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OZET

Bu caligmanm amaci sperm kreatin Kinaz aktivitesinin sperm fertilizasyon potansiyelini 6lgmekte degerinin
olup olmayacaginin tesbitidir,

infertilite nedeni ile Tiip Bebek Merkezinde [VE uygulamasina alinan 32 hasta (13 erkek infertilitesi/19 kadin
faktdrll) caligmaya dahil edilmigtir. Tam likefiye semen 8rncklerinden santrifiijle ayrilan pelletleri hiicre igi enzimler
serbestlestirilerek kreatin fosfokinaz-MB (CPK-MB) izoform 6l¢iimiinde kullanildi. Olglim 340 nm'de CPK-MB en-
zim akiivilesi sonucu olugan NADPH absorbsiyonuna dayanan kinetik spektrofotometrik Diasis Diagnostik kiti yén-
temine gore yapildi. CPK-MB seviyesi protein bagina aktivite cinsinden 8lgiildii (U/L/mg prot).

IVF'da ovum fertilizasyonu gerceklesen 18 hastanin CPK-MB seviyeleri (ort. 18.71+4.62 U/L/mg prot.) fertili-
zasyon gerceklesmeyen 14 hastaninkine (ort. 30.32+4.32 U/L/mg prol.) gire istatistiksel olarak daha diistik bulundu.
Erkek infertilitesi olan 13 hastadan fertilizasyon gerceklesen 4 hastanin CPK-MB degerleri (ort. 24.23+2.37 U/L/mg
prot.) ile gergeklesmeyen 9 hastanin CPK-MB degerleri (ort. 30.98+3.44 U/L/mg proL.) arasinda fark anlamli bulun-
mustur. Normospermik 19 hastanin ortalama CPK-MB degerleri (20.29+6.89 U/L/mg prot.) oligospermik erkekle-
rinkinden (28.91+4.45 U/L/mg prot.) anlamlt bigimde diigiiktii (p<0.05). Sperm morfolojisi bakimindan oligozoos-
permik ve normozoospermik hastalarda fertilizasyon olan ve olmayan gruplar arasinda istatistiksel olarak belirgin
fark mevcutiu (p<0.03).

Sperm fertilizasyon polansiyelini digmekte CPK-MB aktivite 8l¢iimii yardimet tireme tekniklerinden en iyi ya-
rarlanacak erkek infertilite hastalarinin (esbitine yardimer olabilir. Ancak, sperm morfolojisine istiinliigii klinik ca-
lismalarla arastmlmalidir,

ABSTRACT

The aim of this study is to examine the valuc of sperm creatine kinase to predict fertilizing potential of sperm.

32 patients (13 male factor/19 famele factor) who attended to IVF Center were entered in this study. Pellets
which were oblained by centrifugation of liqueficd semen samples were used for creatine phosphokinase MB (CPK-
MB) isoform determination after intracellular enzymes were extracted. CPK-MB enzyme activity was determined
using a kinctic spectrophotometric Diasis Diagnostic kit which works on basis of NADPH absorbtion at 340 nm.
CPK-MB levels were given as activity per mg of protein (U/L/mg prot.)

Levels of CPK-MB were statistically lower in 18 patients (mean 18.71+4.62 U/L/mg prol.) with positive in vil-
ro fertilization than in 14 patients (mean 30.32+4.32 U/L/mg prot.) without fertilization. In 4 of 13 patients with ma-
le infertility, fertilization was obtained and mean CPK-MB level was 24.23+2.37 U/L/mg prot., while it was
30.98+3.44 U/L/mg prot. in the other 9 patients, The difference was significant. CPK-MB levels were significantly
lower in 19 normozoospermic patients (mean 28.91+4.45 U/L/mg prot.) (p<0.05). With respect Lo sperm morpho-
logy, there was also statistically significant difference between groups with fertilization positive and negative in
both normozoospermic and cligozoospermic patients (p<0.03).

Delermination of sperm CPK-MB activity may be helpful to choose the patients with male infertility who may
benefit from artificial insemination techniques. Bul, studies are needed to determine if it is superior o sperm morp-
hology.
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GIRIS

Spermin délleme potansiyelini tahmin el-
mek icin glivenilir metodlarin olmayist erkek in-
[ertilite tedavisinde uzun yillardan beri problem
olmustur. Sperm sayi, motilite ve morlolojisi er-
kegin fertilizasyon potansiyelini tahmin etmek
icin en sik kullamlan parametrelerdir. Ancak, se-
men parametrelerinin yanisira membran biitlinlii-
&ii, akrozom reaksivonu, servikal mukus penet-
rasyon lesti, zona-[ree hamster oosil penetrasyon
testi gibi belirli sperm fonksiyonlarint gésteren
testlerin hepsi de fertilizasyon potansiyelini on-
ceden tahmin etmekte yetersiz kalmislardir.1.234
Dolayisiyla, sperm kalite ve [ertilizasyon yetene-
gini gostercbilecck basgka testlere ihtiyag vardir.
Son yilarda sperm kreatin fosfokinaz'in (CPK)
sperm kalitesini gdsteren bir biokimyasal marker
oldugu belirtilmektedir. 67

Spermatozoa'nin mitokondri iceren orta par-
¢ast sperm motilitesi icin gerekli adenozin trifos-
fat (ATP) iiretir. Uretilen ATP sperm kuyruguna
kreatin-kreatin fosfat dongiisii ile kanalize edil-
mektedir.® Mitokondride ATP, kreatini kreatin
fosfat haline donistiirmekte ve kreatin foslat
sperm kuyruguna enerji tagiyict olarak gecmekte-
dir. Kreatin loslat ise kreatin haline gelerck tek-
rar mitokondriye dénmektedir. Hem mitokondri-
de hem de sperm kuyrugunda fosfat transferi kre-
atin kinaz ile gerceklestirilmektedir. Boylece kre-
atin kinaz sperm enerjisinin olusmasinda, aktaril-
masinda ve kullaniminda anahtar enzim olarak
kabul edilebilir.?

Bu ¢aligmanin amact sperm kreatin kinaz
aktivitesinin sperm fertilizasyon potansiyelini
Olgmede bir kriter olup olamayacag@inin tesbitidir.

GEREC VE YONTEMLER

Infertilite nedeni ile Tiip Bebek Merkezin-
de invitro fertilizasyon (IVF) uygulamasina ali-
nan 32 hasta caligmaya dahil edilmistir. TVF uy-
gulamasina alinan hastalarin 130 oligospermik
idi ve oligospermi haricinde bir kriter gbz dniine
alinmamigti. Hastalarin 19'u ise normospermik
olup, kadin faktérii nedeni ile IVF uygulamasina
alinmiglardi. Sperm kreatin kinaz aktiviteleri
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santrifiij sonras1 semen pelletlerinde bakildi.
Sperm kreatin kinaz aktiviteleri ile hastalarin
anamnezleri ve TVF fertilizasyon sonuglar ayni
hekimler tarafindan birbirinden habersiz olarak
degerlendirildi.

Semen parametreleri manuel olarak ve
sperm morfolojisi hari¢, WHO kriterlerine gore
degerlendirildi. !0 Sperm morfolojisi ise Kruger
kriterlerine gire degerlendirilmistir. Sperm kre-
atin kinaz ol¢iimii: Tam likefiye olmus semen
orneklerinden yeterli bir kismina swim-up iglemi
uygulanarak spermatozoon elde edildi. Kalan
tam likefiye semen orneklerinin santrifujle plaz-
mas1 ve pellet kismi ayrildi. Pellet 6rnekleri pH
6.7'deki imidazol tampon ortaminda 4 C°'de so-
nikiye (ses dalgasi ile par¢alama) edilerek hiicre
ici enzimler serbestlestirildi ve sperm kreatin ki-
naz MB izoform (CPK-MB) enzim aktivitesi o6l-
¢iimiinde kullanildi. Olgiim 340 nm de CPK-MB
enzim aktivitesi sonucu olugsan NADPH absorb-
siyonuna dayanan kinetik spektrofotometrik Dia-
sis Diagnostik kiti yéntemine gore yapildi.1! Pro-
tein tayini Lowry'nin spektrofotometrik yvéntemi-
ne gére yapildl.12 CPK-MB seviyesi protein ba-
gina aktivite cinsinden ol¢iildii (U/L/mg protein).

Istatistik degerlendirme student t-test kulla-
nilarak yapilmistir.

BULGULAR

IVF uygulamasina alinan ve fertilizasyon
gergeklesen 18 hastanin CPK-MB seviyeleri
18.71%4.62 U/L/mg prot, fertilizasyon gercekles-
meyen 14 hastanin ise 30.3244.32 U/L/mg prot.
bulundu. Ikisi arasinda fark istatistiksel olarak
anlaml idi (r=-0.7981, p<0.001). Normospermik
19 hastanin CPK-MB degerleri 20.29+6.89
U/L/mg prot. ve oligospermik 13 hastammn ise
28.91+4.45 U/L/mg prot. bulunmustur. Normos-
permik ve oligospermik erkeklerin CPK-MB de-
gerleri arasinda belirgin istatistiksel fark meveut-
lu ve bu fertilizasyon ile ters pozitif iliski gosteri-
yordu (p<0.05, t-test).

Oligospermik ve normospermik hastalarin
ovum fertilizasyonu olan ve olmayan graplara
gore sperm say1, motilite ve CPK-MB ortalama-

137




ALICL B., OCAL,* P., GUMUSTAS,** K., AKKUS, E., YENCILEK, F., HATTAT, H.

lar1 Tablo'l'de gorilmektedir. Erkek infertilitesi
olan 13 hastanin ovum fertilizasyonu gergeklesen

Tablo 1. Oligospermik ve normospermik erkcklerde
fertilizasyon olan ve olmayan gruplarda sperm sayr,

motilile, morfoloji ve CPK-MB ortalamalari.

Spermsayst (mil ol Motilte (%) Morfolop (%) CPK-MB

{UlLfmg prot)
Oliospermik 115422 287459 51119 30981344
infertil (n:9)
Oligospermik 135517 382453 10209 24.23+2.37

Fertil {n:4)

Nonmespermik 3506134 40429 92+08  29.1445.83
infertil (n:3)

Normaospermik 68.9x18.5 456486 141439 17.1343.67
Fertil (n:IL})

4 hastanin ortalama CPK-MB degerleri
(24.23+2.37 U/L/mg prot.) ve fertilizasyon ger-
geklegmeyen 9 hastanin ortalama CPK-MB de-
gerleri (30.98+3.44 U/L/mg prot.) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Normospermik 19 hastadan ovum fertilizasyonu
gerceklesen 14 hastanin CPK-MB ortalamast
17.13+3.67 U/L/mg prot. iken, ovum fertilizas-
yonu gerceklesmeyen 5 hastada 29.1445.83
U/L/mg prot. bulunmustur. Bu fark istatistiksel
olarak anlambidir (p<0.03. t-test). Sperm morfo-
lojisi bakimindan oligospermik ve normospermik
hastalarda fertilizasyon olan ve olmayan gruplar
arasinda istatistikscl olarak belirgin fark mevcut-
tu (p<0.03, t-test).

Tablo 2'de IVF sonuglart gosterilmistir. Qo-
sit fertilizasyon oranmi normospermiklerde % 78.9
iken, oligospermik erkeklerde bu % 30.7 bulun-
mustur. Normospermik grupta 5 hasta (% 26.3)
hamile kalirken, oligospermik grupta 1 hasta
(%7.7) hamile kalabilmistir.

Tablo 2. [VF sonuclan

Normospermik Oligospermik
(n:19) (n:13)

Oosit fertilizasyonu 15/19 (%78.9)

5 (%26.3) 1 (%7.7)

413 (%30.7)
Hamilelik

Oosit fertilizasyon
olanlarda hamilclik

5715 (%33.3) 1/4 (%25)
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TARTISMA

Literatiirde sperm CPK aktivitesinin matiir
ve immatiir spermleri ayirmak igin kullanilabile-
cek iyl bir biokimyasal gésterge oldugu belirtil-
mektedir.”> © Caligmamizda normospermik ve
oligospermik erkeklerin sperm CPK-MB deger-
leri arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Oligospermik erkeklerde normos-
permik erkeklere gore daha yiiksek CPK-MB de-
gerleri mevcuttu. Bu durumu izah edecek bir ka-
nit olmamasina ragmen bu konuda yapilmis bir
calismada radyoaktif bir prob kullamilarak sperm
CPK aktivitesinin olgiimii, otoradyografi ve di-
rekt immun boyama yapilmis ve yiiksek aktivite
gosteren spermlerin inkomplet matiirasyon giste-
ren spermler oldugu saptanmustir.13 Ayni cahs-
mada normal spermde CPK boyanmas: kuyruk
ve mitokondride bulunurken dzellikle bas morfo-
lojisi bozuk olanlarda bag kismi tamamen veya
kismen boyalt oldugu saptanmistir. Boyanmanin
artigt ile enzim aktivite artist dogru orantih bu-
lunmustur. Dolayisiyla, enzim aktivitesi yiiksek
scmen orneklerinde morfolojik bozuklugun da
yiiksek olmasi beklenebilir.

Sperm CPK aktivitesinin sperm kalitesinin
bir gistergesi oldugu ve spermatozoa'da rezidiiel
sitoplazmanin varligim gosterdigi cesitli calisma-
larda belirtilmektedir.” Rezidiiel sitoplazmanin
bir gostergesi olarak kullanilan glukoz-6 fosfat
ile CPK birbirleri ile ¢ok iyi korelasyon goster-
mislerdir.® Bir bagka caligmada a spermatogene-
zin erken ve ge¢ donemlerinin biokimyasal gis-
tergesi olan laktat dehidrogenaz (LDH) ile CPK
kiyaslanmasinda, CPK'in sperm kalitesini
LDH'dan daha iyi gosterdigi belirtilmistir.® Bi-
zim galiymamizda da CPK-MB aktivitesi diisiik
olan grupta daha iyi oldugunun bir gistergesidir.
Bunu destekleyen bir bagka ¢aligmada ise insan
sperm-hemizona komplekslerinde CPK immuno-
sitokimyasal boyama yapilmis ve CPK aktivitesi
digiik matiir spermlerin selektif olarak zona'ya
baglandiklari tesbit edilmistir.”

Sperm morfoloji bozuklugu ile diisiik IVF
sonuglart arasinda baglanti oldugu bilinmekte-
dir.'* Bizim ¢alismamizda da ovum fertilizasyo-
nu gergeklesen oligospermik veya normospermik
hastalarin sperm morfolojileri ile fertilizasyon
gergeklegsmeyen oligospermik veya normosper-




mik hastalarin sperm morfolojileri arasinda ista-
tistiksel fark bulunmustur. Bizim ¢alismamizda
ovam fertilizasyon yeteneg@ini belirlemede hem
oligospermiklerde hem de normospermiklerde
sperm CPK-MB aktivitesinin sperm morfolojisi-
ne iistiinligii gosterilememigtir. Tirkiye'de
sperm CPK-MB aktivitesi konusunda yapilmig
bir caligma bilgimiz dahilinde yoktur. Literatiirde
ise bu konuda yapilmis galismalar ¢ok simirh sa-
yidadir ve sperm CPK-MB aktivitesinin dlciimii-
niin ézellikle normospermik olup izah edileme-
yen infertilite vakalarin fertilizasyon potansiyeli-
ni 6lemekte kullanilabilecegi belirtilmektedir 1
CPK-MB aktivitesinin dlciimit ile sperm morfo-
lojisinin spermin fertilizasyon yetencgini dlgme-
deki prediktil degerleri cesitli klinik ¢aligmalarla
kryaslanmalidir,

IVF uygulamasi sirasinda fertilizasyon ger-
ceklesen 18 hastamin CPK-MB seviyeleri fertili-
zasyon gerceklesmeyen 14 hastaya gore anlamli
olarak diisiik olugu sperm fertilizasyon yetenegi
ile CPK-MB aktivitesi arasinda bir ters pozitif
bir iliski olabilecegini gostermektedir. Erkek in-
fertilitesi olan 13 hastanin ovum fertilizasyonu
gerceklesen dordiinde CPK-MB seviyeleri fertili-
zasyon gerceklegmeyen dokuz hastaya gore be-
lirgin bicimde diigiiktii. Fertil ve infertil gruplar-
da yapilan bir bagka ¢alismada intrauterin inse-
minasyonda bagarili olunan fertil eligospermik
ve basarisiz olunan infertil oligospermik gruplar
arasinda CPK aktivite fark: istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur.!3 Bu fark fertil oligosper-
mil ve fertil normospermilc erkekler arasinda bu-
lunmamistir. Ancak, bizim calismanuzda swin-
up sonrasi sperm [raksiyonlarimin CPK-MB de-
gerleri drneklerin gok az olusu nedenti ile dlgiile-
mediginden béyle bir kiyaslama yapamadik.

Sonug olarak ¢alhismamizda sperm CPK-MB
aktivite olgiimiinin IVF'de ovum [fertilizasyon
sansim belirlemekte degeri oldugu gosterilebil-
mis, ancak sperm morfolojisinden daha dstiin ol-
dugu gosterilememistir. Giiniimiizde mikroenjek-
siyon tekniginin yayginlagsmast ve daha fazla ha-
milelik sansinin olmasi nedeni ile erkek infertili-
tesinde intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sik-
likla onerilmektedir. Yontemin pahal olusu bir
dezavantajdir. Dolayisiyla daha ucuz olan IVF
yontemninin dnerilmesi, fertilizasyon sansimin da-
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ha net olarak belirlenebilmesi ile miimkiindiir.
Bu amagla spermde CPK-MB aklivitesi ile mor-
folojinin prediktif degerlerinin kiyaslanmasi icin
daha genis serilerde de klinik ¢alismalar yapil-
malidir.
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