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Oz

Giliniimiizde erken tani ve tedavilerdeki geligsmelerle kanser hastalarinda sag kalim stireleri
uzamistir. Kanserli hastanin onkoloji tedavisinden sonra da iireme yeteneginin korunmasi
yasam kalitesinin yiikseltilmesinde onemli bir yer tutmaktadir. Eriskin kadin ve erkeklerde
olgun tireme hiicrelerine ulagmak miimkiindiir. Embriyo ve oosit dondurulmasinda vitrifikasyon
yontemi, spermatozoa ve testis hiicre slispansiyonu dondurulmasinda yavag dondurma yontemi,
over dokusu dondurulmasinda ise her iki yontem tercih edilmektedir. Prepubertal donemde
ise gonad dokularinin yani tireme kdk hiicrelerinin kriyoprezervasyonu tek segcenek olarak
kargimiza ¢ikmaktadir. Ancak prepubertal testis dokusunun kriyoprezervasyonu heniiz deneysel
asamadadir. Kanser hastalar1 i¢in fertilite restorasyon tekniklerindeki gelismeler, yakin bir
gelecekte kliniklerde rutin olarak uygulanabilmesi agisindan umut vadetmektedir. Ancak
prepubertal erkek ¢ocuklarda testis dokusundaki spermatogonyal kok hiicrelerin glivenli ve en
uygun sekilde kriyoprezervasyonunu saglayacak detayli arastirmalara ihtiyag vardir.

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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Kanser Hastalarinda Fertilitenin Korunmasinda Kullanilan Kriyoprezervasyon Yéntemleri

Giris

Kanserler, eriskinde ve c¢ocukta en sik o6liim
nedenlerinden birisidir. Son yillarda kanserlerin
erken tan1 ve tedavilerindeki gelismeler sag kalim
oranlarini yiikseltmistir. ASC (American Cancer
Society) tim kanserlerden oOliim oranlarinda,
kadmlarda 1991-2005 yillart arasinda %11.4,
erkeklerde ise 1990-2005 yillar1 arasinda %19.2
oraninda azalma, sadece kadmlarda meme
kanserinden o6liimlerde %40 oraninda azalma
oldugunu bildirmektedir (1). Eriskinde 5 yillik
sag kalim oranlar1 %60’lara, ¢ocukta %80’lere
kadar ¢ikmistir. Bu hastalarda yasam siirelerinin
uzamasimin yaninda ikincil sorun olarak yasam
kalitelerinin  yiikseltilmesi  geregi  karsimiza
¢tkmaktadir.

Gonadotoksik tedavilerin en O6nemli yan etkisi
ozellikle prepubertal donemdeki ¢ocuklarda
germinal kok hiicrelerin etkilenmesidir.
Etkilenmenin seviyesi tedavi donemindeki hastanin
yasina, kullanilan ilaglarin tipine, uygulanmasi
durumunda radyoterapinin dozuna ve uygulandigi
bolgeye baglh olarak degismektedir (2). Onkoloji
tedavileriyle iireme hiicreleri olumsuz etkilenen
hastalarin, tedaviden sonra kendi ¢ocuklarina sahip
olabilmesi, onemli beklentilerden birisidir. Fertilite
yeteneklerinin ve iireme hiicrelerinin glivence
altina alinabilecegi bilgisinin hastaya sunulmasi
kansere karst verdikleri duygusal savasta onlara
yardimci olmaktadir. Ureme hiicre ve dokularinin
onkoloji tedavileri dncesinde hastadan alinmasi ve
alian hiicrelerin dondurulup saklanmasi, klinisyen
ve embriyoloji uzmanlarmin isbirligi icinde
calismasiyla gergeklesmektedir.

Son yillarda tireme hiicre ve dokulariin laboratuvar
kosullarinda uzun siire bozulmadan uygun sekilde
dondurularak saklanmasi igin ¢esitli arastirmalar
yapilmustir (3). Eriskin ve 6zellikle prepubertal erkek
cocuklarin tireme doku ve hiicrelerinin dondurulup
saklanarak korunmast (kriyoprezervasyon),
farkli tekniklerin uygulanmasi ve gelistirilmesini
gerektirmektedir.  Giliniimiizde erigkin  gonad
doku ve treme hiicreleri i¢in embriyoloji
laboratuvarlarinda  uygun  kriyoprezervasyon
yontemleri nispeten oturtulmaya baglanmistir.
Ancak prepubertal donemdeki erkek c¢ocuklarda
testiste zaten az sayida olan spermatogonyal kok
hiicrelerin kriyoprezervasyonu igin en uygun
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yontemin gelistirilip standardize edilmesi, agilmasi
gereken bir sorun olarak karsimizda durmaktadir
4.5).

Fertilitenin Korunmasinda Kriyoprezervasyonun
Uygulanma Tarihcesi

Kriyoprezervasyon, artik yaygimn olarak diinyada
dondr inseminasyonlarda, iilkemizde ise 6zellikle
gonadotoksik tedaviler 6ncesinde spermatozoanin
dondurulmasinda  bagvurulan ydntem olarak
rutin uygulamaya girmistir (6). Bu yOniiyle
kriyoprezervasyonun fertilitede kullanimi epey
mesafe katetmis durumdadir.

1949 yilinda Polge ve arastirma grubunun,
gliseroliin kriyoprotektif etkisini tesbit etmesiyle,
ilk kez memelilerde spermatozoa basarryla
dondurulmustur (7).

1950’11 yillarda dondurulmus spermlerle ilk gebelik
gergeklesmis (8), Bu uygulama gesitli organ, doku
ve hiicrelerin dondurulmasina onciiliik etmis, ¢esitli
kimyasallar ve malzemeler dondurma isleminde
kullanilmaya baglamistir.

1970°li  yillarda yavas dondurma yoOntemi
icin  programlanabilir  dondurucu  makinalar
gelistirilmiggesitli insan ve hayvan hiicrelerinin
dondurulmasinda kullanilmistir.

Erkek infertilitesinde sperm kriyoprezervasyonu,
1980°li yillardan itibaren iremeye yardimei
tekniklerde rutin olarak kullanilmaya baslanmistir

).

Embriyo dondurulmasi memelilerde ilk kez 1972
yilinda uygulanmis (10), insanda ise embriyo
dondurulmast  1980’lerin  basinda baslamistir.
Devam eden ¢aligmalarla ilk kez 1984 yilinda yavas
dondurma yontemiyle, 1985 yilinda da vitrifikasyon
yontemiyle dondurulan embriyolar kullanilarak
dogumlar gergeklestirilmistir (11,12).

1996’ da dondurulup ¢6ziilmiis eriskin ve prepubertal
testis hiicre siispansiyonu, sterilizasyon uygulanan
fare testisine transplante edilerek spermatogenezin
gerceklestirilmesi  (13) hiicrelerin  uzun siire
saklanabilecegi ve dolayisiyla kriyoprezervasyonun
bu tedavilerde kullanilabilecegini gosterilmistir.
Prepubertal testis, doku olarak ise 2000’11 yillarda



yavas dondurma yontemiyle, son yillarda da
vitrifikasyon yontemi ile dondurulmaya baglamistir
(14).

Kanserli Kadinda Ureme Hiicre ve Dokularinin
Korunmasi i¢in Sunulabilecek Kriyoprezervasyon
Secenekleri

-Embriyo dondurma; OPU ile toplanan oositler,
spermatozoon ile invitro ortamda IVF veya ICSI
yontemi ile fertilize edilerek elde edilen embriyolara
kriyoprezervasyon uygulanir. Embriyo dondurma
fertilizasyonun korunmasi i¢in segilecek en basarili
yontemdir. Evli hastalarda uygulanabilir. Ancak
siiratle kanser tedavisine baslanacak hastalarda
embriyo elde etmek i¢in zamana ihtiyag olacagindan
bu grup hastalar i¢in uygun degildir.

-Oosit Dondurma; Birden fazla sayida olusturulan
matiir oositlerin toplanarak dondurulmasi islemidir.
Amerikan Ureme Dernegi (ASRM) tarafindan
hastalara rutin olarak sunulmasi gereken yontem
olarak kabul edilmistir (15). Evli olmayan ya
da embriyo dondurmayi etik ve dini ydnlerden
uygun bulmayan hastalarda ilk segenektir. Oosit
dondurulmasinda yavas dondurma  yontemi
uygulanmis ve son yillarda yapilan calismalar
vitrifikasyon yonteminin basarisinin daha yiiksek

Glilnaz KERVANCIOGLU

oldugunu gostermistir.  Vitrifikasyon yontemi,
embriyo ve oosit dondurulmasinda basarili
bir kriyoprezervasyon yontemi olarak tercih
edilmektedir (3,16) (Sekil 1).

-Over Dokusu Dondurma;  Primordiyal
folikiillerin  yogun olarak bulundugu over
korteksi soyularak alimir ve doku pargalari olarak
dondurulur. Oosit sayisi, kiz ¢ocukta intra uterin
fetal 5. ayda 7.000.000, pubertede 300.000, 40-
45 yasda 8.000 adet olarak giderek azalmasi (17)
nedeniyle rezervi iyi olan geng eriskin kadinda ilk
secenek, pubertal ve prepubertal dénemdeki kiz
cocuklarinda tek segenek olarak uygulanmaktadir.
Ek olarak embriyo ve oosit dondurma igin zamani
olmayan veya tibbi olarak buna engel bir durumu
olan kanser hastalarinda da tercih edilmektedir.

Over dokusunun dondurulmasinda kriyoprezervasyon
yontemi olarak hem yavas dondurma hem
vitrifikasyon ~ yontemlerinin  etkileri  birbiriyle
karsilastirilmig  (3,16) veya sadece vitrifikasyon
yontemi uygulanmis (18,19,20) sonug¢ olarak her
iki kriyoprezervasyon yonteminin de primordiyal
folikdilleri ve stromal yapry1 iyi korumast nedeniyle
tercih edilecek yontemler oldugu bildirilmistir (21).

Freezing Protocols

v

Sekil 1. Yavas dondurma (slow freezing) ve vitrifikasyon yontemlerinin oosit ve embriyoya uygulanisi.
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Kanserli Erkekte Ureme Hiicre ve Dokularimin
Korunmasi i¢cin Sunulabilecek Kriyoprezervasyon
Secenekleri

-Sperm dondurma (semen, testikiiler veya
epididimal spermatozoa); ejakiilattan elde edilen ya
daPESA (Perkutan Epididimal Sperm Aspirasyonu),
TESA (Testikiiler Sperm  Aspirasyonu),
MESA (Mikroskop altinda Epididimal Sperm
Aspirasyonu) ile elde edilen spermatozoa
dondurulmaktadir. Birgok liremeye yardimci tedavi
merkezlerinde kanser tedavisi baslamadan Once
sperm kriyoprezervasyonu genel bir Oneri olarak
tavsiye edilip rutinde uygulanmaktadir. Genellikle
spermlerin in vitro ortamda yikanip kriyoprotektan
eklenerek klasik yavas dondurma ydntemi ile
dondurulmasi tercih edilmektedir (6).

-Testis dokusu dondurulmasi: Testis dokusu,
TESE (Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu), mikro
TESE (Mikroskop altinda Testikiiler Sperm
Ekstraksiyonu) seklinde biyopsi ile almip ya
dogrudan doku parcalar1 seklinde (4,5) ya da
testis hiicre silispansiyonu haline getirilerek
kriyoprezervasyon saglanabilir. Testisin doku
pargalar1 olarak dondurulmasinda vitrifikasyon
yontemi, testis hiicre siispansiyonu seklinde
dondurulmasinda yavas dondurma yontemi tercih
edilmektedir (22,23).

Kanserli Prepubertal Erkek Cocuklarda Testis
Dokularmin Korunmasi ve Kriyoprezervasyonu
Prepubertal testis dokusunun kriyoprezervasyonu
eriskin testis dokusunun kriyoprezervasyonu ile
farklilik gostermektedir. Ciinkii prepubertal dokuda
spermatogenez heniiz baglamamig olmasi nedeniyle
spermatogenetik seri hiicreleri bulunmaz. Sadece
az sayida spermatogonyal kok hiicreler (SKH)
bulunur. Prepubertal testis dokusunun histolojik
yapisinin anlagilmast i¢in, testisin fetal ve histolojik
geligim siirecinden bahsetmek gerekmektedir.

Fetal donemde ve dogumda seminifer tiibiiller
solid haldedir. Heniiz tiibiilis liimeni olusmamustir.
Tiibiiliis liimeni puberteden itibaren gelisir.
Seminifer tiibiiliislerde  Sertoli hiicreleri ve
germ hiicreleri bulunur. Fetal testiste, seminifer
hiicrelerin  biiyiik ¢ogunlugunu Sertoli hiicreleri
olusturur (24). Embriyonal dénemde gonad
taslaklarina go¢ eden primordiyal germ hiicreleri,
testikiiler kordonlart olusturan Sertoli hiicre
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onciillerinin ve peritiibiiler myoid hiicrelerin
etkisiyle gonositlere doniisiir. Gonositler testikiiler
kordonlarin merkezinde bazal membrandan uzaga
yerlesir. Fetal donemde sigan ve farede kisa bir
stire proliferasyon gosterir, sonra hiicre siklusunun
Go fazina girer ve doguma kadar bu sekilde kalir
(25,26,27). Prepubertal testis dokusunda gonositler,
seminifer tiibiiliislerin merkez boélgesinde (hiicre
siklusunun Go fazinda) goriiliir. Gonositler daha
sonra bazal membrana dogru go¢ etmeye ve
prolifere olmaya baslar (28,29,30). Gonositler,
yuvarlak sekilli iri hiicrelerdir. Gonositler bazal
membrana dogru go¢ ederken (Farede gonositler
bazal membrana dogumdan sonra 4-5. giinde
goc eder) sitoplazma, ilerleyecegi yone dogru
uzayip psodopod olusturarak (Sertoli hiicreleri
arasindan gecerek) hareket eder. Gonositler ¢esitli
asamalardan gegerek erigkin SKH’lerini olusturur.
SKH’ler, diger dokulara 6zel kok hiicreler gibi
kendini yenileme ve farklilagma yetenegine sahiptir
(31,32,33) (Sekil 2).

Sekil 2. Prepubertal testis dokusu yari ince kesit.
Seminifer tubuluslar (x), Gonosit (ok), Sertoli
hiicreleri (ok basi) sol {ist resim.

Fetal ve yeni dogan doneminde gonosit olarak
isimlendirilen immatiir spermatogenik hiicreler,
bazal membrana gog ettiklerinde spermatogonyum
(SG) olarak isimlendirilmektedir (34). SG’lerin
mitoz boliinmelerle olusturdugu, testis dokusuna
6zel kok hiicre toplulugu (Ad dark SG, Ap pale SG,
B SG) da SKH’lerini olusturmaktadir. Bu hiicreler
puberteden itibaren baslayan spermatogenezle olgun
spermatozoay1 olusturup {iretkenligi saglar (35).



Gonositler go¢ esnasinda A single (As) veya isolated
(Ais) da denilen SG’ye doniigiir. Siganda gonositler
bir hafta i¢inde yaklagik 9 mitoz boliinme gegirir.
Ancak henliz As SG’nin, proliferasyon gosteren
SG’ye farklilagmasinin ya da kok hiicre olarak
kalip kendisini yenilemesinin hangi mekanizma
ile gergeklestigi bilinmemektedir. As SG mitoz
gecirerek birbirlerine hiicreler arasi koprii ile
bagl iki yavru A paired (Apr) SG’ye doniisiir. Bu
hiicreler de tekrar iki veya ii¢ kere boliinerek A
aligned (Aal) SG’lera doniisiir ve bir hiicre zinciri
olusturur. As, Apr, Aal SG’ler A undiferansiye
(Aund) SG’yi olusturur. Aund SG’ler proliferatif
SG’lerdir. Dogumdan sonra 8. giinde farede Aund
hiicrelerinin sayisi1 eriskindeki hiicre sayisina ulasir.
Aal SG mitoz gecirmeden Al tip SG’ye doniisiir.
Al tip SG alt1 kere mitoz boliinme gegirerek, A2,
A3, A4 ve intermediate tip (In) SG’ler ve daha sonra
B tip SG’leri olusturur, bu hiicreler diferansiye
SG’lerdir. 10-12 giinliikk farede SKH kolonisi
en yiiksek seviyeye ulasir. B tip SG bdliinerek
spermatositleri olusturur ve mayotik siire¢ baslar
(30), B tip SG, spermatogonyal fazin son hiicresidir
(Tablo 1).

Prepubertal testiste, Sertoli hiicreleri seminifer
tiibiiliislerde SKH’lerin bazala yerlesmesini saglar.
Sertoli-Sertoli  arasinda  bazolateral yiizeyde,
SKH’lerin tamamen bazal membrana gog¢ ederek
yerlesmesinden sonra siki baglantilar gelisir. Bu sik1
baglantilar bazal ve adluminal kompartman arasinda
kan-testis bariyerini olusturur. Spermatogenez
basladiginda preleptoten spermatositlerin,
bazal kompartmandan adluminal kompartmana
gecisi esnasinda siki baglantilar (36) gecise izin
vererek {liglincii bir kompartman olan gecici ara
(intermediate) kompartmanin olusmasini saglar.
Intermediate kompartman hiicre gegisi esnasinda
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mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir.
Kan-testis bariyeri, kan ve lenfatik sivida bulunan
toksik maddelerin tiibiiliis liimenine gegisini
engeller. Ayn1 zamanda immunolojik bir bariyer
fonksiyonuyla da otoantikorlarin gegisini engeller.
Sertoli hiicrelerinin, siki baglanti noktalarinin
tist kisminda kalan yiizeylerinden salgilanan sivi

adliminal kompartmanda toplanir. Dogumda
mevcut olmayan tiibiiliis limenini o doénemde
Sertoli  hiicrelerinin  sitoplazmasi  doldurur.

Sertoli hiicrelerinden salgilanan sivinin geriye
dogru akarak bazala gecisini kan-testis bariyeri
engeller. Adluminal kompartmanda kalan sivinin
basinct seminifer tiibiilis liimeninin olusmasini
saglar. Seminifer tiibiiliis liimeninin gelismesi,
sik1 baglantilarin olugmast ile dogruda iliskilidir.
Salgilanan  bu sivi  spermatozoanin  genital
kanallardan ge¢isini kolaylastirir (37).

Fetal ve histolojik gelisim siireci dolayisiyla,
prepubertal donemdeki kanser tedavisi uygulanacak
erkek cocuklarda testis dokusunun dondurulmasi tek
secenek olarak uygulanmaktadir (38). Uygulanacak
kriyoprezervasyon yontemi, SKH’larin yiiksek
oranda yasamalarini saglayacak ve fonksiyonlarini
koruyacak dondurma yontemi olmalidir (39).

Prepubertal testis dokusu, erigkindeki gibi ya doku
pargalar1 ya da testis hiicre siispansiyonu (40)
seklinde dondurulabilmektedir. Testis doku olarak
donduruldugunda, doku biitiinliigii korundugu i¢in
hipoksiye tek hiicreye oranla daha dayaniklidir
(41). Ancak doku, hiicre baglantilarinin korunmasi
nedeniyle hiicre siispansiyonuna kiyasla daha fazla
gecirgen kriyoprotektan gerektirir (42). Fazla
kriyoprotektan kullanimi hiicrelerde harabiyetin
artmasina neden olur. Bu nedenle testisin hiicre
stispansiyonu  seklinde dondurulmasimin hiicre

olusur. Siki baglantilarin gegise izin verme canlihigini daha iyi korudugu bildirilmektedir (43).
Spermatogonyum (SG) | Yenilenen S5G | Farkhlasan SG
(undiferansiye) (diferansive)
As 5G( Ais SG) Apr SG Al, A2, A3, A4
Aal 5G Intermadiate SG
B S5G

Tablo 1. Spermatogonyal kok hiicre tiplerinin siiflandirilmas:
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Testis hiicre siispansiyonu, sekli, biylkliigi ve su
icerigi farkli hiicre tiplerini igerdiginden hiicrelerin
canliigmi  ve  fonksiyonunun  korunmasini
saglayacak dondurma sartlari uygulanmalidir.
Hiicrelerin daha sonra transplante edilecegi de
disiintilirse kriyoprezervasyon teknigi ¢ok onem
kazanmaktadir (13).

Prepubertal testis dondurulmasi heniiz arastirma
asamasinda olup kriyoprezervasyon yontemleri
gelistirilmeye (23,39) ve insanda uygulanabilir
duruma getirilmeye galisilmaktadir.

Kriyoprezervasyon Nedir?

Kriyoprezervasyon, dokularin dondurma
medyumlar1 (kriyoprotektan) ile dengelendikten
sonra sogutulup -196 °C’deki siv1 azot tanki icinde
dondurularak saklanmasidir (36).

Basarili bir dondurma yontemi gergeklestirmek igin,
dondurulan materyalin tiirli, kullanilan kimyasal
maddeler, kullanilan malzemeler, se¢ilen dondurma
yontemi ve ¢ozme islemi Onemlidir. Cozme
isleminde dokunun fizyolojik ortama dondiiriilmesi
dikkat ve titizlikle yapilmalidir. Kriyoprezervasyon,
kriyobiyoloji, fiziksel esaslar, doku veya hiicrenin
yapisal 6zellikleriveniteliklerinden etkilenmektedir.
Dondurma esnasinda hasara neden olan faktorler,
soliisyon etkisi, hiicre dist buz olusumu, su kayb,
hiicre i¢i buz olusumu olarak siralanabilir. Yiiksek
konsantrasyonlubazi soliisyonlar buz kristali
olusumunu artirabilir (44,45). Kriyoprezervasyon
protokolleri, bir dokuda farkli hiicrelerin bulunmast
nedeniyle her hiicre tipi ig¢in, hiicrenin ihtiva
ettigi su miktari, hiicrelerin biiyiikliigi, sekli ve
sitoplazma membran1 gegirgenligi  arasindaki
dengeyi saglamalidir (46).

Kriyoprotektanlar ve Etki Mekanizmalari

Kriyoprotektanlar, dondurma islemi sirasinda
koruyucu ozellige ve yiiksek oranda hidrojen
baglama kapasitesine  sahip  soliisyonlardir.
Kriyoprotektanlar hiicre i¢ine gegip gegmemelerine
gore, intraselliiler (gecirgen) ve ekstraselliiler
(gecirgen olmayan) olmak iizere iki gruptur (6).
Gegirgen kriyoprotektanlar daha ¢ok tercih edilir.
Dondurma medyumlarinin gegisi hiicre zarindan
oldugu i¢in, harabiyetin en hizli ve etkili meydana
geldigi yer de hiicre zaridir. Hiicre zarindan gecen
dondurucu maddelerin  kullanimi, dondurma
islemi sirasinda hiicre igerisinde olusabilecek
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buz kristallerinin olusumunu -40°C’ye kadar
disiirebilmektedir. Bu ajanlar hiicreyi dondurma
isleminin zararli etkilerine karsi olabildigince
korurlar. Dimetil siilfoksit (DMSO), gliserol,
etilen glikol, propilen glikol, propanediol (PROH)
gecirgen kriyoprotektanlardir (47). DMSO, yavas
dondurma ve ¢6zme isleminde hiicresel harabiyete
kars1 koruyucu etkisi vardir. Gliserol, biiyilik oranda
insan spermatozoasint dondurmak i¢in kullanilir.
Etilen glikol, penetrasyon hizini artirir.

Gegirgen olmayan maddeler gecirgen
kriyoprotektanla birlikte kullanildiklarinda 6zellikle
ozmotik basing degisikliklerinden kaynaklanan
harabiyete kars1 korucuyucudur. Cézme igleminde
hiicrenin sismesini engelleyen bu kriyoprotektanlar,
siikroz, glukoz, heksoz monosakkarit ve
polisakkaritlerdir.  Prepubertal testis  dokusu
dondurulmasinda, arastiricilar DMSO etilen glikol
ve siikroz, DMSO ve siikroz kullanmay1 tercih
etmektedir (48,49).

Dondurma uygulamasi esnasinda iireme doku ve
hiicreleri i¢in tastyici olarak kriyotiipler ve yiiksek
giivenlikli strawlar tercih edilmektedir.

Fertilitenin Korunmasinda
Kriyoprezervasyon Yontemleri
Ureme doku ve hiicrelerinin kriyoprezervasyonunda
en sik kullanilan dondurma yontemleri klasik
yavas dondurma (programli ya da programsiz) ve
vitrifikasyon yontemidir.

Uygulanan

Yavas dondurma yoéntemi; uygulama kolayligi
agisindan arastiricilar tarafindan tercih edilmektedir
(50). Yavas dondurma yontemi, geleneksel elle
yapilan yontem ve programlanabilen kriyo cihazi
ile yapilan yontemler olmak iizere iki sekilde
uygulanabilir.

Elle yapilan geleneksel dondurma yonteminde,
tip veya straw icindeki dondurulacak dokuya
dondurma medyumu ilave edilerek belli bir siire
(yaklasik 30 dk) sivi azota 810cm uzakta olacak
sekilde yerlestirilir. Bu siire i¢inde dokunun 1sis1
giderek diiser. Bu siirenin sonunda tiip dogrudan
s1vi azot tankina konur.

Programli  yavas  dondurma  yoOnteminde,
ayarlanabilir dondurma cihazinda belirlenen
hizda sicaklik azaltilir. -7°C’ye gelindiginde bir



siire ( 5-10 dk) beklenir, bundan sonra seeding
uygulanabilir. -7°C den -30 °C ve -40 °C’ye
kadar belirli bir hizla (genellikle 0,2 ve 0,3°C/dk)
sogutulur, bunu takiben genellikle 10°C/dk hizla
sogutularak sicaklik -80°C’ye kadar inilir buradan
doku -196 °C’deki siv1 azot tankina konur (6).

Ancak yavag dondurma yonteminde hiicre hasari
olusmasi bir dezavantajidir. Bu yontemde hiicrede
olusan hasarin en Onemli sebebi hiicre i¢inde
erken buz kristalleri olusmasi ve uygun sekilde
¢oOziilememesidir. Dokular hiicre dis1 buz olusumunu
tolere edebilir fakat hiicre i¢i buz olusumu genellikle
hiicrenin oliimii ile sonuglanir. Genel olarak
kriyoprezervasyonda hasara neden olan faktorler,
soliisyon etkisi, hiicre dist buz olusumu, su kaybi,
hiicre i¢i buz olusumu olarak siralanabilir. Yiiksek
konsantrasyonlu bazi soliisyonlar buz kristali
olusumunu artirabilir (44,45) (Sekil 3).

Sekil 3. Vitrifikasyonda camsi goriiniimlii donma
ve gelencksel buzlu donma goriiniimii.

Yavas dondurma esnasinda 6rnekteki buz nukleusu
olusumunu azaltmak i¢in seeding uygulamasi ve
kimyasal niikleantlar, elektrofreezing, mekanik
metodlar, sok sogutma, basing kaydirmasi gibi
cesitli yontemler uygulanmaktadir (51). Seeding,
IVF uygulamalarinda, embriyo ve oositlerin (52)
yavas dondurma yontemiyle dondurulmasinda
kiiglik buz kristallerinin olusumunu azaltmak igin
kullanilmustir.

Vitrifikasyon yontemi; doku veya hiicrenin
yiiksek derecede (-196 °C) hizla dondurularak cam
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gibi katilagsmasi ve hiicre igi kristal olusumunun
engellenmesi esasina dayanan bir dondurma
yontemdir (Sekil 3). Bu yontemde kristal
olusumuna firsat vermeden, solid yapr seklinde
dondurma yapilarak buz olusumu engellenir (45).
Vitrifikasyonda kullanilan soliisyonun yiiksek
viskozite ve donma 1sisimnin diigmesi gibi iki
Ozelliginin olmasi gerekir. Bir¢ok sollisyon bu
ozellikte olabilir ancak bilyiik molekiillii soliisyonlar
daha etkilidir. Vitrifikasyonda kriyoprotektan
antifriz gibi etki ederek donma isisini diisiiriir
(53). Amag sogutma esnasinda giderek yiikselen
viskozite artist ile buz c¢ekirdegi olugsmasi ve
biiylimesinin 6nlenmesidir. Sistem ‘cam gibi’
translasyonel molekiil hareketinin durduruldugu
donemde sabitlenir. Vitrifikasyon, donmanin
biyolojik hasar etkilerini bertaraf eder. Islem
esnasinda “’cam gibi’’ yapida bir bozulma olmamasi
nedeniyle vitrifikasyon tiim biyolojik sistemlerde
uygulanabilmektedir (50). Bu yontemde, uygulama
esnasinda kullanilacak tasiyici, dengeleme ve
vitrifikasyon siireleri sonucun basarili olmasinda
o6nem arz eden faktorlerdir. Dengeleme esnasinda
hiicre dnce suyunu disar1 verir biiziiliir, daha sonra
dengeleme solusyonu igindeki kriyoprotektan
hiicre igine girer ve tekrar hiicre siser. Tam bu
esnada doku, vitrifikasyon soliisyonu ig¢ine konulup
sivi azot tankinda dondurulur. Hiicre i¢indeki su
¢ekildigi igin buz kristali olusmaz. Hiicre hizla
donarak katilasir. Cozme esnasinda ise siireg
tersine donerek tekrarlanir. Cozmeye alinan hiicre
osmolaritesi yiiksek siikroz igine konularak hiicre
icindeki kriyoprotektan hiicre disina tamamen
¢ekilir. Siikroz oram1 azaltilarak hazirlanan
medyumlarla terarlanan yikamalar yapilarak hiicre
i¢ine suyun tekrar alinmasi saglanir (50).

Vitrifikasyon soliisyonunun ¢oziilme esnasinda
kristalize ~ olmasiyla  devitrifikasyon  sorunu
ortaya ¢ikabilir. Devitrifikasyon, vitrifikasyon
uygulanan dokunun 1sitilmasi esnasinda olusabilir.
Devitrifikasyonu onlemek ve vitrifiye materyalde
buz kristallerinin olugmasini engellemek ve kaliteli
bir sonu¢ elde etmek i¢in, ¢dzmenin miimkiin
olan en hizli siirede ve uniform sekilde yapilmasi
gereklidir.

Yontemin, organ ve  biiyik  dokularin
bankalarda saklanmasinda kullanilabilmesi igin
devitrifikasyon sorununu Onleyen etkili hizli
¢ozme tekniklerinin gelistirilmesi gerekmektedir
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(54). Klasik  kriyoprezervasyona  alternatif
bir yaklasimla, vitrifikasyon bir¢ok hiicre
sistemlerinin korunmasinda énemli yontem olarak
gosterilmektedir (50).

Prepubertal testis dokusunda ¢oziilme sonrasi
seminifer tibilis yapisinin  ve  hiicrelerin
canliliklarinin  korunmasi, dondurma hizi ve
kullanilan kriyoprotektandan ¢ok etkilenir, o
nedenle dondurma ¢6zme protokolleri prepubertal
testis i¢in en uygun sekilde uygulanmalidir.
Prepubertal testis dokusu ile ilgili arastirmalar
stirdiiriilmektedir

Sonug¢

Embriyo, kadin {ireme hiicreleri, dokulari
ve spermin fertilite korunmasinda saklanma
yontemlerinin daha oturmus olmasi yaninda

testisin saklanmasinda ozellikle prepubertal erkek
cocuklarda testis dokusundaki spermatogonyal
kok hiicrelerin en uygun sekilde dondurularak
saklanmasi, laboratuvar teknikleri ag¢isindan
coziimlenmesi gereken bir sorundur. Testisin,
doku ya da hiicre siispansiyonu seklinde mi
saklanmasinin daha uygun olacagi da heniiz cevap
bekleyen sorulardandir. Testis fertilite restorasyon
tekniklerindeki umut verici gelismeler, yakin bir
gelecekte hastalara kliniklerde uygulanabilecek
duruma gelecegini diisiindiirmektedir.
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