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ÖZET

Sperm kriyoprezervasyonu, çeflitli onkolojik ve /veya immünolojik hastal›klar ve bunlar›n tedavilerinden

kaynaklanabilecek fertilizasyon problemlerinde, hastan›n spermlerinin canl›l›klar›n› yitirmeden
dondurularak saklanmas› ifllemidir. Ancak, bu ifllem sonras›nda spermlerin hareketinde azalma, hücre

hasar› ve serbest oksijen radikallerinde art›fl oldu¤u bildirilmektedir. Biz çal›flmam›zda  kriyoprezervasyon

sonras› sperm hareketine olumsuz etkinin muhtemel olufl mekanizmas›n› araflt›rd›k.

Bu  prospektif çal›flmada, kriyoprezervasyon amac›yla sperm veren  germ hücreli testis tümörü  olan

30 hastada dondurma ifllemi uygulanmadan önce ve dondurulduktan bir ay sonra çözülen örneklerde

lipid peroksidasyonu son ürünü olan malondialdehid (MDA) düzeyleri Kobayashi metodu ile, sperm
hareketi ise Makler kamera kullan›larak ölçüldü. 

Kriyoprezervasyon sonras›nda MDA düzeyi artarken (p<0.005), sperm hareketleri ise azald› (p<0.0001).

Spearman korelasyon analizine göre, MDA düzeylerindeki art›fl›n sperm hareketinde azalmayla  korele

oldu¤u saptand› (kriyoprezervasyon öncesi p=0.03, kriyoprezervasyon sonras› p=0.001).

Kriyoprezervasyonun lipid peroksidasyonunu artt›rarak sperm hareketini azalt›c› bir etkiye yol açt›¤›n›

düflünmekteyiz. 

Anahtar Sözcükler:  Kriyoprezervasyon, sperm, malondialdehid, hareket

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

increasing lipid peroxidation.

Key Words:  Cryopreservation, sperm, malondialdehyde, motility

30 dakikal›k likefaksiyon süresini takiben

rutin semen analizine al›nd›. 

Hareket de¤erlendirmesi: Olympus marka

mikroskopla X20 büyütmede Makler Sperm

say›m kameras› kullan›ld›. Spermler ileri h›zl›,

ileri yavafl, yerinde hareketli ve hareketsiz

olarak 4 gruba ayr›ld›.

Sperm zenginlefltirilmesi: Seminal plazmaya

Percoll (Pharmacia, Sweden) eklenerek, sperm-

ler iki basamakl› gradiyent fark› (%40-80)

uygulanmas› ile zenginlefltirildi. Steril Pasteur

pipeti ile al›nan 2-3 ml %80’lik Percoll üze-

rine ayn› hacimdeki %40’l›k Percoll birbi-

rine kar›flt›rmadan dikkatlice yay›ld›. Daha

sonra 1-2 ml likefiye semen örne¤i tabaka-

lar birbirine kar›flmayacak flekilde yay›larak

oda ›s›s›nda 300 g’de 18 dakika santrifüj

edildi. Santrifüj sonras› süpernatan pelletle

kar›flt›rmamaya özen gösterilerek at›ld›. Pellet

k›sm› 5 ml. Biggers Whitten Whittingham(BWW)

ile resuspanse edildi. Daha sonra 300 g’de

5 dakika santrifüjlenerek y›kand›. Pellet k›sm›

ayr›larak 0.3 ml. BWW ile sperm say›s› en

fazla mililitrede 20 milyon olacak flekilde

resüspanse edildi (5). Bu flekilde haz›rlanan

örneklerde say›, hareketlilik ve MDA ölçüm-

leri yap›ld›. Elde edilen sonuçlar kriyoprezer-

vasyon öncesi olarak de¤erlendirildi. Kalan

örneklere kriyoprezervasyon ifllemi uyguland›.

Spermlerde MDA ölçümü: Spermlerdeki lipid

peroksidasyonunun ölçümünde Kobayashi

metodu kullan›ld› (6). Bu metoda göre,

zenginlefltirme sonras› 0.2 ml al›nan sperm

pelletleri 2 ml. buz ›s›s›nda 30 mM imidazol

tamponlu salin (pH:7.3) ile resuspanse edil-

di. Her bir örnek üzerine 750 µl. tiyobar-

bitürik asit reaktifi (100 ml. distile suda

0.67 g TBA ve 0.5 g NaOH çözüldü ve üze-

rine 100 ml. glasiyal asetik asit eklendi.) 

Mungan AG.

G‹R‹fi

Onkolojik ve /veya immünolojik hastal›klar

ve tedavilerinden kaynaklanabilecek fertili-

zasyon problemlerinde, gelecekteki çocuk

arzusu durumunda kullan›lmak üzere hasta-

n›n spermlerinin saklanmas›na gerek duyu-

lur. Bu saklama ifllemi ise kriyoprezervas-

yon yöntemi ile -196° C’de dondurularak

yap›lmaktad›r (1). Kriyoprezervasyon amac›y-

la s›v› azot içine al›nan spermlerde baz›

hasarlar meydana gelebilir. Bu hasar›n olufl

mekanizmas› hala tam olarak anlafl›lama-

m›flt›r (2). Kriyoprezervasyon sonras› normal

donörlerden al›nan spermlerin sadece %65-70

kadar›n›n artifisiyal inseminasyon için yeterli

harekete sahip oldu¤u gösterilmifltir (3).

Kriyoprezervasyon s›ras›nda semendeki hücre-

sel yap›lar›n serbest oksijen radikali (SOR)

üretti¤i ve bunlar›n sperm hareketi ile ovumla

etkileflmeyi azaltt›¤› ileri sürülmektedir (4,5). 

Bu çal›flmada kriyoprezervasyonun lipid pe-

roksidasyon son ürünlerinden malondialde-

hid (MDA) düzeyi ve bunun sperm hareketi

üzerine olas› etkisi araflt›r›ld›.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flmaya germ hücreli testis tümörü tan›s›

alm›fl ve kriyoprezervasyon yap›lmas› karar-

laflt›r›lm›fl 30 donör dahil edildi. Bu hasta-

lar›n hepsine cerrahi olarak retroperitoneal

lenf nodu diseksiyonu yap›lmas›, radyotera-

pi veya kemoterapi verilmesi planlanmak-

tayd›. Hastalar›n ortalama yafl› 27.5 y›l (19-

38 aras›) idi. 

Örneklerin Toplanmas›: Semen örnekleri

48-72 saatlik seksüel perhiz sonras› mastür-

basyonla elde edilerek steril, kapakl› poli-

stren kaplara topland›. Örnekler 37° C‘de 
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Kriyoprezervasyon, MDA ve Sperm Hareketi

Tablo 1.  Kriyoprezervasyon öncesi ve sonras› hareket ile MDA düzeyleri (ortalama ± standart sapma).

Parametre Kriyoprezervasyon öncesi Kriyoprezervasyon sonras› p de¤eri

(n:30) (n:30)

‹leri H›zl› Hareketli (% say›) 61.3 ± 22.5 19.8 ± 17.5 < 0.0001

MDA (nmol/sperm) 105.1 ± 1 52.1 186.6 ± 129.33 <0.005

konuldu. Tüpler alüminyum folyo ile kap-

lanarak 100° C‘de su banyosunda 30 dakika

inkübe edildi. So¤uduktan sonra her bir

tüpe 3 ml. n-butanol eklenerek MDA eklen-

di. Tüpler 10 sn. vortekslendikten sonra

500 g’de 15 dakika santrifüjlendi. Süper-

natan k›sm› al›narak reaksiyon sonucu olu-

flan pembe rengin 535 nm.‘de absorbans›

spektrofotometrik olarak ölçüldü (Shimadzu

spectronic 200 UV, JP). MDA’n›n spesifik

absorbans koeffisienti (1.56x10 5 cm -1 M -1)

kullan›larak bulunan absorbanslara karfl›l›k

gelen de¤erler hesapland›. Sonuçlar nmol/

ml olarak verildi. 

Kriyoprezervasyon: Kriyoprezervatif olarak

gliserol kullan›ld›. Gliserol ile zenginlefltiri-

len örnekler 1:1 oranda iyice kar›flt›r›ld›.

Daha sonra 0.5 ml hacimli her hasta için

farkl› renk kombinasyonlar› içeren Strawlara

al›nan sperm kar›fl›mlar› ›s› programl› bilgi-

sayar kontrollü biyolojik dondurucuya yer-

lefltirildi. Kriyoprezervasyon program› 24°

C’den bafllanarak -5° C/dk olacak flekilde

kontrollü olarak ›s› düflürülmesi (Cryotech,

Kryo 10 series controller model 10-20, U.S.)

yap›larak ›s› -80° C’ye ulafl›ld›. Daha sonra

haz›rlanan örnekler, s›v› azot tank›nda so-

¤uk buhara tutularak aniden ›s›lar› -120°

C’ye düflürüldü ve hemen arkas›ndan tanka

dald›r›larak saklama ›s›s› olan -196° C’ye in-

dirilmeleri sa¤land›. Bir ay süresince örnek-

ler s›v› azot tank›nda sakland›. 

Çal›flmam›zda Sigma marka ya da efl de¤eri

kabul edilen kimyasallar kullan›lm›flt›r.

‹statistiksel Analiz

Veriler SPSS for Windows 10.0 istatistik

paket program› kullan›larak de¤erlendirildi.

Kriyoprezervasyon öncesi ve sonras› para-

metrelerin karfl›laflt›r›lmas›nda paired t-testi 

ve h›z ile MDA düzeyi aras›ndaki iliflkiyi

de¤erlendirmek için Spearman korelasyon

analizleri kullan›ld›. Sperm konsantrasyonu-

nun olas› etkisinin düzeltilmesinde parsiyel

korelasyon analizi uyguland›. p de¤eri <0.05

anlaml› olarak kabul edildi. 

BULGULAR

Çal›flmaya al›nan hastalar›n, kriyoprezervas-

yon öncesi sperm hareketi %61.3±22.5 iken;

bu oran kriyoprezervasyon sonras› %19.8±

17.5 olarak bulundu. Kriyoprezarvasyon önce-

si ve sonras› sperm hareketleri aras›ndaki

fark istatistiksel olarak anlaml› (p<0.0001)

idi (Tablo 1). Bu hastalar›n kriyoprezervas-

yon öncesi MDA düzeyleri ise 105.1±152.1

nmol/sperm iken; kriyoprezervasyon sonra-

s› 186.6±129.33 nmol/sperm olarak saptan-

d› (Tablo 1). Lipid peroksidasyonu son ürü-

nü olan MDA düzeyleri karfl›laflt›r›ld›¤›nda

ise istatistiksel olarak anlaml› (p<0.005) fark

bulundu. Kriyoprezervasyon öncesi (rho= -0.392,

p=0.03) ve sonras›nda (rho= -0.678, p=0.001)

azalan hareket ile artan MDA düzeyleri ara-

s›nda istatistiksel olarak negatif yönde an-

laml› bir iliflki vard›. Sperm konsantrasyo-

nunun olas› etkisi düzeltildi¤inde de, azalan

hareket ile artan MDA düzeyleri aras›nda

benzer bir korelasyonun oldu¤u izlendi. Her

iki korelasyon aras›nda istatistiksel olarak an-

laml› bir fark saptanmad› (p= 0.091, r = -0.452).

TARTIfiMA

‹nsanda, normal koflullar alt›nda seminal

plazmada lipid peroksidasyonu görülür ve

süper oksit dismutaz (SOD), glutatyon

peroksidaz / redüktaz gibi koruyucu enzim

sistemleri ile bu zararl› etki önlenmeye ça-

l›fl›l›r. Özellikle SOD, spermatozoalar›n lipid

peroksidasyonundan korunmas›nda en önemli  
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role sahiptir ve taze sperm örneklerinde en

iyi yaflam ve hareket göstergesidir (7). Don-

durulmufl semendeki spermatozoalar›n azal-

m›fl hareketlerinin fazla miktarda üretilen

serbest oksijen radikalleri ile membran fos-

folipidlerinin artan peroksidasyonuna ba¤l›

olabilece¤ini ileri süren çal›flmalar vard›r

(8,9). Kriyoprezervasyon s›ras›nda -196° C‘de

canl› hücreler normal fizyolojik fonksiyon-

lar›n› yapamamaktad›r ve koruyucu sistem-

leri çal›flamamaktad›r. Bu nedenle oluflabi-

lecek hasar›n DNA ve proteinler yoluyla

tamiri de mümkün de¤ildir. Hasarlanm›fl

spermlerde MDA gibi lipid peroksidasyon

son ürünleri artmaktad›r. Yap›lan çal›flma-

lar; santrifüj, koruyucu ajanlar ve sperm

zenginlefltirme gibi ön haz›rl›kta kullan›lan

yöntemlerin de MDA düzeylerinde bir art›fla

yol açabilece¤ini göstermektedir (10). Dola-

y›s›yla, kriyoprezervasyon uygulanmas› s›ra-

s›nda lipid peroksidasyon son ürünlerinden

biri olan MDA düzeyindeki art›fl, kriyopre-

zervasyonun kendisine ba¤l› olabilece¤i gibi

ön haz›rl›k ifllemlerine de ba¤l› olabilir.

Griveau ve ark. sperm zenginlefltirme tek-

niklerinden swim-up ile gradiyent fark›ndan

yararlan›larak yap›lan tekni¤i karfl›laflt›rd›k-

lar›nda gradiyent fark› ile yap›lan zenginlefl-

tirmede SOR daha az olufltu¤unu ve hare-

ketli spermatozoa say›s›n›n daha çok oldu-

¤unu göstermifllerdir (11). Seçilen kriyopro-

tektan›n da bizzat kendisi lipid peroksidas-

yonu yapabilir. Örne¤in s›k kullan›lan Egg-

yolk içeren dilüentlerde 100 g bafl›na 147 mg

demir (ferritinle ba¤l› veya serbest demir)

bulunan ve askorbat eklenen koruyucular-

da lipid peroksidasyonunun artt›¤› gösteril-

mifltir (12). Spermlerin zenginlefltirilmeden

saklanmas› ise özellikle ölü spermlerin ve

ejakulatta lökosit varl›¤›n›n SOR üretimi için

bir kaynak olmas› nedeniyle tavsiye edilme-

mektedir (13,14). Öte yandan seminal plaz-

mada antioksidan enzimler ve koruyucu

proteinlerin varl›¤› lipid peroksidasyonu ve

hareketin sürdürülmesi için olumlu faktör-

ler olarak görünmektedir (15-17). Testisin

germ hücreleri tümörünün semen paramet-

releri üzerine olumsuz etkisi muhtemeldir. 

Yap›lan çal›flmalarda tek tarafl› germ hücreli

testis tümörü olan vakalar›n %25’inde sper-

matogenesizde bozukluk saptanmaktad›r ve

özellikle sperm say›s›nda azalma izlenmek-

tedir (18). Çal›flmam›za dahil edilen hastalar›n

sperm hareketlili¤i ifllem öncesi %61.3 ± 22.5

olarak bulundu ve normal s›n›rlar içindeydi.

Sperm say›s›ndaki farkl›l›klar›n MDA düzey-

lerine etkisi olabilece¤inden bu muhtemel

etkiyi kald›rmak için Percoll ile zenginlefltirme

yap›larak sperm say›s› en fazla mililitrede

20 milyon olacak flekilde resüspanse edildi.

Böylece tümöre ba¤l› muhtemel spermato-

genez bozuklu¤unun çal›flma sonuçlar›na

olabilecek etkisi önlenmeye çal›fl›ld›.

Yafllanma MDA düzeylerini etkileyebilir. Ancak

çal›flmaya dahil edilen hastalar›n hepsinin

reprodüktif ça¤da yani 2-3'üncü dekatta ol-

mas› nedeniyle yafl›n çal›flman›n sonuçlar›na

olumsuz bir etkisinin olmad›¤›n› düflünmek-

teyiz.

Çal›flmam›zda, hastalar›n kriyoprezervasyon

öncesi MDA düzeyleri 105.1 ± 152.1 nmol/

sperm iken; kriyoprezervasyon sonras› 186.6 ±

129.33 nmol/sperm olarak saptand› (p<0.05).

Kriyoprezervasyon öncesi sperm hareketi

%61.3 ± 22.5 iken; bu oran kriyoprezervas-

yon sonras› %19.8 ± 17.5 olarak bulundu

(p<0.0001). Kriyoprezervasyon öncesi (rho=

-0.392, p=0.03) ve sonras›nda (rho= -0.678,

p=0.001) azalan hareket ile artan MDA düzey-

leri aras›nda istatistiksel olarak negatif yönde

anlaml› bir iliflki izlendi. Hastalar›n germ hüc-

reli testis tümörü olmas› nedeniyle tümöre

ba¤l› MDA art›fl› olsa bile kriyoprezervasyon

sonras› MDA düzeylerinde istatistiksel olarak

anlaml› bir art›fl›n görülmesi ve bu art›fla pa-

ralel olarak hareketlilikte azalman›n görül-

mesi, bu korelasyonun istatistiksel olarak

anlaml› olmas› burada esas etkenin ifllemin

kendisine ba¤l› oldu¤unu düflündürtmektedir.

Çal›flmam›zda ön haz›rl›k s›ras›nda oluflan

MDA yüksekliklerini ve hareket bozuklukla-

r›n› kriyoprezervasyonun kendisinden kaynak-

lanabilecek sebeplerden ay›rt edebilmek için;

ölçümler, santrifüj, sperm zenginlefltirme, 

Mungan AG.
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kriyoprotektan ilavesi gibi ön haz›rl›klar ta-

mamland›ktan sonra ve kriyoprezervasyon

uyguland›ktan bir ay sonra yap›ld›. Ayr›ca

kriyoprezervasyon s›ras›nda, spermlerin mili-

litredeki say›lar›n›n 20 milyonu aflmamas›

için resüspanse edilmesi, iflleme ba¤l› ola-

rak spermlerin patlamas›n› önlemesi yönün-

den de önemliydi. 

Çal›flmam›zda elde etti¤imiz sonuçlar, kriyo-

prezervasyon sonras› sperm hareketindeki

azalman›n; dondurma ifllemi s›ras›nda artan

MDA düzeyine ba¤l› oldu¤unu göstermekte-

dir. Bununla beraber, kriyoprezervasyon s›ra-

s›nda hareket için gerekli enerji kaynaklar›

ve/ veya lipid peroksidasyonunu önleyen

sistemlerin çal›flamamas›n›n da hareketlili¤i

olumsuz yönde etkileyebilece¤i ak›lda tutul-

mal›d›r. Hareketteki azalman›n lipid peroksi-

dasyonundan kaynakland›¤›n› düflünen baz›

araflt›rmac›lar, kriyoprezervasyon ifllemi için

konulan kriyoprotektanlara E vitamini, askor-

bik asit gibi koruyucu ajanlar› eklediklerin-

de farkl› sonuçlar alm›fllar ve bunu kiflisel

farkl›l›k olarak aç›klam›fllard›r (9).

Günümüzde erkek infertilitesinin etiyoloji-

sinde spermin plazma membran›ndaki oksi-

datif hasar›n öneminin anlafl›lmas› ile bu

hücrelerin lipoperoksidatif durumlar›n›n ve

antioksidan kapasitelerinin saptanmas› ge-

reklili¤i ortaya ç›km›flt›r. Dondurularak sak-

lanan spermlerin mutlaka epitel, lökosit,

eritrosit ve ölü hücrelerden ar›nd›r›lmas›

gerekmektedir. Fakat seminal plazman›n

koruyucu etkisini devam ettirmek için mut-

laka kriyoprotektanlara ilave antioksidan

etkili ajanlara da gerek vard›r. Bu amaçla

seminal plazman›n, koruyucu sistem düzeyi

dondurma program›na al›nmadan önce sap-

tanmal› ve eksik olan ajanlar, kiflisel kom-

pozisyona uygun konsantrasyon ve çeflitte

seminal plazmaya eklenmelidir. Ayr›ca ileri-

de yap›lacak çal›flmalarda kifliden al›nan

seminal plazman›n ayn› diyaliz makinelerin-

de oldu¤u gibi at›k ve art›klardan temizle-

nerek, hatta gerekirse ek ajanlarla destekle-

nerek kriyoprotektana eklenmesi de düflü-

nülebilir. Böylece fertilizasyon programlar›n-

da daha baflar›l› ve iyi sonuçlar›n al›nmas›

mümkün olabilecektir. 

Teflekkür:  Bu çal›flman›n laboratuarlar›nda

gerçekleflmesinde, hastalar›n bulunmas› ve

istatistiklerin yap›lmas›nda baflta say›n Alex

M. M. Wetzels Ph.D., Bio. olmak üzere tüm

Hollanda, University of Nijmegen, St. Radboud

Hospital IVF laboratuar› ve Jinekoloji Bölü-

mü çal›flanlar›na çok teflekkür ederim.
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