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EMBRIOLARIN DONDURULARAK UZUN SURE SAKLANMASI

(Long -Term Preservation of Frozen Embryos)

Cetin KILICOGLU (*)

LITERATUR BILGISi

1949 yilinda Polge ve arkadaglarinca (30) glyseroliin avian spermatozoasinin -79 °C
derecede dondurulmasinda koruyucu etki gosterdiginin saptanmasindan sonra biolojide
diisiik 1s1nin oneminde bilyiik bir gelisme olmustur. Bunun dogal sonucu olarak bu bulug
pek cok degisik tip hiicre ve dokularin basarili bir sekilde saklanabilecegi diisiincesine go-
tirmiistiir. Bugiin donmug doku kiiltiirli, kan, kornea, kartilago ve sperma bankalar1 biolo-
jik aragtirma, klinikler ve hayvan yetistiriciligine hizmet vermektedirler. Memeli embriola-
rinin uterusa implante olmadan donorlardan alinarak tasiyicilara nakledildiklerinde gelis-
mis bir bireyin olusabileceginin belirlenmesiyle embrio saklanmasinin memeli genetiginin
incelenmesine ve hayvan yetistiriciligine onemli ve pratik katkisinin farkina varilmistir.
Glyseroliin koruyucu etkisinin bulunmasindan hemen sonra embrio dondurma girisimle-
rinin baglamis olmasi bu uyanisin dogal sonucudur. 1952 yilinda Dr. Audrey Smith (38)
dollenmis memeli yumurtalarinin diisiik derecelerde (-79 ve -196 °C derece) tutulma-
lariin daha sonraki gelismelerinde olumsuz etki yaratmayacagini gostermistir. Dollenmis
bir hiicreli tavsan yumurtalarinin sadece % l'inin, % 15'lik glyserollii ortamda dondurulup
cozdiiriilmelerinden sonra, boliinmeye devam etmesine ragmen Dr. Smith teknigin gelis-
tirilmesi ile daha basarili sonuglar alinabilecegini vurgulamistir. Ancak biitiin bu ¢abalara
ragmen memeli yumurta ve embriolarinin diigiik 1s1da saklanmalarindan uzun bir siire ba-
saril1 sonuglar alinamamistir (40), ancak bu zaman siiresi i¢cinde embriolarin saklama tek-
nigine uyarlanabilecek memeli embriolojisi ve diisiik 1s1 biolojisinde biiyiik gelismeler ol-
mustur.

(*) Prof. Dr., A. U. Veteriner Fakiiltesi Ogretim iiyesi

42



EMBRIOLARIN DONDURULARAK UZUN SURE SAKLANMASI

1972 yilinda birbirinden ayri iki ¢aligmada (46, 53) memeli embriosunun basarili
bir sekilde donduruldugu bildirilmistir. Preimplantasyon asamasinda fare embriolari
-196 C derecede dondurulmadan etkilenmeksizin kurtulmuslar ve daha once -129 C
derecede (46) dondurulan embriolarin tasiyicilara transferlerinden de canli fare yavrulari
elde edilmistir. Bu canli kalig dimethylsulphoxide (DMSO) in koruyucu olarak kullanil-
mastyla, oldukc¢a yavas dondurma (0.2 -2.0 C derece/dakika) ve c¢oziilme ile saglanmis-
tir. Bu ilk buluslar pekcok laboratuvarda tekrarlanmakta ve teknik inek, koyun, keci, tav-
san ve ratlar gibi diger memeli embriolarinin korunmasi ve saklanmasi i¢in uygulanmakta-
dir (8). Fare embriosunun dondurulmasinda kullanilan teknigin ana hatlar1 diger tiirlere
ornek olarak alinmustir.

Buna gore;

. Embriolar1 disi genital kanalindan toplama,

. Soguktan koruyuculara alistirma (Equilibrasyon),

. -5 C derecede vasatta buz kristallerinin olusturulmasi (Seeding),

. -80 C dereceye kadar yavas yavas dondurma (0.2 -0.8 C derece/dakika),
. S1v1 azotta saklanmasi (-196 C derece),

. 0 C dereceye kadar yavas ¢oziilme (4 -25 C derece/dakika),

. Koruyucularin asamal1 dilusyonu,

. Son kontrollerin yapilabilmesi i¢in embriolarin 37 C derecede Kkiiltiirii,

. Embriolarin tagiyicilarin genital kanalina nakli,

10. Dogum.
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Dondurma isleminde yapilan son caligmalar embriolarin ¢6ziilme ve dilusyon asa-
malarinin daha hizli yapilmasi halinde de sag kalabileceklerini géstermistir.

Embriolann Donorlardan Toplanmasi

Ovulasyon ve tohumlamadan sonra belirli bir siire icinde preimplantasyon agsamasin-
da olan embriolar (1 hiicreden blastocyte kadar) oviduct veya uterusun yikanmasiyla top-
lanirlar (2, 6, 7). Ostrus ve ovulasyonun istenen zamana gore planlanmasi sinkronizasyon,
ovaryumlarda norrnalden fazla sayida oocyti gelistirerek cok sayida ovulasyonun olus-
turulmast da siiperovulasyon ¢esitli hormonlarin uygulanmasi ile saglanir (15).

Ostriis sinkronizasyonu progestagenleri igeren vaginal tamponlarin 6zel yontemlerle
yerlestirilmesi, progesteron hormon enjeksiyonlar1 veya analoglarinin enjeksiyonlari ile
yapilmaktadir (15).

Siiperovulasyonda ise gonadotropik hormonlarin (Pregnant Mare's Serum Gonadot-
rophin, PMSG, ve Human Chorionic Gonadotrophin, HCG) disiye uygulanmasi sonu hem
ciftlik ve hem de laboratuvar hayvanlarinda serbest hale gecen ovum sayis1 hemen hemen
on katina ¢ikarilabilmektedir. Hormon uygulayarak tohumlanan ve dogal tohumlanan
disilerden elde edilen embriolarin transfer sonu viabilitelerinin birbirlerinden farkli olma-
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dig1 vurgulanmaktadir (2, 12), ayrica bugiine kadar yapilan ¢alismalarda da siiperovulas-
yonla elde edilen embriolarin dondurma ve ¢oziilme islemlerine karst dogal olanlardan da
hassas olduklarina dair hicbir bilgi yoktur (48). Hormon uygulamasinin dezavantajlarin-
dan biri ve hemen hemen en 6nemlisi degisik tiir ve irklarin gonadotropinlere gosterdikleri
farkli tepkidir. Baz1 disiler bu uygulamadan etkilenmezlerken digerlerinde ¢ok sayida
ovulasyon olusabilmektedir. Diger taraftan ovaryumlarin hiperstimulasyonu ile olusan
cok fazla Ostrogenik hormon konsantrasyonu spermatozoonlarin disi genital kanal icer-
sinde ilerlemelerini de giiclestirmektedir (2).

Embriolarin Toplanmasinda ve Korunmasinda Kullanilan Vasatlar

Embriolarin toplanmasinda kullanilan vasatin pH s1 7.2 - 7.4 arasinda (10) ve os-
motik basinc1 300 mOsm. olmalidir. Bu amagla bovin serum albumin, pyruvat ve glikozla
zenginlestirilmis fosfat buffer kullanilmakta ve bu vasat genellikle PBI olarak anilmakta-
dir (17, 41 ). Besleyicilerin varlig1 oda 1sisinda tutulduklar siire i¢erisinde embrionun i¢in-
deki metabolik birikimlerin devaminda rol oynamaktadir. Buna ek olarak albumin mem-
bran koruyucu olarak etkimekte ve embrionun plastik ve cam egyaya yapismasini 6nle-
mektedir. PBI vasati sadece morula ve blastocyt gibi ileri preimplantasyon asamasi hiicre-
lerinin kiiltiirde belirli bir siire (24 saat kadar) geligsmelerine yardimcidir (51).

Embrionik Asamalar

Fertilizjasyondan implantasyona kadar embrio disinin genital kanalinda serbest ola-
rak bulunur. Sadece bu agamada embriolar disi genital kanalindan toplanarak doguma ka-
dar gelisip yasayabilecegi aym tiirden diger bir hayvana transfer edilirler. Farede preim-
plantasyon asamasinin her doneminde dondurulan embriolar transfer edilmelerinin sonun-
da canli yavru elde edilmistir (42, 46). Ancak pratik acidan diisiik 1sida saklamada en uy-
gun asama embrio 8 blastomerli oldugundadir. 8 hiicreli embriolar oviducttan kolayca
toplanabilirler, erken embrionik anormaliteler bu asamada farkedilebilir ve dondurma -
¢Oziilme islemleri blastocyte gore daha az komplikedir. Diger bir husus da eger embrio-
nun bir veya iki blastomeri zarar gordiiyse bile bu asamada embrionun gelisip yavru ola-
bilme sansi1 vardir.

Baz1 hayvanlarin embriolar1 O C dereceye sogutulmaya hassas olduklarindan ancak
belirli gelisim asamalarinda dondurulabilirler. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda domuz
embriosunun blastocyst agamasi disinda + 15 °C nin altinda canlilifini koruyamadigi
ancak blastocyst asamasinda (6. giin sonuna dogru) domuz embriolariin diisiik 1stya ol-
duk¢a dayaniklilik gosterdikleri belirlenmistir (51). Koyunda morulae asamasi Oncesi
(ortalama 32 hiicre) ve inekte blastocyst agsamasi dncesi (64 -128 hiicreli) embriolar 0 C
dereceye diisiiriildiiklerinde etkilenmislerdir (4, 29, 51 ) ancak her iki tiiriin embriolar1 da-
ha ileri asamalarda basaril1 bir sekilde dondurulmuslardir.
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Soguktan Koruyucular ve Dondurma dncesi Koruyucularin
Vasata Karistirilmasi

ik defa glyserolun spermatozoonu sogugun zararh etkisinden koruma 6zelligi sap-
tandiktan sonra DMSO, ethylen glycol, sucrose, polyvinylpyrrolidone (PVP), hydrox-
yethyl nigasta ve bazi proteinler gibi benzer koruyucu 6zellikleri olan pek ¢ok madde bu-
lunmustur. Soguktan koruyucular gerek permeable (DMSO, glycerol ve ethylene glycol)
olsun veya gerekse non-permeable (PVP, Sucrose) olsun genellikle dondurma esnasinda su
donarken external vasatta sekillenen yiiksek konsantrasyondaki erimis maddelerin olus-
turdugu zararl etkilerden hiicreleri koruduklar1 kabul edilmektedir (23). Bununla bera-
ber koruyucularin hiicreleri diisiik derecelerin zarar verici etkilerinden nasil korudugu tam
olarak aciklanamamaktadir. Yukarida belirlenen biitiin bu maddelerin hiicreleri soguktan
koruma ozellikleri de ayn1 degildir. $6yleki DMSO glycerol ve ethylene gylcol embriolar:
sogugun zararl etkisinden yeteri kadar koruyabilmektedir ancak bazi arastiricilar bu ii¢
koruyucudan en etkilisinin DMSO (40) diger bazilar ise glycerol oldugunu (51) ifade et-
mektedirler.

Diger hiicre tiplerinde oldugu gibi embriolarin viabiliteleri koruyucunun konsan-
trasyonuna oldugu kadar karigtirilma hizina, 1sisina ve dondurma oncesi koruyucunun uy-
gulanma siiresinden etkilenirler. Fare embriolar ile en basarili sonu¢lar DMSO in 1 ve 2 M
arasinda degisen konsantrasyonlarindan elde edilmistir (46, 54) ancak pratikte 1.5 M en
uygun konsantrasyon olarak kabul edilmektedir. Diger tiirlerde optimal konsantrasyon
1.5 ile 2.0 M arasindadir.

Belirlenen konsantrasyondaki DMSO in morulae asamasina kadar olan fare (46),
rat (43) ve tavsan (1) embriolarina bir defada ve siiratle katilabilir ve bu husus ¢oziilme
sonu embriolarin yasama oranlarinda negatif bir etki olusturmamaktadir. Ancak koyun,
inek (50), fare (41) gibi baz tiirlerde blastocystlerin yasama sansinin DMSO in yavag ka-
tilmasiyla arttig1 bildirilmistir. Olasilikla DMSO in tek seferde ve hizla katilmasiyla olu-
san osmotik basinca blastocyst dayanamamaktadir.

Embriolarin dondurulmasinda kullanilan koruyucular hiicrelerin i¢ine girebilirler
ve koruma i¢in girmesi istenen miktar dondurma oncesi 181 ve uygulama siiresi ile diizen-
lenmektedir. Ancak surasi da unutulmamalidir ki gelismenin cesitli asamalarinda degisik
tir embriolarin permeabilite karakteristiklerinde gosterdikleri farkliliklarin da bu olguda
etkisi vardir. DMSO ve ethylene glycol glycerolden daha kolayca hiicre icine girebilirler.
8 hiicreli fare embriolari ile 0 C derecede DMSO de sadece 5 dakika birakilmalariyla opti-
mal viabilite elde edilmisken (17) glyserol ile benzer sonug¢larin alinabilmesi icin daha
uzun bir siirenin gecmesi gerekmistir (14). 8 hiicreli tavsan embriolarinda yagama orani,
0 C derecede DMSO te tutulma siiresinin 1 dakikadan 30 dakikaya ¢ikartilmasindan sonra
% 0 dan % 55 e artma olusurken tavsan morulaelarinda ise hafif bir artma gozlenmistir
(1). Bu husus ya morulae asamasinin DMSO e daha gecirgen olmasindan ya da morulae
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asamasinda hiicre bilyiikliigiinde azalma nedeniyle intraseliiler DMSO konsantrasyonuna
daha cabuk ulagmasi seklinde aciklanabilmektedir. ileri morulae ve blastocyst asamasinda
olan embriolar 0 C derecenin iistinde DMSO da daha uzun siire tutulmalidirlar. Koyun
ve inek embriolarimin oda 1sisinda, yavas yavas karistirilmas: da hesaplanmak suretiyle,
DMSO de kalma siireleri 40 dakika veya daha fazladir (49). Bunun i¢in degisik yontemler
kullanilmis olmakla beraber inek blastocystlerinin dondurulmasinda PMI igerisindeki ko-
ruyucular 25 C derecede DMSO 1.5 Ma, 35 C derecede glycerol 1.0 Ma 6 asamada geti-
rilmiglerdi. Koruyucular istenen konsantrasyona ulastiktan sonra dondurmadan 6nce 35
C derecede DMSO da 20 dakika, glyserolde 60 dakika tutulmuslardir (4). Ancak DMSO
de bu uzun kalma siirelerinin hiicrenin icindekilerini ve boslugu cevreleyen trophoblast
hiicre siralarin1  koruyabilmesi i¢in DMSO in blastocoel bosluguna girmesinin gerekli
olup olmadig1 bilinmemektedir. Ileri morulae asamasindan itibaren dis trophoblast hiic-
releri arasinda siki bag kompleksleri sekillenmekte (3) bunlar da DMSO in hiicreler arasi
bosluklardan basit diffuzyonla i¢ hiicrelere erigsmesini 6nlemekte ve bu nedenle hiicre
icine erisebilmesi icin gereken zaman da uzamaktadir.

Coziillmeden Sonra Koruyucularin Dilusyonu

Genellikle osmotik basinca bagli zarar1 azaltmak i¢in ¢oziilmeden sonra koruyucu-
lar vasattan, hiicrenin osmotik erimesini 6nlemek i¢in yavas yavas uzaklastirilmalidirlar
(51). 1.5 M DMSO iceren bir solusyonun 1.5 osmol veya daha fazla osmotik basinci var-
dir ve dilusyonla bu miktar 0.3 osmol olan normal fizyolojik diizeye indirilmelidir. Dilus-
yon esnasindaki hiicre sismesinin derecesi hiicre i¢indeki koruyucunun miktarina ve hiic-
reden disartya atilmadaki hizina baglidir. Is1 koruyucunun karistirilmasinda oldugu kadar
hiicreden atilmasinda da etkilidir. Pek cok olguda ¢oziilmeden sonra DMSO hiicreden, os-
motik basincin stresinden kurtulmak icin, ya 0 C derecede fare (46), rat (22) ya 20 C de-
recede fare (53), inek (54), koyun (7) veya 37 C derecede fare (50), tavsan (1) diliie edil-
mislerdir. Osmotik sokun etkisini azaltmak icin daha pek c¢ok yaklasimda bulunulmus-
tur. DMSO 8 hiicreli tavsan embriolarindan vasatin osmotik giicii yavas yavas azaltilarak
uzaklastirilmistir (1) ve diger bir ¢aligmada da DMSO in embriolardan yavas yavas diffus-
yonunu saglamak i¢in ¢oziilmeden hemen sonra fare embriolar1 30 dakika izotonik sucro-
se da tutulmuslardir (18). Bununla beraber bazi hiicre sistemleri osmotik stresleri dilusyo-
nun 1s181 oda derecesi veya iistii oldugunda tolere edebilmektedirler (39, 55). Yasama ora-
n1 agisindan DMSO in 20 C derecede cabuk dilusyonu sonu ile hem 0 C derecede ve hem
de 20 C derecede yavas dilusyonu sonu benzer sonuglar1 vermislerdir. Olasilikla tolere
edilebilecek osmotik stress dondurma ve ¢oziilme sirasinda embrioda olusan zarara bag-
Iidir.

Ismin Diisiiriilmesi Sirasinda Vasatta Buz Odaklarmin
Olusturulmasi

Icerisinde embriolarin bulundugu vasatin donma noktasi icerdigi koruyucunun kon-
santrasyonuna gore degisebilir. 1.0, 1.5 ve 2.0 M DMSO igeren PBI vasatinin donma
noktalar1 sirastyla ortalama -2.5, -3.5 ve -4.5 C derecedir. Yavas yavas dondurul-
duklarinda bu vasatlarda vasatin donma noktasinda buz odaklar1 nadiren olusur ve vasat
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-21 C dereceye kadar beklenenin, istenenin altinda sogur. Bu asir1 sogumanin olustugu
vasatta buz olustuktan sonra da embriolarin dondurulmaga devam edilmesi halinde ise ya-
samlar1 ciddi sekilde etkilenir. 8 hiicreli fare embriolar1 0.5°C/dakikada sogutulduklarin-
da yasama sanslar1 icinde bulunduklart vasat -7 C derece ise azalmakta, -12 C derece
veya alt1 oldugunda da hi¢ bulunmamaktadir (44). Buz olusmasinda kaynagmanin latent
1s1s1 embrionun icinde bulundugu Ornekte vasatin erime noktasina yakin bir 1s1ya yiiksel-
mesine neden olmakta ayni zamanda vasatin i¢inde bulundugu ortamin 1s1s1 devamli ola-
rak belirli bir hizda diismektedir ve bu nedenle buz olusmasindan hemen sonra sogutma
kabini ile ornek arasinda 1s farki dogmakta ve embrionun yasami ic¢in gerekli optimal 1s1
azalmasindan hizli, sogutma kabinindeki ile esdegerde 1s1 sekilleninceye kadar, vasatta
1s1 diismesine neden olmaktadir. Ancak -5 C derece ve -12 C derecede buz kristalleri
(Seeding) olusturulan embriolarda ortalama 2 °C/dakika ve 6 °C/dakika hizda 1s1 azalmasi
sekillenmektedir. - 12 C derecede buz odag: olusturulan embriolar sogutma kabinindeki
1stya diisiiriildiiklerinden sonra ¢ozdiiriildiiklerinde hala canlidirlar ancak buz odagi olus-
turulmasindan hemen sonra hizli 1s1 diisiisiinii onlemek i¢in bagka bir sogutma kabinine
nakledilmedik¢ce -80 C dereceye kadar yavas yavas dondurulduklarinda ve sivi azota
nakledildiklerinde o6liirler. Embrionun canlilifi dondurma sirasinda vasattaki su donarken
artan konsantrasyonda eriyik i¢i maddelere tepki olarak sekillenen dehidrasyon mikta-
rina baglidir. Asirt sogutulmus Ornekler buz sekilleninceye kadar dehidrasyon yapa-
mamakta ve netice olarak buz olugmasindan sonra aymi sogutma kabininde kaldiklari
takdirde hiicre i¢i buzun sekillendigi dereceye gelmeden once embriolarin dehidrasyonu
i¢in zaman yetmemektedir.

Pratikte yiiksek derecelerde dondurmalarda olusabilecek zarar1 6nlemek i¢in emb-
riolar, soguktan koruyucularla equilibrasyondan sonra, vasatin donma noktasinin birkag
derece altindaki sabit 1sidaki banyolara (seeding bath) konulmalidirlar. Bir ka¢ dakika
sonra Orneklerde asagida belirlenen yontemlerden biri ile buz kristalleri (seeding) olus-
turulmaktadir.

1.Vasatin yiizeyine ya i¢inde buz bulunan pastor pipeti ile veya daha once s1v1 azot-
ta dondurulmus tel ile dokunulur.

2.Embriolar1 iceren ampulun disina kuru buz veya soguk metal ¢ubukla dokunu-
lur.

3.0Orneklere hizla vurulur (Bu yontemin basarili olabilmesi icin banyo 1s1sinin vasa-
tin donma noktasindan 4 C derece daha diisiik olmas: gerekmektedir).

1 ve 2 nolu yontemlerle buz kristallerinin olusturulmasindan sonra 6rnekler banyo
1s1s1 ile ayni derecede olan dondurma kabinine konulmadan once reequilibre olabilmeleri
icin sabit derecedeki banyoda (seeding -bath) 5 dakika tutulmalidirlar. 3 nolu yontemle
buz kristalleri olusturulan 6rnekler kristallesmeden sonra daha fazla 1s1 diigmesini Onle-
mek icin hemen vasatin donma noktasinin ortalama 1 derece altinda olan dondurma kabi-
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nine konulmalidirlar. Giiniimiizde programlanabilir derin dondurucularla embriolar don-
durulmaktadir. Ancak bu tip cihazlarda, dondurma kabininin uygun olmasina karsin, buz
kristalleri otomatik olarak yapilamamaktadir. Buz kristallerinin olugturulmasi i¢in don-
durma kabini acilmakta ve kabinde 1s1 degisikligi sekillenmektedir ki bu da embriolarin
dondurulmasinda ciddi bir sakinca olarak goriilmektedir (13).

Dondurma ve Coziilmenin Hizi

Uygun olan koruyucunun se¢imi disinda memeli embriolarinin diisiik 1sida saklan-
masinda rol oynayan iki cok 6nemli faktor de embriolarin dondurulmalari ve ¢oziilmeleri
esnasinda uygulanan 1silarin hizidir. Fare embriolarinda viabilite DMSO in koruyucu ola-
rak kullanilmasi yamsira yavas dondurma (0.2 - 2.0 °C/dakika) ve yavas ¢oziilme (4 -
25 °C/dakika) ile basarilmustir. -196 C derecede saklanan 8 hiicreli fare embriolarinin
viabiliteleri icin gerekli bu yavas 1s1 hiz1 i¢in kritik simirlar dondurmada -4 - -60 C de-
rece ve ¢oziilmede -70. -20 °C aralarindadir (17, 24).

Dondurma

Memeli embriolart diger pek ¢ok hiicre tiplerinde de gosterildigi gibi dondurma isle-
mine ayn tepkiyi gostermezler (10, 16, 25, 32). Genellikle donma esnasinda intraseliiler
buzun olusmasinin ¢oziilmede hiicrenin 6liimiine neden olduguna inanilmaktadir. Hiicre-
nin etkilenisi ya c¢oziilme sirasinda buzun tekrar kristallesmesiyle (22) veya buzun erime-
siyle hiicrede artan osmotik basin¢ nedeniyledir (9). Isinin diisiiriilmesi sirasinda vasattaki
su an ve an donarken eriyikteki maddelerin artan konsantrasyonuna karsilik hiicredeki su
disartya dogru hareketlenir. Dondurma hizi oldukg¢a fazla ise donma derecesine gelinip
hiicrelerin i¢i dondugunda yeteri kadar su disar1 atilamaz bu nedenle intraseliiler buz
olugmasint sinirlandirmak veya onlemek i¢in dondurma hiz1 dehidrasyonun olusabilmesi
icin yeterli zaman saglamalidir. Her hiicre i¢in dehidrasyon hizi, hiicrenin volumiine, hiic-
renin yiizeyinin genisligine, suyu gecirgenligine ve bu permeabilitenin 1s1yla olan iligkisine
baghdir. Olusabilecek dehidrasyonun tamam hiicre dondugundaki 1stya da baghdur.

Fare embriolar i¢in secilen dondurma hizlar1 ger¢ekte Mazur (21) tarafindan deniz
kirpisi yumurtalar1 i¢in daha once olusturulan hesaplamalara dayandirilmistir. Bu hesap-
lamalarda embriolarin 1 °C/dakika veya daha yukarida dondurulmalariyla hiicre i¢i buzun
olusacag: belirtilmigse de fare embriolar1 2 °C/dakika da dondurulduklarinda yasayabil-
mis ancak 7 °C/dakika ve daha hizli dondurulmalarinda hig¢ biri sag kalmamaistir.

Preimplantasyon gelisme esnasinda fare embriosu, embrionun total protein icerigi
(ortalama % 25 azalma) ve 64 -128 hiicre igceren blastocyst olusturmak i¢in yumurta bo-
liintirken bireysel embrionik hiicrelerin biiyiikliiklerinde azalma oldugundan, dondurma
hizina hassasiyet gostermez. Embrio preimplantasyon siiresi boyunca ufak bir organ veya
bir doku pargasi gibi tek bir kitle olarak tepki gostermektedir. Kirmizi hiicrelerin kiime-
lenmesinde i¢ taraftaki hiicrelerden atilan suyun distaki hiicrelerin arkasina aktigi goste-
rilmistir (19), bu husus preimplantasyon esnasinda embriolarin optimal dondurma hizinin
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neden degismediginin bir aciklamasi olarak diisiiniilmektedir (2). Ileri morulae ve erken
blastocystde hiicre i¢inden su hareketleri dis throphoblast hiicreleri ile sekillenen siki bag
kompleksleri nedeniyle de kisitlanabilmektedir (3). Fare embriosu bu kavramlarin incelen-
mesi i¢in en uygun ortam ve modeldir.

Bugiine kadar incelenen biitiin memeli embriolarinin optimal dondurma hizi 1 hiic-
reli ovum biiyiikliigiinde 6nemli degisiklikler olmasina ragmen (fareninkinin c¢apr 70 p,
ratin 70 p, tavsanin 70 p, koyun ve inegin 140 ) birbirlerine benzer. Optimal dondurma
hizinda degisikligin olmamasi farkl: tiirlerin embrionik hiicreleri arasinda su gecirgenligi
karakteristiklerindeki farki veya intraseliiler buz kristallerinin olustugu zamanki 1s farkini
yansitir.

Pek cok caligmada embriolar, saklamak amaci ile dogrudan siv1 azota transfer edil-
meden once, -60 C derece veya daha asag1 derecelere kadar yavas yavas dondurulmus-
lardir.

Coziilme

Intraseliiler buz sekillenme olasiligin1 minimize etmek igin en uygun dondurma hizi
secmenin disinda en 6nemli faktor basarili olarak dondurulmus embriolarin ¢oziilme hi-
zina gosterdikleri hassasiyettir (46, 53). Fare embriolarinin optimal viabiliteleri 4 -25 °C/
dakika arasindaki ¢oziilme hiz1 ile basarilmistir. {lk zamanlar yavas yontemle dondurulan
memeli hiicrelerinin diger tiplerinin yasamlar i¢in ¢6ziilme hizinin istendigi gibi uygula-
nabilecegine inaniliyordu, ancak yapilan ilk ¢aligmalardan birinde yavas dondurulan (0.3
°C/dakika) insan kirmizi hiicrelerinin yavas ¢oziilmede hizli ¢6ziilmeden daha az hemoli-
sis gosterdikleri bildirilmistir (27) ve o zamandan beri bu bulgu diger bazi arastiricilarca
da desteklenmistir (28, 33). Intraseliiler buz bulunmadiginda hizli osmotik degisiklikler
tarafindan bozulmus olan embrio icin subseliiler yapilarin tekrar olugsmasi icin gerekli
yavas rehidrasyon disinda yavas yavas dondurulmus embriolarin hizli ¢6ziilmesinin neden
oldiiriicti oldugunu ag¢iklamak c¢ok zordur.

Kirmiz1 kan hiicreleri gibi baz1 hiicre tiplerinin az miktarda hiicre i¢i buz bulunmasi
ve hizli yontemle ¢oziilmeleri halinde intraseliiler buzun kritik miktar1 agsmadig1 ve hiic-
relerin yagamlarina devam ettikleri bilinmektedir (11, 37). Son zamanlara kadar memeli
embriolarinin hizla eritilmesi dondurma hizi ne olursa olsun yasamlari i¢in zararl oldugu
distiniilmekteydi. Gergi fare embriolar: ile son ¢aligmalar 8 hiicreli embrio (46) ve blas-
tocystlerin (53) diisiik bir ylizdesinin (ortalama % 10) 1 ve 10 °C/dakika arasindaki hizda
dondurulduklarinda hizli ¢oziilme (360 -450 °C/dakika) sonu sag kalabileceklerini gos-
termistir. Inegin blastocystiiniin ilk basarili saklanmasi yavas dondurma (0.22 °C/dak.)
ve ¢abuk cozdiiriilmeleri ile elde edilmistir ancak canli embriolarin miktar1 yine % 10 dan
az bulunmustur (54). Olasilikla bu olguda ¢ok az intraseliiler buz sekillenmis olupta hizli
¢Ozdiiriilme sonu sag kalanlar da vardir. Memeli embriolarinin hizli ¢dzdiiriilmeleri sonu
sag kalabilecekleri koyun ve inek embriolari ile Willadsen ve Polge (31, 50, 52) tarafindan
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gosterilmigtir. Yavas dondurma (0.3 °C/dakika) -30 ve -36 C dereceler arasinda sona
erip siv1 azota direk konulmalarindan sonra embriolarin yavas yontemde oliip, hizli ¢6-
ziilmeden sag olarak ¢ikabileceklerini ortaya koymuglardir.

Whittingham ve arkadaslari (49) hizli ¢6ziilmenin fare embriolar1 {izerine etkisini in-
celemislerdir. Buz kristallerinin olusturulmasindan ve yavas dondurmadan sonra, -10 ve
-80 C derece arasinda embriolar dogrudan sivi azota aktarilmislardir. Embriolarin hizl
coziilmeden ancak, yavas dondurmanin oldukg¢a yiiksek derecelerde (-10 dan -15 °C)
kesilmesinden sonra sag kalabildiklerini saptamislardir. 8 hiicreli embriolarin hizli ¢oziil-
mede en yiiksek yasama oram1 -35 ve -40 C derecelerden (% 72.80) ve hizla ¢ozdiirii-
len blastocystlerden -25 den -50 C derecelerden (% 69 -74) sonra sivi azota gegirilme-
leriyle elde edilmislerdir. Buna karsin embriolarin yavas ¢oziilmede sag kalabilmeleri igin
-196 C dereceye nakledilmeden once -60 °C veya daha diisiik derecelere kadar yavas ya-
vas dondurulmalar1 gerekmektedir. Bu sonuglar sifirin altindaki yliksek derecelerden sivi
azota gegirilen embriolarda intraseliiler buzun olustugu, yasamin ancak hizli ¢6ziilmekle
saglanabilecegi gercegi vurgulanmaktadir.

Hizla ¢ozdiiriilen blastocystiin yagami i¢in optimal sinirlar 8 hiicreli embriodan daha
fazladir soyleki blastocystiin daha ufak olan hiicreleri daha hizli dehidre olabilmekte ve
hizla ¢ozdiiriildiiklerinde rehidrasyon sirasinda daha az osmotik basinca maruz kalmakta-
dirlar.

Belirli sartlar altinda dondurulup hem yavas ve hem de hizli ¢6zdiiriildiiklerinde me-
meli embriolarinin yasamlari ve islemlere gosterdikleri tepki diger memeli hiicrelerininki-
ne benzemektedir. Pratik olarak memeli embriolarinin saklama islemi, embriolar sifirin
altinda oldukca yiiksek derecelere kadar yavas dondurulup ve hizla ¢ozdiiriildiiklerinde
daha cabuk ve basit olmaktadir.

Saklamanin Siiresi

Teorikman hiicreler biolojik aktivitenin olmadigi derecelerde dondurulabildiklerin-
de canliliklarinin askiya alindigi durumlarda kalabilmektedirler. -196 C derecedeki sivi
azot bu durumu saglayabilmektedir ciinkii bu derecede yer alan tek reaksiyon ionize edici
radyasyon gibi fotofiziksel olgulardir (20). Bu tip radyasyon genetik zarara neden olabil-
mektedir. Diger taraftan -196 C derecede saklama sirasinda bu zarari ortadan kaldiracak
enzimatik mekanizma da bu asamada etkin olmadigindan zararda birikim olusacag: belir-
tilmektedir. Saklamada radyasyona kars1 az da olsa koruma DMSO, diisiikk 1s ve cam
ampullerle saglanmaktadir. Boylece -196 C derecede memeli embriolarinin uzun siire
saklanmasinda belirgin bir sakinca bu giine kadar saptanamamuistir.

Canlhilik Kontrolleri

Gergekte dondurulup ¢ozdiiriilmiis embriolarin canliliklarini saptamak igin en uy-
gun yontem tastyicilara transferden sonra canli yavrularin elde edilmesidir. Fakat sakla-
madan sonraki canliligin saptanmasi i¢in uygun bir in vitro deney bazi memeli tiirlerinde
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gebelik siiresinin uzun olmasi nedeniyle daha avantajlidir. Fare embriolarinin canlilifinin
saptanmasi i¢in yapilan deney, dondurulup ¢6zdiiriilmiis embriolarin blastocyst asama-
sma kadar gelisenlerin % sinin ayni asamaya kadar gelisen dondurulmamis kontrollerin
yiizdesine oramidir. Farede 1. Elde edilmesinden hemen sonra morfolojikman normal go-
riinen, 2. Kiiltiirde blastocyst asamasina kadar gelismege devam eden, 3. in vivo bir canli
yavru olup biiylimege devam eden dondurulup ¢ozdiiriilmiis embriolar arasinda yiiksek
bir korelasyon vardir (13, 45, 47 , 48, 50). Diger tiirlerde 6rnegin inek ve koyunda embri-
olarin uzun bir siire kiiltiirde tutulmasi farede oldugu gibi basarili sonuclar vermemekte-
dir. Bununla beraber in vitro bir iki boliinme asamasinin olugturulmasi dondurma ve ¢o-
ziillme iglemlerinin basaris1 hakkinda yeterli bilgi saglayabilmektedir. Ciftlik hayvanlarinda
in vitro deneye bir alternatif de embriolar1 blastocyst asamasina kadar gelisebilecegi tav-
san oviductuna transferleridir.

Son zamanlarda diger memeli hiicrelerinin viabilitesini saptamada daha 6nce kulla-
nilmis olan bir teknik (26) dondurulmus ¢6zdiiriilmils yumurta ve embriolarin viabilite-
sini saptamak i¢in de uygulanmstir (27). Bu teknige gore embriolarin ¢ozdiiriilmelerin-
den hemen sonra fluorescein'in non-fluorecent derivesi ile karistirilmaktadir. Hiicre igi
esteraslarla etkilenen bu maddeden fluorescein serbest hale gecmekte ve plasma membran-
larinca tutulmaktadir ancak oli ve zarar gérmiis hiicreler fluoresanslarim pek cabuk yitir-
mektedirler (5, 34, 35, 36).

OZET

Bazi tiirlerin embriolari in vivo olarak bir kag giin siireyle basgarili bir sekilde koruna-
bilmektedirler. Gegici bir siire icin ligatiire edilmis tavsan oviductuna transfer edilen em-
briolar kisa siireli embrio saklanmasinda yararlanilan yontemlerden biridir. Ancak gercek-
te embriolarin uzun siireli korunmalarinda en gegerli ve pratik yontem dondurma ve sivi
azotta saklanmalaridir.

Embriolarin etkili bir sekilde korunmalarinin hayvan yetistiriciligi acisindan yarar-
lar1 pek coktur. Boylece seleksiyonla elde edilmis bir hayvan populasyonunda 6zel gen
veya gen kombinasyonlar1 tagiyan hayvanlar sayica artar. Ayrica dondurulmus olan emb-
riolarin, kullanilmadan oOnce, akrabalarinin hastaliklar ve verimleri yoniinden kontrol-
lar1 yapilabilir.
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SUMMARY
Long -term Preservation of Frozen Embryos

Embryos of some species can be successfully preserved in vivo for several days.

Temporary transfer of embryos to the ligated oviduct of rabbit provides an alternative
method for short -term preservation. Howewer the only practical method for really long-

term preservation of embryos is by deep- freezing and storage in liquid nitrogen.

The effective storage of embryos would provide a lot of possibilities in control of

animal breeding. The main means is selection by which animals with desirable traits were
preferred and thus special genes, gene combinations are increased in number in a given

population. Further, while embryos are stored prior to use, their parents or sibs or both
could be tested for disease and for production characteristics.
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