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Ozet

Bu caligmanin amaci, vitrifikasyon yontemiyle dondurulan in vitro kosullarda iiretilmis sigir
embriyolarinda direkt transfer teknigine uygun olarak payet icerisinde gerceklestirilen devitrifikasyonun
embriyo canlilifi {izerine etkisinin arastirilmasidir. Calismada, mezbahadan saglanan ovaryumlardan
toplanan oositler kullanilarak in vitro iretilen 84 adet iyi kalite embriyo kullanilmistir. Embriyolar
kiiltiirlerinin yedinci giinii vitrifikasyon teknigi ile dondurulmus ve ¢dzdiiriilen embriyolarin devitrifikasyon
islemi payet icerisinde gerceklestirilmistir. Bu amag i¢in, ¢odzdiiriilen payetleri sallayarak icerisindeki
vitrifikasyon ve devitrifikasyon soliisyonlarinin karismasi saglanmistir. Vitrifiye edilen embriyolardan
kontrol grubundakiler payetten disar1 alinarak devitrifiye edilmistir. Deneme gruplarinda ise ¢ozdiiriilen
payetler oda sicakliginda ii¢ farkli siireyle (G1=5, G2=15 ve G3=20 dk.) bekletilerek devitrifiye igsleminin
payet igerisinde gergeklestirilmesi saglanmistir. Devitrifikasyon sonrasi biitiin gruplarda embriyolar TCM-
199 mediumu igerisinde kiiltiire alinarak kiiltiiriin 24 ve 48. saatlerinde embriyo canlilik oranlari
incelenmistir. intaktooplazmali embriyo oranlar1 yoniinden ¢dzdiirme sonrasi kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda istatistiksel fark goriilmemistir. 24 ve 48. saat canlilik oranlar1 bakimindan gruplar arasi farkliliklar
onemli bulunmug ve deneme gruplarinda kontrol grubuna goére daha diisiik embriyo canlilik orani elde
edilmistir (P<0.05). Bu ¢aligma ile payete yerlestirilen vitrifikasyon ve devitrifikasyon soliisyonlar1 arasinda
hava boslugu birakilmasinin devitrifikasyon igsleminin beklenen diizeyde gergeklesmesine imkan vermedigi
dolayisiyla payet igerisine yerlestirilen embriyo, vitrifikasyon ve devitrifikasyon soliisyonlarinin yerlesim
sekliyle ilgili daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Investigation of The Effects of in Straw Devitrification of In Vitro Produced
Bovine Embryos Frozen by Vitrification on Embryo Viability

Abstract

The aim of this study was to investigate embryo viability rates after devitrification in straw to use of
these embryos for direct transfer technique in frozen bovine embryos by vitrification method. In the
study, oocytes were provided from ovaries of slaughtered cows and a total of 84 embryos with good quality
were produced in vitro. Embryos were frozen by vitrification method at 7th day of their culture and,
devitrification process of thawed embryos were carried out in straws. For this purpose, thawed straws
containing vitrification and devitrification solutions were mixed up by shaking. Control group of vitrified
embryos were taken out of the straws for devitrification. In experimental groups, straws were devitrified at
room temperature for three different time periods (G1 = 5, G2= 15 and G3 = 20 min.) After devitrification,
embryos of all groups were cultured into TCM-199 medium and survivability controls of embryos were
performed at 24 and 48 hours. There was no statistically significant difference among control and other
groups regarding rates of embryo with intact ooplasm. Significant differences were obtained between the
groups in point of embryo viability rates at 24 and 48 hours of culture environment, and viability rate of
embryos were lower in experimental groups than those of controls (p<0.05). In conclusion, the air gap
spacing between vitrification and devitrification solutions seemed to disable devitrification process, and
hence further studies will be needed to assign the location of embrios, vitrification and devitrification
solutions in straws for better devitrification process.
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Giris

Giliniimiizde, kullanilan kriyoprotektanlar ve uygulanan sogutma hizina bagli olarak
farkli embriyo dondurma yontemleri kullanilmaktadir. Vitrifikasyon metodu bu
yontemlerden biri olup, diger klasik dondurma yontemlerine kiyasla daha ekonomik ve
pratik, embriyo dondurma siiresinin kisa ve donma esnasinda buz kristali olusumunun
diisiik diizeyde olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Vitrifikasyon yiliksek oranda
yogunlastirilmis kriyoprotektan soliisyonunun buz kristalleri olusturmaksizin sogutma
esnasinda katilagsmasiyla (camlagma) uygulanan fiziksel islem olarak tanimlanmaktadir. Bu
katilagan ortam, siv1 halin molekiiler ve iyonik dagilimini engeller (Ataman 1998).

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulan embriyolarda hiicre i¢i buz kristalleri
olusmadig1 ve bundan dolay1 hiicrelerin biiyiik oranda zarar gormedigi kabul edilir (Kasai,
1997). Gelistirilen vitrifikasyon metotlarinin pek ¢ogunda kriyoprotektanlarin birkag
adimda embriyodan uzaklastirilmasi gerekir (Massip ve ark., 1987, Ishimori ve ark., 1993).
Bu durum vitrifikasyon metodunun ¢iftlik kosullarinda kullanimimi giiglestirmektedir.
Embriyolarin dondurulmasi i¢in kullanilan geleneksel yontemlerde pahali cihazlara
gereksinim duyulmaktadir. Dondurma yontemlerindeki temel prensip, donma ve ¢éziinme
sirasinda olusabilecek hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu engelleyerek, hiicrelerin buz
kristallerinden gorecekleri zarar1 6nlemektir (Sagirkaya ve Bagis 2003).

Kriyoprotektan maddelerin suyla olusturulan soliisyonlarinin camsi faz olusturabilme
ozellikleri degiskendir. Bu durumun, her bir kriyoprotektanin donmaya olan egilimi ve su
molekiilleri ile olan etkilesimlerindeki farkliliktan kaynaklandig bildirilmistir (Palasz ve
Mapletoft, 1996). Blastosist safhasindaki sigir embriyolarinin dondurulmasinda etilen
glikol ve gliseroliinpropilen glikolden daha diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmektedir
(Tachikawa ve ark., 1993). Dondurma soliisyonlarinda oldugu gibi vitrifikasyon
sollisyonlarina sakkaroz ilave edildiginde embriyo {izerine toksik etkinin azaldig
goriilmistiir (Vicenta ve Garcia-Ximenez, 1996).

Devitrifikasyon islemi icin laboratuvar ortamina ihtiyag duyulmasi vitrifikasyon
yontemiyle dondurulan embriyolarin saha sartlarinda pratik olarak kullanimim
zorlagtirmaktadir. Vitrifiye edilmis embriyolarin tasiyict hayvanlara direkt transferinin
miimkiin olmasiin, embriyo transferi maliyetini azaltacagi ve isgilicii agisindan katki
saglayacag varsayilmaktadir.

Bu caligmanin amaci, vitrifikasyon yontemiyle dondurulan in vitro kosullarda
tretilmis sigir embriyolarinda direkt transfer teknigine uygun olarak payet icerisinde
gerceklestirilen devitrifikasyonunun embriyo canlilifi iizerine etkisinin arastirilmasi
olmustur.

Materyal ve Metot

Bu ¢aligmada, in vitro {iretilmis 84 adet sigir embriyosu kullanilmistir. Embriyolar
vitrifikasyon teknigi ile dondurulduktan sonra biri kontrol grubu (GK) olmak iizere toplam
dort farkli gruba ayrilmistir (GI, GII, GIII). Kontrol grubundaki embriyolar ¢6zdiirme
sonras1 sakkaroz soliisyonu ile devitrifiye edildikten sonra kiiltiir ortamina alinmistir.
Deneme gruplarindakilerde, devitrifikasyon islemi payete yerlestirilen sakkaroz soliisyonu
ile yapi1lmis ve ardindan kiiltiir ortamina alinmaistir.

In vitro Embriyo Uretimi

Calismada kullanilan embriyolarin elde edilmesi amaciyla, ¢evre mezbahalarda
kesilen hayvanlarin ovaryumlarinin aspirasyonundan saglanan oositler kullanilmistir.
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TCM-199 mediumun damature edilen oositler Bracket-oliphant (BO) mediumunda 5-6 saat
fertilizasyona tabi tutulduktan sonra (Kanagawa ve ark., 1995) CR1aa mediumu igerisinde
kiiltiire alinmustir (%5 CO2, %98 nem ve 38.5 °C). Biitiin gruplarda, kiiltiir sonras1 yedinci
giin iyi kaliteli blastosist sathasindaki embriyolar kullanilmigtir (Wright 1998).

Embriyolarin Vitrifikasyonu

Kontrol grubu ve deneme gruplarindaki embriyolarin tamami vitrifikasyon
metoduyla dondurulmustur (Saito ve ark. 1994). Vitrifikasyon amaciyla Tablo 1’de
gosterilen ii¢ ayr1 sollisyon kullanilmistir.

Tablol.Vitrifikasyon soliisyonlariin bilesimi

Gliserol (%) Etilen Glikol (%) Sakkaroz (M) Ksiloz (M) *BSA (%)
VS (1) 10 - 0.1 0.1 1
VS (2) 10 10 0.2 0.2 2
VS (3) 10 30 0.3 0.3 3

*BSA: Sigir serum albumini

Oda sicakliginda; embriyolar sirastyla VS1 (5 dk), VS2 (2 dk) ve VS3 (1 dk) seklinde
ekilibrasyonun ardindan (Sekil 1) 0.25ml hacmindeki payetlere alinmistir (Sekil 2).
Deneme gruplarinda (GI, GII ve GIII) devitrifikasyonun payet igerisinde gerceklestirilmesi
icin 0.5M sakkaroz kullanilmigtir. Payetlerin agzi 1s1 ile kapatildiktan sonra sivi azota
birakilarak dondurma islemi gergeklestirilmistir. Embriyolarin VS3’e maruz kalma
stiresinin en fazla 1 dk olmasina 6zen gosterilmistir.

Sekil 1. Embriyolarin VS1, VS2 ve VS3 igerisindeki durumlari

T

Pamuk

VS3 VS3+Emb V/S3Sakkaroz

Sekil 2. VS*, sakkaroz soliisyonlar1 ve embriyonun payet i¢erisindeki durumu
*: Vitrifikasyon soliisyonu

Embriyolarin Cozdiiriilmesi ve Kiiltiirii

Dondurulan biitiin embriyo payetleri sivi azottan ¢ikarilarak 5-6 saniye havada
bekletildikten sonra 20°C su icerisinde 10 saniye siireyle ¢ozdiiriilmiistiir. Kontrol
grubundaki embriyolar, ¢dzdiirme sonrasi payet digina alinarak 0.5M (5 dk) ve 0.25M (5
dk) sakkaroz soliisyonlariyla muamele edilmis ve kriyoprotektanlar uzaklastirildiktan sonra
TCM-199 igerisinde kiiltiire alinmistir.

Deneme grubundaki embriyolar, ¢ézdiirme sonrasi kontrol grubundan farkli olarak
sakkaroz soliisyonu ile muamele edilmemistir. Deneme gruplarindaki embriyolarin tamami
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payet, pamuk tika¢ kismindan elle tutularak hizli bir sekilde sallanarak, embriyonun
bulundugu VS3 soliisyonu ile sakaroz soliisyonunun payet igerisinde karismasi ve boylece,
devitrifikasyon isleminin payet igerisinde gergeklestirilmesine ¢aligilmistir. Daha sonra
payetler oda sicakliginda GI, GII ve GIII gruplarinda sirasiyla 5, 15 ve 20 dk bekletildikten
sonra embriyolar TCM-199 igerisinde kiiltiire alinmastir.

Kiiltlir ortamina alinan embriyolarin 24 ve 48. saat gelisim durumlar1 kaydedilerek,
kontrol grubu ile deneme grubu ve ayrica deneme gruplarmin kendi aralarinda farklilik
olup olmadig1 karsilastirilmistir. Farkliliklarin istatistiki olarak karsilastirilmasinda Khi-
kare ve G testi kullanilmustir.

Bulgular

Embriyolarin kiiltiire alindigi andaki yapilan degerlendirmede, intakt embriyo
oranlar1 (Cozdiirme sonu re-ekspand embriyo orani) (%) yoniinden kontrol grubu ile diger
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir. Coézdiirme sonu
kiiltiirdeki 24 ve 48. saatlerde canlilik oranlar1 bakimidan gruplar aras1 farkliliklar 6nemli
bulunmustur (P<0.05) (Tablo 2).

Tablo 2.Vitrifiye embriyolarin ¢6ziim sonrasi bulgulari

Gruplar Vitrifiye embriyo Cozdiirme sonu re 24, saat 48._ saat
(n) ekspand embriyo (%) canlilik (%) hatching (%)
Kontrol 20 80 65° 30°
l. 21 67 43 5
Il. 21 57 10° 0
Il 22 50 5 0

ab Ayni siitunda fakli harf tagiyan oranlar arasi farkliliklar 6nemlidir (P<0.05)

Bu calismada da vitrifikasyon soliisyonu (VS3) ile devitrifikasyon amaciyla payete
yerlestirilen sakkaroz soliisyonu arasinda hava boslugu birakilmasi durumunda payet
silkelendigi esnada yogun bir sekilde hava kabarcigi olustugu gozlenmis, bu durumda
embriyonun hem yeterince sakkaroz soliisyonu ile karismadigi hem de mikroskopta tespit
edilmesinin gliglestigi gézlenmistir.

Tartisma

Vitrifikasyon yontemiyle dondurulan in vitro sigir embriyolariin direkt transfer igin
embriyolarin payet igerisinde devitrifiye edilme imkanlarmin arastirildigi bu calismada,
payet igerisine vitrifikasyon sollisyonlariyla birlikte devitrifikasyon soliisyonlar: da
yerlestirilmis ve cozdiiriilen embriyolarin payet icerisinde devitrifiye olmasi saglanarak
islemin basar1 diizeyi ortaya konmaya calisilmistir.

Kontrol grubundaki canlilik oranlarinin Martinez ve ark. (1998), Kizil ve ark. (2007)
ve Campos-Chillon ve ark. (2006)’'nin bulgularina benzerlik gosterdigi ve kullanilan
vitrifikasyon protokolii ile ilgili bir sorun olmadigi ve embriyolarin vitrifikasyonla
dondurulmasmin uygun bir protokol oldugu gozlenmistir. Ancak deneme gruplarinda
canlilik oranlarinin kontrol grubuna goére diisiik olmasi, ¢ozdiirme sonu payetlerin
sallanmas1 ile payet igerisindeki VS3 ve sakkaroz soliisyonlarinin yeteri diizeyde
karismadig1 ve kriyoprotektanlarin embriyolardan yeteri diizeyde uzaklastirilamadigi
gozlenmistir. Bunun sebebinin payet igerisine yerlestirilen havanin, payetin sallanmasiyla
birlikte ¢ok sayida kiigiik kabarcik olusturmasiyla birlikte embriyonun payet igerisinde
devitrifikasyon igin uygun olmayan bir derisim bdolgesine siiriiklenmis olmasi
distintilmiistiir.
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Benzer bir ¢alismada Taniguchi ve ark (2007) vitrifiye ettikleri (%30 gliserol + %20
etilen glikol) s1g1ir embriyolarinda ¢dziim sonu kiiltiirde %71.8 canlilik ve %7.1 zonadan
¢ikma orani elde ettiklerini bildirmislerdir. Ancak aragtirmacilar vitrifikasyon soliisyonu ile
IM sakkaroz arasinda hava boslugu birakmadan embriyoyu payete ¢ekmisler ve hava
boslugunun soliisyonlarin karigmasini 6nledigini belirtmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, in vitro sigir embriyolart %10 gliserolde 5 dk., %10
gliserol + %20 etilen glikolde 5 dk. ve %25 gliserol + %25 etilen glikolde ekilibre
edildikten sonra vitrifiye edilmistir. Coziindliirme sonrast 0.5M ve 0.25M sakkaroz ile
kriyoprotektanlar uzaklastirildiktan sonra embriyolar kiiltiir ortamina alindiginda %63
(31/49) gelisim orani, bunlarin transferinden ise %43 (7/16) gebelik alindigi
bildirilmektedir (Martinez ve ark 1998).

Sonug olarak vitrifikasyonla dondurulan embriyolarin direkt olarak tasiyicilara
transfer edilebilmesi i¢in embriyo, vitrifikasyon ve sakkaroz soliisyonlarinin ¢alismada
kullanildig1  sekliyle yerlestirilmesinin uygun olmadigi ancak kriyoprotektanlarla
sakkarozun payet igerisinde uygun bir sekilde karismasini saglayabilecek sekilde optimize
edilmesi i¢cin baska caligmalarin yapilmasi gerektigi kanaatine varilmistir.

*Bu calisma Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii
tarafindan desteklenmistir (TAGEM/HAYSUD08/01/01/01/01).
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