13 87 23 77
95 |33 21 79 36 64
96 |31 6 94 10 90
97 |32 14 86 23 77
98 |34 10 90 18 82
99 |32 18 82 31 69
100 |21 24 76 41 59

Tablo 3: Halosperm Teknigi ile ¢alisilan yiiz (n=100) kisinin kriyo 6ncesi ve kriyo

sonrasi oranlari.
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Toplam yiiz (n=100) érnekte kriyo oncesinde ortalama fragmantasyon
orami %25 ve kriyo sonrasinda ortalama fragmantasyon orami %40 olarak
saptanmis olup kriyo oncesi ve kriyo sonrasinda toplam ortalama artis %15
olarak saptanmistir. Kontrol grubunda dondurma 6ncesi ile dondurma isleminden 1
ay sonra ¢oOziilen spermler Kkarsilastirildiginda Halo pozitif sperm oraninda

istatistiksel olarak anlamli bir artig (p<0.001) goriilmiistiir.

Grup n Kayijp Medyan 25% 75%
kriyo oncesi fragm. 100 O 25,000 21,000 29,500

kriyo sonrasi fragm. 100 O 40,000 31,000 48,000

-
o
g

o
T

D
i

—

N
g

o
I

1

FRAGMENTE OLAN HUCRE
E=Y
o

Kriyo oncesi Kriyo sonrasi

X

Grafik 1: Yiz (n=100) kisinin degerlendirilmesi sonucunda kriyoprezervasyon

oncesi ve kriyoprezervasyon sonrast artis grafigi. Artis oran1 %15 (p<0.001).
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Asagida, islemler sonrasindaki (kriyo oncesi ve kriyo sonrasinda) durumu
fotograflarla karsilagtirabilmek icin ¢alisilan yiiz kisi i¢inden, iki tanesi segilerek (14
ve 38 numarali drnekler) sunulmustur. ilk 6rnekte (sekil 10-11) kriyo dncesinde
fragmantasyon oram1 %39 iken kriyo sonrasinda bu oranin %55’e yiikseldigi
goriilmektedir. Ikinci &rnekte (sekil 12-13) ise kriyo &ncesi fragmantasyon oran1 %24

iken, kriyo sonras1 %38 olarak gdzlenmistir. iki drnekteki ortalama fragmantasyon

artis1 %15°tir.

Sekil 10: Kriyoprezervayon oOncesi Haloperm Teknigi ile calisilan 14 numarali
Ornegin boyama preparati: a; biiyiik halo, b; orta halo, ¢; kiigiik halo, d; halosuz, e;
degrade.
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Sekil 11: Kriyoprezevasyon sonrast Halosperm Teknigi ile calisilan 14 numarali

Ornegin boyama preparati: a; biiyiik halo, b; orta halo, c; halosuz, d; degrade

Fmgmantasyon orani

Grafik 2: 14 numaral1 6rnegin 1- kriyoprezervasyon dncesi ve 2- kriyoprezervasyon

sonrast degerlendirmesi.
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Sekil 12: Kriyoprezevasyon Oncesi Halosperm Teknigi ile g¢aligilan 38 numarali

Ornegin boyama preparati: a; biiyiik halo, b; orta halo, ¢; halosuz, d; halosuz

41



Sekil 13: Kriyoprezevasyon sonrasi Halosperm Teknigi ile calisilan 38 numarali

Ornegin boyama preparati: a; biiyiik halo, b; orta halo, c; kii¢lik halo, d; halosuz.

20 30

% Fragmantasyon Orani

Grafik 3: 38 numarali 6rnegin 1- kriyoprezervasyon Oncesi ve 2-kriyoprezervasyon

sonrasi degerlendirmesi.
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5. TARTISMA

Insanlarda sperm DNA’smin c¢ok biiyiik bir boliimii protaminlerle siki
paketlenmis haldedir ve bu yapi igerisindeki DNA spermin testis dokusundan
transportu sirasinda potansiyel zararlardan korunmaktadir. Sperm DNA’sim1 hasara
yatkin hale getiren mekanizmalar arasinda protamin eksikligi, oksidatif stres ve DNA
tamir mekanizmasindaki yetersizlikler yer almaktadir (104).

Spermlerin sayili miktarda tamir mekanizmasina sahip olmasina ragmen
(105) iyi kalitedeki oositlerin sperm DNA hasarin1 belli bir oranda tamir etme
kapasitesinin oldugu belirtilmistir (106). Ote yandan, DNA fragmantasyon orani ¢ok
yiiksek oldugunda oosit tamir mekanizmasinin da yetersiz kaldigi belirtilmektedir
(106). Ancak, hangi tip DNA hasarmin yardimla iireme tekniklerinin basarisini
olumsuz olarak etkiledigi heniiz bilinmemektedir.

Oksidatif stres, spermde DNA fragmantasyonunu potansiyel olarak
uyarabilen temel mekanizmalardan birisidir (107). Somatik hiicreler ile
karsilagtirildiginda sperm hiicresinin membraninin 6zelliginden dolayr oksidatif stres
hasarina kars1 agik oldugu belirtilmektedir (107). Bununla birlikte, ¢esitli germ hiicre
ve myoblastoid hiicre soylari ile kiyaslandiginda insan sperminin niiklear ve
mitokondriyel DNA’smin oksidatif strese karsi daha dayanikli oldugu da one
stiriilmiisttr (108).

DNA fragmantasyonunun etiyolojisinin agiklanmasi amaci ile {izerinde
calisilan hiicresel mekanizmalardan bir digeri ise apoptozdur. Yakin zamanda
yapilan arastirmalarda Kriyoprezervasyon ve takiben ¢ozme isleminin kaspaz
aktivasyonuna neden oldugu ve bu mekanizma araciligi ile apoptozun uyarildigi
belirlenmistir. Ote yandan, kaspaz aktivasyonun membran hasarina yol agmasina
ragmen DNA biitiinligiiniin bozulmasi ile iliskisi gosterilememistir (109). EK olarak,
DNA hasart ve sperm islevselliginin kaybinda kaspazlardan ¢ok oksidatif stresin
daha etkin rol oynadig: belirtilmektedir (110).

Sperm kriyoprezervasyonu son yillarda iizerinde en fazla calisilan konular
arasinda yer almaktadir. Yapilan arastirmalarin hepsinde kriyoprezervasyon ve DNA
fragmantasyonu arasinda kesin bir iliski gosterilmis olmasa da, genel olarak normal
ornekler ile karsilastirlldiginda sperm  kalitesi  diisik olan  rneklerin

kriyoprezervasyon kaynakli DNA hasari ve hiicre 6liimiine yatkinliginin arttigi
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gozlenmistir (111, 112). Kriyoprezervasyon-¢ozme isleminin insan sperminde DNA
hasarma Yol actigi halen tartisilmakla beraber bu teknik yardimla {ireme

tekniklerinde 6nemini korumaktadir.

Infertil bireylerin sperm orneklerinin fertil bireylere oranla daha yiiksek
diizeyde DNA fragmantasyonu igerdigi bilinmektedir (113). Ek olarak, canli dogum
oranlarim1 temel alan bir ¢alismada agiklanamayan infertilite endikasyonu olan
ciftlerin %80’inde DNA fragmantasyonu neden olarak gosterilmistir (114). Degisik
DNA fragmantasyon tayin yontemleri ile farkli klinik esik degerler elde edilmis olsa
da genel sonug fertil bireyler ya da dondr spermlerle karsilagtirildiginda, infertil
erkeklerin 6rneklerinde DNA hasar oranimmin anlamli derecede yiiksek oldugu
yoniindedir (117, 113-116). Bizim ¢alismamizin bulgular1 da bu hipotezi
desteklemektedir.

Bununla birlikte, normal 6rnekler ile karsilastirildiginda sperm kalitesi diisiik
olan orneklerde kriyoprezervasyon kaynakli DNA hasarinin ve hiicre oliimiine
yatkinligin arttigi gézlenmistir (112). Bu bulgu, membran hasar1 olan ve anomalili
spermlerin normal yapidaki spermler ile karsilastirildiginda kriyoprezervasyon ve
¢ozme siireglerinden kaynaklanan stresi tolere edememesi ve siire¢ sonunda normal
spermlerin sagkalim oranlarmin daha yiiksek olmasi ile agiklanabilir. Ek olarak,
infertil erkeklerde dondurma sonrast sperm DNA hasarinin daha yiiksek olarak
bulunmasinin nedenlerinden birisi diisik kaliteli 6rneklerde sperm kromatin

kondansasyon oraninin daha diisiik olmasi seklinde agiklanmistir (117).

Bircok literatiir kriyoprezervasyonun genetik bir sonucu olmadigini
gostermektedir. Bazi literatiirler, kriyoprezervasyon ile defektif spermlerin ortadan
kaldirildign  iddialarinin ~ belirtisi  olarak da dondurulmus spermle yapilan
inseminasyonlarda spontan diisiiklerin ve dogum defektlerinin daha az olmasini
gostermektedir. Bir¢ok arastirmaci, Kriyoprezervasyondan once Vve sonra
kromozomal anomalileri arasinda belirgin fark olmadigini1 ve Kriyoprezervasyona
bagh olarak seks oranlarmda bir degisiklik olmadigmi bildirmektedir. Insan
spermatozoast lizerine Kriyoprezervasyonun sitogenetik etkisi, hamster oositi

kullanilarak insan kromozomu elde edilerek arastirilmis ve kromozomal anomali
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sikliginda bir degisiklik olmadigi gosterilmistir. Karsit olarak, bazi liretatiirler,
donmus spermle yapilan artifisyel inseminasyonda trizomik dogum sikliginin
arttigin1 bildirmektedir. Kriyoliteratiirde, Kriyoprezervasyona bagli dogrudan zarar
verici genetik sonuglarin olduguna dair elde kuvvetli bulgu bulunmamaktadir (35,
55, 58, 118-123).

Kriyoprezervasyondan sonra ilk olarak belirlenen hasarin yani sira spermlerin
fertilizasyon islemine kadar ilerleyen siire igerisindeki sagkalim oranlar1 da onem
tasimaktadir. Ornegin, dondurma-¢dzme isleminden sonra ilk 4 saatte DNA hasarinin
arttigi gozlenmis ve bu nedenle de ¢o6ziilen spermin bir an 6nce kullanilmasi

gerektigi one stirilmistiir (124).

Kriyoprezervasyonun kesin olarak DNA hasarina neden olup olmadig: ya da
hasar miktar1 konusunda heniiz kesin bir fikir birligine varilmamistir. Di Santo ve
arkadaglarmin (125) da o6zetledigi gibi kriyoprezervasyonun DNA hasar1 iizerine
etkisini arastiran ¢alismalar sonuglarma goére ti¢ farkli gruba ayrilmaktadir.
Calismalarin biiytik bir kism1 kriyoprezervasyonun, bizim ¢alismamizda oldugu gibi
DNA hasaria neden oldugunu savunurken (126,127), bir kisim arastirmaci ise bu
sonuglarin eslik eden faktorlerle baglantili oldugunu gostermislerdir (128, 129).
Diger bir grup arastirmaci ise kriyoprezervasyonun DNA hasarina neden olmadigini
one siirmektedir (130, 131). Bununla birlikte, DNA hasarinin Kriyoprezervasyon
teknigi ile degil taze ornekteki DNA fragmantasyon orani ile iligkili oldugunu
gosteren sonuglar da bulunmaktadir (132). Bu calismalar incelendiginde, sonug

farkliliginin olas1 sebepleri su sekilde siralanabilir:

* Calisma gruplarindaki 6rnek sayilarimin farklilig

» Dondurma ve ¢6zme prosediirlerinin farklilig

» DNA biitiinliigiiniin belirlenmesinde kullanilan genetik testlerin farklilig
» Dondurma 6ncesi kullanilan sperm hazirlama tekniklerinin farklilig

Literatiirde molekiiler ve genetik diizeyde ortaya ¢ikan degisiklikleri

belirlemek amaciyla sperm kriyoprezervasyonundan sonra apoptoz bulgulari da
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arastirllmis fakat bu konuda tam bir fikir birligine ulasilamamistir. Apoptoz
bulgularindan en Onemlisi olan DNA hasari, bazi arastirmacilar tarafindan
kriyoprezervasyon sonrasinda anlamli derecede artmis olarak bildirilirken bazi
arastirmacilar farkli goriigler bildirmislerdir. Donelly ve arkadaslarinin taze semen ile
hazirlanmis sperm 6rneklerinde DNA biitiinliiglinii dondurma 6ncesi ve sonrasinda
arastirmig ve seminal plazma igindeki spermin yani semenin direk dondurulmasinin
¢ozme sonrast DNA biitlinliigiine daha az zarar verdigini gostermislerdir. Bunun

nedeni olarak da semende bulunan antioksidanlari ileri siirmislerdir (133).
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6. SONUC VE ONERILER

Normal DNA yapisina sahip sperm, fertilizasyonun gerceklesmesi, saglikli
bir embriyo gelisimi ve gebeligin gerceklesmesi i¢in gereklidir. DNA
fragmantasyonuna sahip olan spermler ile doéllenen embriyolarin gelisimi sirasinda
genellikle duraklama go6zlenmistir. Bu sebeple DNA  yapisinin  biitiinliigiiniin

korunmasi Yardime1 Ureme Yoéntemleri icin dnemlidir.

IVF laboratuvarlarinda gerektiginde sperm Kriyoprezervasyon teknigine
bagvurulmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada sperm DNA  fragmantasyonunun
kriyoprezervasyon ile olan iliskisi incelenmistir. Spermdeki DNA fragmantasyonu,
kriyoprezervasyon oncesinde ve sonrasinda degerlendirilmis olup, fragmantasyon
oranlar1 karsilagtirildiginda Kriyoprezervasyondan sonra bu oran yaklasik %15

artmigtir ve p<0,001 degeri istatistiksel anlamli bulunmustur.

Elde ettigimiz sonug Ve istatistiksel veriler 1s1ginda kriyoprezervasyonda rol
alan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi kriyoprezervasyon sonrasinda ortaya
cikan olumsuz etkilerin azaltilmasi ya da yok edilmesi yoniinde yeni c¢aligsmalarin
gelistirilmesinde  fayda  saglayacaktir.  Kriyoprezervasyonun sperm  DNA
fragmantasyonuna neden olmasi dolayisiyla kriyoprotektan maddelerin de
gelistirilmesi ve yeni tekniklerin uygulanmasi sperm DNA hasarini en aza indirebilir.
Kriyoprezervasyonun spermin DNA hasarmi artirdiini ileri siiren arastirmacilarin

hi¢biri bu durumu indiikleyen mekanizmayi aydinlatamamustir.

Bu konularda daha kapsamli molekiiler, kontrollii randomize ¢alismalara

ithtiyag vardir.
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