
Sperm kriyoprezervasyonu: Kriyo-hasar ve dna 
fragmantasyonu ilişkisi

ERKEK ÜREME SAĞLIĞI derleme

Kriyoprezervasyon (dondurularak saklanma), hücrele-

rin kriyojenik sıcaklıklarda canlılık kapasitesini ve işlevselli-

ğini kaybetmeden saklanmasını amaçlayan tekniktir. İnsan-

larda sperm kriyoprezervasyonu, fertilite kliniklerinde ve 

yardımla üreme teknikleri merkezlerinde yaygın olarak kul-

lanılan güncel bir uygulama olarak tedavide yerini almıştır.

Sperm kriyoprezervasyonu, infertiliteye neden olabi-

lecek cerrahi operasyonların varlığında, radyoterapi/ke-

moterapi gibi sitotoksik tedavi öncesinde, testis hasarına 

neden olabilecek otoimmün hastalıklar veya diyabet gibi 

malign olmayan bazı hastalıklarda spermlerin saklanarak 

fertilitenin korunması amacı ile kullanılabilmektedir (1). 

Diğer yandan, bu teknik erkek infertilitesinin tedavisinde, 

özellikle azoospermik hastalarda testis biyopsisi ya da 

epididimal aspirasyon ile elde edilen spermin saklanma-

sında, önemli bir yer tutmaktadır (1).

Bununla birlikte, kriyoprezervasyonun sperm yapısın-

da ve işlevinde bir takım zararlı değişikliklere yol açtığı 

gösterilmiştir (2). Bu değişimler temel olarak, motilitenin 

azalması, morfolojik değişimlerin olması (3), membran 

bütünlüğü ve akışkanlığının kaybı (4), DNA fragmantas-

yonu (5) ve mitokondri fonksiyon kaybı (6) şeklinde özet-

lenebilir.

Sperm DNA bütünlüğü sadece genetik materyalin ge-

lecek nesillere başarılı olarak aktarılmasında değil, fertili-

zasyonun düzgün bir şeklilde gerçekleşmesi, kaliteli emb-

riyo gelişimi ve gebeliğin sağlanması açısından da önem 

taşımaktadır. Yakın zamanda yapılan çalışmalar, sperm 

DNA hasarının fertilizasyon potansiyeli (7), gebelik oran-

ları ve canlı doğum oranları ile ters ilişkili olduğunu göster-

mektedir (8). Ek olarak, sperm DNA hasarının, yenidoğan 

anomali riskini ve çocukluk çağı kanser riskini arttırabildiği 

de öne sürülmüştür (9, 10).

Bu derleme kapsamında, kriyoprezervasyon tarafın-
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dan tetiklenen hücresel hasarlar ve DNA hasarlarından, 

DNA hasarının tespit edilmesinde kullanılan güncel yön-

temlerden ve sperm DNA hasarının klinik sonuçlarından 

bahsedilecektir.

Spermlerde kriyo-hasar

Kriyoprezervasyon işlemi temel olarak, kriyoprotektan 

ile dengelenme, soğutma, dondurma ve sıvı nitrojende 

-196ºC’de saklama basamaklarından oluşmaktadır. Bu ısı-

da hücreler metabolik olarak etkin değildirler ve canlılık-

larını kaybetmeden uzun zaman boyunca saklanabilirler. 

Dondurulan hücrelerde kriyo-hasarın en aza indirgenmesi 

ve sağkalım oranlarının en yüksek olarak elde edilmesi için 

hücre tipine özel olarak kriyoprotektanlar ve dondurma 

koşulları kullanılmaktadır (1). Diğer hücre tipleri ile karşı-

laştırıldığında, spermin sitoplazmasındaki düşük su içeri-

ği (yaklaşık %50) ve yüksek membran akışkanlığı nedeni 

ile kriyoprezervasyon hasarına karşı daha dirençli olduğu 

gösterilmiştir (5). Ancak, en uygun dondurma-çözme pro-

tokollerinin uygulanması sonrasında bile genelde çözme 

sonrasında %30-50 oranında motilite kaybı gözlenmek-

tedir (5). Kriyoprezervasyonda hücre hasarının nedenleri, 

buz kristalleri kaynaklı yapısal hasarlar ve oksidatif stres ile 

ilişkili reaktif oksijen radikallerinden kaynaklanan hasarlar 

şeklinde özetlenebilir. Bununla birlikte, spermlerde en sık 

karşılaşılan kriyo-hasarlar membran hasarı, organel hasarı 

ve DNA bütünlüğünün bozulması (DNA fragmantasyonu) 

şeklinde karşımıza çıkmaktadır.

Mekanik etki ve membran hasarı

Kriyoprezervasyon sürecinde en önemli sorunlardan 

birisi suyun buza dönüşüm aşamasını içeren soğutma ba-

samağında gözlenmektedir. Kontrolsüz soğutma ve de 

uygun olmayan çözme ısılarında meydana gelen hücre içi 
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ve hücre dışı buz kristalleri, mekanik etki ile hücre ve orga-

nel membranlarında yapısal hasara neden olarak işlev bo-

zukluğuna yol açmaktadır (11). Bu durum, spermin canlılık 

ve fertilizasyon kapasitesinin azalmasına ve hareketlilik 

oranında düşüşe neden olmaktadır (1, 5). 

Diğer yandan, soğutma basamağı membran lipidlerin-

de değişime ve iyon taşınmasından sorumlu olan memb-

ran-içi proteinlerin işlevinin bozulmasına da neden olabil-

mektedir (12). Olası bir soğutma hasarının, kolesterol ve 

fosfolipidten oluşan plazma membran yapısı ve bütünlü-

ğünü değiştirebileceği gösterilmiştir (13). Örneğin, sperm 

plazma membranının karbonhidrattan zengin glikokaliks 

dış tabakası membran-içi protein ve lipidlere bağlanma 

özelliğine sahiptir. Bu tabakada karbonhidrat zincirlerinin 

yapısında bir başkalaşım olduğunda, iyon taşınması, me-

tabolizma ve fertilizasyon süreçlerinde işlev kaybı gözle-

nebilmektedir (14). 

Buz kristalleri, plazma membranının yanı sıra organel 

membranlarında da hasara neden olabilmektedir. Mito-

kondriyel membranda bu tip bir mekanik hasar meydana 

geldiğinde oksidatif fosforilasyon da olumsuz etkilenmek-

te ve reaktif oksijen radikallerinin (ROS) hücre içerisine 

salınımı gerçekleşmektedir. Ek olarak, membran bütünlü-

ğünde azalmanın, sperm DNA fragmantasyon oranları ile 

de ilişkili olduğu belirtilmektedir (15).

Reaktif oksijen radikalleri ve kriyo-hasar

Düşük seviyelerdeki ROS’nin sperm işlevi için gerekli 

olduğu belirtilirken (16) yüksek seviyelerdeki ROS’nin iş-

levselliği olumsuz yönde etkilediği ve düşük canlılık oran-

ları ile ilişkili olduğu öne sürülmektedir (17). Artmış ROS 

konsantrasyonu ile uyarılan peroksidatif hasarın, memb-

ran akışkanlığında değişim, aksonemal yapıda bozulma 

ve sperm plazma membran hasarı ile ilişkili olduğu bildi-

rilmiştir (18). 

Bununla birlikte, kriyoprezervasyonun spermdeki anti-

oksidan etkinliğinde azalmaya neden olduğu ve spermle-

rin ROS hasarına karşı daha eğilimli hale geldiği öne sürül-

mektedir (19). Bu etkiyi araştırmak için yapılan çalışmaların 

bazılarında, kriyoprezervasyonun “bazı” örneklerde ROS 

oluşumuna neden olduğu ve hali hazırda ROS içeren ör-

neklerde ise bu oranın yükseldiği öne sürülmüştür (4). 

Bununla birlikte, kriyoprezervasyon sonrasında ROS içe-

ren örnekler içermeyenlerle karşılaştırıldığında motilite ve 

canlılık oranlarında anlamlı derecede azalma olduğu be-

lirlenmiştir (4). Benzer şekilde, infertil erkeklerde özellikle 

oligoastenozoaspermi varlığında kriyo-hasarın daha fazla 

olduğu gözlenmiştir (12, 20). Ek olarak, soğutma sırasında 

4°C’nin üzerinde insan spermi ve seminal lökositleri ta-

rafından üretilen ROS’nin arttığı bildirilmiştir. Bu nedenle, 

dondurulmakta olan ve lökosit içeren semen örneklerinin 

DNA fragmantasyonu oluşumuna daha eğilimli olabilece-

ği bildirilmiştir (21). 

DNA hasarının nedenleri

İnsanlarda sperm DNA’sının çok büyük bir bölümü pro-

taminlerle sıkı paketlenmiş haldedir ve bu yapı içerisindeki 

DNA spermin testis dokusundan transportu sırasında po-

tansiyel zararlardan korunmaktadır. Sperm DNA’sını ha-

sara yatkın hale getiren mekanizmalar arasında protamin 

eksikliği, oksidatif stres ve DNA tamir mekanizmasındaki 

yetersizlikler yer almaktadır (22). 

Spermlerin sayılı miktarda tamir mekanizmasına sahip 

olmasına rağmen (23) iyi kalitedeki oositlerin sperm DNA 

hasarını belli bir oranda tamir etme kapasitesinin olduğu 

belirtilmiştir (24). Öte yandan, DNA fragmantasyon oranı 

çok yüksek olduğunda oosit tamir mekanizmasının da ye-

tersiz kaldığı belirtilmektedir (24). Ancak, hangi tip DNA 

hasarının yardımla üreme tekniklerinin başarısını olumsuz 

olarak etkilediği henüz bilinmemektedir.

Oksidatif stres, spermde DNA fragmantasyonunu po-

tansiyel olarak uyarabilen temel mekanizmalardan birisidir 

(15). Somatik hücreler ile karşılaştırıldığında sperm hüc-

resinin membranının özelliğinden dolayı oksidatif stres 

hasarına karşı açık olduğu belirtilmektedir (15). Bununla 

birlikte, çeşitli germ hücre ve myoblastoid hücre soyları ile 

kıyaslandığında insan sperminin nükleer ve mitokondriyel 

DNA’sının oksidatif strese karşı daha dayanıklı olduğu da 

öne sürülmüştür (9). 

DNA fragmantasyonunun etiyolijisinin açıklanması 

amacı ile üzerinde çalışılan hücresel mekanizmalardan bir 

diğeri ise apoptozdur. Yakın zamanda yapılan araştırmalar-

da kriyoprezervasyon ve takiben çözme işleminin kaspaz 

aktivasyonuna neden olduğu ve bu mekanizma aracılığı 

ile apoptozun uyarıldığı belirlenmiştir. Öte yandan, kaspaz 

aktivasyonun membran hasarına yol açmasına rağmen 

DNA bütünlüğünün bozulması ile bir ilişkisi gösterileme-

miştir (25). Ek olarak, DNA hasarı ve sperm işlevselliğinin 

kaybında kaspazlardan çok oksidatif stresin daha etkin rol 

oynadığı belirtilmektedir (26).
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DNA fragmantasyonunun belirlenmesinde kullanılan 

teknikler

Günümüzde, DNA fragmantasyonunun değerlendiril-

mesinde en sık olarak TUNEL (The Terminal Deoxynuc-

leotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine (TdT) Trip-

hosphate (dUTP) Nick End Labeling Assay), Tek Hücre 

Jel Elektroforezi (COMET), Sperm Kromatin Yapısı Tayini 

(SCSA) ve Sperm Kromatin Dağılımı (SCD) gibi çeşitli tek-

niklerden yararlanılmaktadır. Bu analizlerde DNA hasarının 

ölçümü doğrudan (TUNEL, COMET) ya da DNA denatü-

rasyonunun uyarılması ile dolaylı olarak (SCSA, SCD) ya-

pılmaktadır. 

TUNEL yönteminde, DNA içerisindeki serbest uçlara 

terminal deoksinükleotidil transferaz (Tdt) enziminin ka-

talize ettiği bir reaksiyonla floresans işaretli nükleotidler 

eklenmektedir. Değerlendirme, mikroskobik olarak ya da 

akım sitometrisi ile gerçekleştirilmektedir. Çok sayıda pro-

tokol ile uygulanabilir olması tekniğin kendi dezavantajı-

nı oluşturmaktadır ve çeşitli çalışmalarda çok farklı klinik 

eşikdeğerler öne sürülmüştür (15). 

COMET analizinde, her bir spermdeki DNA iplik kırık-

larınının oranı ayrı olarak belirlenmektedir. Özet olarak, 

spermler elektroforetik ortama yüklenirler ve DNA frag-

mentleri sperm başının arka tarafına doğru göç ederken 

DNA fragmantasyon oranına bağlı bir yoğunlukta kuyruklu 

yıldız görüntüsü ortaya çıkar. Teknik ismini buradan almak-

tadır. COMET analizine bağlı olarak belirlenen eşikdeğer-

de erkek infertilitesi için sınır değeri %25 olarak belirlen-

miştir (27). Oligozoospermik ve testiküler doku gibi az 

sayıda sperm hücresi içeren örneklerin de incelenebildiği 

bu analizin diğer teknikler ile karşılaştırıldığında daha has-

sas olduğu belirtilmektedir (23).

SCSA, asit ortamda DNA’nın denatüre olma yatkınlığı-

nı ölçen bir yöntemdir. Test prensibi, floresans işaretli nor-

mal DNA içeren ve Akridin Orange ile boyanan fragmante 

DNA içeren hücrelerin akım sitometrisine ayrıştırılması 

esasına dayanmaktadır. Değerlendirme, analiz sonucunda 

belirlenen DNA fragmantasyon indeksi (DFI)’ne göre ya-

pılmaktadır. Ancak, bu teknik az sayıda hücre içeren ör-

nekler için önerilmemektedir (15). 

SCD analizinde (hale testi), nükleer proteinlerin uzak-

laştırılmasının ardından sperm baş çevrelerindeki hale olu-

şumu değerlendirilmektedir. Normal DNA bütünlüğüne 

sahip spermler geniş haleler oluştururken oluşan halenin 

küçüklüğü ya da yokluğu yoğun DNA fragmantasyonunu 

işaret etmektedir. SCD, diğer teknikler ile karşılaştırıldığın-

da uygulaması daha basit ve masrafsız bir yöntemdir. Öte 

yandan, bu tekniğin uygulanması ile bir çalışmanın sonu-

cunda DNA hasarı ve gebelik oranlarında azalma ile ilişki 

kurulmuş (28) olsa da büyük vaka sayısına sahip çalışma-

larda dahi DNA hasarı ve yardımla üreme başarısı arasında 

bir ilişki sağlanamamıştır.

Diğer yandan, bu yöntemlerin hepsi hasarlı DNA’ya 

sahip sperm yüzdesinin değerlendirilmesi sürecinde sper-

min yıkımını (denaturasyon, lizis, fiksasyon ve/veya boya-

ma) içeren aşamaları gerektirmektedir (22). Bu tekniklere 

alternatif olarak kullanılabilecek yaklaşımlardan birisi Ra-

man spektroskopi ve konfokal mikroskobun bir birleşimi 

olan Raman mikrospektroskopisidir. Canlı spermler üzerin-

de uygulanabilen bu yöntem, hücrenin bütünlüğüne zarar 

vermeden oksidatif DNA hasarlı spermi belli bir seviyeye 

kadar belirleme yeteneğine sahiptir (29). Bununla birlikte, 

klinik tanıda Raman mikrospektroskopisinin diğer teknik-

lere üstünlüğünü gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. 

Yakın zamanda yapılan araştırmalarda, sperm DNA 

fragmantasyonunun değerlendirilmesinde moleküler ge-

netik temelli tekniklerden de yararlanılmıştır. Bu teknikle-

re, Ligasyon Aracılı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (LM-PCR) 

(30) ve kantitatif PCR analizi (9) örnek olarak gösterilebilir.

Kriyoprezervasyon kaynaklı sperm dna hasarının klinik 

sonuçları

İnfertil bireylerin sperm örneklerinin fertil bireylere 

oranla daha yüksek düzeyde DNA fragmantasyonu içer-

diği bilinmektedir (31). Ek olarak, canlı doğum oranlarını 

temel alan bir çalışmada açıklanamayan infertilite endi-

kasyonu olan çiftlerin %80’inde DNA fragmantasyonu ne-

den olarak gösterilmiştir (8). Değişik DNA fragmantasyon 

tayin yöntemleri ile farklı klinik eşik değerler elde edilmiş 

olsa da genel sonuç fertil bireyler ya da donör spermler-

le karşılaştırıldığında, infertil erkeklerin örneklerinde DNA 

hasar oranının anlamlı derecede yüksek olduğu yönün-

dedir (8, 15, 27, 28). Testis dokusu DNA fragmantasyonu 

açısından araştırıldığında, nonobstrüktifazoospermik ve 

normal spermatogenez gözlenen dokular arasında DNA 

fragmantasyon oranının anlamlı derecede farklı olduğu 

tespit edilmiştir. Ek olarak, DNA fragmantasyon oranları ile 

fertilizasyon ve gebelik oranları arasında bir ilişki gözlen-

mezken, embriyo simetrisi ve blastomer sayısı açısından 
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anlamlı bir ilişki olduğu belirlenmiştir (28). 

Bununla birlikte, normal örnekler ile karşılaştırıldığında 

sperm kalitesi düşük olan örneklerde kriyoprezervasyon 

kaynaklı DNA hasarının ve hücre ölümüne yatkınlığın art-

tığı gözlenmiştir (21). Bu bulgu, membran hasarı olan ve 

anomalili spermlerin normal yapıdaki spermler ile karşı-

laştırıldığında kriyoprezervasyon ve çözme süreçlerinden 

kaynaklanan stresi tolere edememesi ve süreç sonunda 

normal spermlerin sağkalım oranlarının daha yüksek ol-

ması ile açıklanabilir. Ek olarak, infertil erkeklerde don-

durma sonrası sperm DNA hasarının daha yüksek olarak 

bulunmasının nedenlerinden birisi düşük kaliteli örnekler-

de sperm kromatin kondansasyon oranının daha düşük 

olması ile şeklinde açıklanmıştır (32). 

Fertil erkeklerin semen ve hazırlanmış sperm örnek-

lerinin taze ve dondurulup çözülmüş örnekleri karşılaş-

tırıldığında DNA bütünlüğünde bir fark olmadığı belirtil-

mektedir (3). Ancak, aynı karşılaştırma infertil erkeklerde 

yapıldığında kriyoprezervasyon sonrasında semende %24 

ve hazırlanmış spermde %40 oranında daha düşük DNA 

bütünlüğünün olduğu tespit edilmiştir (3). Diğer yandan, 

teratozoospermik örneklerde, kriyoprezervasyon kaynaklı 

DNA hasarına yatkınlık olduğunu belirten çalışmalar var 

olsa da (33) bu ilişkiyi gösteremeyen araştırmalar da bu-

lunmaktadır (5). Teratozoospermi ve DNA hasarı arasında-

ki ilişki, anormal örneklerde ROS oranlarının yüksek olması 

açıklanabilir. 

Diğer yandan, seminal plazmadan ayrılmadan dondu-

rulan örneklerde çözme sonrasında daha yüksek motilite 

ve daha az oranda DNA hasarının olduğu gözlenmiştir. Bu 

durum, seminal plazmada bulunan antioksidan enzimle-

rin kriyo-hasarı indirgemesi şeklinde açıklanmaktadır (34). 

Bununla birlikte, yardımla üreme teknikleri çerçevesinde 

sperm hazırlanması sırasında kullanılan işlemlerin de (örn. 

uzamış santrifüj zamanı) reaktif oksijen radikallerinin ora-

nını arttırabildiği bilinmektedir (35). Bu sonuçlar ışığında, 

sperm konsantrasyonu, canlılık oranı ve lökosit sayısı uy-

gun olduğu durumlarda spermin hazırlık yapılmadan se-

minal plazma ile dondurulması ROS’ne bağlı membran ve 

DNA hasarının indirgenmesi açısından daha uygun olarak 

görünmektedir. 

Ek olarak, kriyoprezervasyondan sonra ilk olarak be-

lirlenen hasarın yanı sıra spermlerin fertilizasyon işlemi-

ne kadar ilerleyen süre içerisindeki sağkalım oranları da 

önem taşımaktadır. Örneğin, dondurma-çözme işlemin-

den sonra ilk 4 saatte DNA hasarının arttığı gözlenmiş ve 

bu nedenle de çözülen spermin bir an önce kullanılması 

gerektiği öne sürülmüştür (36). 

Özet olarak, kriyoprezervasyonun kesin olarak DNA 

hasarına neden olup olmadığı ya da hasar miktarı konu-

sunda henüz kesin bir fikir birliğine varılmamıştır. Di Santo 

ve arkadaşlarının (37) da özetlediği gibi kriyoprezervas-

yonun DNA hasarı üzerine etkisini araştıran çalışmalar so-

nuçlarına göre üç farklı gruba ayrılmaktadır. Çalışmaların 

büyük bir kısmı kriyoprezervasyonun DNA hasarına ne-

den olduğunu savunurken (38, 39), bir kısım araştırmacı 

ise bu sonuçların eşlik eden faktörlerle bağlantılı olduğunu 

göstermişlerdir (33, 34). Diğer bir grup araştırmacı ise kri-

yoprezervasyonun DNA hasarına neden olmadığını öne 

sürmektedir (40, 41). Bununla birlikte, DNA hasarının kri-

yoprezervasyon tekniği ile değil taze örnekteki DNA frag-

mantasyon oranı ile ilişkili olduğunu gösteren sonuçlar da 

bulunmaktadır (2). Bu çalışmalar incelendiğinde, sonuç 

farklılığın olası sebepleri şu şekilde sıralanabilir:

• Çalışma gruplarındaki örnek sayılarının farklılığı

• Dondurma ve çözme prosedürlerinin farklılığı 

• DNA bütünlüğünün belirlenmesinde kullanılan genetik 

testlerin farklılığı 

• Dondurma öncesi kullanılan sperm hazırlama teknikle-

rinin farklılığı 

Sonuç

Kriyoprezervasyon son yıllarda üzerinde en fazla çalı-

şılan konular arasında yer almaktadır. Yapılan araştırmala-

rın hepsinde kriyoprezervasyon ve DNA fragmantasyonu 

arasında kesin bir ilişki gösterilmiş olmasa da, genel olarak 

normal örnekler ile karşılaştırıldığında sperm kalitesi düşük 

olan örneklerin kriyoprezervasyon kaynaklı DNA hasarı ve 

hücre ölümüne yatkınlığının arttığı gözlenmiştir (5,21). Kri-

yoprezervasyon-çözme işleminin insan sperminde DNA 

hasarına yol açtığı halen tartışılmakla beraber bu teknik 

yardımla üreme tekniklerinde önemini korumaktadır.
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