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Ozet: Memeli embriyolarmin dondurularak saklanmas1 1970°li yillarm ilk yarisindan giiniimiize degin bilim adam-
larinca ¢alisilan 6nemli konulardan birisidir. Beseri alanda ve sigircilik alaninda embriyolarin kriyoprezervasyonu
rutin olarak uygulanmaktadir. Son yillarda 6zellikle vitrifikasyon yontemi ile ilgili yogun aragtirmalar yapilmakta-
dir. Bu derlemede embriyolarin dondurulmasiyla ilgili yontemler (6zellikle vitrifikasyon), kriyoprezervasyonun
mekanizmasi, kullanilan kriyoprotektif maddeler, ve kriyoprezervasyona etki eden faktorler agiklanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Embriyo, kriyoprezervasyon, kriyoprotektif maddeler, vitrifikasyon.
Cryopreservation of Mammalian Embryos

Summary: Cryopreservation of mammalian embryos has been an important subject studied by researchers since
early 1970’s. Cryopreservation of embryos has routinely been applied in human medicine and cattle breeding. Re-
cently, intensive researches related to the vitrification method have especially been carried out. In this review, meth-
ods about embryo cryopreservation (especially vitrification), mechanism of cryopreservation, cryoprotectants and

factors affecting cryopreservation would be clarified.
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Giris

Gliseroliin 1949 yilinda sperma hiicreleri-
nin dondurulmasinda basariyla kullanilmasi®,
embriyolarin da dondurularak saklanmasi igin
gerekli arastirmalarin yapilmasinin baglangicini
olusturmustur. Ik basarili embriyo dondurma
islemi 1972 yilinda Whittingham ve ark.” tara-
findan fare embriyolarinda gergeklestirilmistir.
Daha sonra Wilmut ve Rowson®, dondurup-
cozlindiirdiikleri sigir embriyolarindan gebelik
elde ettiklerini bildirmistir. Yapilan bu ilk calig-
malarda DMSO (dimetilsiilfoksit) kriyoprotektan
olarak kullanilmis ve dakikada 0.2°C’lik bir so-
gutma hizi uygulanmistir. Sonraki yillarda farkli
hayvan ve insan embriyolar basarili sekilde don-
durulmugtur®! 11719253539

Dondurma-¢oziindiirme sonrast canlilik o-
ranlar tiirler arasinda bazi farkliliklar géstermek-
tedir. Buna neden olan unsurlar olarak; dondurma
ve ¢Oziindiirme islemlerinde uygulanan donma ve
¢Oziinme hizlari, embriyolarin biiyiikliikkleri ve
gelisim donemleri, hiicrelerin gegirgenlik 6zellik-
leri ve kriyoprotektanlarin ozmotik 6zellikleri ile
toksisiteleri siralanabilir™'****, Kriyoprezervas-
yon isleminde kullanilan yontemleri geleneksel
yavas dondurma (slow freezing), hizli dondurma
(rapid freezing) ve vitrifikasyon (vitrification)
olarak ii¢ grupta incelemek miimkiindiir'®'®*>,
Baslangigta embriyolarin dondurulmasinda yavas
ya da kademeli sogutmay1 gerektiren yavas don-
durma yontemi kullanilmustir’' %, Geleneksel
bir yontem olan yavas dondurmada, embriyolarin
dondurulmasi i¢in ¢ok pahali ve komplike cihaz-
lara gereksinim vardir. Hizli dondurma isleminde
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ise, en az iki farkli kriyoprotektan madde ve yiik-
sek donma hizlar1 kullanilir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda, 1985 yilinda vitrifikasyon denilen
embriyoyu dondurma sistemi gelistirilmistir*’,
Bahsedilen bu iki yontem sayesinde yavas don-
durma yonteminde gerekli olan pahali ve kompli-
ke cihazlara olan gereksinim ortadan kalkmustir.
Vitrifikasyonda, buz kristallerinin hig¢ sekillen-
medigi vitr6z ya da camsi bir durum yaratilarak,
hiicrelerin, dokularin ve organlarin direkt olarak
s1v1 azot igerisine daldirilmasiyla dondurulmalar
saglanmaktadir. Cesitli kimyasallarin sulu ¢ozelti-
lerinin camsi1 yap1 sekillendirme 6zelliklerinin
onemli derecede degigkenlik gosterdigi belirlen-
mistir. Son yillarda, embriyolarin dondurulma
isleminde vitrifikasyon yontemi olduk¢a yaygin
bigimde kullanilmaktadir. Donma ve ¢dzlinme
islemlerinde hiicrelerin zarar gérmesini dnlemek
amactyla, dondurma ve ¢oziindiirme soliisyonlar1
icerisine kriyoprotektan diye adlandirilan gesitli
maddeler katilmaktadir. Giliniimiizde uygulanan
dondurma ydntemlerinde c¢esitli kriyoprotektanlar
ile yavag veya hizli sogutma ve 1sitma yontemleri
kullanilmaktadir™.

Uygulanmakta olan tiim dondurma yon-
temlerindeki temel prensip, donma ve ¢dziinme
sirasinda olusabilecek hiicre i¢i buz kristallerinin
olusumunu engelleyerek, hiicrelerin buz kristalle-
rinden gorecekleri zarar1 onlemektir. Bunu sag-
lamak amaciyla hiicre i¢i sivisinin, hiicre
membranindan gegebilen bagka bir deyisle niifuz
edebilen ve hiicrelere olabildigince zararsiz olan
kriyoprotektan maddelerle yer degistirmesi hedef-
lenmektedir.

Sunulan derlemede embriyo dondurma uy-
gulamasinin avantajlari, embriyolarin dondurul-
mastyla ilgili yontemler, kriyprezervasyonun
mekanizmasi, kullanilan kriyoprotektif maddeler
ve kriyoprezervasyona etki eden faktorler hak-
kinda bazi 6nemli bilgilerin 6zetlenmesi amacg-
lanmustar.

Embriyo Dondurma Uygulamasinin A-
vantajlari

Embriyo Transfer Teknolojisi, Sun’i To-
humlama uygulamasindan sonra hayvan islahinda
biiyiik gelismelere onciiliik etmistir. Yapilan ilk
caligmalarda taze embriyolar transfer isleminde
kullanilmistir. Bu nedenle, uygulamada saha sart-
larinda biiyiik problemlerle karsilagilmistir. An-
cak, embriyolarin basarili bigimde dondurulabil-
mesiyle embriyo transfer uygulamalar ticari bo-
yutta uygulanir hale gelmistir. Taze embriyo

transferlerindeki en biiyiikk sorunlardan birisi,
transferlerin yapilacagi tasiyict hayvanlarin dnce-
den senkronize edilmesi zorunlulugudur. Ayrica,
tek bir embriyo transferi ig¢in en az iki tagiyicinin
senkronize edilerek transfere uygun tasiyicinin
garanti edilmesi, maliyeti artiran kisitlayici diger
bir unsurdur.

Embriyolarin dondurulmasi ile tastyicilarda
senkronizasyona gerek kalmadan transfer islemi
gerceklestirilebildiginden, maliyette 6nemli diis-
meler gergeklestirilebilmigtir. Ayrica, iistiin nite-
liklere sahip hayvanlardan elde edilen embriyola-
rin dondurularak farkli bolgelere kolayca transfer
edilmeleri de miimkiin olabilmekte ve kurulacak
embriyo bankasi ile nesli tiikenmekte olan hayvan
varliklarinin korunmasi saglanabilmektedir. Don-
durulmus sperma ile sadece babadan gelecek
genetik yapidan yararlanilabilirken, embriyo ile
hem anne hem de babadan gelen genlerden dog-
rudan yararlanilabilir. Embriyolarin dondurularak
saklanmalartyla, iistiin genetik niteliklere sahip
olan hayvanlarin genetik 6zelliklerinin tiim diin-
yaya yayilmasmda, gen mihendisligi ve
biyomedikal c¢aligmalarda ve ozellikle de nesli
tiikenmekte olan tiirlerin korunmasinda biiyiik
ilerlemeler saglanmigtir. Canli hiicrelerin dondu-
rularak uzun yillar saklanabilmesi ve gerekli du-
rumlarda bunlarin ¢6ziindiirtilerek kullanilabilme-
si bilim diinyasini ilgilendiren en 6nemli konular-
dan biri olmaya hala devam etmektedir.

Kriyoprezervasyon Isleminde Kullanilan
Kimyasal Maddelerin (Kriyoprotektif Madde-
ler) Etki Mekanizmalari

Kriyoprotektanlar dondurma ve ¢oziindiir-
me uygulamalar1 sirasinda hiicrelerde olusabile-
cek zararlar1 6nlemek amaciyla kullanilan kimya-
sal maddeler olarak tammlanmaktadir®’. Kriyo-
protektan maddeleri, hiicre membranindan niifuz
edilebilme 6zelliklerine gore iki ayr1 grupta ince-
leyebiliriz: 1- Hiicre membranindan gegebilen,
yani hiicre igerisine niifuz edebilen (permeating)
ve 2- Hiicre membranindan gegemeyen, yani
hiicre igerisine niifuz edemeyen (non-permeating)
kriyoprotektanlar.

Hiicre igerisine niifuz edebilen
kriyoprotektanlar diigitk molekiiler agirliga sahip-
tirler ve dimetilsiilfoksit (DMSO), gliserol, etilen
glikol (EG), 1.2 propanediol, 2.3 biitanediol,
propilen glikol ve diger bazi alkolleri kapsamak-
tadir™***. Donmanin gergeklesmesinden 6nce,
ozmotik basing farkindan dolay1, embriyo hiicre-

leri igerisindeki siv1 kriyoprotektan maddeler ile



yer degistirir ve bdylece hem hiicre hacmindeki
degisiklikler azaltilarak hem de embriyo hiicreleri
igerisindeki buz kristallerinin olusumu minimum
diizeye indirilerek dondurma islemi sirasinda
hiicrelerin zarar gérmesi minimum diizeye indiri-
lir. Hiicre igerisine niifuz edebilen maddeler, suya
baglanabilme ozellikleriyle ve diger bilesenlerin
yiksek  konsantrasyonlarindan  kaynaklanan
toksik etkileri azaltarak koruyucu etkilerini goste-
rirler. Bu gruptaki kriyoprotektanlarin ¢ogu yiik-
sek oranda suda ¢Oziinebilme yetenegine ve 1s1
etkisine sahiptir. Bu nedenle bu niteliklere sahip
kriyoprotektanlar suyun hidrojen baglarin1 kopa-
rarak, suyun yapisini degistirirler. Ayn1 zamanda,
bu grupta yer alan kriyoprotektanlar su molekiil-
leri ile hidrojen baglar1 olusturabilmektedirler.
Ornegin; gliserol kendi hidroksil grubu ile su
molekiiliindeki mevcut oksijen arasinda hidrojen
bagi sekillendirmektedir. DMSO’in oksijeni ise,
suyun protonlart ile birlesmekte ve bunun sonu-
cunda da 1s1 a¢iga ¢ikmaktadir. Bunun yani sira,
kriyoprotektanlar hiicreler yiiksek konsantrasyon-
da tuz ile g¢evrildiginde hiicreleri yogun
dehidrasyonun sekillendigi donemde korumakta-

dirlar®*,

Hiicre igine niifuz edemeyen (non-
permeating) kriyoprotektanlar ise, kendi aralarin-
da iki ayr1 gruba ayrilabilir. Bunlar; hiicre igine
niifuz edemeyen diisiitk molekiil agirlikli (glikoz,
stikroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz ve diger bazi
sekerler) ve yiiksek molekiil agirlikli (polivinil
alkol; PVA, polivinil pirrolidon; PVP ve diger
baz1 polimerler) kriyoprotektanlardir’>*. Hiicre
icine niifuz edemeyen diisilk molekil agirlikh
kriyoprotektanlar donma islemi siiresince sekille-
nen buz kristalleri olusumunu azaltan etkilerini,
sogutmadan Once hiicreleri dehidre ederek goste-
rirler. Hiicre i¢ine niifuz edemeyen yiiksek mole-
kiil agirlikli kriyoprotektanlar ise, hiicrelerin don-
durulmasi ve c¢oziindiiriilmesi sirasinda olusan
buz kristallerinin sekil ve biiyiikliiklerini zararsiz
olacak bigimde degistirerek etkilerini gdsterir-
ler*”. Bunlardan bagka, albumin®’, fikol’ ve antif-
riz protein (AFP)®* gibi baz1 proteinler de hiicre
icerisine niifuz edemeyen yliksek molekiil agirlik-
I1 kriyoprotektanlar icerisinde yer almaktadirlar.
Serumdan kaynaklanabilecek kontaminasyonlar
nedeniyle, giiniimiizde genellikle polyvinil
pirolidon (PVP) ya da polivinil alkol (PVA) gibi

bazi maddeler serum yerine kullanilmakta-
dir' 2247

129

Embriyolarin Dondurulmasinda Kulla-
nilan Yontemler

Dondurmada kullanilan yontemleri gele-
neksel yavas dondurma (slow-freezing), hizh
dondurma (rapid-freezing) ve vitrifikasyon
(vitrification) olmak iizere baslica 3 grupta ince-
leyebiliriz.

Geleneksel Yavas Dondurma
(Slow Freezing)

Bu yontemle embriyolarin dondurulmasin-
da degisik agamalar mevcut olup sirasiyla su se-
kilde o6zetlenebilir: 1) Embriyolarin gliserol, eti-
len glikol, DMSO ya da propilen glikol gibi hiicre
icine niifuz edebilen diislik molekiil agirlikli
kriyoprotektanlardan birisinin degisik molar kon-
santrasyonlarindaki soliisyonuna, kriyoprotektan
soliisyon ve embriyo arasinda ozmotik dengeyi
(ekilibrasyonu) saglamak amaciyla, genellikle
oda 1sisinda bazen daha diisiik sicakliklarda ma-
ruz birakilmalari, 2) Buz kristallerinin olusumu-
nmun -5 ile -6°C’ler arasinda baslatilmasi
(seeding), 3) Kontrollii bir bigimde embriyo don-
durma makinesi araciligiyla -30 ile -70°C’ler
arasindaki bir sicakliga ulasincaya kadar kademe-
li yavas sogutma (0.2-2.0°C/dakika), 4) Istenilen
sicakliga ulagildiginda, sivi azot (-196°C) igerisi-
ne daldirma ve saklama, 5) Yaklasik olarak daki-
kada 250°C olacak sekilde kontrollii ¢oziindiirme
(bu islem karistirilmayan 25°C’lik su banyosunda
kolaylikla gergeklestirilebilir), 6) Embriyolarin
kiiltiire alinmas1 ya da tasiyicilara transferlerinden
once kriyoprotektanin uzaklastirilmasi. Belirtilen
asamalarin  her biri, basarili bir embriyo
kriyoprezervasyon islemi i¢in 6zel 6neme sahip-
tir'>*?,  Hiicre ic¢ine nifuz edebilen bu
kriyoprotektanlar, donma ve ¢dziinme siirecinde
hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu engelleye-
rek hiicre yapisim korurlar*’. Donmaya kars1 tole-
rans gosteren hayvanlarda hiicre i¢i igerik, toksik
olmayan ve hiicre igine niifuz edebilen kriyopro-
tektanin yiiksek konsantrasyonlarinda dengelen-
diginde ve sicakligin 0°C’nin altina diistiigii du-
rumlarda buz kristallerinin gelisimi, spesifik buz
cekirdeklerini olusturan proteinlerce baslatilir.
Seeding diye de adlandirilan buz kristallerinin
olusumunun baglatilmasi, ani ve hizli sogumayla
birlikte kendiliginden ve kontrolsiiz bigimde buz
cekirdeklenmesinin sekillendigi dénemde hizh
dondurmanin zararli etkilerini 6nler'”. Buz kris-
tallerinin olusumu basladiginda, kiigiikk buz kris-
tallerinde daha biiyiik kristallere doniislim yoniin-
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de bir egilim sekillenir ki; hiicreler igin 6liimciil
etkiye sahip bu durumun 6nlenmesi yavas sogut-
ma oranlarimin (dakikada 2°C’den daha az) uygu-
lanmasiyla saglanmaktadir. Boylece, dondurma
islemi siiresince hiicrelerin dehidre olmalar1 sag-
lanir.

Huzli (Rapid Freezing) veya Cok Hizli
Dondurma (Ultra Rapid Freezing)

Hizli dondurma, yiiksek donma hizlarinin
(dakikada yaklasik 1200-1250°C) uygulanmasin-
dan once hiicrelerin kismen dehidre edildigi don-
durma iglemini tanimlamak i¢in kullanilir. Bu
yontemle basarili bir sonu¢ almak i¢in gliserol,
propandiol, DMSO ya da etilen glikol gibi hiicre
icine niifuz edebilen kriyoprotektanlardan birisi-
nin 2 ile 4.5 M’lik ve siikroz, trehaloz, laktoz ya
da galaktoz gibi hiicre i¢ine niifuz edemeyen
kriyoprotektanlardan birisinin 0.25 ile 0.5 M’lik
karisimlarindan olusan dondurma soliisyonlarinin
kullanilmas: gerekmektedir’™*. Kisa bir ekilibras-
yondan sonra, embriyolar kismen dehidre bir
duruma gecerler ve bu asamada embriyolar sivi
azot buharinda ¢ok kisa bir siire tutulup sonra sivi
azot igerisine daldirilir. Asagida acgiklanacak
vitrifikasyon yonteminden farkli olarak, hizl
dondurmada hiicre dis1 sivi donar ve dondurma
soliisyonunun ozmolaritesinde artma meydana
gelebilir. Bunun sonucu olarakta embriyo hiicre-
lerinden daha fazla donabilir su hiicre digina gecis
yapar. Ancak, ¢6ziindiirme isleminde uygun ol-
mayan ¢oziinme hizlar1 uygulanirsa, hiicre i¢i buz
kristalleri sekillenebileceginden, embriyo zarar
gorebilir®.

Vitrifikasyon (Vitrification)

Vitrifikasyon; hiicrelerin, dokularin ve or-
ganlarin diisiik sicakliklarda hiicre igerisinde ta-
mamiyla vitréz ya da camsi bir durumun yaratil-
mastyla dondurulmasini ifade eden bir terim ola-
rak kullanilmaktadir. Bu yontemde buz kristalleri
hi¢ sekillenmemektedir. Vitrifikasyon prosediirii
ilk kez fare embriyolarinda basariyla gerceklesti-
rilmistir*®.  Vitrifikasyon yonteminin basitligi,
diigiik maliyeti ve uygulanan prosediiriin kisa
zamanda gerceklestirilebilmesi gibi avantajlarina
kargin, kullanimi1 genellikle deneysel diizeyde
kalmistir. Basaril1 bir vitrifikasyon i¢in, viskozi-
tede ¢cok yogun bir artis gerekmektedir. Bunun
icin de ya yiiksek sogutma oranlar ya da diisiik
sicaklik derecelerinde viskoziteyi artiran ve buz
kristallerinin formasyonunu baskilayan kriyopro-
tektan soliisyonlarn kullanimi gerekmektedir®.

Vitrifikasyon yonteminde 0.25 ml’lik payetlerin
(straw) sivi azot igerisine direkt olarak daldiril-
masiyla saglanan en yiiksek donma hizi, yaklasik
olarak dakikada 2500°C ile sl kalmustir*”.
Ancak, payetler igerisindeki embriyo ve onlarin
zona pellusidalarinda olusacak g¢atlama ve kiril-
malar1 6nlemek amaciyla yukarida sozii edilen
sogutma ve 1sitma oranlarinin tiimiiyle uygula-
namayacagl yapilan caligmalar ile gosterilmis-
tir’>*’. Kriyoprotektanlarin yaklasik 5-7 molar
gibi yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi ile
vitrifikasyonun saglanabilecegi gosterilmistir. Bu
oran geleneksel yavas dondurmadaki konsantras-
yonlarin (genellikle 1-2 molar) yaklagik 2-3 kati-
dir’®. Vitrifikasyonda kriyoprotektanlarin don-
durma igleminde buz olugsumunu baskilamalari en
onemli unsurdur ve sicaklik diistiikge, soliisyon
tiimiiyle viskoz bir hal alarak sonunda cams1 bir
faza gecmektedir. Farkli kriyoprotektanlarin suyla
olusturulan soliisyonlarinin camsi faz olustura-
bilme 6zelliklerinin degisken oldugu gosterilmis-
tir. Bunun da nedeninin, her bir kriyoprotektanin
vitrifikasyonun gelismesine yardimci olmada ya
da donmaya olan egilimi azaltmada, su molekiil-
leri ile olan etkilesimlerindeki farklilik oldugu
bildirilmistir**.

Pratik sogutma oranlarinda vitrifikasyonun
saglanmasi i¢in kriyoprotektanlarin yiiksek kon-
santrasyonlarinin  (>%30) kullanilmas1 gerekti-
ginden, ilgili kriyoprotektanlarin toksisiteleri
vitrifikasyonda onemli bir rol oynamaktadir®.
Yiiksek konsantrasyonlardaki kriyoprotektanlarin
toksik etkilerini en aza diisiirmek igin,
ekilibrasyon zamaninin kisaltilmasi, iki asamali
ekilibrasyon ve toksisiteyi azaltan siikroz, treha-
loz, formamid ve rafinoz gibi bazi maddelerin
kullanilmas: salik verilmektedir*. Oldiiriicii buz
kristallerinin olusumunun donma asamasindakine
kiyasla ¢oziinme asamasinda daha hizli sekillen-
digi gosterilmistir®. Bu nedenle, embriyolarin
vitrifikasyondan sonra canliliklarini siirdiirebil-
meleri, aynt zamanda, devitrifikasyon sirasinda
meydana gelebilecek zararlarin da Onlenmesine
baglidir. Sulu soliisyonlarinin dondurma ve ¢o-
zliindiirme iglemleri boyunca cams1 bir faz sekil-
lendiren polietilen glikol ve 2.3 biitanediol gibi
maddeler ayn1 zamanda gliserolle karsilastirildi-
ginda, hiicrelere ¢ok daha hizli penetre oldugun-
dan, vitrifikasyon soliisyonlarinda kullanilan ideal
kriyoprotektan maddeler olarak bildirilmistir*’.
Fikol’, antifriz proteinler” ve sodyum
hyaluronat* gibi yiiksek molekiil agirlikli madde-
ler kriyoprotektan soliisyonlarin vitrifiye olabilme



Ozelliklerini artirir ve ¢Oziindiirme siirecinde
devitrifikasyonu onlerler. Ancak, in vitro iretil-
mis sigir blastosistleri etilen glikol-siikroz soliis-
yonuyla, herhangi bir vitrifikasyon 0&zelligini
artirict madde kullanilmadan basariyla vitrifikas-
yon yontemiyle dondurulmustur. Bu tiir molekiil-
lerin vitrifikasyon soliisyonlarinda bulunmamasi
coziindiirme esnasinda net bir devitrifikasyonla
sonuglanmistir ki; bu da buz kristallerinin don-
durma asamasina gore ¢Oziindiirme asamasinda
daha kolay sekillendigini dogrulamaktadir. An-
cak, ¢Ozilindiirme siirecinde sekillenen devitrifi-
kasyon olgusunun ¢o6ziindiirme sonrasi embriyo-
larin canliliklarint korumada olumsuz etki gos-
termedigi bildirilmistir*’. Farelerde yapilan baska
bir ¢alismada, dondurma asamasinda vitrifikas-
yon sollisyonunda sekillenen kristalizasyonun
embriyolara zarar vermedigi bildirilmistir”’. Bu
nedenle, dondurma asamasindaki gozlenebilir
kristalizasyon ve ¢oziindiirme asamasindaki yeni-
den sekillenen kristalizasyonun embriyolara za-
rarsiz olmasi, buz kristallerinin hiicre disinda
sekillendiginin ve embriyolarin icerisinde her-
hangi bir kristallesmenin ya da degisikligin olma-
digmin gostergesi olarak kabul edilmektedir®.
Tartigmal1 da olsa, basar1 ile gerceklestirilen don-
durma yontemlerinin hemen tiimiinde vitrifikas-
yonun bir dereceye kadar embriyo ya da oositle-
rin i¢inde ve etrafindaki soliisyonlarin konsant-
rasyonuna bagli olarak asamali sekilde gergekle-
sen buz formasyonu sonucunda olustugu bildiril-
mistir’'. Karisiklig1 6nlemek igin kriyobiyoloji ve
embriyolojide vitrifikasyon terimi, biyolojik ma-
teryali igeren sollisyonun timiiyle vitrifiye oldugu
yontemler igin kullanilmaktadir™®. Geleneksel
yavas dondurma ile vitrifikasyonla dondurulan
evcil hayvan embriyolarinin in vitro ve in vivo
gelisim oranlarini karsilagtiran bir ¢ok calismada
esit sonuglar ya da vitrifikasyon lehine sonuglar
bildirilmistir' "%,

Yukarida bahsedildigi gibi 0.25 ml’lik pa-
yetlerin dogrudan sivi azot igerisine daldirilma-
styla dakikada 2500°C’lik bir soguma orani sag-
lanabilmektedir. Vitrifikasyon igleminde sogutma
oranint artirmak igin ¢esitli yontemler gelistiril-
mistir. Drozophila melanogaster embriyolarinin
vitrifikasyonunda® elektron mikroskop 1zgarasi-
nin (electron microscope grid) tasiyici arag olarak
basariyla kullanilmasinin ardindan, aynmi sekilde
sigir oosit ve embriyolart da vitrifiye edilmig-
tiri3 4

Vajta ve arkadaslarinca® gelistirilen agik
¢ekilmig payet (open pulled straw, OPS) yontemi
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de bu amagla gelistirilmis ve basarili sonuglar
alinmistir'™’. Bu yontemde normal 0.25 ml’lik
payetler orta kisimlarindan sicak bir yiizey iize-
rinde 1sitilmis ve daha sonrasinda her iki ugtan
cekilerek payetin uzamasi ve orta kismin incel-
mesi saglanmigtir. Payetler orta kisimdaki en ince
noktadan jilet ya da benzeri bir kesici ile kesile-
rek vitrifikasyon islemi i¢in hazir hale getirilmis-
tir. Icerisinde embriyo ya da oositlerin bulundugu
1-2 ul’lik vitrifikasyon damlaciklar1 payetin dar
ucunun yaklastirilmasi sonucunda kapiller ¢ekim
etkisiyle payet igerisine alinmig ve direkt olarak
stv1 azot igerisine daldirilmistir. Boylece, dakika-
da 20.000°C’nin iizerinde bir sogutma hizina
ulagilmis ve sivi azotta dondurma isleminden
once vitrifikasyon soliisyonu igerisinde bekleme
stiresi bakimindan da 30 saniyenin altina inilmis-
tir. Elde edilen bu avantajlarla yiiksek yogunluk-
taki kriyoprotektanlarin zararh etkileri de en aza
indirilmigtir. Cozlindiirme iglemi, payetin ince
ucunun direkt olarak embriyo yikamada kullani-
lan herhangi bir vasatin igerisine daldirilmasiyla
gergeklestirilmistir. Ayni yontem cam pipetlerin
cekilmesiyle de basarili sekilde uygulanmstir®.

Naylon halkalar (nylon loop) protein kris-
tallerinin vitrifikasyonu amaciyla basar ile kulla-
mlmistir®®. Bu yontem 1999 yilinda Lane ve
ark.’min yaptigi iki ayr g¢alismada®* oosit ve
embriyolarin vitrifikasyon yontemi ile dondurul-
masi amaciyla modifiye edilmis ve basarili so-
nuglar almmistir. Yontemde kullanilan naylon
halkalar criyoviyalin vidali kapagina monte edil-
mistir. Naylon halka kriyoprotektan soliisyon
icerisine daldirilarak halkanin i¢ kisminin soliis-
yondan olusan bir filmle kapatilmasi saglanmak-
tadir. Olusan film {izerine vitrifikasyon soliisyonu
igerisinde tutulan embriyolar pipet araciligi ile
transfer edilerek filmi olusturan soliisyon igeri-
sinde oosit veya embriyolar asili halde kalirlar.
Bu sekilde naylon halka direkt sivi azot igerisine
daldirilir.  Sivi azot igerisinde naylon halka
criyoviyal igerisinde kalacak sekilde vidali kis-
mindan kapatilarak vitrifikasyon islemi tamamla-
nir. Naylon halka iizerindeki soliisyonun toplam
hacmi 1 pl’den daha azdir. Bdylesine kiiciik bir
hacimle donma hizi artinlmistir. Yontemin en
o6nemli avantajlarindan birisi ¢oziindiirme sonrasi
geri kazanim oraninin diger yontemlere gore yiik-
sek olmasidir’™*.

Dinnyes ve arkadaslarinca'” gelistirilen kati
ylzey vitrifikasyonunda (solid surface vitrifica-
tion, SSV) ise s1vi azot igerisine kismen batirilmig
ve aliminyum folyo ile kaplanmis olan metal
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cismin iizerine oositleri iceren 1-2 pul’lik
vitrifikasyon soliisyon damlalarimin damlatilmasi
ile donma hizi daha da artirllmistir. Bu yontemde,
diger vitrifikasyon yontemlerinden farkli olarak
sadece vitrifiye edilecek oosit veya embriyolarin
icerisinde bulundugu c¢ok kiiciik vitrifikasyon
sollisyonu sogumaktadir. Oysa diger yontemlerde
soliisyonu tasityan plastik ve cam gibi maddeler
de sogumakta ve dolayisiyla donma hizim1 kismen
de olsa olumsuz etkilemektedir. Ulkemizde yapi-
lan bir calismada’, proniikleer dénemdeki fare
embriyolarina SSV ile vitrifiye edilip ¢oziindii-
riildiikten sonra proniikleer DNA mikroenjeksi-
yonu yontemi ile gen transferi yapilmis ve trans-
fer islemi sonucunda transgenik yavru fare elde
edilmistir. Bu yontemle c¢esitli hayvanlarin oosit
ve embriyolarinin basari ile donduruldugu degisik
calismalarda bildirilmistir®”".

Embriyolarin Céziindiiriilmesi ve
Kriyoprotektanlarin Uzaklastirilmasi

Coziindiirme  islemi  (thawing veya
warming), embriyolari tasiyan payetlerin (straw)
veya embriyolar1 igerisinde bulunduran diger
tastyicilarin sivi azottan ¢ikarildiktan sonra, ge-
nellikle direkt olarak 20 ile 37°C’deki su banyosu
icerisine 10-20 saniye siireyle daldirilmasi sure-
tiyle gergeklestirilmektedir. Kriyoprotektif mad-
delerin zararli etkilerini (ozmotik sok vs.) onle-
mek i¢in de hizli bir sekilde bu maddelerin emb-
riyolardan uzaklastirilmast gerekmekte-
dir*'®**442 " Kriyoprotektanlarm uzaklastirilmas:
icin siikroz'™?’, trehaloz’ veya galaktoz™ gibi
hiicre igine niifuz edemeyen sekerler kullanilmak-
tadir. Bu maddelerin ortamda bulunmasi sonucu
kriyoprotektif madde yogunluk farkindan dolay1
hiicre disina ¢ikar. Bu islem ya tek ya da 3 asama-
11 olarak gergeklestirilmektedir. Tek bir asamada
yapilan kriyoprotektan uzaklagtirilmasinda genel-
likle ¢oziindiirme isleminden hemen sonra, payet
elle sallanarak soliisyonlarin karigmasi saglanir ve
embriyo transfer pipeti igerisine yerlestirilerek
embriyolarin direkt olarak transferi gergeklestiri-
lir'**®, Coziindiirme isleminde, siikrozun 0.5 ile 1
M konsantrasyonun yaygin olarak kullanildigi
bilinmektedir' ",

Son yillarda embriyolarin yani sira oositle-
rin dondurulmasi konusunda da yogun c¢aligmalar
yapilmaktadir'>'®***!. Ancak, embriyolarm don-
durulmasi ile karsilastirildiginda basart oraninin
daha diisik oldugu gorilmektedir. Oositlerin
dondurulmasi hem insanlarda uygulanan yardimci
tireme teknikleri hem de ovaryumdan kaynakla-

nan bazi infertilite durumlarinda fertilitenin yeni-
den sekillendirilmesi ve uzatilmas: bakimindan
baz1 pratik ve etik avantajlara sahiptir. Bilindigi
iizere spermanin ve embriyolarin dondurularak
saklanmasi1 giiniimiizde in vitro fertilizasyon kli-
niklerinde yaygin ve rutin olarak kullanilan yon-
temler arasinda yer almaktadir®. Ayrica, bilimsel
acidan ise, giiniimiizde yogun olarak ¢alisilmakta
olan klonlama ¢alismalarinda dondurulmus oosit-
lerin kullanilabilmesi biiyiik kolaylik saglayacak-
tir'2. Ticari embriyo transferi amagh kriyoprezer-
vasyon uygulamalarinda geleneksel yavas don-
durma yontemi giinlimiizde hala yaygin sekilde
kullanilmaktadir™.

Sonug olarak embriyolarin dondurulmasina
iligkin ¢aligmalarin iilkemiz agisindan da biiyiik
onem tagidig1 agiktir. Ozellikle biiyiikbas hayvan-
larmn 1slah edilmesinde embriyolarin dondurulma-
st ve bunlarin transfer edilmesinin bilyiik yararlar
saglayacag1r gergegi akildan c¢ikarilmamalidir.
Vitrifikasyon yonteminin pahali ekipmanlar ge-
rektirmemesi ve saha sartlarinda dahi kolayca
uygulanabilirligi yontemin 6nemini uygulamada
daha da artirmaktadir.
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