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Ozet: Son yiilarda sigir embriyolari ticari amagh tretilmekte ve uluslararasi transferleri gergeklegsmektedir. Embriyo
dondurma teknolojisi ile iiretilen embriyolar ucuza mal olmakta ve genetik potansiyeli korumak amaciyla giin gectikge
snem kazanmaktadir. Giniimiizde ¢ok sayida sigir embriyosu in vitro maturasyon, fertilizasyon ve kiiltir ile yani in vitro
olarak {iretilmektedir. Avrupa’ da ve Amerika’ da hem in vitro Gretilmis hem de canli hayvanlardan elde edilen
dondurulmus embriyolarm ulusal ve uluslararast ticareti yapilmaktadir. Bu teknolojinin tam olarak kullanilabilmesi i¢in
in vitro @retilen embriyolarin sivi nitrojende saklanmast sarttir. Farkli kimyasal yapilara sahip olan Glycerol,
Dimetilsiilfoksid ve Glycoller sigir embriyolariin dondurulmast i¢in yaygin otarak kullaniimaktadir. in vitro dretilen
embriyolar in vivo elde edilenlere oranla diisiik sicakliklara hassastir. Bu sorunun tistesinden gelebilmek i¢in gelistirilen
vitrifikasyon teknikleri ile in vitro Gretilen embriyolarda, klasik tekniklere oranla daha yiiksek canlilik oranlar: elde
edilmektedir. Genellikle in vitro iiretilen sigir embriyolarinin dondurmay: takiben disitk canlilik oranlari vermesi bu
teknolojinin ticari uygulamasini kisitlayan en onemli faktorlerdendir. Vitrifikasyon tekniginin kolay uygulanabilirlik,
disiik maliyet, hizh uygulanmasi gibi avantajlarma ragmen, giinimiizde kullanimt deneysel caligmalarla sinirh
kalmaktadir. Bu nedenle ticari olarak embriyo transferi igin gelencksel yavas dondurma teknigi hala tercih edilmektedir.
Dondurma ¢ozdiirme prosediirleri, tekniklerin basitlesmesinden 6tiirti ¢iftlik kosullarina bile adapte edilebilmektedir. Bu
makalede, sigir embriyolarinin cryobiyolojik ozellikleri, farkli dondurma-¢6zdiirme prosediirleri ve tekniklerinin

embriyolarin canlilik oranlarina etkileri ortaya konmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Dondurma, Kryoprotektanlar, Sigir embriyolari, Vitrifikasyon.

Cryopreservation of bovine embryos

Abstract: In the last decade, production and international transport of viable/transferable bovine embryos are getting
more attention. Embryo cryopreservation technology has been used for many years as a tool to provide genetic resources
at low cost. Large numbers of bovine embryos are currently produced by means of in vitro maturation, fertilization, and
culture techniques. In Europe and U.S.A., frozen embryos both produced in vitro and in vivo are sold as a commercial
good both nationally and internationally. Storage of in vitro derived embryos in liquid nitrogen is essential to make full
use of this technology. Glycerol, DMSO and Glycols, which have different biochemical structure, have conventionally
been used for the cryopreservation of bovine embryos. However, in vitro derived embryos have been shown to be more
sensitive to low temperature than their in vivo counterparts. To overcome this sensitivity, vitrification procedures were
modified for in vitro derived embryos to provide higher survival rate than conventional freezing technique. The poor
survival of bovine in vitro produced embryos following cryopreservation is a major factor limiting the commercial
application of this technologies. Despite of the advantages of the vitrification technique such as easness, low cost and
quickness its use is mainly limited to experimental studies. For commercial embryo transfer purposes, the traditional
slow-rate freezing has been used. Freezing-thawing procedures adapted to condition of commercial farm breeding, since
the technics are getting less complex. In this review, the cryobiological characteristics of bovine embryos, freezing and
thawing procedures and survival rates obtained by different technics were described.

Keywords: Cryopreservation, Cryoprotectants, Bovine embryo, Vitrification.

Giris

Embriyo saklanmasinin amaci uzun veya kisa stireli
depolanma sonrasinda embriyonun daha sonraki
donemlerde  gelisimine  devam edebilmesinin

saglanmasidir. Embriyonik hiicreler — 196 °C de ¢ok
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uzun siire canlihik yetenegini muhafaza
edebilmektedirler (1). Bununla birlikte nakillerin daha
sonra yapilmasi gerekebileceginden birkac aylk
saklamaya daha c¢ok ihtiyag duyulmaktadir. Baz
nedenlerden dolay1 uzun siire saklama yerine buzdolabt
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sicakliklarinda  kisa  siireli  depolamalar  da
yapilabilmektedir. Genetik olarak degerli embriyolarin
daha verimli kullanilabilmesi, diisiik sicakliklarda etkili
dondurma tekniklerinin gelisimine baglidir. Yapilan bir
arastirmada transfer edilen 500.000 embriyonun % 50’
den fazlasinm dondurulup c¢ézdiriilerek nakledildigi
belirtilmektedir (2). In vitro tretilen embriyolarm
dondurulup ¢ozdiriildiikten sonra yapilan nakillerde
ortaya ¢ikan gebelik oranlari degisken olmakla birlikte
in vivo olanlara gore diisiik olmaktadir. Son yillarda
kontrollii dondurma teknigindeki gelismelerle gebelik
oranlar1  yilkseltilebilmigse de in vitro Uretilen
embriyolarin soguga ve dondurmaya daha duyarh
olduklar: bildirilmektedir (2).

Embriyolarmn  dondurulmast embriyo transfer
endiistrisinin ¢nemli bir pargasidir. Bu teknoloji
genetik olarak fistiin wklarin uluslararas: transferine ve
ticaretine olanak saglamaktadir (3). Ayrica soyu
tilkenmekte olan wklarin embriyolart dondurulup
embriyo bankalarinda saklanarak tiirin devamlilig
saglanmis olmaktadir 4). Ayni zamanda
siiperfolikiilasyon ¢aligmalar: ile elde edilen ¢ok sayida
embriyo i¢in her zaman yeterli alici temin
edilemeyebilmektedir. Bu sorunlarin {stesinden
gelinebilmesi  igin  embriyolarn  dondurularak
saklanmasi zorunfuluk haline gelmistir.

In-vitro olarak {iiretilmis embriyolarin dondurma-
¢ozdiirme sonrasi yiiksek oranda canli kalmalar: bu
teknolojinin ticari alana taginabilmesi igin gerekli
gortilmektedir (5, 6). Son arastirma sonuglarina gore, in
vitro embriyolardan yiiksek canlilik ve gebelik oranlar
elde etmek igin dondurma tekniklerinde kiigiik
degisiklikler yapmak yerine maturasyon ve Kkiiltir
tekniklerinin gelistirilmesi gerekmektedir. In vitro
maturasyonu, fertilizasyonu ve  kiiltiirt  yapilan
(IVMFC) embriyolarin kiiltiire edildikleri medium
onlarin yalnizca gelisimini degil aym zamanda
dondurma sonrasi canlilik oranlarmi da etkilemektedir

(6).

In vitro iretilen yedi ve sekiz giinlik sigw
blastosistleri %15 FCS (fotal buzagl serumu) igeren
PBS iginde 20°C de 48 saate kadar mubafaza
edilebilmektedir (7). Saklama siiresi 4-6 saati astiginda
bu sicaklikta belli bir canlhlik azalmas: olmaktadir.
Embriyolar 18-24 saat siireyle 20°C de saklandiginda
canliliklarini = %70.6 oraminda korumaktadir  (8).
Embriyolarin  soguga dayanikliligi erken gelisme
donemlerinde (morula) daha zayifken, gelisme donemi
ilerledik¢e (blastosist) artmaktadir (7, 9, 10). Sonugta
embriyolarin soguga karst hassasiyeti embriyonun
gelisme donemine, ait oldugu tire ve gelistirildigi
ortama bagli olarak degismektedir (10).

Embriyo dondurma tekniklerini klasik dondurma
teknigi, tek basamakli dondurma teknigi, ultra hizh
dondurma teknigi ve vitrifikasyon olmak iizere 4 grup
altinda toplamak miimkiindiir. Klasik dondurma teknigi
ve vitrifikasyon ayri bagliklar halinde incelecektir.

Tek basamakli metot, kontrolli dondurma ve
¢ozdiirme tekniginin bir modifikasyonudur. Bu teknikte
¢ozdiirme embriyonun donduruldugu payetler i¢inde
bulanan sulandirma soliisyonlar vasitastyla
yapilmaktadir. Bu teknigin laboratuar kosullart ¢ok iyi
olmayan yerlerde ve giftliklerde ¢oziindiirtilecek
embriyolar  i¢gin  uygun bir teknik  olacag
diistiniilmektedir (7).

Ultra hizli dondurma teknigi hizlandirilmis bir
dondurma yontemidir. Ornekler 12°C/dak hizinda -
30°C*  ye sofutulduktan sonra sivi  nitrojene
daldirilirlar. Ancak bu teknikle dondurulduktan sonra
transfer edilen embriyolardan elde edilen gebelik
oranlar1 diisiiktlir. Vitrifikasyonun aksine bu teknikte
hilcre icinde ve disinda buz olusumu meydana
gelmektedir.

Klasik Dondurma Cézdiirme Teknigi ve Kullanilan
Malzemeler

dondurmada kullanilan  sogutucular
embriyo  dondurma  prosediiriiniin  en  pahali
ekipmamudir. Ticari olarak ¢ok sayida kontrolli
dondurma cihazlari piyasada bulunmaktadir. Bu araclar
cesitli dondurma ¢ézdiirme programlarina sahiptirler.
Cok pahali olmalan nedeniyle IVF laboratuarlarinda
ucuz olan degisik araglar da kullamlmaktadir.

Kontrollii

Payetler

Embriyolar1 dondurmada 1985’ i yillarda 0.5, 1
veya 2ml’ lik cam ampuller kullamlms olup (11, 12,
13) bu materyalin hem kullanim zorlugu hem de
payetlere gore daha diigiik canlilik oranlar1 vermesi gibi
dezavantajlar1 vardir. Yaygin olarak 025 ml” lik
payetler kullanimaktadir. Payetlerin muhtemel toksik
etkileri embriyolar yiiklenmeden 6nce steril mediumla
calkalanarak elimine edilmelidir.

Son zamanlarda elektron mikroskobu 1zgaralari da
(grid) dondurma konteynir1 olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bu gridler payetlere gore iig kat daha hizh
sogumaya miisaade ettiginden vitrifikasyon tekniginde
tercih edilmektedir. Bakirdan yapilmig olan gridlerden
sogufa daha hassas olan oositlerin ve drosophila
embriyolarmm dondurulmasinda yararlaniimaktadir.
Vitrifikasyon  igin  payetlerin  yerine  elektron
mikroskobu gridlerinin kullanilmasi sarkma (hatching)
donemindeki IVP embriyolarda yiiksek canlilik oranlari
elde edilmesine neden olmaktadir (14).

Sigw Serumu ve BSA (Sigwr Serum Albumini)

Dondurma mediumlarindaki proteinlerin (serumlar,
BSA, makromolekiiller) yararll etkilerinin nasil ortaya
¢iktigi tam olarak bilinmemekle birlikte, stirfaktan
ozelliklerinden dolayr kullanilmaktadirlar.  Ayrica
proteinli  serumlarin  distirdiigii  yiizey  gerilimi
embriyolarin birbirlerine, konteynirin duvarina ya da
sollisyon yiizeyine yapigmasina engel olmaktadir.
Proteinler hiicre mebranlarint  stabilize  ederek
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dondurma swrasinda hiicre zarinin zarar gormelerini
engellemektedir. Fotal buzag serumu (FCS), yeni
dogmus buzagi serumu (NCS), kastre boga serumu
(SS) veya sigir serum albumini (BSA) gibi farkh
kaynaklardan biyolojik proteinler dondurma
mediumlarinda etkili olarak kullanilmaktadir (15).

Ancak sigir serumunun veya BSA’ nin kimyasal
olarak belirli makromolekiller (Polyvinyl alcohol
(PVA) gibi) ile yer degistirmesi muhtemel hastalik
bulagsma ihtimalinin azaltilmasi acisindan da énemlidir
(16). Bu tiir bulagma riskleri arastirmacilart PVA veya
sodium hyaluronate (SH) gibi maddelerin kullanimina
itmistir. PVA olmasa da SH verdigi yiksek canlilik
oranlari ile son derece imit vericidir. Ancak SH bir
stirfaktan olmamasi nedeniyle embriyolarin
maniplasyonlarinda gii¢liikler ortaya g¢ikabilmektedir.
Bu giiglukler asildiginda SH biyolojik serumlarin
yerine tercih nedeni olacaktir (15).

Obhoshi ve ark. (17) yaptiklar bir calismada BSA
(3 mg/ml) ile kiilttirti yaptlmis olan embriyolarm FCS
(%1-5) ile kiiltiire edilenlere gore vitrifikasyon sonrast
daha yiiksek canlilik oranlari verdigini ve bunun
blastosistteki hiicre sayisi ile ilgili olmadigmi ileri
stirmiiglerdir. Bu nedenle arastiricilar BSA’ y1, FCS’ ye
goére daha avantajli kabul etmektedirler.

Yaygin Olarak Kullanilan Kryoprotektanlar

Embriyo transferi teknolojisinde farkli dondurma
teknikleri gelistirilmis olmakla beraber bu teknolojinin
onemli  bir  par¢ast da  kryoprotektanlardir.
Kryoprotektanlar genelde intraselliiler ve ekstraselliiler
olmak tizere iki kategori altinda incelenmektedir.
Intraselliiler kryoprotektanlardan en yaygm
kullamlanlari dimetilsiilfoksid (DMSO) ve glyceroldiir.
Bu iki madde olduke¢a diisiik molekiiler agirliga sahip
olup embriyonik hicrelere kolayca girebilmektedir.
Son yillarda ethylen glycol de sigir embriyolarinin
dondurulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ethylen glycol’ (EG) in (62.07) glycerol (92.10),
propylen glycol (76.10) ve DMSO (78.13) gore diisiik
molekiil agirligi ve yliksek permeabilite giici nedeniyle
tercih sebebi olmustur. Propylen glycol, ethylene
glycol, diethylene glycol gibi kryoprotektanlarin
nispeten  toksitelerinin  az  olmasmma  ragmen
equilibrasyon stiresi ile toksitesinin yakindan ilgili
oldugu bildirilmektedir (18).

Ekstraselltler kryoprotektaniar biiyiik
molekiillerdir. Daha cok siikroz gibi disakkaridler ve
sigir serum albumini (BSA) ile hyaluronik asid (HA)
bunlara birer 6rnektir. Makromolekiillerin soguktan
koruyucu etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmekle
birlikte ¢ozdiirmeden hemen sonra BSA’ min hiicre
membranlarini  korudugu ve stabilize ettigi ileri
siriilmektedir.  Antartik  baligindan elde edilen
antifreeze proteinler son yillarda ekstraseiliiler bir
kryoprotektan olarak ¢alismalarda kullanilmaktadir.
Genel bir kural olarak dondurma sirasinda tek bir
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kryoprotektan  yerine  kombine  kryoprotektanlar
kullanmak ¢6zdirme sonrast daha yiiksek canlilik
oranlan elde etme agisindan avantajli bulunmaktadir.

Kryoprotektanlarin  koruyucu etkilerinin; hticre
icinde donmanin etkilerini azaltmasi, hiicre igi
donmanin meydana geldigi sicakliklarr diistirmesi,
hiicre membranlarini stabilize etmeleri sonucu ortaya
ciktigr diistiniilmektedir.

Klasik Yavas Dondurma Teknigi

Dondurma prensipleri canh hiicreler icin aymidir.
Bu siirecin en 6nemli bolimii suyun donmadan 6nce
hiicre ig¢inden uzaklagtiriimasidir. Dondurma teknikleri
iizerine yaptlan pekgok arastirmada kryoprotektanlarin
secimi, yogunlugu, sogutma ve dondurma oranlari, buz
olusumunun uyarilmast ve nitrojene  daldirma
sicakliklari, ¢ozdiirme 1stlari, hizlar ve
kryoprotektanin  uzaklastirilma teknikleri etraflica
degerlendirilmis, bu arastirmalarda embriyolarin
dondurulmast icin en basarili teknikler gelistirilmistir.
Bu dondurma teknikleri dogru olarak uygulandiginda
genel olarak hiicrelere zarar vermemektedir.

En  yaygin  olarak  kullanilan  dondurma
metotlarindan biri olan klasik yavas dondurma teknigi
su sekildedir.

1-  Embriyolar oda sicakhigmmda 14-1.5 M
glycerol soliisyonu igerisinde 20 dk bekletilir. Bu
donemde embriyolar gegici bir biizisme ve takiben
normale donme evresi gegirirler.

2-  Payet icinde kryoprotektanin
sulandirilabilmesi igin 0.25 ml’ lik payetlere 6.8 cm
uzunlugunda PBS iginde 1M siikroz ve daha sonra 0.8
cm hava bunu takibende 0.8 cm kryoprotektan tekrar
0.8 cm hava bir cm wuzunlugunda kryoprotektan
igindeki embriyolarin iistine 0.8 cm hava ve tekrar
kryoprotektan seklinde bir siralama yapilir. Payete
cekilen hava kabarciklart kullanilarak embriyolarin
dilusyon soliisyonu ile karigimi engellenir. Payet 1s1 ile
kapatilarak hazir hale getirilir.

3-  Payetlerin -7°C’ ye sogutulmus olan ethanol
banyosuna nakli yapilir ve 5 dk beklenir.

4-  Nitrojende sogutulmus forcepsler kullanilarak
buz olusumu uyarildiktan sonra 5 dk daha beklenir.

5-  -7°C’ den -28°C’ ye dakikada 0.3°C olacak
sekilde yavas sogutma uygulanir.

6- -28°C’ den -35°C’ ye dakikada 0.1°C yavas
sogutmaya tabi tutulur.

7-  Payetler -196°C olan sivi nitrojene daldirilir.

8- Payetler havada 10 sn bekletildikten sonra
vaklasik 20°C olan suda 10 sn daha c¢oziindiiriiliir.
Coziinmeden hemen sonra payet sallanarak siikroz ve
kryoprotektanin  karigmasi saglanir. Dilusyon igin
35°C’ de ti¢ dk ve 20°C” de 2-5 dk beklenildikten sonra
embriyolar payetten PBS i¢ine alinirlar (3).
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Koruyucu  ozelliklerinden  dolayt  dondurma
mediumlarina %15 oraninda sigir serumu veya 4mg/mi
dozunda BSA ilave edilebilmektedir. Yavas dondurma
sirasinda  sicakhk diisiisiniin - 0.3°C/dk  olmasinin
0.5°C/dk ya gore daha iyi sonuglar verdigi bildirilmigtir
(19).

Seeding

Seeding dondurma makinesinde 0°C altindaki
isilarda kontrollii olarak buz olusumunun uyarilmasi
olarak tamimlanmaktadir. Bu sirada embriyonun
disindaki ortam daha 6nce donmaya baslar bu nedenle
ekstraseliller sividaki eriyik konsantrasyonu ytikselir.
Stoplazmadaki 1st 0°C nin altina diismesine ragmen
plazma membranimin buzdan koruyucu etkisinden
dolay1 donma meydana gelmemektedir. Hiicre igindeki
ve disindaki kimyasal potansiyel farkina cevap olarak
hiicre igindeki su hiicre disina ¢ikmaya ve burada
donmaya  baglar. Dondurma isleminin  yavasg
yapilmasinin nedeni, bu dengeleme siirecine olanak
saglamaktir. Aksi taktirde su hiicre i¢inde donacak ve
hiicrenin oliimiine neden olacaktir. Hiicrelerin canh
kalabilmesi i¢in bu yavas sogutma gerekmekle birlikte,
memeli hiicreleri igin yeterli olmamaktadir. Difuzyon
yapabilen glycerol gibi koruyucu bir ajana ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ajanlar hem donma 6ncesinde hem
de c¢oziinme swrasinda ozmotik basinct degistirirler.
Cogu kryoprotektan hiicre igine girebilmesine ragmen
suyun hiicreden ¢ikis  hizina esit bir hizla
giremediklerinden hiicrede dehidrasyona ve bliziismeye
neden olurlar. Bu olay dilusyon sirasinda tersine
dénmektedir (20). Dilusyon mediumundaki su hiicre
icine hizla girerken hiicre igindeki kryoprotektan ayni
hizla ¢ikamamaktadir. Sonugta, hiicrenin sismesine
neden olmaktadir. Bunu dnlemek amaciyla dilusyon

mediumlarma permeabilitesi zayif olan siikroz
katilmaktadir. Siikroz suyun hiicre igine girisini
yavaglatarak hiicrelerin aniden sismesine engel

olmaktadir. S181r embriyolar1 hacimlerinin %200 kadar
artt1ig1 durumlarda bile canli kalabilmektedirler (20).

Cozdiirme sirasinda payetler sicak suya atilmadan
dnce 10 saniye oda sicakligindaki havada bekletilirierse
15t -100°C° ye kadar diser ve zona pellucida da
meydana gelebilecek bir hasarin dniine gegilmis olur.

In vivo gelisen yedi giinlik sigir embriyolarimin
kullanildig1 bir ¢alismada vitrifikasyon ve klasik yavas
dondurma teknikleri karsilastinlmig, vitrifikasyon
yapilmis (glycerol ile) 393 embriyodan %44.5 gebelik

elde edilirken, klasik teknikle dondurulan 335
embriyodan ~ %45.1  gebelik  elde  edilmistir.
Arastirmacilar  ¢alismanin  sonuglarina  dayanarak

vitrifikasyonun ve payet icinde tek basamak dilusyon
tekniginin gebelik oranlarmda 6nemli bir azalma
olmaksizin saha kosullarinda uygulanabilecegini ileri
surmiislerdir (21).

Hasler ve ark. (22) yaptiklart bir ¢alismada in vitro
olarak {iretilmis 5.525 embriyoyu 1.4M glycerol ve 1.5

ethylene glycol olmak iizere iki farkli kryoprotektan
kullanarak dondurmuslar, ¢alismada yedi giinliik sigir
blastositlerinin  diger donemlere goére daha lyi
dondurulabildikleri ve ¢ozdiirme sonrast BRL (Buffalo
Rat Liver) hiicre kiiltiirli Menezo B2 mediumu ile
TCM 199 mediumu arasinda canlilik oranlari agisindan
bir fark olmadigimi gozlemiglerdir. Ayrica 1.4M
glycerol 1.5M ethylene glycole gore daha basarih
bulunmustur.

Cozdiirme Sonrast Embriyolarin Degerlendirilmesi
ve Dondurmanin Bazi Sakincalart

Cozdiirme sonrast en ¢ok kullanilan canlihk
kriterlerinden birisi  biiziismiis olan embriyonun
yeniden sismesi ve 24-48 saatlik kiiltiirde gelisimine
devam etmesidir. Sigir blastosistlerinin uzun siireli

kiiltirinde  sarkma, embriyo  canlilifiun  ve
normalliginin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilmektedir.

Dondurma sonrasl embriyo canhliginin

gostergelerinden bir tanesi embriyonun bir sonraki
gelisim donemine gegmesidir. In vitro iretilen
embriyolarda glycerol ile yapilan yavas dondurmadan
sonra erken blastosistlerden %79 canlilik elde edilirken
bu embriyolardan %64 oraninda gebelik elde
edilebilmistir. Canlilik ve gebelik oranlari arasindaki
paralellige bakarak embriyonun bir sonraki déneme
gecmesinin  gitvenilir  bir  kriter  olabilecegi
bildirilmektedir (23).

Dondurma sonrasi embriyo hasarini degerlendirmek
amaciyla propidium iodide ve bisbenzimide boyalar
kullanilabilmektedir. ~ Propidium  iodide  hasarh
hiicrelere girip DNA’ larim boyayarak embriyonik
hiicrelerde olan hasar ve hasarin karakterini ortaya
¢ikarilabilmektedir (24).

Dondurma mediumlarinda kullanilan FCS (fetal calf
serum), yeni dogmus buzagi serumu (NCS), Kastre
boga serumu (SS) veya sigir serum albumini gibi
biyolojik kokenli maddelerin viriisler ve diger
patojenleri bagka iilkelere tasima riski bulunmaktadir
(15).

Dondurmanin en Onemli sakincalarindan birisi
¢ozdiirme sonrasi embriyolardaki canlhlik oranlarinda
azalmadir. Diger bir dezavantaji da bazi hastalik
etkenlerinin dondurulan embriyolarla bagka Ulkelere
tasinmasi riskidir. Sigir embriyolarinda zona pellucida
zarar gormedik¢e patojenik ajanlarin  embriyonik
hiicrelere girigine karsi etkili bir bariyerdir. Bielanski
ve ark. (25) yaptiklarn ¢aligmada nispeten kiigitk bir
virlis olan BVDV’ nin %30 luk kryoprotektan
solisyonlarinda ve  diisik  sicakliklarda  canh
kalabildigini  ortaya  koymuglardir.  Dondurma
oncesinde kryoprotektanlarin yiiksek konsantrasyonlar:
ile muamele edilen viriis ZP> y1 gegerek embriyonik
hiicrelere ulasamamigsa da ZP iizerinde kalmay:
basarabilmistir. ZP iizerine yapismis olan virusun basit
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yikama islemleri ile uzaklastirilamadigy

bildirilmektedir.

Embriyolarin Vitrifikasyonu

In vitro iretilen sigir embriyolariin  ¢dzdiirme
sonrast diisiik canliik oranlart vermesi in vitro
teknolojilerin ticari olarak uygulanmasini sinirlayan en
onemli faktordiir. Vitrifikasyon teknigi bu konuda bir
umut olarak goriilmektedir (26). Ayrica klasik yavas
dondurma teknigi pahali olan bilgisayarh sogutma
makinelerine  ihtiyac gostermekte ve dondurma
prosediirii 2 saate yakin bir zaman almaktadir (27).
Vitrifikasyon bir sivinin donmadan soguma nedeniyle
yogunlugunun ¢ok yiikselmesi sonucunda cam benzeri
bir hal almasi olarak tanimlanmaktadir. Teknigin en
onemli 6zeligi buz kristallerinin olusumunun elimine
edilmesidir. Cok hizli sogutma yapilmasimdan dolayi
+15 °C ile =5 °C arasindaki tehlikeli bolgenin hizla
gecilmesine olanak saglamaktadir. Bu sicakliklar lipid
kapsayan organellerde soguk = hasarimin meydana
geldigi derecelerdir. Vitrifikasyonun gerceklesebilmesi
yiiksek konsantrasyonlarda kryoprotektan bir ajani,
yiiksek sogutma ve isitma oranlarini, intraselliiler ve
ekstraselliiler kisimlarn es zamanli olarak vitrifiye
olmasmi gerektirmektedir. Saniyede 107 °C’ lik bir
soguma oraninda su bile vitrifiye olabilmektedir (27).
Vitrifikasyonun en  bilyilk  dezavantaji  yiksek
konsantrasyonlarda kryoprotektan kullanimmi
gerektirmesidir. Bu durum kryoprotektanin embriyoya
toksik etki yapma ihtimalini de beraberinde
getirmektedir.  Makromolekiillerin =~ ve  sekerlerin
vitrifikasyon solusyonuna eklenmesi, birden fazla
kryoprotektanin kombinasyonuyla, konsantre
soliisyonlarin 6nceden sogutulmas: ile bu dezavantajin
iistesinden gelinebilmektedir. Coézdiirme sirasinda
dondurma agsamasina gore daha fazla buz kristali
olusma egilimi meydana gelmektedir. Buz olusumunu
engellemek amaciyla polyethylen glycol, ficoll, sodium
hyaluronate gibi makromolekiiller ile bitkilerden
ekstrakte edilen bazi proteinler kullaniimaktadir (28,
29).

Vitrifikasyon Teknigi

Burada anlatilacak olan vitrifikasyon sadece
teknigin anlagilmast amaciyla verilmistir. Vitrifikasyon
icin laboratuarlarda farkl kryoprotektanlar,
konsantrasyonlar, 1si, katki maddeleri ve c¢ozdiirme
teknikleri kullanilmaktadir.

-Embriyolar oda sicakhginda 10 dk medium I (%10
glycerol + %20 propanediol + PBS) icinde bekletilir.

-Payet ilk olarak 1M siikroz ¢ekildikten sonra, bir
hava kabarcig1 ve takiben embriyolarin igine konacagi
medium II (%25 glycerol + %25 propanediol + PBS)
¢ekilir. Embriyolar yerlestirilir. Tekrar hava kabarcig
gekilir ve kalan kisim 1M siikrozla doldurularak
kapatilir.

-Sivi nitrojene atilarak saklanir.
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-Cozdirrme 20°C’ de sitkroz soliisyonundaki buz
kristalleri ortadan kayboluncaya kadar yapilir.

-Payetin iceriZi petri kabma alinir oda sicakliginda
5 dk beklenir ve PBS ile yikandiktan sonra ya kiltiirii
yapilir ya da ahcilara transfer edilir (30).

Vitrifikasyon mediumlarina kryoprotektanin
embriyoya gegisini azaltmak ve stoplazmik proteinlerin
konsantrasyonunu yitkselterek vitrifikasyonu
kolaylastirmak icin siikroz, dekstroz, trehalose gibi
sekerler katilabilmektedir. Bunlar arasinda en yaygin
kullanilan siikrozdur (26,31). Pugh ve ark., (26) in
vitro iiretilmis 7 giinlik blastosist ve compact
morulalar ile yaptiklari ¢alismada %25 Etylene glycole
(EG) ve %25 DMSO dan olusan vitrifikasyon
soliisyonunun  uygun bir ikili  olusturduklarim
bildirmislerdir. EG’ iin yalniz basina vitrifikasyon icin
kullanilmas yiiksek konsantrasyonlarini gerektirmekte
ve bu da toksik etki yaratmaktadir. Bu nedenle DMSO
gibi daha az difizyon yapan bir kryoprotektanla
kombinasyonu onerilmektedir (32). Benzer sekilde
OPS (open pulled straw) ad1 verilen agik dar payetlerde
(yaklagik hacmi 1 pl) sogutma orani 20.000 °C/dk
kadardir ve vitrifikasyonu kolaylastirirlar. Bununla
birlikte bu teknikte embriyo direkt nitrojenle temas
etmektedir. Bu da embriyolarin patojen ajanlarla
kontaminasyonu riskini dogurmustur. Bunu 6nlemek
aym zamanda da soguma oranlarini azaltmamak
amactyla normal payetlerin % kalinliginda yeni
payetler kullaniimaya baslanmistir (28).

in vitro tiretilen embriyolar ile gebelik olustuktan
sonra ozellikle 90. giine kadar gebeligin devam
ettirilememesi yaygin bir sorundur. Bu embriyonik
kaybin temel nedeninin allontois’ in anormal olarak
gelismesi veya 35. giine kadar gelismemesi oldugu ileri
siiriilmiistiir. Anormal vaskiilarizasyondan dolay1 fotal
gelisim de duraksamakta ve fotiis olmektedir (26).
Vitrifikasyon tekniginin avantajlarina ragmen embriyo
transferinde heniiz pratik olarak uygulama alam
bulamamigtir. Bunun nedenleri arasinda geleneksel
dondurma tekniginin daha kabul edilebilir diizeylerde
gebelik oranlari vermesi, vitrifikasyon tekniklerinin ¢ok
cesitli olmasi nedeniyle standart bir teknigin olmamasi,
teknigin 3 dk kadar siirmesine ragmen her payetin
dondurulmasi i¢in ayrt ugras gerektirmesi ve ekipman
iireten sirketlerin ticari kaygilarla boyle bir teknige
destek vermemesi sayilabilir (28).

Embriyolarin  -196°C’ de yiizyillar boyunca
saklanabilecegi ileri siiriilmiisse de giiniimiizde bunu
deneysel olarak ispatlamak mimkin degildir.

Dondurulmus sperma da yaklasik 10 yil sonra canlilikta
bir azalma meydana gelmekte, ayni durumun
embriyolar icinde gecerli olabilecegi ileri siriilmektedir
(1). Hruska (1) in vivo elde edilmis 2.232 sigir
embriyosunu 1.5 M glycerol kullanarak klasik metotla
dondurmus ve bu embriyolar1 1-849 giin arasinda
degisen siirelerde ¢ozdiirerek canhlik oranlarim
degerlendirmis, bu g¢alismanin sonuglarina dayanarak
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birka¢ yila kadar embriyoyu dondurarak bekletmenin
canlilik oranlarint etkilemeyecegini ileri stirmuistiir.

Sonucta embriyolarin  dondurulmast  embriyo
naklinin  bir parcast olarak Onemini  giderek
artirmaktadir. Cozdirme sonrasi daha yiiksek canlilik
ve gebelik oranlant veren klasik yavas dondurma
tekniginin yani sira vitrifikasyon teknigi de giderek
gelismekte ve ozellikle in vitro tiretilen embriyolarn
dondurulmasinda  kullamilmaktadir. ~ Embriyolarin
dondurulmasi laboratuarlarda retilen embriyolarin
daha etkili kullanilabilmesine olanak saglamaktadir.
Ayrica embriyo bankalarmin kurulmast ile soyu tehlike
alunda bulunan hayvanlarm gen kaynaklarinin
korunmasina imkan vermektedir. Ulkemizde olmasa da
birgok gelismis iilkede dondurulan embriyolarin ticareti
ve transferi yapiimaktadir.
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