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INEKLERDE iN VITRO FERTILiZASYON
(DERLEME)

(In Vitro Fertilization in The Bovine) (A Review).

Mustafa GUNDOGAN*

SUMMARY

This review includes the description, importance, technique and the made
researchs of the in vitro fertilization in breeding bovine.

The fecundation mature oocytes out side the female tract is called in vitro
fertilization (IVF). The advantage of this technique is that the more embryos can be
produced with rather low cost.

A considerable progress has been given by recent studies on oocyte, sperm
and embryo. It may become possible to order in an IVF- laboratory embryos, that
have been cultured in vitro from oocyte up to the morula or blastocyststage.
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OZET

Bu derleme, inek yetistiriciliginde in vitro fertilizasyonun tanimi, Onemi,
teknigi ve yapilan ¢aligsmalar1 kapsamaktadir.

In vitro fertilizasyon, olgun oositlerin disi genital kanalinin disinda doéllenme-
sidir. Bu teknigin onemli bir avantaji, embriyolarin ¢ok sayida oldukca diisiik bir
maliyetle iiretilebilmesidir.

Son giinlerde oosit, spermatozoid ve embriyo lizerinde daha fazla
calisilmasi bu alanda belirgin bir ilerleme saglamistir. Oositlerden morula veya blas-
tosist safhalarina in vitro olarak kiiltiir edilebilen embriyolar, bir in vitro fertilizasyon
laboratuvarinda siparis imkan1 bulabilecektir.

Anahtar Kelimeler: In vitro fertilizasyon, inek.

* 1 Yard. Dog. Dr. A K.U. Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, AFYON
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GIRIS

Biiyiik o6lciideki hayvansal verim agigini kapatma cabalar1 ve dnlem-
leri icerisinde sigir yetistiriciligi onemli bir yer tutmaktadir. Hayvansal ve-
rimliligin devami temelde buzagi verimine bu da en uygun zamanda ve en
ucuz yontemler kullanilarak gebeligin saglanmasina baglidir. Bu der-
lemede, verim kabiliyeti yoniinden yliksek degerdeki hayvanlarin ireti-
minde in vitro fertilizasyon tekniginin asamalari, 6nemi ve yapilan
calismalar tizerinde durulmustur.

Sahip olunan modern tekniklerin birbiriyle iliskisine 6nem verilmesi,
herseyden Once evcil hayvan potansiyelinin arttirilmasi ile ilgili olan, her iki
ovaryum esey hiicre populasyonlarinin kullanilmasi, sun'i tohumlama
tekniklerinde dondurulmus sperma kullaniminin pahali olmasi, degerli
erkek damizliklardan elde edilerek uzun siire sakli kalan dondurulmus
spermadan c¢ok etkili olarak faydalamilmasi, ihracatta embriyo transplan-
tasyon tekniklerinin daha fazla talep edilmesi ve preovarian adhesyonlar
gibi sonradan olugmus bazi tip infertil disi hayvanlardan bir ¢ok yavru elde
edilmesi ve dolayisiyla yiiksek verim degerlerine sahip hayvanlardan da
daha uzun siire ve yiliksek oranda hatta gebelik esnasinda dahi bu hay-
vanlarin gametlerinden yararlanilmast aymi zamanda hem erkek hem de
disi gametlerin fertilitesini tayin etmede yaygin olarak kullanilan bir teknik
olmas1 gibi 6zelliklerden dolay1r bu teknigin kullanilmasit ve imkanlarinin
genisletilmesi hedeflenmektedir. Eger bilgiler iireme metodlarn igerisinde
yapilan caligmalardan toplanarak pratige uyarlanmaya calisilirsa hayvan
diretimi ve 1slahi iizerinde ©nemli bir etkiye sahip olacaktir. Yapilan
calismalarin olumlu ve etkili sonuclar vermesi, bu teknigin éneminin belir-
tilmesine yetecektir. Ayrica in vitro fertilizasyon, genetik miihendisligi
tekniklerinin uygulanmasinda degerli bir ek teknolojidir.

In vitro fertilizasyon, disi genital organlarin disinda olgun veya olgun-
lagtirilan oositlerin,  kapasitasyona ugramis veya ugratilmis spermato-
zoitlerle  karsillagsarak  fertilize  olmasiyla embriyolarin olusmasi ve
devaminda  uygun alicilara gelismis donemdeki embriyolarin transfer
edilmesi veya saklanmasimi kapsayan bir tekniktir (1, 3, 4, 5, 12, 14). Bu
teknigin  ilk uygulanisi 1959' da tavsanlarda basarilmis ve ilk yavru
almmustir. Embriyolarin ilk dondurulmasi ise ilk 1972 yilinda fare embri-
yolarinda gerceklestirilmistir. Bu tarihlerden itibaren in vitro fertilizasyon
teknigi, fare, rat, hamster, kedi, kobay, koyun, sincap, insan ve ineklerde
uygulanmaktadir (3, 5, 12, 13, 21, 25).

In vitro fertilizasyon teknigi, gametlerin elde edilmesi, in vitro olgun-
lagtirilmast, in vitro fertilizasyon, embriyolarin kiiltiirii ve alicilara nakli veya
saklanmasi gibi agamalar icermektedir (11, 12, 23, 25).
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1. GAMETLERIN IN VITRO OLGUNLASTIRILMASI

Ne ovaryum i¢inde olusan oosit sekillerinin tamami ne de testisler
icinde sakin duran erkek gametler fonksiyonel degildirler. Onlarin, fertili-
zasyon olaylara katilabilecek gelismeyi gosterdikten sonra dogal salive-
rilmeleri veya daha ileri olgunlasma asamalarindan gecmeleri gerekmek-
tedir. Spermatozoitlerin fonksiyon kazanabilmeleri icin epididimal kanalda
pek cok kivrimlar boyunca yavas gecis esnasinda tamamlanan testikuler
olgunlagsma donemine ve ejekulasyondan sonraki donemde disi genital
kanalda gerceklesen olgunlasma (Kapasitasyon) donemi gecirmeleri
gerekmektedir. Oositlerin ise ovaryum icindeki gelisim ve ovaryumdan
salindiktan sonra fallopian tiip icindeki olgunlagsma donemine ihtiyaclari
vardir. Bu teknik epidydimal ya da ejekule edilen spermatozoitler ile ovuma
veya oositlere in vitro miidahaleyi icermektedir. Gametler elde edildikten
sonra taze PBS (Phosphate Buftered Saline) i¢ine almirlar (Tablo 1). Bu
medyumun pH' s1 7.3-7.4 ve sicaklign 38.5-39.0 °C olmalidir (1, 11, 12, 13,
14, 21).

Tablo 1. In vitro olgunlasma igin gametlerin tutuldugu PBS medyu-

mu.
Soluysan A gr/lt(x10) | Soluysan A gr/lt(x10)
Nacl 80.0 CaCl2.2H20 0.67
KCl 2.0 veya

Na2HPO4.6H20 067 | (ACIHOH0 10
veya MgCl2.6H20 1.0
NaHPO4 11.5

KH2PO4 2.0

Hazirlamisi: 100 ml Sol. A, 10 ml Sol. B ve 890 ml su ile 1000 ml
PBS hazirlanmus olur.

A- OOSITLERIN KULTURU

Oositlerin olgunlagma fizyolojisinde follikiiler ¢evre sartlar1 onemli
olmasina ragmen yapilan bir ¢ok arastirmada ovaryumdan miidahaleyle sun'i
olarak elde edilen oositlerin in vitro Kkosullarda follikiiler ortamin
saglanmasi ile fonksiyonlarin1 devam ettirebildikleri bildirilmektedir (6, 9,
18, 20, 27, 29).

Gen¢ memelilerin ovaryumlarindaki esey hiicre populasyonunun
kullanmminin  daha fazla arttinlmasi, {ireme giiclinlin kaynaginin
arttirilmasinda baslica imkandir. Diger memelilerde oldugu gibi sigirlarda
da 6strus zamaninda kendiliginden ovule edilen oositlerin sayisi, ovaryum-
daki oositlerin binlercesinin normalde sadece bir tanesidir.
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Sigirlarda degisik fotal ve postnatal safhalarda esey hiicre popu-
lasyonu mevcuttur. Antral follikiillerin sayis1 postnatal yasin 2. ayindan 8-
10. yilina kadar sabit kalir ve sonra yavasca azalir. Follikiil ve esey
hiicrelerinin postnatal populasyonundaki degisikliklere gore oositlerin kul-
laniminin arttirilmasi amacglanan miidahalelerde prepuberal hayvanlar kul-
lanilabilmektedir (5, 13, 18, 21, 24, 30).

Buzag: ya da inek oositleri, kesimden veya cerrahi miidahaleler ya
da laparoskop yardimiyla follikiiler antrum igeriginin aspirasyonuyla ya da
ovulasyondan sonra oviduct veya fallopian tiipiin yikanmasiyla mekanik
olarak elde edilirler. Bunun yaninda, in vitro fertilizasyon gibi yontemlerde
kullanilmak {izere gebe ineklerden oositlerin toplanabilecegi yapilan
calismalarda (11, 16, 22) bildirilmektedir.

Aspirasyon zamaninda genellikle follikiiler oositler heniiz olgun-
lagmamustir. Niikleusun fertilizasyon i¢in olgunlagsmasina miisaade etmek
amactyla belli bir siire oositler kiiltiire edilirler. Bunun i¢in elde edilen oosit
cumulus kompleksi hiicreleri metafaz 1 veya 2' ye 38.5-39 °C' de plastik
petri kutularinda uygun medyum ic¢inde inkube edilerek gelistirilirler.
Olgunlastirma medyumu olarak Medium-199 kullanilmaktadir (Tablo 2). Bu
medyum % 5 CO2 iceren ortamda, pH' s1 7.3-7.4, sicakligr 38.5-39.0 °C ve
osmolaritesi 270-290 mosm olmalidir. Petri kutularina 50, 100 veya 400
pllik hacimlerde konan oositler medyum iginde 24 saat inkube edilerek
olgunlagtirilirlar. Laboratuvarda biiylik graaf follikiillerinden direkt olarak
elde edilen oositler ovule olmus bir ovum' un tam ¢apina ulagsmis olup, sto-
plazmik olgunlagsmanin da Onemli bolimii tamamlanmustir. Eger oositler
HCQG ile in vivo uyaridan 24 saat sonra follikiillerden toplanip in vitro fertil-
izasyona tabi tutulursa normal blastosistler sekillenmektedir. Pargalanma,
patlama veya aspirasyon yoluyla follikiiler icerikten elde edilen oositler in
vitro olarak olgunlastirilir. Oositleri olgunlastirma soliisyonu, orantili miktar-
daki basit tuz soliisyonuna serum albumini, aminoasit, vitamin, hormon
(FSH, LH) katilmasiyla hazirlanir (6, 11, 16, 17, 26).

Tablo 2. Oosit yikama medyumu Medium 199.

mg/100ml
NaCl 666.0
KCl 23.8
NaHCOs3 16.8
NaH2PO4.2H20 6.2
Sodium Lactate 112.1
MgCl2.6H20 10.0
CaCl2.2H20 29.4
HEPES 240.0
Phenol Red 1.0
Sodium Pyruvate 5.5
Bovine Serum Albumin 300.0
Glucose 100.0
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Ovulasyon oncesi follikiil i¢indeki ostrojenik ¢evre, oositlerin fonksi-
yonel olgunlasmasinda sinerjik etkiye sahip oldugundan follikiil sivisi
homologlarini ihtiva eden soliisyonun modifiye edilerek kullanimi, kiiltiir
peryodu ile orantili olarak oositlerin olgunlasma oranmi arttirmaktadir (2, 7,
8, 20, 21, 26).

B- SPERMATOZOITLERIN OLGUNLASMASI

Ovulasyonda ovum'un aksine spermatozoitler, epididymis'e gir-
meden Once mayoz boliinmeyi tamamlamislardir. Tohumlamayla disi geni-
tal yoluna birakildiktan sonra spermatozoitin en son olgunlasmasi gercek-
lesmekte ve fertilizasyon icin fonksiyonel duruma gelmektedir.
Spermatozoitlerin oositleri dolleme yetenegine ulagabilmeleri icin kapa-
sitasyona ugramalar1 gerekmektedir. Kapasitasyon ya daha oOnce tohum-
lanmis diger bir disiden spermatozoitleri geri alarak veya uygun kapasitas-
yon swvisinda swim-up islemi ile bir saat inkube edilerek kazandirilir .Bu
teknik epididymal ve ejekule edilen spermatozoitlerin her ikisinde birlikte
denenmekte ve spermatozoitler uygun konsantrasyondaki bir fizyolojik
medyumla karistirllarak uygun inkubasyon sartlar1 altinda kapasitasyon
gelismekte ve spermatozoid motiliteleri in vitro olarak arttirllmaktadir.
Kapasitasyon medyumu, osmolaritesi 290-310 mosm olan modifiye Ca*?-
icermeyen Tyrode medyumundan olusur (Tablo 3). Bu medyum maksimum
nemli, % 5 CO2 iceren ortamda, pH's1 7.3 -7.4 ve 38.5 °C sicaklikta
ekilibre edilir. Ortalama 0.25 ml' lik payet icin 1 ml kapasitasyon medyumu
konik test tiiplerine konur. Motil spermatozoid kapsayan tiipler 45° ac¢ida 1
saat inkube edildikten sonra 500 devirde 7-10 dk santrifiij edilir. Boylece
kapasitasyon kazandirilmis olur. Burada amag, spermatozoid ylizeyinden
seminal plazma elementlerinin uzaklastirilmast ve akrozom reaksiyonunu
meydana getiren vezikiilasyon degisikliklerinin uygun yonde gelismesini
saglamaktir. Bu degisiklikler, cumulus hiicrelerinin ilavesiyle ya da follikiiler
stvinin katilmasiyla ilerletilebilir. Fakat reaksiyonun akis zamani kesinlikle
in vivo ortamdakinden daha hizli degildir (1, 5, 7, 11, 12, 19).
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Tablo 3. Kapasitasyon Medyumu. Modifiye Ca*? icermeyen Tyrode
soliisyonu.

mg/100ml
NaCl 654.5
KCl 20.0
NaHCOs3 210.0
NaH2PO4.2H20 6.2
Sodium Lactate 112.1
MgCl2.6H20 10.0
HEPES 120.0
Sodium Pyruvate 11.0
Bovine Serum Albumin 600.0
Glucose 250.0

IL. iN VITRO FERTILIiZASYON

Memelilerde fallopian tiip igerisinde fertilizasyon normal olarak
gerceklesmektedir. Memeli ovumunun viicut disinda fertilizasyonuna iliskin
belli bir cerceve icindeki bu konu bilim adamlar1 i¢in uzun bir arastirma
hedefi olmustur.

Memelilerde in vitro fertilizasyon caligsmalarina ilk tavsan ve kobay-
larda baslanmustir. Ik ¢alismalarda spermatozoid kapasitasyonu, in vivo
olarak tohumlamadan 12 saat sonra tohumlanan disilerin uterusundan geri
almma yoluyla saglanmistir. Ovumlar ise az miktardaki Locke soliisyonu
igerisinde, graaf follikiilui iceriginin 30-120 dk inkube edilmesi ile elde edil-
mistir. Fertilizasyon ise in vitro ortamda cam tiipler icerisinde karisimin sal-
lanip inkubator ara¢ olarak kullamilmas: ile saglanmistir. Ancak ilk
calismalarda (Tablo 4), inek ve koyunlarda olumlu sonuglar alinamamstir (3,
5,11, 18, 23, 25).

Tablo 4. Cesitli tiirler {izerindeki ilk IVF ¢alismalarinin sonuglari.

Tiirler IVF Canli Yavru Alinmasi
Tavsan + +
Rat + +
Fare + +
Hamster + -
Kobay + -
Inek ? -
Koyun ? -
Insan + +
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In vitro fertilizasyon icin gerekli kriterler sunlardir;

-Gonadlarda gametlerin niikleer ve stoplazmik olgunlagmalari,

-Erkek ve disi genital organlarda fertil olan gametlerin gelismeleri,

-Yeterli motiliteye sahip fertilize olabilir spermatozoitlerin yeterli
sayida olmasi,

-Fertilize olabilen 1. polar kisma sahip ovum.

Fertilizasyon Kkiiltiire edilmis oositleri ve kapasitasyona ugramis
spermatozoitleri kapsayan 46 .uL. hacmindeki damlalarinin modifiye Tyrode
solusyonu icinde karsilastirdiktan bir ka¢ saat sonra meydana gelir. Bu
medyum maksimum nemli, CO2 iceren atmosferde, pH' s1 7.7-7.8 ve 38.5-
39.0 °C sicaklikta 1 saat ekilibre edilir. 5-10'lu gruplar halindeki oositlerin
tizerine 2-5 pl hacminde 1-1.5 milyon/ml'deki spermatozoid siispansiyonu
ilave edilir. Petri kutular1 maksimum nemli, % 5 CO2 iceren atmosferde ve
38.5-39.0 °C sicakliktaki inkubatdrde 18-20 saat inkube edildikten sonra
steoro mikroskop altinda boliinmelere bakilip morfolojik olarak normal
olanlar (simetri, renk, blastomerlerin varligi...) in vitro kiiltiir edilirler. Kiiltiir
icin taze % 20 SS ihtiva eden M-199 kullanilir (Tablo 2). Her 44-48 saatte
45 ul hacimdeki medyum taze medyum ile degistirilir. Olusan diizenli blas-
tomere sahip embriyolar 10-20' li gruplar halinde maksimum nemli, % 5
CO2 igeren atmosferde ve 38.5-39.0 °C sicakliktaki kiiltiire edilirler. Olusan
embriyolar genellikle alicilara transfer edilmeden Once gelisimi icin bir siire
in vitro olarak kiiltiire edilirler. Embriyolar bir alicinin uterusuna transfer
edilmesinden once gelismenin blastosist ya da morula safhasinda
olmalidirlar. Bu ya yeni fertilize olmus embriyonun pH' s1 7.8 ve osmola-
ritesi 290-310 mosm olan fertilizasyon medyumu yani Modifiye Tyrode
soliisyonu (Tablo 5) icinde kiiltiirii ile ya da uygun ortamdaki sicak bir yere
transfer ile yapilabilmektedir. Inekler igin secilen tastyic1 hayvan koyundur.
Yiizlerce 1 veya 2 hiicreli embriyo tasiyici bir koyunun oviduct'una trans-
fer edilip 6 giin sonra tekrar elde edilerek alicilara transfer ya da dondur-
ma i¢in degerlendirilebilmektedir (3, 12, 13, 14, 25).

Tablo 5. Modifiye Tyrode Soliisvonu.

mg/100ml
NaCl 666.0
KCl 73.8
NaHCOs3 209.0
NaH2PO4.2H20 6.2
Sodium Lactate 112.1
MgCl2.6H20 10.0
CaCl2.2H20 29.4
HEPES 240.0
Phenol Red 1.0
Sodium Pyruvate 5.5
Bovine Serum Albumin 600.0
Glucose 100.0
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Embriyolarin erken kiiltiirtinde sigir oviduct epitel hiicreleri ile kom-
poze edilen Kkiiltiirler kimyasal olarak tanimlanan kiiltirden daha olumlu
sonuglar vermistir. Bununla beraber bazi durumlarda in vitro fertilizasyon
cumulus oophorus ve corona radiata hiicrelerinin varligi ile artmaktadir.
Gelecekte embriyolarin toplu {iiretimi i¢in daha makbul bir metodu, bu
teknigin gelistirilmesi saglayacaktir (7, 8, 20, 26, 27).

Yapilan calismalarda (15, 19, 28, 29) toplanan follikiiler oositler
olgunlagtirthip kiiltiir edildikten sonra kapasite olmus spermatozoitlerle
karsilagtirilarak in vitro fertilizasyona tabi tutulup degerlendirilmis ve Ostrus
siklusunun 7. giiniindeki (Ostrus=0. giin) alicilara ipsilateral olarak transfer
edilmis ve basarili sonuglar alinmigtir.

In vitro fertilizasyonun gerceklesmesinde ve basariya ulasmada
bircok faktor etkili olup, dikkate alinmasi1 gerekmektedir. Bunlar (3, 5, 11,
13, 23, 25);

1. Spermatozoitlerin gelisme durumu ve yogunlugu: Ejekulasyon-
dan sonra veya epidydimisten elde edilen spermatozoitlerin kiiltiir medyu-
munda ya da disi genital kanalinda kapasitasyonu esnasinda miktarlar
azalmaktadir.

2. Ovum'un gelisme durumu: Ovaryum oositlerinin inkubasyonu
esnasinda ovumun etrafindaki sivi ve follikiil hiicrelerinin varligi veya
yoklugu.

3. Tercih edilen medyumlar: Bu medyumlarin osmolaritesi 290-310
mosm ve pH' s1 7.4-7.6 olmalidir.

4. PFertilizasyon  esnasindaki  spermatozoid  siispansiyonunun
yogunlugu ve hacmi: Bu degerler 1.2 x 10%ml ve 40-100 ul olmaldr.
Spermatozoid orani fazla olmasina ragmen ovuma penetre olabilen miktar
azdir.

5. Gametlerin kiiltiirii ve sonra karisimin yapildigi yer ile zaman
arasindaki iliski: Spermatozoid siispansiyonunun preinkubasyon peryo-
dunu, follikiil stvisinin varligi, yoklugu ve miktar etkiler.

6. Spermatozoitlerin motilitesi: Motilite in vitro olarak ovuma pene-
trasyonda temel rol oynamaktadir.

7. Ist: In vitro manipulasyonlar esnasinda 1sidaki minimum dalgalan-
malar bile spermatozoitlerin kiimelenmesine neden olur.

8. Isik: Kiiltiir sistemi, mikroskopta periyodik kontroller istisna,
karanlikta tutulmalidir.

9. Aseptik on tedbirler: Mikroorganizma, kan ve hiicre siispansiyon-
larinin kontaminasyonundan sakinilmalidir.

10. Yash gametler: Fertilizasyon yash gametlerle yapildiginda ya
embriyo gelismez ya da yasama giiciinden yoksun embriyolar olusur.
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11. Stres: Normal in vivo fertilizasyonda oldugu gibi in vitro fertilizas-
yonda da basariya ulasmada stres dnemli bir etkiye sahiptir.

III. EMBRIYOLARIN KULTURU VE SAKLANMASI

Fertilizasyondan sonra gebeligin sekillenebilmesi icin embriyolarin
transferinde, transfer edilecek yere uygun olabilmesi acisindan, 2 hiicreli
donemden 8 hiicreli ve blastosit devresine gelismelerini saglamak
amaciyla kiiltiir edilmeleri gerekmektedir.

Embriyolarin gelisimi i¢in kiiltiir kosullarinin implantasyon oncesi
tubal ve uterus sivilarinin temel bilesenlerini ihtiva etmesi gerekir.

Embriyolarin kiiltiir icin degisik kiiltir medyumlar1 kullanilmakla
beraber ilk calismalarda (5, 11, 17, 18, 21) embriyolar in vivo ortamda
kiiltiir edilmekteydi. Yapilan ¢alismalarda (2, 9, 10, 18, 30) embriyolar inek-
lerde baglica kesimle geri alinmis veya laparotomiyle TC 199 gibi bir
medyum kullanilip verici genital kanalindan yikanarak ya da modifiye tuzlu
fosfat-bufter ile nonsirurjikal yitkanma yoluyla elde edilmistir.

Embriyolarin kiiltiirll icin c¢esitli kiiltiir medyumlar1 kullanilmaktadir.
Elde edilen 1, 2-4 veya 8 hiicreli embriyolar belli siirelerde uygun Kkiiltiir
medyumlarinda kiiltiir edildiklerinde 12, 16, 20 (erken morula), 32 (moru-
la), 64 (ge¢c morula), erken blastosist ve blastosist donemlerine gelistirilir.
Ineklerde embriyolarin gelisim siireleri ve donemleri Tablo 6' da verilmistir.
Blastosist devresine gelisen embriyolar ya alicilara ipsilateral olarak
hemen transfer edilirler ya da daha sonra transfer icin uygun tekniklerle
dondurularak saklanirlar. Embriyolar -120 °C' den diisiik 1silarda sak-
landiklarinda morfolojik degisimler durmaktadir. Memeli embriyolan igin
nitrojen likit' de yasama siireleri tahminen yaklasik 30.000 yil civarindadir
(11, 14).

Tablo 6. inek embriyolarinin gelisim siireleri ve donemleri.

Ostrustan sonraki giinler Embriyolarin gelisme dénemi
0-2 1 Hiicreli

1-3 2 Hiicreli

2-3 4 Hiicreli

3-5 8 Hiicreli

4-5 16 Hiicreli

5-6 Morula

5-7 Ge¢ Morula

7-8 Erken Blastosist

7-9 Blastosist

8-10 Genislemis Blastosist
9-11 Sarkmig Blastosist
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Embriyolar kiiltiire edildikten sonra bir seri halindeki cryprotectan-
larin  yogunluklar1 icinde tasinirlar. Daha sonra lastik uyarlayicilarla
siringaya baglanan payetlere sirasiyla medyum-hava-medyum + embriyo -
hava - medyum aspire edilir. Payetlerin her iki ucu tikacla kapatilarak
adlandirma igin etiketlenir. Tika¢ olarak ya 1sitilip preslenir ya da
PV A(Polyvinyl alcohol) veya PVP (Polyvinyl pyrrolidone) ile doldurulur. Iki
ucuda kapatilan payetler degisik sogutma metodlar1 uygulanarak dondur-
ma islemi i¢in hazirlanir (11, 14). Sogutma islemi icin degisik metodlar
uygulanmakta olup bunlar;

-Yavas sogutma derecesi dakikada 0.5-1.6 °C

-Hizli sogutma derecesi dakikada 17-30 °C

-Sogutma derecesi dakikada -1 °C'den -7 °C' ye degistirilir.
-Sogutma derecesi dakikada 0.3 °C' den -35 °C' ye degistirilir.

-Sogutma derecesi dakikada 0.1 °C' den -38 °C'ye degistirilir.
Payetler dondurucuya yerlestirilir ve -6 °C' de 10 dk. bekletilir. Bu esnada
pensler Nitrojen likitte sogutulur. Payetler, buz kristalleri formunu alana
kadar sogutulur ve penslerle embriyolarin yanindan simsiki tutularak pro-
gramlanabilen sogutucunun ic¢ine yerlestirilip sogutma metodu uygulanir.
Termos sisesi nitrojen likit ile doldurulur. Dondurulmus embriyolar1 bulun-
duran payetler dondurucudan cikarilir ve nitrojen likit icerisine daldirilir.
Payetler aliminyum gobletlere yiiklenir ve Nitrojen likit i¢inde -196 °C' de
saklanir. Bu sekilde embriyolar uzun siire muhafaza edilmektedir (11, 14,
25).

Dondurulmus embriyolar kullanilacagi zaman c¢ikarilir ve c¢oziiliir.
Cozme islemi icin 20 °C' deki oda sicakliginda 6-10 sn tutulup yikama
suyuna daldirilir. Yikama suyunun sicakligi ise 35-37 °C' ye ayarlanir.
Boylece ¢oziinen embriyo gerek transfer icin gerekse degerlendirme icin
kullanalabilir (11, 12, 14).

SONUC

Ovulasyon, fertilizasyon ve embriyonik gelisme fizyolojisi arasindaki
baglarin in vitro taklit edilmesi olan in vitro fertilizasyon teknigi ile baz1 infer-
til hayvanlardan ve genetik yonden istiin verimli hayvanlardan daha fazla
oranda yararlanilmasi ve daha ekonomik olmasi dolayisiyla bu teknik
tizerindeki ¢alismalarin ilerletilerek yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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