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Prepubertal testis hiicre siispansiyonun dondurulmasinda seeding

etkisi

The effects of a seeding process on the cryopreservation of cellular suspensions of prepubertal

testis

Giilnaz KERVANCIOGLU, Sule CETINEL, Elif KERVANCIOGLU DEMIRCI, Giilgin EKTER KANTER, M. Ertan KERVANCIOGLU

OZET

Amag: Prepubertal testis kriyoprezervasyonu, kanser tedavisi
yapilacak erkek ¢ocuklarda fertilitenin korunmasi igin giiniimiiz
teknolojisinde umut vadetmektedir. Kriyoprezervasyonda en
uygun yontemin gelistirilmesi igin prepubertal testis hiicre
siispansiyonunda farkli tasiyicilar kullanarak seeding etkisi
arastirildi.

Gerec ve Yontem: Yedi-sekiz glinliik Wistar yavru erkek sigan
testis hiicre slispansiyonlar1, programli yavas dondurma yontemiyle
donduruldu. Tasiyict olarak segilen yiiksek giivenlikli straw ve
kriyotiipe seeding uygulandi. Spermatogonyal kok hiicreler ve
Sertoli hiicreleri iizerindeki morfolojik etki, semi-kantitatif olarak
151k, kalitatif olarak gegirimli elektron mikroskobunda incelendi.

Bulgular: Canlilik orani, yiiksek giivenlikli straw’da seeding
uygulanmayan ve uygulanan gruplarda sirastyla %90,6+3,0,
%89,4+1,3, kriyotiipte %77,6+4,2 ve %85,4+2,7 bulundu. Seeding
uygulanmasiyla, canlilik oraninda straw gruplari arasinda fark
goriilmemesine ragmen, kriyotiip gruplart arasinda fark anlamliyd:
(p<0,0001). Strawl. ve 2. gruplar ile kriyotiip 3. ve 4. gruplari
arasinda da fark anlamliydi (p<0,0001 ve p< 0,05). Spermatogonyal
kok hiicreler ve Sertoli hiicrelerinin 151k ve elektron mikroskobik
incelemesinde, nukleus ve sitoplazmik yapilarin ve membranlarin
seeding uygulanan gruplarda belirgin fark yarattigi, ayrica yiiksek
giivenlikli straw’1n testis hiicre siispansiyonu igin kriyotiipe oranla
daha iistiin bir tastyici oldugu goriildii.

Sonu¢:  Prepubertal  testis  hiicre  siispansiyonunun
kriyoprezervasyonunda farkli tasiyicilarda seeding etkisinin ilk
defa kiyaslandig1 ¢alismamizda, tasiyici olarak yiiksek giivenlikli
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straw’1n kullanildig1 seeding uygulanan yontemin en uygun yontem
oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Prepubertal testis, Testis hiicre slispansiyonu,
Programli yavag dondurma, Spermatogonyal kok hiicre, Seeding

ABSTRACT

Objective: The cryopreservation of prepubertal testicular tissue
promises to preserve fertility in boys under cancer treatment. The
effects of a seeding process was investigated using different carriers
for prepubertal testicular cell suspensions in order to develop an
appropriate method for cryopreservation.

Materials and Methods: Testicular cell suspensions of 7-8 day
old male Wistar rats were frozen by a programmed slow freezing
method. The straw and cryotube selected as carriers underwent
a seeding process. The morphological effects on spermatogonial
stem cells and Sertoli cells were evaluated semi-quantitatively by
light microscopy and qualitatively with a transmission electron
microscope.

Results: The rate of vitality with or without seeding in straw
was respectively, 90.6% (£3.0), 89.4 (+1.3) and in cryotube
77.6 (+4.2) and 85.4 (£2.7). The seeding process, showed no
significant difference between the straw groups, but a significant
difference was seen between the cryotube groups (p<0.0001).
The nuclei, cytoplasmic structures and membranes of Sertoli and
spermatogonial stem cells, showed less degeneration in the straw
than in the cryotubes when the seeding process was applied.

Conclusion: In this study, we compared two carriers to observe
the effect of seeding during  cryopreservation of prepubertal
testicular cell suspensions and found that seeding in straw was the
preferable.

Keywords: Prepubertal testis, Testicular cell suspension,
Programmed slow freezing, Spermatogonial stem cell, Seeding
process

Giris

Cocukluk ¢agi kanserlerinin tedavilerinde fertilitenin

korunmas: halen ciddi bir sorun olarak karsimizdadir.
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Prepubertal ~donemde  heniiz  olgun  spermatozoa
uretimi baglamadigindan  bu  cocuklar semen
kriyoprezervasyonundan faydalanamamaktadir.

Gonadotoksik tedavi goren ¢ocuklar i¢in prepubertal testis
dokusununuygun teknikle dondurulup saklanmasi fertilitenin
korunmasinda iyi bir segenek olarak goziikkmektedir [1,2].
Spermatogonyal kok hiicreleri (SKH) igeren prepubertal
testis dokusunun kriyoprezervasyonu, bu ¢ocuklara
umut vadetmektedir [3,4]. Kriyoprezervasyon, eriskin ve
prepubertal testis hiicrelerinin aliciya transplantasyonuyla
spermatogenezin yeniden baslatilmasinda [5-8] Onemli
bir asamay1 olusturmaktadir. Ancak, heniiz prepubertal
testis i¢in standart bir dondurarak saklama yontemi
bulunmamaktadir [9-12].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda prepubertal testis, ya
doku pargalart [9-12] veya hiicre siispansiyonu seklinde
[6,13] dondurulup saklanmaktadir. Spermatogonyal kok
hiicrelerin yiiksek oranda yasamalarint ve fonksiyonlarini
saglayacak dondurma yontemiyle dondurulmasi [14] ve
coziilmesi gerekmektedir. Kriyoprezervasyon yontemi,
testis hiicre siispansiyonunda her hiicre tipi igin,
hiicrenin ihtiva ettigi su miktari, hiicrelerin biytikligi,

sekli ve sitoplazma membran1 gecirgenligi arasindaki

dengeyi saglamalidir. Testis hiicre siispansiyonunun
dondurulmasinda yavas dondurma yontemi tercih
edilmektedir [6,13]. Yavas dondurma yonteminde

en Onemli sorun, biiyiikk buz kristalleri olusmasinin
engellenememesidir [15]. Dondurma esnasinda hiicre igi
buz olusumu hiicrenin 6liimii ile sonuglanabilir [16,17].
Seeding, hiicrede buz ¢ekirdegi olusumunu azaltmak
ve dokunun donmaya basladigi anda 1siy1 kontrol altina
almak i¢in uygulanmaktadir [18,19]. Seeding uygulamasi,
metal bir forsepsle iizerinde beyaz buz ¢izgisi olusana
kadar tasiyicinin distan tutulmasi seklinde yapilmaktadir.

Calismamizda, prepubertal testis hiicre siispansiyonlari
programli yavas dondurma yontemiyle dondurularak, farkl
tastyicilarla seeding etkisi incelenmistir. SKH’ler ve Sertoli
hiicreleri (SH) iizerindeki morfolojik etkiler 151k ve gecirimli
elektron mikroskobunda degerlendirilmistir.

Gere¢ ve Yontem

Yedi-sekiz giinliikk (n=8) Wistar yavru erkek si¢anlardan,

servikal dislokasyon ve dekapitasyon uygulanarak
postmortem heniiz inmemis bilateral abdominal testisler
¢ikarildi. Tunica albuginea ¢ikarildiktan sonra her bir testis
iki parcaya boliinlip hiicre siispansiyonu olusturmak {izere
enzimatik ayristirma yapildi. Seminifer tubulusta Sertoli

hiicreleri bazal laminaya hemidesmozomlarla, birbirlerine

desmozomlar, gap junction’lar ve kan-testis bariyerini
olusturan siki baglantilarla baglidir. Sertoli hiicreleri, germ
hiicrelerine, desmozom benzeri yapilar, aralik baglantilar,
ektoplazmik wuzantilar ve tubulobulbar komplekslerle
baglanmaktadir. 7-8 giinlilk prepubertal testiste olugmaya
baslayan baglantilar [20] iki asamali enzimatik ayrigtirmayla
ortadan kaldirilarak hiicrelerin serbestlesmesi saglandi.
Calismamiz i¢in Etik Kurul onay1 alinmstir.

iki asamali enzimatik ayrisirmayla hiicre siispansiyonu
olusturma

Hiicre siispansiyonu olusturmak i¢in ilk asamada 0,4 mg/ml
tip IV kollajenaz (C 1889 Sigma-Aldrich, US) ve 0,02 mg/
ml DNAaz (DN25 Sigma-Aldrich, US) igeren Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM-+F12) (D8062 Sigma-
Aldrich,US) kullamldi. ikinci asamada 0,5 mg/ml tripsin
0,2 mg/ml etilendiaminotetraasetat (EDTA) (T4299 Sigma-
Aldrich,US ) kullanildi. DMEM+F12 ile 2 kere yikanarak
hiicre siispansiyonu elde edildi.

Prepubertal testis hiicre siispansiyonlar1, bir gruba
seeding uygulanip diger gruba seeding uygulanmadan 2
farkli programli yavas dondurma ydntemi ile donduruldu.
Tastyici olarak dondurma ¢ubugu (yiiksek giivenlikli straw)
veya dondurma tiipii (kriyotiip) kullanildi. Boylece gruplar;

1. Grup SS(-): Straw, Seeding(-)

2. Grup SS(+): Straw, Seeding(+)

3. Grup KS(-): Kriyotiip, Seeding(-)

4. Grup KS(+): Kriyotiip, Seeding(+) seklinde olusturuldu.

Programh yavas dondurma yontemi

Dondurma soliisyonu olarak 1,5 mol/It dimetil siilfoksit
(DMSO) (d2650 Sigma-Aldrich, US), 0,07 mol/lt sukroz
(840097 Sigma-Aldrich, US) ve % 10 fetal bovin serum
(FBS) (F6178 Sigma-Aldrich, US) igeren DMEM+F12
(D8062 Sigma-Aldrich, US) kullanildi. Programli sogutucu
olarak Planer series-3 (Planer Products, UK) kullanildi.

Oda sisindan 2°C’dk’da hizla 1s1 -7°C’ye indirildi.
Is1 -7 °C’ye geldiginde 5 dakika beklendi. Bu asamada 2.
ve 4. gruba seeding uygulandi. -7 °C’den -30 °C’ye 0.3
°C/dk hizla sogutuldu. Sonra -150 °C’ye 10 °C/dk hizla
sogutularak donduruldu. Tastyicilar -196 °C’deki sivi azot
tankina yerlestirildi.

Coziilme islemi i¢in, 6rnekler 37°C’deki su banyosuna
alindi. Azalan konsantrasyondaki DMSO, sukroz ve FBS
ile yikandi. %10 FBS igceren DMEM+F12’de 30 dakika
inkiibasyon uygulandi.
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Canlilik testi (Eosin-Y boyasi)

Testis hiicre siispansiyonundan lam iizerine bir damla
konup iizerine de bir damla % 0,5’lik Eosin-Yellow (E0201
Surechem products, UK) damlatilip boyandi. Bu boyamada
canlt hiicreler boya almadi, 6li hiicreler kirmizi boyandi.
Her grup i¢in bes 6rnekleme yapilip her drnekten en az 200
hiicre iki ayr1 arastiric tarafindan sayildi. Her grupta toplam
hiicre sayisina gore canlt hiicre oranlar1 belirlendi [21].

Testis hiicre siispansiyonundan santrifiij islemi ile hiicre
peleti olusturuldu. Pelet rutin gegirimli elektron mikroskobu
takibine alindu.

Gegirimli elektron mikroskobu preparasyonu

Testis hiicre suspansiyon peleti 0,1 M fosfat tamponu ile
tamponlanmis % 2,5 glutaraldehit fiksatifinde 4-12 saat
stireyle + 4°C’de fikse edildi. Tampon ile yikandiktan sonra
ayni tampon ¢ozeltisi icindeki %1°lik Osmium tetroksit
ile 1 saat ikinci fiksasyon yapildi. %70, %90, %96, %100
yiikselen alkol serisinden ve propilen oksitten gecirip suyu
alindi. Hiicre peleti daha sonra blok kapsiillere yerlestirilip
iizerlerine epon 812 konularak gdmme islemi yapildi.
Eponun polimerizasyonu i¢in 60°C etiivde 24 saat siireyle
bekletilip bloklandi. Epon bloklardan Leica Ultracut R
ultramikrotomda, cam bigakla 1000 nm’lik yar1 ince kesitler
alindi. Yar ince kesitler toluidin mavisi ile boyanarak 11k
mikroskobunda (Olympus BXS51,0lympus Corporation,
Japan) incelendi. Epon bloklardan hazirlanan 60 nm’lik ince
kesitler gecirimli elektron mikroskobunda (Jeol TEM 1200
EXII-Japan) incelendi.

Kesitlerin histolojik degerlendirilmesi

Isik mikroskobu degerlendirmesinde, SH’leri ve SKH’lerin
nukleuslarinda dagilimi,
ayirt edilebilmesi, nukleus sekli, piknotik degisiklikler ile
sitoplazmalarinda, sitoplazmik vakuoliizasyon, dejenerasyon
incelendi. Semi-kantitatif olarak degerlendirildi [22].
Gruplar iizerindeki donma-¢6zme etkileri orta derecede
korunmus (++), iyi korunmus (+++) ve ¢ok iyi korunmus
(++++) olarak simiflandirildi.

heterokromatin nukleolusun

Gegirimlielektronmikroskobundadegerlendirmekalitatif
olarak yapildi. Endoplazmik retikulumlarm (ER) sisip
genislemesi, mitokondrilerde yogun goriiniim, nukleuslarda
hafif ve orta derecede heterokromatin yapisinin goriilmesi
geri doniisiimlii (reversible) degisiklikler olarak kabul
edildi. Mitokondrilerde atilmis yiin gériinimii, ER’de asir1
sisme geniglemeyle birlikte sitoplazmada genis vakuollerin
olusmasi, nukleuslarda piknoz, nukleus membranlarinda
ayrismalar ve ondiilasyonlar geri doniisiimsiiz (irreversible)
degisiklikler olarak kabul edildi [23,24].

istatistiksel analiz

Canlilik testi icin ki-kare testi uygulanip SPSS 17 istatistik
programi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Bulgular

Canhlilik testi degerleri

1. Grup SS (-): %90,6+3,0; 2. Grup SS (+): %89,4+1,3; 3.
GrupKS (-): %77,6+4,2; 4. Grup KS (+): %85,4+2,7 bulundu.
Canlilik testi sonuglarina bakildiginda 1. grup sayisal olarak
en yiiksek degeri verdi. 1. grupta sayisal degerin 2. gruba
oranla daha yiiksek olmasina karsilik aralarinda istatistiksel
olarak fark goriilmedi. 3. ve 4. gruplar kiyaslandiginda
ise aralarinda istatistiksel olarak fark goriildii (p<0,0001).
1. grup ile 3. ve 4. gruplar arasinda fark anlamli (sirastyla
p<0,0001 ve p< 0,05) oldugu gibi 2. grupla 3. ve 4. gruplar
arasinda da fark anlamli (sirastyla p< 0,001 ve p<0,05)
bulundu (Sekil 1).

100

[0)
T
i [

H -

Seeding () Seeding (+)

Seeding (1)

Seeding (+)
STRAW KRIYOTUP
Sekil 1. Straw ve kriyotiipte seeding uygulamasiyla canlilik
oranlarininkarsilastirilmasi. *=Straw Seeding(-) ilekiyaslandiginda
(p<0,0001) 1 = Straw Seeding (+) ile kiyaslandiginda (p<0,001)
& = Kriyotiip Seeding (-) ile kiyaslandiginda (p<0,005). Error
Bars: +/-2 SD.

Isik mikroskobu bulgulari

Tablo I: Prepubertal testis hiicre siispansiyonunun dondurulmasinda
seeding ve tastyicinin SKH’ler ve SH’ler iizerine etkisi. (Semi-
kantitatif degerlendirme).

Spermatogonyal Sertoli
Kok Hiicre Hiicresi
1.Grup: SS (-) (+++) (+++)
2.Grup: SS (+) (+++) (+H+++)
3.Grup: KS (-) (++) (+++)
4.Grup: KS (+) ++) (+H+H++)

Cok iyi korunma (++++), Iyi korunma (+++), Orta derecede
korunma (++)
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Her iki straw grubuna bakildiginda, SKH’ler benzer
olarak iyi derecede, SH’ler ise SS(+) grubunda ¢ok iyi
derecede korundu. Her iki kriyotiip grubunda ise; SKH’lerin
sitoplazma ve nukleuslarinda bozulmalar benzer seviye
gostererek hiicreler orta derecede korundu. SH’lerin ise KS(+)
grubunda c¢ok iyi derecede korundugu goriildii (Tablo I).

Prepubertal testis hiicre slispansiyonunun
kriyoprezervasyonunda seeding etkisini gozlemek icin
kriyoprezervasyon uygulanmamis kontrol grupta diizgiin
SKH ve SH’ler gozlemlendi (Sekil 2a). SS(+) (Sekil 2b)
ve KS(+) (Sekil 2¢) gruplarinda, SS(-) (Sekil 2d) ve KS
(-) (Sekil 2e) gruplarina oranla hiicrelerin belirgin olarak
daha iyi korundugu izlendi. Her dort gruptan hazirlanan
preparatlarda her seviyede korunma farkliligi gosteren
hiicreler mevcuttu. Ancak seeding uygulanmayan SS(-)
ve KS(-) gruplarmin hiicrelerinde morfolojik bozulmalar
daha belirgindi. Sitoplazmik vakuoliizasyon hakimiyetinde
piknotik nukleuslar seklinde bozulmalar belirgindi.

Sekil 2a: Prepubertal testis hiicre siispansiyonu kontrol grubunda

diizgiin sitoplazma ve nukleusa sahip SKH’ler (okbasi) ve SH’leri

(ok). Toluidin mavisi.

Sekil 2b: Seeding uygulanan straw SS(+) grubunda iyi derecede
korunan SKH’ler (okbasi), ¢ok iyi derecede korunan SH’leri (ok).
Toluidin mavisi.

. X 3 ’
Sekil 2c¢: Seeding uygulanan kriyotiip KS(+) grubunda orta

derecede korunan SKH’ler (okbasi) ve ¢ok iyi derecede korunan
SH’leri (ok).Toluidin mavisi.

Sekil 2d: Seeding uygulanmayan straw SS(-) grubunda iyi derecede
korunan SKH’ler (okbasi) ve SH’ler (ok).Toluidin mavisi.

Sekil 2e: Seeding uygulanmayan kriyotiip KS(-) grubunda belirgin
sitoplazmik vakuolizasyon gosteren orta derecede korunan SKH’ler
(okbast) ve iyi derecede korunan SH’ler (ok).Toluidin mavisi.
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Gegcirimli elektron mikroskop bulgular:

Yiiksek giivenlikli straw gruplarinda; SKH’lerde sitoplazmik
vakuoliizasyon, endoplazmik retikulumda sisme, krista
yapilar1 korunarak mitokondrilerde sisme, nukleuslarda

hafif ve orta derecede heterokromatin olusumu ile birlikte
genel olarak hiicre membran yapilarinin korundugu, SKH ve
SH’lerde hafif ve orta derecede dontisiimli degisikliklerin
oldugu goriildii (Sekil 3a, 3b).

' . e X & Pa

Sekil 3a: Seeding uygulanan straw SS(+) grubunda SKH’ler
(okbast) ve SH’lerinde (ok) sitoplazmik vakuoliizasyon,
endoplazmik retikulumda ve mitokondrilerde sigsme, nukleuslarda
hafif derecede heterokromatin, korunmus membran yapilar
goriilmektedir.

& A X600

Sekil 3b: Seeding uygulanmayan straw SS(-) grubunda hafif
derecede reversible degisiklikler gosteren SKH’ler (okbasi) ve
SH’leri (ok).

Kriyotiip seeding uygulanan grupta da SKH’lerde
sitoplazmik  vakuoliizasyon, endoplazmik retikulumda

ve mitokondrilerde sisme, nukleusta heterokromatin
yapist gorildii. SH’lerinde ise membran yapilarmin
korundugu ve bu tipteki hiicrelerin ¢ogunlugu olusturdugu
izlendi (Resim 3c). Kriyotlip seeding uygulanmayan
grupta ise membran yapilarinda ileri derecede bozulma,
mitokondrilerde krista kaybi ile birlikte asirt sisme (atilmis
yilin goriiniimil), sitoplazmada genis vakuoller ve dagilma,
nukleuslarda piknoz, nukleus membranlarinda ¢entiklenme
ve ondiilasyonlarla birlikte agir dejenerasyon gdosteren
SKH’lerin ¢ogunlukta oldugu izlendi (Sekil 3d)

Sekil 3c: Seeding uygulanan kriyotiip KS(+) grubunda: SKH’de
(okbast) sitoplazmik vakuoliizasyon, endoplazmik retikulumda
sisme, mitokondrilerde sisme, nukleusta heterokromatin olusumu,
SH’lerinde (ok) korunan ince yapi.

Sekil 3d: Seeding uygulanmayan kriyotip KS(-) grubunda:
SH’lerinde (ok) sitoplazmik vakuoliizasyon, mitokondrilerde sisme
ve nukleuslarda orta derece heterokromatin olusumu, SKH’lerde
(okbast) membranlarda ileri derecede bozulma, mitokondrilerde
krista kaybi ile birlikte asir1 sisme-atilmig yiin goriinimii (*),
sitoplazmada genis vakuoller (kirik ok) ve dagilma, nukleuslarda
piknotik degisiklikler, nukleus membranlarinda centiklenme ve
ondiilasyonlar (kalin ok) ile birlikte agir dejenerasyon gériilmektedir.
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Gegirimli elektron mikroskop incelemelerinde SKH’lerde
membran yapilarinin SH’lere oranla kriyoprezervasyondan
daha fazla etkilendigi dikkati ¢ekti. SH’lerin ince yapilarmin
daha iyi korundugu ve seeding uygulanan gruplarda bu
korunmanin daha belirgin oldugu goriildii (Resim 3a,
3c). Gruplara gore ince yapidaki etkilenme derecesi, 151k
mikroskobu bulgularimizla paralellik gosterdi.

Tartisma

Prepubertal testisin doku olarak kriyoprezervasyonunda
en uygun yontemi ortaya koymak icin yapilan g¢esitli
calismalarda farkli medyumlar, farkli kriyoprezervasyon
yontemleri ve seeding etkisi incelenmistir [9,10,12,25].
Ancak prepubertal testis hiicre siispansiyonunda farkli
tastyicilarla birlikte seeding etkisi aragtirtlmamuistir.

Testis doku olarak donduruldugunda, doku biitiinligii
korundugu i¢in hipoksiye tek hiicreye oranla daha dayanikl
oldugu bildirilmistir [26]. Ancak doku hiicre baglantilarinin
korunmasi nedeniyle hiicre siispansiyonuna kiyasla daha
fazla permeable kriyoprotektan gerektirmektedir [27]. Fazla
kriyoprotektan kullaniminin ise hiicrelerde toksik etkinin
artmasma neden oldugu bildirilmektedir [28]. Ayrica,
testisin hiicre siispansiyonu seklinde dondurulmasimin doku
olarak dondurulmasina kiyasla, hiicre canliligini daha iyi
korudugu da belirtilmektedir [29]. Bu nedenle, calismamizda
prepubertal testis dokusunu hiicre siispansiyonu olarak
dondurmayn tercih ettik.

Testis hiicre slispansiyonu sekli, biiylikliigl ve su igerigi
farklt hiicre tiplerini icerdiginden hiicrelerin canliligi ve
fonksiyonunun korunmasini saglayacak optimal dondurma
sartlart gerekmektedir. Hiicrelerin daha sonra transplante
edilecegi de diisiiniiliirse kriyoprezervasyon teknigi 6nem
kazanmaktadir. Uygulanacak kriyoprezervasyon protokolleri
SKH’lerin optimal korunmasini saglamalidir [ 7]. Prepubertal
testis  hiicre

siispansiyonu  kriyoprezervasyonunun

optimizasyonu i¢in az sayida ¢alisma mevcuttur [13].

Prepubertal testis hiicre siispansiyonu dondurma ¢dzme
sonrast canlilik testi sonuglarimizda yiiksek giivenlikli
straw gruplar1 arasinda seeding uygulamasiin anlamli fark
olusturmadigimi gordiik. Oysa kriyotiipte canlilik oraninin
seeding uygulanmasiyla anlamli sekilde yiikseldigini izledik.
Bunu, seeding uygulamasinin c¢apt genis olan kriyotiipte
1smin kontrol altina almasmi saglamasi ve hiicrelerin de
bundan olumlu sekilde etkilenmesiyle aciklayabiliriz.
Seeding kriyotiipte, yiiksek giivenlikli straw’a oranla daha
belirgin olarak etkili olmustur. Dar ¢apl yiiksek giivenlikli
straw’da ise 1sinin her noktaya daha homojen dagilmasi

nedeniyle seeding uygulamasinin canlilik oraninda
anlaml bir fark olusturmadigini séyleyebiliriz. Bulgulara
bakildiginda, canliligin korunmasi agisindan, prepubertal
testis hiicre siispansiyonu i¢in yiiksek giivenlikli straw’in

kriyotiipe tistiin bir tastyict oldugunu gordiik.

Prepubertal testisin doku olarak kriyotiipte dondurulmasi
sonrasi hiicrelerin canliliginin ve fonksiyonlarmin seeding
uygulanmayan grupta, seeding uygulanan gruba oranla
daha iyi korundugunu bildiren arastirmalar mevcuttur
[12,25].
uygunluk goéstermemesini, arastirmalarda fare testisinin

Bu bulgularin  bizim kriyotlip bulgumuzla

biitiin doku olarak dondurulmasindan kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz.

Hicrelerin  nukleus ve sitoplazmik  morfolojik
ozelliklerinin karsilastirilmasinda, yiiksek giivenlikli straw
gruplarinda SKH’ler benzer olarak iyi derecede ve SH’ler
ise seeding uygulanan grupta ¢ok iyi derecede korunmustur.
Kriyotiip gruplarinda ise SKH’ler orta derecede ve SH’lerin
seeding uygulamasiyla ¢ok iyi derecede korundugu
izlenmistir. Buna gore SKH’lerin tasiyict olarak yiiksek
giivenlikli straw’da daha iyi korundugunu ancak seeding
uygulamasindan pek etkilenmedigini, SH’lerin ise
tastyici farki olmadan seeding uygulamasindan daha fazla
etkilenerek iyi korunabildigini gordiik. SH’lerin seeding
uygulanmasindan etkilenmesini, SKH’lere oranla daha
biiyiikk hiicreler olmasi ve seeding uygulamasiyla buz
kristallerinin kontrol altina alinmasinin biiyiik hiicreyi daha

fazla etkileyebilecegi ile aciklayabiliriz.

Genel olarak SH’lerin SKH’lere oranla daha iyi
korunmasmi ise; SKH’lerin proliferatif aktivitesinin
yiiksek olmast nedeniyle [30] dis etkenlerden daha fazla
etkilenmesiyle agiklayabiliriz. Ancak bu etkilenmenin
daha ileriki asamalarda olumlu sonuglara neden oldugu
bildirilmektedir [6,31]. SKH’lerin kendini

potansiyeli yiliksek oldugu icin, kriyoprezervasyon sonrast

yenileme

transplantasyonuyla konsantrasyonunun taze testistekine
oranla daha yiiksek olmasina neden oldugu bildirilmektedir
[6]. Ayn1 sekilde SKH’lerin testikiiler somatik hiicrelere
oranla kriyoprezervasyon sonrast yasamini daha iyi
stirdiirebildigi belirtilmektedir [30]. Hiicre siispansiyonunda
SH’lerin de SH’ler
tubuluslarda hiicre baglantilart olusturarak gelisen germ

hiicrelerini destekler, beslenmelerini saglar ve aktif olarak

korunmasi Onemlidir. seminifer

spermatogenezde rol oynar [32,33]. Hiicre siispansiyonunun
ileri asamada transplantasyonu diistiniildiigiinde SH’lerin,
SKH’lerin yasamalari i¢in gerekli oldugu asikardir.

TEM incelemelerinde, SKH’leri ve SH’lerin SS(+)
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grubunda hiicre membran yapilarinin diger gruplara oranla
daha iyi korundugu dikkati ¢ekmistir. KS(-) grubunda
sitoplazmik vakuoliizasyon ve dejenerasyonun daha fazla
goriilmesi, hiicre membran yapilarindaki bozulmanin
diger gruplara oranla daha belirgin olmasina baglanmistir.
Seeding uygulamasi, hiicrelerin nukleus sitoplazma ve
membran yapilarinda korunmay1 olumlu yonde etkilemistir.
Yiiksek giivenlikli straw ¢apinin dar olmasi nedeniyle 1sinin
daha homojen dagilmasi, hiicre morfolojisi ve membran
yapilarinin korunmasinda etkili olmustur. Yiiksek giivenlikli
straw’da seeding uygulamasinin canlilik testinde anlamli
fark yaratmamasina karsilik membran yapilarint ve hiicre
morfolojisini daha iyi korudugu goriilmiistiir.

Caligmamizda bir¢ok arastiricinin kullandigr dondurma
medyumu DMSO [11,12, 24,34,35] tercih edilmistir. DMSO
bizim arastirmamizda da iyi sonug¢ vermistir. Sonuglarin
daha da 1iyilestirilmesi i¢in farkli tasiyict ve seeding
etkisini aragtirdigimizda canlilik testi neticelerinin ve hiicre
morfolojilerinin iyi korunmasinin fikrimizi destekledigini
gordik.

Bu c¢alismada prepubertal testis hiicre siispansiyonunda,
farkli tastyicilar kullanarak, seeding etkisini inceledik.
Seeding yanisira tastyicilarin  da  prepubertal testis
siispansiyonunda hiicrelerin korunmasinda etkili oldugunu
gordiik. Buna gore prepubertal testis hiicre siispansiyonu
icin yiiksek giivenlikli straw’1n kriyotiipe oranla daha iistiin

bir tastyici oldugunu gosterdik.

Calismamiz,  prepubertal  sican  testis  hiicre

siispansiyonunda farkli tasiyicilar kullanarak seeding
etkisini 151k ve elektron mikroskobik olarak gosteren
ilk calismadir. Elektron mikroskobik gozlemlerimizde
seeding etkisi hem sitoplazmik hem de hiicre membran
seviyesinde detayli olarak ortaya konmustur. Prepubertal
erkeklerde fertilitenin korunmasi amaci ile prepubertal
testis hiicre siispansiyonunun dondurulmasinda en uygun
yontemin, programli yavas dondurma yonteminde tasiyict
olarak yiiksek giivenlikli strawin kullanildigi, seeding
uygulanan yontem oldugu gorilmiistiir. Prepubertal testis
takiben

transplantasyon uygulanan arastirmalara ihtiya¢ vardir.

hiicre siispansiyonunun kriyoprezervasyonunu
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