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Oz: Biyolojik dokulari viicut disinda canliliklarim kaybetmeden yillar boyunca saklanabilmesi
kriyoprezervasyon araciligiyla  gerceklestirilebilmektedir.  Kriyoprezervasyon yoluyla
dondurulacak hiicreler, spermatogenezisi devam eden saglikli ve fertil hayvanlardan uygun
metotlarla toplanarak elde edilebilmektedir. Giiniimiizde, erkek hayvanlardan suni vajen,
elektroejakiilator, el ile yapilan manipiilasyonlar ve epididimal iglemler sonucu elde edilen
spermanin kriyoprezervasyonu ile ireme alaninda basarili sonuglar elde edilmistir. Ancak cesitli
nedenlerden dolay: infertilite problemi olan hayvanlarda, vahsi hayvan tiirlerinde ve heniiz
pubertaya ulasamamus hayvanlarda sperma direkt olarak elde edilemediginden, genetik
materyalin korunmast ve saklanabilmesi icin farkli tekniklerin arayisi icerisine girilmistir.
Testikiiler dokunun kriyoprezervasyonu, farkli hayvan tiirlerinde tireme kapasitesinin
korunmasini ve nesli tiikenmekte olan tiirler ile heniiz pubertaya ulasmamis hayvanlarda
gametlerin uzun yillar saklanabilmesine olanak saglayan bir yontemdir. Bu yontemle testikdiler
dokulardan elde edilen spermatozoonlar veya spermatogonial kok hiicreler in vitro kosullarda
gelisimini tamamlayabilir ve suni tohumlama ya da in vitro fertilizasyon gibi yardimci iireme
uygulamalarinda kullanilabilir. Son 30 yilda, ¢esitli tiirlerde basarili sonuglarin alindigs testikiiler
doku kriyoprezervasyonu heniiz optimum materyallerin ve dondurma protokollerinin
gelistirilememesinden dolay: detayl1 arastirmalara agik ve reprodiiktif alanda basarili ilerlemelere
sebep olabilecek bir konu olma 6zelligi tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: infertilite, kriyoprezervasyon, puberta, testikiiler doku.

Testicular Tissue Cryopreservation

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.

Keywords: Cryopreservation, infertility, puberty, testicular tissue.
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GIRIS

Mevcut bilimsel gelismeler igerisinde iireme ve
fertilizasyonun korunmasi her daim 6nemini korumus bir
konudur. Reprodiiktif alandaki mevcut sorunlarin baginda
genetik materyalin uzun yillar boyunca canliligini
yitirmeden  Kkorunabilmesi ve  minimum  hasarla
saklandiktan sonra istenilen zamanda kullanilabilmesi
gelmektedir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda
fertilitenin devamliligini saglayabilmek icin genellikle
erkek ya da disi gamet hiicresi iizerine odaklanilmis ve
bir¢cok memeli tiirlinde belirli bir agamaya ulasilmistir. Bu
biyoteknolojik gelisimin kilit noktast ise
kriyoprezervasyon olmustur. Kriyoprezervasyon; yapisal
olarak bozulmamig hiicre ve dokularin uzun siire
korunmas1 ve gelecekte kullanilmasi amaciyla sifir
derecenin altindaki 1silara sogutularak biitiin metabolik
aktivitelerinin minimum seviyeye indirilmesi islemidir
(Wetzels vd., 1996). Ureme hiicreleri ve dokularinm
basarili bir sekilde dondurulup saklanabilmesi ve
istendiginde ¢oziilebilmesi ozellikle suni tohumlama ve
embriyo transferi gibi yardimeci {ireme tekniklerinin
gelisimi acisindan biyiik 6nem tasimaktadir (Tunali,
2014).

Spermatozoonlarin  kriyoprezervasyonu erkek
hayvanlarda fertilitenin korunmasi igin kullanilan ilk
secenektir. Giiniimiizde bir¢ok hayvan tiiriiniin spermast -
196 °C’de siv1 azot igerisinde yillarca saklanabilmekte ve
¢oziim sonrasi belirli diizeylerde fertilite ve gebelik
sonuglart elde edilmektedir (Hammerstedt vd., 1990).
Ancak tim bu gelismelere ragmen kriyoprezervasyon
islemi, spermatozoonlarin motilite, canlilik ve fertilite
parametreleri tlizerinde belirli diizeylerde negatif etki
olusturmaktadir (Wongtawan vd., 2006). Spermatozoonlar
icin sogutma islemi sirasindaki buz kristallerinin olustugu
0°C ile -5°C ve soguk sokuna maruz kaldiklar1 -5°C ile -
15°C arasmdaki sicakliklar kritik sicaklik araliklaridir.
Ozellikle bu donemde gelisebilecek intraselliiler
dehidrasyon, membran lipit ve proteinlerinde
destabilizasyon ve denatiirasyon, hiicre ve endoplazmik
retikulumunda ozmotik sisme, plazma membraninda
intramembran6z kiimelesme ve akrozomal enzimlerin
salinimi kriyoprezervasyonun istenmeyen baslica olumsuz
etkilerindendir (Curry & Watson, 1994).
Kriyoprezervasyon isleminin spermatozoonlar {izerindeki
istenmeyen olumsuz etkileri, nesli tiikenmekte olan vahsi
hayvan tiirlerinde istenilen zamanda ve diizeyde sperma
almamamast ve heniliz pubertaya ulagmamis tiirlerde
spermatogenezisin baslamamis olmasindan dolay1 genetik
materyalin korunmast i¢in farkli tekniklerin gelistirilmesi
ihtiyaci ortaya ¢ikmistir. Bu noktada testikiiler dokunun
kriyoprezervasyonu, farkli hayvan tirlerinde genetik
materyalin ve fertilitenin korunmasinda o6nemli bir
biyoteknoloji olarak yerini almistir (Oliveira, 2015).
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Testikdiler doku, spermatogenezis yoluyla
spermatozoonlar:t  olusturan  birincil hiicreler olan
spermatogonyumlar1 icerir. Bu doku Kriyoprezervasyon
yoluyla saklanabilir ve ¢dziindiikten sonra in vitro olarak
gelisimi  devam ettirilebildigi taktirde elde edilen
spermatozoonlar yardimci iireme teknikleri ile hayvan
yetistirme programlarinda kullanilabilir (Yokonishi vd.,
2014). Bu derlemenin amaci testikiiller doku
kriyoprezervasyonu hakkindaki giincel bilgileri derlemek
ve hayvan tiirlerine gére uygun, kullanilabilir yontemler
hakkinda detayl1 bilgiler sunmaktir.

Testikiiler Dokunun Gelisimi ve Anatomisi:
Embriyonik dénemde cinsiyetin sekillenmesi 3 asamada
gerceklesmektedir.  Kromozomal — olarak  cinsiyetin
tanimlanmasi olan birinci asamada XX veya XY cinsiyet
kromozomunun olusumu fertilizasyon sirasinda meydana
gelmekte ve primer germ hiicresini tasiyan hiicrelerin
mitoz boliinmesi ile devam etmektedir. Bu dénem
indifferent donem olarak adlandirilmaktadir ve erken
embriyonal dénemdeki gonadlar heniiz cinsiyet yoniinden
farklilasmamistir. Bu donemden sonra eger cinsiyet
kromozomlar1 XX ise; indifferent gonadlar ilerleyen
donemde ovaryumlara doniismekte, XY ise; testisler
gelismektedir. Dolayisiyla disi memeliler homogametik
iken erkek memeliler heterogametik’tirler (McGeady vd.,
2011). Bu donemde testislerin gelisimi Y kromozomu
iizerinde lokalize olan SRY gen bolgesi tarafindan kontrol
edilmektedir.  Fenotipik  cinsiyet  gelisimi  olarak
adlandirilan {iglincii asamada ise gonadlarin cinsiyet
kromozomlarina  gére ovaryum veya testislere
farklilasmasmin ardindan internal ve eksternal genital
organlarin olusumu baslamaktadir (Yal¢in & Cevik, 2020;
Wilhelm vd., 2007).

Tiim erkek hayvanlarda olusumunu
tamamlayan testisler inguinal bdlgede karin boglugunun
disinda bulunan skrotum adi verilen bir kese igerisinde
bulunmaktadir. Ortalama testis sekilleri ve boyutlar
hayvan tiiriine, yasa ve mevsime gore degismektedir.
(Parkinson, 2019). Testikiiler doku, seminifer tubiillerden
(tubuli seminiferi) ve interstisyel dokudan olusur.
Seminifer tubiil, fibroblastlar, miyoid hiicreler (6zel diiz
kas hiicreleri) ve lamina propria ile sinirlidir. Lamina
propria tizerinde bulunan spermatogonyumlar ve sertoli
hiicreleri  spermatozoonlarin  iiretiminden
hiicrelerdir. Interstisyel doku (interstitium testis), kan
damarlarini, lenfatik kanallari, sinirleri, bag dokusunu ve
leydig hiicrelerini (endokrinokytus interstitialis) igerir.
Testosteron da dahil olmak {iizere steroid hormonlarin
iiretiminden sorumlu olan leydig hiicreleri, yetiskinlerde
interstisyel dokunun ana bilesenidir (Amann, 2011).

evcil

sorumlu

Testikiiler Dokunun Endokrin Islevieri ve
Spermatogenezis:  Testisler,  spermatogenezis  ve
steroidogenezis olaylarmin gergeklestigi baglica erkek
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ireme organlaridir. Spermatogenezis, spermatozoonlarin
iiretilip depo edildigi siireci kapsarken, steroidogenezis ise
testosteron gibi baglica erkek steroid hormonlarinin
iretildigi siiregten meydana gelir (Weinbauer vd., 2010).
Erkek iireme fizyolojisi, her ikisi de gonadotropin
salgilatict hormona (GnRH) yanit olarak sentezlenen,
hipofiz gonadotropinleri olarak bilinen, luteinize edici
hormon (LH) ve folikiil uyarict hormonun (FSH) endokrin
kontrolii altindadir. LH'nin en 6nemli etkisi, testosteron
sentezi yapan leydig hiicreleri iizerinedir. Testosteron,
spermatozoon liretimi, epididimiste olgunlagmasi, cinsiyet
bezlerinin islevinin olusumu ve ikincil cinsiyet
ozelliklerinin gelisimi i¢in gereklidir (Holdcraft & Braun,
2004). Testosteron hormonunun etkin hale gelebilmesi ve
dokular istiinde androjenik etki gosterebilmesi i¢in Sa-
rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona (DHT) hormonuna
dontismesi sarttir. Testosteron, sertoli hiicrelerinde ve
cinsiyet bezlerinde tip-1 Sa-rediiktaz ve tip-2 5a-rediiktaz
ad1 verilen iki enzimle DHT hormonuna doniisiir (Steers,
2001). Aromatizasyona duyarli olmayan ve testosterondan
daha giiglii bir androjen olan DHT, {ireme sisteminin
gelisimi, sekonder cinsiyet Ozelliklerinin olusumu ve
cinsiyet bezlerinin aktivitesini kontrol eden bir androjen
iken, testosteron ise spermatogenezisde yer alan birincil
androjendir. Hem testosteron hem de DHT, tubiil liimeni
icinde FSH’nin uyarimi ile sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan androjen baglayici proteinlere (ABP) baglanir.
ABP'nin rolii, seminifer tubiiliin ve epididimisin lumeninde
yiiksek androjen konsantrasyonlarini korumaktir. FSH'nin
ana hedefi, adenilat siklazla baglantili enzim sistemleriyle
de hareket ettigi sertoli hiicresidir. FSHnin etkisi altinda
sertoli hiicrelerinden inhibin ve ABP salgilanir. FSH,
ayrica sertoli hiicresinde spermatogenezisi diizenleyen ve
destekleyen bir¢ok genden sorumludur (Walker & Cheng,
2005). Inhibin, dogrudan hipofiz seviyesinde FSH
sekresyonu hakkinda negatif geri bildirime neden olurken,
LH iizerinde ¢ok az etkisi vardir (Parkinson, 2019).
Spermatogenezis hayvanlarin pubertaya
ulagsmasmma yakin bir zamanda, endokrin sistemin
aktivasyonuyla baglar ve testislerin seminifer tubiillerinin
germinal epitelinde bulunan spermatogonia adi verilen
primordial germ hiicrelerinden spermatozoon iiretimine
kadar gecen siireci kapsar. Bu siire¢ ii¢ asamaya
ayrilmaktadir. Spermatositogenezis adi verilen ilk asama
spermatogonyumun mitotik ¢ogalmasi asamasidir. Bu
asamada primer spermatositler ve yeni rezerv
spermatogonyum olusur. Mayozis olarak adlandirilan
ikinci agama, spermatidlerin (haploidler) {iretimi igin
primer ve sekonder  spermatositlerin  mayotik
béliinmelerini icerir. Ugiincii asama veya spermiyogenezis
ise  spermatidlerden spermatozoonlarin  olusumuyla
sonuglanan bir dizi hiicresel doniisiimiin ve degisimin
gergeklestigi bir farklilagma asamasidir (Amann, 1981).
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Spermiyogenezisin baslica olaylar1 akrozom olusumu,
niikleer yogunlagsma ve gerilme, sitoplazmik kasilma ve
flagellum olusumudur. Olusan spermatozoonlarin depo
edilecekleri epididimise ulasabilmeleri i¢in seminifer
tiibiillerin liimenine salmmasina spermiasyon adi verilir.
Tim bu siirecler hayvan tiirine, yasa, mevsime gore
degismektedir (Busato vd., 2017).

Testikiiler Doku Kriyoprezervasyonu: Cogu
vahsi ve evcil hayvan tiirli yasadist avcilik, habitatlarm
kaybi, hastalik ve infertilite gibi bir¢ok faktdr nedeniyle
nesli tiikenmekte olan tiirler olarak smiflandirilmaktadir.
Bu gibi durumlarda iireme potansiyelinin korunmasi ve
¢ogaltilmasi amaciyla erkek veya disi gametlerin elde
edilmesi uygun kosullarda saklanmasi ve daha sonra
yardimcei iireme teknolojilerinde kullanilmasi gibi gamet
koruma teknikleri gelistirilmistir (Wildt vd., 2010). Ancak
aniden olen ¢ogu hayvan tiriinde gelismeyen gamet
hiicreleri genetik materyalin korunmasina ve bu sayede
tiirlerin devamliligimn saglanmasma olanak
saglamamaktadir (Buarpung vd., 2013). Bu gibi
durumlarda hem evcil hem de vahsi memeliler igin
nispeten yeni bir biyoteknoloji olan testikiiler dokunun
kriyoprezervasyonu ireme potansiyelinin korunmasma
¢oziim olabilecek potansiyel bir yontemdir (Oliveira,
2015). Testikiiler doku, spermatozoonu olusturan birincil
hiicreler olan spermatogonyumlar1 da igerir. Bu doku
dondurularak saklanabilir ve c¢ozdirtldiikten sonra
spermatogenezis in vitro olarak tamamlanabilir. Kiltiir
ortamindan elde edilen spermatozoonlar, yardimci iireme
yontemleriyle  hayvan  yetistirme  programlarinda
kullanilabilir (Yokonishi vd., 2014). Bu biyoteknoloji, 6len
prepubertal hayvanlarin yani sira, kemoterapi gibi
infertiliteye neden olabilecek uygulamalara maruz kalan
tirlerde de fertilitenin korunmasi ve devamliliginin
saglanmast  amaciyla  uygulanabilecek  alternatif
yontemlerden biridir. Kriyoprezerve edilmis testikiiler
dokularda bulunan spermatogenik hiicreler, testikiiler
dokular ¢6zdiiriildiikten sonra in vitro yontemlerle gelisim
slireclerini tamamlayabilirler, bu da yiiksek genetik degeri
olan hayvanlarmm fertilite ve genetik kaynaklarinin
korunmasina olanak saglar (Pukazhenthi vd., 2015).

Testisler, doku parcasi veya spermatozoon
stispansiyonu seklinde kriyoprezerve edilebilmektedir.
(Steirteghem, 1999). Doku pargast seklinde yapilan
kriyoprezervasyon ¢alismalari, siispansiyon seklinde
yapilan  kriyoprezervasyon  protokollerinden  daha
yaygindir. Bunun sebebi seminifer tubullerde bulunan
spermatozoonlarin zor izole edilmesi ve bu sebeple

spermatozoon sayisinin azalmasma neden olmasidir
(Silber  vd., 1995) Ayrica, testikiiler dokularin
parcalanmast esnasinda hiicre lizislerinden f{iretilen

toksinler spermatozoon kalitesini olumsuz etkilemektedir
(Aslam vd., 1998). Testis dokusunun kriyoprezervasyonu
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anatomik olarak testisin farkli bolmelerinde farkli hiicre
tiplerinin bulunmasindan dolay1 zor bir islemdir (Hovatta,
2000). Testikiiler dokunun dondurularak saklanmasi;
yavas dondurma, hizli dondurma ve vitrifikasyon gibi
teknikler kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Ancak,
gliniimiizde kullanilmakta olan protokoller hala bir¢ok
tirde test edilmektedir (Cizelge 1) (Lima & Da Silva,
2017). Testikiiler doku kriyoprezervasyon protokollerinde
kriyoprotektan maddelerin kullanimi, doku
¢ozdiriildiikten sonra hiicre canliligmin korunmasina
yonelik onemli bir adimdir. Kriyoprotektan maddeler
¢ozdiirme islemi sirasinda hiicrelerde meydana gelebilecek
bazi hasarlar1 onlerler. Cesitli kriyoprotekran maddeler
(dimetil siilfoksit, etilen glikol, propanediol, gliserol) farkli
tiirlerde testikiiler doku kriyoprezervasyon protokollerinde
testikiiler hiicrelerin kalitesini ve yasayabilirligini korumak
i¢in test edilmistir (Unni vd., 2012).

Tablo 1. Farkli hayvan tirlerinde yapilan testikiiler
kriyoprezervasyon teknikleri (Lima ve da Silva, 2017’den
uyarlanmustir).

Table 1. Testicular cryopreservation techniques applied in
different species.

Tir Kriyoprotektan Madde Kriyoprezervasyon Y 6ntemi Sonug

GLY yavas dondurulduktan sonra
daha yiiksek hiicre canliig ile
sonuglanmugtir. DMSO
vitrifikasyondan ~ sonra hiicre
canliligimn  artmasma  yol
agnmustir (Abrishami vd., 2010).
DMSO  olgunlasmanus testis
dokularinda en iyi sonug veren
kriyoprotektan iken, olgunlasmis
testis dokusunda en iyi sonu¢ EG
ile elde edilmistir (Unni vd.,
2012).

Canhlik vitrifikasyondan sonra >
%95, Hizli dondurmadan sonra >

Yavas Dondurma

DMSO/EG/GLY Vitrifikasyon

Domuz

Rat DMSO/GLY/EG Yavag Dondurma

Yavas Dondurma
Hizli Dondurma
Vitrifikasyon

Fare DMSO/EG/GLY/PRO %80, Yavag dondurmadan sonra

<9%25 (Gouk vd., 2011).
DMSO/GLY kombinasyonu
seminifer tubullerin
morfolojisinin daha iyi
korunmasini ve potansiyel hiicre
¢ogalmasmin daha yiiksek bir
yiizdesini saglanustir (Lima vd.,
2017)

Coziim sonrast canlilik> %58
(Barbosa vd., 2011).

Yavag dondurma testis dokusunu
en iyi sekilde korumustur
(Pukazenthi vd., 2015).

Hizli dondurma spermatozoon
zarinda kiigiik hasarlara neden
olmustur (Thuwanut vd., 2013)

Evecil kedi DMSO/EG/GLY Vitrifikasyon

Boga DMSO/PRO Yavasg Dondurma
Yavag Dondurma
Kog DMSO/EG Vitrifikasyon

Yavasg Dondurma

Vahsi kedi Hizli Dondurma

DMSO/EG

Doku
Kullanimu:

Testikiiler Kriyoprezervasyonunda
Kriyoprotektanlarin Kriyoprezervasyon
islemi, diisiik sicakliklara ve ozmotik dengesizliklere
maruz kalmalar1 nedeniyle spermatozoonlar iizerinde
olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Bu islemin zararli
etkilerini en aza indirmek, dokularda bulunan organelleri
korumak ve kriyoprezervasyon isleminden sonra
fonksiyonel tutmak i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktiviteye
sahip kriyoprotektan maddeler kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu kriyoprotektan maddeler  belirli
konsantrasyonlarin {izerinde veya altinda ilave edildiginde
doku ve hiicrelerde toksikasyona ya da donma hasarina
neden olmaktadir (Unni vd., 2012). Cizelge l'de belirtildigi
gibi testikiiler dokunun kriyoprezervasyonunda kullanilan
baslica hiicre i¢i kriyoprotektanlar dimetil siilfoksit
(DMSO), etilen glikol (EG), propandiol (PRO) ve gliserol
(GLY)’diir. Hiicre igi kriyoprotektanlar, diisiik molekiiler
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agirliga sahiptir. Kriyoprezervasyon iglemi sirasinda hiicre
icinde buz kristallerinin maksimum diizeyde olusumunu
engelleyerek, ¢oziim asamasinda hiicrenin yapisinin ve
fonksiyonunun korunmasma yonelik etki ederler (Castro
vd., 2011). Testikiller ~doku kriyoprezervasyon
arastirmalarinda  kullanilan ~ baslica  hiicre  dist
kriyoprotektan ise siikrozdur (Baert vd., 2012). Goossens
vd., (2008), prepubertal farelerin (Mus musculus) testis
dokularinin yavas dondurma yontemi ile donduruldugu bir
calismada DMSO ve etilen glikolii karsilagtirdiklarinda
DMSO’un ¢6ziim sonrast seminifer tubiil yapilarinin daha
iyl korudugunu goézlemlemislerdir. Abrishami vd., (2010),
prepubertal domuzlarin (Sus domestica) testis dokusunun
yavas dondurulmasini igeren bir ¢alismada DMSO (%75)
ile kriyoprezerve edilmis testis dokularmin etilen glikol
(%55) ile karsilastirildiginda daha yiiksek canli hiicre
yiizdesine sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Yine ayni
calismada gliserol (%88) ile kriyoprezerve edilmis
testikiiler dokular ¢ozdiiriildilkten sonra en yiiksek canli
hiicre yiizdesine sahip olduklar1 tespit edilmistir. Unni vd.,
(2012) DMSO, etilen glikol ve gliseroliin prepubertal
ratlarin  (Rattus norvegicus) testis dokusunun yavas
donmasi tizerindeki etkilerini degerlendirmis ve DMSO’un
hiicrelere daha az toksik etkisi oldugunu ve gliseroliin ise
daha zararli oldugunu gozlemlemislerdir. Buarpung vd.,
(2013), yetiskin kedilerin (Felis silvestres catus) testis
dokusunun DMSO, etilen glikol, gliserol ve propanediol
kullanarak yavas dondurma yontemini kullandiklar1 bir
calismada ¢oziim sonrasi membran biitiinligliniin
korunmasi agisindan en iyi sonuglarin gliserol ve etilen
glikol ile yapilan kriyoprezervasyondan elde edilirken en
diisik diizeyin ise DMSO’dan elde edildigini
gozlemlemislerdir.

Testikiiler Doku Kriyoprezervasyon Yontemleri:
Testikiiler dokuyu kriyoprezerve etmek i¢in kullanilan en
yaygin yontemler yavas dondurma ve vitrifikasyondur
(Abrishami vd., 2010). Her iki yontem de tiir bazinda
optimum kosullarin olusabilmesi maksadiyla farkli hayvan
tirlerinde  ve  farkli  kriyoprotektan — maddelerle
calisilmasina ragmen, yavas dondurma vitrifikasyona
kiyasla daha sik kullanilmaktadir (Wyns vd., 2013).
Testikiiler dokunun dondurulmasi amacgli kullanilan bir
diger teknik ise hizli dondurmadir (Buarpung vd., 2013).
Testis fragmanlarmin maruz kaldigi sicakligi kademeli
olarak diisiiren otomatik sogutma cihazlar1 kullanilarak
yavas dondurma islemi gerceklestirilmektedir. Temel
olarak ele alindiginda hayvanlardan elde edilen testikiiler
doku parcaciklar ilk olarak 10-15 dakika boyunca 4 °C'de
kriyoprotektan madde igeren bir denge ¢ozeltisine maruz
birakilir.  Daha sonra bu dokular kontrollii sicaklik
indirgemesine tabi tutulur ve kriyotiiplere aktarildiktan
sonra ise sivi azot i¢inde saklanir (Gurina vd., 2011).
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Yildiz vd., (2013), farelerin testikiiler doku
pargalarmi yavag donmaya maruz birakmak igin
programlanabilir ~ bir  otomatik  sogutma  cihazi
kullanmuslardir. Doku pargalar1 4 °C'de denge ¢ozeltisinde
bekledikten sonra, sicaklik 0 °C'ye ulagana kadar her bir
dakikada 1 °C’lik sicaklik diisiisiine tabi tutulmus ve bu
sicaklikta 5 dakika muhafaza edilmislerdir. Doku pargalart
daha sonra sicaklik sirasiyla -8 °C, -40 °C ve -80 °C’ye
ulasana kadar kademeli olarak sogutulmus ve bu
sicakliklarda farkli dengeleme siirelerinde bekletildikten
sonra hemen sivi azota aktarilmislardir. Bu yontem,
dokularn kriyoprotektan maddelerin zararl etkilerine daha
az maruz kalmasini saglar. Ancak, kriyoprezervasyon
islemi sirasinda buz kristali olusumu olasiligi nispeten

yiikksektir, bu da ¢ozdiriildikten sonra dokunun
kullanimim engelleyebilmektedir (Thuwanut vd., 2013).
Hizli dondurma isleminde ise testikiiler

parcaciklar 30 dakikadan fazla denge ¢ozeltisine maruz
birakildiktan sonra 10 dakika boyunca sivi azotun 4-5 cm
tizerinde azot buharinda tutulur ve islemin son basamagi
olarak kriyotiiplere aktarilir ve sivi azot i¢ine daldirilir
(Thuwanut vd., 2013).

Vitrifikasyon, ozellikle disi gonadal dokusunun
kriyoprezervasyonunda yaygin olarak kullamilan bir
tekniktir (Carvalho vd., 2011). Bir¢ok vitrifikasyon teknigi
olmasina ragmen testikiiler doku kriyoprezervasyon
aragtirmalarinda  kullanilan ~ teknik  katt  yiizey
vitrifikasyondur (SSV, Solid Surface Vitrification). Bu
teknik, doku fragmanlarmin 5-10 dakika boyunca
azaltilmis kriyoprotektan (toplam kriyoprotektan madde
hacminin %50'si) konsantrasyonlarma sahip bir denge
¢ozeltisine maruz birakilmasiyla baslamaktadir. Pargalar
daha sonra 5-10 dakika boyunca %2100 kriyoprotektan
iceren bir vitrifikasyon ¢ozeltisine maruz birakilir. Nihai
kriyoprotektan madde konsantrasyonu %30'dan yiiksektir
(Abrishami  vd., 2010). Bu islemden sonra
kriyoprotektanlarla islem géren doku pargalar: siikroz ve
fotal sigir serumu gibi kriyoprotektan maddelerle birlikte
hiicre kiiltiirii ortamina ilave edilir (Baert vd., 2012).
Testikiiler dokular vitrifikasyon ¢ozeltisine
birakildiktan sonra, pargalar, yalitilmis bir kutu icinde sivi
azotun iizerinde tutulan metal bir kiip i¢ine yerlestirilir ve
dokunun ultra hizli bir sekilde sogutulmasini saglar.
Sogutulduktan sonra, bu dokular kriyotiiplere yerlestirilir
ve s1v1 azot iginde tutulur (Lima vd., 2016). Sekil 1°de
yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemlerinin dokular
iizerindeki etkileri sematize edilmistir (Suzuki, 2018).

Tiim testikiiler doku kriyoprezervasyon teknikleri
arasinda vitrifikasyon en diisiik maliyete sahip olanidir ve
gergeklestirilmesi en kolay yontemdir. Kullanilan ultra
hizl1 sogutma hizlar1 nedeniyle kristallesmeyi 6nlemede de
diger tekniklerden daha etkilidir. Bununla birlikte, dokuyu
yiikksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan maddelere

maruz
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maruz birakmak kok hiicrelerin morfolojik ve fonksiyonel
ozelliklerinin korunmasma zarar verebilir (Baert vd.,
2012).
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Sekil 1. Yavas dondurma ve vitrifikasyonun doku dondurmada
hiicrelere etkileri (Suzuki, 2018).

Figure 1. Effects of slow freezing and vitrification on cells in
tissue freezing (Suzuki, 2018).

bir
kullanilmasi, hiicresel
canliliginin azalmasma neden olabilmektedir. Ayrica, bu
tekniklerin kullanilmasiyla yardimei iireme yontemlerinde
kaydedilen ilerlemeye ragmen, farkli tiirlerde testikiiler
doku kriyoprezervasyonu i¢in ideal bir teknik hala
belirlenememistir (Carvalho vd., 2011). Gouk vd., (2011),
prepubertal farelerin testis dokusu iizerinde yavas
dondurma, hizli dondurma ve vitrifikasyonun etkisini
karsilagtiran bir ¢alisma yiriitmiislerdir. Coziim sonrasi
hiicre canliligmin vitrifikasyon grubunda (%95), hizh
dondurma grubuna (%72) ve yavas dondurma grubuna
(%24) gore daha yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir.
Evcil kedilerle yapilan bir ¢alismada ise Buarpung vd.,
(2013) yavas dondurma ve hizli dondurma tekniklerini
karsilagtirmiglardir. Yavas dondurma grubunda bulunan
(%A45,9) testikiiler dokulardaki organeller, kontrol grubu
(%60,3) ve hizli dondurma grubuna (%55,0) kiyasla daha
diisik bir plazma membran biitiinligini yiizdesi
gostermiglerdir. Testis dokusunun donma hassasiyetini
degerlendirmek ve farkli tiirlerde hangi kriyoprezervasyon
protokollerinin etkili oldugunu belirlemek i¢in farkli
kriyoprezervasyon yontemleri kullanilarak ¢alismalar
yapilmis, ancak c¢eligkili sonuclar elde edildigi
bildirilmistir. Bu nedenle, evcil ve vahsi hayvanlarin
yardimet iireme teknikleri ile cogalmasinda testikiiler doku
kriyoprezervasyonunun pratikte uygulanabilmesi i¢in daha
fazla arastirma yapilmasi, en uygun metodun belirlenmesi
ve standardize edilmesi gerekmektedir (Carvalho vd.,
2011).

Herhangi kriyoprezervasyon tekniginin

yapilara zarar vererek hiicre
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SONUC

Testikiiler doku kriyoprezervasyonu, prepubertal
hayvanlarda ve herhangi bir nedenden dolay1 spermanin
elde edilemedigi hayvanlarda genetik materyalin
korunmas1 ve gelecek nesillere genetik aktarimin
saglanmasi amaciyla uygulanabilecek o6nemli
biyoteknolojik yontemlerden birisi olarak
degerlendirilmektedir. Cesitli tiirlerde yapilan basarili
deneysel ¢alismalarda dondurularak saklanan dokulardan
elde edilen spermatozoonlarm, yardimci iireme
yontemlerinde kullanilmasiyla gebelik ve yavrular elde
edilebilmigtir. Ancak tiim bu olumlu sonuglara ragmen
kullanilacak olan kriyoprotektan maddelerin miktar1 ve
dokularin dondurma yodntemleri heniiz tam olarak netlik
kazanamamigtir.  Bu  nedenle  testikiiler = doku
kriyoprezervasyonunun tiir bazina indirgenerek optimum
kosullarin olusturulabilmesi igin daha fazla arastirma
yapilmas1 gerekmektedir. Ulkemizde bu konu ile iliskili
teknik alt yapinm gelismesi, arastirma ve uygulamalarin
sayisinin ~ artmast  sonucunda ekonomik  kazanim
saglanmasi s6z konusu olabilecegi diisiiniilmektedir.
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