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Kanser Hastalarında Fertilitenin Korunmasında Kullanılan 
Kriyoprezervasyon Yöntemleri

Gülnaz KERVANCIOĞLU1

Öz
Günümüzde erken tanı ve tedavilerdeki gelişmelerle kanser hastalarında sağ kalım süreleri 
uzamıştır. Kanserli hastanın onkoloji tedavisinden sonra da üreme yeteneğinin korunması 
yaşam kalitesinin yükseltilmesinde önemli bir yer tutmaktadır. Erişkin kadın ve erkeklerde 
olgun üreme hücrelerine ulaşmak mümkündür. Embriyo ve oosit dondurulmasında vitrifikasyon 
yöntemi, spermatozoa ve testis hücre süspansiyonu dondurulmasında yavaş dondurma yöntemi, 
over dokusu dondurulmasında ise her iki yöntem tercih edilmektedir. Prepubertal dönemde 
ise gonad dokularının yani üreme kök hücrelerinin kriyoprezervasyonu tek seçenek olarak 
karşımıza çıkmaktadır. Ancak prepubertal testis dokusunun kriyoprezervasyonu henüz deneysel 
aşamadadır. Kanser hastaları için fertilite restorasyon tekniklerindeki gelişmeler, yakın bir 
gelecekte kliniklerde rutin olarak uygulanabilmesi açısından umut vadetmektedir. Ancak 
prepubertal erkek çocuklarda testis dokusundaki spermatogonyal kök hücrelerin güvenli ve en 
uygun şekilde kriyoprezervasyonunu sağlayacak detaylı araştırmalara ihtiyaç vardır.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprezervasyon, Fertilite prezervasyonu, Prepubertal testis, Kanserde 
kriyoprezervasyon

Cryopreservation Methods Used for the Preservation of Fertility in Cancer Patients

Abstract
Nowadays, early diagnosis and treatment modalities prolong the survival rates of cancer 
patients. The preservation of the reproductive ability after the oncology treatment of a cancer 
patient has an important factor in raising the life quality of the person later on. It is possible to 
acquire mature reproduction cells in adult men and women. Vitrification method is preferred for 
embryo and oocyte freezing, slow freezing method is used for freezing of spermatozoa and testis 
cell suspension, and both methods are suitable for over tissue freezing. Cryopreservation of 
gonadal tissues -as known as reproductive stem cells- is the only alternative in the pre-pubertal 
period. However, cryopreservation of pre-pubertal testicular tissue is still experimental. The 
developments in fertility restoration techniques for cancer patients are promising in that they can 
be routinely implemented in clinics in the near future. However, in pre-pubertal boys, detailed 
research is needed for ensuring the safe and optimal cryopreserving of spermatogonial stem 
cells in the testicular tissue.
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Giriş
Kanserler, erişkinde ve çocukta en sık ölüm 
nedenlerinden birisidir. Son yıllarda kanserlerin 
erken tanı ve tedavilerindeki gelişmeler sağ kalım 
oranlarını yükseltmiştir. ASC (American Cancer 
Society) tüm kanserlerden ölüm oranlarında, 
kadınlarda 1991-2005 yılları arasında %11.4, 
erkeklerde ise 1990-2005 yılları arasında %19.2 
oranında azalma, sadece kadınlarda meme 
kanserinden ölümlerde %40 oranında azalma 
olduğunu bildirmektedir (1). Erişkinde 5 yıllık 
sağ kalım oranları %60’lara, çocukta %80’lere 
kadar çıkmıştır. Bu hastalarda yaşam sürelerinin 
uzamasının yanında ikincil sorun olarak yaşam 
kalitelerinin yükseltilmesi gereği karşımıza 
çıkmaktadır.

Gonadotoksik tedavilerin en önemli yan etkisi 
özellikle prepubertal dönemdeki çocuklarda 
germinal kök hücrelerin etkilenmesidir. 
Etkilenmenin seviyesi tedavi dönemindeki hastanın 
yaşına, kullanılan ilaçların tipine, uygulanması 
durumunda radyoterapinin dozuna ve uygulandığı 
bölgeye bağlı olarak değişmektedir (2). Onkoloji 
tedavileriyle üreme hücreleri olumsuz etkilenen 
hastaların, tedaviden sonra kendi çocuklarına sahip 
olabilmesi, önemli beklentilerden birisidir. Fertilite 
yeteneklerinin ve üreme hücrelerinin güvence 
altına alınabileceği bilgisinin hastaya sunulması 
kansere karşı verdikleri duygusal savaşta onlara 
yardımcı olmaktadır. Üreme hücre ve dokularının 
onkoloji tedavileri öncesinde hastadan alınması ve 
alınan hücrelerin dondurulup saklanması, klinisyen 
ve embriyoloji uzmanlarının işbirliği içinde 
çalışmasıyla gerçekleşmektedir.

 Son yıllarda üreme hücre ve dokularının laboratuvar 
koşullarında uzun süre bozulmadan uygun şekilde 
dondurularak saklanması için çeşitli araştırmalar 
yapılmıştır (3). Erişkin ve özellikle prepubertal erkek 
çocukların üreme doku ve hücrelerinin dondurulup 
saklanarak korunması (kriyoprezervasyon), 
farklı tekniklerin uygulanması ve geliştirilmesini 
gerektirmektedir. Günümüzde erişkin gonad 
doku ve üreme hücreleri için embriyoloji 
laboratuvarlarında uygun kriyoprezervasyon 
yöntemleri nispeten oturtulmaya başlanmıştır. 
Ancak prepubertal dönemdeki erkek çocuklarda 
testiste zaten az sayıda olan spermatogonyal kök 
hücrelerin kriyoprezervasyonu için en uygun 

yöntemin geliştirilip standardize edilmesi, aşılması 
gereken bir sorun olarak karşımızda durmaktadır 
(4,5).

Fertilitenin Korunmasında Kriyoprezervasyonun 
Uygulanma Tarihçesi
Kriyoprezervasyon, artık yaygın olarak dünyada 
donör inseminasyonlarda, ülkemizde ise özellikle 
gonadotoksik tedaviler öncesinde spermatozoanın 
dondurulmasında başvurulan yöntem olarak 
rutin uygulamaya girmiştir (6). Bu yönüyle 
kriyoprezervasyonun fertilitede kullanımı epey 
mesafe katetmiş durumdadır. 

1949 yılında Polge ve araştırma grubunun, 
gliserolün kriyoprotektif etkisini tesbit etmesiyle, 
ilk kez memelilerde spermatozoa başarıyla 
dondurulmuştur (7). 

1950’li yıllarda dondurulmuş spermlerle ilk gebelik 
gerçekleşmiş (8), Bu uygulama çeşitli organ, doku 
ve hücrelerin dondurulmasına öncülük etmiş, çeşitli 
kimyasallar ve malzemeler dondurma işleminde 
kullanılmaya başlamıştır.

1970’li yıllarda yavaş dondurma yöntemi 
için programlanabilir dondurucu makinalar 
geliştirilmişçeşitli insan ve hayvan hücrelerinin 
dondurulmasında kullanılmıştır. 

Erkek infertilitesinde sperm kriyoprezervasyonu, 
1980’li yıllardan itibaren üremeye yardımcı 
tekniklerde rutin olarak kullanılmaya başlanmıştır 
(9).

Embriyo dondurulması memelilerde ilk kez 1972 
yılında uygulanmış (10), insanda ise embriyo 
dondurulması 1980’lerin başında başlamıştır. 
Devam eden çalışmalarla ilk kez 1984 yılında yavaş 
dondurma yöntemiyle, 1985 yılında da vitrifikasyon 
yöntemiyle dondurulan embriyolar kullanılarak 
doğumlar gerçekleştirilmiştir (11,12). 

1996’da dondurulup çözülmüş erişkin ve prepubertal 
testis hücre süspansiyonu, sterilizasyon uygulanan 
fare testisine transplante edilerek spermatogenezin 
gerçekleştirilmesi (13) hücrelerin uzun süre 
saklanabileceği ve dolayısıyla kriyoprezervasyonun 
bu tedavilerde kullanılabileceğini gösterilmiştir. 
Prepubertal testis, doku olarak ise 2000’li yıllarda 
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yavaş dondurma yöntemiyle, son yıllarda da 
vitrifikasyon yöntemi ile dondurulmaya başlamıştır 
(14). 

Kanserli Kadında üreme Hücre ve Dokularının 
Korunması İçin Sunulabilecek Kriyoprezervasyon 
Seçenekleri
-Embriyo dondurma; OPU ile toplanan oositler, 
spermatozoon ile invitro ortamda IVF veya ICSI 
yöntemi ile fertilize edilerek elde edilen embriyolara 
kriyoprezervasyon uygulanır. Embriyo dondurma 
fertilizasyonun korunması için seçilecek en başarılı 
yöntemdir. Evli hastalarda uygulanabilir. Ancak 
süratle kanser tedavisine başlanacak hastalarda 
embriyo elde etmek için zamana ihtiyaç olacağından 
bu grup hastalar için uygun değildir.

-Oosit Dondurma; Birden fazla sayıda oluşturulan 
matür oositlerin toplanarak dondurulması işlemidir. 
Amerikan Üreme Derneği (ASRM) tarafından 
hastalara rutin olarak sunulması gereken yöntem 
olarak kabul edilmiştir (15). Evli olmayan ya 
da embriyo dondurmayı etik ve dini yönlerden 
uygun bulmayan hastalarda ilk seçenektir. Oosit 
dondurulmasında yavaş dondurma yöntemi 
uygulanmış ve son yıllarda yapılan çalışmalar 
vitrifikasyon yönteminin başarısının daha yüksek 

olduğunu göstermiştir. Vitrifikasyon yöntemi, 
embriyo ve oosit dondurulmasında başarılı 
bir kriyoprezervasyon yöntemi olarak tercih 
edilmektedir (3,16) (Şekil 1). 

-Over Dokusu Dondurma; Primordiyal 
foliküllerin yoğun olarak bulunduğu over 
korteksi soyularak alınır ve doku parçaları olarak 
dondurulur. Oosit sayısı, kız çocukta intra uterin 
fetal 5. ayda 7.000.000, pubertede 300.000, 40-
45 yaşda 8.000 adet olarak giderek azalması (17) 
nedeniyle rezervi iyi olan genç erişkin kadında ilk 
seçenek, pubertal ve prepubertal dönemdeki kız 
çocuklarında tek seçenek olarak uygulanmaktadır. 
Ek olarak embriyo ve oosit dondurma için zamanı 
olmayan veya tıbbi olarak buna engel bir durumu 
olan kanser hastalarında da tercih edilmektedir. 

Over dokusunun dondurulmasında kriyoprezervasyon 
yöntemi olarak hem yavaş dondurma hem 
vitrifikasyon yöntemlerinin etkileri birbiriyle 
karşılaştırılmış (3,16) veya sadece vitrifikasyon 
yöntemi uygulanmış (18,19,20) sonuç olarak her 
iki kriyoprezervasyon yönteminin de primordiyal 
folikülleri ve stromal yapıyı iyi koruması nedeniyle 
tercih edilecek yöntemler olduğu bildirilmiştir (21). 

Şekil 1. Yavaş dondurma (slow freezing) ve vitrifikasyon yöntemlerinin oosit ve embriyoya uygulanışı.
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Kanserli Erkekte üreme Hücre ve Dokularının 
Korunması İçin Sunulabilecek Kriyoprezervasyon 
Seçenekleri
-Sperm dondurma (semen, testiküler veya 
epididimal spermatozoa); ejakülattan elde edilen ya 
da PESA (Perkutan Epididimal Spеrm Aspirasуonu), 
TESA (Testiküler Sperm Aspirasyonu), 
MESA (Mikroѕkoр altında Epididimal Sperm 
Aspіrasyоnu) ile elde edilen spermatozoa 
dondurulmaktadır. Birçok üremeye yardımcı tedavi 
merkezlerinde kanser tedavisi başlamadan önce 
sperm kriyoprezervasyonu genel bir öneri olarak 
tavsiye edilip rutinde uygulanmaktadır. Genellikle 
spermlerin in vitro ortamda yıkanıp kriyoprotektan 
eklenerek klasik yavaş dondurma yöntemi ile 
dondurulması tercih edilmektedir (6).

-Testis dokusu dondurulması: Testis dokusu, 
TESE (Testiküler Sperm Ekstraksiyonu), mikro 
TESE (Mikroѕkoр altında Testiküler Sperm 
Ekstraksiyonu) şeklinde biyopsi ile alınıp ya 
doğrudan doku parçaları şeklinde (4,5) ya da 
testis hücre süspansiyonu haline getirilerek 
kriyoprezervasyon sağlanabilir. Testisin doku 
parçaları olarak dondurulmasında vitrifikasyon 
yöntemi, testis hücre süspansiyonu şeklinde 
dondurulmasında yavaş dondurma yöntemi tercih 
edilmektedir (22,23).

Kanserli Prepubertal Erkek Çocuklarda Testis 
Dokularının Korunması ve Kriyoprezervasyonu
Prepubertal testis dokusunun kriyoprezervasyonu 
erişkin testis dokusunun kriyoprezervasyonu ile 
farklılık göstermektedir. Çünkü prepubertal dokuda 
spermatogenez henüz başlamamış olması nedeniyle 
spermatogenetik seri hücreleri bulunmaz. Sadece 
az sayıda spermatogonyal kök hücreler (SKH) 
bulunur. Prepubertal testis dokusunun histolojik 
yapısının anlaşılması için, testisin fetal ve histolojik 
gelişim sürecinden bahsetmek gerekmektedir.

Fetal dönemde ve doğumda seminifer tübüller 
solid haldedir. Henüz tübülüs lümeni oluşmamıştır. 
Tübülüs lümeni puberteden itibaren gelişir. 
Seminifer tübülüslerde Sertoli hücreleri ve 
germ hücreleri bulunur. Fetal testiste, seminifer 
hücrelerin büyük çoğunluğunu Sertoli hücreleri 
oluşturur (24). Embriyonal dönemde gonad 
taslaklarına göç eden primordiyal germ hücreleri, 
testiküler kordonları oluşturan Sertoli hücre 

öncüllerinin ve peritübüler myoid hücrelerin 
etkisiyle gonositlere dönüşür. Gonositler testiküler 
kordonların merkezinde bazal membrandan uzağa 
yerleşir. Fetal dönemde sıçan ve farede kısa bir 
süre proliferasyon gösterir, sonra hücre siklusunun 
Go fazına girer ve doğuma kadar bu şekilde kalır 
(25,26,27). Prepubertal testis dokusunda gonositler, 
seminifer tübülüslerın merkez bölgesinde (hücre 
siklusunun Go fazında) görülür. Gonositler daha 
sonra bazal membrana doğru göç etmeye ve 
prolifere olmaya başlar (28,29,30). Gonositler, 
yuvarlak şekilli iri hücrelerdir. Gonositler bazal 
membrana doğru göç ederken (Farede gonositler 
bazal membrana doğumdan sonra 4-5. günde 
göç eder) sitoplazma, ilerleyeceği yöne doğru 
uzayıp psödopod oluşturarak (Sertoli hücreleri 
arasından geçerek) hareket eder. Gonositler çeşitli 
aşamalardan geçerek erişkin SKH’lerini oluşturur. 
SKH’ler, diğer dokulara özel kök hücreler gibi 
kendini yenileme ve farklılaşma yeteneğine sahiptir 
(31,32,33) (Şekil 2). 

Şekil 2. Prepubertal testis dokusu yarı ince kesit. 
Seminifer tubuluslar (×), Gonosit (ok), Sertoli 

hücreleri (ok başı) sol üst resim.

Fetal ve yeni doğan döneminde gonosit olarak 
isimlendirilen immatür spermatogenik hücreler, 
bazal membrana göç ettiklerinde spermatogonyum 
(SG) olarak isimlendirilmektedir (34). SG’lerın 
mitoz bölünmelerle oluşturduğu, testis dokusuna 
özel kök hücre topluluğu (Ad dark SG, Ap pale SG, 
B SG) da SKH’lerini oluşturmaktadır. Bu hücreler 
puberteden itibaren başlayan spermatogenezle olgun 
spermatozoayı oluşturup üretkenliği sağlar (35). 



Gülnaz KERVANCIOĞLU

Tıp Fakültesi Klinikleri Cilt 1 Sayı 2 - Temmuz 2018 (17-26) 21

Gonositler göç esnasında A single (As) veya isolated 
(Ais) da denilen SG’ye dönüşür. Sıçanda gonositler 
bir hafta içinde yaklaşık 9 mitoz bölünme geçirir. 
Ancak henüz As SG’nin, proliferasyon gösteren 
SG’ye farklılaşmasının ya da kök hücre olarak 
kalıp kendisini yenilemesinin hangi mekanizma 
ile gerçekleştiği bilinmemektedir. As SG mitoz 
geçirerek birbirlerine hücreler arası köprü ile 
bağlı iki yavru A paired (Apr) SG’ye dönüşür. Bu 
hücreler de tekrar iki veya üç kere bölünerek A 
aligned (Aal) SG’lera dönüşür ve bir hücre zinciri 
oluşturur. As, Apr, Aal SG’ler A undiferansiye 
(Aund) SG’yi oluşturur. Aund SG’ler proliferatif 
SG’lerdır. Doğumdan sonra 8. günde farede Aund 
hücrelerinin sayısı erişkindeki hücre sayısına ulaşır. 
Aal SG mitoz geçirmeden A1 tip SG’ye dönüşür. 
A1 tip SG altı kere mitoz bölünme geçirerek, A2, 
A3, A4 ve intermediate tip (In) SG’ler ve daha sonra 
B tip SG’leri oluşturur, bu hücreler diferansiye 
SG’lerdir. 10-12 günlük farede SKH kolonisi 
en yüksek seviyeye ulaşır. B tip SG bölünerek 
spermatositleri oluşturur ve mayotik süreç başlar 
(30), B tip SG, spermatogonyal fazın son hücresidir 
(Tablo 1).

Prepubertal testiste, Sertoli hücreleri seminifer 
tübülüslerde SKH’lerin bazala yerleşmesini sağlar. 
Sertoli-Sertoli arasında bazolateral yüzeyde, 
SKH’lerin tamamen bazal membrana göç ederek 
yerleşmesinden sonra sıkı bağlantılar gelişir. Bu sıkı 
bağlantılar bazal ve adluminal kompartman arasında 
kan-testis bariyerini oluşturur. Spermatogenez 
başladığında preleptoten spermatositlerin, 
bazal kompartmandan adluminal kompartmana 
geçişi esnasında sıkı bağlantılar (36) geçişe izin 
vererek üçüncü bir kompartman olan geçici ara 
(intermediate) kompartmanın oluşmasını sağlar. 
İntermediate kompartman hücre geçişi esnasında 
oluşur. Sıkı bağlantıların geçişe izin verme 

mekanizması henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. 
Kan-testis bariyeri, kan ve lenfatik sıvıda bulunan 
toksik maddelerin tübülüs lümenine geçişini 
engeller. Aynı zamanda immunolojik bir bariyer 
fonksiyonuyla da otoantikorların geçişini engeller. 
Sertoli hücrelerinin, sıkı bağlantı noktalarının 
üst kısmında kalan yüzeylerinden salgılanan sıvı 
adlüminal kompartmanda toplanır. Doğumda 
mevcut olmayan tübülüs lümenini o dönemde 
Sertoli hücrelerinin sitoplazması doldurur. 
Sertoli hücrelerinden salgılanan sıvının geriye 
doğru akarak bazala geçişini kan-testis bariyeri 
engeller. Adluminal kompartmanda kalan sıvının 
basıncı seminifer tübülüs lümeninin oluşmasını 
sağlar. Seminifer tübülüs lümeninin gelişmesi, 
sıkı bağlantıların oluşması ile doğruda ilişkilidir. 
Salgılanan bu sıvı spermatozoanın genital 
kanallardan geçişini kolaylaştırır (37).

Fetal ve histolojik gelişim süreci dolayısıyla, 
prepubertal dönemdeki kanser tedavisi uygulanacak 
erkek çocuklarda testis dokusunun dondurulması tek 
seçenek olarak uygulanmaktadır (38). Uygulanacak 
kriyoprezervasyon yöntemi, SKH’ların yüksek 
oranda yaşamalarını sağlayacak ve fonksiyonlarını 
koruyacak dondurma yöntemi olmalıdır (39).

Prepubertal testis dokusu, erişkindeki gibi ya doku 
parçaları ya da testis hücre süspansiyonu (40) 
şeklinde dondurulabilmektedir. Testis doku olarak 
dondurulduğunda, doku bütünlüğü korunduğu için 
hipoksiye tek hücreye oranla daha dayanıklıdır 
(41). Ancak doku, hücre bağlantılarının korunması 
nedeniyle hücre süspansiyonuna kıyasla daha fazla 
geçirgen kriyoprotektan gerektirir (42). Fazla 
kriyoprotektan kullanımı hücrelerde harabiyetin 
artmasına neden olur. Bu nedenle testisin hücre 
süspansiyonu şeklinde dondurulmasının hücre 
canlılığını daha iyi koruduğu bildirilmektedir (43).

Tablo 1. Spermatogonyal kök hücre tiplerinin sınıflandırılması



Kanser Hastalarında Fertilitenin Korunmasında Kullanılan Kriyoprezervasyon Yöntemleri

22

Testis hücre süspansiyonu, şekli, büyüklüğü ve su 
içeriği farklı hücre tiplerini içerdiğinden hücrelerin 
canlılığını ve fonksiyonunun korunmasını 
sağlayacak dondurma şartları uygulanmalıdır. 
Hücrelerin daha sonra transplante edileceği de 
düşünülürse kriyoprezervasyon tekniği çok önem 
kazanmaktadır (13). 

Prepubertal testis dondurulması henüz araştırma 
aşamasında olup kriyoprezervasyon yöntemleri 
geliştirilmeye (23,39) ve insanda uygulanabilir 
duruma getirilmeye çalışılmaktadır.

Kriyoprezervasyon Nedir?
Kriyoprezervasyon, dokuların dondurma 
medyumları (kriyoprotektan) ile dengelendikten 
sonra soğutulup -196 °C’deki sıvı azot tankı içinde 
dondurularak saklanmasıdır (36).

Başarılı bir dondurma yöntemi gerçekleştirmek için, 
dondurulan materyalin türü, kullanılan kimyasal 
maddeler, kullanılan malzemeler, seçilen dondurma 
yöntemi ve çözme işlemi önemlidir. Çözme 
işleminde dokunun fizyolojik ortama döndürülmesi 
dikkat ve titizlikle yapılmalıdır. Kriyoprezervasyon, 
kriyobiyoloji, fiziksel esaslar, doku veya hücrenin 
yapısal özellikleri ve niteliklerinden etkilenmektedir. 
Dondurma esnasında hasara neden olan faktörler, 
solüsyon etkisi, hücre dışı buz oluşumu, su kaybı, 
hücre içi buz oluşumu olarak sıralanabilir. Yüksek 
konsantrasyonlubazı solüsyonlar buz kristali 
oluşumunu artırabilir (44,45). Kriyoprezervasyon 
protokolleri, bir dokuda farklı hücrelerin bulunması 
nedeniyle her hücre tipi için, hücrenin ihtiva 
ettiği su miktarı, hücrelerin büyüklüğü, şekli ve 
sitoplazma membranı geçirgenliği arasındaki 
dengeyi sağlamalıdır (46).

Kriyoprotektanlar ve Etki Mekanizmaları
Kriyoprotektanlar, dondurma işlemi sırasında 
koruyucu özelliğe ve yüksek oranda hidrojen 
bağlama kapasitesine sahip solüsyonlardır. 
Kriyoprotektanlar hücre içine geçip geçmemelerine 
göre, intrasellüler (geçirgen) ve ekstrasellüler 
(geçirgen olmayan) olmak üzere iki gruptur (6). 
Geçirgen kriyoprotektanlar daha çok tercih edilir. 
Dondurma medyumlarının geçişi hücre zarından 
olduğu için, harabiyetin en hızlı ve etkili meydana 
geldiği yer de hücre zarıdır. Hücre zarından geçen 
dondurucu maddelerin kullanımı, dondurma 
işlemi sırasında hücre içerisinde oluşabilecek 

buz kristallerinin oluşumunu -40oC’ye kadar 
düşürebilmektedir. Bu ajanlar hücreyi dondurma 
işleminin zararlı etkilerine karşı olabildiğince 
korurlar. Dimetil sülfoksit (DMSO), gliserol, 
etilen glikol, propilen glikol, propanediol (PROH) 
geçirgen kriyoprotektanlardır (47). DMSO, yavaş 
dondurma ve çözme işleminde hücresel harabiyete 
karşı koruyucu etkisi vardır. Gliserol, büyük oranda 
insan spermatozoasını dondurmak için kullanılır. 
Etilen glikol, penetrasyon hızını artırır. 

Geçirgen olmayan maddeler geçirgen 
kriyoprotektanla birlikte kullanıldıklarında özellikle 
ozmotik basınç değişikliklerinden kaynaklanan 
harabiyete karşı korucuyucudur. Çözme işleminde 
hücrenin şişmesini engelleyen bu kriyoprotektanlar, 
sükroz, glukoz, heksoz monosakkarit ve 
polisakkaritlerdir. Prepubertal testis dokusu 
dondurulmasında, araştırıcılar DMSO etilen glikol 
ve sükroz, DMSO ve sükroz kullanmayı tercih 
etmektedir (48,49).

Dondurma uygulaması esnasında üreme doku ve 
hücreleri için taşıyıcı olarak kriyotüpler ve yüksek 
güvenlikli strawlar tercih edilmektedir.

Fertilitenin Korunmasında Uygulanan 
Kriyoprezervasyon Yöntemleri
Üreme doku ve hücrelerinin kriyoprezervasyonunda 
en sık kullanılan dondurma yöntemleri klasik 
yavaş dondurma (programlı ya da programsız) ve 
vitrifikasyon yöntemidir.

Yavaş dondurma yöntemi; uygulama kolaylığı 
açısından araştırıcılar tarafından tercih edilmektedir 
(50). Yavaş dondurma yöntemi, geleneksel elle 
yapılan yöntem ve programlanabilen kriyo cihazı 
ile yapılan yöntemler olmak üzere iki şekilde 
uygulanabilir.

Elle yapılan geleneksel dondurma yönteminde, 
tüp veya straw içindeki dondurulacak dokuya 
dondurma medyumu ilave edilerek belli bir süre 
(yaklaşık 30 dk) sıvı azota 810cm uzakta olacak 
şekilde yerleştirilir. Bu süre içinde dokunun ısısı 
giderek düşer. Bu sürenin sonunda tüp doğrudan 
sıvı azot tankına konur. 

Programlı yavaş dondurma yönteminde, 
ayarlanabilir dondurma cihazında belirlenen 
hızda sıcaklık azaltılır. -7°C’ye gelindiğinde bir 
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süre ( 5-10 dk) beklenir, bundan sonra seeding 
uygulanabilir. -7°C den -30 °C ve -40 °C’ye 
kadar belirli bir hızla (genellikle 0,2 ve 0,3°C/dk) 
soğutulur, bunu takiben genellikle 10°C/dk hızla 
soğutularak sıcaklık -80°C’ye kadar inilir buradan 
doku -196 °C’deki sıvı azot tankına konur (6).

Ancak yavaş dondurma yönteminde hücre hasarı 
oluşması bir dezavantajıdır. Bu yöntemde hücrede 
oluşan hasarın en önemli sebebi hücre içinde 
erken buz kristalleri oluşması ve uygun şekilde 
çözülememesidir. Dokular hücre dışı buz oluşumunu 
tolere edebilir fakat hücre içi buz oluşumu genellikle 
hücrenin ölümü ile sonuçlanır. Genel olarak 
kriyoprezervasyonda hasara neden olan faktörler, 
solüsyon etkisi, hücre dışı buz oluşumu, su kaybı, 
hücre içi buz oluşumu olarak sıralanabilir. Yüksek 
konsantrasyonlu bazı solüsyonlar buz kristali 
oluşumunu artırabilir (44,45) (Şekil 3). 

Yavaş dondurma esnasında örnekteki buz nukleusu 
oluşumunu azaltmak için seeding uygulaması ve 
kimyasal nükleantlar, elektrofreezing, mekanik 
metodlar, şok soğutma, basınç kaydırması gibi 
çeşitli yöntemler uygulanmaktadır (51). Seeding, 
IVF uygulamalarında, embriyo ve oositlerin (52) 
yavaş dondurma yöntemiyle dondurulmasında 
küçük buz kristallerinin oluşumunu azaltmak için 
kullanılmıştır.

Vitrifikasyon yöntemi; doku veya hücrenin 
yüksek derecede (-196 ºC) hızla dondurularak cam 

Şekil 3. Vitrifikasyonda camsı görünümlü donma 
ve geleneksel buzlu donma görünümü.

gibi katılaşması ve hücre içi kristal oluşumunun 
engellenmesi esasına dayanan bir dondurma 
yöntemdir (Şekil 3). Bu yöntemde kristal 
oluşumuna fırsat vermeden, solid yapı şeklinde 
dondurma yapılarak buz oluşumu engellenir (45). 
Vitrifikasyonda kullanılan solüsyonun yüksek 
viskozite ve donma ısısının düşmesi gibi iki 
özelliğinin olması gerekir. Birçok solüsyon bu 
özellikte olabilir ancak büyük moleküllü solüsyonlar 
daha etkilidir. Vitrifikasyonda kriyoprotektan 
antifriz gibi etki ederek donma ısısını düşürür 
(53). Amaç soğutma esnasında giderek yükselen 
viskozite artışı ile buz çekirdeği oluşması ve 
büyümesinin önlenmesidir. Sistem ‘cam gibi’ 
translasyonel molekül hareketinin durdurulduğu 
dönemde sabitlenir. Vitrifikasyon, donmanın 
biyolojik hasar etkilerini bertaraf eder. İşlem 
esnasında ‘’cam gibi’’ yapıda bir bozulma olmaması 
nedeniyle vitrifikasyon tüm biyolojik sistemlerde 
uygulanabilmektedir (50). Bu yöntemde, uygulama 
esnasında kullanılacak taşıyıcı, dengeleme ve 
vitrifikasyon süreleri sonucun başarılı olmasında 
önem arz eden faktörlerdir. Dengeleme esnasında 
hücre önce suyunu dışarı verir büzülür, daha sonra 
dengeleme solusyonu içindeki kriyoprotektan 
hücre içine girer ve tekrar hücre şişer. Tam bu 
esnada doku, vitrifikasyon solüsyonu içine konulup 
sıvı azot tankında dondurulur. Hücre içindeki su 
çekildiği için buz kristali oluşmaz. Hücre hızla 
donarak katılaşır. Çözme esnasında ise süreç 
tersine dönerek tekrarlanır. Çözmeye alınan hücre 
osmolaritesi yüksek sükroz içine konularak hücre 
içindeki kriyoprotektan hücre dışına tamamen 
çekilir. Sükroz oranı azaltılarak hazırlanan 
medyumlarla terarlanan yıkamalar yapılarak hücre 
içine suyun tekrar alınması sağlanır (50). 

Vitrifikasyon solüsyonunun çözülme esnasında 
kristalize olmasıyla devitrifikasyon sorunu 
ortaya çıkabilir. Devitrifikasyon, vitrifikasyon 
uygulanan dokunun ısıtılması esnasında oluşabilir. 
Devitrifikasyonu önlemek ve vitrifiye materyalde 
buz kristallerinin oluşmasını engellemek ve kaliteli 
bir sonuç elde etmek için, çözmenin mümkün 
olan en hızlı sürede ve uniform şekilde yapılması 
gereklidir. 

Yöntemin, organ ve büyük dokuların 
bankalarda saklanmasında kullanılabilmesi için 
devitrifikasyon sorununu önleyen etkili hızlı 
çözme tekniklerinin geliştirilmesi gerekmektedir 
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(54). Klasik kriyoprezervasyona alternatif 
bir yaklaşımla, vitrifikasyon birçok hücre 
sistemlerinin korunmasında önemli yöntem olarak 
gösterilmektedir (50). 

Prepubertal testis dokusunda çözülme sonrası 
seminifer tübülüs yapısının ve hücrelerin 
canlılıklarının korunması, dondurma hızı ve 
kullanılan kriyoprotektandan çok etkilenir, o 
nedenle dondurma çözme protokolleri prepubertal 
testis için en uygun şekilde uygulanmalıdır. 
Prepubertal testis dokusu ile ilgili araştırmalar 
sürdürülmektedir

Sonuç
Embriyo, kadın üreme hücreleri, dokuları 
ve spermin fertilite korunmasında saklanma 
yöntemlerinin daha oturmuş olması yanında 
testisin saklanmasında özellikle prepubertal erkek 
çocuklarda testis dokusundaki spermatogonyal 
kök hücrelerin en uygun şekilde dondurularak 
saklanması, laboratuvar teknikleri açısından 
çözümlenmesi gereken bir sorundur. Testisin, 
doku ya da hücre süspansiyonu şeklinde mi 
saklanmasının daha uygun olacağı da henüz cevap 
bekleyen sorulardandır. Testis fertilite restorasyon 
tekniklerindeki umut verici gelişmeler, yakın bir 
gelecekte hastalara kliniklerde uygulanabilecek 
duruma geleceğini düşündürmektedir.
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