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TURKCE OZET
Bu calismada kriyoprotektan kullanilmadan ve kullanilarak vitrifikasyonu

gerceklestirilen sperm  hiicrelerinin  bakir gridlere yliklenerek depolanmasi
sonucunda, bu protokoliin sperm motilitesi ve viabilitesi tiizerine etkisinin
degerlendirilerek, sperm dondurma ve saklama kosullarin1 optimize etmek
amaglanmstir.

Calisma kapsaminda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Uremeye Yardimci
Tedavi (UYT) Merkezi’ne spermiyogram analizi ve UYT uygulamasi i¢in basvuran
33 hastanin semen Ornegi kullamildi. Bu 33 0Ornek yikama Oncesi ve
sonrast,konsantrasyonve motilite degerlenirilmesi yapildi. Semen Grnekleri Grup 1
yikanmadan Once degerlendirilen semen 6rnegi ve Grup 2 dansite gradient yontemi
ile yikandiktan sonra degerlendirilen semen 6rnegi olmak iizere 2 ana gruba ayrildi.
Heriki grup kendi ig¢inde iki alt gruba ayrildi. Grup la; yikanmamis semen
orneklerinin kriyoprotektan kullanmadan vitrifikasyonu, Grup 1b; yikanmamis
semen orneklerinin kriyoprotektan kullanarak vitrifikasyonu, Grup 2a; yikanmis
semen Orneklerinin kriyoprotektan kullanmadan vitrifikasyonu ve Grup 2b; yikanmis
semen Orneklerinin  kriyoprotektan kullanarak vitrifikasyonu olacak sekilde
olusturuldu ve dondurulan tiim materyallerde tasiyici olarak elektron mikroskobik
preparasyonda kullanilan bakir gridler kullanildi.Kriyoprezervasyon sonrasi ¢oziilen
ornekler makler kamarast ile konsantrasyon,motiliteleri ve viabiliteleri
degerlendirildi.

Yikanan ve yikanmayan sperm  numunelerinin  konsantrasyon ve
motilitelerinde,istatistiksel agidan anlamli bir kayip goriilmedi. Konsantrasyon ve
motilitenin dondurma-¢ézme sonrasi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
gosterdigi, fakat vitrifikasyon alt gruplarn birbirleriyle karsilastirildiginda;
kriyoprotektan kullanimmin ¢ézme sonrasi konsantrasyon, motilite ve viabilite
sonuglarinda anlamli farklilik olusturmadig saptandi.

Bu calismada bakir gridlerin tasiyici olarak diisiik konsantrasyon ve motiliteli
hastalarda kiigiik voliimlerde saklamak i¢in uygun oldugu ve rutin uygulamada
sperm vitrifikasyon protokollerinde kriyoprotektan kullanilmadan da etkin
olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Sperm, vitrifikasyon, bakir grid, Oligoastenoteratospermi
(OAT)



INGILIZCE OZET
Vitrification of Human Spermatozoa with Small Volumeson the Copper Grids

In this study, it was aimed to optimize sperm freezing and storage
conditions by evaluating the effect of this protocol on sperm motility and viability as
a result of storing frozen sperm cells in copper grids with/without using
cryoprotectan solution.

In the scope of the study, 33 semen samples of patients who applied for
semenanalysis and in vitro fertilization were used in Uludag University Medical
Faculty IVF Center. Before and after washing all of the 33 samples were evaluated
for concentration and motility. The obtained raw samples, subsquently divided in two
main groups as Group lwas consisted of samples evaluated without washing and
Group 2 was consisted of samples evaluated after washing with density gradient
method. Thanafter four subgroups were created before cryopreservation. Group la
was consisted from the samples that were cryopreseved without washingand using a
cryoprotectantsolution. Group 1b was consisted from thesamples that
werecryopreserved using the cryoprotectan withoutwashing. Group 2a was consited
from samples that were washed and cryopreserved without cryoprotectant and Group
2b was consisted from the samples that washed and cryopreserved with
cryoprotectant. Thethawed samples after cryopreservation, were evaluated forthe
concantration and motility with the makler cabin. The viability of the samples were
evaluated by spreading to the culture vessel.

There were no statistically significant decreaseof concentration and motility
for washed and un-washed groups. Concentration and motility decreased statistically
after freezing-thawing howeverwhen vitrification subgroups were compared with
each other, the use of cryoprotectant did not alter significance in concentration,
motility and viability results after thawed.

The use of a copper electron microscope grating as a cryopreservation
carrier was found to be appropriate in terms of concentration, motility and viability
of the sperm cryopreservation.

Key Words:Sperm, kryopreservation, copper electron microscope grid, oligo-

asteno-teratospermy (OAT)



1. GIRIS

Kanser insan viicudundaki tiim dokular1 ve organ sistemlerini etkileyen,
neoplastik hastaliklarin genis bir kategorisini ifade eder (American Cancer Society,
2011) . Teshis ve tedavisinde gergeklesen onemli gelismelere ragmen, kanserin ve
tedavi amaciyla uygulanan kemoterapi- radyoterapi, cerrahinin komplikasyonlart ve
olumsuz yan etkilerine baglh saglik sorunlart ortaya ¢ikmaktadir. Fertilitenin kayb,
tam iyilesme sonrasi 6zellikle gen¢ hastalarda, erkek ve kadinda en onemli saglik
problemlerinden biridir (Strauss ve Barbieri, 2013). Endokrin sistem, sinir sistemi,
vaskiiler sistem, gonadlar ve genital organlarda olusan hasar fertilite problemlerine
neden olmakta ve kansere bagli mortalite oranlar1 diistiik¢e tedavi sonrasi infertilite
problemi on plana c¢ikmaktadir (Strauss ve Barbieri, 2013). Erkek hastalarda
testikiiler hasar hem somatik (Sertoli ve Leydig hiicreleri) hiicreleri, hem de germ
hiicrelerini etkileyebilmektedir (Hamish ve ark., 2004). Sitotoksik tedavinin oncelikli
hedefleri hizli boliinen hiicrelerdir (Hamish ve ark., 2004). Bu durum spermatogenez
sirecinde mitotik  aktivitesi yliksek hiicreler olan spermatogonyumlarin
diferansiyasyon asamasina gecemeden Oliimiine neden olur (Kangasniemi ve ark.,
1996). Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, diferansiyasyon asamasindaki
spermatogenik seri hiicrelerini 6ldiirlip, proliferatif germ hiicre havuzunun
tilkenmesine neden oldugu diistiniilmektedir (Meistrich ve ark., 1982). Dolayisiyla
gonadotoksik tedavi gorecek hasta hangi yasta olursa olsun subfertilite ya da
infertilite riski ile kars1 karsiyadir ve hastalarin tireme fonksiyonlarmin korunmasi
onem arzetmektedir. Bu hastalarin tedavi oncesi gonad dokularimin ve/veya germ
hiicrelerinin  kriyoprezervasyonu uygulanarak, tam 1iyilesme sonrasi {ireme
fonksiyonlarmin kaybi1 durumunda, c¢ocuk sahibi olabilmeleri i¢in firsat
yaratilmaktadir.

Klinik pratikte azospermi veya virtual azospermi endikasyonu ile liremeye
yardimei tedavi programina alinan erkek hastalarda elde edilen sperm hiicrelerinin
depolanmast ve saklanmasi gerekliligi sperm kriyoprezervasyonu endikasyonu

olusturmaktadir (Kolletis ve ark., 2002).



Uremenin korunmasi amaciyla medikal, cerrahi tedavi dncesi veya infertilite
endikasyonunun bir sonucu olarak germ hiicrelerinin ya da gonad dokularinin
dondurularak saklanmasi tiremeye yardimci tedavi merkezlerinde uygulanan bir
tedavi yaklasimidir (Delilbasi, 2008). Bu amagla farkli kriyoprezervasyon teknikleri
(Francisca, 2017;Kuleshova ve ark., 1999; Mukaida ve ark.,1998; Picton ve ark.,
2015;Rienzi ve ark, 2017;Strauss ve Barbieri, 2013) vefarkl: tagiyicilarin (Cohen ve
ark., 1997; Endo ve ark., 2011; Gil-Saolm ve ark., 2000; Herrler ve ark., 2006; Isaev
ve ark., 2007; Lane ve ark., 1999; Serini ve ark., 2008) kullanildig1 sperm dondurma
yontemleri uygulanmaktadir. Dondurup ¢6zme sonrast olusan viabilite, motilite ve
konsantrasyon kaybi pratik uygulamada onemli sorunlar arasindadir (Gangrade,
2013; Nordhoff, 2015; WHO, 2010). Ozellikle diisiik konsantrasyonda ya da smirl
sayida spermi olan hastalarda semen Orneklerinin diisiikk voliimde saklanmasi
gerekmektedir. Bu durum kriyoprezervasyon tasiyicilarinin  Onemini ortaya
koymaktadir.

Bu baglamda ¢alismamizda diisiik hacimde sperm kriyoprezervasyonunda
tastyict olarak elektron mikroskobik preparasyonda kullanilan bakir gridlerin

etkinligini degerlendirmek amaclandi.



1. GENEL BILGILER

2.1.Uremenin Korunmasi

Uremenin korunmasi, Uremeye Yardimec1 Tedavi Merkezlerinde (UYTM)
farkli endikasyon gruplarinda uygulanan bir koruyucu hekimlik uygulamasi ve/veya
tedavi edici yaklasimdir. Endikasyon alanlar1 ii¢ baslik altinda toplanabilir. Oncelikli
olarak fertilite koruma iireme sagligint korumak isteyen kanser hastalar1 icin tek
secenektir (Tournaye ve ark., 2014). Erken teshis konusundaki ilerlemeler ve yeni
tedavi teknikleri ile kanserli gen¢ hastalarin (20-39 yas) 6liim oranini ciddi anlamda
diisiirmektedir (Qiao ve Li, 2014). Elde edilen kanitlar kanseri atlatan 40 yasin
altindaki hastalarin ¢ogunun fertilite korumasinin siirdiirtilmesini veya endokrin
fonksiyonlarmin 1iyilestirilmesini umdugunu gostermektedir (Qiao ve Li, 2014).
Kemoterapi-radyoterapi ve/veya cerrahi tedavi uygulanacak kanser hastalarinda
iireme kapasitesinin korunmasi bu programin onemli bir endikasyon alanim
olusturur. Bir diger endikasyon grubunu ¢ocuk sahibi olmayi erteleyen saglikli ciftler
icin fertilite koruma yaklasimlar1 olusturmaktadir. Bu grup daha ¢ok kadin partner
i¢in endikasyon olusturmaktadir. ilerleyen yasla birlikte ovaryan rezervde azalma ve
oosit yaglanmasina bagl kalite kaybi infertilite nedenidir (Qiao ve Li, 2014). Geng
yasta uygulanan fertilite koruma tedavileri ilerleyen yasa bagl tireme fonksiyonunun
kaybmi engellemektedir. UYT merkezlerinde énemli bir hasta grubunu olusturan
azospermi veya virtual azospermi olgularinda, progressif olarak semen kalitesinin
bozuldugu erkek hastalarda, iiremenin korunmasi amaciyla tedavi Oncesi sperm
hiicrelerinin eldesi, depolanmas1 ve saklanmasi bir diger endikasyon grubunu
olusturmaktadir.

Kanser tedavisi goren geng¢ hastalarin aldigi sistemik kemoterapi ve/veya
spinal ve pelvik bolgelerine uygulanan radyoterapi gonadal hasara neden olmaktadir
(Hamish ve ark., 2004). Kemoterapik ajanlar ve radyoterapi erkek hastalarin sperm
konsantrasyonunu diisiirmekte ve/veya sperm iretimini engellemektedir. Sitotoksik

tedavinin oncelikli hedefleri hizli mitotik aktivasyon geciren hiicrelerdir (Hamish ve
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ark., 2004). Dolayisiyla kemoterapi hizla cogalan kanser hiicreleri ile birlikte saglikli
hiicreleri de 6ldiirmektedir. Bu hasarin mekanizmasi belirsiz olsada, diferansiyasyon
asamasindaki spermatogenik hiicreleri oldiirlip, germ hiicre havuzunun tiikenmesine
neden oldugu diisiiniilmektedir (Meistrich ve ark., 1982). Ozellikle alkilleyici
kemoterapik ajanlar, sperm hiicrelerini DNA’larinda kiriklara neden olarak negatif
etkilemektedir(Strauss ve Barbieri, 2013). Erkek genital organlarina yakin bolgeye
uygulanan radyoterapi spermatogenik seri hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir.
Spermatogenik hiicreler somatik hiicrelere gore daha c¢abuk etkilenirler (Hamish ve
ark., 2004; Shalet ve ark., 1989). 4 Gy ve lizeri radyasyon testiste kalic1 hasara neden
olur (Centola ve ark.,1994; Hamish ve ark., 2004). Ayn1 zamandaradyoterapinin
etkisiyle hipotalamo-hipofizer gonadal aksin bozulmasi s6z konusudur (Hamish ve
ark., 2004; Martinez ve ark., 2017).

Erkek hastalarda testikiiler hasar yalniz spermatogenik seri hiicreleri
tizerinden gerceklesmez. Testisin somatik hiicreleri yliksek dozda radyoterapiye daha
dayanikli olmakla birlikte, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin olumsuz etkilenmesi s6z
konusudur (Hamish ve ark., 2004). Sertoli hiicreleri germ hiicrelerini beslerken,
Leydig hiicreleri testesteron iiretir. Bu hiicrelerde olusan hasar veya kayip durum
spermatogenez siirecini olumsuz etkilemektedir (Kangasniemi ve ark., 1996).
Yetigkin testisi aktif olarak olgun spermatozoa lrettiginden bu tiir hasarlara daha
direnglidir (Relander ve ark., 2000; Whitehead ve ark., 1982). Buna ragmen
gonadotoksik tedavi hasta hangi yasta olursa olsun subfertilite/infertiliteye neden
olabilmektedir.

Fertilite koruma; kanser tedavisi goren hastalarda onemli bir yer teskil
ettigi gibi onkolojik olmayan durumlarda da tercih edilir. Bunlar otoimmiin
hastaliklar, hematopoetik kok hiicre transplantasyonu, genetik kdkenli hastaliklar ve
testikiiler doku hasar1 ve cinsiyet degistirme prosediirleridir. Bir otoimmiin hastalik
olan sistemik lupus eritematozuslu erkekler, yliksek oranda testis Sertoli hiicre
disfonksiyonu gosterir (Coleman ve ark., 2012). Yeni tedavi yaklagimlari, otoimmiin
hastaliklar1 olan olgularin prognozunu degistirmektedir; ancak iireme toksisitesi
hakkinda bilgi halen sinirlidir. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu geciren
hastalar, agresif kemoterapiden ve onceden var olan kemik iligini yok etmek igin

radyoterapiye ihtiya¢ duyuldugundan, ovaryan (%64-85) veya testikiiler (%50-90)
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hasar riski altindadirlar (Joshi ve ark., 2014). Klinefelter Sendromu, insanlarda seks
kromozomu bozuklugunun en yaygin olanidir ve %90'mm {izerinde hipogonadizm ve
azospermiye neden olur (Bedaiwy ve Botros, 2014).

Testikiiler yaralanmada, testis dokusunda onarilamaz hasarlar olustugunda
infertilite olusmaktadir ve bu gibi durumlarda fertilite koruma en uygun secenektir
(Gangrade, 2013). Testislerin veya ovaryumlarin g¢ikarilmasi, tireme fonksiyonunu
yok ederken, cinsiyet degistirme prosediirlerinde kullanilan ilaglar {ireme
kapasitesinin azalmasina neden olmaktadir (Martinez ve ark., 2017). Etik endiseler
olsa da (De Wert ve ark., 2014), fertilite koruma ve fertilite tedavisi hakkinda
'hormon tedavisine baslamadan Once veya iireme organlarinin c¢ikarilmasi/
degistirilmesi icin cerrahi gecirilmesi' konusunda danisma hizmetinin yapilmasi
gereklidir (Coleman ve ark., 2012).

Uremenin korunmasi programinda germ hiicrelerinin ve/veya gonad
dokularinin tedavi oncesi saklanmasi ve depolanmasi amaciyla kriyoprezervasyonu
uygulanmaktadir (American Cancer Society, 2011). Tedavi siirecinin ardindan, tam
iyilesme saglandiginda, uygun yardimli iireme tedavisi yaklagimlari ile bu hastalara

¢ocuk sahibi olma sansi1 verilmektedir.

2.2. Erkek Fertilitesinin Korunmasi

2.2.1. Spermatogenez

Spermatogenez olgun erkek germ hiicresi spermatozoanin gelisim siirecidir.
Bu gelisimsel siire¢ testis seminifer tiibiil duvarinda gerceklesir. Testis skrotal kese
icinde asil1 bir ¢ift organdir. Distan periton kaynakl iki tabakali ser6z bir zar olan
tunika vaginalis ile c¢evrilidir. Gevsek bag dokusu yapisindaki tunika vaskularis,
testisin damarlanmasinin oldugu béliimdiir. Tunika vaginalisin altinda kalan, testisi
lob ve lobiillere ayiran septumlari, seminifer tiibiillerin arasini ve interstisyel alanlari
olusturan bag dokusu tabaka tunika albugineadir. Tunika albuginea organi besleyen
damarlarin girip ¢ikti§1 ve intratestikiiler duktuslarin bulundugu boliimde kalinlagir
ve mediastinum testis’i olusturur (Ross, 2011).

Seminifer tiibiiller, herbir testis lobiiliinde 1-4 adet bulunan, kapsiil altindan
kor uglu olarak baslayan, uzun ve oldukca kivrimli yapida, bazal lamina ile ¢evrili ve

spermatogenezin gergeklestigi tiibiillerdir. Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seri
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hiicreleri seminifer tiibiil duvarimi (germinal epitel) olusturur. Sertoli hiicreleri
arasinda bazal laminaya yakin yerlesimli, zonula okludens baglanti kompleksleri
bulunmaktadir. Bu siki baglanti kompleksleri seminifer tiibiill duvarmi bazal ve
adluminal kompartmanlara ayirir. Bazal kompartmanda gonadal kok hiicre olan
spermatogonyumlar ve primer spermatositler bulunur. Adluminal kompartmanda ise;
olgunlagan ve kromozom sayisini yariya indirgenmis spermatozoalar bulunur. Sertoli
hiicreleri arasindaki baglanti kompleksleri puberte sonrasi olusan kromozomal yapisi
degismis olan yeni spermatogenik seri hiicrelerini immiin sistemin yikici etkisinden

koruyan kan-testis bariyerini olusturur (Ross, 2011) (Sekil 1).

Sertoli-spermatid baglanti
ozellesmesi

Primer spermatosit

Sertoli- Sertoli baglanti Spermatogonyum
ozellesmesi

Sekil 1. Kan testis bariyeri (Ross, 2011)

Spermatogenez; spermatogenik kok hiicre olan spermatogonyumlardan olgun
sperm hiicresi olugsma siirecidir. Spermatogenez; spermatositogenez, mayoz bdliinme
ve spermiyogenez olmak iizere ii¢ asamada gerceklesir. Spermatogenik seri
hiicrelerinin kok hiicreleri olarak smiflandirilan spermatogoniumlar, tip A ve tip B
olmak iizere ikiye ayrilirlar. Spermatogonium tip A hiicreleri mitoz boliinmeler
gecirip kok hiicre olarak kalirlar ya da olgun sperm olusturmak {izere
spermatogonium tip B hiicrelerine farklilasirlar. Bu mitoz bdliinme asamalari
spermatositogenez olarak adlandirilir. Spermatogonium tip B hiicreleri mitoz boliime

gecirerek primer spermatositi olusturur. Diploid sayida 46 kromozomlu primer
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spermatositler mayoz I evresinin tamamlanmasi ile haploid sayida 23 ¢ift kromatidli
sekonder spermatositlere dontisiir. Mayoz II evresi sonrasinda sekonder spermatosit
DNA sayisim da yariya indirerek haploid sayida 23 tek kromatidli spermatidi
olusturur. BOylece mayoz asamasi biter ve spermatidden olgun sperm olusma
asamas1 olan spermiyogenez evresine ge¢ilir. Spermiyogenez morfolojik degisim
evresidir. Mayoz bolinmeler sonrasinda olusan spermatidler, olgun sperm
hiicrelerine doniisiirken; akrozomun olusumu, kuyruk gelisimi, ¢ekirdek degisimi,
kromatin yogunlasmasi ve artik spermatid sitoplazmasinin atilmasi gibi morfolojik
degisimler gergeklesir ve gelisimini tamamlayan olgun spermler seminifer tiibiilerin

liimenine salinirlar (Sekil 2).

@- S — tip A koyu spermatogonyum
9@(3@ tip A acik spermatogonyum

_ﬁi%\?@ primer spermatosit
O 3

' @@ Q sekonder spermatosit
{"}'\ W@% erlien sprematid

. A )
o J'\r‘v‘\ﬂ .,f"“".r"‘ J\."J'\.f“‘;l\g‘“\u'i‘.. i\/‘*\_

o '\,P\.x y ._f - . \I_,a'\_;'\ ST

L@L I& T

OO OO DDDOODODOOO T, rezidual eisim
/_"’M - N spermatozoa

-

Sekil 2. Spermatogenez (Ross, 2011)

Olgun bir sperm yaklagik olarak 60-65 pm wuzunlugunda, motil ve
mitokondrion sayist bakimindan olduk¢a zengin bir hiicre olup; bas, boyun ve

kuyruk olmak iizere ii¢ boliimden olusur (Sekil 3). Sperm basmin iicte ikilik
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boliimiinii akrozomal kep, tigte birlik bolimiinii ise post akrozomal bolge olusturur.
Akrozomal kep boliimiinde akrozin, hyaluronidaz, néraminidaz gibi litik enzimler
bulunur. Bu enzimler spermin oositin kumulus hiicrelerini ve zona pellusidasini
gecmesinde aktif rol oynar. Sperm ile oosit temasinda akrozomal kepin i¢indeki
enzimlerin salinmasi olayr fertilizasyon basamaklarindan olan akrozomal
reaksiyonun gerceklesmesini saglar. Post-akrozomal bolge ise sperm DNA’sinin
bulundugu boélgedir. Spermin kuyrugu; orta parga, esas parca ve son parca olmak
lizere ili¢ boliimden olusur. Orta parca olarak adlandirilan bdlgede mitokondriondan
zengin mitokondriyal kilif bulunmaktadir. Mitokondriyal kilifta bulunan
mitokondrionlar spermin hareketi igin gerekli enerjiyi TUretirler ve spermin
hareketinden sorumludurlar. Kuyrugun esas parcasi en uzun parcadir ve yaklasik
40um boyundadir. Esas parga; aksonemal kompleks ve fibréz kilifin bulundugu
parcadir. Aksonemal kompleks, 9+2 aksonem yapisindadir. Merkezde 2, etrafinda ise
9 ¢ift filaman bulunmaktadir. Aksonemal kompleks, fibroz kilif ile cevrelenmektedir.
Kuyrugun son parcasinda ise sadece aksonemal kompleks bulunur (Ross, 2011)

(Sekil 3).
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dis cift aksonomel kompleks

aksonomel kopleksteki
ana mikrotiibiil cifti

Sekil 3. Olgun Sperm Yapisi (Ross, 2011)

2.2.2. Erkek Infertilitesi

Infertilite tiim ciftlerin ortalama %15 ini etkileyen bir faktordiir (Chong ve
ark.,2017). Infertilite vakalarinin en az %30’unun erkek infertilitesinden
kaynaklandig bilinmektedir (Povey ve ark., 2012; Taylor, 2003). infertilite tanisi;
detayl fizik muayenesi, laboratuvar bulgular1 ve goriintiileme teknikleri kullanilarak
konulur. Erkek infertilitesi pretestikiiler, testikiiler, posttestikiiler ve a¢iklanamayan
infertilite olmak iizere dort grup altina siniflandirilabilir (Cayan, 2016). Pretestikiiler
nedenler; hipotalamo-hipofizer hastaliklar, ekzokrin ve endokrin hormonal
bozukluklar ile iliskilidir. Izole gonadotropin azligi, izole luteinizan hormon (LH)
azligl, izole follikiil stimulan hormon (FSH) azligi, konjenital hipogonadotropik
lezyonlar gibi hipotalamus hastaliklarinin, hipofizer yetmezlik, hiperprolaktinoma

gibi hipofiz hastaliklar1 ile ekzojen ve endojen hormonlarin yetersizligi pretestikiiler
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kaynakli erkek infertilitesidir. Kromozom anomalileri, germinal hiicre aplazisi,
idiyopatik infertilite, inmemis testis gibi anomaliler testikiiler kaynakli infertilite
kategorisinde incelenirken, ejakulasyon bozukluklar1 post-testikiiler kaynakli
infertilite sebepleri arasinda sayilabilir (Cayan, 2016).

Erkek infertilitesi; ejakulasyon ile sperm elde edilebilen ve ejakulasyon ile
sperm elde edilemeyen infertil hastalar olmak tizere iki grupta incelenmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii’ne (2010) gore insan semen degerlerine bakildiginda; sperm
konsantrasyonunun 15 mil/ml, motilite oraninin %40 ve normal sperm morfolojisinin
Kruger’e gore (Diinya Saglik Orgiitii, 2010) %4’iin altinda olmas1 durumunda bu
olgular erkek infertilitesi olarak degerlendirilmektedir (Tablo 1, Grafik 1).

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii Kriterlerine (2010) gore insan semen analizi igin en diisiik degerler (5.persentil ve % 95 giiven
araliklar1) (WHO, 2011)

Parametreler En diisiik referans deger
Semen Voliimii (ml) 1,5 (1,4-17)
Total sperm sayisi (106) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canl sperm, %) 28 (55-63)
Sperm Morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3,0-4,0)
pH >7,2
Peroksidaz-pozitif 16kosit (106 per ml) <1.0
MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakulat) >2,4
Seminal frikktoz (umol/ejakulat) >13
Seminal nétral glukozidaz (nU/ejakulat) >20
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Grafik 1. Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine (2010) gére insan semen 6zelliklerine gore referans degerleri

Erkek infertilitesi sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisine gore farkli alt
gruplarda degerlendirilmektedir (Diinya Saglik Orgiitii, 2010). Aspermi semenin
olmama durumudur. Asetenozoospermi ise ileri hareketli sperm yiizdesinin alt
referans degeri altinda oldugu durum iken, astenoteratozoospermi hem ileri hareketli
sperm yiizdesinin alt referans degeri altinda olmasi hem de normal morfolojili sperm
sayisinin  alt referans degeri altinda olmasidir. Azoospermi, ejakulatta sperm
olmamasi, kriptozoospermi ise taze preparatta sperm yok iken santrifiij edilince
sperm hiicresinin goriilme durumudur. Hemospermi; ejakulatta eritrositlerin varligi,
l6kospermi; ejakulatta esik deger {istiinde 16kosit olmasi, nekrospermi ise; canli
sperm yiizdesinin az, 6li sperm yiizdesinin fazla olmasidir. Oligozoospermi sperm
konsantrasyonunun alt referans degerleri altinda olmasidir. Teratozoospermi alt
referans

limitinden asagida normal morfolojili sperm yiizdesi goriilmesidir

Oligozoospermi ile astenosperminin birlikte goriilmesi durumu
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oligoastenozoospermi olarak adlandirilirken, oligozoospermi, astenozoospermi ve
teratozoosperminin ayni anda goriillme durumuna ise oligoastenoteratozoospermi
(OAT) denir (WHO, 2010).

2.2.3. Erkek Fertilitesinin Korunmasinda Giincel Yaklasimlar

Kriyoprezervasyon yontemi ile hem erkek hem de kadin hastalarin, iireme
kapasitelerinin risk altinda olmalar1 durumunda, iireme yetenekleri koruma altina
alinmaktadir (Giirgan, 2012). Kriyoprezervasyon yontemi hem kanser hastasi
erkeklere, hem de infertil erkeklere uygulanabilir. Ejakulasyon yontemi ile sperm
elde edilebilen hastalarin spermleri dondurulurken, ejakulasyon ile sperm elde
edilemeyen hastalarda farkli yollar izlenir. Ejakulasyon foksiyonu gerceklesemeyen
hastalardan elektroejakulasyon yontemi ile sperm elde edilebilmektedir. Ejakulatinda
sperm bulunamayan hastalarda ise mikrocerrahi yontemi uygulanir ve epididimisten
veya testisten sperm hiicreleri toplanarak dondurulur (Diinya Saglik Orgiitii, 2010;
Giirgan, 2012). (Tablo 2)
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Tablo 2. Erkek Infertilitesinin korunmast igin giincel yaklagimlar (Giirgan, 2012)

n Erkek infertilitesinin Korunmasinda Giincel Secenekler I

Kanser Hastalar1

-

Sperm Kriyoprezervasyonu

[ Puberte Oncesi

Testikiller Doku
Kriyoprezervasyonu

Sperm
Kriyoprezervasyonu

Elektroejakulasyon

Obstruktif
Azospermi

Non-Obstruktif
Azospermi

Testisten
Toplama

Epididimisten
Toplama

Testikller Doku
Kriyoprezervasyonu

Sperm Kriyoprezervasyonu

2.3. Kriyoprezervasyon

2.3.1. Kriyoprezervasyonun Tanim ve Kriyoprezervasyon Yontemleri
Hiicrelerin ve dokularin kriyoprotektan soliisyonlar kullanilarak ya da
kullanilmadan 0°C’nin ¢ok altindaki derecelere kadar sogutularak dondurulmast,
hiicresel oOzelliklerini kaybettirmeden ve uzun siire saklandiktan sonra tekrar
¢cOziilmesi islemine kriyoprezervasyon denir. Kriyoprezervasyonun amaci;
dondurulan hiicre veya dokularin, yapilarinin ve iglevlerinin bozulmadan en az zarar
ile saklanmasidir. Dondurulacak hiicre veya dokularin kriyoprotektan adi verilen
soliisyonlar kullanilarak dengelenip, kontrollii ya da hizli sogutma isleminin ardindan

siv1 azot i¢inde depolanmasi ile ger¢eklesmektedir. Kriyoprezervasyonda saklanacak
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materyalin en az hasarla korunmast amaglanmaktadir. Dondurma islemi
gerceklestirilirken 1sinin diismesi ile hiicre i¢i sivinin buz kristallerine dontisiimil s6z
konusudur.Kriyoprotektanlar hiicre icindeki sivinin hiicre digina alinmasi ile
hiicrenin dehidrasyonunu gergeklesirtirerek buz kristallerinin olusumunu engeller
(Gao ve Critser, 2000). Kriyoprezervasyon islemleri genellikle yavas dondurma
(slow freezing) yontemi ve vitrifikasyon ile gergeklestirilir. Yavas dondurma
yontemi sogutma hizinin kontrollii olarak gergeklestigi (sicakligin 1 °C / dakika
disiiriilerek) ve 6zel ekipman gerektiren bir yontemdir. Hiicre hasarini azaltmak
amactyla hiicre zar1 gecirgenligine gore diisiik konsantrasyonda kriyoprotektanlar
(1.0M'den az) kullanilir (Gao ve Critser, 2000; Mandawala ve ark., 2016;Tae Hoon
Jang ve ark., 2017;Yong ve ark., 2015) . Yavas dondurma teknigine alternatif olarak
gelistirilen vitrifikasyon, hiicre silispansiyonlarinin direkt olarak sivi nitrojene

alinmasi ile bir cam haline donistiiriilmesi islemidir (Rall ve Fahy, 1985) (Sekil 4).

sicakhik (o CPA toksisitesi

/

22C
l CPA'mmn hizh ca

pt 2 uzaklagtiriimas:
ekstraseliiler ozmolarite

x * p— §ogutma #:f‘.O.
* % ¥ ’ * )s
« b ¥ CPAil
vitrifikasyon * 9. hbl -
ile inhibisyon s1v1 nitrojende inhibisyon
depolama
termodinamik reaksiyon yok optimal 1s1tma
-196C simirsiz depolama e,
3 rekristalizasyon
* cozme
devitrifikasyon

Sekil 4. Vitrifikasyon ve Yavas dondurma mekanizmalar1 (Tae Hoon Jang ve ark, 2017)
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2.3.1.1. Yavas Dondurma (Slow Freezing) Yontemi

Yavas dondurma yontemi, programlanmis dondurma makineleri kullanilarak
gergeklestirilen, 1s1nin yavas ve kontrollii bir sekilde diisiiriildiigii sistemlerdir. Pahali
bir ekipman ve uzun siiren protokol ile gerceklesse de diisiik miktarlarda
kriyoprotektan kullanimi ve donma esnasinda ekstra ve intraseliiler degisimler i¢in
zaman vermesi avantajli yonleridir. Yavas dondurma, hiicre i¢i buz olusumunu en
aza indirirken, yeterli hiicre dehidrasyonunu saglayabilmek i¢in kriyoprezervasyonun
yeteri kadar yavas bir hizda ger¢eklesmesini saglar (Rienzi ve ark., 2017;Willadsen,
1977). Yavas dondurma yontemi, kabul edilen donma egrisi, dogru ve tutarl
sogutma parametrelerini saglamak icin tasarlanmig programlanabilir bir dondurma
makinesinin kullanilmasin1 gerektirir (Rienzi ve ark., 2017;Willadsen, 1977).Bu
kontrollii ve programli sogutma sisteminde, dondurulacak materyalin dengelenmesini
saglamak amaci ile diisiik konsantrasyonda kriyoprotektan madde kullanilmaktadir.
Hiicre i¢inde ¢oziinen maddenin konsantrasyonu hiicre disindan yiiksek oldugu igin,
hiicre i¢inin donma sicakligr diiser, bdylece hiicre icinde buz kristallerini olusumu
Onlenir. Hiicre disinda buz kristali olugsmasi sonucu hiicre i¢i sicakliginin daha da
diismesi ile denge sathasinin bozulmasini engellemek igin buz kristali olusumu -6/-
8°C’de disaridan manuel veya otomatik olarak ayarlanmaktadir ve bu igleme seeding
ad1 verilmektedir. Seeding sonrast ornekler genellikle -60°C’ye kadar programli
olarak sogutulmakta ve siv1 nitrojen igerisine transfer edilmektedir. Bu basamaklar
yaklasik olarak 90-120 dakika silirmektedir. Dondurma ve ¢6zme islemleri
uygulanirken hasar olusmasindaki kritik déonem -15 ile -60°C arasindadir. Kullanici
veya sistem kaynakli hatalar dondurulan materyalin canliligin1 kaybetmesindeki en
etkin faktorlerdir. Slow freezing embriyo ve oosit kriyoprezervasyonu igin sik
kullanilan bir yontemdir (Kuleshova ve ark., 1999; Mukaida ve ark.,1998; Rienzi ve
ark., 2017).
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2.3.1.2. Vitrifikasyon

Hizli dondurma yontemi olan vitrifikasyon yontemi, slow freezing yontemine
gore daha ucuz ve hizli bir yontemdir. Vitrifikasyon yonteminde cihaza gerek yoktur
ve dondurma siiresi slow freezing icin gerekli siireden ¢ok daha kisadir. Doku ve
hiicreler kriyoprotektan eklendikten cok kisa siire sonrasinda direk sivi nitrojene
aktarilir. Slow freezing yontemine gore daha yiiksek konsantrasyonlarda
kriyoprotektanlar ~ kullanilir. ~ Yiiksek  konsantrasyonlarda  kriyoprotektanin
hiicrelerinin viabilitesi ve motilitesi (sperm) lizerine negatif etkisi olabilmektedir
(Francisca, 2017; Picton ve ark., 2015) (Tablo 3).

Vitrifikasyonda denge ve dengesizlik olmak {iizere iki basamak vardir.
Vitrifikasyon sirasinda dondurulan hiicre veya dokunun i¢indeki sivi, kriyoprotektan
sollisyonun ilk basamak soliisyonu olan dengeleme soliisyonu yardimu ile disar1 atilir
ve bunun sonucunda dondurulacak hiicre-doku biiziigiir. Biiziisme sirasinda sivi
hiicreyi terk ederken sivinin yerini dengeleme soliisyonlari alir ve hiicre-doku
yeniden sismeye baslar. Bu asamada dondurulacak doku ikinci basamak soliisyon
olan vitrifikasyon soliisyonuna alinir ve hemen sivi azota nakledilir. Hiicre i¢i sivi
disar1 atildigindan buz kristali olusmaz. Cozme islemi sirasinda ise materyal azalan
siikroz yogunlugundaki ¢ozme soliisyonlarindan gegirilerek disart atilan sivinin
tekrar igeri girmesine olanak saglanir. Boylece dondurulmadan kaynaklanan hasar en
aza indirilerek vitrifikasyon gergeklestirilmis olur (Francisca, 2017; Picton ve ark.,
2015;Strauss ve Barbieri, 2013).

Vitrifikasyonun onemli bir avantaji dondurma kaynakli hiicre hasari riskinin
diisiik olmasidir ve bdylece hiicre sag kalimi orani yiiksektir (Francisca, 2017; Picton
ve ark., 2015;Strauss ve Barbieri, 2013).
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Tablo 3. Yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri (Tae Hoon Jang ve ark, 2017)

. Yontem
Karakteristik Ozellikleri Yavas Dondurma Vitrifikasyon
Caligma siiresi 3 saatten fazla 10 dakikadan az
Maliyet Pahal1 ekipman gerekli Ucuz, ekipmana ihtiyag yok
Ornek Hacmi (ml) 100-250 1-2
Kriyoprotektan konsantrasyonu Diigiik Yiiksek
Buz kristal formasyonundan kaynaklanan Yiiksek Yiiksek
kriyo hasar
(Cozme sonrasi viabilite Yiiksek Yiiksek
Kriyoprotektan toksisitesi riski Diigiik Yiiksek
Sistem statiisii Sadece kapali sistem Agik ve kapali sistem
Patojenik ajanlarin potansiyel Diisiik Yiiksek
kontaminasyonu
Manipulasyon yetenegi Kolay Zor

2.3.2. Kriyoprotektan Soliisyonlar

Kriyoprotektanlarin dondurulan materyali, dondurmadan kaynaklanan
hasarlardan korudugu diistilmektedir. Bununla birlikte hiicre-doku diizeyinde toksik
etkileri vardir. Kriyoprotektan soliisyonlar yiiksek oranda hidrojene baglanma egilimi
nedeniyle toksik olabilirler. Iyi bir kriyoprotektan; diisiik molekiiler agirlikli, kolay
¢oziinen, hiicre icine kolay gecebilen ve yiiksek konsantrasyonda dahi toksik
olmayan soliisyondur. Kriyoprotektanlar ikiye ayrilmaktadirlar; 1. Gliserol, Dimetil
stilfoksit (DMSQO), Propilen glikol (PG) gibi soliisyonlar hiicre igine girebilen
kriyoprotektanlar, Il. monosakkaritler (glukoz, hekzoz), disakkaritler (siikroz) ve
trisakkaritler (raffinoz) gibi maddeler ise hiicre disinda kalan kriyoprotektanlardir
(Tablo 4) (Pegg, 2007;Tae Hoon Jang ve ark., 2017).

Hiicre icine girebilen soliisyonlar hiicredeki buz kristali olusumunu -40°C'ye
kadar diisiirtirler. Hiicreyi kriyoprotektan soliisyonun toksik etkilerinden korurlar.
UYT merkezlerinde en ¢ok tercih edilen, hiicre igine girebilen kriyoprotektan madde
DMSO 'dur (Miyagi ve ark., 2015; Pegg, 2007; Tae Hoon Jang ve ark., 2017; Yong
ve ark., 2015).

Hiicre disinda kalan kriyoprotektanlar ise, hiicre zarinda ozmotik basing
degisikliklerini korumak amaciyla kullanilirlar. Ayni zamanda ¢ozme islemi

gerceklestirilirken hiicrenin sisip patlamasmi engellerler (Delilbasi, 2008). UYT
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merkezlerinde en ¢ok tercih edilen, hiicre disinda kalan kriyoprotektan madde

suikrozdur.

Tablo 4. Genellikle kullanilan kriyoprotektan ajanlar ve kullanim alanlari (Tae Hoon Jang ve ark, 2017)

Kriyoprotektan ajan

Membran
gecirgenligi

Olas toksisite

Kullanilan kriyoprezervasyon alanlari

Hiicre Bankasi serisi

Evet

Bilinmiyor
DMSO’dan daha az

Kok hiicre kokenli adipoz doku
Amniyotik sivi

Kemik iligi

Memeli hiicreleri

Sinovyum

Dimetilsulfoksit
(DMSO)

Evet

Hiicre membran toksisitesi

Kalp atig hizinda azalma

Adiposit doku

Kemik iligi

Dental pulpa

Embriyo (etilen glikol veya proplen
glikol ile birlikte)

Embriyonik kok hiicre (yalniz veya
EG ile birlikte)

Hepatosit

Mikroorganizmalar

Oosit (EG ile birlikte)

Trombosit

Dis

Testikiiler hiicre ve dokular

Etilen glikol (EG)

Evet

Gastrotestinal irritasyon
Akciger 6demi

Akciger inflamasyonu

Amniyotik sivi
Dental pulpa

Gliserol

Evet

Bobrek yetmezligi

Amniyotik sivi
Mikroorganizmalar
Dis

Spermatozoa
Kirmizi kan hiicresi

Trehaloz

Hayir

Goreceli olarak daha az toksik

Kok hiicre kokenli adipoz
doku(vitrifikasyon ile birlikte)
Embriyo (vitrifikasyon ile birlikte)
Kirmizi kan hiicresi

Over dokusu(vitrifikasyon ile
birlikte)

Spermatozoa

Kok hiicre(proplen glikol ile
birlikte)

Proplen glikol

Evet

Fare zigotlarinin gelisimsel
potansiyelinde bozulma

. Embriyo
e Hepatosit
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Klinik ve preklinik alanda kriyoprezervasyon tekniginin sayisiz kullanimi
olmasma ragmen, bazi kisitlamalar hala mevcuttur (Karlsson ve Toner, 1996;Tae
Hoon Jang ve ark., 2017). Hiicreler, diisiik sicaklikta (-196 ° C, siv1 azotta) neredeyse
hi¢cbir metabolik aktivite gostermez. Bu siire¢ kag¢inilmaz olarak, lipidlerde ve
proteinlerde hiicre ile baglantili degisikliklerin biyolojik varyantlarma yonelik
genetik bir sapma da dahil olmak iizere, hiicrenin etkinlik ve yapisal bozulmasina
neden olabilir. Ornegin, DMSO'nun hiicrelerin kromozom stabilitesini
degistirebilecegi ve bunun da tiimor (kanser) olusumuna neden olabilecegi ihtimalini
tasir Kullanilabilecek kriyoprotektan miktar1 diisiik tutulabilse hiicreler mitkemmel
bir sekilde korunurdu. Ancak, kriyoprezervasyon isleminin kriyoprotektan
kullanilmadan veya diisiikk konsantrasyonlarda kullanimi ile gergeklestirilmesinin
hiicre ve doku boyutunda olusturdugu hasar nedeniyle bu miimkiin olmamakta,
uygulanan yontemlerde en diisiik konsantarsyonda kriyoprotektan ve hiicre/doku
viabilitesinin en iyi korundugu yontem tercih edilmektedir (Jenkins ve ark., 2012;

Yong ve ark., in press).

2.3.3. Uremeye Yardimer Tedavi Uygulamalarinda Kriyoprezervasyon

UYT merkezlerinde fertilite koruma amagli ve/veya farkli endikasyonlarla
tedavi programina alinan infertil ¢iftlerin germ hiicrelerinin, gonad dokularinin ve
embriyolarinin saklanmasi kriyoprezervasyon yontemi ile gerceklestirilmektedir

(Francisca, 2017; Hamish ve ark., 2004;Strauss ve Barbieri, 2013).

2.3.3.1. Sperm Kriyoprezervasyonu

Gelisen teknoloji ve artan ihtiyaclar dogrultusunda UYT merkezlerinde sperm
kriyoprezervasyonu i¢in basvuran hasta sayis1 giderek artmaktadir. 1990’11 yillarda
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunun (ICSI) uygulanmasi ile erkek infertilitesinde
yeni bir ¢cag baslarken, cerrahi yolla epididimal veya testikiiler sperm eldesi ve batili
ilkelerde dondr sperm kullanilmast spermin dondurularak saklanmasini zorunlu hale
getirmis ve sperm kriyoprezervasyonunun hizli bir sekilde gelismesini saglamistir
(Cincik, 2003; Veeck ve ark., 1993). Sperm kriyoprezervasyonu ilk kez 1949 yilinda
Polge ve arkadaslar1 (1949) tarafindan kriyoprotektan olarak gliserol kullanimi ile

gerceklestirilmistir. Sperm kriyoprezervasyonu sonrasi elde edilen ilk gebelik ise
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dondurulan dondr spermlerin intrauterin inseminasyonu ile 1954 yilinda Bunge ve
arkadaglar1 tarafindan elde edilmistir (Bunge ve ark., 1953). Kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapi ilaglar1 veya radyoterapinin erkek iireme sistemi {izerinde
kalic1 hasarlar biraktig1 bilinmektedir (Marvin, 2013). Dolayisiyla infertil erkeklere
uygulanan sperm kriyoprezervasyonunun yani sira, puberte Oncesi ¢ocuklar veya
partneri olmayan hastalara kemoterapi-radyoterapi ve/veya cerrahi tedavi oncesi ve
sonrasinda fertilitenin korunmasi amaciyla gonad dokusu ve/veya sperm
kriyoprezervasyonu yapilmaktadir. Ureme sagligmin korunmasi, kemoterapi ve
radyoterapi alan hastalarin yasam kalitesini garanti altina almak i¢in biiyiik dnem
tagir (Thomson ve ark., 2003). Ayrica kimyasal veya fiziksel toksisite, hastalik veya
genetik yatkinlik herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir ve germ hiicrelerinin azalmasina
ya da yok olmasina neden olabilir. Bu endikasyonlara sahip erkek hastalarin germ
hiicrelerinin, gonad dokularinin kriyoprezervasyonu ileriki donemlerde ¢ocuk sahibi

olabilmeleri igin bir sans olusturmaktadir.

2.3.3.1.1. Sperm Kriyoprezervasyon Protokolleri; Kriyoprotektanlar,
Tasiyicilar

Kriyoprezervasyon yonteminde kullanilan kriyoprotektanlar, tasiyicilar ve
kullanilan yontemin biiyiik 6nemi vardir. Cézme islemleri de hiicre viabilitesi
agisindan  biiyiik  titizlikle  yapilmalidir.  UYT  merkezlerinde — sperm
kriyoprezervasyonu i¢in kullanilan tek bir protokol yoktur. Yavas dondurma ve
vitrifikasyon yontemlerinin kullanildig1 bir¢cok calisma mevcuttur (Bunge ve ark.,
1953; Francisca, 2017; Hamish ve ark., 2004; Picton ve ark., 2015; Polge ve ark.,
1949;Strauss ve Barbieri, 2013). Sperm kriyoprezervasyonunda yaygin olarak
kullanilan yontem vitrifikasyondur. Vitrifikasyon yontemi ile hiicre viabilitesi,
motilitesi ve konsantrasyonunun daha iyi korundugunu rapor eden bir¢ok ¢aligma
mevcuttur (Grangade, 2013; Hamish ve ark., 2004;Strauss ve Barbieri, 2013). Tercih
edilen kriyoprotektanlarin biiyiik boliimii stikroz icerikli ticari soliisyonlardir (Morris
ve ark., 1999).

Sperm kriyoprezervasyonu yaygin olarak vitrifikasyon ile gerceklestirilse de,
kriyoprezervasyon tastyicilart farklilik gostermektedir (Cohen ve ark.,1996; Endo ve
ark., 2011; Gil-Saolm ve ark., 2000; Herrler ve ark., 2006; Isaev ve ark., 2007;
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Kadioglu ve ark., 2011; Lane ve ark.,, 1999; Serini ve ark., 2008). Sperm
konsantrasyonu yiiksek olan hastalarin spermlerinin dondurulmas: kolay ve
uygulanabilirdir. C6zme sonrasi olusan viabilite, motilite ve konsantrasyon azalmasi,
sperm konsantrasyonu yiiksek olan hastalarda g6z ardi edilebilir. Diisiik
konsantrasyonda ya da smirli sayida spermi olan hastalarda ise bu Oonemli bir
kayiptir.  Yiiksek konsantrasyonlu semen Ornekleri yiiksek  hacimlerde
saklanabilirken, diisiik konsantrasyonlu semen Orneklerinin ise diisiik hacimlerde
saklanmas1 pratik uygulamada daha etkin olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda
sperm kriyoprezervasyonunda vialler kullanilmaktadir. Bu uygulama, pratik
kullanimda numune tanklarinda ¢ok yer kaplamasi ve kullanilmak iizere ¢oziilen
yiksek voliimdeki materyalin tamaminin kullanilmamasi durumunda, numunenin
tekrar dondurulmasi gerekliligi de gozoniine alindiginda hem maliyetli olmakta hem
de numune kaybina neden olmasiktadir. Diisiik voliimlii orneklerde bu hiicre

kaybinin fazlaligi aragtirmacilari farkli tastyicilarin kullanimina yoneltmistir (Tablo
5).
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Tablo 5. Diisiik hacimde sperm kriyoprezervasyonu i¢in kullanilan tagiyicilar (Grangade, 2013)

Tasiyicl Avantajlari Dezavantajlari Yorumlar
Bos zona Muamele etmesi kolay insan veya insan olmayan biyolojik materyal Bagarili gebelik
(fare hamster
veya insan) Sperm geri doniisii ve sag kalim Yogun is giicii
Mikromanipulasyon gerektirir
Zona kilifin hazirlanmasi zor
Cryoloop Piyasadan temin edilebilir Yogun is giicii Bagaril gebelik
Mikromanipulasyon gerektirir
Mini strawlar Kolay ve basit teknik Diisiik hacim veya sayida sperm i¢in uygun degil | Oligospermik
Agik-strawlar Srneklerde
kullanilabilir

ICSI pipeti

Piyasadan temin edilebilir

Her IVF laboratuvarinda bulunur

Kirilgan cam materyal
Depolanmasi zor

S1vi nitrojende tutulmasi zor

Raporlanmis gebelik
yok

Mikrodropletler

Kolay ve basit teknik

Depolanmasi zor
S1v1 nitrojende tutulmasi zor

Svi nitrojende depolanan kiiltiir kaplari
kirilabilir

Degisiklik gosteren geri doniis oranlari

Basarili gebelik

Otoritelerce kabul
gormedi

Volvoks kiire algi

Ucuz

Ulasilabilir

insan olmayan biyolojik materyal
Yogun is giicii

Hazirlanmasi zor

Klinik insan
uygulamalarma uygun
degil

Alginat damlalar
Agaroz mikrokiireler

Tastyici olarak soy polimerler

kullanilir

Cok yogun is giicii

Raporlanmig kimyasal
gebelik yok

Cryotop

Piyasadan temin edilebilir

Kolay kullanim ve yiikleme

Sperm geri doniisii ve
sag kalimi bos zona ile
aynt
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Cohen ve arkadaslarinin (1997) yaptig1 bir ¢alismada az sayida sperm 6rnegi
bos zona pellisuda i¢inde saklanabildigini bildirmislerdir (Sekil 5). Lane ve
arkadaslar1 (1999) embriyo saklamada kullanilar cryo looplar: diisiik hacimde sperm
materyalinin depolanmasinda kullanmiglar ve rapor etmislerdir. Bu tekniklerde;
yogun is glicli, fazla zaman ve manipulasyon gerektirse de az sayida sperm
kriyoprezervasyonu icin bir firsat sunmaktadir. Bos zona pellusida ve cryo loop
tekniklerinde oldugu gibi az say1 ve hacimdeki dondurulmus sperm materyalinin
depolanmasinda mikrodroplar (Gil-Saolm ve ark., 2000; Serini ve ark., 2008), agaroz
mikro kiireler (Herrler ve ark., 2006; Isaev ve ark., 2007) ve cryotoplarin (Endo ve

ark., 2011) kullanildig1 ve diisiik hacimde etkinligi bildirilmistir.

Sekil 5. Empty zona i¢inde sperm kriyoprezervasyonu (Cohen ve ark., 1997).

Sperm dis1 diger hiicrelerin ve dokularin kriyoprezervasyonu sonrasi
kullanilan farkl tasiyicilarin degerlendirildigi bir calismada, ovaryan doku ornekleri
kiiclik parcalara ayrilarak elektron mikroskobik preparasyonda kullanilan bakir
gridleri iizerinde dondurulmustur (Sekil 6) (Kadioglu ve ark., 2011).

Sekil 6. Kriyoprezervasyon tastyicilar (a. agoroz mikro kiire iginde sperm kriyoprezervasyonu, (Herrler ve ark., 2006, Isaev ve
ark., 2007) b. cryoloop iizerinde sperm kriyoprezervasyonu(Endo ve ark., 2011), c. elektron mikroskobu bakir gridleri tizerinde
over kriyoprezervasyonu (Kadioglu ve ark., 2011).
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2.3.3.1.2. Sperm Kriyoprezervasyonunun Etkinliginin Degerlendirilmesi

Kriyoprotektanlar ile ilk etkilesim, 0°C'nin altindaki sicakliklara kadar
dondurma ve saklama, ¢6zme islemi ve kriyoprotektanlarin ortamdan
uzaklastirilmasi; kriyoprezervasyon gergeklestirilirken dikkat edilmesi gereken
onemli agamalardir. Kriyoprezervasyon i¢in en uygun saklama sicakligt sivi nitrojen
sicakligr olan -196°C 'dir. Bu sicakliga ulasildiktan sonra gegen siirenin viabiliteyi
etkilemedigi  gosterilmistir  (Cincik,  2003;  Delilbasi,  2008).  Sperm
kriyoprezervasyonu sirasinda olusabilecek hasarlar ya diisiik sicakligin dogrudan
etkileri ya da buz olusumuna bagh fiziksel degisikliklerden kaynaklanabilmektedir.
Ani 151 kayb1 membran gecirgenligindeki hiicre iskeleti yapisindaki degisimlerden
kaynaklanmaktadir (Elder ve Dale, 2013).

Sperm, yiiksek membran akiskanligi nedeniyle vitrifikasyondan dolay1
olusabilecek hasarlara duyarli degildir. Bu membran akigskanligini hiicre zarindaki iki
sirali doymamis yag asitleri ile saglanmaktadir. Hiicre i¢i sivi yogunlugunun az
olmasi nedeniyle kriyoprotektan hasarindan etkilenmemektedir (Meryman ve ark.,
1977). Dondurma hasarlar1 ¢6zme sonrasinda spermin motilitesini ve fertilizasyon
kapasitesini olumsuz yonde etkilenmektedir. Dondurulan spermlerin ancak %350'si
motilitelerini korumaktadirlar (Tunali, 2011). Bu olumsuz etkileri en aza indirmek ve
canli-motil sperm sayisini en yiiksek oranda tutabilmek icin diisiik hacimde sperm
kriyoprezervasyonu dnerilmektedir. Sperm konsantrasyonu ve motilitesi diisiik olan
ornekler i¢in en ideal saklama kosulu diisiik konsantrasyonda, fakat fazla sayida
ornek saklayabilmektir (Gangrade, 2013). Optimal saklama kosullar1 saglandig
takdirde, kriyoprezervasyon siiresinin uzunlugu sperm kalitesini etkilememektedir
(Kadioglu, 2011). Sperm kriyoprezervasyonu kolay uygulanabilir olsa da ¢6zme
sonrast hiicre kayiplari, viabilite ve motilitede azalma meydana gelmektedir
(Gangrade, 2013). Testikiiler sperm kriyoprezervasyonunda da ¢6zme sonrasi sperm
kayiplari, viabilite ve motilitede azalma fazladir. Testikiiler materyalde az sayida
sperm bulundugundan ¢6zme sonrasi kayiplar nemlidir (Grangade, 2013).

Embriyoloji ve androloji laboratuvarlarinda rutin uygulamada spermin
viabilitesi Oncelikli olarak motilite 6zelligi dikkate alinarak degerlendirilir (Delilbast,
2008; Nordhoff, 2015; WHO, 2010). Bununla birlikte immotil spermlerin viabl

oldugu ve oositi fertilize etme potansiyelinde oldugunu rapor eden c¢aligmalar
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mevcuttur (Curi ve ark., 2003; Enginsu, 2010; Khalili ve ark., 1999). Ejakulattaki
immotil spermlerin (Barros ve ark., 1998; Kahraman ve ark., 1996; Nijs ve ark.,
1996; Vandervorst ve ark., 1997; Wang ve ark., 1997) ve testisten elde edilen
immotil spermlerin(Nijs ve ark., 1996; Kahraman ve ark., 1997; Shulman ve ark.,
1999)kullanildig1 ve bu spermlerin oositleri fertilize edip canli dogum elde edildigi
raporlanmistir. Immotil spermlerin canli olup olmadigim degerlendirmek klinik
acidan onemlidir (WHO, 2010). Motilitenin olmadig1 hastalarda, immotil spermlerin
canliliginin tespiti icin birgok test uygulanabilmektedir (Nordhoff, 2015). immotil
sperm hiicrelerinin viabilitesi vital boyalarin kullanimiyla veya uygulanan teste gore
boya tutma ozelligi veya hipotonik sisme testi (HOS) ile degerlendirilir (WHO,
2010). Bu testlerde hiicre membran biitlinliigli degerlendirilmektedir. Hasarli
membrana sahip sperm hiicrelerine uygulanan vital boyalar (eozin-Y, eozin-
negrozin) hiicre membranindan geger. Boylelikle boyanma o6zelliklerine gore
hiicrenin canli olup olmadiklar1 degerlendirilir. Bu teknik uygulanan hiicrelerin
invitro fertilizasyon (IVF) ya da intrasitoplazmik sperm ejeksiyonu (ICSI) i¢in
kullantm1 miimkiin degildir, hiicre bu islemden sonra imha edilmektedir. ICSI
uygulamalarinda immotil spermin viabilitesi HOS testi ile degerlendirilir. Bu teknik
canli hiicrelerin hipotonik sivilarda sismesi ilkesine dayanir(WHO, 2010).

HOS testi saglam hiicre membraninin yar1 gegirgen 6zelliginden yararlanarak
hipoozmolar bir ortamda spermin i¢ine su alarak sismesi ve kuyruk boliimiinde
kivrilma esasina dayanir. Spermlerin boyanmasindan kacinildigr ve canlilifindan
emin olunduktan sonra kullanilmasi gerektigi durumlarda, sperm segerken, toksik

etkisinin olmamasi nedeniyle HOS testi giivenle kullanilabilir (Ok ve ark., 2008).

2.4. Calismanin Amaci

Fertilitenin korunmasi amaciyla ya da UYT uygulamalarinda sperm
sayisinin az oldugu olgularda sperm hiicreleri dondurularak saklanmaktadir. Bu
hastalarda ¢ogunlukla sperm konsantrasyonu diisiik olmakta, dolayisiyla dondurup
¢ozme sonrasi hiicre kaybi basar1 sansimi diigsiirmektedir. Ayrica bu hastalara
uygulanacak tedavi yaklasimlarinda (6zellikle ICSI uygulamalarinda) kullanilacak

sperm materyalinde konsantrasyondan ziyade viabilite ve motilitenin korunmasi 6n
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plana ¢iktig1 i¢in, sperm materyalini diisiik konsantrasyonlarda dondurup saklayacak
efektif bir yontemin varligi klinik pratikte 6nem arzetmektedir.

Bu ¢alismada; normal ve diisiik sperm konsantrasyon ve/veya motilitesine
sahip hasta semen 6rneklerinin kiiglik voliimler halinde mikroskobik preparasyonda
kullanilan bakir gridler {izerinde vitrifikasyonu ve ¢dzme sonrast sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve viabilitesini degerlendirerek bu teknigin gecerliligini

arastirmak amaclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Etik Kurul Onay1

Calismanin gerceklestirilebilmesi icin Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 01 Kasim 2016 tarihli 2016-18/34 sayil1 karart ile onay
almmustir. Calismanin tiim asamalar1 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Uremeye
Yardimci Tedavi Merkezi’'nin Embriyoloji ve Androloji Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. UYT merkezine spermiyogram analizi ve UYT uygulamasi
amaciyla bagvuran 33 hastanin semen 6rnegi, hastalardan caligmaya katilimlari i¢in
sozlii bilgilendirme yapildiktan ve goniillivhasta katilim formu alindiktan sonra

calisma kapsamina alinmustir.

3.2.Semen Orneklerinin Simflandirilmasi ve Hasta Se¢imi

Calisma kapsamina Nisan 2017- Haziran 2017 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi UYT merkezine bagvuran spermiyogram hastalarma ve
ICSI tedavisine aliman hastalarin islem sonrasi artan semen Ornekleri alindi.
Hastalarin semen ornekleri; sperm konsantrasyonu ve motilite oranina goére 4 gruba
ayrildi. 12 adet normozoospermik (Diinya Saglik Orgiitiince belirlenmis
parametreler: semen volimii 1,5 ml’den fazla, en az 15mil/ml sperm
konsantrasyonunda, en az %40 hareketli spermi bulunan ve morfolojik olarak %4
normal sperme sahip hastalar), 4 adet oligozoospermik (15 mil/ml den az sperm
konsantrasyonuna sahip olanlar), 8 adet astenozoospermik (hareketli sperm sayisi
%A40’tan az olan hastalar) ve 9 adet oligoastenoteratozoospermik (OAT) (1,5 ml den
az semen voliimii, 15mil/ml’den az sperm konsantrasyonunda, %40’tan az hareketli
spermi bulunan ve morfolojik olarak %4’ten az normal sperme sahip hastalar)

calismanin klinik alt gruplarini olusturdu (Sekil 7).
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[ Normozoospermik olgular
| 12 hasta

[ Oligozoospermik olgular
(4 hasta

[ Astenozoospermik olgular
| 8 hasta

OAT
9 hasta

\. J/

Sekil 7. Calismaya dahil edilen hasta gruplari ve sayilari

Herbir hastanin semen ornegi ikiye ayrildi. Semenin yarisi yikama islemi
uygulanmayan, islem gérmemis semen materyalini (Grup 1), diger yaris1 dansite
gradient yontemi ile yikanmig semen materyalini (Grup 2) olusturdu. Bu iki ana grup
taze, vitrifikasyon uygulanmayan Ornek (1 kontrol, 2 kontrol), vitrifikasyon
isleminde kriyoprotektan kullanilmayan (1a, 2a) ve kullanilan (1b, 2b) gruplar olmak
tizere li¢ alt gruba ayrild1 (Sekil 8).

Dansite-gradient
yontemi ile ytkanmig
semen ornekleri

(Grup 2)

Islem gérmemis semen
ornekleri

(Grup 1)

Yikanmis taze
L 1 semen Ornegi

Grup 2 kontrol

Taze semen Ornegi
Grup 1 kontrol

Vs

] Kriyoprotektan (-) H Kriyoprotektan (-)
Grup la Grup 2a
p
L Kriyoprotektan (+) ] Kriyoprotektan (+)
Grup 1b Grup 2b

Sekil 8. Teknik Gruplar
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3.3. Semen Orneklerinin Hazirlanmasi

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi UYT merkezine spermiyogram analizi i¢in
bagvuran hastalardan ve UYT baslanmis, yumurta toplama giinii gelen erkek
hastalardan, 3 giin cinsel perhiz sonrasi semen 6rnegi alindi. 30 dakika likefaksiyon
stiresinin dolmas1 beklendikten sonra Ornekler konik santrifiij tiipiine alinarak,
hacimleri kaydedilip sperm sayma kamarasi ile konsantrasyon ve motilitesi
degerlendirildi. Spermiyogram hastalarinin semen Orneklerinin tamami semen
parametrelerinin degerlendirilmesi sonrasi ¢alismaya dahil edildi. ICSI uygulamasina
alinacak hastalara ait semen Orneklerinin yarisi, semen parametreleri
degerlendirildikten sonra, yikama islemi yapilmadan ¢aligmaya alindi. Semenin diger
yarist dansite-gradient yontemi ile yikandiktan sonra ICSI isleminde kullanilarak,

artan materyal ¢alismaya dahil edildi.

3.3.1.Dansite-Gradient Yontemi ile Yikama

Semen oOrnekleri likefaksiyon sonrasi, voliimiine gore farkli sayida konik santrifiij
tiiplerine boliinerek (her tiipte 1ml semen olacak sekilde), filtre gorevi yapan farkh
%40 ve %80 konsantrasyondaki gradient soliisyonlart ile yikandi (SpermGrad,
Vitrolife, Isvicre). Konik tiipe dnce yiiksek konsantrasyonda gradient soliisyonu
(%80) konuldu, onun iizerine diisikk konsantrasyonda gradient soliisyonu (%40), en
iiste semen Ornegi eklendi. Semen ve soliisyonlarn tlipe yiiklenmesi esnasinda
birbirine karismamasina dikkat edildi. Tiipler 15 dakika 500 g’de santrifiij edildi.
Stipernatantlar pastor pipeti yardimi ile atilarak, tiipiin dibinde kalan pelletler birbiri
lizerine eklenerek tek tiipte birlestirildi. Uzerine 3 ml yikama soliisyonu
(SpermRinse, Vitrolife, Isvigre) eklenen pellet pipetlenip homejen hale getirildikten
sonra 10 dakika 300 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atilarak, pellet
tizerine 3 ml yikama soliisyonu eklendi ve 10 dakika 300 g’ de santrifiij edildi.
Stipernatant atildi, kalan 0,5 ml pellet 5 mI’lik tiipe alinarak, 37°C, %5 CO2 ve %99
nem ortami olusturan inkiibatorde bekletildi (Sekil 8).
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SANTRIFUY

Semen
- B — immaotil
Ust faz %640 spermler
— konsantrasyon = ve seminal
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Sekil 9. Dansite-gradient yontemi

3.4. Vitrifikasyon Islemi

Semen orneklerinden elde edilen yikanmamis (Grupl) ve dansite-gradient
yontemi ile yikanmis (Grup 2) numunelerin Grup 1 ve 2 kontrol gruplarinin
degerlerini belirlemek amaciyla makler kamara ile konsantrasyon ve motilitesi
degerlendirildi ve her iki grupta numuneler Grup la-1b ve Grup 2a-2b’yi olusturmak
tizere ikiser alt gruba ayrildi. Alt gruplardan birine kriyoprotektan kullanilmadan
(Grup la ve Grup 2a), digerine kriyoprotektan kullanilarak (Grup 1b ve Grup 2b)

vitrifikasyon islemi uygulandi.

3.4.1. Kriyoprotektan kullanmilmayan gruplarin vitrifikasyonu

Likefiye semen Orneklerinden (Grup la) ve yikanmis semen Orneklerinden
(Grup 2a) ayr1 ayr1 10 pl alindi, bakir gridler iizerine yiiklendi ve likit nitrojen igine
batirildi. Likit nitrojen i¢inde bulunan, hastanin adi-soyadi, vitrifikasyon tarihi ve
caligma grubu yazilarak etiketlenen vialler i¢ine gridler ge¢irildi (vial igine gridlerin
konulmas1 islemi likit nitrojen i¢inde gercgeklestirildi). Her hastanin tiim gruplarina
ait vitrifiye edilen semen Ornekleri i¢in birer grid kullanildi. Likit nitrojen iginde
bulunan vial, yine likit nitrojen i¢inde, hastanin adi-soyadinin, tarihin ve c¢alisma

grubunun yazildig1 kanelere takilarak saklanmak iizere likit nitrojen tankina konuldu.

3.4.2. Kriyoprotektan kullanilan gruplarin vitrifikasyonu
Kriyoprotektan kullanilan gruplarda, vitrifikasyon protokoliinde hazir ticari

kit kullanildi (Freezing Medium, Irvine Scientific, Holanda). Vitrifikasyon Kitinin
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kullanma talimatina uyularak, -20°C de saklanan kit 6nce oda sicakligina getirildi,
ardindan 5 ml’lik tiiplere ortalama 0,5 ml olacak sekilde esit miktarda boliindii.
Ihtiyag fazlas1 tiipler tekrar -20°C’de muhafaza edildi.

Likefiye semen orneklerinden (Grup 1b) ve yikanmis semen Orneklerinden
(Grup 2b) ayr1 ayr1 5 pl alindi ve lam {izerine konuldu (Sekil 10). Numune iizerine
ayri ayrt 5 ul kriyoprotektan eklenip mikropipet ile pipetaj yapilmak sureti ile
kanistirildi. 10 pul’lik karisimlar farkli bakir gridler iizerine yiiklendi ve likit nitrojen
icine batirildi. Likit nitrojen i¢inde bulunan, hastanin adi-soyadi, vitrifikasyon tarihi
ve calisma grubu yazilarak etiketlenen vialler i¢ine gridler gecirildi (vial igine
gridlerin konulmasi islemi likit nitrojen i¢inde gergeklestirildi). Likit nitrojen ig¢inde
bulunan vial, yine likit nitrojen i¢inde, hastanin adi-soyadinin, tarihin ve calisma

grubunun yazildigi kanelere takilarak saklanmak iizere likit nitrojen tankina konuldu.

3.5. Numunelerin Grid Uzerine Yiiklenmesi

Dondurulan materyalin likit nitrojen i¢inde depolanmasi amaciyla tasiyici olarak
kullanilan bakir gridler (200 mesh), vitrifikasyon Oncesi gazli bez icine yerlestirildi
ve sterilizasyon initesine gonderildi. Vitrifikasyon ve grid tlizerine yiikleme iglemi
embriyoloji ve androloji laboratuvarlarinda ¢alisma kabini i¢inde gergeklestirildi. Saf
semen yada kriyoprotektan ile karistirilmis semen Ornekleri mikropipet yardimiyla
bakir gridler lizerine yerlestirilerek, hemen likit nitrojen i¢ine batirildi (Sekil 10, 11).
Numune yiiklenmis gridler likit nitrojen i¢inde bekletilen etiketlenmis (Sekil 12)

cryovialler i¢ine alindi.

Sekil 10. Semen drobu ve kriyprotektan drobunun karistirilmast ve semen drobunun mikropipet yardimiyla grid {izerine

yiiklenmesi
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Sekil 11. Vitrifikasyon oncesi grid tizerine yiiklenen semen 6rnegi ve grid lizerine yiiklenen semen 6rneginin vitrifikasyon

sonrast (likit nitrojene batirilmis) goriiniimii

Sekil 12. Grid depolamada kullanilan, etiketlenmis cryovialler

Calisma gruplarina yapilan islemler asagida verilmistir;

Grup 1; Likefaksiyon sonras1 yikanmamig semen

Grup 1 kontrol; Likefiye olmus,vitrifikasyon oncesi saf semen

Grup la; Saf semen+ grid iizerine yiikleme-+likit nitrojende depolama

Grup 1b; Saf semen-kriyoprotektan karisimi+ grid tizerine yiikleme-+likit
nitrojende depolama

Grup 2; Likefiye olduktan sonra dansite-gradient yontemi ile yikanmis semen

Grup 2 kontrol; Likefiye olmus, yikanmis, vitrifikasyon 6ncesi saf semen
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e Grup 2a; Yikanmis semen+ grid iizerine yiikleme-+likit nitrojende depolama
e Grup 2b; Saf semen-kriyoprotektan karisimi+ grid iizerine yilikleme+likit

nitrojende depolama

3.6. Dondurulan Semen Orneklerinin Coziilmesi

Androloji laboratuvarindaki calisma kabini i¢inde, hastanin adi-soyadi ve grup
ad1 yazilarak etiketlenmis steril 500 ul’lik eppendorf tiipleri 1sitilmis tasiyict bloga
yerlestirildi. Eppendorf tiiplerine 80 pl fertilizasyon soliisyonu (G-IVF, Vitrolife,
Isvigre) eklendi (Sekil 13). Likit nitrojen igeren saklama tankinda muhafaza edilen

vialler azot dolu strafor kaba alinarak ¢alisma kabinine tasindi.

Sekil 13. Eppendorf tiiplerin ¢dzme iglemi i¢in hazirlanmasi

Likit nitrojen igeren vialler i¢indeki gridler, penset yardimu ile viallerden alinip
eppendorf tiipleri i¢indeki kiiltiir soliisyonuna kondu (Sekil 14). Bakir grid eppendorf
tiipiiniin dibine diisene kadar vorteks yardimu ile diisiik hizda calkalandi.

Sekil 14. Gridlerin eppendorf tiiplerine aktarilmasi
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3.7. Cozme Sonras1 Sperm Konsantrasyon, Motilite ve Viabilitesinin
Degerlendirilmesi
Kiiltiir soliisyonu ve iginde ¢dziilen sperm materyalinin iyice karigmasi

saglandiktan sonra, karistmdan 20ul alinarak makler sperm sayma kamarasina
damlatild1 ve sperm konsantrasyonu ve motilitesi degerlendirilip kaydedildi.

Immotil spermlerin viabilitesini degerlendirmek amaciyla, kiiltiir soliisyonu
icindeki spermler ICSI kabina drop halinde yayildi ve HOS testi ile hareketsiz
spermlerin viabilitesi tayin edildi (Sekil 15).

P
Hog () —

Grup 1 a O OGFU{J?E
e Qo

Sekil 15. Hazirlanan ICSI kabmin sematik ¢izimi

Herbir hastaya ait 4 calisma grubunu olusturan sperm 6rnekleri ayn1 ICSI kabinda
degerlendirildi. ICSI kabina spermlerin mikroenjeksiyon pipeti kullanilarak
tasinmasini kolay saglamak ve spermlerin pipete yapismasini Onlemek amaciyla
polyvinilprolidon (PVP) drobu ve hipoosmotik soliisyon drobu (HOS; 1:1 kiiltiir
soliisyonu ve distille su) olusturuldu. Ayn1 hastaya ait Grup la, Grup 1b, Grup 2a ve
Grup 2b protokolii uygulanmis 6rneklere ait sperm droplar1 ICSI kabina Sekil 16’da
gosterildigi sekilde yerlestirildi.

Inverted mikroskop yardimiyla, ICSI kabindaki sperm droplarindan, 4 gruba ait
droplarin herbirinden toplanan 100 tane immotil sperm mikroenjeksiyon pipeti
yardimiyla HOS drobuna alindi. Sperm kuyruk yapisindaki degisiklikler
degerlendirilerek, sperm viabilitesi yilizdesi kaydedildi. Kuyrugu kivrilan spermler
canlt olarak, kuyrugunda degisiklik olmayan spermler 6lii olarak degerlendirildi
(Sekil 16). Canli spermlerin sayis1 ile degerlendirilen 100 adet sperm oranlandi ve

viabilite her grup i¢in ayr1 ayr1 hesaplanda.
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; b. HOS pozitif ve negatif
a. HOS pozitif ve HOS negatif spermler spermlerin yan vana gériiniimii

Sekil 16. HOS pozitif ve HOS negatif spermlerin degerlendirilmesi a. HOS pozitif ve HOS negatif spermler b. HOS pozitif ve
negatif spermlerin yan yana goriiniimii

Total viabilite hesaplamalar1 ise immatiir spermlerin viabilitesi
degerlendirildikten sonra;
Total Viabilite= %Motil sperm + (%Immotil sperm x %HOS(+) sperm)denklemine

gore hesaplandi.

3.8. istatiksel Analizler

Istatiksel analizler SPSS version 16.0 (IBM, 2016) analiz programi ile
gerceklestirildi. Ikili karsilastirmalar T-test ve Mann Whitney U testi kullanilarak
yapild1 ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Gruplarin birlikte karsilagtirilmasinda
Kruskal Wallis testi kullanildi ve p<0.008 anlamli kabul edildi. Gruplar arasi

korelasyon Pearson ve Sperman korelasyon testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yikama Oncesi ve Sonrasi Sperm Konsantrasyon ve Motilitelerinin
Karsilastirmasi

Calisma kapsaminda 33 hastanin semen Ornegi degerlendirildi. Orneklerin
konsantrasyon ve motiliteleri, dansite gradient yontemi ile yikanmadan 6nceki (Grup
1 kontrol) ve sonraki (Grup 2 kontrol) gruplar ile kriyo sonrasi gruplara ait ortanca,
minimum ve maksimum degerleri Tablo 6’da verildi. Gruplar aras1 konsantrasyon ve
motilite karsilagtirmasi ve p degerleri Tablo 7’ de verildi.

Hastalara ait semen Orneklerinin yikama Oncesi ve yikama sonrasi
konsantrasyon ve motilitelerinin istatiksel degerlendirmeleri Wilcoxon testi
kullanilarak yapildi. Tim Ornekler klinik alt gruplar1 dikkate alinmaksizin
degerlendirildiginde Grup 1 kontrol ve Grup 2 kontrol konsantrasyon degerleri ve
motilite oranlart arasinda anlamli farklilik goriilmedi (sirastyla p=0,87 ve p=0,17)

(Tablo 6 ve Tablo 7).

4.2. Yikanmamis Orneklerin Kriyoprezervasyon Oncesi ve Sonrasi
Konsantrasyon ve Motilitelerinin Karsilastirmasi

Calismaya katilan Grup 1 kapsaminda degerlendirilen 33 islenmemis semen
Oorneginin kriyoprezervasyon Oncesi ve sonrasi konsantrasyon ve motilitelerinin
Mann Whitney U testi uygulanarak istatiksel olarak karsilastirilmast yapildi.
Degerlendirme Grup 1 kontrol/Grup la ve Grup 1 kontrol/ Grup 1b arasinda yapildi.
Gruplara ait ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri Tablo 6 ve Tablo 7°de
verildi.

Konsantrasyon ac¢isindan bakildiginda, Grup 1 kontrol- Grup la ve Grup 1
kontrol- Grup 1b karsilastirmalarinda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamh
farkliik ~ goriildii.  Islenmemis semen orneklerinin  konsantrasyonlar: kit
kullanilmadan dondurulup ¢oziilen 6rneklerde anlamli olarak diismiistiir (sirasiyla

p<0,001 ve p<0,001).
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Motilitelerin istatistiksel degerlendirilmeleri Mann Whitney U testi
uygulanarak yapildi ve Grup 1 kontrol- Grup la ve Grup 1 kontrol- Grup 1b
karsilastirmalarindaistatiksel olarak anlaml bir farklilik goriildii. Islenmemis semen
orneklerinin motiliteleri kit kullanilmadan dondurulup ¢oziilen 6rneklerde anlamli

olarak diistiigli goriildii (sirasiyla p=0,006 ve p<0,001).

4.3. Dansite Gradient Yoéntemi ile Yikanmis Orneklerin Kriyoprezervasyon
Oncesi ve Sonrasi Konsantrasyon ve Motilitelerinin Karsilastiriimasi

Calisma dahilinde degerlendirilen 33 dansite gradient yontemi kullanilarak
yikanmig semen Orneklerinin kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasi konsantrasyon ve
motilitelerinin Mann Whitney U testi uygulanarak istatiksel olarak karsilastirilmasi
yapildi. Degerlendirme Grup 2/Grup 2a ve Grup 2/ Grup 2b arasinda yapildi.
Gruplara ait ortanca, minimum, maksimum ve p degerleri Tablo 6 ve Tablo 7’de
verildi.

Konsantrasyon acisindan bakildiginda, Grup 2 kontrol- Grup 2a ve Grup 2
kontrol- Grup 2b karsilastirmalarinda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
farklibk  goriildii. Islenmemis semen oOrneklerinin  konsantrasyonlarr kit
kullanilmadan dondurulup ¢oziilen 6rneklerde anlamli olarak diismiistiir (sirasiyla
p<0,001 ve p<0,001).

Motilitelerin istatistiksel ~degerlendirilmeleri yapilirken arasindaki istatiksel
degerlendirme Mann Whitney U testi uygulanarak yapildi ve Grup 1 kontrol- Grup
la ve Grup 1 kontrol- Grup 1b karsilastirmalarindaistatiksel olarak anlamli bir
farklilik gériildii. Islenmemis semen Orneklerinin motiliteleri kit kullanilmadan
dondurulup ¢oziilen 6rneklerde anlamli olarak diistiigii goriildii (sirasiyla p=0,002 ve

p=0,002)

4.4. Kriyoprezervasyon Islemi Uygulanan Orneklerin Cézme Sonrasi
Konsantrasyon, Motilite, Viabilite ve Total Viabilitelerinin Karsilastirilmasi
Cozme sonrasi iglenmemis semen 6rnekleri ve dansite gradient yontemi ile
yikanmis semen Orneklerinin konsantrasyon ve motilitelerinin karsilagtiriimalari
Kruskal Wallis testi kullanilarak, viabiliteleri One-Way ANOVA testi kullanilarak

degerlendirildi. Kruskal Wallis testi sonuglarna gbére konsantrasyonlar
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degerlendirildiginde, gruplar arasinda (Grup la, Grup 1b, Grup 2a ve Grup 2b)
anlamli farklilik goriilmedi (p=0,23). Motiliteler degerlendirmesinde Kruskal Wallis
testi uygulandi ve gruplar arasinda (Grup la, Grup 1b, Grup 2a ve Grup 2b) anlamli
farklilik goriilmedi (p=0,61). immotil spermlerin viabilite degerlendirmeleri One-
Way ANOVA testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda (Grup la, Grup 1b, Grup
(p=0,40). Total
degerlendirmeleri One-Way ANOVA testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda
(Grup 1a, Grup 1b, Grup 2a ve Grup 2b) anlamli farklilik goriilmedi (p=0,33) (Tablo

2a ve Grup 2b) anlamh farklilik goriilmedi viabilite

8). Istatiksel olarak anlamlilk goriilmemesi nedeniyle, gruplar arasinda iKili

karsilastirma yapilmadi.

Tablo 6. Kontrol gruplart ve kriyoprezervasyon sonrasi ¢oziilen drneklere ait ortanca, minimum ve maksimum
degerleri

Gruplar Ortanca (medyan) min-max deger
Grup 1 kontrol 18,00 0,80-112,00
Grup la 1,60 0,03-16,00
Grup 1b 0,60 0,00-15
Konsantrasyon Grup 2 kontrol 14,00 0,00-97,00
Grup 2a 2,40 0,01-12,00
Grup 2b 0,70 0,02-19,00
Grup 1 kontrol 35,00 0,00-43,00
Grup 1a 0,00 0,00-50,00
Grup 1b 0,00 0,00-50,00
Motilite (%) Grup 2 kontrol 11,00 0,00-90,00
Grup 2a 0,00 0,00-31,00
Grup 2b 3,00 0,00-41,00
Tablo 7 Gruplar arast konsantrasyon ve motilitelerin ikili karsilagtirmalar
Gruplar Konsantrasyon Motilite
p degeri p degeri
Grup 1/ Grup 2 0,87 0,17
Grup 1/ Grup la <0,001* 0,006*
Grup 1/ Grup 1b <0,001* <0,001*
Grup 2/ Grup 2a <0,001* 0,002*
Grup 2/ Grup 2b <0,001* 0,002*

Tablo 8. Kriyoprezervasyon sonrasi ¢oziilen drneklere ait konsantrasyon, motilite, viabilite ve total viabilitelerinin ortalama,

standart sapma degerleri ve gruplar arasi karsilagtirma sonucu p degerleri

Grup la Grup 1b Grup 2a Grup 2b p degeri
Konsantrasyon | 1,60(0,03-16,00) 0,60(0,00-15,00) 2,40(0,01-12,00) 0,70(0,02-19,00) 0,23
Motilite 0,00(0,00-50,00) 0,00(0,00-50,00) 0,00(0,00-31,00) 3,00(0,00-41,00) 0,61
Viabilite 25,39(+1,34) 30,60(+1,46) 26,39(+1,32) 29,84(+1,75) 0,40
Total Viabilite | 24,59(%1,33) 30,43(£1,46) 26,40(x1,32) 29,67(%1,75) 0,33
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4.5. Kriyoprezervasyon islemi Uygulanan Orneklerin Cézme Sonras1 Klinik Alt
Gruplara Gore Konsantrasyon, Motilite, Viabilite ve Total Viabilitelerinin
Karsilastirilmasi

Yikanmamis semen Ornekleri ve dansite gradient yontemi ile yikanmis semen
orneklerinin ¢ozme sonrasi klinik alt gruplara gore; konsantrasyon ve motilitelerinin
kargilastirilmalar1 Kruskal Wallis testi kullanilarak, viabilite ve total viabilite
degerlendirmeleri One-Way ANOVA testi kullanilarak degerlendirildi.

Calisma dahilinde normozoospermik olgulara ait 12 hasta numunesi,
astenozoospermik olgulara ait 8 hasta numunesi ve OAT olgulara ait 9 hasta
numunesi degerlendirildi. Oligospermik olgular, hasta sayis1 az olmasi nedeniyle
degerlendirme kapsamina alinmadi. Kruskal Wallis testi sonuglarina gore klinik alt
gruplara gore sperm konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamh
farklilik goriilmedi (swrasiyla p=0,16; p=0,56; p=0,95). Klinik alt gruplara gore
sperm motilitesi degerlendirildirilirken Kruskal Wallis testi uyguland1 ve gruplar
arasinda anlaml farklilik gériilmedi (sirasiyla p=0,73; p=0,13; p=0,79). immotil
spermlerin viabilite degerlendirmeleri One-Way ANOVA testi kullanilarak yapildi.
Klinik gruplar arasinda anlamli farklilik goriilmedi (sirasiyla p=0,37; p=0,55;
p=0,70). Klinik alt gruplarin total viabilite degerlendirmeleri One-Way ANOVA
testi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda anlamli farklilik goriilmedi (sirasiyla
p=0,58; p=0,81; p=0,62). [statiksel olarak anlamlilik goriilmemesi nedeniyle,

gruplar arasinda ikili karsilagtirma yapilmadi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada insan sperm hiicrelerinin kii¢iik voliimler i¢inde bakir gridler
tizerinde vitrifikasyonunun, sperm konsantrasyonu motilitesi ve viabilitesi {izerine
etkisi ve kullanilabilirligi degerlendirildi. Diisilk konsantrasyonlarda sperm
materyalinin yeterli oldugu ICSI uygulamalarinda, konsantrasyonun, motilitenin ve
viabilitenin kabul edilebilir azalmalariyla grid iizerinde vitrifikasyonun olumlu
sonuclart  gosterildi. Bu c¢alisma, literatiirde insan sperm hiicrelerinin
vitrifikasyonunda bakir grid kullanilan ilk ¢aligmadir.

Seminal sivinin, fosfolipidlerden {iretilen toksik etki ile sperm hiicrelerinin sag
kalimini azalttig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Aamdal ve ark., 1965; Pellicer-
Rubio ve Combarnous, 1998; Sias ve ark., 2005). Seminal plazma, genellikle yikama
yontemleri kullanilarak sperm hiicrelerinden uzaklastirilmaktadir (Coloma ve ark.,
2010). Farkli yikama protokollerinde sperm konsantrasyonu, motilitesi, viabilitesi ve
sperm DNA fragmantasyonu oranlarmin degistigi bilinmektedir (Rex ve ark., 2016).
Yapilan ¢aligsmalar dansite gradient yonteminin sperm motilitesi ve viabilite oranini
artirdigim1  gortermektedir (Santiago-Moreno ve ark., 2017). Ozellikle semen
parametrelerinin normal degerlerin altinda oldugu olgularda tercih edilen yikama
yontemi dansite-gradient yontemidir (Facio ve ark., 2016). Yapilan calismalar
dansite-gradient yontemi ile yikama sonrasi sperm parametrelerinin yikama oncesi
degerlerde kayiba neden olmadigi, hatta motilite ve viabiliteyi arttirdig1 yoniindedir
(Facio ve ark., 2016;Santiago-Moreno ve ark., 2017). Klinik pratikte, semen
vitrifikasyonu  endikasyonlari arasinda  olan, agir  oligozoospermik,
oligoastenozoospermik ve azospermik olgularin TESE materyallerinin vitrifikasyonu
oncesi tercih edilen yikama metodu dansite-gradient yontemidir. Bu nedenle, bu
caligmada dansite-gradient yontemi ile yikanan sperm materyallerinin vitrifikasyon
sonuglar1 degerlendirmeye alinmistir. Literatiire uyumlu sekilde, yikama 6ncesi ve
sonras1 konsantrasyon ve motilite oranlarinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Calisma kapsamina aliman semen materyalleri, klinik pratikte semen

vitrifikasyonunun erkek infertilitesi endikasyonlar1 arasinda bulunan klinik alt
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gruplar olusturulacak sekilde planlandi. Calismanin baslangicinda erkek infertilitesi
endikasyonlarina gore gruplar; 10 hasta normozoaspermi, 10 hasta oligozoospermi,
10 hasta astenozoospermi ve 10 hasta oligo-asteno-teratozoospermi olarak planlandi.
Calisma siiresi boyunca UYT Merkezine basvuran ve ¢alismaya katilmayr kabul
eden hasta sayilari ile planlanan sayilara ulagilamamasi nedeniyle normozoospermik
olgular 12, oligozoospermik olgular 4, astenozoospermik olgular 8 ve
oligoastenoteratozoospermik olgular 9 vaka ile sinirli kaldi. Dolayisiyla klinik alt
gruplarin kendi i¢inde istatistiksel analizinde oligozoospermik olgularin metryalleri
degerlendirme kapsamina alinmadi, sadece teknik alt gruplarin degerlendirme
kapsamina alindu.

Yapilan c¢alismalar, memeli sperminin dondurulup ¢6ziilmesinin sperm
hiicrelerine zarar verdigini, bu hasarin boyutunun tiirler arasindaki farkliliklarina ve
kriyoprezervasyon yontemlerine bagli olarak degistigi gosterilmistir (Yeste, 2016).
Dondurma islemi gerceklestirilirken 1sinin diismesi ile hiicre i¢i sivinin buz
kristallerine doniistimii s6z konusudur.Kriyoprotektanlar hiicre i¢indeki sivinin hiicre
digina alinmasi ile hiicrenin dehidrasyonunu gergeklesirtirerek buz Kristallerinin
olusumunu engeller (Gao ve Critser, 2000). Yapilan bu ¢alismada, dansite gradient
yontemi ile yikanmadan dondurulan semen Ornekleri ile yikama Oncesi
konsantrasyonlar1 ve motiliteleri karsilastirildiginda; hem kit kullanilmadan
dondurulan saf semen Orneklerinin hem de kit kullanilarak dondurulan semen
orneklerinin konsantrasyonlar1 ve motiliteleri vitrifikasyon uyguladiktan sonra
istatistiksel olarak anlamli azalmistir. Literatiirde farkli kriyoprezervasyon
protokollerinde ve farkli tasiyicilarin kullaniminda da sperm konsantrasyon, motilite
ve viabilite kayiplar rapor edilmistir (Cohen ve ark., 1997; Endo ve ark., 2011; Gil-
Saolm ve ark., 2000; Herrler ve ark., 2006; Isaev ve ark., 2007; Lane ve ark., 1999;
Serini ve ark., 2008). Bununla birlikte; yikama yapilmayan ve yikama uygulanan
gruplarda dondurulan materyalin konsantrasyonu ve motilite oranm1 sabit oldugu ve
ayni hastaya ait Ornegin ¢alisildigi g6z Oniine alindiginda, kriyoprotektanin
kullanilmadigi ve kullanildig1 gruplar arasinda konsantrasyon ve viabilite kaybi
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir. Burada seminal sivinin kendisinin
vitrifikasyon siirecindeki kriyoprotektan etkisinin rolii agiklayici bir faktor olabilir

(Fitoussi ve ark., 2000). Fakat benzer sonuglarin seminal sivinin uzaklastirildig
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yikama sonrasi grupta da goriilmesi farkli bir aciklayic1 yaklasimin gerekliligini
gostermektedir. Yikama sonrasinda, her ne kadar istatistiksel olarak bir anlamlilik
bulunmasa dakonsantrasyon ve motilitenin daha yiiksek oldugu sperm materyalinin
dondurulmus olmas1 yikama sonrasinda vitrifiye edilen sperm Orneklerinde seminal
stv1 igeren Orneklere benzer degerlerin elde edilmesinde agiklayici bir faktor olabilir.
Kriyoprezervasyon yontemleri arasinda giiniimiizde siklikla tercih edilen yontem
olan vitrifikasyon protokoliinde kriyoprotektan konsantrasyonunun yiiksek tutulmasi
ve kriyoprotektanin dondurulan hiicrelere toksik etkisi dikkate alindiginda
(Francisca, 2017; Picton ve ark., 2015;Strauss ve Barbieri, 2013), bu ¢alismada
kriyoprotektan  kullanilmadan grid iizerinde vitrifikasyon uygulamasinin
kriyoprotektan kullanilan gruba gore benzer sonuglar vermesi pratik uygulamada
hem ¢oziilen hiicrelerin viabilitesi acisindan hem de dondurma protokoliiniin maliyeti
acisindan avantajli oldugu ve tercih edilebilecegi sonucunu vermektedir.

Immotil sperm hiicrelerinin canliligini  degerlendiren bircok calisma
mevcuttur (Curi ve ark, 2003; Enginsu, 2010; Khalili ve ark, 1999). Gerek
kriyoprezervasyon Oncesi gerekse kriyoprezervasyon sonrasi immotil sperm
hiicrelerinin  viabilitelerinin degerlendirilmesi farkli testler ile yapilmaktadir
(Nordhoff, 2015). Hem ejakulattaki immotil spermlerin (Barros ve ark, 1998,
Kahraman ve ark, 1996; Nijs ve ark, 1996; Vandervorst ve ark, 1997; Wang ve ark,
1997), hem de testikiiler immotil spermlerin (Kahraman ve ark, 1997; Nijs ve ark,
1996; Shulman ve ark, 1999) kullanildig1 ve bu sperm hiicrelerinin fertilizasyon
yeteneklerinin oldugu ve canli dogum elde edilebildigi yapilan ¢alismalarla
kanitlanmigtir. Sperm canlilik testleri, hasarli membranlarin vital boyalara
gecirgenligi (Eozin Y testi) veya saglam hiicre membranmin yari gecirgenligi
ozelliginden yararlanilarak hipoozmolar bir ortamda spermin igine su alarak sismesi
ve kuyruk boliimiinde kivrilma esasina dayanan hipoozmotik sisme testi (HOS) ile
gerceklestirilmektedir (Diinya Saghk Orgiitii, 2010). Boyama yontemi ile canlilik
tayini sonrast degerlendirilen sperm hiicrelerinin test sonrasi fertilizasyon
protokoliinde kullanilmasi miimkiin degildir (Buckett, 2003). Rutin uygulamalarda,
ICSI i¢in kullanilacak sperm hiicrelerinin boyanmasindan kaginildigi ve
canliligindan emin olunduktan sonra kullanilmasi gerektiginden, sperm secerken,

toksik etkisinin olmamasi nedeniyle HOS testi kullanilabilir (Ok ve ark, 2008). Bu
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calismada, UYT uygulamalarinda ICSI isleminde kullamilmak iizere dondurulacak,
yani viabilite tayini sonrasi fertilizasyon i¢in kullanilacak sperm materyalinin
degerlendirmesi amaglandig1 i¢in, immotil spermlerin viabilite tayininde HOS testi
kullanilmustir.

Rutinde fertilite koruma amagli semenler yikanmadan sadece santrijiij
edilerek saklanirken, mikro cerrahi yontemi ile testisten (TESE) veya epididimisten
(TESA) elde edilen spermler biyopsi yada aspirasyon materyalindeki diger hiicrelerin
ve ROS’larin eliminasyonu amaciyla yikama sonrasi vitrifiye edilir (Grangade,
2013). Bu hastalar hiicre sayisinin ¢ok az oldugu ve dondurulup-¢6zme sonrasi
konsantrasyonu, motilitesi ve viabilitesi agisindan hiicre kaybinin direkt UYT
basarisin1 etkiledigi olgulardir. Dolayisiyla laboratuvar ortaminin suboptimal
sartlarda oldugu {nitelerde yikama protokoliiniin yanlis sec¢ilmesi yada hatali
uygulanmas1 durumunda olusacak hiicre kayb1 UYT basarin1 olumsuz etkileyecektir.
Bu c¢aligma ile semen 6rneginin yikanmadan veya yikanarak saklanmasi arasinda bir
farklilik olmadigmin goriilmesi, bu tip olgularda direkt olarak semenin
vitrifikasyonunun tercih edilebilecegi sonucunu ortaya koymustur.

Semen kriyoprezervasyonu uygulanacak hastalarin sperm konsantrasyonu ve
motilitesinin yliksek olmasi vitrifikasyonun ardindan ¢6zme sonrast geri doniis
oranini arttirmaktadir (Grangade, 2013). Vitrifikasyon sonrasi olusan konsantrasyon
ve motilite kayiplari, yiiksek konsantrasyon ve yiiksek motiliteli semen 6rneklerinde
g0z ard1 edilebilmektedir. Konsantrasyonu ve motilitesi diislik olan hastalarin veya
mikro cerrahi yontemi ile elde edilen sperm hiicrelerinin diisiik hacimde, fakat fazla
saylida dondurulmasi ¢cok onemlidir (Grangade, 2016). Agir OAT yada azospermi
olgularinda dondurulan materyalin kiiclik voliimlerde dondurulmasi infertil ¢ifte
uygulanacak birden fazla kontrollii ovaryan stimiilasyon sikluslarinda avantaj
saglayacaktir. Rutin uygulamalarda kullanilan sperm kriyovialleri yada strawlar
yiiksek voliimde saklamak i¢in uygun olsa da, diisiik konsantrasyon ve motiliteli
semen ornekleri igin uygun degildir. UYT uygulamasi sonrasi ¢dziilen materyalden
artakalan sperm materyalinin tekrar dondurulmasi tekrar konsantrasyon, motilite ve
viabilite kaybina neden olacaktir. Bu nedenle daha once yapilan ¢alismalarda diisiik
konsantrasyon ve motiliteye sahip semen ornekleri i¢in farkli tasiyicilar kullanilmig
(Cohen ve ark., 1997; Endo ve ark., 2011; Gil-Saolm ve ark., 2000; Herrler ve ark.,
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2006; Isaev ve ark., 2007; Lane ve ark., 1999; Serini ve ark., 2008) ve kullanilan bu
tagtyicilar Grangade (2013) tarafindan karsilastirilmistir. Semen 6rneklerinin; bos
zona pellusida icine (Cohen ve ark., 1997), embriyo kriyoprezervasyonunda
kullanilan cryolooplara (Lane ve ark., 1999), mikrodroplara (Gil-Saolm ve ark.,
2000; Serini ve ark., 2008) agaroz mikro kiirelere (Herrler ve ark., 2006; Isaev ve
ark., 2007) ve cryotoplara (Endo ve ark., 2011) diisiik hacimde donduruldugu
bildirilen c¢alismalar mevcuttur. Kadioglu ve arkadaslar1 (2011) ise over dokusu
kriyoprezervasyonu i¢in bakir elektron mikroskobu gridleri kullanmiglardir.
Literatiirde elektron mikroskopik preparasyonda kullanilan bakir gridlerin, sperm
kriyoprezervasyonunda etkinligini degerlendiren bir ¢aligma yoktur. Bu ¢alismanin
sonucuna gore, grid tizerinde 10 pl voliimler halinde dondurulan sperm materyalinin
pratik uygulamada kullanimi1 oldukga efektif sonuclar verecektir.

Bu calismada kullanilan bakir gridlerin de Grangade (2016) tarafindan
karsilastirilan kriyoprezervasyon tasiyicilari gibi diisiik hacimde vitrifikasyona
olanak sagladig1 ortaya konmustur. Daha Onceki caligmalarda, diisiik hacimde
spermlerin saklanmasina olanak saglayan tasiyicilarin depolanmasinin zorlugundan
bahsedilmistir (Cohen ve ark., 1997; Endo ve ark., 2011; Gil-Saolm ve ark., 2000;
Herrler ve ark., 2006; Isaev ve ark., 2007; Lane ve ark., 1999; Serini ve ark., 2008).
Bu tasiyicilarin depolandigi kiiltiir kaplarinin, geleneksel tanklarda saklanmalar
zordur (Lane ve ark., 1997). ICSI pipeti gibi kirllgan malzemeler, uygun saklanma
kosullar1 saglansa bile, kirilmalar1 durumunda ornegin kaybedilmesine neden
olabilirler. Mikrodroplet ve cryoloop gibi tasiyicilardaki 6rneklerin bir kismi ¢6zme
esnasinda kaybedilebilir (Lane ve ark., 1997). Bu ¢alismada rutin uygulamalarda
kullanilan ve yiiksek hacimde dondurulmaya olanak saglayan 1 kriyovial i¢ine diisiik
hacimde dondurulmaya olanak saglayan gridlerden birgogu sigabildigi gosterilmistir.
Boylelikle diger tasiyicilarin aksine depo tanklarinda fazla yer kaplamamakla
birlikte, gerektiginde yeteri miktarda materyalin ¢oziilmesine olanak saglamaktadir.

Bu calismanin bulgular1 dogrultusunda, bakir gridler iizerine dondurulan
semen Orneklerinin ¢ozme sonrast konsantrasyon, motilite ve viabilitesi
degerlendirildiginde; bakir gridlerin tasiyici olarak diisiik konsantrasyon ve motiliteli

hastalarda kii¢iik voliimlerde saklamak i¢in uygun oldugu ve rutin uygulamada
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sperm vitrifikasyon protokollerinde kriyoprotektan kullanilmadan da etkin

olabilecegi sonucuna varildu.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

UYT: Uremeye Yardimci Tedavi

UYTM: Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi
%: Yizde

WHO: World Health Organization

TESA: Testikiiler Sperm Aspirasyonu
MESA: Mikro-Epididimal Sperm Aspirasyonu
TESE: Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

pm: Mikrometre

© : Derece

ICSI: intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu
DMSO: Dimetil Siilfoksit

PG: Propilen Glikol

EG: Etilen Glikol

IVF: In-vitro Fertilizasyon

HOS: Hipoozmotik Sigsme

OAT: Oligo-asteno-teratospermi

g: Merkezka¢ Kuvveti ??

ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

SPSS: Statistic Analysis Package for Social Sciences
COg2: Karbondioksit
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8. EKLER

8.1. Sekil listesi

Sekil 1. Kan testis bariyeri

Sekil 2. Spermatogenez

Sekil 3. Olgun Sperm Yapist

Sekil 4. Vitrifikasyon ve Yavas dondurma mekanizmalari

Sekil 5. Empty zona i¢inde sperm kriyoprezervasyonu

Sekil 6. Kriyoprezervasyon tastyicilar

Sekil 7. Calismaya dahil edilen hasta gruplar1 ve sayilari

Sekil 8. Teknik Gruplar

Sekil 9. Dansite-gradient yontemi

Sekil 10. Semen drobu ve kriyprotektan drobunun karistirtlmasi ve semen drobunun
mikropipet yardimiyla grid tizerine yiikklenmesi

Sekil 11. Vitrifikasyon oncesi grid iizerine yiiklenen semen 6rnegi ve grid lizerine
yiiklenen semen orneginin vitrifikasyon sonrasi (likit nitrojene batirilmis) goriiniimi
Sekil 12. Grid depolamada kullanilan, etiketlenmis kryovialler

Sekil 13. Eppendorf tiiplerin ¢6zme islemi i¢in hazirlanmasi

Sekil 14. Gridlerin eppendorf tiiplerine aktarilmasi

Sekil 15. Hazirlanan ICSI kabinin sematik ¢izimi

Sekil 16. HOS pozitif ve HOS negatif spermlerin degerlendirilmesi a. HOS pozitif ve

HOS negatif spermler b. HOS pozitif ve negatif spermlerin yan yana goriiniimii

8.2. Tablo Listesi

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii Kriterlerine (2010) gore insan semen analizi i¢in en
diisiik degerler (5.persentil ve %95 giiven araliklar1)

Tablo 2. Erkek Infertilitesinin korunmast i¢in giincel yaklagimlar

Tablo 3. Yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemleri
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Tablo 4. Genellikle kullanilan kriyoprotektan ajanlar ve kullanim alanlari

Tablo 5. Diisiik hacimde sperm kriyoprezervasyonu i¢in kullanilan tasiyicilar

Tablo 6. Kontrol gruplari ve kriyoprezervasyon sonrasit ¢oziilen orneklere ait
ortanca, minimum ve maksimum degerleri

Tablo 7 Gruplar arasi konsantrasyon ve motilitelerin ikili karsilastirmalari

Tablo 8 Kriyoprezervasyon sonrasi ¢oziilen orneklere ait konsantrasyon, motilite,
viabilite ve total viabilitelerinin ortalama, standart sapma degerleri ve gruplar arasi

karsilastirma sonucu p degerleri
8.3. Grafik Listesi

Grafik 1. Diinya Saghk Orgiitii kriterlerine gore insan semen o6zelliklerine gore

referans degerleri
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Yiiksek lisans egitim siiresince bilgi ve deneyimlerini paylasan, egitimimde,
tezimin olusumu ve yiiriitiilmesinde biiylik emegi olan degerli tez danismanim
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Saym Dog.Dr. Berrin AVCI’ya tesekkiir ederim.
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