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%\ WKriyoprezervasyon (dondurarak

u saklama)

* Hicrelerin ve dokularin sifir derecenin
altindaki 1silara kadar sogutularak, butin
biyolojik aktivitelerinin durdurulmasi ve
gelecekte kullanilmasi amaciyla
saklanmasini ifade eder (ASRM 2012).



Gamet ve embriyo
kriyoprezervasyonunun genel
prensibi;
 Materyalin kriyoprotektanlia
dengelendikten sonra sogutulmasi, sivi
nitrojen icinde -196° C’de depolanmasi
ve coziilirken de kriyoprotektanlarin

uzaklastirilarak gamet ve embriyolarin

canliliklarini koruyabilecekleri fizyolojik

orfamlara gecirilmesidir



. Kriyoprezervasyon endikasyonlari

e 1. Fertilitenin korunmasi

*  Kemoterapi, radyoterapi gibi
spermatogenezi kalict olarak bozabilen
tedavilerin 6ncesinde (testis timorleri,l6semi,
lenfoma gibi).

* Testis cerrahisi oncesinde; total ya da
parsiyel  orsiektomi,vazo-vazostomi, vazo-
epididimostomi, varikoselektomi.



. Kriyoprezervasyon endikasyonlari

*Vazektomi oncesi; ileride evlilik durumunda

degisiklik oldugunda ya da daha fazla cocuk
istendiginde kullaniimak Gzere,

*Erkek partnerin olimiinden sonra gebeligin
kabul edilebilir oldugu ulkelerdeki tehlikeli
mesleklerde (askerlik gibi) aktif gorev
alanlarda,
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Kriyoprezervasyon endikasyonlari

*Spinal kord hasari, sekstiel disfonksiyon, gibi
ejekilasyon bozukluklarinda
elektrooejekulator ile sperm elde edilmisse,

*Spermatogenezi bozmakla suglanan ilaglarin
(Nitrofurantoin,simetidin, sulfasalazin, alkol,
nikotin, kafein gibi) zorunlu kullanimi
sdzkonusu ise



. Kriyoprezervasyon endikasyonlari
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2. infertilite tedavisi

*Testikiler va da epididimal yoldan sperm elde edilen
Ozellikle nonobstriktif azospermik olgularda

*Agir oligozoospermi veya semende aralikli olarak hareketli

spermlerin varliginda ardisik érneklerin dondurulup
saklanmasi ile ICSI'ye destek olarak

*Hipotalamo-hipofizer hipogonadizm icin gonadotropin
tedavisi veya kalici olmayabilen genital trakt obstriksiyonu
cerrahisi gibi infertilite tedauvisi icin,



Kriyoprezervasyon endikasyonlari

*ART prosediri sirasinda sperm veremeyen
hastalar

*Spinal kord travmasi geciren hastalarda,
vardimli ejekulasyon icin veya retrograt
ejekulasyonla idrardan veya cerrrahi girisimle
genital yoldan alinan spermler




Kriyoprezervasyonun Tarihgesi |Y
i

1776 da Spallanzani’nin sogugun semen
lizerindeki etkileri-> spermlerin motilitelerini bir
miktar koruyabildikleri

1886°da Montegazza ilk kez insan spermini
dondurarak saklama fikrini ortaya atmistir.

1940’larda gliseroliin spermleri dondurmanin
zararl etkilerinden koruyabildiginin tesadiifen

kesfi,
1949°da Polge ve arkadaslari tarafindan gliserol

kullanilarak ilk kez insan spermi dondurma
islemi



Kriyopreservasyonun Tarihcesi
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1953’de ise Bunge ve Sherman tarafindan dondurulmus ¢éziilmiis

donér sperminden elde edilen ilk fertilizasyon ve embriyo gelisimi
yayinlanmistir.

1960-70’li yillar kriyoprotektanlarin 6zellikleri ve dondurulacak
materyale olan olasi etkilerinin incelendigi, daha sonra da
kriyobiyolojinin prensiplerinin olusturuldugu déonem olmustur.

1964 yilinda insan sperm orneginin gliserol ile dondurulup sivi
nitrojen ile saklanmasi sonrasi ilk canli dogum gergeklesmistir.

1972 yilinda ilk canli hiicre dondurma bankasi kurulmustur.

1973 yilinda bir yildan fazla siire ile dondurulup bekletilmis ve
¢oziilmiis sperm ile dogan ilk saghkli bebek diinyaya gelmis,

1998 yilinda da 20 yildan fazla siiredir saklanan sperm ile canli
bebek dogmustur



Sperm kriyoprezervasyonunun kilometre
taslari:
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* 1953: Dondurulmus ejakule sperm’den ilk
dogum(Bunge ve Sherman),

e 1995: Dondurulmus epididimal sperm’den ilk
dogum(Devmey ve ark.),

e 1996: Dondurulmus testikiiler sperm’den ilk
dogum(Gil-Salmon ve ark.)

Lewis S. E. M. Freeze Your Future: Cryopreservation of Semen and
Surgically Retrieved Sperm, Reproductive Medicine Queen’s University
Belfast s.e.lewis@qub.ac.uk 05.06.2013, EAA ESHRE Brussels Nov 2007



KRIYOBIYOLOJI

Kriyobiyolojide amag; hiicre dondurulurken
e jzotonik bir ortam olmasi,

e Ortamin osmolaritesinin artmasi

e Olusan hipertonik ortamda hiicrenin su kaybetmesi
sonucu hticrede dehidrasyon olmasidir.



KRIYOBIYOLOJI

Dehidrasyon hizi hiicrenin canliliginin devami igin
onemlidir.

Dehidrasyon hizini belirleyen parametreler:
* Suya karsi plazma membran gecirgenliginin yeterliligi
* kriyo-koruyucunun tipi

Wetzels AMM. Bras M. Lens JW. Piederiet MH. Rijnders PM. Zeilmaker

GH. Laboratory aspects of in vitro fertilization. Cryopreservation/
Theory 1996; 229-244.



SPERM KRIYOPRESERVASYONU

4%
Kriyoprezervasyon prosedurinde bes 6nemli asama

vardir:

1. Su kristalizasyonundan kaynaklanabilecek hiicresel
hasari azaltan kriyoprotektanlarla ilk etkilesim,

2. Sifir derecenin altindaki sicakliklara kadar
dondurma,

3. Saklama,
* 4, Cozme,

5. Diliisyon ve kriyoprotektanlarin ortamdan
uzaklastiriimasi,fizyolojik mikrocevreye geri donus ve
ileri gelisim




. SPERM KRIYOPREZERVASYONU
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Dondurma isleminde, damla damla kriyo-koruyucu eklenmis
spermler -5°Cile - 15°C arasinda sogutulduklarinda, asagidaki
sirayi izleyen bir dizi olay gergeklesir:

1. Once hiicrenin icinde bulundugu ortamdaki su donar.
2. Hiicre disinda buz kristalleri olusarak sitoplazmayi
sogutur.

3. Bu sirada, eklenen kriyo-koruyucu madde sebebiyle

hiicre disinda osmolarite daha yiiksektir, bu nedenle hiicreden dis
ortama su gegisi baslar, (hizli su kaybi-dehidratasyon)ve hiicre 6nce
biiziiliir (bu sirada sitoplazmanin kimyasal potansiyeli hiicre
disindan fazladir).

4. Hiicre disina ¢ikan su donar (dehidratasyona bagh olarak hiicre igi
ile disi1 arasindaki kimyasal potansiyel farki giderek azalir).

5. Boylece, hiicre harabiyetinin esas sebebi olabilecek, hiicre iginde
buz kristalleri olusmadan énce suyun biiyiik boliimii disari ¢ikmis
olur. Boylece, hiicre harabiyetine neden olabilecek hiicre ici kristal
olusumu en aza indirilmis olur
=

\




DONDURMA HASARLARI

 Dondurulma esnasinda hiicrelerin maruz kaldigi
iki temel ve fiziksel stres kategorisi mevcuttur:

1. Diistiik sicakligin dogrudan etkileri
2. Buz olusumuna bagli fiziksel degisiklikler
* Dondurma hasarinin sebepleri:

1. Hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu
2. Yogun dehidratasyon
3. pH degisiklikleri



DONDURMA HASARLARI
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Ayrica;

* Ortam isisi,

* Hiicre zari gegirgenligi,

* Konsantrasyon farki,

* Hiicre yiizeyinin hiicre hacmine orani,
* Kriyoprotektanin niteligi,

* Hicre zarinin yapisi

Kriyoprotektan maddelerin hiicre icine
gecislerini diizenleyecegqi icin dondurma
hasarinda etkili faktérlerdir.



.5 Kriyo-koruyucu maddeler

* jslemler sirasinda  hiicreyi dondurulma
hasarindan  korudugu  diisiiniilmektedir,
ancak kendileri  hiicreler icin  toksik
maddelerdir. Yiiksek oranda H2 baglama
kapasitesine sahiptirler.

Kriyo-koruyucularin koruyucu etkilerini
gostermek icin her zaman hiicre icine
girmelerine gerek yoktur. Ciinkii hiicre zari,
harabiyetin en yogun ve hizli gectigi yerdir.
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HUCRE iCINE GIREBILEN
KORUYUCU MADDELER

Gliserol,

DMSO(Dimetil siilfoksit),
ProH (Propilen gilkol)
Etilen glikol

***Bunlar intraselliiler buz
kristalleri olusumunu

-40°C’a kadar diisiiriirler.
Ayrica hiicreyi soliisyonun
toksik etkilerinden korurlar

Kriyo-koruyucu maddeler

HUCRE DISINDA KALAN
KORUYUCU MADDELER

* Monosakkaritler (glukoz,
hekzoz),

* Disakkaritler (siikroz) ve

» Trisakkaritler (raffinoz)

*** Bunlar hiicre zarini osmotik
basing degisikligine karsi
korurlar ve hiicrenin
cozdiirme islemi sirasinda
asiri sismesini onlerler



SPERM DONDURMA
SOLUSYONLARI

 Intraselliiler ajan olarak % 5-15’lik gliserol tercih
edilmesine karsin en verimli sonuclar etilen
glikol ile alinmaktadir.

» Ekstraselliiler ajan olarak siikroz tercih
edilmektedir. Siikroz biiyiik bir molekiildiir ve
hiicre zarindan gecemez. Bu nedenle sogutma
islemi sirasinda osmotik olarak dehidratasyonu
baslattigi gibi, cozme islemi sirasinda da
hiicrenin lizisini dnler, konsantrasyon farki ile
intraselliiler kriyoprotektanin hiicre iginden
uzaklasmasini saglar.




. Kriyoprezervasyon yontemleri
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* YAVAS (GELENEKSEL DONDURMA)
-~ SPERM :DONDURMA SOLUSYONU (GLISEROL+EGG YOLK)1:2

---10 DAK. ODA SICAKLIGINDA DENGELENME

---STRAWLARA CEKME VE SIVI NITROJENIN SEVIYESININ 10 CM
UZERINDE BUHARDA BEKLETME

--- SIVI NITROJENE ALMA

 HIZLI(VITRIFIKASYON)

---SPERM:DONDURMA SOLUSYONU(0,5M SUCROSE)(1:1)
---STRAWLARA CEKME

—--DIREK SIVI NITROJENE ALMA




HEDEF?

 CANLI SPERM SAYISINI ARTIRMAK

* SPERM YASAMA SURESINI ARTIRMAK
NASIL?

" Eniyi kriyo-koruyucuyu secmek

" Kriyo-koruyucu konsantrasyonunu disurmek

= Kriyo-koruyucudan uzaklastirmak icin gerekli
metodlari gelistirmek




VITRIFIKASYON

 Cam haline getirme

* Eger sollUsyonlar yeteri kadar hizli
sogutuluyorsa buz kristalleri olusturmazlar.

* Sollsyonlar yuksek kriyo-koruyucu
konsantrasyonu icerdiginden spermler
yasayamayabilirler.

* Fakat, vitrifikasyon birtakim kriyo-koruyucular
kullanmadan da yapilabilir!!!
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e NEDEN?HuUcre icine girebilen kriyokoruyucular
kullanmadan yapilan vitrifikasyon:

1) Toksik etki diiser

2) Hizl
3) Uygulamasi kolay

4) Hucreyi dondurma hasarlarindan korur
5) Diisiik maliyet



Hangi metod kullaniimali? Yenilikler
Neler?
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Figure 3. Plasma membrane integrity of spermatozoa after conven-
tional freezing and vitrification. All rates in respective groups are
significantly different (P < .05).

Isachenko V, Maettner R, Petrunkina AM, Sterzik K, Mallmann P, Rahimi G, et al.
(2012) Vitrification of Human ICSI/IVF Spermatozoa Without Cryoprotectants: New
Capillary Technology. Journal of Andrology 33: 462-468.



Hangi metod kullaniimali? Yenilikler
Neler?
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Figure 4. Acrosomal integrity of spemmatozoa after conventional
freezing and vitrification. All rates in respective groups are
significantly different (P < .05).

Isachenko V, Maettner R, Petrunkina AM, Sterzik K, Mallmann P, Rahimi G, et al.
(2012) Vitrification of Human ICSI/IVF Spermatozoa Without Cryoprotectants:
New Capillary Technology. Journal of Andrology 33: 462-468



Hangi metod kullaniimali? Yenilikler
Neler?
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Figure 2. Motility of spermatozoa after conventional freezing and
vitrification. All rates in respective groups are significantly different
{P <2.05).

Isachenko V, Maettner R, Petrunkina AM, Sterzik K, Mallmann P, Rahimi G, et al.
(2012) Vitrification of Human ICSI/IVF Spermatozoa Without Cryoprotectants: New
Capillary Technology. Journal of Andrology 33: 462-468.
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