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Spermatozoa Dondurma Yontemi Gebelik Sonuglarini Etkiler mi?

Does Spermatozoa Freezing Methods Effects Pregnancy Rates?
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GIRIS ve AMAC: Spermin dondurularak saklanmast
kemoterapi-radyoterapi ve testis cerrahisi gibi infertilite etkeni
olabilecek durumlarda, fertilitenin korunmasi amact ile
kullanlan bir yontemdir. Bu ¢alismada farkli spermatazoa
dondurma (SD) tekniklerinin gebelik basari oranlarina
etkilerini degerlendirmeye ¢alistik.

GEREC ve YONTEM: Calismaya aylik 30 'un iizerinde ICSI
uygulamasi yapilan ve SD yontemini kullanan 5 merkez dahil
edildi. Dahil olan merkezlerin SD yéontemi, medium oranlari,
dondurma stireleri, dondurma derecesi ve spermatazoa vitalite
oranlart kayit altina alinarak degerlendirmek iizere bir veri
tabanminda birlestirildi. Kullanilan yonteme gore gebelik
oranlarimi karsilastirmak amaciyla ki-kare testi kullanildh.

Yapilan tiim testlerde p degeri <0,05 istatistiksel anlamli kabul
edildi.

BULGULAR: Calismaya dahil edilen merkezlerin yillik
dondurulmus spermatazoa kullamim oranlart % 4,7-5 arasinda
idi. Dondurulmus spermatazoa kullanilarak elde edilen gebelik
oranlarimin B (Yavas), C (Hizli), D (Hizli) merkezlerinde, taze
spermatazoa kullanilarak elde edilen gebelik oranlarindan
istatistiksel anlaml: olarak farkir olmadigi saptanmistir
(p>0,05). A (Hizli) ve E (Yavas) merkezlerinde ise
dondurulmus spermatazoa kullanilarak elde edilen gebelik
bagsari oranlari, taze spermatazoa kullanilarak elde edilen
gebelik oranlarindan istatistiksel anlamli olarak daha diigiik
saptanmistir (p=0,01 ve p=0,04).

TARTISMA ve SONUC: Calismamizda degisik dondurma
yontemlerinin ICSI basarist tizerine farkly etkisi oldugu net
olarak gaosterilememistir. Bunun nedeni, bu ¢alismada
merkezler arasi farkliliklar, heterojen hasta popiilasyonu ve
spermatazoa kalitesi hakkindaki bilginin eksik olmasi olabilir.
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teknikleri, 1CSI
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Sperm cryopreservation is the process of
sperm cryopreservation after spermatozoa procurement before
IVF (In vitro fertilisation) or ICSI (Intra Cytoplasmic
Injection) procedure. Sperm cyropreservation not only
increased the success rate of assisted reproductive treatment
methods in the order of but also contributed to future fertility
preservation after chemotherapy-radiotherapy, or tescticular
surgery etc. Aim of the study is to evaluate effect of
cryopreservation methods on pregnancy rates.

METHODS: Data of 5 centres which have performs mean 30
ICSI procedure monthly were included in the study. Freezing
method, medium, time, and spermatozoa vitality rates were
collected in a data base. For statistiall analysis chi-square test
was used.

RESULTS: Annual cryopreserved sperm using ratio were
between 4.7-5%. Quick method were used in A,C and D
centres. Slow method were used in B and E centres. Pregnancy
rates for fresh and cryopreserved used sperm were not
statistically significantly different for except for A and E
centres (p=001 and p=0.04, respectively).

DISCUSSION and CONCLUSION: In the present study we
could not demonstrate a difference between different freezing
methods on pregnancy rates. A possible explanation for this
may be difference between included centres, heterogenity of
patient population and lack of data on freezed spermatozoa
quality.

Keywords: Sperm cryopreservation, assisted reproductive
technics, ICSI

Saglik Bilimleri Universitesi Derince Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi, Kocaeli, Tiirkiye

E-mail: alpozkan@gmail.com
Bagsvuru Tarihi: 27.05.2016
Kabul Tarihi: 04.01.2017

13



Ozkan A. T.

Kocaeli Medical J. 2017; 6;1:13-18

GIRIS

1950’11 yillarda baslayan spermatozoa dondurma
caligmalart Gzellikle yardimci tireme tekniklerinin
gelistigi 90’1 yillardan itibaren hiz kazanmigtir (1-
3). Fertilizasyonu tehdit eden ileriye doniik
Oonlenemez durumlar ya da infertilite varliginda,
gebelik saglamak i¢in kullanilan en énemli yontem
spermatozoa dondurmadir (SD).

SD’nin genel prensibi, dondurulacak materyalin
kriyo-protektan maddeler ile dengelendikten sonra
sicakliginin diisiiriilerek -1960C s1v1 azot igerisinde
depolanmasi, ¢o6ziilme islemi sirasinda kriyo-
protektanlarin uzaklastirilarak dondurulan
materyalin canliligimm siirdiiriilebilecegi fizyolojik
ortama gecirilmesidir. Kullanilan kriyo-protektan
maddeler ile hiicre diginda hiperozmolar bir ortam
yaratilir, hiicre i¢i su molekiillerinin hiicre disina
difiizyonu ile hiicre su hacmi azalir, membran
stabilizasyonu saglanarak hiicre membran hasari
onlenir (4).

Spermatazoayr dondurarak saklama esnasinda
spermatozoada olusabilecek zararli etkiler kriyo-
protektan maddeler kullanilarak azaltilabilmektedir.
Farkli tiirler aras1 spermatozoa farkliliklart nedeni
ile dondurma isleminden Once spermatozoa ile
kargilagtirilacak  olan  kriyo-protektanin  ¢esidi,
yogunlugu ve spermatazoanin Kkriyo-protektana
maruz birakilma siiresinin o tiire gore ayarlanmasi
gerekir (5). Kriyo-protektan maddeler hiicre igine
hizli bir sekilde diffiize olarak su dagilimi ile
hiicreleri ozmotik soktan korumaktadir (1, 2). Bu
amacla alkoller (etanol, propanol, metanol, 1,2

propanediol ve gliserol), dimetilsiilfoksit ve
sekerler (glukoz, laktoz, siikroz ve nisasta)
kullanilmaktadir.

Biz bu c¢aligmada farkli teknikler kullanilarak
yapilan spermatozoa dondurma islemlerinin gebelik
basar1 oranlarina etkilerini degerlendirmeye calistik.

GEREC ve YONTEM

SD’de manuel veya otomatik olarak iki temel
yontem kullanilmaktadir. Otomatik  yOntemin
manuel yonteme gore kanitlanmig bir istiinliigii
bulunmamasi ve maliyeti nedeni ile kullanim
heniliz yaygmlagsmamistir. Yapilan islemde temel
prensip hiicre i¢i sivida olusabilecek buz
kristallerinin engellenmesidir. Buz kristallerinin

olusumu hiicre zarinda pargalanma, akrozomal

s1zint1, mitokondri hasar1 ve DNA
fragmantasyonuna neden olabilir. Hiicre i¢i sivinin
kriyo-protektan maddeler ile yer degistirmesi bu
olumsuz etkileri 6nleyebilir (6).

Dondurma  isleminde 3 ayrt  teknik
kullanilmaktadir. Konvansiyonel yavas dondurma
teknigi uzun yillardir ¢ok fazla degistirilmeden
kullanilmaktadir. Bu teknikte kademeli olarak
uygulanan yavas dondurmada hiicreler 1-10 °C / dk
hiz1 ile sogutulurlar. Kullanilan bir diger teknik
olan hizli dondurma ve vitrifikasyon da hiicrelerin
sogutulma hizi 40-1000 °C / dk arasinda
degismektedir (6). Yavas veya hizli dondurma
tekniklerinin her ikisinde de kullanilan kriyo-
protektan hiicre icine gecerek dehidratasyonu
saglar. Dondurma iglemi tamamlandiktan sonra
hiicreler korunma amaci ile -196°C’de siv1 azota
daldirilir.  Vitrifikasyonda  kullanilan  kriyo-
protektan  yiiksek ozmolariteli oldugu igin
dehidratasyon hizi ¢ok yiiksektir. Bu yontem ile su
kristalize olamadan tiim yapi vitreus haline doniisiir
(7). Islem sirasinda sogutma hizi kritik 6nem tasir.
Optimum sogutma hizi ile spermatazoanin
motilitesi, canliligi, mitokondrial fonksiyonlar1 ve
hiicre zar1 biitiinligii korunabilir (8).

Calismaya Istanbul’da bulunan aylik 30’un
iizerinde ICSI uygulamasi yapilan ve SD ydntemini
kullanan 5 merkez dahil edildi. Dahil olan
merkezlerin  spermatozoa dondurma yontemi,
medium oranlari, dondurma sireleri, dondurma
derecesi ve spermatozoa vitalite oranlari kayit altina
almarak degerlendirmek iizere bir veri tabaninda
birlestirildi (Tablo 1).

Istatistiksel Analiz:

Toplanan verilerin istatistiksel analizi igin
STATA MP Parallel Edition (Statistics/Data
Analysis StataCorp Texas USA) siiriim 13 istatistik
programi kullanildi. Kullanilan yonteme gore
gebelik oranlarini karsilagtirmak amaciyla ki-kare
testi (x?) kullaildi. Yapilan tiim testlerde p degeri
<0,05 istatistiksel anlamli kabul edildi.
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Tablo 1: Galismaya Katilan Kliniklerde Kullanilan Yontemler ve Sonuglar

MERKEZLER A B
Kullanilanilan Quick Manual Slow Freezing (LN2
dondurma yontemi Yontem(Hizli Buhar Yontemi)

Dondurma)
. Test yolk Sperm
e buffer/Irvine Store
Medium orani 1:1 1:1

Dondurma

derecesi(°C) -191.8°%C -196°C

Dondurma-

Side cllon sporm %40 350
5 vitalite vitalite

(%)

BULGULAR

Calismaya dahil edilen merkezlerin yillik
dondurulmus spermatozoa kullanim oranlar1 % 4,7-
5 arasinda idi. Ug klinik kriyo-protektan medium
olarak Test Yolk buffer/ Irvine kullanilirken 2 klinik
Sperm Store ve Sperm freze solution tercih etmekte
idi. Klinikler arasinda dondurma-¢&ézdiirme sonrasi
elde edilen canli spermatozoa oranlar1 %40 ile %50
arasinda degismekte idi. Ttm kliniklerdeki ortalama
gebelik oranlar1 ve dondurulmus spermatozoa ile
elde edilen ortalama gebelik basar1 oranlar1 %43 ile
%45 arasinda degismektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Kliniklerdeki dondurulmus sperm ile normal spermden

elde edilen gebelik oranlarinin istatistiksel karsilagtiriimasi

Toplam ICSI

Gebelik Sayisi, n (%) R ST

A Merkezi
I 12 (25,5) 47 (100)
sperm
Taze Q.02
418 (45,8) 913 (100)
sperm
B Merkezi
o . a
1'?aze .8
407 893
sperm
C Merkezi
o s -
‘I.?aze G2
393 855
sperm
D Merkezi
o . s
:aze gsL
376 875
sperm
E Merkezi
o : o
‘IF"aze GO
376 858
sperm

Quick Manual Yontem(Hizl

Solution/Vitrolife

C D E

Quick Manual Yontem Slow Freezing

Dondurma) (Hizh Dondurma) (Statik buhar
yontemis)
Sperm Freze Test yolk

Test yolk buffer/Irvine sl Tie

1:1 1:1 1:1
-196°C -185°C -196°C
%45 %50 %40
vitalite vitalite Vitalite

Calismaya katilan merkezler aras1 ICSI gebelik
basar1 oranlar istatistiksel anlamli olarak farkli
degildir (p>0,05). Dondurulmus
kullanilarak elde edilen gebelik oranlarinin B
(Yavas dondurma), C (Hizli dondurma), D (Hizl

spermatozoa

dondurma) merkezlerinde, taze spermatozoa
kullanilarak elde edilen gebelik oranlarindan
istatistiksel ~anlamli  olarak farkli  olmadig1

saptanmistir (p>0,05). A (Hizli dondurma) ve E
(Yavas dondurma) merkezlerinde ise dondurulmus
spermatozoa kullanilarak elde edilen gebelik basari
oranlari, taze spermatozoa kullanilarak elde edilen
gebelik oranlarindan istatistiksel anlamli olarak
daha diistik saptanmistir (p=0,01 ve p=0,04).

TARTISMA

Spermatozoa sicaklik degisimlerine duyarlidir.
Dondurma islemi esnasinda sogutma gereginden
daha hizli olursa intraseliiler sivinin diflizyonu
yeterli icin  hiicre i¢i
gergeklesir. Sogutma hizi ¢ok yavas olursa hiicresel

olamayacagi donma
dehidratasyon ve ozmolarite degisikliklerine bagh
hiicre hasar1 ve oliimi gerceklesebilir. Sogutma
isleminin  optimum siirede yapilmasi hiicre
canliliginin korunmasi kritik 6neme sahiptir (9).
Yavas sogutmada extraseliiler buz kristalleri ¢ok
miktarda ve biiyilk boyutlu olur. Hizli sogutma
yonteminde (sivi azot buhart ile uygulanan Quick
Manuel protokol) buz kristalleri ¢ok hizli olusur ve
yavag  sogutma  yOnteminde
kristallerinden daha kiigiik boyutludur.

Spermatazoalar kii¢iik buz parcaciklari arasinda

olusan  buz

daha az sikistiklart igin ¢Oziilme sonrasi daha
yiiksek oranlarda canli hiicre bulunmasina olanak
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saglar. Spermatazoalar yavas yontemle donduruma
sonrast hizli c¢ozdiiriiliirler ise hiicre i¢ine hizl
difiizyon sonucu o6dem ve ozmotik sok ile
karsilasarak hasara ugrayabilir (10).

Dondurulan materyale gore ideal yontem (yavas

veya hizli) degisiklik gostermektedir. Semen
aspirasyonu  veya pargalanmis  spermatozoa
Orneklerinde hizli dondurma daha fazla tercih

edilmektedir. Tek spermatozoa veya doku drneginin
dondurulmasinda yavag yontem daha cok tercih

edilmektedir (11-14).

Kriyoprezervasyon ile yapilan ICSI oranlar
iilkelerin gelismislik durumu, sosyo kiiltiirel durum
gibi  degiskenlere  bagli  olarak  degisiklik
gostermektedir. Bu calismaya dahil edilen
merkezlerde ¢ogunlukla (%60) teknik hizli
dondurma yontemi kullanilmaktadir. Katilan
merkezlerde  yililk  ortalama  dondurulmus
spermatozoa kullanma oram1 %4.7-5 arasinda
degismektedir.

Donnelly ve ark. calismasinda
kriyoprezervasyon ile spermatozoa motilitesinde
ortalama %45 azalma oldugunu bildirmistir (15).
Dondurma isleminde spermatozoa membran
fosfolipidlerinde  peroksidasyon  ve  oksijen
radikallerinin artis1 motilite azalmasindan sorumlu
tutulmustur. Spermatozoa motilitesini  korumak
amactyla dondurma Oncesi kiiltir ortamina
koruyucu olarak askorbik asit, katalaz, E vitamini
gibi antioksidanlarin eklenmesini Onerilmis ancak
motilitede anlamli degisiklik izlenmemistir (16).
Kuczynski ve ark. calismalarinda taze ejekiilat
(%35,2) veya dondurulmus spermatozoa (%23,7)
ile yapilan ICSI’de gebelik basar1 oranlar1 arasinda
farklilik saptamislardir ancak bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigint bildirmislerdir (17).
Bizim c¢alismamizda da Kuczynski ve ark.
caligmasina benzer olarak B, C ve D merkezlerinde
donmus spermatozoa ile elde edilen gebelik basari
oranlarinin taze spermatazoadan daha diisiik oranda
oldugu
istatistiksel anlamli olmadig: tespit edildi (p=0,41,
p=0,53, p=0,8). Taze ve dondurulmus spermlerle
bir baska
calismada inseminasyon da taze
spermatozoa ile gebelik oranlarinin dondurulmus

saptanmasina ragmen bu farkliligin

yapilan daha yiiksek hasta sayili

intrauterin

spermatazoaya gore 3 kat daha yiiksek oldugu,

basar1 oranlarinda ayrica kadinin yasmin da 6nemli
bir parametre oldugu bildirilmistir (18). Yapilan bir
bagka retrospektif c¢alismanin sonuglarina gore
diisiik kaliteli spermatazoalarin SD sonrast DNA
hasar1 ve hiicre oliimiine daha yatkin oldugu ve
fertilizayon kapasitesinin daha diisiik oldugu one
striilmistiir (19). Bizim c¢alismamizda A ve E
merkezlerinde taze veya dondurulmus spermatozoa
ile yapilan ICSI gebelik basar1 oranlar1 arasinda
istatistiksel anlamli farklilik izlenmistir (p=0,01 ve
p=0,04). Bu merkezlerden dondurma islemi birinde
hizli digerinde ise yavas yontemin kullanilmustir.
Ancak kadin yasi, spermatozoa kalitesi, donoriin ek
patolojileri gibi verilerin yeterli olmamasi nedeni
ile yontemlerin gebelik basar1 oranlari arasinda
kesin bir yargiya varmak miimkiin olamamaktadir.

Obstriiktif azoospermik hastalardan elde edilen
epididimal veya testikiiler kaynakl1
spermatazoalarin  dondurulmasi
ornegin kullanimina benzer fertilizasyon, klinik

sonucunda taze

gebelik ve implantasyon oranlar1 bildirilirken,
nonobstriiktif  vakalardan elde edilen testis
spermlerinin dondurulmasi sonucu taze

spermermatazoa kullanimina gore daha diisiik
gebelik ve implantasyon oranlarinin elde edildigi
bildirilmektedir (11-13). ICSI gebelik basarisinin
dogal olmayan yolla dondurulmus
spermlerde, taze spermatozoa ile yapilan ICSI

alinan

gebelik basarisindan daha az olmasinin sebebinin
sadece dondurma islemi ile ilgili olmadigi, ek
olarak spermin maturasyon derecesi ve dondurma
oncesi spermatozoa kalitesi ile ilgili olabilecegi de
bildirilmistir (20, 21). Sonugta dondurma islemi
uygulanan spermatazoanin kalitesi, donma islemi
olusan serbest radikaller ve spermin
maturasyon derecesi gibi etkenler gebelik oranlarini
dogrudan etkilemektedir.

nedeni

Yayinlamig ¢aligmalarda ortalama ICSI gebelik
basaris1 %65-80 olarak bildirilmektedir (14, 22-24).
Calismamiza katilan kliniklerde ICSI basarist %50
civarinda olup bu oranmin literatiirde bulunan
caligmalardan  diisiiktiir. Ancak dondurulmus
spermatozoa kullanilarak elde edilen ICSI gebelik
basar1 oranlari (yaklasik %5) benzerdir. Dondurma
isleminde kullanilan spermin kalitesi ¢cok énemlidir.
Uygun saklama kosullar1 ve optimize edilmis
dondurma protokolleriyle

spermin  canliligim

korumas1 ve saglikli bir sekilde fertilizasyonun
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gergeklesmesi saglanmaktadir. A ve E kliniklerinde
dondurulmus spermatozoa ile yapilan ICSI gebelik
basarisinin  diisiik  olmasmin  nedeni  diisiik
spermatozoa kalitesi oldugu diisiiniilmektedir. Bu
calismada merkezlerin hasta data eksiklikleri ve bir
kisim verinin ayrintilarinin paylasgilmamis olmasi
nedeni ile literature gore daha diisiik basar1 oranlari
saglikli olarak degerlendirme yapmamiza engel
olmaktadir.

Calismanin sinirliliklar, dondurma isleminin
farkl merkezlerde calisma
popiilasyonun  heterojen olmast ve gebelik
basarisina etki eden yas, ek hastalik, anatomik
varyasyon ve dondurma islemi 6ncesi spermatozoa
kalitesi  gibi
dondurulmus

uygulanmasi,

parametrelerin ~ bulunmamasi,
spermatozoa  kullanilan  hasta

sayisinin az olmasidir.

Bu galigmada degisik dondurma yontemlerinin
ICSI basarist iizerine farkl: etkisi oldugu net olarak
gosterilememistir. Bunun nedeni, bu ¢alismada
merkez  arasi  farkliliklar, heterojen  hasta
poplilasyonu ve spermatozoa kalitesi hakkindaki
bilginin eksik olmas1 olabilir.
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