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OZET

Bu ¢alismanin amaci, morula ve blastosist agamasindaki fare embriyolarinin
vitrifikasyonla dondurulmasinda vitrifikasyon soliisyonu 3 (VS3) ve etilen glikol (EG)
vitrifikasyon soliisyonlarimin etkinligini karsilagtirmaktir.

Embriyolar ya 10 dakika siireyle 1.625 M gliserol + %1.5 polietilen glikol (PEG)
iceren %25 VS3 igerisinde ya da 2 dakika siireyle 2 M etilen glikol (EG) + %10 fotal
buzag1 serumu (FCS) igerisinde oda 1s1sinda ekilibre edilmigtir. Vitrifikasyon i¢in M2
vasatt igerisinde hazirlanmig %100 VS3 (6.5 M gliserol + %6 PEG) veya 7M EG
soliisyonlar1 kullamlmigtir. %25 VS3 igerisinde ekilibre edilen embriyolar %100 VS3
icerisine transfer edilmis ve orada 30 saniye siire ile bekletilmigtir. Daha sonra, embriyolar
0.25 mI’lik payetler igerisine aktarilmigtir. Payetler yaklagik 1 dakika siireyle siv1 azot
buharinda bekletilmis ve sonrasinda zaman gegirmeden sivi azot igerisine daldirilmsgtir.
Iki M EG + %10 FCS igerisinde ekilibre edilen embriyolar 7 M EG igerisine transfer
edilmis ve orada 2 dakika siire ile bekletilmistir. Daha sonra, embriyolar 0.25 ml’lik
payetler igerisine aktarilmig ve payetler yaklagik 1 dakika s1vi azot buharinda
bekletildikten sonra siv1 azot igerisine daldirilmagtir.

Her iki gruptaki embriyolar 25°C’deki sicak su banyosunda 20 saniye bekletilerek
¢6ziindiiriilmiis ve M2 igerisinde hazirlanan 1 M’lik siikroz soliisyonu igersine aktarilarak
5 dakika siireyle bekletilmistir. Daha sonra embriyolar 24-48 saat siireyle yiiksek nemli,
%S5 CO, ve 37°C’lik etiiv sartlarinda CZB kiiltiir vasat1 igerisinde kiiltiire edilmistir. VS3
ve EG igerisinde vitrifiye edilen morulalarin gelisim oranlar: (sirastyla %71.42 ve
%28.97), VS3 ve EG igerisinde vitrifiye edilen blastosistlerin gelisim oranlarindan
(sirasiyla %4.76 ve %3.12) daha yiiksek bulunmugtur.

V83 ve EG igerisinde vitrifiye edilen morula dénemindeki embriyolarin gelisim
oranlar1 arasindaki fark 6nemli bulunmugtur (sirastyla 80/112, %71.42 ve 31/107, %28.97;
P<0.001). Bununla birlikte, VS3 ve EG igerisinde vitrifiye edilen blastosist dsnemindeki
embriyolarin gelisim oranlar1 arasinda énemli bir fark bulunmamistir (sirastyla 5/105,
%4.76 ve 3/96, %3.12; P>0.05).

Sonug olarak, iki embriyonik gelisim dénemi agisindan, morula dénemindeki
embriyolarin vitrifikasyon iglemine blastosist dsnemindeki embriyolara oranla daha iyi
dayandig1 ve morula dénemindeki embriyolarin vitrifikasyon iglemi i¢in VS3 vitrifikasyon

yonteminin EG vitrifikasyon y6nteminden daha iistiin oldugu sonucuna variimistir. Bu



sonuglara gére, fare embriyolarinin bagarili kriyoprezervasyonu ig¢in morula dénemindeki

embriyolarin VS3 vitrifikasyon yéntemiyle dondurulmas: dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Vitrifikasyon, fare, morula, blastosist, VS3, EG
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SUMMARY

Cryopreservation of hybrid mouse embryos at different developmental stages

by vitrification method

The purpose of this study was to compare the efficiency of two media, VS3
(vitrification solution 3) and EG (ethylene glycol) vitrification media) on the vitrification
of morula and blastocyst stage mouse embryos.

Embryos were equilibrated either for 10 minutes in 25% VS3 containing 1.625 M
glycerol + 1.5% polyethylene glycol (PEG) or for 2 minutes in 2 M ethylene glycol, EG +
10% fetal calf serum, FCS at room temperature. For vitrification either 100% VS3 (6.5 M
glycerol + 6% PEG) or 7 M EG in M2 was used. Embryos equilibrated in 25% VS3 were
transferred into 100% VS3 and held there for 30 seconds. Then, they were loaded into
0.25 ml straws. After that, straws were held in liquid nitrogen vapor for approximately 1
minute and then immediately plunged into liquid nitrogen. Embryos equilibrated in 2 M
EG + 10% FCS were transferred into 7 M EG and held there for 2 minutes. After this, they
were loaded into 0.25 ml straws. Then, straws were held in liquid nitrogen vapor for about
1 minute and then immediately plunged into liquid nitrogen.

Embryos from both groups were thawed in a 20°C water bath for 20 seconds,
transferred to 1 M sucrose in M2 for 5 minutes and then cultured for 24 to 48 hours in CZB
medium at 37°C in 5% CO; in highly humidified air. Survival rates of morula stage
embryos vitrified in both VS3 (71.42%) and EG (28.97%) was found higher than those of
blastocyst stage embryos vitrified in both VS3 (4.76%) and EG (3.12%).

There was a significant difference between the survival rates of morula stage
embryos vitrified in VS3 and EG (80/112, 71.42% and 31/107, 28.97%, respectively;
P<0.001). However, no difference was found between the survival rates of blastocyst stage
embryos vitrified in VS3 and EG (5/105, 4.76% and 3/96, 3.12%, respectively; P>0.05).

As a result, it was concluded that, of the 2 developmental stages, morula withstand
the vitrification better, and vitrification using VS3 procedure was found more superior than
vitrification using EG in terms of morula vitrification. According to these results,
vitrification of morula stage mouse embryos with VS3 vitrification procedure could be

suggested for successful cryopreservation of mouse embryos.

Key Words: Vitrification, mouse, morula, blastocyst, VS3, EG
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GIRIS

Biyolojik bilimler alanindaki bilimsel gelismeler 20. yiizyilin sonlarinda hiz
kazanmig ve biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu alanlar i¢erisinde biyoteknolojinin yeri
ayr1 bir 6neme sahiptir. Ozellikle, Reprodiiktif Biyoteknoloji alanindaki gelismelerle
hayvansal iiretimin iyilestirilmesi yolunda biiyiik yol kat edilmistir. Diinyada bu alanda
uygulanan ilk yontem olan sun’i tohumlama uygulamasina ikinci baglayan iilke olmamiza
karsin, kat edilen yol giinlimiizde istenilen diizeyin ¢ok gerisinde kalmigtir (1). Bunu
hayvan sayimizla hayvansal iiretimimizi kargilagtirarak en iyi bigimde anlayabiliriz.
Ulkemizde biyoteknoloji kavram &zellikle son yillarda ciddi bir bigimde ele alinmaya
baglanmig olup, belirli kurumlarda gecikmeli de olsa, uygulamaya yonelik bazi ¢alismalar
siirdiiriilmektedir. Iste, bu sebeplerden 6tiirli, hem bilimsel hem de hayvancihigin 1slah
edilmesiyle ilgili ¢aligmalarda biiyiik 6nem tagiyan embriyo dondurma teknolojisi ile ilgili
bir ¢calisma yapilmasinin iilkemiz agisindan faydali olabilecegi kanisina varilmistir.

Embriyolarin dondurulmasinin bir ¢ok avantaji bulunmaktadir. Dondurulan
embriyolarla kurulacak bir embriyo bankast iinitesiyle, iilkemiz yerli hayvan varliginin
korunmas: saglanarak, bu hayvanlarin genlerinden gelecekte gelisen teknolojilerle
yararlanma sansi ortaya gikacaktir. Ayrica, iistiin niteliklere sahip hayvanlardan elde
edilecek embriyolarin farkli bélgelere kolayca transfer edilmeleri de miimkiin olabilecektir.
Boylelikle, tilkemiz hayvanciliginin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglanabilecektir.

Memeli embriyolarinin dondurularak saklanabilmesiyle, farkl: tiirlerin
genomlarinin tiim dzellikleri uzun bir zaman saklanabilir duruma gelmigtir. Bu nedenle bir
embriyonun dondurulmasi, spermanin ya da oositin tek bagina dondurulmasiyla
karsilastirlldiginda daha avantajli bir durum sergilemektedir. Bunun yan sira,
embriyolarin dondurularak saklanmalariyla, {istiin genetik niteliklere sahip olan
hayvanlarin genetik 6zelliklerinin tiim diinyaya yayilmasi daha da kolaylagmis ve bu
sekilde hayvan yetistiriciligi programlarinda, hayvansal tiretimde, beseri agidan yardimci
tireme tekniklerinde, gen mithendisligi ve biyomedikal ¢alismalarda ve 6zellikle de nesli
tilkenmekte olan tiirlerin korunmasinda biiyiik ilerlemeler saglanmigtir.

Giniimiizde embriyo transfer uygulamalarinda embriyolarin dondurulmas: bir gok
evcil ve laboratuar hayvan tiirlinde rutin olarak uygulanir hale gelmistir (2-9). Ancak,
giinlimiize degin iilkemizde embriyolarin dondurulmasina iligkin herhangi bir ¢calisma

heniiz yapilmamustir.



Canl hiicrelerin dondurularak sinirsiz siire saklanabilmesi ve gerekli durumlarda
bunlarmn ¢oziindiiriilerek kullanilabilmesi bilim adamlarini cezbeden en 6nemli konulardan
biri olmugtur. Gliseroliin 1949 yilinda sperm hiicrelerinin dondurulmasinda
kullamlmasiyla baglayan dondurarak saklamadaki bagar1 (10), embriyolarin da
dondurularak saklanmasi i¢in gerekli aragtirmalarin yapilmasinin 6niinli agmugtir.
Dondurulan spermanin ya da embriyolarin herhangi bir zarara ugramadan sinirs1z siireyle
saklanabilecegi bildirilmektedir (11).

Bilindigi iizere, fare bilimsel ¢aligmalarda insan ve diger hayvan tiirleri igin en
onemli modellerden birisini olusturmaktadir. Insan embriyo ve oositlerinin dondurularak
saklanmasi i¢in yapilacak denemelerde de fareler model olarak kullanilmaktadir (12, 13).
Fare embriyolar ilk defa 1972 yilinda Whittingham ve arkadaslari (14) tarafindan
dondurulmugtur. Bir sonraki yil igerisinde ise, Wilmut ve Rawson (15) tarafindan
dondurulmus bir sigir embriyosundan buzag: elde edildigi bildirilmigtir.

Diinyada farkli dondurma soliisyonlarinin ve yavas ya da hizli sogutma ve 1sitma
oranlarinin uygulandig ¢esitli yontemler yaygin bigimde kullanilmaktadir (3, 16-19).
Aslinda uygulanmakta olan tiim yontemlerin temel amaci, dondurma siiresi boyunca hiicre
icinde sekillenen hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunun ve ¢6ziindiirme siiresince
sekillenecek yeniden kristallesmenin 6nlenmesidir. Hiicre i¢i buz kristallerinin
sekillenmesinin 6nlenmesi i¢in, hiicre i¢i sivinin kriyoprotektan maddelerle yer
degistirmesi yani embriyolarin dehidre olmas: saglanir. Dondurma-¢6ziindiirme sonu
canlilik oranlar tiirler arasinda baz1 farkhiliklar gosterebilmektedir. Ornegin, domuz
embriyolar1 dondurma iglemine kars: daha duyarlidirlar. Buna sebep olarak da, domuz
embriyolarinin yiiksek oranda yaga sahip olmalar1 gosterilmektedir. Ayrica, embriyonun

yag iceriginin disinda dondurma ve ¢6ziindiirme oranlari, embriyolarin biiyiikliikleri ve
gelisim donemlerinin yani sira, hiicrelerin gegirgenlik 6zellikleri ve kriyoprotektanlarin

ozmotik &zellikleri ile toksisiteleri de embriyolarin dondurma-¢oziindiirme sonrasi canlilik
oranlarinda rol oynayan temel faktérlerdir (3, 11, 19-23). Bunlarin diginda, farelerde ve
domuzlarda yapilan ¢alismalarda, genotipin de dondurma islemine kars1 gelisen duyarliliga
etki eden faktor olup olmadig incelenmistir (7, 20).

Embriyolarin dondurulmasinda baglangigta yavas ya da kademeli bir sogutmayi
gerektiren yavag dondurma (slow freezing) yontemi kullanilmigstir (24-27). Geleneksel bir
yontem olan yavas dondurmada, embriyolarin dondurulmas: i¢in gok pahali ve komplike

cihazlar gerekmektedir ve genellikle dondurulmus embriyolarin hayvanlara



transferlerinden 6nce, kullanilan kriyoprotektan soliisyonlarin uzaklagtiriimasi i¢in
yogunluklari kademeli olarak azalan soliisyonlardan gegirilmeleri gereklidir (3, 16, 20,
23). Son 10-20 yillik siireg igerisinde ise, dondurma ile ilgili yapilan galigmalar daha ¢ok
sistemi kolaylastirmaya yonelik olmustur. Ornegin, tek asamali bigimde kriyoprotektan
soliisyonun uzaklagtirildig: veya higbir islem uygulanmadan direkt transfere olanak
saglayan yontemler gelistirilmistir (3, 9, 28,29). Islemlerin bu sekilde kolaylagtirilmasiyla,
donmus embriyolardan saha sartlarinda yararlanma olanaklarinin artirilmasi
amaglanmaktadir.

Islemlerin kolaylagtirlmasi i¢in yapilmis ¢caligmalarin sonucunda, 1985 yilinda,
vitrifikasyon denilen embriyo dondurma sistemi gelistirilmistir (30). Boylece, yavas
dondurma yonteminde gerekli olan pahali ve komplike cihazlara olan gereksinim ortadan
kalkmigtir. Glintimiizde, embriyolarin ve oositlerin dondurulmasinda vitrifikasyon
yontemi yaygin bigimde kullanilmaktadir (2, 3, 8, 16, 18, 20, 22, 31-34). Vitrifikasyonda,
buz kristallerinin hi¢ sekillenmedigi vitr6z ya da camsi bir durum yaratilarak, hiicrelerin,
dokularin ve organlarin direkt olarak s1vi azot igerisine daldirilmasiyla dondurulmalan
saglanmaktadir. Vitrifikasyon isleminde kriyoprotektan maddelerin sogutma iglemi
boyunca buz olusumunu énleyebilme yetenegi kritik bir unsurdur. Is1 derecesi
diisiirildiikge soliisyon biitiin olarak oldukga viskoz bir hal alir ve sonunda tiimiiyle viskoz,
camsi bir faza gecer. Cesitli kimyasallarin sulu ¢6zeltilerinin camsi yapi sekillendirme
Ozelliklerinin 6nemli derecede degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Bunun da, her bir
kimyasalin vitrifikasyonu kolaylastirma ya da donmaya kars1 egilimin azalmasinda suyla
olan etkilesimlerindeki farkliliklarindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Bu farkliliklar
oldukga ilging olmaktadir; $6yle ki, farkliliklar sadece farkli kriyoprotektanlar arasinda
degil, aym kriyoprotektanlarin farkli izomerlerinde de gézlenmektedir (3). Son yillarda,
embriyolarin dondurulma isleminde vitrifikasyon yontemi oldukga yaygin bigimde
kullamilmaya baglamigtir.

Dondurma ve ¢6ziindiirme islemlerinde hiicrelerin zarar gérmesini 6nlemek
amaciyla, dondurma ve ¢dziindiirme soliisyonlar: igerisine kriyoprotektan diye adlandirlan
cesitli maddeler katilmaktadir. Bu maddeleri baslica iki gruba ayirabiliriz:

D Hiicre igerisine niifuz edebilen diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlar.
Ornegin; metanol, etilen glikol, dimetilsiilfoksit (Me;SO, DMSO), 1.2
propanediol, 2.3 biitanediol, propilen glikol, gliserol ve diger baz alkoller;

) Hiicre igerisine niifuz edemeyen kriyoprotektanlar. Bunlar da kendi
icerisinde iki gruba bolebiliriz: Lo



A) Diisiik molekiil agirlikli olanlar. Ornegin, galaktoz, glikoz, siikroz,
trehaloz, ve diger sekerler,

B) Yiiksek molekiil agirlikli olanlar. Ornegin, polivinilpirrolidon (PVP),
polivinil alkol (PVA), hidroksietil nigasta, sodyum hyaluronat ve diger
bazi polimerler (3, 11).

Son yillarda yine oositlerin dondurularak saklanmasina iligkin yogun ¢aligmalar
yapilmaktadir. Oositlerin dondurulmasi hem yardimei lireme teknikleri agisindan hem de
ozellikle begeri sahadaki uygulamalar agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (35).

Yukarida da deginildigi gibi heniiz embriyolarin dondurulmasina iligkin ¢aligmalara
bile tam anlamiyla baglanmamais olan tilkemizde, oositlerin dondurulmasina iligkin
caligmalar da yapilmig degildir. Yapilan ¢aligma ile, Tiirkiye’de ilk kez embriyolarin
dondurulmasina iligkin bir uygulama gergeklestirilmistir. Calismanin temel konusunu
farkli gelisim dénemlerindeki hibrit fare embriyolarmnin iki farkli dondurma soliisyonunda
dondurulmasi ve bunlarin ¢6ziindiirme sonrasi gelisim oranlarinin karsilagtirilmast
olusturmaktadir. Ayrica, ¢alisma, gerceklestirildigi laboratuarda yetistirilmekte olan
farelerden elde edilecek embriyolarin dondurularak saklanmasi ve gesitli aragtirmalar i¢in
sistemin oturtulmus olmasi agisindan da ayr1 bir 6nem tagimaktadir. Caligma ile bilimsel
arastirmalarda ve tretime yonelik uygulamalarda gelismis tilkelerde yaygin bi¢imde
kullanilmakta olan embriyo dondurma isleminin iilkemizde de kullanilmasi yolunda
gerekli olan uygulamalarin alt yapisi olugturulmugtur. Ayrica, yapilacak ek ¢aligmalar
sonunda elde edilecek bulgularin 15181 altinda tilkemizdeki yerli irktan hayvanlarin
embriyolarinin dondurularak saklanmasi saglanabilecek ve bu sekilde olusturulacak bir
embriyo bankasi da iilkemize kazandirilabilecektir.

(Calismada, hibrit farelerden elde edilen morula ve blastosist agamasindaki
embriyolarin VS3 ve EG soliisyonlarinda vitrifikasyon teknigi ile dondurma ve
¢ozlindiirme sonrasindaki gelisim oranlarim karsilagtirarak, hangi dénemdeki embriyolarin
hangi soliisyonla dondurulmasinin uygun olacaginin tespit edilmesi amaglanmugtir.
Calismadan beklenen yararlar ise, embriyolarin dondurularak saklanmalar ile ilgili
yontemlerin protokollere déniigtiiriiliip, bu gibi ¢aligma yapacak olan tiim arastirmacilarin
kullanimina sunulmasi ve diger hayvanlarda uygulanabilir bir sekle doniigmesinin
gergeklestirilmesidir. Boylelikle, embriyo dondurma tekniginin iilkemize kazandirilmasi

ve bu konuda bilimsel ¢alismalarin baglatilmasi da saglanacaktir.



GENEL BiLGILER

Spermanin dondurularak saklanmasinda gliseroliin bagariyla kullamlmasinin
ardindan (10), gliniimiize degin bir ¢ok evcil ve yabani hayvan tlirliniin embriyolar1 da
basaril1 bir sekilde dondurulmugtur. Ilk basarih embriyo dondurma iglemi, 1972 yilinda,
Whittingham ve arkadaglar1 (14) tarafindan fare embriyolarinda gergeklestirilmistir. Bir
yil sonrasinda ise, Wilmut ve Rowson (15) dondurulup-¢oziindiirilmiis sigir
embriyolarindan elde ettikleri gebeligi bildirmigtir. Bu galigmalarda DMSO kriyoprotektan
olarak kullanilmig ve 0.2°C/dakika oraninda bir sogutma orani1 uygulanmigtir. Bunlarin
disinda koyun, kegi, at, domuz, tavsan, kedi, boga antilobu, képek maymunu, ipek
maymunu, rat, maymun ve insan embriyolar da sonraki yillarda bagarili sekilde
dondurulmustur (2-9, 36). Giintimiizde uygulanan dondurma ydntemlerinde, ¢esitli
kriyoprotektanlar ile yavag veya hizli sogutma ve 1sitma oranlari kullanilmaktadir.
Uygulanmakta olan tiim dondurma yontemlerindeki temel prensip, dondurma ve
¢oziindlirme sirasinda olusabilecek hiicre igi buz kristallerinin olusumunu engelleyerek,
hiicrelerin buz kristallerinden gorecekleri zarar1 6nlemektir. Bunu saglamak i¢in, hiicre igi
stvinin, hiicre membranindan gegebilen, baska bir deyisle niifuz edebilen, ve hiicrelere

olabildigince zararsiz olan kriyoprotektan maddelerle yer degistirmesi amaglanmaktadir.

Embriyolarin Dondurularak Saklanmasinin Avantajlar

Yukarida da kisaca agiklandig1 gibi embriyolarin dondurularak saklanabilmesi
bilimsel alanda oldugu kadar, hayvancilik ve beseri sahada da 6nemli gelismelere 6nciiliik
etmistir. Ozellikle, sigircilik alaninda giiniimiizde dondurulmus embriyo satan ticari
firmalar mevcuttur. Bilindigi tizere dondurulmus sperma ile sadece babadan gelecek
genetik yapidan yararlanilabilirken, embriyo ile se¢ilmis anne ve babadan gelen genler
kombine edilerek bunlardan direkt olarak yararlanilabilir. Embriyo transfer teknolojisi
sun’i tohumlama uygulamasindan sonra, hayvan 1slahinda biiyiik gelismelere onciilikk
etmigtir. Ancak, yapilan ilk ¢caligmalarda taze embriyolar transfer edilmigtir. Bu sebepten,
uygulamada saha sartlarinda biiyiik problemlerle kargilagilmistir. Ancak, embriyolarin
basaril1 bicimde dondurulabilmesiyle, embriyo transfer uygulamasi, ticari boyutta
uygulanir hale gelmigtir. Taze embriyo transferlerindeki en biiyiik sorunlardan biri,

transferlerin yapilacag: tagtyic1 hayvanlarin 6nceden senkronize edilmesini gerektirmesidir.



Ayrica, tek bir embriyo transferi i¢in, en az iki tagtyicinin senkronize edilerek transfere
uygun olan tagtyicinin garanti edilmesi, maliyeti artiran diger kisitlayici bir unsurdur.
Bunun yam sira, tek bir verici inekten elde edilebilecek embriyo sayis1 da 2-20 arasinda
degisiklik gostermektedir (37-39). Bu da hazirlanacak tasiyici sayisinin dengelenmesinde
sorun ¢ikarmaktadir. Biitlin bu sebeplerden dolayu, ¢iftlik hayvanlarinda uygulanan taze
Embriyo Transfer ¢aligmalari oldukga pahali olmaktadir. Embriyolarin dondurulmast ile,
senkronizasyona gerek kalmadan, tasiyicilarin transfere uygun zamanlarinda transfer
islemi gergeklestirilebildiginden, bu tiir ekstra maliyetler ortadan kalkmigtir. Ayrica,
dondurulmus embriyolar kolaylikla istenilen her bolgeye ulastirilabilmektedir. Boylece,
canli hayvan digsatim ve disalimlarindaki bazi zorluklar da kolaylikla agilabilmektedir.

Ulkemiz dogal zenginlikleri arasinda sayilabilecek yerli hayvan varligimiz giin
gectikce yok olmaktadir. Bunlarin gogu verimleri diisiik olsa da, tilkemiz sartlarina adapte
olmus ve bolgesel bazi hastaliklara direng kazanmig genlere sahiptirler. Iste bu yok olan
yerli hayvanlarimizin en azindan embriyolarinin dondurulmasi ile olusturulacak bir
embriyo bankastyla, bunlarin genetik dzelliklerinden sonraki yillarda yararlanma sansina
sahip olunabilecektir. Beseri alanda ise, 6zellikle infertilite probleminden dolayu, in vitro
fertilizasyon (IVF) uygulanan hastalardan elde edilen embriyolarin sayisi istenilenden fazla
oldugu takdirde dondurularak saklanmakta, b6ylece transfer edilen embriyolardan gebelik
elde edilemedigi durumlarda ya da ikinci bir ¢ocugun istendigi durumlarda, olduk¢a
masrafli ve hastay1 psikolojik agidan da zorlayan uygulamalara gerek kalmadan
dondurulmug embriyolar transfer i¢in kullanilabilmektedir (36, 40, 41).

Sunulan ¢aligmanin konusunu olusturan fare embriyolarinin dondurulmasindaki
avantajlar yukarida belirtilen avantajlardan baska avantajlara da sahiptir. Bunlar
6zetlenecek olursa: Ozellikle, degerli transgenik farelerin hastaliklardan, yangin ya da
diger kazalardan dolay1 yok olmamalari, yedekte dondurulup saklanmis embriyolarla
garanti altina alinmis olur. Bir ¢ok degisik fare hatlari belirli donemlerde aragtirmada
kullanilirlar ve daha sonra olas1 durumlar igin {initede siirekli liretilerek ekstra yer, emek ve
paray: gerektirirler. Boylesi irktan fare embriyolar1 dondurularak saklanirsa, gerekli
durumlarda tagtyicilara transfer edilerek iinitenin ekstra yer, emek ve para kiilfeti
azaltilabilir. Diinyaca {inlii Jackson laboratuarinda 272 fare hattinin bu sekilde korundugu
bildirilmigtir (42). Sirekli iiretimde farelerde bazi mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi olasidir
ve dondurulan embriyolar bu tlirden bir bozuklugun ortaya ¢ikmasini 6nler. Spesifik
patojenlerden yoksun farelerin yetistirildigi {initelere digaridan canli hayvan sokulmasi
tehlike arz edeceginden, dondurulmug embriyolarin kullanilmasi bu tehlikeyi ortadan
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kaldiracaktir. Hastalia maruz kalmig fare hatlarinin yeniden iiretilmesi i¢in en ideal yol,
Onceden dondurulmug embriyolarin spesifik mikroorganizmalardan yoksun tagiyici
annelere transfer edilmesidir. Ayrica, ithalat sirasinda hayvanin maruz kalacag stres ve
karantina gibi baz1 zorluklar da dondurulan embriyolarla ortadan kaldirilmig olur.
Bunlarin disinda embriyolarin dondurulmasi bazi biyoteknolojik yontemlerin
uygulanabilmesi agisindan da biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Ozellikle, transgen
teknolojisinde en yaygin uygulama alanmi bulan proniikleer mikroenjeksiyonda kullanilan
proniikleer donemdeki embriyolarin dondurulmastyla, istenilen zamanda ve eldeki
tastyicilara uygun sayida mikroenjeksiyon islemi gerceklestirilebilir (43). Ayrnca
cinsiyetleri tayin edilmis, transgenik olarak iiretilmis, ya da buna benzer diger teknolojiler

uygulanmis embriyolar da dondurularak istenilen zamanlarda kullanilabilirler (44).

Dondurmada Kullanilan Kriyoprotektan Maddeler ve Soliisyonlar

Embriyolarin dondurulmasinda kullanilan kriyoprotektan maddeler dondurma ve
¢ozlindiirme uygulamalar: sirasinda hiicrelerde olusabilecek zararlar1 6nlemek amaciyla
kullamlan ¢egitli maddeler olarak tamimlanabilir (3). Hiicre membranindan niifuz
edilebilme 6zelliklerine gére kriyoprotektanlari iki ayr1 temel grupta inceleyebiliriz: Bunlar
hiicre mebranindan gegebilen, yani hiicre i¢erisine niifuz edebilen (permeating) ve hiicre
membranindan gegemeyen, yani hiicre i¢erisine niifuz edemeyen (non-permeating)
kriyoprotektanlardir. Hiicre igerisine niifuz edilebilen kriyoprotektanlar diigiik molekiiler
agirliga sahiptirler ve metanol, etilen glikol, 1.2 propanediol, 2.3 biitanediol,
dimetilstilfoksit (DMSO), propilen glikol, gliserol ve diger baz1 alkolleri kapsamaktadir
(3, 11). Bu grup igerisinde en yaygin bigimde kullanilan kriyoprotektan diigiikk molekiil
agirlikl bir glikol olan gliseroldiir. Onceden de bahsedildigi gibi, spermanin dondurularak
saklanmasinda dondurma isleminin zararl etkilerine karsi koruyucu 6zelligi kesfedilen ilk
kriyoprotektan gliseroldiir. Daha sonraki zamanlarda ise, bir ¢ok yeni diisiik molekiil
agirhigina sahip ve hiicre icerisine niifuz edebilen kriyoprotektanlar bulunmusg ve
spermanin, embriyolarin, hiicrelerin, dokularin ve organlarin dondurulmas: islemlerinde
kullanilmig olup giiniimiizde de kullaniimaktadirlar. Bu gruptaki kriyoprotektanlar,
dondurmada kullanilan soliisyonlar igerisinde mutlaka bulunmasi gereken maddelerdir. Bu
maddelerce yaratilan ozmotik basing farkindan dolayi, donmanin gergeklesmesinden 6nce,

embriyo hiicreleri igerisindeki hiicre i¢i s1v1 yukarida s6zii edilen hiicre igerisine niifuz



edebilen kriyoprotektan maddeler ile yer degistirir ve boylece, hiicre hacmindeki
degisiklikler azaltilarak ve embriyo hiicreleri i¢erisindeki buz kristallerinin olusumu
minimum diizeye indirilerek dondurma islemi sirasinda hiicrelerin zarar gérmesi 6nlenir.
Koruyucu etkilerini, suya baglanabilme 6zellikleriyle (kolligatif 6zellik) ve diger
bilesenlerin yiiksek konsantrasyonlarindan kaynaklanan toksik etkileri azaltarak gosterirler.
Bu gruptaki kriyoprotektanlarin ¢ogu yiiksek oranda suda ¢6ziinebilme yetenegine ve
kayda deger soliisyon 1s1 etkisine (heats of solution) sahiptirler ki; bu da suyun hidrojen
baglarini kopararak, suyun yapisimi degistirdiklerini gostermektedir. Ayni zamanda, bu
kriyoprotektanlar su molekiilleri ile hidrojen baglar1 olugturabilirler. Ornegin; gliserol
kendi hidroksil grubu ile su molekiiliindeki mevcut oksijen arasinda hidrojen bag1
sekillendirmektedir. DMSO’in oksijeni ise, suyun protonlar1 ile birlesmekte ve bunun
sonucunda da 1s1 ag18a ¢cikmaktadir. Bunun yam sira, kriyoprotektanlar, hiicreler yiiksek
konsantrasyonda tuz ile g¢evrildiginde, hiicreleri yogun dehidrasyonun sekillendigi
dénemde korumaktadirlar. Geleneksel yavas dondurmadan farkli olarak, vitrifikasyon
isleminde uygulanan yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektanlar, hiicreyi camsi (glassy)
bir yapiya déniistiirerek istenmeyen buz kristallerince olugturulacak zararlar1 minimum
diizeye indirerek yardimci olmaktadirlar (11).

Hiicre igine niifuz edemeyen kriyoprotektanlar ise, kendi aralarinda iki ayri gruba
ayrilabilir. Bunlar; hiicre i¢ine niifuz edemeyen diigiik molekiil agirlikli (glikoz, siikroz,
trehaloz, galaktoz ve diger bazi sekerler) ve yiiksek molekiil agirlikli (polivinil alkol; PVA,
polivinil pirrolidon; PVP, sodyum hyaluronat, hidroksietil nisasta ve diger baz1 polimerler)
kriyoprotektanlardir (3, 11). Hiicre i¢ine niifuz edemeyen diisiik molekiil agirlikli
kriyoprotektanlar dondurma iglemi siiresince gekillenen buz kristalleri olusumunu azaltan
etkilerini sogutmadan 6nce hiicreleri dehidre ederek gosterirler. Pratikte, oosit ya da
embriyolarin geleneksel tekniklerle dondurulmasinda gogunlukla gliserol, DMSO ya da
etilen glikol gibi hiicre i¢ine niifuz edebilen tek bir kriyoprotektan kullanilmaktadir. Oysa,
hizl1 dondurma ya da vitrifikasyon tekniklerinde genellikle birden fazla kriyoprotektan
kullamlmaktadir. Ornegin; siikroz, trehaloz ya da galaktozla birlikte gliserol ve etilen
glikol, gliserol ve propanediol veya propanediol ve etilen glikol karigimlart
kullanilmaktadir. Buradan da anlagilacag: tizere, hiicre i¢ine niifuz edebilen
kriyoprotektanlar diigitk molekiil agirlikli olup, dondurma igleminde tek baslarina
kullanilabilirken, hiicre i¢ine niifuz edemeyen diigitk molekiil agirlikli kriyoprotektanlarin
etkin sekilde dondurma iglemlerinde kullanilabilmeleri i¢in mutlaka hiicre i¢ine niifuz

edebilen kriyoprotektanlardan en az biriyle kombine edilmeleri gereklidir (3, 11).



Hiicre i¢ine niifuz edemeyen yiiksek molekiil agirliktaki grupta yer alan
kriyoprotektanlar ise, etkilerini hiicrelerin dondurulmasi ve ¢6ziindiirtilmesi sirasinda
olusan buz kristallerinin gekil ve biiyiikliiklerini zararsiz olacak bigimde degistirerek
gosterirler (3). Bunlardan bagka, albumin (45) fikol (46) ve antifriz protein (AFP) (47, 48)
gibi baz1 proteinler de hiicre igerisine niifuz edemeyen yiiksek molekiil agirlikli
kriyoprotektanlar igerisinde yer alirlar. Ayrica, serum da dondurma vasatlarinda protein
kaynagi olarak kullanilan bir maddedir. Yalmz serumdan kaynaklanabilecek
kontaminasyonlar nedeniyle, giintimiizde genellikle PVP ya da PVA gibi baz1 maddeler
serum yerine kullamlmaktadir (3, 45, 49).

Embriyolarin Dondurulmasinda Kullanilan Yéntemler

Dondurmada kullanilan yontemleri geleneksel yavas dondurma (slow freezing),
vitrifikasyon ve hizli dondurma (rapid freezing) olmak iizere baglica 3 grupta

inceleyebiliriz.

Geleneksel yavas dondurma (Slow freezing)

Bu y6ntemle embriyolarin dondurulmasindaki agamalar su sekilde 6zetlenebilir:

1) Embriyolarin gliserol, etilen glikol, DMSO ya da propilen glikol gibi hiicre i¢ine
niifuz edebilen diiiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlardan birisinin degisik molar
konsantrasyonlarindaki soltisyonuna, kriyoprotektan soliisyon ve embriyo arasinda
ozmotik dengeyi (ekilibrasyonu) saglamak amaciyla, genellikle oda 1sisinda bazen daha
diistik sicakliklarda maruz birakilmalari,

2) Buz kristallerinin olugumunun -5 ile —6°C’ler arasinda indiiklenmesi (seeding),

3) Kontrolli bir bigimde embriyo dondurma makinesi araciligryla —-30 ile —70°C’ler
arasindaki bir sicakliga ulasincaya kadar yavas sogutma (0.2-2.0°C/dakika),

4) Istenilen sicakliga ulasildiginda, stvi azot (—~196°C) igerisine daldirma ve
saklama,

5) Yaklagik olarak dakikada 250°C azalacak sekilde kontrollii ¢6ziindiirme.

Ornegin, bu iglem karigtirilmayan 25°C’lik su banyosunda kolayhikla gerceklestirilebilir,



6) Embriyolarin kiiltiire alinmasi ya da tastyicilara transferlerinden dnce
kriyoprotektan maddelerin uzaklastirilmasi.

Bu agamalarin tiimii, bagarili bir embriyo dondurma isleminde ayr: bir 6neme
sahiptir (3, 42).

Yakindan incelendiginde, dondurucu soguklara kars1 tolerans gésteren hayvanlarca
gelistirilmis olan mekanizmalarin, memeli oosit ya da embriyolarinin geleneksel yavag
dondurma yontemleriyle dikkate deger bir benzerlik gosterdigi g6zlenmektedir (50, 51).
Bu tiir hayvanlarin dondurucu soguklarda donduktan sonra da yagsamlarim
stirdiirebilmelerindeki temel faktor, bu hayvanlarca glikoz ve gliserol ile diger bazi
polihidrik alkoller ve sekerlerin degisik varyeteleri gibi diigiik molekiil agirlikls
kriyoprotektanlarin yiiksek miktarlarda iiretilmesidir. Hiicre igine niifuz edebilen bu
kriyoprotektanlar, donma ve ¢6ziinme siirecinde, hiicre i¢i buz kristallerinin olugumunu
engelleyerek hiicre yapisini korurlar (3). Hiicre igi igerik, toksik olmayan ve hiicre igine
niifuz edebilen kriyoprotektanin yiiksek konsantrasyonlarinda dengelendiginde ve
sicakligin 0°C’nin altina diistiigti durumlarda buz kristallerinin gelisimi donmaya kars:
tolerans gosteren hayvanlarda spesifik buz gekirdeklerini olusturan proteinlerce (specific
ice-nucleating proteins) indiiklenir. Seeding diye de adlandirilan buz kristallerinin
olusumunun indiiklenmesi, ani ve hizli sogumayla (supercooling) birlikte kendiliginden ve
kontrolstiz bigimde buz ¢ekirdeklenmesinin sekillendigi désnemde hizli dondurmanin
zararh etkilerini 6nler (52). Buz kristallerinin olusumu indiiklendiginde, kiigiik buz
kristallerinde daha biiyiik kristallere doniigiim yoniinde bir egilim sekillenir ki; bu durum
hiicreler igin 6ltimciil olup kesinlikle 6nlenmelidir. Bunun 6nlenmesi i¢in, laboratuarlarda
buz kristallerinin olusumu yavas sogutma oranlarinin (dakikada 2°C’den daha az)
uygulanmastyla kontrol edilmektedir. B6ylece, dondurma islemi siiresince hiicrelerin
dehidre olmalar: saglanir. Donmaya karg1 tolerans gésteren hayvanlar ise, antifriz
proteinler diye adlandirilan yiiksek molekiil agirlikli bilesenleri kullanirlar. Donmaya karsi
tolerans gésteren hayvanlarda, buz ¢ekirdeklerinin olugumunu saglayan proteinlerin ve
antifriz 6zellik tagiyan proteinlerin birlikte bulunmasi sayesinde, buz kristallerinin

biiyiikliigii kontrol edilir ve hiicrelerin donmasi esnasinda dehidre olmasi saglamr (53).
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Vitrifikasyon

Vitrifikasyon hiicrelerin, dokularin ve organlarin diigiik sicakliklarda hiicre
icerisinde tamamiyla vitr6z ya da camsi bir durumun yaratiimasiyla dondurulmasini
anlatan bir terimdir. Bu y6ntemde buz kristalleri hi¢ sekillenmemektedir. Bu olgu ilk kez
fare embriyolarinda gerceklestirilmistir (30). Bu basaridan sonra gegen zaman diliminde,
vitrifikasyon yonteminin basitligi, diisiik maliyeti ve uygulanan prosediiriin kisa olmasi
gibi avantajlarina kargin, kullanimi genellikle deneysel diizeyde kalmigtir. Glintimiize
degin oldugu gibi glinimiizde de, ticari embriyo transfer amagl dondurma
uygulamalarinda geleneksel yavas dondurma y6ntemi kullanilmis ve kullanmilmaktadir (54).
Bagarili bir vitrifikasyon olgusu i¢in, viskozitede had safhada bir artig gerekmektedir.
Bunun i¢in de ya hizli sogutma oranlar: (teorik olarak yapilan hesaplamalara gore yaklagik
saniyede 107°C’lik bir sogutma hiziyla saf suyun da vitrifiye olacag bildirilmistir) (55); ya
da diisiik sicaklik derecelerinde viskoziteyi artiran ve buz kristallerinin formasyonunu
baskilayan kriyoprotektan soliisyonlarin kullanimi gerekmektedir (54). Son zamanlara
kadar yaygin sekilde kullanilan vitrifikasyon prosediirlerindeki 0.25 ml’lik payetlerin sivi
azot igerisine direkt olarak daldirilmasiyla saglanan en yiiksek sogutma orani, yaklagik
olarak dakikada 2500°C olarak simirli kalmistir (3). Diger taraftan, payetler i¢erisindeki
embriyo ve zona pellusidalarda olusacak ¢atlama ve kirilmalar1 6nlemek amaciyla yukarida
sozii edilen sogutma ve 1sitma oranlarinin tiimiiyle uygulanamayacagi da bildirilmistir (56,
57). Vitrifikasyonda uygulanan sogutma oranlar: kriyoprotektanlarin yaklagik 5-7 molar
gibi yiiksek konsantrasyonlarim gerektirmektedir. Bu oran geleneksel yavag
dondurmadaki konsantrasyonlarin (1-2 M) yaklagik 2-3 katidir (58). Vitrifikasyonda
kriyoprotektanlarin dondurma igleminde buz olusumunu baskilamalari 6nemli bir unsurdur
ve sicaklik diistiikge, soliisyon tiimiiyle viskoz bir hal alarak sonunda camsi bir faza geger.
Farkl1 kriyoprotektanlarin suyla olusturulan soltisyonlarinin camsi faz olusturma
ozelliklerinin degisken oldugu gésterilmistir. Bunun da muhtemel nedeninin, her bir
kriyoprotektanin vitrifikasyonun gelismesine yardimei olmada ya da donmaya olan egilimi
azaltmada, su molekiilleri ile olan etkilegimlerindeki farklilik oldugu bildirilmektedir (3,
59).

Pratik sogutma oranlarinda vitrifikasyonun saglanmasi i¢in kriyoprotektanlarin
yliksek konsantrasyonlarinin (>%30) kullanilmasi gerektiginden, ilgili kriyoprotektanlarin

toksisiteleri vitrifikasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (60). Giinlimiizde {izerinde hala
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¢alisilan konularin basinda, biyolojik materyallerle ekilibre edildiginde, hiicrelere toksik
etki yapmayan vitrifikasyon soliisyonlarinin bulunmas1 gelmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki kriyoprotektanlarin toksik etkilerini en aza diigtirmek igin,
ekilibrasyon zamaninin kisaltilmast, iki agamali ekilibrasyon ve toksisiteyi azaltan siikroz,
trehaloz, formamid gibi baz1 maddelerin kullanilmasi énerilmistir (3). Oldiiriici buz
kristallerinin olusumunun dondurma agsamasindakine kiyasla ¢6ziindiirme asamasinda daha
hizli gekillendigi gosterilmigtir (61). Bu nedenle, embriyolarin vitrifikasyondan sonra
canliliklarini siirdiirebilmeleri, ayni zamanda, devitrifikasyon sirasinda meydana
gelebilecek zararlarin da 6nlenmesine baglidir. Sulu soliisyonlarinin dondurma ve
¢oziindiirme islemleri boyunca cams: bir faz sekillendirdigi gosterilen polietilen glikol ve
2.3 biitanediol gibi maddeler, aynm1 zamanda gliserolle karsilagtirildiginda, hiicrelere gok
daha hizli penetre oldugundan, vitrifikasyon soliisyonlarinda kullanilan ideal
kriyoprotektan maddeler olarak bildirilmistir (3). Fikol (46), antifriz proteinler (47) ve
sodyum hyaluronate (61) gibi yiiksek molekiil agirlikli maddeler kriyoprotektan
soliisyonlarin vitrifikasyon 6zelliklerini artirir ve ¢dziindiirme siirecinde devitrifikasyonu
Onlerler. Ancak, in vitro liretilmis sigir blastosistleri etilen glikol-siikroz soliisyonuyla
herhangi bir vitrifikasyon 6zelligini artirici madde kullanilmadan bagartyla vitrifikasyon
yontemiyle dondurulmuslardir. Bu tiir molekiillerin vitrifikasyon soliisyonlarinda
bulunmamasi ¢6ziindiirme esnasinda net bir devitrifikasyonla sonu¢lanmistir ki; bu da buz
kristallerinin dondurma agamasina gére ¢oziindiirme asamasinda daha kolay sekillendigini
dogrulamaktadir. Ancak, ¢6ziindiirme siirecinde sekillenen devitrifikasyon olgusu
¢ozlindiirme sonrasi embriyolarin canliliklarini korumada olumsuz etki gostermemistir
(61). Farelerde yapilan bagka bir ¢alismada dondurma agamasinda vitrifikasyon
soltisyonunda gekillenen kristalizasyonun embriyolara zarar vermedigi bildirilmigtir (62).
Bu nedenle, dondurma agamasindaki gozlenebilir kristalizasyon ve ¢dzilindiirme
asamasindaki yeniden gekillenen kristalizasyonun embriyolara zararsiz olmasi, buz
kristallerinin hiicre diginda sekillendigini ve embriyolarin igerisinde herhangi bir
kristallenmenin ya da degisikligin olmadiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (3).
Tartigmali da olsa, bagari ile ger¢eklestirilen dondurma ydntemlerinin hemen tiimiinde
vitrifikasyonun bir dereceye kadar embriyo ya da oositlerin i¢inde ve etrafindaki
soliisyonlarin konsantrasyonuna bagli olarak agsamali gekilde gerceklesen buz formasyonu
sonucunda olustugu bildirilmigtir (63). Karigiklig1 6nlemek igin kriyobiyoloji ve
embriyolojide vitrifikasyon terimi, biyolojik materyali i¢eren soliisyonun tiimiiyle vitrifiye

oldugu yontemler i¢in kullamilmaktadir (54). Geleneksel yavas dondurma ile ve
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vitrifikasyonla dondurulan evcil hayvan embriyolarinin in vitro ve in vivo gelisim
oranlarim karsilastiran bir gok ¢alismada esit sonuglar ya da vitrifikasyon lehine sonuglar
bildirilmistir (20, 64-70).

Sigirlarda yapilan bir galigmada, blastosist agamasindaki embriyolar vitrifikasyonla
dondurulmustur. Dondurma igleminde in vitro tiretilmis 6-7 giinlik embriyolar beser
dakika siire ile sirasiyla %10 gliserol ve %10 gliserol + %20 etilen glikole ve sonrasinda da
30 saniye siireyle %25 gliserol + %25 etilen glikole maruz birakilmistir. Elde edilen
sonuglara dayanarak, yukandaki vitrifikasyon protokolii ile daha genis blastosistlerin daha
kiiciik olanlara kiyasla daha fazla oranda canl kaldiklan bildirilmigtir (71).

Sogutma ve 1sitma oranlarinin daha da artirilmasinin faydal etkilerinin
(kriyoprotektan konsantrasyonunun ve toksisitesinin azalmasi, sogugun zararl: etkisinin
daha da azaltilmasi gibi) bilinmesine kargin, bu konuda yeterince ¢alisma yapilmamigtir.
Geleneksel olarak kullamlan payet ve kriyovialler (dondurulmug hiicrelerin saklanmasinda
kullanilan 1.5-1.8 mI’lik 6zel tiipler) bu amaci gergeklestirmek i¢in ideal malzeme
degillerdir ve her ikisinin de yaygin olarak vitrifikasyonda kullanilmasi var olan
secenekleri de kisitlamagtir.

Bazi alternatif sogutma ve 1sitma y6ntemlerinin kullanilmas: yaklasik 10 yil 6nce
baglamig ve son yillarda bu konu ile ilgili bagarili sonuglar alinmigtir. Yeni gelistirilen bu
hizli sogutma tekniklerinin hemen hemen tiimii kriyoprotektan soliisyon ve sivi azot
arasindaki direkt temas ilkesine dayanmaktadir (54). Bu amagla uygulanan en basit
y6ntem embriyolari igeren soliisyonun direkt olarak sivi azot igerisine daldiriimas:
olmustur (72, 73). Ancak, bu yontemde embriyoyu tagiyan damlalarn biiyiik (5-6 pl)
olmast ve s1v1 azot igerisine batmadan 6nce sivi azot ylizeyinde yiizmesinden dolayz,
soguma orani géreceli olarak diigiik olmaktadir. Kullanilacak bir tagiyici aracin bu
problemin ¢6ziimiinde yararli olabilecegi bildirilmistir (54). Bu amagla Drozophila
melanogaster embriyolarinin vitrifikasyonunda (74,75) elektron mikroskop 1zgarasimin
(electron microscope grid) tagtyici arag olarak bagariyla kullanilmasinin ardindan, aym
sekilde sigir oosit ve embriyolar1 da vitrifiye edilmigtir (76-78).

Vajta ve arkadaglarinca (79) gelistirilen agik ¢gekilmis payet (open pulled straw,
OPS) yontemi de bu amagla gelistirilmis ve bagarili sonuglar alinmig bir yéntemdir (80,
81). Bu y6ntemde normal 0.25 ml’lik payetler orta kisimlarindan sicak bir ylizey tizerinde
sitilmig ve daha sonrasinda her iki uctan ¢ekilerek payetin uzamasi ve orta kisminin
incelmesi saglanmigtir. Payetler orta kisimdaki en ince noktadan jilet ya da benzeri bir

kesici ile kesilerek vitrifikasyon islemi i¢in hazir hale getirilmistir. Icerisinde embriyo ya
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da oositlerin bulundugu 1-2 pl’lik vitrifikasyon damlaciklar1 payetin dar ucunun
yaklastirilmas: sonucunda kapiller ¢ekim etkisiyle payet igerisine alinmis ve direkt olarak
s1v1 azot igerisine daldirttmigtir. Béylece, dakikada 20.000°C’nin {izerinde bir soguma
hizina ulagilmis ve siv1 azotta dondurma igleminden 6nce vitrifikasyon soliisyonu
icerisinde bekleme siiresi bakimindan da 30 saniyenin altina inilmigtir. Elde edilen bu
avantajlarla yliksek yogunluktaki kriyoprotektanlarin zararh etkileri en aza indirilmigtir.
Coziindiirme iglemi, payetin ince ucunun direkt olarak embriyo yikamada kullanilan
herhangi bir vasatin igerisine daldirilmasiyla gergeklestirilmisgtir.

Balik embriyolarinin dondurulmasina iligkin bazi ¢aligmalar da bulunmaktadir (82,
83). Ancak, balik embriyolarinin dondurulmasinda biiyiik giiclikler s6z konusudur.
Bunlarn siralayacak olursak; balik embriyolar: diigiik yiizey- biiyiik hacim oranina sahiptir
ve bu da su ve kriyoprotektan madde giris ve ¢ikigini yavaglatmaktadir. Degisik ozmotik
ozelliklere sahip blastoderm ve yumurta saris1 denilen iki kisimdan olusan yapi, her iki
kisim iginde optimum olacak protokollerin gelistirilmesini giiglestirmektedir.
Sogutulmaya kars1 gdzlenen duyarliligin fazla olmasi, geleneksel yavag dondurma
protokollerinin uygulanmasini engellemektedir. Son olarak, kriyoprotektanlara karg: var
olan bariyerlerden dolayi, embriyolara kriyoprotektanlarin gegisi yetersiz olmakta ve

bunun sonucunda da basarili bir vitrifikasyon sekillenmemektedir (82).

Hizli dondurma (Rapid freezing)

Hizli dondurma, hizl1 sogutma oranlarinin (dakikada yaklagik 1250°C)
uygulanmasindan 6nce hiicrelerin kismen dehidre edildigi dondurma islemini tanimlamak
icin kullanilir. Bu yontemle bagarili bir dondurma igleminin gergeklesmesindeki 6n kosul
gliserol, propendiol, DMSO ya da etilen glikol gibi hiicre icine niifuz eden
kriyoprotektanlardan birisinin 2-4.5 M’lik ve siikroz, trehaloz, laktoz ya da galaktoz gibi
hiicre i¢ine niifuz edemeyen kriyoprotektanlardan birisinin 0.25-0.5 M’lik karigimlarindan
olusan dondurma soliisyonlarinin kullanilmasidir (21, 84). Yaklagik 30 saniye ile 3 dakika
arasindaki kisa bir ekilibrasyondan sonra, embriyolar kismen dehidre duruma gegerler ve
bu asamada embriyolar sivi azot buharinda orta derecelerdeki bir sicakliga kadar
sogutulduktan sonra, siv1 azot i¢erisine daldirilirlar. Vitrifikasyondan farkh olarak, hizl

dondurmada hiicre dig1 s1vi donar ve dondurma soliisyonunun ozmolaritesi artar. Bu da

embriyo hiicrelerinden daha ¢ok donabilir suyun kaybina neden olur. Buna kargin, tiim bu @y

14 éégg;‘"&
]



sartlar altinda; eger ¢oziindiirme isleminde uygun olmayan 1sitma oranlar1 uygulanirsa,

hiicre i¢i buz kristalleri sekillenebileceginden, embriyo zarar gorebilir (3).

Embriyolarim Coziindiirtilmesi

Coziindiirme iglemi, genellikle degisik 1s1 derecelerindeki su igerisine dondurulmus
embriyolarin daldirilmasi ve burada belirli siireler bekletilmesiyle uygulanmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda, ¢6ziindiirme islemi embriyolar1 tagiyan payetler siv1 azottan
cikarildiktan sonra, genellikle direkt olarak 20-37°C’deki su banyosu igerisine 10-20
saniye stireyle birakilarak gergeklestirilmektedir (23, 85-87). Daha sonra, kriyoprotektan
maddelerin zararh etkilerini 6nlemek amaciyla zaman gegirilmeden bu maddelerin

uzaklagtirilmasi iglemine gegilir (3, 87).

Kriyoprotektanlarin Uzaklagtiriimasi

Yukaridaki agiklamalardan da anlagilacag: gibi, kullanilan kriyoprotektanlar
embriyolar i¢in toksik etkilidir. Ayrica, kriyoprotektanlarin sebep oldugu ozmotik sok da
embriyolar tizerinde olumsuz etki yapmaktadir. Bu sebeplerden 6tiirii, ¢ozlindiirme
sonunda bunlarin embriyo hiicrelerinden ve embriyolarin bulunduklar: ortamlardan
uzaklastirilmasi gerekmektedir ve bu iglemin dogru sekilde yapilmasi ¢6ziindiirme sonrasi
canlilifin devamu igin kritik bir 6nem arz etmektedir (11). Kriyoprotektanlarin
uzaklagtirilmasi igin siikroz veya trehaloz gibi hiicre igine niifuz edemeyen maddeler
kullanilmaktadir. Bu maddelerin ortamda bulunmasi sonucu kriyoprotektan hiicre digina
¢ikar. Bu iglem ya tek bir agamada ya da 3 asamada gergeklestirilir. Tek bir asamada
yapilan kriyoprotektan uzaklagtirilmasinda genellikle siikkrozun degisik konsantrasyonlari
(0.5, 1 M vs.) yaygin sekilde kullamlmaktadir (16, 27, 88). Siikrozdan bagka, trehaloz (89)
ve galaktoz (34, 71) gibi diger sekerler de aym amag i¢in kullanilan baz1 maddelerdir.
Kriyoprotektanin tek agamal1 uzaklastirilmas ile direkt transfere olanak saglanmigtir.
Bunun ig¢in, genellikle 0.25 mI’lik payet icerisine dncelikle kriyoprotektanin
uzaklastirilmasi i¢in kullamilacak soliisyon g¢ekilir. Hava boglugu birakildiktan sonra,
dondurma soliisyonuyla birlikte embriyolar ve ikinci bir hava boslugundan sonra, tekrar

kriyoprotektanin uzaklagtirilmasi igin kullanilacak soliisyon gekilir ve payetin ug kismi

15



kapatilarak embriyolar dondurulur. Coziindiirme isleminden hemen sonra, payet
sallanarak soliisyonlarin karigmasi saglanir ve payet transfer pipeti igerisine yerlestirilerek
embriyo direkt olarak transferde kullanilabilir (28, 29, 33). Sayet embriyo kalite yoniinden
degerlendirilecek ise, ayn1 karistirma islemi yapildiktan sonra petri kutusu igerisine payet
icerigi bosaltilabilir ve embriyolar degerlendirilebilir.

Kriyoprotektanlarin 3 asamada uzaklagtirildig durumlarda ise, kademeli sekilde
azalan konsantrasyonlarda gliserol (87), siikroz (68, 86) veya benzeri bir maddeyi igeren 3
ayn soliisyonda belirli siirelerle bekletilerek kriyoprotektan uzaklagtirilir. Daha sonra
embriyolar embriyo yikamada kullanilan vasatlar i¢erisinde yikanirlar. Yapilan bir
caligmada, sitkrozun 0.5, 0.25 ve 0.1 M konsantrasyonlardaki soliisyonlarindan gegirilerek
uygulanan kriyoprotektan uzaklastirilma isleminin tek bir asamada 0.5 M siikroz igerisinde
uygulanan kriyoprotektan uzaklagtirma igleminden fakli bir sonug vermedigi bildirilmisgtir
(90).

Embriyo Dondurma ve Céziindiirme Islemlerinde Basar1 Oramm Etkileyen

Faktorler

Birgok memeli tiiriiniin embriyolarinin bagarili sekilde dondurulmus olmasina
karsin, ¢oziindiirme sonrasi elde edilen bagari oranlar tiirler arasinda degisiklik
gostermektedir. Buna 6rnek olarak, domuz embriyolarinin dondurma iglemine kars
gosterdikleri duyarlilik verilebilir. Bunun da olas1 sebebinin, embriyolarin sahip olduklart
yag icerigi oldugu bildirilmistir (3, 91-93). Bagarili bir dondurma isleminde sogutma ve
1sitma oranlar1 da 6nemli faktor olarak g6ze ¢arpmaktadir (3). Ayrica, dondurma
isleminde kullanilan kriyoprotektan maddeler ve bunlarin degisik konsantrasyonlari ile
degisik kriyoprotektan karigimlar da dondurma ve ¢oziindiirme sonrasi basar1 oranina
etkiyen faktorler arasinda yer almaktadir (23, 33, 90, 94). Bunun yani sira, embriyolarin
biiytikliikleri ve gelisim dénemleri de ¢6ziindiirme sonrasi bagar1 oramm etkilemektedir (3,
21). Bunlardan baska, hiicrelerin gegirgenlik 6zellikleri (95) ile kriyoprotektanlarin
ozmotik 6zellikleri ve toksisiteleri de bagar1 oraninda 6nemli rol oynayan unsurlar arasinda
yer almaktadir (3, 96). Daha &nce de deginildigi gibi, hiicrelerin igerdikleri yag oram
dondurma islemindeki basariy1 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Bu durum &zellikle yiiksek
yag icerigine sahip domuzlarda dikkati ¢ekmektedir. Ushijima ve arkadaglar1 (97) in vitro

olgunlastirilan ve fertilize edilen morula déneminden 6nceki sigir embriyolarinda santrifiij
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isleminden sonra sitoplazmik yag damlaciklarin1 mikromanipiilator yardlmlyla
uzaklagtirarak siir embriyolarinin dondurma iglemine kars: gosterdikleri toleransi
incelemisler ve sitoplazmik yag damlaciklarinin morula déneminden 6nceki geligim
déneminde olan sigir embriyolarindan uzaklastirilmasinin dondurmadan kaynaklanabilecek
zararlara karsi toleransi gelistirdigini bildirmislerdir. Ozmotik farktan kaynaklanan sigme
(osmotic swelling) de memeli embriyolarin canliliklarini korumalarinda énemli rol
oynamaktadir. Dondurulmus hiicreler ¢6ziindiirmeden hemen sonra genisleme riski
tagimaktadir. Cinkii, hiicreler kriyoprotektan madde (hiicre igerisine niifuz edebilen)
igermektedirler ve su kriyoprotektan maddelerin hiicre digina ¢ikmalarindan daha hizli bir
sekilde hiicrelerin iglerine gegmektedir. Bu durumda, eger hiicreler kritik bir hacmin

lizerinde genislerlerse, embriyolar geri doniigiimii olanaksiz derecede zarar goriirler (22).
Oositlerin Dondurulmasi

Son yillarda embriyolarin yam sira oositlerin dondurulmasi konusunda da yogun
caligmalar yapilmaktadir (31, 49, 98-104). Ancak, embriyolarin dondurulmas: ile
karsilastirildiginda basar1 oraminin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Oositlerin
dondurulmasi hem insanlarda uygulanan yardimci iireme teknikleri hem de ovaryumdan
kaynaklanan baz infertilite durumlarinda fertilitenin yeniden sekillendirilmesi ve
uzatilmas1 bakimindan bazi pratik ve etik avantajlara sahiptir. Bilindigi izere spermanin
ve embriyolarin dondurularak saklanmasi giiniimtizde in vitro fertilizasyon kliniklerinde
yaygin ve rutin olarak kullamilan yontemler arasinda yer almaktadir (35). Ayrica, bilimsel
agidan ise, giintimiizde yogun olarak ¢alisilmakta olan klonlama galigmalarinda
dondurulmus oositlerin kullanilabilmesi biiylik kolaylik saglayacaktir (49).

Baz: ¢alismalarda, fare oositlerinin kriyoprezervasyon isleminde kullanilan
soliisyonlardaki sodyumun zararl etkileri gosterilmistir (105). Bu tiir bir zararli etkiyi
azaltmak ya da ortadan kaldirmak i¢in, dondurma soliisyonu igerisindeki sodyumun
konsantrasyonunun azaltilmasi ve sodyum yerine kolinin kullanilmasinin yararl etkilerinin

oldugu bildirilmigtir (102, 106).
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GEREC VE YONTEM

Caliymada Kullanilan Hibrit Fareler

Yapilan galisma TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisti, Transgen ve Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda
gergeklestirilmistir. Hayvanlarin bakim ve kullanimlarinda ilgili uluslararasi kurum ve
TUBITAK tarafindan onaylanms prosediirlere uygun hareket edilmistir. Calismada 6-8
haftalik toplam 80 adet disi hibrit CB6F1 (C57BL/6J X BALB/C) fare kullanilmustir.
Unitede bulunan tiim fareler ad libitum beslenmis ve kullanilan yem, su ve althk
malzemelerinin ttimii otoklavdan gegirilmistir. Erkek fareler bireysel olarak ayr ayri,
disiler ise 5-10°lu gruplar halinde ayn1 kafeslerde tutulmuglardir. Ayrica, linitede 14 saat
aydinlik 10 saat karanhik 151k dongiisti uygulanmistir. Unitedeki sicaklik ve nem ise,
strastyla 2140.5°C ve %50-60 olacak sekilde ayarlanmagtir.

Siiperovulasyon

Alt1-sekiz haftalik hibrit disi farelerin, 48 saat araliklarla intra peritoneal yoldan
uygulanan 5’er IU gebe kisrak serum gonadotropin (Pregnant Mare Serum Gonadotropin,
PMSG; Sigma G-4877) ve insan koryonik gonadotropin (human Chorionic Gonadotropin,
hCG; Pregnyl, Organon) enjeksiyonlartyla siiperovulasyon yapmalar1 saglanmistir.
Hormon enjeksiyonlar: uygulama giinleri saat 13.00°de gergeklestirilmistir. hCG
enjeksiyonunu takiben disi fareler bireysel olarak barindirilan damizlik erkek farelerin
kafeslerine bire bir olacak sekilde konulmugtur. Ertesi sabah tiim disiler ¢iftlesmenin
gostergesi olan vaginal plak agisindan kontrol edilmistir (107). Vaginal plak gosteren

disiler toplanarak tek bir kafeste embriyo eldesine kadar beraberce barindirilmagtir.

Embriyo Toplama Pipetlerinin Hazirlanmasi

Embriyolarin toplanmasi ya da bir yerden bir yere aktarilmasi igin bir adet agiz
hortumuyla birlikte satilan 50 ul’lik mikrokapiller pipetler (Sigma P-1049) kullanilmagtir.
Kapiller pipet her iki ucundan tutularak gaz ocaginda, camin orta noktasinin yumusadigi
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gozlemleninceye kadar 1sitilmugtir. Yumugsama gozlenir gézlenmez pipet alevden
uzaklastirilmis ve her iki ucundan zit yonlerde ¢ekilmigtir. Bu sekilde ¢ekilen kismin gap1
yaklasik 120-180 um olmustur. Pipetin her iki ucunun birbirine yaklastirilmasi ile, ¢ekilen
kismin ortadan kirilmasi saglanmigtir. Son olarak, ¢ekilen kismin, pipetin kalin kismindan
sonraki 2-3 cm uzakliktan bir kesici tag yardimiyla diizgiince kirilmasi saglanmis ve agiz

pipeti setinin ucuna hazirlanan pipet takilmistir (107).

Embriyolarin Yikanmasinda ve Kiiltiire Edilmesinde Kullanilan Vasatlar

Embriyolar dig ortamda, yani inkiibat6riin diginda yapilan manipiilasyonlar
stirecinde HEPES’le tamponlanmuig vasatlarda tutulurlar. Fare embriyolari agisindan en
yaygin olarak kullanilan vasat M2 vasatidir. Sunulan ¢aligmada da M2 vasati
kullanmilmigtir. M2 vasatinin hazirlanigina iligkin formiilasyon Tablo 1°de gosterilmigtir
(108). Embriyolarin kiiltiirtinde ise, son yillarda fare embriyolari igin yaygin bigimde
kullanilan CZB (Chatot-Ziomek-Bavister) vasati se¢ilmistir. CZB vasatinin formiilasyonu
Tablo 2’de gosterilmistir (109).

Hazirlanan her iki vasat 0,22 pm’lik filtrelerle filtre edilerek steril hale getirildikten
sonra, 1 hafta siireyle +4°C’de saklanmigtir. Kullamim giinlerinde ise, M2 37°C’lik etiive
kaldirilmigtir. Ayrica, 35 mm’lik petri kutusu igerisinde 50 ul’lik M2 damlasi konularak
lizeri mineral yag (Sigma M-8140) ile kaplanmig ve elde edilen embriyolarin, elde
edilmelerinden dondurulmalarina kadar gegen siireg i¢erisinde saklanmasi i¢in kullanilmak

tizere 37°C’lik etiive kaldirilmgtir

Embriyo Kiiltiir Kaplarimin Hazirlanmasi

Embriyolarin ¢6ziindiirme sonras: kiiltiirli i¢in 35 mm’lik steril petri kutular
kullanilmigtir. Oncelikle, embriyo kiiltiirti igin, petri kutusunun tabanina 50 pl’lik CZB
damlalar otomatik pipet araciligi ile yerlestirilmistir. Daha sonra, hem kontaminasyondan
korumak hem de inkiibatdrdeki 1sinin etkisiyle buharlagmanin 6nlenmesi amaciyla
damlalarin tizeri mineral yag (Sigma M-8140) ile biitiiniiyle kaplanmigtir. Bir petri
kutusunda genellikle 8 adet 50 ul’lik damla hazirlanmigtir. Kiiltiir vasatlarinin pH’lan

bikarbonatla tamponlandig: igin, bu vasatlarin %5 CO,’li etiiv sartlarinda tutulmalar
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gerekmektedir (110, 111). Embriyolarin pH degisiminden zarar gérmesini 6nlemek

amactyla, ktiltiir kaplar1 hazirlandiktan sonra, embriyolarin transfer edilmesinden en az 2

saat 6nce %5 CO,, 37°C ve yliksek nemli (minimum %95) inkiibatér sartlarina konarak

damlalardaki vasatin ekilibre olmas1 saglanmigtir (107).

Tablo — 1 M2 Yikama Vasatinin Hazirlanmasi

Bilesik mM Molekiil Agirlig: gr/litre
NaCl 94.66 58.450 5.533
KCl 478 74.557 0.356
CaCl2.2H20 1.71 147.200 0.252
KH,PO4 1.19 136.091 0.162
MgS04.7H20 1.19 246.500 0.293
NaHCO; 4.15 84.020 0.349
HEPES 20.85 238.300 4.969
Sodyum laktat 23.28 112.100 2.610
veya 3.345 ml %60’
lik surubundan
Sodyum piruvat 0.33 110.000 0.036
Glikoz 5.56 179.860 1.000
BSA 4.000
Potasyum Penisilin G 0.060
Streptomisin stilfat 0.050
Fenol red 0.010
Enjeksiyonluk H,O 11t
Tablo — 2 CZB Kiiltiir Vasatinin Hazirlanmasi
Bilesik mM Molekiil Agirlig: mg/50 ml
NaCl 81.62 58.44 238.50
KCl 4.83 74.56 18.00
KH,PO4 1.18 136.09 8.00
MgS04.7H,0 1.18 246.30 14.52
NaHCO; 25.12 84.01 105.50
CaCl2.2H20 1.70 147.00 12.50
Sodyum laktat 31.30 112.10 175.64
veya 134.0 ml %60’
lik surubundan
Sodyum piruvat 0.27 110.00 1.48
EDTA 0.11 372.24 2.04
Glutamin 1.00 146.10 7.30
Potasyum Penisilin G 3.00
Streptomisin siilfat 35.00
BSA 250.00
Enjeksiyonluk H,O 50 ml
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Embriyolarin Elde Edilmesi

Calismada iki farkh gelisim dénemindeki embriyolar kullanilmistir. Bunlar morula
ve blastosist dénemleridir. Dolayistyla, embriyolarin eldesinde farkli yontemler
kullamInustir. Morula eldesinde, yaklasik 2.5 giinlitk gebe fareler, blastosist eldesinde ise,
yaklasik 3.5 giinliik gebe fareler kullanilmigtir. Embriyo eldesinde kullanilan tiim farelere
servikal dislokasyon uygulanmustir. Daha sonra, farelerin karin bélgeleri % 70°lik alkolle
temizlenmistir. Karin bélgesinin orta hattinda deriye medyan hatta dik kiigiik bir ensizyon
yapildiktan sonra, deri kesik bélgeden bag ve arka ayaklar yontinde ¢ekilerek styrilmigtir.
Karin duvari i¢ organlara rahatga ulagilabilecek bigimde agilmigtir. Buraya kadar yapilan
islemler hem morula hem de blastosist agamasindaki embriyolarin eldesi igin ayni sekilde
uygulanmistir. Bundan sonraki asamalarda ise, farklt yontemler uygulanmistir. Sekil 1'de
senital kanallarin genel goriiniimii verilmistir.

¢

karin bolgesi agilmug farelerde disi

Sekil — 1 Karin bolgesi agilmis farelerde disi genital kanallarin genel goriiniimii

Morula eldesinde. éncelikle pens ile kornu uteri bulunarak yukari dogru ¢ekilmistir.

Daha sonra, bir pens uterus ile oviduktun birlestigi bolgeye yerlestirilip hafifge ¢ekilerek



oviduktun ovaryumdan uzaklagmasi saglanmustir. Ovidukt, makas yardim ile, ovaryum ve
kornu uteriyle birlesme noktalarindan kesilerek digari alimmistir. Ayni islem diger ovidukt
i¢in de uygulanmistir. Disari alinan oviduktlar daha sonra, igerisinde fare embriyolari igin
yaygin olarak kullanilan M2 yikama vasati bulunan petri kutusu igerisine aktarilmigtir.
Buradan da oviduktlar 10 cm’lik petri kutusu igerisindeki 150-200 pl’lik M2 damlalart
icerisine birer adet olacak sekilde aktarilmistir. M2 vasati ile doldurulmus ve ucunda 30
g.'luk igne takili insiiliin enjektoriiniin ignesi stereo mikroskop altinda oviduktun
infundibulumundan igeri sokularak enjektor igerisindeki vasatla oviduktlar yikanmistir. Bu
islem yapilirken oviduktlarm diger uglarindan embriyolarin dokiildigli gozlemlenmistir.
Oviduktlarin tiimiiniin yikama isleminin tamamlanmastyla, her bir M2 damlas igerisindeki
embriyolar M2 vasati igerisinde 3 kez yikandiktan sonra, igerisinde {izeri mineral yag ile
kapli 100 ul M2 vasati bulunan 35 mm’lik petri kutusuna aktarilmistir. Aktarilan bu
embriyolar dondurma isleminin uygulanmasina dek gegen siire iginde, 37°C’lik kuru
etiivde tutulmuslardir (107).

Blastosistlerin eldesinde ise, ilk olarak serviks uteri bulunmus ve kesilmistir.
Serviks pens ile tutularak uterus yukari dogru ¢ekildikten sonra, uterusu kusatan yag ve
bag dokular dikkatlice makas ve pens yardimiyla uzaklagtinlmistir. Elde edilen uteruslar
10 em’lik petri kutusu igerisindeki 150-200 pl’lik M2 damlalari igerisine, damla basina
birer adet olacak sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra, uteruslar ucunda 25 G’luk igne
bulunan ve M2 vasati ile dolu olan insiiliin enjektoriiniin serviksten sokularak her iki kornu
yoniinde sivi akisi saglanmasiyla yikanmugtir. Yikama sirasinda, kornularin ug
kisimlarindan blastosistlerin vasat igerisine dokiildiigii gézlenmistir. Uteruslarin yikama
islemlerinin tamamlanmasini, her bir M2 damlas: igerisindeki embriyolarin M2 vasati
icerisinde 3 kez yikanmasi izlemis ve embriyolarin, igerisinde tizeri mineral yag ile kaph
100 pl M2 vasati bulunan 35 mm’lik petri kutusuna aktarilmasiyla tamamlanmustir.
Aktarilan bu blastosistler dondurma isleminin uygulanmasina dek gegen siire boyunca,

37°C’lik kuru etiivde tutulmuslardir (107).

Vitrifikasyon Isleminde ve Coziindiirme Sonrasi Kriyoprotektan Maddelerin

Uzaklastirilmasinda Kullanilan Vasatlar

Embriyolarin dondurulmasinda iki farkli vitrifikasyon soltisyonu kullanilmigtir.

Bunlar VS3 ve EG soliisyonlaridir. Bu soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan maddeler
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gliserol (Sigma G-5516), polietilen glikol (Sigma P-2139), etilen glikol (Sigma E-9129) ve
siikroz (Sigma S-1888)’dur. Birinci yontemde, VS3 soliisyonu kullanilmustir. Islemde iki
farkli yogunlukta VS3 soliisyonu hazirlanmustir. Bunlardan birisi ekilibrasyon, digeri ise
vitrifikasyon iglemi igin hazirlanmmgtir. Ekilibrasyon islemi igin %25 VS3 (M2 vasati
icinde hazirlanmus 1.625 M gliserol ve %1.5 polietilen glikol), vitrifikasyon iglemi i¢inse,
%100 VS3 (M2 vasati i¢inde hazirlanmis 6.5 M gliserol ve %6 polietilen glikol)
kullanilmistir. Her iki soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan formiilasyonlar degisik
hacimler i¢in Tablo 3 ve 4°de gosterilmistir. Kullanilan soliisyonlar modifiye edilmeden

hazirlanmustir (16). Birinci yontem V83 ile vitrifikasyon yontemi diye adlandirilmugtur.

Tablo — 3 Vitrifikasyon Soliisyonu, %100 VS3 [6.5 M Gliserol + %6 PEG

(MW=8000)]

Bilesen /10 ml* /25 ml* /50 ml* j
Gliserol 4.8 ml 12 ml 24 ml

PEG 0.6 gr 1.5gr 3gr

M2 52ml 13 ml 26 ml

*Hazirlanan %100 VS3 soliisyonundan %25 VS3 soliisyonu hazirlarken kullanildigindan, kalan miktar %25

VS3 soliisyon miktari ile ayni olmustur.

Tablo — 4 Ekilibrasyon Soliisyonu, %25 VS3 (1.625 M Gliserol + %] .5 PEG)

Bilesen /8 ml /20 ml /40 ml
%100 VS3 2 ml 5ml 10 ml
M2 6 ml 15 ml 30ml

ikinci yontemde ise, embriyolar ekilibrasyon igin M2 vasati igerisinde hazirlanmig
%10 FCS ile desteklenmis 2 M etilen glikol (EG) soltisyonu hazirlanmigtir. Vitrifikasyon
islemi iginse, M2 vasati igerisinde hazirlanmig 7 M EG soliisyonu kullanilmistir.
Kullanilan soliisyonlar modifiye edildikten sonra kullanilmugtir (90). Kullanilan her iki
soliisyona ait formiilasyonlar degisik hacimler i¢in Tablo 5 ve 6°da gosterilmistir. Tkinci
yéntem, EG ile vitrifikasyon yontemi diye adlandirtmistir.

Her iki vitrifikasyon soliisyonunda kullamlan kriyoprotektanlarin uzaklastiriimast
amaciyla da M2 igerisinde hazirlanan 1 M’lik siikroz soliisyonu kullamlmistir (42). Tgili

formiilasyon Tablo 7°de degisik hacimler igin verilmistir. Hazirlanan bu soliisyon agagida
ol
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aciklandig gibi hem payetlerin doldurulmasinda hem de ¢dziindiirme sonrasi payet

igeriginin bosaltildig1 ortamda kullanilmugtir.

Tablo — 5 Ekilibrasyon Soliisyonu [2 M Etilen Glikol (EG) + %10 Fotal Buzag

Serumu (FCS)]
Bilesen /10 ml /25 ml /50 ml
EG 1.12 ml 2.8 ml 5.6 ml
FCS 1 ml 2.5ml 5ml
EZ 7.88 ml 19.7 ml 39.4ml
Tablo — 6 Vitrifikasyon Soliisyonu (7 M EG)
Bilesen /10 ml /25 ml /50 ml
EG 3.9 ml 9.75 ml 19.5 ml
&2 6.1 ml 1525 ml 30.5 ml

Tablo — 7 Kriyoprotektanlarin uzaklastiriimasinda kullanilan soliisyon (1 M

Stikroz)
Bilesen /10 ml /25 ml /50 ml
Siikroz 3.423 gr 8.5575 gr 174015 gr
M2 10 ml 25 ml 50 ml

Embriyolarn Vitrifikasyon Yéntemiyle Dondurulmasi

Deneylerin yapilacag1 giin, vitrifikasyon islemi igin segilen kaliteli morula ve
blastosistler VS3 ve EG vitrifikasyon yontemlerinde kullanilmak tizere iki gruba
boltiinmiistiir.

VS3 soliisyonu ile embriyolarin dondurulmasinda, 100 mm'lik petri kutusu ortadan
bir ¢izgi ile ikiye bélinmiistiir. Bir taraf ckilibrasyon ve diger taraf ise, vitrifikasyon igin
isaretlenmistir. Daha sonra, 30'ar pl'lik ekilibrasyon ve dondurma soliisyonlarindan olugan
damlalar bire bir esit sayida hazirlanmugtir. Ekilibrasyon damlast igerisine ortalama 10
embriyo (morula ya da blastosist) konarak oda 1sisinda (22 + 2°C) 10 dakika bekletilmistir.

Ekilibrasyon asamasindaki bekleme siirecinin son 1-2 dakikasinda 5 ml’lik enjektdr ucuna
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sabitlenmis sar1 pipet ucuna takilmig 0.25 mI’lik payet igerisine 1 M’lik siikroz soliisyonu
payetin yaklagik yarisina kadar gekilmistir. Arada yaklasik 0.5 cm’den daha kiigiik bir
hava boslugundan sonra ok az miktarda %100 VS3 soliisyonu ¢ekilmis ve ikinci bir hava
boslugu burada da birakilmustir. Ekilibrasyon asamasindan sonra, embriyolar dondurma
soliisyonunu igeren damla igerisine aktarilmigtir. Embriyolar burada 30 saniye
bekletildikten sonra, 30 ul’lik dondurma soliisyonu ile birlikte ekilibrasyon agamasinin
sonuna dogru hazirlanmis payet igerisine ekilmistir. Embriyolarin bulundugu kisimdan
sonra hava boslugu birakilarak az miktarda %100 VS3 soliisyonu gekilerek hava boslugu
birakilmis ve son olarak pamuk tikali uca iist taraftaki siikroz soliisyonunun temas ettigi
ana kadar 1 M’lik siikroz soliisyonu gekilmistir. Bu asamadan sonra, payetler embriyonik
déneme gore degisen 2 ayni renkteki 6zel PVA, (morula-yesil, blastosist-turuncu) ile
kapatilarak payetlerin doldurulma islemi tamamlanmigtir (Sekil 2). Kapatilan payet azot
igerisinde yiizen strafor iizerine konularak azot buharinda yaklagik 1 dakika bekletildikten
sonra, siv1 azot ierisine daldirilmugtir. Direkt daldirma isleminde payetlerin ¢ogunlugunda
catlama meydana geldiginden bu yola gidilmistir. Son olarak, stv1 azot igerisinde bulunan
donmus embriyolarin bulundugu payetler pensler aracihif ile ¢oziindiiriilinceye dek

saklanmak iizere sivi azot tankina transfer edilmistir.

Embriyolar ve

dondurma

soliisyonu
F & ?

Dondurma
i Pamuk tikag

Renkli PVA soliisyonu
ile kapatilan
ug Hava Bosluklar

1 M siikroz

Sekil — 2 Payetlerin doldurulmast

EG ile dondurma ydnteminde ise, 100 mm'lik petri kutusu ortadan bir ¢izgi ile aym
sekilde ikiye boliindiikten sonra, 30'ar pl'lik ckilibrasyon ve dondurma soliisyonlarindan
bire bir karsilikl1 esit sayida damlalar hazirlanmistir. Ortalama 10 adet embriyo (morula ya

da blastosist) M2 damlasindan alinip, ekilibrasyon damlasi icerisine transfer edilerek oda
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isisinda (22 + 2°C) 5 dakika siireyle bekletilmistir. Daha sonra, embriyolar 7 M EG
soliisyonunu i¢eren damla igerisine aktarilmug ve 2 dakika siireyle yine oda 1sisinda
bekletilmislerdir. Bu siireg igerisinde 0.25 ml’lik payet ierisine aynen yukarida
aciklandig1 gibi siikroz, hava boslugu ve 7 M EG soliisyonu cekilerek payet embriyolarin
transferi i¢in hazir hale getirilmistir. Iki dakikalik siire¢ sonunda, embriyolar iceren 30
ul'lik soliisyon embriyolarla birlikte hazirlanmig payet igerisine ¢ekilmistir. Daha sonra,
hava boslugu, 7 M EG soliisyonu, hava boslugu ve tist kisimdaki pamuk tikag bulunan
kisma temas edinceye kadar 1 M’lik siikroz soliisyonu payet igerisine gekilmistir. Daha
sonra, payetlerin agik uglari, embriyonik doneme gore degigen 2 ayri renkteki 6zel PVC
(morula-kirmizi, blastosist-mavi) ile kapatilarak payetlerin doldurulma islemi
tamamlanmustir (Sekil 2). Kapatilan payetler ayni sekilde azot igerisinde ylizen strafor
tizerine konularak azot buharinda yaklasik 1 dakika bekletildikten sonra, sivi azot igerisine
daldirilarak dondurma islemi gergeklestirilmistir. Son olarak, sivi azot igerisindeki
donmug embriyolarin bulundugu payetler sivt azot igerisinde sogutulmus bir pens
yardimiyla siv1 azot tankina ¢oziindiiriiliinceye dek saklanmak tizere transfer edilmistir.
Embriyolarin vitrifikasyonla dondurma isleminde kullanilan malzemeler Sekil 3'te

goriilmektedir.

Sekil -3 Embriyolarin vitrifikasyonla dondurulmasinda kullanilan malzemeler
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Her iki dondurma yonteminde de embriyolarm M2’den ekilibrasyon ve buradan da
vitrifikasyon soliisyon damlalarma transferinde, damladan damlaya vasat veya
vitrifikasyonda kullamlan soliisyonlarin miimkiin oldugunca az transfer edilmesine
ozellikle dikkat edilmistir. Bunun igin, embriyo transfer pipeti ile hangi vasat veya
soliisyona transfer yapilacaksa, islemden 6nce o vasat veya soliisyon ile kapiller etkiden

dolayr meydana gelen pipet i¢i vakum dengeleninceye kadar doldurulmustur.

Embriyolarin Coziindiiriilmesi

Her iki yontemle dondurulan embriyolar aym sekilde ¢ozindtrtilmistir.
Coziindiirme isleminde, payetler sivi azot tankindan ¢ikarildiktan 5-10 saniye sonra, direkt
olarak 20°C'deki su igerisine birakilmustir. Payetler 15-20 saniye sonra alinarak kagit
havlu ile kurulandiktan sonra, kapatilan ug bir makasla kesilmigtir. Daha sonra, pamuk
tikacin bulundugu kisim da makasla kesilerek, igerigin timi 100 mm'lik bir petri kutusu
icerisindeki 300 pl’lik 1 M’lik siikroz soltisyonu igeren damlalardan birisine bosaltilmustir.
Yaklagik 5 dakika burada tutulan embriyolar alinarak M2 vasati igerisine aktarilmig ve en

az 3 kez M2 vasati igerisinde iyi bir sekilde yitkanmigtir.

Céoziindiirme Sonrasi Embriyolarm Kiiltiire Edilmesi ve Degerlendirilmesi

Yikama sonrast, elde edilen embriyolar toplanarak kiiltiir i¢in ortalama 20-30 adet
embriyo 50 pl’lik CZB vasati ierisine aktarildiktan sonra, %5 CO,, 37°C ve %95
dolayindaki yiiksek neme sahip inkiibator igerisine transfer edilmistir. Embriyolar 24 veya
48 saat siireyle kiiltiir edilmistir. Morula dénemindeki embriyolar kiiltiire bagladiktan 48
saat sonra ve blastosist dénemindeki embriyolar ise, 24 saat sonra morfolojik olarak
degerlendirilmis ve kayitlar: tutulmustur. Morfolojik degerlendirmede, morulalarin
blastosiste gelisimleri temel alinmugtir. Blastosistlerde ise, biittinliik ve canliliklarmi

koruyabilmelerine ve hacimce geniglemelerine bakilarak degerlendirme yapilmigtir (112).
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Dondurma Soliisyonlar: I¢in Toksisite Testleri

Toksisite testleri dondurma soliisyonlarinin embriyolar tizerindeki toksik etkilerinin
ne derecede etkili oldugunu belirlemek amaciyla uygulanmistir. Bunun i¢in hem morula
hem de blastosist dénemindeki embriyolar ¢alismada kullanilan her iki dondurma
protokoliine dondurma basamag hari¢ ayni sekilde maruz birakilmistir. Sonrasinda
kriyoprotektan maddelerin uzaklastirilmast i¢in uygulanan yontem de ayni gekilde
uygulanmis ve embriyolar yikandiktan sonra, kiiltiire alinmiglardir. Ayrica, kontrol grubu
olarak da, direkt M2 yikama vasatindan embriyolar kiiltiire alinmugtir. Morfolojik
degerlendirme morulalarda 48 saat sonra, blastosistlerde ise 24 saat sonra yapilmistir.

Degerlendirmede yukanda agiklanan kriterler goz dniine alinmigtir.

Elde Edilen Sonugclarm istatistiksel Degerlendirilmesi

Calismanin sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde x2 (ki-

kare) testi (113) kullanilmigtir.
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BULGULAR

Vitrifikasyon ve soliisyonlarin toksisitelerini kontrol etmek i¢in yapilan tiim

denemelerde toplam 80 adet vaginal plak gosteren disi fare kullanilmigtir. Bunlardan 37

tanesi 2.5 giinliik gebe iken kullamlmis ve toplam 365 adet morula déneminde embriyo

elde edilmistir. Hayvan basina elde edilen ortalama embriyo sayist ise 9.86 olarak

gerceklesmigtir. Geriye kalan 43 fare ise, 3.5 giinliik gebe iken kullanilmig ve toplam 273

adet blastosist déneminde embriyo elde edilmistir. Hayvan bagina ortalama blastosist

sayisi ise 6.34 olarak gergeklesmistir. Deneylerde kullanilan fare ve embriyo sayilarmi

gosteren ayrintili bilgiler morula ve blastosistler igin ayr1 ayr1 verilmistir (Tablo 8).

Tablo — 8 Morula ve Blastosist Eldesinde Kullanilan Fare ve Elde Edilen Embriyo

Sayilari
MORULA ELDESI BLASTOSIST ELDESI
Elde edilen Elde edilen
Kullanilan fare toplam morula Kullanilan fare toplam blastosist
Deney Tarihi sayilar* sayisi (hayvan Deney Tarihi sayilar* say1si (hayvan
bagina ortalama basina ortalama
morula sayist) blastosist say1st)
10.04.2000 6 78 (13.00) 26.05.2000 8 43 (5.37)
28.04.2000 6 54 (9.00) 23.06.2000 6 65 (10.83)
01.06.2000 7/ 75 (10.71) 30.06.2000 10 23 (2.30)
22.06.2000 4 48 (12.00) 06.07.2000 7 40 (5.71)
29.06.2000 5 49 (9.80) 07.07.2000 5 42 (8.40)
29.08.2000 9 61 (6.77) 28.08.2000 7 60 (8.57)
Toplam 37 365 (9.86) Toplam 43 273 (6.34)

* Siiperovulasyon uygulanmis ve ciftlesme sonrasinda vaginal plak gosteren fare sayilar1.

Vitrifikasyon isleminde kullamlan soliisyonlarin morulalar tizerindeki toksik
ctkilerini test etmek i¢in yapilan denemelerde VS3 soliisyonu i¢in toplam 40 adet morula
kullanilmis ve bunlardan yapilan 48 saatlik kiiltir sonucunda 31 adeti (%77.50) blastosist

dénemine gelismistir. EG soliisyonu iginse toplam 38 adet morula kullanilmig ve

bunlardan 23 adeti (%60.52) 48 saatlik kiiltiir sonucunda blastosist ddnemine ulagmistir. @$
D)
Kontrol olarak kullanilan gruplarda ise toplam 32 adet morula, diger gruplarda islem &zszgg
$&
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yapilirken, M2 yikama vasati igerisinde bekletildikten sonra 48 saat killtiire edilmis ve
bunlardan 24 adeti (%75.00) blastosist agamasina ulagmustir. Yapilan istatistiksel analizde
gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmamugtir (P>0.05). Morulalar i¢in yapilan toksisite

testlerine iliskin ayrintili bilgiler Tablo.9 ve Sekil 4’te verilmistir.

Tablo — 9 Morula Toksisite Test Sonuglari

Embriyolarin ~48 saat sonra
Grup no maruz birakildig Kullanilan blastosist sayilari
soliisyonlar morula sayisi (%)
VS3 20 17 (%85.00)
1 EG 18 12 (%66.66)
M2 1l 9 (%81.81)
VS3 20 14 (%70.00) |
2 EG 20 11 (%55.00)
M2 21 15 (%71.42)
VS3 40 31 (%77.50)
Toplam EG 38 23 (%60.52)
M2 32 24 (%75.00)

@mvs3
HEG
aom2

Blastosist
Geligimi (%)

1. Grup 2. Grup Toplam

Toksisite Test Gruplari

Sekil — 4 Morula toksisite test uygulamasindan 48 saat sonra yapilan degerlendirme

sonucu elde edilen blastosist gelisim oranlar (%)

Vitrifikasyonda kullanilan soliisyonlarin blastosistler tizerindeki toksik etkilerini
saptamak igin yapilan denemelerde ise, VS3 soliisyonu igin toplam 38 adet blastosist
kullamlmis ve 24 saatlik kiiltiir sonucunda bunlardan sadece 10 tanesi (%26.31) normal
blastosist formlarini kazannuglardir. EG soliisyonu iginse, 22 adet blastosist kullanilmis ve
bunlardan 15 adeti (%68.18) normal blastosist formlarin kazanmislardir. Kontrol
grubunda yer alan ve M2 ile islem gdren 20 adet blastosistin timi (%100) normal

sekillerini hi¢ kaybetmemis ve gelismelerine devam etmistir. Yapilan istatistiksel
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degerlendirme sonucunda gruplar arasindaki fark dnemli bulunmustur (P<0.01). Blastosist

toksisite testlerine iliskin ayrintili bilgiler Tablo 10 ve Sekil 5°te verilmistir.

Tablo — 10 Blastosist Toksisite Test Sonuglari

Embriyolarmn ~24 saat sonra
Grup no maruz birakildig Kullanilan blastosist sayilart
soliisyonlar blastosist sayist (%)
VS3 18 5 (%27.77)
1 EG 22 15 (%68.18)
M2 20 20 (%100.00)
VS3 20 5 (%25.00
2% EG - -
M2 - -
VS3 38 10 (%26.31)°
Toplam EG 22 15 (%68.18)°
M2 20 20 (%100.00)°

* 1. gruptaki blastosistlerin elde edildigi giin elde edilen kompakt morulalardan gelisen blastosisler 1 giin

sonra kullamlarak gergeklestirilmistir.
a-c: Ayni siitunda degisik harflerle gosterilen grup yiizdeleri arasindaki farklar onemlidir (P<0.01).

mvs3
HEG
aom2

Blastosist Geligimi
(%)

1. Grup 2. Grup Toplam

Toksisite Test Gruplar

Sekil — 5 Blastosist toksisite test uygulamasindan 24 saat sonra yapilan

degerlendirme sonucu canliligini koruyabilen blastosist oranlari (%)

Vitrifikasyon yontemiyle morula dénemindeki embriyolarin dondurulmasinda
toplam 122 adet morula VS3 igin ve 123 adet morula ise EG i¢in kullanilmigtir. Dondurma
ve ¢oziindiirme islemleri boyunca bazi embriyolar kaybedilmis ve geriye kalan VS3
grubundan 112 ve EG grubundan 107 adet morula kiiltiire alimustir. Kiiltiirden yaklagik
48 saat sonra yapilan degerlendirmede VS3 grubundaki embriyolarin %71.42’si (80/112)
blastosist dénemine dek gelisimlerini siirdiirmiigtiir. EG grubundaki embriyolardan ise
9%28.97°si (31/107) blastosist evresine dek geligmistir. Morula dénemindeki embriyolarin

dondurulmast ile ilgili deneme gruplarina iligkin ayrintili bilgiler Tablo 11 ve Sekil 6’da
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verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede her iki grup arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur (P<0.001).

Tablo — 11 Morula Dénemindeki Embriyolarin Vitrifikasyon Yontemiyle

Dondurulmast ve Coziindiirme Sonrasi Elde Edilen Sonuglar

VS3’te EG’de |Coziindiirme | VS3’ten | EG’den 48 saat sonra yapilan

dondurulan | dondurulan tarihi kiiltiire | kiiltire | morfolojik degerlendirme
Dondurma tarihi | embriyo embriyo alman | alinan VS3 EG
sayl1s1 say1s1 embriyo | embriyo

saylst sayist | B % n %
10.04.2000 40 38 11.04.2000 34 30 23 | 67.64 | 12| 40.00
28.04.2000 27 27 12.07.2000 24 22 19 | 79.16 | 11| 50.00
01.06.2000 31 34 12.07.2000 31 32 19 | 61.29 | 6 | 18.75
22.06.2000 24 24 12.07.2000 23 23 19 | 82.60 | 2 | 8.69

Toplam 122 123 12 107 | 80 |71.42%|31 28.97"

n= 48 saatlik kiiltiir sonrasinda sayilan blastosist say1s1.
a,b: Ayni satirda degisik harfler ile gosterilen grup yiizdeleri arasindaki fark onemlidir (P<0.001).

Blastosist Geligimi

Vitrifikasyon Tarihleri

Toplam

@avs3
HEG

Sekil - 6 Vitrifikasyon yontemiyle dondurulmus morula dénemindeki

embriyolardan ¢oziindiirme sonras gelisen blastosist oranlari (%)

Blastosistlerin vitrifikasyon yéntemiyle dondurulmasinda ise, toplam 110 blastosist

VS3 igin ve 103 blastosist de EG i¢in kullanilmigtir. Her iki gruptan da baz1 embriyolar

dondurma ve ¢oziindiirme islemleri boyunca kaybedilmistir. Coziindiirme sonrasi

blastosistlerin tiimiinde kollaps gdzlenmistir. VS3 ve EG gruplarindan sirastyla 105 ve 96

adet blastosist ¢dziindiirme sonrast kiiltiir edilmistir. Bunlardan da sirastyla, 5 (%4.76) ve

3 (%3.12) tanesi canliliklarmi koruyarak tekrar blastoscl bosluguna sahip normal blastosist

formuna gegmistir. Blastosist vitrifikasyonuna iliskin deney gruplar: ile ilgili ayrintilt

bilgiler Tablo 12 ve Sekil 7°de gosterilmistir. Yirmi dort saat sonra yapilan morfolojik
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degerlendirme sonuglarina gére toplam blastosist agamasina ulasan embriyo yiizdeleri

arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmamustir (P>0.05).

Tablo — 12 Blastosist Dénemindeki Embriyolarm Vitrifikasyon Yéntemiyle

Dondurulmasi ve Coziindiirme Sonrasi Elde Edilen Sonuglar

V83’te EG’de | Cozindirme | VS3’ten | EG’den 24 saat sonra yapilan
dondurulan | dondurulan tarihi kiiltiire kiiltiire morfolojik degerlendirme
Dondurma | embriyo embriyo alinan aliman VS3 EG
tarihi say1s1 sayisi embriyo | embriyo -
sayisi sayisi L % B %
26.05.2000 24 19 13.07.2000 23 19 1 4.34 0 0.00
23.06.2000 35 30 13.07.2000 31 28 1 3.22 2 7.14
30.06.2000 10 13 13.07.2000 10 11 1 10.00 1 9.09
06.07.2000 20 20 13.07.2000 20 18 0 0.00 0 0.00
07.07.2000 21 21 13.07.2000 21 20 2 9.52 0 0.00
Toplam 110 103 105 96 5 4.76 3 3.12
n= 24 saatlik kiiltiir sonrasinda sayilan blastosist say1s1.
1
mvs3
HWEG

Sekil - 7 Vitrifikasyon yontemiyle dondurulmus blastosist dénemindeki

Blastosist Geligimi
(%)

L

_

26.05.2000 23.06.2000 30.06.2000 06.07.2000 07.07.2000 Toplam

Vitrifikasyon Tarihleri

embriyolardan ¢oziindiirme sonrast canliliklarini koruyan blastosist oranlari (%)
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TARTISMA VE SONUC

Calismada morula ve blastosist asamasindaki hibrit fare embriyolar1 %25 VS3 ve 2
M EG + %10 FCS soliisyonlari igerisinde sirastyla 10 ve 5 dakika siireyle oda 1sisinda
ckilibre edilmistir. Ekilibrasyon sonrasi embriyolar %100 VS3 ve 7 M EG vitrifikasyon
soliisyonlar igerisinde sirasiyla 30 saniye ve 2 dakika bekletildikten sonra, 0.25 ml’lik
payetler igerisinde vitrifiye edilmistir. Morula dsnemindeki embriyolarin eldesi igin
toplam 37 adet 2.5 giinliik gebe hibrit fare kullanilmig ve toplam 365 adet embriyo elde
edilmistir. Hayvan bagina elde edilen ortalama morula sayis1 da 9.86 olarak bulunmustur.
Blastosist eldesinde ise, toplam 43 adet 3.5 giinliik hibrit fare kullanilmis ve bunlardan
toplam 273 adet blastosist elde edilmistir. Hayvan bagina elde edilen ortalama blastosist
sayis1 ise 6.34 olmustur (Tablo 8). Sunulan ¢aliymada gelisim dénemi ilerledikge, elde
edilen embriyo sayisinin da azaldigi gozlenmistir. Bu durumun beklenilen bir durum
oldugu ifade edilmektedir (108).

Vitrifikasyonla embriyo dondurma ¢aligmalarinda, embriyolar vitrifikasyon
isleminden 6nce hiicre igerisine niifuz edebilen EG, gliserol, DMSO ve propilen glikol gibi
bir kriyoprotektan ya da bu kriyoprotektanlarin degisik karisimlarinin yiiksek
konsantrasyonlarina maruz birakilarak dehidre edilmektedir (3, 71). Kriyoprotektanlara
karst hiicrelerin gegirgenligi kriyoprotektan maddenin tiiriine ve konsantrasyonuna,
islemlerin uygulandigi sicaklik derecelerine ve soliisyonlara maruz birakilma siirelerini de
iceren bazi faktorlere bagimli olarak degiskenlik gosterebilmektedir (3, 64, 114, 115).

Etilen glikoliin dondurulan embriyolar i¢in diisiik diizeyde toksik etkiye sahip
oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (34, 116-118). Ancak, soliisyonlar igerisinde
bekletme siiresinin kisa tutulmasinin da biiyiik 6nem tagidig bildirilmigtir (118).

Vitrifikasyonda kullanilan soliisyonlarin embriyolar tizerindeki toksik etkilerini
arastirmak i¢in yapilan toksisite testlerinden elde edilen sonuglar incelendiginde; morula
donemindeki embriyolarin toksisite test uygulamasindan sonra, blastosist dsnemine
gelisim oranlar1 VS3 igin %77.50, EG i¢in %60.52 ve M2 igin %75.00 olarak bulunmugtur.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede ise, gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmamigtur.
Toksisite test sonuglarindan hareketle vitrifikasyon soliisyonlarinin morula dénemindeki
embriyolar iizerinde énemli bir toksik etki olusturmadigi sonucu ¢ikarilabilir. Blastosist
donemindeki embriyolar i¢in yapilan toksisite testlerinden elde edilen sonuglar ise, ViS3

i¢in %26.31, EG igin %68.18 ve M2 i¢in %100 bulunmustur. Gruplar arasindaki farklar
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ise istatistiksel degerlendirme sonucunda énemli bulunmustur (P<0.01). Blastosist
toksisite test uygulamalarinda morfolojik degerlendirme blastosist dsnemindeki
embriyolarin biitiinliiklerini koruyup korumadiklarina bakilarak yapildigindan, M2 grubu
icerisinde yer alan embriyolarin gelisim orani1 %100 bulunmustur. Blastosist dénemindeki
embriyolar iizerinde yapilan toksisite test sonuglari, kullanilan vitrifikasyon
soliisyonlarinin embriyolar iizerinde toksik etki olusturdugunu géstermektedir. Ozellikle,
%100 VS3 soliisyonu blastosist asamasindaki embriyolar tizerinde 6nemli zararlar
olusturmustur.

Sommerfield ve Neimann (117), yaptiklari ¢aligmada 7, 8 ve 9 giinliik sigir
blastosistlerini 10°ar dakika siire ile 1.8, 3.6, 5.4, 7.2 ve 8.9 M EG igeren soliisyonlar
icerisinde bekletmislerdir. Elde edilen sonuglar 7, 8 ve 9 giinliik blastosistler i¢in sirastyla
%89.5, 98.0, 63.4, 15.6 ve 0.0; %74.8, 68.7, 64.4, 9.0 ve 0.0; %54.2, 69.8, 43.8, 8.3 ve 0.0
olarak bildirilmistir. Sonuglar arasinda yapilan karsilastirma sonucunda, ytiksek
konsantrasyonlardaki EG soliisyonlarin embriyolar iizerinde toksik etki gosterdigi sonucu
¢ikariimigtir. Burada dikkat edilmesi gereken konu 10 dakikalik stirenin normalde yogun
konsantrasyonlardaki soltisyonlarin kullamildigs vitrifikasyon protokolleri i¢in oldukga
uzun oldugudur.

Embriyonik gelisim dénemleri agisindan ¢alismada kullanilan vitrifikasyon
yontemleri karsilagtirildiginda, morula dsnemindeki embriyolarin ¢6ziindiirme sonras
gelisim oranlari, blastosist donemindeki embriyolarinkine gére daha tistiin bulunmustur.
Cseh ve arkadaglar (16) tarafindan fareler tizerinde yapilan ¢alismada da, kompakt
morulalarin vitrifikasyona kars: erken ve genislemis blastosistlerden daha toleransh
olduklari bildirilmistir. Anilan ¢aliymada 2 farkli vitrifikasyon yontemi kullanilmistur.
Bunlardan biri sunulan calismada da kullanilan VS3 yontemi ile ayni iken, digeri %10
gliserol + %20 propilen glikol igeren ekilibrasyon ve %25 gliserol + %25 propilen glikol
iceren vitrifikasyon soliisyonlarinin kullamldigi yontemdir. Bildirilen ¢aligmada
ekilibrasyon islemi oda 1sisinda gergeklestirildiginde gelisim oran1 %93 olarak
bildirilirken, ekilibrasyon islemi 4°C°de gergeklestirildiginde ise gelisim orani %83 olarak
bildirilmistir. Sunulan ¢alismadaysa gelisim oran1 oda 1sisinda gergeklestirilen
ekilibrasyondan sonra yukarida bildirilen her iki gruptan daha diisiik bulunmugtur. Ancak
morula toksisite testi i¢in kullanilan kontrol grubundaki morulalarm da gelisim oranlarinin
ortalama %75 oldugu goz 6niine alinirsa sunulan ¢alismada elde edilen sonuglarin,
yukarida bildirilen sonuglardan diigiik olmasina kargm, kontrol grubu ile gosterdigi

paralellik g6z oniine alimirsa sonucun iyi oldugu soylenebilir. Bu durum, se¢ilen
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embriyolarin normal kiiltiir sartlarinda da gok yiiksek oranda blastosiste geliymemesi,
kalite yoniinden en iyi embriyolardan baska diger embriyolarin da kullanilmis olma
olasilif1 veya laboratuardaki kiiltiir sartlarinin gelisim oranina negatif etkili oldugu
seklinde agiklanabilir. Ayni galismada blastosist dsnemindeki embriyolarin geligim
oranlari sirasiyla oda 1sisinda ve 4°C’de ekilibrasyondan sonra sirastyla %6 ve %5 olarak
bildirilmistir. Bu sonuglar, sunulan ¢aligmada VS3 vitrifikasyon soliisyonu ile elde edilen
sonugla (%4.76) benzerlik gostermektedir.

Farelerde yapilan baska bir alismada (21) ise, disi farelerden elde edilen zigot
asamasindaki embriyolar HTF (human tubal fluid) vasati igerisinde in vitro Kiltiire edilmis
ve gelisen embriyolar 2 hiicre, 4-8 hiicre, kompakt morula, erken blastosist, genisleyen
blastosist ve genislemis blastosist asamasinda iken hizli dondurma yéntemiyle
dondurulmuslardir. Dondurma isleminde kullanilan soliisyon %10 FBS (fotal sigir
serumu) + 0.25 M siikroz + 3 M etilen glikol igeren DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered
saline) soliisyonudur. Bildirilen ¢alismada elde edilen sonuglar embriyonik dénemlere
gore sirasiyla, 2 hiicre igin %51, 4-8 hiicre i¢in %47, kompakt morula ve erken blastosistler
i¢in %80 ve genisleyen ve geniglemis blastosistler igin %17’dir. Gruplar kendi aralarinda
kargilastirildiklarinda, kompakt morula ve erken blastosist dsnemindeki embriyolarin hizli
dondurma protokolii igin en ideal grubu olusturdugu goriilmektedir. Morula ve blastosist
donemleri dikkate alindiginda, sunulan ¢aligma ile anilan galisma arasinda morula
donemindeki embriyolardan daha iyi sonug alinmast bakimindan benzerlik bulunmaktadir.
Kompakt morula ve erken blastosist dsnemdeki embriyolardan elde edilen sonug, sunulan
calismada VS3 ile dondurulan morula dsnemindeki embriyolardan elde edilen sonuca
(%71.42) benzerlik gostermekte iken, 7 M EG ile vitrifiye edilen morulalarin gelisim orani
sunulan ¢alismada oldukga diisiik (%28.97) gergeklesmistir. Buna sebep olarak EG ile
vitrifikasyonda siikroz gibi diger bir ikinci kriyoprotektan maddenin (genellikle
makromolekiil ve sekerlerin) kullanilmamig olmast gosterilebilir (33, 57, 119-121).
Vitrifikasyon yéntemi ile dondurma islemlerinde genellikle en az iki adet farkli
kriyoprotektanin kullanilmasi 6zellikle énerilmektedir (3, 34, 42, 54, 57, 122). Sunulan
calismada blastosist donemindeki embriyolarin vitrifikasyonundan elde edilen sonuglar
(VS3 igin %4.76, EG igin %3.12) yukarida anilan ¢aligmada (21) blastosistler i¢in
bildirilen sonugtan (%17) daha diisiik gergeklesmistir.

Naitana ve arkadaslari (123) koyunlarda yaptiklari bir ¢alismada morula, kompakt
morula ve blastosist asamasindaki embriyolari biyopsi isleminden sonra vitrifikasyon

yontemiyle dondurmuslardir. Vitrifikasyon islemi igin kullanilan tiim soliisyonlar 0.3 mM
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sodyum piruvat, 3.3 mM glikoz ve %20 FCS ile desteklenmis PBS igerisinde hazirlanmis
ve islemin tiim agamalari oda 1s1sinda gergeklestirilmistir. Ekilibrasyon i¢in embriyolar
beser dakika siireyle sirastyla 1.4 M gliserol ve 1.4 M gliserol +3.6 M EG soliisyonlarinda
bekletildikten sonra, 3.4 M gliserol + 4.6 M EG igeren soliisyon igerisinde vitrifiye
edilmistir. Calismanim sonucunda, morula ve kompakt morulalarin biyopsi (embriyonik
diizeyde iken prenatal tani ya da cinsiyetin belirlenmesi igin embriyolardan bir kisim
blastomerin uzaklastirilmasi) islemi uygulandiktan sonra vitrifikasyon yontemi ile
dondurulduklari zaman blastosist dénemindekilere gore daha duyarli olduklart
bildirilmistir. Yine koyunlarda yapilan baska bir galismada (124) morula ve blastosist
dénemindeki embriyolar 3.4 M gliserol + 4.6 M EG igeren ve %20 FCS ya da %0.1 PVA
ile takviye edilen iki ayr1 vitrifikasyon soliisyonu igerisinde dondurulmustur. Caligmanin
sonucunda PVA nin FCS yerine kullanilabilecegi ve vitrifikasyon yontemiyle dondurma
isleminde blastosist dénemindeki embriyolarin morula dénemindeki embriyolara gore daha
iyi sonug verdigi bildirilmistir.

Pugh ve arkadaglar (45), sigirlarda yaptiklari galismada 1.5 M gliserol igeren
dondurma soliisyonunu kullanarak embriyolar1 yavag dondurma yéntemi ile
dondurmuslardir. Yapilan ¢alismada kompakt morula ve erken blastosist dénemindeki
embriyolar, blastosistler ve zona pellusidadan digari ¢ikmis blastosistler dondurulmustur.
Céziindiirme sonrasi canliliklarini koruyan ve gelisimini stirdiiren embriyolarin oranlari
sirastyla %50.6, %58.7 ve %70.5 bulunmustur. Koyun ve sigirlarda bildirilen yukaridaki
calismalarin sonuglari, sunulan ¢alismadan elde edilen sonuglarin tersine blastosist
donemindeki embriyolarin dondurma ve gdziindiirme islemlerine karsi daha toleransly
oldugunu gostermektedir.

Berthelot ve arkadasglari (7) ise, iki farkli domuz irkindan elde ettikleri morula ve
blastosist dénemindeki embriyolar: iki farkli ana soliisyon (TCM ve PBS) igerisinde
hazirladiklari dondurma soliisyonlari igerisinde OPS yontemiyle vitrifiye etmisler ve
sonrasinda gruplar arasinda karsilagtirma yapmiglardir. Anilan ¢alismada vitrifikasyon icin
DMSO + EG + siikroz karigimi kullanilmigtir. Vitrifikasyonla dondurma isleminde
blastosist dénemindeki embriyolarin morulalardan daha iyi sonug verdigi bildirilmistir.
Bildirilen bu ¢alismanin sonuglart da sunulan galismanin sonuglarindan farkl: sekilde
blastosistler lehine olmustur.

Japonya’da yapilan bir calismada (29) ise, kompakt morula, erken blastosist,
blastosist ve genislemis blastosist dsnemindeki sigir embriyolart EG, propilen glikol ya da

gliserol igerisinde yavas dondurma yontemiyle dondurulmus ve ¢dziindiirme sonrast
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embriyolar direkt olarak transfer edilmistir. Transferlerden elde edilen gebelik oranlari
kompakt morula, erken blastosist, blastosist ve genislemis blastosistler icin sirastyla %47.1
(131/278), %49.6 (187/377), %37.6 (160/425) ve %34.7 (67/193) olarak bildirilmistir.
Gebelik oranlarindan anlasildign iizere, kompakt morula ve erken blastosist dsneminde
dondurulup ¢oziindiirillen embriyolardan blastosist ve genislemis blastosist déneminde
dondurulup ¢ziindiiriilen embriyolara oranla daha iyi sonug alindig1 goriilmektedir. Bu
sonug, sunulan ¢alismadan elde edilen sonuglar ile kismen benzerlik géstermektedir.
Dolayisi ile, amlan ¢alismadan elde edilen sonuca gore, dondurulup ¢oziindiiriilmiis morula
ve erken blastosist dénemindeki embriyolarin direkt transferlerinin uygulama agisindan
daha avantajli oldugu goriilmektedir.

Morula ve blastosist asamasindaki sigir embriyolarimin 1.8 M EG, 1.8 M EG + 0.25
M siikroz ve kontrol olarak 1.4 M gliserol + 0.25 M siikroz dondurma soliisyonlarinda
donduruldugu bir ¢aligmada (125), embriyolar ¢éziindiiriildiikten sonra uygun tagiyicilara
transfer edilmistir. Caligmanin sonucunda gebelik oranlari arasindaki farklarin her ti¢ grup
agisindan dnemsiz oldugu goriilmiistiir. Ayrica, embriyonik geligim dénemlerinin
kullanilan ti¢ ayr1 dondurma protokolii agisindan énemli bir fark yaratmadigi ve EG’lin
yavas dondurma yonteminde tek bagina bagart ile kullanilabilecegi bildirilmistir. Sunulan
calismada ise, morulalar vitrifikasyon yontemiyle dondurma igin daha avantajli bulunmusg
fakat ¢éziindiirme sonrasi transfer iglemi gergeklestirilmemistir.

In vitro iiretilmis sigir embriyolart ile yapilan ¢alismada (33), 7 giinlik kompakt
morula ve blastosist dénemdeki embriyolar ig ayri vitrifikasyon soliisyonunda (%40 EG,
%25 EG + %25 DMSO ve %20 EG + %20 DMSO + %10 1,3-biitanediol) vitrifiye
edilmistir. Elde edilen sonuglar sunulan ¢alismanin sonuglarindan farkli bulunmustur.
Anilan ¢alismadan elde edilen sonuglar (¢oziindiirme sonrasi canli kalma oran kompakt
morulalar i¢in %24 ve blastosistler igin %75) sunulan ¢alismanin sonuglarindan farkli
bulunmustur. Sunulan ¢alismanin aksine, anilan ¢alismada, blastosist donemindeki
embriyolarin ¢éziindiirme sonrast canhliklarin ve geligimlerini siirdiirme oranlari
bakimindan morula dénemindeki embriyolara gore daha iyi sonug verdigi bildirilmistir.

Ishimori ve arkadaslar1 (126) morula ve blastosist dsnemindeki fare embriyolarin
alti farkl1 vitrifikasyon soliisyonu igerisinde dondurmuslardir. Kullamlan vitrifikasyon
soliisyonlarimin tiimii iki farkli kriyoprotektan maddeden olusmustur ve soliisyonlarm timi
PBS igerisinde hazirlanmistir. Bunlar; gliserol + EG, gliserol + propoilen glikol (PG),
gliserol + DMSO, EG + PG, EG + DMSO ve PG + DMSO ikililerinden olusmustur.

(6zindiirme sonrasi morulalardan elde edilen sonuglar sirastyla %51, 16, 78, 44, 79, 50
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iken, blastosistlerden elde edilen sonuglar %72, 29, 55, 46, 79, 46 bulunmugtur. Bildirilen
bu calismada gliserol + EG ve EG + DMSO kombinasyonlarindan elde edilen sonuglar
diger kombinasyonlardan nemli derecede daha iistiin bulunmustur (P<0.5). Bunlardan da
szellikle hem morula hem de blastosistler i¢in %79°1uk gelisim oraniyla EG + DMSO’in
en iyi kombinasyon oldugu goriilmektedir. Sunulan ¢aliymadan farkl1 olarak her iki
dénemdeki embriyolarn dondurma ve ¢oziindiirme sonrast geligim oranlar birbirinden
farksiz bulunmustur. Oysa, sunulan ¢alismada morulalar bu agidan 6nemli derecede daha
avantajli bulunmustur.

Sigirlarda fertilizasyon giiniinin sifirinct giin kabul edildigi bir galigmada (79) 1.
giinden 7. giine dek tiim gelisim donemlerinden embriyolar OPS (open pulled straw)
yontemi ile vitrifiye edilmigtir. Her bir grup igin vitrifiye edilmeden kiiltiire alinan
embriyolar kontrol gruplart olarak kullanilmustir. Vitrifiye edilen ve kontrol gruplarinda
yer alan embriyolari gelisimlerinde istatistiksel fark sadece 1. ve 2. giinde vitrifiye edilen
dondurma gruplarinda bulunmugtur. Diger giinlerde vitrifiye edilen ve kontrol olarak
kullanilan embriyolar arasinda énemli bir fark gozlenmemistir. Normalde 5. gtin elde
edilen embriyolar morula dénemindeki embriyolarken, 6. giin elde edilenler erken
blastosist ve 7. giin elde edilenler blastosist donemindeki embriyolardir (127). Dolayisiyla
bildirilen calismadan elde edilen sonuglar, sunulan galiymadan elde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda; morula donemi i¢in VS3’le elde edilen sonugla bir benzerlik
gézlenirken, EG ile elde edilen sonug diisiik olmustur. Blastosist désnemindeki embriyolar
agisindan ise, sunulan ¢alismada clde edilen sonuglarin her ikisi bildirilen galisma
sonuglarindan ¢ok diisiik bulunmustur.

Morulalar arasinda yapilan karsilastirmada, sunulan galismada VS3 vitrifikasyon
soliisyonu ile dondurulmug embriyolardan, EG vitrifikasyon soliisyonu ile dondurulmusg
olanlara oranla daha iyi sonug alinmistir (%71.42’ye kars1 %28.97). Geleneksel, hizl
dondurma ve vitrifikasyon yontemleri ile fare morulalarmim donduruldugu bir ¢alismada
¢oziindiirme sonrasi gelisim oranlar karsilastirilmugtir (128). Vitrifikasyon islemi,
embriyolarin 3 dakika sire ile %20 EG soltisyonunda ekilibre edilmesini takiben, %40 EG
+ 918 fikol + %10.26 siikroz igeren soliisyonda 60 saniye bekletilmelerinden sonra, 0.25
ml’lik payetler igerisinde sivi azota daldirimalariyla gergeklestirilmigtir. Vitrifikasyondan
sonra elde edilen gelisim orani %84.54 iken bu oran dondurulmadan direkt kiiltiire alinmig
kontrol grubunda %91.74 olarak gergeklesmistir. Sunulan ¢alismada ise, VS3

vitrifikasyon yénteminden elde edilen sonug bildirilen ¢aliymann sonucuna benzerlik
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gosterirken, ozellikle EG ile vitrifikasyon yonteminden elde edilen sonug bildirilen ¢aligma
sonucundan oldukga diigiik bulunmugtur.

Nowshari ve Brem (88), normalde embriyo dondurma soliisyonlarinda yaygin
olarak kullanilan serum ve BSA gibi biyolojik iiriinlerin yerine kimyasal olarak
tanimlanmis makromolekiil olan PVA’iin kullamlip kullanilamayacagini siiperovulasyon
uygulanmis farelerden elde edilen morula dénemindeki embriyolary dondurarak saptamaya
calismuglardir. Dondurma isleminde kullanilan soliisyonlar M2 vasati igerisinde
hazirlanmis ve kullanimdan énce ayrica %10 FCS, 0.1 mg/ml PVA veya %10 FCS + 0.1
mg/ml PVA ile desteklenmislerdir. Ekilibrasyon i¢in embriyolar 1.5 M EG +0.25M
siikroz igeren soliisyon igerisinde oda 1sisinda 5 dakika siire ile bekletilmigtir. Daha sonra,
embriyolar agiz pipeti araciligtyla, 0.25 mI’lik payetin orta kisminda bulunan 50 ul’lik 7M
EG + 0.5 M siikroz sollisyonunun igerisine aktarilip, payetin ug kismu 1st ile kapatildiktan
sonra, toplam 40-60 saniye igerisinde sivi azota daldirilarak dondurulmustur. EGSyPVA
ya da her ikisinin karisimi ile desteklenen soliisyonlarm kullanilmasi, ¢oziindiirme sonrast
canlilik ve gelisim oranlarini degistirmemistir. Her ti¢ grup i¢in de gelisim oranlar
%80 nin tizerinde bulunmustur. Bu deger, sunulan ¢alismadan elde edilen sonuglarla
kargilastirildiginda, VS3 ile elde edilen sonucun anilan ¢alismadakine yakin oldugu ve EG
grubunun diisiik oldugu gozlenmektedir. EG ile elde edilen sonucun diisiik olmasinin olast
sebepleri ise, onceden de deginildigi gibi EG’tin higbir makromolekiil, seker ya da FCS
gibi biyolojik maddelerle kombine edilmemesi veya vitrifikasyon soliisyonu igerisindeki
bekleme siiresinin (iki dakika) uzun olmast olarak gosterilebilir. Ayrica, EG ile
dondurulan morula dénemindeki embriyo gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda elde
edilen sonuglar arasinda gozlenen énemli farkhliklarin (olast sebebinin) dondurma
tarihlerindeki farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Nisan ay1 icerisinde
dondurulan iki grup embriyodan elde edilen sonuglar ile Haziran ay1 icerisinde dondurulan
iki grup embriyodan elde edilen sonuglardan gok daha yiiksek oranda basarili sonug elde
edilmistir. Aradaki zaman dilimi oda sicakliginda 6nemli degisikliklere sebep oldugundan;
ozellikle, artan oda sicakligimn morula dénemindeki embriyolarin dondurma isleminde
cesitli zararlara sebep oldugu soylenebilir.

Fare morulalari ile yapilan bir dondurma ¢alimasinda (129), embriyolar %5
gliserol, %5 gliserol + %0.3 BSA, %S5 gliserol + %0.1 SH (sodyum hyaluronate) ve %5
gliserol + %0.05 ETS (Pluronic F-68) igeren dondurma soltisyonlari icerisinde yavas
dondurma yontemi ile dondurulmugtur. Céziindiirmeden sonra kiiltiire edilen embriyolarda

48 saat sonra gézlenen gelisim oranlari sirastyla %47.2, 66.1, 60.3 ve 62.9 olarak
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bildirilmistir. Bu 4 grup arasinda sadece %5 gliseroliin tek bagina kullanildig1 grup
digerlerinden farkli olarak daha diigiik gelisim orani sergilemistir. Sunulan caligma ile
karsilastinldiginda VS3 ile elde edilen sonug bildirilen sonuglardan iyi olmasina karsimn,
ozellikle %S5 gliseroliin tek basina kullanildig: grupta bu fark daha belirgin olmustur.
Materyal ve metot boliimiinde belirtildigi gibi VS3 soltisyonu 6.5 M gliserol + %6 PEG
icermektedir. Yapilan bir ¢alismada (122), PEG’iin embriyolarin vitrifikasyonu igleminde
EG ile bagarili sekilde kombine edilebilecegi ve kullanilabilecegi belirtilmigtir. Sunulan
calismada EG tek bagina kullanilmug ve elde edilen sonug, yukarida anilan ¢aligmadaki
(129) gruplarin tiimiinden elde edilen sonuglardan daha diisiik gelisim orani sergilemistir.

Aksoy ve arkadaslari (23) tarafindan farelerde yapilan bir ¢alismada 1, 2, 3-4,5-8
hiicre ve kontrol olarak morula asamasindaki embriyolar elde edildikten sonra, in vitro
kiiltiire edilmisler ve morula asamasina ulagtiklarinda hizlt dondurma yontemi yle
dondurulmuslardir. Coziindiirme sonrasi blastosiste gelisim oranlari yukarida yazili siraya
gore %55.5, 84.9, 87.4, 90.1 ve 90.8 olarak bildirilmistir. Sonug olarak embriyolarin elde
cdildikleri gelisim dénemlerinin, 6zellikle 2 hiicreli dénemde gelisimsel blok (two-cell
block) gézlenen fare hatlarinda, dondurma-¢oziindiirme sonrast gelisimi etkiledigi
bildirilmistir. Bir hiicre déneminden geligen morula grubu harig, bildirilen galisma
sonuglar sunulan galigma sonuglarindan daha tstiin bulunmustur. Ancak bir hticre
déneminden gelisen morulalardan elde edilen sonug sunulan galismadaki EG grubundan
elde edilen sonugtan daha yiiksek iken, VS3 grubundan elde edilen sonugtan daha diisiik
gelisim orani sergilemistir.

Desai ve arkadaslari (130) in vivo elde edilmis fare zigotlarmi o-MEM (o modified
Minimum Essential Medium) i¢erisinde morula asamasina kadar kiiltiire etmis ve bunlari
0-MEM igerisinde hazirladiklar %5 gliserol ilave edilmis soliisyonda 10 dakika stireyle
ekilibre etmislerdir. Ekilibrasyondan sonra, yine 10 dakika siireyle %9 gliserol + 0.2 M
siikroz igeren a-MEM soliisyonu igerisinde beklettikten sonra embriyolar kryoviallerin
(Nunc marka) igerisine aktarilarak yavag dondurma yontemi ile dondurulmustur.
Coziindiirme sonrasi canhliklarini siirdiiren embriyolarim orani %84 olarak bildirilirken,
bunlarin kiiltiire edilmesinden sonraki ilk 8 saat sonunda erken blastosist donemine ulagan
embriyolarin orani ise %70-80 arasinda bildirilmistir. Sunulan ¢aliyma sonuglar ile
karsilastirildiginda VS3 ile elde edilen sonugla benzerlik gozlenirken EG grubundan elde

edilen sonug daha dusiik bulunmustur.
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Fare morulalarinin vitrifiye edildigi bir ¢alismada (131), AFP’nin vitrifikasyon
islemi tizerindeki etkileri arastirilmigtir. Embriyolar 3.5 M EG + 3.5 M gliserol igeren ve
VS11 diye adlandirilan soliisyon igerisinde vitrifiye edilmistir. Caliymada VS11 ile
dondurulan embriyolarin 48 saat sonraki gelisim oran1 %72.5 olarak bildirilmistir. Bu
sonue sunulan ¢aligmadaki VS3 grubundan elde edilen sonug ile benzerlik gosterirken, EG
grubundan elde edilen sonugtan daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, AFP’nin kullanildig
grupta bu oran %61.2 olarak bildirilmis ve AFP’nin morula dénemindeki fare
embriyolarinin dondurulmasi iizerinde yararli bir etkisinin olmadigi ifade edilmistir. Bu
sonug¢ AFP’nin embriyo dondurma islemi tizerindeki yararl etkilerinin oldugunu agiklayan
Rubinsky ve arkadaglar1 (132) tarafindan bildirilen ¢alismayla ¢elismektedir.

Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada (9), kompakt morula agamasindaki tavsan
embriyolari verici hayvanlardan elde edildikten sonra, %20 EG + %20 DMSO igeren
vitrifikasyon soliisyonu igerisinde dondurulmus ve ¢ziindiirme sonrast direkt olarak alici
anne tavsanlara transfer edilmistir. Toplam 184 adet embriyo 16 adet tagtyiciya transfer
edilmis ve bunlardan 15°i toplam 73 (%40) adet yavru dogurmustur. Ayni ¢alismada
kontrol grubu olarak 132 adet embriyo 12 adet tastyiciya transfer edilmis ve bunlarin tiimi
toplam 72 (%55) adet yavru dogurmustur. Elde edilen sonuglar arasindaki fark istatistiksel
olarak onemli bulunmakla birlikte, uygulanan vitrifikasyon yonteminin hem embriyolarin
saklanmast hem de ¢dziindiirme sonrast direkt transferleri igin uygun oldugu bildirilmistir.

Blastosist donemindeki embriyolarin VS3 ve EG ile vitrifikasyonlar1 sonucunda
elde edilen verilerin her ikisi de benzer sekilde diisiik olmug ve aralarinda énemli bir fark
bulunmamustir. Bilindigi iizere, diinyada embriyolan dondurulan ve transfer edilen
hayvanlarm baginda sigirlar gelmektedir. Sigir embriyolan 6zellikle gelisimlerinin geg
donemlerindeki morula ve blastosist asamasinda dondurulmaktadir (133). Blastosist
doneminin daha gok tercih edilmesindeki en 6nemli sebep genellikle tek bir embriyo
transferi uygulanan sigirlarda gebelik sansini artirmaktir. Son zamanlarda ayni sekilde
beseri alanda da blastosist dsnemindeki embriyolarin yaygin sekilde kullaniimalari
blastosist dénemindeki insan embriyolarinin da dondurulmast ile ilgili ¢aligmalara olan
ilgiyi artirmustir (69, 134).

Farelerde ¢iftlik hayvanlarmin tersine blastosist donemindeki embriyolarin
dondurulmasindan elde edilen sonuglar diger gelisim donemindeki embriyolarn
dondurulmasindan elde edilen sonuglardan genelde daha diisiiktiir (14, 16, 21).

Nowshari ve Brem (90) genislemis fare blastosistlerini EG ve propilen glikol (PG)

iceren soliisyonlar igerisinde hizli dondurma yéntemi ile dondurmuslardir. Dondurmada
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kullamlan tim soliisyonlar %10 1s1 ile inaktive edilmis FCS ve 0.5 M siikroz iceren M2
soliisyonu igerisinde hazirlanmistir. Ayrica tiim islemler oda 1sisinda gergeklestirilmis ve
her iki kriyoprotektamn (EG ve PG) 4.5, 6 ve 7 M’lik soliisyonlari kullanilmigtir. Tiim
gruplar igin embriyo ¢ziindiirme islemi 30°C’lik su banyosunda gergeklestirilmis ve
sonrasinda embriyolar siikrozun azalan konsantrasyonlarmi (0.5, 0.25 ve 0.1 M) iceren M2
vasati igerisinde beser dakika araliklarla bekletilmistir. (oziindiiriilen bu embriyolar M16
kiiltiir vasati icerisinde kiiltiire alinarak gelisimleri kontrol edilmistir. Yapilan ilk
denemelerde ekilibrasyon igin blastosistler sirasiyla 0.25 M ve 0.5 M siikroz igeren M2
soliisyonu igerisinde beser dakika siireyle bekletilmistir. Daha sonra, embriyolar her iki
kriyoprotektanin degisik konsantrasyonlarindaki (4.5, 6 ve 7 M) soliisyonlarini igeren 0.25
ml’lik payetlerin igerisine agiz pipeti yardimuyla transfer edilmis ve payetlerin uglar1 1st ile
kapatildiktan hemen sonra hizli dondurma yontemi ile embriyolar dondurulmustur. En iyi
sonucu her iki kriyoprotektanin 7°ser M’lik soliisyonlart vermistir. Daha sonra,
ckilibrasyon islemi igin hem yukarida anlatilan sekilde siikrozun artan konsantrasyonlari
hem de 1.5 M PG veya EG + 0.25 M siikroz igeren M2 soliisyonlarinda embriyolar 5
dakika siireyle bekletilmistir. Dort farkli sekilde ekilibre edilen embriyolar 7 M PG veya
EG + 0.5 M siikroz soliisyonlarinda dondurulmug ve ¢dziindiirme sonrast geligim oranlari
PG ve EG icin sirastyla siikrozda ekilibre edilenler igin %73 ve %83, 1.5M’lik ayni
kriyoprotektani igeren soliisyonda ekilibre edilenler igin ise %79 ve %86 olarak
bildirilmistir. Elde edilen bu sonuglarin sunulan ¢alisma sonuglari ile karsilagtirldiginda
cok daha iyi sonuglar oldugu gozlenmektedir. Sunulan ¢alismada VS3 soliisyonunun
toksisite testi sonucunda blastosist dsnemindeki embriyolarin agik sekilde zarar gérdugi
gozlenmistir. Ayni durum EG igin VS3’e nazaran daha iyi iken, dondurulan
embriyolardan ¢oziindiirme sonrasi gelisim orant agisindan gok diisiik sonug elde
edilmistir. Sunulan galismada EG ile gergeklestirilen vitrifikasyon yonteminden elde
edilen bagari oraninin diisitk olmasinin nedeni olarak, anilan ¢alismada EG dondurma
soliisyonunun FCS ve siikroz ile desteklenirken, sunulan ¢alismadaki EG soliisyonunun ad1
gegen kriyoprotektanlarla desteklenmemesi olarak diistiniilebilir. Bunun yani sira,
zellikle bildirilen ¢ahismadan farkli olarak 7 M EG soliisyonu igerisinde embriyolar 2
dakika siireyle bekletilmistir. Bu bekleme siiresinin uzun olmasi da yogun olan
kriyoprotektanin zararlt etki gdstermesine neden olmus olabilir. Ustelik siikroz veya
benzeri diger bir kriyoprotektanin bulunmamasimnin bu zarari daha da artirmig olabilecegi

de diigtiniilebilir.
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Shaw ve arkadaslar (26), gelismis fare blastosistlerini 1.5 M EG ve 1.5 M 1,2-
propanediol soliisyonlari igerisinde yavas dondurma yontemi ile dondurmuslar ve
¢oziindiirme isleminde 4 farkli yontem uygulamislardir. Ilk ¢6ziindiirme protokoliinde sivi
azottan gikarilan payetler direkt olarak 37°C’deki su banyosu igerisine konarak
¢oziindiiriiliirken 2. ve 3. protokollerde ise, payetler sirasiyla havada 15 ve 30 saniye
bekletildikten sonra su banyosuna aktarilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Dordiincii protokolde ise,
payetler havada tiimiiyle ¢ziinene dek bekletilmigtir. Son grup diger gruplara oranla
oldukea diisiik sonuglar vermistir. En iyi sonucu ikinci protokolle ¢6ziindiiriilen
embriyolar vermis ve canlihiklarini koruyan embriyo orani her iki kriyoprotektan grubu
i¢in de %90 nin tizerinde ¢ikmigtir. Sunulan galisma sonuglar ile karsilastirildiginda bu
sonuglarin gok iyi oldugu gézlenmektedir. Lane ve arkadaglar (135) ise, tek hiicreli in vivo
fare zigotlarimi blastosist dénemine dek kiiltiire ettikten sonra, gelisen tiim blastosistleri
kriyolup (embriyolarin sivi azot igerisine daldirlmasinda kullanilan tagtyici arag)
yardimuyla vitrifiye etmislerdir. Ekilibrasyon igin %10 DMSO + %10 EG soliisyonu
kullanilms ve blastosistler bu soliisyonda 2 dakika siire ile bekletilerek ekilibrasyon islemi
tamamlanmustir. Vitrifikasyon iginse blastosistler %20 DMSO + %20 EG + 10 mg/ml
fikol + 0.65 M siikroz igeren soliisyonda ortalama 20 saniye bekletildikten sonra kriyolup
aracilig1 ile vitrifiye edilmigtir. Céziindiirme sonrasi gelisim oram %95.5 olarak
bildirilmistir ki bu degerin sunulan ¢aligmadan elde edilen sonuglardan ¢ok tistiin oldugu
goriilmektedir.

Baska bir ¢alismada ise, yavag dondurma yontemi ile dondurulan blastosist
donemindeki fare embriyolarinin ¢oziindiiriilmesinden sonra elde edilen gelisim oranlari
1.5 M EG’iin kullanildi§1 dondurma soliisyonu i¢in %49, 1.5 M gliseroliin kullanildig
dondurma soliisyonu iginse %65 olarak bildirilmistir (118). Anilan sonuglarin her ikisinin
de sunulan ¢alisma sonuglarindan daha iyi oldugu goriilmektedir. Ancak anilan galismada
embriyolar yavag dondurma yéntemi ile dondurulmustur.

Kong ve arkadaglar (2), fare blastosistlerini OPS ve cam mikropipet (glass
micropipette, GMP) yontemleri ile ayni vitrifikasyon soliisyonlarini (ekilibrasyon igin %10
EG + %10 DMSO; vitrifikasyon iginse %16.5 EG + %16.5 DMSO + siikroz) kullanarak
vitrifiye etmislerdir. Uygulanan protokol geregi embriyolar ekilibrasyon vasatinda 1
dakika bekletilmis ve sonrasinda vitrifikasyon soliisyonuna aktarilmigtir. Embriyolarin bu
soliisyon igerisinde bekleme siiresi 25 saniyeyi asmamistir. Coziindiirme sonrasi elde
edilen gelisim oranlar1 OPS, GMP ve kontrol gruplari igin sirasiyla %88.7, %90.0 ve
%98.3 olarak bildirilmistir. Vitrifiye edilen her iki grup arasinda 6nemli bir fark
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bulunmamugtir. Sunulan galisma bulgularindan oldukga iyi sonuglarin elde edildigi
bildirilen ¢alismada, embriyolarin sunulan ¢alismada uygulanana gore ¢ok daha kisa
siireler i¢in vitrifikasyon soliisyonlarina maruz birakildig: nemli bir fark olarak goze
¢arpmaktadir.

Daha &nce de bahsedildigi gibi sigir embriyolarinin dondurularak saklanmasinda
cogunlukla blastosist donemindeki embriyolar tercih edilmektedir. Sifir blastosistlerinin
dondurulmasi ile ilgili yapilan galigmalarda %34-95 arasinda degisen sonuglar alindig
goriilmektedir (78, 80, 122, 136).

Ozellikle diinyada gok sayida degisik fare hatlarm iireten fare tiniteleri
bulunmaktadir. Bu tiir iinitelerin hemen hepsinde degisik fare irklarindan embriyolar
dondurularak sonradan kullanilabilecek sekilde embriyo bankalar: kurulmaktadir. Ayni
sekilde transgenik fare {ireten laboratuarlarda da transgenik hattan elde edilen embriyolar
dondurularak saklanmaktadir. Béylelikle hastalik, yangin ve benzeri afet durumlarinda
tiim fareler kaybedilse bile, dondurulmug embriyolardan yapilacak transferlerle kaybedilen
farelerin yeniden iiretimi s6z konusu olacaktir. Sonug olarak, embriyolarin dondurularak
saklanmasina yonelik calismalar {ilkemiz agisindan hem bilimsel alanda hem de tiretime
yonelik uygulamalarda biiyiik gelismeler saglayacaktir.

Sunulan ¢ahismada hibrit CB6F1 farelerinden (C57BL/6J X BALB/C) elde edilen
morula ve blastosist désnemindeki embriyolarin vitrifikasyonu kisaca VS3 ve EG diye
adlandirilan iki ayri yontemle gergeklestirilmistir. Blastosist dsnemindeki embriyolardan
¢oziindiirme sonrasi elde edilen gelisim oranlar: her iki yontemde de oldukga diigiik
bulunmustur. Morulalar agisindan yapilan karsilastirmada ise VS3 yontemi ile vitrifiye
edilen gruptan elde edilen sonug EG grubundan elde edilen sonugtan daha iyi bulunmustur.
Morula toksisite testi igin kullanilan kontrol grubu ile VS3 yéntemi ile dondurulan
morulalarin gelisimleri arasinda da fark bulunmamugtir. Tiim bu sebeplerden dolayt,
calismanin sonucunda morula dénemindeki hibrit fare embriyolarmin VS3 vitrifikasyon

yontemi ile basaril sekilde dondurulabilecegi kanisina varlmistir.
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EKLER

Sekil — 8 2.5 giinlitk gebe farelerden clde edilen  Sekil — 9 Vitrifikasyon soliisyonu
embriyolar (morula dénemi) igerisinde dehidre olmus morulalar

Sekil — 10 (6ziindiirme sonrasi morulalardan gelisen blastosistler
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Opretim Uyemiz Sayin Yard. Dog. Dr. [brahim DOGAN ve TUBITAK Marmara
Arastirma Merkezi (MAM) Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Estitiisii
(GMBAE) Transgen ve Deney Hayvanlar Laboratuar Sorumlusu Sayin Dr. Haydar
BAGIS a sonsuz tegekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Tez calismam yiiriitmemdeki katki ve desteklerinden dolay1 TUBITAK MAM
GMBAE Miidiirii Sayin Dog Dr. Kemal BAYSAL’a ve deneyleri yaptigim Transgen ve

Deney Hayvanlar Laboratuarinda her tiirlii yardim ve desteklerini asla esirgemeyen ve
deneylerin gerceklestirilmesindeki 6nemli katkilarindan dolay Arastirict Sayin Hande
ODAMAN ve Teknisyenler Seyfettin CETIN, Sakir SEKMEN ve Gazi TU RGUT’a da
tesekkiirlerimi igtenlikle sunarim.

Ozellikle tezimin yazim asamasindaki gok degerli dneri ve katkilarindan dolay1
Anabilim Dali Bagkanimiz Sayin Prof. Dr. M. Kemal SOYLU ve galigmadan elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesinde bilgilerinden yaralandigim Zootekni Anabilim Dalt
Ogretim Uyesi Sayin Yard. Dog. Dr. Faruk BALCT'ya ozel tegekkiirlerimi sunarim.

Son olarak tiim egitim hayati boyunca her zaman yanimda olan ve her tiirlii imkan
iyi bir egitim almam icin seferber eden anneme, kardeslerime ve ozellikle tez ¢aligmam
siiresince her tiirlii manevi ve duygusal destegini hi¢bir zaman esirgemeyen Sevegili

Sozliim Avukat Tuba BESTEPE ye tiim igtenligimle tesekkiir ederim.
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