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SIGIR EMBRiIOSUNUN DONDURULMASI

(Freezing of Bovine Embrvo )

Hiiseyin SUNGUR (*¥) Nafiz YURDAYDIN (*%)

SUMMARY

For last ten years, The developments recorded on the biotechnology have
facilitated the control of reproduction processes in the animal husbandry and
the obtained results have drawn attention at all times.

Embryo transferring means the transferring of embryo to uterus of another
female by using surgical and non-surgical methods and the completing of all
the gestation period in this uterus, after the taking out of this embryo which
is at earlier phase from donor female. Putting of embryo transferring process on
the practice with a 50 % of gestation success have focused all the interests
on female brooders. As while 50 % of genetic can be controlled with a bull having
a good performance, 100 % of genetic is possible to control with embryo. The
above-mentioned developments on the biotechnology have obliged the animal
breeders to take both female and male brooders in to the consideration.

Embryo transferring makes possible to obtain a lot of calves from superior
quality female animals which not oblige to carry their own fetus during all the
period of gestation. Suckling mother has not any influence on calve which she
carries. But, receipents transfers the immunities against to some diseases to calve.

(*) Vet. Hek., PUGEM Arastirma Dairesi, Hayvan Yetistirme ve Islah $Sb. Md.
(**) Yrd. Dog. Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Reprodiiksiyon ve Sun'i Tohumlama Bilim
Dali, ANKARA.
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As known, embryo transferring is applied together with superovulation
process. The purpose of superovulation process is to provide to be produced
ovum more than one during one cyclus. It is problem that superovulation exhi-
bits a large variation. There fore, it is impossible to estimate amount of ovum or
embryo to be obtained. Superovulation may not form in some cows, hovever
superovulation more than 15 -20 % may form in some cows. Reaction of same
cow to superovulation may be different in varioos times.

These factors make harder estimation of mother amount to be synchro-
nized and caused to loss of embryo in sometimes.

Embryo transferring provided advantadges such as a considerable low
transport cost and lower disease risks for costomers.

In this respect, since 1970's, embryo transferring has being considered
as part of programmes relating to genetical improvements and research on the
methods of embryo freezing have being intensed.

OZET

Son 10 yildir, biyoteknolojide saglanan gelismeler hayvan yetistiriciliginde,
tireme stireclerinin denetimini kolaylastirmakta ve elde edilen neticeler her defa-
sinda bilyiik yankilar uyandirmaktadir.

Cok erken sathadaki embryonun verici hayvanin (DONOR) uterusundan
alinarak, ayn tiirden baska hayvanlarin uterusuna cerrahi veya cerrahi olmayan
yontemlerle nakli ve gelisecek yavrunun gebelik siiresini burada tamamlamasi
demek olan embryo transferinin % 50 civarinda gebelik basarisi ile uygulama
alanina sokulmasi, dikkatleri disi dammzliklar iistiinde toplamistir. Ciinkii, iyi bir
boga ile genetigin yaris1 kontrol edilebilirken embryo ile % 10'linii kontrol etmek
miimkiindiir. Iste biyoteknolojideki bu gelismeler hayvan 1slahi ile ugrasanlari
disi ve erkek damizliklar1 beraber diisiinmeye zorlamigtir.

Embryo transferi, artik tiim gebelik siiresi boyunca kendi buzagilarini tasi-
mak zorunda olmayan iistiin nitelikli disi hayvanlardan, daha fazla yavru elde
edilmesini miimkiin kilmaktadir. Siit annelik yapan bir inegin, tasidig1 buzag:
izerinde hig¢ bir etkisi yoktur. Ancak, tasiyic1 anne bazi hastaliklara kars1 sahip
oldugu muhafiyeti yavruya intikal ettirir. Bu nedenle embryo nakli, hayvan
1slahinda avantajli bulunmaktadir.
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Bilindigi gibi embryo transeri, superovulasyon teknigi ile birlikte kulla-
nilir. Siiperovulasyonun amaci, bir siklus doneminde birden fazla ovumun {iiretil-
mesini saglamaktir. Ancak siiperovulasyonun genig bir varyasyon gostermesi
onemli bir sorundur. Elde edilecek ovum veya embryo sayisim1 6nceden kestirmek
miimkiin degildir. Baz1 sigirlarda siiperovulasyon meydana gelmeyecegi gibi,
bazilarinda 15 -20 den fazla yumurta iiretebilir. Ayni inegin farkli zamanlarda
sliperovulasyona verecegi cevapta farkli olabilir.

Biitiin bunlar bir verici i¢in, ka¢ alici annenin sinkronize edilmesi gerek-
tigini zorlastirmakta, zaman zamanda embryo kayiplarina neden olmaktadir.

Embryo ihracaatinin, aliciva saglayacagi onemli Olciide diisiikk nakliye
bedeli ve daha az hastalik riski gibi avantajlarda vardir.

Bu yiizden 1970'i yillardan beri embryo transferi genetik 1slah program-
larinin bir parcasi olarak diisliniilmiis ve embryonun dondurulma yontemleri
tizerindeki arastirmalar yogunlagtirilmistir.

GIRIS

1928 yilinda Rus botanik¢i VAVILOV tarafindan Leningrad'da bitki gen
bankasinin kurulmasindan sonra, hayvan gen bankalariminda kurulmasinin bir
ihtiya¢c oldugu hissedilmeye baglanmustir. 1952 yilinda Audrey Smith'in bu

konudaki oncii gayretlerinden sonraki gelismeler Tablo 1' de gosterilmistir.
4, 16, 19, 21).

Gen kaynaklarinin muhafazasinda 3 nokta biiyiik 6nem tasimaktadir.

1- Spermanin Dondurulmasi; Hemen hemen tiim ciftlik hayvanlarinda
uygulanmaktadir. (Inek, At, Koyun, Kegi ve Domuz). Canli disilerinde saklan-
masi ile bu metot desteklenebilir.

2- Ovumun Kryoprezervasyonu; Spermanin dondurulmasi ve In-Vitro
fertilizasyon ile gelecek vadetmektedir. Heniiz tiim ¢iftlik hayvanlarinda pratik
olarak uygulanamamaktadir.

3- Embryonun Derin Dondurulmasi; Bugiin icin At, inek, Koyun, Keci'
de en iyi gen muhafaza metodudur (4, 16).
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Tablo 1- Memelilerde ilk Embryo Dondurma ¢alismalari.

TURU ARASTIRICI

Fare Whittingham ve Ark. 1972 -1979
Kassai ve Ark, 1980
Wood ve Farrant 1980

Rat Whitingham 1975.
Tavsan Bank ve Maurer, 1975.
Inek Wilmunt ve Rowson. 1973

Willaden ve Ark. 1978.

Koyun Willaden ve Ark. 1976.
Willaden. 1977.

Keci Bilton ve Moore 1976 -1979.

Insan Trounson ve Ark.1982.

Embryonun Saklanmasi; Genomun tamamini tagimasit bakimindan sper-
manin yada ovumun dondurulmasina gore avantajhidir ve genetik 6zgecmisi
bilinen veya bilinmeyen bir siit anneye genotip degisikligi riski olmadan transfer
edilebilir. Yangin, sel ve hastalik riski olmadan gen materyali uzun yillar sak-
lanabilir (4, 11, 15).

1- Sigir Embryosunun Kryoprezervasyonu

1973 yilinda Wilmunt ve Dowson sigirlarda, 1977' de Willadsen koyun-
larda embrioyu basarili bicimde dondurduktan sonra bu embryolarin diinyanin
herhangi bir yerinden, bagka bir yerine kolayca ve ucuz olarak taginmasi genetik
ilerleme i¢in ¢ok biiyiik kolayliklar saglamistir (11, 14).

Embryolarin kryoprezervasyonu laboratuvar hayvanlarinda (Fare, Rat,
Tavsan, Hamster) Ciftlik hayvanlarinda (Sigir, Koyun, Keci, At) ve Yabani
hayvanlarda (Antilop, Maymun) ve insanda basarili bir sekilde yapilabilmektedir.
Farkhi tiirlerde, farkli prosediirlerin uygulanmasina ragmen embryonun derin
dondurulmasinda 5 genel prensip vardir.
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1- Embryonun kryoprotektona maruz kalmasi,
2- Sifirin ¢ok altindaki derecelerde embryonun sogutulmast,
3- —196 °C'de likit nitrojen i¢inde saklanmasi,

4- Dondurulmus embryonun —196 °C' den 0 °C' ye veya daha yiiksek
derecelere yiikseltilmesi (Cozme),

5- Fizyolojik solusyona, embryonun dénmesi icin kryoprotektanin dilus-
yonu (Rehidrasyon) (1, 8, 10).

2- Kryobiyolojinin Prensipleri

Canl bir hiicrenin dondurulmas: hiicre ile onu ¢evreleyen ortam arasindaki
181 ve su transportunu igine alan fiziko -kimyasal olaylar kompleksinden iba-
rettir (6, 8, 17, 18). Embryo ancak kryoprotektanin 1-2 M konsantrasyonla-
rinda canliligini koruyabilir. Hiicre zarin gegebilen bir kryoprotektanin solusyona
ilavesi esnasinda hiicrede osmotik degisiklikler baslar (2, 4, 8, 16). Dilusyon
islemi uygun olmayan oranlarda yapilirsa hiicrenin canliligi etkilenebilir.

Embryo kryoprezervasyonu iizerindeki ¢aligmalar iki gerekge ile siirdiiriil-
mektedir.

1- Biitiin embryolarin yasayabilecegi basit ve ¢ok etkili bir muhafaza
metodunun bulunmasi,

2- Embryoya zarar veren mekanizmalarin ve embryo kryobiolojisinin
anlasilmasi (8, 16, 17).

Embryo kryoprotektana maruz kaldigi zaman oOncelikle ekstra -selliiler
solusyonun hiperosmotik basinciyla su kaybederek hacimce kiigiiliir. Ciinkii suyun
permeabilitesi, kryoprotektanlardan daha fazladir (6, 17). Hacimce kiigiilme;
suyun ¢ikisini, kryoprotektanin girisi dengeleyinceye kadar devam eder.

Kryoprotektan, permeabilite katsayisina ve 1siya bagli olarak embryo
icine girmeye devam eder (Dehidration). Daha sonra su tekrar hiicre icine yeniden
girerek tedricen biiyiimesine sebep olur.

Memeli embryo ve ovumlarinin permeabilitesi hakkinda ¢ok az kantitatif
bilgi mevcuttur. Degisik 1silarda fare embriosunun gegirgenligi lizerine bazi
calismalar vardir. Bu calismalara gore;
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1- Fertil ovum, in-fertil ovumdan ¢ok daha gecirgendir.

2- In - Fertil ovumun "sicaklik gecirgenlik katsayis1" fertil ovumdan
daha genistir.

Bir tip hiicrenin permeabilite karakterine bakarak diger hiicreler hakkinda
tahminde bulunulamaz. Bu ¢ok 6nemlidir. Ayn1 sekilde bir hiicrenin gecirgenlik
katsayisina bakarak farkli tiirden ayni hiicre i¢inde tahminde bulunulamaz.

Embryolar "Cryopreservation" yada ¢dzme esnasinda;
-Biiyiik buz kristallerinin olusmasi,
-Coziinen kimyasal maddelerin intra-selliiler konsantrasyonun artisi,

-Ve dondurma sirasinda dehidrasyondan dolay: hasara ugrar (Solution
Effect).

Hizli dondurma "Solution Effect" neticesi olusan hasari minimuma indirir.
Ancak buz kristallerinin olusumuna yol agar. Yavas dondurma buz kristallerinin
olusumunu Onler. Solusyon etkilerinden olusan hasar1 artirir. Bu sebeple optimal
dondurma orani, embryonun buz kristallerinden olusan hasara ve solusyon etki-
lerinden kaynaklanan toksiteye, nispi toleransina baglidir. Bir hiicre stispansiyonu
0 °C' nin altinda sogutuldugunda, kalan likit sivida eriyen kimyasal maddelerin
konsantrasyonundan dolay1 buz kristalleri olusur. (4, 6, 17).

Hiicre membran1 bir bariyer gibi etkileyerek intra-selliiler kompartmanlar
icinde buz kristallerinin yayilmasini onler. Plazma membranindan suyun gegisi
i¢in farkli bir basing vardir. Su hiicre digina ¢ikma egilimindedir. (Watson 1979).
Su transportunun kolayligi;

-Herhangi bir sicaklikta membran permeabilitesine,

-Yiizey/Volum oranina,

-Donma noktasina baglidir.

Eger hiicre su i¢in yeteri kadar permeabil ise yada donma noktasi yeteri
kadar diisiikse basing kiiciik kalir ve Suyun ekstra-selliiler bosluga hareketi ile

dehidrasyon olusur. Ekstra -Selliiler buz kristalleri hiicreyi deforme etmesine
ragmen, plazma membranini rupture etmez ancak kalici hasar olusturur.

Dondurma mediumuna (FM) glycerol veya DMSO gibi kryoprotektanlarin
ilavesi diisiik 1s1da donmay1 saglar. Bu muhtemelen hiicrelerin dehidrasyonu ve
solusyonlarin toksik etkilerinin geciktirilmesiyle olusur. Boylece embriolar
biiyiik buz kristallerinin olusumunu Onleyecek kadar yavas sekilde sogutulabilir.
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Kryoprotektanlar asir1 derecede mediumun osmolitesini artirdiklar1 ve
toksik olabildikleri icin belli araliklarla ilave edilir ve adim adim uzaklagtirilir.

Optimal yasama i¢in diisiik 1sinin kritik noktast sogutmada —4 °C ila
—60 °C, ¢ozmede ise —70 °C ila —20 °C' dir (4, 11, 14).
Yukarida embryolarin permeabilite katsayisinin farkli oldugu belirtilmistir.

Bu farkliliklar agagidaki Tablo ile 6rneklenmistir.

Tablo 2- -20 °C'de ve 1 ,5 M Glycerol sulusyonunda embryonun izotonik
voliimil i¢in ihtiya¢ duydugu zaman (dk).

TUR SAFHA EG PG DMSO GLY
UFO 4.5 2.9 5.1 200
FARE Ovum 4.0 3.1 3.8 130
UFO 24 1.7 23 85
HAMSTER | Ovum 2.7 1.5 3.8 25
UFO - - - 42
INEK Ovum - - - 4.2

EG :1,2 -Ethanediol

PG :1,2 -Propanedol
DMSO: Dimethyl Sulfoxide
GLY : Glycerol

Bu tabloda goriildigii gibi tiirlerin ovum ve Embryolarinin permeabilite
karekteristigi ¢esitli kryoprotektan solusyonlarda farklidir.

3- Kryoprotektanlar

Bu terim suda ¢oziinen, diisiik molekiiler agirlikli organik terkipleri isaret
etmek icin kullanilir. Kryoprotektanlar yiiksek konsantrasyonlarda bile ovum
veya embryo i¢in toksik olmamalidir. Diisiik molekiiler agirlikli kryoprotektan-
larin nispi etkisi, baz1 durumlarda yiiksek molekiiler agirlikli terkipler ile diizelti-
lebilir.
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Kryoprotektanlarla ilgili diger bir genel yorumda embryo veya ovumun
icine niifuz ederek soguk sokundan koruma olgusudur (18). Cok cesitli solus-
yonlarin yalniz veya kombine olarak embryoyu soguga kars1 korudugu demostre
edilmistir.

[k ¢alismalarda DMSO (1,5 M) kryoprotektan olarak sigir ve koyunlarda
kullanmlmigtir (Willadsen, Rowson). 1970'1i yillarin sonlarma dogru gliserol
ineklerde morula ve Blastosist sathalari i¢in iyi bir protektan olmustur. Bugiinde
gliserol 1-1,5 M konsantrasyonlarda iyi bir kryoprotektan olarak kullanilmak-
tadir.

Ticari ET merkezlerinde ve arastirmalarda ilk zamanlarda, DMSO veya
gliseroliin ortamdan uzaklastirilmasi veya ilavesi konservatif metodlar ile yapil-
makta idi. Konsantrasyon genellikle 2-6. safhada 20-30 dk. i¢inde artirilmakta
ve 4-6. sathada 40-60 dk. i¢inde dilue edilmektedir (6, 8, 11).

7 giinliik s181r embryosunun oda sicakliginda 1,5 M gliserol/PBS solusyonu
icinde 10-15 dk. birakilmas: ekiblarasyon saglamakta, osmotik basing stresinden
dolay1 hi¢bir hasar olugsmamaktadir (6).

Cozmeden sonra kryoprotektanlarin embryodan yavas uzaklastirilmast,
hiicrelerin osmotik erimesinden sakinmak i¢in dnemlidir.

Sukroz, kryoprotektanin embryodan uzaklastirilmas: esnasinda ekstra-
selliiler ortamda yiiksek basing saglayan iri molekiillii, nonpermeable bir ajandir
(10).

Leibo ve Mazur dondurma mediumuna sukroz gibi non-permeable soliitlerin
ilave edilmesinin osmotik soku onledigini bildirmektedirler. Sukroz kullanilmasi
halinde ise, gliserol embrioyu girisinden ¢ok daha hizli bir sekilde terk eder.
Sukroz diger bir kryoprotektanla birlikte bulunmas: halinde de embryonun yasa-
masini biiyiik 6l¢iide artirmaktadir (7).

Sukroz ilk defa 1963 yilinda Row ve Arkadaglar tarafindan alyuvarlarin
dondurulmasi ve ¢oziilmesi esnasinda glyceroliin intra -celliiler sividan uzaklas-
tirllmasi igin bagarili bir bicimde kullanilmustir.

4- Derin Dondurmanin Gelisimi

Biolojik aktivitenin olmadig1 degisik 1s1 derecelerinde memeli hayvanlarin
embryolar1 dondurularak, uzun siire saklanabilmektedir. Koyun, Keci, Sigir
ve fare embryolar1, — 30 °C ila — 50 °C' de dondurulmakta vede hizli ¢c6zmeye
dayanabilmektedir (37 °C).
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Bir hiicre safthasindan, blastosist sathasina kadar fare embryosunun derin
dondurulmasmin Whittingham ve Wilmut tarafindan 1972 yilinda demostre
edilmesinden sonra, diger tiirlerde de benzer caligmalar bir cok aragtirmaci
tarafindan yapilmistir. Fare embryolarinin basarili dondurulmasindan hemen
sonra 10-12 giinliik sigir embryolari — 60 °C' de DMSO/PBS i¢inde 0.2 °C/dk.
Oraninda sogutulup, hizli ¢oziinme sonu (360 °C/dk.) normal gebelik elde edildigi
Wilmunt ve Rowson tarafindan ortaya konmustur.

Koyun embryolar1 0 °C' de bir hiicreden, blastosist sathasina kadar sogut-
maya toleranshidir. Koyun ve Kegide derin dondurma calismalari morula
ve blastosist safhasinda yogunlasmistir. Ik gozlemlere gore atlarda 6 giinliik
blastositlerin sogutulmasinda, hiicrelerde degisiklik olusmadig1 goriilmiistiir (6).

Embriolar dakikada 1 °C' den daha az sogutuldugundan 1s1 —135 °C
kadar bile diisiiriilse intro-selliiler buz olusumu yoktur. Fakat sogutma orani
dk/5°C intro - selliiler donma — 40 °C ila — 50 °C' de ortaya gikar. Intra
selliiller buzun generasyon etkileri ¢cozme sirasinda biiyiimesi ve kristalizasyonu
ile olugur. Yada intra-selliiler buz eriyiginin hiicre yiizeyine osmotik stresinden
dolay1 degenerasyon olusur.

Cerrahi olmayan metodla vericilerden embryo elde edilmesinin gelismesi
ile birlikte 7. giinde kompakt morula ve blastosist sathasindaki embryolar saha
sartlarindaki ¢aligmalart icin uygun bulunmustur. Ciinkii;

1- Heniiz zona pellucida i¢indeki embryonun izalasyonu ve identifikasyonu
kolaydir.

2- Non-Surgical metodla direkt transfer miimkiindiir.
3- In-Vitro olarak kiiltiire edilmesi miimkiindiir (6).

Morula ve blastosist safhasinda embryolarin diisiik 1silara toleranst vardir.
Bir ¢ok ornekte 15 °C' nin altindaki 1silarda hasarlar olusur, 15 °C' nin altinda
domuz embryosu sogutmaya asir1 hassastir.

5- Sogutma Orani

Uzun yillar embryonun yavas sogutulmasiin canlilik i¢in mutlaka gerekli
olduguna inanilmistir. Embryolarin dondurulmasina iliskin ilk yaymlar, — 80 °C'
ye kadar 0.3 =2 °C/dk. oraninin zorunlu oldugu ve 1,5 M glycerol i¢inde embr-
yonun yasamasinin sogutma oranina bagh (0.25 —0.8 °C/dk.) oldugunu goster-
mektedir. Tiirler arasindaki farkliliklar olmasina ragmen ortalama sogutma sistemi
0.5 °C/dk. olmalidir. Embryonun yasamasi sogutma oranina zit oranti gosterir.
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Diisiik oranlarda sogutmada yiiksek yasama sansi, yiiksek oranlarda sogutmada
embryonun hi¢ yasama sansinin olmadigi Mazur tarafindan ortaya konmustur.
Yeterli miktar diisiik sogutma embrioya osmotik respons zamani taniyarak intra-
celliiler donmayi Onler ve yasama sansini artirir.

Yapilan caligmalar gore biiyiik bas hayvanlarda embryonun —196 °C' ye
konmadan 6nce — 35 °C' ye kadar tedricen sogutulmasi yasama sansini artir-
maktadir (2, 19). Tedrici sogutmaya karsin embryonun yasamasi hizli bir ¢oz-
meye ihtiya¢ gostermektedir. Siiper sogutmanin kolay olusmasi i¢in solusyonda
kristalizasyonun (Seeding) indiiklenmesi gerekmektedir. Dogru dondurma noktasi
(1.4 M glycerol/PBS) icin — 3 °C' dir. Kristalizasyon olustugu zaman 1s1 — 10
°C veya daha asag ise, embrio 6lmektedir (1, 13, 14, 15, 17, 18).

6- Cozme (Warming-Rate)

Cozme embryonun rehidrasyon derecesine bagli olarak yavas veya hizh
olabilir. Embryonun yasamasi yavas ¢ozmeyi gerektirmektedir, 25 °C/dk. veya
daha az (21). Sonraki caligmalar ise, ¢cok hizli ¢ozmenin yasamayi artirdigini
gostermektedir (4 sn.) (3, 12, 13).

Cozme Solusyonlar1 Hazirlanisi
Embryonun ¢oziinebilmesi i¢in 4 stok solusyona gereksinim vardir.

1- Glycerol Solusyonu: 12.60 gr (10 ml) gliserol +100 ml MPBS +- BSA
(Modifiye Fosfat buffer saline + Bovine serum albiimine).

2- Sucrose Solusyonu: 46.90 gr sucrose + 100 ml. MPBS + BSA
3- Rehidrasyon Solusyonu A: 50 ml gliserol sol. + 50 ml sucrose. sol.
4- Rehidrasyon Solusyonu B: 50 ml sucrose + 50 ml MPBS + BSA

Stok solusyonlarmin hazirlanmasindan sonra 4 ayri petri kutusuna asagi-
daki solusyonlar konur.:

1. Petri kutusuna 1 ml glicerol sol.

2. Petri kutusuna 1 ml Rehidrasyon sol. A.

3. Petri kutusuna 1 ml. Rehidrasyon sol. B.

4. Petri kutusunda 1 ml. MPBS -BSA konarak hazirlanir.

Embryolar 1. kutudan 4." ye dogru sirastyla 5 - 7 dk. oda sicakliginda
bekletilerek ¢dzme islemi tamamlanir.
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7- Embryonun Tamimlanmasi ve Simiflandirilmasi (Klasifikasyon)

Basarili bir dondurma prosediirii i¢in Oncelikle yapilmasi gereken embr-

yonun dehidrasyonundan sonra stero-mikroskop altinda gelisim safhalarinin ve
derecesinin tayin edilmesidir.
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Tammlanmasi (identification):

Erken Morula : Hiicreler aras1 artmig ve hiicre kitlesi yogunlagmaya
baslamustir. Hiicre Kkitlesi diizensiz bir sekildedir.
Perivitelline alan genis, bir kag tane hiicre, kitleden
ihra¢ edilmis durumdadir.

Gec Kompakt Morula: Hiicre kitlesi diizenli bir haldedir ve zona pellucida
icindeki alan1 doldurmaya baslamistir. Blastomer-
leri ayirt etmek giiclesmistir. UFO ile karistirila-
bilir.

Erken Blastocyst  : Yakin bir sekilde bir araya toplanmus, hiicreler
arasinda olusmus blastomer denilen bosluga bir
s1vi doldurmustur. Blastoselin etrafinda trofoblas-
tik hiicreler ayirt edilir. Belirgin bir ferivitelline
bosluk olusur.

Blastocyst : Blastosel tamamen olusmustur. Trafoblastik
hiicrelerde bir tabaka halindedir. Embrio perivi-
telline boslugun cogunu veya tamamini iggal
etmistir.

Exponded Blastosist : Zona pel\ucida gozle goriiliir 6l¢iide incelenmis,
cok ince tabaka halinde trofoblastik hiicreler
zona pellicida'ya basing yapmaktadir. i¢ hiicre
kitlesi ancak ¢ok dikkatli bakmakla goriilebilir.

Hatched Blastocyst : Zona pellicida yirtilmis ve trofoblastik hiicreler
kurtulmustur.

Smiflandirma (Clasification):
1- Miikkemmel : GoOzle goriiliir hi¢ bir kusuru yoktur.

2-lyi : Cok az kusuru olup, asimetriktir. Diger embryo-
lara gore gelismesinde ¢ok az bir gecikme vardir.
Bir veya iki blastomer hiicre kitlesinden ihrag
olmus vaziyettedir.
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3- Orta : Bir veya daha fazla gozle goriiliir kusuru vardir.
Geligmesi 1-2 giin gecikmelidir.

4- Zayif : Hiicreler ¢ok az organize olmustur. Dejenerasyon
belirtileri vardir. Gelismesinde 2-3 giinliik gecikme
vardir.

5- Degenere Embrio: Gelismesi en az 3 giin gecikmistir.

6- UFO : Fertilize olmamistir. Hig bir hiicre gelismesi go-
riillmez (9).

8- Rutin Dondurma ve Cézme yontemi
7 giinliik s18ir embryosu i¢in asagidaki islemler uygulanir.

1- Morfolojik olarak normal bulunan embryolar pipete alinarak direkt
olarak 1.0 -1.5 M glycerol/PBS solusyonuna transfer edilir (One-Step) yada
glycerol konsantrasyonlari tedricen artan PBS icinde belli siirelerde tutulur.

-0.3 M glycerol/PBS :2-3 dk.

-0.75 M glycerol/PBS :4-10 dk.

-1.5 M glycerol/PBS 1 6-10 dk.

2- Embryolar etiketlenmis payetlere alinir.

3- Kiristalizasyon (Seeding) i¢in =5 ila =7 °C' de 1.5 M glycerol/PBS
icinde 10 dk. bekletilir. Ekstra-Selliiler solusyonun kristalizasyonunu payetin
dis kismindan sogutulmus Forceps ile tutularak baslatilir.

4- =35 °C' ye kadar sogutma oram 0.3-0.8 °C/dk. olacak sekilde
sogutma cihazi ayarlanir. =35 °C' de embryonun 10-15 dk. bekletilmesi tavsiye
edilir.

5- —196 °C'deki likit nitrojene konur.
6- Cozme 20-37 °C' deki su banyosunda yaklasik 4 sn'de yapilir.

7- Payet bir ucundan kesilerek embryo bir petri kutusuna alinir ve kryop-
rotektanin embryodan uzaklastirilmasi islemine baslanir (Rehidration).
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-0.6 M glycerol/PBS :5-7dk.
-0.3 M glycerol/PBS : 5-7 dk.
-PBS+BSA % 04 :10dk.

-Yada 0.5 M Sukroz/PBS : 5-10 dk.

8- Son olarakta embryo PBS + % 04 BSA solusyonunda kiiltiire edilerek,
Morfolojik olarak yeniden degerlendirilerek transfer edilir (1, 2, 4, 12, 13, 14, 19).

9- Sonug

Bugiin, embryo transfer yontemleri gelismis olmasina karsin hayvan yetis-
tiriciliginde ¢ok yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bunun en biiyiik sebeplerinden
biri teknigin pahali olusudur. Genetik materyalin bir iilkeden, bir bagka iilkeye
transportunda donmus embryo ile biiyiik kolayliklar saglanmistir. Ancak donmusg
embryo transferindeki gebelik oraninin heniiz istenilen seviyede olmamasi kulla-
nilmasinda kimi giicliikler gostermektedir.

Tablo 4- Donmug Embryo ile Yapilan Transfer Caligmalari (Leibo 1986).

Yil Gebe Inek Transfer Edilen Elde Edilen
Sayist Donmus-Coziil. Gebelik Oram
Embryo (%)
1981 76 305 24.9
1982 137 461 29.7
1983 114 493 23.1
TOPLAM 327 1259 26.1

Ancak, gerek taze, gerekse dondurulmus embryolarin dolverimine etki
yapan faktorlerin kontrol altina alinmasiyla, hayvan varligini 1slah etmek duru-
mundaki iilkelerde kullanilmasi kaginilmaz bir bioteknoloji olacaktir.
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Dolverimine etki eden faktorler;

1- Dondurmadan 6nce ve ¢ézmeden sonra embryonun kalitesi ve sathasi,
2- Alic1 ve vericilerin sinkronize derecesi,

3- Alicilarin fertilite dereceleri,

4- Teknisyenin hiineri,

5- Transferin kolaylik derecesi,

6- Embryo kiiltiir media,

7- Embryolarin uterusdan alinmasindan transfere kadar gecen siire,

8- Cevresel faktorler.
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