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BEYAN
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kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.

Derya AKA



ITHAF

Degerli anneme ve babama ithaf ediyorum...



TESEKKUR

Tezimin her asamasinda degerli bilgileriyle bana yol gosteren ve
destegini hicbir zaman esirgemeyen saym danisman hocam Prof. Dr. Ibrahim
CEVIK e, lisansiistii egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim basta
Klinik Embriyoloji Koordinatorii Sayin Prof. Dr. Tiilay Irez olmak iizere tiim degerli
Ogretim iiyelerine, ¢alismam boyunca yardimlarini esirgemeyen tiim embriyolog
arkadaslarima, her konuda sabirla yardimei olan esim Hasan AKA’ya, biitiin hayatim
boyunca sevgi, anlayis, sabir ve tiim maddi-manevi desteklerini benden esirgemeyen

ANNEME VE BABAMA sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



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 Istanbul. 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.



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.



OZET

Sperm  kriyoprezervasyonu, spermatozoa elde edildikten sonra in vitro
fertilizasyon (IVF) ya da intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)  odncesi
spermatozoalarin  dondurularak saklanmasi islemidir. Spermin dondurularak
saklanmas1 hem yardimci tireme tedavilerindeki basariyr %10 arttirmig, hem de
kemoterapi-radyoterapi, testis cerrahisi vb.’den Once, gelecekteki fertilitenin

korunmasina katkida bulunmustur.

Yaptigimiz bu ¢alismada Istanbul il sinirlari igerisinde aylik ortalama 30’un
tizerinde hastaya ICSI uygulanan ve dondurma imkami olan 5 merkez goriigme
yapilmak lizere ziyaret edildi. Anket usulu yapilan bu ¢alismada, kliniklerdeki
kullanilan sperm dondurma yontemleri ve gebelik basari oranlart sorusturuldu.

Kullanilan sperm dondurma mediumlar1 ve dondurma yontemleri kaydedildi.

Cogunlukla (%60) kullanilan dondurma yontemi hizli dondurma idi. TUm
Kliniklerde yilda yaklasik olarak % 4.7-5 oraninda dondurulmus sperm kullanildig:
ve bunlarin ¢ogunda (%60) kullanilan sperm dondurma ortami ise Test Yolk buffer/
Irvine olarak belirlendi. Tiim kliniklerdeki ortalama gebelik oranlar1 ve dondurulmus
sperm ile elde edilen ortalama gebelik oranlari sirasiyla % 43 - 45 ve % 26 - 40
olarak belirtilmistir. B, C, D kliniklerinde dondurulmus sperm kullanilarak elde
edilen gebelik orani, normal sperm kullanilan yontem ile yapilan gebelikten
istatistiksel anlamli olarak farkli olmadigi tespit edildi. A ve E Kkliniklerinde
dondurulmus sperm kullanilarak elde edilen gebelik orani, normal sperm kullanilarak

elde edilen gebelikten istatistiksel anlaml1 olarak azdir.
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Sonug olarak, ¢alismamizda degisik dondurma yodntemlerinin ICSI basarisi
Uzerine farkl etkisi oldugu net olarak gosterilememistir. Bunun nedeni, bu ¢alismada

klinikler arasinda sperm kalitesi hakkindaki bilginin eksik olmasi olabilir.
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1 GIRIS

Onkolojik, immiinolojik hastaliklar ve bu hastaliklarin tedavilerinden
kaynaklanabilecek fertilizasyon problemlerinde, gelecekteki [gocuk istegi arzusu
gdz Onilinde bulundurularak hasta  spermlerinin saklanmasina ihtiya¢ duyulur.
Saklama igleminde kullanilan yonteme de  kriyoprezervasyon  denir.
Kriyoprezervasyonun genel prensibi, dondurulacak materyalin kriyoprotektanlarla
dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi nitrojen iginde - 196°C’de depolanmasi ve
¢oziilirken de kriyoprotektanlarin uzaklastirilarak dondurulan materyalin canliligin

stirdiirtilebilecegi fizyolojik ortamlara gecirilmesidir. (1).

[k kriyoprezervasyon 1776°da Spallanzani tarafindan kar ile gerceklestirilmistir
ve basaril olmustur (2). 1950°1i yillarda ise deney hayvanlarinda ve sigirlarda semen
kriyoprezervasyonu uygulanmis ve canli dogumlar elde edilmistir (3,4).
Dondurulmus insan spermi ile ilk c¢alisma 1950’de Sherman tarafindan yapilmus,
daha sonra arastirmacilar Sherman’in g¢alismalarini gelistirmislerdir (5). 1953°te
dondurulmus insan spermi ile ilk dondr inseminasyonu yapilmis ve gebelik elde
edilmigtir (6). Gonadlarin kriyoprezervasyonu konusundaki caligmalamalar
1950’lerde yapilmig, deney hayvanlarinda testis dokularinin  implantlar1 ile
spermatogenez saglanmistir (7,8). 1980’lerde ise insan semen kriyoprezervasyonu
tekniklerinin optimizasyonu konusunda c¢aligmalar yapilmis, 1990’lardan sonra ise
donmus sperm ve testis dokular1 In vitro fertilization (IVF)/ Intra Sitoplasmik Sperm
Injection (ICSI) uygulamalarinda kullamlmaya baslamustir (9). Shoysman 1993°de

testis spermini kullanarak ilk kez gebelik elde edilmesi ve nonobstriktif azoospermik
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olgularda %40-70 oraninda sperm elde edilmesi testikiiler biyopsi metodlarinin

gelismesine neden olmustur (10,11).

Kriyoprezervasyonun Uroloji’deki kullanim yerleri; sperm parametreleri normal
olan, kemoterapi, radyoterapi veya spermatogenezi inhibe edebilecek ilaglarin
almimindan Oncesinde ejakiilattan sperm almip saklanmasi, testis veya prostat
cerrahisi Oncesinde ejakiilattan sperm alinip saklanmasi, obstriiktif azoospermiden
siiphelenilen durumlarda ve yardimci iireme tekniklerinin (YUT) kullanilmasi
planlanan hastalarda dncesinden testis histopatolojisi hakkinda bilgi sahibi olunmasi,
nonobstriiktif azoospermik hastalarda testikiiler sperm ekstraksiyon (TESE) ile
bulunan spermlerin saklanmasi, dondr sperm bankasi amaciyla alinan Ornegin
saklanmasi, azoospermik hastalarda basarili veya basarisiz bir islem sonrasinda
istenen gebeliklerde cerrahi islem tekrarlamamak i¢in saklanan 6rnegin kullanilmasi
ve prepubertal donemde malignensi sebebiyle kemoterapi yada radyoterapi

alinacaksa testisden 6rnek alinip saklanmasi olarak siralanabilir (12,13).

Spermay1 dondurarak saklama esnasinda spermatozoada olusabilecek zararli
etkiler kriyoprotektan maddeler kullanilarak azaltilabilmektedir. Hemen hemen her
tiriin spermas1 farkli Ozelliklere sahip oldugu icin dondurma isleminden Once
spermaya katilacak olan kriyoprotektanin ¢esidi, yogunlugu ve spermanin
kriyoprotektana maruz birakilma siiresi tlire gore ayarlanmasi gerekir (14).
Kriyoprotektan maddeler hiicre i¢ine hizli bir sekilde diffiize olup su dengesini
saglayarak hiicreleri osmotik soktan korumaktadir. Ayrica bu ajanlarin, dondurma ve
¢ozme sirasinda suyu baglayarak hiicre i¢inde elektrolit miktarini ve ayni1 zamanda

mevcut suyun buz kristallerine doniismesini azalttigi da bilinmektedir (15,16).
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Kriyoprotektanlar; alkoller (etanol, propanol, metanol, 1,2 propanediol
(PROH) ve gliserol), dimetilsiilfoksit (DMSO) ve sekerler (glukoz, laktoz, siikroz ve

nisasta) olmak tizere ii¢ grupta siniflandirilabilirler (17).

a. DMSO : Molekiil agirligr diisiik non-elektrolit bir maddedir. Toksitesi
diger protektanlara gore daha fazladir. Bu etki 1sinin diisiiriilmesi ile azaltilamaz.
Yavas dondurma ve ¢6zme isleminde hiicresel harabiyete karsi koruyucu etkisinin

oldugu bilinmektedir.

b. Gliserol ve 1,2 Propanediol (PROH) : Diisiik molekiil agirlikli bir
kriyoprotektan olup genellikle 1M ve 2M olarak kullanilir. Toksitesi 1siya bagimlidir
ve 1sinin diismesiyle azalir. Viskozitesi yiiksek oldugu i¢in dondurma soliisyonlarina

dikkatli bir sekilde ilave edilmelidir.

c. Sukroz: Diger kriyoprotektanlarla birlikte kullanilir. Hiicre membranina
penetre olamadigindan ekstraselliiler soliisyon icersinde bulunmasi ani ozmotik etki
yaratabilir. Diliisyon ve ani ¢ozme fazinda hiicre kendini tekrar toparlayip hidrate

olurken koruyucu etki gosterir.

Kriyoprotektanlarin 6zelligi, dondurma iglemi sirasinda koruyucu 6zellige ve
yuksek oranda H; baglama kapasitesine sahiplerdir. Koruyucu 6zelliklerini
goOstermeleri icin her zaman hcre igine girmelerine gerek yoktur. Clnki hiicrede

harabiyetin en hizli ve etkili meydana geldigi yer hiicre zaridir.

Kriyoprotektanlar hiicre igine gecip gecmemelerine gore, Intraselliiler

(permeable) ve ekstraselliiler (impermeable) ajanlar olmak iizere 2'ye ayrilirlar (18).
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Intraselliiler ajanlar ( dimetilsiilfoksit, gliserol) , kutuplasma ve lipofilik
Ozellikleri hiicre i¢ine gegis hizlarini etkileyen kiiclik molekiillerdir. Dondurma
islemi sirasinda hiicre icerisinde olusabilecek buz kristallerinin olusumunu -40 OC’ye
kadar diistirebilmektedir. Bu ajanlar hiicreyi dondurma isleminin zararli etkilerine
kars1 olabildigince korurlar. Hiicre i¢ine gegisleri sollisyonun kendi gegis giicti, hiicre
ici ve hiicre dis1 kriyoprotektanlarin konsantrasyon farki, 1s1 ve hiicre yuzeyi ile

dogru orantilidir.

Ekstraselltler ajanlar, monosakkaritler( glukoz ve heksoz), disakkaritler
(sukroz), ve trisakkaritler (rafinnoz) bu gruba 6rnek olarak gosterilebilir. Tek
baslarina kriyoprotektan olarak kullanilmamakla birlikte, digerleriyle birlikte
kullanilmalar1 halinde ozmotik basing farkliliklarinin olusturacagi zarara karsi

koruyucudur. Bu ajanlar arasinda giintimiizde en ¢ok siikroz kullanilmaktadir (19).

Sperm kriyoprezervasyonunda, kriyoprotektan olarak gliserol kullanilarak
danalarda ilk canli dogum gerceklestirilmistir (20,21). 1Insan semeninin
kriyoprezervasyonun ile dondr inseminasyonlarinin uygulanabilirligi artmig ve
insanlarda ilk canli dogum 1953 yilinda yaymlanmigtir (22). Devam eden surecte
dondurulmus semen ile artifisiyel inseminasyon yontemi siddetli erkek infertilisinde
tedavi amagh kullanilmaya baglanmustir. Ik olarak gliseroliin kriyoprotektan olarak
kullanimindan sonra, diger bazi1 kriyoprotektif ozellikli kimyasallar da sperm
dondurma amaciyla kullanilmaya baslanmistir (23). Insan sperminde en iyi sonuglar
etilen glikol ile elde edilmektedir (24). Dondurulmus spermlerle taze spermlerin

kullanimina benzer fertilite oranlar1 bildirilmistir (25,26).
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Sperm dondurmanin sperm motilitesi ve canlilig1 lizerine olumsuz etkisi olabilir.
Bunu onlemek i¢in bazi arastirmacilar kiiltiir ortamina koruyucu olarak askorbik
asit, katalaz, E vitamini, vs gibi antioksidanlarin eklenmesini onerirler (27). Sperm
hareketlilik ve canlilik oranlar1 yardimecir lireme teknikleri tedavisinde gebelik
oranlarin1  etkilemektedir (28,29). Taze ve dondurulmus spermatozoa ile
intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gebelik sonuglart karsilastirildiginda fark
bulunmamistir (30). Taze ve dondurulmus spermlerle yapilan intrauterin
inseminasyonlar (IUI) arasinda basar1 arastirildiginda, tek etkili faktoriin kadinin
yas1 oldugu bulunmustur (31). TESE ile alinan 6rnegin dondurulmasi ve ¢oziilmesi
ile yapilan ICSI basarisinin, taze spermden daha az olmasinin sebebinin spermin
dondurma islemi ile ilgili olmadigi, spermin immatiiritesi ile ilgili oldugu

sOylenmektedir.

Guniimuzde obstriktif azoospermik hastalardan elde edilen epididimal veya
testis spermlerinin dondurulmasi sonucunda taze Ornegin kullanimma benzer
fertilizasyon, klinik gebelik ve implantasyon oranlari bildirilirken , nonobstriktif
vakalardan elde edilen testis spermlerinin dondurulmasi sonucu taze sperm
kullanimina gore daha diisiik gebelik ve implantasyon oranlarmmin elde edildigi

gosterilmistir (32).
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2 YONTEM VE GERECLER

Kriyoprezervasyonda kullanilan  yontemler bagliklar halinde asagida

belirtilmistir:
2.1 Manual YOontem

Semen ornekleri ejakilasyondan sonraki 1-2 saat igersinde dondurulmalidir.
Daha sonra, likefiye olmus semene oda isisinda yaklasik 2 dakikalik bir siire
icersinde 1:1 oraninda kriyoprotektif soliisyon ilave edilir. Ejakiilat voliimii 5 ml.den
fazla ise Ornek kriyoprotektan ilave etmeden ikiye bolinmedir. Hazirlanan 6rnek
saklama malzemesine, straw ya da ampiile koyulur. 30 dakika siv1 nitrojen buharinda
stv1 nitrojene yaklagik 10cm. olacak sekilde bekletilir. Straw ya da kriyovialin 1s1s1;
30 sn. sonra -65° C, 1 dak. sonra -115° C, 90 sn. sonra -130°C, 2 dak. sonra -135°C, 3
dak. 30 sn. sonra -140°C, 4dak. sonra -150°C, 5dak. sonra -152°C’ ye kadar diiser. 30
dakikanin bitiminde ©rnek dogrudan sivi nitrojen igine kaldirilmas: seklinde

siralanabilir (33).

2.2 Otomatik Yontem

Bir¢cok IVF laboratuvarinda programlanabilir dondurucu olarak Planer (Series
III, UK) kullanilmaktadir. Manuel yonteme gore iistiinliigii halen kanitlanamadigi ve
daha uzun zaman alan detayli bir yontem oldugu i¢in fazla tercih edilmemektedir. En

cok kullanilan yontemlerden 2 tanesi;

1. isleme oda 1sisinda (yaklasik 20 °C ) baslanir,- 0,5C/dk. ile -7 °C'e inilir. Bu
sicaklikta 10 dk. Bekledikten sonra -10 °C /dk ile — 80 °C'e kadar inilir ve program

sonlandirilarak 6rnek sivi nitrojen tankina kaldirilir.
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2. isleme 24 °C ile baglanir. Once 2 °C /dk ile 0 °C ‘e inilir, ardindan -10 °C /dk.
ile -100 °C'e inilir. Burada 10 dk. bekletildikten sonra numuneler siv1 nitrojen tankina

kaldirilir (34).
2.3  Dondurma Teknikleri

Tum kriyoprezervasyon yontemlerinde uygulanan temel prensip, donma ve
¢ozme sirasinda hiicre igersinde olusabilecek buz kristallerinin  olusumunun
engellenmesi ve meydana getirecekleri zararlarin 6niine gecilmesidir. Buz kristalleri;
asir1 dehidrasyon, plazma membraninda pargalanma, akrozom sizinti, mitekondrial
hasar ve DNA fragmentasyonuna sebep olur. Oncelikle hiicre igersinde bulunan
stvinin kriyoprotektan denilen sogugun zararli etkilerinden koruma 6zelligine sahip

kimyasal maddeler ile yer degistirmesi gerekmektedir.

Her biyolojik materyalin farkli olmasindan dolayi, farkli yogunlukta
kriyoprotektan madde kullanimi, farkli dondurma hizlari ve protokollerin
uygulanmasi s6z konusudur. Uygulanan dondurma yontemleri Yavas Dondurma,

Hizli Dondurma ve Vitrifikasyondur (35).
2.3.1 Yavas Dondurma

Behrman ve Sawada tarafindan bulunmustur (36). 2-4 saat periyotlarda
soguyan spermler 2 ve ya 3 basamakta ya manual ya da otomatik sogutucuyla
kademeli olarak olusur. Manual methodda sivi nitrojen igersine drnek batirildiktan
sonra agsamal1 olarak bir kriyoprotektan eklendiginde semen sicaklifinda azalis ayn1
anda gergeklesir (37). Ornek dondurma, 5°C’den -800C’ye kadardir. Ornek sonra -

196°C “de siv1 nitrojene batirilir (38). Sogutucularda tiipleri tutmak icin bir plaka
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kullanilir. S1v1 nitrojen tarafindan sogutulmus, plaka altinda depo tanki tutulur. Sivi
nitrojen tank igersine dokiiliir. Cihaz bir kez programlanir. Bilgiler yazilima yiiklenir.
20°C’den -800C’ye sogutma tutulur ve sonra dondurma tamamlanir. Tiipler taginir

ve -196°C sivi nitrojende saklanir, 40 dak.’y1 alir (39).

2.3.2 Hizh Dondurma

Hizli dondurma Sherman tarafindan onerilmistir (40). Bu teknik tiipler ve sivi
nitrojen gazi arasinda 8-10 dakikada direkt baglanti gerektirir. -196°C’de sivi
nitrojene daldirilir. Nitrojen gazi igerisinde sicaklik de@isim derecesi vardir. Ornek
baslangigta esit hacimli soguk kriyoprotektan ile damla damla seklinde karistirilir.
Tipler igerisine karigim ytiklenir ve 4°Cde 10 dakika inkiibatore birakilir. Tipler
sIv1 nitrojen seviyesinin 15-20 cm. iizerinde yerlestirilir (-80°C’de min. 15 dak.).

Sonra bu evrede tiipler s1v1 nitrojene daldirilir.
2.3.3 Vitrifikasyon

Sperm  hiicresinin  dondurulmasinda kullanilan  yontemlerden biri  de
vitrifikasyon teknigidir. Sperm kriyoprezervasyonunda givenilir ve etkili bir
yontemdir. Bu yOntemde viskozitenin artarak su bazli ¢ozeltinin sividan katiya
dontismesi saglanir. Vitrifikasyon yavas dehidratasyon ortami yerine ¢ok yiiksek
ozmolarite ortaminin kullanildigi ¢ok hizli dondurma yontemidir. Cok hizh
dehidratasyon sonrast 6rnekler dogrudan sivi azota yerlestirilir. Su kristalize olmaz
ve buz olusmaz. Biitiin yap1  vitreus haline dondsir (41). Vitrifikasyon

soliisyonlarina anti oksidanlarin ve hepes eklenmesi, protein katkisi, parafin oil
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uygulamasimin canlilik oranlarmi 6nemli Olgiide arttirdigi konusunda c¢aligsmalar

yapilmustir (42,43).

Yaptigimiz bu ¢alismada Istanbul il smirlan igerisinde aylik ortalama 30°un
Uzerinde hastaya ICSI uygulanan ve dondurma imkani olan 10 merkez gériisme
yapilmak tizere ziyaret edildi. Anket usulu yapilan bu ¢alismaya; bilgi paylasmak
istemeyen ya da gériigme zamani ayaralanamayan 5 klinik dahil edilmedi. Segtigimiz
kriterlere uygun diger 5 kliniklerdeki kullanilan sperm dondurma yontemleri ve
basar1 oranlar1 sorusturuldu. Kullanilan sperm dondurma mediumlar1 ve dondurma
yontemleri 6grenildi. Kliniklerde kullanilan sperm dondurma yonteminin gebelik

sonuclarina etkisi arastirildi.

Bu kliniklerde kullandigimiz anket sorulari asagida maddeler halinde

belirtilmistir. Bunlar:
1. Sperm kriyoprezervasyonunda kullanilan yontemin adi nedir ?
2. Sperm kriyoprezervasyonunda kullanilan mediumun adi nedir ?
3. Sperm kriyoprezervasyonunda kullanilan mediumun orani nedir ?
4. Kriyoprezervasyon islemini ne kadar siirede gerceklestiriyorsunuz ?
5. Kullanilan cihazin parametrelerini( sic./dak.) belirtiniz.
6. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi elde edilen spermin oran1 % kagtir?

Kliniklerin uyguladigi sperm dondurma yontemleri agagida belirtilmistir.
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A Kklinigi:

iki ve ya 3 gunliik bir abstinensten sonra semen alinir. Ornek 30 dak. boyunca
37°C’de sivilasmaya birakilir. Bir viyal medyum ¢oziindiiriiliir ve 37°C’ye getirilir.
Sivilastirilan 6rnek steril, 15ml konik santrifiij tiipline aktarilir, hacim belirlenir ve
1:1°lik bir 6rnek medyum oranina ulagilana kadar medyum damla damla eklenir.
Ornek -medyum karisimi , 37°C su igeren bir behere veya baska uygun bir kaba
konur. Karisimin yavasca sogumasim saglamak i¢in kap 2°C-5°C sicaklikta
sogutulur. 90 dak. sonra drnek geleneksel yontemler kullanilarak payetler, viyaller

veya pelletler icinde dondurulmaya hazirdir.
B klinigi:

Art1 4 derecede saklanan dondurma mediumu oda sicakligina ¢ikarilir ve 30
dk. bekletilir. Daha sonra ayni oranda alinan sperm 6rnegi ile titre edilerek birbiri
icersine karigmasi saglanir. Burada onemli olan ¢ok yavas bir sekilde karigimi
saglamaktir. Karigim hazirlandiktan sonra 10 dk. kendi haline birakilir. Daha sonra
vial ya da straw igersine alinan karisim azot buharinda 10 dk. bekletilir ve

saklanacag yere kaldirilir.

C Kklinigi:

Sperm ve medium 1:1 oraninda damla damla calkalanarak karistirilir. Kriyotiip

10 dk. S1v1 azotta bekletilir.Sonra azot buharina daldirilir. -196°C’de saklanr.
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D Kklinigi:

Santrifiijde sperm ornegi konsantre edilir (1800 rpm’de 5 dk.). Ornek 0,5 ml
kalicak sekilde st kisim dokiilir. Daha sonra 0,5 ml. 6rnek cryovial igine
yerlestirilir. Sperm freeze medyum ayni oranda 1:1 sekilde vial icersine yavas yavas
damlalar halinde birakilir. Sonra vial kapag1 kapatilir. Ornek yavasca karistirilir. 175-

185 °C deki buhar kapli saklama tankina yerlestirilir.

E klinigi:

Sperm yikama iglemi sonrasi konik tiipiin dibinde kalan sperm  (0.5-1ml)
ornegine yavas bir sekilde (damla- damla) sperm freezing mediumundan eklenir.
(1:1 oranda ) ve saklamak i¢in viale konulur. Azot buharinda yaklasik olarak 10 dak.

beklettikten sonra -196° C’de azot tankina birakilir.

Sectigimiz 5 klinikteki kullanilan dondurma yoéntemi, medium oranlari,
dondurma siireleri, dondurma derecesi ve sperm vitalite oranlar1 Tablo 1’de
Ozetlenmistir. Ayrica kliniklerdeki yillik gebelik oranlart , dondurulmus spermle

yapilan gebelik oranlar1 ve yillik gebelik sayilar1 Tablo 2’de belirtilmistir.
Istatistiksel Yontem

Toplanan verilerin istatistiksel analizi icin STATA MP Parallel Edition
(Statistics/Data  Analysis StataCorp Texas USA) siirim 13 istatistik programi

kullanildi. Kullanilan yonteme gore gebelik oranlarimi karsilastirmak amaciyla ki-
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kare testi (£?) kullanildi. Yapilan tiim testlerde p degeri <0,05 istatistiksel anlamh

olarak kabul edildi.

Tablo 1: Kliniklerde Kullanilan Dondurma Teknikleri

Klinikler A B C D E
Kullamilamlan | Quick Manual LN2 Quick Manual Quick Manual Slow
dondurma Yontem Buhar Ydéntem Ydntem Freezing
yontemi Yontemi
(Hizli (Hizl1 Dondurma) (Hizlt (YYavas
Dondurma) Dondurma) Dondurma)
Medium Test yolk Sperm Sperm Freze Test yolk Test yolk
buffer/lrvine Store Solution/Vitrolife buffer/Irvine buffer/lrvine
Medium orani 1.1 1.1 1:1 1:1 1:1
Dondurma 10 dk. 10 dk. 10 dk. 10dk. 10 dk.
isleminin
suresi
Dondurma -191.8°C -196°C -196°C -185°C -196°C
derecesi(°C)
Dondurma- % 40 %50 %45 %50 %40
cozdirme
sonrasi elde vitalite vitalite vitalite vitalite Vitalite
edilen sperm
(%)
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3 SONUCLAR

Sectigimiz kliniklerde ¢ogunlukla (%60) kullanilan dondurma ydntemi hizh
dondurmadir. Tiim kliniklerde yilda yaklasik olarak % 4,7 - 5 oraninda dondurulmus
sperm kullanildig1 ve bunlarin ¢ogunda (%60) kullanilan sperm freezing medium ise
Test Yolk buffer/ Irvine olarak belirlendi. Dondurma-¢oézdiirme sonrasi elde edilen
sperm %40-50 oraninda belirtildi. Tum kliniklerdeki ortalama gebelik oranlar1 ve
dondurulmus sperm ile elde edilen ortalama gebelik oranlar sirasiyla % 43 - % 45 ve
% 26 - % 40 olarak belirtilmistir (Tablo 2). Klinikler arasinda ortalama gebelik
oranlar1 ac¢isindan istatistiksel olarak fark olmadigi tespit edildi(p>0.05).
Dondurulmus sperm kullanilarak elde edilen gebelik oranlari agisindan B (LN2 Buhar
Yéntemi), C (Hizli Dondurma), D (Hizli Dondurma) Kliniklerinde, normal sperm kullanilan
yontem ile yapilan gebelikten istatistiksel anlamli olarak farkli olmadig tespit edildi
(p:0.41, p:0.53, p:0.8). A (Hizli Dondurma) V€ E (Yavas Dondurma) Kliniklerinde ise
dondurulmus sperm kullanilarak elde edilen gebelik orani, normal sperm kullanilarak

yapilan gebelikten istatistiksel anlamli olarak azdir (p: 0.01 ve p:0.04) (Tablo3.).
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Tablo 2: Kliniklerdeki Gebelik Oranlari

Klinikler A B C D E

Gebelik
Oranr™ % 45 % 43 %43 %45 %43

Dondurulmus
Sperm ile % 26 % 38 % 40 % 40 % 26

Gebelik
Oram

Yillik Siklus
Sayisi 960 950 900 920 900

Yilhk
dondurulmus 47 47 45 45 42
spermle
yapilan
gebelik sayisi

Dondurulmus
spermle % 4.9 %5 %5 % 4.9 %4.7
yapilan
gebelik
ylzdesi*

* Total siklus sayisina gore hesaplanmis oranlardir.
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Tablo 3. Kliniklerdeki dondurulmus sperm ile normal spermden elde edilen

gebelik oranlarmin istatistiksel karsilastirilmasi

A KLINIGI
ICSI gebelik
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 12 (%1.3) 35 (%3.6) 47 (%4.9)
4
% Negatif 418 (%43.5) 495 (%51.6) | 913 (%95.1)
(@)
é Toplam 430 (%44.8) 530 (%55.2) 960 (%100)
p=0.01
B KLINiGi
ICSI gebelik
Pozitif Negatif Total
o Pozitif 18 (%2) 29 (%3) 47 (%5)
g Negatif 407 (%40.5) 486 (%54.5) 893 (%95)
(@2}
o
E Total 425 (%42.5) 515 (%57.5) 940 (%100)
p=041

28




C KLINIiGi

ICSI gebelik
Pozitif Negatif Total
Pozitif 18 (%2) 27 (%3) 45 (%5)
X
g Negatif 393 (%41) 462 (%54) 855 (%95)
(5]
(@2}
g Total 411 (%43) 489 (%57) 900 (%100)
XY
p=0.53
D KLINiGi
ICSI gebelik
Pozitif Negatif Total
Pozitif 18 (%2) 27 (%2.9) 45 (%4.9)
X
o Negatif 376 (%43) 499 (%52.1) | 875(%95.1)
(]
(@2}
S Total 394 (%45) 526 (%55) 920 (%100)
Y
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30

E KLIiNiGi

ICSI gebelik
Pozitif Negatif Total

Pozitif 11 (%1.2) 31 (%3.4) 42 (%4.7)
X
E Negatif 376 (%41.8) 482 (%53.6) | 858(%95.3)
(]
(@2}
Cz’, Total 387 (%43) 513 (%57) 900 (%100)
X

p= 0.04




4 TARTISMA

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama yontemi) dokularin ve hiicrelerin
gelecekte kullanilmasi amaciyla sifir derecenin altinda sogutularak biitiin biyolojik
aktivitelerinin durdurulmasi islemidir. Diisiik 1s1da doku veya canli hiicrenin en az
hasarla fonksiyon kaybi olmadan uzun siireli saklanmasi amaciyla Kriyoprezervasyon

yapilir (44).

Sperm dondurma ile ilgili ilk bilgiler 1176 yilinda Spallanzani tarafindan ortaya
atilmis, ilk canli sperm dondurma bankasi1 1972 yilinda kurulmustur. 1973 yilinda 1
yildan uzun bir siire dondurulup bekletilen spermden ilk canli dogum, 1998 yilinda
ise 20 yildan uzun siire dondurulup saklanan sperm hiicresinden canli dogum

gerceklesmistir (45,46,47).

Sperm hiicreleri belli oranda 1sitma ve sogutma hizlarina dayanabilmektedir.
Dondurma islemi esnasinda sogutma hizi ¢ok hizli olursa hiicre i¢indeki su disar
¢ikamaz ve hiicre i¢i buzlanma meydana gelir. Sogutma hiz1 ¢ok yavas olursa hiicre
dis1 buzlanma gergeklesir, hiicrenin dehidrate olmasi ve ortamin osmolaritesindeki
artis hiicre hasarina veya hiicre 6limiime yol agabilmektedir. Dolayisiyla sperm
dondurmada optimal sogutma hizi kullanilmalidir (48,49). Yavas sogutmada ¢ok
miktarda buz kristalleri olusmakta ve olusan bu buz kristallerinin biiytikliikleri farkl:
olmaktadir. Hizli sogutma yonteminde ise (nitrojen buhari ile uygulanan Quick
Manuel protokolii) buz kristalleri daha kiigiik ve ¢ok hizli olustuklar icin kiigiik
hiicreler bu buz kristalleri arasinda sikisarak daha fazla hayatta kalma oram

gostermektedirler.
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Literatiirde dondurulan materyale gore ideal hiz degisiklik gostermektedir.
Ornegin semen ve aspirasyonlar1 yada parcalanmis sperm dokular1 dondurulurken
hizli dondurma tercih edilmektedir. Tek sperm dondurulmasi yada doku
dondurulmasinda yavas dondurma tercih edilmektedir (50,51,52,53). Yaptigimiz
calismada sectigimiz kliniklerde cogunlukla (%60) kullanilan dondurma yontemi
hizli dondurma yoéntemidir. Tim kliniklerde yilda yaklasik olarak %4.7-5 oraninda
dondurulmus sperm kullanildigi ve bunlarin ¢ogunda (%60) kullanilan sperm
freezing medium ise Test Yolk buffer/ Irvine oldugu goriildii. Literattrde ise konu ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda ortalama ICSI i¢in %5 oraninda dondurulmus sperm
kullanildigi ~ bildirilmistir buda arastirma yaptigimiz  kliniklerle paralellik

gostermektedir (54).

Sperm dondurmanin sperm motilitesi ve canlilig1 lizerine olumsuz etkisi olabilir.
Donnelly ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada kriyoprezervasyonun sperm
motilitesinde ortalama %45 azalmaya neden oldugunu bildirmistir (54). Bunu
onlemek i¢in bazi arastirmacilar kiiltiir ortamina koruyucu olarak askorbik asit,
katalaz, E vitamini gibi antioksidanlarin eklenmesini ©6nermektedirler (55).
Yaptigimiz ¢aligmada sectigimiz kliniklerde sperm motilitesini arttirmaya yonelik
koruyucu madde kullanimina dair yeterli veriye ulasilamadi. Kuczynski ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada sperm kalitesi diisiik erkeklerde sperm dondurmanin
ICSI sonrasi fertilizasyon ve gebelik orani iizerine olumsuz etkisi olmadigini ifade
etmiglerdir. Ayrica taze ejekiilat ve dondurulmus sperm ile ICSI sonrasi gebelik
oranlarinda (sirasiyla% 23.7 ve% 35.2) fark olmadigi belirtilmistir (56). Gebelik

orant dondurulmus sperm ile yapilan intrauterin inseminasyonda taze spermle
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yapilan intrauterin inseminasyona kiyasla daha azdir (57). Richter ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢aligmada taze spermin dondurulmus sperme nazaran 3 kat daha fazla
gebeligi indikledigini belirtmislerdir (58). Ayrica, TESE ile alinan 06rnegin
dondurulmasi ve ¢06ziilmesi ile yapilan ICSI basarisinin, taze spermden daha az
olmasmin  sebebinin spermin dondurma islemi ile ilgili olmadigi, spermin
immatiiritesi ile ilgili oldugu sdylenmektedir. GlUnumizde obstriktif azoospermik
hastalardan elde edilen epididimal veya testis spermlerinin dondurulmasi sonucunda
taze Ornegin kullanimina benzer fertilizasyon, klinik gebelik ve implantasyon
oranlar1 bildirilirken , nonobstriktif vakalardan elde edilen testis spermlerinin
dondurulmast sonucu taze sperm kullanimimna goére daha diisiik gebelik ve
implantasyon oranlarinin elde edildigi gosterilmistir (59,60,61). Bu ¢alismada taze
spermin dondurulmus sperme nazaran daha basarili oldugu A ve E Kliniklerinde
gosterilmistir. Diger kliniklerde istatistiksel olarak fark saptanmamugtir. Bagka bir
calismada ise taze ve dondurulmus spermlerle yapilan intrauterin inseminasyonlar
arasinda basar1 arastirildiginda, tek etkili faktoriin kadinin yasi oldugu bulunmustur

(58). Bu ¢alismada, kadin yas1 datasina ulagilamamasida 6nemli eksikliklerdendir.

Yaptigimiz ¢alismada sectigimiz kliniklerde ICSI ile gebelik oram1 A kliniginde
%45, B kliniginde %43 , C kliniginde %43 , D kliniginde %45 ve E kliniginde %43
bulundu. B, C, D kliniklerinde dondurulmus sperm kullanilarak elde edilen gebelik
orani, normal sperm kullanilan yontem ile yapilan gebelikten istatistiksel anlamli
olarak farkli olmadig: tespit edildi (p:0.41, p:0.53, p:0.8). A ve E kliniklerinde ayn1
yontemle dondurulmus sperm kullanilarak elde edilen gebelik orani, normal sperm

kullanilarak yapilan gebelikten istatistiksel anlamli olarak az oldugu bulundu (p:0.01
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ve p:0.04). Literatiirde ise konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda ortalama ICSI basarisi
%65-80 arasindadir. ICSI i¢in %5 oraninda dondurulmus sperm kullanilmaktadir.
Literatirde taze spermin canlilik orant %95.8, hizli dondurma yontemiyle
dondurulmus spermin canlilik oran1 % 40 olarak bulunmustur (62,63,64,65). Bu

oranlar arastirma yaptigmiz kliniklerle uyumludur.

Arastirma yaptigimiz kliniklerdeki ICSI basarist literatlirdeki diger galigmalara
gore daha digiiktiir. Dondurma isleminde kullanilan spermin kalitesi ¢ok 6nemlidir.
Uygun saklama kosullar1 ve dogru dondurma protokolleriyle spermin canliligini
korumasi ve saglikli bir sekilde fertilizasyonun gerg¢eklesmesi saglanmaktadir. A ve E
kliniklerinde dondurulmus sperm ile yapilan ICSI basarisinin diisiik olmasinin en
bliylilk nedeni sperm kalitesi oldugu disiiniilmektedir. Calismamizdaki veri
eksiklikleri kliniklerin hasta datalarinin ayrintilarin1 paylasmamalar literatiire gore
daha diisiik basar1 oranlarinin nedenlerini saglikli olarak degerlendirme yapmamiza
engel olmaktadir. Bu calismanin en biiyiik eksikligide bu verilere ulasilamamasi

olmustur.

Sperm dondurulmast yardimci iireme yontemlerinde devrim yapmuistir.
Dondurma yontemlerindeki diizelmeler sperm c¢oziildiikkten sonra spermin sag
kalimint arttirmigtir.  Arastirma  yapilan kliniklerde (B, C, D) intrauterin
inseminasyonda gebelik oranlar1 taze spermle yapilan inseminasyonda daha ytliksek
olmasma ragmen, dondurulmus sperm kullanarak yapilan ICSI de dollenme ve

gebelik oranlari taze spermle yapilanlarla paraleldir.
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Sonug olarak, ¢alismamizda degisik dondurma yodntemlerinin ICSI basarisi
Uzerine farkl etkisi oldugu net olarak gosterilememistir. Bunun nedeni, bu ¢alismada

klinikler arasinda sperm kalitesi hakkindaki bilginin eksik olmasi olabilir.
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