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OZET:

Amag: Sperm kriyoprezervasyonu yardimci iire-
me tedavilerinde sik kullanilan bir yontemdir.
Dondurma ¢ozdiirme sonrasi spermlerin en az za-
rar gormesi hedeftir. Calismamizda; sperm don-
durma ¢ozme islemi sonrasi sperm DNA konden-
sasyonunda degisim olup olmadigini incelemek,
varsa bu degisimin azalan motilite ile korelasyo-
nu olup olmadigini belirlemek, ayrica semeni raw
hali veya yikama sonrasi dondurmanin motilite,
morfoloji ve DNA kondensasyonu iizerine etkisi
olup olmadigini arastirmak amaglanmustir.

Yontem: Hastanemiz Tiip Bebek Unitesine basvu-
ran hastalardan 15 normozoospermili ve 15 oli-
gozoospermili hasta ¢alisma kapsamina alinmas-
tir. Hastalarin semeninde hem raw haline, hem de
gradient metodu ile ytkanmis numuneye motilite,
morfoloji ve DNA kondensasyon degerlendirme-
leri yaptimistir. Daha sonra Sperm Cryoprotect 11
solusyonu ile érneklerimize dondurma iglemi ya-
pilmistir 15 giin sonra spermler ¢ozdiiriiliip ayni
parametrelerde tekrar ¢calisilmistir.

Bulgular: Normozoospermik ve oligozoospermik
gruplarda  yikama islemi raw spermlere gore
anlaml derecede progresif motiliteyi arttirmistir.
Kondensasyon ve morfoloji degerleri agisindan
normozoospermik ve oligozoospermik gruplarda
herhangi bir farklilik bulunmanustir. Dondurma
islemi,; raw spermlerde ve yikama sonrasi sperm-
lerde, hem normozoospermik hem de oligozo-
ospermik gruplarda progresif motiliteyi anlamli
derecede azaltmis, kondensasyon ve morfolojiye
anlamli bir etkisi olmamuistir.
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Yorum: Sperm dondurma ¢dzme sonrasi motilite-
yi daha iyi koruyabilmek icin yikanmis spermler
dondurulmalidir. Dondurma ¢ozme sonrasi sperm
DNA kondensasyonunda literatiirdekinin tersine
degisim olmamasi bizce anlamlidir.

Anahtar Kelimeler: Sperm, Dondurma, Konden-
sasyon

The effects of freezing and thawing process on
sperm DNA condensation in oligozoospermic
men and normal controls

ABSTRACT

Objective: Sperm cryopreservation is a commonly
used method in assisted reproductive treatments.
In this process, during freezing and thawing,
handling of specimens is crucial to preserve the
viability. In this study, we aimed to evaluate the
changes in the sperm concentration and to de-
termine the correlation between motility, morp-
hology, and DNA condensation parameters and
decreased motility during freezing and thawing.
Our secondary aim was to reveal the potential ef-
fects of freezing on the semen parameters in raw
or washed state.

Methods: 15 oligozoospermic patients with 15
controls with normal sperm parameters were rec-
ruited to study in Konya Education and Research
Hospital IVF Clinic, Turkey. Motility, morpho-
logy, and DNA condensation were analyzed in
both raw and washed sperm samples by gradient
method. Sperm cryoprotect Il solution was used
to freeze the samples. After 15 days all samples
were thawed and the same parameters were stu-
died afterwards.

Results: Compared with raw samples, washing
increased the progressive motility in both groups.
Condensation and morphologic parameters were
not significantly different. Freezing process in
raw specimens decreases the progressive motility
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in both groups. However, no significant effect was
observed on condensation and morphology.

Conclusion: To protect the motility after thawing,
washed sperms could be a better option during
freezing process. Interestingly, in our study group,
we failed to demonstrate any significant effect on
DNA condensation in both groups.

Keywords: Sperm, freeze, condensation
GIRIS

Sperm dondurma-¢6zdiirme (kriyoprezer-
vasyon) iglemi yardime1 lireme tedavilerinde
stk kullanilan bir yontemdir. Radyoterapi
sonrasi, kemoterapi sonrasi, bazi kanserlere
bagli ve invaziv cerrahi sonucu ejakulatuar
fonksiyon bozuklugu ile testikiiler yetmezlik
olusabilir. Bu gibi durumlar sonrasi ciftlere
cocuk sahibi olma konusunda yardimci ola-
bilecek tek ispatlanmis metot semen kriyop-
rezervasyonudur (1). Kriyoprezervasyon is-
leminde spermler kriyoprotektan kullanilarak
dondurulup, -196 °C siv1 azot i¢inde yillarca
saklanabilir. Daha sonra ¢ozdiirme islemi son-
rast spermler intrauterin inseminasyon (IUI),
invitro fertilizasyon (IVF) ya da intrasitop-
lazmik sperm injeksiyonu (ICSI) islemi i¢in
kullanilabilir. Kriyoprezervasyon sirasinda
olusan fiziksel ve kimyasal stres; spermlerin
membran lipid yapisini, sperm hareketliligi-
ni, canliligini ve akrozom durumunu olum-
suz etkiler. Tiim bu degisimlerin sonucunda
spermin fertilizasyon kabiliyeti azalir. Insan
spermi i¢in dondurma hasar mekanizmalari
bir¢ok etkene baglidir. Dondurma ve ¢ézme
sirasinda bir¢ok hasar olusabilir: termal sok,
hiicre i¢i buz kristalleri olusumu, hiicresel
dehidrasyon olusumu, tuzlarin yogunlugun-
da artig, oksidatif stres ve ozmotik sok (2).
Kriyoprezervasyon isleminde oncelikli hedef
spermleri dondurma ve ¢ozmenin zararl etki-
lerinden korumaktir. Sperm kriyoprezervas-
yonu sonrasinda ¢oziilen 6rnek ile taze drnek
arasindaki en belirgin farklilik kriyoprezer-
vasyon sonrasinda motilitenin azalmasidir.
Ozellikle siddetli oligospermi olgularinda bu
durum daha da belirgindir. Bu nedenle kri-
yoprezervasyon tekniklerindeki  calisma-
lar motilite ve canlilik oranlarini arttirmaya
yoneliktir. Dondurma ve ¢ozdiirme sonrasi
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sperm motilite orani en az % 50 {izeri korun-
malidir. Dondurma ¢6zdiirme sonrasi sperm-
de siddetli morfolojik anomalilerin daha
yiiksek oldugu gorilmiistiir. Fertil bireyler-
de semen kriyoprezervasyonu ve ¢oziilmesi
sonrasinda normal yapilarda azalma oldugu,
biiyiik basli spermlerin oraninin arttig1 ancak
boyun bolgesi hasarlarinda ise diisiis oldugu
belirtilmistir. Sperm yikama islemi sonrasi
dondurulan orneklerde ise normal yapilarin
azaldig1, amorf bas ve biiyiik bash yapilarin
arttig1 boyun bolgesi kusurlarinda ise azalma
oldugu tespit edilmistir. Infertil erkeklerde
ise hem semen hem de hazirlanan spermlerin
kriyoprezervasyonu sonrasinda, fertil erkek-
lere oranla normal morfolojiye sahip sperm
ylzdesinde daha yiiksek oranlarda diisiis ol-
mustur. (3.,4,5)

Spermatozoa niikleer kondansasyonu olu-
surken DNA yapisindaki histonlar yerini pro-
taminlere birakir. Boylece kromatin yogunla-
sir, spermatozoa DNA’s1 daha saglam olur ve
sabitligi saglanarak mutajenlerden korunur.
Sperm DNA kondensasyondaki bozulma IVF
uygulamalarinda, ICSI islemlerinde basariy1
olumsuz etkiler (6,7,8). Bazi calismalar kri-
yoprezervasyonun sperm DNA hasarina yol
actigini belirtmektedir. (1) DNA hasarimin te-
melinde oksidatif stres pozitif bir etken olarak
goriilmiis, reaktif oksijen radikalleri ise diisiik
semen kalitesi ile iligkili olarak bulunmustur.
Baz1 calismalar ise sperm DNA’sinin don-
durma ¢ozdiirme isleminden etkilenmedigi
yoniindedir. (9,10) Sperm DNA kromatinini
arastiran birgok yontem vardir. Tiim bu testler
histonile baglanan anilin blue veyaniikleik asit
ile baglanan acridin orange, cromomycin bo-
yalarini kullanirlar. Daha sonra flow sitomet-
risi ile histolojik olarak degerlendirilirler. (11)
Bu ¢alismanin amaci semen ve hazirlanmis
spermler i¢in; dondurma ¢dzme islemi son-
rast sperm DNA kondensasyonunda degisim
olup olmadigini incelemek, varsa bu degisi-
min azalan motilite ile iliskisi olup olmadigi-
n1 belirlemektir.

GEREC VE YONTEM

Bu caligmada Konya Egitim ve Arastir-
ma Hastanesi Tlip Bebek Merkezine bagvu-
ran hastalardan 15 normozoospermili ve 15
oligozoospermili hasta c¢alisma kapsamina
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alimmistir. Calismanin etik kurul onay1 Sel-
cuk Universitesi Tip Fakiiltesi'nden alinmis-
tir. Hastalarin 3 giinliik cinsel perhiz stiresini
takiben mastiirbasyonla steril kaba alinan se-
menleri likefaksiyon siiresini takiben semen
analizi i¢cin degerlendirmeye alindi. Voliim,
renk, vizkosite degerlendirmesi yapildiktan
sonra makler kamerasina damlatilan numune
151k mikroskobunda sperm sayimi ve motilite
i¢cin degerlendirildi. Morfoloji degerlendirme-
st i¢cin hazir diff-quick boyasi; DNA konden-
sasyon degerlendirmesi i¢in hazirladigimiz
anilin blue boyasi kullanildi. Hazirladigimiz
preperatlar metil alkolde 15 dakika fiske
edildikten sonra 35 dakika anilin blue boya-
st ile boyanip birkag¢ kez % 95’lik etil alkole
batirilip kurumaya birakildi. Hazirladigimiz
preperatta 200 sperm hiicresi degerlendirildi.
Daha sonra numuneye; % 0,5 human serum
albumin ilave edilmis sperm hazirlama med-
yumu Sil-Select Plus ( FertiPro, Belgium) ile
gradient metodu islemi yapilarak, HEPES
bazli Ferticult Flushing (FertiPro, Belgium)
medyumu ile yikandi. Hazirlanmig spermle-
re motilite, morfoloji ve DNA kondensasyon
degerlendirmesi yapildi. Motilite degerlen-
dirmesi i¢in spermler; progresif motil (PM),
nonprogresif motil (NPM) ve Immotil (IM)
sperm olmak {izere ii¢ grupta degerlendirildi.
Degerlendirmeler WHO 2010 ilkelerine gore
yapildi. Daha sonra taze semene ve hazir-
lanmis spermlere sivi azot i¢inde saklanmak
tizere hizl1 dondurma (freezing) islemi yapil-
di. Calismamizda dondurma i¢in optimalize
edilmis diisiik konsantrasyonda gliserol ige-
ren Sperm Cryoprotect II (Biocare-Nidacon,
Italy) solusyonu kullanildi. Dondurma islemi
icin hazirlanmis spermler az miktarda yi-
kama medyumu i¢inde siispanse edildi. 3/1
oraninda sperm cryo protec II ilave edilip ka-
ristirildi. Straw sperm siispansiyonu ile dol-
durulup kapatildi. 1 saat buzdolabinda bekle-
tilen strawlar yatay bir sekilde 30 dakika siv1
nitrojenin yaklasik 1 cm {izerinde nitrojen ga-
zinda tutuldu ve daha sonra strawlar hizli bir
sekilde sivi nitrojene birakilip depolandi.15
giin sonra numuneler ¢ozdiiriildi. Cozme
yonteminde straw tanktan ¢ikarip 30 saniye
37 derecede bekletildi. Straw1 kurulayip tist
ucunu keserek 5 ml yikama medyumu igin-
de karigtirtp 10 dak. 500 g’de santrifiij edip
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pelleti alindi. Daha sonra sperm motilitesi,
morfolojisi ve DNA kondensasyonu i¢in de-
gerlendirme yapildi. Bu calismanin istatiksel
analizi SPSS for Windows 15.0 programinda
yapildi. Gruplar arasindaki farkliliklar1 belir-
lemek i¢in One Way Anova Testi kullanildi.
Hangi gruplar arasindaki fark oldugunu bul-
mak i¢inse Tukey Testi ile degerlendirildi. P
< 0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli
bulundu

BULGULAR

WHO 2010 sperm degerlendirme kriter-
lerine gore motilite degerlendirmesi yapildi.
Her bir grup i¢in sperm progresif motilite
ortalamasi tablo 1’de gosterilmistir. Calig-
mamizin sonucuna gore normozoospermik
(Grup 1,Grup 2) ve oligozoospermik grup-
larda (Grup 5, Grup 6) yikama islemi taze
spermlere gbre anlamli derecede progresif
motiliteyi arttirmigtr. Dondurma iglemi;
taze spermlerde ( Grup 3,Grup 7) ve yikama
sonras1 spermlerde( Grup 4, Grup 8), hem
normozoospermik hem de oligozoospermik
gruplarda progresif motiliteyi anlamli derece-
de azaltmistir. Bu istatiksel olarak anlamlidir.
Diff-quick boyast ile boyanmis spermlerde
net bir sekilde sperm morfoloji degerlendir-
mesi yapildi. WHO 2010 sperm degerlendir-
me kriterlerine gore 200 sperm hiicresinde
% 5 ve lizeri olanlar normal morfolojili, %5
alt1 olanlar anormal morfolojili sperm kabul
edildi. (Sekil 1) Hem normozoospermi hem
de oligozoospermi gruplarinda dondurup ¢6z-
diirme sonrasi sperm normal morfolojisinde
hafif bir azalma goriilmiis fakat istatiksel ola-
rak anlaml1 bir fark bulunamamustur.

Sekil 1: Diffquick boyasi ile boyanmis spermler (N:
normal morfoloji, A: anormal morfoloji) FMBx 330

-178-



ZEYNEP KAMIL TIP BULTENI

Sekil 2: Diffquick boyasi ile boyanmis spermler
(N: normal morfoloji, A: anormal morfoloji)
FMBx 330

Anilin blue ile boyanmig preperatlarda
sperm basinda akrozom ¢ekirdek orani2/3 ora-
ninda ve net bir sekilde (agik-koyu renk) deger-
lendirilebiliyorsa sperm DNA’sinin kondanse
oldugu sdylenebilir. Dekondanse DNA’ya
sahip spermde ise bas tamamen boyay1
almistir ya da 2/3 akrozom cekirdek oran1 go-
riilemiyordur (Sekil 2). Buna gore 200 sperm
hiicresinde yaptigimiz degerlendirmede nor-
mozoospermik grupta sperm DNA konden-
sasyonu % 22,2 ve iizeri iken oligozoospermik
grupta sperm DNA kondensasyonu % 14,2
ve altt degerde ¢ikmistir. Dondurma sonrasi
DNA kondensasyonunda tiim gruplar i¢in is-
tatiksel olarak fark bulunamamaistir (Tablo 1).

Tablo 1: Semen Kalite Degerleri

PM K M
Ortalama Ortalama Ortalama
+SE +SE +SE
Grupl 40,5 + 23,7+ 4,86+
(n=15) 4,04 -b 2,82-a 0,55-a
Grup2 64,6 + 24,0+ 4,33+
(n=15) 7,63 -a 2,75-a 0,72-a
Grup3 6,93 £ 22,4+ 3,80+
(n=15) 2,01 -¢ 2,64-ab 0,47-ab
Grup4 7,93 + 222+ 3,80+
(n=15) 1,46 ¢ 2,55-ab 0,55-ab
Grup5 28,8 + 13,0+ 2,13+
(n=15) 4,25 -b 1,38-¢c 0,29-bc
Grup6 37,7+ 14,2+ 2,13+
(n=15) 8,80 -b 1,88-bc 0,42-be
Grup7 6,00 + 12,2+ 1,66+
(n=15) 0,37 - 1,44-c 0,23¢
Grup8 2,73 + 12,4+ 1,86+
(n=15) 1,56 ¢ 1,72-c 0,29-be

Aynut stitunda farkli harfler birbirinden istatistiksel ola-
rak anlamli farki P < 0,05, 2 harf tasiyan siitunlarda ise
birbirine benzer gruplari ifade etmektedir (P > 0,05).
PM: Progressif Motilite, K: Kondensasyon, M: Morfo-
loji, SE: Standart Hata

Grup 1: Normozoospermik taze numune
Grup 2: Normozoospermik yikanmig numune
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Grup 3: Normozoospermik dondurma sonrasi
taze numune

Grup 4: Normozoospermik dondurma sonrasi
yikanmis numune

Grup 5: Oligozoospermik taze numune

Grup 6: Oligozoospermik yikanmis numune
Grup 7: Oligozoospermik dondurma sonrasi taze
numune

Grup 8: Oligozoospermik dondurma sonrast y1-
kanmis numune

TARTISMA

Sperm kriyoprezervasyonu yardimla tire-
me alaninda erkek fertilitesinin korunmasin-
da 6nemli bir yere sahiptir. Dondurma ¢6zme
islemi sirasinda olusan dondurma hasarini en
aza indirmek i¢in optimalizasyon gereklidir.
Bunlar; dondurmadan 6nce sperm kalitesini
gelistirme, sperm se¢imi, optimal kriyopro-
tektanlarin kullanilmasi ve uygun ¢6zme tek-
niklerinin uygulanmasi seklinde siralanabilir
(12). Taze ve yikanmis spermlerin kriyopre-
zervasyonu sirasinda katalaz ilavesi ile sperm
hareketliligi, canlilig1 ve DNA biitiinliigii art-
tirilabilir (13). Yildiz ve ekibi yaptiklart bir
calismada fare spermlerinin dondurulmasinin
niikleer DNA biitiinlii gline, IVF ve invitro
embriyo gelisimine etkilerini incelemisler.
Gliserol igerigi yiiksek kriyoprotektonla yap-
tiklart dondurmada sperm DNA biitlinliigiliniin
korundugunu gérmiisler (9). Gliserol igerikli
kriyoprotektan kullandigimiz ¢alismamiz, li-
teratiir bilgisiyle uyumludur. Ozkavukcu ve
ekibinin yaptiklar1 bir ¢alismada kriyopre-
servasyonun insan sperminin ultrastriktiirel
morfolojisi ve sperm parametrelerine etki-
sini arastirmislar. Dondurma ¢dzme sonrasi
sperm motilitesinde ve morfolojisinde dnemli
azalma gormiisler. Ozellikle zararli etkilerin
spermin plasmalemma, akrozom ve kuyruk
kisminda oldugunu gdrmiisler (14). Nallella
ve ekibinin farkli kriyoprezervasyon teknik-
lerini ve kriyoprotektanlar1 karsilastirdig: bir
calismada ¢o6zme islemi sonrasinda tiim grup-
larda % 50’ye yakin motilite kayb1 oldugunu
gozlemistir (15). Sperm kromatin yapisinin
biitiinliigli fertilizasyon i¢in ¢ok Onemlidir.
Fortunato ve ekibi dondurulmus c¢ozdiirtil-
miis spermlerde anilin blue boyasi ile niikleer
DNA yapisin1 incelediklerinde oligospermili
hastalarda sperm DNA hasarinin ve siddetli
morfolojik anomalilerin daha yiiksek oldu-
gunu goérmiisler. Ozellikle 90 giin ve iizeri
dondurma siiresinde, kromatin dekondensas-
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yonunun daha ¢ok arttig1 sonucunu bulmuslar
(4). Oligoastenoteratospermili hastalarda DFI
(DNA fragmentasyon indeksi) oran fertil er-
keklere gore daha yiiksek olup, fertilizasyon
orani anlamli oranda diisiiktiir (16). Kalthur
ve ekibi teratospermili 44 hastada DNA integ-
ritesi tizerine kriyonun etkisini incelemisler.
Teratospermili hastalarda dondurma ¢6zme
sonrast DNA hasarmin ii¢ kat daha fazla oldu-
gunu ve anormal morfolojili spermlerin kriyo
hasarmma daha yatkin olduklarim1 gormiisler
(17). Ahmad ve ekibi fertil ve infertil hasta-
larda dondurmanin sperm DNA biitiinliigi
iizerine etkilerini arastirmak i¢in biitiin 6rnek-
leri swim-up ve percoll dansite gradient me-
todu ile hazirlaylp dondurmuslar. Cozdiirme
islemi sonrasi biitiin 6rneklerde alkalin com-
met assay kullanilarak sperm DNA integrite-
sini belirlemisler. Fertil hasta grubunda DNA
biitliinliigli nonfertil gruba gore daha yiiksek
bulunmus.

Percoll dansite gradient metodu ile hazir-
lanan spermlerde swim-up metodu ile hazirla-
nan spermlere oranla sperm kromozom hasa-
r1 daha az goriilmiig( 5). Nassira ve ekibinin
yaptiklar1 bir calismada infertilite klinigine
bagvuran 29-47 yas arast 15 erkek hastadan
alman semen Orneginde kriyoprezervasyon
Oncesi ve sonrast gerceklestirilen TUNEL(
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
Nick End Labeling) ve Oxy-DNA analizleri
ile DNA fragmantasyonu ve DNA oksidasyo-
nu incelenerek, insan semeninin s1vi nitrojen
ile kriyoprezervasyonunun sperm motilitesi,
canlilifi ve DNA biitiinliigii iizerindeki etki-
lerini arastirmislar. Azoospermi ve ciddi oli-
gozoospermili hastalar ¢alisma disinda bira-
kilmis. Likefiye semen 6rnekleri %15 gliserol
iceren Sperm Freeze’in kullanildigr standart
protokol ile dondurulmus. Minimum kriyop-
rezervasyon siiresi 7 gilin olarak belirlenmis.
Kriyoprezervasyon sonrasi semen oOrnekleri
15 dakika oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiis ve
hizlica 6rnekler motilite, canlilik ve DNA frag-
mantasyonu ve oksidasyonu acisindan analiz
edilmis. Calisma grubunda 5 olguda normal
semen analizi elde edilirken 10 olguda anor-
mal semen analizi elde edilmis. Kriyoprezer-
vasyon sonrasi sperm motilite ve canliliginda
istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmus.
DNA fragmantasyonu bakimindan kriyop-
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rezervasyon oncesi anormal grupta normal
gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli ytik-
seklik izlenirken, ¢oziinme sonrasi bu anlamli
fark ortadan kaybolmus. Calisma grubunda
kriyoprezervasyon sonrasi fragmante DNA’ya
sahip hiicre oran1 artmis. Kriyoprezervasyon
oncesi ve sonrasi 8-oksoguanin degerleri
acisindan her iki grup arasinda anlamli fark
izlenmemis. Calisma grubunda DNA oksi-
dasyonu gosteren sperm orani krioprezervas-
yon sonrasi istatistiksel olarak anlamli artis
gostermis. Bu c¢alisma kriyoprezervasyonun
sperm DNA’s1 lizerinde DNA fragmantasyo-
nu ve oksidasyonuna yol a¢tigin1 gostermekle
birlikte, kriyoprezervasyon sonrasi, ¢alisma
grubunda hem DNA fragmantasyonunda hem
de oksidasyonunda anlamli artis izlenirken,
normal ve anormal semen gruplar1 arasinda
sadece DNA fragmantasyonu, anlamli fark
gostermistir.  Kriyoprezervasyon, yardimci
tireme tekniklerinde faydali bir ara¢ olmasi-
na ragmen sperm kompetansi lizerinde olum-
suz etkilere sahiptir sonucunu bulmuslar (1).
Ngamwuttiwong ve ekibi sperm kromatini
tizerine kriyo hasarini gostermek i¢in yaptik-
lar1 ¢alismada; sperm motilitesi, viabilitesi,
morfolojisi ve kromatin integritesini incele-
misler. C6zme sonrasi bu parametrelerde an-
laml1 azalma olmus. Sadece normal morfolo-
jili sperm sayisinda farklilik gériillmemis (18).

Somsin ve ekibi spermleri dondurup sperm
DNA integritesi lizerine dondurmanin etkisini
stv1 nitrojen ve bilgisayar programli dondur-
ma yontemi ile aragtirmislar. Her iki yontem-
de de dondurma ¢6zme sonrasi sperm vitali-
tesi, morfolojisi, motilitesi ve DNA integritesi
anlamli olarak azalmis (169).

Eilish ve arkadaglar1 40 hasta {izerinde
commet assey ve tek hiicreli gel elektrofore-
zi kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada, semen
kriyoprezervasyonu ve sperm hazirlamasi-
nin  motilite parametreleri ve DNA integri-
tesine etkisini arastirmislar. Dondurma on-
cesi ve sonras1 taze spermlerle hazirlanmig
spermleri incelediklerinde taze spermlerin
dondurmanin zararlarina kars1 daha direngli
oldugunu gostermisler (20). Yine Eilish ve
arkadaglar1 fertil ve infertil erkeklerin ejekii-
lat sperminde kriyoprezervasyon dncesi ve
sonras1 sperm morfolojisini, DNA biitiinliigii-
nl degerlendirmisler. 17 fertil ve 40 infertil
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erkek semeninde yaptiklar1 ¢alismada fertil
erkeklerde semende ve yikanmis spermler-
de dondurup ¢ozdiirme sonrasit DNA biitiin-
liigiiniin etkilenmedigini gormiisler. Infertil
erkeklerin sperm DNA’sinda ise dondurma-
cozdlirme sonrast anlamli hasar oldugunu
gormiisler. Ayrica kriyoprezervasyonun fertil
ve infertil erkeklerin semeninde ve hazirlan-
mis numunesinde sperm morfolojisi lizerinde
zararl etkisi oldugunu gérmiisler (21).

Kromatin kondensasyonu dondurma ha-
sarin1 degerlendirmede O6nemli bir paramet-
redir. Hammadeh ve arkadaslar1 20 fertil, 72
subfertil hasta lizerinde yaptiklar1 bir calis-
mada; dondurma ¢6zdiirme isleminin sperm
DNA kromatin stabilitesi, sperm morfolojik
degisiklikleri ve memran biitlinliigli iizerine
etkilerini aragtirmislar. Anilin blue boyasi ile
kromatin kondensasyonunu ve sperm morfo-
lojisini incelemisler. Dondurma ¢6zme isle-
minin sperm morfolojisini ve kromatin yapi-
sin1 anlamli olarak azattigin1 bulmuslar. Buna
bagl olarak fertilizasyon oraninin diistiiglinii
gormiisler (22). Insan sperminde dondurup
¢Ozme sonrasi kromatin degisimleri olmakta-
dir. Royere ve ekibi dondurma ¢ozme sonrasi
sperm fertilizasyon kabiliyetinde ciddi kayip
ile kromatin degisimleri arasindaki iligkiyi
arastirmak i¢in yaptiklar1 bir ¢alismada ak-
ridin orange boyasi ve Feulgen-DNA boyasi
ile kantitatif mikrospektrofotometreyi kul-
lanarak sperm niikleer degisimlerini incele-
migler. Dondurup ¢6zme sonrasi sperm DNA
hasar1 ve buna bagl olarak fertilizasyon ye-
teneginde azalma oldugunu goérmiisler (23).
Calismamizda literatiir bilgisiyle uyumlu ola-
rak hem normozoospermili hemde oligozoos-
permili grupta yikama sonrasi progresif moti-
litenin arttig1 goriilmiistiir. Dondurma islemi
hareketli sperm oranini azaltmaktadir. Ayrica
literatiir bilgisinin tersi olarak dondurma ¢oz-
diirme islemi sonrasi tim gruplarda sperm
morfolojisi ve DNA kondensasyonunda an-
laml1 bir degisim goriilmemistir.

SONUC

Yikanmig spermlerde motilite artmaktadir.
Dondurma isleminin motiliteye olan azaltici
etkisini hafifletmek igin, taze semen yerine
yikanmis spermlerin dondurulmasi ile moti-
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lite daha iyi korunabilir. Dondurmadan 6nce
sperm hazirlama metotlar ile en iyi spermleri
elde edip, en ideal dondurma sartlarin1 sagla-
yip uygun ¢ozme tekniklerinin uygulanmasi
sperm motilitesi, morfolojisi ve sperm DNA
biitiinliigliniin dondurma ¢6zme isleminden
en az zarar gérmesine sebep olacaktir. One-
rimiz, farkli dondurma teknikleri ve kriyop-
rotektanlar kullanarak, cok merkezli daha ¢ok
hasta katiliml1 bir ¢aligsma ile sperm DNA bii-
tiinliigline dondurmanin etkilerinin arastiril-
mas1 yoniindedir.
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