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7 GUNLUK IN-VITRO SIGIR EMBRiYOLARININ ViTRiFIKASYONLA DONDURULMASI
(The Vitrification of In Vitro Fertilized Bovine Embryos after 7 Days Cultured )
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OZET

Bu caligmanin amaci, in vitro olarak {iretilen sigir embriyolarinin, vitrifikasyon metodu ile dondurulma basarisinin
incelenmesidir. Mezbahada kesilen ineklerin ovaryumlarindan elde edilen oositlerden iiretilmis 100 adet iyi kalite in-vitro
sigir embriyosu, kiiltiirlerinin yedinci giintinde vitrifikasyon metodu ile dondurulmustur. Vitrifikasyon soliisyonlar1 olarak,
VS1 (0.1 M Sakkaroz + 0.1 M Ksiloz + %1 Polietilen Glikol + %10 Gliserol), VS2 (0.2 M Sakkaroz + 0.2 M Ksiloz + %2
Polietilen Glikol + %10 Gliserol + %10 Etilen Glikol) ve VS3 (0.3 M Sakkaroz + 0.3 M Ksiloz + %3 Polietilen Glikol + %20
Gliserol + %20 Etilen Glikol) kullanilmistir. Vitrifikasyon soliisyonlari ile muamele edilen embriyolar payetler icine
yerlestirildikten sonra s1v1 azot igerisinde dondurulmustur. Coziindiirmede, siv1 azot igerisinden ¢ikarilan payetler 5-6 saniye
havada tutulmus, 20°C’de suda tamamen ¢dziindiiriilmiistiir. Embriyolar kriyoprotektanlarin uzaklastirilmas (devitrifikasyon)
islemi icin sirasiyla 0.5 M ve 0.25 M Sakkaroz soliisyonlar1 igerisine alinmigstir. Sonra embriyolar morfolojik degerlendirme
i¢in %20 buzagi serumlu Dulbecco’nun Fosfat Tampon Soliisyonu (D-PBS) igerisine alinmugtir. Kiiltiir medyumu olarak TCM-
199 + 0,ImM B-Merkaptoetanol + %20 Fétal Buzagi Serumu (FCS) kullamlmustir. In vitro canlihk kontrolii amactyla
embriyolar, %5 CO,, %99 bagil nem ve 38,5°C‘deki inkubatorde 24-48 saat inkubasyona tabi tutulmustur. Coziindiirme
sonrast PBS’e alinan 100 adet embriyonun, 85’inin intakt oldugu goriilmiistiir. Blastosistlerin re-ekspansiyon ve zonadan ¢ikma
oram %35 bulunmustur. Buna gore in vitro iiretilerek vitrifiye edilen sigir embriyolarinda %35 canlilik tespit edilmistir. In vitro
tiretilen embriyolar vitrifikasyon metodu kullanilarak kolaylikla dondurulmus ve tatminkar diizeyde canlilik saglanmustir.
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SUMMARY

The aim of the study was to investigate the effect of vitrification on in vitro produced bovine embryos. For this
purpose, oocytes were provided from ovaries of slaughtered cows and 7 days after start of embryo culture 100 good quality in
vitro produced bovine embryos were frozen by vitrification method. Vitrification solutions were composed as VS1 (0.1 M
Sucrose + 0.1 M Xylose + 1% Poly Ethylene Glycol + 10% Glycerol), VS2 (0.2 M Sucrose + 0.2 M Xylose + 2% Poly
Ethylene Glycol +10 % Glycerol + 10% Ethylene Glycol) and VS3 (0.3 M Sucrose + 0.3 M Xylose + 3% Poly Ethylene
Glycol + 20% Glycerol + 20% Ethylene Glycol). The processed embryos with vitrification solutions were frozen in liquid
nitrogen after placed into straws. The straws were thawed by holding in air for 5-6 sec and in 20°C water. Embryos were
transferred 0.5 M and 0.25 M sucrose solutions for devitrification procedure respectively. Then, the embryos were transferred
into D-PBS (with 20% calf serum) for morfological evaluation. TCM-199 + 0.1mM B-Mercaptoethanol + 20% Foetal Calf
Serum (FCS) composition was used as culture media. For in vitro survival control, embryos were incubated in the conditions
with regard to 5% CO,, at 38.5°C and 99% humidity for 24-48 hours. 85 intacted embryos were obtained from 100 embryos
after thawing in Phospate Buffer Solution. The re-expansion and hatching rate of blastocysts were 35%. So, in vitro produced
and vitrified bovine embryos survived with rate of 35%. As a result, in vitro produced embryos were frozen easily by
vitrification method and provided satisfactory level for survival.
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GiRiS

Memeli embriyolarinin dondurularak lar ve evcil hayvan embriyo teknolojisinde bu
muhafazas1 c¢aligmalarina ilk olarak 1972 metot yaygin bir sekilde uygulanmistir (5, 6,
yilinda Whittingham, Leibo ve Mazur tara- 9).  Vitrifikasyonda embriyolar  yiiksek
findan baslanmistir (25). Vitrifikasyon olarak konsantrasyonlu soliisyonlar ile muamele
isimlendirilen olduk¢a hizli bir dondurma edilir. Bu metot, viskozitesi hizla artan
metodunu, 1985 yilinda Rall ve Fahy bulmus- soliisyonlar igerisinde buzlarmm kristalize
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olmadan cam benzeri katilasmasi olarak
tammmlanir (6, 11, 13, 17, 18).

Degisik canlilarda ve degisik gelisim
sathalarindaki embriyolarin  vitrifikasyonla
dondurularak muhafazas1 ¢alismasinda, Etilen
Glikol (EG), Fikol ve Sakkaroz dan olusan bir
karisimin etkili oldugu tespit edilmistir (11).
Memeli  embriyolarinin  vitrifikasyonunda,
%40’lik EG igeren Fikol 70’in, Poli Etilen
Glikol (PEG)’den daha az toksik oldugu tespit
edilmistir (12). Kimyasallarin zararh etkilerini
azaltmak icin, kriyoprotektanlarla muamele
zamani kisaltilmali, diisiik toksisiteli kriyop-
rotektanlar kullanmilmali ve kriyoprotektan
yogunlugu azaltilmalidir (21). Memeli embri-
yolarinin dondurulmasi igin, permeabl olan
komponentlerden, Gliserol (GL), Dimetil-
siilfoksit (DMSO), Propilen Glikol (PG)(1,2-
propandiol), EG, Asetamid, permeabl olma-
yanlardan, Galaktoz, Sakkaroz, Trehaloz gibi
sakkaritler ve makromolekiillerden, PEG, Poli-
vinilpirolidon (PVP), Sigir Serum Albumini
(BSA) ve Fikol 70 kullanilmaktadir (13).

Fare embriyolarinda kriyoprotektan-
larla yapilan toksisite testinde, EG’nin en az
toksik  oldugu, bunu sirasiyla GL, DMSO,
PG’nin izledigi ve Asetamid’in ise en toksik
oldugu bulunmustur. Vitrifikasyon soliisyo-
nunda sakkaroz’un bulunmasinin toksik etkiyi
azalttig tespit edilmistir (9).

Coziindiirme  sonrast  embriyonun
yasama kabiliyetinin, embriyonun kalitesine,
gelisim safhasina ve tiire bagh oldugu goriil-
miistiir (5, 7). Son arastirmalar gostermektedir
ki, dondurularak muhafaza edilen in vitro
embriyolarda yiiksek canlilik orani elde etmek
icin kriyopreservasyon metotlarindan daha ¢ok
maturasyon ve kiiltiir tekniklerinin gelistiril-
mesi ¢alismalarina baslanilmahidir (15).

Farkli bir vitrifikasyon soliisyonu olan
EFS 40’n ( EG, Fikol, Sakkaroz ) denendigi
bir aragtirmada, dondurulan sigir embriyola-
rinda ¢6ziindiirme sonrasinda canlilik orani

%72 bulunmustur (11). PEG, BSA, PVP,
Fikol'tin %6’lik soliisyonlar1 ile muamele
sonrasinda dondurulan embriyolarin canlilik
oranlar1 sirasiyla, %79.3, %34.8, %414 ve
%57.1 olarak tespit edilmistir (20).

%10 GL, 2.1 mol/litre GL + 0.25
mol/litre Sakkaroz (5 dakika 6n dondurmalr)
ve % 25 GL+% 25 EG (5 dakika 6n dondur-
mali) vitrifikasyon metotlarinda blastosist-
lerdeki canlilik oranlar1 sirasiyla, %68.0,
9%59.0 ve %65.7 bulunmus, metotlar arasinda
onemli bir fark tespit edilmemistir (27).

EFS, modifiye EFS (mEFS) ve EG +
GL gibi ii¢ farkli vitrifikasyon soliisyonunda
zonadan c¢ikma oranlari, mEFS ve EG + GL
vitrifikasyon soliisyonlarinda, EFS den daha
yiikksek bulunmustur (%57.7, %59.6, %35.7,
P<0.05) (17).

Fare embriyolarinin vitrifikasyon ile
tekrarlanan dondurma/¢6ziindiirme ¢aligmasin-
da, 1. uygulamada zonadaki hasar %1.2 ve
embriyolarin gelisim orant %91 iken 10.
uygulama sonrasi zona hasar1 %75 bulunmus
ve embriyo gelisiminin ayni oranda diistig
tespit edilmistir (10).

144 ovaryumdan toplanan toplam 450
olgunlagsmamis sigir oositinden elde edilen 126
blastosistin re-ekspansiyon orant %69.2 (81
blastosist) bulunmus ve bunlarinda %39.5’u
(32 blastosist) zonadan ¢ikmustir. 7. ve 8 — 9.
giinlerde vitrifiye edilen blastosistler arasinda
re-ekspansiyon ve zonadan c¢ikma oranlari
(%74.6 ve %46, %62 ve %29) olacak sekilde
farkli bulunmustur. Tasiyic1 ineklere yapilan
18 embriyo naklinden 3 buzagr dogmustur
(%16.7) (14).

VS3a (VS3a: 6,5 M GL ve %6 w/v
BSA PBS iginde) ile vitrifiye edilen 116
embriyonun, ¢6ziindiirme sonras1 24, 48 ve 72.
saatlerdeki canlilik oranlari sirasiyla, %11, %0
ve %0 olarak tespit edilmis, zonadan c¢ikan
blastosist elde edilememistir (4).
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1273 sigir embriyosu 1,6 M PG, 1,8
M EG, 14 M GL kullanilarak geleneksel
yontemle dondurulmustur. Gebelik oranlar
strastyla, %36, %44.7, %48.6 ve %46.0 olarak
bulunmustur (3).

Vitrifiye embriyolarda %23 ve gele-
neksel yavas dondurmada %14 gebelik oram
elde edilmistir. In vitro iiretilen, vitrifikasyon
ve geleneksel yontemlerle dondurularak muha-
faza edilen embriyolarda gebelik orani, taze
embriyo nakline gore diisiiktiir (26).

Bu calisma, 7 giinliikk in vitro sigir
embriyolarinin  vitrifikasyonla dondurulma-
sinin etkisini incelemek amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT
MATERYAL

Materyal olarak Cubuk mezbahasindan
alman si@ir ovaryumlarindan elde edilen
oositler kullanilmustir.

METOT

Ovaryumlar, 25-300C’deki, %0,9’luk
NaCl soliisyonu icerisine alinarak en ge¢ 2-3
saat icerisinde laboratuvara getirilmistir. Oosit
kumulus kompleksleri 18-G’luk igne ile 2-6
mm capl follikiillerden  aspire edilmistir.
Aspirasyon sonrast elde edilen oositler
100 pl’lik TCM-199 mikrodamlalari icerisinde
20-22 saat maturasyona tabi tutulmus, Bracket
Oliphant (BO) mikrodamlalar1 igerisinde 5-6
saat fertilizasyon sonrasi, 100 pl’lik Charles
Rosenkrans 1 amino asit (CR1aa) mikrodam-
lalar1 icerisinde yedi giin kiiltiire edilmistir.
Elde edilen in vitro fertilize (IVF) embriyolar
siniflandirmaya tabi tutulmus ve dondurmaya
uygun olanlar vitrifikasyon metodu ile
dondurulmustur.

Coziindiirmede, sivi azot igerisinden
cikarilan ve igerisinde dondurulmus in vitro
iiretilen (IVP) embriyolarin bulundugu payet
5-6 sn. havada tutulduktan sonra 20°C’lik

ik su igerisinde yaklasgtk 10-15 sn.
bekletilerek sakkarozun tamamen c¢oziinmesi
saglanmistir. Kesilen payet icerisindeki embri-
yolar stereo mikroskop altinda bulunmus ve
hemen 0.5 M sakkaroz soliisyonu igerisine
almarak kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi
(devitrifikasyon) islemi baslatilmigtir. Buradan
0.25 M sakkaroz soliisyonu igerisine aktarilan
embriyolar, enson %20 Buzagi serumlu (CS)
Dulbecco’nun Fosfat Tampon Soliisyonu (D-
PBS) icerisine alinmistir. Embriyolar canlilik-
larinin kontrol edilmesi amaciyla TCM-199 +
0,1 mM B-Merkaptoetanol + %20 Fotal Buzagi
Serum’u (FCS) iceren soliisyon igerisine
almmis ve %99 bagll nem, %5 CO, ve
38,5°C’1i inkubatorde, 24-48 saat inkubasyona
tabi tutulmustur. Re-ekspansiyon olan ve
zonadan ¢ikan IVP embriyolar canli olarak
degerlendirilmistir.

Dondurulan/¢oziindiiriilen embriyola-
rin %20 CS’li D-PBS de intakt oranlari, kiiltiir
medyumunda ise re-ekpansiyon ve zonadan
cikmis olanlarin  canlilik oranlart tespit
edilmistir.

BULGULAR

Yedi giinlik IVP embriyolardan;
miitkemmel ve iyi kalitede 61 adet genislemis
blastosist ve 39 adet blastosist olmak {iizere
toplam 100 adet vitrifiye edilmistir.
Coziindiirme sonrasi, %20 CS’li D-PBS
soliisyonu icerisine alinan embriyolarin
85 adetinin intakt oldugu goriilmiis ve intakt
embriyo oran1 %85 olarak tespit edilmistir.

TCM-199 + 0,1 mM B-Merkaptoetanol
+ %20 FCS igeren Kkiiltiir soliisyonu
icerisindeki embriyolarda, re-ekspansiyon ve
zonadan ¢ikma oran1 %35 olarak bulunmustur.

TARTISMA ve SONUC

IVP embriyolar icin elde edilen re
ekspansiyon ve zonadan ¢ikma orani, Martinez
ve ark. (17)’nin, EFS sonuglarima benzer
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bulunmus olmasi, vitrifikasyon icin kullanilan
kriyoprotektanlarin  sigir embriyolar1  igin
uygun oldugunun gostergesidir.

Enright ve ark. (4), Rizos ve ark.’nin
(22) SOF Kkiiltiir soliisyonu, Cseh ve ark.’nin
(2) Rall Vitrifikasyon Medyumunda (RVM)
vitrifiye edilen erken ve genislemis blastosist-
ler ile Massip Vitrifikasyon Medyumunda
(MVM) vitrifiye edilen geniglemis blastosist-
lerden ve Nguyen ve ark.’nin (19) 1. giin
sonuglarindan  yiikksek  bulunmug olmasi,
¢oziindiirme sonrasi canlilik konusunda basari
elde edildigini ve laboratuvar sartlarinin bunun
icin yeterli oldugunu ifade etmektedir.

Nguyen ve ark.’nin (19) 2. ve 3. giin
bulgular ile Leibo ve ark. (15), Cho ve ark. (1),
Lazar ve ark. (14), Kaidi ve ark. (8), Cseh ve
ark.’nin (2) MVM’de vitrifiye edilen erken
blastosistlerden ve Rizos ve ark.’nin (22)
TCM-199 Granuloza Hiicre Medyumu (GCM)
sonuc¢larindan diisiik bulunmasi ise, in vitro
embriyolarin dondurmaya ve ani 1s1 degisim-
lerine daha duyarli oldugunu gostermektedir.

Yapilan arastirmalar gostermektedir ki,
in vitro sigir embriyolarinin  dondurularak
muhafazasinda vitrifikasyon tekniginin  etki-
si, geleneksel dondurma yontemine gore daha
fazladir. Bu teknik; kolay ve kisa siirede
uygulanabilmesi, maliyetinin az olmast ve
embriyo dondurulmasi amaciyla kullanilan
pahali cihazlara gereksinim duyulmamasi gibi
avantajlar1 da goz Oniine alindiginda,
iilkemizde sigir embriyolarinin dondurularak
muhafazasinda kolaylikla kullanilabilecektir.

Vitrifikasyon  sonrasinda  kiiltiir
kosullart in vitro fertilize embriyolarin canlilig1
ve kalitesini etkilemektedir. Dondurularak
muhafaza edilen in vitro embriyolarda yiiksek
canlilik orami elde etmek i¢in kriyopreservas-
yon metotlarindan daha cok, c¢oziindiirme
sonrast embriyolarin bulundurulacag: kiiltiir

ortamlarinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Vitrifikasyonla dondurularak ¢6ziin-
diiriilen embriyolarin uygun sayida tasiyici
hayvana nakledilmesi ve bu teknigin in vivo
embriyolarda da uygulanarak daha yiiksek
gebelik oranlarinin elde edilmesi arastirmanin
nihai hedefine zenginlik katacaktir.

Sonug olarak, in vitro iiretilen 7 giinliik
sigir embriyolarinin, ¢oOziindiirme sonrasi
tatminkar diizeyde canlilik elde edildigi igin
vitrifikasyonla dondurulabilecegi kanaatine
varilmigtir.
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