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ARASTIRMA

Dondurma islemi Oncesi Sperm Hazirlanmasinin C6zme
Sonrasi Akim Sitometrisi Parametreleri Uzerine Etkileri

Dondurma-¢6zme islemi 6ncesi gradient yontemiyle sperm hazirlanmasinin islem sonrasi akim
sitometrisi parametrelerine etkilerinin incelenmesi. 12 saglikli denekten alinan ejekulatlar dansite
gradient yontemiyle yikanmis ve ham olmak Uzere iki kisim halinde usuline uygun olarak
donduruldu. Céziilme sonrasi drnekler akim sitometrisiyle degerlendirildi. Veriler paired t test ile
degerlendirildi. Akim sitometrisi sonuglarina gére dondurulmadan 6nce yikanmis ve yikanmamis
orneklerin 6lG hlcre oranlari arasinda o6nemli fark saptanmadi (n=12, t=-2.012, p=0.072).
Dondurulmadan 6nce yikanmis orneklerde diger gruba kiyasla canli hiicre orani daha ylksek
(t=3.744, p=0.004), apoptotik hiicre orani ise daha dusik (t=-3.860, p=0.003) olarak izlendi.
Saglikli 6rneklerde dondurma 6ncesi gradient yontemiyle sperm hazirlanmasinin ¢ézme sonrasi
sperm parametrelerini olumlu etkiledigi tespit edilmisti. Bu yontemin 06zellikle sperm
konsantrasyonu dusik infertil hastalarda hem oksidatif stresi arttiran etkenlerden temizlenmesi
hem de konsantrasyonun arttirlmasi sayesinde daha etkili olacaktir. Saglikli 6rneklerde ise daha
kolay ve ucuz bir ydntem olan yikamasiz dondurma teknigi tercih edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Sperm, akim sitometrisi, sperm dondurma.

Effects of Sperm Preperation Methods Prior To Freezing on the Parameters of
Flow Cytometry After Thawing

Introduction: Effects of prior sperm preperation methods on frozen-thawed sperm samples was
aimed to be compared by flow cytometry. Ejeculates obtained from twelve healthy volunteers which
were divided into two: either washed by density gradient centrifuge method or frozen as raw
samples. After thawing at room temperature, samples were double washed and analysed by flow
cytometry. Percentage of live, apoptotic and death cells were recorded and compared by paired t
test. No significant difference was found between death cell rates of the pre-freezing prepared and
unprepared samples on flow cytometry (n=12, t=-2.012, p=0.072). Percentages of live cells was
higher (t=3.744, p=0.004) and apoptotic cells was lower (t=-3.860, p=0.003) in the pre-freezing
prepered samples compared to raw frozen samples. It was concluded that, sperm preperation by
density gradient method prior to freze-thaw procedure improved the parameters of sperm samples.
This method would be especially effective in oligospermic patients by increasing the concentration
of healthy sperm cells and inorder to get rid of the agents that increase the oxidative stres.
However, in healthy male, freezing of the raw sperm samples could be choosen as an easier and
cheaper method.

Key Words: Sperm, flow cytometry, sperm frezing.

Giris

Yardimci Ureme teknikleri uygulamalarinda genellikle taze alinmis ejekilattan
yikama suretiyle secilmis sperm hicreleri kullaniimaktadir. Diinya genelinde ise 6zellikle
azospermi olgularinda olmak Uzere gamet donasyonu yasal olup siklikla dondurulmus-
¢6zulmus sperm ornekleri kullaniimaktadir (1). Ulkemizde donasyon yasal olmadigindan

sperm dondurma uygulamalari sadece kanser, agir azospermi gibi bazi hastalik
durumlariyla sinirhdir.

Dondurma &ncesi sperm hicrelerinin manipilasyonu veya dondurma-¢ézme
islemleri, hucrelerin zona pellisida penetrasyon yeteneklerini etkilememektedir (2, 3).
Aksine bu sayede gebelik basarisinda 6nemli olan ileri dogru hareketli sperm hicreleri
secilerek oOrnekler optimize edilebilmektedir (4). Sperm yikama isleminde siklikla
dansite-gradient, swim-up ve yikama-santrifiij teknikleri kullaniimakta olup her hangi
birinin digerlerine Ustlinligl heniiz kanitlanamamigtir (5).

Sperm hareketlilik ve canlilik oranlari yardimci Greme teknikleri tedavisinde gebelik
oranlarini etkilemektedir (6, 7). Dondurma islemi sonucu sperm hucrelerinin hareketlilik
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ve canlilik oranlari azalmaktadir (8). Dondurma-¢6zme
sonrasi elde edilen sperm d&rneklerinin  kaliteleri
degiskenlik géstermektedir (9).

Bu calismada ham halde ve dansite-gradient
yontemleriyle dondurulmus sperm Orneklerinin ¢ézilme
sonrasi canlilik ve apoptozis oranlarinin akim sitometrisi
yontemiyle karsilastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma Zeynep Kamil Hastanesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanmigtir. Deneyler Yeditepe Universitesi
Uremeye Yardimci Teknikler Merkezi ve Kocaeli
Universitesi Kok Hucre Gelistirme Merkezi
laboratuarlarinda gergeklestirilmigtir. Calismaya katilan
14 saglkli génulliden 2-6 gunluk cinsel perhiz sonrasi
mastlrbasyon yoluyla alinan o&rnekler 37°C isida
likefaksiyon sonrasi WHO kriterlerine gore (10) makler
sayacinda sayllmig, normal kabul edilen 12 6rnek
¢alisma kapsamina alinmigtir. Calismaya alinan érnekler
ikiser kisma ayrilmig, ilk yarilari ham olarak 1:1 sperm
dondurma solisyonu (Quinn’'s Advantage® Sperm
Freeze, Medek Medikal, Istanbul, Tirkiye) eklenerek
dondurulmustur. Orneklerin kalan yarilari énce dansite
gradient santrifij (5) yontemiyle yikanmis, konsantre
ornekler yine 1:1 oraninda ayni sperm dondurma
medyumu ilave edilerek dondurulmustur. Oda Isisinda
¢bzdurllen ornekler ikiser kez 2000 rpm 20 dakika, 1:1
ylkama solisyonu kullanilarak (Pure Sperm Wash,
Nidacon) santrijliij sonrasi siipernatantlar atildiktan sonra
akim sitometrisi igin ayrilmistir. Anneksi V boyamasi
“annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit” (BioVision,
Palo Alto, CA) kullanilarak, Uretici firma protokolliine
uygun gerceklestiriimistir. Olusan floresans FACS akim
sitometri cihaziyla (Becton Dickinson, San Jose, CA)
dlgllmiistir. Istatistiksel analiz SPSS 11.5 programinda
Paired t test kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler
ortalama * standart sapma olarak verilmis, p=0.05
onemli fark siniri olarak kabul edilmigtir.

Bulgular

Deneklerin yaslari 31+5.18 yil, ejekllat hacimleri
3.46+0.84 ml, sperm konsantrasyonlari 83+35 (x‘IOG/mI)
olarak hesaplandi. Hizli, yavas, yerinde hareketli ve
hareketsiz sperm oranlari sirasiyla % 23+11, 2949, 1113
ve 37+16 olarak 6lglldi (n=12).

Akim sitometrisi sonuglarina gdre yikanmadan
dondurulan 6érneklerin canli, apoptotik ve 6li hicre
oranlari sirasiyla % 40.27+10.91, 17.82+15.45 ve
41.91+£19.76 olarak hesaplandi. Dondurulmadan o&nce
gradient yontemiyle yikanmis orneklerin akim sitometrisi
sonuglari canli % 48.41+14.64, apoptotik % 2.31+2.75,
0lU % 49.27+15.71 olarak 6lgildu.

Ol hiicre oranlari arasinda dondurulmadan &énce
yilkanmis ve yikanmamis Ornekler arasinda 6nemli fark
saptanmadi (n=12, t=-2.012, p=0.072). Dondurulmadan
once yikanmis érneklerde diger gruba kiyasla canli hiicre
orani daha yuksek (t=3.744, p=0.004), apoptotik hicre
orani ise daha dislk (t=-3.860, p=0.003) olarak
hesaplandi (Tablo 1).
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Tablo 1. Sperm dondurma ¢bézme islemi Oncesi 12
saglikli goénulliden alinan 6rneklerin dansite gradient
yéntemiyle yilkanmis ve yikanmamis kisimlarinin, ¢ézme
islemi sonrasi akim sitometrisi analizi sonuglarinin
kargilastirimasi (n=12, paired t test, veriler ortalama
standart sapma olarak verilmigtir).

n=12, %  Yikanmamis Yikanmig t p
Canl 40.27 £10.91 48411464 3.744 0.004*
Apoptotik  17.82+15.45 2.31+275 -3.860 0.003*
Ol 41.91+19.76 49.27+15.71 -2.012 0.072*

* p<0.05
Tartisma

Bu calismada 12 saglikli denekten alinan ham ve
dondurulmadan Once dansite gradient yodntemiyle
yikanmis dondurulmus-¢dzilmis sperm ornekleri, akim
sitometrisi yontemiyle karsilastiriimistir. Gruplarin 6lu
hiicre oranlan arasinda fark bulunamamistir (n=12,
paired t test, p>0.05). Dondurulmadan énce yikanmis
orneklerde diger gruba kiyasla canl hicre orani daha
yuksek (t=3.744, p=0.004), apoptotik hiicre orani ise
daha duslk (t=-3.860, p=0.003) olarak tespit edilmistir
(Tablo 1).

Yardimci Ureme tekniklerinde, 6zellikle artifisyel
inseminasyon isleminde infertil erkeklerde dusik oranda
olan hizli hareketli sperm oranlarinin arttiriimasi
hedeflenmektedir. Bu hastalarin seminal plazmalarinda
normalden daha vyilksek oranlarda serbest oksijen
radikalleri bulunmakta olup, bu hastalara anti-oksidan
tedavi verilmesinin teorik olarak oksidatif hasar
azaltacadr kabul edilmektedir (11). Serbest oksijen
radikalleri sperm motilite, sag kalim ve fonksiyonlarini
membran lipid, protein ve DNA vyapisini bozarak
etkilemektedir (12-16). Normal sartlar altinda invivo anti-
oksidan yolaklar oksidatif hasara karsi yeterli korumayi
saglarken (17) yardimci Ureme tekniklerinde kullanilan
medyumlara anti-oksidan eklenmesine ragmen sperm
hasarinin 6nlne gecilememektedir. Bu c¢alismada da
saglikh deneklerden alinan dondurma-¢ézme islemi
sonrasinda canh hiicre oranlari on ylkama yapilmis ve
yapllmamis oOrneklerde % 48.81 ve 40.27 olarak
olglimustar.

Programli hiicre olumu olarak bilinen apoptozis,
sperm hicrelerinde DNA hasari tarafindan artirilmaktadir
(18). Apoptozis infertiliteye yol agmaktadir (19). Infertil
hasta populasyonunda da apoptozis kontrollere gore
daha yilksek oranda izlenmektedir (20). Standart
spermiogram parametreleri apoptozis dlzeyini tam
olarak  yansitmayabilir  fakat  apoptozis erkek
infertilitesinde muhtemelen rol oynayan badimsiz bir
fenomen olarak kabul edilmektedir (11). Bu ¢alismada on
yikama yapilan érneklerde apoptotik hicre orani % 2.31,
yikanmamis 6rneklerde % 17.82 olarak dlgilmustur. Bu
sonuca ilk grupta yikama islemiyle saghkli hicrelerin
secilmis olmasi yol agmis olabilir.
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Erkek infertilitesinde immatir germ hicreleri,
bakteriyel kontaminasyon ve enfeksiyon gibi sebepler
seminal plazmada oksidatif stresi arttirmaktadir (11).
Yikama iglemi sonrasinda bu etkenler uzaklastiriimakta
ve secilmis hicreler konsantre edilebilmektedir fakat
santrifuj isleminin yarattigi hasar ©6nlenememektedir.
Sperm dondurma-gézme islemleri de membran ve DNA
hasarini arttirmaktadir. Dondurma islemi esnasinda
seminal plazmanin kriyoprotektan etkisi sperm dondurma
medyumlarinda albumin ve antioksidan katkilariyla
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