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OZET

Sperm Kriyoprezervasyonu, cesitli onkolojik ve /veya immiinolojik hastaliklar ve bunlarin tedavilerinden
kaynaklanabilecek fertilizasyon problemlerinde, hastanin spermlerinin canlliklarini yitirmeden
dondurularak saklanmasi islemidir. Ancak, bu islem sonrasinda spermlerin hareketinde azalma, hiicre

hasar ve serbest oksijen radikallerinde artis oldugu bildirilmektedir. Biz calismamizda Kkriyoprezervasyon

sonrasl sperm hareketine olumsuz etkinin muhtemel olus mekanizmasini arastirdik.

Bu prospektif calismada, kriyoprezervasyon amaciyla sperm veren germ hicreli testis timorii olan
30 hastada dondurma islemi uygulanmadan 6nce ve dondurulduktan bir ay sonra ¢6zilen érneklerde
lipid peroksidasyonu son flirunu olan malondialdehid (MDA) duizeyleri Kobayashi metodu ile, sperm
hareketi ise Makler kamera kullanilarak élculdi.

Kriyoprezervasyon sonrasinda MDA dtizeyi artarken (p<0.005), sperm hareketleri ise azaldi (p<0.0001).
Spearman Korelasyon analizine gére, MDA diizeylerindeki artisin sperm hareketinde azalmayla Kkorele
oldugu saptandi (kriyoprezervasyon oncesi p=0.03, Kkriyoprezervasyon sonrasi p=0.001).

Kriyoprezervasyonun lipid peroksidasyonunu arttirarak sperm hareketini azaltic1 bir etkiye yol actigini
diusunmekteyiz.
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ABSTRACT

Objective: Sperm cryopreservation is the procedure of freezing sperms without loosing their liveliness in
various oncological and/or immunological diseases and fertilization problems arousing from the
treatments of these diseases. However, a decrease in sperm motiliy, cell injury and an increase in free
oxygen radicals have been reported after this procedure. In our study, we investigated the probable
mechanism of negative effect in motility after cryopreservation.

Material and Methods: In this prospective study, we examined sperm motility, malondialdehyde
(MDA) levels and the effects of MDA levels, which is the last product of lipid peroxidation, on motility
in samples of 30 testis cancer patients who donated sperms for cryopreservation before freezing and
melted after one month.

Bu c¢alisma, II. Ulusal Klinik Biyokimya Kongresi’'nde s6zlu bildiri olarak sunulmustur.
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Results: After cryopreservation, while the MDA levels increased (p<0.005) sperm motility decreased
(p<0.0001). According to Spearman correlation analysis, there was a correlation between the increase
in MDA levels and the decrease in the sperm motility (before cryopreservation p= 0.03, after

cryopreservation p= 0.001).

Conclusion:
increasing lipid peroxidation.

We suggest that cryopreservation causes a decreasing effect in sperm motility by
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GiRiS

Onkolojik ve /veya immiinolojik hastaliklar
ve tedavilerinden kaynaklanabilecek fertili-
zasyon problemlerinde, gelecekteki cocuk
arzusu durumunda Kullanilmak tizere hasta-
nin spermlerinin saklanmasina gerek duyu-
lur. Bu saklama islemi ise Kkriyoprezervas-
yon yontemi ile -196° C’de dondurularak
yapilmaktadir (1). Kriyoprezervasyon amaciy-
la sivi azot icine alinan spermlerde bazi
hasarlar meydana gelebilir. Bu hasarin olus
mekanizmasi hala tam olarak anlasilama-
mustir (2). Kriyoprezervasyon sonrasi normal
donorlerden alinan spermlerin sadece %65-70
kadarinin artifisiyal inseminasyon icin yeterli
harekete sahip oldugu gosterilmistir (3).
Kriyoprezervasyon sirasinda semendeki hiicre-
sel yapilarin serbest oksijen radikali (SOR)
urettigi ve bunlarin sperm hareketi ile ovumla
etkilesmeyi azalttign ileri striilmektedir (4,5).

Bu calismada Kkriyoprezervasyonun lipid pe-
roksidasyon son triinlerinden malondialde-
hid (MDA) duizeyi ve bunun sperm hareketi
uzerine olasli etkKisi arastirldi.

GEREC VE YONTEM

Calismaya germ hicreli testis tiimori tanisi
almis ve Kriyoprezervasyon yapilmasi karar-
lastirilmis 30 dondér dahil edildi. Bu hasta-
larin hepsine cerrahi olarak retroperitoneal
lenf nodu diseksiyonu yapilmasi, radyotera-
pi veya kemoterapi verilmesi planlanmak-
taydi. Hastalarnin ortalama yasi 27.5 yil (19-
38 arasi) idi.

Orneklerin Toplanmasi: Semen &Ornekleri
48-72 saatlik sekstiel perhiz sonrasi mastur-
basyonla elde edilerek steril, kapakl poli-
stren kaplara toplandi. Ornekler 37° C’de

30 dakikalik likefaksiyon siiresini takiben
rutin semen analizine alindi.

Hareket degerlendirmesi: Olympus marka
mikroskopla X20 buyutmede Makler Sperm
sayim kamerasi kullanildi. Spermler ileri hizli,
ileri yavas, yerinde hareketli ve hareketsiz
olarak 4 gruba ayrild1.

Sperm zenginlestirilmesi: Seminal plazmaya
Percoll (Pharmacia, Sweden) eklenerek, sperm-
ler iki basamakh gradiyent farki (%40-80)
uygulanmasi ile zenginlestirildi. Steril Pasteur
pipeti ile alinan 2-3 ml %80°lik Percoll tuize:
rine ayni1 hacimdeki %40’k Percoll birbi-
rine Karistirmadan dikkatlice yayildi. Daha
sonra 1-2 ml likefiye semen Ornegi tabaka-
lar birbirine karismayacak sekilde yayilarak
oda 1sisinda 300 g’'de 18 dakika santrifiij
edildi. Santriftij sonrasi siipernatan pelletle
Karistirmamaya 6zen gosterilerek atildi. Pellet
Kismi 5 ml. Biggers Whitten Whittingham(BWW)
ile resuspanse edildi. Daha sonra 300 g'de
5 dakika santrifiijlenerek yikandi. Pellet kismi
ayrilarak 0.3 ml. BWW ile sperm sayisi en
fazla mililitrede 20 milyon olacak sekilde
resuspanse edildi (5). Bu sekilde hazirlanan
oOrneklerde sayi, hareketlilik ve MDA Ol¢iim-
leri yapildi. Elde edilen sonuglar Kriyoprezer-
vasyon Oncesi olarak degerlendirildi. Kalan
orneklere Kriyoprezervasyon islemi uygulandi.

Spermlerde MDA Olgumii: Spermlerdeki lipic
peroksidasyonunun ol¢iimiinde Kobayashi
metodu Kullanildi (6). Bu metoda goére,
zenginlestirme sonrasi 0.2 ml alinan sperm
pelletleri 2 ml. buz 1sisinda 30 mM imidazol
tamponlu salin (pH:7.3) ile resuspanse edil-
di. Her bir 6rnek uzerine 750 upl. tiyobar
bittirik asit reaktifi (100 ml. distile suda
0.67 g TBA ve 0.5 g NaOH c¢o6zuldu ve uze-
rine 100 ml. glasiyal asetik asit eklendi.)
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konuldu. Tupler aliminyum folyo ile kap-
lanarak 100° C’de su banyosunda 30 dakika
inkube edildi. Soguduktan sonra her bir
tipe 3 ml. n-butanol eklenerek MDA eklen-
di. Tupler 10 sn. vortekslendikten sonra
500 g’'de 15 dakika santrifiijlendi. Stiper-
natan Kismi alinarak reaksiyon sonucu olu-
san pembe rengin 535 nm.’de absorbansi
spektrofotometrik olarak olgildii (Shimadzu
spectronic 200 UV, JP). MDA’'nin spesifik
absorbans koeffisienti (1.56x10 5 cm-! M-1)
Kullanilarak bulunan absorbanslara karsilik
dgelen degerler hesaplandi. Sonuclar nmol/
ml olarak verildi.

Kriyoprezervasyon: Kriyoprezervatif olarak
gliserol Kkullanildi. Gliserol ile zenginlestiri-
len Ornekler 1:1 oranda iyice Kkarstirildi.
Daha sonra 0.5 ml hacimli her hasta icin
farkh renk kombinasyonlan iceren Strawlara
alinan sperm Kkarisimlan 1s1 programli bilgi-
sayar kontrollii biyolojik dondurucuya yer-
lestirildi. Kriyoprezervasyon programi 24°
C’den baslanarak -5° C/dk olacak sekilde
Kontrollii olarak 1s1 dusuriulmesi (Cryotech,
Kryo 10 series controller model 10-20, U.S.)
yapilarak 1s1 -80° C’ye ulasildi. Daha sonra
hazirlanan o6rnekler, sivi azot tankinda so-
dguk buhara tutularak aniden 1silan -120°
C’ye dusuruldia ve hemen arkasindan tanka
daldinlarak saklama isisi olan -196° C’ye in-
dirilmeleri saglandi. Bir ay suiresince Ornek-
ler sivi azot tankinda saklandi.

Calismamizda Sigma marka ya da es degeri
kabul edilen kimyasallar kullaniimistir.

istatistiksel Analiz
Veriler SPSS for Windows 10.0 istatistik
paket programi Kullanilarak degerlendirildi.

Kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasi para-
metrelerin karsilastirnlmasinda paired t-testi

Kriyoprezervasyon, MDA ve Sperm Hareketi

ve hiz ile MDA diizeyi arasindaki iliskiyi
degerlendirmek icin Spearman Kkorelasyon
analizleri kullanildi. Sperm konsantrasyonu-
nun olasi etkisinin diizeltilmesinde parsiyel
korelasyon analizi uygulandi. p degeri <0.05
anlaml olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan hastalarin, kriyoprezervas-
yon oOncesi sperm hareketi %61.3+22.5 iken;
bu oran Kriyoprezervasyon sonrasi %19.8+
17.5 olarak bulundu. Kriyoprezarvasyon oénce-
si ve sonrasi sperm hareketleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001)
idi (Tablo 1). Bu hastalarin Kriyoprezervas-
yon Oncesi MDA duzeyleri ise 105.1+152.1
nmol/sperm iken; Kkriyoprezervasyon sonra-
st 186.6+129.33 nmol/sperm olarak saptan-
d1 (Tablo 1). Lipid peroksidasyonu son uru-
nii olan MDA diizeyleri karsilastinldiginda
ise istatistiksel olarak anlamli (p<0.005) fark
bulundu. Kriyoprezervasyon 6ncesi (rho=-0.392,
p=0.03) ve sonrasinda (rho= -0.678, p=0.001)
azalan hareket ile artan MDA diizeyleri ara-
sinda istatistiksel olarak negatif yonde an-
lamh bir iliski vardi. Sperm konsantrasyo-
nunun olasl etkisi duzeltildiginde de, azalan
hareket ile artan MDA duzeyleri arasinda
benzer bir korelasyonun oldugu izlendi. Her
iki korelasyon arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir fark saptanmadi (p= 0.091, r = -0.452).

TARTISMA

insanda, normal Kkosullar altinda seminal
plazmada lipid peroksidasyonu goruliir ve
super oksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz / reduktaz gibi koruyucu enzim
sistemleri ile bu zararh etki 6nlenmeye ca-
lisilir. Ozellikle SOD, spermatozoalarin lipid
peroksidasyonundan korunmasinda en dnemli

Tablo 1. Kriyoprezervasyon Oncesi ve sonrasi hareket ile MDA diizeyleri (ortalama + standart sapma).

Parametre Kriyoprezervasyon 6ncesi Kriyoprezervasyon sonrasi p degeri
(n:30) (n:30)

ileri Hizl Hareketli (% say1) 61.3 +22.5 19.8 + 17.5 < 0.0001

MDA (nmol/sperm) 105.1 + 152.1 186.6 + 129.33 <0.005
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role sahiptir ve taze sperm 6rneklerinde en
iyi yasam ve hareket gdstergesidir (7). Don-
durulmus semendeki spermatozoalarin azal-
mis hareketlerinin fazla miktarda firetilen
serbest oksijen radikalleri ile membran fos-
folipidlerinin artan peroksidasyonuna bagdh
olabilecegini ileri siiren calismalar vardir
(8,9). Kriyoprezervasyon sirasinda -196° C'de
canli hucreler normal fizyolojik fonksiyon-
larin1 yapamamaktadir ve koruyucu sistem-
leri calisamamaktadir. Bu nedenle olusabi-
lecek hasarin DNA ve proteinler yoluyla
tamiri de mumkin degildir. Hasarlanmis
spermlerde MDA gibi lipid peroksidasyon
son turiinleri artmaktadir. Yapilan calisma-
lar; santrifiij, koruyucu ajanlar ve sperm
zenginlestirme gibi 6n hazirhkta kullanilan
yontemlerin de MDA diizeylerinde bir artisa
yol acabilecegini géstermektedir (10). Dola-
yistyla, Kriyoprezervasyon uygulanmasi sira-
sinda lipid peroksidasyon son uriinlerinden

biri olan MDA diizeyindeki artis, kriyopre-
zervasyonun kendisine bagh olabilecedi gibi
on hazirlik islemlerine de bagh olabilir.
Griveau ve ark. sperm zenginlestirme tek-
niklerinden swim-up ile gradiyent farkindan
yararlanilarak yapilan teknigi Karsilastirdik-
larinda gradiyent farki ile yapilan zenginles-
tirmede SOR daha az olustugunu ve hare-
ketli spermatozoa sayisinin daha ¢ok oldu-
dunu gostermigslerdir (11). Secilen kriyopro-
tektanin da bizzat kendisi lipid peroksidas-
yonu yapabilir. Ornegin sik kullanilan Egg-
yolk iceren diliientlerde 100 g basina 147 mg
demir (ferritinle bagli veya serbest demir)
bulunan ve askorbat eklenen Kkoruyucular-
da lipid peroksidasyonunun arttigi gdsteril-
migstir (12). Spermlerin zenginlestiriimeden
saklanmasi ise 6zellikle 6lu spermlerin ve
ejakulatta 16kosit varliginin SOR uretimi igin
bir kaynak olmasi nedeniyle tavsiye edilme-
mektedir (13,14). Ote yandan seminal plaz-
mada antioksidan enzimler ve Kkoruyucu
proteinlerin varli@ lipid peroksidasyonu ve
hareketin surdiiriilmesi icin olumlu faktor-
ler olarak gorunmektedir (15-17). Testisin
germ hiicreleri timoruniin semen paramet-
releri Uizerine olumsuz etkisi muhtemeldir.

Yapilan ¢calismalarda tek tarafli germ hucreli
testis timoru olan vakalarin %25’inde sper-
matogenesizde bozukluk saptanmaktadir ve
Ozellikle sperm sayisinda azalma izlenmek-
tedir (18). Calismamiza dahil edilen hastalarin
sperm hareketliligi islem Oncesi %61.3 + 22.5
olarak bulundu ve normal sinirlar i¢indeydi.
Sperm sayisindaki farkliliklarin MDA diizey-
lerine etkisi olabileceginden bu muhtemel
etkiyi kaldirmak i¢in Percoll ile zenginlestirme
yapilarak sperm sayisi en fazla mililitrede
20 milyon olacak sekilde restispanse edildi.
Boylece timodre bagh muhtemel spermato-
dgenez bozuklugunun calisma sonuclaring
olabilecek etkisi 6nlenmeye calisildi.

Yaslanma MDA diizeylerini etkileyebilir. Ancak
calismaya dahil edilen hastalarin hepsinin
reproduktif ¢cagda yani 2-3'Unciu dekatta ol
masl nedeniyle yasin ¢alismanin sonugclarina
olumsuz bir etkisinin olmadigin1 dusiinmek-
teyiz.

Calismamizda, hastalarin Kriyoprezervasyon
oncesi MDA dtizeyleri 105.1 = 152.1 nmol/
sperm iken; Kriyoprezervasyon sonrasi 186.6 +
129.33 nmol/sperm olarak saptandi (p<0.05).
Kriyoprezervasyon oOncesi sperm hareketi
%61.3 = 22.5 iken; bu oran Kriyoprezervas-
yon sonrasi %19.8 + 17.5 olarak bulundu
(p<0.0001). Kriyoprezervasyon 6ncesi (rho=
-0.392, p=0.03) ve sonrasinda (rho=-0.678,
p=0.001) azalan hareket ile artan MDA diizey-
leri arasinda istatistiksel olarak negatif yonde
anlamh bir iligki izlendi. Hastalarin germ hitic
reli testis tiimori olmasi nedeniyle timore
bagh MDA artisi olsa bile kriyoprezervasyon
sonrasi MDA dizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artisin gérulmesi ve bu artisa pa-
ralel olarak hareketlilikte azalmanin gorul-
mesi, bu Kkorelasyonun istatistiksel olarak
anlamli olmasi burada esas etkenin islemin
kendisine bagl oldugunu dustindiirtmektedir.

Calismamizda O6n hazirlik sirasinda olusan
MDA ytikseKliklerini ve hareket bozuklukla-
rin1 kriyoprezervasyonun kendisinden kaynak-
lanabilecek sebeplerden ayirt edebilmek igin;
Olciimler, santrifiij, sperm zenginlestirme,
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Kriyoprotektan ilavesi gibi 6n hazirliklar ta-
mamlandiktan sonra ve Kriyoprezervasyon
uygulandiktan bir ay sonra yapildi. Ayrica
kriyoprezervasyon sirasinda, spermlerin mili-
litredeki sayilarinin 20 milyonu asmamasi
icin restuspanse edilmesi, isleme bagh ola-
rak spermlerin patlamasini énlemesi yonin-
den de 6nemliydi.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar, Kriyo-
prezervasyon sonrasi sperm hareketindeki
azalmanin; dondurma islemi sirasinda artan
MDA duzeyine bagh oldugunu gdstermekte-
dir. Bununla beraber, Kriyoprezervasyon sira-
sinda hareket icin gerekli enerji kaynaklar
ve/ veya lipid peroksidasyonunu Onleyen
sistemlerin ¢calisamamasinin da hareketliligi
olumsuz ydnde etkileyebilecegi akilda tutul-
malidir. Hareketteki azalmanin lipid peroksi-
dasyonundan kaynaklandigini dustinen bazi
arastirmacilar, Kriyoprezervasyon islemi icin
konulan kriyoprotektanlara E vitamini, askor-
bik asit gibi koruyucu ajanlan eklediklerin-
de farkli sonuglar almislar ve bunu Kisisel
farklilik olarak aciklamislardir (9).

Gunumuzde erkek infertilitesinin etiyoloji-
sinde spermin plazma membranindaki oksi-
datif hasarin 6neminin anlasilmasi ile bu
hiicrelerin lipoperoksidatif durumlarinin ve
antioksidan kapasitelerinin saptanmasi ge-
rekliligi ortaya cikmistir. Dondurularak sak-
lanan spermlerin mutlaka epitel, l6kosit,
eritrosit ve Olu hucrelerden arindirilmasi
gerekmektedir. Fakat seminal plazmanin
Koruyucu etkisini devam ettirmek i¢cin mut-
laka Kkriyoprotektanlara ilave antioksidan
etkili ajanlara da gerek vardir. Bu amagcla
seminal plazmanin, koruyucu sistem diizeyi
dondurma programina alinmadan dnce sap-
tanmali ve eksik olan ajanlar, kisisel kom-
pozisyona uygun Konsantrasyon ve cesitte
seminal plazmaya eklenmelidir. Ayrica ileri-
de yapilacak calismalarda Kkisiden alinan
seminal plazmanin ayni diyaliz makinelerin-
de oldugu gibi atik ve artiklardan temizle-
nerek, hatta gerekirse ek ajanlarla destekle-
nerek Kkriyoprotektana eklenmesi de dusu-
nitlebilir. Boylece fertilizasyon programlarin-

Kriyoprezervasyon, MDA ve Sperm Hareketi

da daha basarili ve iyi sonuclarin alinmasi
mumkKiin olabilecektir.

Tesekkiir: Bu calismanin laboratuarlarinda
gerceklesmesinde, hastalarin bulunmasi ve
istatistiklerin yapilmasinda basta sayin Alex
M. M. Wetzels Ph.D., Bio. olmak uzere tim
Hollanda, University of Nijmegen, St. Radboud
Hospital IVF laboratuan ve Jinekoloji Boli-
mu c¢alisanlarina ¢ok tesekkir ederim.
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