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OZET

Gintmuzde infertil (kisir) poptlasyonun %40'inda
erkek faktoriiniin sebep oldugu bilinmektedir.
1992'de ilk mikroenjeksiyon uygulamasi ile beraber
erkek infertilitesine ¢6ziim arayislari igin yardimci
tireme tekniklerinde bas déndirticii gelismeler
olmakla birlikte gebelik basarisi heniiz istenen di-
zeye ulasamamistir. 1995'te azospermik erkeklerden
cerrahi yontemlerle testikiler sperm alinarak kullanil-
maya baslanmasi, ayrica bati (lkelerinde uygulanan
donér programlari, spermin dondurularak saklan-
masini zorunlu hale getirmis ve bu konudaki
tekniklerin gelismesine de ivme kazandirmistir.
Spermin dondurularak saklanmasi hem (remeye
yardimci tedavilerdeki basariyi %10 nispetinde arttir-
mis, hem de kemoterapi-radyoterapi, testis cerrahisi
v.b.'"den Once, gelecekteki fertilitenin korunmasina
katkida bulunmustur. Bu derlemede amacglanan,
ejekdlat spermi ve testikiiler spermlerin dondurularak
saklanma endikasyonlari ve teknikleri hakkinda bilgi
vermek ve gelecekteki fertilitenin nasil korunabile-
cedinin ipuglarini géstermektir.

Anahtar Kelimeler: Sperm, Kriyoprezervasyon,
Yardimei Ureme.

SUMMARY
Sperm Cryopreservation

Nowadays, it's known that 40% of reasons for the
infertile population consists of the male factor. Since
1992, when the first microinjection was applied,
although amazing improvements have been done for
treating the male infertility, the pregnancy rate hasn't
reached the desired level. Starting the use of testicu-
lar sperm aspiration with surgical tecniques from
azospermic males in 1995 and the donor pro-
grammes applied in the western countries have
caused the cryoconservation of the sperm to be an
obligation and led an acceleration in the improve-
ments of the tecniques used. The cryopreservation
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of the sperm has increased the success in the assist-
ed reproduction treatments by 10% and also has
helped the conservation of the 'future fertility' before
the application of procedures like radio-chemothera-
py, testicular surgery i.e. The aim of this article is to
give knowledge about the indications and techniques
in cryopreserving ejeculatory and testicular sperm
and to show the key points of how future fertility
should be saved.

Key Words: Spermium, Cryopreservation, Assisted
Reproduction.

TARIHGE

Sperm dondurma islemi ilk defa 1949'da Polge
ve arkadaslar1 tarafindan gliserol kullanilarak
basarilmis, kriyokorumali insan dondér semeni ile
artifisyel dondr inseminasyonu (AID) ile gebelik
sonrast ilk dogum raporu 1954'de Bunge ve
arkadaslar tarafindan yaymlanmistir (1,2,3).

1972'de Whittingam ve arkadaslar1 ilk defa
memeli embriyolarin1 dondurup ¢odzerek transfer
etmis ve gebelik bildirmislerdir. Insanda dondurulup
¢Oziilmils embriyo transferi ile ilk gebelik 1983'te
Trounson ve arkadaslarinca basarilmistir (4).
1985'de de dondurulmus blastosistten ilk canli
dogum gergeklesmistir. (Cohen S. ve arkadaslari) ].
1997'de Cohen ve arkadaslar1 tek bir sperm ya da
¢ok az sayidaki spermi bos zona (empty zona) i¢inde
dondurdu (5). 1998'de Montaj M. ve arkadaslar1 ise
bunu biraz modifiye ederek, zonay1 lazerle delip tek
spermi dondurduktan sonra (single sperm freezing)
bunu vital Hoechst 33258 boyas: ile boyayarak test
edip kullandilar.

GIRIS

Biitiin bu gelismeler, dogal olarak, infertil ¢ift-
lerin %40-50'sinin etyolojisinde yer alan erkek fak-
toriine ¢cdziim arayan Yardimci1 Ureme Tekniklerinde
(YUT) (Assisted Reproduction Techniques-ART)
calisanlarin ilgi odag1 olmustur.

Giintimiizde, erkek faktoriniin tedavisinde kul-
lanilacak sperm freezing kriterlerinde hentiz bir iini-
formite saglanamamis olmakla birlikte, bazi konser-
vatif llkeler hari¢ bircok Avrupa iilkesi ve
Amerika'da 0Ozellikle terapotik dondr inseminas-
yonunun (TID) ve heterolog fresh ya da dondurulup
¢Oziilmiis sperm (frozen-thawed sperm) ile intrasito-
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plazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)'nun da serbest
olmast dolayistyla dondurarak sperm saklamanin
YUT'de klinik sonuglari iyilestirdigi bildirilmektedir
(6,7).

Bugiin ovaryan korteksin ve testis dokusunun
kriyoprezervasyonu ile artik fertilitenin dondurul-
mast tartistlmakla birlikte, kriyotekniklerin higbiri
heniiz optimal diizeyde degildir.

SPERM KRiIYOPREZERVASYON
ENDIKASYONLARI

1. Siddetli oligospermide ya da virtual azosper-
mide havuzlamak i¢in (pooling):

Pespese birka¢ mastiirbasyon ile elde edilen
spermlerin dondurulmasi ve yeterince ejekiilat
toplaninca hepsini birlikte eritip swim-up v.b. bir
yontemle konsantre ederek mevcut siddetli
oligospermiyi kompanse etme amacini giider.

- Ejekiilatin split-fraksiyonunun havuzlanmasi
Onerilmektedir.

2. Sperm Ornegi vermede giigliik, ya da erkegin
yardimct iireme teknigi uygulama giinii gelemeyecek
olmasi,

3.Dondr inseminasyon programlarinda AID
veya ICSI i¢in (Tirkiye'de yasal degildir) fresh yer-
ine dondurulup ¢oziilmiis sperm kulanilmasi (donor-
ler o giin hastane koridorunda karsilagmay1 psiko-
sosyal bir problem olarak yasamaktadir) (8,9).

Ayrica, bu donor programlari ile, HIV, Hepatit B
ve C virlisleri agisindan dondr testleri yapilmig olsa
da, bu testlerin heniiz inkiibasyon periyodunda
yapilmis olmasindan dolay1 negatif ¢ikmasi olasiligi-
na karsi, 6 ay sonra markerlara yeniden bakildiktan
sonra inseminasyonun yapilmasi avantaji olabilmek-
tedir. Ayrica, koca genetik gecisli bir hastalik a¢isin-
dan risk altinda ise yine dondr kullanilmaktadir. Esas
olarak dondr kullaniminin serbest oldugu tilkelerde
sperm bankalarina bagislanan spermlerin kullanil-
mast bu sekilde pratik bir hale gelmektedir
(8,10,11,12).

4. Fertilite profilaksisinde: (Pretherapy semen
cryopreservation)

a. Kemoterapi veya radyoterapiden Once; testis
tiimorleri, 16semi ve lenfomalar v.b.

b. Testis cerrahisi 6ncesinde,

A- Total ya da partial orsiektomi

B- Vazo-vazostomi, vazo-epididimostomi, ba-
zen varikoselektomiden once kullanilmaktadir
(8,9,10,13).

c. Spinal kord injury, seksiiel disfonksiyon,
ejekiilatuar hastaliklarda, elektrooejekiilator ile
sperm elde edilmisse uygulanmaktadir (13).

d. Spermatogenezi bozmakla suglanan ilaglarin
zorunlu kullanimi sézkonusu ise kullanilmaktadir
(13,14);

a. Nitrofurantoin

b. Simetidin

c. Sulfasalazin

d. Alkol, nikotin, koksin, marihuana, kafein gibi.
Ayrica Cat+ kanal blokdrlerinin sperm membran
fonksiyonlarini bozduklar1 ve fertilizasyon kapa-
sitesini azalttiklar1 one siiriilmektedir.

e.Sporcularin stk kullandiklari anabolizan
ilaglarin (Androjenik komponenti negatif feed-back
yolu ile hipofiz bezi {izerinden, hidrojen salinmasini
engelleyerek) intraseliiller testosteron sentezini azal-
tarak spermatogenezisi arreste kadar gotiirebildikleri
bildirilmektedir. Zira, sperm iiretimi i¢in eksojen
degil intraselliiler testosteron gerekmektedir
(8,10,14,15).

Testis neoplazileri ve lenfomali hastalarin %
60'inda, zaten oligospermi goriilmektedir. Bu
durumdaki hastalara bir de kemoterapi veya rady-
oterapi yapildiginda, spermatogenezi bazen, ancak
4-5 yilda normale donebilecek veya kalici olacak
sekilde bozabilmektedir. Boyle bir durumun bilin-
mesi, hastanin bilgilendirilmesi ve tedavi seklinin
belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Boyle bir
hastadan tedavi Oncesi semen Ornegi alinarak
spermlerin dondurulmasi gelecekteki fertilitenin
korunmasi agisindan 6nem  tagimaktadir
(13,14,16,17,18).

Mikroepididimal sperm aspirasyonu (MESA) ve
testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) siipernatant-
larinin da dondurulmasi ile bu dondurma spektrumu
giin gectikge geniglemektedir (10,19,20,21).

Dondurarak saklamanin yeterince anlagilabilme-
si igin kriyobiyolojinin temel prensiplerine kisaca
g0z atmak yararli olacaktir : (7,13,22)

KRiYOBIYOLOJININ TEMEL PRENSIPLERI

1. Dondurularak spermlerin 6nce kriyoprotektan
maddelerle bir araya getirilerek DENGELENMESI,

2. Belirli bir hizla sogutularak, sivi nitrojen
icinde DEPOLANMASI,

3. COZULME asamasinda diliisyon ile kriy-
oprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmast ve
gelisimlerine izin verecek fizyolojik soliisyonlar
igerisine alinmasi esasina dayanir.

Biitiin bu islemler yapilirken;

- Hiicre hasar1 minimal olmalidir

- Hiicrenin yapisal biitiinliigii ve fonksiyonel
ozellikleri korunmalidir

- Ideal olani, -196 °C'da siv1 nitrogende sakla-
maktir. Ancak - 80 °C - 196 °C arasinda daha kisa
siire saklanabilir. ({ 2 ay)

- - 130°C"n altinda artik ¢ok az ATP harcanir.

- 37°C'dan 7 °C'a indiginde hiicredeki enzim
reaksiyonlar1 ¢ok azalir.
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- 0-5 °C arasinda hiicre i¢i birgok reaksiyon
stabilize olur (13,14,17,22,23,24,25)).

Dondurma isleminde, damla damla kriyoprotek-
tan eklenmis spermler - 5°C ile - 15°C arasinda
sogutulduklarinda, asagidaki sirayi izleyen bir dizi
olay gerceklesir:

1. Once hiicrenin iginde bulundugu ortamdaki
su donar

2. Hiicre diginda buz kristalleri olusarak sito-
plazmay1 sogutur.

3. Bu sirada, eklenen kriyoprotektan madde
sebebiyle hiicre disinda osmolarite daha yiiksektir,
bu sebeple hiicreden dis ortama su gegisi baslar,
(hizli su kaybi-dehidratasyon) ve hiicre once
biiziiliir. (Bu sirada sitoplazmanin kimyasal potan-
siyeli hiicre digindan fazladir.)

4. Hiicre disina ¢ikan su donar (Dehidratasyona
baglt olarak hiicre i¢i ile dig1 arasindaki kimyasal
potansiyel farki giderek azalir.)

5. Boylece, hiicre harabiyetinin esas sebebi ola-
bilecek, hiicre i¢ginde buz kristalleri olusmadan dnce
suyun biiyiik boliimii disart ¢ikmis olur. Bdylece,
hiicre harabiyetine neden olabilecek intraseliiler
kristal olusumu en aza indirilmis olur (13,22,23,
24,26,27).

Genel prensip olarak, tedricen dondurma
sayesinde, zamanla, kriyoprotektanin hiicre igine
gecisi ve dengenin yeniden kurulmasi ile hiicre
tekrar eski biiylikliigiine doner (28).

- Iste, hiicreler (spermium ya da embriyolar)
tedricen degil de, aniden dondurulursa, hiicre digina
su aktarimi ani ve fazla olacagindan hiicre ici ile dis1
arasindaki dengelenme igin yeterli zaman kalmaz ve
zarda ozmotik riiptiir olur. Tam tersine, hizli degil de,
yavas ¢Oziiliirse bu defa, intraselliiler buz kristalleri
birbirleriyle birlesip biiyiiyebilir. O nedenle hizl
¢Ozme tercih edilerek buz kristallerinin hiicrede etki-
li olabilecegi siire en aza indirilmis olmalidir (15,18,
22,26,28).

KRiYOINJURY (HUCRE HASARI)

Sperm freezing esnasinda, dondurma ve 6zellik-
le ¢6zme ani kritiktir ve ozmotik riiptiir ile hiicre zar1
hasar1 en ¢ok bu sirada olur. O ylizden yavas sogut-
ma, hizli ¢6zme tercih edilir. Depolama sirasinda
hiicreler bir zarar gérmez. Hasar en cok islem
sirasinda agagidaki sebeplerle olusur:

Kriyoinjurinin sebepleri;

a. Intra selliiler buz kristallerinin olusumu

b. Asirt dehidratasyon

c. PH degisiklikleri

d. Protein denatiirasyonu

Ayrica bu sirada kriyoprotektanlarin hiicre i¢ine
gegciglerini etkiledikleri icin:
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- Konsantrasyon farki

- Ortam 18151

- Hiicre ylizeyinin hiicre hacmine orani

- Hiicre zarinin gegirgenligi

- Kriyoprotektanin niteligi

- Membran biyokimyasi, permeabilitesi, sta-
bilitesi ve integritesi de dnemlidir. Hatta genetik fak-
torler bile tartismaya agilmaistir.

Kriyoprotektif maddenin kendisinin yol agabile-
cegl veya lizozomal enzimlerin serbestlesmesi ve
aktiflenmesi ile meydana gelebilecek toksik hasarlart
da saymak gerekir. Hasara yol acan etkilerin ilk plan-
daki hedefi hiicre zaridir. Ayrintili elektron
mikroskoptik analizleri bunun igin inandirici kanitlar
getirmislerdir. Bu islemle gozlenebilen yapisal mem-
bran degisiklikleri, protriizyonlardan, dalgalan-
malardan ve vezikiilasyonlardan, stoplazma ige-
riginin disar1 ¢iktig1 membran kayiplari, yirtilmalar
ve erimeleri gibi membran biitiinliigliniin bozuldugu
agir harabiyete kadar gidebilir. Biyokimyasal yon-
temlerle spermalardaki intraakrozomal penetrasyon
enzimlerinin (hyaliironidaz, akrozin gibi) kayb1 gos-
terilebilir (22,28,29).

KRIYOPROTEKTANLAR

A. Intraselliiler (permeabl) ajanlar

Gliserol, 1-2 propanediol, DMSO, ProH
(Propilen gilkoller). Bunlar intraselliiler buz kristal-
leri olugumunu -40°C'a kadar distriirler. Ayrica
hiicreyi sollisyonun toksik etkilerinden korurlar
(22,29,30).

B. Ektraselliiler (non-permeabl) ajanlar

Siikroz, glukoz, hekzoz gibi sakrolitler ozmotik
basing degisikligine kars1 zar1 korurlar. C6zme done-
minde hiicrenin asir1 gigsmesini onlerler.

Sperm freezing isleminde intraselliiler ajan
olarak % 5-15'lik gliserol, ekstraselliiler ajan olarak
stikroz tercih edilmektedir (28).

Siikroz biiyiik bir molekiildiir ve permeasyon
gosteremez. Bu sebeple de sogutma islemi sirasinda
ozmotik olarak dehidratasyonu baslattigi gibi, ¢6zme
islemi esnasinda da hiicrenin lizisini Onler, kon-
santrasyon farki ile intraselliiler kriyoprotektanin
hiicre i¢cinden uzaklagsmasin1 saglar (22,28,30,31,32).

Ayrica kriyoprotektan disindaki gerekli ekipman
sunlardir;

1. Dondurulacak hiicreler igin tasiyicilar

a. Straw
b. Vial
c. Ampul
2. Biyolojik dondurucu (opsiyonel)
a. Planer
b. CT Erlangen v.b.
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3. Dondurma islemi igin siv1 azot buhari ve sivi
azot (NH2)
4. Depolamak i¢in sivi azot tanki.

Resim-1 Kriyoprezervasyon igin  gerekli  sarf
malzemeleri; soldan saga seffaf ministraw, ministraw,
metal kiire, polistren vial ve L ministraw, ministraw tikaci.
Altta vial ve strawlarin muhafaza edilecegi goblet

goriilmektedir.

Resim - 2: Otomatik biyolojik dondurucu (Planar Serial
10).

Resim-3 : Stvi azot buharina tutmaya yarayan izgara ve
tizerinde strawlar.

Cozdiikten sonra, motilitenin korunmasi agisin-
dan kullanima hazir soliisyonlardan asagida igerik-
leri yazili "test yolk buffer", "Sperm freeze medi-
um"'a gore daha basarili bulunmustur. Ticari formlari
kullanilmak istenmezse kryoprotektif medium hazir-
lanabilir, ancak uzun bir prosediirii vardir (29).

Asagida baz1 kriyoprotektanlarin igerikleri ve-
rilmigtir;

Test Yolk Buffer

- %12 v/v gliserol

- %20 yumurta aki (56° 1sida 30 dk. inaktive
edilmis)

- 1.000 tinite Penisilin-G

- 1.000 pg/mL Streptomisin Siilfat

Sperm Freezing Medium

- Modifiye Tyrodes soliisyonu, siikroz, glukoz
ve sodyum laktat iceren HEPES buffer

- Gliserol

- Human Serum Albumin

- Penisilin (50.000 IU/T)

- Streptomisin (50mg/1)

YONTEMLER
I. SPERM DONDURMA PROSEDURU:

A. (Slow Rate Freezing) Manuel olarak azot
buharinda dondurma:

En kolay, en cabuk ve en ¢ok tercih edilen yon-
temdir. Manuel olarak yapilan bu iglemler i¢in;

1. Once kriyoprotektan medium (Test Yolk
Buffer, Sperm Freze v.b.) derin dondurucudan
cikarilarak 30' siireyle bekletilip oda sicakligina
getirilir.

2. Silinmez cam kalemi ile, straw ya da viallere
hastanin adi1 soyadi ve konulacagi yerin numarasi
yazilir. Ayni bilgiler dondurarak saklama defterine
islenir.

3. Uygun bir kaba s1v1 nitrojen konularak don-
durulacak ornek ile sivi nitrojen arasinda ~ 8 cm.
olacak sekilde 1zgara ayarlanir.
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4. Dondurulacak spermin, voliimii, konsantras-
yonu, motilitesi, progresyonu ve vitalitesi deger-
lendirilerek freezing defterine islenir. Tank
numarasi, canister numarasi, cane numarasi, straw
ya da vial ya da ampul sayis1 kaydedilir.

5. Sperm esit miktarlarda tiiplere (Falcon 2003
gibi) aktarilir. Freezing soliisyonundan iizerlerine
damla damla ve yavas olarak eklenerek 1/1 oraninda
karistirlir.

6. Sonra 0.5 ml.'lik boliimler halinde vial ya da
strawlara boliniir.

7. 8-10 cm. mesafeden 1zgara iizerinde siv1 azot
buharina 10-15 dk. tutulur.

8. Ornekler dikkatlice s1v1 azot tankina aktarilir.

B. Islem otomatik olarak yapilmak istenirse:

20°den -7°'ye kadar -0.5°/ dk.

-80°'ye kadar

-10°/ dk.'ya programlanir ve sonra

S1vi azota aktartlir (7,8,22,29).

. SPERM GOZME PROSEDURU (SPERM
THAWING PROCEDURE)

Eritmenin tek adimda ve miimkiin oldugu kadar
hizli yapilmasi gerekir. 37°'deki su banyosuna alinip
5 dk. inkiibasyondan sonra ¢ok iyi sonuglar alindigi-
na dair raporlar vardir. Ornek olarak, bizim
GATA'daki klinik uygulamamiz su sekildedir:

Vial i¢cin — Oda sicakliginda 5 dk. Eritme

Sonra,

37 °C su banyosunda 10 dk. Eritme

Straw i¢in — Oda sicakliginda 10 dk. Eritme

(Once kapali ug¢ sonra diger ucu kesilerek
strawin ucu bir falkon tiipe ittirilir.)

Coziilen drnege sperm yikama soliisyonu (sperm
washing medium) damla damla eklenir ve 3000
rpm'de 10' santrifiij edilir. Siipernatant atilir, tekrar
0.1 ml. sperm yikama mediumu eklenir ve
karistirilir. Konsantrasyon, motilite ve vitalite deger-
lendirilir (7,8,22,25,33).

SPERM DONDURMANIN DEZAVANTAJLARI

1. Saymin yariya yakin azalmasi normaldir.
Dondurma &ncesinde motilite ¢ok diisiikse, bu prob-
lem goz 6ntinde bulundurulmalidir.

2. Genetik materyalin zarar gérme olasiligi
oositteki kadar yiiksek degildir. Zira, oosit kri-
yoprezervasyonunun basarisizligi 2. mayotik siirecin
bitmemis olmasi sebebiyle mayoz ipliginde kutup-
lara ¢ekilen kromozomlarin zarar gérmesinde yat-
maktadir. Halbuki spermler, spermatid asamasindan
itibaren 2. mayoz boliinmeyi bitirmislerdir. Bu se-
beple genellikle, dogan bebeklerdeki konjenital
anomali oram1 ayni olarak bildirilmektedir.
Biyokimyasal yontemlerle bu spermlerdeki
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intraakrozomal penetrasyon enzimleri kaybi, GOT
ve LDH'nin onceki ve sonraki olgiimleri, biyolu-
minisens islemi ile solunun zinciri niikkleotidleri olan
ATP, ADP ve AMP tayinleri incelenerek, sogugun
yaptig1 hasarlar halen arastirilmaktadir. Sogugun
sperm mitokondriyal konfigiirasyonuna etkisi son
yillarda  {izerinde ¢alisilan  bir  konudur
(12,13,15,26,34,35).

3. Motiliteyi yariya yakin azaltabilir (9,17,25).

Buna dair bizim GATA'da yaptigimiz 25
hastalik serideki bulgularimiz asagida goriildiigi
gibidir.

Taze semen total motilite yiizdesi (A+B)—
%68+2

(Co6zme sonrasi total motilite ylizdesi (A+B)— %
27+6

Cryosurvival orant — ~ % 40+5

(Cozme sonrast motilite/ Dondurma oncesi
motilite) x 100 = % Cryosurvival

SONUG

Erkek infertilitesinin tedavisinde ozellikle cer-
rahi yontemlere bagvurularak alinan testikiiler
spermlerin korunmasinda (TESE, TESA, MESA),
testis cerrahisi yada kemoterapi-radyoterapi uygula-
masindan 6nce spermin kriyoprezervasyonu, legal
olan iilkelerde dondr programlari sirasinda bu yon-
temlere bagvurulmasi, yardimei tireme tekniklerinde
basarty1 kayda deger bir sekilde arttirabilmektedir
(7,21,22,24,31,33).

Son olarak, belirtilmelidir ki, Tirkiye belki
donor programlari vb. i¢in hazir olmasa da, en azin-
dan testis cerrahisi Oncesi, kemoterapi-radyoterapi
oncesi yada YUT icin TESE ve MESA gibi cerrahi
yontemler ile toplanan spermlerin dondurulmasi
konusunda daha fazla konservatif kalinmamalidir.
Bu konuyla ilgili hukuksal diizenlemeler etik kural-
lar da gozetilerek yapilmali ve olusabilecek stiistimal
ve spekiilasyonlar dnlenmelidir.
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