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Kryoprotektanlar ve gamet hiicrelerinin dondurulmasinda
kryoprotektif etki

Mustafa Numan BUCAK, Necmettin TEKIN

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dali, Ankara.

Ozet: Gamet hiicrelerinin dondurulmasinda kullanilan koruyucu maddeler (kryoprotektanlar) soguk soku ve donma esnasinda
gelisen diger hasarlara karsi koruma saglarlar. Kryoprotektanlarin hiicrede toksik etkiye sahip olmalari, bu maddeler iizerindeki
calismalart yogunlastirmis, ortama katilan eksternal kryoprotektanlarla, toksik etkimeler azaltilmaya caligilmistir. Kryoprotektanlarin
optimum katim oranlan tiire 6zgii olmakta ve bazi hiicre membran parametrelerinin bilinmesini gerektirmektedir. Dondurulan-
¢ozdiiriilen hiicrelerin fizyolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin anlagilmasi ile kryobiyolojik ¢aligmalarda gelisme saglanmigtir.

Anahtar sozciikler: Gamet hiicresi, kryoprezervation, kryoprotektan, kryoprotektif etki.
Cryoprotectants and cryoprotective effect in cryopreservation of gamete cells

Summary: Cryoprotectants used in freezing of gamete cells provide protection from cold shock and the other damages during
freezing. Due to toxic effects of cryoprotectants, studies about them have been concentrated on it, and toxic effects have been tried to
reduce by external cryoprotectants added. Optimum adding rates of cryoprotectants become peculiar to species and require
determination of some parameters of cell membrane. Determinating of physiological and functional traits in cryopreserved-thawed

cells have provided progress in cryobiological studies.
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Giris

Bilimsel ve modern anlamda canli hiicre dondurma
caligmalari, 1949 yilinda Polge ve arkadaslarmin
gliseroliin kryoprotektan (soguk sokuna karsi koruma
saglayict) Ozelligini bulmasindan sonra baslamis, ilk
dondurulan hiicre spermatozoon olmustur. Bu anlamda,
kryobiyoloji hiicre, doku, organ ve organizmalarin don-
durulmasini inceleyen bilim dali olarak 6nemini artirmis
ve dondurulan-¢ozdiiriilen hiicrenin fizyolojik-fonksi-
yonel Ozelliklerinin daha iyi anlasilmasi, kryobiyolojiyi
yonlendirmistir (23, 36).

Spermatozoondaki membransel yapilar (plazma
membrani, dis akrozomal membran ve mitokondri
membrani) ile oosit-embriyo membrani, donma/¢oziinme
islemine karsi son derece duyarlidir. Membran yapilari
akict mozaik tarzinda diizenlenmis protein, glikoprotein
ve glikolipitlerle bezeli iki sirali fosfolipit katmanindan
olugsmustur. Bu yapilarin termodinamik 6zellikte ve yiiz-
de 65-70 oraninda doymamis fosfolipitlerden (yag asidi)
olugmasi, membranlarin sogutulmalarimin sonucu olarak
irreversibl faz degisimine, sivi fazdan jel fazina gegmesi-
ne neden olmaktadir (46, 47). Gelisen faz degisimi
membran i¢i enzimlerinin kinetiginde degisime yol aca-

rak, ¢6ziim sonu canliligini azaltmaktadir. Bu degisimler
sonrasi olusan stabilizasyonun bozulmasiyla da hiicrede
soguk soku gelismekte, bu durum terminolojide sogutma
zararl (cryoinjury) olarak adlandirilmaktadir. Ayrica
membranlarin doymamig fosfolipitlerce zengin olmasi,
lipit peroksidasyonuna kars1 duyarliligt dogurmakta,
hiicrelerin kisa ya da uzun siireli saklanmasi sirasinda
hiicresel zarar sekillendirmektedir (17, 18, 46). Oosit ve
embriyodaki zarar ise, sitoplazmanmn ve sitoplazmik
membranin fazla oranda lipit icermesinden dolay1 don-
ma-¢oziinme iglemine duyarli olmasindan kaynaklan-
maktadir. Bununla birlikte, sitoplazmalarinda miyotik
aglar1 olusturan mikrotubul ve mikrofilamanlar, ortam-
daki diisen sicakligin etkisiyle destabilize hale gelerek
soguk soku zararini dogurmaktadir (23, 28, 33). Hiicre-
nin sogutulmasi esnasinda kac¢inilmaz olan membransel
faz degisiminin stabilizasyonu yoniindeki c¢alismalar
halen stirmektedir (17).

Kryoprotektanlar

Kryoprotektanlar hiicrenin dondurulmasinda olusan
soguk soku =zararina, intraselliiler kristal olusumuna,
¢Ooziim  esnasinda  dekristalizasyona ve  gelisen
membransel destabilizasyona karsit koruyucu amaglt
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olarak kullanilir. Genel olarak koruyucu etkilerini ortam-
daki donmamis fraksiyonu artirarak ve ortamdaki iyon
miktarini azaltarak gosterirler. Hiicre, dondurulmadan
once kryoprotektanlarla inkubasyona tabi tutularak,
intraselliiler bakimdan dengeye gelmesi saglanmaktadir.
Kryoprotektanlarin en 6nemli 6zellikleri, diisiik molekii-
ler agirliga sahip olmalar1 ve toksik etkilerinin ancak
belirli oranlarda katildiklarinda olusmasidir (33, 36).

Hiicrelerin  basariyla ~ dondurulmasi,  plazma
membranindan suyun ve kryoprotektanlarin basit difiiz-
yonunu ve hizli transportunu gerektirir. Son yillarda
membranda transport iglevli protein yapisinda olan su
kanallar1 (aquaporin) saptanmistir. Bu proteinlerin don-
durma sivisina katilmasiyla hiicrenin yasam giicii artiril-
maktadir (14).

Hiicre dondurma mediumundaki kryoprotektanlarin
toksisitesini azaltmak igin, hiicrelerin kryoprotektanlara
maruz kalma siiresinin kisaltilmasi1 ve permeabl 6zelligi
olmayan kryoprotektanlarin kullanimi gibi uygulamalar
yapilmaktadir (24). Kryoprotektanlar islevsel olarak iki
gruba ayrilmaktadir. 1- Permeabl kryoprotektanlar, 2-
Permeabl olmayan kryoprotektanlar.

Permeabl (internal) kryoprotektanlar

Permeabl ozellige sahip kryoprotektan olarak
gliserol, etilen glikol, formamide, Dimetilsiilfoksit
(DMSO) ornek olarak sayilabilir. Bu tiir kryoprotektanlar
etkilerini, hiicre zarindan igeriye girerek ve ‘colligative’
olarak gostermektedir. Koruyucu etkileri donma esnasin-
da ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari,
dehidrasyonu diizenleyip protein yapilarini1 korumalari ve
diisiik sicakliklarin yarattig1 ozmotik biiziismeyi azaltma-
lar1 ile olusmaktadir (18, 22, 23, 28).

Gliserol: Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yap1
gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal yapisindaki
C/OH oraninin esit olmast onun spermatozon iizerine
olan etkisini artirmaktadir. Gliseroliin  toksisitesi,
metabolik doniisiimiinde olusan methlglycosal tarafindan
olusturulur. Gliseroliin toksik etkisi tiire bagimlilik gos-
termekte; aygir, tavsan, kanath ve balik spermalari icin
fertilizasyonda kontraseptif 6zellik gostermektedir. Hiic-
relerde gliseroliin toksik etkisi, membran biyoenerji den-
gesinde degisiklige ve ozmotik strese yol agmasiyla ken-
dini géstermektedir (1, 21, 49).

Ruminant ve primat spermasinin dondurulmasinda
gliseroliin katim oram1 %4-8, aygirlarda ise %4-5’dir.
Domuzda gliseol oran1 %3’1, farede ise %1,75°1 gecti-
ginde siddetli akrozomal yikimimn olustugu bildirilmistir
(17, 21, 30).

Etilen glikol: Bir ¢ok tiiriin spermasinda donma-
¢Oziim esnasinda olusan zarara karsi etilen glikol,
gliserolle esit oranda etki saglamaktadir. Etilen glikol at
embryosunun dondurulmasinda %6, spermasimin dondu-
rulmasinda 2 M oraninda kullanildiginda gliserole gore

daha az toksik etki gosterir. Sigir embriyolarinin dondu-
rulmasinda ise toksik etkisi olusmamaktadir ( 1, 2, 5).

Amid kryoprotektanlar:  Amid tiirevi
kryoprotektanlar (formamid, dimetilasetamid (DMA vb.)
ozellikle aygir spermasinin dondurulmasinda gliserole
gore daha iyi koruma vermekte ve daha az kontraseptif
ozellik gostermektedir. Sulandiricilara %3,5-5 oraninda
katilmasi, donma zararmna karsi etkili olmakta, ¢6ziim
sonu parametrelerde iyilesme saglamaktadir. Amidler,
gliserole duyarl tiirlerin (tavsan, alabalik, kanatli) sper-
malarinin dondurulmasinda alternatif olarak gdziikmek-
tedir (2, 16).

DMSO (Dimetilsiilfoksit): DMSO, kimyasal olarak
bir polar kok etrafinda iki apolar bastan olusan amfipatik
bir bilesiktir. Bu 6zellik ona hem sivi hem de organik
medyumlarda ¢6ziinme imkani saglamaktadir. Kanatli
spermasi i¢in en toksik kryoprotektanin DMSO oldugu,
toksik etkiyi ise gliserol ile DMA’nin
(dimetilasetamid) verdigi bildirilmistir (7, 13). Tavsan ve
alabalik spermasinda ¢6ziim sonu en yiiksek motilite
orani, sulandirictya %10-15 oraninda katilan DMSO’ten
almmustir (43, 45). Gliserol ve DMSO’in alabalik embri-
yosunun dondurulmasinda embriyonun her tarafina ya-
yilmadig1 goriilmiistir (11).

tiirevi

en az

Permeabl (eksternal) kryoprotektanlar

Eksternal kryoprotektanlar, membranlarin sivi ve
katyonlara karsi permeabilitesinde artig yaparak, ozmotik
strese karsi hiicre membranlar esnek hale getirir. Ayrica,
hiicrede  donma/¢dziinme esnasinda gelisen lipit
peroksidasyonunu azaltmaya c¢alisirlar. Sulandiriciya
ilavelerinde diisiik oranda permeabl kryoprotektan kulla-
nilmakta, bu islem internal kryoprotektanlarin olasi
toksik etkilerini azaltmaktadir (4, 6). Eksternal
kryoprotektanlar, makromolekiiller ve sakkaritler olarak
ikiye ayrilir.

Makromolekiiller: Makromolekiillerinden en ¢ok
kullanilanlar1 sunlardir: Polietilen glikol, ficoll 70, BSA,
dekstran, mannitol ve polivilinilprolidon’diir. BSA
(bovine serum albumin)’nin lipit peroksidasyon inhibito-
rii oldugu disiiniilmektedir (6, 19, 28).

Sakkaritler: Sakkaritlerden glukoz, siikroz, trehaloz
ve raffinoz sayilabilir. Sakkaritler, lethal etkili intrasellii-
ler kristallesmeyi engellemek i¢in hiicrede dehidrasyon
olustururlar. (3, 29, 37). Sekerler donma ve ¢dziim esna-
sinda olusan membran zararina kargi, membrandaki
fosfolipitlerle etkilesime girip yiizey artis1 saglayarak
koruma saglamakta ve ¢oziim islemi sirasinda da hiicre-
lerin ozmotik soka girmesini dnlemektedir (28, 29)

Memeli embriyosunun dondurulmasinda siikrozun
katim oran1 0,25-0,5 M’dir (27). Boga sperma sulandiri-
cisia 0,05 M siikroz ilavesi spermay1 payette dondur-
mada koruyucu etki yapmaktadir (8). Tavsanlarda ise
sperma sulandiricisina katilan 0,1 M siikroz ve 1,75 M
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DMSO ¢oziim sonu motilitesi ve akrozom biitiinliigiinde
en iyi orani vermistir (45). Teke spermasinin dondurul-
masinda da, %5 oraninda gliserol ve %2-6 oraninda lak-
toz igeren sulandiricinin en az akrozom anomalisine yol
actig1 goriilmiistiir (39).

Fare spermasinin dondurulmasinda ise kullanilan
bazi sulandiricilar gunlardir: %18 raffinoz + %]1,75
gliserol (PBS yada %0,86 NaCl’de hazirlanmis), 0,3 M
raffinoz + 0,2 M gliserol + yumurta saris1 (PBS’de hazir-
lanmis) ve %18 raffinoz + %3 yagsiz siit (suda hazirlan-
mis) (3, 40, 41).

Standart metod (Ekilibrasyonlu yavas dondurma) ile
embriyolarin  dondurulmasinda kryoprotektif ajanlar
diisiik oranlarda (~1,5 M = %10) katilmaktadir (20, 22).
Oosit ve embriyolarin dondurulmasinda kryoprotektif
ajanlarin yiliksek yogunlukta (> %40 = ~6-8 M) kullanil-
masi vitrifikasyon iglemini gerektirmektedir. Vitrifikas-
yonla dondurulan embryolardan sigirlarda %40-55, ko-
yunlarda %52 oraninda gebelik saglanmaktadir (4, 12,
33).

Bagarili bir vitrifikasyon iglemi, iyi permeabilite
ozelliklerine sahip diisiik toksisiteli kryoprotektanlarin
kullanimini, kryoprotektanlarin ortama ¢ok adimda
ilavesini, hiicre dondurma isleminin diisen sicakliklarda
yapilmasini ve hiicrede olusacak yapi yikimlarii onle-
mek i¢in relaksanlarin kullanilmasi gerektirir. Genelde,
embriyo dondurmada kullanilan vitrifikasyon sivilarin-
daki kryoprotektan oranlar1 soyledir: %40 gliserol + %18
ficoll 70 + 0,3 M siikroz; %47,4 gliserol + %6 BSA; %40
etilen glikol + 0,3 M trehaloz + %20 PVP (19, 31).

Yumurta sarisi

Yumurta sarisinda bulunan diisiik dansiteye sahip
fosfolipitler spermatozoon ylizeyine baglanir ve hiicresel
adenilat siklaz1 aktive ederek kryoprotektif etki gosterir-
ler (18). Bir¢ok arastirmada lipozomlardan elde edilen
fosfolipitlerin koruyucu etkileri arastirilmuis, tiire gore
koruyucu etkili fosfolipit kaynaklar1 saptanmistir (22).

Antifreeze proteinler

Antifreeze proteinlerinin farkli molekiiler agirliga
sahip, tripeptit zincirlerden olusan {i¢ tipi vardir. Bu
proteinler diisiik sicakliga sahip sularda (-1,8°C) yasayan
baliklar, bocekler, bakteriler ve bitkilerden izole edilmek-
tedir. Antifreeze proteinlerin oosit ve embriyonun
vitrifikasyon sivisina 40 mg/ml oraninda katilmasi ¢6-
ziim sonu canliligi, ko¢ spermasinin dondurulmasinda da
sulandiriciya 10 pg/ml oraninda katilmasi, ¢éziim sonu
motiliteyi artirmaktadir (9, 33, 34).

Diger kryoprotektif ajanlar

Kryoprotektif ajanlardan soya fasiilyesi ekstraklari-
nin, hiicrenin sogutulmasi sirasinda membran akigkanli-
gin1 azaltarak koruyuculuk sagladig: bildirilmektedir. Bir

surfaktan olarak Orvus ES paste (sodium dodecyl sulfate,
OPS) donmaya kars1 duyarl tiirlerin (domuz, képek, fare,
primat, ko¢) sperma sulandiricilarina %0,5-1 oraninda
katilmasimin, ¢dziim sonu parametreleri etkiledigi ve
gebelik oranini yiikselttigi bildirilmektedir. (18, 42, 44).
Ayrica pentoxifylline, caffeine, sodium nitroprusside,
platet activating factor, BHT ve hyaluronic acid’in
spermatozoonun ¢0ziim sonu yasamina katki sagladigi
bildirilmektedir (32).

Kryobiyolojik saklamanin mekanizmasi

Hiicrelerin dondurulmasinda suyun biyolojik for-
munun degisimi (transformasyon) s6z konusudur. Yani
dondurma, suyun biyololik olarak kristallesmesi, sekil
degistirmesi ile gerceklesir. Hiicrelerin dondurulma isle-
mi sirasinda ekstraselliiler soliisyon/medium kendiligin-
den veya etkime (seeding) ile -5 ila -10°C” de kristallesir.
Ancak intraselliller ortam hiicre membraninin etkisiyle
heniiz donmamistir. S6z konusu olusum sirasinda
ekstraseliiler suyun buzlagmasi nedeniyle ortamda bulu-
nan maddelerin yogunlugunda artis olusur. Bu durum
kimi kimyasal maddelerin hiicre iginde ve disinda farkli
yogunlukta bulunmalarina yol agar. Meydana gelen farkli
yap1 ya da denge nedeniyle bir kisim sivinin hiicre disina
¢ikmasi (dehidrasyon) ile bu kez de hiicre i¢inde bulunan
bir kisim erimis maddelerin yogunlugunda yiikselme
meydana gelir ve hiicre icerisinde de kristaller olusur.
Aciklanmaya caligilan olugumlar hiicrelerin dondurulma-
sinda oldugu gibi ¢ozdiiriilmesinde de (ters yonde ve
dekristalizasyon halinde) sogutma hizinin etkisine bagh
olarak az ya da ¢ok meydana gelir (25, 26, 27)

Hiicre (gamet) membran biitiinliigli ve normal yapi-
st hiicrenin metabolik fonksiyonlar1 i¢in mutlak gerekli-
dir. Normal viicut 1sisinda hiicre membran yapisi lamelli,
iki sirali fosfolipit yapisinda ve dizilmis proteinlerden
olusur. Ortamin 1s1 degisimleri (6zellikle diisme) direk
s6zkonusu membran yapisint etkilemesi (soguk soku) ile
birlikte metabolik olaylarda azalma, sapma, diisme,
intraseliiler iyon ve molekiil kayiplarina yol agar (25, 26).

Sogutma zarari
Gametlerdeki (cryoinjury),
hiperozmotik stres, soguk soku stresi, ozmotik biiziigme-

sogutma  zararl
sisme sonucu olusmaktadir. Hiperozmotik ¢evrenin yara-
tilmasinda ortam pH’s1, selliller dehidrasyonda artis,
hiicre membrani protein-lipit kompleksinin zayiflamasi
6nemli yer tutar. Donma esnasinda, oosit ve embriyoda
olusan koyu lipit damlaciklarinin soguk soku hasariyla
ilgili oldugu diisiiniilmektedir (15, 38).

Domuz oositleri ile sigir oositleri ve klavig
embryolarindaki hasar, 0°C’de hizla geligmeye basla-
maktadir. Metafaz-2 oositi, kromozomlar1 tutan aglarin

depolimerizasyonundan dolay1 soguk sokuna Kkarsi
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irreversbl olarak duyarhidir (20, 38). Boga, kog, domuz
ve aygir spermatozoonu ani 1s1 diismesiyle olusan soguk
sokuna karsi kopek, kedi, ve tavsan spermatozoonuna
gore daha duyarlilik gdstermektedir. Gamet ve embriyo-
nun soguk sokuna maruz kalmasinda gelisen zararlar,
intraselliiler dehidrasyon, membran lipit ve proteinlerinde
destabilizasyon-denatiirasyon, hiicre ve endoplazmik
retikiilimunda ozmotik sigsme, plazma membraninda
intramembranéz kiimelesme, zona pellusidada fraktiir,
akrozomal salinimi, soguk  sokuyla
spermatozoonun sirkiiler hareketi ve motilite kaybi, oo-
sitlerin in vitro fertilizasyonunda kayiplar olarak sirala-
nabilir (10, 39, 46, 47, 49). Bunlarin sonucunda, hiicrede
apoptozis, serbest radikal olusumu, ATP sentezinde ak-

enzimlerin

sama, fertilite kaybi, polispermi ve tetraploidi olusmak-
tadir (38).

Kristal olusumu

Kristallesme endotermik bir proses olup, ortamda
latent 1s1 dalgasint ortaya koymaktadir. Sivilardaki kris-
tallesmeyi takiben, donmamis fraksiyondaki fiziksel
ozellikler degismekte, kristallesmenin dogurdugu gaz,
ortam viskozitesini artirmakta ve pH’da énemli degisim-
ler yapmakta ve kristallesmenin yarattigi stres faktor,
hiicrede ozmotik biiziismeye ve polimerizasyona, memb-
ran lipit fazinda degisimlere yol agmaktadir (46, 49).

Oosit ve embriyoda sicakligin 0°C’nin altina diis-
mesi intraselliiler kristallesme riskini artirir. Embriyo
dondurulmasinda olusan kristal formasyonu, ¢dziim
esnasinda olugan kristallesmeden daha zarar vericidir
(38). Memeli oosit ve embriyolar1 biiylik hacimli olduk-
larindan dolay1r sogutulma esnasinda, lethal etkili
intraselliiller kristallesmeye yatkin olmaktadir. Bunu
engellemek i¢in vitrifikasyonla hiicre stoplazmasi yogun
eriyige maruz birakilmali, kristalizasyon olugsmadan yada
sekillenmeden solidifikasyon olusturulmalidir (20).

Gamet ve embriyo dondurulmasinda kristallesmenin
baslatilmast

Kristallesmenin baglatilmasi (seeding) donma sicak-
ligina ulagsmamig sivilarda ekzojen etkiyle -5°C ila -7°C
arasinda indiiklenmekte ve kristalizasyondaki latent 1s1
dalgasinin yarataca@1 zarar1 minimize etmektedir. insan-
larda -5°C, tavsanlarda ise -6°C’deki seeding, ¢oziim
sonu motiliteyi artirmaktadir. Seeding programlanabilir
dondurma cihazlariyla yapilan dondurma islemini daha
kontrollii yapmakta, spontan sekillenen kristallesmeyi
onlemekte ve ekstraseliiler ortama sivi gecisinde yeterli
siireyi saglamaktadir. Seeding, ko¢ ve domuz spermasi-
nin dondurulmasinda olumlu etkiye sahip degildir (40).

Ozmotik stres ve ozmotik sisme
Donma isleminde etkili en 6nemli faktdr hiicrede
olusan ozmotik strestir. Donma sirasinda hiperozmotik

ortam olusmasina ragmen, ¢0ziim esnasinda kristalizas-
yonun ortadan kalkmasiyla bu ortam azalmaktadir.
Ozmotik stres, intra/ekstraselliiler ortamdaki ozmotik
farktan ileri gelmektedir. Bu ozmotik farkliligin hesap-
lanmasi, hiicreden hangi oranda suyun uzaklagtirilmasin-
da onemlidir. Suyun uzaklastirilma orani ise dogrudan
ortama katilacak kryoprotektan yogunluguyla iligkilidir
(10).

Kryoprotektanlarin ilavesi ortamin hiperozmotik
olmasina, hiicre membranindan igeriye girmesiyle hiicre-
de dehidrasyonun sekillenmesine neden olmaktadir.
Kryoprotektanlarin uzaklastirilmasinda hiicreler tekrar
sismekte ve isozmotik hacme ulagsmaktadir (48). Bu
tekrarlanan degisimler kritik noktalart gectiginde,
hiperozmosize bagli irreversibl membran yikimi olusur.
Ayrica hiicredeki kiiciik porlarin varligi potasyum ve
sodyum iyonlarmin giris-¢ikisini1 saglayarak, hiicrenin
hipoozmotik stres ve kolloidal ozmotik hemolize duyarli-
ligint artirir. Bu durumun Oniine gegmek i¢in ortama
kademeli olarak kryoprotektanlarin ilavesi
sit/embriyolarin eksternal kryoprotektan igeren sivilarla
muamele edilmelerini gerektirmektedir (15, 20, 35).

ve 00-

Iki faktor hipotezi

Mazur ve arkadaglarmin (27) ortaya attigi iki faktor
hipotezine gore; hizli sogutma zarari, hiicrede sekillenen
kristallesmeyle ilgilidir. Yavas sogutma zarar1 ise hiicre-
nin kryoprotektanlara uzun siire maruz kalmasinda ya da
asir1 biiziismesinde olusmaktadir.

Hiicre membran parametreleri

Hiicreler su igerigine, hacmine, sogutulma duyarl-
ligina ve sitoplazmik membranin sivi permeabilite katsa-
yisina gore spesifik sogutma oranina sahiptir. Donma
esnasinda gamet ve embriyonun su alig-verisinin hesap-
lanmasi, hiicrenin donmaya ve kryoprotektanlara karsi
ozmotik tepkinin belirlenmesi, lethal etkili intraselliiler
donma insidensinin azaltilmasi ve kryoprotektanlarin
optimum katim oranlarinin saptanmasi bazi membran
parametrelerinin belirlenmesine baglidir. Bu parametre-
ler, ozmotik inaktif hacim, hidrolitik iletkenlik (L),
eriyik permeabilitesinin aktivasyon enerjisi (V) ve hiicre
ylizeyi/hacim oranidir (23, 27).

Sonug¢

Hiicreler soguk sokuna kaldiklarinda
membransel ve ozmotik degisikliklere ugramaktadir. Bu
degisiklikler hiicrelerin ¢6ziim sonu yagam/fonksiyonel
ozelliklerini olumsuz etkilemektedir. Ozellikle reprodiik-
siyonda gamet ve embriyolarin soguk soku ve ozmotik
zarara kars1 ortamlaria kryoprotektif ajanlarin katilmast,
¢oziim sonu canliligi ve fertiliteyi optimize etmektedir.
Son yillarda gelistirilen bazi membransel parametreler,
kryoprotektanlarin ortama hangi oranda katilacaginin

maruz
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belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kryobiyolojik meka-
nizmalarin daha da iyi anlagilmasi, esey hiicrelerinin
dondurulmasindaki basariy1 artirarak fertiliteyi olumlu
yonde etkileyecektir.
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