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Please freeze me!  

Science fiction... or progress? 

Isı düştükçe organizmanın 
metabolik aktivitesi yavaşlar ve 
donma sonucunda durur. 

Dondurma işlemiyle durağan 
bir ortam oluşturularak yaşamı 
korumak mümkün mü?  



Kadının Elini Neden Öpersiniz? 

• Fransız cevaplamış ‘ Kadına saygı duyarım. 
Erkek ile bir bütünü tamamlar.’ 

• Alman cevaplamış ‘Kadın kutsaldır. Hayatın 
devamını sağlar, doğurur.’ 

• Temel cevaplamış 

‘ Bir yerden başlamak lazım! ‘…… 

Günümüzde tek hücreler ve küçük doku 
parçaları dondurularak korunabilmektedir. 
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Fizik 



•Termal hasar 

•Mekanik hasar 

•Kimyasal hasar 

DONMANIN HÜCRE ÜZERİNE OLUMSUZ 
ETKİLERİ 



Termal Hasar 

Gizli ısı çıkışı hücrenin sağkalımı üzerine etkilidir. Burada oluşan 
ısının baskılanması sağkalım oranlarını arttırır. 



Termal Hasar  

 Hücrelerin canlı kalmayı başarmaları, sanılanın 
tersine aşırı düşük sıcaklıklara dayanma 
becerilerinden çok donma ve ısınmada iki kez 
geçmek zorunda oldukları ölümcül olarak kabul 
edilen ara bölge sıcaklılığındaki (+15°C ile -60°C) 

sağ kalımlarına bağlıdır.  





Hücre Dışı Buz Kristalleri 
Mekanik Membran Hasarı  



Dehidratasyona  bağlı 
membranda  mekanik hasar 

Hücre içi iyon konsantrasyon artısı ve 
PH değişikliğine bağlı kimyasal hasar  



Hücre İçi Buz Kristalleri 

Mekanik spindle hasarı, organel hasarı  



Çok yavaş soğutma Çok hızlı soğutma 

Fazla miktarda  

dehidratasyon 

Dehidratasyon için  
yetersiz  süre 

Hücre solüt  
yükünde artış 

Hücre içi buz kristalleri  
oluşumu 

Hücre Ölümü 



Soğutma Hızı  
Hücre içinde buz oluşturmayacak en hızlı soğutma, 

optimum soğutma hızı olarak değerlendirilir ve 
hücreden hücreye değişkenlik gösterir. 
– Hücrenin hacmi ve yüzey alanı 
– Hücrenin suya geçirgenlik katsayısı 
– koruyucu maddenin tipi ve derişimi 

 



Kriyokoruyucular 

Dondurma ve çözme uygulamaları sırasında 
hücrelerde oluşabilecek zararları önlemek amacıyla 
kullanılan kimyasal maddeler 
 İçinde bulundukları sıvının donma noktasını düşürürler. 
 Buz kristallerinin ve yüksek tuz derişiminin oluşumunu 

engellemek 

 Hücre dışı ortamdaki sıvının donma noktasındaki düşüş, 
hücre içindeki suyun hücre dışına çıkışını önler böylece 
hücrenin büzüşmesini kritik hacmin üzerinde tutar 

 Hücre içi yüksek derişimin seyrelmesini sağlar ve 
proteinlerin çökelmesini önler; 

 İdeal kryoprotektan düşük toksite ve yüksek 
permeabiliteye sahip olmalı.   



1. Hücre zarından geçebilen, yani hücre içerisine 
girebilen kriyokoruyucu maddeler. 

– Dimetilsülfoksit (DMSO), gliserol, etilen glikol, 1,2 

propanediol, 2,3 bütanediol. 
2. Hücre zarından geçemeyen, yani hücre içerisine 

giremeyen kriyokoruyucu maddeler. 

– Düşük molekül ağırlıklı (glikoz, sükroz, trehaloz, 

rafinoz, galaktoz) 

– Yüksek molekül ağırlıklı (polivinil alkol; PVA, 

polivinil pirrolidon; PVP) 

Kriyokoruyucular 



İyon ve PH 
kontrolü  

 

Donma ısısı düşer  

Memran Hasarı 
Önlenir 

Kontrollü dehidratasyon 



Çözme Hasarı  
Hücre içi rekristalizasyon  (yavaş çözme) 
Ozmotik stress hücre içi şişme rüptür 

Hücre içi kalan kryoprotektanlar 

Soluble gaz içeriğinin artması 
 

 
Hücreler ne kadar hızlı çözülürse, hayatta 
kalma şansları da o kadar artar.  
Çalışmalar göstermiştir ki intraselüler buz 
oluşumu donma sırasında değil, çözünme 
sırasında hasara neden olmaktadır. 
(rekristalizasyon) 





Vitrifikasyon  

Yüksek konsantrasyonda kryoprotektan ilavesi ile biyolojik ortamdaki 

sıvının tercihen likit nitrojen kullanılarak  ileri derecede hızlı 
soğutularak kristal oluşmasına izin vermeden yapılan aniden hücre 
veya dokudaki sıvının adeta camsı bir katılık haline geçtiği soğutma 
işlemidir.  



Vitrifikasyon  

 1. basamak %10 luk dilue CPA ile dengeleme 

 2.basamak 30-60 sn vitrifikasyon sıvısında  kalış süresi 
 Sıvı nitrojen ile çok hızlı soğutma 

 •Kryoprotektan seçimi 
•Isı  
•Embriyo veya hücrenin permeabilitesi 

•Kryoprotektanın toksitesi  



Her biyolojik materyal yani doku, organ, somatik hücre, 
gamet hücresi, ve farklı aşamalardaki embriyo 
hücrelerinin geçirgenlikleri, hassasiyeti ve içerdiği yağ vb 
maddelerin farklı olmasından dolayı, farkı yoğunlukta 
kriyoprotektan madde kullanımı, farklı dondurma hızları 
ve protokollerin uygulanması söz konusudur.  



Vitrifikasyon  Yavaş  
dondurma  

Süre  < 10 dk > 3 saat 

Enstruman  ucuz  pahalı 
Volüm 1-2 µl 100-250ml 

Soğutma oranı 15000-30000 0C/dk 0.3-0.6 0C/ dk 

CPA konsantrasyon  Yüksek  Düşük  
Kristallenme  Yok  Var  

Nitrojenle direkt 

temas  

Açık sistemde var 
kapalısistemde yok 

Yok  

Mekanik hasar  Az yada yok Fazla  

Kimyasal hasar  Fazla  Az  



Açık veya Kapalı sistem  
 Slow freezing  

– Kapalı sistem  
Vitrifikasyon 

– Açık taşıyıcı sistem  
– direkt LN2 ile temas halinde 

– Soğuma hızı yüksek −20,000°C/dk   

– Kapalı taşıyıcı sistem 
–  hızlı soğuma derin soğumuş hava veya metal ile sağlanır. 
– Soğuma hızı kapalı taşıyıcılarda −2000°C/dk 

– Açık/kapalı taşıyıcı sistemde  
– önce çok hızlı soğuma için streril LN2 ile temas daha sonra önceden 

soğutulmuş straw ile kapalı sistemde saklama 





ART İÇİN FAYDALARI  

SET 

KOS ve OPU komplikasyon ve 

maliyetlerinden kaçınmak için 
artan embriyoların saklanması 

Endometriumun uygun 

olmadığı durumlarda  
OHSS riski varsa (freeze all) 

Fertiliteyi korumak 

Donasyon için 

 



Başarıyı arttırmak  
Genç ve daha sağlıklı hücre ve embriyoları 

saklamak 

Genetik araştırmalara zaman tanımak 
(blastokist biopsisi) 

Zayıf yanıtlı hastalarda embriyo 
biriktirilmesi genetik inceleme sağlıklı 
embriyonun transferi  

 

ART İÇİN FAYDALARI  









Klinik kullanım  



 Sperm sayısı genelde çok olduğundan 

 Membran stabilitesi iyi 

 Sıvı içeriği az olduğundan  kolay ve başarılıdır 

 Likefiye olan semen kriyoprotektif ajanlarla 1/1 oranında ve çok 
yavaş karıştırılır. Karışım kriyovial ya da straw içine alınıp 30 
dakika süreyle nitrojen buharında tutulur ve bu sırada ısının 
tedricen düşmesi sağlanır. Sürenin sonunda strawlar sıvı 
nitrojen tankına aktarılır. 

 Sperm sayısı az olan larda boş zona içine yerleştirilip kontroıllü 

dondurma gerçekleştirilebilir. 

Sperm Kriyoprezervasyon  



Sperm Kriyoprezervasyon  



Sperm Krioprezervasyon 

Endikasyonları  
• Fertilitenin korunması 

– Kemoterapi, Radyoterapi, testis cerrahisi öncesinde,Vazektomi öncesi 
– Erkek partnerin ölümünden sonra gebeliğin kabul edilebilir olduğu ülkelerde  
– Spinal kord hasarı, seksüel disfonksiyon, gibi ejekülasyon bozukluklarında 

elektrooejekülatör ile sperm elde edilmişse, 
• İnfertilite tedavisi 

– Testiküler ya da epididimal yoldan sperm elde edilen 

– Ağır oligozoospermi veya semende aralıklı olarak hareketli spermlerin 
varlığında  

– Hipotalamo-hipofizer hipogonadizm için gonadotropin tedavisi veya kalıcı 
olmayabilen genital trakt obstrüksiyonu cerrahisi gibi infertilite tedavisi için, 

– ART prosedürü sırasında sperm veremeyen hastalar yardımlı ejekülasyon 

için veya retrograt ejekülasyonla idrardan veya cerrrahi girişimle genital 
yoldan alınan spermler. 

• Donasyon spermleri 

  





SPERM BANKASI 



SPERM BANKASI 



Erkeklerde Fertilitenin Korunması  





Oosit Dondurma 

Sperm elde edilemeyen durumlar 

Fertilite korumak  

 Evlilik öncesi  partner yok ise 

 Kanser vb durumlar  

 Gonadotoksik ilaç alımı  
 POF riski (turner,fragle X sendromu,  

Embriyo dondurmanın etik ve lagal 

problemlerinden kaçınmak 

 

 



Kromozomal olarak daha 
sağlıklı genç oositlerin 
saklanması 

Düşük yanıtlı hastalarda 
tekrarlayan sikluslarda 
oosit toplanarak embriyo 
seçimi ve gebelik 
şansının arttırılması 

Donör oosit bankası  
 

Oosit Dondurma 





Oosit Dondurma / Başarı düşük 

1. Tek hücre olduğundan hasar meydana geldiğinde diğer hücreler kompanse 

edemiyor. Embriyoda bir hücrede hasar meydana geldiğinde diğer hücreler 
kompanse edebiliyor. Blastomer biopsisinde olduğu gibi. 

2. Permabilite az olması 
 CPA’ nın  hücreye girememesi 
 Dehidrasyon, rehidrasyon 

3. Yüksek ısıda geri dönüşümsüz hasar oluşumu  
– lipidten zengin membran ve mikrotübüller,  
– sitoplazmik lipid damlacıkları oluşumu 

4. Ekilibrasyon sırasındaki ozmotik şok “shrinking” nedeniyle hücre iskeleti ve 
mikroflamen hasarı 

5.  Rehidrasyon sırasındaki ozmatik şok “swelling” nedeniyle membran rüptürü, lysis,  

6. Mikrotübüllerde polimer parçalanması , kromozomlarda düzensiz hizalanma, 
Anaploidi riskini arttırabilir. 

7. Zonal sertleşme  
 





OPR = OR  0.76 vitritified vs. fresh   

Oosit dondurma / başarı düşük 





Dominic Stoop, Ana Cobo, Sherman Silber Lancet 2014; 384: 1311–19 

OOSİT DONDURMA/CANLI GEBELİK 

YAŞ 



KLİNİK SONUÇLAR  
Oocyte survival  90%–97%,  

Fertilizasyon oranı 71%–79%,  

İmplantasyon oranı  17%–41 

Klinik gebelik oranı transfer  başına 36%–61%. 

Klinik gebelik oranı çözülen oosit başına  4.5%–12%.  



FERTİLİTE KORUYUCU YAKLAŞIM  
OOSİT SAKLANMASI 

• Sperm olanağı yoksa 

• Kanser tedavisi geciktirmek için zaman yoksa 

• Hormonal stimülasyon riskini minimalize veya yok eder 

– Meme, prostat,overyan,endometrial kanser 

 



OVER KANSERLİ HASTADA OPU 



FERTİLİTE KORUYUCU YAKLAŞIM  
İMMATÜR OOSİT SAKLANMASI 

Özellikle overyan doku transplantasyonunun kanser 

hücrelerinin transferi riskini getirdiğinden bu hastalar 
için çok önemli olabilir. 

Ovulasyon indüksiyon için zamanın olmadığı 
hastalar  



FERTİLİTE KORUYUCU YAKLAŞIM  
İMMATÜR OOSİT SAKLANMASI 





İmmatür Oosit Krioprezervasyonu 



Embriyo Kriyoprezervasyonu 



Fresh  

VET  



FET /Çözme Sonrası Başarı  
Embryo kalitesi  (morfolojik ) tamamen intact 

olan embriyolar en yüksek implantasyon 

oranına sahip  
Birkaç intakt blastomere  sahip embriyolar bile 

implante olabilir. 

İntakt blastomer sayısı eşiği bilinmiyor 

Genel olarak  %50 den fazla intakt blastomere 

sahip embriyolar viabl kabul edilir. 

 



? Vitrifikasyon  



Artificial shrinkage 

Lazer  

Micro-needle 





FREEZE-ALL STRATEGIES 

1. Daha reseptif endometrium 

2. Taze transfer sikluslarına göre dondurulmuş 
sikluslarda  daha sağlıklı bebek 

3. Daha yüksek başarı oranlar 

4. Genetik test için zaman kazanımı 
 





OPR 

CPR 

MR 



Perinatal Sonuçlar  









Fertil Steril 2014;101:128–33 



Acil tedavi gerektiren ovulasyon indüksiyonu ve 
embriyo dondurmak için vakit olmayan durumlar 

 Prepubertal kız çocukları 
Hormon sensitif tümörler 

 Kök hücre tedavisi gerektiren hematolojik hastalıklar 

 POF riski olan durumlar. 

Overyan Kriyoprezervasyon 
Endikasyonlar    



Dominic Stoop, Ana Cobo, Sherman Silber 

Lancet 2014; 384: 1311–19 

OVER DOKU TRANSPLANTASYONU 

“canlı gebelik sonuçları”  



Over doku dondurulması ve 
transplantasyonu hala deneyseldir. 

Over doku transplantasyonu malign 

hücrelerin  tekrar transfer riskini taşır. 

Fertil Steril 2014;101:1237–43. 



Over doku dondurması ve trasplantasyonu 

çözülmesi gereken sorular    
Optimal krioprezervasyon tekniği ??? 

Krioprezervasyon süresi???? 

Optimal transplantasyon yeri ??? 

Transplante dokunun yaşam süresi??? 

Graft ile ilgili hormonal fonksiyon şansı?? 

Rezidüel over dokusunun spontan fonksiyon 

ve gebelik şansı ???? 



Over doku dondurulması gonadotoksik tedavi 

uygulanmadan yapılmalıdır. 
Lösemi gibi kanser hücrelerinin overyan damarlarda 

mevcut olabileceği durumlarda reimplantasyonu 

engellemek için  ilk remisyon sonrası ve KİT öncesi 
yapılması riski azaltabilir. 
İmmatür oosit dondurulması , Preantral foliküllerin 

izole edilip dondurulması veya çözme işlemi sonrası 
izole edilip transferi risk azaltabilir. 

 

Overyan Kriyoprezervasyon   





Overyan Kriyoprezervasyon   

 35 gebelik “ ortotopik transplantasyon” 

Gebeliklerin hepsi geleneksel yavaş dondurma tekniği ile 

Doku dondurma sırasında oosit dışında  stromal hücreler, 
granüloza hücreleri, teka hücreleri vb. hepsinin ayrı hücre 
permeabiliteleri var ancak yavaş dondurmada hepsi için 
optimum dondurma hızı ve CPA olmadığından bu 
hücrelerde hücre içi kristallenme gelişebilir.  

  Vitrifikasyon yöntemi ile bu sorunun üstesinden gelinebilir  
 Vitrifikasyon yöntemi ile dondurulmuş over ile gebelik 

henüz yok!!!! 





Metastaz riski  

yüksek hastalarda 
alternatif  olabilir  



OVER TRANSPLANTASYONU 

MEN0POZ 

DEMOGRAFİK VERİLERE GÖRE 
DANİMARKADADA YAŞAYAN KADINLARIN %50 
Sİ 100 YAŞINA KADAR YAŞAYACAK  

HAYATIN YAKLAŞIK YARISI MENAPOZDA 
GEÇECEK 

DONDURULMUŞ OVER DOKU 
TRANSPLANTASYONU ??????? 





Teşekkürler  


