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ABSTRACT 

Sperm cryopreservation is the process of sperm cryopreservation after 

spermatozoa procurement before IVF (In Vitro Fertilization) or ICSI (Intra 

Cytoplasmic Injection) procedure. Sperm cyropreservation not only increased the 

success rate of assisted reproductive treament methods in the order of 10 % but also 

contributed to future fertility preservation after chemotherapy-radiotherapy, or 

tescticular surgery etc. 

Five different centers of cryopreservation with monthly turn-over of over  30 

ICSI procedures have been questioned in İstanbul. In this study centers have been 

questioned regarding methods of sperm cryopeservation and rate of pregnancy sucess 

by using a predetermined questionnaire. Also, sperm freezing mediums and methods 

were recorded. 

The sperm freezing method was mostly (60%) quick freezing. Approximately 

4,7 % to 5 % of sperm used was cryopreserved sperm and in most of them (60 %) 

sperm freezing medium was Test Yolk buffer/ Irvine. The average ovearall pregnancy 

rate and the average pregnancy rate obtained with frozen sperm were 43  to 45 %, 

and 26 to 40 %, respectively. No statistically significant difference was found 

between pregnancy rates obtained by using frozen sperm and normal sperm in B 

(LN2), C (Quick Manual), and D (Quick Manual) clinics. In A (Quick Manual)  and 

E (Slow Manual)) clinics, pregnancy rate obtained by using frozen sperm was 

significantly less than that obtanied by using normal sperm. 
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As a result, we could not show a clearly different effect of different freezing 

methods on success of ICSI in our study. This may be because of the lack of 

information regarding the quality of sperm in different clinics in this study. 

 

 

                          

 



 
 

 
10 

ÖZET 

Sperm kriyoprezervasyonu, spermatozoa elde edildikten sonra in vitro 

fertilizasyon (IVF)  ya da intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)   öncesi 

spermatozoaların dondurularak saklanması işlemidir. Spermin dondurularak 

saklanması hem yardımcı üreme tedavilerindeki başarıyı %10 arttırmış, hem de  

kemoterapi-radyoterapi, testis cerrahisi vb.’den önce, gelecekteki fertilitenin 

korunmasına katkıda bulunmuştur. 

Yaptığımız bu çalışmada İstanbul il sınırları içerisinde aylık ortalama 30’un 

üzerinde hastaya ICSI uygulanan ve dondurma imkanı olan 5 merkez görüşme 

yapılmak üzere ziyaret edildi. Anket usulu yapılan bu çalışmada, kliniklerdeki  

kullanılan  sperm dondurma yöntemleri ve gebelik başarı oranları soruşturuldu. 

Kullanılan  sperm dondurma mediumları ve dondurma yöntemleri kaydedildi. 

Çoğunlukla (%60) kullanılan dondurma yöntemi hızlı dondurma idi. Tüm 

kliniklerde yılda yaklaşık olarak % 4.7-5 oranında dondurulmuş sperm kullanıldığı 

ve bunların çoğunda (%60) kullanılan sperm dondurma ortamı ise Test Yolk buffer/ 

Irvine olarak belirlendi. Tüm kliniklerdeki ortalama gebelik oranları ve dondurulmuş 

sperm ile elde edilen ortalama gebelik oranları sırasıyla % 43 - 45 ve % 26 - 40 

olarak belirtilmiştir. B, C, D kliniklerinde dondurulmuş sperm kullanılarak elde 

edilen gebelik oranı, normal sperm kullanılan yöntem ile yapılan gebelikten 

istatistiksel anlamlı olarak farklı olmadığı tespit edildi. A ve E kliniklerinde 

dondurulmuş sperm kullanılarak elde edilen gebelik oranı, normal sperm kullanılarak 

elde edilen gebelikten istatistiksel anlamlı olarak azdır.  
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Sonuç olarak, çalışmamızda değişik dondurma yöntemlerinin ICSI başarısı 

üzerine farklı etkisi olduğu net olarak gösterilememiştir. Bunun nedeni, bu çalışmada 

klinikler arasında sperm kalitesi hakkındaki bilginin eksik olması olabilir. 

 



 
 

 
12 

İÇİNDEKİLER 

beyan .........................................................................................................................................4  

ithaf ...........................................................................................................................................5 

teşekkür .....................................................................................................................................6 

ABSTRACT ..............................................................................................................................7 

ÖZET ........................................................................................................................................9 

1GİRİŞ ....................................................................................................................................13 

2YÖNTEM VE GEREÇLER ..................................................................................................18 

2.1Manual Yöntem ..............................................................................................................18 

2.2Otomatik Yöntem ...........................................................................................................18 

     2.3Dondurma Teknikleri ....................................................................................................19 

         2.3.1Yavaş Dondurma ....................................................................................................19 

 2.3.2Hızlı Dondurma .....................................................................................................20 

 2.3.3Vitrifikasyon……………………………………………………………………...20 

3SONUÇLAR .........................................................................................................................25 

4TARTIŞMA .......................................................................................................................... 30 

5KAYNAKLAR…………………………………………………………………………......35  



 
 

 
13 



 
 

 
14 

1 GİRİŞ 

Onkolojik, immünolojik hastalıklar ve bu hastalıkların tedavilerinden 

kaynaklanabilecek fertilizasyon problemlerinde, gelecekteki �çocuk isteği  arzusu 

göz önünde bulundurularak hasta  spermlerinin saklanmasına ihtiyaç duyulur. 

Saklama işleminde kullanılan yönteme de kriyoprezervasyon denir. 

Kriyoprezervasyonun genel prensibi, dondurulacak materyalin kriyoprotektanlarla 

dengelendikten sonra soğutulması, sıvı nitrojen içinde - 196
0
C’de depolanması ve 

çözülürken de kriyoprotektanların uzaklaştırılarak dondurulan materyalin canlılığını 

sürdürülebileceği fizyolojik ortamlara geçirilmesidir. (1).  

İlk kriyoprezervasyon 1776’da Spallanzani tarafından kar ile gerçekleştirilmiştir 

ve başarılı olmuştur (2). 1950’li yıllarda ise deney hayvanlarında ve sığırlarda semen  

kriyoprezervasyonu uygulanmış ve canlı doğumlar elde edilmiştir (3,4). 

Dondurulmuş insan spermi ile ilk çalışma 1950’de Sherman tarafından yapılmış, 

daha sonra araştırmacılar Sherman’ın çalışmalarını geliştirmişlerdir (5). 1953’te 

dondurulmuş insan spermi ile ilk donör inseminasyonu yapılmış ve gebelik elde 

edilmiştir (6). Gonadların kriyoprezervasyonu konusundaki çalışmalamalar 

1950’lerde yapılmış, deney hayvanlarında testis dokularının  implantları ile 

spermatogenez sağlanmıştır (7,8). 1980’lerde ise insan semen kriyoprezervasyonu 

tekniklerinin optimizasyonu konusunda çalışmalar  yapılmış, 1990’lardan sonra ise 

donmuş sperm ve testis dokuları In vitro fertilization (IVF)/ İntra Sitoplasmik Sperm 

İnjection (ICSI) uygulamalarında kullanılmaya başlamıştır (9).  Shoysman 1993’de 

testis spermini kullanarak ilk kez gebelik elde edilmesi ve nonobstrüktif azoospermik 
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olgularda %40–70 oranında sperm elde edilmesi  testiküler biyopsi metodlarının 

gelişmesine neden olmuştur (10,11). 

Kriyoprezervasyonun Üroloji’deki kullanım yerleri; sperm parametreleri normal 

olan, kemoterapi, radyoterapi veya spermatogenezi inhibe edebilecek ilaçların 

alınımından öncesinde ejakülattan sperm alınıp saklanması, testis veya prostat 

cerrahisi öncesinde ejakülattan sperm alınıp saklanması, obstrüktif azoospermiden 

şüphelenilen durumlarda ve yardımcı üreme tekniklerinin (YÜT) kullanılması 

planlanan hastalarda öncesinden testis histopatolojisi hakkında bilgi sahibi olunması, 

nonobstrüktif azoospermik hastalarda testiküler sperm ekstraksiyon (TESE) ile 

bulunan spermlerin saklanması, donör sperm bankası amacıyla alınan örneğin 

saklanması, azoospermik hastalarda başarılı veya başarısız bir işlem sonrasında 

istenen gebeliklerde cerrahi işlem tekrarlamamak için saklanan örneğin kullanılması 

ve prepubertal dönemde malignensi sebebiyle kemoterapi yada radyoterapi 

alınacaksa testisden örnek alınıp saklanması olarak sıralanabilir (12,13). 

Spermayı dondurarak saklama esnasında spermatozoada oluşabilecek zararlı 

etkiler kriyoprotektan maddeler kullanılarak azaltılabilmektedir. Hemen hemen her 

türün sperması farklı özelliklere sahip olduğu için dondurma işleminden önce 

spermaya katılacak olan kriyoprotektanın çeşidi, yoğunluğu ve spermanın 

kriyoprotektana maruz bırakılma süresi türe göre ayarlanması gerekir (14). 

Kriyoprotektan maddeler hücre içine hızlı bir şekilde diffüze olup su dengesini 

sağlayarak hücreleri osmotik şoktan korumaktadır. Ayrıca bu ajanların, dondurma ve 

çözme sırasında suyu bağlayarak hücre içinde elektrolit miktarını ve aynı zamanda 

mevcut suyun buz kristallerine dönüşmesini azalttığı da bilinmektedir (15,16).   
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 Kriyoprotektanlar; alkoller (etanol, propanol, metanol, 1,2 propanediol 

(PROH) ve gliserol), dimetilsülfoksit (DMSO) ve şekerler (glukoz, laktoz, sükroz ve 

nişasta) olmak üzere üç grupta sınıflandırılabilirler (17). 

             a. DMSO : Molekül ağırlığı düşük non-elektrolit bir maddedir. Toksitesi 

diğer protektanlara göre daha fazladır. Bu etki ısının düşürülmesi ile azaltılamaz. 

Yavaş dondurma ve çözme işleminde hücresel harabiyete karşı koruyucu etkisinin 

olduğu bilinmektedir. 

             b.  Gliserol ve 1,2 Propanediol (PROH) :  Düşük molekül ağırlıklı bir 

kriyoprotektan olup genellikle 1M ve 2M olarak kullanılır. Toksitesi ısıya bağımlıdır 

ve ısının düşmesiyle azalır. Viskozitesi yüksek olduğu için dondurma solüsyonlarına 

dikkatli bir şekilde ilave edilmelidir. 

             c. Sükroz: Diğer kriyoprotektanlarla birlikte kullanılır. Hücre membranına 

penetre olamadığından ekstrasellüler solüsyon içersinde bulunması ani ozmotik etki 

yaratabilir. Dilüsyon ve ani çözme fazında hücre kendini tekrar toparlayıp hidrate 

olurken koruyucu etki gösterir. 

Kriyoprotektanların özelliği, dondurma işlemi sırasında koruyucu özelliğe ve 

yüksek oranda H2 bağlama kapasitesine sahiplerdir. Koruyucu özelliklerini 

göstermeleri için her zaman hücre içine girmelerine gerek yoktur. Çünkü hücrede 

harabiyetin en hızlı ve etkili meydana geldiği yer hücre zarıdır.  

           Kriyoprotektanlar hücre içine geçip geçmemelerine göre, İntrasellüler 

(permeable)  ve ekstrasellüler (impermeable) ajanlar olmak üzere 2'ye ayrılırlar (18). 
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İntrasellüler ajanlar ( dimetilsülfoksit, gliserol) , kutuplaşma ve lipofilik 

özellikleri hücre içine geçiş hızlarını etkileyen küçük moleküllerdir. Dondurma 

işlemi sırasında hücre içerisinde oluşabilecek buz kristallerinin oluşumunu -40 
0
C’ye 

kadar düşürebilmektedir. Bu ajanlar hücreyi dondurma işleminin zararlı etkilerine 

karşı olabildiğince korurlar. Hücre içine geçişleri solüsyonun kendi geçiş gücü, hücre 

içi ve hücre dışı kriyoprotektanların konsantrasyon farkı, ısı ve hücre yüzeyi ile 

doğru orantılıdır. 

Ekstrasellüler ajanlar, monosakkaritler( glukoz ve heksoz), disakkaritler 

(sükroz), ve trisakkaritler (rafinnoz) bu gruba örnek olarak gösterilebilir. Tek 

başlarına kriyoprotektan olarak kullanılmamakla birlikte, diğerleriyle birlikte 

kullanılmaları halinde ozmotik basınç farklılıklarının oluşturacağı zarara karşı 

koruyucudur. Bu ajanlar arasında günümüzde en çok sükroz kullanılmaktadır (19). 

Sperm kriyoprezervasyonunda, kriyoprotektan olarak gliserol kullanılarak 

danalarda ilk canlı doğum gerçekleştirilmiştir (20,21). İnsan semeninin 

kriyoprezervasyonun ile donör inseminasyonlarının uygulanabilirliği artmış ve 

insanlarda ilk canlı doğum 1953 yılında yayınlanmıştır (22). Devam eden süreçte 

dondurulmuş semen ile artifisiyel inseminasyon yöntemi şiddetli erkek infertilisinde 

tedavi amaçlı kullanılmaya başlanmıştır. İlk olarak gliserolün kriyoprotektan olarak 

kullanımından sonra, diğer bazı kriyoprotektif özellikli kimyasallar da sperm 

dondurma amacıyla kullanılmaya başlanmıştır (23). İnsan sperminde en iyi sonuçlar 

etilen glikol ile elde edilmektedir (24). Dondurulmuş spermlerle taze spermlerin 

kullanımına benzer fertilite oranları bildirilmiştir (25,26). 
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Sperm dondurmanın  sperm motilitesi ve canlılığı üzerine olumsuz etkisi olabilir. 

Bunu önlemek için bazı araştırmacılar  kültür ortamına  koruyucu olarak askorbik 

asit, katalaz, E vitamini, vs gibi antioksidanların eklenmesini önerirler (27). Sperm 

hareketlilik ve canlılık oranları yardımcı üreme teknikleri tedavisinde gebelik 

oranlarını etkilemektedir (28,29). Taze ve dondurulmuş spermatozoa ile 

intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gebelik sonuçları  karşılaştırıldığında fark 

bulunmamıştır (30). Taze ve dondurulmuş spermlerle yapılan intrauterin 

inseminasyonlar (IUI) arasında başarı  araştırıldığında, tek etkili faktörün kadının  

yaşı olduğu  bulunmuştur (31). TESE ile alınan örneğin dondurulması ve çözülmesi 

ile yapılan ICSI başarısının, taze spermden daha az olmasının  sebebinin spermin 

dondurma işlemi ile ilgili olmadığı, spermin immatüritesi ile ilgili olduğu 

söylenmektedir.  

Günümüzde obstrüktif azoospermik hastalardan elde edilen epididimal veya 

testis spermlerinin dondurulması sonucunda taze örneğin kullanımına benzer 

fertilizasyon, klinik gebelik ve implantasyon oranları bildirilirken , nonobstrüktif 

vakalardan elde edilen testis spermlerinin dondurulması sonucu taze sperm 

kullanımına göre daha düşük gebelik ve implantasyon oranlarının elde edildiği 

gösterilmiştir (32). 
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2    YÖNTEM VE GEREÇLER 

 Kriyoprezervasyonda kullanılan yöntemler başlıklar halinde aşağıda 

belirtilmiştir: 

2.1    Manual Yöntem 

 Semen örnekleri  ejakülasyondan sonraki 1-2 saat içersinde dondurulmalıdır. 

Daha sonra, likefiye olmuş semene oda ısısında yaklaşık 2 dakikalık bir süre 

içersinde 1:1 oranında  kriyoprotektif solüsyon ilave edilir. Ejakülat volümü 5 ml.den  

fazla ise örnek kriyoprotektan ilave etmeden ikiye bölünmedir. Hazırlanan örnek 

saklama malzemesine, straw ya da ampüle koyulur. 30 dakika sıvı nitrojen buharında 

sıvı nitrojene yaklaşık 10cm. olacak şekilde bekletilir. Straw ya da kriyovialin ısısı; 

30 sn. sonra -65
0
 C, 1 dak. sonra -115

0
 C, 90 sn. sonra -130

0
C, 2 dak. sonra -135

0
C, 3 

dak. 30 sn. sonra -140
0
C, 4dak. sonra -150

0
C, 5dak. sonra -152

0
C’ ye kadar düşer. 30 

dakikanın bitiminde örnek doğrudan sıvı nitrojen içine kaldırılması şeklinde 

sıralanabilir (33). 

2.2     Otomatik Yöntem 

       Birçok IVF laboratuvarında programlanabilir dondurucu olarak Planer (Series  

III, UK)  kullanılmaktadır. Manuel yönteme göre üstünlüğü halen kanıtlanamadığı ve 

daha uzun zaman alan detaylı bir yöntem olduğu için fazla tercih edilmemektedir. En 

çok kullanılan yöntemlerden 2 tanesi; 

        1. İşleme oda ısısında  (yaklaşık 20 
0
C ) başlanır,- 0,5C/dk. İle -7 

0
C'e inilir. Bu 

sıcaklıkta 10 dk.  Bekledikten sonra  -10 
0
C /dk ile – 80 

0
C'e kadar inilir ve program 

sonlandırılarak örnek sıvı nitrojen tankına kaldırılır. 
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       2. İşleme 24 
0
C ile başlanır. Önce  2 

0
C /dk ile  0 

0
C 'e inilir, ardından -10 

0
C /dk. 

ile -100 
0
C'e inilir. Burada 10 dk. bekletildikten sonra numuneler sıvı nitrojen tankına 

kaldırılır (34). 

2.3      Dondurma Teknikleri 

        Tüm kriyoprezervasyon yöntemlerinde uygulanan temel prensip, donma ve 

çözme sırasında hücre içersinde oluşabilecek buz kristallerinin oluşumunun 

engellenmesi  ve meydana getirecekleri zararların önüne geçilmesidir. Buz kristalleri; 

aşırı dehidrasyon, plazma membranında parçalanma, akrozom sızıntı, mitekondrial 

hasar ve DNA fragmentasyonuna sebep olur. Öncelikle hücre içersinde bulunan  

sıvının kriyoprotektan denilen soğuğun zararlı etkilerinden koruma özelliğine sahip 

kimyasal maddeler ile yer değiştirmesi gerekmektedir.  

         Her biyolojik materyalin farklı olmasından dolayı, farklı yoğunlukta  

kriyoprotektan madde kullanımı, farklı dondurma hızları ve protokollerin 

uygulanması  söz konusudur. Uygulanan dondurma yöntemleri Yavaş Dondurma, 

Hızlı Dondurma ve Vitrifikasyondur (35). 

2.3.1    Yavaş Dondurma   

           Behrman ve Sawada tarafından bulunmuştur (36).  2-4 saat periyotlarda 

soğuyan spermler 2 ve ya 3 basamakta ya manual ya da otomatik  soğutucuyla 

kademeli olarak oluşur. Manual methodda sıvı nitrojen içersine örnek batırıldıktan 

sonra aşamalı olarak bir kriyoprotektan eklendiğinde semen sıcaklığında azalış aynı 

anda gerçekleşir (37). Örnek dondurma, 5
0
C’den -80

0
C’ye kadardır. Örnek sonra -

196
0
C ‘de sıvı nitrojene batırılır (38). Soğutucularda tüpleri tutmak için bir plaka 
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kullanılır. Sıvı nitrojen tarafından soğutulmuş, plaka altında depo tankı tutulur. Sıvı 

nitrojen tank içersine dökülür. Cihaz bir kez programlanır. Bilgiler yazılıma yüklenir. 

20
0
C’den  -80

0
C’ye soğutma tutulur  ve sonra  dondurma tamamlanır. Tüpler taşınır 

ve -196
0
C sıvı nitrojende saklanır, 40 dak.’yı alır (39).  

 

2.3.2    Hızlı Dondurma  

         Hızlı dondurma Sherman tarafından  önerilmiştir (40). Bu teknik tüpler ve sıvı 

nitrojen  gazı arasında 8-10 dakikada direkt bağlantı gerektirir. -196
0
C’de sıvı 

nitrojene daldırılır. Nitrojen gazı içerisinde sıcaklık değişim derecesi vardır.  Örnek 

başlangıçta eşit hacimli soğuk kriyoprotektan ile damla damla şeklinde karıştırılır. 

Tüpler içerisine karışım yüklenir ve 4
0
C’de 10 dakika inkübatöre bırakılır. Tüpler 

sıvı nitrojen seviyesinin 15-20 cm. üzerinde yerleştirilir (-80
0
C’de  min. 15 dak.). 

Sonra bu evrede tüpler sıvı nitrojene daldırılır.  

2.3.3    Vitrifikasyon 

        Sperm hücresinin dondurulmasında kullanılan yöntemlerden biri de 

vitrifikasyon tekniğidir. Sperm kriyoprezervasyonunda  güvenilir ve etkili bir 

yöntemdir. Bu yöntemde viskozitenin artarak su bazlı çözeltinin sıvıdan katıya 

dönüşmesi sağlanır. Vitrifikasyon yavaş dehidratasyon ortamı  yerine çok yüksek 

ozmolarite ortamının kullanıldığı çok hızlı dondurma yöntemidir. Çok hızlı 

dehidratasyon sonrası örnekler doğrudan sıvı azota yerleştirilir. Su kristalize olmaz 

ve buz oluşmaz. Bütün yapı  vitreus haline dönüşür (41). Vitrifikasyon 

solüsyonlarına anti oksidanların ve hepes eklenmesi, protein katkısı, parafin oil 
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uygulamasının canlılık oranlarını önemli ölçüde arttırdığı konusunda çalışmalar 

yapılmıştır (42,43). 

      Yaptığımız bu çalışmada İstanbul il sınırları içerisinde aylık ortalama 30’un 

üzerinde hastaya ICSI uygulanan ve dondurma imkanı olan 10 merkez görüşme 

yapılmak üzere ziyaret edildi. Anket usulu yapılan bu çalışmaya; bilgi paylaşmak 

istemeyen ya da görüşme zamanı ayaralanamayan 5 klinik dahil edilmedi. Seçtiğimiz 

kriterlere uygun diğer 5 kliniklerdeki  kullanılan  sperm dondurma yöntemleri ve 

başarı oranları soruşturuldu. Kullanılan  sperm dondurma mediumları ve dondurma 

yöntemleri öğrenildi. Kliniklerde kullanılan sperm dondurma yönteminin gebelik 

sonuçlarına etkisi araştırıldı.  

Bu kliniklerde kullandığımız anket soruları aşağıda maddeler halinde 

belirtilmiştir. Bunlar: 

1. Sperm kriyoprezervasyonunda kullanılan yöntemin adı nedir ? 

2. Sperm kriyoprezervasyonunda kullanılan mediumun adı nedir ? 

3. Sperm kriyoprezervasyonunda kullanılan mediumun oranı nedir ? 

4. Kriyoprezervasyon işlemini ne kadar sürede gerçekleştiriyorsunuz ? 

5. Kullanılan cihazın parametrelerini( sıc./dak.) belirtiniz. 

6. Dondurma-çözdürme sonrası elde edilen spermin oranı %  kaçtır? 

Kliniklerin uyguladığı sperm dondurma yöntemleri aşağıda belirtilmiştir.  
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       A kliniği:  

İki ve ya 3 günlük bir abstinensten sonra semen alınır. Örnek 30 dak. boyunca  

37
0
C’de sıvılaşmaya bırakılır. Bir viyal medyum çözündürülür ve 37

0
C’ye getirilir. 

Sıvılaştırılan örnek steril, 15ml konik santrifüj tüpüne aktarılır, hacim belirlenir ve 

1:1’lik bir örnek medyum oranına ulaşılana kadar medyum damla damla eklenir. 

Örnek -medyum karışımı , 37
0
C su içeren bir behere veya başka uygun bir kaba 

konur. Karışımın yavaşça soğumasını sağlamak için kap 2
0
C-5

0
C sıcaklıkta 

soğutulur. 90 dak. sonra örnek geleneksel yöntemler kullanılarak payetler, viyaller 

veya pelletler içinde dondurulmaya hazırdır.  

       B kliniği:  

       Artı 4 derecede  saklanan dondurma mediumu  oda sıcaklığına çıkarılır ve  30 

dk. bekletilir. Daha sonra aynı oranda alınan sperm örneği ile  titre edilerek  birbiri 

içersine karışması sağlanır. Burada önemli olan çok yavaş bir şekilde  karışımı 

sağlamaktır. Karışım hazırlandıktan sonra  10 dk. kendi haline bırakılır. Daha sonra  

vial  ya da  straw içersine alınan  karışım azot buharında  10 dk. bekletilir ve  

saklanacağı yere kaldırılır.  

       

       C kliniği:  

       Sperm ve medium 1:1 oranında damla damla çalkalanarak karıştırılır. Kriyotüp 

10 dk. Sıvı azotta  bekletilir.Sonra azot buharına daldırılır. -196
0
C’de saklanır. 
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    D kliniği:  

  Santrifüjde sperm örneği konsantre edilir (1800 rpm’de 5 dk.). Örnek 0,5 ml 

kalıcak şekilde üst kısım dökülür. Daha sonra 0,5 ml. örnek cryovial içine 

yerleştirilir. Sperm freeze medyum aynı oranda 1:1 şekilde vial içersine yavaş yavaş 

damlalar halinde bırakılır. Sonra vial kapağı kapatılır. Örnek yavaşça karıştırılır. 175-

185 
0
C deki buhar kaplı saklama tankına yerleştirilir.  

      

     E kliniği:  

     Sperm yıkama işlemi sonrası konik tüpün dibinde kalan sperm  (0.5-1ml) 

örneğine yavaş bir şekilde  (damla- damla) sperm freezing mediumundan eklenir. 

(1:1 oranda ) ve  saklamak için viale konulur. Azot buharında yaklaşık olarak 10 dak. 

beklettikten sonra -196
0
 C’de  azot tankına bırakılır.   

Seçtiğimiz 5 klinikteki kullanılan dondurma yöntemi, medium oranları, 

dondurma süreleri, dondurma derecesi ve sperm vitalite oranları  Tablo 1’de 

özetlenmiştir. Ayrıca kliniklerdeki yıllık gebelik oranları , dondurulmuş spermle 

yapılan gebelik oranları ve yıllık gebelik sayıları Tablo 2’de belirtilmiştir. 

      İstatistiksel Yöntem 

      Toplanan verilerin istatistiksel analizi için STATA MP Parallel Edition 

(Statistics/Data Analysis StataCorp Texas USA) sürüm 13 istatistik programı 

kullanıldı. Kullanılan yönteme göre gebelik oranlarını karşılaştırmak amacıyla ki-
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kare testi (
2
) kullanıldı. Yapılan tüm testlerde p değeri <0,05 istatistiksel anlamlı 

olarak kabul edildi. 

 

Tablo 1: Kliniklerde Kullanılan Dondurma Teknikleri 

 

 

Klinikler 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

Kullanılanılan 

dondurma 

yöntemi 

 

Quick Manual 

Yöntem 

(Hızlı 

Dondurma) 

 

LN2 

Buhar 

Yöntemi 

 

Quick Manual 

Yöntem 

(Hızlı Dondurma) 

 

Quick Manual 

Yöntem 

(Hızlı 

Dondurma) 

 

Slow 

Freezing 

(Yavaş 

Dondurma) 

 

Medium 

 

Test yolk 

buffer/Irvine 

 

Sperm 

Store 

 

Sperm Freze 

Solution/Vitrolife 

 

 

Test yolk 

buffer/Irvine 

 

Test yolk 

buffer/Irvine 

 

Medium oranı 

 

1:1 

 

1:1 

 

1:1 

 

1:1 

 

1:1 

 

Dondurma 

işleminin 

süresi 

 

10 dk. 

 

10 dk. 

 

10 dk. 

 

10dk. 

 

10 dk. 

 

Dondurma   

derecesi(
0
C) 

 

-191.8 
0
C 

 

-196
0
C 

 

-196
0
C 

 

-185
0
C 

 

-196
0
C 

 

Dondurma-

çözdürme 

sonrası elde 

edilen  sperm 

(%) 

 

% 40 

vitalite 

 

%50 

vitalite 

 

%45 

vitalite 

 

%50 

vitalite 

 

%40 

Vitalite 
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3   SONUÇLAR 

Seçtiğimiz kliniklerde çoğunlukla (%60) kullanılan dondurma yöntemi  hızlı 

dondurmadır. Tüm kliniklerde yılda yaklaşık olarak % 4,7 - 5 oranında dondurulmuş 

sperm kullanıldığı ve bunların çoğunda (%60) kullanılan sperm freezing medium ise 

Test Yolk buffer/ Irvine olarak belirlendi. Dondurma-çözdürme sonrası elde edilen  

sperm %40-50 oranında belirtildi. Tüm kliniklerdeki ortalama gebelik oranları ve 

dondurulmuş sperm ile elde edilen ortalama gebelik oranları sırasıyla % 43 - % 45 ve 

% 26 - % 40 olarak belirtilmiştir (Tablo 2). Klinikler arasında ortalama gebelik 

oranları açısından istatistiksel olarak fark olmadığı tespit edildi(p>0.05).  

Dondurulmuş sperm kullanılarak elde edilen gebelik oranları açısından B (LN2 Buhar 

Yöntemi), C (Hızlı Dondurma), D (Hızlı Dondurma) kliniklerinde, normal sperm kullanılan 

yöntem ile yapılan gebelikten istatistiksel anlamlı olarak farklı olmadığı tespit edildi 

(p:0.41, p:0.53, p:0.8). A (Hızlı Dondurma) ve E (Yavaş Dondurma) kliniklerinde ise 

dondurulmuş sperm kullanılarak elde edilen gebelik oranı, normal sperm kullanılarak 

yapılan gebelikten istatistiksel anlamlı olarak azdır (p: 0.01 ve p:0.04) (Tablo3.).  
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Tablo 2:  Kliniklerdeki Gebelik Oranları 

 

 

Klinikler 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

Gebelik 

Oranı* 

 

% 45 

 

% 43 

 

%43 

 

%45 

 

%43 

 

Dondurulmuş 

Sperm ile 

Gebelik 

Oranı 

 

% 26 

 

% 38 

 

% 40 

 

% 40 

 

% 26 

 

Yıllık Siklus 

Sayısı 

 

960 

 

950 

 

900 

 

920 

 

900 

 

Yıllık 

dondurulmuş 

spermle 

yapılan 

gebelik sayısı 

 

47 

 

47 

 

45 

 

45 

 

42 

 

Dondurulmuş 

spermle 

yapılan 

gebelik 

yüzdesi* 

 

% 4.9 

 

% 5 

 

% 5 

 

% 4.9 

 

%4.7 

 

* Total siklus sayısına göre hesaplanmış oranlardır. 
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Tablo 3. Kliniklerdeki dondurulmuş sperm ile normal spermden elde edilen 

gebelik oranlarının istatistiksel karşılaştırılması 

    

  A KLİNİĞİ   

 ICSI gebelik 

Pozitif Negatif Toplam 

K
ry

o
 g

eb
el

ik
 Pozitif 12  (%1.3) 35 (%3.6) 47 (%4.9) 

Negatif 418 (%43.5) 495 (%51.6) 913 (%95.1) 

Toplam 430 (%44.8) 530 (%55.2) 960 (%100) 

 

                      p=0.01 

   

  B KLİNİĞİ              

 ICSI gebelik 

Pozitif Negatif Total 

K
ry

o
 g

eb
el

ik
 Pozitif 18 (%2) 29 (%3) 47 (%5) 

Negatif 407 (%40.5) 486 (%54.5) 893 (%95) 

Total 425 (%42.5) 515 (%57.5) 940 (%100) 

 

     p = 0.41 
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          C KLİNİĞİ 

 

 ICSI gebelik 

Pozitif Negatif Total 

K
ry

o
 g

eb
el

ik
 

Pozitif 18 (%2) 27 (%3) 45 (%5) 

Negatif 393 (%41) 462 (%54) 855 (%95) 

Total 411 (%43) 489 (%57) 900 (%100) 

 

               p = 0.53 

            

         D KLİNİĞİ 

 

 ICSI gebelik 

Pozitif Negatif Total 

K
ry

o
 g

eb
el

ik
 Pozitif 18 (%2) 27 (%2.9) 45 (%4.9) 

Negatif 376 (%43) 499 (%52.1) 875(%95.1) 

Total 394 (%45) 526 (%55) 920 (%100) 

 

               p = 0.8 
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          E KLİNİĞİ 

 

 ICSI gebelik 

Pozitif Negatif Total 

K
ry

o
 g

eb
el

ik
 

Pozitif 11 (%1.2) 31 (%3.4) 42 (%4.7) 

Negatif 376 (%41.8) 482 (%53.6) 858(%95.3) 

Total 387 (%43) 513 (%57) 900 (%100) 

 

              p =   0.04                 
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4   TARTIŞMA 

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama yöntemi) dokuların ve hücrelerin 

gelecekte kullanılması amacıyla sıfır derecenin altında soğutularak bütün biyolojik 

aktivitelerinin durdurulması işlemidir. Düşük ısıda doku veya canlı hücrenin en az 

hasarla fonksiyon kaybı olmadan uzun süreli saklanması amacıyla kriyoprezervasyon 

yapılır (44).  

Sperm dondurma ile ilgili ilk bilgiler 1176 yılında Spallanzani tarafından ortaya 

atılmış, ilk canlı sperm dondurma bankası 1972 yılında kurulmuştur. 1973 yılında 1 

yıldan uzun bir süre dondurulup bekletilen spermden ilk canlı doğum, 1998 yılında 

ise 20 yıldan uzun süre dondurulup saklanan sperm hücresinden canlı doğum 

gerçekleşmiştir (45,46,47).  

Sperm hücreleri belli oranda ısıtma ve soğutma hızlarına dayanabilmektedir. 

Dondurma işlemi esnasında soğutma hızı çok hızlı olursa hücre içindeki su dışarı 

çıkamaz ve hücre içi buzlanma meydana gelir. Soğutma hızı çok yavaş olursa hücre 

dışı buzlanma gerçekleşir, hücrenin dehidrate olması ve ortamın osmolaritesindeki 

artış hücre hasarına veya hücre ölümüme yol açabilmektedir.  Dolayısıyla sperm 

dondurmada optimal soğutma hızı kullanılmalıdır (48,49).  Yavaş soğutmada çok 

miktarda buz kristalleri oluşmakta ve oluşan bu buz kristallerinin büyüklükleri farklı 

olmaktadır. Hızlı soğutma yönteminde ise (nitrojen buharı ile uygulanan Quick 

Manuel protokolü) buz kristalleri daha küçük ve çok hızlı oluştukları için küçük 

hücreler bu buz kristalleri arasında sıkışarak daha fazla hayatta kalma oranı 

göstermektedirler.   
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Literatürde dondurulan materyale göre ideal hız değişiklik göstermektedir. 

Örneğin semen ve aspirasyonları yada parçalanmış sperm dokuları dondurulurken 

hızlı dondurma tercih edilmektedir. Tek sperm dondurulması yada doku 

dondurulmasında yavaş dondurma tercih edilmektedir (50,51,52,53).  Yaptığımız 

çalışmada seçtiğimiz kliniklerde çoğunlukla (%60) kullanılan dondurma yöntemi  

hızlı dondurma yöntemidir.  Tüm kliniklerde yılda yaklaşık olarak %4.7-5 oranında 

dondurulmuş sperm kullanıldığı ve bunların çoğunda (%60) kullanılan sperm 

freezing medium ise Test Yolk buffer/ Irvine olduğu görüldü. Literatürde ise konu ile 

ilgili yapılan çalışmalarda  ortalama ICSI için %5 oranında dondurulmuş sperm 

kullanıldığı bildirilmiştir buda araştırma yaptığımız kliniklerle paralellik 

göstermektedir (54). 

Sperm dondurmanın  sperm motilitesi ve canlılığı üzerine olumsuz etkisi olabilir. 

Donnelly ve arkadaşları yaptıkları çalışmada kriyoprezervasyonun sperm 

motilitesinde ortalama %45 azalmaya neden olduğunu bildirmiştir (54). Bunu 

önlemek için bazı araştırmacılar  kültür ortamına  koruyucu olarak askorbik asit, 

katalaz, E vitamini gibi antioksidanların eklenmesini önermektedirler (55). 

Yaptığımız çalışmada seçtiğimiz kliniklerde sperm motilitesini arttırmaya yönelik 

koruyucu madde kullanımına dair yeterli veriye  ulaşılamadı. Kuczynski ve 

arkadaşları yaptıkları çalışmada sperm kalitesi düşük erkeklerde sperm dondurmanın 

ICSI sonrası fertilizasyon ve gebelik oranı üzerine olumsuz etkisi olmadığını ifade 

etmişlerdir. Ayrıca taze ejekülat ve dondurulmuş sperm ile ICSI sonrası gebelik 

oranlarında (sırasıyla% 23.7 ve% 35.2) fark olmadığı belirtilmiştir (56).  Gebelik 

oranı dondurulmuş sperm ile yapılan intrauterin inseminasyonda taze spermle 
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yapılan intrauterin inseminasyona kıyasla daha azdır (57). Richter ve arkadaşları 

yaptıkları çalışmada taze spermin dondurulmuş sperme nazaran 3 kat daha fazla 

gebeliği indüklediğini belirtmişlerdir (58). Ayrıca, TESE ile alınan örneğin 

dondurulması ve çözülmesi ile yapılan ICSI başarısının, taze spermden daha az 

olmasının  sebebinin spermin dondurma işlemi ile ilgili olmadığı, spermin 

immatüritesi ile ilgili olduğu söylenmektedir. Günümüzde obstrüktif azoospermik 

hastalardan elde edilen epididimal veya testis spermlerinin dondurulması sonucunda 

taze örneğin kullanımına benzer fertilizasyon, klinik gebelik ve implantasyon 

oranları bildirilirken , nonobstrüktif vakalardan elde edilen testis spermlerinin 

dondurulması sonucu taze sperm kullanımına göre daha düşük gebelik ve 

implantasyon oranlarının elde edildiği gösterilmiştir (59,60,61). Bu çalışmada  taze 

spermin dondurulmuş sperme nazaran daha başarılı olduğu A ve E kliniklerinde 

gösterilmiştir. Diğer kliniklerde istatistiksel olarak fark saptanmamıştır. Başka bir 

çalışmada ise taze ve dondurulmuş spermlerle yapılan intrauterin inseminasyonlar  

arasında başarı  araştırıldığında, tek etkili faktörün kadının  yaşı olduğu  bulunmuştur 

(58). Bu çalışmada, kadın yaşı datasına ulaşılamamasıda önemli eksikliklerdendir. 

Yaptığımız çalışmada seçtiğimiz kliniklerde ICSI ile gebelik oranı A kliniğinde 

%45, B kliniğinde %43 , C kliniğinde %43 , D kliniğinde %45 ve E kliniğinde %43 

bulundu. B, C, D kliniklerinde dondurulmuş sperm kullanılarak elde edilen gebelik 

oranı, normal sperm kullanılan yöntem ile yapılan gebelikten istatistiksel anlamlı 

olarak farklı olmadığı tespit edildi (p:0.41, p:0.53, p:0.8). A ve E kliniklerinde aynı 

yöntemle dondurulmuş sperm kullanılarak elde edilen gebelik oranı, normal sperm 

kullanılarak yapılan gebelikten istatistiksel anlamlı olarak az olduğu bulundu  (p:0.01 
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ve p:0.04). Literatürde ise konu ile ilgili yapılan çalışmalarda  ortalama ICSI başarısı 

%65-80 arasındadır.  ICSI için %5 oranında dondurulmuş sperm kullanılmaktadır. 

Literatürde taze spermin canlılık oranı %95.8, hızlı dondurma yöntemiyle 

dondurulmuş spermin canlılık oranı % 40 olarak bulunmuştur (62,63,64,65).  Bu 

oranlar araştırma yaptığmız kliniklerle uyumludur.  

Araştırma yaptığımız kliniklerdeki ICSI başarısı literatürdeki diğer çalışmalara 

göre daha düşüktür. Dondurma işleminde kullanılan spermin kalitesi çok önemlidir. 

Uygun saklama koşulları ve doğru dondurma protokolleriyle spermin canlılığını 

koruması ve sağlıklı bir şekilde fertilizasyonun gerçekleşmesi sağlanmaktadır. A ve E 

kliniklerinde dondurulmuş sperm ile yapılan ICSI başarısının düşük olmasının en 

büyük nedeni sperm kalitesi olduğu düşünülmektedir. Çalışmamızdaki veri 

eksiklikleri kliniklerin hasta datalarının ayrıntılarını paylaşmamaları literatüre göre 

daha düşük başarı oranlarının nedenlerini sağlıklı olarak değerlendirme  yapmamıza 

engel olmaktadır. Bu çalışmanın en büyük eksikliğide bu verilere ulaşılamaması 

olmuştur. 

Sperm dondurulması yardımcı üreme yöntemlerinde devrim yapmıştır. 

Dondurma yöntemlerindeki düzelmeler sperm çözüldükten sonra spermin sağ 

kalımını arttırmıştır. Araştırma yapılan kliniklerde (B, C, D) intrauterin 

inseminasyonda gebelik oranları taze spermle yapılan inseminasyonda daha yüksek 

olmasına rağmen, dondurulmuş sperm kullanarak yapılan ICSI de döllenme ve 

gebelik oranları taze spermle yapılanlarla paraleldir.  



 
 

 
35 

Sonuç olarak, çalışmamızda değişik dondurma yöntemlerinin ICSI başarısı 

üzerine farklı etkisi olduğu net olarak gösterilememiştir. Bunun nedeni, bu çalışmada 

klinikler arasında sperm kalitesi hakkındaki bilginin eksik olması olabilir. 
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