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Kriyoprezervasyon (dondurularak saklanma), hiicrele-
rin kriyojenik sicakliklarda canlilik kapasitesini ve islevselli-
gini kaybetmeden saklanmasini amaglayan tekniktir. insan-
larda sperm kriyoprezervasyonu, fertilite kliniklerinde ve
yardimla tireme teknikleri merkezlerinde yaygin olarak kul-
lanilan giincel bir uygulama olarak tedavide yerini almistir.

Sperm kriyoprezervasyonu, infertiliteye neden olabi-
lecek cerrahi operasyonlarin varliginda, radyoterapi/ke-
moterapi gibi sitotoksik tedavi dncesinde, testis hasarina
neden olabilecek otoimmiin hastaliklar veya diyabet gibi
malign olmayan bazi hastaliklarda spermlerin saklanarak
fertilitenin korunmasi amaci ile kullanilabilmektedir (1).
Diger yandan, bu teknik erkek infertilitesinin tedavisinde,
Ozellikle azoospermik hastalarda testis biyopsisi ya da
epididimal aspirasyon ile elde edilen spermin saklanma-
sinda, 6nemli bir yer tutmaktadir (1).

Bununla birlikte, kriyoprezervasyonun sperm yapisin-
da ve islevinde bir takim zararli degisikliklere yol actig1
gosterilmistir (2). Bu degisimler temel olarak, motilitenin
azalmasi, morfolojik degisimlerin olmasi (3), membran
bitinlGgu ve akiskanhginin kaybi (4), DNA fragmantas-
yonu (5) ve mitokondri fonksiyon kaybi (6) seklinde 6zet-
lenebilir.

Sperm DNA butiinligu sadece genetik materyalin ge-
lecek nesillere basarili olarak aktarilmasinda degil, fertili-
zasyonun duzgtin bir seklilde gerceklesmesi, kaliteli emb-
riyo gelisimi ve gebeligin saglanmasi agisindan da 6nem
tasimaktadir. Yakin zamanda yapilan c¢alismalar, sperm
DNA hasarinin fertilizasyon potansiyeli (7), gebelik oran-
lar1 ve canli dogum oranlari ile ters iliskili oldugunu goster-
mektedir (8). Ek olarak, sperm DNA hasarinin, yenidogan
anomali riskini ve ¢cocukluk ¢cagi kanser riskini arttirabildigi
de 6ne slrdlmusttr (9, 10).

Bu derleme kapsaminda, kriyoprezervasyon tarafin-
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dan tetiklenen hiicresel hasarlar ve DNA hasarlarindan,
DNA hasarinin tespit edilmesinde kullanilan gtincel y6n-
temlerden ve sperm DNA hasarinin klinik sonuglarindan

bahsedilecektir.
Spermlerde kriyo-hasar

Kriyoprezervasyon islemi temel olarak, kriyoprotektan
ile dengelenme, sogutma, dondurma ve sivi nitrojende
-196°C'de saklama basamaklarindan olusmaktadir. Bu 1si1-
da hiicreler metabolik olarak etkin degildirler ve canlilik-
larini kaybetmeden uzun zaman boyunca saklanabilirler.
Dondurulan hiicrelerde kriyo-hasarin en aza indirgenmesi
ve sagkalim oranlarinin en ylksek olarak elde edilmesi icin
hiicre tipine 6zel olarak kriyoprotektanlar ve dondurma
kosullari kullanilmaktadir (1). Diger hiicre tipleri ile karsi-
lastinldiginda, spermin sitoplazmasindaki disuk su iceri-
8i (yaklasik %50) ve yliksek membran akiskanligl nedeni
ile kriyoprezervasyon hasarina karsi daha direncli oldugu
gosterilmistir (5). Ancak, en uygun dondurma-¢ézme pro-
tokollerinin uygulanmasi sonrasinda bile genelde ¢6zme
sonrasinda %30-50 oraninda motilite kaybi gézlenmek-
tedir (5). Kriyoprezervasyonda hticre hasarinin nedenleri,
buz kristalleri kaynakl yapisal hasarlar ve oksidatif stres ile
iliskili reaktif oksijen radikallerinden kaynaklanan hasarlar
seklinde 6zetlenebilir. Bununla birlikte, spermlerde en sik
karsilasilan kriyo-hasarlar membran hasari, organel hasari
ve DNA bitiinligtiniin bozulmas! (DNA fragmantasyonu)

seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.
Mekanik etki ve membran hasan

Kriyoprezervasyon surecinde en énemli sorunlardan
birisi suyun buza déniisiim asamasini iceren sogutma ba-
samaginda goézlenmektedir. Kontrolsiiz sogutma ve de

uygun olmayan ¢6zme isilarinda meydana gelen hiicre ici
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ve hiicre disi buz kristalleri, mekanik etki ile hiicre ve orga-
nel membranlarinda yapisal hasara neden olarak islev bo-
zukluguna yol agmaktadir (11). Bu durum, spermin canhhk
ve fertilizasyon kapasitesinin azalmasina ve hareketlilik
oraninda diistise neden olmaktadir (1, 5).

Diger yandan, sogutma basamagi membran lipidlerin-
de degisime ve iyon tasinmasindan sorumlu olan memb-
ran-ici proteinlerin islevinin bozulmasina da neden olabil-
mektedir (12). Olasi bir sogutma hasarinin, kolesterol ve
fosfolipidten olusan plazma membran yapisi ve bitinli-
glnii degistirebilecegi gosterilmistir (13). Ornegin, sperm
plazma membraninin karbonhidrattan zengin glikokaliks
dis tabakasi membran-i¢i protein ve lipidlere baglanma
ozelligine sahiptir. Bu tabakada karbonhidrat zincirlerinin
yapisinda bir baskalasim oldugunda, iyon tasinmasi, me-
tabolizma ve fertilizasyon stireclerinde islev kaybi gézle-
nebilmektedir (14).

Buz kristalleri, plazma membraninin yani sira organel
membranlarinda da hasara neden olabilmektedir. Mito-
kondriyel membranda bu tip bir mekanik hasar meydana
geldiginde oksidatif fosforilasyon da olumsuz etkilenmek-
te ve reaktif oksijen radikallerinin (ROS) hucre icerisine
salinimi gerceklesmektedir. Ek olarak, membran bitunli-
gunde azalmanin, sperm DNA fragmantasyon oranlari ile

de iliskili oldugu belirtiimektedir (15).
Reaktif oksijen radikalleri ve kriyo-hasar

Dusiik seviyelerdeki ROS’nin sperm islevi icin gerekli
oldugu belirtilirken (16) ylksek seviyelerdeki ROS’nin is-
levselligi olumsuz yénde etkiledigi ve distik canhlik oran-
lart ile iliskili oldugu 6ne sirtlmektedir (17). Artmis ROS
konsantrasyonu ile uyarlan peroksidatif hasarin, memb-
ran akiskanhginda degisim, aksonemal yapida bozulma
ve sperm plazma membran hasarn ile iliskili oldugu bildi-
rilmistir (18).

Bununla birlikte, kriyoprezervasyonun spermdeki anti-
oksidan etkinliginde azalmaya neden oldugu ve spermle-
rin ROS hasarina karsi daha egilimli hale geldigi 6ne suril-
mektedir (19). Bu etkiyi arastirmak icin yapilan ¢alismalarin
bazilarinda, kriyoprezervasyonun “bazi” érneklerde ROS
olusumuna neden oldugu ve hali hazirda ROS iceren 6r-
neklerde ise bu oranin yiikseldigi 6ne strllmustir (4).
Bununla birlikte, kriyoprezervasyon sonrasinda ROS ice-
ren ornekler icermeyenlerle karsilastirildiginda motilite ve

canlilik oranlarinda anlamli derecede azalma oldugu be-

lirlenmistir (4). Benzer sekilde, infertil erkeklerde 6zellikle
oligoastenozoaspermi varliginda kriyo-hasarin daha fazla
oldugu gézlenmistir (12, 20). Ek olarak, sogutma sirasinda
4°C'nin Uzerinde insan spermi ve seminal 16kositleri ta-
rafindan Gretilen ROS’nin arttig1 bildirilmistir. Bu nedenle,
dondurulmakta olan ve l6kosit iceren semen 6rneklerinin
DNA fragmantasyonu olusumuna daha egilimli olabilece-
8i bildirilmistir (21).

DNA hasarinin nedenleri

insanlarda sperm DNA’sinin ¢ok biiyiik bir b1imi pro-
taminlerle siki paketlenmis haldedir ve bu yapi icerisindeki
DNA spermin testis dokusundan transportu sirasinda po-
tansiyel zararlardan korunmaktadir. Sperm DNA'sini ha-
sara yatkin hale getiren mekanizmalar arasinda protamin
eksikligi, oksidatif stres ve DNA tamir mekanizmasindaki
yetersizlikler yer almaktadir (22).

Spermlerin sayili miktarda tamir mekanizmasina sahip
olmasina ragmen (23) iyi kalitedeki oositlerin sperm DNA
hasarini belli bir oranda tamir etme kapasitesinin oldugu
belirtilmistir (24). Ote yandan, DNA fragmantasyon orani
cok yuiksek oldugunda oosit tamir mekanizmasinin da ye-
tersiz kaldig belirtiimektedir (24). Ancak, hangi tip DNA
hasarinin yardimla treme tekniklerinin basarisini olumsuz
olarak etkiledigi hentiz bilinmemektedir.

Oksidatif stres, spermde DNA fragmantasyonunu po-
tansiyel olarak uyarabilen temel mekanizmalardan birisidir
(15). Somatik hicreler ile karsilastinldiginda sperm hic-
resinin membraninin 6zelliginden dolay! oksidatif stres
hasarina karsi acik oldugu belirtiimektedir (15). Bununla
birlikte, cesitli germ hiicre ve myoblastoid hiicre soylari ile
kiyaslandiginda insan sperminin niikleer ve mitokondriyel
DNA'sinin oksidatif strese karsi daha dayanikl oldugu da
One slrtlmustdr (9).

DNA fragmantasyonunun etiyolijisinin agiklanmasi
amaci ile tizerinde calisilan hiicresel mekanizmalardan bir
digeri ise apoptozdur. Yakin zamanda yapilan arastirmalar-
da kriyoprezervasyon ve takiben ¢6zme isleminin kaspaz
aktivasyonuna neden oldugu ve bu mekanizma araciig
ile apoptozun uyarildig1 belirlenmistir. Ote yandan, kaspaz
aktivasyonun membran hasarina yol agmasina ragmen
DNA bitiinligiinin bozulmasi ile bir iliskisi gésterileme-
mistir (25). Ek olarak, DNA hasari ve sperm islevselliginin
kaybinda kaspazlardan ¢ok oksidatif stresin daha etkin rol

oynadigi belirtiimektedir (26).
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DNA fragmantasyonunun belirlenmesinde kullanilan
teknikler

Ginimuzde, DNA fragmantasyonunun degerlendiril-
mesinde en sik olarak TUNEL (The Terminal Deoxynuc-
leotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine (TdT) Trip-
hosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay), Tek Hiicre
Jel Elektroforezi (COMET), Sperm Kromatin Yapisi Tayini
(SCSA) ve Sperm Kromatin Dagilimi (SCD) gibi cesitli tek-
niklerden yararlaniimaktadir. Bu analizlerde DNA hasarinin
6lcimu dogrudan (TUNEL, COMET) ya da DNA denati-
rasyonunun uyarilmasi ile dolayli olarak (SCSA, SCD) ya-
pilmaktadir.

TUNEL yo6nteminde, DNA icerisindeki serbest uclara
terminal deoksintikleotidil transferaz (Tdt) enziminin ka-
talize ettigi bir reaksiyonla floresans isaretli niikleotidler
eklenmektedir. Degerlendirme, mikroskobik olarak ya da
akim sitometrisi ile gerceklestiriimektedir. Cok sayida pro-
tokol ile uygulanabilir olmasi teknigin kendi dezavantaiji-
ni olusturmaktadir ve cesitli calismalarda ¢ok farkl klinik
esikdegerler 6ne sirilmastir (15).

COMET analizinde, her bir spermdeki DNA iplik kirik-
larininin orani ayn olarak belilenmektedir. Ozet olarak,
spermler elektroforetik ortama yuklenirler ve DNA frag-
mentleri sperm basinin arka tarafina dogru gé¢ ederken
DNA fragmantasyon oranina bagl bir yogunlukta kuyruklu
yildiz gériintisi ortaya ¢ikar. Teknik ismini buradan almak-
tadir. COMET analizine bagh olarak belirlenen esikdeger-
de erkek infertilitesi icin sinir degeri %25 olarak belirlen-
mistir (27). Oligozoospermik ve testikiler doku gibi az
sayida sperm hucresi iceren 6rneklerin de incelenebildigi
bu analizin diger teknikler ile karsilastinldiginda daha has-
sas oldugu belirtiimektedir (23).

SCSA, asit ortamda DNA'nin denattire olma yatkinligi-
ni Olgen bir yontemdir. Test prensibi, floresans isaretli nor-
mal DNA iceren ve Akridin Orange ile boyanan fragmante
DNA iceren hiicrelerin akim sitometrisine ayristiriimasi
esasina dayanmaktadir. Degerlendirme, analiz sonucunda
belirlenen DNA fragmantasyon indeksi (DFl)ne goére ya-
pilmaktadir. Ancak, bu teknik az sayida hiicre iceren or-
nekler icin 6nerilmemektedir (15).

SCD analizinde (hale testi), nikleer proteinlerin uzak-
lastinlmasinin ardindan sperm bas ¢evrelerindeki hale olu-
sumu degerlendiriimektedir. Normal DNA butinligiine

sahip spermler genis haleler olustururken olusan halenin
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kigukligu ya da yoklugu yogun DNA fragmantasyonunu
isaret etmektedir. SCD, diger teknikler ile karsilastirildigin-
da uygulamasi daha basit ve masrafsiz bir yéntemdir. Ote
yandan, bu teknigin uygulanmasi ile bir calismanin sonu-
cunda DNA hasari ve gebelik oranlarinda azalma ile iliski
kurulmus (28) olsa da biiyiik vaka sayisina sahip ¢alisma-
larda dahi DNA hasari ve yardimla Greme basarisi arasinda
bir iliski saglanamamustir.

Diger yandan, bu ydéntemlerin hepsi hasarli DNA'ya
sahip sperm ylizdesinin degerlendirilmesi siirecinde sper-
min yikimini (denaturasyon, lizis, fiksasyon ve/veya boya-
ma) iceren asamalar1 gerektirmektedir (22). Bu tekniklere
alternatif olarak kullanilabilecek yaklasimlardan birisi Ra-
man spektroskopi ve konfokal mikroskobun bir birlesimi
olan Raman mikrospektroskopisidir. Canli spermler Gizerin-
de uygulanabilen bu yéntem, hiicrenin bitinligtine zarar
vermeden oksidatif DNA hasarli spermi belli bir seviyeye
kadar belirleme yetenegine sahiptir (29). Bununla birlikte,
klinik tanida Raman mikrospektroskopisinin diger teknik-
lere Gstlinligunu gosteren bir calisma bulunmamaktadir.

Yakin zamanda yapilan arastirmalarda, sperm DNA
fragmantasyonunun degerlendiriimesinde molekiiler ge-
netik temelli tekniklerden de yararlaniimistir. Bu teknikle-
re, Ligasyon Aracili Polimeraz Zincir Reaksiyonu (LM-PCR)

(30) ve kantitatif PCR analizi (9) érnek olarak gosterilebilir.

Kriyoprezervasyon kaynakh sperm dna hasarinin klinik

sonuclan

infertil bireylerin sperm o&rneklerinin fertil bireylere
oranla daha yiksek diizeyde DNA fragmantasyonu icer-
digi bilinmektedir (31). Ek olarak, canli dogum oranlarini
temel alan bir calismada agiklanamayan infertilite endi-
kasyonu olan ciftlerin %80’inde DNA fragmantasyonu ne-
den olarak gosterilmistir (8). Degisik DNA fragmantasyon
tayin yontemleri ile farkl klinik esik degerler elde edilmis
olsa da genel sonug fertil bireyler ya da dondér spermler-
le karsilastinldiginda, infertil erkeklerin érneklerinde DNA
hasar oraninin anlamh derecede yiiksek oldugu yéniin-
dedir (8, 15, 27, 28). Testis dokusu DNA fragmantasyonu
acisindan arastirildiginda, nonobstriiktifazoospermik ve
normal spermatogenez goézlenen dokular arasinda DNA
fragmantasyon oraninin anlamh derecede farkl oldugu
tespit edilmistir. Ek olarak, DNA fragmantasyon oranlari ile
fertilizasyon ve gebelik oranlar arasinda bir iliski gézlen-

mezken, embriyo simetrisi ve blastomer sayisi agisindan
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anlamli bir iliski oldugu belirlenmistir (28).

Bununla birlikte, normal érnekler ile karsilastinldiginda
sperm kalitesi diisik olan 6rneklerde kriyoprezervasyon
kaynakli DNA hasarinin ve hicre 6liimine yatkinligin art-
tig1 gézlenmistir (21). Bu bulgu, membran hasar olan ve
anomalili spermlerin normal yapidaki spermler ile karsi-
lastinldiginda kriyoprezervasyon ve ¢6zme siireclerinden
kaynaklanan stresi tolere edememesi ve silire¢ sonunda
normal spermlerin sagkalim oranlarinin daha ytiksek ol-
masi ile acgiklanabilir. Ek olarak, infertil erkeklerde don-
durma sonrasi sperm DNA hasarinin daha ytiksek olarak
bulunmasinin nedenlerinden birisi dlisiik kaliteli érnekler-
de sperm kromatin kondansasyon oraninin daha dusuk
olmasi ile seklinde agiklanmistir (32).

Fertil erkeklerin semen ve hazirlanmis sperm &rnek-
lerinin taze ve dondurulup ¢6zulmis ornekleri karsilas-
tinldiginda DNA bitinligilinde bir fark olmadig: belirtil-
mektedir (3). Ancak, ayni karsilastirma infertil erkeklerde
yapildiginda kriyoprezervasyon sonrasinda semende %24
ve hazirlanmis spermde %40 oraninda daha diisik DNA
bitinliguinin oldugu tespit edilmistir (3). Diger yandan,
teratozoospermik drneklerde, kriyoprezervasyon kaynakli
DNA hasarina yatkinlk oldugunu belirten calismalar var
olsa da (33) bu iliskiyi gbosteremeyen arastirmalar da bu-
lunmaktadir (5). Teratozoospermi ve DNA hasari arasinda-
ki iliski, anormal érneklerde ROS oranlarinin yiiksek olmasi
aciklanabilir.

Diger yandan, seminal plazmadan ayriimadan dondu-
rulan oérneklerde ¢c6zme sonrasinda daha yiiksek motilite
ve daha az oranda DNA hasarinin oldugu gézlenmistir. Bu
durum, seminal plazmada bulunan antioksidan enzimle-
rin kriyo-hasar indirgemesi seklinde aciklanmaktadir (34).
Bununla birlikte, yardimla Gireme teknikleri cercevesinde
sperm hazirlanmasi sirasinda kullanilan islemlerin de (6rn.
uzamis santrifllj zamani) reaktif oksijen radikallerinin ora-
nini arttirabildigi bilinmektedir (35). Bu sonuclar 1siginda,
sperm konsantrasyonu, canlilik orani ve 16kosit sayisi uy-
gun oldugu durumlarda spermin hazirlik yapiimadan se-
minal plazma ile dondurulmasi ROS’ne bagli membran ve
DNA hasarinin indirgenmesi agisindan daha uygun olarak

goriinmektedir.
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