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Öz: Biyolojik dokuların vücut dışında canlılıklarını kaybetmeden yıllar boyunca saklanabilmesi 
kriyoprezervasyon aracılığıyla gerçekleştirilebilmektedir. Kriyoprezervasyon yoluyla 
dondurulacak hücreler, spermatogenezisi devam eden sağlıklı ve fertil hayvanlardan uygun 
metotlarla toplanarak elde edilebilmektedir. Günümüzde, erkek hayvanlardan suni vajen, 

elektroejakülatör, el ile yapılan manipülasyonlar ve epididimal işlemler sonucu elde edilen 
spermanın kriyoprezervasyonu ile üreme alanında başarılı sonuçlar elde edilmiştir. Ancak çeşitli 
nedenlerden dolayı infertilite problemi olan hayvanlarda, vahşi hayvan türlerinde ve henüz 
pubertaya ulaşamamış hayvanlarda sperma direkt olarak elde edilemediğinden, genetik 
materyalin korunması ve saklanabilmesi için farklı tekniklerin arayışı içerisine girilmiştir. 
Testiküler dokunun kriyoprezervasyonu, farklı hayvan türlerinde üreme kapasitesinin 
korunmasını ve nesli tükenmekte olan türler ile henüz pubertaya ulaşmamış hayvanlarda 
gametlerin uzun yıllar saklanabilmesine olanak sağlayan bir yöntemdir. Bu yöntemle testiküler 

dokulardan elde edilen spermatozoonlar veya spermatogonial kök hücreler in vitro koşullarda 
gelişimini tamamlayabilir ve suni tohumlama ya da in vitro fertilizasyon gibi yardımcı üreme 
uygulamalarında kullanılabilir. Son 30 yılda, çeşitli türlerde başarılı sonuçların alındığı testiküler 
doku kriyoprezervasyonu henüz optimum materyallerin ve dondurma protokollerinin 
geliştirilememesinden dolayı detaylı araştırmalara açık ve reprodüktif alanda başarılı ilerlemelere 
sebep olabilecek bir konu olma özelliği taşımaktadır.  
 
Anahtar kelimeler: İnfertilite, kriyoprezervasyon, puberta, testiküler doku. 
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Abstract: Biological tissues can be stored for many years without losing their viability outside 

the body through cryopreservation. Cells to be frozen by cryopreservation can be collected by 
appropriate methods from healthy and fertile animals whose spermatogenesis continues. Today, 
successful results have been obtained in the reproductive field with the cryopreservation of sperm 
obtained from male animals as a result of artificial vagina, electroejaculator, manual 
manipulations and epididymal procedures. However, since sperm cannot be obtained directly in 
animals with infertility problems due to various reasons, wild animal species and animals that 
have not yet reached puberty, different techniques have been sought to protect and preserve the 
genetic material. Cryopreservation of testicular tissue is a method that allows the preservation of 

reproductive capacity in different animal species and the preservation of gametes for many years 
in endangered species and animals that have not yet reached puberty. With this method, 
spermatozoons or spermatogonial stem cells obtained from testicular tissues can complete their 
development in vitro and can be used in assisted reproductive applications such as artificial 
insemination or in vitro fertilization. In the last 30 years, on testicular tissue cryopreservation, in 
which successful results have been obtained in various types, is open to detailed researches due 
to the fact that optimum materials and freezing protocols have not been developed yet and is a 
subject that can lead to successful advances in the reproductive field. 
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GİRİŞ 

 

Mevcut bilimsel gelişmeler içerisinde üreme ve 

fertilizasyonun korunması her daim önemini korumuş bir 

konudur. Reprodüktif alandaki mevcut sorunların başında 

genetik materyalin uzun yıllar boyunca canlılığını 

yitirmeden korunabilmesi ve minimum hasarla 

saklandıktan sonra istenilen zamanda kullanılabilmesi 

gelmektedir. Bu doğrultuda yapılan çalışmalarda 

fertilitenin devamlılığını sağlayabilmek için genellikle 

erkek ya da dişi gamet hücresi üzerine odaklanılmış ve 

birçok memeli türünde belirli bir aşamaya ulaşılmıştır. Bu 

biyoteknolojik gelişimin kilit noktası ise 

kriyoprezervasyon olmuştur. Kriyoprezervasyon; yapısal 

olarak bozulmamış hücre ve dokuların uzun süre 

korunması ve gelecekte kullanılması amacıyla sıfır 

derecenin altındaki ısılara soğutularak bütün metabolik 

aktivitelerinin minimum seviyeye indirilmesi işlemidir 

(Wetzels vd., 1996). Üreme hücreleri ve dokularının 

başarılı bir şekilde dondurulup saklanabilmesi ve 

istendiğinde çözülebilmesi özellikle suni tohumlama ve 

embriyo transferi gibi yardımcı üreme tekniklerinin 

gelişimi açısından büyük önem taşımaktadır (Tunalı, 

2014). 

Spermatozoonların kriyoprezervasyonu erkek 

hayvanlarda fertilitenin korunması için kullanılan ilk 

seçenektir. Günümüzde birçok hayvan türünün sperması -

196 ºC’de sıvı azot içerisinde yıllarca saklanabilmekte ve 

çözüm sonrası belirli düzeylerde fertilite ve gebelik 

sonuçları elde edilmektedir (Hammerstedt vd., 1990).  

Ancak tüm bu gelişmelere rağmen kriyoprezervasyon 

işlemi, spermatozoonların motilite, canlılık ve fertilite 

parametreleri üzerinde belirli düzeylerde negatif etki 

oluşturmaktadır (Wongtawan vd., 2006). Spermatozoonlar 

için soğutma işlemi sırasındaki buz kristallerinin oluştuğu 

0ºC ile -5ºC ve soğuk şokuna maruz kaldıkları -5ºC ile -

15ºC arasındaki sıcaklıklar kritik sıcaklık aralıklarıdır. 

Özellikle bu dönemde gelişebilecek intrasellüler 

dehidrasyon, membran lipit ve proteinlerinde 

destabilizasyon ve denatürasyon, hücre ve endoplazmik 

retikulumunda ozmotik şişme, plazma membranında 

intramembranöz kümeleşme ve akrozomal enzimlerin 

salınımı kriyoprezervasyonun istenmeyen başlıca olumsuz 

etkilerindendir (Curry & Watson, 1994). 

Kriyoprezervasyon işleminin spermatozoonlar üzerindeki 

istenmeyen olumsuz etkileri, nesli tükenmekte olan vahşi 

hayvan türlerinde istenilen zamanda ve düzeyde sperma 

alınamaması ve henüz pubertaya ulaşmamış türlerde 

spermatogenezisin başlamamış olmasından dolayı genetik 

materyalin korunması için farklı tekniklerin geliştirilmesi 

ihtiyacı ortaya çıkmıştır. Bu noktada testiküler dokunun 

kriyoprezervasyonu, farklı hayvan türlerinde genetik 

materyalin ve fertilitenin korunmasında önemli bir 

biyoteknoloji olarak yerini almıştır (Oliveira, 2015). 

Testiküler doku, spermatogenezis yoluyla 

spermatozoonları oluşturan birincil hücreler olan 

spermatogonyumları içerir. Bu doku kriyoprezervasyon 

yoluyla saklanabilir ve çözündükten sonra in vitro olarak 

gelişimi devam ettirilebildiği taktirde elde edilen 

spermatozoonlar yardımcı üreme teknikleri ile hayvan 

yetiştirme programlarında kullanılabilir (Yokonishi vd., 

2014).  Bu derlemenin amacı testiküler doku 

kriyoprezervasyonu hakkındaki güncel bilgileri derlemek 

ve hayvan türlerine göre uygun, kullanılabilir yöntemler 

hakkında detaylı bilgiler sunmaktır.  

Testiküler Dokunun Gelişimi ve Anatomisi: 

Embriyonik dönemde cinsiyetin şekillenmesi 3 aşamada 

gerçekleşmektedir. Kromozomal olarak cinsiyetin 

tanımlanması olan birinci aşamada XX veya XY cinsiyet 

kromozomunun oluşumu fertilizasyon sırasında meydana 

gelmekte ve primer germ hücresini taşıyan hücrelerin 

mitoz bölünmesi ile devam etmektedir. Bu dönem 

indifferent dönem olarak adlandırılmaktadır ve erken 

embriyonal dönemdeki gonadlar henüz cinsiyet yönünden 

farklılaşmamıştır. Bu dönemden sonra eğer cinsiyet 

kromozomları XX ise; indifferent gonadlar ilerleyen 

dönemde ovaryumlara dönüşmekte, XY ise; testisler 

gelişmektedir. Dolayısıyla dişi memeliler homogametik 

iken erkek memeliler heterogametik’tirler (McGeady vd., 

2011).  Bu dönemde testislerin gelişimi Y kromozomu 

üzerinde lokalize olan SRY gen bölgesi tarafından kontrol 

edilmektedir. Fenotipik cinsiyet gelişimi olarak 

adlandırılan üçüncü aşamada ise gonadların cinsiyet 

kromozomlarına göre ovaryum veya testislere 

farklılaşmasının ardından internal ve eksternal genital 

organların oluşumu başlamaktadır (Yalçın & Çevik, 2020; 

Wilhelm vd., 2007).  

Tüm evcil erkek hayvanlarda oluşumunu 

tamamlayan testisler inguinal bölgede karın boşluğunun 

dışında bulunan skrotum adı verilen bir kese içerisinde 

bulunmaktadır. Ortalama testis şekilleri ve boyutları 

hayvan türüne, yaşa ve mevsime göre değişmektedir. 

(Parkinson, 2019). Testiküler doku, seminifer tubüllerden 

(tubuli seminiferi) ve interstisyel dokudan oluşur. 

Seminifer tubül, fibroblastlar, miyoid hücreler (özel düz 

kas hücreleri) ve lamina propria ile sınırlıdır. Lamina 

propria üzerinde bulunan spermatogonyumlar ve sertoli 

hücreleri spermatozoonların üretiminden sorumlu 

hücrelerdir. İnterstisyel doku (interstitium testis), kan 

damarlarını, lenfatik kanalları, sinirleri, bağ dokusunu ve 

leydig hücrelerini (endokrinokytus interstitialis) içerir. 

Testosteron da dâhil olmak üzere steroid hormonların 

üretiminden sorumlu olan leydig hücreleri, yetişkinlerde 

interstisyel dokunun ana bileşenidir (Amann, 2011). 

Testiküler Dokunun Endokrin İşlevleri ve 

Spermatogenezis: Testisler, spermatogenezis ve 

steroidogenezis olaylarının gerçekleştiği başlıca erkek 
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üreme organlarıdır. Spermatogenezis, spermatozoonların 

üretilip depo edildiği süreci kapsarken, steroidogenezis ise 

testosteron gibi başlıca erkek steroid hormonlarının 

üretildiği süreçten meydana gelir (Weinbauer vd., 2010). 

Erkek üreme fizyolojisi, her ikisi de gonadotropin 

salgılatıcı hormona (GnRH) yanıt olarak sentezlenen, 

hipofiz gonadotropinleri olarak bilinen, luteinize edici 

hormon (LH) ve folikül uyarıcı hormonun (FSH) endokrin 

kontrolü altındadır. LH'nin en önemli etkisi, testosteron 

sentezi yapan leydig hücreleri üzerinedir. Testosteron, 

spermatozoon üretimi, epididimiste olgunlaşması, cinsiyet 

bezlerinin işlevinin oluşumu ve ikincil cinsiyet 

özelliklerinin gelişimi için gereklidir (Holdcraft & Braun, 

2004). Testosteron hormonunun etkin hale gelebilmesi ve 

dokular üstünde androjenik etki gösterebilmesi için 5α-

redüktaz enzimi ile dihidrotestosterona (DHT) hormonuna 

dönüşmesi şarttır. Testosteron, sertoli hücrelerinde ve 

cinsiyet bezlerinde tip-1 5α-redüktaz ve tip-2 5α-redüktaz 

adı verilen iki enzimle DHT hormonuna dönüşür (Steers, 

2001). Aromatizasyona duyarlı olmayan ve testosterondan 

daha güçlü bir androjen olan DHT, üreme sisteminin 

gelişimi, sekonder cinsiyet özelliklerinin oluşumu ve 

cinsiyet bezlerinin aktivitesini kontrol eden bir androjen 

iken, testosteron ise spermatogenezisde yer alan birincil 

androjendir. Hem testosteron hem de DHT, tubül lümeni 

içinde FSH’nın uyarımı ile sertoli hücreleri tarafından 

salgılanan androjen bağlayıcı proteinlere (ABP) bağlanır. 

ABP'nin rolü, seminifer tubülün ve epididimisin lumeninde 

yüksek androjen konsantrasyonlarını korumaktır. FSH'nin 

ana hedefi, adenilat siklazla bağlantılı enzim sistemleriyle 

de hareket ettiği sertoli hücresidir. FSH'nin etkisi altında 

sertoli hücrelerinden inhibin ve ABP salgılanır. FSH, 

ayrıca sertoli hücresinde spermatogenezisi düzenleyen ve 

destekleyen birçok genden sorumludur (Walker & Cheng, 

2005). İnhibin, doğrudan hipofiz seviyesinde FSH 

sekresyonu hakkında negatif geri bildirime neden olurken, 

LH üzerinde çok az etkisi vardır (Parkinson, 2019). 

Spermatogenezis hayvanların pubertaya 

ulaşmasına yakın bir zamanda, endokrin sistemin 

aktivasyonuyla başlar ve testislerin seminifer tubüllerinin 

germinal epitelinde bulunan spermatogonia adı verilen 

primordial germ hücrelerinden spermatozoon üretimine 

kadar geçen süreci kapsar. Bu süreç üç aşamaya 

ayrılmaktadır. Spermatositogenezis adı verilen ilk aşama 

spermatogonyumun mitotik çoğalması aşamasıdır. Bu 

aşamada primer spermatositler ve yeni rezerv 

spermatogonyum oluşur. Mayozis olarak adlandırılan 

ikinci aşama, spermatidlerin (haploidler) üretimi için 

primer ve sekonder spermatositlerin mayotik 

bölünmelerini içerir. Üçüncü aşama veya spermiyogenezis 

ise spermatidlerden spermatozoonların oluşumuyla 

sonuçlanan bir dizi hücresel dönüşümün ve değişimin 

gerçekleştiği bir farklılaşma aşamasıdır (Amann, 1981). 

Spermiyogenezisin başlıca olayları akrozom oluşumu, 

nükleer yoğunlaşma ve gerilme, sitoplazmik kasılma ve 

flagellum oluşumudur. Oluşan spermatozoonların depo 

edilecekleri epididimise ulaşabilmeleri için seminifer 

tübüllerin lümenine salınmasına spermiasyon adı verilir. 

Tüm bu süreçler hayvan türüne, yaşa, mevsime göre 

değişmektedir (Busato vd., 2017). 

Testiküler Doku Kriyoprezervasyonu: Çoğu 

vahşi ve evcil hayvan türü yasadışı avcılık, habitatların 

kaybı, hastalık ve infertilite gibi birçok faktör nedeniyle 

nesli tükenmekte olan türler olarak sınıflandırılmaktadır. 

Bu gibi durumlarda üreme potansiyelinin korunması ve 

çoğaltılması amacıyla erkek veya dişi gametlerin elde 

edilmesi uygun koşullarda saklanması ve daha sonra 

yardımcı üreme teknolojilerinde kullanılması gibi gamet 

koruma teknikleri geliştirilmiştir (Wildt vd., 2010). Ancak 

aniden ölen çoğu hayvan türünde gelişmeyen gamet 

hücreleri genetik materyalin korunmasına ve bu sayede 

türlerin devamlılığının sağlanmasına olanak 

sağlamamaktadır (Buarpung vd., 2013). Bu gibi 

durumlarda hem evcil hem de vahşi memeliler için 

nispeten yeni bir biyoteknoloji olan testiküler dokunun 

kriyoprezervasyonu üreme potansiyelinin korunmasına 

çözüm olabilecek potansiyel bir yöntemdir (Oliveira, 

2015). Testiküler doku, spermatozoonu oluşturan birincil 

hücreler olan spermatogonyumları da içerir. Bu doku 

dondurularak saklanabilir ve çözdürüldükten sonra 

spermatogenezis in vitro olarak tamamlanabilir. Kültür 

ortamından elde edilen spermatozoonlar, yardımcı üreme 

yöntemleriyle hayvan yetiştirme programlarında 

kullanılabilir (Yokonishi vd., 2014). Bu biyoteknoloji, ölen 

prepubertal hayvanların yanı sıra, kemoterapi gibi 

infertiliteye neden olabilecek uygulamalara maruz kalan 

türlerde de fertilitenin korunması ve devamlılığının 

sağlanması amacıyla uygulanabilecek alternatif 

yöntemlerden biridir. Kriyoprezerve edilmiş testiküler 

dokularda bulunan spermatogenik hücreler, testiküler 

dokular çözdürüldükten sonra in vitro yöntemlerle gelişim 

süreçlerini tamamlayabilirler, bu da yüksek genetik değeri 

olan hayvanların fertilite ve genetik kaynaklarının 

korunmasına olanak sağlar (Pukazhenthi vd., 2015). 

Testisler, doku parçası veya spermatozoon 

süspansiyonu şeklinde kriyoprezerve edilebilmektedir. 

(Steirteghem, 1999). Doku parçası şeklinde yapılan 

kriyoprezervasyon çalışmaları, süspansiyon şeklinde 

yapılan kriyoprezervasyon protokollerinden daha 

yaygındır. Bunun sebebi seminifer tubullerde bulunan 

spermatozoonların zor izole edilmesi ve bu sebeple 

spermatozoon sayısının azalmasına neden olmasıdır 

(Silber vd., 1995) Ayrıca, testiküler dokuların 

parçalanması esnasında hücre lizislerinden üretilen 

toksinler spermatozoon kalitesini olumsuz etkilemektedir 

(Aslam vd., 1998). Testis dokusunun kriyoprezervasyonu 
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anatomik olarak testisin farklı bölmelerinde farklı hücre 

tiplerinin bulunmasından dolayı zor bir işlemdir (Hovatta, 

2000). Testiküler dokunun dondurularak saklanması; 

yavaş dondurma, hızlı dondurma ve vitrifikasyon gibi 

teknikler kullanılarak gerçekleştirilebilmektedir. Ancak, 

günümüzde kullanılmakta olan protokoller hala birçok 

türde test edilmektedir (Çizelge 1) (Lima & Da Silva, 

2017). Testiküler doku kriyoprezervasyon protokollerinde 

kriyoprotektan maddelerin kullanımı, doku 

çözdürüldükten sonra hücre canlılığının korunmasına 

yönelik önemli bir adımdır. Kriyoprotektan maddeler 

çözdürme işlemi sırasında hücrelerde meydana gelebilecek 

bazı hasarları önlerler. Çeşitli kriyoprotekran maddeler 

(dimetil sülfoksit, etilen glikol, propanediol, gliserol) farklı 

türlerde testiküler doku kriyoprezervasyon protokollerinde 

testiküler hücrelerin kalitesini ve yaşayabilirliğini korumak 

için test edilmiştir (Unni vd., 2012).  

 

Tablo 1. Farklı hayvan türlerinde yapılan testiküler 
kriyoprezervasyon teknikleri (Lima ve da Silva, 2017’den 

uyarlanmıştır). 
Table 1. Testicular cryopreservation techniques applied in 
different species.  
Tür Kriyoprotektan Madde Kriyoprezervasyon Yöntemi Sonuç 

Domuz DMSO/EG/GLY 
Yavaş Dondurma 

Vitrifikasyon 

GLY yavaş dondurulduktan sonra 

daha yüksek hücre canlılığı ile 

sonuçlanmıştır. DMSO 

vitrifikasyondan sonra hücre 

canlılığının artmasına yol 

açmıştır (Abrishami vd., 2010). 

Rat  DMSO/GLY/EG Yavaş Dondurma 

DMSO olgunlaşmamış testis 

dokularında en iyi sonuç veren 

kriyoprotektan iken, olgunlaşmış 

testis dokusunda en iyi sonuç EG 

ile elde edilmiştir (Unni vd., 

2012). 

Fare DMSO/EG/GLY/PRO 
Yavaş Dondurma 
Hızlı Dondurma 

Vitrifikasyon 

Canlılık vitrifikasyondan sonra > 
%95, Hızlı dondurmadan sonra > 

%80, Yavaş dondurmadan sonra 

<%25 (Gouk vd., 2011). 

Evcil kedi  DMSO/EG/GLY Vitrifikasyon 

DMSO/GLY kombinasyonu 

seminifer tubullerin 

morfolojisinin daha iyi 

korunmasını ve potansiyel hücre 

çoğalmasının daha yüksek bir 

yüzdesini sağlamıştır (Lima vd., 

2017) 

Boğa DMSO/PRO Yavaş Dondurma 
Çözüm sonrası canlılık> %58 

(Barbosa vd., 2011). 

Koç  DMSO/EG 
Yavaş Dondurma 

Vitrifikasyon 

Yavaş dondurma testis dokusunu 

en iyi şekilde korumuştur 

(Pukazenthi vd., 2015). 

Vahşi kedi DMSO/EG 
Yavaş Dondurma 

Hızlı Dondurma 

Hızlı dondurma spermatozoon 

zarında küçük hasarlara neden 

olmuştur (Thuwanut vd., 2013) 

 

Testiküler Doku Kriyoprezervasyonunda 

Kriyoprotektanların Kullanımı: Kriyoprezervasyon 

işlemi, düşük sıcaklıklara ve ozmotik dengesizliklere 

maruz kalmaları nedeniyle spermatozoonlar üzerinde 

olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Bu işlemin zararlı 

etkilerini en aza indirmek, dokularda bulunan organelleri 

korumak ve kriyoprezervasyon işleminden sonra 

fonksiyonel tutmak için hücre içi ve hücre dışı aktiviteye 

sahip kriyoprotektan maddeler kullanılmaktadır. Bununla 

birlikte, bu kriyoprotektan maddeler belirli 

konsantrasyonların üzerinde veya altında ilave edildiğinde 

doku ve hücrelerde toksikasyona ya da donma hasarına 

neden olmaktadır (Unni vd., 2012). Çizelge l'de belirtildiği 

gibi testiküler dokunun kriyoprezervasyonunda kullanılan 

başlıca hücre içi kriyoprotektanlar dimetil sülfoksit 

(DMSO), etilen glikol (EG), propandiol (PRO) ve gliserol 

(GLY)’dür. Hücre içi kriyoprotektanlar, düşük moleküler 

ağırlığa sahiptir. Kriyoprezervasyon işlemi sırasında hücre 

içinde buz kristallerinin maksimum düzeyde oluşumunu 

engelleyerek, çözüm aşamasında hücrenin yapısının ve 

fonksiyonunun korunmasına yönelik etki ederler (Castro 

vd., 2011). Testiküler doku kriyoprezervasyon 

araştırmalarında kullanılan başlıca hücre dışı 

kriyoprotektan ise sükrozdur (Baert vd., 2012).  Goossens 

vd., (2008), prepubertal farelerin (Mus musculus) testis 

dokularının yavaş dondurma yöntemi ile dondurulduğu bir 

çalışmada DMSO ve etilen glikolü karşılaştırdıklarında 

DMSO’un çözüm sonrası seminifer tubül yapılarının daha 

iyi koruduğunu gözlemlemişlerdir. Abrishami vd., (2010), 

prepubertal domuzların (Sus domestica) testis dokusunun 

yavaş dondurulmasını içeren bir çalışmada DMSO (%75) 

ile kriyoprezerve edilmiş testis dokularının etilen glikol 

(%55) ile karşılaştırıldığında daha yüksek canlı hücre 

yüzdesine sahip olduğunu gözlemlemişlerdir. Yine aynı 

çalışmada gliserol (%88) ile kriyoprezerve edilmiş 

testiküler dokular çözdürüldükten sonra en yüksek canlı 

hücre yüzdesine sahip oldukları tespit edilmiştir. Unni vd., 

(2012) DMSO, etilen glikol ve gliserolün prepubertal 

ratların (Rattus norvegicus) testis dokusunun yavaş 

donması üzerindeki etkilerini değerlendirmiş ve DMSO’un 

hücrelere daha az toksik etkisi olduğunu ve gliserolün ise 

daha zararlı olduğunu gözlemlemişlerdir. Buarpung vd., 

(2013), yetişkin kedilerin (Felis silvestres catus) testis 

dokusunun DMSO, etilen glikol, gliserol ve propanediol 

kullanarak yavaş dondurma yöntemini kullandıkları bir 

çalışmada çözüm sonrası membran bütünlüğünün 

korunması açısından en iyi sonuçların gliserol ve etilen 

glikol ile yapılan kriyoprezervasyondan elde edilirken en 

düşük düzeyin ise DMSO’dan elde edildiğini 

gözlemlemişlerdir. 

Testiküler Doku Kriyoprezervasyon Yöntemleri: 

Testiküler dokuyu kriyoprezerve etmek için kullanılan en 

yaygın yöntemler yavaş dondurma ve vitrifikasyondur 

(Abrishami vd., 2010). Her iki yöntem de tür bazında 

optimum koşulların oluşabilmesi maksadıyla farklı hayvan 

türlerinde ve farklı kriyoprotektan maddelerle 

çalışılmasına rağmen, yavaş dondurma vitrifikasyona 

kıyasla daha sık kullanılmaktadır (Wyns vd., 2013). 

Testiküler dokunun dondurulması amaçlı kullanılan bir 

diğer teknik ise hızlı dondurmadır (Buarpung vd., 2013). 

Testis fragmanlarının maruz kaldığı sıcaklığı kademeli 

olarak düşüren otomatik soğutma cihazları kullanılarak 

yavaş dondurma işlemi gerçekleştirilmektedir. Temel 

olarak ele alındığında hayvanlardan elde edilen testiküler 

doku parçacıkları ilk olarak 10-15 dakika boyunca 4 °C'de 

kriyoprotektan madde içeren bir denge çözeltisine maruz 

bırakılır.  Daha sonra bu dokular kontrollü sıcaklık 

indirgemesine tabi tutulur ve kriyotüplere aktarıldıktan 

sonra ise sıvı azot içinde saklanır (Gurina vd., 2011). 
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Yildiz vd., (2013), farelerin testiküler doku 

parçalarını yavaş donmaya maruz bırakmak için 

programlanabilir bir otomatik soğutma cihazı 

kullanmışlardır. Doku parçaları 4 °C'de denge çözeltisinde 

bekledikten sonra, sıcaklık 0 °C'ye ulaşana kadar her bir 

dakikada 1 °C’lik sıcaklık düşüşüne tabi tutulmuş ve bu 

sıcaklıkta 5 dakika muhafaza edilmişlerdir. Doku parçaları 

daha sonra sıcaklık sırasıyla -8 °C, -40 °C ve -80 °C’ye 

ulaşana kadar kademeli olarak soğutulmuş ve bu 

sıcaklıklarda farklı dengeleme sürelerinde bekletildikten 

sonra hemen sıvı azota aktarılmışlardır. Bu yöntem, 

dokuların kriyoprotektan maddelerin zararlı etkilerine daha 

az maruz kalmasını sağlar. Ancak, kriyoprezervasyon 

işlemi sırasında buz kristali oluşumu olasılığı nispeten 

yüksektir, bu da çözdürüldükten sonra dokunun 

kullanımını engelleyebilmektedir (Thuwanut vd., 2013).  

Hızlı dondurma işleminde ise testiküler 

parçacıklar 30 dakikadan fazla denge çözeltisine maruz 

bırakıldıktan sonra 10 dakika boyunca sıvı azotun 4-5 cm 

üzerinde azot buharında tutulur ve işlemin son basamağı 

olarak kriyotüplere aktarılır ve sıvı azot içine daldırılır 

(Thuwanut vd., 2013).  

Vitrifikasyon, özellikle dişi gonadal dokusunun 

kriyoprezervasyonunda yaygın olarak kullanılan bir 

tekniktir (Carvalho vd., 2011). Birçok vitrifikasyon tekniği 

olmasına rağmen testiküler doku kriyoprezervasyon 

araştırmalarında kullanılan teknik katı yüzey 

vitrifikasyondur (SSV, Solid Surface Vitrification). Bu 

teknik, doku fragmanlarının 5-10 dakika boyunca 

azaltılmış kriyoprotektan (toplam kriyoprotektan madde 

hacminin %50'si) konsantrasyonlarına sahip bir denge 

çözeltisine maruz bırakılmasıyla başlamaktadır. Parçalar 

daha sonra 5-10 dakika boyunca %100 kriyoprotektan 

içeren bir vitrifikasyon çözeltisine maruz bırakılır. Nihai 

kriyoprotektan madde konsantrasyonu %30'dan yüksektir 

(Abrishami vd., 2010). Bu işlemden sonra 

kriyoprotektanlarla işlem gören doku parçaları sükroz ve 

fötal sığır serumu gibi kriyoprotektan maddelerle birlikte 

hücre kültürü ortamına ilave edilir (Baert vd., 2012). 

Testiküler dokular vitrifikasyon çözeltisine maruz 

bırakıldıktan sonra, parçalar, yalıtılmış bir kutu içinde sıvı 

azotun üzerinde tutulan metal bir küp içine yerleştirilir ve 

dokunun ultra hızlı bir şekilde soğutulmasını sağlar. 

Soğutulduktan sonra, bu dokular kriyotüplere yerleştirilir 

ve sıvı azot içinde tutulur (Lima vd., 2016). Şekil 1’de 

yavaş dondurma ve vitrifikasyon yöntemlerinin dokular 

üzerindeki etkileri şematize edilmiştir (Suzuki, 2018). 

Tüm testiküler doku kriyoprezervasyon teknikleri 

arasında vitrifikasyon en düşük maliyete sahip olanıdır ve 

gerçekleştirilmesi en kolay yöntemdir. Kullanılan ultra 

hızlı soğutma hızları nedeniyle kristalleşmeyi önlemede de 

diğer tekniklerden daha etkilidir. Bununla birlikte, dokuyu 

yüksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan maddelere 

maruz bırakmak kök hücrelerin morfolojik ve fonksiyonel 

özelliklerinin korunmasına zarar verebilir (Baert vd., 

2012). 

 

 
Şekil 1. Yavaş dondurma ve vitrifikasyonun doku dondurmada 
hücrelere etkileri (Suzuki, 2018). 
Figure 1. Effects of slow freezing and vitrification on cells in 
tissue freezing (Suzuki, 2018). 

 

Herhangi bir kriyoprezervasyon tekniğinin 

kullanılması, hücresel yapılara zarar vererek hücre 

canlılığının azalmasına neden olabilmektedir. Ayrıca, bu 

tekniklerin kullanılmasıyla yardımcı üreme yöntemlerinde 

kaydedilen ilerlemeye rağmen, farklı türlerde testiküler 

doku kriyoprezervasyonu için ideal bir teknik hala 

belirlenememiştir (Carvalho vd., 2011). Gouk vd., (2011), 

prepubertal farelerin testis dokusu üzerinde yavaş 

dondurma, hızlı dondurma ve vitrifikasyonun etkisini 

karşılaştıran bir çalışma yürütmüşlerdir. Çözüm sonrası 

hücre canlılığının vitrifikasyon grubunda (%95), hızlı 

dondurma grubuna (%72) ve yavaş dondurma grubuna 

(%24) göre daha yüksek olduğunu gözlemlemişlerdir. 

Evcil kedilerle yapılan bir çalışmada ise Buarpung vd., 

(2013) yavaş dondurma ve hızlı dondurma tekniklerini 

karşılaştırmışlardır. Yavaş dondurma grubunda bulunan 

(%45,9) testiküler dokulardaki organeller, kontrol grubu 

(%60,3) ve hızlı dondurma grubuna (%55,0) kıyasla daha 

düşük bir plazma membran bütünlüğünü yüzdesi 

göstermişlerdir. Testis dokusunun donma hassasiyetini 

değerlendirmek ve farklı türlerde hangi kriyoprezervasyon 

protokollerinin etkili olduğunu belirlemek için farklı 

kriyoprezervasyon yöntemleri kullanılarak çalışmalar 

yapılmış, ancak çelişkili sonuçlar elde edildiği 

bildirilmiştir. Bu nedenle, evcil ve vahşi hayvanların 

yardımcı üreme teknikleri ile çoğalmasında testiküler doku 

kriyoprezervasyonunun pratikte uygulanabilmesi için daha 

fazla araştırma yapılması, en uygun metodun belirlenmesi 

ve standardize edilmesi gerekmektedir (Carvalho vd., 

2011). 
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SONUÇ  

 

Testiküler doku kriyoprezervasyonu, prepubertal 

hayvanlarda ve herhangi bir nedenden dolayı spermanın 

elde edilemediği hayvanlarda genetik materyalin 

korunması ve gelecek nesillere genetik aktarımın 

sağlanması amacıyla uygulanabilecek önemli 

biyoteknolojik yöntemlerden birisi olarak 

değerlendirilmektedir. Çeşitli türlerde yapılan başarılı 

deneysel çalışmalarda dondurularak saklanan dokulardan 

elde edilen spermatozoonların, yardımcı üreme 

yöntemlerinde kullanılmasıyla gebelik ve yavrular elde 

edilebilmiştir. Ancak tüm bu olumlu sonuçlara rağmen 

kullanılacak olan kriyoprotektan maddelerin miktarı ve 

dokuların dondurma yöntemleri henüz tam olarak netlik 

kazanamamıştır. Bu nedenle testiküler doku 

kriyoprezervasyonunun tür bazına indirgenerek optimum 

koşulların oluşturulabilmesi için daha fazla araştırma 

yapılması gerekmektedir. Ülkemizde bu konu ile ilişkili 

teknik alt yapının gelişmesi, araştırma ve uygulamaların 

sayısının artması sonucunda ekonomik kazanım 

sağlanması söz konusu olabileceği düşünülmektedir. 
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